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Pomoc techniczna firmy Bio-Rad

Dziat pomocy technicznej firmy Bio-Rad w Stanach Zjednoczonych jest otwarty w dniach od
poniedziatku do pigtku w godzinach od 5:00 do 17:00 czasu pacyficznego.

Numer telefonu: 1-800-424-6723, opcja 2
E-mail: Support@bio-rad.com (tylko dla Stanéw Zjednoczonych/Kanady)

W celu uzyskania pomocy techniczne klienci spoza Stanéw Zjednoczonych i Kanady powinni
skontaktowac sie z lokalnym biurem wsparcia technicznego lub klikng¢ link Contact us (Kontakt z
nami) na stronie www.bio-rad.com.

Informacja prawna

Zadna czes¢ tej publikaciji nie moze by¢ powielana ani przekazywana w zadnej postaci ani

z wykorzystaniem zadnych srodkéw, czy to elektronicznych czy mechanicznych, wigczajgc fotokopie,
nagrania i wszelkie systemy przechowywania lub wyszukiwania informacji, bez pisemnej zgody firmy
Bio-Rad.

Firma Bio-Rad zastrzega sobie prawo do modyfikowania swoich produktéw i ustug w dowolnym
czasie. Niniejsza instrukcja moze byé zmieniona bez powiadomienia. Cho¢ podczas opracowywania
niniejszego dokumentu starano sie zachowac¢ doktadnosé¢, firma Bio-Rad nie przyjmuje
odpowiedzialnosci za btedy czy pominigcia ani za zadne szkody wynikajgce z zastosowania czy
wykorzystania tych informaciji.

BIO-RAD jest znakiem towarowym firmy Bio-Rad Laboratories, Inc.

BIO-RAD, HARD-SHELL i MICROSEAL sa znakami towarowymi firmyBio-Rad Laboratories, Inc. w
niektorych jurysdykcjach.

SYBR to znak towarowy firmy Thermo Fisher Scientific Inc. Firma Bio-Rad Laboratories, Inc. posiada
licencje na sprzedaz odczynnikéw zawierajgcych SYBR Green | do uzytku w PCR w czasie
rzeczywistym wytgcznie dla celéw badawczych.

EvaGreen to znak towarowy firmy Biotium, Inc. Firma Bio-Rad Laboratories, Inc. posiada licencje
Biotium, Inc. na sprzedaz odczynnikéw zawierajgcych barwnik EvaGreen do uzytku w czasie
rzeczywistym PCR wytgcznie dla celéw badawczych.

Wszystkie uzyte w tym dokumencie znaki towarowe sg wlasno$cia ich odpowiednich wtascicieli.

Copyright © 2022 Bio-Rad Laboratories, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.


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

Przeznaczenie

Przeznaczenie

System CFX96 Dx oraz system CFX96 Deep Well Dx z oprogramowaniem CFX Manager Dx sg
przeznaczone do przeprowadzania reakcji PCR w oparciu o techniki fluorescencyjne w celu
wykrywania i iloSciowego oznaczania sekwencji kwasow nukleinowych. Te systemy i oprogramowanie
sg przeznaczone do stosowania w diagnostyce in vitro przez przeszkolonych technikow
laboratoryjnych. Te systemy sg przeznaczone do stosowania z diagnostycznymi testami kwaséw
nukleinowych opracowanymi przez inne firmy, wyprodukowanymi i oznakowanymi dla celéw
diagnostycznych.

Leksykon symboli

Wazne: Wazne zmiany sg zakreslone!

o] LOT

Producent Numer partii

Do zastosowan w diagnostyce

I

Do uzycia przez in vitro

o

Limit temperatury Numer katalogowy
Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania Liczba testow
Do uzycia z Numer seryjny
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Rx Only

Tylko na recepte Zawiera lateks

Ce

Oznakowanie CE — Rozporzgdzenie
(UE) nr2017/746 w sprawie wyrobow
medycznych do diagnostyki in vitro

Ttumaczenia

Dokumenty produktéw moga by¢ dostarczane w dodatkowych jezykach na no$nikach
elektronicznych.
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Bezpieczenstwo i zgodnosc¢ z przepisami

W celu bezpiecznej obstugi systemu CFX96™ Dx lub systemu CFX96 Deep Well Dx z
oprogramowaniem CFX Manager™ Dx, ktory w niniejszym dokumencie jest nazywany systemem
System CFX Dx, firma Bio-Rad zdecydowanie zaleca przestrzeganie informacji na temat
bezpieczenstwa podanych w niniejszym rozdziale i w catej tresci niniejszego podrecznika.

Wazne: Systemy CFX96 Dx oraz CFX96 Deep Well Dx sg zatwierdzone do stosowania jako
urzgdzenia medyczne do diagnostyki in vitro.

Etykiety ostrzegawcze

Etykiety ostrzegawcze umieszczone na aparacie i w niniejszej instrukcji ostrzegajg przed zrédtami
urazow lub szkéd. W Tabela 1 zdefiniowano wszystkie etykiety ostrzegawcze.

Tabela 1. Znaczenie etykiet ostrzegawczych

lkona Znaczenie

Ostrzezenie o ryzyku uszkodzenia ciata lub sprzetu

Obstugiwanie systemu CFX Dx przed przeczytaniem niniejszej instrukcji moze
grozi¢ obrazeniami ciata. W celu bezpiecznego uzytkowania nie wolno obstugiwaé
tego aparatu w jakikolwiek sposdb niewyszczegolniony w niniejszej instrukcji. Ten
aparat powinien by¢ obstugiwany wytgcznie przez wykwalifikowany personel
laboratoryjny przeszkolony z zakresu bezpiecznego uzytkowania sprzetu
elektrycznego. Wszystkie podzespoty systemu muszg zawsze byc¢ obstugiwane

z zachowaniem ostroznosci, czystymi i suchymi rekami.

f Ostrzezenie dotyczace obstugiwania materiatlow stwarzajacych
zagrozenie biologiczne
Podczas obstugiwania probek stwarzajgcych zagrozenie biologiczne nalezy
przestrzegac zalecanych srodkow ostroznosci i wytycznych oraz postepowac
zgodnie z wszelkimi lokalnymi wytycznymi obowigzujgcymi w danym laboratorium

lub o$rodku.
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Bezpieczenstwo i zgodnosc¢ z przepisami

Tabela 1. Znaczenie etykiet ostrzegawczych, cigg dalszy

lkona Znaczenie

Ostrzezenie o ryzyku oparzen
Termocykler generuje ciepto wystarczajgce do spowodowania powaznych oparzen.

Przez caty czas podczas obstugi nosi¢ okulary ochronne lub inne $rodki ochrony

oczu. Przed otwarciem pokrywy i wyjeciem prébek zawsze odczekac¢ do czasu, gdy
blok prébek powrdci do temperatury charakterystycznej dla wytgczonego
urzadzenia. Zawsze zachowywac maksymalny odstep, aby unikng¢ przypadkowych

oparzen skory.

Ostrzezenie o ryzyku wybuchu
Bloki probek w trakcie normalnej pracy moga stac sie wystarczajgco gorgce, by
spowodowac wrzenie i eksplozje cieczy.

Specyfikacja warunkow bezpiecznego uzytkowania oraz
zachowanie zgodnosci z przepisami

Tabela 2 zawiera specyfikacje warunkéw bezpiecznego uzytkowania systemoéw CFX Dx firmy Bio-
Rad przeznaczonych do detekcji PCR w czasie rzeczywistym. Celem zapewnienia zgodnosci z
ograniczeniami komisji FCC dla urzgdzen klasy A konieczne jest stosowanie z aparatami kabli
ekranowanych, ktére zostaty dostarczone razem z systemem.

Tabela 2. Warunki bezpiecznego uzytkowania

Aspekt eksploataciji

Znamionowa moc pobierana

Warunki bezpiecznego uzytkowania

100-240 VAC, 50-60 Hz, 850 W maks.

Klasa ochrony
przeciwprzepieciowej

Bezpieczniki

10 A, 250V, 5 x 20 mm, bezpiecznik bezzwtoczny (sztuk: 2)

Srodowisko pracy

Wyltgcznie do uzytku wewnatrz pomieszczen

Temperatura podczas pracy

15-31°C

Temperatura przechowywania

od —-20do 60°C

Wilgotnos¢ wzgledna

16 | Systemy CFX96 Dx i CFX96 Deep Well Dx

Do 80% (bez kondensaciji)



Specyfikacja warunkéw bezpiecznego uzytkowania oraz zachowanie zgodnosci z przepisami

Tabela 2. Warunki bezpiecznego uzytkowania, cigg dalszy

Aspekt eksploataciji Warunki bezpiecznego uzytkowania
Wysokos¢ nad poziomem morza Do 2000 m.n.p.m.
Klasa ochrony przed 2

zanieczyszczeniami

Zgodnosc¢ z przepisami

System CFX Dx przeznaczony do detekcji PCR w czasie rzeczywistym zostat przetestowany i spetnia
odpowiednie wymogi nastepujgcych norm bezpieczenstwa i zgodnosci elektromagnetyczne;j:

m  |[EC61010-1:2010 (wyd. 3), EN61010-1:2010 (wyd. 3). Wymagania bezpieczenstwa dotyczace
elektrycznych przyrzgdéw pomiarowych, automatyki i urzadzen laboratoryjnych -- Cze$¢ 1:
Wymagania ogélne

m |EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Wymagania bezpieczenstwa dotyczgce
elektrycznych przyrzgdéw pomiarowych, automatyki i urzgdzen laboratoryjnych. Cze$¢ 2-010:
Wymagania szczegdtowe dotyczgce urzgdzen laboratoryjnych przeznaczonych do nagrzewania
materiatéw

m |[EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Wymagania bezpieczenstwa dotyczgce
elektrycznych przyrzgdéw pomiarowych, automatyki i urzadzen laboratoryjnych. Cze$c¢ 2-081:
Wymagania szczegétowe dotyczgce automatycznych i pétautomatycznych urzadzenh
laboratoryjnych przeznaczonych do analiz i innych zastosowan (uwzglednia Poprawke 1)

m  |[EC61010-2-101:2015 (wyd. 2). Wymagania bezpieczehnstwa dotyczace elektrycznych
przyrzadow pomiarowych, automatyki i urzadzen laboratoryjnych. Wymagania szczegétowe
dotyczace urzadzen medycznych do diagnozy in vitro (IVD)

B |EC61326-1:2012 (klasa A), EN 61326-1:2013 (klasa A). Elektryczne przyrzgdy pomiarowe,
automatyka i urzadzenia laboratoryjne. Wymagania dotyczgce kompatybilnosci
elektromagnetycznej, Czes$¢ 1: Wymagania ogdine

B |EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (klasa A). Elektryczne przyrzady pomiarowe,
automatyka i urzadzenia laboratoryjne. Wymagania dotyczgce kompatybilnosci
elektromagnetycznej. Wymagania szczegétowe dotyczace urzgdzen medycznych do diagnozy in
vitro (IVD)

Wazne: Niniejsze urzadzenie wytwarza, wykorzystuje i moze emitowac energie o czestotliwosci
radiowej oraz, jesli nie zostanie zainstalowane poprawnie lub jest uzytkowane niezgodnie z
udostepniong dokumentacjg instruktazowg, moze powodowac zaktécenia w tgcznosci radiowe;.
Eksploatacja tego systemu w budynkach mieszkalnych prawdopodobnie bedzie powodowaé
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Bezpieczenstwo i zgodnosc¢ z przepisami

szkodliwe zaktécenia, a w takim przypadku uzytkownicy beda musieli wyeliminowac te zaktécenia
na wtasny wydatek.

Zagrozenia

System CFX Dx przeznaczony do detekcji PCR w czasie rzeczywistym zostat zaprojektowany do
bezpiecznej pracy, jesli jest obstugiwany w sposdb okreslony przez producenta. Jezeli system CFX
Dx przeznaczony do detekcji PCR w czasie rzeczywistym lub jakikolwiek z powigzanych z nim
elementéw sktadowych bedzie uzywany w sposéb niezgodny ze specyfikacjg producenta, moze to
negatywnie wptyng¢ na elementy ochrony, ktére zapewnia aparat podczas eksploatacji. Firma Bio-
Rad Laboratories, Inc. nie przyjmuje odpowiedzialnosci za jakiekolwiek obrazenia fizyczne lub straty
spowodowane eksploatacjg tych urzadzen w sposob niezgodny ze specyfikacjg ani za modyfikacje
przyrzadu, ktore nie zostaty dokonane przez firme Bio-Rad lub autoryzowanego przedstawiciela.
Czynnosci serwisowe w odniesieniu do systemu CFX Dx przeznaczonego do detekcji PCR w czasie
rzeczywistym moze prowadzi¢ wytgcznie wykwalifikowany personel firmy Bio-Rad.

Zagrozenia biologiczne

System CFX Dx przeznaczony do detekcji PCR w czasie rzeczywistym jest produktem
laboratoryjnym. Jesli jednak pojawig sie probki stanowigce zagrozenie biologiczne, nalezy
przestrzegaé ponizszych wytycznych i postepowac zgodnie z wszelkimi lokalnymi procedurami
obowigzujgcymi w danym laboratorium lub o$rodku:

Uwaga: Podczas normalnej pracy tego aparatu nie sg uwalniane zadne substancje stwarzajgce
zagrozenie biologiczne.

Ogodlne srodki ostroznosci

B Przed rozpoczeciem pracy z systemem nalezy zawsze zaktadac¢ fartuch laboratoryjny, rekawice
laboratoryjne oraz okulary ochronne z ostonami bocznymi albo gogle.

B Rece nalezy trzymac z dala od ust, nosa i oczu.

B Przed przystgpieniem do pracy z potencjalnie zakaznymi materiatami nalezy w peni
zabezpieczy¢ wszelkie skaleczenia lub obtarcia.

B Po zakonczeniu pracy z potencjalnie zakaznym materiatem nalezy doktadnie umy¢ rece wodg z
mydtem przed opuszczeniem laboratorium.

B Przed rozpoczeciem pracy na stanowisku nalezy zdja¢ zegarki i bizuterie.

B Wszystkie zakazne lub potencjalnie zakazne materiaty nalezy przechowywac¢ w odpornych na
pekniecia, szczelnych pojemnikach.

B Przed opuszczeniem laboratorium nalezy zdja¢ odziez ochronna.
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Zagrozenia

B W rekawiczkach nie nalezy pisa¢, odbiera¢ telefonu, dotyka¢ wtacznikéw Swiatta ani dotykaé
czegokolwiek, czego mogtyby dotkngc¢ inne osoby bez rekawiczek.

B Nalezy czegsto zmieniac rekawiczki. Rekawiczki nalezy natychmiast zmieni¢ w przypadku
stwierdzenia ich widocznego zanieczyszczenia.

B Materiatéw, ktorych nie mozna odpowiednio odkazi¢, nie wolno wystawia¢ na dziatanie substancji
potencjalnie zakaznych.

B Po zakonczeniu czynnosci obejmujgcych materiaty stwarzajgce zagrozenie biologiczne nalezy
odkazi¢ obszar roboczy odpowiednim srodkiem odkazajgcym (np. roztworem wybielacza do
uzytku domowego w rozcienczeniu 1:10).

Szczegoblne srodki ostroznosci w zakresie diagnostyki in vitro

B Wszystkie prébki od pacjentéw potencjalnie stwarzajg zagrozenie biologiczne i nalezy sie z nimi
nalezycie obchodzi¢, stosujac uniwersalne srodki ostroznosci.

B Podczas normalnej pracy tego aparatu nie sg uwalniane zadne substancje stwarzajace
zagrozenie biologiczne.

Odkazanie powierzchni

OSTRZEZENIE! Aby unikngé porazenia prgdem elektrycznym, zawsze wytgczaé
i odtgczac aparat przed wykonywaniem procedur odkazania.

Ponizsze obszary moga by¢ czyszczone dowolnym bakterio-, wiruso- lub grzybobojczym srodkiem
dezynfekcyjnym przeznaczonym do stosowania w szpitalach:

B zewnetrzna pokrywa i obudowa,
B wewnetrzna powierzchnia bloku reakcyjnego i studzienki bloku reakcyjnego,
B panel sterowania i wyswietlacz.

Aby przygotowacé i nanies¢ srodek dezynfekcyjny, przeczyta¢ instrukcje dostarczong przez
producenta produktu. Po zastosowaniu srodka dezynfekcyjnego zawsze kilkukrotnie przeptuka¢ wodag
blok reakcyjny i studzienki bloku reakcyjnego. Po ptukaniu wodg doktadnie wysuszy¢ blok reakcyjny

i studzienki bloku reakcyjnego.

Wazne: Nie stosowac¢ srodkéw o wiasciwosciach sciernych, zrgcych detergentéw ani roztworéw
0 mocnym odczynie zasadowym. Takie srodki mogg zarysowac powierzchnie i uszkodzi¢ blok
reakcyjny, skutkujgc utratg precyzyjnej kontroli temperatur.
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Utylizacja materiatu stwarzajacego zagrozenie biologiczne

Nastepujgce potencjalnie skazone materiaty nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi, regionalnymi
i krajowymi przepisami dotyczgcymi laboratoriow:

B probki kliniczne,
B odczynniki,

B zuzyte naczynia reakcyjne oraz inne materiaty eksploatacyjne, ktére mogty ulec skazeniu.

Zagrozenia chemiczne

System detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX Dx nie zawiera zadnych potencjalnie
niebezpiecznych materiatéw chemicznych.

Zagrozenia zwigzane z wybuchem lub mozliwoscia zaptonu

System CFX Dx nie stanowi dla operatoréw zadnego niestandardowego zagrozenia w zakresie
mozliwosci zaptonu lub wybuchu, pod warunkiem ze jest eksploatowany w sposéb odpowiedni
okreslony przez firme Bio-Rad Laboratories.

Zagrozenia elektryczne

System CFX Dx przeznaczony do detekcji PCR w czasie rzeczywistym nie stanowi dla operatoréw
zadnego niestandardowego zagrozenia elektrycznego, pod warunkiem ze zostanie prawidtowo
zainstalowany i bedzie poprawnie obstugiwany, co oznacza, ze nie mozna wprowadza¢ do systemu
fizycznych modyfikacji. Ponadto system musi by¢ podtgczony do zrodta zasilania o odpowiednich
parametrach.

Transport

Przed przemieszczeniem lub wysytkg systemu detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX Dx, jego
optycznego modutu reakcyjnego lub podstawy termocyklera trzeba przeprowadzi¢ procedury
odkazania. Zawsze przemieszczac lub wysytac system detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX Dx
i optyczne moduly reakcyjne w osobnych pojemnikach wraz z dostarczonymi materiatami
opakowaniowymi, ktére zabezpieczajg aparat przed uszkodzeniem. Jesli nie mozna znalez¢
odpowiednich pojemnikéw, skontaktowac sie z lokalnym biurem firmy Bio-Rad.
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Zagrozenia

Akumulator

Termocykler System CFX Dx wykorzystuje 3 V baterie litowo-metalowg monetowg oraz hybrydowg
baterie akumulatorowg 4,8 V niklowo-metalowg w celu utrzymywania ustawien czasu oraz danych
analiz w przypadku utraty zasilania sieciowego. Jesli po wytgczeniu urzgdzenia dane czasu lub dane
analiz nie bedg zachowane, moze to oznaczac, ze zmniejszyt sie poziom natadowania baterii. W takim
przypadku nalezy skontaktowac sie z dziatem wsparcia technicznego firmy Bio-Rad w celu uzyskania
pomocy.

Nie nalezy podejmowacé prob wymiany baterii. Skontaktowac sie z dziatem wsparcia technicznego
firmy Bio-Rad.

Utylizacja

System detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX Dx zawiera materiaty elektryczne; powinny by¢ one
wyrzucane jako odpady niesortowane i muszg by¢ zbierane osobno zgodnie z dyrektywa Unii
Europejskiej 2012/19/EU w sprawie zuzytego sprzetu elektrotechnicznego i elektronicznego
(dyrektywa WEEE). Przed wyrzuceniem skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem Bio-Rad

w celu uzyskania instrukcji odpowiednich w danym kraju.

Gwarancja

System detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX Dx i powigzane z nim akcesoria sg objete
standardowg gwarancjg firmy Bio-Rad. Szczegoty gwarancji mozna uzyskaé, kontaktujac sie
z lokalnym biurem firmy Bio-Rad.
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Rozdziat 1 Wprowadzenie

Systemy CFX Dx firmy Bio-Rad sg przeznaczone do amplifikacji PCR w czasie rzeczywistym w
diagnostyce in vitro i oferujg najnowoczesniejsze rozwigzania technologiczne, ktére pozwalajg na
ilosciowa analize reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) poprzez
stosowanie krzywej wzorcowej, analize ekspresji genéw, dyskryminacje alleliczng oraz analize punktu
koncowego.

Systemy CFX Dx do detekcji skladajg sie z dwdch modutéw sprzetowych oraz oprogramowania:
B Optycznego modutu reakcyjnego (ORM) CFX96 ™ Dx lub CFX96 Deep Well Dx
B termocyklera C1000™ Dx

B Oprogramowania CFX Manager™ Dx

Gdy system jest uzywany z oprogramowaniem CFX Manager Dx, wowczas umozliwia
B Natychmiastowe generowanie wynikdw za pomoca kreatora Startup Wizard (Kreator startowy)

B Wprowadzanie oraz edytowanie informacji na temat studzienek przed analizg, w trakcie analizy i
po jej zakonczeniu

B Interpretowanie ztozonych danych i lepsze zrozumienie wynikow badan ekspresji genéw za
pomocg narzedzi, takich jak analiza kontroli PrimePCR™ oraz selektor gendw referencyjnych

B Przygotowywanie kompleksowych raportéw z danych analizy PCR w czasie rzeczywistym

Systemy CFX Dx do detekcji PCR

W Tabela 3 przedstawiono produkty do analiz PCR w ramach diagnostyki in vitro firmy Bio-Rad, ktére
sg dostarczane razem z systemami System CFX Dx.

Uwaga: System System CFX Dx jest dostarczany z oprogramowaniem CFX Manager Dx,
termocyklerem C1000 Dx oraz z optycznym modutem reakcyjnym CFX96 Dx lub CFX96 Deep
Well Dx.
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Rozdziat 1 Wprowadzenie

Tabela 3. Systemy CFX do detekcji PCR w ramach diagnostyki in vitro

Nr katalogowy  Opis

1845097-1VD Optyczny modut reakcyjny (ORM) CFX96 Dx*
1844095-1VD Optyczny modut reakcyjny (ORM) CFX96 Deep Well Dx
1841000-1VD Termocykler C1000 Dx

12007917 Oprogramowanie CFX Manager Dx w wers;ji 3.1

* Optyczny modut reakcyjny

Wiecej informaciji

W tym dokumencie objasniono, jak bezpiecznie konfigurowac i obstugiwac systemy detekcji PCR

w czasie rzeczywistym CFX96 Dx i CFX96 Deep Well Dx posiadajgce znak CE-IVD. W tresci
dokumentu systemy te sg okreslane nazwg System CFX Dx. Dodatkowo w dokumencie wyjasniono,
jak uzytkowaé Oprogramowanie CFX Manager Dx obstugujgce System CFX Dx.

Wskazéwka: Klikngé¢ logo Bio-Rad w prawym gérnym rogu dowolnego okna Oprogramowanie
CFX Manager Dx, aby przej$¢ na strone internetowg firmy Bio-Rad. Na tej stronie zamieszczono
odnosniki do uwag technicznych, instrukcji obstugi, informacji o produktach oraz zasobach
wsparcia technicznego. Znajdujg sie tam takze liczne zasoby techniczne dotyczgce
réznorodnych metod i zastosowan powigzanych z PCR, PCR w czasie rzeczywistym i ekspresjg
genu.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera
C1000 Dx

W niniejszym rozdziale wyja$niono sposob konfigurowania termocyklera System CFX Dx C1000 Dx w
placéwce, w ktérej uzywany jest system.

Wskazowka: Przed skonfigurowaniem termocyklera nalezy zapoznac sie z budowg
termocyklera, jego optycznym modutem reakcyjnym, portami oraz akcesoriami.

Wymagania dotyczgce miejsca dziatania sprzetu

W tabelach w tym rozdziale wymieniono wymagania dotyczgce pomieszczenia, warunkow otoczenia
i zasilania, ktorych spetnienie jest konieczne do wiasciwego zainstalowania i uzytkowania
termocyklera System CFX Dx.

Uwaga: Termocykler System CFX Dx nalezy instalowaé na plaskiej, suchej powierzchni
z przeptywem chtodnego powietrza wystarczajacym do wtasciwej pracy.

Wymagania co do stotu

Tabela 4. System CFX Dx Termocykler — wymagania co do stotu

Pozycja Specyfikacja

Moc na wejsciu Do 850 W, maksymalnie
Czestotliwosé 50-60 Hz, jedna faza
Porty USB 5A,1B

Wymiary Szer.: 13 cali; 33 cm

Gteb.: 18 cali; 46 cm
Wys.: 14 cali; 36 cm

Masa 47 funtow; 21 kg
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Wymagania co do warunkéw otoczenia

Tabela 5. System CFX Dx Termocykler — wymagania co do warunkéw otoczenia

Parametr Zakres Zakres wilgotnosci

Warunki pracy 15-31°C 0-80% RH, bez skraplania
59-87,8°F

Warunki przechowywania 15-31°C 0-80% RH, bez skraplania
59-87,8°F

Wymagania co do zasilania

Aby zapewni¢ poprawng prace termocyklera System CFX Dx, dostarczana moc musi by¢ stabilna
i miesci¢ sie w granicach okreslonych w specyfikacji. Przewdd zasilajacy podigczony do wejscia
zasilania musi obstugiwaé znamionowe natezenie co najmniej 7 A.

Tabela 6. System CFX Dx — wymagania co do zasilania

Pozycja Specyfikacja

Napigcie sieciowe 100-240V AC, 50-60 Hz, jedna faza
Maksymalne zuzycie energii <850 W

Liczba gniazd zasilania Co najmniej 2 gniazda zasilania:

B 1 gniazdo na termocykler

B 1 gniazdo na komputer z oprogramowaniem CFX Manager
Dx
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Przeglad informacji o systemie

llustracje w tym rozdziale przedstawiajg gtéwne podzespoty podstawy termocyklera C1000 Dx.

Widok z przodu

LEGENDA
1. Optyczny modut reakcyjny — zawiera ukiad optyczny, ktéry gromadzi dane fluorescenc;ji
oraz blok termocyklera. Systemy CFX Dx przeznaczone do detekcji PCR w czasie
rzeczywistym obstugujg modut CFX96™ Dx lub modut CFX96 Deep Well Dx.
2. Kontrolka LED stanu — wskazuje, czy blok jest aktualnie uzywany.
3. Przycisk pokrywy — umozliwia otwarcie i zamkniecie pokrywy modutu reakcyjnego oraz
uszczelnienie komory reakcyjne;j.
4. C1000™ Dx podstawa termocyklera — zapewnia systemowi zasilanie, a takze

komunikacje oraz zawiera optyczne moduty reakcyjne CFX96 Dx i CFX96 Deep Well.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

5. Wyswietlacz na panelu przednim i przyciski — umozliwiajg sterowanie systemem w
trybie niezaleznym.
Wazne: W celu zapewnienia spojnosci danych badan genéw w ramach diagnostyki in
vitro oprogramowanie CFX Manager Dx nie obstuguje danych wygenerowanych przez
termocykler w trybie niezaleznym.

6. Ogrzewana wewnetrzna pokrywa — utrzymuje temperature pokrywy w celu
zapobiegania skraplaniu i parowaniu.

7. Blok prébek/reakcyjny — utrzymuje naczynia reakcyjne, w tym probowki i mikroptytki.

Widok z tytu
@ © ® e
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LEGENDA
1. Port Ethernet — umozliwia podtgczenie termocyklera C1000 Dx do sieci.
2. Porty USB typu B — stuzg do podtgczania termocyklera C1000 Dx do komputera, na
ktérym uruchomione jest oprogramowanie CFX Manager Dx.
3. Port USB typu A — umozliwia przesytanie danych do oraz z pamigci USB.

Wazne: W celu zapewnienia spojnosci danych badan genéw w ramach diagnostyki in
vitro oprogramowanie CFX Manager Dx nie obstuguje danych wygenerowanych przez
termocykler w trybie niezaleznym.
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Szeregowy port testu — wylgcznie do celéw testowych dla dziatu serwisowego.

Szczeliny wentylacyjne — chiodzg termocykler.

Wazne: Szczelin wentylacyjnych nie nalezy blokowac. W celu zapewnienia
optymalnego dziatania nalezy upewnic sie, ze powietrze moze swobodnie przeptywaé
za podstawg termocyklera.

Wejscie zasilania — zasilanie sieciowe; nalezy uzy¢ kabla dostarczonego z zestawem.

Przetacznik zasilania — przetgcznik dwupozycyjny, ktéry umozliwia wtgczanie i
wytgczanie termocyklera.

Bezpieczniki — specyfikacje bezpiecznikow zawiera sekcja Specyfikacja warunkéw
bezpiecznego uzytkowania oraz zachowanie zgodnosci z przepisami na stronie 16.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

Optyczne moduly reakcyjne

Termocykler C1000 Dx jest kompatybilny z nastepujgcymi optycznymi modutami reakcyjnymi Bio-Rad
do PCR w czasie rzeczywistym:

B optyczny modut reakcyjny CFX96 Dx,
B optyczny modut reakcyjny CFX96 Deep Well Dx.

Wybrany optyczny modut reakcyjny CFX Dx i termocykler sg dostarczane w osobnych pudetkach.
Oprogramowanie CFX Manager Dx jest dostarczane wraz z optycznym modutem reakcyjnym.

Wazne: Optyczny modut reakcyjny jest kalibrowany z podstawg termocyklera, z ktérg jest
dostarczany. Dlatego nie wolno uzywac optycznego modutu reakcyjnego z zadng inng podstawg
termocyklera ani podstawy termocyklera z zadnym innym optycznym modutem reakcyjnym.

Oba optyczne moduty reakcyjne zawierajg w petni regulowana, ogrzewang pokrywe, ktéra moze
pracowacé niezawodnie z szerokim wyborem naczyn reakcyjnych. Kazdy optyczny modut reakcyjny
zawiera chlodzgce wentylatory w celu szybkiego ogrzewania i chtodzenia.

Kazdy optyczny modut reakcyjny CFX Dx zawiera nastepujgce podzespoty:

B Ogrzewana wewnetrzna pokrywa — utrzymuje temperature pokrywy w celu zapobiegania
skraplaniu i parowaniu;

B blok prébek/reakcyjny — utrzymuje naczynia reakcyjne, w tym probdéwki i mikroptytki;
B przycisk pokrywy — otwarcie i zamkniecie pokrywy oraz uszczelnienie reakgc;ji;

B kontrolka LED stanu — gdy jest wigczona, wskazuje, ze blok jest aktualnie uzywany.

Zalecane objetosci prébek

Podczas uzywania termocyklera C1000 Dx maksymalna objetos¢ probki zalezy od typu
zastosowanego modutu reakcyjnego. W Tabela 7 przedstawiono zalecane objetosci do uzycia
z kazdym modutem reakcyjnym.

Tabela 7. Wielkos¢ i graniczna objetos¢ dla modutow reakcyjnych

Zalecana objetos¢ proébki, ul

Liczba studzienek Liczba blokow (gérna granica)
96 studzienek 1 10-50

96 glebokich 1 10-125
studzienek

30 | Systemy CFX96 Dx i CFX96 Deep Well Dx



Instalowanie termocyklera C1000 Dx

Instalowanie termocyklera C1000 Dx

Podstawa termocyklera C1000 Dx jest dostarczana w innym pudetku niz optyczny modut reakcyjny.
Opakowanie zawiera:

B podstawe termocyklera C1000 Dx,

B przewdd sieciowy,

®  1kabel USB.

Instalacja termocyklera C1000 Dx:

1. Odpakowac i ustawi¢ podstawe termocyklera C1000 Dx.
2.  Przytgczy¢ modut reakcyjny do podstawy.

3.  Wyjac¢ srube transportowg.

W tym rozdziale szczegétowo objadniono te czynnosci.

Rozpakowywanie i ustawianie termocyklera C1000 Dx

Wazne: Przed rozpoczeciem obstugiwania termocyklera przeczyta¢ informacje z rozdziatu
Bezpieczenstwo i zgodnosc¢ z przepisami na stronie 15 i Etykiety ostrzegawcze na stronie 15.

Wskazowka: Podczas ustawiania upewnic sie, ze wolna przestrzen obok termocyklera jest
wystarczajgca dla komputera, na ktérym ma dziata¢ oprogramowanie CFX Manager Dx.

Rozpakowanie i ustawienie podstawy termocyklera
1. Zlokalizowa¢ opakowanie zawierajgce podstawe termocyklera.
2. Wyja¢ podstawe z materiatdw opakowaniowych.

Wskazowka: Zachowac¢ materiaty opakowaniowe na przyszto$¢. Jesli brakuje
jakiegokolwiek elementu lub jesli jakikolwiek element jest uszkodzony, skontaktowac sie
z lokalnym biurem firmy Bio-Rad.

3. Umiesci¢ podstawe termocyklera na ptaskiej, suchej powierzchni z przeptywem chtodnego
powietrza wystarczajgcym do wiasciwej pracy.

4. Zlokalizowac¢ przewdd sieciowy w opakowaniu transportowym i wprowadzi¢ jedng jego koncéwke
do gniazda zasilania z tytu termocyklera.

Wazne: Na tym etapie nie wtgczac zasilania aparatu.

5. Przylgczy¢ modut reakcyjny IVD do podstawy. Przejs¢ do rozdziatu Przytgczanie optycznego
modutu reakcyjnego na stronie 32.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

Przylaczanie optycznego modutu reakcyjnego

Firma Bio-Rad dostarcza optyczny modut reakcyjny CFX96 Dx lub CFX96 Deep Well wraz z podstawg
termocyklera C1000 Dx (ale w osobnym opakowaniu). Ostroznie rozpakowac optyczny modut
reakcyjny i sprawdzi¢, czy w pojemniku transportowym znajdujg sie kabel zasilajgcy i kabel USB.

Wazne: Kazdy optyczny modut reakcyjny jest kalibrowany z podstawg termocyklera, z ktorg jest
dostarczany. Dlatego nie wolno uzywac optycznego modutu reakcyjnego z zadng inng podstawg
termocyklera.

Upewnic sie, ze podstawa termocyklera C1000 Dx lezy na ptaskiej, suchej powierzchni z przeptywem
chtodnego powietrza wystarczajagcym do wtasciwej pracy.

Przytaczanie modutu reakcyjnego do podstawy termocyklera

1. Umiesci¢ termocykler C1000 Dx w odpowiednim miejscu, tak aby belka blokujgca byta
skierowana w dét.

2. Podnies¢ optyczny modut reakcyjny za pomocg wgtebionych uchwytéw nad bocznymi
odpowietrznikami i ustawi¢ modut we wnece na modut reakcyjny w C1000 Dx , pozostawiajgc
okoto 2 cm przestrzeni z przodu. Gdy modut optyczny znajduje sie we wnece, powinien
przykrywac logo Bio-Rad z przodu wneki.
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3. Pociagnat belke blokujgca do gory, az zréwna sie z ptaszczyzng bokéw wneki na modut. Ta
czynnos¢ powoduje przesuniecie sie modutu do przodu i jego zablokowanie w odpowiedniej

pozycji.

4. Sprawdzi¢, czy modut jest catkowicie i rownomiernie osadzony w podstawie termocyklera C1000
Dx. Miedzy modutem a podstawa nie powinno by¢ zadnej dodatkowej przestrzeni.

5. Podtaczy¢ przewdd sieciowy z tytu podstawy termocyklera C1000 Dx oraz do odpowiedniego
gniazda elektrycznego. Nastepnie nacisng¢ przetacznik zasilania na tylnym panelu termocyklera
C1000 Dx, aby uruchomic system.

Wyjmowanie sruby transportowej

Wazne: Optyczne moduty reakcyjne firmy Bio-Rad sg dostarczane z czerwona $rubg
transportowg wprowadzong do wewnetrznej pokrywy w celu ustabilizowania optycznego modutu
reakcyjnego podczas transportu. Sruba transportowa musi zostaé wyjeta przed rozpoczeciem
obstugi optycznego modutu reakcyjnego.

Wyjecie sruby transportowej

1. Termocykler C1000 Dx rozpoznaje, ze Sruba transportowa jest wprowadzona do optycznego
modutu reakcyjnego, i wyswietla komunikat z instrukcjg wyjecia sruby.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

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
black.

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

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

'Remove ” II ‘

2.  Wyja¢ srube transportowg zgodnie z instrukcjami. Na schemacie ponizej pokazano lokalizacje
Sruby transportowe;.

Uwaga: Sruba transportowa musi zostaé wtozona ponownie w razie konieczno$ci zwrotu
modutu reakcyjnego z jakiegokolwiek powodu. Zachowac srube w bezpiecznym, dostgpnym
miejscu.
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tadowanie ptytek z probkami

W celu zapewnienia jednakowego ogrzewania i chtodzenia probek ptytki muszg by¢ w petnym
kontakcie z blokiem reakcyjnym. W celu zapewnienia odpowiedniego kontaktu nalezy:

B Przed zatadowaniem probek upewnic sig, ze blok jest czysty.
B Mocno wcisnagé pojedyncze proboéwki, probéwki w paskach lub mikroptytki do studzienek bloku.

B Gdy uzywana jest jedna probdéwka lub kilka probéwek, nalezy uzywaé ramy na probéwki (nr
katalogowy: 1849000 lub 1849001) albo zatadowac¢ co najmniej jedng pustg probéwke do
kazdego naroznika bloku, dzieki czemu pokrywa bedzie rownomiernie dociska¢ pojedyncze
probowki.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

tadowanie plytek optycznego modutu reakcyjnego

Wazne: Podczas uruchamiania System CFX Dx zawsze nalezy rownomiernie roztozy¢ probowki
w paskach i natozy¢ zatyczki na studzienki narozne, aby zapewni¢ réwnomierne docidniecie
bloku przez ogrzewang pokrywe.

tadowanie ptytek do modutu reakcyjnego
1. Aby otworzy¢ automatyczng pokrywe, nalezy wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) w oprogramowaniu CFX Manager Dx
klikng¢ opcje Open Lid (Otworz pokrywe).

B Na zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) klikng¢ opcje Open Lid (Otworz pokrywe).
B Nacisng¢ przycisk pokrywy na przedniej czesci aparatu.

2. Umiesci¢ mikroptytke, pojedyncze probdwki lub probowki w paskach w uszczelnionych
pokrywach w bloku.

Wazne: Upewnic sig, ze probowki sg catkowicie uszczelnione, aby nie dopusci¢ do
wyciekow.

Wskazéwka: W celu zapewnienia optymalnych wynikéw nalezy wktadac probki o objetosci
10-25 pl w przypadku systemu System CFX Dx.

3. W celu zapewnienia doktadnej analizy danych nalezy upewnic sie, ze orientacja reakcji w bloku
jest doktadnie taka sama, jak orientacja zawartosci studzienki na zaktadce Plate (Ptytka) w
oprogramowaniu CFX Manager Dx.

Wskazéwka: Zawartos¢ ptytki mozna edytowac za pomocg oprogramowania CFX Manager
Dx przed analizg, w jej trakcie oraz po zakohczeniu analizy.

4. Abyzamkng¢ automatyczng pokrywe, nalezy wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:
B Nacisng¢ przycisk pokrywy na aparacie.

B W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) w oprogramowaniu klikngé opcje Close
Lid (Zamknij pokrywe).

B Na zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) klikna¢ opcje Close Lid (Zamknij pokrywe).

Wazne: Upewnic sig, Ze nic nie blokuje pokrywy, gdy trwa jej zamykanie. Istnieje mechanizm
bezpieczenstwa, ktéry uniemozliwia zamknigecie pokrywy w przypadku wykrycia przeszkody,
przed zamknigciem nie nalezy niczego umieszczac na drodze pokrywy.
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Materiaty eksploatacyjne do PCR: plastiki i odczynniki

Zalecane materiaty eksploatacyjne z plastiku do systemu CFX Dx mozna znalez¢ i zamoéwi¢ na stronie
internetowej Bio-Rad. Mozna przejs¢ na tg strone z menu Help (Pomoc) > PCR Plastic Consumables
Web Site (Strona internetowa z materiatami eksploatacyjnymi do PCR z tworzyw sztucznych)

w programie CFX Manager Dx. Dodatkowo warto skorzystac z selektorow Plastics Selector (Selektor
plastikow) Reagents Selector (Selektor odczynnikéw) jako pomocy w fatwym znalezieniu

i zamoéwieniu materiatéw z plastiku i odczynnikow dla konkretnego sprzetu i konkretnych potrzeb

w zakresie PCR.

Wykrywanie podtagczonych aparatow

Podczas instalacji instalator oprogramowania Oprogramowanie CFX Manager Dx automatycznie
instaluje sterowniki aparatéw na komputerze, na ktérym uruchomione jest oprogramowanie
Oprogramowanie CFX Manager Dx. Po uruchomieniu oprogramowanie CFX Manager Dx wykrywa
aparaty.

Wazne: Przed zainstalowaniem oprogramowania nalezy odtgczy¢ termocykler C1000 Dx od
komputera CFX Manager Dx. Podczas instalacji oprogramowania nie trzeba wytgczaé
termocyklera.

Aby wykry¢ podtaczone aparaty

1. Jesli ta czynnos$¢ nie zostata jeszcze wykonana, nalezy wprowadzi¢ kwadratowy (meski) koniec
kabla USB typu B z zestawu do portu USB typu B, ktory znajduje sie na tylnej $ciance podstawy.

2. Drugi koniec kabla (port) nalezy wprowadzi¢ do portu USB na komputerze CFX Manager Dx.

3. Jeslitermocykler nie jest jeszcze uruchomiony, nacisng¢ przetgcznik zasilania na tylnej sciance
aparatu, aby go uruchomic.

4. Uruchomi¢ oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx.

Oprogramowanie automatycznie wykryje podtgczony aparat i wyswietli jego nazwe w panelu Detected
Instruments (Wykryte aparaty) w oknie Home (Strona gtéwna).

Uwaga: Jedli aparat nie jest widoczny w panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty),
wowczas nalezy sprawdzi¢, czy kabel USB jest poprawnie podtgczony. Aby ponownie
zainstalowac sterowniki, nalezy wybrac¢ opcje Tools (Narzedzia) > Reinstall Instrument Drivers
(Przeinstaluj sterowniki aparatu) w oknie Home (Strona gtéwna) oprogramowania
Oprogramowanie CFX Manager Dx.
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Rozdziat 2 Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx

Odtagczanie modutu reakcyjnego

Wazne: Wytgczy¢ termocykler C1000 Dx przed odtgczeniem modutu reakcyjnego (zob. rozdziat
Wytaczanie termocyklera C1000 Dx na stronie 38). Bezposrednio po wykonaniu protokotu lub
inkubacji zeberka chtodzgce wewnatrz modutu reakcyjnego mogg by¢ gorgce. Przed
odtgczeniem modutu reakcyjnego upewnic sig, ze zeberka sg chtodne.

Odtaczanie optycznego modutu reakcyjnego od podstawy termocyklera

1. Ztylu podstawy termocyklera popchnac belkg blokujgca w doét az do jej odblokowania i zwolnié
optyczny modut reakcyjny.
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2. Ostroznie podnie$¢ optyczny modut reakcyjny z wneki za pomoca wgtebionych uchwytéw po obu
jego stronach.

3. Ustawi¢ optyczny modut reakcyjny na czystej, ptaskiej powierzchni, gdzie nie bedzie mogt zostac
uderzony, zarysowany czy upuszczony.

Wytaczanie termocyklera C1000 Dx

Aby wylaczy¢ termocykler:

1. Poanalizie nacisnaé przycisk otwierania pokrywy w przedniej czesci optycznego modutu
reakcyjnego CFX, aby uzyska¢ dostep do prébek zatadowanych do bloku.

2. Wyjaé prébki z bloku i nacisngé¢ przycisk zamykania pokrywy, aby zamkng¢ pokrywe.

3. Nacisna¢ przetgcznik zasilania na panelu tylnym termocyklera C1000 Dx, aby wytgczy¢ zasilanie
systemu.
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Rozdziat 3 Instalacja oprogramowania CFX
Manager Dx

W tym rozdziale objasniono sposéb instalowania oprogramowania CFX Manager™ Dx.

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx jest wymagane w celu analizowania danych
analiz PCR w czasie rzeczywistym z systemow CFX96™ Dx i CFX96 Deep Well Dx. Mozna tez
wykorzystac to oprogramowanie do kontrolowania tych systemow w trybie sterowanym programowo.

Informacje na temat instalowania termocyklera i optycznego modutu reakcyjnego System CFX
Dxzawiera sekcja Konfigurowanie termocyklera C1000 Dx na stronie 25.
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Rozdziat 3 Instalacja oprogramowania CFX Manager Dx

Wymagania systemowe

Tabela 8 przedstawia minimalne i zalecane wymagania systemowe dla komputera, na ktérym
uruchomione jest oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx (ten komputer jest okreslany
jako ,komputer CFX Manager Dx”).

Tabela 8. Wymagania dotyczace komputera, na ktérym dziata oprogramowanie
Oprogramowanie CFX Manager Dx

System Minimum Zalecane

System Microsoft Windows 7 SP1 Dowolny z nastepujacych:

operacyjny Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32- i
64-bitowy)

B Microsoft Windows 10 Pro (tylko 64-bitowy)
B Microsoft Windows 10 Enterprise (tylko

64-bitowy)

Wazne: W systemach Microsoft Windows 10 Pro i Enterprise nalezy wytgczy¢ mechanizm Secure
Boot.
Porty 2 szybkie porty USB 2.0 2 szybkie porty USB 2.0
llo$¢ miejsca na 128 GB 128 GB
dysku
Szybkos¢ 2,4 GHz, dwurdzeniowy 2,4 GHz, czterordzeniowy
procesora
Pamie¢ RAM 4 GB pamigci RAM 8 GB pamiegci RAM
Rozdzielczos¢ 1024 x 768 z trybem True 1280 x 1024 z trybem True Color
ekranu Color
Program do Adobe PDF Reader lub Windows PDF Reader z
odczytu plikéw jednego z obstugiwanych pakietow Microsoft
PDF Office:

m 2007

m 2010

m 2013
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Instalacja oprogramowania CFX Manager Dx

Wazne: Przed instalacjg lub aktualizacjg oprogramowania koniecznie odtgczy¢ od komputera
CFX Manager Dx wszelkie podtagczone aparaty. Podczas instalacji oprogramowania nie trzeba
wytgczac termocyklera. Upewni¢ sie, ze wszystkie analizy probek sg zapisane i ze nie sg
uruchomione zadne eksperymenty.

Uwaga: Jesli Oprogramowanie CFX Manager Dx jest instalowane w systemie Windows 10,
przed rozpoczeciem procedury instalowania upewni¢ sie, ze wytgczona jest opcja Bezpieczny
rozruch.

Jak zainstalowaé Oprogramowanie CFX Manager Dx
1. W razie koniecznosci odtgczy¢ od komputera wszelkie podigczone aparaty.

Zlokalizowac i odtgczy¢ kabel USB aparatu od komputera CFX Manager Dx. Kofhcowka
wprowadzona do aparatu moze pozosta¢ w gniezdzie.

2. Zalogowac sie do komputera CFX Manager Dx z uprawnieniami administratora.
3.  Wiozy¢ ptyte CD z oprogramowaniem CFX Manager Dx do napedu CD w komputerze.

4. Automatycznie powinna sie wyswietli¢ strona startowa programu. Dwukrotnie klikng¢ Install
Software (Zainstaluj oprogramowanie) na stronie startowej programu.

Uwaga: Jesdli strona startowa nie jest automatycznie wyswietlana, przej$¢ na ptyte CD
i otworzy¢ folder CFX_Manager. Nastepnie dwukrotnie klikng¢ setup.exe, aby uruchomié
kreator instalacji oprogramowania.

Wskazoéwka: W kreatorze instalacji klikng¢ przycisk Documentation (Dokumentacja), aby
przejs$¢ do kopii informacji o wersji, instrukcji obstugi aparatéw i innych dokumentéw
z mozliwoscig przeszukiwania.

5. Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie w celu zakonczenia instalacji. Po
zakonczeniu na pulpicie komputera pojawi sie ikona programu menedzera CFX.

6. Po zakonczeniu instalacji mozna bezpiecznie wysung¢ ptyte CD.

Wykrywanie podtaczonych aparatow

Podczas instalacji instalator oprogramowania CFX Manager Dx automatycznie instaluje sterowniki
aparatow na komputerze CFX Manager Dx. Po uruchomieniu oprogramowanie CFX Manager Dx
wykrywa aparaty.
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Aby wykry¢ podigczone aparaty

1. Jeslita czynnos¢ nie zostata jeszcze wykonana, nalezy wprowadzi¢ kwadratowy (meski) koniec
kabla USB typu B z zestawu do portu USB typu B, ktéry znajduje sie na tylnej Sciance podstawy
aparatu.

2. Drugi koniec kabla (port) nalezy wprowadzi¢ do portu USB na komputerze CFX Manager Dx.

3. Jesliaparat nie jest jeszcze uruchomiony, nacisng¢ przetacznik zasilania na tylnej Sciance
aparatu, aby go uruchomic.

4. Uruchomi¢ oprogramowanie CFX Manager Dx.

Oprogramowanie automatycznie wykryje podtgczony aparat i wyswietli jego nazwe w panelu Detected
Instruments (Wykryte aparaty) w oknie Home (Strona gtéwna).

Uwaga: Jesli aparat nie jest widoczny w panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty),
wowczas nalezy sprawdzi¢, czy kabel USB jest poprawnie podfgczony. Aby ponownie
zainstalowac sterowniki, w oknie Home (Strona gtéwna) oprogramowania CFX Manager Dx
nalezy wybrac opcje Tools (Narzedzia) > Reinstall Instrument Drivers (Przeinstaluj sterowniki
aparatu).

Pliki w oprogramowaniu

W Tabela 9 wyszczegdlniono typy plikdw, z jakich korzysta Oprogramowanie CFX Manager Dx.

Tabela 9. Typy plikow, z jakich korzysta Oprogramowanie CFX Manager Dx

Typ pliku Rozszerzenie Szczegoly

Pliku protokotu .prel Zawiera szczegoty konfiguracji protokotu potrzebne
do wykonania analizy PCR

Pliku ptytki .pltd Zawiera szczegoty konfiguracji ptytki potrzebne do
wykonania analizy PCR

Dane .pcerd Zawiera wyniki eksperymentu i analizy PCR

Analiza PrimePCR™ .csv Zawiera protokét i uktad ptytki na potrzeby ptytek
PrimePCR

Badanie genéw .mgxd Zawiera wyniki wielu analiz PCR oraz analiz

ekspresji genu

LIMS .plrn Zawiera konfiguracje ptytki i informacje o protokole
wymagane do przeprowadzenia analizy probek
kompatybilnej z systemem LIMS
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Zalecane srodki zapewnienia cyberbezpieczenstwa

Firma Bio-Rad zaleca wspotprace z dziatem IT klienta celem wdrozenia sSrodkéw zapewniajgcych
cyberbezpieczenstwo dla komputera, ktéry bedzie uzywany z systemem CFX96 Dx. Na przyktad:

Nalezy zainstalowac i skonfigurowaé odpowiednie aplikacje antywirusowe i zapory.

Wazne: Nalezy skonfigurowa¢ skanowanie pod katem wiruséw, aby odbywato sie poza
godzinami pracy lub w czasie, gdy aparat nie jest aktywnie uzywany. Jesli skanowanie pod
katem wiruséw zostanie zainicjowane w czasie, gdy oprogramowanie CFX Manager Dx
przeprowadza eksperyment, moze doj$¢ do anulowania analizy i utraty danych.

W oprogramowaniu Oprogramowanie CFX Manager Dx nie obowigzuje limit czasu braku
aktywnosci uzytkownika dla sesji. Zalecane jest zaimplementowanie zabezpieczen systemu
Windows albo rozwigzan innych firm chronigcych przed dostepem niepowotanych uzytkownikéw
(na przyktad poprzez uruchomienie wygaszacza ekranu, ktérego wytgczenie bedzie mozliwe po
zalogowaniu sie).

Zabezpieczenia dotyczgce nosnikéw wymiennych:

O W celu ochrony danych zapisanych na urzgdzeniach USB nalezy stosowac hasta i
szyfrowanie.

[0 Dla wszystkich no$nikéw wymiennych nalezy wytaczy¢ opcje automatycznego uruchamiania
i automatycznego odtwarzania.

[0 Nalezy wigczy¢ ustawienie, ktére spowoduje skanowanie dysku USB kazdorazowo po
podtgczeniu takiego dysku.

Aby zapewni¢ mozliwo$¢ przywracania danych, nalezy zastosowaé rozwigzanie do tworzenia
kopii zapasowych.

Instrukcja obstugi | 43



Rozdziat 3 Instalacja oprogramowania CFX Manager Dx
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Rozdziat 4 Przestrzen robocza

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx zapewnia interfejs do konfigurowania ptytek, opracowywania
protokotéw PCR, uruchamiania ich w aparatach CFX Dx oraz analizowania danych z analiz PCR.

Oprogramowanie CFX Manager Dx zawiera pie¢ gtéwnych przestrzeni roboczych:

W tym rozdziale pokazano i pokrotce opisano kazdg z tych przestrzeni roboczych.

okno Home (Strona gtéwna),

kreator Startup Wizard (Kreator startowy),
okno Protocol Editor (Edytor protokotu),
okno Plate Editor (Edytor ptytki),

okno Data Analysis (Analiza danych).
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Rozdziat 4 Przestrzen robocza

Okno Home (Strona gitéwna)

Oprogramowanie CFX Manager Dx otwiera okno Home (Strona gtéwna) i wyswietla okno Startup
Wizard (Kreator startowy), w ktérym mozna skonfigurowac¢ eksperyment, wykonacé lub powtérzy¢
analize probek oraz wykonac¢ analize danych dla istniejgcej analizy probek. W oknie Home (Strona
gtdwna) mozna tez przeglgdac dzienniki aplikacji i aparatow, tworzy¢ uzytkownikow i zarzgdzaé nimi
oraz przechodzi¢ do wielu przydatnych narzedzi. Wiecej informacji zamieszczono w Rozdziat 5, Okno
Home (Strona gtéwna).

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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kreator Startup Wizard (Kreator startowy),

kreator Startup Wizard (Kreator startowy),

Za pomocg kreator Startup Wizard (Kreator startowy) mozna szybko skonfigurowac i uruchomic
eksperymenty zdefiniowane przez uzytkownika albo wybraé i uruchomi¢ eksperyment PrimePCR™.
Za pomocg tego kreatora mozna réwniez powtorzy¢ analize lub przeanalizowac dane z analizy.

Startup Wizard

Hﬁ} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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Rozdziat 4 Przestrzen robocza

Okno Protocol Editor (Edytor protokotu)

W oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) mozna tworzy¢, otwieraé, przegladac¢ i edytowac protokat.
Mozna tez zmodyfikowac¢ temperature pokrywy dla otwartego protokotu. Funkcja Protocol Editor
(Edytor protokotu) jest szczegétowo opisana w Rozdziat 6, Tworzenie protokotow.

Protocol Editor - New

Eile  Settings Tools ?

ﬂ é Insert Step  After v  Sample Volumeul Est. Run Time 01:09:00

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

3550 C for030
@mw + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

[+=] inset GQTO END
B et ek Curve
e Add Piate Readto Step
R_BPUPt'm-
[ Delete 20

oK Cancel
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Okno Plate Editor (Edytor ptytki)

Okno Plate Editor (Edytor ptytki)

W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) mozna tworzy¢ ptytki, a takze otwiera¢ je, przegladac i edytowac.
Funkcja Plate Editor (Edytor ptytki) jest szczegétowo opisana w Rozdziat 7, Przygotowywanie ptytek.

Plate Editor - New

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

Okno Data Analysis (Analiza danych)

W oknie Data Analysis (Analiza danych) mozna wyswietla¢ i poréwnywa¢ dane analiz, wykonywac
analizy statystyczne, eksportowa¢ dane oraz tworzy¢ raporty gotowe do publikacji. Funkcja Data
Analysis (Analiza danych) jest szczegotowo opisana w Rozdziat 9, Przeglad informacji o analizie
danych. Zob. réwniez Rozdziat 10, Szczegoty okna Data Analysis (Analiza danych).

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

e | 2

File  View Settings Export Tools E\ata Setup ~ 3
GQuantfication Quantfication Data Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information
Amplification El Standard Curve El
25 J
201
g
1% T 15
z
10
5 1
2 3 4 5 [ 7 8
100 4 Log Starting Quantity
t * O Stndam
o 10 20 3 40 50 X Unknom
Cycles ] Log Scale —— FAM  E=305% R"2=D 530 Slope=3 573 y-int=35 408
A FaM I HEX [ TexasRed []Cy5 Step Number. |3~
Wel O Fuor & Target 4| Contert §| Sample O Ca &z
a F03 FAM Tubuin  Sid-1 di1 622 [T
Fl4  FAM Tubulin  5id-2 di-2 1114
B F05  FAM Tubulin  5id3 di-3 1440
= F05  FAM Tubuin  Sid4 di-4 1776
F07  FAM Tubulin  5id5 di'5 2110
D F08  FAM Tubuin  Std6 di-6 247 |=
. F09  FAM Tubuin  Std-7 di-7 2787
E
G
I~
H IET| W — ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit =
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Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx zapewnia interfejs do opracowywania protokotéw PCR,
uruchamiania ich w systemach CFX Dx oraz obrébki danych z analiz PCR.

Niniejszy rozdziat zawiera stanowi wstep do oprogramowania Oprogramowanie CFX Manager Dx
oraz opisuje funkcje dostepne z okna Home (Strona gtéwna).
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Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

Okno Home (Strona gitéwna)

CFX Manager Dx otwiera okno Home (Strona gtéwna) i wyswietla okno Startup Wizard (Kreator
startowy), w ktérym mozna skonfigurowac¢ analize prébek, wykonac jg lub powtérzy¢ oraz wykonac
analize danych dla istniejgcej analizy prébek. W oknie Home (Strona gtéwna) mozna tez przeglgdac
dzienniki aplikacji i aparatow, tworzy¢ uzytkownikow i zarzadza¢ nimi oraz przechodzi¢ do wielu
przydatnych narzedzi.

B8 CEX Manager Dx (admin)

Fle View User Run Tools Windows Help

EhEmER @

(3] Detected Instrumert(s}

- %2 crxesowi
L. crxosDw2
£ crxom01

G CPxosin2 ®
@ Startup Wizard ==

ﬂm Run setup
@ Repeat run

@. Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

iz

3

Select instrument CFX36 ~

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

LEGENDA
1. Na pasku tytutu oprogramowania wyswietlana jest nazwa oprogramowania oraz
zalogowanego uzytkownika.
2. Pasek menu zapewnia szybki dostep do polecen menu File (Plik), View (Widok), Users
(Uzytkownicy), Run (Analiza prébek), Tools (Narzedzia), Window (Okno) i Help (Pomoc).
3. Polecenia na pasku narzedzi zapewniajg szybki dostep do opcji menu.
4. W lewym panelu wys$wietlane sg aparaty podtgczone do komputera CFX Manager Dx oraz

przyciski, za pomocg ktérych mozna obstugiwa¢ pokrywe i przegladac stan aparatow.
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Okno Home (Strona gtéwna)

5. W panelu gtéwnym wyswietlane jest okno robocze. Domysinym oknem roboczym na
ekranie Home (Strona gtéwna) jest kreator Startup Wizard (Kreator startowy).

6. Na pasku stanu wyswietlane sg nazwy podtgczonych aparatéw oraz zalogowanego
uzytkownika.

Polecenia menu File (Plik)

New (Nowy) — otwarcie okna dialogowego, w ktérym mozna utworzyé nowy protokdt, ptytke lub badanie
genow.

Open (Otworz) — otwarcie okna dialogowego, w ktérym mozna przejs¢ do istniejagcego protokotu,
ptytki, pliku danych, badania gendw, pliku LIMS lub pliku analizy PrimePCR™ oraz otworzy¢ taki plik.

Recent Data Files (Ostatnie pliki danych) — wys$wietlanie listy ostatnio otwieranych plikéw PCR.

Repeat a Run (Powtdrz analize probek) — otwarcie Eksploratora Windows w miejscu zapisanych
plikow PCR, gdzie mozna znalez¢ analize prébek do powtdrzenia.

Exit (Wyjscie) — zamknigcie oprogramowania CFX Manager Dx.

Polecenia menu View (Widok)

Application Log (Dziennik aplikacji) — umozliwia wy$wietlenie dziennika uzycia oprogramowania
poczgwszy od dnia instalacji do dnia biezgcego.

Run Reports (Raporty z analiz probek) — stuzy do wyswietlania listy raportéw dotyczacych analiz.

Startup Wizard (Kreator startowy) — umozliwia wyswietlenie kreatora Startup Wizard (Kreator
startowy) w oknie gtéwnym.

Run Setup (Konfiguracja analizy prébek) — umozliwia wyswietlenie okna Run Setup (Konfiguracja
analizy prébek) w panelu gtéwnym.

Instrument Summary (Podsumowanie aparatu) — umozliwia wyswietlenie okna Instrument
Summary (Podsumowanie aparatu) w panelu gtéwnym.

Detected Instruments (Wykryte aparaty) — umozliwia naprzemienne wigczanie i wytgczanie
wyswietlania podtgczonych aparatéw w lewym panelu. Domyslnie w oprogramowani podtgczone
aparaty sg wyswietlane w lewym panelu.

Toolbar (Pasek narzedzi) — umozliwia naprzemienne witgczanie i wytgczanie wyswietlania paska
narzedzi u géry ekranu. Domyslnie oprogramowanie wyswietla ten pasek narzedzi.

Status Bar (Pasek stanu) — umozliwia naprzemienne witgczanie i wytgczanie wyswietlania paska
stanu u dotu ekranu. DomysInie oprogramowanie wyswietla ten pasek stanu.
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Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

Show (Pokaz) — umozliwia otwarcie okna dialogowego, z ktérego mozna
B Wyswietla¢ lub blokowac¢ dziennik stanu.
B Otwierac i wyswietlac folder danych CFX Manager Dx.
B Otwiera¢ i wyswietla¢ folder danych uzytkownika.
B Otwierac i wyswietlac folder pliku systemu LIMS.
B Otwiera¢iwyswietla¢ folder PrimePCR.
B Wyswietla¢ historie analiz.

B Wyswietla¢ wtasciwosci wszystkich podigczonych aparatéw.

Polecenia menu User (Uzytkownik)

Select User (Wybierz uzytkownika) — otwarcie ekranu Login (Logowanie), na ktorym mozna wybra¢
uzytkownika z listy rozwijanej User Name (Nazwa uzytkownika) i zalogowac sie do aplikacji.

Change Password (Zmien hasto) — otwarcie okna dialogowego Change Password (Zmien hasto),
w ktérym uzytkownicy mogg zmieni¢ swoje hasto, z ktérego korzysta Oprogramowanie CFX Manager
Dx.

User Preferences (Preferencje uzytkownika) — otwarcie okna dialogowego User Preferences
(Preferencje uzytkownika), w ktérym uzytkownicy moga zmienia¢ domysine ustawienia nastepujgcych
funkcji:

B wysyfanie i otrzymywanie powiadomien pocztg e-mail po zakonczeniu analizy probek,
B wysyfanie plikow danych,

B tworzenie protokotdéw za pomocg opcji Protocol Editor (Edytor protokotu) i Protocol
AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu),

B tworzenie ptytek,

B analizowanie danych,

B przeprowadzanie analizy ekspresji genu,
B okre$lanie jakosci danych,

B eksportowanie danych aparatu CFX Dx.

User Administration (Administrowanie uzytkownikami) — otwarcie okna dialogowego User
Administration (Administrowanie uzytkownikami), w ktérym administratorzy mogg tworzy¢
uzytkownikéw, modyfikowac uprawnienia przypisane do rél i przypisywac role uzytkownikom.
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Okno Home (Strona gtéwna)

Bio-Rad Service Login (Logowanie serwisowe) — wytgcznie dla personelu dziatu wsparcia
technicznego firmy Bio-Rad. Nie wybieraé tego polecenia.

Polecenia menu Run (Analiza prébek)

User-defined Run (Analiza probek definiowana przez uzytkownika) — otwarcie okna Run Setup
(Konfiguracja analizy probek), w ktérym mozna skonfigurowac protokét i ptytke definiowane przez
uzytkownika, a nastepnie uruchomic¢ eksperyment PCR w wybranych aparatach.

PrimePCR Run (Analiza PrimePCR) — otwarcie zaktadki Start Run (Uruchom analize prébek)
w oknie Run Setup (Konfiguracja analizy probek) z domysinym protokotem i uktadem ptytki PrimePCR
zatadowanymi w oparciu o wybrany aparat.

End-Point Only Run (Analiza wylgcznie punktu kohcowego) — otwarcie zaktadki Start Run
(Uruchom analize probek) w oknie Run Setup (Konfiguracja analizy probek) z domysinym protokotem
i uktadem ptytki dla punktu koncowego zatadowanymi w oparciu o wybrany aparat.

Qualification Run (Analiza kwalifikacyjna) — otwarcie zaktadki Start Run (Uruchom analize prébek)
w oknie Run Setup (Konfiguracja analizy probek) z domysinym protokotem kwalifikacji Bio-Rad
i uktadem ptytki zatadowanym na potrzeby wybranego aparatu.

Polecenia menu Tools (Narzedzia)

Master Mix Calculator (Kalkulator Master Mix) — stuzy do otwierania kalkulatora mieszaniny
gtéwnej, w ktorym mozna utworzy¢ mieszanine reakcyjng oraz wydrukowac obliczenia.

Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) — stuzy do otwierania okna dialogowego
Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu), w ktérym mozna fatwo utworzyé nowy protokot.

T, Calculator (Kalkulator Ta) — stuzy do otwierania kalkulatora T,, w ktérym mozna tatwo obliczy¢
temperature annealingu primerow.

Dye Calibration Wizard (Kreator kalibracji barwnika) — stuzy do otwierania kreatora Dye Calibration
Wizard (Kreator kalibracji barwnika), w ktérym mozna skalibrowac aparat dla nowego fluoroforu.

Reinstall Instrument Drivers (Przeinstaluj sterowniki aparatu) — umozliwia ponowne
zainstalowanie sterownikow, ktére kontrolujg komunikacje z systemami PCR w czasie rzeczywistym
firmy Bio-Rad.

Zip Data and Log Files (Pakuj dane i pliki dziennikdw) — umozliwia otwarcie okna dialogowego, w
ktérym mozna wybracé pliki do spakowania i zapisania w pliku zip, ktéry nastepnie mozna przekazaé
do archiwizacji albo wysta¢ pocztg e-mail.
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Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

Batch Analysis (Analiza wsadowa) — umozliwia otwarcie okna dialogowego Batch Analysis (Analiza
wsadowa), w ktérym mozna skonfigurowac¢ parametry analizowania wiecej niz jednego pliku danych
jednoczesnie.

Options (Opcje) — otwiera okno dialogowe, w ktérym mozna:
B Konfigurowac ustawienia serwera poczty e-mail.

m  Konfigurowa¢ ustawienia eksportu dla systemu LIMS oraz innych plikéw danych.

Polecenia menu Help (Pomoc)

Wskazowka: Menu Help (Pomoc) jest dostepne na pasku menu we wszystkich oknach
oprogramowania Oprogramowanie CFX Manager Dx.

Open Operation Manual (Otwdrz instrukcje obstugi) — otwiera PDF z niniejszg instrukcja.

Gene Expression Gateway Web Site (Serwis WWW Gene Expression Gateway) — umozliwia
otwarcie strony gtéwwe;j firmy Bio-Rad poswieconej aparatowi System CFX Dx.

PCR Reagents Web Site (Serwis internetowy poswiecony odczynnikom PCR) — umozliwia przejscie
do serwisu internetowego firmy Bio-Rad poswieconego odczynnikom PCR, z ktérego mozna
zamawiac¢ odczynniki PCR, mieszaniny gtéwne, barwniki oraz zestawy.

PCR Plastic Consumables Web Site (Serwis internetowy poswiecony materiatom eksploatacyjnym
z tworzyw sztucznych do PCR) — umozliwia przejscie do serwisu WWW firmy Bio-Rad poswieconego
materiatom eksploatacyjnym i elementom z tworzyw sztucznych, z ktérego mozna zamawiac ptytki
PCR, uszczelki ptytek, probdwki i zatyczki, a takze inne akcesoria z tworzyw sztucznych.

Software Web Site (Serwis internetowy poswiecony oprogramowaniu) — umozliwia przejscie do
serwisu internetowego firmy Bio-Rad poswieconego oprogramowaniu do analiz PCR, z ktérego
mozna zamawiac zaktualizowane wersje oprogramowania Oprogramowanie CFX Manager Dx firmy
Bio-Rad.

About (Informacje 0) — wyswietla informacje o prawach autorskich oraz o wersji oprogramowania
CFX Manager Dx.

Polecenia na pasku narzedzi

)

— stuzy do otwierania Eksploratora Windows, w ktérym mozna przechodzi¢ do plikéw danych i

otwierac je, a takze generowac pliki badan.

)

— stuzy do otwierania kalkulatora Master Mix Calculator (Kalkulator mieszaniny gtéwnej).

N
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Okno Home (Strona gtéwna)

— umozliwia otwarcie okna Run Setup (Konfiguracja analizy).

— umozliwia otwarcie okna Run Setup (Konfiguracja analizy) z domysinym protokotem
PrimePCR i uktadem ptytki odpowiednim do wybranego aparatu.

— umozliwia otwarcie kreatora Startup Wizard (Kreator startowy).
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Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

Kreator Startup Wizard (Kreator startowy),

Gdy CFX Manager Dx uruchamia sie, w panelu roboczym wyswietlany jest Startup Wizard (Kreator
startowy). W oknie Startup Wizard (Kreator startowy) mozna:

B wybraé aparat z listy wykrytych aparatéw i skonfigurowac analize prébek definiowang przez
uzytkownika lub analize PrimePCR,;

B otworzy¢ i powtorzy¢ analize probek;

B otworzy¢ plik danych, aby przeanalizowac¢ wyniki pojedynczej analizy prébek, lub plik badania
genow, aby uzyskac wyniki z wielu analiz ekspresji genu.

Startup Wizard @

HITES Run setup

Select instrument CFxo95 v
@ Repeat run
ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Te zadania sg doktadniej objasnione w ponizszych rozdziatach.

Pasek stanu

Lewa strona paska stanu u dotu gtéwnego okna oprogramowania przedstawia biezacy status
wykrytych aparatow. Po prawej stronie paska stanu wyswietlana jest nazwa biezgcego uzytkownika, a
takze godzina i data.
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Okno Home (Strona gtéwna)

Panel Detected Instruments (Wykryte aparaty)

W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) wyswietlane sg poszczegélne aparaty podtgczone do
komputera CFX Manager Dx. DomysInie kazdy aparat jest widoczny jako ikona, a jego numer seryjny jako
jego nazwa.

Na przyktad ponizsza ilustracja przedstawia cztery wykryte aparaty:

B Dwa termocyklery C1000™ z modutami reakcyjnymi CFX96™ Deep Well (CFX96DW1 i
CFX96DW2)

B Dwa termocyklery C1000™ z modutami reakcyjnymi CFX96™ (CFX96101 i CFX96102)

@2  Detected Instrument(s)

C

= CRxXgsDW
& crxssow2
T Crxea0t
& croan

Selected Instrument

View Status

Vi Open Lid
,ﬂ Close Lid
Al Instruments

% View Summary

Z tego panelu mozna wykona¢ nastepujgce czynnosci:
B Wyswietli¢ wtasciwosci i skalibrowane barwniki dla wybranego aparatu.

Informacje na temat wiasciwosci aparatu zawiera sekcja Przeglgdanie wtasciwosci aparatu na
stronie 63.

B Wyswietli¢ status podtgczonego aparatu.
B Otworzy¢ automatyczng pokrywe w wybranych aparatach.
B Zamknaé automatyczng pokrywe w wybranych aparatach.

B Wyswietli¢ status wszystkich podtgczonych aparatow.
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Aby wyswietli¢ status podtaczonego aparatu

» W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) nalezy wybra¢ docelowy aparat i wykona¢
jedna z nastepujacych czynnosci:

B Klikng¢ opcje View Status (Wyswietl status) w sekcji Selected Instrument (Wybrany aparat).

B Klikng¢ prawym przyciskiem myszy i w menu, ktore zostanie wyswietlone, wybrac opcje View
Status (Wyswietl status).

Pojawi sie okno dialogowe Run Details (Szczegdty analizy probek) z wyswietlong zaktadkg Run
Status (Stan analizy prébek). Status wybranego aparatu bedzie widoczny ponizej panelu stanu
analizy, na przyktad:

Run Status Run Information
| ~ Protacsl
Plate

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

£ 7 Open Lid £} Close Lid
D
Blash Block
¥ ndeator

Aby otworzy¢ lub zamkna¢ pokrywe aparatu

» W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) nalezy wybra¢ docelowy aparat i wykonaé
jedna z nastepujacych czynnosci:

m  Klikngc¢ opcje Open Lid (Otworz pokrywe) lub Close Lid (Zamknij pokrywe) w sekcji Selected
Instrument (Wybrany aparat).

B Klikng¢ prawym przyciskiem myszy i w menu, ktore zostanie wyswietlone, wybraé
odpowiednie dziatanie.

B Otworzy¢ okno dialogowe Run Details (Szczegéty analizy prébek), wybra¢ zaktadke Run
Status (Stan analizy prébek), a nastepnie klikng¢ opcje Open Lid (Otworz pokrywe) lub Close
Lid (Zamknij pokrywe).
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Aby wyswietli¢ status wszystkich wykrytych aparatow
» Wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B W sekgji All Instruments (Wszystkie aparaty) w panelu Detected Instruments (Wykryte
aparaty) klikng¢ opcje View Summary (Podsumowanie widoku).

B W pasku menu wybrac polecenia View (Widok) > Instrument Summary (Podsumowanie
aparatu).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Instrument Summary (Podsumowanie aparatu):

b @l e 2L R Show: | All Blocks v | ?
Block Mame & Type Status User Remaining
ICFXSEDW1 CFX36D Idle admin
CFX36DW2 CFX36D Idle admin
CFX96I01 CFX56 Idle admin
CFX96102 CFX36 Idle admin

4 Blocks

Wskazoéwka: Jesli system wykryje tylko jeden podigczony aparat, wéwczas sekcja All
Instruments (Wszystkie aparaty) nie bedzie widoczna w panelu Detected Instruments
(Wykryte aparaty). Aby wyswietli¢ podsumowanie jednego aparatu, nalezy wybrac polecenia
View (Widok) > Instrument Summary (Podsumowanie aparatu).
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Elementy sterujgce na pasku narzedzi Instrument Summary (Podsumowanie

aparatu)

Tabela 10 przedstawia elementy sterujgce i funkcje paska narzedzi Instrument Summary

(Podsumowanie aparatu).

Tabela 10. Elementy sterujace na pasku narzedzi Instrument Summary (Podsumowanie

aparatu)

Przycisk

B

Nazwa przycisku

Create a new Run
(Utwérz nowg analize)

Funkcja

Tworzy analize w wybranym bloku
poprzez otwarcie okna Run Setup
(Konfiguracja analizy prébek).

Stop (Zatrzymaj)

Zatrzymuje biezgcg analize w
wybranych blokach.

1

Pause (Wstrzymaj)

Wstrzymuje biezaca analize w
wybranych blokach.

Wb

Resume (Wznéw)

Wznawia analize w wybranych blokach.

Flash Block Indicator
(Zamigaj wskaznikiem
bloku)

Powoduje migniecie diody LED na
pokrywie wybranych blokow.

N

Open Lid (Otworz

Otwiera automatyczng pokrywe

pokrywe) wybranych blokéw.
/& Close Lid (Zamknij Zamyka automatyczng pokrywe
— pokrywe) wybranych blokéw.

X

Hide Selected Blocks
(Ukryj wybrane bloki)

Ukrywa wybrane bloki na liscie
Instrument Summary (Podsumowanie
aparatu).

C]
Doo

Show All Blocks (Pokaz
wszystkie bloki)
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Tabela 10. Elementy sterujace na pasku narzedzi Instrument Summary (Podsumowanie
aparatu), ciag dalszy

Przycisk Nazwa przycisku Funkcja

Show: | All Blocks o Show (Pokaz) Nalezy wybra¢ bloki, ktére pojawig sie
na liscie. Nalezy wybra¢ jedna z opcji,
aby wyswietli¢ wszystkie wykryte bloki,
wszystkie bloki bezczynne, wszystkie
bloki wykorzystywane do analizy przez
biezacego uzytkownika albo wszystkie
bloki, na ktérych trwa analiza.

Przegladanie wiasciwosci aparatu

Za pomocg panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) mozna przegladaé szczegétowe
informacje o wybranym aparacie, w tym jego wtasciwosci, stan $ruby transportowej i liste
skalibrowanych barwnikéw (fluoroforow).

[N !
& Properties [T_] Shipping Screw lL Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic _
characters and numbers (8 characters max). CFX36I01 Rename

Click Rename button to apply.

Property Curmrent
e e g
Nickname CFxg601
Madel CFx36
Serial Numbers
Base CFX96-5IMD2
Block CFX36-51MD24
Shuttle CFX56-5IMD25
Optical Head CFX96-5IMD20

Fimware Versions

HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 13500
PXAZ70 32128129
CFXDSP 1.124.00

8051 Matorized Lid 54000

Mare Info

Available Storage 352 MB

Total RAM 34 MB

USB Serial Number 1816531045

Przegladanie wtasciwosci aparatu

» W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) kliknaé prawym przyciskiem myszy docelowy
aparat i wybrac opcje Properties (Wtasciwosci) w wyswietlonym wtedy menu.
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Zaktadka Properties (Whasciwosci)

W zakfadce Properties (Wtasciwosci) wymienione sg szczegoty techniczne wybranego aparatu, w tym
jego model, numery seryjne jego podzespotéw oraz wersje oprogramowania uktadowego. Domysina
nazwa aparatu (jego numer seryjny) jest wyswietlana w wielu miejscach, w tym w panelu Detected
Instruments (Wykryte aparaty) i na pasku nagtéwka okna dialogowego Instrument Properties
(Wtasciwosci aparatu). Mozna zmieni¢ nazwe aparatu, aby tatwiej go rozpoznawac.

Zmiana nazwy aparatu

» W zaktadce Instrument Properties (Wtasciwosci aparatu) wpisaé nazwe w polu Rename (Zmien
nazwe) na gorze zaktadki Properties (Wtasciwosci). Nastepnie klikngé Rename (Zmien nazwe).

Nowa nazwa jest wyswietlana w rzedzie Nickname (Nazwa nadana) w zaktadce Properties
(Wtasciwosci), na pasku nagtéwka Instrument Properties (Wtasciwosci aparatu) oraz w panelu
Detected Instruments (Wykryte aparaty).

Zaktadka Shipping Screw (Sruba transportowa)

W zaktadce Shipping Screw (Sruba transportowa) wy$wietlany jest aktualny stan $ruby transportowej
(Removed (Wyjeta) lub Installed (Zainstalowana)) w wybranym aparacie. Zaktadka ta zawiera tez
instrukcje instalowania lub wyjmowania czerwonej sruby transportowe;.

Wskazéwka: Jesli oprogramowanie wykryje srube transportowa, w oknie dialogowym Instrument
Properties (Wtasciwosci aparatu) automatycznie wyswietlana jest zaktadka Shipping Screw
(Sruba transportowa). W celu wyjecia $ruby postepowaé zgodnie z instrukcjami.

Uwaga: Sruba transportowa musi zostaé wyjeta przed rozpoczeciem uzytkowania aparatu.
Wiecej informacji zamieszczono w rozdziale Wyjmowanie $ruby transportowej na stronie 33.
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W zakfadce Calibrated Dyes (Barwniki skalibrowane) wyswietlane sg skalibrowane fluorofory i ptytki

dla wybranego aparatu.

Puophoe (| Cremd O PeTye 0 5% o Dae o Emm 0
1 % 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10
2 2 BR White Factory 01/08/2008 10:
3 |Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14
4 |Cal Orange 560 2 BR 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 |CGuasar 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

Aby wyswietli¢ szczegotowe informacje o kalibracji, klikngé jej przycisk Info w kolumnie Detail

(Szczegoty).
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem korzystania
z produktu

Ustawianie preferencji uzytkownika

Wskazéwka: Wykonywanie tych czynnosci nie jest wymagane w celu korzystania z
oprogramowania Oprogramowanie CFX Manager Dx. Te sekcje mozna poming¢ lub te czynnosci
mozna wykonaé w dowolnym czasie.

W oprogramowaniu CFX Manager Dx mozna dostosowac¢ srodowisko robocze. Jesli administrator
utworzyt konta uzytkownikéw oprogramowania, wéwczas kazdy uzytkownik moze dostosowaé swoje
Srodowisko robocze. Jesli administrator nie utworzyt kont uzytkownikéw, wowczas zmiany preferenciji
dotycza kazdego, ktdra zaloguje sie do oprogramowania CFX Manager Dx. (Informacje na temat
tworzenia kont uzytkownikéw oprogramowania CFX Manager Dx zawiera Zatacznik B, Zarzgdzanie
uzytkownikami i rolami w oprogramowaniu CFX Manager Dx).

Na przyktad w menu Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika) mozna
wykonac¢ nastepujgce czynnosci:

B Skonfigurowac powiadomienie e-mail z informacjg o ukoriczeniu analizy.
B Zmieni¢ ustawienia domysine dotyczgce

O Lokalizacji, w ktorej zapisywane sg pliki

O Plikéw konfiguracji analizy

[0 Przedrostka nazw plikow

B Skonfigurowac parametry domysine, ktére bedg uzywane podczas tworzenia nowego protokotu i
ptytki.

m  Skonfigurowa¢ domysine parametry dla analizy danych i ekspresji genow.
B Dostosowa¢ domysine protokoty kontroli jakosci.

B Dostosowac parametry eksportu danych.

W menu Tools (Narzedzia) mozna wykonac¢ nastepujgce czynnosci:

B Utworzy¢ mieszanine gtéwna.

m  Skalibrowa¢ barwniki dla konkretnego aparatu.

Uwaga: Kalibracja mieszaniny gtéwnej i barwnikéw sg dostepne dla kazdego, kto zaloguje sie do
oprogramowania CFX Manager Dx.

W tym rozdziale szczegotowo objasniono wykonywanie tych zadan.
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Konfigurowanie powiadomien pocztg e-mail

Mozna podigczy¢ CFX Manager Dx do serwera poczty wychodzgcej, aby wysyta¢ do uzytkownikow

z listy powiadomienia e-mail o zakoiczeniu analizy probek. Mozna tez zdecydowac o zatgczeniu pliku
danych i raportu z analizy dla uzytkownikéw z listy. Instrukcje konfiguracji potgczenia miedzy
oprogramowaniem CFX Manager Dx a serwerem SMTP zamieszczono w rozdziale Lgczenie CFX
Manager Dx z serwerem SMTP na stronie 68.

Uwaga: Mozliwo$¢ dostepu do funkcji ustawien e-mail przez uzytkownika zalezy od grupy
uzytkownikéw i uprawnien nadanych przez administratora. Szczegoéty zarzgdzania
uzytkownikami i ich rolami przedstawiono w rozdziale Zarzadzanie uzytkownikami na stronie 279.

Ustawienie powiadomien pocztg e-mail

1. Wybra¢ Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika) z widoczng
zaktadkg Email.

User Preferences

] Emal £ Fies Protocol (ZE8) Pite 7] Datamnayss gfff] Gene Exression oc EF custom Epot
Emai Notiication Upen Fun Completion

To:

cc:
Provide one emai address per line
Attach Data File

[] Attach Analysis Report { pdf) File

Configure Outgaing Email Outgoing email has not been configured

Restore Defaults

{

Uwaga: Jesli system wykryje, Ze nie skonfigurowano wiasciwego serwera SMTP na
potrzeby oprogramowania CFX Manager Dx, zostanie wy$wietlona odpowiednia informacja.
Klikng¢ Configure Outgoing Email (Konfiguruj wychodzgcg poczte e-mail), aby otworzy¢
okno dialogowe Options (Opcje) i skonfigurowa¢ serwer poczty e-mail SMTP. Wiecej
informacji mozna znalez¢ w rozdziale £ gczenie CFX Manager Dx z serwerem SMTP na
stronie 68.

2. W polu tekstowym To (Do) wpisa¢ adresy e-mail wszystkich osob, ktére maja by¢ informowane
o zakonhczeniu analizy probek. Wszyscy odbiorcy otrzymajg wiadomosé e-mail po zakonczeniu
analizy prébek.

Uwaga: Kazdy adres e-mail musi by¢ wprowadzony w osobnej linii. Po wpisaniu kazdego
adresu nacisngc¢ Enter lub Return.
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3. (Opcjonalnie) W polu cc (Do wiadomosci) wpisa¢ adresy e-mail wszystkich odbiorcéw, do ktdrych
ma by¢ wystana kopia kazdego powiadomienia e-mail.

4. (Opcjonalnie) Domysinie wszyscy odbiorcy otrzymujg w zatgczniku kopie pliku danych. Jesli
kopia pliku danych ma nie by¢ zatgczana, usuna¢ zaznaczenie pola wyboru Attach Data File
(Zatacz plik danych).

5. (Opcjonalnie) Zaznaczy¢ Attach Analysis Report (Zatacz raport z analizy), aby zatgczy¢ do
wiadomosci e-mail plik PDF z raportem z analizy danych.

6. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe User Preferences (Preferencje
uzytkownika).

Edycja adresu e-mail odbiorcy

» Zmodyfikowac¢ adres e-mail zgodnie z potrzebami i klikng¢ OK.
Usuniecie odbiorcy wiadomosci e-mail

1. Wybra¢ odbiorce wiadomosci e-mail i nacisng¢ klawisz Delete.
2. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.

Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac¢ ostrozno$¢ podczas
klikania tego przycisku.

taczenie CFX Manager Dx z serwerem SMTP

Wazne: Niektérzy komercyjni dostawcy ustug poczty internetowej (na przyktad Yahoo! i Gmail)
stosujg zwiekszone zabezpieczenia poczty e-mail. W przypadku korzystania z takiego konta
nalezy wigczy¢ ustawienie Allow less secure apps (Zezwalaj na mniej bezpieczne aplikacje) w
ustawieniach konta, aby pozwoli¢ programowi CFX Manager Dx na wysytanie wiadomosci e-mail.
Wiecej informacji mozna uzyskaé z opisu zabezpieczen stosowanych przez dostawce ustug
poczty internetowe;j.

Aby umozliwi¢ programowi CFX Manager Dx wysytanie powiadomien e-mail, nalezy nawigza¢
potgczenie z tego programu do serwera poczty e-mail.

Aby nawigza¢ potaczenie z programu CFX Manager Dx do serwera poczty e-mail
1. Wykona¢ jednga z nastepujgcych czynnosci:

B Wybraé opcje User (Uzytkownik) > User Preferences (Preferencje uzytkownika) i klikng¢
opcje Configure Outgoing Email (Konfiguruj wychodzaca poczte e-mail) na zaktadce Email
(Poczta e-mail).
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B Wybrac¢ Tools (Narzedzia) > Options (Opcje).

Wyswietlone zostanie okno dialogowe Options (Opcje), w ktérym widoczna bedzie zaktadka
Email (Poczta e-mail).

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

ol

Whprowadzi¢ nastepujgce informacje dotyczgce firmy, ktéra jest nabywca systemu:

B SMTP Server Name (Nazwa serwera SMTP) — nazwa serwera poczty wychodzgcej w
firmie.

B Port (Port) — numer portu serwera SMTP. Zwykle jest to 25.

B Use SSL (Uzywaj protokotu SSL) — opcja, ktéra pozwala na stosowanie protokotu Secure
Sockets Layer (SSL). Niektore serwery SMTP wymagajg tego ustawienia. Jesli to ustawienie
nie jest w firmie wymagane, woéwczas nalezy usung¢ zaznaczenie tego pola wyboru.

B Use Default “From” Address (Uzywaj domys$inego adresu ,0d”) — nazwa serwera poczty
e-mail w firmie. Niektore serwery SMTP wymagaja, aby wszystkie wystane wiadomosci e-
mail miaty adres ,0d” odpowiadajgcy konkretnej domenie, na przyktad
nazwa@TwojaFirma.com. Jezeli tak jest, nalezy usungé zaznaczenie tego pola wyboru i
podac poprawny adres e-mail.

B Authentication Required (Wymagane uwierzytelnianie) — jesli w konkretnej placéwce
wymagane jest uwierzytelnianie konta, wéwczas nalezy upewni¢ sie, ze to pole wyboru jest
zaznaczone.

B User Name (Nazwa uzytkownika) — nazwa uwierzytelnionego konta. Ta nazwa jest
wymagana tylko wtedy, gdy zaznaczone jest pole Authentication Required (Wymagane
uwierzytelnianie).

B Password (Hasto) — hasto dla uwierzytelnionego konta. Ta nazwa jest wymagana tylko
wtedy, gdy zaznaczone jest pole Authentication Required (Wymagane uwierzytelnianie).
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3. Aby sprawdzi¢, czy ustawienia serwera SMTP sg poprawne, nalezy wprowadzi¢ wazny adres e-
mail do pola tekstowego Test Email Address (Testuj adres e-mail) i klikng¢ opcje Test Email
(Testowa wiadomos¢ e-mail).

Uwaga: Niektore serwery SMTP nie zezwalajg na przesytanie zatgcznikéw, a inne pozwalajg
na zatgczniki, ktérych rozmiar nie przekracza konkretnej wartosci. Jesli planowane jest
wysytanie pocztg e-mail plikéw danych lub raportéw za pomocg programu CFX Manager Dx,
wowczas nalezy wybrac¢ opcje Test Attachment (Testuj zatgcznik) i ustawic dla opcji
Attachment Size in MB (Rozmiar zatgcznika w MB) co najmniej 5 megabajtow (MB).

4. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.
Zmiana domysinych ustawien pliku

Na zaktadce Files (Pliki) w oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) mozna
zmienic:

B DomysIng lokalizacje, w ktdrej zapisywane beda pliki oprogramowania CFX Manager Dx
®  Domysline pliki konfiguracji analizy

B Domys$Ine parametry nazewnictwa plikow

Aby zmieni¢ domysine ustawienia plikow

1. Wybraé Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzyé okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybra¢ zaktadke Files (Pliki).

70 | Systemy CFX96 Dx i CFX96 Deep Well Dx



Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem korzystania z produktu

User Preferences - [m] X

[ Enai | (2 Fies| [ Protocol () Piste [g7] Data Anaiyss ] Gene Bxpression ac 53, custom Export
Defaut Foiderfor Fle Creation

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

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

Data File: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin T

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) ‘C ‘\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\adrmin\ExpressLoad\Quick Plate_384 wels_SYBR Only pid

Plate (48 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\adrmin\ExpressLoad\Quick Plate_48 wels_FAM.ptd

Data File
Prefx: Part 1: Part 2: Part 3: Suffix:
DataFieName: | |[user | [Date ©| | Instrument Name ~ ~
Preview: admin_2017-07-28 16-40-31_lnstrumentName
Restore Defaults oK Cancel

3. W sekcji Default Folder for File Creation (Domysiny folder na tworzone pliki) nalezy przej$¢ do
folderu i wybra¢ folder domysiny, w ktérym zapisywane beda nowe pliki. Mozna wybraé inng
lokalizacje dla kazdego typu pliku:

B Pliku protokotu
B Pliku ptytki

B Pliku danych

B Badanie genéow

4. W sekgji File Selection for Run Setup (Wybdr pliku dla konfiguracji analizy) przej$¢ do protokotu i
wybra¢ domysiny protokét oraz pliki ptytek, ktére bedg wyswietlane po otwarciu okna Experiment
Setup (Konfiguracja eksperymentu).

5. W sekgji Data File (Plik danych) zdefiniowac prefiks lub sufiks dla plikéw danych. Dla dowolnej
czesci nalezy wybra¢ nowg warto$¢ z odpowiedniej listy rozwijanej. W polach tekstowych Prefix
(Prefiks) i Suffix (Sufiks) mozna réwniez poda¢ niestandardowg wartos¢ prefiksu i sufiksu.

Ponizej pél wyboru w oprogramowaniu CFX Manager Dx pojawi sie podglad nazwy pliku.
6. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.

Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
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wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowacé ostrozno$¢ podczas
klikania tego przycisku.

Ustawianie domysinych parametrow protokotu

Ustawienie domysinych parametrow protokotu na potrzeby funkcji Protocol Editor
(Edytor protokotu) i Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu)

1. Wybra¢ Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybra¢ zaktadke Protocol
(Protokot).

User Preferences

I:I Email ) Files Protocol [E2E] Plate .wj Data Analysis EEH Gene Expression % ac [—T‘_JL Custom Export
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 =
Shut OFf Lid When Block '3, c
Temperature Goes Below
Protocol AutoWriter
Annealing Temperalure: 60.0 + T
Amplicon Length: 100 + bp
Besiore Defaulis oK Cancel

3. W czesci Protocol Editor (Edytor protokotu) poda¢ wartosci dla ponizszych ustawien, kidre sg
wyswietlane w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu):

B Sample volume (Objetos¢ probki) — objetosé¢ kazdej probki w studzienkach (w pl).

B Lid Shutoff temperature (Temperatura odciecia dla pokrywy) — temperatura (w °C), przy
ktorej element grzejny pokrywy wytgcza sie podczas analizy probek.

4. W czesci Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) poda¢ wartosci dla ponizszych
ustawien, ktdre sg wyswietlane w oknie Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu):

B Annealing temperature (Temperatura annealingu) — temperatura (w °C) na potrzeby
eksperymentow wykorzystujgcych polimeraze DNA iProof™, polimeraze DNA iTag™ lub
inne polimerazy.

B Amplicon length (Dlugo$¢ amplikonu) — dtugos$¢ amplikonu (w bp).

5. Klikngé OK, aby zapisac¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.
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Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac¢ ostrozno$¢ podczas
klikania tego przycisku.

Ustawianie domysinych parametréw plytki

Zmiany wprowadzane w zaktadce Plate (Ptytka) sg dostepne dla wszystkich uzytkownikow
oprogramowania. Zmiany wprowadzane podczas konfigurowania ptytki sg dostepne dla
uzytkownikow po zapisaniu i zamknieciu pliku ptytki.

W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) mozna wykonaé nastepujgce
czynnosci:

B ustawi¢ domysine parametry ptytki;

B dodac nowe nazwy genéw docelowych i probek do odpowiednich bibliotek;
B usung¢ nazwy gendw docelowych i probek z odpowiednich bibliotek.
Ustawienie domysinych parametréw plytki

1. Wybraé Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybraé zakladke Plate
(Ptytka).

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. Okresli¢ wartosci dla nastepujgcych ustawien w przypadku nowego pliku plytki: Te wartosci sa
wyswietlane w oknie Plate Editor (Edytor ptytki):

®  Plate type (Typ plytki)
B Plate size (Wielko$¢ plytki)
B Units (Jednostki) — stezenie startowej matrycy dla studzienek zawierajgcych wzorce.

CFX Manager Dx wykorzystuje te jednostki do tworzenia krzywej wzorcowej w zaktadce
Quantification (Oznaczenie ilosciowe) w oknie Data Analysis (Analiza danych).

B Scientific notation (Notacja naukowa) — po wybraniu tej opcji CFX Manager Dx wyswietla
jednostki stezenia w notacji naukowe;.

B Scan mode (Tryb skanu) — liczba lub typ kanatéw do przeskanowania podczas analizy
prébek.

B Fluorophores (Fluorofory) — domysine fluorofory wyswietlane w elementach kontroli
tadowania w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

B Libraries (Biblioteki) — nazwy genéw docelowych i probek, ktére sg zazwyczaj stosowane
w eksperymentach:

[0 Target names (Nazwy genéw docelowych) — nazwy docelowych genéw i sekwenciji.

O Sample names (Nazwy prébek) — nazwy probek eksperymentalnych lub nazwy
okreslajgce whasciwosci dla probek (np. Mysz1, Mysz2, Mysz3).

4. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.

Dodanie nowej nazwy genu docelowego lub probki

» W polu odpowiedniej biblioteki wpisa¢ nazwe genu docelowego lub probki i klikngé OK.
Usuniecie nazwy genu docelowego lub prébki

» W polu odpowiedniej biblioteki wybra¢ nazwe, nacisngé¢ klawisz Delete i klikngé OK.

Wazne: Nazwy usuniete z biblioteki, sg tez usuwane z oprogramowania i nie bedg juz dostepne
dla uzytkownikéw. Aby przywréci¢ domysine nazwy CFX Manager Dx, klikngé Restore Defaults
(Przywré¢ wartosci domysine). Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrdé wartosci domysine)
w oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie
wszystkich preferencji na wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych.
Zachowac ostroznos¢ podczas usuwania domysinych nazw CFX Manager Dx i klikania tego
przycisku.
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Ustawianie domysinych parametréw analizy danych
Aby ustawi¢ domysine parametry analizy danych

1. Wybraé Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzyé okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybraé zaktadke Data Analysis
(Analiza danych).

User Preferences

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

Analysis Mode

(® Fluorophore () Targat

PCR Quartitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit ~

Cq Determination Mode: () Regression (@) Single Threshold
Thresheld Calc. Mode: Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00 =
Baseline Calc. Mode Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2 S| to 9 =

Log View: () On (@ Off

End Paint
End Cycles to Average: PCR: 5 + End Point Only Run:|2 =
Melt Curve
Peak Type: (@) Postive () Negative
Well Selector

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

Restore Defaults OK Cancel

3. W sekgji Analysis Mode (Tryb analizy) wybraé tryb, w ktérym dane beda analizowane
(Fluorophore (Fluorofor) lub Target (Gen docelowy)).

4. W sekcji PCR Quantitation (Analiza ilosciowa PCR) ustawi¢ parametry domysine dla
nastepujacych opciji:

B Baseline Setting (Ustawienie wartosci bazowej) — metoda bazowa dla trybu analizy.

B Cq Determination Mode (Tryb wyznaczania Cq) — tryb, w ktérym wartosci C, s wyliczane
dla kazdej krzywej fluorescenc;ji (krzywa regres;ji lub z pojedyncza wartoscig progowa).
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B Threshold Calc. Mode (Tryb obliczania progu) — ilo$¢ genu docelowego w punkcie
koncowym.

Ustawieniem domysinym jest Auto (Automatycznie). Oznacza to, ze oprogramowanie
automatycznie oblicza warto$¢ docelowg dla punktu koncowego. W celu ustawienia
konkretnej wartosci progowej nalezy usung¢ zaznaczenie pola wyboru Auto (Automatycznie)
i wprowadzic¢ ilo$¢ w punkcie koncowym, ktéra musi by¢ wyliczona we wzglednych
jednostkach fluorescencji (RFU). Warto$¢ maksymalna wynosi 65000,00 RFU. W plikach
danych dla kolejnych analiz stosowane bedzie to ustawienie wartosci progowe;j.

B Baseline Calc. Mode (Tryb obliczenia wartosci bazowej) — warto$¢ bazowa dla wszystkich
krzywych.

Ustawieniem domysinym jest Auto (Automatycznie). Oznacza to, ze oprogramowanie
automatycznie oblicza warto$¢ bazowg dla wszystkich krzywych. W celu ustawienia
konkretnej wartosci bazowej nalezy usung¢ zaznaczenie pola wyboru Auto (Automatycznie) i
wprowadzi¢ wartosci minimum oraz maksimum dla zakresu cyklu (od 1 do 9999). W plikach
danych dla kolejnych analiz stosowany bedzie ten zakres cyklu.

B Log View (Widok rejestracji) — okresla sposdb, w jaki oprogramowanie wyswietla dane
amplifikacji:

0  On (Wt) — dane amplifikacji sg wyswietlane na wykresie pétlogarytmicznym.

O  Off (Wyt.) — (ustawienie domysine) dane amplifikacji sg wyswietlane na wykresie
liniowym.

5. W sekcji End Point (Punkt koncowy) wybrac liczbe cykli koncowych do usrednienia podczas
przeprowadzania obliczeh punktu kohcowego:

B PCR — liczba cykli koricowych do usrednienia dla danych analizy ilosciowej (domysinie 5).

B End Point Only run (Analiza wytagcznie punktu koncowego) — liczba cykli koncowych do
usrednienia dla danych punktu koncowego (domysinie 2).

6. W sekcji Melt Curve (Krzywa topnienia) wybrac¢ typ piku do wykrycia (dodatni lub ujemny).

7. W sekcji Well Selector (Selektor studzienek) wybra¢ sposéb wyswietlania etykiet studzienek (wg
typu probki, nazwy genu docelowego lub nazwy prébeki).

8. Klikngé OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkng¢ okno dialogowe.

Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac¢ ostrozno$¢ podczas
klikania tego przycisku.
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Ustawianie domysinych parametréw pliku danych dotyczacych ekspresji genu

Ustawienie domysinych parametréow na potrzeby nowego pliku danych dotyczacych
ekspresji genu

1. Wybra¢ Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybraé¢ zaktadke Gene
Expression (Ekspresja genu).

User Preferences — (] X
[ Email () Fies Protocol (E23) Plate [(7] Data Analysis alil] Gene Bxpression ac 53 custom Bxpot
Gene Expression Settings
Relative To: @ Zero (O Control
X-Ads: (O Sample (@ Target
Y-Axis: @ Lnear (O Log2 O Log 10
Scaling: (O Lowest (O Highest @ Unscaled
Method: (O ACq @ AACq
Emor Bar: (O Std. Dev. (@) Std. Emor Mean
1 -

Ermor Bar Multiplier id

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

Restore Defaults oK Cancel

3. Okresli¢ wartosci dla nastepujgcych ustawien:

B Relative to (Wzgledem) — dane ekspresji genu sg przedstawiane na wykresie wzgledem
prébki kontrolnej (z poczatkiem w punkcie 1) lub zera:

O Zero — oprogramowanie ignoruje probke kontrolng. Jest to ustawienie domysine, gdy
w oknie Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) nie przypisano zadnej probki
kontrolne;j.

O Control (Kontrola) — oprogramowanie oblicza dane wzgledem prébki kontrolnej
przypisanej w oknie Experiment Setup (Konfiguracja eksperymentu).

B X-axis (O$ X) — na osi X przedstawiana jest prébka (Sample) lub gen docelowy (Target).

B Y-axis (O$ Y) —naosi Y stosowana jest skala liniowa (Linear), log2 lub log10.
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B Scaling (Skalowanie) — opcja skalowania wykresu (domysing opcjg jest Unscaled (Bez
skalowania)):

O Highest (Wartos$¢ najwyzsza) — program skaluje wykres do najwyzszego punktu
danych.

O Lowest (Warto$¢ najnizsza) — program skaluje wykres do najnizszego punktu danych.

Unscaled (Bez skalowania) — oprogramowanie prezentuje na wykresie
nieprzeskalowane dane.

B Mode (Tryb) — tryb analizy danych: albo ilos¢ wzgledna (AC,), albo znormalizowana
wartos¢ ekspresji (AACq).

®  Error Bar (Stupek btedu) — zmiennos$é danych przedstawiana jako odchylenie standardowe
(Std. Dev.) lub btgd standardowy $redniej (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Mnoznik stupka btedu) — mnoznik odchylenia standardowego
stosowany do kreslenia stupkéw btedu (wartos¢ domysina: 1).

Mozna zwiekszy¢é mnoznik do 2 lub 3.

B Sample Types to Exclude (Typy probek do wykluczenia) — typy prébek, jakie majg byé
wykluczone z analizy.

Mozna wybraé wykluczenie z analizy jednej lub wiekszej liczby prébek. Aby wykluczyé
wszystkie typy prébek, wyczysci¢ pola wyboru wszelkich wybranych typow probek.

4. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkna¢ okno dialogowe.

Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac ostrozno$c¢ podczas
klikania tego przycisku.

Dostosowywanie zasad kontroli jakosci

W oprogramowaniu CFX Manager Dx mozna ustawi¢ zasady kontroli jakosci stosowane do danych
w oknie Data Analysis (Analiza danych). Program sprawdza dane w odniesieniu do skonfigurowanych
zasad.

Uwaga: Domyslnie wigczone sg wszystkie zasady kontroli jakosci.

Wskazéwka: Studzienki, ktdre nie zaliczyty danego parametru QC (Kontrola jakosci), mogg by¢
wykluczone z analizy w module QC (Kontrola jako$ci) w oknie Data Analysis (Analiza danych).
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem korzystania z produktu

1. Wybra¢ Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno

dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

jakosci).

User Preferences

[] Emel () Fies Protocol (23 Piste 7] Data Analysis al][] Gene Expression oC EEH Custom Expor

Description
Negative control with a Cg less than
NTC with a Cq less than
NRT with a Ca less than
Postive control with a Cq greater than
Unknown without a Cg
Standard without a Cq
Efficiency greater than
Efficiency less than
Std Curve R"2 less than
Replicate group Cq Std Dev greater than

Restore Defaults

gdzie:

B NTC — bez kontroli matrycy;

>

B NRT — bez kontroli odwrotnej transkryptazy;

B Efficiency (Wydajnos¢) — wydajnos¢ reakgji;

Value

]
4
38 M
38 M
30 M
M
M
100 4
%00 4
0980 M
020 4

oK

W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybra¢ zaktadke QC (Kontrola

m  Std Curve R*2 (R"2 dla krzywej wzorc.) — warto$¢ R-kwadrat dla krzywej wzorcowej;

3. Dlakazdejzasady QC (kontrola jakosci) wykona¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Aby uzy¢ wartosci domysinej, nie trzeba nic robic.

Replicate group Cq Std Dev (Odch. stand. Cq dla grup replikatéw) — odchylenie
standardowe obliczane dla kazdej grupy replikatow.

B Abyzmieni¢ jej wartosé, klikng¢ pole tekstowe Value (Warto$¢), wpisaé nowg wartosé

i nacisnac¢ klawisz Enter.

B Aby wytgczy¢ zasade, usung¢ zaznaczenie pola wyboru Use (Zastosuj).

4. Kilikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkngc¢ okno dialogowe.
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Wazne: Klikniecie opcji Restore Defaults (Przywrd¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac ostrozno$¢ podczas
klikania tego przycisku.

Dostosowywanie parametrow eksportu danych

Dane z oprogramowania CFX Manager Dx mozna eksportowa¢ w nastepujgcych formatach:

Tekstowy (.txt),

B CSV(.csv),

B Excel 2007 (.xlsx),
m  Excel 2003 (.xls),

m XML (.xml),

HTML (.html).
Mozliwe jest okreslenie typu danych do wyeksportowania i dostosowanie eksportowanych danych.
Aby dostosowac parametry eksportu danych

1. Wybra¢ Users (Uzytkownicy) > User Preferences (Preferencje uzytkownika), aby otworzy¢ okno
dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika).

2. W oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika) wybraé zaktadke Custom
Export (Eksport niestandardowy).
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User Preferences

EI Email [j Files Protocol @ Plate L(ﬂ Data Analysis I!l!l] Gene Expression ac m‘d Custom Expart

Export Format: | CSV (* csv)

{

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
[ Well 3 Well
[] Fuarophare Fluarophore
[] Target Name -Ic—aﬁamNamE
Z Content ﬂ S;m;le Name
[ Replicate Number Cg
[] Sample Name :I Starting Quantity
[] Biological Set Name
[ Well Note

Quantification EI

Cq

Starting Quantity

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

ORI

=
@
e

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Mek Peak End Temperature

End Point

7 End Paint Cal Customize Column Names..
[] End RFU

Restore Defautts OK Cancel

Z listy rozwijanej Export Format (Format eksportu) wybra¢ format, w ktérym dane zostang
wyeksportowane.

W sekcji Data to Export (Dane do eksportu) zaznaczy¢ lub usuna¢ zaznaczenie pél wyboru dla
typu danych przeznaczonego do eksportowania. Wybrane elementy pojawig sie w polu listy
Exported Columns (Eksportowane kolumny).

Uwaga: Domysinie informacje o analizie sg zawarte w nagtéwku. Jesli informacje na temat
analizy nie majg by¢ uwzgledniane, nalezy usungé zaznaczenie odpowiedniego pola
wyboru.

Kolejnos¢ wyswietlania wybranych elementéw na wyjsciu mozna zmienic.

W polu listy Exported Columns (Eksportowane kolumny) nalezy zaznaczy¢ element, a nastepnie
klika¢ przyciski ze strzatkami, aby przesuwac elementy w gore lub w dét listy.

Opcjonalnie mozna zmieni¢ na wyjsciu nazwy kolumn wybranych elementow:
a. Klikng¢ opcje Customize Column Names (Dostosuj nazwy kolumn).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Column Name Customizer (Narzedzie
dostosowywania nazw kolumn).

b. Dla kazdej domysInej nazwy kolumny, kiéra ma zosta¢ zmieniona, nalezy wpisa¢ nowa
nazwe w odpowiednie pole Custom Name (Nazwa niestandardowa).
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c. Wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Klikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ zmiany i powrdci¢ do zaktadki Custom Export (Eksport
niestandardowy). Nowa nazwa pojawi sie w nawiasach obok domysinej nazwy kolumny
w polu listy Exported Columns (Eksportowane kolumny).

B Abyusungé¢ zmiany i wroci¢ do zaktadki Custom Export (Eksport niestandardowy),
nalezy klikng¢ przycisk Cancel (Anuluj).

7. Klikngé OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkng¢ okno dialogowe.

Wazne: Kliknigcie opcji Restore Defaults (Przywré¢ wartosci domysine) w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) powoduje zresetowanie wszystkich preferencji na
wszystkich zaktadkach do pierwotnych ustawien fabrycznych. Zachowac¢ ostroznos$¢ podczas
klikania tego przycisku.

Tworzenie Master Mix do reakcji

Za pomocg funkcji Master Mix Calculator (Kalkulator dla Master Mix) w CFX Manager Dx mozna tatwo
obliczy¢ wymagang objetos¢ kazdego sktadnika w Master Mix. Mozna wydrukowac tabele obliczen
Master Mix w domysinej drukarce oraz zapisac obliczenia dla kazdego docelowego genu do
wykorzystania w przysztosci.

Utworzenie Master Mix do reakcji za pomocg Master Mix Calculator (Kalkulator dla
Master Mix)

1. Aby otworzy¢ Master Mix Calculator (Kalkulator dla Master Mix), wykonac¢ jedng z nastepujgcych
czynnosci:

B Wybrac¢ Tools (Narzedzia) > Master Mix Calculator (Kalkulator dla Master Mix).
B Klikng¢ Master Mix Calculator (Kalkulator dla Master Mix) na pasku narzedzi.

Zostanie wyswietlony Master Mix Calculator (Kalkulator dla Master Mix).
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Foward Prmer 10 31 [pmoldd M) ~| (200 [2 M

Reverse Primer 10 § pmol/y (M) ~ IZC[I En“
Probe |1u :: pmol/d (UM) |200 ::.-r.'
Master Mix Setup
" ) :* g Omsesl:’BRGm:\TagﬂinGnﬂe
Reaction Volume Per Well 20 13- i sva -
Template Volume 10 5 o

Supermix Concentration 20 | x
Bxcess ReactionVolume 5 3] %

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

W czesci Reaction (Reakcja) wybra¢ metode detekciji:
B SYBR® Green/EvaGreen,

B Probes (Sondy).

Aby utworzy¢ nowy gen docelowy, klikngé Create New (Utworz nowy) w czesci Target (Gen
docelowy). Nowa nazwa genu docelowego pojawi sie na liscie rozwijanej genéw docelowych.

(Opcjonalnie) Aby zmieni¢ domysing nazwe genu docelowego:

a. Podswietli¢ nazwe genu docelowego na liscie rozwijanej gendw docelowych.
b. Wpisa¢ nowg nazwe genu docelowego w polu Target (Gen docelowy).

c. Nacisng¢ klawisz Enter.

Dostosowac Starting Concentration (Stezenie poczgtkowe) i Final Concentration (Stezenie
koncowe) dla primeroéw wiodgcych i odwrotnych oraz wszelkich sond.
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6. W czesci Master Mix Setup (Konfiguracja Master Mix) dostosowac¢ wartosci dla:
B liczby reakcji do przeprowadzenia,
B objetosci reakcyjnej na studzienke,
B objetosci matrycy na studzienke,
B stezenia Supermix na studzienke,
B nadmiaru objetosci reakcyjnej na studzienke.
7. (Opcjonalnie) Wykona¢ kroki 2—6 dla wszystkich koniecznych genéw docelowych.

8. W czesci Choose Target to Calculate (Wybierz gen docelowy do obliczenia) wybra¢ gen
docelowy do obliczenia.

Wskazowka: Mozna oblicza¢ tylko jeden gen docelowy, kilka genéw docelowych lub
wszystkie jednoczesnie.

Obliczone objetosci wymaganych sktadnikéw dla kazdego wybranego genu docelowego sg
wyswietlane w tabeli Master Mix.

9. Kliknag¢ Set as Default (Ustaw jako domysine), aby ustawié ilosci wprowadzone w czeg$ciach
Target (Gen docelowy) i Master Mix Setup (Konfiguracja Master Mix) jako nowe wartosci
domysine.

10. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zawartos¢ pola dialogowego Master Mix Calculator (Kalkulator dla
Master Mix).

Wydruk tabeli obliczen Master Mix

» Aby wydrukowac tabele obliczen Master Mix, klikngé Print (Drukuj).
Tabela obliczen jest drukowana w drukarce domysinej.

Zapisanie tabeli obliczen Master Mix w pliku PDF

»  Zmieni¢ domysing drukarke na sterownik PDF i klikng¢ Print (Drukuj) w Master Mix Calculator
(Kalkulator dla Master Mix)

Usuniecie genéw docelowych
» Wybra¢ gen docelowy z listy rozwijanej genéw docelowych i kliknaé Remove (Usun).

Wazne: Usuniecie genu docelowego z listy gendw docelowych powoduje usunigcie go z
wszelkich obliczen Master Mix, w jakich jest on uzywany. Nalezy zachowaé ostroznosc¢ przy
usuwaniu genu docelowego.
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Kalibrowanie nowych barwnikéw

Systemy CFX96™ Dx sg fabrycznie skalibrowane dla czesto stosowanych fluoroforéw w ptytkach
z biatymi lub przezroczystymi studzienkami. Tabela 11 zawiera liste fluoroforéw i kanatéw, dla ktérych
skalibrowany jest kazdy aparat.

Uwaga: Systemy CFX96 zawierajg tez kanat przeznaczony wytgcznie do metody FRET. Ten
kanat nie wymaga kalibrowania na potrzeby konkretnych barwnikow.

Tabela 11. Fabrycznie kalibrowane fluorofory i kanaty

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

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

CY5, Quasar 670 4 620-650 675-690
Quasar 705, Cy5.5 5 672-684 705-730

Kalibracja nowych barwnikéw dla systemow CFX

1.

Wybrac¢ docelowy aparat w panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) w oknie Home

(Strona gtéwna).

Wybrac opcje Tools (Narzedzia) > Calibration Wizard (Kreator kalibracji), aby otworzy¢ kreator

Dye Calibration wizard (Kreator kalibracji barwnikow).

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

Instrukcja obstugi | 85



Rozdziat 5 Okno Home (Strona gtéwna)

10.

11.

12.
13.

14.

15.

Flurofory wczesniej skalibrowane dla docelowego aparatu sg wyswietlane w tabeli Calibrated
Fluorophores (Fluorofory skalibrowane).

Wybrac¢ fluorofor do kalibracji z listy rozwijanej w cze$ci Calibrate New or Existing Fluorophores
(Kalibruj nowe lub istniejgce fluorofory).

Jesli na liscie nie ma nazwy fluoroforu, wpisa¢ jego nazwe w polu tekstowym i dodaé do listy.
Wybrac¢ typ ptytki (Plate type) dla fluoroforu.

Jesli na liscie nie ma typu ptytki, wpisa¢ nazwe w polu tekstowym i dodac¢ do listy.

Wybrac¢ kanat (Channel) dla fluoroforu.

Wybrac¢ kolumne ptytki (Plate column) dla fluoroforu.

(Opcjonalnie) Okresli¢ kolor powigzany z fluoroforem.

Aby dodac fluorofor, klikngé Add to Plate (Dodaj do ptytki).

(Opcjonalnie) Powtdrzy¢ kroki 3—8, aby dodac kazdy fluorofor, ktéry ma byc¢ skalibrowany dla
danej ptytki.

Po zakonczeniu dodawania fluoroforéw klikngé View Plate (Pokaz ptytke), aby otworzy¢ okno
Pure Dye Plate Display (Widok ptytki z czystymi barwnikami).

Uzy¢ tego okna jako instrukcji wprowadzania barwnikow do ptytki.
Na potrzeby kalibracji barwnikéw przygotowacé ptytke z 96 studzienkami:

a. Przeniesc¢ pipeta roztwor barwnika do kazdej studzienki zgodnie z wzorcem pokazanym
w oknie Pure Dye Plate Display (Widok ptytki z czystymi barwnikami).

b. W przypadku kazdego fluoroforu wypenic cztery studzienki roztworem barwnika o stezeniu
300 nM w ilosci 50 l (ptytka 96-studzienkowa). Zadbac, by co najmniej potowa plytki
zawierata studzienki stanowigce probe Slepa.

c. Uszczelni¢ ptytke za pomoca metody uszczelniania, ktéra bedzie stosowana podczas
eksperymentu.

Umiesci¢ ptytke kalibracyjng w bloku i zamkng¢ pokrywe.

W kreatorze Dye Calibration wizard (Kreator kalibracji barwnikéw) klikng¢ Calibrate (Kalibruj)
a nastepnie OK, aby potwierdzi¢, ze ptytka znajduje sie w bloku.

Gdy Oprogramowanie CFX Manager Dx zakonczy kalibracje, zostanie wyswietlone okno
dialogowe. Klikng¢ Yes (Tak), aby zakonczy¢ kalibracje i otworzy¢ Dye Calibration Viewer
(Przegladarka kalibracji barwnikow).

Klikngé OK, aby zamkng¢ okno.
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Protokot jest zestawem etapow wykonywanych w okreslonej kolejnosci. W oprogramowaniu CFX
Manager™ Dx wszystkie etapy sg powigzane z opcjami w aparacie, np. etapy zawierajg instrukcje dla
aparatu dotyczgce kontrolowania temperatury bloku i pokrywy, zastosowania réznicy temperatury na
przestrzeni bloku, wykonania odczytu ptytki lub wykonania analizy krzywej topnienia. Kazda opcja jest
okreslana dla ré6znych typow ptytek i analiz probek.

CFX Manager Dx zapewnia dwie funkcje do tworzenia protokotéw: Protocol Editor (Edytor protokotu)
i Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu).

Protocol Editor (Edytor protokotu) udostepnia m.in. nastepujgce funkcje:

B standardowe elementy kontroli nad protokotami w celu szybkiego tworzenia protokotéw,
B mozliwos¢ szybkiego obliczenia gradientu dla wybranej liczby rzedéw,

B mozliwos¢ szybkiego obliczenia czasu analizy prébek dla wybranego typu ptytki,

B mozliwos¢ edytowania etapow protokotu,

B mozliwos¢ zapisywania protokotéw do ponownego wykorzystania,

B mozliwo$¢ wydrukowania protokotu w domysinej drukarce.

Na podstawie parametréw podanych przez uzytkownika Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator
protokotu) automatycznie generuje zindywidualizowany protokét PCR z etapami ,hot start”,
poczatkowej denaturacji, annealingu i wydtuzania. Nastepnie mozna przejrze¢ graficzng prezentacje
sugerowanego protokotu i edytowac, uruchomic¢ lub zapisac¢ protokét.
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Okno Protocol Editor (Edytor protokotu)

W oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) mozna tworzy¢ protokoty, a takze otwiera¢, przegladac
i edytowac¢ protokoty. Domyslnie w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) wyswietlany jest ogdiny
protokot 2-etapowy czasu rzeczywistego przeznaczony dla ptytki z 96 studzienkami.

Protocol Editor - New
File Settings Tools @ ?

H ‘yf Insert Step  After ~ | Sample Volume (25 |l | Est. Run Time 01:09:00 ®

! 1 2 3 4

o5 O 950 C

/ 300 010 i

| \ 550 C S =
i 030 0 L
i m T
i 0

i @ 2

i W/ x

T 8550 C for 300

4] inet 5ep : 950 C for 010

3 550 C for0:30

[ Pt Gractert [ _—-fleteRead

Inset GQTO END

EA] et Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

Mﬂdee Step

oK Cancel

LEGENDA

1. Pasek menu zapewnia szybki dostep do polecen menu File (Plik), Settings (Ustawienia) i

Tools (Narzedzia).
2. Pasek narzedzi zawiera szybki dostep do opcji zapisu i drukowania protokotu. Umozliwia

wybor miejsca wprowadzenia etapu, konfigurowanie objetosci prébki, a takze sprawdzanie
szacowanego czasu pracy protokotu.

3. W panelu gtéwnym wyswietlana jest graficzna reprezentacja protokotu.
4. W dolnym panelu widoczny jest konspekt protokotu.
5. W lewym panelu wyswietlane sg elementy sterowania protokotem, ktérych uzytkownik

moze uzywac w celu dostosowywania protokotu.
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Polecenia menu File (Plik)
Save (Zapisz) — zapisuje biezacy protokot.
Save As (Zapisz jako) — zapisuje biezgcy protokét z nowg nazwg lub w nowej lokalizaciji.

Close (Zamknij) — zamyka okno Protocol Editor (Edytor protokotu).

Polecenie menu Settings (Ustawienia)

Lid Settings (Ustawienia pokrywy) — stuzy do otwierania okna dialogowego Lid Settings (Ustawienia
pokrywy), w ktérym mozna zmieni¢ lub ustawi¢ temperature pokrywy.

Polecenia menu Tools (Narzedzia)

Gradient Calculator (Kalkulator gradientu) — umozliwia otwarcie okna dialogowego, w ktérym
mozna wybrac typ bloku dla etapu gradientu. Domysinie jest to 96 studzienek.

Run time Calculator (Kalkulator czasu analizy) — umozliwia otwarcie okna dialogowego, z ktérego
mozna wybrac typ ptytki i tryb skanowania celem obliczenia szacunkowego czasu analizy w oknie Run
Setup (Konfiguracja analizy). Domysinie jest to 96 studzienek, wszystkie kanaty.

Polecenia na pasku narzedzi

— stuzy do drukowania pliku biezgcego protokotu.
&

— stuzy do drukowania wybranego okna.

Insert Step | After v
— za pomocg tego polecenia mozna wybra¢ miejsce wstawienia etapow

wzgledem etapu, ktéry jest wybrany aktualnie.

Sample Volume pl

Objetosci prébek roznig sie w zaleznosci od typu bloku:

— za pomocg tego polecenia mozna wprowadzi¢ objetos¢ prébki w pl.

B W przypadku bloku z 96 studzienkami gtebokimi dostepny jest zakres 0—125 pl.

B W przypadku bloku z 96 studzienkami dostepny jest zakres 0-50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
— umozliwia wyswietlenie szacowanego czasu analizy na podstawie etapéw

protokotu, zmian tempa oraz typu wybranego bloku.
?

— stuzy do wyswietlania pomocy dotyczgcej protokotéw.

Elementy kontroli nad edycja protokotu

Lewy panel okna Protocol Editor (Edytor protokotu) zawiera elementy sterujace, ktére stuzg do
tworzenia protokotow.

Kazdy element sterujgcy zawiera zestaw parametrow, ktére reprezentujg etap w protokole. Kazdy
parametr mozna modyfikowac, a poszczegdlne parametry mozna dodawac lub usuwac w celu
dostosowania protokotu. W niniejszej sekcji opisano opcje dostepne w kazdym elemencie sterujgcym.

'£_|L Insert Step B Insert Step (Wstaw etap) — wstawia etap przed wybranym etapem
lub za nim. Wartosci temperatury i czasu wstrzymania mozna

e edytowaé w wyswietlaczu graficznym protokotu lub w konspekcie

Insert GOTO protokotu.

@ Insert Mek Curve B Insert Gradient (Wstaw gradient) — umozliwia wstawienie etapu

gradientu w oparciu o typ bloku studzienki wybrany w kalkulatorze
gradientu. Zakres gradientu mozna edytowa¢ w panelu Gradient
(Gradient), ktéry pojawia sie po wstawieniu etapu gradientu.

fi&sl Add Piate Read to Step

Step Options
—iA Delete Step B Insert GOTO (Wstaw GOTO) — wstawia etap cyklu (petli), ktory
informuje oprogramowanie o koniecznosci powtorzenia konkretnych
etapdw przez wskazang liczbe cykli. Powtarzanie rozpoczyna sie po
zakohczeniu pierwszego cyklu. Mozna na przyktad poinformowa¢ oprogramowanie, aby
wykonato 39 powtdrzen etapdw 2—4. Po ostatnim powtdrzeniu oprogramowanie wykona etapy 2—
4 tacznie 40 razy. Etap docelowy, do ktérego nastepuje powrdt (GOTO) oraz liczbe cykli mozna
edytowac w widoku graficznym lub w konspekcie protokotu.

B Insert Melt Curve (Wstaw krzywa topnienia) — wstawia etap odczytu krzywej topnienia.

B Insert Plate Read to Step (Wstaw odczyt ptytki do etapu) — dodaje polecenie odczytu ptytki do
wybranego etapu. Odczyt ptytki mierzy ilo$¢ fluorescencji na koniec cyklu. Etap odczytu ptytki jest
zwykle ostatnim etapem w petli GOTO.

Wskazowka: Po dodaniu polecenia odczytu ptytki do danego etapu i wybraniu tego etapu
przycisk zmieni sie na Remove Plate Read (Usun odczyt ptytki).
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B Remove Plate Read (Usun odczyt ptytki) — usuwa polecenie odczytu ptytki z wybranego etapu.

Wskazoéwka: Po usunigcia polecenia odczytu ptytki z etapu ten przycisk ulega zmianie na
przycisk Add Plate Read to Step (Dodaj odczyt ptytki do etapu) w przypadku wybrania tego
konkretnego etapu.

B Step Options (Opcje etapu) — powoduje otwarcie okna dialogowego Step Options (Opcje etapu)
i wyswietlenie opcji dostepnych dla wybranego etapu. Wigcej szczegotowych informacji na temat
opcji etapdw zawiera sekcja Step Options (Opcje etapu) na stronie 91.

Wskazoéwka: Dostep do opcji Step Options (Opcje etapu) mozna réwniez uzyskac, klikajac
prawym przyciskiem myszy etap w widoku graficznym.

B Delete Step (Usun etap) — usuwa wybrany etap z protokotu.
Step Options (Opcje etapu)

Otworzy¢ okno dialogowe Step Options (Opcje etapu), aby przejrze¢ opcje, ktére mozna dodawac do
etapu, usuwac z niego lub zmieniacé.

Step Options

‘

Step 1
[] Plate Read
Temperature [g59 | °C
Gradient | | =c
Increment oCfcyde
Ramp Rate =Cfsec
Time [3:00 | secjcyde
Extend | | sacfeyde
[] Beep
oK Cancel

B Plate Read (Odczyt ptytki) — jesli ta opcja jest zaznaczona, odczyt ptytki jest dodawany do
etapu.

B Temperature (Temperatura) — ustawienie docelowej temperatury dla wybranego etapu.
B Gradient — ustawienie zakresu gradientu dla etapu; zakres wartosci: 1-24°C.

Uwaga: Gradient dziata przy najnizszej temperaturze z przodu bloku (na tej ilustracji
w rzedzie H) i najwyzszej temperaturze z tytu bloku (na tej ilustracji w rzedzie A).
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B Increment (Przyrost) — wielkos$¢, o jaka temperatura jest zwiekszana (lub zmniejszana)
w wybranym etapie; ta wielko$¢ jest dodawana do docelowej temperatury przy kazdym cyklu.
Zakres wynosi £0,1-10°C.

Uwaga: Aby zmniejsza¢ temperature, wpisa¢ znak minus (=) przed wartoscig liczbowa (np. -
5°C).

B Ramp Rate (Szybko$¢ zmiany) — szybkos$¢ zmiany w wybranym etapie; zakres zalezy od
wielkosci bloku.

B Time (Czas) — czas utrzymywania wybranego etapu.

B Extend (Wydtuzenie) — czas (w sekundach) wydtuzenia lub skrécenia wybranego etapu; ta
opcja jest dodawana do czasu utrzymywania w kazdym cyklu; zakres wynosi 1-60 s.

B Beep (Sygnat dzwiekowy) — po zaznaczeniu tej opcji na koncu etapu rozlega sie sygnat
dzwigkowy.

Wskazowka: Jesli zostanie wprowadzona liczba spoza zakresu dla danej opgiji,
oprogramowanie zmieni jg na najblizszg wartos¢ mieszczacg sie w zakresie.
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Tworzenie protokotu w oknie Protocol Editor (Edytor
protokotu)

Za pomocg funkgji Protocol Editor (Edytor protokotu) mozna tworzy¢ niestandardowe pliki protokotow.
Mozna tez edytowac i zapisywac¢ wczesniej zapisane pliki protokotdw oraz przyktadowe pliki
protokotéw, z ktérymi dostarczane jest Oprogramowanie CFX Manager Dx.

Aby utworzy¢ nowy plik protokotu, wykona¢ nastepujgce czynnosci:
B Otworzyc¢ plik protokotu w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu).

Wskazowka: W oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) mozna otworzy¢ nowy lub istniejgcy
protokot.

B Skonfigurowac nowy protokot.

B Dodac do protokotu etapy z panelu elementéw kontroli nad protokotem.
B Edytowac wiasciwosci etapdw.

B Zapisac¢ protokét.

Wskazéwka: Informacje o zapisywaniu nowego protokotu na podstawie wcze$niej zapisanego
lub przyktadowego pliku protokotu zamieszczono w rozdziale Otwieranie istniejgcego protokotu
w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) na stronie 95.

Otwieranie nowego pliku protokotu w oknie Protocol Editor
(Edytor protokotu)

Oprogramowanie CFX Manager Dx zapewnia wiele opcji otwierania nowego pliku protokotu:
B zokna Home (Strona gtéwna),

Bz okna dialogowego Startup Wizard (Kreator startowy),

B zokna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy prébek).

Aby otworzy¢ nowy plik pltytki z okna Home (Strona gtéwna)

» Wybra¢ opcje File (Plik) > New (Nowy) > Protocol (Protokdt).

Okno Protocol Editor (Edytor protokotu) zostanie otwarte i pojawi sie¢ w nim domysiny plik
protokotu.

Wskazowka: Informacje o ustawianiu domysinego protokotu zamieszczono w sekcji Zmiana
domysinych ustawien pliku na stronie 70.

Instrukcja obstugi | 93



Rozdziat 6 Tworzenie protokotow

Aby otworzy¢ nowy plik protokotu z okna Home (Strona gtéwna)

1.

W oknie Home (Strona gtéwna) wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci w celu otworzenia
kreatora Startup Wizard (Kreator startowy), jesli nie jest on widoczny:

B Wybraé opcje View (Widok) > Startup Wizard (Kreator startowy).
B Klikng¢ Startup Wizard (Kreator startowy) na pasku narzedzi.

Domyslnie w oknie Startup Wizard (Kreator startowy) wyswietlana jest zakltadka Run Setup
(Konfiguracja analizy prébek) z wybranym typem aparatu CFX96™.

W razie potrzeby wybrac typ aparatu z listy rozwijanej.
Klikng¢ User-defined (Zdefiniowany przez uzytkownika), aby ustawic typ analizy.

Zostanie otwarte okno dialogowe Run Setup (Konfiguracja analizy prébek) z wyswietlonym
plikiem protokotu domysinego.

Klikng¢ opcje Create New (Utwérz nowe).

Okno Protocol Editor (Edytor protokotu) zostanie otwarte i pojawi si¢ w nim domysiny protokot
czasu rzeczywistego.

Aby otworzy¢ nowy protokét z okna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy

probek)

1.

W oknie Home (Strona gtéwna) wykonac¢ jedng z nastepujgcych czynnosci w celu otworzenia
okna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy probek):

B Wybraé opcje Run (Analiza prébek) > User-defined Run (Analiza zdefiniowana przez
uzytkownika).

m  Klikng¢ User-Defined Run Setup (Konfiguracja analizy definiowanej przez uzytkownika) na
pasku narzedzi.

Zostanie otwarte okno dialogowe Run Setup (Konfiguracja analizy prébek) z wyswietlonym
plikiem protokotu domysinego.

Klikng¢ opcje Create New (Utworz nowe).

Okno Protocol Editor (Edytor protokotu) zostanie otwarte i pojawi sie w nim domysiny protokot
czasu rzeczywistego.
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Otwieranie istniejgcego protokotu w oknie Protocol Editor
(Edytor protokotu)

CFX Manager Dx zapewnia przyktadowe pliki protokotu, ktére mozna edytowac i zapisywac jako
niestandardowe nowe protokoty. Mozna tez utworzy¢ nowy protokoét z istniejacego protokotu
niestandardowego.

Otwarcie przyktadowego pliku protokotu
1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ File (Plik) > Open (Otworz) > Protocol (Protokét).

Domyslnie Eksplorator Windows jest otwierany w lokalizacji folderu plikow CFX Manager Dx
Sample (Przykfad).

2. Otworzyc¢ folder plikéw Sample (Przyktad). Sg tam nastepujace foldery:

B ConventionalProtocols (Protokoty konwencjonalne) — przyktadowe pliki protokotu na
potrzeby tradycyjnej analizy PCR.

B DataFiles (Pliki danych) — przyktadowe pliki danych do wykorzystania w celu poznawania
funkcji programu CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Kalibracja topnienia) — przyktadowe pliki protokotu do uzytku
z oprogramowaniem Bio-RadPrecision Melt Analysis.

B Plates (Plytki) — przyktadowe pliki ptytek.

B RealTimeProtocols (Protokoty czasu rzeczywistego) — przyktadowe pliki protokotu na
potrzeby analizy PCR w czasie rzeczywistym.

3. Otworzyc¢ folder protokotéw odpowiedni do typu analizy prébek, jakie majg by¢ wykonywane —
ConventionalProtocols (Protokoty konwencjonalne) lub RealTimeProtocols (Protokoty czasu
rzeczywistego).

4. Wybrac potrzebny protokét i klikngé Open (Otworz).
Przyktadowy protokdt zostanie otwarty w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu).

5. Woybrac File (Plik) > Save As (Zapisz jako) i zapisa¢ protokot z nowg nazwa lub w nowym
folderze.

Otwarcie istniejgcego protokotu
1. W oknie Home (Strona gtéwna) wykonac jedng z nastepujacych czynnosci:

B Wybrac File (Plik) > Open (Otwérz) > Protocol (Protokét), przejs¢ do docelowego protokotu,
wybrac go i klikngé Open (Otworz).
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B Otworzy¢ kreator Startup Wizard (Kreator startowy) i wykona¢ jedng z nastepujgcych
czynnosci:

O Aby edytowac wyswietlony protokot, klikng¢ Edit Selected (Edytuj wybrany).

O Aby edytowac inny istniejgcy protokot, klikngé Select Existing (Wybierz istniejgcy)
i przej$¢ do docelowego pliku.

Protokét zostanie otwarty w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu).
2.  Wybrac File (Plik) > Save As (Zapisz jako) i zapisa¢ protokét z nowg nazwg lub w nowym
folderze.
Konfigurowanie nowego protokotu

Wskazéwka: Jesli plik protokotu zawiera wymagane parametry (np. jesli edytowany jest
istniejacy plik ptytki), mozna poming¢ ten rozdziat i przej$¢ do rozdziatu Dodawanie etapow do
protokotu na stronie 98.

Nowe pliki protokotu wymagajg okreslenia nastepujacych parametrow:
B typ bloku,

B tryb skanowania dla wybranego typu bloku,

B temperatura pokrywy,

B objetos¢ probki.

Ustawianie typu bloku

Oprogramowanie CFX Manager Dx automatycznie oblicza przyrosty temperatury dla etapow
gradientu na podstawie typu bloku.

Uwaga: Typ ptytki skonfigurowany w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) musi by¢ taki sam,
jak typ ptytki w module reakcyjnym.

Aby ustawi¢ typ bloku

» W oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) wybraé opcje Tools (Narzedzia) > Gradient Calculator
(Kalkulator gradientu), a nastepnie wybra¢ odpowiedni typ ptytki na wyswietlonej liscie rozwijanej.

Wybér trybu skanowania dla wybranego typu bloku

W celu okreslenia czasu analizy dla protokotu nalezy wybrac typ bloku docelowego i tryb skanowania.
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Aby wybra¢ typ bloku docelowego i tryb skanowania

» W oknie Protocol Editor (Edytor protokotu) wybraé opcje Tools (Narzedzia) > Run time Calculator
(Kalkulator czasu analizy), a nastepnie wybra¢ odpowiedni typ ptytki i tryb skanowania na
wyswietlonej liscie rozwijane;j.

Regulacja temperatury pokrywy

CFX Manager Dx ustawia domysing temperature pokrywy 105,0°C.

Mozna zmieni¢ domy$ine ustawienia lub wytaczy¢ element grzejny pokrywy w zaleznos$ci od
wymagan protokotu.

Wskazowka: Domysing temperature pokrywy mozna zmieni¢ w oknie dialogowym User
Preferences (Preferencje uzytkownika). Szczegodty zamieszczono w rozdziale Ustawianie
domys$inych parametréw protokotu na stronie 72.

Ustawienie temperatury pokrywy

1. W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) wybra¢ Settings (Ustawienia) > Lid Settings (Ustawienia
pokrywy).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Lid Settings (Ustawienia pokrywy).
2.  Wykonac jedng z nastepujacych czynnosci:

B wybraé opcje User Defined (Zdefiniowane przez uzytkownika) i wpisa¢ warto$¢ temperatury
w polu tekstowym;

B wybraé opcje Turn Off Lid Heater (Wytgcz element grzejny pokrywy).

3. Klikng¢ OK, aby zaakceptowac zmiany i zamknaé okno dialogowe.
Ustawianie objetosci prébki

Oprogramowanie CFX Manager Dx domysInie ustawia objetos$¢ prébki kazdej studzienki na 25 pl.
Jednak System CFX Dx obstuguje zakres 0—125 pl.

Aparat wykorzystuje jeden z dwdch trybdw kontroli temperatury do okreslenia, czy probka osiggneta
docelowg temperature w protokole:

B Calculated mode (Tryb obliczony) — gdy objetos¢ prébki jest ustawiona na wartos$¢
odpowiednig dla bloku, aparat oblicza temperature probki na podstawie jej objetosci. Jest to tryb
standardowy.

B Block mode (Tryb bloku) — gdy objeto$¢ prébki jest ustawiona na zero (0) ul, aparat rejestruje
temperature prébki jako rowng zmierzonej temperaturze bloku.
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Ustawienie objetosci probki dla danego bloku

»  Wpisaé poprawng wartos$¢ w polu tekstowym Sample Volume (Objetos¢ probki) na pasku
narzedzi w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

Wskazéwka: Mozna zmieni¢ domys$ing objetos¢ probki w oknie dialogowym User Preferences
(Preferencje uzytkownika). Zob. rozdziat Zmiana domys$inych ustawien pliku na stronie 70.

Dodawanie etapow do protokotu

Aby dodac¢ etap do protokotu
1. Otworzy¢ protokét w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu).

2. Ustali¢, gdzie wstawi¢ nowy etap. Wybrac¢ opcje Before (Przed) lub After (Po) z listy rozwijanej
Step (Etap) na pasku narzedzi.

3. Nawykresie wybrac etap, przed lub po ktérym ma by¢ wstawiony nowy etap.
4. Klikng¢ opcje Insert Step (Wstaw etap) w lewym panelu.

5. Aby zmieni¢ temperature lub czas utrzymywania, klikng¢ wartosé domysing na wykresie lub
w panelu zarysu protokotu i wpisa¢ howg wartosc.

6. (Opcjonalnie) Klikng¢ Step Options (Opcje etapu) w lewym panelu, aby wyswietli¢ okno
dialogowe Step Options i zmodyfikowaé dostepne opcje dla wybranego etapu.

Wskazowka: Mozna przejsé do okna dialogowego Step Options (Opcje etapu) z poziomu
menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w panelu wykresu lub
w panelu zarysu protokotu.

7. Klikngé OK a nastepnie Yes (Tak), aby zapisa¢ zmiany protokotu.
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Save As (Zapisz jako).
8. W oknie dialogowym Save As (Zapisz jako) wpisa¢ nazwe pliku z nowym protokotem i klikng¢

Save (Zapisz).

Wprowadzanie etapu gradientu

Aby wprowadzi¢ etap gradientu
1. Upewni¢ sie, ze rozmiar ptytki dla gradientu jest taki sam, jak typ bloku aparatu — 96 studzienek.
2. Jeslijeszcze nie wykonano tej czynnosci, nalezy wybraé rozmiar ptytki dla gradientu:

Wybra¢ opcje Tools (Narzedzia) > Gradient Calculator (Kalkulator gradientu), a nastepnie wybraé
odpowiedni typ ptytki z listy rozwijane;j.
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Na pasku narzedzi wybrac¢ opcje Before (Przed) lub After (Po) z listy rozwijanej Insert Step
(Wstaw etap).

Na panelu wykresu lub konspektu wybra¢ etap, przed lub po ktérym ma by¢ wstawiony etap
gradientu.

W panelu po lewe;j stronie klikngé opcje Insert Gradient (Wstaw gradient). Nowy etap gradientu
zostanie podswietlony na wykresie i w panelu konspektu — na przyktad:

Protocol Editor - 2stepAmp.prel

Eile Settings Tools 7
HI ﬁ Insert Step | After ~ | Sample Volume |25 pl  Est. Run Time 01:32:00
J 1 2 ; 3 : s 5
%0 C %0 C :
S 300 010 N ; 650 C
i i 550 C i 550 C c |8
i 0:30 i 0:30 o B
/ m T H
| 2
139 x
— 1 950 C for3:00 Gradient
4] nset gen 2 950 C for0:10 Step 4
3 550 C for0:30 2 le50 ]
;\J Insert Gradiert + Plate Read
4 Gradient @l: 1650 C for 0:30 B |64.5
[ 5 GOTO2 .39  moretimes c 633
|
= END D |6L4
=8| £ [s=0
F |57.0
i Add Piate Readto Step G [55.7
H |s5.0 |
Step Options Range
= 10.0
/5 Delete Step ;
OK Cancel

Temperatura kazdego wiersza w gradiencie pojawi sie w tabeli Gradient (Gradient) w prawym
panelu.

Aby edytowac zakres temperatur gradientu, nalezy wykona¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Klikng¢ temperature domysing w wykresie lub panelu konspektu i wprowadzi¢ nowg
temperature.

m  Klikng¢ polecenie Step Options (Opcje etapu), aby wprowadzi¢ zakres gradientu w oknie
Step Options (Opcje etapu).

B Zmieni¢ warto$¢ Range (Zakres) w tabeli Gradient (Gradient).

Aby przeprowadzi¢ edycje czasu wstrzymania, nalezy klikngé domys$iny czas w widoku
graficznym lub tekstowym, a nastepnie wprowadzi¢ nowy czas.

Klikng¢ OK a nastepnie Yes (Tak), aby zapisa¢ zmiany.
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Wprowadzanie etapu GOTO

Uwaga: Do zestawu GOTO mozna wprowadzi¢ etap GOTO; nie mozna tworzy¢ zagniezdzonych
petli GOTO.

Aby wprowadzi¢ etap GOTO

1.

Wybra¢ opcje Before (Przed) lub After (Po) z listy rozwijanej Insert Step (Wstaw etap) na pasku
narzedzi.

Na wykresie wybra¢ etap, przed lub po ktérym ma by¢ wstawiony etap GOTO.
W panelu po lewej stronie klikng¢ opcje Insert GOTO (Wstaw GOTO).

Aby przeprowadzi¢ edycje numeru etapu GOTO lub numeru powtdrzen GOTO, nalezy wybra¢
domyslny numer na wykresie lub w panelu konspektu i wprowadzi¢ nowg wartos¢.

Klikng¢ OK a nastepnie Yes (Tak), aby zapisa¢ zmiany.

Wprowadzanie etapu krzywej topnienia

Wskazoéwka: Etapu krzywej topnienia nie mozna wprowadzi¢ w petli GOTO.

Uwaga: Etap krzywej topnienia obejmuje 30-sekundowe wstrzymanie na poczatku tego etapu,
ktére nie jest przedstawione w protokole.

Aby wprowadzi¢ etap krzywej topnienia

1.

2.

Wybrac opcje Before (Przed) lub After (Po) z listy rozwijanej Insert Step (Wstaw etap) na pasku
narzedzi.

Na wykresie wybra¢ etap, przed lub po ktérym ma by¢ wstawiony etap krzywej topnienia.
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3. W panelu po lewej stronie klikng¢ opcje Insert Melt Curve (Wstaw krzywg topnienia). Nowy etap
krzywej topnienia zostanie pods$wietlony na wykresie i w panelu konspektu — na przyktad:

Protocol Editor - 15tepgPCR.prcl

File Settings Tools T

H 5' Insert Step  After ~ || Sample Volume pl  Est. Run Time 01:33:00

%0 C | 950 C 950 C
E 500 i m c 05 C 0:10 600 C : .
: H 0:30 i 0
i i o P
| 4
| 39 x
- 1500 C for 10:00
0] st 3e0 2 950 C for5:00
3 Melt Curve o 95.0 increment 0.5
mmw for 0:05 + Plate Read
i—) 4 950 C for0:10
o 5 600 C for0:30
(5] insent & =6 GOTO4 .33  moretimes
END
A insert Mk Curve
-
0y Delete Step

oK Cancel

4. Aby przeprowadzi¢ edycje zakresu temperatury topnienia lub czasu przyrostu, nalezy wybrac
domysiny numer na wykresie lub w panelu konspektu i wprowadzi¢ nowg wartos¢.

5. Klikng¢ OK a nastepnie Yes (Tak), aby zapisa¢ zmiany.
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Dodawanie lub usuwanie etapu odczytu ptytki

Wskazéwka: Po dodaniu polecenia odczytu ptytki do danego etapu i wybraniu tego etapu
przycisk zmieni sie¢ na Remove Plate Read (Usun odczyt ptytki).

Dodanie odczytu ptytki do etapu

1.

4.

Wybra¢ opcje Before (Przed) lub After (Po) z listy rozwijanej Insert Step (Wstaw etap) na pasku
narzedzi.

Na wykresie wybraé etap, przed lub po ktérym ma by¢ wstawiony etap odczytu ptytki.

Aby dodac¢ odczyt ptytki do wybranego etapu, klikng¢ opcje Add Plate Read to Step (Dodaj odczyt
ptytki do etapu) w lewym panelu.

Klikng¢ OK a nastepnie Yes (Tak), aby zapisac¢ zmiany.

Usuniecie odczytu ptytki z etapu

» Nawykresie wybraé etap zawierajgcy odczyt ptytki i klikng¢ opcje Remove Plate Read (Usun

odczyt plytki) w lewym panelu.

Zmiana opcji etapu

Aby zmieni¢ opcje dla wybranego etapu

1.
2.

Wybra¢ etap docelowy w panelu wykresu lub konspektu.

W lewym panelu klikng¢ pozycje Step Options (Opcje etapu), aby otworzy¢ okno dialogowe Step
Options (Opcje etapu).

Alternatywnie klikng¢ prawym przyciskiem myszy etap docelowy w dowolnym panelu i wybra¢
polecenie Step Options (Opcje etapu) w menu, ktére sie pojawi.

Aby dodac¢, zmodyfikowac lub usungé opcije:

B Wprowadzi¢ wartos¢ do odpowiedniego pola tekstowego.

B Przeprowadzi¢ edycje wartosci w odpowiednim polu tekstowym.

B Zaznaczy¢ pole wyboru lub usung¢ jego zaznaczenie.

Klikng¢ przycisk OK, aby zapisaé zmiany i zamkng¢ okno dialogowe Step Options (Opcje etapu).

Klikng¢ przycisk OK a nastepnie przycisk Yes (Tak), aby zapisac protokét.
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Usuwanie etapu

Aby usuna¢ etap w protokole

1. Wybra¢ etap w panelu wykresu lub konspektu.

2. W lewym panelu klikng¢ opcje Delete Step (Usun etap), aby usung¢ wybrany etap.

3. Klikng¢ przycisk OK a nastepnie przycisk Yes (Tak), aby zapisac protokot.

Kopiowanie, eksportowanie i drukowanie protokotu

Kopiowanie protokotu

»  Klikng¢ prawym przyciskiem myszy zarys protokotu i wybra¢ Copy Protocol (Kopiuj protokat).
Mozna wklei¢ zarys do pliku .txt, .xls, .doc lub .ppt.

Eksport protokotu

1. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy zarys protokotu i wybraé¢ Export Protocol (Eksportuj protokot).
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Save As (Zapisz jako).

2. (Opcjonalnie) W Eksploratorze Windows przejs¢ do folderu, w ktérym na byé zapisany plik
protokotu.

3. W polu File name (Nazwa pliku) wpisa¢ nazwe eksportowanego pliku protokotu.
4. KIlikng¢ Save (Zapisz).

Wydruk protokotu

»  Klikng¢ prawym przyciskiem myszy zarys protokotu i wybra¢ Print (Drukuj).

Mozna wydrukowac zarys protokotu za pomocga drukarki domysinej.
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Tworzenie protokotu za pomocg Protocol AutoWriter
(Automatyczny kreator protokotu)

Wazne: Firma Bio-Rad nie gwarantuje, ze uruchomienie protokotu utworzonego w Protocol
AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) zawsze pozwoli uzyska¢ produkt PCR w czasie
rzeczywistym.

Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) w oprogramowaniu CFX Manager Dx
automatycznie generuje protokoty cykli na podstawie nastepujgcych parametrow wejsciowych:

B Amplicon length (Dlugo$¢ amplikonu) — oczekiwana dtugos¢ produktu PCR.
B Annealing temperature (Temperatura annealingu) — T, reakgji dla stosowanych primerow.

Jesli warto$¢ T, nie jest znana, mozna jg obliczy¢ automatycznie za pomoca kalkulatora T, na
podstawie sekwencji konkretnych primeréw.

Uwaga: Wartos¢ T, jest korygowana na podstawie informacji o temperaturze topnienia
primera (T,,) uzyskiwanych w oparciu o wybrany enzym i szybkos¢ protokotu.

B Enzyme type (Typ enzymu) — enzym polimeraza DNA (polimeraza DNA iTaq™, iProof™ lub
Other (Inny)).

Jesli stosowany jest enzym inny niz polimeraza DNA iTaq lub iProof, mozna wprowadzi¢
dodatkowe informacje, w tym zakres gradientu, czas aktywacji w technice ,hot start”
(w sekundach) i czas koncowego wydtuzania (w sekundach).

B Run speed (Szybkos¢ analizy probek) — szybkos¢ reakgji (standardowa, szybka lub
ultraszybka).

Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) optymalizuje protokét w zaleznosci od
wybranego ustawienia szybkosci. Catkowity czas analizy probek jest okreslany na podstawie
liczby etapow i cykli, czasu inkubacji w kazdym etapie oraz czasu wymaganego do osiggniecia
jednorodnosci w temperaturze docelowej.

Na podstawie parametrow wprowadzonych przez uzytkownika oraz standardowych wytycznych
dotyczacych PCR Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) automatycznie generuje
zindywidualizowany protokét PCR z etapami ,hot start”, poczgtkowej denaturacji, annealingu

i wydtuzania Nastepnie mozna przejrzec¢ graficzng prezentacje sugerowanego protokotu i edytowac,
uruchomic lub zapisa¢ protokot.
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Utworzenie nowego protokotu za pomoca Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator

protokotu) w oprogramowaniu CFX Manager Dx

1.

W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ Tools (Narzedzia) > Protocol AutoWriter (Automatyczny
kreator protokotu).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu).

Type

Protocol AutoWriter
Erter Target Values/Enzyme Addtional Parameters (Optional
Ampheon Length 100 bp Ta Calculator... Gradert Range C
Hot Start Activation s
Annealing Temperature (Te) 600 3 °C 5 iTog O iProof ) Other o .

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

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

f ™\ A N\ A\ N\ N\ N\ .
N VN N N A N \A [\ ~ | @ Reshime PCR
‘a._ / \/ '\.. { / \ ! .. ,f \/ \/ L\'. ] O PCR
[ | Fn Tae
Standard Fast Ukrafast
01:01-00
Preview
J 1 2 3 s 5
950 C 950 €
iy 300 010 \ 20 ¢
i gc? c 015
i ’ =
f
2
u x
==

W czesci Enter Target Values/Enzyme (Wprowadz docelowe wartosci / enzym) wykonaé
nastepujace czynnosci:

Whpisac wartos¢ Annealing Temperature (T,) (Temperatura annealingu) dla primeréw, o ile
jestznana.

Wskazéwka: Wiecej informacji przedstawiono w rozdziale Korzystanie z funkcji Ta
Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) na stronie 106.

Uwaga: Wigcej informaciji o obliczeniach stosowanych przez T, Calculator (Kalkulator
dla temperatury annealingu Ta) mozna znalez¢ w publikacji Breslauera i wsp. 1986.

Wopisa¢ warto$¢ Amplicon Length (Dlugo$¢ amplikonu) wyrazong w parach zasad (bp).

Wybraé typ enzymu z listy opciji (polimeraza DNA iTaqg™, polimeraza DNA iProof™ |ub Other
(Inny).

Wskazowka: Wybor typu enzymu Other (Inny) spowoduje uaktywnienie parametréw
w czesci Additional Parameters (Optional) (Dodatkowe parametry (Opcjonalne)).
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3. Jesliwybrano typ enzymu Other (Inny), mozna uzupetni¢ protokét o dowolne lub wszystkie
z nastepujgcych parametrow:

B Gradient Range (Zakres gradientu),
B temperatura Hot Start Activation (Aktywacja w technice ,hot start”),
B czas Final Extension (Koncowe wydtuzanie).

4. W czesci Type (Typ) przesung¢ suwak w celu wybrania szybkosci protokotu (Standard, Fast
(Szybka) lub Ultrafast (Ultraszybka)). CFX Manager Dx dostosuje catkowity czas analizy prébek.

5. Wybraé typ analizy PCR, jaka ma zosta¢ przeprowadzona (domysinie zaznaczona jest analiza
Real-time PCR (PCR w czasie rzeczywistym)).

W przypadku PCR w czasie rzeczywistym CFX Manager Dx dodaje etap odczytu ptytki w celu
zebrania danych fluorescencyjnych.

6. Przejrze¢ protokot w czesci Preview (Podglad). Mozna wprowadzi¢ potrzebne zmiany.
7. Wpykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Klikng¢ OK, aby zapisa¢ nowy protokét. Zapisany protokot otwiera sie w kreatorze Startup
Wizard (Kreator startowy). Klikng¢ Edit Selected (Edytuj wybrany), aby wprowadzi¢ wszelkie
potrzebne zmiany w protokole. Na przyktad moze by¢ konieczna zmiana temperatury
pokrywy i objetosci probki.

B Klikng¢ Cancel (Anuluj), aby zamkng¢ okno bez zapisywania protokotu.

Korzystanie z funkcji T, Calculator (Kalkulator dla
temperatury annealingu Ta)

Jesli warto$¢ temperatury annealingu dla primera nie jest znana, mozna uzy¢ funkgji T, Calculator
(Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) do obliczenia tej wartosci. Mozna uzy¢ tej wartosci

w funkcji Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu) lub Protocol Editor (Edytor protokotu)
w celu utworzenia swojego protokotu.

Informacje o funkcji T, Calculator (Kalkulator dla temperatury
annealingu Ta)

T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) oblicza warto$¢ T, dla kazdego primera
oraz wartos¢ T, dla protokotu przy standardowej szybkosci.

Wartos$¢ T, dla protokotu jest wyznaczana na podstawie Srednich wartosci T,,, primeréw
z zastosowaniem nastepujacych zasad:
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B Jezeli réznica miedzy wartosciami T,,, primeréw wynosi > 4°C, to T, = (mniejsza z dwdch wartosci
Ty, primerow + 2) —4°C

B Jezeli réznica miedzy wartosciami T,, wynosi < 4°C, to T, = ($rednia z wartosci T,,, primeréw) —
4°C
Metoda zliczania par zasad

W przypadku kazdego primera kalkulator T, wykorzystuje metode zliczania par zasad dla sekwencji
zawierajacych 14 par zasad (bp) lub mniej.

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
gdzie w, X, y oraz z sg liczbami odpowiednio zasad A, T, G oraz C w sekwencji.
Metoda najblizszego sgsiada

W przypadku sekwencji, ktérych dtugos¢ przekracza 14 par zasad, stosowana jest metoda
najblizszego sgsiada. W metodzie najblizszego sgsiada obliczenia temperatury topnienia sg oparte na
relacjach termodynamicznych miedzy entropig (rzad lub miara losowosci oligonukleotydow), entalpig
(ciepto uwalniane lub pochfaniane przez oligonukleotydy), energia swobodng i temperatura.

AH=AG +T*AS
gdzie:
B AH = wartos¢ entalpii, cal/mol*K
B T =temperatura w kelwinach
B AS = wartos¢ entropii, cal/mol*K
B AG = energia swobodna Gibbsa wyrazona w cal/mol*K

Zmiana w entropii i entalpii jest obliczana bezposrednio poprzez sumowanie wartosci dla par
nukleotydow, ktore przedstawia Tabela 12 (Breslauer et al. 1986).

Relacja miedzy energig swobodng a stezeniem sktadnikéw reakc;ji i produktéw w réwnowadze jest
nastepujgca:

AG = R*T*In ((DNA * Primer)/(DNA + Primer))
gdzie R jest statg gazowa (1,986 cal/mol*K).
Podstawienie G w obu rownaniach i obliczenie T daje

T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

przy zatozeniu, ze stezenie DNA i kompleksu DNA-primer sg rowne.
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Ustalono empirycznie, ze zmiana energii swobodnej podczas przej$cia DNA z formy jednoniciowej do
formy B wynosi 5 kcal (3,4 kcal) (Sugimoto et al. 1996). Zaktada sie, Ze jest to energia wymagana do
zainicjowania powstawania helisy. Na koniec korekta z uwzglednieniem soli umozliwia uzyskanie
réwnania, z ktérego korzysta kalkulator T,:

T = (AH — 5(kcal/K*mol))/(AS + (R * In(1/(primer)))) + 16.6 log;, (MolalnoséSoli)

Nie jest wymagana stata korekcyjna uwzgledniajgca stezenie soli, poniewaz rézne parametry zostaty
ustalone przy stezeniu 1 M NaCl, a log4g z 1 wynosi zero.

W obliczeniach termodynamicznych przyjeto zatozenie, ze annealing ma miejsce przy pH 7,0. W
obliczeniach T, obowigzuje zatozenie, ze sekwencje nie sg symetryczne i zawierajg co najmniej
jedng Glub C.

W celu uzyskiwania rozsgdnych wartosci T, sekwencja oligonukleotydéw powinna mie¢ dtugos¢ co
najmniej 14 zasad. W przypadku sekwencji krétszych niz 14 zasad nalezy stosowac¢ metode liczenia
par zasad (patrz Tabela 12 ponizej).

Tabela 12. Stale interakcji Breslauera

Interakcja 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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Tabela 12. State interakcji Breslauera, ciag dalszy

Interakcja 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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Korzystanie z funkcji T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta)
Uzycie kalkulatora T,

1. Aby otworzy¢ T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta), wykonac jedng
z nastepujgcych czynnosci:

B Jesli aktualnie otwarty jest Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu), klikngé T,
Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta).

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ Tools (Narzedzia) > T, Calculator (Kalkulator dla
temperatury annealingu Ta).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta).

Ta Calculator X

Forward Primer
W I
Reverse Pnmer
QD l
Forward Tm Average of primer Tm's
Q) | | | |'c
: Reverse Tm Ta at Standard Speed (Taq)
O | | | |
Calcylate oK Cancel

2. W polu tekstowym Forward Primer (Primer wiodgcy) wpisac¢ lub wklei¢ sekwencje primera
wiodgcego.

Wskazoéwka: Sekwencje mozna tez wprowadzi¢ za pomocg przyciskéw A, T, G, C po lewej
stronie okna dialogowego.

3. Whpisac lub wklei¢ sekwencje primera odwrotnego w polu tekstowym Reverse Primer (Primer
odwrotny).
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4.

5.

Korzystanie z funkcji Ta Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta)

Klikng¢ Calculate (Oblicz).

T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) oblicza i wySwietla warto$¢ T,,, dla
kazdego primera oraz $rednie wartosci T, i T, np.:

Ta Calculator X

Forward Primer
“-@ 5 _CTG GAGCCT TCAGTTGCAG |
Reverse Primer

\D 5 [GAAGAT GGT GAT GGG ATT TC ]
Forward Tm Average of primer Tm's
Q) |57 | ¢ [583 |
Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTag)
© 56.9 | € [543 T

oK Cancel

Jesli wartosci T,,, primera roznig sie od siebie o wigcej niz 4°C, Protocol AutoWriter
(Automatyczny kreator protokotu) wykorzystuje nizszg wartosc T, primera + 2°C jako podstawe
do obliczenia wartosci T, ktdérg mozna p6zniej modyfikowac, zmieniajgc enzym i szybko$¢
reakciji.

T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) generuje temperature annealingu dla
standardowej szybkosci z polimerazg DNA iTaq. W przypadku uzywania innego enzymu
ustawienie szybkosci powoduje automatyczne dostosowanie T,.

Wykona¢ jedng z nastepujacych czynnosci:

B Jeslifunkcja T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) zostata otwarta z okna
Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu), klikng¢ OK. Nastgpi powrét do okna
Protocol AutoWriter (Automatyczny kreator protokotu). Temperatura annealingu jest
modyfikowana automatycznie.

m  Jesli funkcja T, Calculator (Kalkulator dla temperatury annealingu Ta) zostata otwarta
w menu Tools (Narzedzia), odnotowac obliczenia i klikng¢ Cancel, aby zamkna¢ kalkulator.
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Rozdziat 7 Przygotowywanie ptytek

Plik ptytki zawiera informacje o parametrach analizy, np. o trybie skanowania, fluoroforach i
zawartosciach studzienek. Po analizie oprogramowanie CFX Manager™ Dx fgczy zawartosci
studzienek z danymi fluorescencji zgromadzonymi podczas analizy, a nastepnie wykonuje
odpowiednie analizy w oknie Data Analysis (Analiza danych). Na przyktad studzienki zatadowane
prébkami typu standard sg uzywane do wygenerowania krzywej wzorcowe;j.

W oprogramowaniu Oprogramowanie CFX Manager Dx dostepne sg dwie opcje tworzenia plytek:
edytor Plate Editor (Edytor ptytki) przeznaczony do analiz PCR w czasie rzeczywistym oraz kreator
Setup Wizard (Kreator konfiguracji) do stosowania w przypadku znormalizowanych analiz ekspres;ji
genow.

Okno Plate Editor (Edytor ptytki):
B Zawiera opcje standardowych fluoroforow i typow probek do przypisania do studzienek plytek

B Umozliwia ustawienie referencyjnych sekwencji docelowych oraz prébek kontrolnych do analiz
ekspresji genéw

B Umozliwia edycje konfiguracji ptytki przed analiza, w jej trakcie oraz po analizie
B Pozwala na zapisywanie plikéw ptytek do ponownego wykorzystania
B Umozliwia wydrukowanie pliku ptytki na domy$inej drukarce

Kreator Setup Wizard (Kreator konfiguracji) prowadzi uzytkownika przez proces tworzenia uktadu
ptytki dla znormalizowanej analizy ekspresji genéw. Z kreatora Setup Wizard (Kreator konfiguracji)
mozna korzystac przed analizg, w jej trakcie, a takze po zakorczeniu analizy.
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Okno Plate Editor (Edytor ptytki)

Obszar Plate Editor (Edytor plytki) stuzy do tworzenia niestandardowych plytek i modyfikowania
istniejgcych ptytek.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tocls 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)

LEGENDA

1. Pasek menu zapewnia szybki dostep do polecen menu File (Plik) i Settings (Ustawienia), a
takze do opcji narzedzi edycji ptytek.

2. Pasek narzedzi zapewnia szybki dostep do waznych funkcji tadowania ptytek.

3. W panelu gtéwnym wyswietlany jest uktad ptytki oraz pojawiajg sie opcje ptytki w miare ich
stosowania.

4. W prawym panelu wyswietlane sg opcje, ktérych mozna uzy¢ w celu dostosowania ptytki.

5. W dolnym panelu wyswietlany jest typ ptytki oraz mozliwy jest szybki dostep do opcji
wys$wietlania.
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Polecenia menu File (Plik)

Save (Zapisz) — stuzy do zapisywania pliku danych prébki w lokalizacji okreslonej na zaktadce File
(Plik) w oknie dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika). Wiecej informaciji zawiera
sekcja Zmiana domysinych ustawien pliku na stronie 70. Ta pozycja menu jest dostepna tylko
podczas tworzenia nowego pliku ptytki.

Save As (Zapisz jako) — umozliwia zapisanie otwartego pliku danych ptytki pod podang nazwa. Ta
pozycja menu jest dostepna tylko podczas tworzenia nowego pliku ptytki.

Extract Plate (Wyodrebnij ptytke) — otwiera okno dialogowe, w ktérym mozna zapisa¢/wyodrebni¢
plik ptytki (.pltd). Ta pozycja menu jest dostepna tylko podczas wyswietlania lub edycji istniejgcego
pliku ptytki.

Print (Drukuj) — umozliwia wydrukowanie otwartego pliku danych ptytki.

Close (Zamknij) — zamyka obszar Plate Editor (Edytor ptytki).

Polecenia menu Settings (Ustawienia)

Plate Size (Wielko$c ptytki) — opcje, za pomocg ktérych mozna wybrac¢ wielkos¢ ptytki na potrzeby
konkretnej analizy probek.

Uwaga: System CFX Dx moze korzysta¢ wytgcznie z ptytek 96-studzienkowych.

Plate Type (Typ ptytki) — mozliwos¢ wyboru typu studzienek w plytce, ktére utrzymujg prébki: BR
White (Biate) lub BR Clear (Przezroczyste). Aby zapewni¢ doktadnos¢ analizy danych, wybrany typ
ptytki musi by¢ taki sam, jak typ ptytki stosowany w danej analizie probek.

Number Convention (Konwencja liczb) — mozliwos¢ wigczenia lub wytgczenia opcji wyswietlania
jednostek w notacji naukowej. Domysinie jednostki sg wyswietlane w notacji naukowe;j.

Units (Jednostki) — mozliwo$¢ wyboru jednostek prezentowanych w arkuszach kalkulacyjnych
podczas wykonywania ilosciowego oznaczenia probek nieznanych w odniesieniu do krzywe;j
WZOrcowe;.

Polecenia menu Editing Tools (Narzedzia do edycji)

Setup Wizard (Kreator konfiguracji) — otwiera obszar Setup Wizard (Kreator konfiguraciji), w ktérym
mozna zdefiniowa¢ parametry uktadu i analizy dla biezgcej ptytki. Z kreatora Setup Wizard (Kreator
konfiguracji) mozna korzysta¢ przed analiza, w jej trakcie, a takze po zakonczeniu analizy.

Spreadsheet View/Importer (Podglad/importer arkusza kalkulacyjnego) — otwiera okno dialogowe
View (Widok), w ktérym wyswietlany jest uktad ptytki jako szablon w formacie arkusza kalkulacyjnego.
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Za pomocg tego okna dialogowego mozna wyeksportowac lub zaimportowaé dane szablonu ptytki w
formacie .csv.

Flip Plate (Odwrd¢ plytke) — odwraca zawartosé ptytki o 180°.

Polecenia na pasku narzedzi

H Zapisuje plik biezacej ptytki.
Wyswietla liste rozwijana, z ktérej mozna powiekszy¢ lub zmniejszy¢ widok
ptytki.

Wyswietla liste rozwijang, z ktérej mozna wybrac tryb skanowania
&l 5can Mode | FRET  ~ stanowigcy dla aparatu instrukcje dotyczaca tego, z ktérych kanatéw
gromadzi¢ dane fluorescencji podczas analizy.

Otwiera obszar Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek), w

":, Well Groups...
ktérym mozna tworzy¢ grupy studzienek dla biezgcej ptytki.

I@ Trace Styles... Wyswietla okno dialogowe, w ktérym mozna wybrac¢ kolory i symbole dla
krzywych amplifikaciji.

Otwiera okno dialogowe View (Widok), w ktérym wyswietlany jest uktad

== Spreadsheet View/Importer ptytki jako szablon w formacie arkusza kalkulacyjnego. Za pomocg tego
okna dialogowego mozna wyeksportowac¢ lub zaimportowaé¢ dane
szablonu ptytki w formacie .csv.

@ Plate Loading Guide Wyswietla kroki wymagane w celu skonfigurowania plytki i zatadowania
studzienek.
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Tworzenie pliku plytki za pomoca Plate Editor (Edytor plytki)

Za pomocg funkcji Plate Editor (Edytor ptytki) mozna tworzy¢ niestandardowe pliki ptytek. Mozna tez
edytowac i zapisywac¢ wczesniej zapisane pliki ptytek oraz przyktadowe pliki ptytek dostarczane w
oprogramowaniu Oprogramowanie CFX Manager Dx.

Aby utworzy¢ nowy plik ptytki, nalezy wykonaé nastepujace czynnosci:
B Otworzy¢ okno Plate Editor (Edytor ptytki).
B Wybrac typ ptytki.
Uwaga: Typ ptytki dla pliku ptytki musi by¢ taki sam, jak typ ptytki w module reakcyjnym.
B Wybrac tryb skanowania, ktéry bedzie uzywany w protokole.
B Wybrac fluorofory, ktéry bedg uzywane w ptytce.
B Wybrac typ probki, sekwencje docelowe oraz prébki.
B W razie potrzeby wybrac¢ replikaty.
B Zapisa¢ ukfad ptytki.

Wskazéwka: Informacje o zapisywaniu nowej ptytki na podstawie wczesniej zapisanego lub
przyktadowego pliku ptytki zamieszczono w rozdziale Otwieranie istniejacego pliku ptytki w oknie
Plate Editor (Edytor ptytki) na stronie 119.

Otwieranie nowego pliku ptytki w oknie Plate Editor (Edytor
plytki)

Oprogramowanie CFX Manager Dx zapewnia wiele opcji otwierania nowego pliku ptytki:
Bz okna Home (Strona gtéwna),

B zokna dialogowego Startup Wizard (Kreator startowy),

Bz okna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy probek).

Otwarcie nowego pliku ptytki z okna Home (Strona gtéwna)

»  Wybracé File (Plik) > New (Nowy) > Plate (Plytka).

Zostanie otwarte okno Plate Editor (Edytor ptytki) z wyswietlonym domysinym plikiem ptytki dla
wybranego aparatu.

Wskazoéwka: Informacje o ustawianiu domysinego pliku ptytki zamieszczono w sekcji
Zmiana domysInych ustawien pliku na stronie 70.
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Otwarcie nowego pliku ptytki z okna Startup Wizard (Kreator startowy)

1.

W oknie Home (Strona gtéwna) wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci w celu otworzenia
kreatora Startup Wizard (Kreator startowy), jesli nie jest on widoczny:

B Wybrac¢ opcje View (Widok) > Startup Wizard (Kreator startowy).
B Klikng¢ Startup Wizard (Kreator startowy) na pasku narzedzi.

Domyslnie w oknie Startup Wizard (Kreator startowy) wyswietlana jest zaktadka Run Setup
(Konfiguracja analizy prébek) z wybranym aparatem CFX96™.

W razie potrzeby wybrac typ aparatu z listy rozwijanej.
Aby utworzy¢ nowg ptytke, klikng¢ typ analizy User-defined (Zdefiniowany przez uzytkownika).

Zostanie otwarte okno dialogowe Run Setup (Konfiguracja analizy prébek) z wyswietlong
zaktadka Protocol (Protokot).

Klikng¢ zaktadke Plate (Ptytka), a nastepnie opcje Create New (Utworz nows).

Zostanie otwarte okno Plate Editor (Edytor ptytki) z wyswietlonym domysinym uktadem ptytki dla
wybranego aparatu.

Otwarcie nowego pliku ptytki z okna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy

probek)

1.

W oknie Home (Strona gtéwna) wykonac jedna z nastepujacych czynnosci w celu otworzenia
okna dialogowego Run Setup (Konfiguracja analizy probek):

B Wybra¢ opcje Run (Analiza probek) > User-defined Run (Analiza zdefiniowana przez
uzytkownika).

B Klikng¢ User-Defined Run Setup (Konfiguracja analizy definiowanej przez uzytkownika) na
pasku narzedzi.

Zostanie otwarte okno dialogowe Run Setup (Konfiguracja analizy prébek) z zakladka Protocol
(Protokot).

Aby utworzy¢ nowa ptytke, klikng¢ zaktadke Plate (Ptytka), a nastepnie opcje Create New (Utworz
nowa).

Zostanie otwarte okno Plate Editor (Edytor ptytki) z wyswietlonym domysinym uktadem ptytki dla
wybranego aparatu.
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Otwieranie istniejgcego pliku plytki w oknie Plate Editor (Edytor
plytki)

Oprogramowanie CFX Manager Dx zapewnia przykfadowe pliki ptytki, ktére mozna edytowac
i zapisywac jako nowa ptytke. Mozna tez utworzy¢ nowy plik ptytki z wczesniej zapisanego pliku ptytki.

Otwarcie przyktadowego pliku plytki
1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ File (Plik) > Open (Otworz) > Plate (Ptytka).

Program Eksplorator Windows jest otwierany w lokalizaciji folderu plikow CFX Manager Dx
Sample (Przyktad).

2. Otworzy¢ folder plikow Sample (Przyktad), a nastepnie folder Plates (Ptytki).
3.  Wybrac¢ potrzebng ptytke i klikngé Open (Otworz).
Przyktadowy plik ptytki zostanie otwarty w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

4. Wybrac¢ File (Plik) > Save As (Zapisz jako) i zapisa¢ plik ptytki z nowg nazwg lub w nowym
folderze.

Otwarcie wczes$niej zapisanego pliku ptytki

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ File (Plik) > Open (Otworz) > Plate (Ptytka), przej$¢ do
docelowej plytki, wybrac jg i klikng¢ Open (Otworz).

Docelowa ptytka zostanie otwarta w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

2.  Wybrac¢ File (Plik) > Save As (Zapisz jako) i zapisa¢ plik ptytki z nowg nazwg lub w nowym
folderze.
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Konfigurowanie nowego pliku ptytki

Wskazéwka: Jesli plik ptytki zawiera wymagane parametry (np. jesli edytowany jest przyktadowy
lub istniejacy plik ptytki), mozna pomingc¢ ten rozdziat i przej$¢ do rozdziatu Przypisywanie
parametréw opcjonalnych do pliku ptytki na stronie 126.

Nowe pliki ptytki wymagaja okreslenia nastepujgcych parametrow:

B Plate size (Wielkos¢ ptytki),

B Plate type (Typ ptytki),
B Scan mode (Tryb skanowania),
®  Jeden fluorofor (barwnik),

®  Jeden typ probki.
Wybieranie wielkosci i typu plytki

Wazne: Wielkos$¢ ptytki musi zosta¢ wybrana podczas konfigurowania ptytki. Nie mozna zmienié
wielko$ci ptytki podczas analizy probek ani po jej zakonczeniu.

Oprogramowanie stosuje wielkos$¢ i typ plytki do wszystkich studzienek podczas analizy prébek.
Upewnic sie, ze wybrana wielko$¢ plytki jest taka sama, jak ptytki, ktéra bedzie stosowana w analizie.

Aparaty Bio-Rad CFX96 i CFX96 Deep Well sg fabrycznie skalibrowane dla wielu kombinacji
barwnikow fluorescencyjnych i ptytek. Kalibracja jest specyficzna dla aparatu, barwnika i typu ptytki.
Upewnic sie, ze fluorofor, ktéry ma by¢ stosowany, jest skalibrowany dla wybieranego typu plytki.

Wybieranie trybu skanowania

Systemy CFX96 oraz CFX96 Deep Well wzbudzajg i wykrywajg fluorofory w pigciu kanatach.
Wszystkie systemy wykorzystujg wiele trybow skanowania z akwizycjg danych celem gromadzenia
danych fluorescencji podczas analizy.

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx udostepnia trzy tryby skanowania:
B All Channels (Wszystkie kanaty)

[0 Stuzy do skanowania kanatéw od 1 do 5 w systemach CFX96 oraz CFX96 Deep Well
= SYBR®/FAM

O Skanuje tylko kanat 1

[0 Zapewnia szybkie skanowanie
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m  FRET
O Skanuje tylko kanat FRET

O Zapewnia szybkie skanowanie

Wybieranie fluoroforéw

Wazne: Przed rozpoczeciem analizy probek Oprogramowanie CFX Manager Dx sprawdza, czy
fluorofory okreslone w ptytce sg skalibrowane w danym aparacie. Nie mozna analizowac ptytki,
jesli zawiera ona fluorofory nieskalibrowane w tym aparacie.

Przed rozpoczeciem analizy prébek trzeba zatadowac¢ co najmniej jeden fluorofor na ptytke. Na tym
etapie mozna dodac tyle fluoroforéw, ile jest konieczne, ale ptytka musi zawieraé co najmniej jeden
fluorofor. Wybrane fluorofory pojawiajg sie jako opcje dla genéw docelowych w czesci Target Names
(Nazwy gendéw docelowych).

Za pomocg okna dialogowego Select Fluorophores (Wybierz fluorofory) mozna zatadowac fluorofory
(lub barwniki ptytek) do elementéw kontroli tadowania studzienek w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).
Fluorofory wyswietlane w oknie dialogowym Select Fluorophores (Wybierz fluorofory) zalezg od
wybranego trybu skanowania:

B All Channels (Wszystkie kanaty)
Wyswietlane sg wszystkie dostepne fluorofory.

Wskazéwka: Mozna dodac tyle fluoroforéw, ile jest potrzebne, ale mozna zatadowaé tylko
jeden fluorofor na kanat w kazdej studzience.

= SYBR®FAM

Wyswietlane sa tylko fluorofory z kanatu 1.
B FRET

Wyswietlany jest tylko fluorofor z kanatu 6.

Wskazoéwka: Fluorofor FRET z kanatu 6 jest wyswietlany jedynie, gdy wybrano tryb
skanowania FRET. Nie jest dostepny w trybie skanowania All Channels (Wszystkie kanaty).

Uwaga: Nie mozna bezposrednio dodawac fluoroforéw do okna dialogowego Select
Fluorophores (Wybierz fluorofory), ani usuwac ich bezposrednio z tego okna. Nowe fluorofory

w danym aparacie trzeba skalibrowa¢ przy uzyciu kreatora Calibration Wizard (Kreator kalibraciji).
Po kalibracji nowy fluorofor jest automatycznie dodawany do tej listy.
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Wybieranie typow probek

Wazne: Przed rozpoczeciem analizy probek trzeba wybra¢ co najmniej jeden typ probek, aby
przypisac go do studzienek na ptytce.

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx oferuje pie¢ typow préobek:

Unknown (Nieznana)

Standard (Standard)

NTC (Bez kontroli matrycy)

Positive Control (Kontrola dodatnia)
Negative Control (Kontrola ujemna)

NRT (Bez odwrotnej transkryptazy)

Typy prébek mozna przypisa¢ do studzienek na ptytce.

Konfigurowanie nowej ptytki

Konfiguracja nowej plytki

1.
2.

Otworzy¢ nowa ptytke w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

Aby ustawi¢ wielkos¢ ptytki, wybraé Settings (Ustawienia) > Plate Size (Wielkos$¢ ptytki) i wybraé
odpowiednig wielkos¢ ptytki z menu rozwijanego.

Aby ustawié typ ptytki, wybra¢ Settings (Ustawienia) > Plate Type (Typ ptytki) i wybra¢ opcje BR
White (Biata) lub BR Clear (Przezroczysta) z menu rozwijanego.

Opcjonalnie w menu Settings (Ustawienia) mozna zmieni¢ konwencje prezentowania liczb oraz
wys$wietlane jednostki:

B Aby zmieni¢ sposéb prezentowania liczb, wybra¢ Settings (Ustawienia) > Number
Convention (Konwencja liczb) i wybra¢ opcje (Notacja naukowa).

Wskazéwka: Opcja Scientific Notation (Notacja naukowa) jest wybrana domysinie.
W tym przypadku wybor opcji Scientific Notation (Notacja naukowa) powoduje
wyczyszczenie zaznaczenia opcji domysinej i ustawia konwencje liczb na format
standardowy.

B Aby zmieni¢ wyswietlane jednostki, wybra¢ Settings (Ustawienia) > Units (Jednostki)
i wybraé nowg warto$¢ jednostek.

Aby ustawié tryb skanowania, wybra¢ odpowiedni tryb skanowania z listy rozwijanej Scan Mode
(Tryb skanowania) na pasku narzedzi w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).
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6. Wybra¢ wymagane fluorofory dla ptytki:
a. W prawym panelu klikng¢ Select Fluorophores (Wybierz fluorofory).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Select Fluorophores (Wybierz fluorofory). Widoczne
sg fluorofory dostepne dla typu trybu skanowania wybranego w Krok 5, np.:

Select Fluorophores

|
§
!

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

0 (| (e (o R |

i

b. Aby wybra¢ fluorofor, klikng¢ jego pole wyboru Selected (Wybrany).

Wskazowka: Aby usungc fluorofor z listy, usung¢ zaznaczenie jego pola wyboru
Selected (Wybrany).

c. Abyzmieni¢ wyswietlany kolor fluoroforu, klikng¢ jego pole Color (Kolor).

Uwaga: Wybrany kolor bedzie oznaczat dany fluorofor zaréwno w oknie Plate Editor
(Edytor ptytki), jak i na wykresach Data Analysis (Analiza danych).

d. W oknie dialogowym Color (Kolor) wybra¢ potrzebny kolor lub klikng¢ Define Custom Colors
(Definiuj kolory niestandardowe), aby utworzy¢ nowy kolor oznaczajgcy dany fluorofor.

e. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i wyj$¢ z okna dialogowego Select Fluorophores (Wybierz
fluorofory).
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7. Konieczne jest wybranie co najmniej jednej studzienki, do ktérej ma by¢ zatadowany dany typ
probki. Domysinie wybrana jest studzienka A1.

W panelu ptytki wykona¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Abyzatadowac wiele sasiednich studzienek, klikngé studzienke i przeciggngc¢ jg do
studzienki docelowe;j.

B Aby zatadowac wiele niesgsiadujgcych studzienek, nacisng¢ klawisz Ctrl i klikng¢ kazda
studzienke.

B Aby zatadowac catg kolumne tym samym typem prébki, klikngé numer kolumny.
B Aby zatadowac caly rzad, klikng¢ jego numer.

B Abyzatadowac catg ptytke, kliknaé jej gérny lewy rog.

Na przyktad:

File Settings Editing Tools ?

=] 181 Scan Mode | All Channels || (S WellGroups... | Trace Styles... | = Spreadsheet View/Importer | () Plate Loading Guide

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12

($53) Select Fuorophores... @

Sample Type v

none:

rone:

wwwwww

e

| Experment Settings.

Clear Replicate #

Clear Wells

View
Plte Type: BROBA" [ Gample [ Well Growp ] Biological Set [ Wel Note oK =

8. Do wybranej studzienki (lub studzienek) przypisac typ prébki z menu rozwijanego Sample Type

(Typ probki).
Sample Type w
Unknaown
NTC

Positive Control
Megative Cortrol
NRT
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9. Przypisa¢ co najmniej jeden fluorofor do wszystkich studzienek zawierajgcych dany typ prébeki.
Mozna przypisa¢ wiecej niz jeden fluorofor do studzienki lub grupy studzienek.

Uwaga: Mozna przypisac tylko jeden fluorofor na kanat. Nie mozna przypisa¢ wiecej niz
jednego fluoroforu z tego samego kanatu do tej samej studzienki.

Wskazéwka: Mozna powigzac¢ gen docelowy z fluoroforem lub mozna w tym momencie
jedynie przypisac¢ fluorofor do studzienki, a gen docelowy powigzac z fluoroforem po
wykonaniu eksperymentu.

B Aby jedynie przypisac fluorofor do wybranych studzienek, w czesci Target Names (Nazwy
genow docelowych) w prawym panelu zaznaczy¢ pole wyboru Load (Zataduj) dla
okreslonego fluoroforu.

B Aby powigzac¢ docelowy gen z fluoroforem, w czesci Target Names (Nazwy genow
docelowych) wybra¢ nazwe genu docelowego z listy rozwijanej dla okreslonego fluoroforu.
Oprogramowanie automatycznie zaznaczy odpowiednie pole wyboru Load (Zataduj).

Load Target Mame

Acti

] FaM

n
W GAPDH

10. W przypadku studzienek zawierajacych probki typu Standard (Wzorzec) musi zosta¢ zatadowane
stezenie. Kazda studzienka moze mie¢ inng warto$¢ stezenia. Domyslnie Oprogramowanie CFX
Manager Dx zatadowuje stezenie 1,00E+06 w przypadku wszystkich studzienek z typem prébki
Standard (Wzorzec). W razie potrzeby mozna zmieni¢ te wartosc.

a. W panelu ptytki wybra¢ studzienke lub grupe studzienek Standard (Wzorzec).

b. W czesci Concentration (Stezenie) klikng¢ Load (Zataduj), aby zatadowac¢ warto$¢ do
wybranej studzienki (lub studzienek).

c. (Opcjonalnie) Aby zatadowac¢ inne stezenie, wpisa¢ nowg wartos¢ w polu tekstowym
Concentration (Stezenie) i nacisng¢ Enter.

d. Wykona¢ te czynnos¢ dla wszystkich studzienek z typem prébki Standard (Wzorzec).

Wskazéwka: Aby zatadowac takie samo stezenie do wszystkich studzienek Standard
(Wzorzec), zapewnié, zeby na liscie rozwijanej pod wartoscig Concentration (Stezenie)
widoczna byta opcja <All> (Wszystko). Aby zatadowac te samg wartos¢ stezenia do
wszystkich studzienek z danym fluoroforem, klikng¢ liste rozwijang i wybra¢ fluorofor.

11. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ nowg ptytke.
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Przypisywanie parametrow opcjonalnych do pliku ptytki

Plik ptytki zawiera informacje dotyczgce zawartosci kazdej studzienki, do ktérej zostata zatadowana
probka przeznaczona do analizy. Po analizie oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx
taczy zawartosci studzienek z danymi fluorescencji zgromadzonymi podczas protokotu, a nastepnie
wykonuje odpowiednie analizy w oknie Data Analysis (Analiza danych).

W oprogramowaniu CFX Manager Dx mozna przypisa¢ parametry do poszczegélnych studzienek na
ptytce przed uruchomieniem eksperymentdw, w czasie ich trwania, a takze po ich wykonaniu.
Parametry mozna przypisywac do istniejgcego pliku prébki lub do nowego pliku prébki. Do tych
parametréw nalezg miedzy innymi nastepujgce:

B Nazwy sekwencji docelowych — sekwencja lub sekwencje stanowigce przedmiot
zainteresowania (geny lub sekwencje) w kazdej studzience, do ktorej zostata zatadowana
probka.

B Nazwy prébek — identyfikator lub warunek, ktéry odpowiada prébce w kazdej studzience, do
ktérej zatadowano probke, na przyktad OHr, 1Hr lub 2Hr.

Wskazéwka: nazwy sekwencji docelowych i probek muszg by¢ takie same miedzy
studzienkami, aby mozliwe byto poréwnywanie danych na zaktadce Gene Expression
(Ekspresja genu) w oknie Data Analysis (Analiza danych). Kazda nazwa musi zawierac takie
same litery, takie same znaki interpunkcyjne i takie same odstepy. Na przyktad ,Actin” rozni
sie od ,actin”, ,2Hr” r6zni sie od ,2 hr.”, a ,Mouse 1” to nie to samo, co ,mouse1”. W celu
zapewnienia spojnosci nazw nalezy wprowadzi¢ nazwy do sekc;ji Libraries (Biblioteki) w
obszarze dostepnym po wybraniu opcji User (Uzytkownik) > User Preferences (Preferencje
uzytkownika) > Plate (Ptytka), ktéra jest dostepna w oknie Home (Strona gtéwna).

B Zestawy biologiczne — identyfikator lub warunek, ktéry odpowiada zestawowi studzienek.

B Replikaty — kazda studzienka uzywana w celu analizowania tej samej kombinac;ji prébki i
sekwencji docelowych; czyli powtdrzenie reakcji gPCR.

B Seria rozcienczen — stopien zmiany stezenia probki standardowej w grupie replikatéw
wymagany w celu utworzenia krzywej standardowej do analizy.
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Przypisywanie sekwencji docelowej do studzienek

Wskazéwka: Do jednej lub wielu studzienek mozna przypisac te samg nazwe sekwenc;ji
docelowej. Do tej samej studzienki mozna rowniez przypisac¢ wiele sekwencji docelowych.

Aby przypisa¢ sekwencje docelowg do studzienki lub grupy studzienek

1. W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) upewnic sie, ze dla studzienki lub grupy studzienek
przypisano typ probki.

Informacje na temat przypisywania typéw probek do studzienek zawiera rozdziat Wybieranie
typéw prébek na stronie 122.

2. W panelu ptytki wybrac¢ studzienke lub grupe studzienek:
B Aby wybrac¢ pojedynczg studzienke, nalezy jag klikngc.

B Aby wybrac wiele sasiednich studzienek, nalezy klikng¢ studzienke i przeciggna¢ kursor do
studzienki docelowe;.

B W celu wybrania wielu niesasiadujgcych studzienek, nacisnaé klawisz Ctrl i klikng¢ kazda
studzienke.

B Aby wybra¢ catg kolumne z tym samym typem probki, klikngé numer kolumny.
B Aby wybrac caty rzad, klikng¢ jego numer.

3. W prawym panelu wybra¢ nazwe z listy rozwijanej Target Name (Nazwa sekwencji docelowej) dla
poszczegdlnych wybranych fluoroforéw.

Load Target Mame
0

Actin
[ sveR GAPDH

4. Powtorzy¢ Krok 3 dla kazdej studzienki lub grupy studzienek, do ktérych planowane jest
przypisanie sekwencji docelowe;.

Wskazéwka: Do kazdego wybranego fluoroforu mozna przypisac te samg nazwe lub rézne
nazwy sekwencji docelowych.

5. Klikngé przycisk OK, aby zaakceptowac¢ zmiany i zapisac ptytke.
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Aby usuna¢ nazwe sekwencji docelowej

» Aby usungé nazwe sekwencji docelowej z wybranej studzienki albo grupy studzienek, nalezy
usung¢ zaznaczenie pola wyboru Load (Laduj) dla konkretnej studzienki.

Wazne: Usuniecie nazwy sekwencji docelowej ze studzienki powoduje réwniez usuniecie
skojarzonego fluoroforu. Nalezy wzigé¢ to pod uwage przed usunieciem nazwy sekwencji
docelowej ze studzienki.

Aby doda¢ nazwe sekwencji docelowej do listy

» Aby dodac nazwe sekwencji docelowej do listy rozwijanej, nalezy wykonac jedng z ponizszych
czynnosci:

B Wpisa¢ nazwe do listy rozwijanej Target Name (Nazwa sekwencji docelowej) i nacisngé
klawisz Enter.

Wskazowka: Nazwy sekwencji docelowych dodane do jednej listy bedg widoczne we
wszystkich pozostatych listach sekwencji docelowych.

B KIlikng¢ zielony symbol + po prawe;j stronie listy rozwijanej, wpisa¢ nazwe dla sekwencji
docelowej i nacisng¢ klawisz Enter.

B Klikng¢ opcje User Preferences (Preferencje uzytkownika) na pasku narzedzi, a nastepnie
dodac nazwe do biblioteki Target Names (Nazwy sekwencji docelowych) na zaktadce Plate
(Plytka).

Wazne: Nazwy sekwencji docelowych dodane do listy rozwijanej sg dostepne tylko dla
biezgcej ptytki i tylko po przypisaniu nazwy do studzienki i zapisaniu uktadu ptytki. Jesli
nazwa nie zostanie przypisana do studzienki, a ukfad ptytki nie zostanie zapisany, wowczas
nazwa nie zostanie zapisana i nie bedzie dostepna w przysziosci. Aby nazwe sekwencji
docelowej doda¢ na state, nalezy jg rowniez dodac¢ do biblioteki Target Names (Nazwy
sekwencji docelowych), korzystajgc z okna dialogowego User Preferences (Preferencje
uzytkownika). Nazwy dodane do biblioteki bedg dostepne po ponownym otwarciu okna Plate
Editor (Edytor ptytki). Wiecej informaciji zawiera sekcja Ustawianie domysinych parametréw
ptytki na stronie 73.

Aby usungé¢ nazwe sekwencji docelowej z listy
1. KIlikng¢ opcje User Preferences (Preferencje uzytkownika) na pasku narzedzi.

Pojawi sie okno dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika) z wy$wietlong zaktadkg
Plate (Ptytka).

2. W bibliotece Target Names (Nazwy sekwencji docelowych) nalezy wybra¢ nazwe do usuniecia i
nacisngc¢ klawisz Delete.
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3. Kliknag¢ przycisk OK, aby zapisa¢ zmiany i wyj$¢ z okna dialogowego User Preferences
(Preferencje uzytkownika).

Wazne: Nazwy sekwencji docelowych, ktére zostaty zapisane z plikiem ptytki, nie mogg by¢
usuwane. Nazwy niestandardowe dodane do listy rozwijanej Target Names (Nazwy
sekwencji docelowych), ktére nie sg uzywane ani nie zostaty zapisane z ptytka, sa
automatycznie usuwane z listy. Nazwy usuniete z biblioteki Target Names (Nazwy sekwencji
docelowych), sg tez trwale usuwane z oprogramowania i nie bedg juz dostgpne dla
uzytkownikéw. Nalezy wzig¢ to pod uwage przed usunieciem nazw sekwencji docelowych.

Przypisywanie nazwy probki do studzienek

Uwaga: W celu przypisania nazwy probki nalezy przypisa¢ do wybranych studzienek co najmniej
jeden fluorofor. Jesli do wybranych studzienek nie zostanie przypisany fluorofor, lista rozwijana
Sample Names (Nazwy probek) zostanie wytgczona. Informacje na temat przypisywania
fluoroforéow zawiera sekcja Przypisywanie sekwencji docelowej do studzienek na stronie 127.

Wskazowka: Do kazdej studzienki lub grupy studzienek mozna przypisac tylko jedng nazwe
probki.
Aby przypisa¢ nazwe probki do studzienki lub grupy studzienek

1. W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) upewni¢ sie, ze do studzienki lub grupy studzienek przypisano
fluorofor.

2. W panelu ptytki wybra¢ studzienke lub grupe studzienek.

3. W panelu po prawej stronie wybra¢ nazwe na liscie rozwijanej Sample Names (Nazwy probek).

Sample Type w

Lnknown

NTC

Posttive Contral
Megative Control

NRT

4. Powtorzy¢ Krok 3 dla kazdej studzienki lub grupy studzienek, do ktérych planowane jest
przypisanie nazwy probeki.

5. Klikng¢ przycisk OK, aby zaakceptowac zmiany i zapisac ptytke.
Aby usunaé nazwe probki

» Aby usunaé nazwe prébki z wybranej studzienki albo grupy studzienek, nalezy usungé
zaznaczenie pola wyboru Load (Laduj) dla konkretnej studzienki.
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Aby doda¢ nazwe proébki do listy

» Aby doda¢ nazwe probki do listy rozwijanej, nalezy wykonaé jedng z ponizszych czynnosci:

B Whpisa¢ nazwe do listy rozwijanej Sample Names (Nazwa prébki) i nacisng¢ klawisz Enter.
B Klikng¢ zielony symbol + po prawej stronie listy rozwijanej i wpisa¢ nazwe dla prébki.

B Klikng¢ opcje User Preferences (Preferencje uzytkownika) na pasku narzedzi, a nastepnie
dodac¢ nazwe do biblioteki Sample Names (Nazwy probek) na zaktadce Plate (Plytka).

Wazne: Nazwy probek dodane do listy rozwijanej sg dostepne tylko dla biezgcej ptytki i tylko
po przypisaniu nazwy do studzienki i zapisaniu uktadu ptytki. Jesli nazwa nie zostanie
przypisana do studzienki, a uktad ptytki nie zostanie zapisany, wéwczas nazwa nie zostanie
zapisana i nie bedzie dostepna w przysztosci. Aby nazwe prébki dodaé na state, nalezy jg
rowniez dodac do biblioteki Sample Names (Nazwy probek), korzystajgc z okna dialogowego
User Preferences (Preferencje uzytkownika). Nazwy dodane do biblioteki bedg dostepne po
ponownym otwarciu okna Plate Editor (Edytor ptytki). Wiecej informacji zawiera sekcja
Ustawianie domys$inych parametrow ptytki na stronie 73.

Aby usung¢ nazwe probki z listy

1.

Klikng¢ opcje User Preferences (Preferencje uzytkownika) na pasku narzedzi.

Pojawi sie okno dialogowe User Preferences (Preferencje uzytkownika) z wy$wietlong zaktadkg
Plate (Ptytka).

W bibliotece Sample Names (Nazwy probek) nalezy wybra¢ nazwe do usuniecia i nacisng¢
klawisz Delete.

Klikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ zmiany i wyj$¢ z okna dialogowego User Preferences
(Preferencje uzytkownika).

Wazne: Nazwy probek, ktore zostaty zapisane z plikiem plytki, nie mogg by¢ usuwane.
Nazwy niestandardowe dodane do listy Sample Names (Nazwy probek), ktére nie sg
uzywane ani nie zostaly zapisane z ptytkg, sg automatycznie usuwane z listy rozwijane;.
Nazwy usuniete z biblioteki Sample Names (Nazwy probek), sg tez usuwane

z oprogramowania i nie beda juz dostepne dla uzytkownikéw. Nalezy wzig¢ to pod uwage
przed usunigciem nazw probek.

Przypisywanie zestawow biologicznych do studzienek

Uwaga: W celu przypisania zestawu biologicznego nalezy przypisa¢ do wybranych studzienek co

najmniej jeden fluorofor. Przypisanie fluoroforu powoduje wtgczenie listy rozwijanej Biological Set

Name (Nazwa zestawu biologicznego). Informacje na temat przypisywania fluoroforéw zawiera

sekcja Przypisywanie sekwencji docelowej do studzienek na stronie 127.
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Wskazowka: Do kazdej studzienki lub grupy studzienek mozna przypisac jedng zestawu
biologicznego.

Aby przypisac¢ zestaw biologiczny do studzienki lub grupy studzienek

1. W obszarze opcji View (Widok) u dotu okna Plate Editor (Edytor ptytki) zaznaczy¢ pole wyboru
Biological Set (Zestaw biologiczny).

2. W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) upewni¢ sie, ze do studzienki lub grupy studzienek przypisano
fluorofor.

3. W panelu ptytki wybra¢ studzienke lub grupe studzienek.

4. W panelu po prawej stronie wybra¢ nazwe na liscie rozwijanej Biological Set Name (Nazwa
zestawu biologicznego).

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx automatycznie zaznaczy odpowiednie pole
wyboru Load (Zataduj).

Load Biological Set Name

0
1Hr

lad

5. Powtérzy¢ Krok 4 dla kazdej studzienki lub grupy studzienek, do ktérych wymagane jest
przypisanie zestawu biologicznego.

6. Klikng¢ przycisk OK, aby zaakceptowaé¢ zmiany i zapisac ptytke.

Wskazowka: Przypisanie nazw zestawu biologicznego do studzienek powoduje wtaczenie
opcji Biological Set Analysis Options (Opcje analizy zestawu biologicznego) w oknie
dialogowym Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu), w ktérym mozna wykonywaé
analizy prébek w co najmniej czterech konfiguracjach. Wiecej informacji przedstawiono

w sekcji Zmiana ustawien eksperymentu na stronie 137.

Aby usuna¢ zestaw biologiczny

» Aby usuna¢ zestaw biologiczny z wybranej studzienki lub grupy studzienek, nalezy usung¢
zaznaczenie odpowiedniego pola wyboru Load (Laduj).

Aby doda¢ nazwe zestawu biologicznego do listy

» Aby doda¢ nazwe zestawu biologicznego do listy rozwijanej, nalezy wpisa¢ nazwe do pola
rozwijanego Biological Set Name (Nazwa zestawu biologicznego) i nacisngc¢ klawisz Enter:

Wazne: Nazwy zestawow biologicznych dodane do listy rozwijanej sg dostepne tylko dla
biezgcej ptytki i tylko po przypisaniu nazwy do studzienki i zapisaniu ukfadu ptytki. Jesli
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nazwa nie zostanie przypisana do studzienki, a uktad ptytki nie zostanie zapisany, wowczas
nazwa nie zostanie zapisana i nie bedzie dostepna w przysziosci.

Aby wyswietla¢ wszystkie zestawy biologiczne na ptytce

» W obszarze opcji View (Widok) u dotu okna Plate Editor (Edytor ptytki) zaznaczy¢ pole wyboru
Biological Set (Zestaw biologiczny).

WView
Sample [ Well Group Biological Set [ Well Note

Dla wszystkich studzienek wyswietlane sg odpowiadajgce im nazwy zestawow biologicznych,
jesli zostaty przypisane. Element sterujgcy Biological Set Name (Nazwa zestawu biologicznego)
jest wyswietlany w panelu po prawej stronie.

Aby ukry¢ zestawy biologiczne, nalezy usung¢ zaznaczenie pola wyboru Biological Set (Zestaw
biologiczny) w obszarze opc;ji View (Widok).

Przypisywanie numerow replikatéow do studzienek

Wazne: Aby mozliwe byto przypisanie numerow replikatéw, wybrane studzienki muszg mie¢
identyczng zawarto$¢. Oznacza to, ze wybrane studzienki muszg mie¢ ten sam typ prébki i ten
sam fluorofor. Jesli ma to zastosowanie, muszg tez mie¢ przypisane takie same nazwy
docelowych gendw i nazwy prébek oraz taki sam zestaw biologiczny. Jesli te wartosci nie sg
identyczne, Oprogramowanie CFX Manager Dx nie wigczy tej opcji.

Przypisanie numeréw replikatéw do grupy studzienek

1. W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) sprawdzi¢, czy studzienki w obrebie grupy maja identyczng
zawartose.

2. W panelu ptytki wybra¢ docelowg grupe studzienek.

3. Aby przypisaé ten sam numer replikatu do wszystkich wybranych studzienek, wpisa¢ numer
replikatu w polu w czesci Replicate # (Nr replikatu) w prawym panelu i zaznaczy¢ pole Load
(Zataduj).

Load Replicate #
3

Replicate Seres

A

4. (Opcjonalnie) Aby zastosowac serie replikatow do zestawu wybranych studzienek:

a. Klikngé Replicate Series (Seria replikatow). Czes¢ Replicate # (Nr replikatu) zmieni sie,
wyswietlajgc nastepujace opcje:
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Replicate Size: |1

Starting Replicate &#: |1

IS

® Horizontal =%
() Vertical J;%

Cancel Apply

B Replicate size (Wielkosé replikatu) — liczba okreslajgca liczbe studzienek w kazdej
grupie replikatow.

B Starting replicate # (Nr replikatu poczatkowego) — pierwszy numer w serii replikatow
dla wybranej grupy replikatow.

Uwaga: Domyslnie Oprogramowanie CFX Manager Dx wyswietla numer poczatkowego
replikatu jako numer o jeden wiekszy niz numer ostatniego replikatu przypisanego na
ptytce. Na przyktad jesli numer ostatniego replikatu na ptytce to piec, to kolejny numer
poczatkowy wynosi szes¢. Poczatkowy numer mozna zmienié na dowolny numer, ktory
nie jest jeszcze przypisany.

B Kolejnosé tadowania — Horizontal (W poziomie) lub Vertical (W pionie).

b. Klikng¢ Apply (Zastosuj), aby zastosowac parametry do serii i powrdci¢ do okna Replicate #
(Nr replikatu).

5. Klikngé przycisk OK, aby zaakceptowac¢ zmiany i zapisac ptytke.
Usuniecie studzienki z serii replikatow

» Wybraé studzienke lub grupe studzienek do usuniecia i odznaczy¢ pole Load (Zataduj) przy opciji
Replicate # (Nr replikatu).

Zamiast tego mozna klikng¢ Clear Replicate # (Usun nr replikatu), aby usung¢ numer replikatu dla
wybranej studzienki lub grupy studzienek.

Przypisywanie serii rozcienczen do typéw probek Standard
(Wzorzec)

Jak juz stwierdzono wyzej, wszystkie studzienki z typem probki Standard (Wzorzec) muszg mieé
przypisang wartosc¢ stezenia. Mozna przypisac serie rozcienczen do wielu studzienek z typem prébki
Standard (Wzorzec).

Uwaga: W celu przypisania serii rozcienczen do grupy studzienek, studzienki muszg by¢ ujete
w serii . Informacje o dodawaniu studzienek do serii replikatow zamieszczono w rozdziale
Przypisywanie numerdw replikatow do studzienek na stronie 132.
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Przypisanie serii rozcienczen do grupy studzienek z prébkami Standard (Wzorzec)

1.

W oknie Plate Editor (Edytor ptytki) sprawdzi¢, czy spetnione sg nastepujgce wymagania:
B Typ prébki dla grupy studzienek to Standard (Wzorzec).

B Wszystkie studzienki w grupie majg przypisany co najmniej jeden fluorofor i wszystkie
zawierajg te same fluorofory.

B Wszystkie studzienki w grupie sg ujete w tej samej replikatow technicznych.

Uwaga: Oprogramowanie CFX Manager Dx udostepnia opcje Dilution Series (Seria
rozcienczen), jedynie gdy wszystkie wybrane studzienki spetniajg te kryteria.

W panelu ptytki wybraé docelowg grupe studzienek.

Klikng¢ opcje Dilution Series (Seria rozcienczen) w czesci Concentration (Stezenie) w prawym
panelu. Cze$¢ Concentration (Stezenie) zmieni sie, wyswietlajac nastepujace opcje:

Starting Concentration: |1.00E+D6

Replicates from: |9 =

to: |16 =

Dilution Factor: [10.000 =

() Increasing (@ Decreasing
<All>

Cancel Apply

B Starting concentration (Stezenie poczgtkowe) — warto$¢ stezenia, od ktérej rozpoczyna
sie seria.

B Replicates from and to (Replikaty od i do) — replikaty z serii, do ktorych bedzie stosowany
wspotczynnik rozcienczenia.

B Dilution factor (Wspétczynnik rozcienczenia) — wielko$¢ zmiany stezenia w obrebie kazdej
grupy replikatow.

Ustawi¢ wartosci w poszczegoélnych opcjach lub zaakceptowa¢ wartosci domysine.

Domyslnie seria rozcienczen zmniejsza sie stopniowo o wspotczynnik rozcienczenia. Wybraé
opcje Increasing (Zwigkszanie), aby zwiekszac serie rozcienczen.

(Opcjonalnie) Domyslinie wspétczynnik rozcienczenia jest stosowany do wszystkich fluoroforéw
w serii replikatow. Jesli seria zawiera wiecej niz jeden fluorofor a rozcienczenie ma by¢
stosowane do pojedynczego fluoroforu, nalezy wybrac¢ go z listy rozwijane;j.
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7. Klikng¢ Apply (Zastosuj), aby zastosowac serig rozcienczen do grupy studzienek i powrdcic¢ do
widoku Concentration (Stezenie).

8. Klikng¢ przycisk OK, aby zaakceptowaé zmiany i zapisac ptytke.

Kopiowanie zawartosci studzienki do innej studzienki

Zawartos¢ studzienki mozna skopiowac i wklei¢ do innej studzienki albo do wielu studzienek. Jednak
kopiowanie jest mozliwe tylko z jednej studzienki. Nie mozna wybiera¢ wielu studzienek, a nastepnie
kopiowac¢ ich zawartosci.

Aby skopiowaé zawartos¢ studzienki do innej studzienki
1. W panelu ptytki wybrac¢ studzienke, ktorej zawarto$¢ zostanie skopiowana.
2. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy studzienke i wybra¢ opcje Copy Well (Kopiuj studzienke).
3.  Wybrac¢ studzienke lub studzienki, do ktérych zawarto$¢ zostanie wklejona:
B W celu wybrania pojedynczej studzienki klikng¢ ja.

B Aby wybra¢ wiele sgsiednich studzienek, nalezy klikng¢ studzienke i przeciggna¢ kursor do
studzienki docelowe;j.

B W celu wybrania wielu niesgsiadujgcych studzienek, nacisng¢ klawisz Ctrl i klikng¢ kazdg
studzienke.

4. Po wybraniu studzienek docelowych klikng¢ prawym przyciskiem myszy i wybra¢ opcje Paste
Well (Wklej studzienke).

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx skopiuje zawartos¢ pierwszej studzienki do
wybranych studzienek.

Dodawanie uwagi do studzienki

Do studzienki mozna doda¢ uwage opisowg. Uwagi dotyczgce studzienki mozna przejrze¢ w zaktadce
Quantification (Oznaczenie iloSciowe) w oknie Data Analysis (Analiza danych).

Aby doda¢ uwage do studzienki

1. W panelu ptytki wybrac¢ studzienke lub studzienki, do ktérych ma zosta¢ dodana uwaga.

2. W sekcji View (Widok) panelu dolnego wybraé opcje Well Note (Uwaga do studzienki).
Obszar Well Note (Uwaga do studzienki) zostanie wyswietlony w prawym panelu.

Well Note
<none> v ‘
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3. Whpisac zawartos¢ uwagi do pola tekstowego i nacisngc¢ klawisz Enter.

Tekst pojawi sie u dotu wybranych studzienek.

Wskazowka: Jesli uwaga dotyczaca studzienki zostata utworzona wczesniej, mozna jg
wybraé z listy rozwijanej i zastosowac¢ do wybranych studzienek.

Usuwanie calej zawartosci ze studzienek

Mozna usung¢ catg zawarto$¢ pojedynczej studzienki, grupy studzienek lub catej ptytki. Takie

wyczyszczenie studzienek nie powoduje usuniecia danych fluorescencyjnych zebranych podczas

odczytu ptytki.

Wyczyszczenie studzienki powoduje trwate usuniecie zawartosci ze studzienki. Zachowac ostroznos¢
podczas czyszczenia studzienek.

Usuniecie wszystkich ustawien ze studzienek

1. W panelu ptytki w oknie Plate Editor (Edytor ptytki) wybra¢ studzienke lub grupe studzienek:

W celu wybrania pojedynczej studzienki klikng¢ ja.

Aby wybrac¢ wiele sgsiednich studzienek, nalezy klikng¢ studzienke i przeciggnac¢ kursor do
studzienki docelowej.

W celu wybrania wielu niesagsiadujgcych studzienek, nacisng¢ klawisz Ctrl i klikngé kazdg
studzienke.

Aby wybra¢ catg kolumne z tym samym typem prébki, klikngé numer kolumny.

Aby wybrac caty rzad, klikng¢ jego numer.

2. W prawym panelu klikng¢ Clear Wells (Czys¢ studzienki).

Oprogramowanie CFX Manager Dx usuwa wszystkie ustawienia z wybranych studzienek.

3. Klikng¢ OK, aby zaakceptowaé zmiany i zapisac ptytke.
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Zmiana ustawien eksperymentu

Za pomocg okna dialogowego Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) mozna wyswietla¢ lub
zmieniac liste sekwencji docelowych lub prébek, a takze wybiera¢ grupe analiz ekspresji genow i
opcje analizy, pod warunkiem ze zestawy biologiczne zostaty przypisane do studzienek w ptytce.

W oknie dialogowym Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) zaktadka Targets (Sekwencje
docelowe) zawiera liste nazw sekwencji docelowych dla kazdej reakcji PCR, na przykiad geny
docelowe lub sekwencje gendéw bedace przedmiotem zainteresowania.

Zakfadka Samples (Probki) zawiera liste nazw prébek, ktére wskazujg zrodto sekwencji docelowej, na
przyktad prébka pobrana w czasie 1 godziny (1Hr) lub od konkretnego osobnika (mysz1)

Aby zmieni¢ ustawienia plytki, korzystajac z okna dialogowego Experiment Settings
(Ustawienia eksperymentu)

1. Aby otworzy¢ okno dialogowe Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu), nalezy wykonaé
jedna z nastepujgcych czynnosci:

B W okienku po prawej stronie obszaru Plate Editor (Edytor ptytki) klikng¢ opcje Experiment
Settings (Ustawienia eksperymentu).

B W zakladce Gene Expression (Ekspresja genu) okna Data Analysis (Analiza danych klikng¢
opcje Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu), w ktérym
widoczna bedzie zawartos¢ zaktadki Targets (Sekwencje docelowe).
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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. W celu dodania nowej nazwy dla sekwencji docelowej lub prébki na odpowiedniej zaktadce
nalezy wpisa¢ nazwe w polu tekstowym New (Nowe), a nastepnie kliknaé przycisk Add (Dodaj).

3. Aby zlisty usungé nazwy co najmniej jednej sekwencji docelowej lub prébki, na odpowiedniej
zaktadce nalezy zaznaczy¢ pole wyboru konkretnego elementu w kolumnie Select to Remove
(Zaznacz do usuniecia), a nastepnie klikng¢ opcje Remove checked item(s) (Usun wybrane
elementy).

4. Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx wyklucza prébki typu NTC (bez kontroli
matrycy) z analizy ekspresji gendw.

W celu uwzglednienia typow prébek NTC nalezy usung¢ pole wyboru konkretnego typu w sekgc;ji
Exclude the following sample types (Wyklucz nastepujace typy probek). Zaznaczajgc
odpowiednie pola wyboru, mozna wykluczy¢ nastepujgce typy prébek:

B NRT (Bez odwrotnej transkryptazy)
B Negative Control (Kontrola ujemna)
B Positive Control (Kontrola dodatnia)

B Standard (Standard)
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Na zaktadce Targets (Sekwencje docelowe):

a. W celu wybrania sekwencji docelowej jako referencyjnej na potrzeby analizy danych
dotyczacych ekspresji genu nalezy zaznaczyc te sekwencje w kolumnie Reference
(Sekwencja referencyjna).

b. Aby na zakladce Gene Expression (Ekspresja genu) w oknie Analysis Settings (Ustawienia
analizy) ukry¢ ustawienia analizy, ktére zostang zastosowane, nalezy usungé zaznaczenie
opcji Show Analysis Settings (Pokaz ustawienia analizy).

W oprogramowaniu zostang ukryte nastepujgce kolumny:
m  Color (Kolor)

B Show Chart (Pokaz wykres)

B Auto Efficiency (Automatyczna wydajnos¢)

m  Efficiency (%) (Wydajnos¢ (%))

c. W celu zmiany koloru sekwenc;ji docelowej na wykresie Gene Expression (Ekspresja genu)
nalezy klikng¢ jej kolor w kolumnie Color (Kolor), wybra¢ nowy kolor w wyswietlonym oknie
dialogowym Color (Kolor) i klikngé przycisk OK.

d. Aby wyswietla¢ sekwencje docelowg w wybranym kolorze na wykresie Gene Expression
(Ekspresja genu), nalezy zaznaczy¢ jej pole wyboru w kolumnie Show Chart (Pokaz wykres).

e. Domyslnie program CFX Manager Dx automatycznie oblicza wydajno$¢ wzgledng dla
sekwencji docelowej, jesli jej dane zawierajg krzywag wzorcowa.

W celu uzycia ustalonej wczesniej wartosci wydajnosci nalezy wpisaé warto$¢ do komorki w
kolumnie Efficiency (%) (Wydajnos¢ (%)) i nacisnaé klawisz Enter. Oprogramowanie CFX
Manager Dx usunie zaznaczenie pola wyboru Auto Efficiency (Automatyczna wydajnos$c).

W zakfadce Samples (Prébki):

a. W celu wybrania probki jako probki kontrolnej do analizy danych ekspresji genu nalezy
zaznaczyc¢ jej pole wyboru w kolumnie Control (Kontrola).

b. Aby przypisa¢ warunek kontroli do prébki dla analizy nalezy zaznaczy¢ jego pole wyboru w
kolumnie Control (Kontrola).

c. Jesli opcja Show Analysis Settings (Pokaz ustawienia analizy) nie jest jeszcze wybrana,
nalezy jg klikng¢, aby na zakladce Gene Expression (Ekspresja genu) wyswietli¢ lub zmienic¢
parametry analizy, ktére zostang zastosowane. W oprogramowaniu zostang ukryte kolumny
Color (Kolor) i Show Chart (Pokaz wykres).

Jesli do studzienek na ptytce przypisano co najmniej jeden zestaw biologiczny (odpowiednie
instrukcje zamieszczono w rozdziale Przypisywanie zestawdw biologicznych do studzienek na
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stronie 130), wowczas nalezy wybra¢ jedng z ponizszych opciji z listy Biological Set Analysis
Options (Opcje analizy zestawu biologicznego)”

B Target vs. Sample (Sekwencja docelowa vs prébka) — w obliczeniach ekspresji genu
wykorzystywana jest tylko nazwa prébki ze studzienki.

B Target vs. Biological Set (Sekwencja docelowa vs zestaw biologiczny) — w obliczeniach
wykorzystywana jest tylko nazwa zestawu biologicznego.

B Target vs. Sample_Biological Set (Sekwencja docelowa vs prébka_zestaw biologiczny) —
nazwa prébki i nazwa zestawu biologicznego sa fgczone w celu uzyskania pojedynczej
nazwy wykorzystywanej w obliczeniach.

B Target vs. Biological Set_Sample (Sekwencja docelowa vs zestaw biologiczny_probka) —
nazwa zestawu biologicznego i nazwa probki sg fgczone w celu uzyskania pojedynczej
nazwy wykorzystywanej w obliczeniach.

8. Kilikna¢ przycisk OK, aby zapisa¢ parametry w oknie dialogowym Experiment Settings
(Ustawienia eksperymentu) i wréci¢ do okna Plate Editor (Edytor plytki).

Tworzenie grup studzienek

Grupy studzienek dzielg pojedynczg ptytke na podzbiory studzienek, ktére moga by¢ analizowanie
niezaleznie w oknie Data Analysis (Analiza danych). Gdy grupy studzienek zostang skonfigurowane,
nalezy wybrac¢ jedng w oknie Data Analysis (Analiza danych), aby przeanalizowa¢ dane jako
niezalezng grupe. Na przykiad nalezy skonfigurowa¢ grupy studzienek, aby przeanalizowac¢ wiele
eksperymentéow wykonywanych na jednej ptytce lub przeanalizowaé¢ poszczegdine grupy studzienek z
uzyciem innej krzywej wzorcowe;j.

Uwaga: Domyslng grupa studzienek jest grupa All Wells (Wszystkie studzienki).
Aby utworzy¢ grupy studzienek

1. Aby otworzy¢ obszar Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek), nalezy wykona¢ jedng
z nastepujgcych czynnosci:

m  Klikng¢ opcje Well Groups (Grupy studzienek) na pasku narzedzi Plate Editor (Edytor ptytki).

B W oknie Data Analysis (Analiza danych) klikng¢ opcje Well Groups Manager (Menedzer grup
studzienek).
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Zostanie wyswietlone okno dialogowe Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek).

Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete

1 2 &3 4 5 6 7 3 9 10 1 12
A | Stdl || Std2 |f Std3
B | 5td3 || Std3 || Std3
C MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
n e e )
E MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
F MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
G
H

oK Cancel

2. Klikng¢ opcje Add (Dodaj), aby utworzy¢ nowg grupe. W menu rozwijanym pojawi si¢ nazwa
Group 1 (Grupa 1) dla pierwszej grupy.

3. Wybra¢ studzienki dla grupy studzienek w widoku ptytki, klikajac i przeciagajgc kursor przez
grupe studzienek. Wybrane studzienki pojawig sie w menedzerze w kolorze niebieskim.

4. (Opcjonalnie) Aby zmieni¢ nazwe grupy, nalezy wybrac jej nazwe w menu rozwijanym i wpisac

nowa nazwe.

5. (Opcjonalnie) Aby usung¢ grupe studzienek, nalezy wybrac jej nazwe na liscie rozwijanej i klikng¢
opcje Delete (Usun).

6. Klikng¢ przycisk OK, aby zakonczy¢ i zamknaé okno, albo klikng¢ przycisk Cancel (Anuluj), aby
zamkngc¢ okno bez wprowadzania zmian.

Wazne: Aby wyswietli¢ grupy studzienek, nalezy wybra¢ opcje Well Groups in the View (Grupy
studzienek w Widoku) u dotu okna Plate Editor (Edytor ptytki).
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Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w oknie
dialogowym Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek)

W Tabela 13 wyszczegdlniono pozycje menu dostepne w oknie dialogowym Well Groups Manager
(Menedzer grup studzienek) po kliknieciu prawym przyciskiem myszy dowolnej studzienki.

Tabela 13. Pozycje w menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy
w oknie dialogowym Well Selector (Selektor studzienek) w oknie Plate Editor (Edytor

plytki)
Pozycja Funkcja
Copy (Kopiuj) Kopiowanie zawartosci studzienki, ktérg nastepnie mozna

wklei¢ do innej studzienki (lub studzienek)

Copy as Image (Kopiuj jako
obraz)

Kopiowanie widoku selektora studzienek jako obrazu

Print (Drukuj)

Drukowanie widoku selektora studzienek

Print Selection (Drukuj wybér)

Drukowanie tylko wybranych studzienek

Export to Excel (Eksportuj do
Excel)

Eksport danych do arkusza kalkulacyjnego Excel

Export to Csv (Eksportuj do
Csv)

Eksport danych jako dokumentu rozdzielanego
przecinkami

Export to Xml (Eksportuj do
Xml)

Eksport danych jako dokumentu .xml

Export to Html (Eksportuj do
Html)

Eksport danych jako dokumentu .html
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Zmiana stylow krzywej

Podczas konfigurowania ptytki i w trakcie analizy prébek mozna modyfikowac kolor i styl krzywych
amplifikacji. Nastepnie mozna fatwo przeglgda¢ krzywe w oknie stanu w czasie rzeczywistym w miare
zbierania danych.

Zmiana stylow krzywej

1. KIlikng¢ Trace Styles (Style krzywej) na pasku narzedzi Plate Editor (Edytor ptytki).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Trace Styles (Style krzywej) dla otwartej ptytki, takie jak

np.:

Trace Styles u]

Flucrophore.
SYBR

Well Labels

Wells Color

¥ || Unknowns ~

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use Fluor Colors

@ Sample Type (O Target Name () Sample Name (O Symbol

Symbol

Nane

Use Target Colors

~

Use Sample Colors

oK

Cancel

2. Aby wyswietli¢ style krzywej dla konkretnego fluoroforu, wybrac¢ fluorofor z listy rozwijane;j
Fluorophores (Fluorofory).

3. Aby zmieni¢ sposob wyswietlania krzywej:

a. Wybrac typ krzywej z listy rozwijanej Wells (Studzienki).

b. Klikna¢ jej kolor w kolumnie Color (Kolor).

c. W wyswietlonym wtedy oknie dialogowym Color (Kolor) wybra¢ inny kolor dla krzywej
i klikng¢ OK.

Zmiana dla danego typu studzienki jest widoczna w siatce ponize;j.

d. (Opcjonalnie) Wybra¢ symbol dla krzywej z listy rozwijanej Symbols (Symbole).
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4. Aby szybko zmieni¢ zestaw barw, klikng¢ odpowiednig opcje w czgsci Color Quick Set (Szybki
zestaw kolorow).

5. Aby przegladac¢ etykiety studzienek w siatce, wybrac typ etykiety w czesci Well Labels (Etykiety
studzienek).

6. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany, lub Cancel (Anuluj), aby je anulowac.

144 | Systemy CFX96 Dx i CFX96 Deep Well Dx



Przegladanie ptytki w formacie arkusza kalkulacyjnego

Przegladanie ptytki w formacie arkusza kalkulacyjnego

Narzedzie Spreadsheet View/Importer (Podglad/importer arkusza kalkulacyjnego) wyswietla
zawartosc¢ ptytki w formacie arkusza kalkulacyjnego. Za pomoca narzedzia Spreadsheet
View/Importer (Podglad/importer arkusza kalkulacyjnego) mozna wyeksportowaé¢ zawartosc¢ ptytki w
formacie danych rozdzielanych tabulatorami do aplikacji, takiej jak Microsoft Excel. Zawarto$¢
studzienki mozna réwniez zaimportowac z aplikaciji, ktdéra generuje pliki w formacie danych
rozdzielanych tabulatorami.

Aby korzystac¢ z narzedzia Spreadsheet View/Importer (Podglad/importer arkusza
kalkulacyjnego)

1. Na pasku narzedzi w oknie Plate Editor (Edytor ptytki) klikng¢ opcje Spreadsheet View/Importer
(Podglad/importer arkusza kalkulacyjnego), aby otworzy¢ okno dialogowe Plate Spreadsheet
View (Podglad/importer arkusza kalkulacyjnego).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
Row & Column A Sample Type Replicate # “Target Name “Sample Name | Starting Quantity Units

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 1L.000E+007  copy number

E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number

E 2 Std 2 Actin dil-2 1.000E+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-6 1.000E+007  copy number

E 7 Std 7 Tubulin dil-7 1L.000E+002  copy number

E 8 Std 8 Tubulin dil-8 1.000E+003  copy number

E g Std g Tubulin dil-= 1.000E+004  copy number

E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number

E 11 Std i1 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number

E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number
[] Show Biological Set Name  [] Show Well Note oK Cancel

2. Okno dialogowe Spreadsheet View (Podglad arkusza kalkulacyjnego) wyswietla zawartos¢ ptytki
dla jednego fluoroforu. Aby wyswietli¢ zawartosc¢ ptytki dla innego fluoroforu, nalezy jg wybraé z
listy rozwijanej Fluors List (Lista fluoroforéw).

3. Klikng¢ opcje Export Template (Eksportuj szablon), aby wyeksportowac¢ szablon arkusza
kalkulacyjnego ptytki do pliku programu Excel (w formacie .csv). Ten szablon mozna
modyfikowac, aby zaimportowac informacje o zawartosci studzienki.

4. (Opcjonalnie) Klikng¢ opcje Import (Importuj), aby zaimportowa¢ zawartos¢ ptytki do pliku danych
rozdzielanych przecinkami.
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5. Aby posortowac arkusz kalkulacyjny zgodnie z danymi w konkretnej kolumnie, nalezy klikngé
symbol tréjkata obok nazwy kolumny.

Wskazowka: Mozliwe jest edytowanie zawartosci kazdej komorki w kazdej kolumnie, ktdra
obok nazwy zawiera znak gwiazdki (*) (na przyktad *Target Name (*Nazwa sekwenciji
docelowej)).

Uwaga: Jednostki dla danych krzywej wzorcowej mozna wybra¢ w kolumnie Quantity (llos¢),
otwierajgc okno Plate Editor (Edytor ptytki), a nastepnie wybierajgc opcje Settings (Ustawienia) >
Units (Jednostki) na pasku menu. Po zakonczeniu analizy ptytki dane z tych wzorcéw pojawig sie
na wykresie krzywej wzorcowej na zaktadce Quantification (Oznaczenie iloSciowe) w oknie Data
Analysis (Analiza danych) z jednostkami wybranymi przez uzytkownika.

Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy
w narzedziu Plate Spreadsheet View/Importer Tool (Podglad/importer arkusza
kalkulacyjnego ptytek)

W Tabela 14 wyszczegdlniono pozycje menu dostepne w narzedziu widoku/importera arkusza
kalkulacyjnego, ktore pojawiajg sie po kliknieciu prawym przyciskiem myszy dowolnej studzienki w
tym narzedziu.

Tabela 14. Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w
narzedziu Plate Spreadsheet View/Importer Tool (Podglad/importer arkusza
kalkulacyjnego plytek)

Pozycja Funkcja

Copy (Kopiuj) Stuzy do kopiowania catego arkusza kalkulacyjnego.
Copy as Image (Kopiuj Umozliwia skopiowanie arkusza kalkulacyjnego w postaci pliku
jako obraz) graficznego.

Print (Drukuj) Umozliwia wydrukowanie arkusza kalkulacyjnego.

Print Selection (Drukuj Drukowanie tylko wybranych studzienek

wybor)

Export to Excel Umozliwia eksport pliku do arkusza kalkulacyjnego Excel.
(Eksportuj do Excel)

Export to CSV Umozliwia eksport pliku do pliku .csv.

(Eksportuj do CSV)

Export to Xml Umozliwia eksport pliku do pliku .xml.

(Eksportuj do Xml)
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Tabela 14. Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w
narzedziu Plate Spreadsheet View/Importer Tool (Podglad/importer arkusza
kalkulacyjnego plytek), ciag dalszy

Pozycja Funkcja

Export to Html Umozliwia eksport pliku do pliku .html.

(Eksportuj do Html)

Find (Znajdz) Umozliwia wyszukanie konkretnego tekstu.

Sort (Sortuj) Umozliwia sortowanie arkusza kalkulacyjnego poprzez wybranie

trzech kolumn danych w oknie Sort (Sortuj).
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Tworzenie uktadu plytki za pomoca kreatora Plate Setup
Wizard (Kreator konfiguracji ptytki)

Za pomocg kreatora Setup Wizard (Kreator konfiguracji) mozna wprowadzi¢ migdzy innymi
nastepujgce informacje dotyczgce ukfadu plytki, ktére sg wymagane na potrzeby znormalizowane;j
analizy ekspresji genow:

B Nazwy sekwencji docelowych

B Nazwy probek

B Rozmieszczenie sekwencji docelowych i probek na ptytce
B Geny referencyjne

B Prébka kontrolna

Z kreatora Setup Wizard (Kreator konfiguracji) mozna korzystac przed analizg, w jej trakcie, a takze po
zakonczeniu analizy.

Korzystanie z kreatora Setup Wizard (Kreator konfiguraciji) dla
plytki

W tym rozdziale opisano sposob tworzenia uktadu ptytki za pomocg kreatora Setup Wizard (Kreator
konfiguraciji) dla ptytki. Aby tatwiej przeglgda¢ zawartos¢ kazdej studzienki w ptytce, klikngé Zoom
plate (Przybliz ptytke) na gérze okna Setup Wizard (Kreator konfigurac;ji).

Wazne: Powrdt do zaktadki Auto layout (Automatyczny uktad) z jakiejkolwiek innej zaktadki
w oknie Setup Wizard (Kreator konfiguracji) powoduje zresetowanie uktadu ptytki. Zachowac
ostroznos¢ podczas wybierania tej zaktadki.

Wskazowka: Mozna zresetowac ukiad, wybierajgc Tools (Narzedzia) > Clear Plate (Wyczysé
ptytke) w oknie Setup Wizard (Kreator konfiguracji).

Uzycie kreatora Setup Wizard (Kreator konfiguracji) dla ptytki

1. Otworzy¢ Plate Editor (Edytor ptytki).

2. Aby otworzyc kreator Setup Wizard (Kreator konfiguraciji), wybra¢ Editing Tools (Narzedzia
edycyjne) > Setup Wizard (Kreator konfiguraciji).

Zostanie otworzone okno Setup Wizard (Kreator konfiguracji) z wyswietlong zaktadka Auto layout
(Automatyczny uktad).
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Setup Wizard

Tools  [] Zoom plate

Tworzenie uktadu ptytki za pomocg kreatora Plate Setup Wizard (Kreator konfiguracji ptytki)

Autolayout Targetnames Sample names Reference targets Control sample

1

2

3

4

5

6

9

10

Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target? | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Samplel | Sample1 | Sample1
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target? | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample2 | Sample2 | Ssmple2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target? | Target8 | Targetd | Target10
Sample3 | Sample3 | Ssmple3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Ssmple3 | Sample3 | Sample3
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target? | Target® | Target9 | Targeti0
Sample4 | Sampled | Sample4 | Sampled | Sample4 | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7? | Targetd | Target9 | Targeti0
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target? | Targetd8 | Target9 | Targeti0
Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Semple6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target? | Targetd | Target9 | Target10
Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Semple7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7
Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8

Targets: |10

Samples: 8

Click and drag on the plate to define the loading area.

Use selections below to generate a suggested layout.

3 @ Byrow O Bycolumn

31 O Byrow @ Bycolumn

Groupby: @ Target O Sample

Reset plate

Colorby: @ Target O Sample

Show: [ Target [ Sample

W zaktadce Auto layout (Automatyczny uktad) wykona¢ nastepujace czynnosci:

a.

d.

ptytce, w ktérym ma by¢ zatadowana probka.

Klikng¢ studzienke w siatce i przeciggna¢ w poprzek i w dét, aby wyznaczy¢ obszar na

Whpisac¢ liczbe gendéw docelowych (Targets) i probek (Samples) do zatadowania.

Wskazowka: Liczba genéw docelowych i probek musi by¢ rowna liczbie wybranych
komorek. Jesli wpisane liczby nie mieszczg sie w wybranym obszarze, zmodyfikowac
liczby lub obszar wyboru na ptytce. Mozna okresli¢ orientacje elementéw na plytce i ich

grupowanie.

w kolumnach i prébki w rzedach, albo grupowaé wedtug probek.

(Opcjonalnie) Zmienic¢ orientacje ptytki. Na przyktad mozna ustawi¢ geny docelowe

Klikng¢ Next (Dalej), aby przejs¢ do zaktadki Target names (Nazwy genéw docelowych).

Uwaga: Jesli uktad ptytki nie ma regularnego wzorca, za pomocg zaktadki Target names
(Nazwy genow docelowych) mozna recznie ustawi¢ pozycje gendw docelowych, a za
pomocg zaktadki Sample names (Nazwy probek) recznie ustawi¢ pozycje probek na ptytce.
Klikng¢ i przeciagnaé, aby wybrac¢ wiele studzienek.
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4. W zaktadce Target names (Nazwy genéw docelowych) okresli¢ nazwy gendw docelowych dla
grup genow docelowych:

a. Wykonac¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:

B W celu zmiany nazw genow docelowych wedtug grupy, ustawi¢ warto$¢ Target (Gen
docelowy) w opcji Select by (Wybierz wedtug).

B W celu zmiany nazw genow docelowych wedtug studzienki, ustawi¢ wartos¢ Well
(Studzienka) w opcji Select by (Wybierz wedtug).

b. Wybrac grupe gendéw docelowych lub studzienke z siatki i wpisa¢ nazwe na liscie rozwijanej
Target name (Nazwa genu docelowego).

Wskazoéwka: Nacisng¢ klawisz Tab, aby wybra¢ nastepng grupe lub studzienke po
prawej stronie, lub klawisz Enter, aby wybra¢ nastepng grupe lub studzienke ponize;.
Zamiast tego mozna w zaktadkach Target name (Nazwa genu docelowego) i Sample
name (Nazwa probki) przytrzymac nacisniety klawisz Ctrl i klika¢ studzienki, aby
zaznaczy¢ wiele studzienek, ktdre nie sgsiadujg ze soba.

c. Klikng¢ Next (Dalej), aby przej$¢ do zakladki Sample names (Nazwy prébek).
5. W zaktadce Sample names (Nazwy prébek) okresli¢ nazwy probek dla grup probek.
6. Klikngé Next (Dalej), aby przejs¢ do zaktadki Reference targets (Referencyjne geny docelowe).

7. W zaktadce Reference targets (Referencyjne geny docelowe) wybracé jeden lub wigekszg liczbe
gendéw docelowych do uzycia jako geny referencyjne na potrzeby znormalizowanej ekspresji
genu. Nastepnie kliknaé Next (Dalej), aby przej$¢ do zaktadki Control sample (Prébka kontrolna).

8. W zaktadce Control sample (Probka kontrolna) wybra¢ jedng prébke do uzycia jako kontroli na
potrzeby obliczen wzglednej ekspresji genu.

9. Klikng¢ OK, aby zapisac¢ uktad ptytki i powréci¢ do okna Plate Editor (Edytor ptytki), w ktérym
mozna dalej definiowa¢ parametry ptytki. Wiecej informac;ji przedstawiono w rozdziale
Przypisywanie parametréw opcjonalnych do pliku ptytki na stronie 126.

Zamiast tego mozna klikng¢ Previous (Wstecz), aby powrdci¢ do poprzedniej zaktadki
i wprowadzi¢ tam potrzebne zmiany.

Uwaga: Powro6t do zaktadki Auto layout (Automatyczny uktad) powoduje automatyczne
zresetowanie ptytki. Zachowac ostroznosc¢ podczas klikania przycisku Previous (Poprzedni).
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W tym rozdziale objasniono sposéb uruchamiania eksperymentéw niestandardowych
(zdefiniowanych przez uzytkownika) oraz eksperymentéw z testem PrimePCR™ z wykorzystaniem
oprogramowania CFX Manager™ Dx.

Plik danych analizy probek zawiera informacje o protokole i ptytce dla danej analizy. Ten plik zawiera
tez dane z analiz danych, ktére oprogramowanie CFX Manager Dx przeprowadza po zakonczeniu
analizy prébek.

Oprogramowanie CFX Manager Dx utatwia konfigurowanie i uruchamianie eksperymentéw
definiowanych przez uzytkownika oraz eksperymentéw PrimePCR. Okno Run Setup (Konfiguracja
analizy prébek) prowadzi uzytkownika przez czesto stosowane etapy konfigurowania eksperymentu
az do okna dialogowego Start Run (Uruchom analize probek), w ktérym uruchamiana jest analiza.

Przechodzenie do okna Run Setup (Konfiguracja analizy prébek)
Aby przejs¢ do okna Run Setup (Konfiguracja analizy probek)
» Wykonaé jedna z nastepujacych czynnosci:

B W zakiadce Run setup (Konfiguracja analizy prébek) w oknie Startup Wizard (Kreator
startowy) klikng¢ opcje User-defined (Definiowana przez uzytkownika) lub PrimePCR.

B W oknie Home (Strona gtéwna) klikng¢ opcje User-Defined Run Setup (Konfiguracja analizy
definiowanej przez uzytkownika) lub PrimePCR Run Setup (Konfiguracja analizy PrimePCR)
na pasku narzedzi.

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ opcje Run (Analiza prébek) > User-Defined Run
(Analiza definiowana przez uzytkownika) lub Run (Analiza prébek) > PrimePCR Run
(Analiza PrimePCR).

Instrukcja obstugi | 151



Rozdziat 8 Uruchamianie eksperymentéw

Okno Run Setup (Konfiguracja analizy prébek)

Okno Run Setup (Konfiguracja analizy) zapewnia szybki dostep do plikdw i ustawien wymaganych do
skonfigurowania i uruchomienia eksperymentu. W przypadku uruchomienia eksperymentu
zdefiniowanego przez uzytkownika pojawia si¢ okno Run Setup (Konfiguracja analizy), w ktérym
wyswietlana jest zaktadka Protocol (Protokét). W przypadku uruchomienia eksperymentu PrimePCR
pojawia sie okno Run Setup (Konfiguracja analizy), w ktérym wyswietlana jest zaktadka Start Run
(Uruchom analize probek).

Wskazowka: Wigcej informacji na temat eksperymentéw PrimePCR zawiera sekcja
Wykonywanie eksperymentéw PrimePCR na stronie 170; wiecej informacji na temat zaktadki
Start Run (Uruchom analize probek) zawiera sekcja Zaktadka Start Run (Uruchom analize
probek) na stronie 160.

Run Setup
(g Protocol  (FE3) Plate wfp Stat Run @
Create New Express Load
CFX_2stepAmp prcl bt
Select Busting...

Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edi Selected
Preview

Est. Run Time: 01:09:00 (36 Wells-All Channeis) Sample Volume: 254
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f{ \ 3
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LEGENDA

1.

Okno Run Setup (Konfiguracja analizy probek)

Zakfadki prowadzg uzytkownika przez proces konfigurowania i wykonywania
eksperymentu:

B Zakfadka Protocol (Protokét) — umozliwia wybranie istniejgcego protokotu do
uruchomienia lub edycji albo utworzenie nowego protokotu w obszarze
Protocol Editor (Edytor protokotow).

B Zaktadka Plate (Ptytka) — umozliwia wybranie istniejgcej ptytki do
przeanalizowania lub edycji albo utworzenie nowej ptytki w obszarze Plate
Editor (Edytor ptytki).

B Zaktadka Start Run (Uruchom analize prébek) — umozliwia wyswietlanie
ustawien eksperymentéw, wybdr co najmniej jednego bloku aparatu, a takze
rozpoczecie analizy.

W gtéwnym oknie opcje dotyczace poszczegodlnych zaktadek sg wyswietlane w
miare ich stosowania.

Przyciski nawigacyjne prowadzg do zaktadki Start Run (Uruchom analize
probek).
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Zaktadka Protocol (Protokoét)

Na zaktadce Protocol (Protokét) wyswietlany jest podglad pliku protokotu, ktory uzytkownik zamierza
uruchomic. Plik protokotu zawiera instrukcje dotyczgce etapéw zmian temperatury w aparacie, a takze
opcje aparatu, ktore kontrolujg zmiany tempa, objetos¢ probek i temperature pokrywy.

Run Setup

[Af] Protocol (EEE) Piate sfp StatFun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl ol
Select Existing —
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prc Edit Selected...
Preview
Est. Run Time: 01:09:00 {36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25u
1 2 3 4

350 C 350 C
| 300 0:10

/ 550 C I
030 T i

Domyslnie oprogramowanie wyswietla protokot zdefiniowany w sekgji File Selection for Run Setup
(Wybér pliku dla konfiguracji analizy) na zaktadce Files (Pliki) w oknie dialogowym User (Uzytkownik)
> User Preferences (Preferencje uzytkownika). Domysiny protokét mozna zmieni¢ w oknie
dialogowym User Preferences (Preferencje uzytkownika). Wiecej informacji zawiera sekcja Zmiana

domysinych ustawien pliku na stronie 70.

W zaktadce Protocol (Protokdt) mozna:

B Utworzy¢ nowy protokot do uruchomienia.

B Wybrac istniejgcy protokot do uruchomienia lub analizy.

Wiecej informacji na temat tworzenia i modyfikowania protokotéw zawiera Rozdziat 6, Tworzenie

protokotow.
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Zaktadka Protocol (Protokét)

Aby utworzy¢é nowy protokét

1. Na zaktadce Protocol (Protokét) klikng¢ opcje Create New (Utwdrz nowe).
Zostanie wyswietlone okno Protocol Editor (Edytor protokotu).

2. Utworzy¢ nowy protokdt w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu).

3. Klikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ protokot i wréci¢ do zaktadki Protocol (Protokot) w oknie Run
Setup (Konfiguracja analizy probek).

4. Przejrzec szczegoty protokotu i wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Jesli szczegoty sg poprawne, klikngé przycisk Next (Dalej), aby przej$¢ do zaktadki Plate
(Plytka).

B Jesli szczegoty sg niepoprawne, klikng¢ opcje Edit Selected (Edytuj wybrany), aby wréci¢ do
okna Protocol Editor (Edytor protokotu). Skorygowac protokdt, zapisaé zmiany, a nastepnie
klikng¢ przycisk Next (Dalej) na zaktadce Protocol (Protokét), aby przej$¢ do zakiadki Plate
(Ptytka).

Aby wybrac¢ istniejgcy protokot
1. Na zaktadce Protocol (Protokét) wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:
B KIlikng¢ opcje Select Existing (Wybierz istniejacy) i przejs¢ do istniejgcego protokotu.

m  KIlikng¢ opcje Express Load (Ekspresowe tadowanie) i wybra¢ protokot z rozwijane; listy
protokotow.

Wskazéwka: Protokoty mozna dodawac do listy rozwijanej Express Load (Ekspresowe
tadowanie), a takze mozna je z niej usuwaé. Wiecej informac;ji zawiera ponizsza sekcja
Dodawanie i usuwanie protokotéw ekspresowego tadowania.

2. Przejrze¢ szczegoty protokotu i wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

B Jesli szczegoty sg poprawne, klikngé przycisk Next (Dalej), aby przej$¢ do zaktadki Plate
(Plytka).

B Jesli szczegoty sg niepoprawne, klikng¢ opcje Edit Selected (Edytuj wybrany), aby otworzy¢
okno Protocol Editor (Edytor protokotu). Skorygowac protokdt, zapisaé zmiany, a nastepnie
klikna¢ przycisk Next (Dalej) na zaktadce Protocol (Protokét), aby przej$¢ do zaktadki Plate
(Ptytka).
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Dodawanie i usuwanie protokotéw ekspresowego tadowania

Mozna zmodyfikowa¢ zawartosé listy rozwijanej Express Load (Ekspresowe fadowanie) wyswietlanej
w oknie Protocol Editor (Edytor protokotu). Protokoty z tej listy sg zapisane w folderze:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<nazwa_uzytkownika>\ExpressLoad\
Modyfikacja listy protokotow Express Load (Ekspresowe tadowanie)
1. Przejs¢ do folderu ExpressLoad (Ekspresowe tadowanie) i otworzy¢ go.
2. Przejrze¢ pliki protokotow (.pcrl) w tym folderze.
3.  Wykona¢ dowolng z nastepujgcych czynnosci:
B Skasowac protokoty z folderu, aby je usung¢ z listy rozwijane;.

B Skopiowac protokoty do folderu, aby dodac je do listy rozwijanej.
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Zaktadka Plate (Ptytka)

Zakladka Plate (Plytka)

Uwaga: Jesli protokdt wybrany na zaktadce Protocol (Protokodt) nie zawiera etapu odczytu plytki
dla analizy PCR w czasie rzeczywistym, wéwczas zaktadka Plate (Plytka) bedzie ukryta. Aby
wyswietli¢ zaktadke Plate (Ptytka), nalezy dodac co najmniej jeden odczyt ptytki do protokotu.

Na zaktadce Plate (Ptytka) wyswietlany jest podglad pliku ptytki, ktdry uzytkownik zamierza
zatadowacé. W trakcie analizy PCR w czasie rzeczywistym plik ptytki zawiera opis zawartosci kazdej
studzienki, co obejmuje jej fluorofory, tryb skanowania i typ ptytki. Oprogramowanie CFX Manager Dx
wykorzystuje te opisy na potrzeby gromadzenia i analizy danych.

Run Setup =

(24 Potocol EE Pate wpp St Run

Create Mew.. Express Load
Selected Plate
QuickPlate_96 wels_All Channels pitd Edt Selected..
Preview
Fluorophores: FAM. HEX, Texas Red, Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 B ] 10 1 12

A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

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
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H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk.

<< Prey Next >>

Domyslnie oprogramowanie wyswietla ptytke zdefiniowang w sekcji File Selection for Run Setup
(Wybor pliku dla konfiguracji analizy) na zaktadce Files (Pliki) w oknie dialogowym User (Uzytkownik)
> User Preferences (Preferencje uzytkownika). Domysing prébke mozna zmienié¢ w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika). Wiecej informacji zawiera sekcja Zmiana domysinych
ustawien pliku na stronie 70.

W zaktadce Plate (Plytka) mozna:
B Utworzy¢ nowg ptytke do zatadowania.

B Wybrac istniejgca plytke do zatadowania lub edyciji.
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Wiecej informacji na temat tworzenia i modyfikowania ptytek zawiera Rozdziat 7, Przygotowywanie

ptytek.

Aby utworzy¢ nowga ptytke

1. Na zaktadce Plate (Ptytka) klikng¢ opcje Create New (Utwo6rz nowa).

Zostanie otwarte okno Plate Editor (Edytor ptytki).

2. Utworzy¢ nowa ptytke w oknie Plate Editor (Edytor ptytki).

3. Klikna¢ przycisk OK, aby zapisa¢ ptytke i wroci¢ do zaktadki Plate (Plytka) w oknie Run Setup
(Konfiguracja analizy prébek).

4. Przejrze¢ szczegdty ptytki i wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

Jesli szczegoty sg poprawne, klikngé przycisk Next (Dalej), aby przej$¢ do zaktadki Start Run
(Uruchom analize probek).

Jesli szczegoly sg niepoprawne, klikngé opcje Edit Selected (Edytuj wybrany), aby wréci¢ do
okna Plate Editor (Edytor ptytki). Skorygowac plik ptytki, zapisa¢ zmiany, a nastepnie klikngé
przycisk Next (Dalej) na zaktadce Plate (Ptytka), aby przej$¢ do zaktadki Start Run (Uruchom
analize probek).

Aby zapisac¢ istniejacy plik ptytki

1. Na zaktadce Plate (Ptytka) wykonac¢ jedng z nastepujacych czynnosci:

Klikng¢ opcje Select Existing (Wybierz istniejgcy) i przejs¢ do istniejagcego pliku ptytki.
Klikng¢ opcje Express Load (Ekspresowe tadowanie) i wybrac plik ptytki z listy rozwijane;j.
Wskazowka: Plytki mozna dodawac do listy rozwijanej Express Load (Ekspresowe

tadowanie), a takze mozna je z niej usuwac. Wiecej informacji zawiera ponizsza sekcja
Dodawanie i usuwanie plikow ptytek z ekspresowym tadowaniem.

2. Przejrze¢ szczegoty ptytki i wykonac jedng z nastepujgcych czynnosci:

Jesli szczegoty sg poprawne, klikngé przycisk Next (Dalej), aby przejs¢ do zaktadki Start Run
(Uruchom analize probek).

Jesli szczegoty sg niepoprawne, klikng¢ opcje Edit Selected (Edytuj wybrany), aby otworzy¢

okno Plate Editor (Edytor ptytki). Skorygowac plik ptytki, zapisa¢ zmiany, a nastepnie klikngé
przycisk Next (Dalej), aby przej$¢ do zaktadki Start Run (Uruchom analize probek).
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Dodawanie i usuwanie plikow plytek z ekspresowym ladowaniem

Mozna zmodyfikowac zawartos¢ listy rozwijanej Express Load (Ekspresowe fadowanie) wyswietlanej
w oknie Plate Editor (Edytor ptytki). Ptytki widoczne na tej liscie sg zapisane w folderze:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<nazwa_uzytkownika>\ExpressLoad\
Aby zmodyfikowac liste plikow ptytek z ekspresowym tadowaniem
1. Przejs¢ do folderu ExpressLoad (Ekspresowe tadowanie) i otworzy¢ go.
2. Przejrzec pliki ptytek (.pltd) w tym folderze.
3.  Wykonac¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:
B Usungc pliki ptytek z folderu, aby je usung¢ z listy rozwijane;j.

B Skopiowac pliki ptytek do folderu, aby dodac je do listy rozwijane;.
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Zaktadka Start Run (Uruchom analize probek)

W zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) wyswietlane sg informacje o eksperymencie, ktéry
ma by¢ uruchomiony. W zakiadce tej wyswietlany jest takze podtgczony blok (lub bloki) aparatu,
w ktérym mozna uruchomic¢ dany eksperyment.

Run Setup @
Protocol [E23) Plate "1[» Start Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pitd
MNotes:

Scan Mode:  All Channels
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[ Select Al Blocks

& Bash Block Indcator || #7  Open Lid A1 Coselid

B Start Run

<< Prey

W zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) mozna wykona¢ nastepujgce czynnosci:

B Przeglada¢ szczegdtowe informacje o analizie, w tym wybrany plik protokotu, plik ptytki i tryb
skanowania.

B Dodawac uwagi dotyczgce analizy probek.

B Przeglgdac¢ szczegodty dotyczace wszystkich podtgczonych aparatéw, w tym ich stan
uruchomienia (Running (dziata) lub Idle (bezczynno$¢)), objetos¢ prébki w pl, temperature
pokrywy, tryb emulacji oraz ID lub kod kreskowy, o ile sg dostepne.

Uwaga: W tabeli Selected Blocks (Wybrane bloki) mozna zmodyfikowac¢ kolumny
wys$wietlane w oknie Start Run (Uruchom analize probek). Wiecej informacji zamieszczono

w rozdziale Modyfikowanie szczegotow w tabeli Selected Blocks (Wybrane bloki) na stronie
161.

B Wybrac blok lub bloki, w ktérych ma by¢ wykonana analiza prébek.

B Zdalnie otworzy¢ lub zamkngé¢ pokrywe kazdego wybranego aparatu.

B Uruchomic¢ analize probek.
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Zaktadka Start Run (Uruchom analize prébek)

Modyfikowanie szczego6téw w tabeli Selected Blocks (Wybrane bloki)

W tabeli Selected Block(s) (Wybrane bloki) mozna zmodyfikowa¢ kolumny wyswietlane w oknie Start
Run (Uruchom analize probek). Dodatkowo w tabeli mozna zmodyfikowa¢ domysing objetos¢ probki
oraz temperature pokrywy. Zmiany ustawien sg stosowane wzgledem analizy przeznaczonej do
wykonania.

Aby doda¢ kolumny do obszaru Start Run (Uruchom analize prébek) w tabeli Selected
Blocks (Wybrane bloki)

» Klikng¢ prawym przyciskiem tabele i zaznaczy¢ opcje w menu, ktéra zostanie wyswietlona.

Aby usuna¢ kolumny z obszaru Start Run (Uruchom analiz¢ prébek) w tabeli Selected
Blocks (Wybrane bloki)

» Klikng¢ prawym przyciskiem tabele i usung¢ zaznaczenie opcji w menu, ktére zostanie
wyswietlone.

Aby przeprowadzi¢ edycje objetosci probki lub temperatury pokrywy dla bloku

» Wybra¢ komorke objetosci prébki lub temperatury pokrywy dla bloku docelowego, a nastepnie
wprowadzi¢ nowg warto$¢ do komaérki.

Aby dodac¢ identyfikator analizy lub kod kreskowy dla bloku

» Wybraé komorke ID/Bar Code (Id./kod kreskowy) dla bloku docelowego i wpisa¢ identyfikator lub
zeskanowac blok za pomocg czytnika kodéw kreskowych.

Uruchamianie eksperymentu

Wazne: Przed uruchomieniem eksperymentu upewnic sie, ze oprogramowanie antywirusowe
zainstalowane w komputerze nie rozpocznie skanowania podczas dziatania eksperymentu.

Uruchomienie eksperymentu

1. W zakiadce Start Run (Uruchom analize prébek) zweryfikowa¢ szczegotowe informacje o ptytce
i protokole w czesci Run Information (Informacje o analizie probek).

2. (Opcjonalnie) W polu tekstowym Notes (Uwagi) doda¢ uwagi dotyczace analizy prébek lub
eksperymentu.

3. Zaznaczyc¢ pole wyboru jednego lub wigkszej liczby blokéw, w ktérych ma by¢ wykonywana
analiza probek.

Wskazowka: Aby uruchomi¢ eksperyment we wszystkich blokach, wybraé Select All Blocks
(Wybierz wszystkie bloki) pod tabelg Selected Blocks (Wybrane bloki).
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4. (Opcjonalnie) Klikng¢ Flash Block Indicator (Migajgca kontrolka bloku), aby zaswieci¢ kontrolke LED
w wybranych blokach aparatu.

5.  Wprowadzi¢ do bloku ptytki eksperymentalne:

a. Klikngé Open Lid (Otworz pokrywe). Otwierana jest automatyczna pokrywa kazdego
wybranego bloku.

b. Do kazdego wybranego bloku wprowadzi¢ blok eksperymentu.
c. Kliknagé¢ Close Lid (Zamknij pokrywe).

Wskazéwka: Mozna tez nacisna¢ przycisk z przodu kazdego bloku, aby otworzy¢ i zamkngé
pokrywe.

6. Klikng¢ Open Lid (Otworz pokrywe) i Close Lid (Zamknij pokrywe), aby otworzy¢ i zamkng¢
automatyczng pokrywe kazdego wybranego bloku aparatu.

7. Przejrzeé szczegdty analizy prébek i wykonac jedng z nastepujacych czynnosci:
B Jedli szczegdty sg poprawne, klikng¢ Start Run (Uruchom analize prébek).
B Jesli szczegoly nie sg poprawne:

O poprawic szczegoty w tabeli Selected Blocks (Wybrane bloki) i klikng¢ Start Run
(Uruchom analize probek);

O powrdci¢ do wtasciwej tabeli i wprowadzi¢ odpowiednie zmiany, zapisa¢ zmiany i klikng¢
Next (Dalej), aby powréci¢ do zaktadki Start Run (Uruchom analize prébek) i uruchomié
analize.

Rozpoczecie nowej analizy probek na podstawie wczesniejszej analizy
» Wykona¢ jedna z nastepujacych czynnosci:

®  Wybrac¢ File (Plik) > Repeat a Run (Powtorz analize probek) na pasku gtdbwnego menu
oprogramowania, przej$¢ do pliku danych analizy, ktéry ma by¢ powtérzony, i dwukrotnie go
kliknaé.

B Wybra¢ zakladke Repeat Run (Powtérz analize prébek) w kreatorze Startup Wizard (Kreator
startowy) i dwukrotnie klikng¢ plik danych analizy dla analizy probek, ktéra ma by¢
powtdrzona.

Opcjonalnie w zakladce Repeat Run (Powt6rz analize prébek) mozna klikngé Browse
(Przegladaj), przejs¢ do pliku danych analizy, ktéry ma by¢ powtdrzony, i dwukrotnie go
klikngé.
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Okno dialogowe Run Details (Szczegdty analizy prébek)

Okno dialogowe Run Details (Szczegotly analizy probek)

Po kliknieciu Start Run (Uruchom analize prébek) oprogramowanie CFX Manager Dx przypomni
uzytkownikowi o zapisaniu pliku danych (.pcrd), uruchomi analize prébek i otworzy okno dialogowe
Run Details (Szczegéty analizy prébek). Okno dialogowe Run Details (Szczegdty analizy probek)

zawiera trzy zaktadki stanu:

B Run Status (Stan analizy prébek) — w tej zaktadce mozna przejrze¢ biezgcy stan protokotu,
otworzy¢ lub zamkng¢ pokrywe, wstrzymac analize prébek, doda¢ powtdrzenia, poming¢ etapy

i zatrzymac analize.

B Real-time Status (Stan w czasie rzeczywistym) — w tej zakladce mozna przeglgda¢ dane
fluorescencyjne dotyczagce PCR w czasie rzeczywistym w miare ich zbierania.

B Time Status (Stan czasu) — w tej zakltadce mozna obserwowac petnoekranowy zegar

odliczajgcy czas do konca protokotu.

Te zaktadki sg doktadniej objasnione w ponizszych rozdziatach.

Zaktadka Run Status (Stan analizy prébek)

Zakfadka Run Status (Stan analizy prébek) przedstawia informacje na temat biezgcego statusu
trwajgcej analizy. W tym widoku mozna réwniez kontrolowac¢ pokrywe i zmieniaé trwajgca analize.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd

H) 1
E Run Status @ Realtime Status @ Time Status
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Run Status

Run Information
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Plate:

Sample Volume:
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Rozdziat 8 Uruchamianie eksperymentéw

LEGENDA
1. Panel Run Status (Stan analizy prébek) — przedstawia postep protokotu.
2. Elementy sterujgce w obszarze Run Status (Stan analizy prébek) — umozliwiajg
obstuge aparatu lub przerwanie biezgcego protokotu.
3. Panel Run Information (Informacje o analizie probek) — przedstawia szczegoty

analizy.

Polecenia Run Status (Stan analizy probek)
Za pomocg polecen z zaktadki Run Status (Stan analizy probek) mozna obstugiwaé aparat albo
zmienic trwajgcg analize.

Uwaga: Wprowadzanie zmian do protokotu w trakcie analizy, na przyktad dodawanie powtorzen,
nie zmienia pliku protokotu powigzanego z analizg. Takie dziatania sg rejestrowane w obszarze
Run Log (Dziennik analizy probek).

ZJ

— otwiera automatyczng pokrywe na zainstalowanych aparatach.

Wazne: Otwarcie pokrywy podczas analizy powoduje wstrzymanie analizy w trakcie
biezgcego etapu i moze spowodowa¢ modyfikacje danych.

2

— zamyka automatyczng pokrywe na zainstalowanych aparatach.

—i'_EJ — powoduje dodanie wiekszej ilosci powtdérzen do biezgcego etapu GOTO w protokole. Ta
opcja jest dostepna tylko wtedy, gdy dziata etap GOTO.

|

— powoduje pominiecie biezgcego etapu w protokole.

Uwaga: Jesli uzytkownik wybierze pominiecie etapu GOTO, wéwczas w oprogramowaniu
pojawi sie monit z prosbg o potwierdzenie, ze wymagane jest pominigcie catej petli GOTO i
przejscie do nastepnego etapu w protokole.

? — powoduje, ze dioda LED na wybranym aparacie miga w celu zidentyfikowania wybranych

blokow.

n

— powoduje wstrzymanie protokotu.
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Okno dialogowe Run Details (Szczegoéty analizy probek)

Uwaga: To dziatanie jest rejestrowane w obszarze Run Log (Dziennik analizy probek).

W

— powoduje wznowienie wstrzymanego protokotu.

— zatrzymuje analize zanim zakonczy sie protokot.

Uwaga: Zatrzymanie analizy przed zakonczeniem protokotu moze spowodowac modyfikacje
danych.
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Rozdziat 8 Uruchamianie eksperymentéw

Zaktadka Real-time Status (Stan w czasie rzeczywistym)

W zaktadce Real-time Status (Stan w czasie rzeczywistym) wyswietlane sg dane PCR w czasie
rzeczywistym zebrane w kazdym cyklu podczas analizy prébek po pierwszych dwoch odczytach
ptytki.

-

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.perd =
B run stotus G Resttime Status (D) Tome Status

Amplification

B4 Fam [ HEX DTmﬁad@DCyS E4 Quasar 705 WelGoup: MlWels ~  SepMumber |3(Amp) ~
Wel O Fuor & Taget () Cortert ) Sample O
A GO4  FAM Unkn
] GOS  FAM @ Unkn
c GOs  FAM Unkn
g GO7  FAM Unkn
= GOE  FAM Unkn
G GOS  FAM Unkn
H GID  FAM Urkn
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 Lid105°C
LEGENDA
1. Panel krzywych Amplification (Amplifikacja) — wy$wietlanie danych

o amplifikacji w czasie rzeczywistym podczas analizy probek.

2. Identyfikator Well group (Grupa studzienek) — jesli grupy studzienek zostaty
okreslone w konfiguraciji ptytki, uzytkownicy mogg wybra¢ dang grupe
studzienek, aby przegladac¢ jej krzywe, studzienki i informacje tabelaryczne.
Identyfikator Step number (Numer etapu) — jesli w protokole dane sg zbierane
na wiecej niz jednym etapie (np. podczas amplifikacji i krzywej topnienia),
uzytkownicy mogg wybra¢ konkretny etap i wyswietli¢ krzywe uzyskane na tym

etapie.

3. Panel selektora studzienek — wyswietlanie aktywnych, nieaktywnych i pustych
studzienek w ptytce.

4, Panel z tabelg konfiguracji ptytki — wyswietlanie konfiguraciji ptytki w formacie
tabelarycznym.
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Okno dialogowe Run Details (Szczegoéty analizy probek)

5. Panel szczego6tow analizy prébek — wyswietlanie stanu analizy probek w czasie
rzeczywistym, co obejmuje:
B biezgcy etap,
B biezgce powtoérzenie,
B biezgcg temperature,
B pozostaty czas,
B temperature probki,

B temperature pokrywy.

6. Plate Setup (Konfiguracja ptytki) — otwarcie okna dialogowego Plate Setup
(Konfiguracja ptytki), w ktérym uzytkownicy mogg modyfikowac biezgca
konfiguracje ptytki w trakcie trwania analizy probek.

W zakfadce Real-time Status (Stan w czasie rzeczywistym) mozna:

B wyswietla¢ lub ukrywaé krzywe w czasie rzeczywistym poprzez wybranie ich w panelu selektora
studzienek lub w tabeli konfiguracji ptytki,

B przegladac pojedyncze krzywe lub ich grupy poprzez wybranie ich z listy rozwijanej grup
studzienek,

B edytowac ptytke lub zastgpi¢ plik ptytki,
B zastosowac plik PrimePCR do danej analizy prébek.
Wyswietlanie i ukrywanie krzywych kreslonych w czasie rzeczywistym

Domyslnie wszystkie wypetnione studzienki sg aktywne i wyswietlane w tabeli konfiguracji ptytki.
Aktywne studzienki sg wyswietlane w kolorze niebieskim w panelu selektora studzienek. W panelu
selektora studzienek ukryte studzienki sg wyswietlane w kolorze jasnoszarym, a nieuzywane —

w kolorze ciemnoszarym.

Mozna ukry¢ krzywe z aktywnych studzienek podczas analizy prébek. CFX Manager Dx kontynuuje
zbieranie danych dla wszystkich studzienek; gdy studzienki zostang ukryte, ich dane nie sg
wyswietlane w tabeli konfiguracji ptytki.

Ukrycie krzywych kreslonych w czasie rzeczywistym
» W panelu selektora studzienek klikng¢ aktywne (niebieskie) studzienki, ktére majg by¢ ukryte.
Wyswietlenie krzywych kreslonych w czasie rzeczywistym

» W panelu selektora studzienek klikng¢ ukryte (jasnoszare) studzienki, ktére maja by¢
wyswietlone.
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Rozdziat 8 Uruchamianie eksperymentéw

Wiecej informacji o selektorze studzienek zamieszczono w rozdziale Well Selector (Selektor
studzienek) na stronie 185.

Edytowanie konfiguraciji ptytki
Aby edytowa¢ konfiguracje ptytki

» Klikna¢ opcje Plate Setup (Konfiguracja ptytki) i wybra¢ opcje View/Edit Plate (Wys$wietl/edytuj
ptytke).
Zostanie wyswietlone okno Plate Editor (Edytor ptytki), w ktorym mozna edytowac ptytke w trakcie

analizy. Wiecej informacji na temat edycji ptytek zawiera Rozdziat 7, Przygotowywanie ptytek.

Uwaga: Z okna Plate Editor (Edytor ptytki) mozna réwniez edytowac style krzywych.
Wprowadzone zmiany bedg widoczne na wykresie krzywej amplifikacji na zaktadce Real-
time Status (Stan w czasie rzeczywistym).

Zastepowanie pliku plytki

Wskazowka: Mozliwosc¢ zastgpienia pliku ptytki jest szczegdlnie przydatna przy rozpoczynaniu
analizy prébek od pliku Quick Plate (Szybka ptytka) z folderu ExpressLoad (Ekspresowe
tadowanie).

Zastapienie pliku plytki
» Klikna¢ Plate Setup (Konfiguracja ptytki) i wybra¢ jedng z nastepujacych opcji:

B Replace Plate file (Zastgp plik ptytki) — wybor nowego pliku ptytki z listy w oknie
przegladarki;

B Apply PrimePCR file (Zastosuj plik PrimePCR) — za pomoca wyszukiwarki Smart search
(Inteligentne wyszukiwanie) wyszukac plik analizy prébek, z ktérego zostanie uzyskany
uktad ptytki, lub klikng¢ Browse (Przegladaj), aby znalez¢ plik pobrany z witryny internetowe;j
firmy Bio-Rad, ktérego nie ma w folderze PrimePCR.

Uwaga: CFX Manager Dx sprawdza tryb skanu i wielko$¢ ptytki dla pliku ptytki. Muszg one
by¢ takie same, jak ustawienia analizy probek, z ktérymi uruchomiono analize.
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Okno dialogowe Run Details (Szczegdty analizy prébek)

Zaktadka Time Status (Stan czasu)

Zakfadka Time Status (Stan czasu) przedstawia czas pozostaty do ukoriczenia biezgcej analizy.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

u Run Status L‘Qj Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Rozdziat 8 Uruchamianie eksperymentéw

Wykonywanie eksperymentow PrimePCR

W eksperymentach PrimePCR uzywane sg oznaczenia szlakow przemian lub oznaczenia wtasciwe
dla choroby, ktére firma Bio-Rad poddata walidacji i zoptymalizowata dla przychodni weterynaryjnych,
a ktore sg dostepne w nastepujacych formatach:

B Panele wstepnie natozone na ptytki — ptytki zawierajgce oznaczenia specyficzne dla szlaku
przemian biologicznych lub choroby; zawierajg kontrole PrimePCR i geny referencyjne

B Plytki konfigurowane niestandardowo — ptytki, ktére mozna skonfigurowac w uktadzie
zdefiniowanym przez uzytkownika z opcjg wyboru oznaczen dla sekwencji docelowych
stanowigcych przedmiot zainteresowania, dla kontroli i referenciji

B Pojedyncze oznaczenia — probowki zawierajg zestawy pojedynczych primeréw do uzycia w
reakcjach w czasie rzeczywistym

W celu skrocenia tgcznego czasu analizy mozna usung¢ z protokotu etap topnienia. Firma Bio-Rad
zdecydowanie odradza wprowadzanie jakichkolwiek modyfikacji do protokotu analizy PrimePCR.
Protokot domysiny to ten, ktory byt uzywany na potrzeby walidacji oznaczenia. Jakiekolwiek
odchylenie od parametréw tego protokotu moze wptyna¢ na wyniki. Zmiany w protokole sg
rejestrowane na zaktadce Run Information (Informacja o analizie) wynikowego pliku danych i we
wszelkich tworzonych raportach.

Aby uruchomi¢ analize PrimePCR
»  Aby uruchomi¢ analize PrimePCR, nalezy wykonaé dowolng z ponizszych czynnosci:

B W kreatorze Startup Wizard (Kreator startowy) wybra¢ PrimePCR na zaktadce Run setup
(Konfiguracja analizy prébek), a nastepnie wybraé¢ odpowiednig technike (SYBER lub
sonde).

B Wybra¢ analize PrimePCR z listy Recent Runs (Ostatnie analizy) na zaktadce Repeat run
(Powtorz analize) w kreatorze Startup Wizard (Kreator startowy).

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ opcje File (Plik) > New (Nowe) > PrimePCR Run
(Analiza PrimePCR).

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ opcje File (Plik) > Open (Otworz) > PrimePCR Run
(Analiza PrimePCR).

B Przeciggnac¢ i upuscic plik analizy PrimePCR w okno Home (Strona gtéwna).

Po wybraniu analizy PrimePCR zostanie otwarte okno Run Setup (Konfiguracja analizy probek) na
zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) z zatadowanym domysinym ukfadem ptytki PrimePCR
odpowiednio do wybranego aparatu.
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Wykonywanie eksperymentéw PrimePCR

Aby usuna¢ etap topnienia z protokotu

» Na zakladce Protocol (Protokét) usunaé zaznaczenie pola wyboru obok opcji Include Melt Step
(Uwzglednij etap topnienia).

Aby zaimportowa¢ informacje o sekwencjach docelowych dla ptytek PrimePCR do
uktadu ptytki

1. Wykona¢ jedng z nastepujagcych czynno$ci:

B Na zaktadce Real-time Status (Stan w czasie rzeczywistym) w oknie dialogowym Run Details
(Szczegoty analizy prébek) wybrac¢ opcje Plate Setup (Konfiguracja ptytki) > Apply
PrimePCR File (Zastosuj plik PrimePCR).

B W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybrac¢ opcje Plate Setup (Konfiguracja ptytki) >
Apply PrimePCR File (Zastosuj plik PrimePCR).

2. W oknie dialogowym pliku analizy PrimePCR klikng¢ przycisk przeglgdania, aby przej$¢ do
odpowiedniego pliku PrimePCR (.csv).

3. Wybra¢ docelowy plik PrimePCR i klikng¢ opcje Open (Otwo6rz).

Oprogramowanie CFX Manager Dx zaimportuje wymagane informacje do uktadu ptytki.
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Rozdziat 9 Przeglad informacji o analizie danych

Oprogramowanie CFX Manager™ udostepnia wiele sposobow otwierania i przegladania plikow
danych. Mozna:

B Wybrac File (Plik) > Open (Otwérz) > Data File (Plik danych) w oknie Home (Strona gtéwna)
i wyszukac¢ docelowy plik .pcrd.

B Wybrac File (Plik) > Recent Data Files (Ostatnie pliki danych) w oknie Home (Strona gtéwna), aby
wybraé plik z listy dziesieciu ostatnio otwieranych plikéw danych.

Okno Data Analysis (Analiza danych)

W oknie Data Analysis (Analiza danych) wyswietlanych jest wiele zaktadek, z ktérych kazda
przedstawia analizowane dane dla konkretnej metody analizy lub informacje specyficzne dla danej
analizy prébek. Zaktadki sg wyswietlane tylko wtedy, gdy dla danego typu analizy sg dostepne dane
zebrane w trakcie analizy probek.

Quantffication Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point l’-(_:.? Custom Data View ac [% Run Information
Wskazowka: Aby wybra¢ zaktadki do wyswietlenia, wybra¢ je z menu rozwijanego View (Widok)

w oknie Data Analysis (Analiza danych). Aby powréci¢ do pierwotnego uktadu zaktadek, wybra¢
Settings (Ustawienia) > Restore Default Window Layout (Przywré¢ domysiny uktad okien).
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Pasek narzedzi Data Analysis (Analiza danych)

Pasek narzedzi w oknie Data Analysis (Analiza danych) zapewnia szybki dostep do waznych funkcji
analizy danych.

Elate Setup ~ "; | All Wells + || Fluorephere  + ‘ ?

Tabela 15 przedstawia funkcje przyciskow, ktore znajdujg sig na pasku narzedzi.

Tabela 15. Pasek narzedzi w oknie Data Analysis (Analiza danych)

Przycisk Nazwa Funkcja
Bl Plate Setup View/Edit plate (Wyswietl/edytuj ptytke):
Plate Setup ~ (Konfiguracja otwiera obszar Plate Editor (Edytor ptytki), w
plytki) ktérym mozna wyswietlac i edytowac
zawarto$c¢ studzienek.

Replace Plate file (Zastgp plik ptytki):
umozliwia wybranie pliku ptytki w celu
zastgpienia uktadu ptytki.

Apply PrimePCR file (Zastosuj plik
PrimePCRY): umozliwia wybranie pliku
analizy w celu zastgpienia uktadu ptytki dla
analizy PrimePCR™.

=3 Manage Well Otwiera obszar Manage Well Groups

w Groups (Zarzadzaj grupami studzienek), w ktérym
(Zarzgdzanie mozna tworzy¢, edytowac i usuwac grupy
grupami studzienek.

studzienek)

Well Group (Grupa Umozliwia wybranie nazwy istniejgcej grupy

All Wells - studzienek) studzienek z menu rozwijanego. Wyborem
domysinym jest grupa All Wells (Wszystkie

studzienki). Ten przycisk pojawia sie tylko

wtedy, gdy utworzone zostaty grupy

studzienek.
Analysis Mode Umozliwia analizowanie danych w trybie
Fluorophore (Tryb analizy) Fluorophore (Fluorofor) lub Target

(Sekwencja docelowa).
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Okno Data Analysis (Analiza danych)

Przycisk Nazwa Funkcja
2 Help (Pomoc) Umozliwia otwarcie cyfrowej kopii
o niniejszego podrecznika w formacie Acrobat
PDF.
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Pasek menu Data Analysis (Analiza danych)

W Tabela 16 wymieniono pozycje w pasku menu w oknie Data Analysis (Analiza danych).

Tabela 16. Pozycje w pasku menu w oknie Data Analysis (Analiza danych)

Pozycja

W menu Polecenie Funkcja

File (Plik) Save (Zapisz) Zapis pliku

Save As (Zapisz jako) Zapis pliku z nowg nazwg

Repeat Run (Powtérz analize Uzyskanie protokotu i pliku ptytki z biezgcej

probek) analizy probek w celu jej ponownego
wykonania

Close (Zamknij) Zamkniecie okna Data Analysis (Analiza
danych)

View (Widok) Run Log (Dziennik analiz probek) Otwarcie okna Run Log (Dziennik analiz
probek), w ktérym mozna przegladac rejestr
analizy prébek dla biezgcego pliku danych

Quantification (Oznaczenie Wyswietlanie analizowanych danych
ilosciowe), Melt Curve (Krzywa w wybranych zaktadkach w oknie Data
topnienia), Gene Expression Analysis (Analiza danych). Musi by¢
(Ekspresja genu), End Point wybrana co najmniej jedna zaktadka
(Punkt koncowy), Custom Data
View (Niestandardowy widok
danych), QC (Kontrola jakosci),
Run Information (Informacje
o analizie probek)

Settings Cq Determination Mode (Tryb Wybér trybu Regression (Regresja) lub

(Ustawienia)

oznaczania Cq)

Single Threshold (Pojedynczy prég) w celu
ustalenia sposobu obliczania wartosci Cq dla
kazdej krzywej

Baseline Setting (Ustawienie
wartosci bazowej)
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Okno Data Analysis (Analiza danych)

Tabela 16. Pozycje w pasku menu w oknie Data Analysis (Analiza danych), ciag dalszy

Pozycja
W menu

Polecenie

Analysis Mode (Tryb analizy)

Funkcja

Wybér sposobu analizowania danych: by
Fluorophore (wedtug fluoroforu) lub by
Target (wedtug genu docelowego)

Cycles to Analyze (Cykle do
przeanalizowania)

Wybdr cykli do przeanalizowania

Baseline Threshold (Progi
bazowe)

Otwarcie okna Baseline Threshold (Prég
bazowy) w celu dostosowania wartosci
bazowej lub progu

Trace Styles (Style krzywej)

Otwarcie okna Trace Styles (Style krzywej)

Plate Setup (Konfiguracja ptytki)

Otwarcie okna Plate Editor (Edytor ptytki)
w celu przegladania i edyc;ji ptytki;
zastgpienie biezgcej ptytki ptytka z pliku
ptytek zdefiniowanych przez uzytkownika
lub pliku analizy PrimePCR

Include All Excluded Wells
(Wigcz wszystkie wykluczone
studzienki)

Wiaczenie do analizy wszystkich
wykluczonych studzienek

Mouse Highlighting
(Podswietlanie kursorem myszy)

Wigczanie/wytgczanie réwnoczesnego
pod$wietlania danych kursorem myszy.

Wskazoéwka: Jesli opcja Mouse
Highlighting (Podswietlanie kursorem
myszy) jest wytgczona, mozna
czasowo wigczy¢ podswietlanie,
naciskajgc klawisz Ctrl

Restore Default Window Layout
(Przywro¢ domysiny uktad okien)

Przywrécenie domysinego ustawienia
uktadu okien
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Tabela 16. Pozycje w pasku menu w oknie Data Analysis (Analiza danych), ciag dalszy

Pozycja
w menu Polecenie Funkcja
Export (Eksport) Export All Data Sheets to Excel Eksport widokéw arkusza kalkulacyjnego
(Eksportuj wszystkie arkusze z kazdej zaktadki do osobnego pliku Excel
danych do programu Excel)
Custom Export (Eksport Otwarcie okna Custom Export (Eksport
niestandardowy) niestandardowy), w ktérym mozna okreslic¢
pola do wyeksportowania oraz format pliku
Export to LIMS Folder (Eksportuj Otwarcie okna w celu zapisu danych
do folderu LIMS) w folderze LIMS we wstepnie okreslonym
formacie
Seegene Export (Eksport do Otwarcie okna w celu okreslenia miejsca
Seegene) zapisu danych ze wszystkich widokow
arkuszy kalkulacyjnych do plikow Excel ze
strukturg specjalnie dostosowang do uzycia
przez Seegene, Inc.
Tools Reports (Raporty) Otwarcie okna Report (Raport) dla
(Narzedzia) biezgcego pliku danych
Well Group Reports (Raporty Otwarcie okna Well Group Reports (Raporty
dotyczgce grupy studzienek) dotyczgce grupy studzienek) w celu
generowania raportéw dla okreslonych grup
studzienek
Import Fluorophore Calibration Wybér pliku kalibracji do zastosowania do
(Importuj kalibracje fluoroforu) biezgcego pliku danych
gbase+ Uruchomienie programu gbase+ v2.5 (o ile
jest zainstalowany) bezposrednio z poziomu
biezgcego pliku .pcrd
Szczegéty zaktadek

Na kazdej zakladce w oknie Data Analysis (Analiza danych) wyswietlane sg dane na wykresach i
arkuszach kalkulacyjnych dla konkretnej metody analizy, a ponadto dostepny jest selektor studzienek,
ktory umozliwia wybranie danych do pokazania. Po otwarciu selektora w oknie Data Analysis (Analiza
danych) domys$inie pojawia sie zaktadka Quantification (Oznaczenie iloéciowe). Za pomocg danych
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Okno Data Analysis (Analiza danych)

na wykresie amplifikacji w zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe) mozna okresli¢
odpowiednie ustawienia analizy dla konkretnej analizy probek.

[ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1,
File View Settings Export Tools E\a[e Setup - @ Fluorophore ‘ ?
Quantfication F% Quantification Data EE Gene Bxpression {@P Custom Data View ac @ Run Information

Amplification @ Standard Curve »

Log Starting Quantity

X Urkroen

T FaN B 5% R0 Siopee 35T SS A6

5
Cycles A na Seale!

FAM [JHEX [JTeasRed [JOy5 Step Number: (3 v
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Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Uwaga: Oprogramowanie tagczy dane w panelach kazdej zaktadki w oknie Data Analysis (Analiza
danych). Na przyktad wyréznienie studzienki poprzez umieszczenie wskaznika myszy nad tg
studzienkg w selektorze studzienki powoduje wyrdznienie odpowiednich danych we wszystkich
innych panelach.

Selektor numeru etapu

Systemy CFX96 i CFX96 Deep Well moga pozyskiwac¢ dane o fluorescencji na wielu etapach
protokotu; oprogramowanie osobno przechowuje dane pozyskane na kazdym z etapow.
Oprogramowanie wyswietla selektor Step Number (Numer etapu). Jesli protokét zawiera co najmniej
jeden etap zbierania danych, Oprogramowanie CFX Manager Dx wyswietla dane z pierwszego etapu
pozyskiwania.

Jesli protokot zawiera wiecej niz jeden etap zbierania danych, mozna wybrac inny etap z listy
rozwijanej, np.:

Step Number: |3 w

Po wybraniu etapu oprogramowanie zastosuje ten wybdr do wszystkich danych prezentowanych
w oknie Data Analysis (Analiza danych).
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Przegladanie grup studzienek w oknie Data Analysis (Analiza
danych)

Studzienki na ptytce mozna pogrupowac na podzbiory na potrzeby niezaleznej analizy

z wykorzystaniem grup studzienek. Gdy tworzone sg grupy studzienek, nazwy grup sg wyswietlane na
liscie rozwijanej Well Groups (Grupy studzienek) na pasku narzedzi w oknie Data Analysis (Analiza
danych).

Jesli utworzono grupy studzienek, oprogramowanie wyswietla domysing grupe studzienek All Wells
(Wszystkie studzienki) podczas otwierania okna Data Analysis (Analiza danych), wyswietlajgc dane
ze wszystkich studzienek z zawartoscig na wykresach i w arkuszach kalkulacyjnych. W selektorze
studzienek sa tylko te studzienki z danej grupy studzienek, ktére majg zatadowang zawartosc,

a w obliczeniach w analizie danych sg ujmowane tylko dane dla takich studzienek.

Uwaga: Jesli nie utworzono zadnych grup studzienek, na pasku narzedzi nie jest wyswietlana
lista rozwijana Well Groups (Grupy studzienek).

Zmiana zawartosci studzienek po analizie probek

Podczas analizy danych zmiana sposobu wyswietlania danych poprzez zmiang zawartosci studzienek
w oknie Plate Editor (Edytor ptytki) nigdy nie powoduje zmiany danych o fluorescencji, ktére zostaty
zebrane z kazdej studzienki podczas analizy probek. Po zebraniu danych o fluorescencji przez modut
nie mozna usungc¢ tych danych, ale mozna zdecydowac o usunieciu ich z puli danych wyswietlanych

i analizowanych.

Zmiana zawartosci studzienek po analizie préobek

» W oknie Data Analysis (Analiza danych) klikng¢ Plate Setup (Konfiguracja ptytki) i wybrac jedng
z nastepujgcych opcji:
m Edit/View Plate (Edytuj/pokaz ptytke) — otwarcie okna Plate Editor (Edytor ptytki), w ktorym
mozna recznie zmienia¢ uktad.
B Replace Plate file (Zastagp plik ptytki) — otwarcie przegladarki Select Plate (Wybierz ptytke),
w ktérej mozna przejs¢ do wczesniej zapisanego pliku ptytki, ktéry ma zastgpic biezacy uktad
ptytki.
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B Apply PrimePCR file (Zastosuj plik PrimePCR) — otwarcie okna dialogowego Select
PrimePCR file (Wybierz plik PrimePCR), w ktérym mozna przej$¢ do pliku analizy
PrimePCR™ i zastosowac¢ go do uktadu ptytki.

Wskazéwka: Mozna dodawac i edytowacé informacje o zawartosci studzienki przed analizg
probek, w jej trakcie oraz po zakonczeniu analizy PCR. Przed analizg prébek koniecznie trzeba

przypisac tryb skanu i wielkos¢ ptytki. Tych parametrow nie mozna zmienic¢ po przeprowadzeniu
analizy prébek.
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Ustawienia analizy danych

Dane na wykresie Amplification (Amplifikacja) w zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe)
przedstawiajg wzgledng fluorescencje (RFU) dla kazdej studzienki w kazdym cyklu. Kazda krzywa na
wykresie reprezentuje dane z pojedynczego fluoroforu w jednej studzience. Te dane sg uzywane do
wyznaczania wartosci Cq dla kazdej studzienki i dla kazdego fluoroforu z osobna. Do wyznaczania
wartosci Cq oprogramowanie wykorzystuje jeden z dwéch trybow:

B Regression (Regresja) — stosuje model wielowymiarowej regresji nieliniowej do krzywych dla
indywidualnych studzienek, a nastepnie oblicza optymalng wartos¢ Cq wedtug tego modelu.

B Single Threshold (Pojedynczy prég) — stosuje pojedynczg warto$¢ progowg do obliczania
wartosci C4 na podstawie progowego punktu przecigcia pojedynczych krzywych fluorescencii.

Wybra¢ Settings (Ustawienia) > Cq Determination Mode (Tryb oznaczania Cq), aby wybrac tryb
oznaczania wartosci Cq.

Dostosowywanie progu

W trybie Single Threshold (Pojedynczy prég) mozna dostosowac prég dla fluoroforu poprzez kliknigcie
linii progu na wykresie Amplification (Amplifikacja) i przesunigcie kursora myszy w pionie. Mozna
réwniez okresli¢ dokladny progowy punkt przeciecia dla wybranego fluoroforu.

Ustawienia wartosci bazowej

Oprogramowanie automatycznie ustawia warto$¢ bazowg osobno dla kazdej studzienki. Ustawienie
wartosci bazowej okres$la metode odejmowania wartosci bazowej dla wszystkich krzywych
fluorescencji. W oprogramowaniu dostepne s3a trzy opcje odejmowania wartosci bazowej:

B No Baseline Subtraction (Brak odejmowania wartosci bazowej) — dane sg wyswietlane jako
krzywe fluorescencji wzglednej. Niektore analizy sg niemozliwe w tym trybie i dlatego
oprogramowanie nie wyswietla zaktadek Gene Expression (Ekspresja genu), End Point (Punkt
koncowy) ani Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna).

B Baseline Subtracted (Odejmowanie warto$ci bazowej) — dane dla kazdego fluoroforu w
studzience sg wyswietlane jako krzywe, od ktérych odejmowana jest warto$¢ bazowa.
Oprogramowanie musi odejmowac warto$¢ bazowg od danych, aby ustali¢ cykle oznaczenia
ilosciowego, utworzy¢ krzywe wzorcowe oraz okresli¢ stezenie nieznanych probek. W celu
wygenerowania krzywej po odjeciu warto$ci bazowej oprogramowanie dopasowuje najlepszg
linie prostg przez fluorescencje zarejestrowang w kazdej studzience podczas cykli z wartoscig
bazowg, a nastepnie odejmuje dane najlepszego dopasowania od danych, od ktérych
odejmowane jest tto w kazdym cyklu.
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B Baseline Subtracted Curve Fit (Dopasowanie krzywej po odjeciu wartosci bazowej) — dane sg
wyswietlane jako krzywe po odjeciu wartosci bazowej, a oprogramowanie wygtadza te krzywa,
uzywaijgc filtru usredniajacego. Ten proces jest wykonywany w taki sposob, ze kazda wielkos¢ C
pozostaje niezmienna.

Obok tych opcji mozna réwniez wybrac¢ opcje Apply Fluorescent Drift Correction (Zastosuj korekte dryfu
fluorescenciji). W przypadku studzienek, z ktérych warto$ci RFU wykazujg nieprawidtowy dryf podczas
poczatkowych cykli analizy, oprogramowanie wyprowadza szacunkowg warto$¢ bazowa z sgsiednich
studzienek, dla ktérych pomysinie wygenerowano pozioma warto$¢ bazowa.

Aby zmieni¢ ustawienie odejmowania wartosci bazowej

» Wybraé opcje Settings (Ustawienia) > Baseline Setting (Ustawienie warto$ci bazowej).

Tryb analizy

Dane mogg by¢ grupowane i analizowane wedtug fluoroforéw lub nazw sekwencji docelowych. Gdy sg
grupowane wedtug fluoroforéw, wéwczas krzywe danych sg wyswietlane wedtug fluoroforéw, co jest
wskazane w konfiguracji ptytki dla danej analizy. Dane pojedynczych fluoroforéw pojawiaja sie na
wykresie amplifikacji i krzywej wzorcowej (jesli jest dostepna), pod warunkiem ze odpowiednie pola
wyboru sg zaznaczone w selektorze fluoroforéw ponizej wykresu amplifikac;ji.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
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File  View Settings Export Tools Elate Setup ~
@ Quartification Quantification Data EE Gene Expression ':_!} Custom Data View Qc ﬁ Run Information
Amplification EI Standard Curve EI
' H ! _ ! 30t T g : : o
: —= = 25
- = _ . - 20 .
. i : © s
@ L e ;
2 F; @y T : 0.
| 1/ ; : s 4
/ I / f/f’ : i | i i i ; : f
piaw || SErmErmusmirm : 1 2 3 4 5 & 7 g
7 |’I f f IR Log Starting Quantity
f,l‘ i I O Standard
2 L. N ,/f'l. N R P X, Unknowm
100 + (N AR I A . - 2 FaM E=s0d 552 Slope=3.573 y-n=35.408
- — HEX &= Slope=-2.468 y-int=26.863
o 0 20 30 40 50 —— Texas Red 55 Slope=-2 353 y-int=35.451
Cycles Log Scale — o5 == 000 Slope=3.423 y-int=35.216
|E FAM [ HEX [ Texas Red [ Cy5 Step Number: [3

Gdy s3g grupowane wedtug sekwencji docelowych, wéwczas krzywe danych sg wyswietlane wedtug
nazw sekwencji docelowych wprowadzonych w konfiguraciji ptytki dla danej analizy.
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W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
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Aby wybra¢ tryb analizy danych
» Wykona¢ jedng z nastepujacych czynnosci:
B Wybraé opcje Settings (Ustawienia) > Analysis Mode (Tryb analizy).

B Wybra¢ tryb z menu rozwijanego Analysis Mode (Tryb analizy) na pasku narzedzi.

Cycles to Analyze (Cykle do przeanalizowania)

Mozna ograniczy¢ liczbe cykli do przeanalizowania. Mozna tez analizowac¢ dane z okreslonego
zestawu cykli. Mozna przeanalizowaé maksymalnie 50 cykli.

Uwaga: Usuwanie cykli z poczatku analizy probek moze istotnie wptyng¢ na ustalanie wartosci
bazowych.

Ograniczenie analizy danych do konkretnego zakresu cykli

1.  Wybra¢ Settings (Ustawienia) > Cycles to Analyze (Cykle do przeanalizowania)
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Cycles to Analyze (Cykle do przeanalizowania).

2. Wopisaé wartosci cyklu poczatkowego i koncowego i klikngé OK.

Aby powrdci¢ do cykli pierwotnie stosowanych w analizach, klikngé Restore Defaults (Przywrdc
wartosci domysine) w oknie dialogowym Cycles to Analyze (Cykle do przeanalizowania).
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Well Selector (Selektor studzienek)

Za pomocg funkcji Well Selector (Selektor studzienek) mozna wyswietla¢ lub ukrywaé dane
studzienek na wykresach i w arkuszach kalkulacyjnych w catym oknie Data Analysis (Analiza danych).
W selektorze studzienek mozna wybierac tylko studzienki, do ktérych zatadowano prébki.
Oprogramowanie stosuje w oknie Well Selector (Selektor studzienek) nastepujgcy kod barwny dla
studzienek:

B Niebieski oznacza wybrane studzienki. Dane z wybranych studzienek sg wyswietlane w oknie
Data Analysis (Analiza danych).

B Jasnoszary oznacza niewybrane studzienki. Dane z niewybranych studzienek nie sg
wyswietlane w oknie Data Analysis (Analiza danych).

B Ciemnoszary oznacza puste studzienki.

Wyswietlenie lub ukrycie danych studzienek

» W selektorze studzienek wykona¢ dowolng z nastepujacych czynnosci:

Aby ukry¢ jedng studzienke, klikng¢ jg. Aby wyswietli¢ te studzienke, klikng¢ jg ponownie.

Aby ukry¢ wiele studzienek, przeciagng¢ kursor przez studzienki, ktére majg by¢ wybrane.
Aby wyswietli¢ te studzienki, ponownie przeciggna¢ przez nie kursor.

Klikng¢ lewy gorny rog plytki, aby ukry¢ wszystkie studzienki. Klikng¢ lewy goérny rog
ponownie, aby wyswietli¢ wszystkie studzienki.

Klikng¢ poczatek kolumny lub rzedu, aby ukry¢ odpowiednie studzienki. Klikng¢ kolumne lub
rzad ponownie, aby wyswietli¢ te studzienki.
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Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem
myszy w selektorze studzienek

W Tabela 17 wyszczegdlniono opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy

w widoku selektora studzienek.

Tabela 17. Pozycje w menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy

w selektorach studzienek

Pozycja

Well XX (Studzienka XX)

Funkcja

Wyswietlenie tylko wybranej studzienki, usuniecie wybranej
studzienki z widoku, ustawienie koloru wybranej studzienki lub
wykluczenie wybranej studzienki z analizy danych

Selected Wells (Wybrane
studzienki) (klikng¢ prawym
przyciskiem myszy

i przeciggnac)

Wyswietlenie tylko wybranych studzienek, usunigcie wybranych
studzienek z widoku, ustawienie koloru wybranych studzienek lub
wykluczenie wybranych studzienek z analizy danych

Copy (Kopiuj)

Kopiowanie do schowka zawartosci studzienki, w tym parametrow
Sample Type (Typ probki) i opcjonalnie Replicate # (Nr replikatu)

Copy as Image (Kopiuj jako
obraz)

Kopiowanie widoku selektora studzienek jako obrazu

Print (Drukuj)

Drukowanie widoku selektora studzienek

Print Selection (Drukuj wybér)

Drukowanie biezgcego wyboru

Export to Excel (Eksportuj do
Excel)

Eksport danych do arkusza kalkulacyjnego Excel

Export to Csv (Eksportuj do
Csv)

Eksport danych jako dokumentu tekstowego

Export to Xml (Eksportuj do
Xml)

Eksport danych jako dokumentu .xml

Well Labels (Etykiety
studzienek)

Zmiana etykiet studzienek na Sample Type (Typ probki), Target
Name (Nazwa genu docelowego) lub Sample Name (Nazwa
probki).
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Tymczasowe wykluczanie studzienek z analizy

Aby tymczasowo wykluczy¢ studzienki z analizy danych

1.

Well Selector (Selektor studzienek)

Klikng¢ prawym przyciskiem myszy studzienke w selektorze studzienek. Aby wykluczy¢ wiele
studzienek, nalezy klikng¢ prawym przyciskiem myszy i przeciggng¢ kursor w celu wyrdznienia
wielu studzienek, krzywych lub punktow.

Z menu dostepnego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy wybra¢ odpowiednig opcje:

B Well (Studzienka) > Exclude Well (Wyklucz studzienke)

B Selected Wells (Wybrane studzienki) > Exclude from Analysis (Wyklucz z analizy)

B Selected Traces (Wybrane krzywe) > Exclude these wells from Analysis (Wyklucz te

studzienki z analizy)

Amplification
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Chart Settings...
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Step Number: |3 ~

W celu trwatego usuniecia studzienek z analizy nalezy wyczysci¢ zawartosé tych studzienek w
oknie Plate Editor (Edytor ptytki), klikajgc przycisk Clear Wells (Wyczys$¢ studzienki).

Wazne: W przypadku studzienki, ktérej zawarto$¢ zostata wyczyszczona, nalezy ponownie

wprowadzi¢ zawartosc.

Aby uwzgledni¢ wykluczong studzienke

>

Klikng¢ prawym przyciskiem myszy odpowiednig studzienke w selektorze studzienek, a
nastepnie wybrac opcje Well (Studzienka) > Include in Analysis (Wigcz do analizy).
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Kazdy wykres w oknie Data Analysis (Analiza danych) prezentuje dane w ré6znych ujeciach
graficznych i zawiera opcje dostosowywania i eksportowania danych lub grafiki z wykresem.

Wspdlne pozycje w menu wyswietlanego po kliknieciu prawym
przyciskiem myszy na wykresach

Tabela 18 zawiera liste pozyciji, ktére sg dostepne w menu wyswietlanym po kliknieciu prawym
przyciskiem myszy na wykresach. Niektére dostepne pozycje menu wystepujg w przypadku
wszystkich wykreséw i za ich pomocg mozna wybrac sposéb wyswietlania danych oraz tatwo

eksportowac dane z wykresow.

Tabela 18. Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy na

wykresach
Pozycja Funkcja
Copy (Kopiuj) Stuzy do kopiowania wykresu do schowka.

Save Image As (Zapisz
obraz jako)

Zapisuje obraz z podanym rozmiarem, podang rozdzielczoscig i jako
obraz wybranego typu. Dostepne formaty obrazéw to PNG (domysiny),
JPG oraz BMP.

Page Setup (Konfiguracja
strony)

Umozliwia wyswietlenie podglgdu oraz wybor ustawienia strony do
drukowania.

Print (Drukuj)

Stuzy do drukowania wykresu.

Set Scale to Default (Ustaw

Przywraca domysiny widok wykresu po jego powigkszeniu.

skalg domysing)
Chart Options (Opcje Stuzy do otwierania okna Chart Options (Opcje wykresu), w ktérym
wykresu) mozna wprowadzi¢ zmiany wzgledem wykresu — miedzy innymi

zmieni¢ jego tytut, ustawi¢ limity dla osi x i y, wyswietli¢ linie siatki,
wys$wietlic pomocnicze znaczniki na osiach.

Uwaga: Opcje menu dotyczgce konkretnych wykresow zostaty opisane w Rozdziat 10,
Szczegoty okna Data Analysis (Analiza danych).
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Kopiowanie danych wykresu do schowka

Mozna skopiowa¢ zawarto$¢ widoku wykresu i wklei¢ jg do dowolnego programu, ktéry obstuguje
bitmapowe pliki graficzne.

Kopiowanie danych wykresu do schowka
1. W menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obrebie wykresu wybraé Copy.
2. Otworzy¢ program obstugujgcy obrazy bitmapowe, np. Microsoft Word.

3. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy i wybra¢ opcje Paste (Wklej), aby wklei¢ obraz bitmapowy ze
schowka do tego programu.

Modyfikacja ustawien progu bazowego

W trybie Single Threshold (Pojedynczy prég) mozna dostosowac prdg dla fluoroforu poprzez kliknigcie
linii progu na wykresie Amplification (Amplifikacja) i przesuniecie kursora myszy w pionie. Mozna
réwniez okresli¢ doktadny progowy punkt przeciecia dla wybranego fluoroforu.

Wskazoéwka: W opcji User (Uzytkownik) > User Preferences (Preferencje uzytkownika)
w zakfadce Data Analysis (Analiza danych) mozna okresli¢ zakres cyklu w celu wyznaczenia
wartosci bazowej dla wszystkich plikéw danych.

Dostosowanie poczatkowego i koncowego bazowego cyklu dla kazdej studzienki

1. W zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe) wybra¢ pojedynczy fluorofor pod wykresem
Amplification (Amplifikacja).

2. W, menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obrebie wykresu, wybra¢
Baseline Threshold (Prég bazowy).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Baseline Threshold (Prég bazowy).
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Baseline Threshold

Baseline Cycles
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(®) User Defined: 1700.00 =
QK Cancel

3. W czesci Baseline Cycles (Cykle bazowe) wykonac¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:
B Aby wybrac jedng studzienke, klikng¢ numer jej rzedu.

B Aby wybrac wiele sgsiednich studzienek, klikng¢ numer rzedu pierwszej studzienki
i przeciggnac¢ kolumne w dot do ostatniej studzienki.

B Aby wybra¢ wiele niesgsiadujgcych studzienek, nacisnaé¢ klawisz Ctrl i klika¢ numery rzedu
kazdej docelowej studzienki.

B Aby wybra¢ wszystkie studzienki, klikng¢ lewy gorny naroznik tabeli.

4. Dostosowac cykl Baseline Begin (Bazowy poczatkowy) i cykl Baseline End (Bazowy koncowy)
dla wszystkich wybranych studzienek lub zmieni¢ numer cyklu Begin (Poczatek) i End (Koniec)
na dole arkusza kalkulacyjnego.

Wskazowka: Aby przywrdcic¢ ostatnie zapisane wartosci ustawien, klikngé Reset All User
Defined Values (Resetuj wszystkie wartosci definiowane przez uzytkownika).

5. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i powrdci¢ do wykresu.
Okreslenie zakresu cyklu dla wszystkich plikow danych

» W oknie Home (Strona gtéwna) lub Plate Editor (Edytor ptytki) wybra¢ User (Uzytkownik) > User
Preferences (Preferencje uzytkownika) i wybra¢ zaktadke Data Analysis (Analiza danych).
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Baseline_Threshold.png

Wykresy

Sortowanie danych genéw docelowych i prébek
Uwaga: Ta opcja jest dostepna tylko na wykresach ekspresji genu.

Domysinie listy Targets (Geny docelowe) i Samples (Probki) sg wyswietlane w porzadku
alfabetycznym. W oknie dialogowym Sort (Sortuj) mozna posortowa¢ wyswietlane pozycje

w porzadku odwrotnym do alfabetycznego lub mozna recznie przesung¢ dang pozycje w inne miejsce
na liscie.

Sortowanie danych genéw docelowych i prébek

1. W menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obrebie wykresu klikngé Sort
(Sortuj).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Gene Expression Chart Sorting (Sortowanie wykresu
ekspresiji genu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ| | ZA
Actin —|| [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2ZHr
ﬂ dii-1
dil-2
dil-3
| i
dil5
5 dil-6

QK Cancel

2. W oknie dialogowym klikng¢ Z-A, aby posortowac liste w porzadku odwrotnym do
alfabetycznego.

3. Aby recznie przesunagé dang pozycje, wybrac jg i klikng¢ odpowiedni przycisk miedzy wykresami:
B KIlikng¢ strzatke w gore lub w dét, aby przesung¢ wybrang pozycje o jedno miejsce.

B KIlikngc¢ strzatke z kreskg w gére lub w dot, aby przesunaé wybrang pozycje na gére lub na
dot listy.

4. KIlikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ zmiany i powréci¢ do zaktadki Gene Expression (Ekspresja
genu).

Powiekszanie obszaru na wykresie

Aby powiekszy¢ obszar na wykresie

» Kilikng¢ i przeciggna¢ kursor na wykresie, a nastepnie klikng¢ opcje Zoom (Powiekszenie)*.
Oprogramowanie zmieni rozmiar wykresu i ustawi wybrany obszar na srodku.
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Uwaga: * W przypadku wykresu stupkowego nie trzeba klika¢ polecenia podrecznego Zoom
(Powiekszenie).

Aby przywroécic¢ petny widok wykresu

»  Kliknag¢ wykres prawym przyciskiem myszy i wybra¢ opcje Set Scale to Default (Ustaw skale
domysing).

Kopiowanie wykreséw do pliku w formacie Microsoft

Mozna kopiowa¢ wykresy z danymi do dokumentéw w programach Microsoft Word, Excel
i PowerPoint. Rozdzielczo$¢ obrazu odpowiada rozdzielczosci ekranu, z ktérego uzyskano ten obraz.

Kopiowanie wykresow do pliku w formacie Microsoft

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybra¢ opcje Copy (Kopiuj) z menu wyswietlanego po
kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obrebie wykresu.

2. Otworzy¢ pusty plik Microsoft i wklei¢ zawartos¢ schowka.

Alternatywnie: Klikngé¢ ikone klikania i przeciggania, a nastepnie przeciagng¢ wykres i upusci¢
go w pliku Microsoft.
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Arkusze kalkulacyjne

Arkusze kalkulacyjne

Arkusze kalkulacyjne widoczne w obszarze Data Analysis (Analiza danych) zawieraja opcje
przeznaczone do sortowania i przesytania danych. Kolumny mozna sortowac, korzystajgc z jednej z
nastepujgcych metod:

m  KIlikng¢ kolumne i przeciggnaé jg w nowe miejsce w wybrane;j tabeli.

B Klikng¢ nagtéwek kolumny, aby posortowac dane w kolejnosci rosngcej lub malejgce;j.
Aby posortowa¢ maksymailnie trzy kolumny danych w oknie Sort (Sortuj)

1. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy w arkuszu kalkulacyjnym i wybraé opcje Sort (Sortuj).

2. W oknie dialogowym Sort (Sortuj) wybrac tytut pierwszej kolumny do sortowania. Posortowac
dane w kolejnosci rosnacej lub malejgce;.

3.  Wybrac druga lub trzecig kolumne do posortowania, a nastepnie wybraé opcje Ascending
(Rosnaco) lub Descending (Malejgco).

4. Klikng¢ przycisk OK, aby posortowa¢ dane, lub klikng¢ przycisk Cancel (Anuluj), aby zatrzymaé
sortowanie.

Nastepnie nalezy wyrézni¢ dane na powigzanych wykresach i w selektorze studzienek, przytrzymujgc
wskaznik myszy nad komoérka. Klikng¢ w komaérce, aby skopiowacé jej zawartosc¢ i wklei€ jg do innego
programu.

Wspdlne pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym
przyciskiem myszy w arkuszach kalkulacyjnych

W Tabela 19 wymieniono pozycje w menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy
w widoku dowolnego arkusza kalkulacyjnego.
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Tabela 19. Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy
w arkuszach kalkulacyjnych

Pozycja Funkcja

Copy (Kopiuj) Kopiowanie zawartosci wybranych studzienek do schowka;
nastepnie mozna wklei¢ zawartos¢ do arkusza kalkulacyjnego

takiego jak Excel

Copy as Image (Kopiuj jako Kopiowanie widoku arkusza kalkulacyjnego jako pliku graficznego;

obraz) nastepnie mozna wklei¢ go do pliku obstugujgcego pliki graficzne,
takiego jak plik tekstowy, plik graficzny czy plik arkusza
kalkulacyjnego

Print (Drukuj) Drukowanie biezgcego widoku

Print Selection (Drukuj wybér)

Drukowanie biezgcego wyboru

Export to Excel (Eksportuj do
Excel)

Eksport danych do arkusza kalkulacyjnego Excel

Export to CSV (Eksportuj do
CsV)

Eksport danych do pliku rozdzielanego przecinkami (.csv)

Export to Xml (Eksportuj do Xml)

Eksport danych do pliku Xml

Export to Html (Eksportuj do
Html)

Eksport danych do pliku Html

Find (Znajdz)

Wyszukiwanie tekstu

Sort (Sortuj)

Sortowanie danych w maksymalnie trzech kolumnach

Select Columns (Wybierz
kolumny)

Wybér kolumn do wyswietlania w arkuszu kalkulacyjnym
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Eksport

Eksport

Oprogramowanie CFX Manager Dx zapewnia cztery opcje eksportu dostepne w menu rozwijanym
Export (Eksport):

B Export All Data Sheets (Eksportuj wszystkie arkusze danych do programu Excel)
B Custom Export (Eksport niestandardowy)
B Export to LIMS (Eksportuj do systemu LIMS)

B Seegene Export (Eksport do Seegene)

Eksportowanie wszystkich arkuszy danych

Mozna wyeksportowac¢ wszystkie widoki arkuszy kalkulacyjnych z kazdej zaktadki Oprogramowanie
CFX Manager Dx do osobnych plikow.

Eksport wszystkich arkuszy danych

» Wybraé Export (Eksport) > Export All Data Sheets (Eksportuj wszystkie arkusze danych)
i nastepnie wybrac potrzebny typ pliku:

m  CSV(*.csv),

B tekstowy (*.txt),

B Excel 2007 (*.xIsx),
B Excel 2003 (*.xls),

B XML (“.xml).

Instrukcja obstugi | 195



Rozdziat 9 Przeglad informacji o analizie danych

Tworzenie niestandardowego eksportowanego pliku
Utworzenie niestandardowego eksportowanego pliku

1. Wybra¢ Export (Eksport) > Custom Export (Eksport niestandardowy) Zostanie wyswietlone okno
dialogowe Custom Export (Eksport niestandardowy).

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv)

<

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
] Well Well
Fluerophore Fluarophore
Target Name Target Name
Contert gomelnt N
Replicate Number ampie fiams
Sample Name
Biological Set Name
Well Note

Cqg
Starting Quartity

OORIOREEE

[ L e

o

uartification

Cg

Starting Quantity

Cg Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

it Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Pesk Begin Temperature
Melt Peak End Temperature
End Paint

] End Poirt Cal
[ End RFU

IKIE

=
@

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

2. Wybra¢ format eksportu z wyswietlonej listy rozwijane;.
3. Zaznaczy¢ pola wyboru pozycji do wyeksportowania.

4. (Opcjonalnie) Klikng¢é Customize Column Names (Dostosuj nazwy kolumn), aby zmieni¢ nazwy
kolumn.

5. Klikngé Export (Eksportuj). Zostanie wyswietlone okno dialogowe Save As (Zapisz jako).

6. W oknie dialogowym Save As (Zapisz jako) wpisa¢ nazwe pliku i wskaza¢ miejsce, w ktérym ma
by¢ zapisany eksportowany plik.

7. Klikngé OK, aby zapisa¢ wyeksportowany plik.
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Eksport

Eksportowanie do folderu LIMS

Dane mozna wyeksportowac¢ do formatu pliku zgodnego z systemem LIMS.

Aby wyeksportowaé¢ dane w formacie LIMS

1. Nalezy wybra¢ opcje Export (Eksport) > Export to LIMS Folder (Eksportuj do folderu LIMS).
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Save As (Zapisz jako).

2. W oknie dialogowym Save As (Zapisz jako) wpisa¢ nazwe pliku i wskaza¢ miejsce, w ktérym ma
by¢ zapisany eksportowany plik.

3. Klikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ wyeksportowany plik.

Eksportowanie danych w formacie Seegene

Mozna wyeksportowac¢ dane ze wszystkich widokéw arkuszy kalkulacyjnych do plikow Excel ze
strukturg specjalnie dostosowang do uzycia przez Seegene, Inc.

Eksport danych w formacie Seegene
1. Wybra¢ Export (Eksport) > Seegene Export (Eksport do Seegene).
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Save As (Zapisz jako).

2. W oknie dialogowym Save As (Zapisz jako) wskazac folder, w ktérym maja by¢ zapisane
wyeksportowane pliki Excel (.xIsx) w formacie Seegene.

3. Klikng¢ OK, aby zapisa¢ wyeksportowane pliki.
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Rozdziat 10 Szczegoty okna Data Analysis
(Analiza danych)

Okno Data Analysis (Analiza danych) w oprogramowaniu CFX Manager™ Dx zawiera liczne zaktadki,
w ktorych mozna przeglada¢ dane. W tym rozdziale szczegétowo opisano te zaktadki.

Wskazowka: W menu View (Widok) mozna wybra¢ zaktadki, ktére bedg widoczne w oknie Data
Analysis (Analiza danych). Indywidualnie dostosowany uktad jest zapisywany wraz z plikiem

danych.
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Zaktadka Quantification (Oznaczenie iloSciowe)

Dane dostgpne na zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe) mozna wykorzystac¢ w celu
skonfigurowania warunkéw analizy danych, co obejmuje ustawienia wartosci bazowej dla
poszczegolnych studzienek oraz ustawienia wartosci progowych. Zaktadka Quantification
(Oznaczenie ilosciowe) przedstawia dane w nastepujacych czterech widokach:

B Wykres Amplification (Amplifikacja) — przedstawia warto$¢ RFU dla kazdej studzienki z kazdego
cyklu. Kazda krzywa na wykresie reprezentuje dane z pojedynczego fluoroforu w jednej
studzience.

B Krzywa wzorcowa — pojawia sie tylko wtedy, gdy analiza obejmuje studzienki wyznaczone na
wzorzec typu prébki (Std.) Krzywa wzorcowa przedstawia cykl wartosci progowych w funkgiji
logarytmu ilosci poczatkowej. Legenda wyswietla wydajnosé reakcji (E) dla kazdego fluoroforu w
studzienkach z prébkami standardowymi.

B Well selector (Selektor studzienek) — umozliwia wybranie do wyswietlenia studzienek z danymi
fluorescenciji.

B Arkusz kalkulacyjny — wyswietla arkusz kalkulacyjny danych zebranych w wybranych

studzienkach.

P Data Analysis - Gene Expre: ultiplex - Time Course 1.pcrd

File View Settings Export  Tools €2 piate setup v|f‘- Fluorophore | ?
Quantfication Quantfication Data EE Gene Expression {é} Custom Data View ac B Run Information

Amplification El Standard Curve fa]

10f : 4 Log Starting Quantity

X Unkroun

AN E- S R2-0SESipe S5 -5 08

@ £
Cyeles 55 Seae

MM O Hex [0 TewsRed []Gy5 Step Number: |3 v

Wel ) Fuor &|Target | Cortent (| Sample 0| Ca (1]

A F03 FAM  Tubdin Sl a1 623
° 04 FAM Tubdin  Sd2 2 114
FO5 FAM Tubdn 53 di3 1440
c F05  FAM  Tubuin 54 di 1774
D P07 FAM Tubuin 545 di5 211(
5 F08 FAM  Tun 56 dis 244]
F09 FAM  Tubdin 57 a7 278
.
G stat || std2 | stas || stas || stas || stae || star
I ENEAESEEIEIEZ m
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Zaktadka Quantification (Oznaczenie ilosciowe)

Opcje fluoroforu

Aby wyswietli¢ dane fluoroforu w wykresach i arkuszach kalkulacyjnych na zaktadce Quantification
(Oznaczenie ilosciowe), nalezy wybrac fluorofor docelowy pod wykresem Amplification Chart (Wykres
amplifikacji). Aby ukry¢ dane fluoroforu w oknie analizy danych, nalezy usung¢ zaznaczenie jego pola
wyboru.

Okno dialogowe Trace Styles (Style krzywej)

W oknie dialogowym Trace Styles (Style krzywej) mozna dostosowac¢ wyglad krzywych na wykresach
amplifikacji i krzywej topnienia w zaktadkach Quantification (Oznaczenie ilosciowe) i Melt Curve
(Krzywa topnienia). Zmiany mozna przegladac w selektorze studzienek wyswietlanym w oknie
dialogowym Trace Styles (Style krzywej).

Dostosowanie stylow krzywej
1. Wybra¢ tylko jeden fluorofor pod wykresem Amplification (Amplifikacja).

2. Aby otworzy¢ okno dialogowe Trace Styles (Style krzywej), wykona¢ jedna z nastepujacych
czynnosci:

B klikng¢ Trace Styles (Style krzywej) na wykresie Amplification (Amplifikacja),

B wybraé Settings (Ustawienia) > Trace Styles (Style krzywej) na pasku menu Data Analysis
(Analiza danych),

B klikng¢ krzywa prawym przyciskiem myszy i wybra¢ Trace Styles (Style krzywej).

Wyswietlane jest okno dialogowe Trace Styles (Style krzywej).
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Trace Styles

Fluorophare Wells Color Symbol
A 7] trcouns v -

Selected Wells

Color Quick Set
| Random by Well | ‘ Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors ‘ | Use Sample Colors |

Well Labels: ®) Sample Type () Target Mame () Sample Name () Symbol

=

g
i &

3. Wybra¢ konkretny zestaw studzienek w selektorze studzienek w doinym panelu w oknie
dialogowym Trace Styles (Style krzywej). Zamiast tego mozna wybra¢ studzienki, ktére zawieraja
jeden typ prébki, korzystajgc z menu rozwijanego w kolumnie Wells (Studzienki).

4. Wykonac¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:
B Aby wybrac¢ kolor dla wybranych studzienek, kliknaé pole w kolumnie Color (Kolor).

B Aby przypisa¢ symbol do wybranych studzienek, wybra¢ symbol z listy rozwijanej Symbols

(Symbole).
B Aby szybko pokolorowa¢ studzienki wedtug etykiet przyciskow, klikngé odpowiedni szybki
zestaw:
O Random by Well (Losowo wg studzienki),
O Random by Replicate (Losowo wg replikatu),
O Use Fluor Colors (Uzyj koloréw fluoroforéw),
[0 Use Target Colors (Uzyj koloréow genow docelowych),
O Use Sample Colors (Uzyj koloréw prébek).

B Aby przypisac etykiety studzienek, wybra¢ Sample Type (Typ probki), Target Name (Nazwa
genu docelowego), Sample Name (Nazwa prébki) lub Symbol.
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Zaktadka Quantification (Oznaczenie ilosciowe)

Opcja Log Scale (Skala logarytmiczna)

Wybrac¢ Log Scale (Skala logarytmiczna) pod wykresem Amplification (Amplifikacja), aby przegladaé
krzywe fluorescencji w skali pétlogarytmiczne;j:

. Amplification EI

T .

Cycles Log Scale

Wskazowka: W celu powiekszenia dowolnego obszaru na wykresie, przeciggng¢ kursor przez
obszar docelowy. Aby powrdcié do widoku petnego, klikng¢ wykres prawym przyciskiem myszy
i wybra¢ opcje Set Scale to Default (Ustaw skale domysing).
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Wykres Standard Curve (Krzywa wzorcowa)

Oprogramowanie tworzy wykres Standard Curve (Krzywa wzorcowa) w zaktadce Quantification
(Oznaczenie ilosciowe), jesli dane obejmujg typ prébki zdefiniowany jako Std (Wzorzec) dla co
najmniej jednego fluoroforu w danej analizie prébek.

N

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sandad

x Uinknown
—  FAM = 020P: RA2=0995 Slope=-3 531 yint=35508
——  HEM  E= 425 RAZ=0.008 Zlope=-3.468 y-Int=6.253

a wykresie Standard Curve (Krzywa wzorcowa) wyswietlane sg nastepujace informacije:
Nazwa kazdej krzywe;j (fluoroforu lub genu docelowego).
Kolor kazdego fluoroforu lub genu docelowego.

Wydajnosc¢ reakcji (E). Za pomoca tej statystyki mozna zoptymalizowaé reakcje multipleksowa
i wyréwnac dane dla krzywej wzorcowe;.

Uwaga: Wydajno$¢ reakcji wskazuje ilos¢ genu docelowego produkowanego w kazdym
cyklu z protokotu. Wydajnos¢ rowna 100% oznacza, ze kazdy cykl powoduje podwojenie
ilosci genu docelowego.

Wspétczynnik determinacji R? (pisany jako R*2). Za pomocg tej statystyki mozna okresli¢, naile
poprawnie linia opisuje dane (zgodnos¢ dopasowania).

Nachylenie.

Przeciecie zosig Y.
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Zaktadka Quantification (Oznaczenie ilosciowe)

Opcje menu wykresu Amplification (Amplifikacja)

Oprécz wspolnych pozycji menu dla wykreséw wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem
myszy (zob. rozdziat Wspdlne pozycje w menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy na
wykresach na stronie 188) sg tez opcje menu dostepne tylko na wykresie Amplification (Amplifikacja).
S3a one przedstawione w Tabela 20.

Uwaga: Na wykresie Standard Curve (Krzywa wzorcowa) dostepne sg jedynie wspdlne opcje
menu wyswietlanego po kliknigciu prawym przyciskiem myszy.

Tabela 20. Pozycje menu dla wykresu Amplification (Amplifikacja) wyswietlanego po
kliknigciu prawym i lewym przyciskiem myszy

Opcja menu Funkcja

Show Threshold Values (Pokaz Wyswietlenie wartosci progowej dla kazdej krzywej amplifikacji na
wartosci progowe) wykresie

Trace Styles (Style krzywej) Otwarcie okna Trace Styles (Style krzywej) w celu zmiany styléw

krzywej, ktére sg wysSwietlane w zaktadkach Quantification
(Oznaczenie ilosciowe) i Melt Curve (Krzywa topnienia)

Baseline Thresholds (Progi Otwarcie okna Baseline Thresholds (Progi bazowe) w celu zmiany
bazowe) wartosci bazowych lub progowych dla kazdego fluoroforu (zmiany
sg wyswietlane na wykresie Amplification (Amplifikacja)
w zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe))

Arkusz kalkulacyjny w zaktadce Quantification (Oznaczenie
iloSciowe)

W Tabela 21 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym na zaktadce Quantification
(Oznaczenie ilosciowe).

Tabela 21. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego w zakladce Quantification (Oznaczenie
ilosciowe)

Informacja Opis
Well (Studzienka) Pozycja studzienki w ptytce
Fluor (Fluorofor) Wykryty fluorofor

Targets (Sekwencje docelowe) Nazwa sekwencji docelowej podana dla studzienek w oknie Plate
Editor (Edytor ptytki)
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Tabela 21. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego w zakladce Quantification (Oznaczenie
ilosciowe), ciag dalszy

Informacja Opis

Content (Zawartos$¢) Potaczenie typu probki (wymagany) i numeru replikatu (opcjonalnie)
podanych w oknie Plate Editor (Edytor ptytki)

Sample (Prébka) Nazwa probki zatadowanej podana dla studzienek w oknie Plate
Editor (Edytor ptytki)
Cq Cykl oznaczenia ilosciowego dla poszczegdlnych krzywych

Zmiana danych sekwencji docelowej, zawartosci i prébki

Dane w kolumnach Target (Sekwencja docelowa), Content (Zawartos¢) i Sample (Probka) mozna
zmieniaé, edytujgc plik probki w edytorze Plate Editor (Edytor ptytki) nawet po uruchomieniu
eksperymentu.

Aby zmieni¢ dane w kolumnach Target (Sekwencja docelowa), Content (Zawartosg¢) i
Sample (Prébka)

» Nalezy klikng¢ opcje Plate Setup (Konfiguracja ptytki) i wybraé¢ opcje View/Edit Plate
(Wyswietl/edytuj ptytke), aby otworzy¢ obszar Plate Editor (Edytor ptytki).
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Zaktadka Quantification Data (Dane oznaczenia ilosciowego)

Zaktadka Quantification Data (Dane oznaczenia ilosciowego)

W zaktadce Quantification Data (Dane oznaczenia ilosciowego) wyswietlane sg dane oznaczenia
ilosciowego zebrane dla kazdej studzienki. Oprogramowanie CFX Manager Dx wys$wietla dane
w czterech roznych widokach arkusza kalkulacyjnego:

B Results (Wyniki) — wys$wietlanie arkusza kalkulacyjnego z danymi. Ten widok jest domysiny.

B Standard Curve Results (Wyniki krzywej wzorcowej) — wyswietlanie arkusza kalkulacyjnego
z danymi krzywej wzorcowe;.

B Plate (Ptytka) — wyswietlanie danych w kazdej studzience w postaci mapy ptytki.

B RFU —wyswietlanie wielkosci RFU w kazdej studzience dla kazdego cyklu.

Kazdy z arkuszy kalkulacyjnych mozna wybra¢ z listy rozwijanej wyswietlonej pod zaktadkg
Quantification Data (Dane oznaczenia iloSciowego).

Arkusz kalkulacyjny Results (Wyniki)

Arkusz kalkulacyjny Results (Wyniki) przedstawia dane dla poszczegdlnych studzienek w ptytce.

File View Settings Export Tools ElEtESEtup'

Fluorophore  ~ | ?

-
‘.

; e |
(] Quantfication Quantification Data HHH Gene Bxpression E:\_u.? Custom Data View Qc % Run Information

Results | Step Mumber: 3
Wel ) Fuor A Target { Content ¢ Sample | Cg §| CaMean | CqStd. Dev 5‘5“‘"(958‘;3""‘3' 5 MQQUSE‘;’;['S ol

cvs GAPDH Unkn-1 Hr 17.14 17.13 0.003 1.911E+05 5281
BO5 o5 GAFDH Unkn2  7Hr 17.07 17.08 0024 1.993E+05 5.300
BO6 o5 GAFDH Unkn-3  8Hr 17.08 17.08 04035 1.9B0E+05 5.297
c4 o5 GAPDH Unkn-1 &Hr 17.13 17.12 0003 1.917E+05 5.283
co5 cy5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.12 17.09 0024 1.937E+05 5.287
06 o5 GAFDH Unkn-3  8Hr 17.12 17.08 0035 1.930E+05 5.285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 Hr 17.14 17.13 0003 1.908E+05 5.281
D05 cy5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.08 17.09 0024 1.988E+05 5.298

Uwaga: Wszystkie obliczenia Std. Dev (Odchylenie standardowe) majg zastosowanie do grup
replikacji przypisanych w studzienkach w oknie Plate Editor (Edytor ptytki). Te obliczenia
powodujg usrednienie wartosci Cq dla kazdej studzienki w grupie replikaciji.

W Tabela 22 zdefiniowano dane wy$wietlane w arkuszu kalkulacyjnym Results (Wyniki).
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Tabela 22. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Results (Wyniki)

Informacja

Well (Studzienka)

Opis

Pozycja studzienki w ptytce

Fluor (Fluorofor)

Wykryty fluorofor

Targets (Sekwencje docelowe)

Nazwy sekwencji docelowych dla amplifikacji (genu)

Content (Zawartos¢)

Typ probki i numer replikacji

Sample (Prébka)

Opis probki

Biological Set Name (Nazwa
zestawu biologicznego)

Nazwa zestawu biologicznego

Cq

Cykl oznaczenia ilosciowego

Cq Mean (Srednia z Cq)

Srednia z cyklu oznaczenia ilo$ciowego dla grupy replikacji

Cq Std. Dev (Odchylenie
standardowe Cq)

Odchylenie standardowe z cyklu oznaczenia ilosciowego dla grupy
replikaciji

Starting Quantity (SQ) (llo$¢
poczatkowa)

Oszacowanie poczgtkowej ilosci sekwencji docelowej

Log Starting Quantity
(Rejestrowana ilos¢
poczatkowa)

Rejestrilosci poczgtkowej

SQ Mean (Srednia z iloci
poczatkowej)

Srednia z ilo$ci poczatkowej

SQ Std. Dev (Odchylenie
standardowe Cq)

Odchylenie standardowe ilosci poczatkowe;j z replikacji
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Zaktadka Quantification Data (Dane oznaczenia ilosciowego)

Arkusz kalkulacyjny Standard Curve Results (Wyniki krzywej
wzorcowej)

W arkuszu kalkulacyjnym Standard Curve Results (Wyniki krzywej wzorcowej) wyswietlane sg
obliczone parametry krzywej wzorcowe;.

[ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools Elate Setup ~ ._% | Fluorophore  ~ ?
n
(ff Quartification Quantification Data !HH Gene Expression l;:u.? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber; 3
Fluor A Efficiency % ) Slope | Yntercept  { R"2 [ "
95.92 3423 35216 1.000 B
FAM 997 -3.531 35.593 0.935
HEX 9424 -3.468 36.863 0.558
Texas Red 96.86 -3.359 35481 0.939
I~
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

W Tabela 23 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym Standard Curve Results
(Wyniki krzywej wzorcowej).

Tabela 23. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Standard Curve Results (Wyniki krzywej
wzorcowej)

Informacja Opis

Fluor (lub Target (Gen Wykryty fluorofor (lub gen docelowy)
docelowy))

Efficiency % (% wydajnosci) Wydajnos¢ reakcji

Slope (Nachylenie) Nachylenie krzywej wzorcowe;j
Y-intercept (Przeciecie zY) Punkt, w ktérym krzywa przecina os Y
R”2 Wspétczynnik determinacji
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Arkusz kalkulacyjny Plate (Ptytka)

W arkuszu kalkulacyjnym Plate (Plytka) wyswietlana jest mapa plytki zawierajgca dane dla jednego
fluoroforu w danym momencie.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File  View Settings Export Tools Elate Setup - 3 | Fluorophore  ~ ?
(ff| Quantification Quartffication Data !!H Gene Expression l';_:u;? Custom Data View Qc E Run Information
Flate ~ | Step Number: 3
Output - Content Sample Cg Starting Quantity
1 2 3 4 5 6 7
Contert
Sampl
A ample
Cg
copy number
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
7 Sample BHr THr 8Hr
Cg 27.36 21 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 | 4.78e+04
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
z Sample BHr THr 8Hr
Cq 30.38 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 |4.27e+04
|14 4 » M| FAM  HEX 4 Texas Red 4 Cy5 K Il
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Wyswietlenie danych dla konkretnego fluoroforu

» Kilikna¢ jego zakladke na dole arkusza kalkulacyjnego.

Arkusz kalkulacyjny RFU

W arkuszu kalkulacyjnym RFU wyswietlane sg odczyty wzglednych jednostek fluorescencji (RFU) dla
poszczegolnych studzienek, zarejestrowane w cyklach analizy. Numer studzienki jest widoczny u gory
kazdej kolumny, a numer cyklu jest widoczny po lewej stronie kazdego wiersza.

i A Gene Ex ion Multiplex - Time Course 3.pcrd

?

File  View Settings Export  Tools E|Ete Setup -

.\_a-| Flucrophore

Quantification Quantification Data !!H Gene Expression l'f;u:? Custom Data View Qc E Run Information

RFU ~ | Step Mumber: 3

Cyce | B4 85 B6 c4 cs

456 116 150 548 714
2 239 501 565 00416 D989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 568 D13 137
5 502 266 265 175 386
6 271 283 0862 34 317
7 4m  0350 151 090 406

M 4 b M| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Zaktadka Melt Curve (Krzywa topnienia)

Zaktadka Melt Curve (Krzywa topnienia)

Zastrzezenie: Firma Bio-Rad nie przyznaje zadnych praw do wykorzystywania analizy krzywej
topnienia w analizie topnienia wysokiej rozdzielczosci w dziedzinie diagnostyki in vitro u ludzi lub
zwierzat. Dodatkowo to nabywca odpowiada za uzyskanie wszelkich praw wtasnosci intelektualnej,
jakie mogg by¢ wymagane w konkretnych zastosowaniach.

W przypadku barwnikdw wigzacych sie z DNA i nierozszczepialnych sond hybrydyzacyjnych
fluorescencja jest najjasniejsza, gdy dwie nici DNA ulegaja annealingowi. W zwigzku z tym w miare
wzrostu temperatury w kierunku temperatury topnienia (T,,) fluorescencja zmniejsza sie w statym
tempie (przy statym nachyleniu charakterystyki). W punkcie T,,, nastepuje dramatyczne zmniejszenie
fluorescenciji przy zauwazalnej zmianie nachylenia. Szybkos$¢ tej zmiany jest wyznaczana poprzez
przedstawienie na wykresie ujemnej pierwszej regres;ji fluorescencji w funkcji temperatury (-d
(RFU)/AT). Najwieksza szybko$¢ zmiany fluorescencji powoduje widoczne piki i odpowiada wartosci
T komplekséw dwuniciowego DNA.

Oprogramowanie CFX Manager Dx przedstawia na wykresie dane RFU zebrane podczas krzywej
topnienia w funkcji temperatury. W celu analizowania danych o pikach topnienia oprogramowanie
przypisuje kazdemu pikowi temperature poczatku i konca, przesuwajac stupek progu. Podstawa
obszaru piku jest wyznaczana przez pozycje stupka progu topnienia. Wazny pik musi mie¢ minimalng
wysokos¢ w odniesieniu do odlegtosci miedzy stupkiem progu a wysokoscig najwyzszego piku.

W zaktadce Melt Curve (Krzywa topnienia) wyswietlana jest wartos¢ T,,, (temperatura topnienia)
amplifikowanych produktéw PCR w czterech widokach:

B Melt Curve (Krzywa topnienia) — wyswietlanie danych w czasie rzeczywistym dla kazdego
fluoroforu jako wartosci RFU w zaleznosci od temperatury dla kazdej studzienki.

B Melt Peak (Pik topnienia) — wyswietlanie ujemnej regresji danych RFU w zaleznosci od
temperatury dla kazdej studzienki.

B Selektor studzienek — wyswietlanie studzienek w celu pokazywania lub ukrywania danych.
B Arkusz kalkulacyjny pikdw — wyswietlanie danych zebranych w wybranej studzience.

Uwaga: W tym arkuszu kalkulacyjnym wyswietlane sg maksymailnie dwa piki dla kazdej
krzywej. Aby wyswietli¢ wiecej pikow, klikngé zaktadke Melt Curve Data (Dane krzywej
topnienia).
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Quantfication Quantfication Data Mt Curve Met Curve Data pfjf] Gene Expression End Point S8 Custon Dats view 2] ac 5] Aun infomation

Melt Curve

2000

1500

1000

RFU {10~3)
-d{RFUYT

t |
70 80
Temperature, Celsius

60

Melt Peak

=)

70 30
Temperature, Celsius

¢ Tunkt onka Tunka Wunks Tonks Tunks Moz Tomke Monke 1

W Tabela 24 na stronie 212 zdefiniowano dane wyswietlane
(Krzywa topnienia).

Wel O| Fuor A Target | Conternt ¢ Sample & T“gf""p oi

Actin IL1Beta Tubulin Peak Type: | Postive w|  Step Number: |7 -
1 2 3 4 5 5 7 3 9 0 | 1 12
# [wnka Jurke J[ sk Jurie | [k [[unks | wret wrea wres

F11
F12

SYBR Tubulin S5td-11
SYBR Tubulin 5td-12

di-11
di-12

8450
8450

w arkuszu kalkulacyjnym Melt Curve

Tabela 24. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Melt Curve (Krzywa topnienia)

Informacja

Well (Studzienka)

Opis

Pozycja studzienki
w ptytce

Fluor (Fluorofor)

Wykryty fluorofor

Content (Zawartos¢)

Potaczenie typu
probki i numeru
replikatu

Sample (Prébka)

Nazwa prébki
zatadowanej w oknie
Plate Editor (Edytor

plytki)

Melt Temp (Temp. topnienia)

Temperatura piku
topnienia dla kazdej
studzienki

Uwaga: W tym
arkuszu
kalkulacyjnym
wyswietlane sg
tylko dwa
najwyzsze piki.
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Zaktadka Melt Curve (Krzywa topnienia)

Dostosowywanie danych krzywej topnienia

Aby dostosowac¢ dane krzywej topnienia

» Wykona¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:

Klikng¢ i przeciggna¢ paski wartosci progowych na wykresie Melt Peak (Pik topnienia), aby
uwzgledni¢ piki w analizie danych lub wykluczy¢ je z analizy.

W menu rozwijanym Peaks (Piki) wybra¢ opcje Positive (Dodatnie), aby wyswietli¢ dane
arkusza kalkulacyjnego dla pikéw powyzej linii Melt Threshold (Prég topnienia), albo wybra¢
opcje Negative (Ujemne), aby wyswietli¢ dane arkusza kalkulacyjnego dla pikéw ponizej linii
Melt Threshold (Prog topnienia).

Otworzy¢ okno Trace Styles (Style krzywych), aby zmieni¢ kolor krzywych na wykresach
Melt Curve (Krzywa topnienia) i Melt Peak (Pik topnienia).

Aby wyswietli¢ dane krzywej topnienia w innym etapie protokotu, nalezy wybrac liczbe w
selektorze Step Number (Numer etapu). Na liscie widoczny jest wiecej niz jeden etap, jesli
protokot zawiera odczyty ptytek w wiecej niz jednym etapie krzywej topnienia.

Aby skupi¢ sie na podzbiorach danych, nalezy wybra¢ studzienki w selektorze studzienek.

Wybraé grupe studzienek, aby wyswietli¢ i przeanalizowa¢ podzbidr studzienek z plytki.
Poszczegdlne grupy studzienek mozna wybrac¢ na podstawie nazw w menu rozwijanym Well
Group (Grupa studzienek) na pasku narzedzi.
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Zaktadka Melt Curve Data (Dane krzywej topnienia)

Zaktadka Melt Curve Data (Dane krzywej topnienia) przedstawia dane z zaktadki Melt Curve (Krzywa
topnienia) na wielu arkuszach kalkulacyjnych, ktére zawierajg wszystkie piki topnienia dla kazdej
krzywej. oferuje cztery opcje arkuszy kalkulacyjnych, w ktérych mozna wy$wietla¢ dane krzywej
topnienia:

B Melt Peaks (Piki topnienia) — przedstawiajg wszystkie dane, w tym wszystkie piki topnienia, dla
kazdej krzywej. Ten widok jest domysiny.

B Plate (Plytka) — przedstawia widok danych i zawartosci poszczegdlnych studzienek plytki.

B RFU (Wzgledne jednostki fluorescencji) — przedstawia warto$ci RFU dla kazdej temperatury i
kazdej studzienki.

B -d(RFU)/dT — przedstawia ujemng szybkos$¢ zmiany RFU w miarg zmian temperatury (T). Jest to
pierwszy wykres regresji dla kazdej studzienki w ptytce.

Kazdy z arkuszy kalkulacyjnych mozna wybrac¢ z listy rozwijanej wyswietlonej pod zaktadkg Melt
Curve Data (Dane krzywej topnienia).
Arkusz kalkulacyjny Melt Peaks (Piki topnienia)

Arkusz kalkulacyjny Melt Peaks (Piki topnienia) przedstawia wszystkie dane krzywych topnienia.

(| Quartification Quartification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point {:Jg Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive
Wel | Fuor A& Taget | Contert ¢ Sample Temg‘;;ure | Pesk Height ¢ Terf:;;m o Temgggme 9
SYER  Actin Unkn-1 OHr 8400 1497.19 78.00 88.50
AR2 SYER  Actin Unkn-2 1Hr 8400 1426.57 78.50 94.00
A3 SYBR  Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1492.53 78.50 91.00
BO1 SYER  Actin Unkn-1 OHr 8400 1408.73 78.50 92.50
B2 SYBR  Adtin Unkn-2 THr 8400 1510.77 78.00 89.00
B03 SYER  Actin Unkn-3 2Hr 8400 1493.25 78.00 83.50
oot SYBR  Adtin Unkn-1 OHr 8400 1521.98 78,50 3150
o2 SYER  Actin Unkn-2 THr 8400 1618.79 78.00 90.00
co3 SYER  Acin Unkn-3 2Hr 8400 1581.56 78.00 89.00
Dot SYER  Actin Std-1 di-1 8400 1100.08 79.00 94.00

W Tabela 25 na stronie 215 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym Melt Peaks (Piki
topnienia).
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Zaktadka Melt Curve Data (Dane krzywej topnienia)

Tabela 25. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Melt Peaks (Piki topnienia)

Informacja

Well (Studzienka)

Opis

Pozycja studzienki w ptytce

Fluor (Fluorofor)

Wykryty fluorofor

Content (Zawartosc)

Typ probki widoczny w oknie Plate Editor (Edytor ptytki)

Targets (Sekwencje docelowe)

Sekwencja docelowa do amplifikacji (gen)

Sample (Prébka)

Nazwa probki widoczna w oknie Plate Editor (Edytor ptytki)

Melt Temperature (Temperatura
topnienia)

Temperatura topnienia kazdego produktu podana jako jeden pik
(najwyzszy) na wiersz w arkuszu kalkulacyjnym

Peak Height (Wysokos¢ piku)

Wysokos¢ piku

Begin Temperature
(Temperatura poczatkowa)

Temperatura na poczatku piku

End Temperature (Temperatura
koncowa)

Temperatura na koncu piku

Arkusz kalkulacyjny Plate (Ptytka)

Arkusz kalkulacyjny Plate (Ptytka) wyswietla dane krzywej topnienia w formacie ptytki.

Quantfication Quantfication Data Mett Curve Met Curve Data EHH Gene Exprassion End Poirt é_‘:‘? Custom Data View

Plate ~ | Step Number: 7 Peak Type: Postive

Output - Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00

Pesk 2 None None None

Uwaga: W celu dostosowania piku wywotywanego przez oprogramowanie nalezy wyregulowac
linie progowg na wykresie Melt Peak (Pik topnienia) na zaktadce Melt Curve (Krzywa topnienia).

W Tabela 26 na stronie 216 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym Plate (Ptytka).
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Tabela 26. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Plate (Ptytka)

Informacja Opis

Content Potaczenie typu probki (wymagany) i numeru replikatu (opcjonalnie)
(Zawartosc)

Sample (Prébka) Opis probki

Peak 1 (Pik 1) Pierwszy pik topnienia (najwyzszy)

Peak 2 (Pik 2) Drugi (nizszy) pik topnienia

Arkusz kalkulacyjny RFU

W arkuszu kalkulacyjnym RFU wys$wietlana jest fluorescencja dla kazdej studzienki w kazdym cyklu
pozyskana w trakcie krzywej topnienia.

W Tabela 27 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym RFU.

Tabela 27. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego RFU

Informacja Opis

Numer studzienki (A1, A2, A3, A4, A5) Pozycja studzienki w ptytce dla zatadowanych
studzienek

Temperature (Temperatura) Temperatura topnienia amplifikowanego

docelowego genu przedstawiona na wykresie
w postaci jednej studzienki na rzad i wielu
studzienek dla wielu produktéw w tej samej
studzience
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Zaktadka Melt Curve Data (Dane krzywej topnienia)

Arkusz kalkulacyjny -d(RFU)/dT

W arkuszu kalkulacyjnym -d(RFU)/dT wyswietlana jest ujemna szybko$¢ zmiany RFU w miare zmian

temperatury (T).

=
ffr] Quartification Quantification Data Mel Curve Mg Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-i\:? Custom Data View

d(RFUydT ~ | Step Number: 7 Peak Type: Postive

Temperature | Al Az A3 El B2 B3 c1 cz c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 950 101 %85 118 115 107 125 120 77& 14 103 121 114
5550 227 206 219 215 258 249 231 271 260 169 25 24 263 246

5600 210 1s0 202 198 238 230 214 250 240 156 207 207 243 27

5650 210 180 202 199 238 230 214 250 240 156 207 207 243 237

5700 210 10 202 199 2@ 230 214 250 240 156 207 207 243 227

5750 209 188 202 198 238 229 213 250 239 154 206 206 242 227

5800 214 1S3 204 202 242 232 215 253 243 164 214 210 245 231

5850 222 200 210 209 247 237 221 260 249 184 228 219 249 237

W Tabela 28 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym -d(RFU)/dT.

Tabela 28. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego -d(RFU)/dT

Informacja Opis

Numer studzienki (A1, A2, A3, A4, A5) Pozycja studzienki w ptytce dla zatadowanych studzienek

Temperature -d(RFU)/dT (Temperatura) Ujemna szybko$¢ zmiany RFU w miare zmian temperatury

m
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Zaktadka End Point (Punkt koncowy)

Otworzy¢ zaktadke End Point (Punkt koricowy) w celu przeanalizowania koncowych wzglednych
jednostek fluorescencji (RFU) dla studzienek z probkami. Oprogramowanie poréwnuje poziomy RFU
dla studzienek z nieznanymi prébkami z poziomami RFU dla studzienek z ujemng kontrolg i przypisuje
nieznanej prébce wskazanie dodatnie lub ujemne. Dodatnie prébki majg warto$¢ RFU wiekszg niz
$rednia warto$¢ RFU kontroli ujemnych plus warto$¢é odciecia.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd - ] X
View  Settings Export Tools Elate Setup ~ ; Fluorophore v ‘ ?
End Point $&% Custom Data View  EE] Run nfomation
= = =
Se:,?;pho,e; — = Wel & Fuor O Content 0| Sampe O B9 o ca  o[4l
e | = HEX Std-1 15271 (+) Postive
O RFUs T Co4 HEX Std-2 10788  (+) Postive
@® Percert of Range 100 s C05 HEX Std-3 6245  (+) Postive
P C06 HEX Std-4 4035  (+) Postive
Lowest RFU value: 2663 ial) HEX Neg Qi Loy
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 (+) Postive
Negative Control Average: 2682 Do4 HEX Std-2 10781  (+) Postive
Cut OF Value: 4243 v D05 HEX Std-3 6294  (+) Postive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Positive
D07 HEX Neg Ctd 1882 5
A E03 HEX Std-1 14530  (+) Postive
8 E04 HEX Std-2 10240  (+) Postive
E05 HEX Std-3 5838  (+) Positive
c E06 HEX Std-4 3896 (+) Postive
D E07 HEX Neg Ctd 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Posttive
= P4 HEX 42 9932 (s) Postive
F F05 HEX Std-3 5826  (+) Positive
G -- F06 HEX Std-4 3964  (+) Postive
FO7 HEX Neg Ctd 1883 —
« NN T :
14 4 » [ FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 4 Quasar 705
Completed ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

W celu analizowania danych o punkcie koncowym ptytka musi zawiera¢ kontrole ujemne;
W przeciwnym razie oprogramowanie nie moze przypisa¢ wskazania. Uruchomic¢ jeden z dwoch
ponizszych typow protokotu:

B Run a Quantification protocol (Uruchom protokét oznaczenia iloSciowego) — konfigurowanie
protokotu standardowego. Po zakonczeniu analizy probek otworzy¢ okno Data Analysis (Analiza
danych), dostosowa¢ ustawienia analizy danych w zaktadce Quantification (Oznaczenie
ilosciowe) i klikng¢ zaktadke End Point (Punkt koficowy), aby wybra¢ cykl punktu koncowego.

B Runan End Point Only protocol (Uruchom protokét wytgcznie punktu koncowego) — zatadowanie
protokotu End Point Only (Tylko punkt koncowy) w zaktadce Plate (Ptytka) w oknie Run Setup
(Konfiguracja analizy probek); nastepnie nalezy wybrac¢ lub utworzy¢ plytke i rozpoczg¢ analize
probek.

W zakfadce End Point (Punkt koncowy) wyswietlane sg srednie wartosci RFU w celu okreslenia, czy
docelowy gen ulegt amplifikacji wskutek ostatniego (koncowego) cyklu. Te dane pozwalajg okresli¢,
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Zaktadka End Point (Punkt koncowy)

czy konkretna docelowa sekwencja jest obecna (dodatnia) w prébce. Dodatnie geny docelowe majg
wyzsze warto$ci RFU niz poziom odciecia zdefiniowany przez uzytkownika.

Wskazoéwka: Aby utworzy¢ protokdt punktu koncowego, otworzy¢ zaktadke Protocol (Protokot)
w oknie Run Setup (Konfiguracja analizy probek) i wybra¢ Run (Analiza prébek) > End Point Only
Run (Analiza wytacznie punktu koncowego).

Gdy analiza prébek sie zakonczy, plik danych jest otwierany w zaktadce End Point (Punkt koncowy),
ktora zawiera nastepujgce czesci:

B Settings (Ustawienia) — zmiana ustawien analizy danych.
B Results (Wyniki) — wyswietlanie wynikow bezposrednio po dostosowaniu ustawien.

B Well Selector (Selektor studzienek) — wybér studzienek z danymi dotyczgcymi punktu
koncowego, jakie majag by¢ pokazane.

B Arkusz kalkulacyjny RFU — wyswietlanie koricowych wartosci RFU zebranych w wybranych
studzienkach.

Dane dotyczace wynikow
Sekcja Results (Wyniki) przedstawia nastepujgce dane:

B Lowest RFU value (Najnizsza warto$¢ RFU) — najnizsza warto$¢ we wzglednych jednostkach
fluorescenc;ji

B Highest RFU value (Najwyzsza wartos¢ RFU) — najwyzsza warto$¢ we wzglednych jednostkach
fluorescenc;ji

B Negative Control Average (Srednia z kontroli ujemnej) — $rednie wzgledne jednostki
fluorescenc;ji dla studzienek, ktére zawierajg kontrole ujemne

B Cut Off Value (Wartos¢ odciecia) — obliczona poprzez dodanie tolerancji (wartos¢ RFU
(Wzgledna jednostka fluorescenc;ji) lub Percentage of Range (Procent zakresu) podana w
obszarze Settings (Ustawienia)) oraz srednia z kontroli ujemnych. Prébki z wartosciami RFU
(Wzgledna jednostka fluorescenciji), ktére sg wyzsze niz warto$¢ odciecia, sg okreslane jako
,Positive” (Dodatnie). W celu dostosowania wartosci odciecia nalezy zmieni¢ wartos¢ RFU
(Wzgledna jednostka fluorescenc;ji) lub Percentage of Range (Procent zakresu).

Wartos¢ Cut Off Value (Warto$¢ odciecia) jest obliczana za pomocg nastepujgcego wzoru:

Cut Off Value (Warto$é odciecia) = Negative Control Average (Srednia z kontroli ujemnej) +
Tolerance (Tolerancja)
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Tolerancje nalezy ustawic, korzystajac z jednej z nastepujacych metod:

B RFUs (Wzgledne jednostki fluorescencji) (domysinie) — te metode nalezy wybrac, aby uzywac
dla tolerancji bezwzglednej wartosci RFU. Minimalna wartos¢ tolerancji RFU wynosi 2.
Maksimum jest wartoscig bezwzgledng najwyzszej wartosci RFU minus warto$¢ bezwzgledna
najnizszej wartosci RFU. Domyslng wartoscig tolerancji RFU jest 10% tgcznego zakresu RFU.

B Percent of Range (Procent zakresu) — te metode nalezy wybrag, aby dla tolerancji uzywac
procentu zakresu RFU. Minimalny procent zakresu wynosi 1%. Maksymalny procent zakresu
wynosi 99%. Domysliny procent zakresu wynosi 10%.
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Zaktadka End Point (Punkt koncowy)

Dostosowanie analizy danych punktu koncowego
Aby dostosowa¢ analize danych punktu koncowego
» Wykona¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:

B Zlisty rozwijanej wybra¢ fluorofor.

B Wybrac¢ wartos¢ End Cycle to Average (Cykl koncowy do usrednienia), aby ustawi¢ liczbe
cykli, z ktérej zostanie obliczona $rednia warto$¢ RFU dla punktu koncowego.

B Wybrac¢ opcje RFU (Wzgledna jednostka fluorescencji), aby wyswietli¢ dane we wzglednych
jednostkach fluorescenciji.

B Wybrac¢ opcje Percentage of Range (Procent zakresu), aby wyswietli¢ dane jako procent
zakresu RFU.

B Aby skupi¢ sie na podzbiorach danych, nalezy wybra¢ studzienki w selektorze studzienek.

B Wybrac¢ grupe studzienek, aby wyswietli¢ i przeanalizowaé podzbior studzienek z ptytki.
Poszczegdlne grupy studzienek mozna wybrac¢ na podstawie nazw w menu rozwijanym Well
Group (Grupa studzienek) na pasku narzedzi.

Arkusz kalkulacyjny RFU na potrzeby analizy punktu koncowego

W Tabela 29 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym RFU na zaktadce End Point
(Punkt koncowy).

Tabela 29. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego End Point (Punkt koncowy)

Informacja Opis

Well (Studzienka) Pozycja studzienki w plytce

Fluor (Fluorofor) Wykryty fluorofor

Content (Zawartosc¢) Potgczenie typu probki i numeru replikatu

End RFU (RFU na RFU w punkcie koncowym

koniec)

Call (Wskazanie) Dodatnie lub ujemne, przy czym prébki dodatnie majg wartosci RFU

wyzsze niz srednie RFU kontroli ujiemnych plus warto$¢ odciecia

Sample (Prébka) Nazwa probki zatadowanej w oknie Plate Editor (Edytor ptytki)
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Zaktadka Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna)

Zaktadka Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna) stuzy do przypisywania genotypow do
studzienek zawierajgcych nieznane probki. Dane dostepne na tej zaktadce mozna wykorzystaé w celu
rozpoznawania probek o r6znych genotypach, takich jak Allele 1 (Allel 1), Allele 2 (Allel 2),
Heterozygote (Heterozygota), No Call (Brak wskazania) (brak amplifikacji) lub Undetermined
(Nieokreslone).

Uwaga: Dane przeznaczone do dyskryminaciji allelicznej muszg pochodzi¢ z analiz multiplex z co
najmniej dwoma fluoroforami. Kazdy fluorofor identyfikuje jeden allel we wszystkich probkach.

[l Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.perd
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-
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| Completed Scan Mode: Al Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Analiza dyskryminacyjna alleli wymaga, aby studzienki zawieraty co najmniej:
B Dwa fluorofory w kazdej studzience
B Prébki NTC (bez kontroli matrycy) dla zoptymalizowanej analizy danych

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx oferuje cztery opcje, ktére umozliwiajg
wyswietlanie danych dyskryminaciji allelicznej:

B Wykres Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna) — dane sg wyswietlane w postaci
jednostek RFU dla allelu Allele 1 (Allel 1)/Allele 2 (Allel 2). Kazdy punkt na wykresie reprezentuje
dane z obu fluoroforéw w jednej studzience. Mozliwe jest przetaczanie wspétrzednych
kartezjanskich i biegunowych — w tym celu nalezy zaznaczaé lub usuwaé zaznaczenie pola
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Zaktadka Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna)

wyboru Polar Coordinates (Wspotrzedne biegunowe). W przypadku wspétrzednych biegunowych
dane RFU dla allelu 1 sg przedstawiane na osi x, a dane RFU dla allelu 2 na osiy. W przypadku
wspotrzednych biegunowych kat jest reprezentowany na osi x, a wartos¢ RFU jest
reprezentowana jako odlegtos$¢ od poczatku uktadu wspéirzednych na osi y (mediana wszystkich
probek NTC).

B Arkusz kalkulacyjny Well (Studzienka) — przedstawia dane dyskryminaciji allelicznej
zgromadzone z kazdej studzienki ptytki.

B Well Selector (Selektor studzienek) — umozliwia wybieranie studzienek z danymi allelicznymi,
jakie majg by¢ pokazane.

B Panel Selected Fluorophores (Wybrane fluorofory) — umozliwia zmiane etykiet x i y na wykresie
Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna), zmiane cyklu przeznaczonego do analizy, a
takze okreslenie, czy wyswietlana bedzie mapa wskazan.

Dostosowywanie danych na potrzeby dyskryminaciji allelicznej

Oprogramowanie automatycznie przypisuje genotyp do studzienek z nieznanymi probkami na
podstawie pozycji probek NTC oraz kata i odlegtosci punktow danych nieznanych od probek NTC.

Aby dostosowac¢ dane dotyczace dyskryminacji allelicznej
» Wykona¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:

B Aby wyswietli¢ wspétrzedne biegunowe, zaznaczyé pole wyboru na wykresie Allelic
Discrimination (Dyskryminacja alleliczna).

®  Aby wyswietli¢ inny fluorofor, wybra¢ go z listy rozwijanej w panelu Selected Fluorophores
(Wybrane fluorofory).

B Abyzmieni¢ wskazanie, przeciaggng¢ kursorem przez punkt (punkty) danych na wykresie
Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna) i wybra¢ opcje z listy Selected Wells
(Wybrane studzienki):

O  Allele 1 (Allel 1),
O  Allele 2 (Allel 2),

O Heterozygote (Heterozygota),
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O Undetermined (Nieokreslone),
O No Call (Brak wskazania),
O  Auto Call (Wskazanie automatyczne).

Wskazowka: Aby powrdéci¢ do wskazania domysinego, wybra¢ opcje Auto Call
(Wskazanie automatyczne).
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Zaktadka Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna)

Obok opcji menu dla wykreséw, ktére standardowo pojawiajg sie po kliknieciu prawym przyciskiem

myszy (patrz Wspolne pozycje w menu wyswietlanego po kliknigciu prawym przyciskiem myszy na
wykresach na stronie 188), istniejg rowniez opcje menu dostepne tylko w przypadku wykresu Allelic
Discrimination (Dyskryminacja alleliczna), ktére przedstawia Tabela 30.

Tabela 30. Opcje dostepne w menu pojawiajagcym si¢ w po kliknigciu prawym i lewym
przyciskiem myszy na wykresie Allelic Discrimination Chart (Wykres dyskryminacji

allelicznej)

Opcja menu

Zoom (Powiekszenie)

Funkcja

Powoduje powigkszenie wybranego obszaru na wykresie (poprzez
kliknigcie i przeciggniecie kursora na wykresie).

Wskazowka: W celu przywrdcenia poprzedniego
powiekszenia i wyswietlenia wszystkich punktéw danych
nalezy klikngé prawym przyciskiem myszy i wybra¢ opcje Set
Scale to Default (Ustaw skale domysing).

Well (Studzienka)

Dla wybranej studzienki dostepne sg opcje, ktére umozliwiajg:
wyswietlenie tylko danej studzienki, usuniecie danej studzienki z
widoku, ustawienie koloru dla danej krzywej albo wykluczenie
danej studzienki z analizy.

Selected Wells (Wybrane
studzienki)

Dla wybranych studzienek (wybranych poprzez kliknigcie i
przeciggniecie kursora na wykresie) dostepne sg opcje, ktére
umozliwiaja: wyswietlenie tylko danych studzienek, usunigecie
danych studzienek z widoku, ustawienie koloru dla danych
krzywych albo wykluczenie danych studzienek z analizy.
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Arkusz kalkulacyjny Allelic Discrimination (Dyskryminacja

alleliczna)

W Tabela 31 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym Allelic Discrimination

(Dyskryminacja alleliczna).

Tabela 31. Zawartos¢ arkusza kalkulacyjnego Allelic Discrimination (Dyskryminacja

alleliczna)

Informacja

Well (Studzienka)

Opis

Pozycja studzienki w ptytce

Sample (Probka)

Opis nazwy probki

Call (Wskazanie)

Identyfikacja allelu, ktéra obejmuje nastepujgce informacje: Allele 1
(Allel 1), Allele 2 (Allel 2), Heterozygote (Heterozygota), No Call
(Brak wskazania) lub Undetermined (Nieokreslone)

Type (Typ)

Auto (Automatyczny) lub Manual (Reczny) — opisuje sposob
wykonania wskazania. Automatyczny oznacza, ze wskazanie
zostato wybrane przez oprogramowanie. Reczny oznacza, ze
wskazanie zostato wybrane przez uzytkownika.

RFU1

Liczba jednostek RFU (wzgledna jednostka fluorescencji) dla allelu
Allele1

RFU2

Liczba jednostek RFU (wzgledna jednostka fluorescenc;ji) dla allelu
Allele2
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Zakltadka Custom Data View (Niestandardowy widok
danych)

W zaktadce Custom Data View (Niestandardowy widok danych) réwnoczesnie wyswietlanych jest
wiele paneli z mozliwoscig modyfikowania ich uktadu.

Lista rozwijana Load a Preset View (Zataduj wstepnie skonfigurowany widok) zawiera wybor
szablonéw formatu wyswietlania. Domys$iny wyswietlany widok zalezy od analizowanego pliku. Na
przyktad gdy dostepne sg dane Melt Curve (Krzywa topnienia), prezentowany jest domysiny widok
Amp+Melt (Amplifikacja + topnienie).
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Tworzenie niestandardowego widoku danych
Aby utworzy¢ niestandardowy widok danych
» Wykona¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:
B Zlisty rozwijanej wybra¢ wstepnie skonfigurowany alternatywny widok.

B Zlisty rozwijanej, ktéra znajduje sie u gory kazdego pojedynczego okienka, wybra¢ inny
widok wykresu.

B Zmienic liczbe wierszy i kolumn w zaktadce.

B Zmieni¢ wymiary okreslonego okienka. Przeciggng¢ paski znajdujace sie na krawedziach
poszczegolnych okienek.

Nastepnie nalezy klikng¢ opcje Save as Preset (Zapisz jako wstepnie skonfigurowany), co spowoduje
zapisanie niestandardowych ustawien w postaci szablonu. W celu usunigcia wstepnie
skonfigurowanego widoku, zmiany jego nazwy albo przywrécenia takiego widoku nalezy klikng¢ opcje
Manage Presets (Zarzadzaj ustawieniami wstepnie skonfigurowanymi).
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Zaktadka QC (Kontrola jakosci)

Za pomoca zaktadki QC (Kontrola jakosci) mozna szybko oceni¢ jakos¢ danych analizy na podstawie
regut zdefiniowanych.

Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx oferuje cztery opcje, ktére umozliwiajg
wyswietlanie danych QC:

® Wykres Amplification (Amplifikacja) — przedstawia warto$¢ RFU dla kazdej studzienki z
kazdego cyklu. Kazda krzywa na wykresie reprezentuje dane z pojedynczego fluoroforu w jednej
studzience.

B Tabela zasad QC — wyswietla dostepne reguty QC oraz ustawienia, ktére definiujg
poszczegdlne reguty. Stosowane reguty QC sg oznaczone znacznikiem wyboru.

B Well selector (Selektor studzienek) — umozliwia wybranie do wyswietlenia studzienek z danymi
fluorescencji.

B Panel podsumowania regut QC — wyswietla wybrang regute QC oraz wyrdznia studzienki,
ktdre nie spetniajg tej reguty.

Quantiication |78 Quantficaton Data | Gene Epression  #8F Custom Dta View aC ) Run infomation

Amptieation [+ Description OVale ke O Rests o Ecde 4

| Negative cortrol witha Caless 38 [m]
NTC with a Cq less than 38 O
MRT with a Cq less than 38 O
Positive control with a Cq greate 30 O
Unknown without a Cq O
Standard without a Cq O
Efficiency greater than 1100
Efficiency less than 300
Std Curve R"2less than 0.980
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Negative control with a Cq less than 38
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I
Unk [unk2 funks]
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Zmiana kryteriéow QC (kontroli jakosci)
Aby zmieni¢ kryteria kontroli jakosci

» Zaznaczyé¢ lub usunaé zaznaczenie pola wyboru Use (Uzyj) dla reguly, ktéra ma zostac
uwzgledniona w kontroli jakosci lub z niej wykluczona
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Wykluczanie studzienek, ktore nie przeszly kontroli jakosci

Oprogramowanie CFX Manager Dx wyswietla studzienki, ktdre nie spetnity kryteriow QC (Kontrola
jakosci), w kolumnie Results (Wyniki) w tabeli zasad QC oraz w panelu podsumowania.

Wykluczenie studzienek, ktére nie spetnity kryteriow QC (Kontrola jakosci)

» Zaznaczy¢ pole Exclude Wells (Wyklucz studzienki) dla kazdej studzienki, ktéra ma by¢
wykluczona.
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Zaktadka Run Information (Informacje o analizie prébek)

Zaktadka Run Information (Informacje o analizie prébek)

W zaktadce Run Information (Informacje o analizie probek) wyswietlany jest protokét i inne informacje
o kazdej analizie prébek. Za pomoca tej zaktadki mozna wykonac¢ nastepujgce czynnosci:

B przejrze¢ protokot;
B wpisaé lub edytowac uwagi o analizie prébek;
B wpisac lub edytowaé identyfikator lub kod kreskowy dla analizy prébek;

B przegladac¢ zdarzenia, ktére mogtly wystapi¢ podczas analizy; te zdarzenia mogg pomoc
W rozwigzaniu problemow z analizg probek.

Wskazéwka: Klikngé prawym przyciskiem myszy opcje Protocol (Protokét), aby skopiowag,
wyeksportowac lub wydrukowac protokot. Klikngé prawym przyciskiem myszy w panelach Notes
(Uwagi), ID/Bar Code (ldentyfikator / kod kreskowy) lub Other (Inne), aby wycigé¢, skopiowac,
wklei¢, usungc lub wybrac tekst.

Quantfcation | 72 Quaniiicaon Dats | ] Gene Evpresson| £ Custom Dataview | &y o 1] R rfemation
Pratocot CFX_2stepimpS50 1 min.prel Notes:
Multiplex Gene Expression Example |
1 2 3 4
ificial Time course in which
%0 %0 Her (&efin]is constant t ~ 125 cps/im
Cy5 [Gapdh] is constant at ~ 186 cpsérn
300 [T N Far [Tubulin) increases 4 fold with e
550 S € Tesxas Red (I1Mb) decreases 4 fold with time:
100 0 i
w T &
; |
D/Bar Code
H
TR Other:
Fun Started: 12/13/2007 12:31:47 P
User - admin
1 950 C for 300 Run Type: User-defined
— 2 950C for D10 Flate Fie; Muli GE pitd
|3 550C for 1:00 Sample ol : 25
| + Plate Read Lid Temp: 105
T4 GOTO 2. 49 mowtimes Optical Head Serial Mumber
END Eiase Serial Humber : CCO01055
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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Raporty z analizy danych

W oknie dialogowym Report (Raport) wyswietlane sg informacje o biezacym pliku danych w oknie
Data Analysis (Analiza danych) . Aby otworzy¢ raport, wybra¢ Tools (Narzedzia) > Reports (Raporty).

Okno dialogowe Report (Raport) zawiera nastepujgce czesci:

B Menuipasek narzedzi — opcje pozwalajgce formatowac, zapisywac i drukowac raport lub
szablon.

B Lista opcji (lewa gorna czesc¢ okna dialogowego) — opcje do wyswietlenia w raporcie.

B Panel opcji (dolna lewa czes$¢ okna dialogowego) — pola tekstowe, w ktérych mozna wpisywac
informacje o wybranej opcji.

B Panel podgladu (prawa strona okna dialogowego) — podglad biezacego raportu.

Report: Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

File  Templates Format
CICER K
Header ~ A
[~ Report Information -
[MNotes BIORAD
=1+ Run Setup
- [~/] Run Information
Protocal . .
Pite Depiy Gene Expression Multiplex -
B[ Quartfication
[~ Analysis Settings H
St Time Course 3.pcrd
[ Standard Curve Chart
Data .
=-[#]Gene Expression - Bar Chart 08”1 8)’201 7 1 5.36
[+ Analysis Settings
[ Chart .
[ Target Names Report Information
] A Samnle Names hd
Header User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
| " - Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs
ene Expression Multiplex - Time Course 3 pc|
Sub-Title
‘Well Group Name : All Wells
|DE/1 872017 15:36 | Report Differs from Last Save : No
AMlign: | Left e
Logo Run Setup
Run Information
Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin
Select Logo | | Clear Logo Run Type : User-defined
Plate File - Multi GE.pltd v
Update Report < >
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Raporty z analizy danych

W Tabela 32 wymieniono wszystkie opcje dostepne na potrzeby raportu z analizy danych
w zaleznosci od typu danych w oknie Data Analysis (Analiza danych).

Tabela 32. Kategorie raportu z analizy danych na liscie opcji

Kategoria

Nagtowek

Opcja

Opis

Tytut, podtytut i logo dla raportu

Report Information (Informacje
o raporcie)

Data analizy probek, nazwa
uzytkownika, nazwa pliku danych,
Sciezka pliku danych i wybrana grupa
studzienek

Audit Information (Informacje
o audycie)

Dodatkowe informacje wymagane do
audytowania, w tym podpisy

Notes (Uwagi)

Uwagi dotyczace raportu z danymi

Run Setup (Konfiguracja analizy prébek)

Run Information (Informacje
o analizie probek)

Data analizy probek, nazwa
uzytkownika, nazwa pliku danych,
Sciezka pliku danych i wybrana grupa
studzienek

Pliku protokotu

Tekstowa prezentacja etapow i opciji
protokotu

Plate Display (Wyswietlanie
ptytki)

Widok ptytki z informacjami w kazdej
studzience ptytki

Quantification (Oznaczenie ilosciowe)

Analysis Settings (Ustawienia
analizy)

Liczba etapow zbierania danych, tryb
analizy i sposéb odejmowania wartosci
bazowej

Amplification Chart (Wykres
amplifikacji)

Wykres amplifikacji dla analiz prébek
obejmujgcych dane o oznaczeniach
ilosciowych
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Tabela 32. Kategorie raportu z analizy danych na liscie opcji, ciag dalszy

Kategoria Opcja

Wykres Standard Curve
(Krzywa wzorcowa)

Opis

Wykres krzywej wzorcowej

Data (Dane)

Arkusz kalkulacyjny
z wyszczegolnionymi danymi dla kazdej
studzienki

Gene Expression (Ekspresja genu) — Bar Chart (Wykres stupkowy)

Analysis Settings (Ustawienia
analizy)

Tryb analizy, dane wykresu, opcja
skalowania i btgd wykresu

Chart (Wykres)

Kopia wykresu stupkowego

Target Names (Nazwy
sekwencji docelowych)

Tabela nazw genéw docelowych

Sample Names (Nazwy
probek)

Tabela nazw probek

Data (Dane)

Arkusz kalkulacyjny
z wyszczegolnionymi danymi dla kazdej
studzienki

Target Stability (Stabilno$¢
sekwencji docelowej)

Tabela wartosci stabilnosci genu
docelowego

Gene Expression (Ekspresja genu) — Clustergram i Scatter Plot (Wykres rozrzutu)

Analysis Settings (Ustawienia

Ustawienia dla kazdego typu wykresu

analizy)
Chart (Wykres) Kopia wykresu
Data (Dane) Arkusz kalkulacyjny

z wyszczegolnionymi danymi dla
kazdego genu docelowego

Melt Curve (Krzywa topnienia)

Analysis Settings (Ustawienia
analizy)
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Raporty z analizy danych

Tabela 32. Kategorie raportu z analizy danych na liscie opcji, ciag dalszy

Kategoria Opcja Opis
Wykres Melt Curve (Krzywa Wykres krzywej topnienia
topnienia)
Melt Peak Chart (Wykres piku Wykres piku topnienia
topnienia)
Data (Dane) Arkusz kalkulacyjny

z wyszczegolnionymi danymi dla kazdej
studzienki

Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna)

Analysis Settings (Ustawienia
analizy)

Wyswietlanie fluoroforéw, cyklu i mapy
wskazan

Allelic Discrimination Chart
(Wykres dyskryminacji
allelicznej)

Kopia wykresu dyskryminacii allelicznej

Data (Dane)

Arkusz kalkulacyjny
z wyszczegolnionymi danymi dla kazdej
studzienki

End Point (Punkt koncowy)

Analysis Settings (Ustawienia
analizy)

Fluorofor, cykle koricowe do
usrednienia, tryb, najnizsza wartos¢
RFU, najwyzsza warto$¢ RFU i wartos¢
odciecia

Data (Dane) Arkusz kalkulacyjny
z wyszczegolnionymi danymi dla kazdej
studzienki
QC Parameters
(Parametry kontroli
jakosci)
Data (Dane) Arkusz kalkulacyjny wyszczegélniajacy

parametry dla kazdej zasady kontroli
jakosci
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Tworzenie raportu z analizy danych

Mozna zapisac¢ uktad raportu jako szablon, ktéry moze by¢ ponownie uzyty na potrzeby podobnych
raportow.

Utworzenie raportu z analizy danych

1.

Przed utworzeniem raportu ostatecznie dostosowac zawartos¢ studzienek, wybrane studzienki,
wykresy i arkusze kalkulacyjne w oknie Data Analysis (Analiza danych).

Wybrac¢ Tools (Narzedzia) > Reports (Raporty) na pasku menu Data Analysis (Analiza danych),
aby otworzy¢ okno dialogowe Report (Raport).

Wybra¢ opcje, ktore majag zostac ujete w raporcie. Raport zostanie otwarty z wybranymi opcjami
domysinymi. Zaznaczy¢ lub usung¢ zaznaczenie pola wyboru, aby zmienic cate kategorie lub
pojedyncze opcje w obrebie kategorii.

Uwaga: Dane prezentowane w raporcie zalezg od aktualnych wyboréw w zaktadkach

w oknie Data Analysis (Analiza danych). Na przyktad analiza prébek z oznaczeniem
ilosciowym moze nie zawiera¢ krzywej wzorcowej, przez co dane te nie pojawig sie w oknie
Data Analysis (Analiza danych) ani w raporcie z danymi.

Zmienic kolejno$c¢ kategorii i pozycji w raporcie. Opcje mozna przecigga¢ do pozycji wzglednych.
Kolejnos¢ pozycji mozna zmienia¢ jedynie w obrebie kategorii, do ktérych dane pozycje naleza.

(Opcjonalnie) W panelu Report Options (Opcje raportu) wpisa¢ informacje wtasciwe dla wybranej
opgciji:

B Wybrac¢ podzbidr informacji do wyswietlenia w raporcie.

B Wybrac¢ konkretne ustawienia dla wybranej opcji.

B Zmienic¢ tekst do wyswietlenia dla wybranej opciji.

Klikng¢ Update Report (Aktualizuj raport), aby zaktualizowaé Report Preview (Podglad raportu)
o jakiekolwiek zmiany.

Wydrukowac lub zapisac¢ raport. Aby wydrukowac biezacy raport, klikngé przycisk Print Report
(Drukuj raport) na pasku narzedzi. Wybra¢ opcje File (Plik) > Save (Zapisz), aby zapisac raport
w formacie PDF (plik programu Adobe Acrobat Reader), i wybraé miejsce zapisu pliku. Wybraé
opcje File (Plik) > Save As (Zapisz jako), aby zapisac¢ raport z nowg nazwg lub w nowym miejscu.

(Opcjonalnie) Utworzy¢ szablon raportu zawierajgcy potrzebne informacje. Aby zapisac biezgce
ustawienia raportu w szablonie, wybra¢ opcje Template (Szablon) > Save (Zapisz) lub Save As
(Zapisz jako). Nastepnie wczyta¢ szablon raportu nastepnym razem przed utworzeniem nowego
raportu.
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Raporty z analizy danych

Tworzenie raportéow dotyczacych grupy studzienek
Utworzenie raportu dotyczacego grupy studzienek

1. Wybra¢ Tools (Narzedzia) > Well Group Reports (Raporty dotyczace grupy studzienek) w oknie
Data Analysis (Analiza danych).

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. W oknie dialogowym Well Group Reports (Raporty dotyczgce grupy studzienek) wybrac grupy
studzienek, etapy amplifikacji i etapy topnienia do ujecia w raporcie.

3.  Wpisa¢ sciezke lub przejs¢ do folderu docelowego, w ktérym ma by¢ zapisany raport.

4. (Opcjonalnie) Wybra¢ Choose a Report Template (Wybierz szablon raportu) i przej$¢ do folderu
z plikami szablonow.

5. (Opcjonalnie) Zaznaczy¢ Open Destination Folder (Otworz folder docelowy), aby otworzy¢ folder
i przeglgdac raporty po ich wygenerowaniu.

6. Klikngé¢ Create Reports (Utworz raporty).
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Rozdziat 11 Analiza ekspresji genu

Dzieki zastosowaniu w reakcjach najbardziej rygorystycznych, kwalifikowanych prébek kontrolnych
mozna wykorzystaé oprogramowanie CFX Manager™ Dx do przeprowadzania analizy ekspresji genu
w celu normalizacji wzglednych réznic stezenia docelowego genu miedzy probkami. Zazwyczaj do
normalizacji pozioméw ekspresji genu bedacego przedmiotem zainteresowania stosowane sg
poziomy ekspresji jednego lub wigkszej liczby gendw referencyjnych. Geny referencyjne uwzgledniajg
réznice w fadowaniu prébek lub inng zmienno$¢ obecng w kazdej probce, a ich poziomy ekspresji nie
powinny sie zmienia¢ pod wptywem badanego uktadu biologicznego.

Wybrac¢ zaktadke Gene Expression (Ekspresja genu) w oknie Data Analysis (Analiza danych), aby
oceni¢ wzgledne réznice miedzy reakcjami PCR w dwdch lub wiekszej liczbie studzienek. Na przyktad
mozna oceni¢ wzgledne liczby genomdw wirusowych lub wzgledne liczby transfekowanych sekwenc;ji
w reakcji PCR. Najczestszym zastosowaniem badania ekspresji genu jest porownanie stezenia cDNA
w wigcej niz jednej reakcji w celu oszacowania poziomoéw informacyjnego RNA w stanie
stacjonarnym.

Oprogramowanie oblicza wzgledny poziom ekspresji docelowego genu w jednym z nastepujgcych
scenariuszy:

B Wozgledny poziom ekspresji docelowej sekwenciji (gen docelowy 1) wzgledem innego celu (gen
docelowy 2), np. ilo$¢ jednego genu wzgledem innego genu przy takim samym przetwarzaniu
probki.

B Wzgledny poziom ekspresji jednej docelowej sekwencji w jednej prébce w poréwnaniu z tg samg
docelowg sekwencjg poddang innemu przetwarzaniu prébki; np. wzgledna ilos¢ jednego genu
wzgledem tego samego genu w innych warunkach czasowych, geograficznych lub rozwojowych.

Konfiguracja ptytki na potrzeby analizy ekspresji genu

Aby przeprowadzi¢ analize ekspresji genéw, zawartos¢ studzienki musi obejmowac:

B Conajmniej dwie sekwencje docelowe — dwie sekwencje docelowe, ktére reprezentujg rozne
amplifikowane geny lub sekwencje poddane amplifikacji w badanych prébkach.

B Conajmniej jedna referencyjna sekwencja docelowa — co najmniej jedna sekwencja docelowa
musi by¢ referencyjna sekwencja docelowg dla ekspresji znormalizowanej. Wszystkie
referencyjne sekwencje docelowe nalezy przypisa¢ w oknie Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu), aby przeanalizowac¢ dane w trybie ekspresji znormalizowane;j (AACq). Dane z
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analiz probek, ktére nie obejmujg referencji, musza by¢ analizowane w trybie ekspresji wzglednej
(ACq).

B Probki wspdlne — reakcje muszg zawiera¢ probki wspolne (wymagane s co najmniej dwie),
ktore pozwolg na wyswietlenie danych na zaktadce Gene Expression (Ekspresja genu. Te probki
powinny reprezentowac rozne sposoby lub warunki przetwarzania dla poszczegdlnych sekwencji
docelowych. Przypisac prébke kontrolng (opcjonalnie) w oknie Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu). Jesli nie wybrano zadnej kontroli, wéwczas oprogramowanie uzywa najnizszej
Cq w postaci kontroli.

Wymagania konfiguracji obszaru Gene Expression (Ekspresja genu) w edytorze Plate Editor (Edytor
ptytki) sg zalezne od tego, czy zawartos¢ reakc;ji jest przeznaczona do oznaczenia PCR singleplex, w
ktorym w reakcjach stosowany jest jeden fluorofor, czy do oznaczenia PCR multiplex, w ktérym w
reakcjach stosowany jest wiecej niz jeden fluorofor.

Konfigurowanie ptytki wedtug instrukcji

Jesli konfiguracja ptytki w pliku danych nie zawiera informacji wymaganych w analizie danych

i wybrana zostanie zaktadka Gene Expression (Ekspresja genu), miejsce, w kiérym typowo znajduje
sie wykres stupkowy, bedzie zawiera¢ instrukcje wprowadzenia tych informacji. W przypadku
znormalizowanej ekspresji genu wykonaé nastepujgce czynnosci:

1. Zdefiniowa¢ nazwy genu docelowego i probki za pomocg dowolnej z nastepujgcych funkgiji:
B Plate Setup (Konfiguracja ptytki) — otwarcie okna Plate Editor (Edytor ptytki).

B Replace Plate File (Zastgp plik ptytki) — otwarcie przegladarki Select Plate (Wybierz ptytke),
w ktdrej mozna przej$¢ do wezesniej zapisanego pliku plytki, ktéry ma zastgpi¢ biezacy uktad
ptytki.

B Replace PrimePCR File (Zastap plik PrimePCR) — otwarcie okna dialogowego Select
PrimePCR file (Wybierz plik PrimePCR), w ktérym mozna przejs¢ do pliku analizy
PrimePCR™ i zastosowa¢ go do uktadu ptytki.

2.  Wybraé co najmniej jeden referencyjny gen docelowy oraz probke kontrolng za pomoca okna
dialogowego Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu).

Jesli uktad ptytki zawiera juz informacje o genie docelowym i probce, wymagany jest tylko ten
drugi krok podswietlony wtedy na pomaranczowo. Ten etap musi by¢ ukonczony przed
przeprowadzeniem analizy znormalizowanej ekspresji genu.

Uwaga: Dane dotyczace clustergramu i wykresu rozrzutu sg wyswietlane tylko wtedy, gdy
spetnione sg wszystkie wymagania dotyczgce znormalizowanej ekspresji genu wymienione
w rozdziale ,Konfiguracja ptytki na potrzeby analizy ekspresji genu”.
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Wykresy Gene Expression (Ekspresja genu)

Wykresy Gene Expression (Ekspresja genu)

Oprogramowanie CFX Manager Dx wyswietla dane ekspresji gendw w roznych widokach. W Tabela
33 wyszczegolniono opcje wykreséw dostepne w oprogramowaniu.

Tabela 33. Opcje wykresu Gene Expression (Ekspresja genu)

Przycisk

i

Nazwa

Wykres stupkowy

Funkcja

Umozliwia wyswietlenie danych
znormalizowanej ekspresji genéw w
formacie wykresu stupkowego.

Clustergram

Wyswietla dane znormalizowanej ekspresji
w hierarchii opartej na stopniu
podobienstwa ekspresji roznych sekwenciji
docelowych i prébek.

Wykres rozrzutu

Wyswietla znormalizowang wartos¢
ekspresji sekwencji docelowych dla prébki
kontrolnej w odniesieniu do prébki
eksperymentalne;j.

Results (Wyniki)

Podsumowuje dane z wszystkich wykresow.
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Wykres stupkowy

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup - | (55 | Fluorophore  ~ ||
Guartification || Quartification Data EEI! Gene Expression ‘;_!_? Custom Data View ac ﬂ Run Information
Bar Chant Mods:
i . . . |
5 1 Graph Data:
ﬂ 0 7 E Relative to control
=
=l Control Sample:
2 1 6Hi
@ + i Ir w~
FIET
LI:: Show Chart Settings
E_] E 1w L :‘: ] XoPuis: ~
4 = Sampl ~
= = ample
g Y-Auis:
Z 4 0-1 1 i Log 10 -
_g Scaling:
=
=
k] -2
x 10 3 E Emor Type:
Standard Eror of the Mean
} } } Chart Emor Bar Muttiplier:
6Hr THr EHr gy B "
Sample
P fﬁﬂ Experiment Settings..
e L1b == Tubulin
B% Target Stability Value
. Comected :
Target a Sample O Cl ) Expression Ex%rzsr:mn {| Expression ¢| MeanCgq <} CgSEM &
SEM
L1 8Hr 0.00209 0.00053 0.00093 3012 0.65400 %
IL1b di-1 2.93656 007376 0.11670 789 0.03661
L1 dil-2 3.15690 0.19094 0.20278 11.91 0.05799
L1 dil-3 3.10759 0.16432 0.16986 15.24 0.05851
P hazoen hazem hoains Ad
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Wzgledna ekspresja gendéw docelowych jest prezentowana w nastepujacych dwoch widokach:

B Wykres Gene Expression (Ekspresja genu) — przedstawia dane z analizy PCR w czasie
rzeczywistym w postaci jednej z nastepujgcych wartosci:

O AAC,— wzgledna znormalizowana wartos¢ ekspresji obliczona z uzyciem probek kontrolnych i
referencyjnych genéw docelowych.

O ACCI — wzgledna ilos¢ genu docelowego w prébce w odniesieniu do prébki kontrolne;j.
B Spreadsheet (Arkusz kalkulacyjny) — arkusz kalkulacyjny z danymi ekspresji genéw.

Wskazowka: W celu wyswietlenia opcji nalezy klikng¢ dowolny wykres lub arkusz
kalkulacyjny prawym przyciskiem myszy. Aby otworzy¢ obszar Plate Editor (Edytor ptytki) i
zmieni¢ zawartos¢ ptytki, nalezy wybrac opcje View/Edit Plate (Wyswietl/edytuj ptytke) z
menu rozwijanego Plate Setup (Konfiguracja ptytki).
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Wskazowka: Aby zmieni¢ kolejnos$é nazw probek i gendw docelowych na wykresie, nalezy
wybraé opcje Sort (Sortuj) z menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy.

Znormalizowana ekspresja genu

W celu normalizacji danych zastosowac zmierzony poziom ekspresji jednego lub wiekszej liczby
genow referencyjnych jako wspoétczynnik normalizacji. Geny referencyjne sg genami docelowymi,
ktére nie podlegajg regulacji stopnia ekspresji w badanym ukfadzie biologicznym, takimi jak aktyna,
GAPDH czy tubulina.

Konfigurowanie analizy znormalizowanej ekspresji genu (AAC,)

1. Otworzy¢ plik danych (z rozszerzeniem .pcrd).

2. Przejrze¢ dane z zaktadki Quantification (Oznaczenie ilosciowe) w oknie Data Analysis (Analiza
danych). Dostosowac dane, np. zmieniajgc prog i tryb analizy.

3. Wybra¢ zaktadke Gene Expression (Ekspresja genu).

4. W zakfadce Gene Expression (Ekspresja genu) klikng¢ Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu).

5. W oknie dialogowym Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) wykona¢ nastepujace
czynnosci:

a. Otworzy¢ zaktadke Samples (Probki) i wybra¢ kontrole. Po przypisaniu kontroli Oprogramowanie
CFX Manager Dx normalizuje ilosci wzgledne dla wszystkich genéw wzgledem ilosci kontrolne;j,
ktora jest ustawiona na wartosé 1.

b. Otworzy¢ zaktadke Target (Gen docelowy) i wybra¢ geny referencyjne. Analiza ekspresiji
genu wymaga jednego genu referencyjnego sposréd genow docelowych w probkach.

6. Jeslinie wybrano jeszcze opcji Normalized Expression (AAC,) (Znormalizowana wartos¢
ekspresiji), wybrac jg, a nastepnie przejrze¢ poziomy ekspresji w zakladce Gene Expression
(Ekspresja genu).

llos¢ wzgledna

Z definicji dane dotyczace ilosci wzglednej (AC) nie sg znormalizowane. Ta metoda jest stosowana
do ilosciowego oznaczenia probek, ktére nie zawierajg zadnych gendw referencyjnych (docelowych).
Zazwyczaj badacze podczas konfigurowania analizy probek sg pewni co do jednej z nastepujgcych
kwestii:

B Kazda probka zawiera takg samg ilo$¢ matrycy, mozliwie takg samg mase RNA lub cDNA
w kazdej studzience.
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B Kazda wariancja ilosci zatadowanej prébki biologicznej zostanie znormalizowana po analizie
probek z wykorzystaniem okreslonej metody analizy danych poza oprogramowaniem. Na przyktad
badacz moze zdecydowac sie na podzielenie wartosci ilosci wzglednej przez wspotczynnik
normalizacji, mozliwie mase kwasu nukleinowego zatadowanego dla kazdej prébki, lub liczbe
komdrek, z ktérych wyizolowano kwas nukleinowy.

Uruchomienie analizy Relative Quantity (AC) (llos¢ wzgledna)

» Wybra¢ opcje Relative Quantity (ACq) (llos¢ wzgledna) z listy rozwijanej Mode (Tryb) na prawym
panelu w zaktadce Gene Expression (Ekspresja genu).

Wskazéwka: W celu poréwnania wynikéw z danymi z innych analiz ekspresji genu otworzy¢
nowe badanie gendw lub dodaé plik danych do istniejgcego badania genow.

Sortowanie danych genéw docelowych i prébek
Uwaga: Ta opcja jest dostepna tylko na wykresach ekspresji genu.

Domysilnie listy Targets (Geny docelowe) i Samples (Probki) sg wyswietlane w porzadku
alfabetycznym. W oknie dialogowym Sort (Sortuj) mozna posortowaé¢ wyswietlane pozycje

w porzadku odwrotnym do alfabetycznego lub mozna recznie przesung¢ dang pozycje w inne miejsce
na liscie.

Sortowanie danych genéw docelowych i préobek

1. W menu wyswietlanym po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obrebie wykresu klikngé Sort
(Sortuj).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Gene Expression Chart Sorting (Sortowanie wykresu
ekspresji genu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ | ZA
Actin OHr
IL1Beta THr
Tubulin 2Hr

dil-1
dil-2
di-3
dil-4
dil-5&
dil-6

e [ ][

QK Cancel

2. W oknie dialogowym klikng¢ Z-A, aby posortowac liste w porzgdku odwrotnym do
alfabetycznego.

3. Abyrecznie przesunagé dang pozycje, wybrac jg i klikng¢ odpowiedni przycisk miedzy wykresami:
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B KIlikngc¢ strzatke w gore lub w dét, aby przesung¢ wybrang pozycje o jedno miejsce.

B KIlikng¢ strzatke z kreskg w gore lub w dot, aby przesungé wybrang pozycje na gore lub na
dot listy.

4. Kilikng¢ przycisk OK, aby zapisa¢ zmiany i powrdci¢ do zaktadki Gene Expression (Ekspresja
genu).
Dostosowywanie danych dotyczacych ekspresji genu

Po wybraniu trybu analizy — znormalizowanej wartosci ekspresji (AACQ) lub ilo$ci wzglednej (ACq) —
mozna dostosowac dane wyswietlane w zaktadce Gene Expression (Ekspresja genu), zmieniajgc
opcje ustawien na prawo od wykresu.

Wskazéwka: Domysine opcje danych dotyczgcych ekspresji genu sg ustawiane w oknie dialogowym
User Preferences (Preferencje uzytkownika) — dalsze informacje na ten temat przedstawiono
w rozdziale Ustawianie domysinych parametrow pliku danych dotyczgcych ekspresji genu na stronie 77.

Dane wykresu

Ustawi¢ skale liniowa dla wartos$ci osi y, aby wigczy¢ opcje danych wykresu. Opcje danych wykresu
umozliwiajg przedstawianie danych na wykresie z wykorzystaniem jednej z nastepujgcych opc;ji:

B Relative to control (Wzgledem kontroli) — przedstawianie na wykresie danych z osig skalowang
od 0 do 1. Jesli w danej analizie prébek przypisano kontrole, wybrac te opcje w celu szybkiej
wizualizacji zwiekszenia i zmniejszenia stopnia ekspresji genu docelowego.

B Relative to zero (Wzgledem zera) — przedstawianie na wykresie danych z poczatkiem w punkcie
zero.

Probka kontrolna

Za pomocg menu rozwijanego (Prébka kontrolna) mozna wybraé prébke ktéra zostanie uzyta do
normalizacji ilosci wzglednej:

Ustawienia wykresu

Nastepujgce opcje (opisane ponizej) stajg sie widoczne po zaznaczeniu pola wyboru Show Chart
Settings (Pokaz ustawienia wykresu): X-Axis (O$ X), Y-Axis (O$ Y), Scaling (Skalowanie), Error Type
(Typ btedu) oraz Chart Error Multiplier (Mnoznik btedu na wykresie).

Opcje osi X

Opcje dotyczace osi x pozwalajg na wybranie danych wyswietlanych na osi x wykresu Gene
Expression (Ekspresja genu):

B Target (Sekwencja docelowa) — umozliwia wyswietlanie nazw sekwencji docelowych na osi x.
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Sample (Prébka) — umozliwia wyswietlanie nazw probek na osi x.

Opcje osi Y

Opcje dotyczace osi Y pozwalajg na wyswietlanie wykresu Gene Expression (Ekspresja genu) w
jednej z trzech skal:

Linear (Liniowa) — ta opcja umozliwia wy$wietlanie skali liniowe;j.

Wskazéwka: Ustawienie skali liniowej dla osi y powoduje wigczenie listy rozwijanej Graph
Data (Dane wykresu), z ktérej mozna wybra¢ dane wykresu wzgledem kontroli lub zera.

Log 2 (Logarytm o podstawie 2) — ta opcja umozliwia ocene prébek z duzego zakresu
dynamicznego.

Log 10 (Logarytm dziesietny) — ta opcja umozliwia ocene probek z bardzo duzego zakresu
dynamicznego.

Opcije skalowania

Wybra¢ Normalized Gene Expression (AAC,) (znormalizowana ekspresja genu) i ustawic¢
(Kontrola)Control Sample (Probka kontrolna) na warto$é None (Brak), aby wigczy¢ opcje skalowania
na wykresie Gene Expression (Ekspresja genu). Wybra¢ jedna z ponizszych opcji skalowania, aby

oblicza¢ i prezentowac dane w sposéb najlepiej dopasowany do schematu konkretnej analizy probek:

Unscaled (Bez skalowania) — prezentacja nieprzeskalowanej, znormalizowanej ekspresji genu.

Highest (Warto$¢ najwyzsza) — skalowanie znormalizowanej ekspresji genu dla kazdego genu
docelowego poprzez dzielenie poziomu ekspresji kazdej probki przez najwyzszy poziom
ekspresji sposréd wszystkich probek.

W tej opcji skalowania wykorzystywany jest wzoér skalowania do wartosci najwyzsze;.

Lowest (Warto$¢ najnizsza) — skalowanie znormalizowanej ekspresji genu dla kazdego genu
docelowego poprzez dzielenie poziomu ekspresji kazdej probki przez najnizszy poziom ekspresji
sposrod wszystkich prébek.

W tej opcji skalowania wykorzystywany jest wzor skalowania do wartos$ci najnizsze;j.

Average (Srednia) — skalowanie znormalizowanej ekspresji genu dla kazdego genu docelowego
poprzez dzielenie poziomu ekspresji kazdej prébki przez srednig geometryczng z poziomoéow
ekspresji dla wszystkich probek.

W tej opcji skalowania wykorzystywany jest wzér skalowania do $redniej.
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Typ btedu

Nalezy wybrac¢ opcje typu obliczen btedéw (paskow bteddw) na wykresie Gene Expression (Ekspresja
genu):

B Btad standardowy Sredniej (domysiny)

B Odchylenie standardowe

Mnoznik stupka btedu na wykresie

Wybraé¢ mnoznik dla stupkéw bteddéw na wykresie Gene Expression (Ekspresja genu). Wybraé jedng z
nastepujacych liczb catkowitych:
+/- 1 (domysinie), 2 lub 3. Typ mnoznika ulega zmianie po wybraniu typu btedu:

B SEM — biad standardowy Sredniej

B Std Dev — odchylenia standardowe

Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu)

Wskazowka: To okno dialogowe jest tez dostepne w oknie Plate Editor (Edytor ptytki). Wiecej
informaciji przedstawiono w rozdziale Zmiana ustawien eksperymentu na stronie 137.

W oknie dialogowym Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) mozna przegladac i zmieniaé
liste docelowych lub prébek, wybieraé geny referencyjne, wybiera¢ kontrole oraz ustawia¢ grupe
Gene Expression Analysis (Analiza ekspresji genu) do analizowania, jesli do studzienek dodano
nazwy zestawow biologicznych.

Przejscie do okna dialogowego Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu)

» Kilikna¢ opcje Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) na dole prawego panelu
w zakfadce Bar Chart (Wykres stupkowy).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu) z otwartg
zaktadka Targets (Geny docelowe).
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Experiment Settings

Targetz  Samples

Name & Full Name Reference Color | [+ Show Chat | Auto Efficiency Hficiency(%:)
1 Actin Actin rd - v v 94,2
Z GAFDH GAPDH v - v v 95.9
B ILib IL1b r e v v %6.9
4 Tubulin Tubulin I~ [v v 90.5

Show Analysis Settings
Biclogical Set Analysis Options: Target vs. Sample ~
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ NRT [ Megative Contral [ | Positive Control [] Standand

oK Cancel

Zmiana ustawien Targets (Geny docelowe)
» W zakiladce Targets (Geny docelowe) wykonaé¢ dowolne z nastepujgcych czynnosci:

B Aby wybra¢ gen docelowy jako referencyjny na potrzeby analizy danych dotyczacych
ekspresji genu, wybra¢ jego nazwe w kolumnie Reference (Gen referencyjny).

B Aby zmieni¢ kolor genu docelowego, klikng¢ jego komérke w kolumnie Color (Kolor) i zmienic
kolor w wyswietlonym wtedy oknie dialogowym Color.

Zmiana koloru jest widoczna na wykresach Gene Expression (Ekspresja genu).

B W celu uzycia wczesniej okreslonej wartosci wydajnosci, usungé zaznaczenie pola wyboru
dla genu docelowego w kolumnie Auto Efficiency (Automatyczna wydajnos¢) i wpisaé liczbe
oznaczajaca odsetek wydajnosci dla genu docelowego.

Program oblicza wzgledng wydajnos¢ dla genu docelowego z uzyciem opcji Auto Efficiency
(Automatyczna wydajnosc), jesli dane dla genu docelowego zawierajg krzywg wzorcowa.

Zmiana ustawien Sample (Probka)
» W zaktadce Samples (Prébki) wykonaé¢ dowolne z nastepujacych czynnosci:

B Aby wybrac prébke jako kontrole na potrzeby analizy danych dotyczgcych ekspresji genu,
zaznaczy¢ nazwe tej probki w kolumnie Control (Kontrola).

B Aby zmieni¢ kolor grupy probek, klikng¢ jej komorke w kolumnie Color (Kolor) i zmieni¢ kolor
w wyswietlonym wtedy oknie dialogowym Color.
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Zmiana koloru jest widoczna na wykresach Gene Expression (Ekspresja genu).

B Aby wyswietla¢ prébke na wykresach Gene Expression (Ekspresja genu), wybracé ja
w kolumnie Show Chart (Pokaz wykres).

B Aby usung¢ prébke z wykresow Gene Expression (Ekspresja genu), odznaczy¢ jej wybor
w kolumnie Show Chart (Pokaz wykres).

Wskazéwka: Dane grupy probek nadal sg prezentowane w tabeli Results (Wyniki).

Zmiana ustawienia Biological Set Analysis Options (Opcje analizy zestawu
biologicznego)

» Jeslido studzienek na ptytce przypisano co najmniej jeden zestaw biologiczny (zob. rozdziat
Przypisywanie zestawodw biologicznych do studzienek na stronie 130), lista Biological Set Analysis
Options (Opcje analizy zestawu biologicznego) jest wyswietlana w oknie dialogowym Experiment
Settings (Ustawienia eksperymentu), pozwalajgc zmieni¢ wybrang opcje w zaleznosci od
potrzeb.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Biological Set
Target vs. Sample_Biological Set
w0 o Target vs. Biological 5et Sample

B Target vs. Sample (Sekwencja docelowa vs probka) — w obliczeniach ekspresji genu
wykorzystywana jest tylko nazwa prébki ze studzienki.

B Target vs. Biological Set (Sekwencja docelowa vs zestaw biologiczny) — w obliczeniach
wykorzystywana jest tylko nazwa zestawu biologicznego.

B Target vs. Sample_Biological Set (Sekwencja docelowa vs prébka_zestaw biologiczny) —
nazwa probki i nazwa zestawu biologicznego sg tgczone w celu uzyskania pojedynczej
nazwy wykorzystywanej w obliczeniach.

B Target vs. Biological Set_Sample (Sekwencja docelowa vs zestaw biologiczny prébka) —
nazwa zestawu biologicznego i nazwa probki sg tgczone w celu uzyskania pojedynczej
nazwy wykorzystywanej w obliczeniach.

Wykluczenie typu probki z obliczen analizy

» Zaznaczy¢ wiasciwe pole wyboru na dole okna dialogowego Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu).

Uwaga: To wyklucza kontrole lub wzorce z analizy ekspresji genu.
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Wartos¢ stabilnosci sekwencji docelowej

Wartosci stabilnosci sekwencji docelowej sg obliczane za kazdym razem, gdy uzywany jest wiecej niz
jeden gen referencyjny. Oprogramowanie CFX Manager Dx oblicza dwa parametry jakosci dla genéw
referencyjnych:

B Zmiennos¢ wspoétczynnika (CV) znormalizowanych ilosci genu referencyjnego. Nizsza
wartos¢ CV wskazuje na wyzszg stabilnos¢.

B Wartos¢ M (M) — miara stabilnosci ekspresji genu referencyjnego.

Zalecane wartosci CV i M sg wyswietlane u dotu okna dialogowego Stability Value (Wartosé
stabilnosci).

Aby wyswietli¢ wartos¢ stabilnosci sekwencji docelowej

» Na zaktadce Gene Expression Bar Chart (Wykres stupkowy ekspresji genu) klikngé opcje Target
Stability Value (Wartos$¢ stabilnosci sekwencji docelowej) u dotu prawego panelu.

Na ekranie pojawi sie okno dialogowe Stability Value (Warto$¢ stabilnosci).

Opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem
myszy

W celu wybrania pozycji przedstawionych w Tabela 34 nalezy klikngé prawym przyciskiem myszy na
wykresie ekspresji genu.

Tabela 34. Pozycje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy na
wykresie ekspresji genu

Pozycja Funkcja

Copy (Kopiuj) Stuzy do kopiowania wykresu do schowka.

Save Image As (Zapisz obraz Zapisuje wykres w pliku obrazu. Nalezy ustawi¢ rozdzielczos$¢ i

jako) wymiary obrazu, a nastepnie wybrac typ pliku (PNG, GIF, JPG, TIF,
lub BMP).

Page Setup (Konfiguracja Umozliwia wybor ustawien strony do drukowania.

strony)

Print (Drukuj) Stuzy do drukowania wykresu.
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Tabela 34. Pozycje menu wyswietlanego po kliknigciu prawym przyciskiem myszy na
wykresie ekspresji genu, ciag dalszy

Pozycja Funkcja
Set Scale to Default (Ustaw Opcja Show All (Pokaz wszystkie) stuzy do pokazywania
skale domysinag) wszystkich danych na wykresie stupkowym. Je$li ilo$¢ probek jest

zbyt duza i nie mozna wyswietli¢ wszystkich w ramce wykresu,
wowczas wyswietlany jest pasek przewijania o minimalnej

szerokosci.

Opcje wykresu Otwiera okno Chart Options (Opcje wykresu), w ktérym mozna
dostosowac wykres.

Sort (Sortuj) Sortuje kolejnos¢ probek lub sekwencji docelowych, ktére pojawiajg

sie na osi x wykresu.

Use Corrected Std Devs (Uzyj Oblicza stupki btedéw za pomocg formuty skorygowanych odchylen
skorygowanych odchylen standardowych.

standardowych)

Use Solid Bar Colors (Uzywaj Powoduje wyswietlanie petnych stupkéw na wykresie.

petnych koloréw dla stupkéw)

X-Axis Labels (Etykiety osi X) Umozliwia wyswietlanie etykiet osi x w poziomie lub pod katem.

Arkusz kalkulacyjny z danymi

W Tabela 35 zdefiniowano dane wyswietlane w tabeli Gene Expression Data Table (Tabela danych
dotyczacych ekspresji genu).

Uwaga: Wartosci w tabeli sg obliczane na podstawie typu wykresu oraz preferencji wybranych w
panelu po prawej stronie.

Tabela 35. Opis informacji zawartych w arkuszu kalkulacyjnym zaktadki Bar Chart (Wykres
stupkowy)

Informacja Opis

Targets (Sekwencje docelowe) Nazwa sekwencji docelowej (gen poddany amplifikacji) wybrana w
oknie Experiment Settings (Ustawienia eksperymentu).

Sample (Prébka) Nazwa probki wybrana w oknie Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu).
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Tabela 35. Opis informacji zawartych w arkuszu kalkulacyjnym zaktadki Bar Chart (Wykres

stupkowy), ciag dalszy

Informacja

Ctrl (Kontrola)

Opis
Nazwa kontroli wybranej w oknie Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu).

Relative Quantity or
Expression (Ekspresja)

llos¢ wzgledna (AC4) lub znormalizowana ekspresja genow (AAC,)
w zaleznosci od wybranego trybu.

Relative Quantity or Expression
SEM (or SD) (Btad standardowy
Sredniej (lub odchylenie
standardowe) ilosci wzglednej
lub ekspres;ji)

Btad standardowy $redniej (SEM) lub odchylenie standardowe (SD)
ilosci wzglednej lub ekspresji znormalizowanej — w zaleznosci od
wybranej opc;ji.

Corrected Relative Quantity or
Expression SEM (or SD) (Btad
standardowy s$redniej (lub
odchylenie standardowe)
skorygowanej ilosci wzglednej
lub ekspresiji)

Obliczenie wartosci skorygowanej dla SEM lub SD ilo$ci wzglednej
lub ekspresji znormalizowanej — w zaleznosci od wybranej opciji.

Mean Cq (Srednia z cyklu
oznaczenia ilosciowego)

Srednia z cyklu oznaczenia ilo$ciowego

Cq SEM (lub SD) (Btad
standardowy Sredniej cyklu
oznaczenia ilosciowego (lub
odchylenie standardowe))

SEM lub SD cyklu oznaczenia iloSciowego — w zaleznosci od
wybranej opciji.
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Opcja Show Detals (Pokaz szczegéty)

W Tabela 36 zdefiniowano dane wys$wietlane po wybraniu opcji Show Details (Pokaz szczegdty) z
menu dostepnego po kliknigciu prawym przyciskiem myszy na arkuszu kalkulacyjnym wykresu

stupkowego.

Tabela 36. Informacje na arkuszu kalkulacyjnym wykresu stupkowego po wybraniu opcji

Show Details (Pokaz szczegoély)

Informacja

Data Set (Zestaw danych)

Opis

Dane fluorescenciji z jednego fluoroforu w pliku danych.

llos¢ wzgledna

Obliczona ilo$¢ wzgledna prébek.

Relative Quantity SD
(Odchylenie standardowe ilosci
wzglednej)

Odchylenie standardowe obliczenia ilosci wzgledne;j.

Corrected Relative Quantity SD
(Odchylenie standardowe
skorygowanej ilosci wzglednej)

Obliczone odchylenie standardowe skorygowanej ilosci wzgledne;.

Relative Quantity SEM (Btad
standardowy $redniej ilosci
wzglednej)

Obliczony btad standardowy $redniej ilosci wzglednej.

Corrected Relative Quantity
SEM (Btad standardowy
Sredniej skorygowanej ilosci
wzglednej)

Obliczony btad standardowy $redniej skorygowane;j ilosci
wzgledne;j.

Relative Quantity(lg) (Logarytm
ilosci wzglednej)

Log, ilosci wzglednej, ktdry jest uzywany na potrzeby analiz
statystycznych.

SD RQ(lg)

Odchylenie standardowe ilosci wzglednej (logy).

SEM Expression(lg) (Logarytm
bfedu standardowego Sredniej
ekspresji)

Btad standardowy $redniej ekspres;ji (logo)

Unscaled Expression
(Ekspresja bez skalowania)

Obliczona ekspresja bez skalowania.
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Tabela 36. Informacje na arkuszu kalkulacyjnym wykresu stupkowego po wybraniu opcji
Show Details (Pokaz szczegély), ciag dalszy

Informacja

Unscaled Expression SD
(Odchylenie standardowe
ekspresji bez skalowania)

Opis

Obliczone odchylenie standardowe ekspresji bez skalowania.

Corrected Unscaled Expression
SD (Odchylenie standardowe
skorygowanej ekspresiji bez
skalowania)

Obliczone odchylenie standardowe skorygowanej ekspresji bez
skalowania.

Unscaled Expression SEM
(Btad standardowy $redniej
ekspresji bez skalowania)

Obliczony btad standardowy Sredniej ekspres;ji bez skalowania.

Corrected Unscaled Expression
SEM (Btad standardowy
Sredniej skorygowanej ekspres;ji
bez skalowania)

Obliczony btad standardowy $redniej skorygowanej ekspresji bez
skalowania.

Unscaled Expression(lg)
(Logarytm ekspresiji bez
skalowania)

Log, ekspresji bez skalowania.

SD Unscaled Expression(lg)
(Logarytm btedu
standardowego ekspres;ji bez
skalowania)

Odchylenie standardowe ekspresji bez skalowania (log,).

SEM Unscaled Expression(lg)
(Logarytm btedu
standardowego sredniej
ekspresji bez skalowania)

Btad standardowy $redniej ekspresji bez skalowania (logs).

Expression (Ekspresja)

Znormalizowana ekspresja genu.

Corrected Expression SD
(Odchylenie standardowe
skorygowanej ekspresji)

Obliczone odchylenie standardowe.
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Tabela 36. Informacje na arkuszu kalkulacyjnym wykresu stupkowego po wybraniu opcji
Show Details (Pokaz szczegély), ciag dalszy

Informacja Opis

Expression SEM (Btad Btad standardowy s$rednie;.
standardowy $redniej ekspres;ji)

Corrected Expression SEM Obliczony btgd standardowy sSrednie;j.
(Btad standardowy $redniej
ekspresji skorygowanej)

Expression(lg) (Logarytm Log, ekspresji (znormalizowanej), ktdry jest uzywany na potrzeby
ekspresji) analiz statystycznych.

SD Expression(lg) (Logarytm Odchylenie standardowe ekspres;ji (logy).

odchylenia standardowego

ekspresji)

SEM Expression(lg) (Logarytm Btad standardowy $redniej ekspresji (logs)
btedu standardowego $redniej
ekspresji)

Mean C, (Srednia z cyklu Srednia z cyklu oznaczenia ilosciowego
oznaczenia ilosciowego)

C, SD (Odchylenie Odchylenie standardowe cyklu oznaczenia ilo$ciowego
standardowe cyklu oznaczenia

ilosciowego)

C, SEM (Btad standardowy Btad standardowy s$redniej cyklu oznaczenia ilosciowego

$redniej cyklu oznaczenia
ilosciowego)
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Clustergram

Clustergram wyswietla dane w hierarchii opartej na stopniu podobienstwa ekspresji réznych genow
docelowych i probek.

Uwaga: W celu wyswietlenia jakiegokolwiek wykresu danych innego niz ekspresja wzgledna na
wykresie stupkowym nalezy wybra¢ referencyjny gen docelowy.

Clustergram przedstawia ekspresje wzgledng prébki lub genu docelowego w nastepujacy sposoéb:

B Upregulation (Zwigekszenie stopnia ekspresiji) (kolor czerwony) — wyzsza ekspresja.

B Downregulation (Zmniejszenie stopnia ekspresji) (kolor zielony lub niebieski) — nizsza ekspresja.
B No regulation (Brak zmiany stopnia ekspres;ji) (kolor czarny).

B No value calculated (Brak wartosci obliczonej) (kolor czarny z biatym znakiem X).

Im jasniejszy jest odcien koloru, tym wieksza jest r6znica ekspresji wzglednej. Jesli nie mozna
wyliczy¢ zadnej znormalizowanej wartosci Cq, wowczas kwadrat bedzie czarny z biatym znakiem X.

Na zewnetrznych krawedziach wykresu danych znajduje sie dendrogram, ktory wskazuje hierarchie
klastrow. Geny docelowe i prébki, ktére majg podobne wzorce ekspresji, bedg widoczne na
sgsiadujgcych gateziach, a takie, ktérych wzorce sg niepodobne, beda znajdowaty sie dalej od siebie.

Settings (Ustawienia)

Mozna ustawi¢ nastepujgce opcje:

B Cluster By (Lgczenie w klastry wg) — do wyboru nastepujgce opcje: Targets (Sekwencje
docelowe), Samples (Prébki), Both (Oba) lub None (Brak).

B Size (Rozmiar) — dostosowuje rozmiar obrazu i zmienia stopien powiekszenia wykresu.

B Split Out Replicates (Rozdziel wedtug replikacji) — powoduje wyswietlenie wartosci dla
poszczegolnych replikacji.

Wskazowka: Dla clustergramu i wykresu punktowego mozna zmieni¢ schemat kolorow z domys$inego
czerwono-zielonego na czerwono-niebieski, wybierajac te opcje w menu wyswietlanym po kliknieciu
prawym przyciskiem myszy w jednym z tych wykresow.

Opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem
myszy

Opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w obszarze clustergramu sg
takie same jak dla wykresu stupkowego. Dostepne opcje przedstawiono w Tabela 34 na stronie 250.
Dodatkowo nalezy wybra¢ opcje Color Scheme (Schemat koloréw), aby zmieni¢ na wykresie schemat
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Clustergram

barwny zmniejszania stopnia ekspresji z domys$inego schematu czerwono-zielonego na czerwono-
niebieski.
Arkusz kalkulacyjny z danymi

W arkuszu kalkulacyjnym wys$wietlane sg wartosci dla genu docelowego, probki i znormalizowanej
wartosci ekspresiji. Klikngé pole wyboru obok genu docelowego, aby wtgczyé go do wykresu lub
wykluczyé z wykresu.
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Wykres rozrzutu

Na wykresie rozrzutu wyswietlana jest znormalizowana wartos¢ ekspresji genéw docelowych dla probki
kontrolnej w odniesieniu do probki eksperymentalnej. Linie na wykresie wskazujgprog regulacji. Punkty
danych miedzy liniami wskazujg, ze réznica ekspresji miedzy probkami dla danego docelowego genu jest
pomijalna. Punkty danych poza liniami przekraczajg prog regulacji i moga stanowi¢ przedmiot
zainteresowania.

Obraz na wykresie przedstawia nastepujgce zmiany ekspresji genu docelowego na podstawie progu
regulaciji:

B Upregulation (Zwiekszenie stopnia ekspresiji) (czerwone koétko) — wzglednie wieksza ekspresja.

B Downregulation (Zmniejszenie stopnia ekspresji) (zielone lub niebieskie kétko) — wzglednie
mniejsza ekspresja.

B No change (Brak zmiany) (czarne kétko).

Klikng¢ i przeciggnac¢ linie progu, aby dostosowaé wartos¢ progu regulacji.

Settings (Ustawienia)

Mozna ustawi¢ nastepujgce opcje:

B Control Sample (Prébka kontrolna),

B Experimental Sample (Prébka eksperymentalna)

B Prog regulacji. Przy zwigkszaniu lub zmniejszaniu warto$ci regulacji linie progowe na wykresie
przesuwaja sie odpowiednio.

Opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem
myszy

Opcje menu wyswietlanego po kliknieciu prawym przyciskiem myszy w przypadku wykresu rozrzutu
sg takie same jak dla wykresu stupkowego. Dostepne opcje przedstawiono w Tabela 34 na stronie

250. Dodatkowo mozna wybra¢ Symbol, aby zmieni¢ symbol stosowany na wykresie z domys$inego
kotka na jeden z nastepujacych:

B trojkat,
B krzyzyk,
B kwadrat,
H  romb.
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Wykres rozrzutu

Arkusz kalkulacyjny z danymi

W arkuszu kalkulacyjnym wyswietlane sg wartosci dla genu docelowego oraz znormalizowana
wartos¢ ekspresiji dla probek kontrolnych i eksperymentalnych. Wskazuje tez, czy stopien ekspresji
genow docelowych jest zwiekszony czy zmniejszony w poréwnaniu do progu progu regulacji. Klikngé
pole wyboru obok genu docelowego, aby wigczyé go do wykresu lub wykluczy¢ z wykresu.
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Results (Wyniki)

Zaktadka Results (Wyniki) udostepnia arkusz kalkulacyjny, ktéry podsumowuje dane ze wszystkich
wykresow. W Tabela 37 zdefiniowano dane wyswietlane w arkuszu kalkulacyjnym Results (Wyniki).

Tabela 37. Informacje na zaktadce Results (Wyniki)

Informacja

Targets (Sekwencje docelowe)

Opis

Nazwa sekwencji docelowej (gen poddany amplifikaciji)

Sample (Prébka)

Nazwa probki

Mean Cq (Srednia z cyklu
oznaczenia ilosciowego)

Srednia z cyklu oznaczenia ilo$ciowego

Mean Efficiency Corrected C
(Cq po korekcie
uwzgledniajgcej wydajnosc
Srednig)

Srednia z cyklu oznaczenia ilo$ciowego po korekcie
uwzgledniajgcej wydajnosc¢ reakcji

Normalized Expression
(Ekspresja znormalizowana)

Ekspresja sekwencji docelowej znormalizowana do referencyjnej
sekwencji docelowej (AAC )

Relative Normalized Expression
(Znormalizowana ekspresja
wzgledna)

Ekspresja wzgledna znormalizowana do probki kontrolnej;
nazywana réwniez krotnoscig zmiany

Regulation (Regulacja)

Zmiana ekspresji wzgledem prébki kontrolnej

Compared to Regulation
Threshold (Poréwnanie do
progu regulacji)

Zwiekszenie lub zmniejszenie stopnia ekspresji w probce badanej
w zaleznosci od ustawienia progu

Uwaga: Dane dla replikatéw znajdujg sie tylko w arkuszach kalkulacyjnych na zaktadkach analiz
danych, w ktérych wybrana zostata opcja Split Out Replicates (Rozdziel wedtug replikacji) (czyli
Clustergram). W danych ekspresji w arkuszach kalkulacyjnych ekspresji genu moze pojawic sie
rozbieznosé, jesli jako probka kontrolna na wykresie stupkowym zostanie wybrana opcja ,none”

(Brak).
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Badanie genéw

Badanie genéw mozna utworzyé w celu poréwnania danych o ekspresji genu z jednego lub wigkszej
liczby eksperymentéw PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem kalibratora do kalibracji miedzy
analizami probek w celu normalizacji miedzy eksperymentami. Mozna utworzy¢ badanie gendw,
dodajac do badania genéw dane z co najmniej jednego pliku danych (z rozszerzeniem .pcrd).
Oprogramowanie grupuje je w pojedynczy plik (z rozszerzeniem .mgxd).

Uwaga: Maksymalna liczba probek, jakie mozna przeanalizowa¢ w badaniu genéw, jest
ograniczona przez wielko$¢ pamieci RAM oraz pamieci wirtualnej komputera.

Kalibracja miedzy analizami prébek

Préba wykonania kalibracji miedzy analizami probek jest podejmowana w kazdym nowym badaniu
genow dla kazdej sekwencji docelowej celem normalizacji zmiennosci miedzy analizami, ktére mogg
dotyczy¢ sekwencji docelowych testowanych w osobnych analizach PCR w czasie rzeczywistym
(oznacza to, ze z réznych ptytek generowane sg rézne pliki .pcrd).

Aby oprogramowanie rozpoznato probke jako kalibrator zmiennosci miedzy analizami probek, taka
probka musi mie¢ takg samg nazwe sekwencji docelowej, nazwe probki, a takze — jesli jest
wykorzystywana — takg samg nazwe zestawu biologicznego na kazdej poréwnywanej ptytce.

Uwaga: Jesli w konkretnym badaniu genéw wymagane jest wykonanie kalibracji miedzy
analizami prébek, woéwczas badanie powinno zawiera¢ co najmniej jeden kalibrator zmiennosci
miedzy analizami prébek. Sekwencje docelowe bez odpowiednich probek bedgcych
kalibratorami zmiennos$ci miedzy analizami prébek bedg przetwarzane bez korekt w badaniu
genow (nie jest to zalecane).

Kalibratory zmiennosci miedzy analizami prébek moga by¢ stosowane na dwa sposoby:

B Osobno dla poszczegdlnych sekwencji docelowych — rézne primery PCR moga miec¢ rézne
wydajnosci. Domyslinie kalibrator zmiennosci miedzy analizami prébek jest stosowany do
wszystkich studzienek na jednej ptytce, ktdre majg te samg nazwe sekwencji docelowej — na
przyktad Cq wygenerowane przy uzyciu tego samego oznaczenia.

B Dlacatego badania — jeden kalibrator zmienno$ci miedzy analizami prébek jest wybierany przez
uzytkownika i stosowany do catego badania genéw.

Okno dialogowe Gene Study (badanie genéw)
Okno dialogowe Gene Study (badanie gendéw) zawiera dwie zaktadki:

B Zakladka Study Setup (Konfiguracja badania) — zarzadzanie analizami prébek w badaniu
genow.
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Wazne: Dodanie lub usuniecie plikbw danych w badaniu gendw nie powoduje zmiany
danych w oryginalnym pliku.

B Zakiadka Study Analysis (Analiza badania) — wyswietlanie danych o ekspresji genu dla
potgczonych analiz prébek.

Zakladka Study Setup (Konfiguracja badania)

W Tabela 38 zdefiniowano dane wy$wietlane w zaktadce Study Setup (Konfiguracja badania).

Tabela 38. Zakladka Study Setup (Konfiguracja badania) w oknie dialogowym Gene Study

(Badanie genow).

Tytut kolumny

File Name (Nazwa pliku)

Opis

Nazwa pliku danych analizy (rozszerzenie .pcrd)

File Folder (Folder plikow)

Katalog, w ktérym zapisany jest plik danych dla kazdej analizy w
badaniu genow

Date Created (Data
utworzenia)

Data utworzenia danych analizy

Well Group Name (Nazwa
grupy studzienek)

Nazwa grupy studzienek, ktora zostata wybrana, gdy plik zostat
dodany do badania genéw

Wskazéwka: Aby przeanalizowaé jedng grupe studzienek w
badaniu gendw, nalezy wybrac te grupe w oknie Data Analysis
(Analiza danych) przed zaimportowaniem pliku danych do
badania genow.

Step (Etap)

Etap protokotu, ktéry zawiera odczyt ptytki w celu zgromadzenia
danych PCR w czasie rzeczywistym

Run Type (Typ analizy)

Typ zdefiniowany przez uzytkownika lub analiza PrimePCR™

Protocol Edited (Protokét po
edyciji)

Zaznaczenie tej opcji o0znacza, ze protokoét uzywany na potrzeby
analizy PrimePCR zostat poddany edycji

View Plate (Wyswietl ptytke)

Umozliwia otwarcie mapy ptytki z danymi z poszczegélnych analiz
uwzglednionych w obszarze Gene Study (Badania genéw)
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Przygotowanie badania genow

Aby przygotowac¢ badania genow

1. Przed zaimportowaniem danych do badania gendw nalezy wykonac¢ nastepujgce czynnosci w
oknie Data Analysis (Analiza danych):

B Nalezy upewnic sie, ze prébki o takiej samej zawartosci majg takg samg nazwe. W badaniu
gendw oprogramowanie przyjmuje zatozenie, ze studzienki o nazwach Target (Sekwencja
docelowa) lub Sample (Prébka) zawierajg te same prébeki.

B W celu zoptymalizowania danych w kazdej analizie nalezy dostosowa¢ wartos¢ bazowgq i
progowg (Cq) na zaktadce Quantification (Oznaczenie ilosciowe).

B Wybra¢ grupe studzienek, ktére majg zosta¢ uwzglednione w badaniu gendw.

W celu wy$wietlenia danych z jednej grupy studzienek w badaniu gendw te grupe nalezy
wybraé przed zaimportowaniem pliku danych.

Zakfadka Study Setup (Konfiguracja badania) przedstawia liste wszystkich analiz w ramach
badania genow.

2. W oknie dialogowym Gene Study (Badanie gendéw) wybra¢ zaktadke Study Setup (Konfiguracja
badania).

3. Klikngé opcje Add Data Files (Dodaj pliki danych), aby wybrac¢ plik z okna przegladarki.

Wskazéwka: Aby szybko doda¢ analizy do badania genéw, nalezy przeciggng¢ pliki danych
(rozszerzenie .pcrd) do okna dialogowego Study Setup (Konfiguracja badania).

4. Oprogramowanie Oprogramowanie CFX Manager Dx bedzie automatycznie wykonywac¢ analize
w ramach badania gendéw w miare jak uzytkownik bedzie dodawat pliki danych. Aby wyswietli¢
wyniki, nalezy wybra¢ zaktadke Study Analysis (Analiza badania).

Aby usuna¢ analizy z badania genéw
» Wybraé co najmniej jeden plik na liscie i klikng¢ opcje Remove (Usun).
Aby doda¢ uwagi dotyczace badania genéw

» Do pola tekstowego Notes (Uwagi) wprowadzi¢ uwagi dotyczace plikéw i analizy.
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Zaktadka Study Analysis (Analiza badania)

Na zakfadce Study Analysis (Analiza badania) widoczne sg dane z wszystkich analiz wykonanych w
ramach badania gendéw. Opcje analizy ekspresji genu sg takie same, jak te dla pojedynczego pliku
danych, ale z nastepujgcym wyjatkiem:

B W przypadku wykresow stupkowych wartosci kalibracji zmiennosci miedzy analizami prébek
pojawiaja sie (jesli sg obliczane) po kliknieciu opcji Inter-run Calibration (Kalibracja zmiennosci
miedzy analizami probek).

Uwaga: Jako kalibrator do uwzgledniania zmienno$ci miedzy analizami prébek moga by¢
uzywane tylko nastepujgce typy probek:

O Unknown (Nieznana)
O Standard (Standard)
O Positive Control (Kontrola dodatnia)

Probki kontroli ujemnej, probki bez kontroli matrycy (NTC) i bez kontroli odwrotnej transkryptazy
(NRT) nie moga by¢ uzywane jako kalibrator do uwzgledniania zmiennosci miedzy analizami
prébek.
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Tworzenie raportéw z badania genéw
Aby utworzy¢ raport z badania genow

1. Przed utworzeniem raportu z badania genéw nalezy odpowiednio dostosowac¢ dane i wykresy.

2. Wybrac¢ opcje Tools (Narzedzia) > Reports (Raporty) w menu Gene Study (Badanie gendw), aby
otworzy¢ okno dialogowe Report (Raport).

3.  Wybrac opcje, ktére majg zostac¢ ujete w raporcie. Raport zostanie otwarty z wybranymi opcjami
domysinymi. Zaznaczy¢ lub usung¢ zaznaczenie pola wyboru, aby zmieni¢ cate kategorie lub
pojedyncze opcje w obrebie kategorii.

Opcje dostepne do wyswietlenia przedstawia sekcja Kategorie raportéw Gene Study (Badanie
gendw) na stronie 265.

4. Zmienic¢ kolejnos$¢ kategorii i pozycji w raporcie. Opcje mozna przeciggac do pozycji
wymaganych. Kolejno$¢ pozycji mozna zmieniac¢ jedynie w obrebie kategorii, do ktérych dane
pozycje naleza.

5. Klikngé Update Report (Aktualizuj raport), aby zaktualizowaé Report Preview (Podglad raportu)
o jakiekolwiek zmiany.

6. Wydrukowac lub zapisac raport. Aby wydrukowac biezgcy raport, klikngé przycisk Print Report
(Drukuj raport) na pasku narzedzi. Wybra¢ opcje File (Plik) > Save (Zapisz), aby zapisac raport
w formacie PDF (plik programu Adobe Acrobat Reader), i wybra¢ miejsce zapisu pliku. Wybraé
opcje File (Plik) > Save As (Zapisz jako), aby zapisa¢ raport z nowg nazwa lub w nowym miejscu.

7. (Opcjonalnie) Utworzy¢ szablon raportu zawierajgcy potrzebne informacje. Aby zapisaé biezgce
ustawienia raportu w szablonie, wybra¢ opcje Template (Szablon) > Save (Zapisz) lub Save As
(Zapisz jako). Nastepnie wczyta¢ szablon raportu nastepnym razem przed utworzeniem nowego
raportu.

Kategorie raportéw Gene Study (Badanie genéw)

W oknie dialogowym Gene Study Report (Raport z badania genéw) mozna uporzadkowac dane
badania genow, tworzgc z nich raport. W Tabela 39 wymieniono wszystkie opcje dostepne na
potrzeby raportu z badania genéw.

Tabela 39. Kategorie dla raportu z badania genéw

Kategoria Opcja Opis

Nagtéwek

Tytut, podtytut i logo dla raportu
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Tabela 39. Kategorie dla raportu z badania genéw, ciag dalszy

Kategoria Opcja

Report Information
(Informacje o raporcie)

Opis

Data, nazwa uzytkownika, nazwa pliku danych,
Sciezka pliku danych i wybrana grupa studzienek

Gene Study File List (Lista
plikéw do badania gendéw)

Lista wszystkich plikéw danych w badaniu
genéw

Notes (Uwagi)

Uwagi dotyczace raportu z danymi

Study Analysis (Analiza badania): Bar Chart (Wykres stupkowy)

Analysis Settings
(Ustawienia analizy)

Lista wybranych parametrow analizy

Chart (Wykres)

Wykres stupkowy Gene Expression (Ekspresja
genu) przedstawiajacy dane

Target Names (Nazwy
sekwencji docelowych)

Lista sekwencji docelowych w badaniu genow

Sample Names (Nazwy

probek)

Lista probek w badaniu genéw

Data (Dane)

Arkusz kalkulacyjny, ktory przedstawia dane

Target Stability (Stabilnos¢
sekwencji docelowej)

Dane dotyczgce stabilno$ci sekwencji docelowej

Inter-run Calibration
(Kalibracja migdzy
analizami probek)

Dane kalibracji miedzy analizami probek

Study Analysis (Analiza badania): Clustergram and Scatter Plot (Wykres rozrzutu)

Analysis Settings
(Ustawienia analizy)

Ustawienia dla kazdego typu wykresu

Chart (Wykres) Wykres Gene Expression (Ekspresja genu)
przedstawiajagcy dane
Data (Dane) Arkusz kalkulacyjny z wyszczegdélnionymi

danymi dla kazdego genu docelowego
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Zatgcznik A Obliczenia w analizie danych

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx automatycznie oblicza wzory i wyswietla wyniki w zaktadkach
okna Data Analysis (Analiza danych). W tym zatgczniku szczegdétowo objasniono sposéb obliczania
wzoréw przez oprogramowanie CFX Manager Dx.

Wydajnos¢ reakcji

Jak sugerujg dowody, stosowanie odpowiedniej miary wydajnosci dla kazdego zestawu primera

i sondy zapewnia doktadniejsze wyniki przy analizowaniu danych o ekspresji genu. Domysina wartos¢
wydajnosci stosowana w obliczeniach ekspresji genu to 100%. Aby oceni¢ wydajnos¢ reakcji, nalezy
wygenerowac krzywa wzorcowg przy uzyciu seryjnych rozcienczen reprezentatywnej probki w caty
odpowiednim zakresie dynamiki i zarejestrowac¢ wydajnos$¢ dla pézniejszej analizy ekspresji genu.
Jesli analiza prébek obejmuje krzywag wzorcowg, oprogramowanie automatycznie wylicza wydajnosé

i wyswietla jg w czesci Standard Curve (Krzywa wzorcowa) w zaktadce Quantification (Oznaczenie
ilosciowe), jesli w zakladce Targets (Geny docelowe) w oknie Experiment Settings (Ustawienia
eksperymentu) jest zaznaczona opcja Auto Efficiency (Automatyczna wydajnos¢).

Wydajnos¢ (E) we wzorach na wydajnos¢ odnosi sie do ,wydajnosci” opisanych przez Pfaffla (2001)
oraz Vandesompelego i wsp. (2002). W tych publikacjach wydajno$¢ wynoszgca 2 (idealne
podwojenie przy kazdym cyklu) odpowiada 100% wydajnosci w tym oprogramowaniu. Mozna
przeliczy¢ obliczenia wydajnosci na obliczenia stosowane w oprogramowaniu, stosujgc nastepujgca
zaleznos¢ matematyczna:

B E=(% wydajnosci*0,01) + 1
B % wydajnosci=(E—1)* 100
llosé wzgledna
Wzér na ilos¢ wzgledng (ACq) dla dowolnej prébki (GOI):
Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (Cy uin =€, (sample))

Uwaga: Ten wzor jest stosowany do obliczania ilosci wzglednej, gdy nie zdefiniowano zadnej
kontrolnej probki.

Gdzie:
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Zatgcznik A Obliczenia w analizie danych

B E =wydajnosc¢ zestawu primera i sondy. Te wydajno$c¢ oblicza sie ze wzoru
(% wydajnosci * 0,01) + 1, gdzie 100% wydajnosci = 2

m C q(min) = srednia wartos¢ Cq dla prébki o najnizszej sredniej wartosci Cq dla GOI
B Cq(sample) = Srednia wartos¢ C dla probki

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)

llos¢é wzgledna przy wybranej kontroli

Gdy przypisana jest kontrolna prébka , to ilos¢ wzgledna (RQ) dla dowolnej prébki z genem bedgcym
przedmiotem zainteresowania (GOlI) jest obliczana ze wzoru:

. . C, (contra) —C
Relative Quantitygmpe (@or) = EGOI( 9 (contral) q(sample))

Gdzie:

B E =wydajnosc¢ zestawu primera i sondy. Te wydajnos¢ oblicza sie ze wzoru
(% wydajnosci * 0,01) + 1, gdzie 100% wydajnosci = 2

B Cq (control) = Srednia warto$¢ C,, dla probki kotnrolnej
B Cq(sample) = $rednia wartos¢ C dla wszelkich probek z GOI

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)

Odchylenie standardowe ilosci wzglednej

Wzér na odchylenie standardowe obliczenia ilosci wzglednej jest nastepujgcy:
SD Relative Quantity = SD Cqgor X Relative Quantity e (cor X Lo (Egor)
Gdzie:
B SD Relative Quantity = odchylenie standardowe ilosci wzglednej
B SD Cygol sample = odchylenie standardowe C, dla probki (GOI)
B Relative Quantity = ilo$¢ wzgledna probki

B E =wydajnosc¢ zestawu primera i sondy. Te wydajnos¢ oblicza sie ze wzoru
(% wydajnosci * 0,01) + 1, gdzie 100% wydajnosci = 2

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)
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Warto$¢ Cq skorygowana wzgledem wydajnosci (CqE)

Wartos¢ C, skorygowana wzgledem wydajnosci (C )
Wz6r na wartos¢ Cq (CqE) skorygowang wzgledem wydajnosci:
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Gdzie:

B E=wydajnosc

C4 po korekcie uwzgledniajacej wydajnosc srednig (MCqg)
Wzér na Cq po korekcie z uwzglednieniem wydajnosci sredniej

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T - -+CUE (Rep
MCqE= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Gdzie:
B Cge = Cq po korekcie uwzgledniajgcej wydajnosc

B n =liczba replikatow

Wspétczynnik normalizaciji

Mianownik réwnania ekspresji znormalizowanej jest okreslany jako wspotczynnik normalizacii.
Wspotczynnik normalizaciji jest Srednig geometryczng ilosci wzglednych z wszystkich referencyjnych
sekwencji docelowych (genow) dla konkretnej prébki, co opisuje niniejszy wzor:

1
Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQqample (Ret2) X « - - X RQgample (Refn))™

Gdzie:
B RQ=llos¢ wzgledna
B n =liczba referencyjnych sekwencji docelowych

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)
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Zatgcznik A Obliczenia w analizie danych

Znormalizowana wartos¢ ekspresiji

Znormalizowana wartos¢ ekspresji (AAC,) to wzgledna ilos¢ docelowego genu znormalizowana
wzgledem ilosci referencyjnych docelowych genéw lub sekwencji w danym uktadzie biologicznym.
Aby wybrac referencyjne docelowe geny lub sekwencje, otworzy¢ okno Experiment Settings
(Ustawienia eksperymentu) i klikng¢ kolumne referencyjng dla kazdego docelowego genu, ktéry
stanowi gen referencyjny.

Wz6r na znormalizowang warto$¢ ekspresji wykorzystujgcy obliczong ilo$¢ wzgledng (RQ):

RQuample (coO1)

Normalized Expressiong,p. (cor = .
(RQuacpie (et 1) ¥R Quample (et 2 - XRQuumpe (et ) ™

Gdzie:
B RQ=ilos¢ wzgledna w probce

B Ref =referencyjny gen docelowy w analizie prébek, ktéra obejmuje co najmniej jeden
referencyjny gen docelowy w kazdej probce

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)

O ile referencyjne geny docelowe nie zmieniajg swojego poziomu ekspresji w danym uktadzie
biologicznym, obliczenie znormalizowanej wartosci ekspresji pozwoli poznac¢ réznice w tadowaniu
probek lub zréznicowanie liczby komorek, ktdre sa reprezentowane w kazdej z probek.

Znormalizowana wartos¢ ekspresji po wybraniu kontroli

Gdy w oknie Experiment Settings (Ustawienia ekspresji) zostanie wybrana probka kontrolna,
oprogramowanie ustawi poziom ekspresji probki kontrolnej na 1. W tej sytuacji oprogramowanie
znormalizuje ilosci wzgledne ekspresji wszystkich sekwencji docelowych (genéw) do ilosci kontroli
(wartos¢ 1). Znormalizowana ekspresja jest rownowazna analizie znormalizowanej ekspresji bez
skalowania po wybraniu kontroli.

Uwaga: Jest to rowniez okreslane jako wzgledna znormalizowana ekspresja (RNE) lub krotnos¢
zmiany.
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Odchylenie standardowe dla znormalizowanej wartosci ekspres;ji

Odchylenie standardowe dla znormalizowanej wartosci
ekspresji

Znormalizowana wartos¢ ekspresiji jest przeskalowywana poprzez podzielenie odchylenia
standardowego znormalizowanej wartosci ekspresji przez znormalizowang warto$¢ ekspres;ji dla
najwyzszego lub najnizszego poziomu ekspresji w zaleznosci od wybranej opcji skalowania. Wz6r na
odchylenie standardowe (SD) wspétczynnika normalizaciji:

_ SD RQumple (Rt 1) ) 2 (SD RQuample (Rof 2) ) 2 (SD RQuumple (net ) ) 2
SD NF, = NF, x \/( nXRQeample (Ref 1) + BXRQeample (Ref 2) oot nXRQgample (Ref n)

Gdzie:

B RQ=ilos¢wzgledna w probce

B SD = odchylenie standardowe

B NF = wspodtczynnik normalizaciji

B Ref =referencyjny gen docelowy

B n=liczba referencyjnych sekwencji docelowych

Gdy przypisana jest probka kontrolna, nie trzeba przeprowadzaé tego przeskalowania dla odchylenia
standardowego, jak przedstawia nastepujacy wzor:

SD NFaampie \ 2 SD RQumple (con \ 2
SD NEgample (Go1) = NEgample (Go1) X \/ (m) + (m)

Gdzie:

B NE =znormalizowana wartos¢ ekspres;ji
B RQ =ilo$¢ wzgledna w probce

B SD = odchylenie standardowe

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)
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Zatgcznik A Obliczenia w analizie danych

Znormalizowana wartos¢ ekspresiji przeskalowana do
najwyzszego poziomu ekspresji

Jesli analiza probek nie zawiera kontroli, nalezy przeskalowaé¢ znormalizowang warto$¢ ekspresji
(NE) dla kazdego docelowego genu, dzielgc poziom ekspresji kazdej probki przez najwyzszy poziom
ekspresiji sposrod wszystkich probek. Oprogramowanie ustawia wartos¢ 1 dla najwyzszego poziomu
ekspresji i przeskalowuje wszystkie poziomy ekspresji prébek. Wzér na skalowanie wedtug
najwyzszego poziomu:

Normalized Expressiong,gp, (qor)
Normalized Expressionmgnest sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,me (o1 =

Gdzie:

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (sekwencja docelowa)

Znormalizowana wartos¢ ekspresji przeskalowana do
najnizszego poziomu ekspresji

Jesli analiza probek nie zawiera kontroli, nalezy przeskalowaé¢ znormalizowang warto$¢ ekspresji
(NE) dla kazdego docelowego genu, dzielgc poziom ekspresji kazdej prébki przez najnizszy poziom
ekspresji sposrod wszystkich probek. Oprogramowanie ustawia warto$¢ 1 dla najnizszego poziomu
ekspresji i przeskalowuje wszystkie poziomy ekspresji prébek. Wzér na skalowanie wedtug
najnizszego poziomu:

Normalized Expressiong,mpe (cor
Normalized Expressiony yest sample (GOD)

Scaled Normalized Expressiong, . (cor =

Gdzie:

B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (sekwencja docelowa)
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Znormalizowana wartos$¢ ekspresji przeskalowana do $redniego poziomu ekspresji

Znormalizowana wartos¢ ekspresiji przeskalowana do
sredniego poziomu ekspresiji

Jesli analiza probek nie zawiera kontroli, nalezy przeskalowaé znormalizowang warto$¢ ekspresji
(NE) dla kazdego docelowego genu, dzielgc poziom ekspresji kazdej prébki przez srednig
geometryczng z poziomow ekspresji dla wszystkich probek. Oprogramowanie ustawia wartos¢ 1 dla
Sredniego poziomu ekspresiji i przeskalowuje wszystkie poziomy ekspresji probek. Wzor na
skalowanie wedtug $redniej:

Normalized Expressiongqyie (cor

Scaled Normalized Expression ample (@01 = ormama Expressionc op

Gdzie:
B GOl = gen bedacy przedmiotem zainteresowania (sekwencja docelowa)

B GM = $rednia geometryczna znormalizowanej wartosci ekspresji dla wszystkich probek
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Zatgcznik A Obliczenia w analizie danych

Odchylenie standardowe dla przeskalowanej
znormalizowanej wartosci ekspresiji

Przeskalowanie znormalizowanej ekspresji (NE) odbywa sie poprzez dzielenie odchylenia
standardowego (SD) znormalizowanej wartosci ekspresji przez znormalizowang wartos$¢ ekspres;ji dla
najwyzszego (MAX) lub najnizszego (MIN) poziomu ekspresji w zaleznosci od wybranej opcji
skalowania.

Uwaga: Gdy przypisana jest prébka kontrolna, nie trzeba przeprowadzac¢ tego przeskalowania
dla odchylenia standardowego.

Wzér dla tego obliczenia jest nastepujacy:

SD NEmpe (con
NEmAX or MIN (GOI)

SD Scaled NEqumgle (qor) =
Gdzie:
B NE =znormalizowana warto$¢ ekspresji
B SD = odchylenie standardowe
B GOl = gen bedacy przedmiotem zainteresowania (sekwencja docelowa)
B MAX = najwyzszy poziom ekspresji

B MIN = najnizszy poziom ekspresji
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Regulacja stopnia ekspres;ji

Regulacja stopnia ekspresji
Regulacja stopnia ekspresji jest miarg zwiekszenia lub zmniejszenia ekspresji genu docelowego dla

eksperymentalnej probki w poréwnaniu z kontrolg. Miare te wyznacza sie w nastepujgcy sposob:

Jesli ekspresja (eksperymentalna) > ekspresja (kontrolna):

Expression (experimental)
Expression (control)

Regulation =

Jesli ekspresja (eksperymentalna) <ekspresja (kontrolna):

s Expression (experimental)
Regulation = —1 / ( Expression (control) )
Uwaga: W przypadku wykresu stupkowego ekspresja bazuje na ilosci wzglednej lub na
znormalizowanej wartosci ekspresiji, w zaleznosci od wybranego trybu (zob. Wykres stupkowy na
stronie 242). Jednak w przypadku wykresu rozrzutu, i clustergramu regulacje stopnia ekspres;ji
zawsze wylicza sie ze znormalizowanej wartosci ekspresiji.
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Wzory na wartosci skorygowane

Réznica miedzy warto$ciami skorygowanymi a nieskorygowanymi jest widoczna tylko wtedy, gdy
krzywa wzorcowa zostata utworzona jako czes¢ analizy PCR w czasie rzeczywistym. W celu ustalenia
propagacji bledu oprogramowanie korzysta z trzech rownan:

B Btad standardowy
B Btiad standardowy dla ekspresji znormalizowane;j

B Biad standardowy dla znormalizowanego genu bedgcego przedmiotem zainteresowania
(sekwenciji docelowej)

Wzér na bitgd standardowy:

— Sb
Standard Error = NG

Gdzie:
B n=liczba referencyjnych sekwencji docelowych (gendw)
B SD = odchylenie standardowe

Wzér na btagd standardowy wspétczynnika normalizacji w ekspresji znormalizowane;j:

_ SE RQuumpte (ref1) ) 2 SE RQuumpie metz) ) SE RQumple (rern) ) 2
SE NF, = NF, x \/(nxSE R (m)) + (e R (m)) oot (s R Qe aw,.))

Gdzie:

B n=liczba referencyjnych sekwencji docelowych
B SE = Btad standardowy

B NF =znormalizowana warto$¢ ekspresji

B RQ-=llo$¢ wzgledna
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Wzory na wartosci skorygowane

Wzér na biad standardowy dla znormalizowanego genu bedacego przedmiotem zainteresowania
(GOI)

2 2
SE GOIL, = GOL, x \/ (Ba) + (SEG(‘;’IO‘)
Gdzie:
m  SE = Btad standardowy
B GOl =gen bedacy przedmiotem zainteresowania (jedna sekwencja docelowa)
B NF = wspodiczynnik normalizacji

B n=liczba referencyjnych sekwencji docelowych
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Zatgcznik B Zarzgdzanie uzytkownikami i rolami
w oprogramowaniu CFX Manager Dx

W oprogramowaniu CFX Manager™ Dx mozna tworzy¢ konta uzytkownikdw i przypisywac role do
tych uzytkownikéw. Role ograniczajg dostep do funkcji oprogramowania CFX Manager Dx.
Uzytkownikowi mozna w danym momencie przypisac tylko jedng role. Jednak administrator
oprogramowania CFX Manager Dx moze zmienic role uzytkownika w dowolnym momencie.

Wskazéwka: W celu korzystania z oprogramowania CFX Manager Dx nie jest wymagane
tworzenie uzytkownikéw. Jesli uzytkownicy nie zostang utworzeni, wszystkie dziatania bedg
wykonywane przy uzyciu domyslnego konta uzytkownika admin.

Wazne: Uzytkownik admin jest domyslinym kontem administratora, ktérego mozna uzyé w celu
poczgtkowego zalogowania sie do oprogramowania CFX Manager Dx. Zalecane jest utworzenie
konkretnego konta uzytkownika na potrzeby administrowania systemem CFX Manager Dx. Do
tego konta nalezy przypisa¢ role Administrator i za jego pomocg wykonywac wszystkie zadania
administracyjne.

Wazne: W oprogramowaniu CFX Manager Dx nie obowigzuje limit czasu braku aktywnosci
uzytkownika dla sesji. Dlatego zalecane jest zaimplementowanie zabezpieczen systemu
Windows albo rozwigzan innych firm (na przyktad poprzez uruchomienie wygaszacza ekranu,
ktérego wytgczenie bedzie mozliwe po zalogowaniu sie).

Zarzagdzanie uzytkownikami

Oprogramowanie CFX Manager Dx w standardowej edycji umozliwia nadawanie kontom
uzytkownikéw dowolnych nazw i haset.

Aby przypisa¢ role do kazdego uzytkownika, nalezy wybrac jg z listy rol w oknie User Administration
(Administrowanie uzytkownikami). W tym przykfadzie uzytkownik Guest (Go$¢) ma nadane
dodatkowe prawo do zapisywania plikow.

Dodawanie i usuwanie uzytkownikow

Uwaga: Uzytkownikow moze dodawac i usuwac tylko administrator CFX Manager Dx.
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Zatgcznik B Zarzadzanie uzytkownikami i rolami w oprogramowaniu CFX Manager Dx

Aby doda¢ konta uzytkownikow do oprogramowania CFX Manager Dx

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ User (Uzytkownik) > User Administration
(Administrowanie uzytkownikami).

Zostanie wyswietlone okno dialogowe User Administration (Administrowanie uzytkownikami).

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 abort runs

Add repeats to a run

1

2

3 |Perform skip steps
4 |Perform instrument calibration O
5 |Apply different calibrations to 2 data file O
g | Edi orreplace plate during run
7  |Edi orreplace the plate after a un

g  |Allow instrument file management
g |Rename instruments
0 Save anyfie
1 |Change threshold and baselines

12 | Print reports

13 | Setup Email O

!Dnmnmmmmmmnmng oooog

[E|

Bestore Default Rights

=}
£

Cancel

2. W okienku Manage Users (Zarzgdzanie uzytkownikami) wpisa¢ nazwe uzytkownika (opcja User
Name (Nazwa uzytkownika)).

3. Wybrac role dla uzytkownika (opcja Role (Rola)).
Role stuzg do ograniczania zakresu praw uzytkownika. Rolg domysing jest Principal (Kierownik).

Wskazéwka: Mozliwa jest zmiana praw dla kazdej roli. Zmiana praw konkretne;j roli wptywa
na wszystkich uzytkownikéw, ktérzy sg aktualnie przypisani do tej roli. Wiecej informacji
przedstawiono w rozdziale Zarzgdzanie prawami rol na stronie 281.

4. (Opcjonalnie) Wpisa¢ nazwisko (opcja Full Name (Nazwisko)) oraz hasto (opcja Password
(Hasto)) dla uzytkownika.

5. Kliknag¢ przycisk OK, aby zamkna¢ okno dialogowe, a nastepnie potwierdzi¢ zgdanie zamknigcia
okna.

6. Klikna¢ przycisk Yes (Tak), aby zamkna¢ okno dialogowe oraz okno.
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Zarzadzanie uzytkownikami

Aby usung¢ uzytkownika

1. W okienku Manage Users (Zarzgdzanie uzytkownikami) wybra¢ opcje Remove (Usun) dla
kazdego uzytkownika, ktérego konto ma zosta¢ usuniete.

2. Klikng¢ przycisk OK, aby zamkna¢ okno dialogowe, a nastepnie potwierdzi¢ zadanie zamkniecia
okna.

3. Klikng¢ przycisk Yes (Tak), aby zamkng¢ okno dialogowe oraz okno.

Uwaga: Lista uzytkownikéw oprogramowania zawsze musi zawiera¢ jednego
administratora.

Zarzadzanie prawami rol
W oprogramowaniu CFX Manager Dx dostepne sg nastepujgce cztery role:

B Administrator (rola wymagana) — administratorzy majg wszystkie prawa, a uzytkownicy nie mogg
zmieniaé tych praw. Administratorzy mogg rowniez dodawacé i usuwac uzytkownikéw oraz
zmienia¢ prawa dla poszczegdlnych rol.

Uwaga: Prawa do kazdej roli moze zmienia¢ tylko administrator.
B Principal (Przetozony) — domysinie przetozony ma wszystkie prawa
B Operator (Operator) — domyslnie operator ma wszystkie prawa oprécz prawa do pomijania cykli
B Guest (Gos$¢) — domyslinie go$¢ moze tylko odczytywac pliki

Wazne: Zmiana praw konkretnej roli wptywa na wszystkich uzytkownikéw przypisanych do tej
roli. Nie ma mozliwosci dostosowania roli dla jednego uzytkownika. W przypadku zmiany praw rél
nalezy zachowac ostroznosc.

Aby okresli¢ prawa dla kazdej roli

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ User (Uzytkownik) > User Administration
(Administrowanie uzytkownikami).

2. W panelu Manage Rights (Zarzadzaj prawami) wykona¢ jedng z nastepujgcych czynnosci:
B Aby usunaé prawo z roli, nalezy usung¢ zaznaczenie pola wyboru tego prawa.

B Abydodac¢ prawo do roli, nalezy zaznaczy¢ jego pole wyboru.
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Zatgcznik B Zarzadzanie uzytkownikami i rolami w oprogramowaniu CFX Manager Dx

3. Klikna¢ przycisk OK, aby zamkna¢ okno dialogowe, a nastepnie potwierdzi¢ zgdanie zamknigcia

okna.

4. Klikng¢ przycisk Yes (Tak), aby zamknag¢ okno dialogowe oraz okno.
Aby przywroci¢ wszystkie prawa dla wszystkich rol

» W oknie dialogowym User Administration (Administrowanie uzytkownikami) nalezy klikng¢ opcje
Restore Default Rights (Przywrd¢ prawa domysine).
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Logowanie do oprogramowania CFX Manager Dx

Logowanie do oprogramowania CFX Manager Dx

W oprogramowaniu CFX Manager Dx kontrola logujgcych sie uzytkownikéw nastepuje w oknie
dialogowym Login (Logowanie). Po uruchomieniu oprogramowanie CFX Manager Dx automatycznie
wyswietla okno dialogowe Login (Logowanie), jesli lista w oknie User Administration (Administrowanie
uzytkownikami) zawiera co najmniej dwéch uzytkownikow.

Nazwa uzytkownika zalogowanego do oprogramowania CFX Manager Dx jest widoczna u géry okna
Home (Strona gtéwna).

Aby zalogowa¢ sie do oprogramowania CFX Manager Dx

1. W oknie dialogowym Login (Logowanie) nalezy wybra¢ swojg nazwe uzytkownika na liscie
rozwijanej User Name (Nazwa uzytkownika).

2.  Wpisac swoje hasto.

3. Kiliknag¢ przycisk OK, aby zamkna¢ okno Login (Logowanie) i otworzy¢ oprogramowanie.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

o

,1 'I. f "}‘

User Name: | cpeterson bl

Password: |H+

QK Cancel

Zmiana uzytkownikéw
Uzytkownicy mogag by¢ zmieniani w trakcie pracy oprogramowania.
Aby przetaczy¢ uzytkownika

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ opcje User (Uzytkownik) > Select User (Wybierz
uzytkownika), aby otworzy¢ okno dialogowe Login (Logowanie).

2.  Wybra¢ nazwe z listy rozwijanej User Name (Nazwa uzytkownika).
3. Whpisac hasto nowego uzytkownika.

4. Klikng¢ przycisk OK, aby zamkng¢ okno Login (Logowanie) i otworzy¢ oprogramowanie.
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Zmiana haset uzytkownikow
Uzytkownicy oprogramowania CFX Manager Dx mogg zmienia¢ swoje hasta w dowolnym momencie.
Aby zmieni¢ hasto uzytkownika

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ opcje User (Uzytkownik) > Change Password (Zmien
hasto), aby otworzy¢ okno dialogowe Change Password (Zmien hasto).

Change Password

>
E

;1"{\

s

0ld Password: | |

Mew Password: | |

Corfim Mew Password: | |

QK Cancel

2. Wopisac¢ biezgce hasto do pola Old Password (Stare hasto).

3. Do pola New Password (Nowe hasto) wpisaé nowe hasto, a nastepnie wpisac je ponownie do
pola Confirm New Password (Potwierdz nowe hasto).

4. KIlikng¢ przycisk OK, aby potwierdzi¢ zmiane.

Przegladanie swojej roli i uprawnien

Wskazoéwka: Uzytkownicy z przypisanymi rolami uzytkownikéw Principal (Przetozony), Operator
lub Guest (Gos$¢) moga przegladac tylko swoje ustawienia, prawa i role.

Wyswietlenie swojej biezacej roli uzytkownika i uprawnien

» W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ User (Uzytkownik) > User Administration
(Administrowanie uzytkownikami).

W celu zmodyfikowania ustawien uzytkownika, uprawnien i rél wymienionych w oknie User
Administration (Administrowanie uzytkownikami) skontaktowa¢ sie ze swoim administratorem
systemu CFX Manager Dx.
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Zatgcznik C Integracja z systemem LIMS

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx mozna skonfigurowa¢ do uzytku z systemem zarzgdzania
informacjami laboratoryjnymi (Laboratory Information Management System — LIMS). W celu
zintegrowania sie z systemem LIMS oprogramowanie CFX Manager Dx wymaga informacji

o konfiguracji ptytki wygenerowanych przez platforme LIMS (tj. pliku LIMS, *.pIrn), pliku protokotu
utworzonego przez Oprogramowanie CFX Manager Dx (*.prcl), zdefiniowanej lokalizacji eksportu
danych oraz zdefiniowanego formatu eksportu.

Po zakonczeniu analizy probek CFX Manager Dx generuje plik danych (.pcrd) i zapisuje go

w zdefiniowanej lokalizacji folderu eksportu danych. Oprogramowanie CFX Manager Dx moze tez
utworzy¢ plik danych w formacie .csv kompatybilny z systemem LIMS i zapisa¢ go w tym samym
miejscu.

Tworzenie plikéw danych kompatybilnych z LIMS

W tym zatgczniku objasniono sposéb konfigurowania oprogramowania CFX Manager Dx w celu
tworzenia, zapisywania i eksportowania plikdw danych kompatybilnych z LIMS.
Ustawianie folderu LIMS i opcji eksportu danych

Oprogramowanie CFX Manager Dx domys$Inie zapisuje protokoty LIMS, pliki LIMS oraz pliki eksportu
danych LIMS w folderze:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Mozna skonfigurowa¢ CFX Manager Dx do zapisywania plikéw w innym folderze. Mozna tez zmienic
opcje eksportu dotyczgce danych LIMS.

Ustawienie folderu LIMS i opcji eksportu danych
1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ Tools (Narzedzia) > Options (Opcje).

2. W oknie dialogowym Options (Opcje) wybra¢ Data Export Settings (Ustawienia eksportu danych).
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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

(Opcjonalnie) Zaznaczy¢ Automatically export LIMS data at end of run (Automatycznie eksportuj
dane LIMS na koniec analizy probek).

Oprogramowanie automatycznie wyeksportuje dane LIMS po kazdej analizie probek i zapisze je
we wskazanej lokalizacji.

Aby zmieni¢ domysine opcje eksportu danych LIMS, klikng¢ LIMS Data Export Settings
(Ustawienia eksportu danych LIMS).

Wazne: Z powrotem do oprogramowania CFX Manager Dx mozna zaimportowac jedynie
dane LIMS wyeksportowane jako plik .csv.

W oknie dialogowym LIMS Data Export Format Settings (Ustawienia formatu eksportu danych
LIMS) wybra¢ wymagane opcje eksportu i klikngé OK.

W oknie dialogowym Options (Opcje) przej$¢ do domysinego folderu, w ktérym majg byé
zapisywane pliki danych LIMS, i wybra¢ go. Mozna wybra¢ inng lokalizacje dla kazdego typu
pliku:

B Pliku protokotu
B LIMS file (Plik LIMS),
B Data export (Eksport danych).

Klikng¢ OK, aby zapisa¢ zmiany i zamkng¢ okno dialogowe Options (Opcje).
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Tworzenie plikéw danych kompatybilnych z LIMS

Tworzenie protokotu LIMS

Aby uruchomic¢ analize LIMS, utworzy¢ plik protokotu CFX Manager Dx (*.prcl) i zapisa¢ go w folderze
przeznaczonym na protokoty LIMS.

Wiecej informaciji zamieszczono w Rozdziat 6, Tworzenie protokotow.

Tworzenie pliku LIMS

Plik systemu LIMS (*.plrn) zawiera szczegdty konfiguracji ptytki oraz nazwe pliku protokotu. Ten plik
jest generowany przez wewnetrzny system LIMS w placéwce, w kiorej dziata system.
Oprogramowanie CFX Manager Dx korzysta z tego pliku LIMS w celu utworzenia pliku ptytki, ktory jest
uzywany z plikiem protokotu.

Program CFX Manager Dx udostepnia pliki szablonu importu ptytki, kiére mozna edytowac celem
tworzenia niestandardowych plikéw ptytek LIMS.

Wskazowka: To zadanie powinno by¢ wykonywane przez specjaliste z zakresu systemu LIMS.
Aby utworzy¢ plik LIMS

1. W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ opcje View (Widok) > Show (Pokaz) > LIMS File Folder
(Folder plikow LIMS).

2. Otworzyc¢ folder LIMS Templates (Szablony LIMS) i wybra¢ plik .csv, ktory zostanie
zaimportowany do wewnetrznego systemu LIMS w placéwce, w kidrej dziata system.

B UMS Templates

&« v A | Cih\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates V| & Search Ll.. 2

o

& Downloads ) Mame Date medified Type Size

b Music EL] CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 643 AM Microsoft Excel .., 5KB
| Pictures

m Videos
e OSDisk (C)

= Groups (G:) v

1item =

3. W systemie LIMS przeprowadzi¢ edycje pliku szablonu, wypetniajac wymagane pola, ktérych liste
zawiera Tabela 40.

4. Zapisac plik z rozszerzeniem nazwy .plrn w folderze LIMS File Folder (Folder plikow LIMS).

Wazne: Oprogramowanie CFX Manager Dx moze otworzy¢ tylko ten plik .plrn. W celu
uruchomienia analizy z uzyciem systemu LIMS nalezy zapisac plik .csv jako plik .plrn.
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Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS

Kolumna Wiersz Opis Zawartos¢ Przeznaczenie
A 1 Nagtoéwek ptytki Nie edytowac Wstepnie
zdefiniowane
AB,C 2 Pole/dane/instrukcja Nie edytowaé Wstepnie
zdefiniowane
B 3 Wersja Nie edytowac¢ Wstepnie
zdefiniowane
B 4 Wielkos$¢ plytki Nie edytowaé Wstepnie
zdefiniowane
B 5 Typ plytki, Wprowadzi¢ ,BR Wymagane
White”, ,BR Clear”
lub inny
skalibrowany typ
ptytki
B 6 Tryb skanowania Wprowadzic¢ Wymagane
~SYBR/FAM
Only:”, ,All
Channels” lub
LFRET”
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Tworzenie plikéw danych kompatybilnych z LIMS

Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS, ciag dalszy

Kolumna Wiersz Opis Zawartos¢ Przeznaczenie
B 7 Jednostki Wprowadzi¢ jedng ~ Wymagane
z nastepujgcych

wartosci: ,copy
number” (liczba
kopii), ,fold
dilution” (krotnosc¢
rozcienczenia),
,micromoles”
(mikromole),
,hanomoles”
(nanomole),
~picomoles”
(pikomole),
~<femtomoles”
(femtomole),
,attomoles”
(attomole),
,milligrams”
(miligramy),
»,micrograms”
(mikrogramy),
,hanograms”
(nanogramy),
Lpicograms”
(pikogramy),
~femtograms”
(femtogramy),
~attograms”
(attogramy) lub
spercent” (procent)
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Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS, ciag dalszy

Kolumna Wiersz Opis Zawartos¢ Przeznaczenie
B 8 Id. analizy Wprowadzic¢ krotki Opcjonalne
opis lub kod
kreskowy
identyfikujgcy
analize
(maksymalnie 30
znakéw, przecinki
sg niedozwolone)
B 9 Uwaga dot. analizy Wprowadzi¢ opis Opcjonalne
analizy
B 10 Protokdt analizy Wprowadzic¢ Wymagane
nazwe pliku
protokotu
doktadnie tak, jak
jest podana.
A 11 Pliku danych Wprowadzi¢ Opcjonalne
nazwe pliku
danych
A 12-15 TBD/Puste Nie edytowaé Wstepnie
zdefiniowane
A 16 Dane plytki Nie edytowaé Wstepnie
zdefiniowane
A 17-113 Pozycja studzienki Nie edytowac Wstepnie
zdefiniowane
B-G Barwnik dla kanatu Wprowadzi¢ Wymagane
Ch1, barwnik dla nazwe jednego
kanatu Ch2, barwnik skalibrowanego
dla kanatu Ch3, barwnika (na
barwnik dla kanatu przyktad ,FAM”)
Ch4, barwnik dla dla kazdego

kanatu Ch5, FRET
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Tworzenie plikéw danych kompatybilnych z LIMS

Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS, ciag dalszy

Kolumna

H

Wiersz

Opis
Typ probki

Zawartos¢ Przeznaczenie

Wprowadzi¢ jeden Wymagane
z nastepujgcych
typow probek:
~,Unknown”
(Nieznana),
~Standard”
(Standard),
~Positive Control”
(Kontrola
dodatnia),
,Negative Control”
(Kontrola ujemna),
L,NTC” lub NRT”
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Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS, ciag dalszy

Kolumna

R-W

Opis Zawartos¢ Przeznaczenie
Nazwa probki Wprowadzié Opcjonalne
nazwe probki
Sekwencja docelowa Wprowadzi¢ Opcjonalne
dla CH1, sekwencja nazwe sekwencji
docelowa dla CH2, docelowej dla
sekwencja docelowa kazdego
dla CH3, sekwencja uzywanego kanatu
docelowa dla CH4,
sekwencja docelowa
dla CH5, sekwencja
docelowa dla FRET,
Nazwa zestawu Wprowadzié Opcjonalne
biologicznego nazwe zestawu
biologicznego
Replikat Wprowadzi¢ Opcjonalne

dodatnig liczbe
catkowitg dla
kazdego zestawu
replikatow.
Wartos¢ nie moze
by¢ rowna zero.

llos¢ dla CH1, ilo$¢ dla
CH2, ilo$¢ dla CH3,
ilos¢ dla CH4, ilos¢ dla
CHS5, ilos¢ dla FRET
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Tworzenie plikéw danych kompatybilnych z LIMS

Tabela 40. Definicja zawartosci pliku .csv systemu LIMS, ciag dalszy

Kolumna

X

Y-AD

Wiersz

Opis Zawartos¢ Przeznaczenie
Uwaga dotyczgca Wprowadzi¢ Opcjonalne
studzienki uwage dotyczgcag

studzienki

(maksymalnie 20

znakoéw)
Kolor studzienki dla Wprowadzi¢ Opcjonalne

Ch1, kolor studzienki
dla Ch2, kolor
studzienki dla Ch3,
kolor studzienki dla
Ch4, kolor studzienki
dla Ch5, kolor
studzienki dla FRET

dowolny kolor
stylu krzywej
zdefiniowane;j
przez uzytkownika
w formacie
dziesietnym (argb)
jako 32-bitowa
liczba catkowita

Uruchamianie analizy LIMS

Uruchomienie analizy LIMS

1.

Wykona¢ jedng z nastepujacych czynnosci w celu otworzenia pliku LIMS (.plrn):

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac¢ View (Widok) > Show (Pokaz) > LIMS File Folder
(Folder plikow LIMS) i otworzy¢ docelowy plik .plrn.

B W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ File (Plik) > Open (Otwérz) > LIMS File (Plik LIMS)
i otworzy¢ docelowy plik .plrn.

Plik jest otwierany w zaktadce Start Run (Uruchom analize prébek) w kreatorze Run Setup
(Konfiguracja analizy probek). W zaktadce Start Run (Uruchom analize probek) wyswietlane sg
informacje o eksperymencie, ktéry ma by¢ uruchomiony. W zakfadce tej wyswietlany jest takze
podtgczony blok (lub bloki) aparatu, w ktérym mozna uruchomi¢ dany eksperyment.

analize probek).

W zakfadce Start Run (Uruchom analize probek) wybra¢ aparat i klikngé Start Run (Uruchom
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Run Setup @
Protocol  [£25) Flate "B Start Run
Run Information
Protocol: RespProtocol prcl
Plate: LIMS001_96 wells pitd
Notes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Blocki(s)

Block MName a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CFX96 Deep Wel Idle 25
CRX36DW2 CFX56 Deep Well ldle 25
[] CFrxsel CFX56 Idie 25
CFX96i02 CFX96 Idie 25

[] Select All Blocks

@ Bash Block Indicator | | #7  Open Lid Z1 Coselid

B Start Run

<< Prey

Eksportowanie danych do systemu LIMS

Po zakonczeniu analizy probek CFX Manager Dx generuje plik danych (.pcrd) i zapisuje go
w zdefiniowanej lokalizaciji folderu eksportu danych.

Eksport pliku danych do systemu LIMS

» Otworzy¢ plik .pcrd i wybraé Export (Eksport) > Export to LIMS Folder (Eksportuj do folderu
LIMS).

Wskazowka: Jesli w czesci LIMS Options (Opcje LIMS) wybrano opcje Automatically Export
Data after Run (Automatycznie eksportuj dane po analizie probek), CFX Manager Dx tworzy plik
danych w formacie .csv kompatybilny z systemem LIMS i zapisuje go w tym samym folderze.
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Zatgcznik D Rozwigzywanie problemow

z podtgczaniem oprogramowania CFX Manager

Dx

Dziennik aplikac

Przed uruchomieniem nowej analizy probek aparaty CFX96™ i CFX96 Deep Well rozpoczynajg test
autodiagnostyczny w celu sprawdzenia, czy dziatajg zgodnie ze specyfikacjami. Oprogramowanie
rejestruje wyniki tego testu w pliku Run Log (Dziennik analiz prébek) oraz Application Log (Dziennik
aplikacji). W razie stwierdzenia probleméw w jednym lub wiekszej liczbie eksperymentow, otworzy¢
dzienniki analiz prébek i aplikacji, aby stwierdzi¢, kiedy zaczat sie problem.

CFX Manager™ Dx na biezaco rejestruje informacje o stanie aparatu podczas analizy prébek
w Application Log (Dziennik aplikacji). Te dzienniki pozwalajg $ledzi¢ zdarzenia wystepujgce
w aparatach i w oprogramowaniu oraz pomagajg rozwigzywac problemy.

Otwarcie dziennika Application Log (Dziennik aplikacji)

» W oknie Home (Strona gtéwna) wybrac View (Widok) > Application Log (Dziennik aplikacji).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xm!

[[l4 < » »i] EventLog

Fie:  BioRadPCRCientHistoryLog.xami ol
Find
<< >> Html Report
O Severty Log
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RNDOS707. Shuttle SN -'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 788BROS58E’, Model - CFX96"
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - ‘SIM58851", Block SN - RN005883', Shuttle SN -'SG8719, ORM SN info MachineCollection
- 788BR0200T", Model - Dual 48 Wel
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RND08S6T' Shuttle SN -'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO3671', Model - Dual 48 Wel
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIMB3878', Block SN - RN002499', Shuttle SN -'SGB098', ORM SN info MachineCollection
- 788BRO0S3T’, Model - CFX96:
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIMB1435', Block SN - RND04743' Shuttle SN -'SG0887. ORM SN Info MachineCollection
- 788BROGE17, Modsl - CFX Connect’
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIMA2465', Block SN - RN006483', Shuttle SN -'SG9551, ORM SN Info MachineCollection
- 783BRO4970'. Model - 96 Wl
08/04/201709:3459  Command ine arguments: C\ProgramData \Bio-Rad\CFX\instrument' Info C1000Server
C:\ProgramData\Bio-Rad\C * FlagshipCt i True' False' 1" *
08/04/201709:3459  Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has statted Info C1000Server
08/04/201709:3459  C1000 Server has started Info C1000Server
08/04/201709:3458  MC status thread started. Info Me
08/04/201709:3458  C1000 server started successfully. Info MachineCollection

Tag: Unassigned
[Message: Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN009707. Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN - 783BR09588", Model - CFX96

[Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00
Severtty: Info
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Zatgcznik D Rozwigzywanie probleméw z podtgczaniem oprogramowania CFX Manager Dx

Rozwigzywanie problemoéw

Zwykle problemy z komunikacjg miedzy oprogramowaniem a aparatem mozna rozwigzac poprzez
restart komputera i systemu. Przed restartem nalezy upewni¢ sie, ze wyniki prac zostaty zapisane.

Uwaga: Nalezy upewnic sieg, ze ilo$¢ pamieci RAM i miejsca na dysku twardym jest
wystarczajgca. Minimalna ilo$¢ pamieci RAM to 4 GB, a minimalna ilo$¢ miejsca na dysku
twardym to 128 GB.

Awaria zasilania

W przypadku awarii zasilania aparat i komputer wytacza sie. Jesli awaria zasilania jest krétka, aparat
powréci do uruchomionego protokotu, ale w Application Log (Dziennik aplikacji) zostanie odnotowana
awaria zasilania. W zaleznosci od ustawien komputera i czasu trwania przerwy w zasilaniu aparat

i oprogramowanie probujg kontynuowac prace, przy czym zalezy to od etapu protokotu:

B Jesli protokot jest na etapie bez odczytu ptytki, protokét jest kontynuowany, gdy tylko zostanie
przywrdcone zasilanie aparatu.

m  Jedli protokot jest na etapie z odczytem ptytki, aparat czeka na ponowne uruchomienie
oprogramowania i przywrécenie komunikacji w celu zebrania danych. W takiej sytuacji protokot
jest kontynuowany tylko wtedy, gdy oprogramowanie nie jest wytgczone przez komputer. Gdy
komputer i oprogramowanie ponownie sie uruchomia, protokét bedzie kontynuowany.

Wyjmowanie prébek z modutu reakcyjnego podczas przerw w dostawie pradu

Mozna otworzy¢ zablokowang automatyczng pokrywe modutu reakcyjnego w celu wyjecia probek
podczas awarii zasilania.

Zdjecie ptytki blokujacej
1. Nacisng¢ w dét belke blokujgca, aby zdjg¢é modut reakcyjny z termocyklera C1000™ Dx.
2. Ostroznie ustawi¢ modut reakcyjny na biurku lub stole laboratoryjnym.

3. Ustawi¢ modut tak, by przéd modutu wystawat 2 cale nad krawedz.
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Rozwigzywanie problemow

Za pomocg klucza imbusowego wykreci¢ dwie duze sruby spod przedniej krawedzi modutu
reakcyjnego (ponizej przycisku otwierajgcego pokrywe).

Powinno by¢ styszalne zwolnienie zaczepu blokujgcego wewnatrz modutu.

Wazne: Nie wyjmowac dwoch matych srub znajdujgcych sie na przedniej krawedzi modutu.

VA
Otworzy¢ pokrywe modutu reakcyjnego. Zaczep (z czarnego tworzywa sztucznego) nie jest juz

zamocowany. Wyjac¢ prébki z bloku.

Ponownie ustawi¢ zaczep blokujgcy i zamocowaé go duzymi Srubami, aby ponownie zmontowac
modut reakcyjny z otwartg pokrywa.
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Pobieranie plikéw na komputer CFX Manager Dx

Mozna pobraé¢ pliki danych i dziennika znajdujgce sie w aparacie i przesta¢ je na twardy dysk
przytgczonego komputera.

Uwaga: Wszystkie pliki w folderze danych czasu rzeczywistego w podstawie aparatu sg
pobierane na komputer.

Pobieranie plikow z aparatu

1. W panelu Detected Instruments (Wykryte aparaty) w oknie Home (Strona gtéwna) klikngé
prawym przyciskiem myszy docelowy aparat i wybra¢ jedng z nastepujgcych opciji:

B Retrieve Log Files (Pobierz pliki dziennika),
B Retrieve Data Files (Pobierz pliki danych).
2.  Wybrac¢ lokalizacje folderu w celu zapisania pobranych plikéw.

3. Klikngé Okay (OK).

Reczna instalacja oprogramowania CFX Manager Dx
Jak recznie zainstalowa¢ Oprogramowanie CFX Manager Dx

1. W razie koniecznosci odtgczy¢ od komputera wszelkie podtgczone aparaty.

Zlokalizowac i odigczy¢ kabel USB aparatu od komputera CFX Manager Dx. Koricowka
wprowadzona do aparatu moze pozostaé w gniezdzie.

2. Zalogowac sie do komputera CFX Manager Dx z uprawnieniami administratora.
3.  Wiozy¢ ptyte CD z oprogramowaniem.

4. W Eksploratorze Windows przejs¢ do ptyty CD, klikng¢ prawym przyciskiem myszy ikone ptyty
CD z oprogramowaniem i wybra¢ Explore (Eksploruj), aby otworzy¢ okno CD.

5. Dwukrotnie klikngé folder CFX_Manager, aby go otworzy¢. Nastepnie dwukrotnie klikngé
setup.exe, aby uruchomi¢ kreator instalacji oprogramowania.

6. Postepowac zgodnie z instrukcjami przedstawionymi w kreatorze w celu zainstalowania
oprogramowania. Nastepnie klikng¢ Finish (Zakoncz).
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Rozwigzywanie problemow

Przeinstalowywanie sterownikéw

Przeinstalowanie sterownikow aparatu

» W oknie Home (Strona gtéwna) wybra¢ Tools (Narzedzia) > Reinstall Instrument Drivers
(Przeinstaluj sterowniki aparatu).

Uwaga: W razie problemoéw z oprogramowaniem komunikujgcym sie z systemem czasu
rzeczywistego po przeinstalowaniu sterownikéw i sprawdzeniu potgczenia USB skontaktowac sie
z dziatem wsparcia technicznego firmy Bio-Rad.
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Informacja o prawach autorskich Minpack (1999) University of Chicago. Wszelkie prawa
zastrzezone

Redystrybucja i wykorzystanie w postaci zrodtowej i binarnej, z modyfikacjami lub bez nich, sg
dozwolone pod warunkiem spetnienia nastepujgcych warunkow:

1. Redystrubucje koddéw zrodtowych muszg zawiera¢ powyzszg informacje o prawach autorskich,
niniejsza liste warunkow i ponizsze wytgczenie odpowiedzialnosci.

2. Redystrubucje w postaci binarnej muszg zawiera¢ powyzszg informacje o prawach autorskich,
niniejszg liste warunkdw i ponizsze wytgczenie odpowiedzialno$ci w dokumentaciji lub innych
materiatach dostarczanych wraz z dystrybucja.

3. Dokumentacja uzytkownika kohcowego dotgczona do redystrybucji, o ile istnieje, musi zawierac
nastepujace stwierdzenie:

»Niniejszy produkt zawiera oprogramowanie opracowane przez University of Chicago jako operatora
Argonne National Laboratory”.
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