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Avsedd anvandning

Avsedd anvandning

CFX96 Dx-system och CFX96 Deep Well Dx-system med CFX Manager Dx-program ar avsedda for
att utfora fluorescensbaserad PCR for att detektera och kvantifiera nukleinsyrasekvenser. System och
program ar avsedda for in vitro-diagnostiskt bruk av utbildade laboratorietekniker. Systemen ar
avsedda att anvandas med tredje partens diagnostiska nukleinsyratester vilka har tillverkats och

markts for diagnostiska syften.

Symbollexikon

Viktigt! Viktiga &ndringar har markerats!

Tillverkare

)

Anvands fore

o

Temperaturgrans

=

Se bruksanvisningen

[use]

For anvandning med

Rx Only

Endast receptbelagd anvandning

LOT

Partinummer

IVD

For in vitro-diagnostik

Katalognummer

i

Antal tester

B

Serienummer

3

Innehaller latex
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C€

Oznadenie CE - Nariadenie (EU) &.
2017/746 o zdravotnickych poméckach na
diagnostiku in vitro

Overséttningar

Produktdokument kan tillhandahallas pa ytterligare sprak pa elektroniska medier.
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Sakerhet och efterlevnad av foreskrifter

For séker anvandning av CFX96™ Dx System eller CFX96 Deep Well Dx System med CFX Manager™
Dx Software, som benamns CFX Dx-system i detta dokument, rekommenderar Bio-Rad starkt att du
foljer sakerhetsspecifikationerna som anges i det har avsnittet och i den har handboken.

Viktigt! Systemen CFX96 Dx och CFX96 Deep Well Dx ar godkénda fér anvandning som in vitro-
diagnostiska (IVD) medicinska enheter.

Sakerhetsvarningsetiketter

Varningsetiketter pa instrumentet och i den har handboken varnar f6r méjliga skaderisker. | Tabell 1
definieras alla sakerhetsvarningsetiketter.

Tabell 1. Sakerhetsvarningsetiketternas betydelse

lkon Betydelse

Varning for risk for skada pa personer eller utrustning

Om du anvander CFX Dx-systemet innan du har last den har handboken finns risk
for personskada. Anvand av sakerhetsskal inte det har instrumentet pa satt som
inte specificeras i den har handboken. Endast kvalificerad laboratoriepersonal med
utbildning i séker anvandning av den elektriska utrustningen far anvanda
instrumentet. Hantera alltid samtliga systemkomponenter férsiktigt och med rena
och torra hander.

Varning vid hantering av biologiskt riskmaterial

@ Vid hantering av prover som utgdr biologiska risker ska rekommenderade
forsiktighetsatgarder och riktlinjer samt lokala riktlinjer som ar specifika for ditt
laboratorium och din arbetsplats foljas.

Varning for risk for brannskada

En termocykler genererar tillrackligt mycket hetta for att orsaka allvarliga
brannskador. Anvand hela tiden skyddsglasdgon eller annat skydd for 6gonen
under drift. Lat alltid provblocket aterga till inaktiv temperatur innan du 6ppnar
locket och tar ut proverna. Anvand alltid stérsta méjliga sékerhetsavstand for att
undvika oavsiktliga brannskador pa huden.
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Sakerhet och efterlevnad av féreskrifter

Tabell 1. Sdkerhetsvarningsetiketternas betydelse, forts.

lkon Betydelse

Varning for explosionsrisk
Provblocken kan under normal anvandning bli sa heta att de far vatskor att koka
och explodera.

Specifikationer av saker anvandning och efterlevnad

| Tabell 2 listas specifikationerna fér saker anvandning av Bio-Rads CFX Dx-system for realtids-PCR-
detektion. De medfdljande avskarmade kablarna maste anvandas med dessa instrument for att
sakerstalla 6verensstammelse med FCC:s gransvarden for klass A.

Tabell 2. Villkor for sdker anvandning

Anvandningsaspekt Villkor for sdker anvandning

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

Overspanningskategori Il

Sakringar 10 A, 250 V, 5 x 20 mm, glas (antal: 2)
Miljé Endast inomhusbruk
Anvandningstemperatur 15-31°C

Forvaringstemperatur —20till 60 °C

Relativ luftfuktighet Upp till 80 % (icke-kondenserande)
Altitud Upp till 2 000 meter 6ver havet
Fororeningsgrad 2

Efterlevnad av foreskrifter

Det realtidsbaserade PCR-systemet CFX Dx har testats och befunnits uppfylla alla tilldmpliga krav i
féljande sakerhetsrelaterade och elektromagnetiska standarder:

m |EC61010-1:2010 (3:e upplagan), EN61010-1:2010 (3:e upplagan). Elektrisk utrustning for
matning, kontroll och laboratoriedndamal. Del 1: Allmanna krav
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Faror

m |EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Sakerhetskrav for elektrisk utrustning for
matning, kontroll och laboratorieandamal. Del 2-010: Sarskilda fordringar pa varmeapparater for
laboratoriebruk

m |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Sakerhetskrav for elektrisk utrustning for
matning, kontroll och laboratorieandamal. Del 2-081: Sarskilda fordringar pa hel- och
halvautomatiska laboratorieutrustningar fér analys och liknande andamal (inkluderar tillagg 1)

m  |[EC61010-2-101:2015 (2:a upplagan.). Sakerhetskrav for elektrisk utrustning fér matning,
kontroll och laboratorieandamal. Sarskilda krav fér medicinsk utrustning for in vitro-diagnostik
(IVD).

B |EC61326-1:2012 (klass A), EN 61326-1:2013 (klass A). Elektrisk utrustning fér matning, kontroll
och laboratoriedandamal. EMC-krav, del 1: Allm&nna krav

B |EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (klass A). Elektrisk utrustning for matning, kontroll och
laboratoriedndamal. EMC-krav. Sarskilda krav for medicinsk utrustning for in vitro-diagnostik
(IVD).

Viktigt! Denna utrustning genererar, anvander och kan utstrala radiofrekvent energi och kan, om
den inte installeras och anvands enligt den medféljande dokumentationen med anvisningar,
orsaka skadliga stoérningar av radiokommunikation. Anvandning av dessa system i ett
bostadsomrade orsakar sannolikt oonskad interferens, i vilket fall korrigering av interferensen
bekostas av anvandaren sjalv.

Faror

CFX Dx-systemet for realtids-PCR-detektion har konstruerats for att fungera sakert nar det anvands
pa det satt som anvisas av tillverkaren. Om CFX Dx-systemet for realtids-PCR-detektion eller nagon
tillhérande komponent anvands pa ett satt som inte anvisas av tillverkaren kan instrumentets
integrerade skydd férsdmras. Bio-Rad Laboratories, Inc. ansvarar inte for personskador eller skador
som har orsakats av att den har utrustningen har anvants pa ett ospecificerat satt eller for
modifieringar av instrumentet som inte har utforts av Bio-Rad eller en auktoriserad agent. Service av
CFX Dx-systemet for realtids-PCR-detektion ska endast utféras av utbildad Bio-Rad-personal.

Biologiska risker

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx ar en laboratorieprodukt. Om prover som
utgor biologiska risker férekommer, folj nedanstaende riktlinjer samt alla lokala riktlinjer som ar
specifika for ditt laboratorium och din arbetsplats.

Obs! Inga biologiskt farliga @mnen avges under normal anvandning av det har instrumentet.
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Sakerhet och efterlevnad av féreskrifter

Allméanna forsiktighetsatgarder

Bar alltid laboratorierock, laboratoriehandskar och tattslutande skyddsglaségon med sidoskydd.
Hall handerna borta fran mun, nésa och égon.

Skydda eventuella skar- eller skrubbsar fullstdndigt innan du arbetar med potentiellt smittférande
material.

Tvatta handerna noga med tval och vatten innan du ldAmnar laboratoriet efter att du har arbetat
med potentiellt smittférande material.

Ta av dig armbandsur och smycken innan du arbetar vid banken.
Forvara allt smittsamt eller potentiellt smittsamt material i okrossbara, Iackageséakra behallare.
Ta av skyddskladerna innan du lamnar laboratoriet.

Anvand inte din behandskade hand for att skriva, svara i telefon, trycka pa en strémbrytare eller
vidréra nagot som andra personer kan komma att vidréra utan handskar.

Byt handskar ofta. Ta omedelbart av handskarna nar de &r markbart kontaminerade.
Material som inte kan saneras ordentligt ska inte exponeras fér potentiellt smittsamt material.

Nar ett arbete som involverar biologiskt riskavfall avslutats ska arbetsomradet saneras med
ldmpligt desinfektionsmedel (t.ex. hushallsblekmedel som utspéatts 1:10).

Sarskilda IVD-forsiktighetsatgarder

Alla patientprover ar potentiellt biologiskt riskavfall och ska hanteras enligt grundldggande
forsiktighetsatgarder.

Inga biologiskt farliga @mnen avges under normal anvandning av det har instrumentet.

Ytdekontaminering

VARNING! Férhindra elektriska stotar genom att alltid stanga av och koppla ur
instrumentet innan du utfér dekontamineringsprocedurer.

Foljande omraden kan rengdras med valfritt desinfektionsmedel av sjukhuskvalitet med baktericid,
virucid eller fungicid effekt:

Yttre lock och hélje
Inre yta i reaktionsblocket och reaktionsblockets brunnar

Kontrollpanel och skarm
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Se anvisningarna fran produkttillverkaren nar du ska bereda och applicera desinfektionsmedlet. Skolj
alltid reaktionsblocket och reaktionsblockbrunnarna flera ganger med vatten efter applicering av
desinfektionsmedel. Torka reaktionsblocket och reaktionsblockets brunnar ordentligt efter skéljning
med vatten.

Viktigt! Anvand inte slipande eller fratande rengéringsmedel eller starka alkaliska I6sningar.
Dessa medel kan repa ytor och skada reaktionsblocket, med férlust av exakt termisk kontroll som
folid.

Kassering av smittféorande material

Kassera foljande potentiellt kontaminerade material i enlighet med géllande bestdmmelser:

m  Kliniska prover

B Reagenser

B Forbrukade reaktionskéarl eller andra férbrukningsartiklar som kan vara kontaminerade

Kemiska faror

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx innehaller inga potentiellt farliga kemiska
material.

Explosions- eller brandfaror

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx medfér inga ovanliga brand- eller
explosionsfaror nar utrustningen anvands pa ratt satt enligt Bio-Rad-laboratoriers specifikationer.
Elektriska faror

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx har ingen ovanlig grad av elektrisk risk for
anvandarna om det installeras och anvands pa ratt satt utan fysiska modifieringar, och om det ansluts
till en kraftkalla med ratt specifikation.

Transport

Genomfér dekontamineringsprocedurer som maste utféras innan du flyttar eller fraktar det
realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx, dess optiska reaktionsmodul eller
termocyklerbasen. Flytta och frakta alltid det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx och
optiska reaktionsmoduler i separata behallare med medféljande férpackningsmaterial som skyddar

instrumentet fran skador. Kontakta en lokal Bio-Rad-aterforsaljare om du inte hittar Iampliga behallare.

Faror
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Sakerhet och efterlevnad av féreskrifter

Batteri

CFX Dx-systemets termocykler anvander ett 3 V litiumbatteri av knappcellstyp och ett laddningsbart
4,8 V nickel-metallhydridbatteri for bibehallande av tidsinstallningar och kdrningsdata i hédndelse av
forlust av natspanning. Om tiden och/eller kérningsdata inte ar installda nar du slar pa enheten igen
kan det tyda pa att batterierna borjar laddas ur. Kontakta i sa fall Bio-Rad Teknisk support for hjalp.

Forsok inte byta batterierna. Kontakta Bio-Rad Teknisk support.

Kassering

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx innehéller elektrisk utrustning som ska
kasseras som osorterat avfall och méaste insamlas separat enligt EU-direktiv 2012/19/EU om elektriskt
och elektroniskt avfall - WEEE-direktivet. Fore kassering ska du kontakta den lokala Bio-Rad-
representanten och fa landsspecifika instruktioner.

Garanti

Det realtidsbaserade PCR-detektionssystemet CFX Dx och dess tillbehor téacks av en Bio-Rad-
standardgaranti. Kontakta ditt lokala Bio-Rad-kontor for utférlig information om garantin.

18 | Systemen CFX96 Dx och CFX96 Deep Well Dx



Kapitel 1 Inledning

Bio-Rads CFX Dx realtids-PCR-amplifieringssystem for in vitro-diagnostik (IVD) innefattar den
senaste tekniken vilket mgjliggér PCR-kvantifiering med standardkurva, genuttrycksanalys, allelisk
diskriminering och &ndpunktsanalys.

CFX Dx -system bestar av tvd maskinmoduler och program:
B CFX96™ Dx eller CFX96 Deep Well Dx optisk reaktionsmodul (ORM)
m  C1000™ Dx termocykler

B CFXManager™ Dx-program

Vid anvandning med CFX Manager Dx-programvara kan du

B generera omedelbara resultat med Startup Wizard (Startguiden)

B ange eller redigera brunnsinformation fére, under eller efter en kdrning

B tolka komplexa data och fortydliga din genuttrycksstudie med sadana verktyg som PrimePCR™-
kontrollanalys och referensgensvaljaren

B sammanstalla heltidckande rapporter om dina realtids-PCR-data

CFX Dx PCR-detektionssystem

| Tabell 3 listas Bio-Rads IVD PCR-produkter som levereras tillsammans med CFX Dx-system.

Obs! Ett CFX Dx-system levereras med CFX Manager Dx-programmet, C1000 Dx termocykler,
och antingen CFX96 Dx eller CFX96 Deep Well Dx optisk reaktionsmodul.

Tabell 3. CFX IVD PCR-detektionssystem

Artikelnr Beskrivning

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

* Optisk reaktionsmodul
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Kapitel 1 Inledning

Ytterligare information

| det har dokumentet forklaras hur du pa ett sékert satt konfigurerar och anvander de realtidsbaserade
PCR-detektionssystemen CFX96 Dx och CFX96 Deep Well Dx som har CE-IVD-méarkning. Dessa
system bendmns som CFX Dx-system i det har dokumentet. Dessutom férklarar det har dokumentet
hur du anvander CFX Manager Dx-programvara med CFX Dx-system.

Tips: Klicka pa Bio-Rad-logotypen i det 6vre hdgra hornet av valfritt CFX Manager Dx-
programvara-fonster for att ppna webbplatsen for Bio-Rad. Webbplatsen innehaller lankar till
tekniska kommentarer, handbdcker, produktinformation och teknisk support. Den har
webbplatsen erbjuder &ven manga tekniska resurser for ett flertal metoder och applikationer
relaterade till PCR, realtidsbaserad PCR och genuttryck.
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Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

| det har kapitlet beskrivs hur du konfigurerar CFX Dx-systemets C1000 Dx-termocykler pa din
arbetsplats.

Tips: Innan du konfigurerar termocyklern bér du bekanta dig med enheten och dess optiska
reaktionsmodul, portar och tillbehér.

Platskrav

Tabellerna i det har avsnittet beskriver krav pa rum, miljé och elférsérjning som ar nédvandiga for en
korrekt installation och anvandning av CFX Dx-system-termocyklern.

Obs! Installera din CFX Dx-system-termocykler pa en plan, torr yta med tillrackligt kalluftsflode
for korrekt funktion.

Bankutrymmeskrav

Tabell 4. CFX Dx-system-termocykler — bankutrymmeskrav

Objekt Specifikation
Ineffekt Upp till 850 W
Frekvens 50-60 Hz, enfas
USB-portar 5A,1B
Dimensioner B:33cm

D:46 cm

H: 36 cm
Vikt 21kg
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Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

Miljokrav

Tabell 5. Miljokrav fér CFX Dx-system-termocyklern

Parameter Omrade Fuktighetsomrade
Driftférhallanden 15-31°C 0-80 % relativ luftfuktighet,
59-87,8 °F icke-kondenserande
Forvaringsférhallanden 15-31°C 0-80 % relativ luftfuktighet,
59-87,8 °F icke-kondenserande
Spanningskrav

Elférsérjningen av CFX Dx-system-termocyklern maste vara stabil och inom specifikationerna for
saker drift. Spanningskabeln som ar ansluten till inspanningsporten maste vara klassificerad for
7 ampere eller mer.

Tabell 6. Spanningskrav for CFX Dx-system

Objekt Specifikation

Inspanning 100-240V AC; 50-60 Hz, enfas
Hogsta effektforbrukning <850 watt

Antal eluttag Minst tva eluttag:

B 1 uttag for termocyklern

B 1 uttag for datorn som kér CFX Manager Dx-programvaran
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Systemdversikt

Systemoversikt

Bilderna i det har avsnittet visar huvudkomponenterna i C1000 Dx termocyklerbas.

Framifran

FORKLARING

1. Optisk reaktionsmodul — innehaller ett optiskt system som samlar in fluorescensdata och
ett termocyklerblock. CFX Dx-system for realtids-PCR-detektion stdder antingen en
CFX96™ Dx- eller en CFX96 Deep Well Dx-modul.

2. Status LED (Statuslampa) — anger nar blocket anvands.

3. Lockknapp — 6ppnar eller stdnger den optiska reaktionsmodulens lock och férseglar
reaktionskammaren.

4, C1000™ Dx-termocyklerbas — forser systemet med spanning och kommunikation samt

rymmer CFX96 Dx och CFX96 Deep Well optiska reaktionsmoduler.

5. Skarm och knappar pa frontpanelen — ger kontroll 6ver systemet i fristdende lage.

Viktigt! For att sakerstélla dataintegriteten fér IVD-genstudier stéder inte CFX
Manager Dx-programvaran data som har genererats av termocyklern i fristaende lage.

6. Uppvarmt inre lock — uppratthaller locktemperaturen for att forhindra kondensering och
avdunstning.

7. Prov-/reaktionsblock — rymmer reaktionskarl, daribland rér och mikroplattor.

Anvandarhandbok | 23



Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

Vy bakifran
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FORKLARING
1. Ethernet-port — ansluter C1000 Dx termocykler till natverket.
2. USB Type B-portar — ansluter C1000 Dx termocykler till en dator som kér CFX Manager
Dx-programvaran.
3. USB Type A-portar — 6verfor data till och fran ett USB-flashminne.

Viktigt! For att sakerstalla dataintegriteten for IVD-genstudier stoder inte CFX
Manager Dx-programvaran data som har genererats av termocyklern i fristdende lage.

4. Seriell testport — endast for servicetestning.

5. Kylventiler — kyler termocyklern.

Viktigt! Blockera inte kylventilerna. Sakerstall optimal prestanda genom att se till att
luft kan cirkulera bakom termocyklerbasen.

6. Spanningsingang — natspanning (vaxelstrom), anvand den medfdljande natsladden.
7. Strombrytare — vippstrombrytare med vilken du slar pa och stéanger av termocyklern.
8. Sakringar — sakringsspecifikationer finns i Specifikationer av séker anvandning och

efterlevnad pa sidan 14.
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Optiska reaktionsmoduler

Optiska reaktionsmoduler

Termocyklern C1000 Dx ar kompatibel med nedanstaende Bio-Rad optiska reaktionsmoduler for
realtids-PCR.

B CFX96 Dx optisk reaktionsmodul
B CFX96 Deep Well Dx optisk reaktionsmodul

Utvald CFX Dx optisk reaktionsmodul och termocyklern levereras i separata lador. CFX Manager Dx-
programmet medfdljer den optiska reaktionsmodulen.

Viktigt! Den optiska reaktionsmodulen ar kalibrerad med termocyklerbasen som den levereras
tilsammans med. Darfor ska den optiska reaktionsmodulen inte anvandas med en annan
termocyklerbas och termocyklerbasen ska inte anvéandas med en annan optisk reaktionsmodul.

Bada de optiska reaktionsmodulerna inkluderar ett fullstandigt justerbart uppvarmt lock som klarar att
koras palitligt med manga olika typer av reaktionskarl. Varje optisk reaktionsmodul innehaller kylflaktar
fér snabb uppvarmning och nedkylning.

| varje CFX Dx optisk reaktionsmodul ingar féljande komponenter:

B Uppvarmt inre lock — uppratthaller locktemperaturen for att forhindra kondensering och
avdunstning.

B Prov-/reaktionsblock — rymmer reaktionskarl, inklusive rér och mikroplattor.
B Lockknapp — 6ppnar och stanger locket samt forseglar reaktionskammaren.

B Statuslampa — nar den lyser visar det att blocket anvands.

Rekommenderade provvolymer

Nar du anvander C1000 Dx -termocyklern bestams maximal provvolym av vilken typ av
reaktionsmodul som anvands. | Tabell 7 visas rekommenderade volymer for anvandning med varje
reaktionsmodul.

Tabell 7. Storleks- och volymgréans for reaktionsmoduler

Rekommenderad provvolym, pl

Antal brunnar Antal block (Ovre grans)
96-brunnars 1 10-50
96 brunnar, djupa 1 10-125
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Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

Installera C1000 Dx-termocyklern

Basen for C1000 Dx-termocykler fraktas i en separat Iada fran den optiska reaktionsmodulen. Paketet
innehaller:

B Bas fér C1000 Dx-termocyklern

B Natsladd

m 1 USB-kabel

Installera C1000 Dx-termocyklern:

1. Packa upp och stall in basen fér C1000 Dx-termocyklern.
2. Sattfast reaktionsmodulen pa basen.

3. Tabortlasskruven.

| det har avsnittet forklaras dessa moment utforligt.

Packa upp och stélla in C1000 Dx termocykler

Viktigt! Innan du bérjar anvanda termocyklern maste du lasa informationen i Sékerhet och
efterlevnad av foreskrifter pa sidan 13 och Sakerhetsvarningsetiketter pa sidan 13.

Tips: Sakerstall under installningen att det finns tillrackligt med utrymme néara termocyklern fér en
dator pa vilken du kan kéra CFX Manager Dx-programmet.

For att packa upp och stélla in termocyklerbasen
1. Lokalisera forpackningen som innehaller termocyklerbasen.
2. Tautbasen fran forpackningsmaterialet.

Tips: Spara forpackningsmaterialet for framtida bruk. Kontakta ditt lokala Bio-Rad-kontor om
nagon del saknas eller ar skadad.

3. Placeratermocyklerbasen pa en plan, torr yta med tillrackligt kalluftsflode for att fungera korrekt.

4. Lokalisera natkabeln i férpackningen och for in den ena anden i natanslutningen pa baksidan av
termocyklern.

Viktigt! Sla inte pa strommen till instrumentet annu.

5. Satt fast IVD-reaktionsmodulen pa basen. Fortsatt till Satta fast den optiska reaktionsmodulen pa
sidan 27.
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Installera C1000 Dx-termocyklern

Satta fast den optiska reaktionsmodulen

Bio-Rad levererar CFX96 Dx eller CFX96 Deep Well optisk reaktionsmodul med dess C1000 Dx
termocyklerbas (men i en separat férpackning). Packa forsiktigt upp den optiska reaktionsmodulen
och kontrollera att natsladden och USB-kablarna medféljer i forpackningen.

Viktigt! Varje optisk reaktionsmodul kalibreras med termocyklerbasen innan den levereras.
Darfor ska du inte anvénda den optiska reaktionsmodulen med nagon annan termocyklerbas.

C1000 Dx termocyklerbas maste sta pa en plan, torr yta med tillrackligt kalluftsfléde for att fungera
korrekt.

Sa har satter du fast reaktionsmodulen pa termocyklerbasen

1. Stall C1000 Dx termocykler pa en lamplig plats med lassparren nere.

2. Medan du lyfter den optiska reaktionsmodulen i handtagsférdjupningarna ovanfor
sidoluftventilerna placerar du modulen i basen till C1000 Dx reaktionsmodul. Ldmna 2 cm
utrymme framtill. Nar den ar i basen ska den optiska modulen tacka Bio-Rad-logotypen pa
basens framsida.

3. Lyftlassparren tills den ar jams med sidorna pad modulbasen. Genom den har atgarden flyttas
modulen framat och lases pa plats.
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Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

4. Kontrollera att modulen ar helt och jamnt placerad i C1000 Dx termocyklerbas. Det ska inte finnas
nagot extra utrymme mellan modulen och basen.

5. Anslut natsladden pa baksidan av C1000 Dx termocyklerbas och i ett Iampligt eluttag. Tryck
sedan pa strombrytaren pa baksidan av C1000 Dx termocyklerbas for att starta systemet.

Ta bort transportskruven

Viktigt! Bio-Rads optiska reaktionsmoduler levereras med en rdd transportskruv i det inre locket
som stabiliserar den optiska reaktionsmodulen under frakten. Du maste ta bort transportskruven
for att kunna anvanda den optiska reaktionsmodulen.

Sa har tar du bort transportskruven

1. C1000 Dx termocykler kénner av att transportskruven har satts in i den optiska reaktionsmodulen
och visar ett meddelande som instruerar dig att ta bort skruven.

Shipping Screw is inserted.

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

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

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

e To checkjremnowe the shipping screve status followe the instructions
above.

| femese —

2. Folj anvisningarna for att ta bort transportskruven. Pa foljande bild visas transportskruvens plats.
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Installera C1000 Dx-termocyklern

Obs! Du maste satta in transportskruven igen om reaktionsmodulen behdver returneras av
nagon anledning. Spara skruven pa en saker och tillganglig plats.

Ladda provplattor

For att sakerstalla att prover varms upp och kyls ned pa ett enhetligt satt maste plattor vara i fullstandig
kontakt med reaktionsblocket. Gér féljande for att sékerstalla tillracklig kontakt:

B Bekrafta att blocket ar rentinnan du laddar prover.
B Tryck ned de enskilda réren, rérremsorna eller mikroplattorna ordentligt i blockbrunnarna.

B Nardu anvander ett eller nagra fa rér bér du anvanda rérramen (artikelnr 1849000 eller 1849001)
eller ladda minst ett tomt ror i varje horn av blocket for att sakerstalla att locket utdvar ett jamnt
tryck pa enskilda ror.
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Kapitel 2 Konfigurera C1000 Dx-termocyklern

Ladda plattor i den optiska reaktionsmodulen

Viktigt! Nar du kor CFX Dx-system ska du alltid fordela rorremsorna jamnt eller lagga till rérlock i
hérnbrunnarna for att sakerstalla att det varma locket anlagger ett jamnt fordelat tryck over
blocket.

For att ladda plattor i den optiska reaktionsmodulen

1.

Gor nagot av foljande for att 6ppna det motoriserade locket:

B Klicka pa Open Lid (Oppna lock) i rutan Detected Instruments (Hittade instrument) i CFX
Manager Dx-programmet.

B Pafliken Start Run (Starta kérning) klickar du pa Open Lid (Oppna lock).

B Tryck palockknappen pa instrumentets framsida.

Placera mikroplattan, enskilda ror eller rorremsor med forseglade lock i blocket.
Viktigt! Verifiera att réren ar helt férseglade for att férhindra lackage.

Tips: For optimala resultat, ladda provvolymer pa 10-25 ul for CFX Dx-system.

For en noggrann dataanalys ska du verifiera att reaktionerna i blocket ar orienterade pa exakt
samma satt som brunnsinnehallet pa fliken Plate (Platta) i CFX Manager Dx-programmet.

Tips: Du kan redigera brunnsinnehallet med CFX Manager Dx-programmet fére, under eller
efter kérningen.

Gor nagot av foljande for att stinga det motoriserade locket:
B Tryck palockknappen pa instrumentet.

B Klicka pa Close Lid (Stang lock) i rutan Detected Instruments (Hittade instrument) i
programmet.

B Pafliken Start Run (Starta kérning) klickar du pa Close Lid (Stang lock).

Viktigt! Se till att ingenting blockerar locket nar det stangs. Aven om det finns en
sakerhetsmekanism som ska forhindra att locket stdngs om det kénner av ett hinder ska du
inte placera nagonting i vagen for locket innan du sténger.
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Installera C1000 Dx-termocyklern

PCR-plastartiklar och reagensforbrukningsmaterial

For att hitta och bestalla rekommenderat plastforbrukningsmaterial for CFX Dx-systemet gar du till
Bio-Rads webbplats. Du kan na denna webbplats fran menyposten

Help > PCR Plastic Consumables Web Site (Hjalp > Webbplats for PCR-plastforbrukningsmaterial) i
CFX Manager Dx-programmet. Se dessutom Plastics Selector (Plastvaljare) och Reagents Selector
(Reagensvaljare) for att enkelt hitta och bestalla férbrukningsartiklar av plast och reagenser som
behdvs for just din maskinvara och dina PCR-behov.

Detektera anslutna instrument

Under installationen installerar CFX Manager Dx-programvara-installationsprogrammet automatiskt
instrumentdrivrutinerna pa datorn som kér CFX Manager Dx-programvara. CFX Manager Dx
detekterar anslutna instrument nar du startar programvaran.

Viktigt! Du maste koppla ifran C1000 Dx termocykler fran CFX Manager Dx-datorn innan du
installerar programvaran. Du behdver inte stdnga av termocyklern under
programvaruinstallationen.

Sa har detekterar du anslutna instrument

1. Omduinte har gjort det annu satter du in den fyrkantiga (han-) anden av den medféljande USB
Type B-kabeln i USB Type B-porten pa baksidan av basen pa.

2. Séttin den andra (port-) anden i en USB-port pa CFX Manager Dx-datorn.

3. Om inte termocyklern ar igang trycker du pa strombrytaren pa baksidan av instrumentet for att sla
pa det.

4, Starta CFX Manager Dx-programvara.

Programvaran detekterar automatiskt det anslutna instrumentet och visar dess namn i rutan Detected
Instruments (Hittade instrument) i hemfonstret.

Obs! Om inte instrumentet visas i rutan Detected Instruments (Hittade instrument) kontrollerar du
att USB-kabeln sitter fast ordentligt. Du installerar om drivrutinerna genom att valja Tools >
Reinstall Instrument Drivers (Verktyg > Installera om instrumentdrivrutiner) i hemfénstret i CFX
Manager Dx-programvara.
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Lossa reaktionsmodul

Viktigt! Stédng av strémmen till C1000 Dx termocykler innan du lossar en reaktionsmodul (se
Stanga av C1000 Dx termocykler pa sidan 32). Kylflansar inuti reaktionsmodulen kan vara varma
omedelbart efter kdrning av ett protokoll eller en inkubation. Sakerstall att flansarna har svalnat
innan du lossar reaktionsmodulen.

Lossa en optisk reaktionsmodul fran termocyklerbasen

1. Pabaksidan av termocyklerbasen trycker du ned laskolven for att lasa upp och frigéra den optiska
reaktionsmodulen.
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2. Lyft forsiktigt upp din optiska reaktionsmodul ur facket i handtagsfordjupningarna pa émse sidor.

3. Stall din optiska reaktionsmodul pa en ren, plan yta dar den inte kan fa stétar, bli skrapad eller
falla ned.

Stanga av C1000 Dx termocykler

Sa hiar stéanger du av termocyklern

1. Efter en korning trycker du pa 6ppna locket-knappen framtill pa CFX optisk reaktionsmodul for att
komma &t proverna som ar laddade i blocket.

2. Taut proverna och tryck pa stang locket-knappen for att stdnga locket.

3. Tryck pa strombrytaren pa baksidan av C1000 Dx termocykler for att stdnga av systemet.
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Kapitel 3 Installera CFX Manager Dx-
programvara

| det har kapitlet beskrivs hur du installerar programvaran CFX Manager™ Dx.

CFX Manager Dx-programvara kravs for att analysera realtidsbaserade PCR-data fran systemen
CFX96™ Dx och CFX96 Deep Well Dx. Du kan ocksa anvanda den har programvaran for att
kontrollera dessa system i ett programvarukontrollerat Iage.

Information om hur du installerar CFX Dx-system-termocyklern och den optiska reaktionsmodulen
finns i Konfigurera C1000 Dx-termocyklern pa sidan 21.
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Kapitel 3 Installera CFX Manager Dx-programvara

Systemkrav

| Tabell 8 listas minimisystemkraven och de rekommenderade systemkraven for datorn som kér CFX
Manager Dx-programvara (den sa kallade CFX Manager Dx-datorn).

Tabell 8. Datorkrav for CFX Manager Dx-programvara

System Minimikrav Rekommenderat krav

Operativsystem Microsoft Windows 7 SP1 Nagot av féljande:

Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32- och 64-
bitars)

B Microsoft Windows 10 Pro (endast 64-
bitars)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (endast
64-bitars)

Viktigt! Saker start maste vara avaktiverat i bade Microsoft Windows 10 Pro och Enterprise.

Portar 2 USB 2.0- 2 USB 2.0-héghastighetsportar
héghastighetsportar

Harddiskutrymme 128 GB 128 GB

Processorhastighet 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core

RAM 4 GBRAM 8 GB RAM

Skarmuppldsning 1024 x 768 med True 1280 x 1 024 med True Color-lage
Color-lage

PDF-lasare Adobe PDF Reader eller Windows PDF

Reader fran en av Microsoft Office-
programsviterna som stods:

m 2007
m 2010
m 2013
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Installera CFX Manager Dx-programvara

Installera CFX Manager Dx-programvara

Viktigt! Du maste koppla fran alla anslutna instrument fran CFX Manager Dx-datorn innan du
installerar eller uppgraderar programvaran. Du behéver inte stdnga av termocyklern under
programvaruinstallationen. Sékerstall att du har sparat alla kérningar och att inga experiment
kors.

Obs! Om du installerar CFX Manager Dx-programvara pa Windows 10 ska du kontrollera att
Saker start &r avaktiverat innan du inleder installationen.

For att installera CFX Manager Dx-programvara
1. Koppla frén eventuella anslutna instrument fran datorn vid behov.

S6k upp och koppla bort instrumentets USB-kabel pa CFX Manager Dx-datorn. Den &nde som ar
ansluten till instrumentet kan sitta kvar pa plats.

2. Loggain pa CFX Manager Dx-datorn med administratdrsbehdrighet.
3. Sattin CD-skivan med CFX Manager Dx-programvaran i datorns CD-enhet.

4. Programvarans startsida bor visas automatiskt. Dubbelklicka pa Install Software (Installera
programvara) pa startsidan for programvaran.

Obs! Om startsidan inte visas automatiskt gar du till CD-enheten och 6ppnar mappen CFX_
Manager och dubbelklickar sedan pa setup.exe for att starta programinstallationsguiden.

Tips: Klicka pa knappen Documentation (Dokumentation) i installationsguiden for att hitta
soOkbara kopior av versionsinformationen, instrumenthandbéckerna och annan
dokumentation.

5. Folj anvisningarna pa skarmen for att slutfora installationen. Nar den ar avslutad visas ikonen for
CFX-hanteringsprogrammet pa datorns skrivbord.

6. Narinstallationen ar slutford ar det sakert att ta ut CD-skivan.

Detektera anslutna instrument

Under installationen installerar CFX Manager Dx-programvarans installationsprogram automatiskt
instrumentdrivrutinerna pa CFX Manager Dx-datorn. CFX Manager Dx detekterar anslutna instrument
nar du startar programvaran.
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Kapitel 3 Installera CFX Manager Dx-programvara

Sa hir detekterar du anslutna instrument

1. Omdu inte har gjort det annu satter du in den fyrkantiga (han-) &nden av den medfdljande USB
Type B-kabeln i USB Type B-porten pa baksidan av instrumentets bas.

2. Sattin den andra (port-) &nden i en USB-port pa CFX Manager Dx-datorn.

3.  Ominte instrumentet ar igang trycker du pa strombrytaren pa baksidan av instrumentet for att sla
pa det.

4. Starta CFX Manager Dx.

Programvaran detekterar automatiskt det anslutna instrumentet och visar dess namn i rutan Detected
Instruments (Hittade instrument) i hemfonstret.

Obs! Om inte instrumentet visas i rutan Detected Instruments (Hittade instrument) kontrollerar du
att USB-kabeln sitter fast ordentligt. Du installerar om drivrutinerna genom att valja Tools >
Reinstall Instrument Drivers (Verktyg > Installera om instrumentdrivrutiner) i hemfénstret i CFX
Manager Dx.

Programvarufiler

| Tabell 9 listas filtyperna i CFX Manager Dx-programvara.

Tabell 9. CFX Manager Dx-programvara filtyper

Filtyp Tillagg Information

Protocol (Protokoll) .prcl Innehaller information om protokollinstallining for att utféra
en PCR-korning.

Platta .pltd Innehaller information om plattinstéllning for att utféra en
PCR-kérning.

Data .pcrd Innehaller resultaten av en experimentkérning och PCR-
analys.

PrimePCR™-kdrning .csv Innehaller protokollet och plattlayouten fér PrimePCR-
plattor.

Genstudie .mgxd Innehaller resultaten av flera PCR-kdérningar och
genuttrycksanalyser.

LIMS .plrn Innehaller information om plattinstalining och -protokoll

som kravs for att utfora en LIMS-kompatibel kérning.
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Rekommenderade cybersékerhetsatgarder

Rekommenderade cybersakerhetsatgarder

Bio-Rad rekommenderar att du radfragar din IT-avdelning fér implementering av
cybersakerhetsatgarder for datorn som anvands med CFX96 Dx-systemet. Exempel:

Installera och konfigurera lampliga virusskyddsprogram och brandvaggar.

Viktigt! Konfigurera virusskanningen sa att den sker utanfor arbetstid eller nar instrumentet
inte ar aktivt. Om en virussékning pabdrjas medan CFX Manager Dx kor ett experiment kan
kérningen avbrytas och data ga forlorade.

CFX Manager Dx-programvara har ingen timeoutfunktion om anvandaren ar inaktiv under en
session. Implementera sakerhetsatgarder genom Windows- eller tredjepartsverktyg (till exempel
en skarmslackare som kraver inloggning).

Sakerhet for flyttbara medier:
O Anvand I6senord och kryptering pa USB-enheten for att skydda dina data.

O Inaktivera funktioner for automatisk kdrning och uppspelning for alla flyttbara
lagringsenheter.

O  Anvand USB-skanning nar USB-minnen ar anslutna.

Anvand en sakerhetskopieringslésning for att underlatta aterstalining av data.
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Kapitel 4 Arbetsytan

CFX Manager™ Dx-programvaran tillhandahaller ett granssnitt for att stalla in plattor, utveckla PCR-
protokoll, kora dem pa CFX Dx-instrument och analysera data fran PCR-kdrningar.

CFX Manager Dx-programvaran har fem priméra arbetsytor:
B Hemfonstret

B Startup Wizard (Startguide)

B Fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare)

B Fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

B Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

| det har kapitlet visas och beskrivs alla dessa arbetsytor.
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Hemfonstret

CFX Manager Dx-programvara dppnas i hemfonstret och visar Startup Wizard (Startguide) dar du kan
stalla in ett experiment, utféra eller upprepa en kdrning eller analysera en befintlig kérning. Fran
hemf&nstret kan du &ven visa program- och instrumentloggar, skapa och hantera anvandare, och fa
atkomst till flera anvandbara verktyg. For mer information, se Kapitel 5, Hemfonstret.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

2 (i) e &R

& Detected Instrument(s)

o 2 crxesown

) CFX96DW2

) crvoan
B crxomnz

Startup Wizard ==
ﬂﬁ} Run setup
Select instrument CFX%6 -
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Selected Instrument

g U G

Allinsiuments
B View Summary

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

Startup Wizard (Startguide)

Med Startup Wizard (Startguide) konfigurerar och kdér du snabbt anvandardefinierade experiment eller
valjer och kor ett PrimePCR™-experiment. Med guiden gar det &ven att upprepa en kérning och att
analysera kordata.

Startup Wizard lEI
Hﬁ} Run setup

@ Repeat run

@h Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFX96 e
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Fonstret Protocol Editor (Protokoliredigerare)

| Protocol Editor (Protokollredigerare) kan du skapa, 6ppna, granska och redigera ett protokoll. Du kan
ocksa modifiera locktemperaturen for det ppna protokollet. Funktionerna fér Protocol Editor
(Protokollredigerare) beskrivs i Kapitel 6, Skapa protokoll.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

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

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

3 550 C for0:30
@mm + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

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

oK Cancel
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Fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

Fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

Du kan skapa, 6ppna, granska och redigera plattor i Plate Editor (Plattredigerare). Plattredigerarens
funktioner beskrivs i Kapitel 7, Férbereda plattor.

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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Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

| fonstret Data Analysis (Dataanalys) kan du visa och jamféra kdrningsdata, gora statistiska analyser,
exportera data och skapa publiceringsfardiga rapporter. Funktionen Data Analysis (Dataanalys)
beskrivs i Kapitel 9, Dataanalyséversikt. Se aven Kapitel 10, Dataanalysinformation.

B Dot Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Co

e | 2

-
File  View Settings Export Tools E\atasatup'

Quantfication Quantfication Data Gene Expression @ Custom Data View Qc % Run Information

=

Amplification El Standard Curve EI
: 25 1 .. :
20 4§
8
S 100 15 ]
z
10 4
54 :
2 3 4 5 6 7 8
T e Log Starting Quantity
T * O Standard
0 10 20 30 40 50 X Unkroun
Cycles ] Log Scale —— FAM  E=305% R"2=D 530 Slope=3 573 y-int=35 408
B FaM [ HEX [ TexasRed [1Cy5 Step umber
Wel O Fuor & Taget ¢/ Coment ¢/ Sample O Cq {2
a F03 FAM Tubuin  Sid-1 di1 622 [T
— Fl4  FAM Tubulin  5id-2 di-2 1114
B Umﬁl--- FO5 FAM Tubulin  Std-3 di-3 14.40
c 06 |FAM Tubuin  Std4 di4 1776
F07FAM Tubuin  Std-5 di-5 2110
D umal----- F08  FAM Tubuin  Std6 di-6 247 |=
r
G
I~
¥ st | st | swo iey & —C1
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit "
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Kapitel 5 Hemfonstret

CFX Manager™ Dx-programvaran tillhandahaller ett granssnitt for att skapa PCR-protokoll, kéra dem
pa CFX Dx-system och analysera PCR-kérdata.

| det har kapitlet presenteras CFX Manager Dx-programvara och beskrivs funktionerna som ar
tillgéngliga i hemfonstret.
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Hemfonster

CFX Manager Dx 6ppnas i hemfonstret och visar Startup Wizard (Startguide) dar du kan konfigurera
en korning, utfora eller upprepa en kérning eller analysera en befintlig kdrning. Fran hemfénstret kan
du aven visa program- och instrumentloggar, skapa och hantera anvéandare, och fa atkomst till flera
anvandbara verktyg.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

ZhEmEaR Q@

& Detected Instrument(s)

. 5 crxesowt

[

£ Crxogow2

= Crxosinl

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

H(H}Run setup
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

o

[

Select instrument CFX96 <

Selected Instrument

g U G

Al Instruments

B View Summay @

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

FORKLARING
1. Programvarans titelfélt visar namnet pa programvaran och inloggad anvandare.
2. Menyraden ger snabb atkomst till menykommandon fér File (Arkiv), View (Visa), Run (Kor),

Tools (Verktyg), Window (Fonster) och Help (Hjalp).

3. Kommandon pa verktygsraden ger snabb atkomst till menyalternativ.

4. Den vanstra rutan visar instrument som ar anslutna till CFX Manager Dx-datorn och har
knappar som du kan anvanda for att styra locket och visa instrumentens status.

5. Huvudrutan visar arbetsfonstret. Standardarbetsfonstret pa startskdrmen ar Startup Wizard
(Startguide).
6. Statusfaltet visar namnen pa de anslutna instrumenten och den inloggade anvandaren.
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Hemfénster

Menykommandon for File (Arkiv)

New (Ny) — éppnar en dialogruta dar du kan valja att skapa ett nytt protokoll, en ny platta eller en ny
genstudie.

Open (Oppna) — éppnar en dialogruta dér du kan vélja att ga till och 6ppna ett befintligt protokoll, en
befintlig platta, en befintlig datafil, en befintlig genstudie, en befintlig LIMS-fil, eller en befintlig
PrimePCR ™ -korfil.

Recent Data Files (Senaste datafiler) — visar en lista éver nyligen 6ppnade PCR-filer.

Repeat a Run (Upprepa en kérning) — 6ppnar Utforskaren pa platsen for de sparade PCR-filerna dar
du kan hitta en kérning som ska upprepas.

Exit (Avsluta) — stanger CFX Manager Dx.

Kommandon i menyn View (Visa)

Application Log (Applikationslogg) — visar en programanvandningslogg fran installation till dagens
datum.

Run Reports (Kérningsrapporter) — visar en lista med korningsrapporter.
Start Wizard (Startguide) — visar Start Wizard (Startguiden) i huvudrutan.
Run Setup (Kérningsinstalining) — visar fonstret Run Setup (Kérningsinstalining) i huvudrutan.

Instrument Summary (Instrumentsammanfattning) — visar fonstret Instrument Summary
(Instrumentsammanfattning) i huvudrutan.

Detected Instruments (Hittade instrument) — vaxlar mellan att visa och att inte visa anslutna
instrument i den vanstra rutan. Som standard visar programmet anslutna instrument i den vanstra
rutan.

Toolbar (Verktygsrad) — vaxlar mellan att visa och att inte visa verktygsraden hdgst upp pa skarmen.
Som standard visar programmet verktygsraden.

Status Bar (Statusfalt) — vaxlar mellan att visa och att inte visa statusfaltet Iangst ned pa skarmen.
Som standard visar programmet statusféltet.

Show (Visa) — 6ppnar en dialogruta fran vilken du kan
B Visa eller blockera statusloggen.
®  Oppna och visa CFX Manager Dx-datamappen.
®  Oppna och visa anvéndarens datamapp.

m  Oppna och visa LIMS-fiimappen.
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m  Oppna och visa PrimePCR-mappen.
B Visa kérningshistoriken.

B Visa egenskaperna for alla anslutna instrument.

Kommandon i menyn User (Anvandare)

Select User (Valj anvandare) — 6ppnar inloggningsskarmen dar du kan valja en anvandare i listrutan
User Name (Anvandarnamn) och logga in i programmet.

Change Password (Andra lésenord) — dppnar dialogrutan Change Password (Andra I6senord) dar
anvandare kan andra sitt I6senord for CFX Manager Dx-programvara.

User Preferences (Anvandarinstallningar) — 6ppnar dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar) dar anvandare kan éndra standardinstéaliningarna for

B sandning och mottagande av e-postaviseringar vid avslutad korning
B lagring av datafiler

B generering av protokoll med Protocol Editor (Protokollredigerare) eller Protocol AutoWriter
(Protokollférslag)

B generering av plattor

B dataanalys

B genuttrycksanalys

B faststéllande av datakvalitet

B export av CFX Dx-instrumentdata.

User Administration (Anvandarhantering) — 6ppnar dialogrutan 6ppnar dialogrutan User
Administration (Anvandarhantering) dar administratérer kan skapa anvandare, modifiera
rollbehérigheter och tilldela roller till anvandare.

Bio-Rad Service Login (Bio-Rad-serviceinloggning) — endast Bio-Rad teknisk servicepersonal. Valj
inte det hdr kommandot.
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Hemfénster

Kommandon i menyn Run (Korning)

User-defined Run (Anvandardefinierad kdrning) — dppnar fonstret Run Setup (Kérningsinstallning)
dar du kan konfigurera anvandardefinierade protokoll och plattor och sedan kéra ett PCR-experiment
pa valda instrument.

PrimePCR Run (PrimePCR-korning) — 6ppnar fliken Start Run (Starta kérning) i fonstret Run Setup
(Korningsinstallning), och PrimePCR-standardprotokollet och plattlayouten som blir inlést beror pa
vilket instrument som valjs.

End-Point Only Run (Kérning endast med slutpunkt) — dppnar fliken Start Run (Starta kérning) i
fonstret Run Setup (Kérningsinstallning), och standardslutpunktsprotokollet och plattlayouten som blir
inlast beror pa vilket instrument som valjs.

Qualification Run (Kdrning med kvalificering) — dppnar fliken Start Run (Starta kérning) i fonstret Run
Setup (Korningsinstallning), med Bio-Rad-standardprotokollet for kvalificering och plattlayouten lases
in for det valda instrumentet.

Kommandon i menyn Tools (Verktyg)

Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator) — 6ppnar mastermixkalkylatorn dar du kan skapa en
reaktionsblandning och skriva ut berdkningarna.

Protocol AutoWriter (Protokollférslag) — 6ppnar dialogrutan Protocol AutoWriter (Protokollférslag)
dar du enkelt kan skapa ett nytt protokoll.

T, Calculator (T -kalkylator) — 6ppnar T,-kalkylator dar du enkelt kan berdkna
hybridiseringstemperaturen for primrar.

Dye Calibration Wizard (Fluoroforkalibrering) — dppnar guiden Dye Calibration (Fluoroforkalibrering)
dar du kan kalibrera ett instrument for en ny fluorofor.

Reinstall Instrument Drivers (Ominstallera instrumentdrivrutiner) — ominstallerar drivrutinerna som
styr kommunikation med Bio-Rads realtids-PCR-system.

Zip Data and Log Files (Zip-data och logdfiler) — 6ppnar en dialogruta dar du kan valja filer som ska
komprimeras och sparas i en zip-fil for lagring eller fér att skickas med e-post.

Batch Analysis (Batch-analys) — 6ppnar dialogrutan Batch Analysis (Batch-analys) dar du kan stalla
in parametrar for analys av fler &n en datafil at gangen.

Options (Alternativ) — dppnar en dialogruta dar du kan
B Konfigurera installningarna for din e-postserver.

B Konfigurera exportinstallningar for LIMS och andra datafiler.
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Kommandon i menyn Help (Hjalp)
Tips: Hjalpmenyn ar tillganglig i menyraden i alla CFX Manager Dx-programvara-fonster.
Open Operation Manual (Oppna bruksanvisning) — dppnar en PDF av denna manual.

Gene Expression Gateway Web Site (\WWebbplats for genuttryck) — dppnar Bio-Rads hemsida for
CFX Dx-system.

PCR Reagents Web Site (Webbplats for gPCR-reagenser) — 6ppnar Bio-Rads webbplats for PCR -
reagenser, dar du kan bestéalla PCR-reagenser, supermixer, farger och kit.

PCR Plastic Consumables Web Site (Webbplats fér gPCR-férbrukningsartiklar av plast) — 6ppnar
Bio-Rads webbplats for PCR-plast- och férbrukningsartiklar, dar du kan bestélla PCR-plattor,
plattférseglingar, ror och lock, och andra tillbehér av plast.

Software Web Site (Webbplats fér program) — 6ppnar Bio-Rads webbplats for PCR-analysprogram,
dar du kan bestalla uppdaterade versioner av Bio-Rads CFX Manager Dx-programvara.

About (Om) — visar CFX Manager Dx copyright- och versionsinformation.

Kommandon i verktygsraden

= . .. ..
— Oppnar Utforskaren i Windows dar du kan navigera till och 6ppna en datafil eller en

genstudiefil.

)

WN -

— Oppnar Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator).

— dppnar fénstret Run Setup (Kérningsinstallning).

ﬁ

— 6ppnar fénstret Run Setup (Kérningsinstallning), och PrimePCR-standardprotokollet och

plattlayouten som blir inlast beror pa vilket instrument som valjs.

N Oppnar Startup Wizard (Startguide).
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Startup Wizard (Startguide)

Hemfénster

Nar CFX Manager Dx startar visar arbetsytan Startup Wizard (Startguide). Fran Startup Wizard

(Startguide) kan du

B Valj ettinstrument fran de hittade instrumenten och konfigurera en anvandardefinierad kérning

eller en PrimePCR-korning.

®  Oppna och upprepa en korning.

m  Oppna en datafil for att analysera resultat fran en enskild kérning eller en genstudiefil fér resultat

fran flera genuttryckskorningar.

Startup Wizard

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

ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFx9s

)

Dessa moment forklaras utforligt i kapitlen nedan.

Statusfalt

Pa den vanstra sidan av statusféltet Iangst ned i huvudfénstret i programmet visas aktuell status fér de
hittade instrumenten. Pa den hdgra sidan av statusfaltet visas namnet pa aktuell anvandare samt

datum och tid.
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Rutan Detected Instruments (Hittade instrument)

| rutan Detected Instruments (Hittade instrument) visas alla instrument som ar anslutna till CFX Manager
Dx-datorn. Som standard visas varje instrument som en ikon med serienumret som namn.

Pa foljande bild visas exempelvis fyra hittade instrument:

B TvaC1000™ termocykler med CFX96™ Deep Well reaktionsmoduler (CFX96DW1 och
CFX96DW2)

B Tva C1000™ termocykler med CFX96 ™ reaktionsmoduler (CFX96101 och CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

CFX36DW1
CFX36DW2
CFX96I01

CFX5602

Selected Instrument

@ View Status

&7 Open Lid
ﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

| den har rutan kan du gora féljande:
B Visa ett valt instruments egenskaper och kalibrerade fargdmnen.
Information om instrumentegenskaper finns i Visa egenskaper for ett instrument pa sidan 56.
B Visa ett anslutet instruments status.
m  Oppna det valda instrumentets motoriserade lock.
B Stanga det valda instrumentets motoriserade lock.

B Se statusen for alla anslutna instrument.
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Sa har ser du ett anslutet instruments status

Hemfénster

» Irutan Detected Instruments (Hittade instrument) valjer du malinstrumentet och goér nagot av

féljande:

B Klicka pa View Status (Visa status) i avsnittet Selected Instrument (Valt instrument).

B Hogerklicka och valj View Status (Visa status) pA menyn som 6ppnas.

Dialogrutan Run Details (K6rningsdetaljer) visas med fliken Run Status (Korningsstatus). Det

valda instrumentets status visas under kérningsstatusrutan, till exempel:

_é Fun Status | 1CY Realtime Status @ Time Status

| Run Status

Idle

&) Gpenlid £3 Cose Lid

Hash Block
indicator

Fun Information
Pratocol

Flate

Sample Volume:
Scan Mode
Data File Name:

Notes

Sa har oppnar och stanger du locket pa ett instrument

» |rutan Detected Instruments (Hittade instrument) valjer du malinstrumentet och goér nagot av

féljande:

®m  Klicka pa Open Lid (Oppna lock) eller Close Lid (Sténg lock) i avsnittet Selected Instrument

(Valtinstrument).

B Hogerklicka och valj 1amplig atgard pa menyn som 6ppnas.

m  Oppna dialogrutan Run Details (Kérningsdetaljer), vélj fliken Run Status (Kérningsstatus)

och klicka pa Open Lid (Oppna lock) eller Close Lid (Sténg lock).

Sa har ser du statusen for alla hittade instrument

»  Gornagot av foljande:

B | avsnittet All Instruments (Alla instrument) i rutan Detected Instruments (Hittade instrument)
klickar du pa View Summary (Visa sammanfattning).

B Pamenyraden valjer du View > Instrument Summary (Visa > Instrumentsammanfattning).
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Dialogrutan Instrument Summary (Instrumentsammanfattning) 6ppnas:

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

Tips: Om systemet endast detekterar ett instrument visas inte avsnittet All Instruments (Alla
instrument) i rutan Detected Instruments (Hittade instrument). Du visar
instrumentsammanfattningen for ett enstaka instrument genom att valja View > Instrument
Summary (Visa > Instrumentsammanfattning).
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Reglage i verktygsraden Instrument Summary (Instrumentsammanfattning)

| Tabell 10 listas reglagen och funktionerna i verktygsraden Instrument Summary

(Instrumentsammanfattning).

Tabell 10. Reglage i verktygsraden Instrument Summary (Instrumentsammanfattning)

Hemfénster

Knapp

4

Knappnamn

Create a new Run

Funktion

Skapar en kérning pa valt block genom

(Skapa en ny kérning) att dppna fonstret Run Setup
(Kdrningsinstalining).
Stop (Stoppa) Stoppar den aktuella kérningen pa valda

block.

1

Pause (Pausa)

Pausar den aktuella kérningen pa valda
block.

Resume (Ateruppta)

Aterupptar kérningen pa valda block.

L)

Flash Block Indicator
(Blockets indikatorlampa)

Gor att indikatorlampan pa locket till
valda block borjar blinka.

N

Open Lid (Oppna lock)

Oppnar det valda blockets motoriserade
lock.

>

Close Lid (Sténg lock)

Stanger det valda blockets motoriserade
lock.

X

Hide Selected Blocks
(Dalj valda block)

Ddlj de valda blocken i listan Instrument
Summary (Instrumentsammanfattning)

|§\
Doo

Show All Blocks (Visa
alla block)

Visa de valda blocken i listan Instrument
Summary (Instrumentsammanfattning)

Show: | All Blocks

Show (Visa)

Valj vilka block som ska visas i listan.
Valj ett av alternativen for att visa alla
detekterade block, alla inaktiva block,
alla block som kérs med den aktuella
anvandaren eller alla block som kérs.
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Visa egenskaper for ett instrument

| rutan Detected Instruments (Hittade instrument) kan du visa information om ett valt instrument,
inklusive dess egenskaper, status for lasskruven och en lista med kalibrerade farger (fluoroforer).

o
&p Properties F_] Shipping Screw l& Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic _
characters and numbers (8 characters max). CFX6I01 Rename

Click Rename button to apply.

Property Current
I =
Nickname CFX56I01
Model CFX56
Serial Numbers
Base CFX96-5IM02
Block CFX36-51M02A
Shuttle CFX96-5IM025
Optical Head CFX96-5IM020
Fimware Versions
HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 1.35.00
PXAZ70 32128129
CFXDS5P 112400
8051 Motorized Lid 54000
More Info
Available Storage 352 MB
Total RAM 34 MB
USB Serial Number 1816531045

Sa hir visar du instrumentegenskaper

» | rutan Detected Instruments (Hittade instrument) hégerklickar du pa malinstrumentet och valjer
Properties (Egenskaper) pa menyn som visas.

Fliken Properties (Egenskaper)

Fliken Properties (Egenskaper) visar teknisk information om det valda instrumentet, inklusive modell,
komponenternas serienummer och versioner av fast programvara. Instrumentets standardnamn (dess
serienummer) visas pa flera platser, inklusive rutan Detected Instruments (Hittade instrument) och i
rubrikfaltet for dialogrutan Instrument Properties (Instrumentegenskaper). Du kan dndra namn pa ett
instrument sa att det blir enklare att identifiera.

Sa har andrar du namn pa ett instrument

»  Skriv ett namn i rutan Rename (Andra namn) dverst pa fliken Properties (Egenskaper) pa fliken
Instrument Properties (Instrumentegenskaper) och klicka pa Rename (Andra namn).

Det nya namnet visas pa raden Nickname (Alias) pa fliken Properties (Egenskaper) samt pa
rubrikraden i rutorna Instrument Properties (Instrumentegenskaper) och Detected Instruments
(Hittade instrument).
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Fliken Shipping Screw (Lasskruv)

Fliken Shipping Screw (Lasskruv) visar aktuell status for det valda instrumentets férpackningsskruv
(Removed (Borttagen) eller Installed (Installerad)). Fliken har ocksa instruktioner for installation eller
borttagning av den réda lasskruven.

Tips: Om programvaran detekterar férpackningsskruven visar dialogrutan Instrument Properties
(Instrumentegenskaper) automatiskt fliken Shipping Screw (Lasskruv). Fo6lj anvisningarna for att
ta bort skruven.

Obs! Du maste ta bort Iasskruven innan instrumentet kan anvéndas. Se Ta bort transportskruven
pa sidan 28 for mer information.

Fliken Calibrated Dyes (Kalibrerade fluoroforer)

Fliken Calibrated Dyes (Kalibrerade fluoroforer) visar kalibrerade fluoroforer och plattor for det valda
instrumentet.

X Propeties iy Shipping Screw [l Calbrated Dyes

Puophoe 0| Chamel O PteTpe 0 C#ed o Do 0 Eme 0 Deal [
1 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 ko
2 |CalGold 540 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
3 | Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14 Info
4 |Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
5 CalRed6l0 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
g |CalRed 610 3 BR White Factory 01/08/2008 10 [ =
7 |G 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10 [
g OS5 4 BR White Factory 01/08/2008 10 [
9 [Cy55 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14 [
10 |C55 4 BR White Factory 01,/08/2008 10 [
11 |FAM 1 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
12 FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10 [
13 |HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
14 |HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
15 |Cuasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
16 |Quasar 670 4 BR White Factory 01,/08/2008 10 o
17 | Cuasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
18 Cuasar 705 5 BR White Factory 01/08/2008 10 o
19 |ROX 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o

For att se detaljerad information om en kalibrering klickar du pa motsvarande Info-knapp i kolumnen
Detail (Information).

Anvandarhandbok | 57



Kapitel 5 Hemfonstret

Innan du borjar

Stalla in User Preferences (Anvandarinstallningar)

Tips: Det ar inte nddvandigt att utféra dessa atgarder for att kunna anvanda CFX Manager Dx-
programvara. Du kan utan risk hoppa Over detta avsnitt eller utféra dessa atgarder nar som helst.

| CFX Manager Dx kan du anpassa din arbetsmiljé. Om din administrator har skapat
programanvandare kan varje anvandare anpassa sin egen arbetsmilj6. Om din administrator inte har
skapat anvandare galler preferensandringar fér var och en som loggar in i CFX Manager Dx. (For
information om att skapa CFX Manager Dx-anvandare, se Bilaga B, Hantera CFX Manager Dx-
anvandare och roller.)

| exempelvis menyn Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) kan du géra
foljande:

B Stélla in e-postmeddelande fér avslutad kdrning.
B Andra standardinstaliningarna for

[0 Platsen for att spara filer

O  Filerna for kdrningsinstallning

0 Filnamnsprefix

B Stélla in standardparametrar som ska anvandas vid skapandet av ett nytt protokoll och en ny
platta.

B Stalla in standardparametrar for dataanalys och genuttryck.
B Anpassa standardparametrarna for kvalitetskontroll.

B Anpassa parametrarna for dataexport.

I menyn Tools (Verktyg) kan du gora foljande:

B Skapa en masterblandning.

B Kalibrera farger for ett specifikt instrument.

Obs! Masterblandningen och fargkalibreringen ar tillgangliga fér alla som loggar in i CFX
Manager Dx.

| det har avsnittet forklaras utforligt hur dessa atgarder utférs.
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Stalla in e-postaviseringar

Du kan ansluta CFX Manager Dx till den utgaende e-postservern och skicka e-postaviseringar om
slutférda koérningar till en lista av anvandare. Du kan ocksa vélja att bifoga en datafil och en
analysrapport till anvandarlistan. Information om hur du konfigurerar anslutningen mellan CFX
Manager Dx och SMTP-servern finns i Ansluta CFX Manager Dx till en SMTP-server pa sidan 60.

Obs! En anvandares mojlighet att fa tillgang till konfigurationsfunktioner for e-post beror pa
anvandargruppen och behdrigheterna som anvandaren tilldelats av administratéren. Information
om hur du hanterar anvandare och deras roller finns i Hantera anvandare pa sidan 259.

Sa har staller du in e-postaviseringar

1. VAlj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstaliningar) for att dppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

Dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) 6ppnas med fliken Email (E-post).

User Preferences

E) emal ) Fies Protocol (20 Pise (7] Data Ansiyss gfif] Gene Bpresson ac 53 custon Bpor
Emai Netification Upon Run Compietion

To:
cc
Provide one emai address per line

[ Attach Data File
[] Attach Analysis Report (.pdf) File

Configure Outgoing Email Outgoing email has not been configured

Restore Defaults oK Cancel

Obs! Du meddelas ifall systemet detekterar att du inte stallt in en giltig SMTP-server for CFX
Manager Dx. Klicka pa Configure Outgoing Email (Konfigurera utgaende e-post) for att
Oppna dialogrutan Options (Alternativ) och konfigurera e-postens SMTP-server. Mer
information finns i Ansluta CFX Manager Dx till en SMTP-server pa sidan 60.

2. Skrivin e-postadresserna till alla personer som du planerar att informera om slutférda kérningar i
rutan To (Till). Alla mottagare far ett e-postmeddelande nar kdrningen har slutforts.

Obs! Du maste ange varje e-postadress pa en separat rad. Tryck pa Enter eller Retur efter
varje adress.

3. (Valfritt:) Ange e-postadressen till mottagare som du planerar att skicka en kopia av varje e-
postavisering till i cc-textrutan.

4. (Valfritt:) Som standard far alla mottagare en kopia av datafilen som bilaga. Avmarkera den har
kryssrutan om du inte vill bifoga en kopia av datafilen.
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5. (Valfritt:) Valj Attach Analysis Report (Bifoga analysrapport) for att bifoga en PDF-fil med
analysrapporten i e-postmeddelandet.

6. Klicka pa OK for att spara &ndringarna och stanga dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar).

Sa hiar redigerar du en mottagares e-postadress

» Andra e-postadressen efter behov och klicka pa OK.

Sa har tar du bort en e-postmottagare

1. Valj e-postmottagaren och tryck pa Delete-tangenten.

2. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar p& Restore Defaults (Aterstéll standardinstéliningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla installiningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.

Ansluta CFX Manager Dx till en SMTP-server

Viktigt! Vissa kommersiella leverantdrer av webbmailtjdnster (t.ex. Yahoo! och Gmail) har hojt
sakerheten for e-post. Om du anvander dessa konton maste du aktivera installningen Tillat
mindre sdkra appar i deras kontoinstallningar fér att CFX Manager Dx ska kunna skicka e-post.
Se sakerhetsinformationen for din leverantor av webbmailtjanster fér mer information.

Du maste etablera en anslutning fran CFX Manager Dx till din e-post innan programmet kan skicka e-
postmeddelande.

For att ansluta CFX Manager Dx till en e-postserver
1. Gor nagot av foljande:

B Valj User > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) och klicka pa Configure
Outgoing Email (Konfigurera utgadende e-post) pa fliken Email (E-post).

B Valj Tools > Options (Verktyg > Alternativ).
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Dialogrutan Options (Alternativ) visas med fliken Email (E-post).

Emal #.) Data Bxport Settings

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

Use SSL:
Use Defauk “From” Address:

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

Password

Test Emai Address

Test Atachment: [] 05 % Test Emai

Gl

Ange foljande information for ditt féretag:

B SMTP Server Name (Namn pa SMPT-server) — namnet pa den utgaende e-postservern for
ditt foretag.

B Port - portnumret fér SMTP-servern. Detta ar vanligtvis 25.

B Use SSL (Anvand SSL) — alternativet Secure Sockets Layer (SSL). Vissa SMTP-servrar
kréver denna installning. Om det inte kravs pa ditt foretag kan du avmarkera den har
kryssrutan.

B Use Default “From” Address (Anvand standardadress for avsandare) — namnet pa e-
postservern pa ditt foretag. Vissa SMTP-servrar kraver att all skickad e-post ska ha en
avsandaradress som kommer fran en viss doman, t.ex. namn@DittForetag.com. Om sa ar
fallet avmarkerar du denna kryssruta och anger en giltig e-postadress.

B Authentication Required (Autentisering kravs) — om din plats kraver kontoautentisering ska
du verifiera att denna kryssruta ar ifylld.

B User Name (Anvandarnamn) — namnet pa det autentiserade kontot. Detta krévs endast om
Autentisering kravs ar valt.

B Password (L6senord) — I6senordet for det autentiserade kontot. Detta kravs endast om
Autentisering kravs ar valt.
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3. For att verifiera att SMTP-serverinstallningarna ar korrekta, anger du en giltig e-postadress i
textrutan Test Email Address (Testa e-postadress) och klickar pa Test Email (Testa e-post).

Obs! Vissa SMTP-servrar tillater inte bilagor och andra tillater bilagor endast upp till en viss
storlek. Om du planerar att skicka datafiler och/eller rapporter via e-post med CFX Manager
Dx, vélj Test Attachment (Testa bilaga) och stall in Attachment Size in MB (Bilagans storlek i
MB) pa 5 megabyte (MB) eller mer.

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och stéanga dialogrutan.

Andra Default File Settings (Standardfilinstillningar)

Pa fliken Files (Filer) i dialogrutan User Preference (Anvandarpreferens) kan du andra foljande:
B Standardplatsen for att spara CFX Manager Dx-filer

B Standardfilerna for kérningsinstallning

B Standardparametrar for filnamn

For att andra standardfilinstéllningarna

1. VAlj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstaliningar) for att dppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

2. |dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) valjer du fliken Files (Filer).

User Preferences - (m] X

Emai | [ Fles | Protocol (233 Plate  [(7] Data Analysis Gene Bpression [ ac 53, Custom Export
] -
Defauit Folder for File Creation
Protocol: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users \admin

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

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

Gene Study: ‘C.‘-».Usefs‘.Pubhc \Documents'\Bio-Rad\CFX\Users\admin

File Selection for Run Setup
Protocal: |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users \admin\ExpressLoad\CFX_stepAmp 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\admin'\ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only.pkd

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

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

DatoFieNme: [ [teer v [Dte v stment Name V1]

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

Bestore Defaults OK Cancel
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3. Isektionen Default Folder for File Creation (Standardmapp for filskapande) gar du till och valjer en
standardmapp dar du vill spara nya filer. Du kan vélja olika platser for varje filtyp:

Protocol (Protokoll)

Plate (Platta)
B Data File (Datafil)
B Gene Study (Genstudie)

4. |sektionen File Selection for Run Setup (Filval for kérningsinstallning) gar du till och valjer
malprotokollet och plattfilerna som ska visas nar du 6ppnar fonstret Experiment Setup
(Experimentinstalining).

5. |sektionen Data File (Datafil) definierar du prefix och/eller suffix for datafiler. Fér varje del valjer
du ett nytt varde fran dess nedrullningsbara lista. Du kan dven ange anpassade prefix- och
suffixvarden i textrutorna Prefix och Suffix.

CFX Manager Dx férhandsvisar filnamnet nedanfor valrutorna.
6. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar pa Restore Defaults (Aterstall standardinstaliningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla installningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstéllningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.
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Stalla in standardprotokollparametrar

Sa har staller du in standardprotokollparametrar for Protocol Editor

(Protokollredigerare) och Protocol AutoWriter (Automatisk protokollskrivare)

1.

5.

Valj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) for att 6ppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

Valj fliken Protocol (Protokoll) i dialogrutan User Preferences (Anvandarinstaliningar).

User Preferences

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

Shut Off Lid When Block 35
Temperature Goes Below.

")

O e

h o
Protocol AutoWriter

Annealing Temperature: 60,0

Amplicon Length: 100 bp

Restore Defaults oK Cancel
| avsnittet Protocol Editor (Protokollredigerare) anger du varden for féljande installningar som
visas i Protocol Editor (Protokollredigerare):

B Sample volume (Provvolym) — volymen av varje prov i brunnarna (i pl).

B Lid Shutoff temperature (Lockavstadngningstemperatur) — den temperatur i °C vid vilken
lockvarmaren stangs av under en korning.

| avsnittet Protocol AutoWriter (Automatisk protokollskrivare) anger du vardena for féljande
installningar som visas i Protocol AutoWriter (Automatisk protokollskrivare):

B Annealing temperature (Hybridiseringstemperatur) — temperatur i °C fér experiment som
anvander iProof™ DNA-polymeras, iTaq™ DNA-polymeras eller andra polymeraser.

B Amplicon length (Amplikonldngd) — Iangden pa amplikonen i bp.

Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar pa Restore Defaults (Aterstall standardinstallningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla instéllningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.
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Innan du bérjar

Andringar som gérs pa fliken Plate (Platta) &r tillgéngliga for alla anvandare av programvaran.
Andringar som gérs under plattinstéliningen ar tillgdngliga fér anvandare nar du har sparat och stangt

plattfilen.

| dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) kan du géra féljande:

B Stalla in standardplattparametrarna.

B |agga till nya namn pa mal och prover i deras respektive bibliotek.

B Tabort namn pa mal och prover i deras respektive bibliotek.

Sa har staller du in standardplattparametrar

1. Valj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) for att 0ppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

2. Vaéljfliken Plate (Platta) i dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar).

User Preferences

EI Email E] Files Protocol @ Plate m Data Analysis I! Gene Expression Qc E‘i Custom Export
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fluorophores:
Plate Size: | 96 Wells « | ] FAM [] Texas Red O wvic
[~] SYBR [[] Cal Red 610
Units: | copy number ~ | | HEX O s
O Ter [ Tex 615
Scientific Motation ] Cal Orange 560 [ Guasar 670
] Cal Geld 540 [] Guasar 705
Scan Mode: | All Channels + | |] ROX [ Cy55
Libraries
Target Names Sample Names:
Actin OHr
GAPDH THr
2Hr
Use text boxes to enter additional names, one name per line.
Restore Defaults oK Cancel
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3. Ange vardena for foljande installningar for en ny plattfil. Foljande varden visas i fonstret Plate
Editor (Plattredigerare):

® Plate type (Plattyp)
B Plate size (Plattstorlek)
B Units (Enheter) — koncentrationen av startmallen fér brunnar som innehaller standarder.

CFX Manager Dx anvander dessa enheter for att skapa en standardkurva pa fliken Data
Analysis Quantification (Dataanalyskvantifiering).

B Scientific notation (Grundpotensform) — nar detta valjs visar CFX Manager Dx
koncentrationsenheterna i grundpotensform.

B Scan mode (Skanningslage) — antalet eller typen av kanaler som ska skannas under en
koérning.

B Fluorophores (Fluoroforer) — standardfluoroforerna som visas i reglagen for brunnladdning i
Plate Editor (Plattredigerare).

B Libraries (Bibliotek) — namn pa mal och prover som du normalt anvénder i experiment:
O Target names (Malnamn)—namnen pa malgener och -sekvenser.

O Sample names (Provhamn)—namnen pa experimentprover eller en identifierande
egenskap for proverna (t.ex. Mouse1, Mouse2, Mouse3 (Mus 1, 2, 3)).

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Sa har lagger du till nya mal och prover

» [ tillamplig biblioteksruta anger du namnet pa malet eller provet och klickar pa OK.
Sa har tar du bort namnet pa mal och prover

» Valj namnet i tilldmplig biblioteksruta, tryck pa Delete-tangenten och klicka pa OK.

Viktigt! Namn som du tar bort fran biblioteket tas bort fran programvaran och &r inte langre
tillgéngliga for anvandare. Klicka pa Restore Defaults (Aterstall standardinstallningar) for att
aterstalla CFX Manager Dx-standardnamnen. Om du klickar p& Restore Defaults (Aterstéll
standardinstallningar) i dialogrutan User Preferences (Anvandarinstaliningar) aterstalls alla
installningar pa alla flikar till de ursprungliga fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du tar bort
CFX Manager Dx-standardnamn och klickar pa den har knappen.
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Stalla in standardparametrar for dataanalys
Sa har staller du in standardparametrar for dataanalys

1. VAalj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstaliningar) for att dppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

2. |dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) valjer du fliken Data Analysis
(Dataanalys).

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

PCR Quartitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit ~

Cq Determination Mode: () Regression (@) Single Threshold
Threshald Cale. Made: Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00 <
Baseline Calc. Mode Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2 | to |9 =
LogView: () On (@ Off

End Point
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. lavsnittet Analysis Mode (Analyslage) valjer du laget som data ska analyseras i (Fluorophore
(Fluorofor) eller Target (Mal)).

4. lavsnittet PCR Quantitation (PCR-kvantifiering) staller du in standardparametrarna for féljande
alternativ:

B Baseline Setting (Baslinjeinstalining) — baslinjemetoden fér analyslaget.

B Cq Determination Mode (Cg-bestamningslage) —laget i vilket C4-vardena beraknas for
varje fluorescenskurva (antingen regression eller enkelt tréskelvarde).
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B Threshold Calc. Mode (Lage for troskelvardesberakning) — slutpunktsmalméangden.

Standard ar Auto. Med andra ord berdknar programvaran slutpunktsmalet automatiskt. For
att stalla in ett specifikt tréskelvarde avmarkerar du kryssrutan Auto och anger ett
slutpunktsvarde beraknat i RFU (Relative Fluorescence Units). Det hogsta vardet ar

65 000,00 RFU. Datafiler for efterfdljande kdrningar anvander denna
troskelvardesinstallning.

B Baseline Calc. Mode (Lage for baslinjeberakning) — baslinjevardet for alla kurvor.

Standard ar Auto. Med andra ord beraknar programvaran baslinjen for alla kurvor
automatiskt. Du stéller in ett specifikt baslinjevarde genom att avmarkera kryssrutan Auto
och ange minimi- och maximivarden for cykelintervallet (1 till 9 999). Datafiler for
efterfoljande korningar anvander detta cykelintervall.

B Log View (Logaritmisk visning) — avgor hur programvaran visar amplifieringsdata:
0 On (Pa)-amplifieringsdata visas i ett semilogaritmiskt diagram.
O Off (Av) — (standard) amplifieringsdata visas i ett linjart diagram.

5. lavsnittet End Point (Slutpunkt) valjer du antalet slutcykler som ska berédknas medeltalet av nar
slutpunktsberakningar utférs:

B PCR-antalet slutcykler for vilka ska berédknas medeltalet for kvantifieringsdata (standard
ar5).

B End Point Only run (Kdrning av endast slutpunkter) — antalet slutcykler som ska beraknas
medeltalet av for slutpunktsdata (standard ar 2).

6. |avsnittet Melt Curve (Smaltkurva) valjer du topptypen som ska detekteras (positiv eller negativ).

7. lavsnittet Well Selector (Brunnsvaljare) valjer du hur brunnsetiketter ska visas (efter provtyp,
malnamn eller provhamn).

8. Klicka pa OK for att spara andringarna och stdnga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar p& Restore Defaults (Aterstéll standardinstéliningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstéllningar) aterstalls alla instéllningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.
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Stalla in standardparametrar for genuttrycksdatafil

For att stalla in standardparametrar for en ny genuttrycksdatafil

Innan du bérjar

1. VAalj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstaliningar) for att dppna dialogrutan

User Preferences (Anvandarinstaliningar).

User Preferences

Gene Expression Settings

Relative To: (@ Zero (O Control
X-Ads: (O Sample @ Target
Y-Axs: @ Lnear O log2 O Log 10
Scaling: (O Lowest (O Highest (@ Unscaled
Method: (O ACq @ AACq
EmorBar: (O Std. Dev. (® Std. Emor Mean
Ermror Bar Muttiplier : :

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

Restore Defaults

Email Fies || Protocol (223 Plate |f7] Data Analysis ene bBxpression =2l QC =% Custom Export
£ Fies [ B | Gene B =]

Valj fliken Gene Expression (Genuttryck) i dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar).

[m] X

3. Specificera vardena for féljande instéllningar:

B Relative to (I relation till) — graf for genuttrycksdata i relation till antingen en kontroll (med

borjan vid 1) eller till noll:

O Zero (Noll) — programmet ignorerar kontrollen. Detta ar standarden nér inget
kontrollprov ar tilldelat i fonstret Experiment Settings (Experimentinstalining).

O Control (Kontroll) — programmet beréknar data i relation till kontrollprovet som ar tilldelat

i fonstret Experiment Setup (Experimentinstalining).

B X-axis (X-axel) — graf for provet eller malet pa x-axeln.

B Y-axis (Y-axel) — graf for linjar, log2 eller log10-skala pa y-axeln.

B Scaling (Skalning) — skalningsalternativet for grafen (standardalternativet ar utan skalning):

[0 Highest (Hogst) — programmet skalar grafen enligt den hogsta datapunkten.
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O Lowest (Lagst) — programmet skalar grafen enligt den lagsta datapunkten.
O Unscaled (Utan skalning) — programmet visar data utan skalning i grafen.
B Mode (Lage) — analyslaget, antingen relativ kvantitet (AC) eller normaliserat uttryck (AAC).

B Error Bar (Felstapel) — datavariationen visas som antingen standardavvikelse (Std. Dev.)
(SD) eller medelvardets standardfel (Std. Error Mean) (SEM).

B Error Bar Multiplier (Felstapelmultiplikator) — standardavvikelsemultiplikator som anvéands
fér att rita en graf av felstaplarna (standarden &r 1).

Du kan 6ka multiplikatorn till antingen 2 eller 3.

B Sample Types to Exclude (Provtyper att exkludera) — provtyper som ska exkluderas fran
analysen.

Du kan vélja ett eller flera prover som ska exkluderas fran analysen. For att exkludera alla
provtyper rensar du kryssrutorna fér valda provtyper.

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar p& Restore Defaults (Aterstéll standardinstéliningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla instaliningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.

Anpassa kvalitetskontroliregler

| CFX Manager Dx kan du ange kvalitetskontrollregler som tillampas pa data i fonstret Data Analysis
(Dataanalys). Programvaran validerar data i férhallande till reglerna som du anger.

Obs! Alla kvalitetskontrollregler ar aktiverade som standard.

Tips: Du kan enkelt utesluta brunnar som inte klarar en kvalitetskontrollparameter fran analys i
kvalitetskontrollmodulen for fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Sa hir anpassar du kvalitetskontroliregler

1. Valj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) for att 6ppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstallningar).

2. ldialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) valjer du fliken QC (Kvalitetskontroll).
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Innan du bérjar

User Preferences

[ = ™ Protocol (E23) Piate 7] Data Aralysis ﬂﬂﬂ Gene Expression oc 53 custom Bxpor
Description L] Value 9 Use (4]
Negative control with a Cg less than 2
NTC with a Cq less than 1M
NRT with a Cq less than B M
Postive control with a Cq greater than 30 M
Unknown without a Cq M
Standard without a Cg M
Efficiency greater than 1100 M
Efficiency less than %00 M
Std Curve A2 less than 0.980 4
Replicate group Cq Std Dev greater than 020 M
Bestore Defaults oK Cancel

dar:

B NTC - ingen mallkontroll

B NRT - inget omvant transkriptas

B Efficiency (Effektivitet) — reaktionseffektivitet

B Std Curve R*2 — R-kvadratvarde fér standardkurva

B Replicate group Cq Std Dev (Berakning av standardavvikelse for replikatgrupp) —
standardavvikelse beraknad for varje replikatgrupp

3. Gornagot av foljande for varje kvalitetskontrollsregel:
B Omdu villanvanda standardvardet gor du ingenting.
B Foratt &ndra vardet klickar du pa textrutan Value (Varde) och klickar pa Retur.
B Avmarkera relevant kryssruta for Use (Anvand) for att inaktivera regeln.

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar pa Restore Defaults (Aterstall standardinstéliningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla instéllningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstallningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.
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Anpassa parametrarna for dataexport

Det gar att exportera CFX Manager Dx-data i féljande format:

Text (.txt)

CSV (.csv)

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

HTML (.html)

Du kan ange typen av data som ska exporteras och anpassa utmatningen av exporterade data.

Sa har anpassar du dataexportparametrar

1.

Valj Users > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar) for att ppna dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstaliningar).

Valj fliken Custom Export (Anpassad export) i dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar).

User Preferences

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

Export Format: | CSV (*.csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Well Well

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

q
Starting Quantity

OOROREEE]

rjy ey

(=]
=
i

rtffication

Ca

Starting Quantity

Cqg Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

CIOOEIE

Mekt Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

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

Restore Defaults 0K Cancel
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Innan du borjar

3. llistrutan Export Format (Exportformat) valjer du formatet som data ska exporteras i.

4. lavsnittet Data to Export (Data som ska exporteras) markerar eller avmarkerar du kryssrutorna
for typen av data som ska exporteras. De valda objekten visas i listrutan Exported Columns
(Exporterade kolumner).

Obs! Som standard ingar kérningsinformation i rubriken. Avmarkera den har kryssrutan om
du inte vill att kdrningsinformation ingar.

5. Dukan andra den utmatade visningsordningen for de valda objekten.

| listrutan Exported Columns (Exporterade kolumner) markerar du objektet och klickar pa
pilknapparna till vanster om listan for att flytta det uppat eller nedat.

6. Detgaratt andra de utmatade kolumnnamnen fér de valda objekten:
a. Klicka pa Customize Column Names (Anpassa kolumnnamn).
Dialogrutan Column Name Customizer (Anpassare av kolumnnamn) dppnas.

b. Forvarje standardkolumnnamn som du vill &ndra skriver du in det nya namnet i dess falt
Custom Name (Anpassat namn).

c. Gornagot av foljande:

B Klicka pa OK for att spara andringarna och aterga till fliken Custom Export (Anpassad
export). Det nya namnet visas i parentes bredvid standardkolumnnamnet i listrutan
Exported Columns (Exporterade kolumner).

m  Klicka pa Cancel (Avbryt) for att rensa andringarna och aterga till fliken Custom Export
(Anpassad export).

7. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan.

Viktigt! Om du klickar pa Restore Defaults (Aterstall standardinstallningar) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) aterstalls alla installningar pa alla flikar till de ursprungliga
fabriksinstéllningarna. Var forsiktig nar du klickar pa den har knappen.

Skapa en reaktionsmasterblandning

Med CFX Manager Dxs Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator) kan du enkelt berdkna den
nddvandiga volymen av varje komponent i huvudblandningen. Du kan skriva ut tabellen for
masterblandningsberakningar pa standardskrivaren och spara berékningarna for varje mal for senare
anvandning.
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Sa har skapar du en reaktionsmasterblandning i Master Mix Calculator (Master Mix-
kalkylator)

1. Gor nagot av foljande for att 5 ppna Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator):
B Valj Tools > Master Mix Calculator (Verktyg > Master Mix-kalkylator).

m  Klicka pa Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator) i verktygsraden.

Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator) 6ppnas.

Master Mix Setup

R % B Choose SYBR Green Target to Calculate
Reaction Volume Per Well 20 5] 4 (] SYBR Jarget_1

Template Volume 10 &

Supemmix Concentration 20 [ x

Bxcess Reaction Vome 5 [2] %

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

2. Valj en detektionsmetod i avsnittet Reaction (Reaktion):
®  SYBR® Green/EvaGreen
B Probes (Prober)

3. Klicka pa Create New (Skapa ny) i avsnittet Target (Mal) for att valja ett nytt mal. Ett nytt malnamn
visas i malets listruta.
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4. (Valfritt:) S& har andrar du standardmalnamnet:
a. Markera malets namn i malets listruta.
b.  Skrivin ett nytt malnamn i rutan Target (Mal).
c. Tryck pa Enter-tangenten.

5. Justera start- och slutkoncentrationerna for de framatriktade och bakatriktade primrarna samt
eventuella prober.

6. lavsnittet Master Mix Setup (Huvudblandningsinstallning) justerar du vardena for
B Number of reactions (Antal reaktioner) som ska koras
B Reaction volume (Reaktionsvolym) per brunn
B Template volume (Mallvolym) per brunn
B Supermix concentration (Supermix-koncentration) per brunn
B Excess reaction volume (Reaktionsvolymsdverskott) per brunn
7. (Valfritt:) Utfor stegen 2—6 for s& manga mal som behdvs.

8. lavsnittet Choose Target to Calculate (Valj mal som ska kalibreras) valjer du malet som ska
kalibreras.

Tips: Du kan bara berakna ett eller flera eller alla mal samtidigt.

De beraknade volymerna av komponenterna som kravs for varje valt mal visas i tabellen for
masterblandning.

9. Kilicka pa Set as Default (Stall in som standard) for att stélla in de inmatade kvantiteterna i
avsnitten Target (Mal) och Master Mix Setup (Masterblandningsinstallning) som nya
standardvarden.

10. Klicka pa OK for att spara innehallet i dialogrutan Master Mix Calculator (Master Mix-kalkylator).
Sa har skriver du ut tabellen for masterblandningsberakningar
» Du skriver ut en tabell for masterblandningsberékningar genom att klicka pa Print (Skriv ut).

Tabellen med berakningar skrivs ut pa standardskrivaren.
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Sa har sparar du tabellen fér masterblandningsberékningar som en PDF-fil

» Andra standardskrivaren till en PDF-drivrutin och klicka pa Print (Skriv ut) i Master Mix Calculator
(Master Mix-kalkylator).

Sa har tar du bort mal
P Valj malet i malets listruta och klicka pa Remove (Ta bort).

Viktigt! Nar du tar bort ett mal fran mallistan tas det aven bort fran
masterblandningsberakningar som det anvands i. Var forsiktig nar du tar bort ett mal.
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Kalibrera nya farger

Systemen CFX96™ Dx ar fabrikskalibrerade for vanliga fluoroforer i plattor med vita brunnar och
transparenta brunnar. Tabell 11 listas fluoroforerna och kanalen for vilka varje instrument kalibreras.

Obs! Systemen CFX96 har ocksa en kanal som ar dedicerad till FRET-kemi. Den har kanalen
kraver inte kalibrering for specifika fargamnen.

Tabell 11. Fabrikskalibrerade fluoroforer och kanaler

Fluoroforer Kanal Excitation, nm Detektion, 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
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Sa har kalibrerar du nya fairgdmnen fér CFX-system

1.
2.

10.

Valj malinstrumentet i rutan Detected Instruments (Hittade instrument) i startfonstret.

Valj Tools > Calibration Wizard (Verktyg > Kalibreringsguide) for att dppna guiden Dye Calibration
(Fargamneskalibrering).

Dye Calibration - Base /N [SIM81435] - Optical Reaction Module 5/N [782BR0G617] |t
Calibrated Flucrophores
Fuorophore () Channel ) Plate Type C"‘;f'*d 0 Dme ¢ Deteor Emos ¢ Desi

Calibrate New or Bxisting Aucmphores

Flucrophare Plate Type Channel Plate column Fuor Color Add to Plate
BR Clear v v v
Settings
Notes
Calibration Status
b Calibrate 5] view Pite

Fluoroforer som redan har kalibrerats for malinstrumentet visas i tabellen Calibrated
Fluorophores (Kalibrerade fluoroforer).

Valj fluoroforen som ska kalibreras i listrutan i avsnittet Calibrate New or Existing Fluorophores
(Kalibrera nya eller befintliga fluoroforer).

Om inte fluoroforen finns i listan skriver du in dess namn i textrutan for att lagga till det i listan.
Valj plattyp for fluoroforen.

Om inte plattypen finns i listan skriver du in dess namn i textrutan for att Iagga till det i listan.

Valj en kanal for fluoroforen.

Valj en plattkolumn for fluoroforen.

(Valfritt:) Ange en farg som ska associeras med fluoroforen.

Klicka pa Add to Plate (Lagag till i platta) for att 1agga till fluoroforen.

(Valfritt:) Upprepa stegen 3—8 och 1agg till alla fluoroforer som du planerar att kalibrera for plattan.

Nar du har lagt till alla fluoroforer klickar du pa View Plate (Visa platta) for att Sppna fonstret Pure
Dye Plate Display (Visning av rena plattfargamnen).

Anvand det har fonstret som vagledning for att ladda fargamnen i plattan.
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11.

12.
13.

14.

15.

Innan du borjar

Bered en 96-brunnsplatta for fargdmneskalibreringen:

a. Pipettera fargdmneslésning i varje brunn enligt monstret som visas i Pure Dye Plate Display
(Visning av rena plattfargdmnen).

b. Forvarje fluorofor fyller du fyra brunnar med 50 ul (96-brunnsplatta) av 300 nM
fargdmneslosning. Observera att minst halften av plattan innehaller tomma brunnar.

c. Forsegla plattan med férseglingsmetoden som ska anvandas i experimentet.
Placera kalibreringsplattan i blocket och stang locket.

| guiden Dye Calibration (Fargamneskalibrering) klickar du pa Calibrate (Kalibrera) foljt av OK for
att bekrafta att plattan ar i blocket.

Nar CFX Manager Dx-programvara slutfor kalibreringskdrningen éppnas en dialogruta. Klicka pa
Yes (Ja) for att slutféra kalibreringen och éppna Dye Calibration Viewer (Visningsprogram for
fargdmneskalibrering).

Klicka pa OK for att stanga fonstret.
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Kapitel 6 Skapa protokoll

Ett protokoll ar en uppsattning steg som exekveras i en specifik sekvens. | CFX Manager™ Dx-
programvaran associeras alla steg med alternativen pa instrumentet. Till exempel instruerar stegen
instrumentet att styra block- och locktemperaturen, anvénda en temperaturskillnad i hela blocket, géra
en plattavlasning eller utféra en smaltkurvanalys. Varje alternativ specificeras for olika platt- och
kdrningstyper.

CFX Manager Dx har tva alternativ for att skapa protokoll: Protocol Editor (Protokollredigerare) och
Protocol AutoWriter (Protokollférslag).

| Protocol Editor (Protokollredigerare) finns féljande funktioner:

B Standardprotokollsreglage for att snabbt skapa protokoll

B Mojlighet att snabbt berdkna en gradient fér det valda antalet rader
B Mojlighet att snabbt berakna kortiden for den valda plattypen

B Mojlighet att redigera protokollsteg

B Mojlighet att spara protokoll fér ateranvandning

B Mojlighet att skriva ut protokollet pa en standardskrivare

Protocol AutoWriter (Protokollférslag) genererar automatiskt ett anpassat PCR-protokoll med stegen
"hot start”, initial denaturering, hybridisering och extension utifran dina angivna parametrar. Du kan
sedan visa en grafisk representation av det féreslagna protokollet och redigera, kora eller spara
protokollet.
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Fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare)

Anvand Protocol Editor (Protokollredigerare) for att skapa, Oppna, granska och redigera ett protokoll.
Som standard dppnas Protocol Editor (Protokollredigerare) och visar ett realtidsbaserat
tvastegsprotokoll fér en platta med 96 brunnar.

Protocol Editor - Mew

file Settings Took (1)

8 &

Insert Step | After

|| Sample Volume [25 | il | Est. Run Time 01:00:00 @)

I I 2 -
c %50 C
/ 300 010 i
i 550 C S =
I 030 o W
i I °
® :
i £
4 o 300 230 C o
3 550 C for0:30
root Goset [ T —
Inset GOTO END
@* Insert Melt Curve
H Add Plate Readto Step @ @
Step Options
(g Delete 5100
oK Cancel
FORKLARING
1. Menyraden ger snabb atkomst till kommandon for File (Arkiv), Settings (Installningar) och
Tools (Verktyg).
2. Med verktygsraden kan du snabbt spara och skriva ut protokollet, faststalla var ett steg ska
infogas, ange provvolym samt visa beréknad protokollkdrningstid.
3. Huvudrutan visar en grafisk representation av protokollet.
4. Den nedre rutan visar protokollskissen.
5. Den vanstra rutan visar protokollkontroller som du kan lagga till for att anpassa protokollet.

Menykommandon for File (Arkiv)

Save (Spara) — sparar det aktuella protokollet.
Save As (Spara som) — sparar det aktuella protokollet med ett nytt namn eller pa en ny plats.

Close (Stang) — stanger Protocol Editor (Protokollredigerare).
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Fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare)

Kommando i menyn Settings (Installningar)

Lid Settings (Lockinstallningar) — 6ppnar dialogrutan Lid Setting (Lockinstéllning) i vilken du kan
andra eller stalla in locktemperaturen.

Kommandon i menyn Tools (Verktyg)

Gradient Calculator (Gradientkalkylator) — ppnar en dialogruta dar du kan vélja blocktyp for ett
gradientsteg. Standard ar 96 brunnar.

Run time Calculator (Kalkylator for kdrningstid) — 6ppnar en dialogruta dar du kan valja plattyp och
skanningslage for att berakna uppskattad korningstid i fonstret Run Setup (Koérningsinstalining).
Standard ar 96 brunnar, alla kanaler.

Kommandon i verktygsraden

(=]

— sparar den aktuella protokollfilen.

=]

— skriver ut det valda fonstret.

Insert Step | After v
—anvand det har kommandot for att valja var steg ska infogas i relation till det

aktuella valda steget.

Sample Volume pl

skiljer sig at beroende pa typen av block:

—anvand det har kommandot fér att ange en provvolym i pl. Provvolymer

B For ett block med 96 djupa brunnar &ar intervallet 0—-125 pl.
B For ett block med 96 brunnar ar intervallet 0-50 pl.

Est. Run Time 01:09:00
— visar beradknad kérningstid baserat pa protokollsteg, stigningshastighet och

den valda typen av block.

?

— visar hjalpinformation om protokoll.
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Protokollredigeringskontroller

Den véanstra rutan i fénstret Protocol Editor (Protokollredigerare) har kontroller med vilka du kan skapa
protokoll.

Varije kontroll bestar av en uppsattning parametrar som representerar ett steg i protokollet. Du kan
andra varje parameter och lagga till eller ta bort dem for att anpassa protokollet. Den har sektionen
beskriver alternativen i varje kontroll.

&1 insert Step B Insert Step (Infoga steg) — infogar ett steg fore eller efter det valda
steget. Du kan redigera temperatur- och halltidsvarden i protokollets

Inset Gradient grafiska visning eller i protokolléversikten.

. ® Insert Gradient (Infoga gradient) — infogar ett gradientsteg baserat

@ insert Mekt Curve pa typ av brunnsblock som har valts i gradientkalkylatorn. Du kan
redigera gradientintervallet i rutan Gradient som visas nar ett

5 Add Piste Readto Step gradientsteg infogas.

Step Options B Insert GOTO (Infoga GOTO) — infogar ett cykliskt (loop-) steg som

—ié Delete Step instruerar programvaran att upprepa specifika steg i sekvens for ett

visst antal cykler. Repetitionerna inleds nar den forsta cykeln ar

avslutad. Du kan till exempel instruera programvaran att utféra 39
repetitioner av steg 2—4. Efter den slutliga repetitionen kommer programvaran att ha utfort steg 2—
4 totalt 40 ganger. Du kan redigera aterga-till-steget (GOTO) och antalet cykler antingen i den
grafiska visningen eller i protokolldversikten.

B Insert Melt Curve (Infoga smaltkurva) — infogar ett lassteg for smaltkurvan.

B Insert Plate Read to Step (Infoga plattavlasning i steg) — Iagger till ett plattlasningskommando i
det valda steget. En plattlasning méter fluorescensméangden i slutet av en cykel.
Plattldsningsteget &r vanligen det sista stegeti en GOTO-loop.

Tips: Nar du har lagt till ett plattidiskommando i ett steg &ndras knappen till Remove Plate
Read (Ta bort plattavldsning) nar du valjer ett steg.

B Remove Plate Read (Ta bort plattavlasning) — tar bort ett plattidsningskommando fran det valda
steget.

Tips: Nar du har tagit bort ett plattltaskommando fran ett steg &ndras knappen till Add Plate
Read to Step (Lagg till plattavlasning till steg) nar du valjer steget.
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B Step Options (Stegalternativ) — dppnar dialogrutan Step Options (Stegalternativ) och visar
tillgangliga alternativ fér det valda steget. Se Step Options (Stegalternativ) pa sidan 85 for
ingaende information om stegalternativen.

Tips: Du kan ocksa anvanda Step Options (Stegalternativ) genom att hdgerklicka pa steget i
den grafiska visningen.

B Delete Step (Ta bort steg) — tar bort det valda steget fran protokollet.
Step Options (Stegalternativ)

Oppna dialogrutan Step Options (Stegalternativ) for att visa alternativ som du kan lagga till, andra eller
ta bort fran ett steg.

Step Options X

Step 1
[] Plate Read
Temperature |gs5 g  *
Gradient | ] o
Increment | | oCJcyde
RampRate [ | acfeec
Time :3:00 : secfcyde
Extend : ] secfcyde
[] Beep
oK Cancel

B Plate Read (Plattlasning) — genom att valja det har alternativet Iagger du till en plattlasning i
steget.

B Temperature (Temperatur) — anger maltemperaturen for det valda steget.
B Gradient — anger gradientintervallet for steget. Intervallet ar 1-24 °C.

Obs! En gradient kors med den lagsta temperaturen framtill i blocket (rad H i den har bilden)
och den hogsta temperaturen baktill pa blocket (rad A i den har bilden).

®  Increment (Okning) — mé&ngden fér 6kning (eller minskning) av temperaturen fér det valda steget.
Det har vardet adderas till maltemperaturen med varje cykel. Omradet ar + 0,1-10 °C.

Obs! For att minska temperaturen skriver du ett minustecken (—) fore det numeriska vardet
(till exempel =5 °C).

B Ramp Rate (Upprampningstal) — upprampningstal fér det valda steget. Intervallet beror pa
blockstorleken.
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B Time (Tid) — halltiden for det valda steget.

B Extend (Férlang) — den tid (i sekunder) med vilken du vill férldnga eller forkorta det valda steget.
Det har alternativet 1aggs till halltiden i varje cykel. Intervallet &r 1-60 sekunder.

B Beep (Pip) —om det har alternativet valjs ljuder ett pip i slutet av steget.

Tips: Nar du anger ett nummer utanfor alternativintervallet andrar programvaran numret till
det ndrmaste vardet inom intervallet.
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Skapa ett protokoll i Protocol Editor (Protokoliredigerare)

| Protocol Editor (Protokollredigerare) kan du skapa anpassade protokollfiler. Det gar aven att redigera
och spara tidigare sparade protokollfiler eller provprotokollfiler som levererats med CFX Manager Dx-
programvara.

Gor féljande for att skapa en ny protokaollfil:
m  Oppna en protokollfil i Protocol Editor (Protokollredigerare).
Tips: Du kan 6ppna ett nytt eller befintligt protokoll i Protocol Editor (Protokollredigerare).
m  Stallin det nya protokollet.
B L&gg till protokollsteg i protokollkontrollsrutan.
B Redigera stegens egenskaper.
B Spara protokollet.
Tips: Information om hur du skapar ett nytt protokoll av en tidigare sparad eller provprotokollfil
finns i Oppna ett befintligt protokoll i Protocol Editor (Protokollredigerare) pa sidan 89.
Oppna en ny protokollfil i Protocol Editor (Protokollredigerare)
CFX Manager Dx har flera alternativ for att dppna en ny protokollfil:
B Fran hemfonstret
B Fran dialogrutan Startup Wizard (Startguide)
B Fran dialogrutan Run Setup (Kérningsinstalining)
Sa har 6ppnar du en ny protokollfil i hemfonstret
» Valj File > New > Protocol (Arkiv > Ny > Protokoll).
Fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare) 6ppnas och visar standardprotokollfilen.

Tips: Information om hur du stéller in standardprotokollet finns i Andra Default File Settings
(Standardfilinstallningar) pa sidan 62.
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Sa har 6ppnar du en ny protokollfil i Startup Wizard (Startguide)

1. Gor nagot av foljande i hemfonstret for att 6ppna Startup Wizard (Startguide) om den inte ar i vyn:
B Valj View > Startup Wizard (Visa > Startguide).
B Klicka pa Startup Wizard (Startguide) i verktygsraden.

Som standard visar Startup Wizard (Startguide) fliken Run setup (Kérningsinstéllningar) med
CFX96 ™-instrumenttypen vald.

2. Valjvid behov instrumenttyp fran listrutan.
3. Klicka pa User-defined (Anvandardefinierad) som Run type (Kérningstyp).

Dialogrutan Run Setup (Kérningsinstalining) 6ppnas med fliken Protocol (Protokoll) och visar
standardprotokollfilen.

4. Klicka pa Create New (Skapa ny).
Foénstret Protocol Editor (Protokollredigerare) ppnas och visar standardrealtidsprotokollet.
Sa har oppnar du ett nytt protokoll i dialogrutan Run Setup (Kérningsinstallning)
1. Gor nagot av féljande i hemfénstret for att ppna dialogrutan Run Setup (Kérningsinstallning):
B Valj Run > User-defined Run (Kérning > Anvandardefinierad kdrning).

B Klicka pa User-defined Run Setup (Anvandardefinierad kdrningsinstalining) pa
verktygsraden.

Dialogrutan Run Setup (Kérningsinstaliningar) 6ppnas med fliken Protocol (Protokoll) och visar
standardprotokollfilen.

2. Klicka pa Create New (Skapa ny).

Fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare) 6ppnas och visar standardrealtidsprotokollet.
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Oppna ett befintligt protokoll i Protocol Editor
(Protokollredigerare)

CFX Manager Dx tillhandahéller provprotokollfiler som du kan redigera och spara som anpassade nya
protokoll. Du kan ocksa skapa ett nytt protokoll utifran ett befintligt anpassat protokoll.

Sa hédr 6ppnar du en provprotokollfil
1. Valj File > Open > Protocol (Arkiv > Oppna > Protokoll) i hemfénstret.

Utforskaren i Windows Oppnas som standard pa platsen fér mappen Sample Files (Provfiler) for
CFX Manager Dx.

2. Oppna mappen Sample files (Provfiler). Féljande mappar visas:

B ConventionalProtocols (Konventionella protokoll) — innehaller exempelprotokolfiler for
traditionell PCR-analys.

m  DataFiles (Datafiler) — innehaller exempeldatafiler som du kan anvanda for att utforska
funktionerna i CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Smaltkalibrering) — innehaller exempelprotokollfiler for anvandning med
Bio-Rad-programvaran for precisionssmaltanalys.

B Plates (Plattor) — innehaller exempelplattfiler.

B RealTimeProtocols (Realtidsprotokoll) — innehaller exempelprotokollfiler fér realtidsbaserad
PCR-analys.

3.  Oppna protokollmappen for typen av kdrning som du vill genomféra, antingen
ConventionalProtocols (Konventionella protokoll) eller RealTimeProtocols (Realtidsprotokoll).

4. Valj dnskat protokoll och klicka pa Open (Oppna).
Protokollet 6ppnas i fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare).

5. ValjFile > Save As (Arkiv > Spara som) och spara protokollet med ett nytt namn elleri en ny
mapp.

Sa har 6ppnar du ett befintligt protokoll
1. GOr nagot av foljande i fonstret Home (Hem):

B Vilj File > Open > Protocol (Arkiv > Oppna > Protokoll). G4 till och vélj méalprotokoll och klicka
p& Open (Oppna).

m  Oppna Startup Wizard (Startguide) och gér nagot av féljande:

[0 Klicka pa Edit Selected (Redigera valt) for att redigera protokollet som visas.
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O Klicka pa Select Existing (Valj befintligt) och ga till malfilen for att redigera ett annat
befintligt protokoll.

Protokollet 6ppnas i fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare).
2. ValjFile > Save As (Arkiv > Spara som) och spara protokollet med ett nytt namn eller i en ny
mapp.
Stalla in ett nytt protokoll

Tips: Om protokollfilen innehaller de nédvandiga parametrarna (t.ex. om du redigerar en befintlig
plattfil) kan du hoppa 6ver det har avsnittet. Ga till Lagga till steg till ett protokoll pa sidan 91.

Foljande parametrar kravs for nya protokollfiler:

B Block type (Blocktyp)

B Scan mode (Skanningslage) for vald blocktyp
B Lid temperature (Locktemperatur)

B Sample volume (Provvolym)

Stalla in Block Type (Blocktyp)

CFX Manager Dx berdknar automatiskt stegvisa temperaturdkningar for gradientsteg baserat pa
blocktypen.

Obs! Plattypen som ar installd i Protocol Editor (Protokollredigerare) maste vara densamma som
plattan i reaktionsmodulen.

For att stalla in blocktypen

» | fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare) valjer du Tools > Gradient Calculator (Verktyg >
Gradientkalkylator) och valjer lamplig plattyp i den nedrullningsbara listan som visas.

Vilja Scan Mode (Skanningslage) for vald Block Type (Blocktyp)
Valj malets blocktyp och skanningslage for att bestdmma protokollets kortid.
Sa har viljer du blocktyp och skanningslage

» | fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare) véljer du Tools > Run time Calculator (Verktyg >
Kértidskalkylator) och valjer Iamplig plattyp och skanningslage i listrutan som visas.

Justera locktemperaturen

CFX Manager Dx stéller in standardlocktemperaturen pa 105,0 °C.
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Du kan andra standardinstaliningarna eller stanga av lockvarmaren enligt vad som kravs for
protokollet.

Tips: Du kan a&ndra standardlocktemperaturen i dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstallningar). Se Stalla in standardprotokollparametrar pa sidan 64.

For att justera locktemperaturen

1. |fonstret Plate Editor (Plattredigerare) valjer du Settings > Lid Settings (Installningar >
Lockinstallningar).

Dialogrutan Lid Settings (Lockinstéllningar) visas.

2. Gornagot av foljande:
B Valj User Defined (Anvandardefinierad) och skriv in ett temperaturvarde i textrutan.
B Valj Turn Off Lid Heater (Stang av lockvarmare).

3. Klicka pa OK for att acceptera andringarna och stanga dialogrutan

Stalla in Sample Volume (Provvolym)

Som standard stéller CFX Manager Dx in provvolymen for varje brunn pa 25 pyl. Men CFX Dx-system-
intervallet ar dock 0—125 pl.

Instrumentet anvander ett av tva kontrollagen for att bestdmma nar provet nar maltemperaturen i ett
protokoll:

B Calculated mode (Beraknat lage) — nar provvolymen ar installd pa en volym som ar lamplig for
blocket, beraknar instrumentet provtemperaturen baserat pa provvolymen. Detta ar
standardlaget.

B Block mode (Blocklage) — nar provvolymen ar installd pa noll (0) ul, registrerar instrumentet
provtemperaturen som identisk med den uppmaétta blocktemperaturen.

For att stalla in provvolymen for ett specifikt block

» | fonstret Plate Editor (Plattredigerare) staller du in ratt varde i textrutan Sample Volume
(Provvolym) i verktygsraden.

Tips: Du kan andra standardprovvolymen i dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstéaliningar). Se Andra Default File Settings (Standardfilinstéllningar) pa sidan 62.

Lagga till steg till ett protokoll
For att lagga till ett steg till ett protokoll

1. Oppna protokollet i fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare).
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2. Bestam var det nya steget ska infogas. | verktygsraden valjer du Before (Fore) eller After (Efter) i
den nedrullningsbara listan Step (Steg).

3. Idiagrammet valjer du steget fore eller efter vilket du tanker infoga det nya steget.
4. Klicka pa Insert Step (Infoga steg) i den vanstra rutan.

5. For att andra temperaturen eller halltiden klickar du pa standardvardet i diagrammet eller pa
protokollramen och skriver ett nytt varde.

6. (Valfritt) Klicka pa Step Options (Stegalternativ) i den vanstra rutan for att visa dialogrutan Step
Options (Stegalternativ) och andra de tillgangliga alternativen for det valda steget.

Tips: Du kan fa atkomst till dialogrutan Step Options (Stegalternativ) i hogerklickmenyn i
antingen diagramrutan eller protokollramrutan.

7. Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara andringar i protokollet.
Dialogrutan Save As (Spara som) visas

8.  Skrivin ett nytt namn fér den nya protokolifilen i dialogrutan Save As (Spara som) och klicka pa
Save (Spara).

Infoga ett gradientsteg
Sa har infogar du ett gradientsteg

1. Kontrollera att plattstorleken for gradienten ar densamma som blocktypen for instrumentet, 96-
brunnars.

2. Ominte det har gjorts valjer du plattstorlek for gradienten:

Valj Tools > Gradient Calculator (Verktyg > Gradientkalkylator) och valj lamplig brunnstyp i
listrutan.

3. Valj Before (Fore) eller After (Efter) i listrutan Insert Step (Infoga steg) i verktygsraden.

4. Valj steget fore eller efter vilket du planerar att infoga gradientsteget i diagram- eller
dispositionsfonstret.

5. Klicka pa Insert Gradient (Infoga gradient) i den vanstra rutan. Det nya gradientsteget markeras i
diagram- eller dispositionsfonstret, exempelvis:
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Protocol Editor - 2stepAmp.prcl

File Settings Tools ?
H H. Insert Step  After ~ | Sample Volume |25 pl  Est. Run Time 01:33:00
1 2 i B 4 L
50 C %0 C |
300 010 650 C
550 C 550 C G E
0:30 0:30 0 K
iol T B
8]
2
¥ x
ns 1 950 C for3:.00 Gradient
28] insen o0 2 950 C for0:10 Step 4
3 550 C for0:30 a lgs.0 |
E]Mm + Plate Read -
4 Gradient3XL /650 C for 030 B]64.5
D 5 GOTO2 35 more times C |63.3
END D |61.4
=] E [59.0
F |57.0
{5 2dd Plate Readto Step G |55.7
H [55.0 |
Step Options Range )
— 10.0
/¢ Delete Step
OK Cancel

Temperaturen for varje rad i gradienten visas i tabellen Gradient i den hogra rutan.
Du redigerar gradienttemperatursintervallet genom att géra nagot av foljande:

m  Klicka pa standardtemperaturen i diagram- eller dispositionsfénstret och ange en ny
temperatur.

m  Klicka pa Step Options (Stegalternativ) for att komma till gradientintervallet i fonstret Step
Options (Stegalternativ).

B Andra vardet Range (Omréade) i tabellen Gradient.
Du redigerar halltiden genom att klicka pa standardtiden i grafik- eller textvyn och ange en ny tid.

Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara andringarna.
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Infoga ett GOTO-steg

Obs! Du kan inte infoga ett GOTO-steg inom en GOTO-uppséattning. Du kan inte skapa
inbaddade GOTO-loopar.

Sa har infogar du ett GOTO-steg

N

| verktygsraden valjer du Before (Fére) eller After (Efter) i listrutan Insert Step (Infoga steg).
2. ldiagrammet valjer du steget fore eller efter vilket du tanker infoga det nya GOTO-steget.
3. Kilicka pa Insert GOTO (Infoga GOTO) i den vanstra rutan.

4. For att redigera GOTO-stegnumret eller antalet GOTO-upprepningar valjer du standardnumret i
grafen eller 6versiktsrutan och anger ett nytt varde.

5. Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara andringarna.

Infoga ett smaltkurvsteg

Tips: Du kan inte infoga ett sméltkurvsteg i en GOTO-loop.

Obs! Smaltkurvsteget inkluderar ett uppehall pa 30 sek i borjan av steget som inte visas i
protokollet.

Sa har infogar du ett smaltkurvsteg

1. I verktygsraden valjer du Before (Fore) eller After (Efter) i listrutan Insert Step (Infoga steg).

2. Valj steget fore eller efter dar du vill infoga smaltkurvsteget i diagrammet.
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3. Kilicka pa Insert Melt Curve (Infoga smaltkurva) i den vanstra rutan. Det nya smaltkurvsteget
markeras i grafen och déversiktsrutan, till exempel:

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

(M) insert Gradient for005  +Plate Read

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

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

4. For att andra smalttemperaturomradet eller 6kningstiden valjer du standardnumret i grafen eller
Oversiktsrutan och anger ett nytt varde.

5. Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara andringarna.
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Lagga till eller ta bort ett plattaviasningssteg

Tips: Nar du har lagt till ett plattavidsningskommando i ett steg &ndras knappen till Remove Plate
Read (Ta bort plattavldsning) nar du valjer ett steg.

Sa hiar lagger du till en plattavldsning i ett steg

N

4.

| verktygsraden valjer du Before (Fére) eller After (Efter) i listrutan Insert Step (Infoga steg).
| diagrammet valjer du steget fore eller efter vilket du ténker infoga plattlasningssteget.

Klicka pa Add Plate Read to Step (Lagag till plattavlasning till steg) i den vanstra rutan for att I1agga
till en plattavlasning for det valda steget.

Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara andringarna.

Sa hir tar du bort en plattavlasning fran ett steg

» Vil steget som innehaller plattavlidsningen pa grafen och klicka pa Remove Plate Read (Ta bort

plattavlasning) i den vanstra rutan.

Andra stegalternativ

Sa har andrar du stegalternativen for ett valt steg

1.
2.

Valj malsteget i diagram- eller dispositionsfonstret.

Klicka pa Step Options (Stegalternativ) i den vanstra rutan for att &ppna dialogrutan Step Options
(Stegalternativ).

Eller hogerklicka pa malsteget i endera ruta och valj Step Options (Stegalternativ) pa menyn som
oppnas.

Sa har lagger du till, andrar och tar bort alternativ:

B Ange ett varde i lamplig textruta.

B Redigera ett varde i den specifika textrutan.

B Markera eller avmarkera en kryssruta.

Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan Step Options (Stegalternativ).

Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara protokollet.
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Ta bort ett steg

Sa har tar du bort ett steg i protokollet
1. Valj steget i grafen eller dversiktsrutan.
2. Klicka pa Delete Step (Ta bort steg) i den vanstra rutan for att ta bort det valda steget.

3. Klicka pa OK och sedan pa Yes (Ja) for att spara protokollet.

Kopiera, exportera eller skriva ut ett protokoll

Sa hér kopierar du ett protokoll

» Hogerklicka pa protokolldispositionen och valj Copy Protocol (Kopiera protokoll).
Du kan Klistra in dispositionen i en .txt-, .xlIs-, .doc- eller .ppt-fil.

Sa har exporterar du ett protokoll

1. Hogerklicka pa protokolldispositionen och valj Export Protocol (Exportera protokoll).
Dialogrutan Save As (Spara som) visas.

2. (Valfritt:) Ga till mappen i Utforskaren dar du vill spara protokollfilen.

3. | File name (Filnamn) skriver du ett namn pa den exporterade protokolifilen.

4. Klicka pa Save (Spara).

Sa har skriver du ut ett protokoll

» Hogerklicka pa protokolldispositionen och valj Print (Skriv ut).

Du kan skriva ut protokolldispositionen pa din standardskrivare.
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Skapa ett protokoll med Protocol AutoWriter
(Protokollforslag)

Viktigt! Bio-Rad garanterar inte att kérning av ett protokoll som skapats med Protocol AutoWriter
(Protokollférslag) alltid resulterar i en realtids-PCR produkt.

Protocol AutoWriter (Protokoliférslag) i CFX Manager Dx skapar automatiskt cykling-protokoll
baserade pa foljande inmatningsparametrar:

B Amplicon length (Amplikonlangd) — forvantad langd pa PCR-produkten
B Annealing temperature (Hybridiseringstemperatur) — reaktions-T for de primrar som anvands

Om T, &r okénd, kan du anvéanda T, calculator (T 5-kalkylator) fér att berdkna den automatiskt
baserat pa dina primersekvenser.

Obs! T, justeras fran informationen om primerns sméalttemperatur (T,,) som baseras pa det
valda enzymet och protokollhastigheten.

B Enzyme type (Enzymtyp) — DNA-polymerasenzymet (iTaqg™, iProof ™ DNA-polymeras, eller
Ovrig)

Om du anvander ett annat enzym an iTaq eller iProof DNA-polymeras, kan du ange ytterligare
information, inklusive gradientintervall, hot-start-aktiveringstid (i sek), och slutlig férlangningstid (i
sek).

B Run speed (Kdrningshastighet) — reaktionshastigheten (standard, snabb eller ultrasnabb)

Protocol AutoWriter (Protokollférslag) optimerar protokollet beroende pa den valda
hastighetsinstallningen. Den totala kérningstiden bestams av antalet steg och cykler,
inkubationstid vid varje steg, och tiden det tar att na enhetlighet vid maltemperaturen.

Med anvandning av parametrar som du anger och standardriktlinjer for PCR, skapar Protocol
AutoWriter (Protokollférslag) automatiskt ett anpassat PCR-protokoll med steg for hot start, initial
denaturering, hybridisering och férlangning. Du kan sedan visa en grafisk representation av det
foreslagna protokollet och redigera, kéra eller spara protokollet.
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For att skapa ett nytt protokoll med CFX Manager Dx Protocol AutoWriter

(Protokollforslag)

1. Ihemfdnstret valjer du Tools > Protocol AutoWriter (Verktyg > Protokollforslag).

Dialogrutan Protocol AutoWriter (Protokollférslag) visas.

Protocol AutoWriter
Enter Target Values/Enzyme

Amplcon Length 100

Annealing Temperature (Ta) 600 2

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

Type

bp

T @iTeg OiProok O Other

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

Ta Calculstor...

A 600 C

0:20

)
Addtional Parameters (Optional)
Gradient Range C
Hot Start Activation s
Final Extension ]
N FA
FAA [ A @ Realiime PCR
\/ Oecr
Run Time
Utrafast
01:01:00
4 5
720 C
015 G =
N
T D
2
M x
Cancel

2. Gorfoljande i sektionen Enter Target Values/Enzyme (Ange méalvarden/enzym):

B Ange annealing temperature (hybridiseringstemperatur) (T,) fér primrar, om den &r ké&nd.

Tips: Anvanda Ta Calculator (Ta-kalkylator) pa sidan 100 fér mer information.

Obs! Fér information om beradkningarna som anvands i T, Calculator (T ,-kalkylator), se

Breslauer et al. 1986.

Ange amplicon length (amplikonléangd) i baspar (bp).

Valj en enzymtyp fran listan med alternativ (iTaqg™ DNA polymerase (DNA-polymeras),

iProof™ DNA polymerase (DNA-polymeras), eller Other (Annan)).

Tips: Om du valjer Other (Annan) som enzymtypen, blir parametrarna i sektionen
Additional Parameters (Optional) (Ytterligare parametrar) (valfritt) aktiva.
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3.  Om du valde Other (Annan) som enzymtypen kan du lagga till en eller alla av foljande parametrar
till protokollet:

B Gradient range (Gradientintervall)
B Hot start activation temperature (Aktiveringstemperatur for hot start)
B Final extension time (Slutlig férlangningstid)

4. |sektionen Type (Typ), flytta glidreglaget for att valja protokollhastighet (Standard, Fast (Snabb)
eller Ultrafast (Ultrasnabb)). CFX Manager Dx justerar den totala kdrningstiden.

5. Valjvilken typ av PCR som ska utféras (standard &r Real-time PCR (Realtids-PCR)).

Vid real-time PCR (realtids-PCR) lagger CFX Manager Dx till ett plattavidsningssteg for att samla
in fluorescensdata.

6. Granska protokollet i sektionen Preview (Férhandsgranskning). Du kan géra &ndringar om det
behovs.

7. GOrnagot av féljande:

B Klicka pa OK for att spara det nya protokollet. Nar protokollet ar sparat ppnas det i Startup
Wizard (Startguide). Klicka pa Edit Selected (Redigera valt) for att gora eventuella andringar i
protokollet. Du kan till exempel behdva andra locktemperaturen och provvolymen.

B Klicka pa Cancel (Avbryt) for att stdnga fonstret utan att spara protokollet.

Anvanda T, Calculator (T, -kalkylator)

Om hybridiseringstemperaturen fér primern &r okénd kan du berékna vardet med hjélp av T,
Calculator (T y-kalkylator). Med det vardet kan du skapa protokollet i Protocol AutoWriter
(Protokollférslag) eller Protocol Editor (Protokollredigerare).

Om T, Calculator (T -kalkylator)

T, Calculator (T 4-kalkylator) berdknar T ,-vardet for varje primer och T,-vérdet for protokollet i
standardhastighet.

T, for protokollet baseras pa de genomsnittliga T,,-primervardena med féljande regler tilldmpade:

B Om skillnaden mellan T,-primervardena &r > 4 °C géller att T, = (det Iagre av T,,-primervardena
+2)-4°C

B Om skillnaden mellan T,-vérdena ar < 4 °C géller att T, = (genomsnittet av T, -primervérdena) —
4°C
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Rakningsmetod for baspar

For varje primer anvander T, Calculator (T,-kalkylator) rékningsmetoden fér baspar fér sekvenser av
14 baspar (bp) eller farre.

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
darw, x, y och z ar numren fér baserna A, T, G respektive C i sekvensen.
Metoden Nearest Neighbor

For sekvenser som ar langre an 14 bp anvands metoden nearest neighbor (narmsta granne). |
metoden nearest neighbor (ndrmsta granne), baseras berakningarna av smalttemperatur pa det
termodynamiska forhallandet mellan entropi (ordning eller ett matt pa oligonukleotidens
slumpmassighet), entalpi (varme som frigérs eller absorberas av oligonukleotiden), fri energi och
temperatur.

AH=AG+T*AS
dar:
B AH = Entalpivarde, kal/mol*K
B T =temperatur, Kelvin
B AS = Entropivarde, kal/mol*K
B AG = Gibbs fria energi i kal/mol*K

Forandringen av entropi och entalpi beréknas direkt genom summering av vardena fér nukleotidparen
som visas i Tabell 12 (Breslauer et al. 1986).

Forhallandet mellan den fria energin och koncentrationen av reaktanter och produkter vid ekvilibrium
raknas ut med:

AG = R*T*In ((DNA * Primer)/(DNA + Primer))

dar R ar gaskonstanten (1,986 kal/mol*K).

Om du ersatter G i de tva ekvationerna och Idsningen med T far du
T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

férutsatt att koncentrationen av DNA och DNA-primerkomplex ar likvardig.
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Det har faststallts empiriskt att det sker en férandring pa 5 kcal fri energi (3,4 kcal) (Sugimoto et al.
1996) under 6vergangen fran enstrangat DNA till B-forms-DNA. Detta &r formodligen spiralens
initieringsenergi. Slutligen, om du lagger till en justering for salt far du ekvationen som anvands av T,-
kalkylator:

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

Det behdvs ingen justeringskonstant for saltkoncentration, eftersom de olika parametrarna bestdmdes
vid 1 M NaCl, och log4q fér 1 &r noll.

De termodynamiska berékningarna forutsatter att hybridisering sker vid pH 7,0. T,-berékningarna
forutsatter att sekvenserna inte ar symmetriska och innehaller minst ett G eller C.

Oligonukleotidsekvensen ska vara minst 14 baser lang for att ge rimliga T,,,-varden. Mindre &n 14
baser anvander basparsrakningsmetoden (se Tabell 12 som fdljer).

Tabell 12. Breslauers interaktionskonstanter

Interaktion AH AS AG
AA TT 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 7,8 20,8 1,6
TA AT 6 16,9 0,9
TT AA 9,1 24 1,9
TC AG 5,6 13,5 1,6
TG AC 5,8 12,9 1,9
CA GT 5,8 12,9 1,9
CT GA 7,8 20,8 1,6
CcC GG 11 26,6 3.1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
GT CA 6,5 17,3 1,3
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Tabell 12. Breslauers interaktionskonstanter, forts.

Interaktion AH AS AG
GC CG 111 26,7 3,1
GG CcC 1" 26,6 3,1
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Anvanda T, Calculator (T-kalkylator)
Sa hédr anvander du T, Calculator (T ,-kalkylator)
1. Gérnagot av foljande fér att dppna T, Calculator (T ,-kalkylator):

B Klicka pa T, Calculator (T ;-kalkylator) om du befinner dig i Protocol AutoWriter
(Protokollforslag).

B Valj Tools > T, Calculator (Verktyg > T ,-kalkylator) i hemfonstret.

Dialogrutan T, Calculator (T ,-kalkylator) 6ppnas.

Ta Calculator X
Forward Primer

W ol ‘
Reverse Primer

D '
Forward Tm Average of primer Tm's

Q) | < | <
Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)

O | < | c

Calculate oK Cancel

2. Skriv eller klistra in framatprimersekvensen i textrutan Forward Primer (Framatprimer).

Tips: Du kan ocksa anvanda knapparna A, T, G, C till vanster i dialogrutan for att ange
sekvensen.

3.  Skriv eller klistra in den omvanda primersekvensen i textrutan Reverse Primer (Omvand primer)
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4.

5.

Klicka pa Calculate (Berakna).

Anvanda Ta Calculator (Ta-kalkylator)

T, Calculator (T,-kalkylator) beréknar och visar T, fér varje primer samt genomshnittliga varden
for T, och T, till exempel:

Ta Calculator X

A

.@) 5

Q) °
9 |
©

Forward Primer
ICTG GAG CCT TCAGTT GCAG |
Reverse Primer
|GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC |

Forward Tm Average of primer Tm's
59.7 | C [583 %

Reverse Tm Ta at Standard Speed (TTaq)

56.9 | ¢ [543 |c

oK Cancel

Om det skiljer mer @n 4 °C mellan primer-T,-varden anvander Protocol AutoWriter det lagre
primer-T,-vardet + 2 °C som bas fér berakning av T,-vardet, som du kan modifiera ytterligare
genom att &ndra enzym- och reaktionshastigheten.

T, Calculator (T,-kalkylator) genererar en hybridiseringstemperatur fér standardhastighet med
iTaq DNA-polymeras. Nar du anvander en annan enzym justerar hastighetsinstallningarna
automatiskt T,.

Gor nagot av foljande:

m  Kilicka p4 OK om du 6ppnade T, Calculator (T ,-kalkylator) fran Protocol AutoWriter
(Protokollforslag). Du atergar till Protocol AutoWriter (Protokollférslag).

Hybridiseringstemperaturen dndras automatiskt.

B Omdu 6ppnade T, Calculator (T4-kalkylator) frAin menyn Tools (Verktyg), registrera
berakningarna och klicka pa Cancel (Avbryt) for att stanga kalkylatorn.
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Kapitel 7 Forbereda plattor

En plattfil innehaller information om kérningsparametrar, t.ex. skanningslage, fluoroforer och
brunnsinnehall. Efter kérningen lankar CFX Manager™ Dx-programmet brunnsinnehallet till de
fluorescensdata som samlats in under kérningen och tillampar [amplig analys i fonstret Data Analysis
(Dataanalys). Exempelvis anvands brunnar som ar laddade med standardprovtyp for att generera en
standardkurva.

CFX Manager Dx-programvara erbjuder tva alternativ for att skapa plattor: Plate Editor
(Plattredigerare) for kdrningar av realtids-PCR och Setup Wizard (Instéllningsguide) fér analys av
normaliserat genuttryck.

| Plate Editor (Plattredigerare) ingar féljande funktioner:

B Standardfluoroforer och provtyper att tilldela till plattbrunnar

B Mojlighet att stalla in referensmal och kontrollprov fér genuttrycksanalys
B Mojlighet att redigera plattinstalining fore, under eller efter en kdrning

B Mojlighet att spara plattfiler for ateranvandning

B Mojlighet att skriva ut plattfilen pa en standardskrivare

Setup Wizard (Instaliningsguide) vagleder dig genom skapandet av en plattlayout for analys av
normaliserat genuttryck. Setup Wizard (Instéliningsguide) kan anvéndas fére, under och efter en
korning.
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Fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

Du anvander Plate Editor (Plattredigerare) for att skapa anpassade plattor eller andra befintliga

plattor.

Plate Editor - New

File Settings Editing Teols 0 ?
& 18 Scan Mode | All Channels || (S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer  (E35] Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 121 (45  Soloct Fuoropheres
1.O0E+06
A 1Hr
Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin ~
W ST
c ® Load Sample Name
@
Load Biclogical Set Name
° Test ~
Load Replicate #
E 2 —
Replicate Series
F Load Concentration:
1.00E+06
<All>
G Dilution Series
Wel Note
H
) Experiment Settings
@ Clear Repiicate #
6] Clear Wells
View View ®
Plate Type: BRCar () Target Name (@) Concentration [] Sample [7] Well Group ] Biological Set [7] Well Note oK Eance)
FORKLARING
1. Menyraden ger snabb atkomst till kommandona i File (Arkiv) och Settings (Installningar)
liksom alternativ for plattredigeringsverktyg.
2. Verktygsraden ger snabb atkomst till viktiga plattladdningsfunktioner.
3. I huvudrutan visas plattans kontur och plattalternativen efterhand som du lagger till dem.
4. | den hogra rutan visas alternativ som du anvander for att anpassa din platta.
5. | den nedre rutan visas plattypen och du far snabb atkomst till visningsalternativ.
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Menykommandon for File (Arkiv)

Save (Spara) — sparar plattdatafilen i den plats som anges pa fliken File (Arkiv) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstéliningar) Se Andra Default File Settings (Standardfilinstéliningar) pa
sidan 62 for mer information. Det har menyobjektet ar endast tillgangligt nar en ny plattfil skapas.

Save As (Spara som) — sparar den 6ppna plattdatafilen med valfritt nytt namn. Det har menyobjektet
ar endast tillgangligt nar en ny plattfil skapas.

Extrakt Plate (Extrahera platta) — 6ppnar en dialogruta dar du kan extrahera eller spara plattfilen
(.pltd). Det har menyobjektet &r endast tillgangligt nar du visar eller redigerar en befintlig plattfil.

Print (Skriv ut) — skriver ut den 6ppna plattdatafilen.

Close (Stang) — stanger Plate Editor (Plattredigerare).

Menykommandon for Settings (Installningar)
Plate Size (Plattstorlek) — ger alternativ fér val av plattstorlek fér kérningen.
Obs! CFX Dx-system kan endast anvanda en platta med 96 brunnar.

Plate Type (Plattyp) — later dig valja typ av brunn i plattan som héller proverna — antingen BR White
eller BR Clear. For korrekt dataanalys maste plattypen som valjs dverensstdmma med plattypen som
anvands i kérningen.

Number Convention (Nummerkonvention) — later dig markera eller avmarkera alternativet att visa
enheter i vetenskaplig notation. Enheter visas som standard med vetenskaplig notation.

Units (Enheter) — later dig vélja enheter att visa i kalkylbladen nar du utfér kvantifiering av okanda
varden kontra en standardkurva.

Kommandon i menyn Editing Tools (Redigeringsverktyg)

Setup Wizard (Installningsguide) — 6ppnar instéllningsguiden dar du kan definiera layout- och
analysparametrar for den aktuella plattan. Du kan anvanda Setup Wizard (Installiningsguide) fére,
under eller efter en kdrning.

Spreadsheet View/Importer (Kalkylbladsvy/Importerare) — 6ppnar dialogrutan View (Visa) dar
plattlayouten visas som mall i kalkylbladsformat. | den har dialogrutan kan du exportera och importera
plattmallsdata i .csv-format.

Flip Plate (Vanda platta) — vander plattans innehall 180°.
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Kommandon i verktygsraden

HI Sparar den aktuella plattfilen.
Visar en listruta i vilken du kan 6ka och minska férstoringen av plattvyn.

Visar en listruta i vilken du kan valja ett skanningslage som instruerar
f&] Scan Mode |FRET instrumentet fran vilka kanaler det ska samla in fluorescensdata under en
korning.

Oppnar Well Groups Manager (Brunnsgruppshanterare) dar du kan skapa

":, Well Groups...
brunnsgrupper for den aktuella plattan.

m Trace Styles... Oppnar en dialogruta dar du kan vélja alla farger och symboler for
amplifieringskurvorna.

Oppnar dialogrutan View (Visa) som visar plattlayouten som en mall i
= Spreadsheet View/Importer | g kyibladsformat. | den har dialogrutan kan du exportera och importera
plattmallsdata i .csv-format.

@ Plate Loading Guide Visar de nédvandiga stegen for att konfigurera en platta och ladda
brunnarna.
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Skapa en plattfil med Plate Editor (Plattredigerare)

Det gar att skapa anpassade plattfiler i Plate Editor (Plattredigerare). Det gar aven att redigera och
spara tidigare sparade plattfiler eller provplattfiler som levererats med CFX Manager Dx-programvara.

Gor foljande for att skapa en ny plattfil:
m  Oppna en plattfil i Plate Editor (Plattredigerare).
m Vil plattyp.
Obs! Plattfilens plattyp maste vara densamma som plattan i reaktionsmodulen.
B Valj skanningslaget som ska anvandas i protokollet.
B Valj fluoroforerna som ska anvandas i plattan.
B Valj provtyp, mal och prover.
B Valj om lampligt replikat.
B Spara plattlayouten.

Tips: Information om hur du skapar en ny platta av tidigare sparade eller provplattfiler finns i
Oppna en befintlig plattfil i Plate Editor (Plattredigerare) pa sidan 113.

Oppna en ny plattfil i Plate Editor (Plattredigerare)
CFX Manager Dx-programvara erbjuder olika alternativ for 6ppning av en ny plattfil:
B Fran hemfonstret
B Fran dialogrutan Startup Wizard (Startguide)
B Fran dialogrutan Run Setup (Kérningsinstallning)
Sa har oppnar du en ny plattfil fran hemfonstret
» ValjFile > New > Plate (Arkiv > Ny >Platta).
Foénstret Plate Editor (Plattredigerare) 6ppnas och visar standardplattfil for det valda instrumentet.

Tips: Se Andra Default File Settings (Standardfilinstallningar) pa sidan 62 fér mer
information om hur du stéller in standardfil for platta.
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Sa har oppnar du en ny plattfil fran Startup Wizard (Startguide)

1.

Gor nagot av féljande i hemfonstret for att dppna Startup Wizard (Startguiden) om den inte syns:
B Valj View > Startup Wizard (Visa > Startguide).
B Klicka pa Startup Wizard (Startguide) i verktygsraden.

Som standard visar Startup Wizard (Startguide) fliken Run setup (Kérningsinstallning) med
instrumentet CFX96™ valt.

Valj vid behov instrumenttyp fran listrutan.

Klicka pa User-defined (Anvandardefinierad) som kérningstyp for att skapa en ny platta.
Dialogrutan Run Setup (Instéllning av kérning) 6ppnas och visar fliken Protocol (Protokoll).
Klicka pa fliken Plate (Platta) och sedan pa Create New (Skapa ny).

Fonstret Plate Editor (Plattredigerare) 6ppnas och visar standardplattlayout for det valda
instrumentet.

Sa har 6ppnar du en ny plattfil fran dialogrutan Run Setup (Instéllning av kérning)

1.

Gor nagot av foljande i hemfonstret for att dppna dialogrutan Run Setup (Kérningsinstallning):
B Valj Run > User-defined Run (Kérning > Anvandardefinierad koérning).

B Klicka pa User-defined Run Setup (Anvandardefinierad korningsinstallning) pa
verktygsraden.

Dialogrutan Run Setup (Instéllning av kérning) 6ppnas och visar fliken Protocol (Protokoll).
Klicka pa fliken Plate (Platta) och sedan pa Create New (Skapa ny) for att skapa en ny platta.

Fonstret Plate Editor (Plattredigerare) 0ppnas och visar standardplattlayout for det valda
instrumentet.
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Oppna en befintlig plattfil i Plate Editor (Plattredigerare)

CFX Manager Dx-programvara tillhandahaller provplattfiler som du kan redigera och spara som en ny
platta. Du kan aven skapa en ny plattfil fran en tidigare sparad plattfil.

For att 6ppna en provplattfil
1. VAlj File > Open > Plate (Arkiv > Oppna > Platta) i hemfénstret.

Windows Explorer 6ppnas pa platsen for mappen Sample Files (Provfiler) i CFX Manager Dx.
2.  Oppna mappen Sample files (Provfiler) och éppna sedan mappen Plates (Plattor).
3. Valj 6nskad platta och klicka pa Open (Oppna).

Provplattfilen 6ppnas i fonstret Plate Editor (Plattredigerare).
4. ValjFile > Save As (Arkiv > Spara som) och spara plattfilen med ett nytt namn eller i en ny mapp.
For att 6ppna en tidigare sparad plattfil

1. I hemfénstret, Valj File > Open > Plate (Arkiv > Oppna > Platta), gé till och vélj malplattan och
klicka pa Open (Oppna).

Malplattan 6ppnas i fonstret Plate Editor (Plattredigerare).

2. Valj File > Save As (Fil > Spara som) och spara plattfilen med ett nytt namn eller i en ny mapp.
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Stalla in en ny plattfil

Tips: Om plattfilen innefattar de nédvandiga parametrarna (t.ex. om du redigerar ett prov eller en
befintlig plattfil) kan du hoppa 6ver det har avsnittet. Ga till Tilldela valfria parametrar till plattfilen
pa sidan 120.

Foljande parametrar kravs for nya plattfiler:

B Plate Size (Plattstorlek)

Plate type (Plattyp)

Scan mode (Skanningslage)
B En Fluorophore (Fluorofor) (fargdmne)

B En Sample type (Provtyp)

Vilja typ och storlek for platta

Viktigt! Du maste vélja en plattstorlek under plattinstallning. Du kan inte &ndra plattstorlek under
eller efter en kdrning.

Programvaran tillampar plattstorleken och -typen pa alla brunnar under kérningen. Kontrollera att den
valda plattstorleken 6verensstdmmer med plattan som du kommer att anvanda i kérningen.

Bio-Rad-instrumenten CFX96 och CFX96 Deep Well &r fabrikskalibrerade for flera olika
fluorescensfargs- och plattkombinationer. Kalibreringen ar specifik for instrumentet, farg, och typ av
platta. Sakerstall att fluoroforen som du vill anvanda ar kalibrerad fér den plattyp du valjer.

Vilja skanningslage

Systemen CFX96 och CFX96 Deep Well exciterar och detekterar fluoroforer i fem kanaler. Alla system
anvander flera skanningslagen for datainsamling for att samla in fluorescensdata under en kérning.

CFX Manager Dx-programvara har tre skanningslagen:
B All Channels (Alla kanaler)
O Kanalerna 1 till 5 pa systemen CFX96 och CFX96 Deep Well skannas
= SYBR®/FAM
O Endastkanal 1 skannas
O Ger snabb skanning
B FRET
[0 Endast FRET-kanalen skannas

O Ger snabb skanning
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Vilja fluoroforer

Viktigt! Innan kérningen startas verifierar CFX Manager Dx-programvara att fluoroforerna som
du har angett i plattan ar kalibrerade pa det instrumentet. Det gar inte att kdra en platta om den
innehaller fluoroforer som inte har kalibrerats pa det instrumentet.

Du maste ladda minst en fluorofor i plattlayouten fére kérningen. Du kan lagga till s manga fluoroforer
som behdvs vid denna tidpunkt, men plattan maste innehalla minst en fluorofor. De valda fluoroforerna
visas som alternativ for mal i Target Names (Malnamn).

| dialogrutan Select Fluorophores (Valj fluoroforer) kan du ladda fluoroforer (eller plattfargamnen) till
reglagen for brunnsladdning i Plate Editor (Plattredigerare). Fluoroforerna som visas i dialogrutan
Select Fluorophores (Valj fluoroforer) beror pa vilket skanningslage som valjs:

m  AllChannels (Alla kanaler)
Alla tillgangliga fluoroforer visas.

Tips: Du kan lagga till sa manga fluoroforer som behdévs, men det gar bara att ladda en
fluorofor per kanal i varje brunn.

= SYBR®FAM

Endast kanal 1-fluoroforer visas.
® FRET

Endast kanal 6-fluoroforen visas.

Tips: Kanal 6 FRET-fluoroforen visas bara nar FRET &r det valda skanningslaget. Den ar
inte tillganglig for skanningslaget All Channels (Alla kanaler).

Obs! Det gar inte att Iagga till eller ta bort fluoroforer direkt i dialogrutan Select Fluorophore (Val;
fluorofor). Du maste kalibrera nya fluoroforer pa ett instrument med hjélp av Calibration Wizard
(Kalibreringsguide). Efter kalibreringen laggs den nya fluoroforen automatiskt till i listan.
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Valja provtyper

Viktigt! Du maste valja minst en provtyp att tilldela till plattbrunnarna foére kdrningen.
| CFX Manager Dx-programvara finns fem provtyper:

B Unknown (Okéand)

®  Standard

B NTC (ingen mallkontroll)

B Positive Control (Positiv kontroll)

®  Negative Control (Negativ kontroll)

B NRT (inget omvant transkriptas)

Du tilldelar provtyperna till plattbrunnarna.

Konfigurera en ny platta
Sa har stéller du in en ny platta

1. Oppna en ny platta i fénstret Plate Editor (Plattredigerare).

2. Dustéallerin plattstorlek genom att valja Settings > Plate Size (Installningar > Plattstorlek) och
vélja lamplig plattstorlek i listrutemenyn.

3. Dustallerin plattyp genom att valja Settings > Plate Type (Instéllningar > Plattyp) och vélja BR
White (BR vit) eller BR Clear (BR transparent) i listrutemenyn.

4. Pamenyn Settings (Installningar) kan du &ndra siffersystem och visningsenheter:

B Du andrar siffersystem genom att vélja Settings > Number Convention (Instéllningar >
Siffersystem) och valja Scientific Notation (Grundpotensform).

Tips: Scientific Notation (Grundpotensform) ar valt som standard. Om du valjer
Scientific Notation (Grundpotensform) i det har fallet rensas standardvardet och
siffersystemet stélls in pa standardformen.

B Du andrar visningsenheter genom att valja Settings > Units (Instéllningar > Enheter) och
vélja ett nytt enhetsvarde.

5. Du staller in skanningslaget genom att valja lampligt skanningslage i listrutan Scan Mode
(Skanningslage) i verktygsraden i fonstret Plate Editor (Plattredigerare).
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6. Valj nédvandiga fluoroforer for plattan:
a. Klicka pa Select Fluorophores (Valj fluoroforer) i den hogra rutan.

Dialogrutan Select Fluorophores (Valj fluroforer) 6ppnas. Du ser fluoroforerna som ar
tillgangliga for typen av skanningslage som du har valt i Steg 5, till exempel:

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. Du valjer en fluorofor genom att markera dess kryssruta Selected (Vald).

Tips: Avmarkera kryssrutan Selected (Vald) for en fluorofor som du vill ta bort fran
listan.

c. Duandrar visningsfargen for fluoroforen genom att klicka i dess ruta Color (Farg).

Obs! Fargen som du valjer representerar fluoroforen i fonstret Plate Editor
(Plattredigerare) och i diagram av typen Data Analysis (Dataanalys).

d. ldialogrutan Color (Farg) valjer du 6nskad farg eller klickar pa Define Custom Colors
(Definiera anpassade farger) och skapar en ny farg som ska representera fluoroforen.

e. Klicka pa OK for att spara andringarna och stanga dialogrutan Select Fluorophores (Valj
fluoroforer).
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7. Du maste valja minst en brunn i vilken en provtyp ska laddas. Som standard ar brunnen A1 vald.

Gor féljande i plattrutan:

B Ladda flera narliggande brunnar genom att klicka pa en brunn och dra den till malbrunnen.

B Ladda flera brunnar som inte ligger intill varandra genom att halla ned Ctrl-tangenten och
klicka pa varje brunn.

B Ladda en hel kolumn med samma provtyp genom att klicka pa kolumnnumret.

B lLaddaen hel rad genom att klicka pa radens nummer.

B Ladda hela plattan genom att klicka i det 6vre vanstra hornet av plattan.

Exempel:

Plate Editor - New (] X

File Settings  Editing Tools ?

(=] 18 Scan Mode | All Channels || % Well Groups... | I Troce Styles... =3 Spreadsheet View/Importer | (5] Plate Loading Guide

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 @

!. %4 Select Fuorophores

Sample Type v

none.

nane.

none.

| Experment Settngs.

View
Plate Type: BR Clear Sample [ ] Wel Group [ Biological Set [ ] Well Note

zf] Clear Replicate

FH  CloarWels
v

oK Cancel

8. Tilldela en provtyp till vald brunn eller valda brunnar i listrutemenyn Sample Type (Provtyp).

Sample Type e

Unknown

NTC

Positive Contral
Megative Control

NERT
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9. Tilldela minst en fluorofor till alla brunnar som innehaller en provtyp. Det gar att tilldela fler an en
fluorofor till en brunn eller grupp av brunnar.

Obs! Det gar bara att tilldela en fluorofor per kanal. Det gar inte att tilldela fler &n en fluorofor
fran samma kanal till samma brunn.

Tips: Du kan associera ett mal med fluoroforen eller tilldela endast fluoroforen till brunnen
vid denna tidpunkt och associera ett mal till fluoroforen efter att du har kort experimentet.

B Omdu vill tilldela endast en fluorofor till valda brunnar markerar du kryssrutan Load (Ladda)
for den specifika fluoroforen i avsnittet Target Names (Malnamn) i den hégra rutan.

B Duassocierar ett mal med en fluorofor genom att vélja ett malnamn i listrutan for den
specifika fluoroforen i avsnittet Target Names (Malnamn). Programvaran valjer automatiskt
dess kryssruta Load (Ladda).

Load Target Mame
L] FAM

[] SYER

10. FOr brunnar som innehaller provtypen Standard maste du ladda en koncentration. Alla brunnar
kan ha olika koncentrationsvarden. Som standard laddar CFX Manager Dx-programvara en
koncentration pa 1,00 E + 06 i alla brunnar med provtypen Standard. Det gar att &ndra vardet vid
behov.

a. Valjen Standard-brunn eller -grupp av brunnar i plattrutan.

b. Klicka pa Load (Ladda) i avsnittet Concentration (Koncentration) for att ladda vardet i vald
brunn eller valda brunnar.

c. (Valfritt:) Ladda en annan koncentration genom att ange det nya vardet i textrutan
Concentration (Koncentration) och trycka pa Enter-tangenten.

d. Utfér det har steget fér alla brunnar med provtypen Standard.

Tips: Du laddar samma koncentration i alla Standard-brunnar genom att se till att <All>
(Alla) visas i listrutan under vardet for Concentration (Koncentration). Du laddar samma
koncentrationsvarde i alla brunnar med en viss fluorofor genom att klicka pa listrutan och
valja fluoroforen.

11. Klicka pa OK for att spara den nya plattan.
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Tilldela valfria parametrar till plattfilen

En plattfil innehaller information om innehallet i varje brunn som &r laddad med prov fér en kdrning.

Efter kérningen lankar CFX Manager Dx-programvara brunnsinnehallet till de fluorescensdata som
samlats in under protokollet och tillampar Iamplig analys i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

I CFX Manager Dx kan du tilldela parametrar till varje brunn i din platta fére, under eller till och med

efter det att du kdr experiment. Du kan tilldela parametrarna till en befintlig plattfil eller till en ny plattfil.

Dessa parametrar omfattar:

Target names (Malnamn) — malet eller malen som ar av intresse (gener eller sekvenser) i varje
laddad brunn.

Sample names (Provnamn) — identifieraren eller villkoret som motsvarar provet i varje laddad
brunn, t.ex. OHr, 1Hr, eller 2Hr.

Tips: Namn pa mal och provnamn maste vara desamma mellan brunnar for att man ska
kunna jamfora data pa fliken Gene Expression (Genuttryck) i fonstret Data Analysis
(Dataanalys). Varje namn maste dverensstdmma nar det galler inledande stor bokstav,
interpunktion och mellanslag. Exempelvis ar "Actin” inte detsamma som "actin,” "2Hr” &r inte
detsamma som "2 hr,” och "Mouse 1” ar inte detsamma som "mouse1.” For att sdkerstalla
konsekventa namn skriver du in namnen i sektionen Libraries (Bibliotek) i User > User
Preferences > Plate (Anvandare > Anvandarinstaliningar > Platta), som finns i hemfdnstret.

Biological sets (Biologiska uppsattningar) — identifieraren eller villkoret som motsvarar en
uppséattning brunnar.

Replicates (Replikat) — varje brunn som anvands for att analysera samma kombination av prov
och mal; dvs. replikera gPCR-reaktioner.

Dilution series (Spadningsserie) — mangden som kravs for att andra koncentrationen av
provtypen Standard inom en replikatgrupp for att skapa standardkurvdata att analysera.

Tilldela ett mal till brunnar

Tips: Du kan tilldela samma malnamn till en eller flera brunnar. Du kan aven tilldela flera mal till
samma brunn.

For att tilldela ett mal till en brunn eller en grupp av brunnar

1.

| Plate Editor (Plattredigerare), se till att brunnen eller gruppen av brunnar har tilldelats en
provtyp.

Se Valja provtyper pa sidan 116 for information om tilldelning av provtyper till brunnar.
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2. | plattrutan, valj brunnen eller gruppen av brunnar:
B For att valja en enstaka brunn, klicka pa brunnen.
B For att valja flera angransande brunnar, klicka pa en brunn och dra till malbrunnen.

B For att valja flera ej angréansande brunnar, hall tangenten Control nedtryckt och klicka pa
respektive brunn.

B For att valja en hel kolumn med samma provtyp, klicka pa kolumnnumret.
m  Klicka pa radnumret for att valja en hel rad.

3. Iden hogra rutan, valj ett namn i den nedrullningsbara listan Target Name (Malnamn) for varje
vald fluorofor.

Load Target Mame
0

Actin
[ sveR ZAPDH

4. Upprepa Steg 3 for varje brunn eller grupp av brunnar som du maste tilldela ett mal.
Tips: Du kan tilldela samma eller ett annat malnamn for varje vald fluorofor.

5. Klicka pa OK for att acceptera andringarna och spara plattan.

For att ta bort ett malnamn

» Foratt ta bort ett malnamn fran den valda brunnen eller gruppen av brunnar, avmarkerar du dess
kryssruta Load (Ladda).

Viktigt! Borttagning av ett malnamn fran en brunn medfér att &ven dess associerade fluorofor tas
bort. Var forsiktig nar du tar bort ett malnamn fran en brunn.

For att lagga till ett malnamn i listan
» Forattlagga till ett malnamn i den nedrullningsbara listan gér du nagot av foljande:
B Skrivin ett namn i den nedrullningsbara listan Target Name (Malnamn) och tryck pa Enter.
Tips: Malnamn som du Iagger till i en lista visas i alla andra mallistor.

m  Klicka pa den gréna symbolen + till hdger om den nedrullningsbara listan, skriv in ett namn
fér malet och tryck pa Enter.

m  Klicka pa User Preferences (Anvandarinstallningar) i verktygsraden och Iagg till namnet i
biblioteket Target Names (Malnamn) pa fliken Plate (Platta).
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Viktigt! Malnamn som du lagger till i den nedrullningsbara listan ar endast tillgangliga for den
aktuella plattan, och endast om du tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten. Om
du inte tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten kommer namnet inte att sparas
och det ar inte tillgangligt for framtida anvandning. For att 1agga till ett malnamn permanent
ska du aven lagga till det i biblioteket Target Names (Malnamn) med hjalp av dialogrutan
User Preferences (Anvandarinstéallningar). Namn som du lagger till i biblioteket ar tillgéngliga
nar du har 6ppnat Plate Editor (Plattredigerare) igen. Se Stalla in standardplattparametrar pa
sidan 65 for mer information.

For att ta bort ett malnamn fran listan

1.

Klicka pa User Preferences (Anvandarinstallningar) i verktygsraden.
Dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar) 6ppnas och visar fliken Plate (Platta).

Valj namnet du vill ta bort i biblioteket Target Names (Malnamn) pa fliken Plate (Platta) och tryck
pa tangenten Delete.

Klicka pa OK for att spara andringarna och stédnga dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar).

Viktigt! Du kan inte ta bort malnamn som du har sparat med en plattfil. Anpassade namn
som du lagger till i den nedrullningsbara listan Target Names (Malnamn) och inte anvander
och sparar med plattan tas automatiskt bort fran listan. Namn som du tar bort fran biblioteket
Target Names (Malnamn) tas bort permanent fran programmet och ar inte langre tillgangliga
for anvandare. Var forsiktig nar du tar bort malnamn.

Tilldela ett provnamn till brunnar

Obs! For att tilldela ett provhamn maste du tilldela de valda brunnarna minst en fluorofor. Om de

valda brunnarna inte tilldelats nadgon fluorofor, avaktiveras den nedrullningsbara listan Sample
Names (Provnamn). Se Tilldela ett mal till brunnar pa sidan 120 fér information om tilldelning av
fluoroforer.

Tips: Du kan endast tilldela ett provnamn till varje brunn eller grupp av brunnar.

For att tilldela ett provnamn till en brunn eller en grupp av brunnar

1.

2.

3.

| Plate Editor (Plattredigerare) sakerstaller du att brunnen eller gruppen av brunnar har tilldelats
en fluorofor.

| plattrutan valjer du brunnen eller gruppen av brunnar.

| den hogra rutan, valj ett namn i den nedrullningsbara listan Sample Names (Provnamn).
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Sample Type w

Unknown
NTC
Positive Contral
Megative Control

NRT

4. Upprepa Steg 3 for varje brunn eller grupp av brunnar som du maste tilldela ett provnamn.
5. Klicka pa OK for att acceptera andringarna och spara plattan.
For att ta bort ett provhamn

» For att ta bort ett provnamn fran en vald brunn eller grupp av brunnar avmarkerar du dess
kryssruta Load (Ladda).

For att lagga till ett provnamn till listan
» Forattlagga till ett provnamn till den nedrullningsbara listan gor du nagot av féljande:

B Skrivin ett namn i den nedrullningsbara listan Sample Names (Provnamn) och tryck pa
Enter.

m  Klicka pa den gréna symbolen + till héger om den nedruliningsbara listan och skriv in ett
namn fér provet.

B Klicka pa User Preferences (Anvandarinstallningar) i verktygsraden och lagg till namnet i
biblioteket Sample Names (Provnamn) pa fliken Plate (Platta).

Viktigt! Provhamn som du Iagger till i den nedrullningsbara listan &r endast tillgangliga for
den aktuella plattan, och endast om du tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten.
Om du inte tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten kommer namnet inte att
sparas och det ar inte tillgangligt fér framtida anvandning. For att IAgga till ett provhamn
permanent ska du aven lagga till det i biblioteket Sample Names (Provnamn) med hjalp av
dialogrutan User Preferences (Anvandarinstallningar). Namn som du lagger till i biblioteket ar
tillgangliga nar du har 6ppnat Plate Editor (Plattredigerare) igen. Se Stalla in
standardplattparametrar pa sidan 65 for mer information.

For att ta bort ett provnamn fran listan
1. Klicka pa User Preferences (Anvandarinstéllningar) i verktygsraden.
Dialogrutan User Preferences (Anvandarinstéallningar) 6ppnas och visar fliken Plate (Platta)

2. Valjnamnet du vill ta bort i biblioteket Sample Names (Provnamn) pa fliken Plate (Platta) och
tryck pa tangenten Delete.
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3. Klicka pa OK for att spara andringarna och stdnga dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar).

Viktigt! Du kan inte ta bort provnamn som du har sparat med en plattfil. Anpassade namn
som du lagger till i listan Sample Names (Provnamn) och inte anvander och sparar med
plattan tas automatiskt bort fran den nedruliningsbara listan. Namn som du tar bort fran
biblioteket Sample Names (Provnamn) tas bort fran programmet och &r inte langre
tillgangliga for anvandare. Var forsiktig nar du tar bort provnamn.

Tilldela biologiska uppsattningar till brunnar

Obs! For att kunna tilldela en biologisk uppsattning maste du tilldela minst en fluorofor till de valda
brunnarna. Nar en fluorofor tilldelas aktiveras listrutan Biological Set Name (Namn pa biologisk
uppséattning). Information om hur du tilldelar fluoroforer finns i Tilldela ett mal till brunnar pa

sidan 120.

Tips: Det gar att tilldela en biologisk uppséattning till varje brunn eller grupp av brunnar.
Sa har tilldelar du en biologisk uppsattning till en brunn eller grupp av brunnar

1. lalternativen for View (Visa) langst ned i fonstret Plate Editor (Plattredigerare) markerar du
kryssrutan Biological Set (Biologisk uppsattning).

2. | Plate Editor (Plattredigerare) sakerstaller du att brunnen eller gruppen av brunnar har tilldelats
en fluorofor.

3. | plattrutan véljer du brunnen eller gruppen av brunnar.
4. lden hogra rutan gor du ett val i listrutan Biological Set Name (Namn péa biologisk uppséttning).

CFX Manager Dx-programvara valjer automatiskt dess kryssruta Load (Ladda).

Load Biclogical Set Name

O
THr

| mmrd

5. Upprepa Steg 4 for varje brunn eller grupp av brunnar som du maste tilldela en biologisk
uppséattning.

6. Klicka pa OK for att acceptera andringarna och spara plattan.

Tips: Nar namn pa biologiska uppséattningar tilldelas till brunnar aktiveras Biological Set
Analysis Options (Analysalternativ for biologiska uppsattningar) i dialogrutan Experiment
Settings (Experimentinstallningar), dar du kan utféra provanalys i en av fyra konfigurationer.
Mer information finns i Andra Experiment Settings (Experimentinstéliningar) pa sidan 130.
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Sa haér tar du bort en biologisk uppsattning

» Du tar bort en biologisk uppsattning fran vald brunn eller grupp av brunnar genom att rensa dess
kryssruta Load (Ladda).

Sa har lagger du till en biologisk uppsattning i listan

» Dulagger till en biologisk uppsattning i listrutan ange ett namn i listrutan Biological Set Name
(Namn pa biologisk uppsattning) och tryck pa Enter.

Viktigt! Namn pa biologiska uppsattningar som du lagger till i listrutan ar endast tillgangliga
for den aktuella plattan, och bara om du tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten.
Om du inte tilldelar namnet till en brunn och sparar plattlayouten sa sparas inte namnet och
ar inte tillgangligt fér framtida anvandning.

Sa har visar du alla biologiska uppsattningar pa plattan

» Markera kryssrutan Biological Set (Biologisk uppsattning) i alternativen for View (Visa) langst ned
i fonstret Editor (Redigerare).

View
Sample ] Well Group Biological Set  [] Well Note

Alla brunnar visar respektive namn pa biologisk uppsattning om ett saddant har tilldelats. Reglaget
Biological Set Name (Namn pa biologisk uppsattning) visas i den hégra rutan.

Du ddéljer de biologiska uppsattningarna genom att avmarkera kryssrutan Biological Set (Biologisk
uppsattning) i alternativen for View (Visa).

Tilldela replikatnummer till brunnar

Viktigt! For att tilldela replikathnummer maste de valda brunnarna ha ett identiskt innehall. Det vill
séga att de valda brunnarna maste ha samma provtyp och fluorofor. Om det ar tillampligt maste
de aven vara tilldelade samma mal- och provnamn och samma biologiska uppsattning. Om de
inte ar identiska aktiverar inte CFX Manager Dx-programvara detta alternativ.

For att tilldela replikathummer till en grupp brunnar

1. | Plate Editor (Plattredigerare), se till att innehallet i gruppen av brunnar ar identiskt.
2. Valj malgruppen av brunnar i plattrutan.

3. For atttilldela samma replikatnummer till alla valda brunnar skriver du in replikatnumret i rutan i
sektionen Replicate # (Replikatnummer) till hdger och valjer Load (Ladda).
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Load Replicate #
3

Replicate Seres

A

4. (Valfritt) For att tillampa en replikatserie pa en uppséattning valda brunnar:
a. Klicka pa Replicate Series (Replikatserie). Sektionen Replicate # (Replikathummer) andras

sa att den visar féljande alternativ:

Replicate Size: |1

Starting Replicate #: |1

(® Horizortal (=

(O Vertical %

Cancel Apply

B Replicate size (Replikatstorlek) — ett nummer som representerar antalet brunnar i varje
grupp av replikat

B Starting replicate # (Startreplikathnummer) — det férsta numret i replikatserien for den
valda gruppen av replikat

Obs! Som standard visar CFX Manager Dx-programvara startreplikatnumret som ett
nummer stérre an det sista replikatnumret som tilldelats i plattan. Om till exempel det
sista replikatnumret i plattan ar fem, s& ar nasta startnummer sex. Du kan andra
startnumret till vilket nummer som helst som inte redan ar tilldelat.

B Laddningsriktning (Horizontal (Horisontell) eller Vertical (Vertikal))

b. Klicka pa Apply (Anvand) for att tillampa parametrarna pa serien och aterga till visningen av
Replicate # (Replikathnummer).

5. Klicka pa OK for att acceptera andringarna och spara plattan.
For att ta bort en brunn fran en replikatserie

» Valj brunnen eller gruppen av brunnar som ska tas bort och avmarkera kryssrutan Replicate #
Load (Replikathnummerladdning).

Alternativt kan du klicka pa Clear Replicate # (Rensa replikatnummer) for att rensa replikatnumret
fran en vald brunn eller grupp av brunnar.
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Tilldela en spadningsserie till standardprovtyper

Som tidigare namnts maste alla brunnar med provtypen Standard tilldelas ett koncentrationsvarde. Du
kan tilldela en spadningsserie till flera brunnar med provtypen Standard.

Obs! For att tilldela en spadningsserie till en grupp av brunnar maste brunnarna vara inkluderade
i en replikatserie. Se Tilldela replikatnummer till brunnar pa sidan 125 for information om
tilldelning av brunnar i replikatserier.

Sa har tilldelar du en spadningsserie till en grupp provbrunnar av typen Standard
1. Kontrollera att féljande villkor &r uppfyllda i Plate Editor (Plattredigerare):
B Provtypen for brunnsgruppen ar Standard.

B Alla brunnar i gruppen tilldelas minst en fluorofor och alla brunnar innehaller samma
fluoroforer.

B Alla brunnarigruppen inkluderas i samma replikatserie.

Obs! CFX Manager Dx-programvara aktiverar alternativet Dilution Series
(Spadningsserie) forst nar alla valda brunnar uppfyller dessa kriterier.

2. Valj malgruppen av brunnar i plattrutan.

3. Kilicka pa Dilution Series (Spadningsserie) i sektionen Concentration (Koncentration) i den hdgra
rutan. Sektionen Concentration (Koncentration) &ndras sa att den visar féljande alternativ:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: |9 =

to: |16 =

Dilution Factor: [10.000 &

() Increasing (® Decreasing
<Al

Cancel Apply

B Starting concentration (Startkoncentration) — koncentrationsvardet fran vilket serien utgar

B Replicates from and to (Replikat fran och till) — replikat i serien pa vilka spadningsfaktorn
kommer att tillampas

®  Dilution factor (Spadningsfaktor) — mangden for andring av koncentrationen inom varje
replikatgrupp

4. Ange varden for alternativen eller anvand standardvarden.
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Spadningsserien minskar som standard med spadningsfaktorn. Vilj Increasing (Okande) for att
Oka spadningsserien.

(Tillval) Spadningsfaktorn tillampas som standard pa alla fluoroforer i replikatserien. Om serien
innehaller fler an en fluorofor och du vill anvanda spadningen pa en enskild fluorofor valjer du den
i listrutan.

Klicka pa Apply (Anvand) for att tilldmpa spadningsserien pa brunnsgruppen och aterga till vyn
Concentration (Koncentration).

Klicka pa OK for att acceptera andringarna och spara plattan.

Kopiera innehall i en brunn till en annan brunn

Du kan kopiera innehallet i en brunn och klistra in det i en eller flera brunnar. Du kan dock kopiera

innehallet i endast en brunn. Du kan inte vélja flera brunnar och kopiera deras innehall.

Sa hiar kopierar du innehall i en brunn till en annan brunn

1.
2.

Valj brunnen som ska kopieras i plattrutan.

Hoégerklicka pa brunnen och valj Copy Well (Kopiera brunn).

Valj brunnen eller brunnarna dar innehallet ska klistras in:

B For att vdlja en enstaka brunn, klicka pa brunnen.

B For att valja flera angransande brunnar, klicka pa en brunn och dra till malbrunnen.

B For att valja flera ej angréansande brunnar, hall tangenten Control nedtryckt och klicka pa
respektive brunn.

Se till att malbrunnarna ar markerade, hdgerklicka och valj Paste Well (Klistra in brunn).

CFX Manager Dx-programvara klistrar in den forsta brunnens innehall i de markerade brunnarna.

Lagga till en kommentar till en brunn

Du kan lagga till en beskrivande kommentar till en brunn. Du kan se anteckningarna fér brunnar pa
fliken Quantification (Kvantifiering) i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Sa har lagger du till en kommentar till en brunn

1.
2.

Ga till plattrutan och valj brunnen eller brunnarna dar en kommentar ska laggas till.
Valj Well Note (Brunnskommentar) i sektionen View (Visa) i den undre rutan.

Omradet Well Note (Brunnskommentar) visas i den hogra rutan.
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Well Note

<none> v ‘

3. Skrivininnehallet for kommentar i textrutan och tryck pa Retur.

Texten visas langst ned i de valda brunnarna.

Tips: Om du tidigare skapade en kommentar for en brunn kan du vélja den i listrutan och

anvanda den for valda brunnar.

Rensa brunnar pa allt innehall

Du kan rensa en enskild brunn, en grupp av brunnar eller allt innehall fran en platta. Vid rengéring av

brunnar tas inte fluorecensdata som har samlats in under plattlasningen bort.

Om du rensar en brunn férsvinner dess innehall permanent. Var forsiktig nar du rensar brunnar.

Sa har rensar du alla brunnsinstallningar

1. | Plate Editor (Plattredigerare) valjer du brunnen eller gruppen av brunnar i plattrutan:

For att valja en enstaka brunn, klicka pa brunnen.
For att valja flera angransande brunnar, klicka pa en brunn och dra till malbrunnen.

For att valja flera ej angransande brunnar, hall tangenten Control nedtryckt och klicka pa
respektive brunn.

For att valja en hel kolumn med samma provtyp, klicka pa kolumnnumret.

Klicka pa radnumret for att valja en hel rad.

2. Klicka pa Clear Wells (Rensa brunnar) i den hogra rutan.

CFX Manager Dx-programvara rensar alla installningar for valda brunnar.

3. Klicka pa OK for att acceptera &ndringarna och spara plattan.
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Andra Experiment Settings (Experimentinstallningar)

Anvand dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstéllningar) for att visa eller andra listan 6ver
mal eller prover, eller for att ange analysgrupp for genuttryck och analysalternativ om du har tilldelat
biologiska uppséattningar till brunnar i plattan.

| dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstaliningar) visar fliken Targets (Mal) en lista med
malnamn for varje PCR-reaktion, till exempel malgenen eller gensekvenser av intresse.

Fliken Samples (Prover och biologiska grupper) visar en lista med namn pa prover som anger malets
kalla, till exempel ett prov som tagits efter en timme (1Hr) eller fran en specifik individ (mouse1).

Sa har andrar du plattinstallningar med dialogrutan Experiment Settings
(Experimentinstallningar)

1. Gor nagot av foljande for att dppna dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstaliningar):

m  Klicka pa Experiment Settings (Experimentinstaliningar) i den hdgra rutan i Plate Editor
(Plattredigerare).

B Klicka pa Experiment Settings (Experimentinstéllningar) pa fliken Gene Expression
(Genuttryck) i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstaliningar) visas med fliken Targets (Mal).

Experiment Settings

Targets  Samples

MName & Full Name Reference 5;:”::;\?:
1 an T T
2 GAPDH GAPDH N B
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample A

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ ] MRT [] Megative Contral [ ] Postive Control [_] Standard

Canc
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Andra Experiment Settings (Experimentinstéliningar)

For att 1agga till ett nytt mal eller prov gar du till respektive flik och skriver ett namn i textrutan New
(Ny) och klickar pa Add (Lagg till).

For att ta bort ett eller flera namn fér mal eller prov fran listan gar du till respektive flik och
markerar objektets kryssruta i kolumnen Select to Remove (Markera for att ta bort) och klickar pa
Remove checked item(s) (Ta bort markerade objekt).

CFX Manager Dx-programvara exkluderar provtypen NTC (ingen mallkontroll) fran analys av
genuttryck.

For att inkludera NTC-provtyper avmarkerar du motsvarande kryssruta i sektionen Exclude the
following sample types (Uteslut fljande provtyper). Du kan utesluta féljande provtyper genom att
markera motsvarande kryssruta:

B NRT (inget omvant transkriptas)

B Negative Control (Negativ kontroll)
B Positive Control (Positiv kontroll)
®  Standard

Pa fliken Targets (Mal):

a. For att valja ett mal som referens for dataanalys av genuttryck valjer du det i kolumnen
Reference (Referens).

b. Rensa Show Analysis Settings (Visa analysinstallningar) om du vill ddlja analysinstallningar
som ska tillampas pa fliken Gene Expression (Genuttryck) i fénstret Analysis Settings
(Analysinstallningar).

Programvaran doéljer féljande kolumner:

m  Color (Farg)

B Show Chart (Visa tabell)

B Auto Efficiency (Automatisk effektivitet)
m  Effektivitet (%)

c. For att andra fargen pa malet sa som det visas i diagrammet Gene Expression (Genuttryck)
valjer du en ny farg i dialogrutan Color (Farg) som visas och klickar pa OK.

d. For att visa malet i vald farg i diagrammet Gene Expression (Genuttryck) markerar du
motsvarande kryssruta i kolumnen Show Chart (Visa diagram).

e. Som standard beraknar CFX Manager Dx automatiskt den relativa effektiviteten for ett mal
om dess data inkluderar en standardkurva.
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For att anvanda ett tidigare faststallt effektivitetsvarde skriver du in vardet i motsvarande cell i
kolumnen Efficiency (%) (Effektivitet) och trycker pa Retur. CFX Manager Dx avmarkerar
kryssrutan Auto Efficiency (Automatisk effektivitet).

6. Pafliken Samples (Prover och biologiska grupper):

a.

For att valja ett prov som kontrollprov for dataanalys av genuttryck markerar du motsvarande
kryssruta i kolumnen Control (Kontroll).

For att tilldela kontrollvillkoret till ett prov fér en kérning markerar du motsvarande kryssruta i
kolumnen Control (Kontroll).

Om det har alternativet inte redan ar valt klickar du pa Show Analysis Settings (Visa
analysinstallningar) for att visa eller andra analysparametrar som ska tillampas pa fliken
Gene Expression (Genuttryck). Programvaran déljer kolumnerna Color (Farg) och Show
Chart (Visa diagram).

7.  Omdu har tilldelat en eller flera biologiska uppsattningar till brunnar i plattan (se Tilldela biologiska
uppséttningar till brunnar pa sidan 124), valjer du ett av féljande alternativ pa listan visas listan
Biological Set Analysis Options (Analysalternativ fér biologisk uppsattning).

Target vs. Sample (Mal kontra prov) — endast brunnens provnamn anvands for berakning
av genuttryck.

Target vs. Biological Set (Mal kontra biologisk uppsattning) — endast namnet fér den
biologiska uppsattningen anvands i berakningarna.

Target vs. Sample_Biological Set (Mal kontra biologisk provuppséttning) — provnamnet
och namnet pa den biologiska uppsattningen kombineras och skapar ett enda namn som
anvands i berakningarna.

Target vs. Biological Set_Sample (Mal kontra biologisk provuppséttning) — provnamnet
och namnet pa den biologiska uppséttningen kombineras och skapar ett enda namn som
anvands i berékningarna.

8. Klicka pa OK for att spara parametrarna i dialogrutan Experiment Settings
(Experimentinstaliningar) och aterga till fonstret Plate Editor (Plattredigerare).

Skapa brunnsgrupper

Brunnsgrupper delar upp en enskild platta i undergrupper av brunnar som kan analyseras separat i
fonstret Data Analysis (Dataanalys). Nar du har konfigurerat brunnsgrupper, vélj en av dem i fonstret
Data Analysis (Dataanalys) for att analysera uppgifterna som fristdende grupp. Du kan till exempel
konfigurera brunnsgrupper for att analysera flera experimentkérningar i en platta eller analysera varje
brunnsgrupp med en egen standardkurva.
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Skapa brunnsgrupper

Obs! Standardbrunnsgruppen ar All Wells (Alla brunnar).
Sa har skapar du brunnsgrupper
1. Gor nagot av foljande for att 5ppna Well Groups Manager (Brunnsgruppshanterare):
m  Klicka pa Well Groups (Brunnsgrupper) i verktygsraden Plate Editor (Plattredigerare).

m  Klicka pa Manage Well Groups (Hantera brunnsgrupper) i fonstret Data Analysis
(Dataanalys).

Dialogrutan Well Groups Manager (Brunnsgruppshanterare) visas.

Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete
1 7 3 4 5 6 7 8 5 10 il 12
A Std1 |f 5td2 || 5td3
B Std3 |f 5td3 || 5td3
C MRET || MRT || NET || NET || NET
: o | e |
E MRET || MRT || NET || NET || NET
F MRET || MRT || NET || NET || NET
G
H

QK Cancel

2. Klicka pa Add (Lagg till) for att skapa en ny grupp. Listrutan visar gruppnamnet som Group 1
(Grupp 1) for den forsta gruppen.

3. Valj brunnar fér brunnsgruppen i plattvyn genom att klicka dra éver brunnsgruppen. Valda
brunnar visas i blatt i Hanteraren.

4. (Valfritt) For att andra namnet pa gruppen valjer du dess namn i listrutan och skriver in ett nytt
namn.

5. (Valfritt) For att ta bort en brunnsgrupp véljer du dess namn i listrutan och klickar pa Delete (Ta
bort).
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6. Klicka pa OK for att avsluta och stanga fonstret, eller klicka pa Cancel (Avbryt) for att stdnga
fonstret utan andringar.

Viktigt! For att visa brunnsgrupper véljer du Well Groups (Brunnsgrupper) i alternativen for View
(Visa) langst ned i fonstret Plate Editor (Plattredigerare).
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Objekt pa hogerklicksmenyn i dialogrutan Well Groups Manager
(Brunnsgruppshanterare)

| Tabell 13 listas menyobjekten som ar tillgéngliga i dialogrutan Well Groups Manager
(Brunnsgruppshanterare) nar du hégerklickar pa en brunn.

Tabell 13. Objekt pa hogerklicksmenyn i dialogrutan Plate Editor Well Selector
(Plattredigerare Brunnsvaljare)

Objekt Funktion

Copy (Kopiera) Brunnsinnehallen kopieras och sedan kan de klistras in i
en annan brunn eller brunnar.

Copy as Image (Kopiera som Kopierar vyn for brunnsvéljare som en bild.
bild)

Print (Skriv ut) Skriver ut vyn for brunnsvaljare.

Print Selection (Skriv ut Endast valda celler skrivs ut.

markering)

Export to Excel (Exportera till Exporterar data till ett Excel-kalkylblad.
Excel)

Export to Csv (Exportera till Exporterar data som ett kommaseparerat dokument.
Csv)

Export to Xml (Exportera till Exporterar data som ett .xml-dokument.
Xml)

Export to Html (Exportera till Exporterar datan som ett .html-dokument.
Html)

Anvandarhandbok | 135



Kapitel 7 Forbereda plattor

Andra kurvutseenden

Du kan andra farg och utseende pa amplifieringskurvorna under plattinstalining och under en kérning.
Du kan sedan enkelt se kurvorna i realtidsstatusfénstret nar data hamtas in.

Sa har andrar du kurvutseenden
1. Klicka pa Trace Styles (Kurvutseenden) i verktygsraden Plate Editor (Plattredigerare).

Dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden) fér den 6ppna plattan visas, till exempel:

Fiuorophore: Wells Color Symbol
SYBR | | Unknowns - None ~

Color Guick Set
Random by Wel | | Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: @ Sample Type O Target Name (O Sample Name (O Symbol

0K Cancel

2. For att visa kurvutseenden per specifik fluorofor valjer du den i listrutan Fluorophores
(Fluoroforer).

3. Sahar andrar du kurvvisningen:
a. Valjkurvtyp i listrutan Wells (Brunnar).
b. Klicka pa dess farg i kolumnen Color (Farg).
c. Valjen annan farg for kurvan i dialogrutan Color (Férg) som visas och klicka pa OK.
Andringen av brunnstyp visas i rutnatet nedan.
d. (Valfritt) Valj en symbol for kurvan i listrutan Symbols (Symboler).

4. For att snabbt andra farguppsattning klickar du pa énskat alternativ i sektionen Color Quick Set
(Snabbfarginstallning).

5. Valj dnskad etikettyp i sektionen Well Labels (Brunnsetiketter) for att visa brunnsetiketter i
rutnatet.

6. Klicka pa OK for att spara andringarna eller pa Cancel (Avbryt) om du inte vill spara andringarna.
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Visa plattan i kalkylbladsformat

Verktyget Spreadsheet View/Importer (Kalkylbladsvy/Importerare) visar innehallet i en platta i
kalkylbladsformat. | verktyget Spreadsheet View/Importer (Kalkylbladsvy/Importerare) gar det att
exportera brunnsinnehall i tabbavgransat format till ett program, t.ex. Microsoft Excel. Det gar éven att
importera brunnsinnehall fran en tabbavgransad applikation.

Sa har anviander du verktyget Spreadsheet View/Importer (Kalkylbladsvy/Importerare)

1. lverktygsfaltet i Plate Editor (Plattredigerare) klickar du pa Spreadsheet View/Importer
(Kalkylbladsvy/Importerare) for att dppna dialogrutan Plate Spreadsheet View (Kalkylbladsvy for

platta).
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. Dialogrutan Spreadsheet View (Kalkylbladsvy) visar innehallen i plattan fér en enskild fluorofor.
Du visar plattinnehallen for en annan fluorofor genom att valja den i listrutan Fluors List
(Fluoroforlista).

3. Kilicka pa Export Template (Exportera mall) fér att exportera en mall av plattans kalkylblad till en
Excel-fil (.csv-format). Du kan redigera mallen och importera information om brunnsinnehaill.

4. (Valfritt:) Klicka pa Import (Importera) for att importera brunnsinnehall fran en kommaseparerad
fil.

5. Du sorterar kalkylbladet enligt data i en viss kolumn genom att klicka pa triangeln bredvid
kolumnens namn.

Tips: Det gar att redigera innehallet i alla celler i en kolumn med asterisk (*) bredvid
kolumnnamnet (till exempel *Target Name (Malnamn)).
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Obs! Valj enheterna for standardkurvdata i kolumnen Quantity (Kvantitet) genom att 6ppna Plate
Editor (Plattredigerare) och valja Settings > Units (Installningar > Enheter) pa menyraden. Nar
plattkdrningen ar klar visas data fran dessa standarder i diagrammet Standard Curve
(Standardkurva) pa fliken Quantification (Kvantifiering) i fonstret Data Analysis (Dataanalys) med
enheterna du valjer.

Objekt pa hogerklicksmenyn i verktyget Spreadsheet View/Importer
(Kalkylbladsvy/Importerare) for plattor

| Tabell 14 listas menyobjekten som &r tililgangliga i verktyget Spreadsheet View/Importer
(Kalkylbladsvy/Importerare) nar du hégerklickar pa en brunn i verktyget.

Tabell 14. Objekt pa hogerklicksmenyn i verktyget Spreadsheet View/Importer
(Kalkylbladsvy/lmporterare) for plattor

Objekt
Copy (Kopiera)

Funktion

Hela kalkylbladet kopieras.

Copy as Image

(Kopiera som bild)

Kalkylbladet kopieras som en bildfil.

Print (Skriv ut)

Kalkylbladet skrivs ut.

Print Selection (Skriv ut

markering)

Endast valda celler skrivs ut.

Export to Excel

(Exportera till Excel)

Filen exporteras till ett Excel-kalkylblad.

Export to CSV

(Exportera till CSV)

Filen exporteras som en .csv-fil.

Export to Xml

(Exportera till Xml)

Filen exporteras som en .xml-fil.

Export to Html

(Exportera till Html)

Filen exporteras som en .htmi-fil.

Find (Sék)

Den specifika texten soks.

Sort (Sortera)

Kalkylbladet sorteras genom att du valjer upp till tre kolumner i
fonstret Sort (Sortera).
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Skapa en plattlayout med anvandning av Setup Wizard
(Installningsguide) for plattor

Du kan anvanda Setup Wizard (Instéllningsguide) fér att ange plattlayoutinformationen som behdvs
for analys av normaliserat genuttryck, inklusive:

®  Malnamn

B Provnamn

B Placering av mal och prover pa plattan
B Referensgen(er)

m  Kontrollprov

Setup Wizard (Instaliningsguide) kan anvandas fére, under och efter en kdrning.

Anvanda Setup Wizard (Installningsguide) for plattor

| det har avsnittet beskrivs hur du skapar en plattlayout i Setup Wizard (Installningsguide). Foér att
lattare se innehallet i varje brunn i plattan klickar du pa Zoom plate (Zooma in platta) hogst upp i Setup
Wizard (Instéllningsguide).

Viktigt! Om du atergar till fliken Auto layout (Automatisk layout) fran en annan flik i Setup Wizard
(Instaliningsguide) aterstalls plattlayouten. Var forsiktig nar du véljer den fliken.

Tips: Du aterstaller layouten genom att valja Tools > Clear Plate (Verktyg > Rensa platta) i Setup
Wizard (Installningsguide).

Sa har anvander du Setup Wizard (Instéllningsguide) for plattor

1. Oppna Plate Editor (Plattredigerare).

2. Oppna Setup Wizard (Instéliningsguide) genom att vélja Editing Tools > Setup Wizard
(Redigeringsverktyg > Installningsguide).

Setup Wizard (Instaliningsguide) visas med fliken Auto layout (Automatisk layout).
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Setup Wizard

Tools (] Zoom plate

Auto layout Targetnames Sample names Reference targets Control sample

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Al Target2 | Target3 | Target4d | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Targetd | Target10
Sample 1 | Sample1 | Samplel | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Samplel | Sample1 | Sample 1
B Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
c Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target7 Target8 Target9 Target 10
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample4 | Sampled | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled | Sampled | Sampled | Sampled
E Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
I3 Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Targetd | Target10
Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6
al Target2 | Target3 | Target4d | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Targetd | Target10
Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7
H Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sampled | Sample8 | Sample8 | Sample3 | Sample8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample
Use selections below to generate a suggested layout. Show: [ Target B Sample
Targets: |10 $ @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample
Samples: 8 2 O Byrow @ Bycolumn Reset plate Next T

3. Gorfoljande pa fliken Auto layout (Automatisk layout):

a. Kilicka pa en brunn i rutnatet och dra den éver och ned for att ange omradet pa plattan dar du
planerar att ladda provet.

b. Ange antalet mal och prover som ska laddas.

Tips: Antalet mal och prover maste motsvara antalet valda celler. Om inte de angivna
antalen passar i det valda omradet andrar du antalen eller plattvalsomradet.
Orienteringen av objekten pa plattan och deras gruppering kan specificeras.

c. (Valfritt:) Andra plattorienteringen. Du kan till exempel stélla in mal i kolumner och prover i
rader, eller gruppera efter prover.

d. Klicka pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken Target names (Malnamn).

Obs! Om inte plattlayouten har ett vanligt ménster placerar du malen manuellt pa fliken
Target names (Malnamn) eller placerar proverna manuellt pa fliken Sample names
(Provnamn) pa plattan. Klicka och dra for att vélja flera brunnar.

4. Pafliken Target names (Malnamn) anger du namnen pa malgrupperna:
a. Gornagot av foljande:
B Stallin Select by (Valj efter) pa Target (Mal) for att byta namn pa malen efter grupp.
B Stall in Select by (Valj efter) pa Well (Brunn) for att byta namn pa malen efter brunn.

b. Valj en malgrupp eller -brunn i rutnatet och ange ett namn i listrutan Target name (Malnamn).
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Tips: Tryck pa Tabb for att valja nasta grupp eller brunn till hdger, eller pa Enter for att
valja nasta grupp eller brunn nedanfér. Eller hall ned Ctrl-tangenten (pa flikarna Target
name (Malnamn) och Sample name (Provnamn)) och klicka pa en brunn i taget for att

valja flera brunnar som inte ligger intill varandra.

c. Klicka pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken Sample names (Provnamn).
Definiera provnamnen fér provgrupperna pa fliken Sample names (Provnamn).
Klicka pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken Reference targets (Referensmal).

Pa fliken Reference targets (Referensmal) valjer du ett eller flera mal som ska anvandas som
referenser for normaliserat genuttryck och klickar pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken
Control sample (Kontrollprov).

Pa fliken Control sample (Kontrollprov) valjer du ett prov som ska anvandas som en kontroll for
berakningar av relativa genuttryck.

Klicka pa OK for att spara plattlayouten och aterga till Plate Editor (Plattredigerare) dar du kan
definiera plattparametrarna ytterligare. Mer information finns i Tilldela valfria parametrar till
plattfilen pa sidan 120.

Eller klicka pa Previous (Féregaende) for att aterga till en féregaende flik och gora andringar.

Obs! Om du atergar till fliken Auto layout (Automatisk layout) aterstélls plattlayouten
automatiskt. Var forsiktig nar du klickar pa Previous (Foregaende).
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Kapitel 8 Kora experiment

| det har kapitlet beskrivs hur du kér anpassade (anvandardefinierade) eller PrimePCR™-
analysexperiment med programvaran CFX Manager™ Dx.

En kérningsdatafil innehaller protokoll- och plattinformation for kérningen. Filen innehaller ocksa data
fran analyserna som CFX Manager Dx utfor efter avslutad korning.

CFX Manager Dx-programvaran goér det enkelt att konfigurera och kéra anvandardefinierade eller
PrimePCR-baserade experiment. Fonstret Run Setup (Installning av kérning) vagleder dig genom
gemensamma steg fér konfiguration av experiment och vidarebefordrar dig till dialogrutan Start Run
(Starta kdrning) dar du pabdrjar kdrningen.

Atkomst till fonstret Run Setup (Kérningsinstallning)
For att fa atkomst till fonstret Run Setup (Kérningsinstallning)

»  Gornagot av foljande:

B Pafliken Run Setup (Kérningsinstallning) i Startup Wizard (Startguide) klickar du antingen pa
User-defined (Anvandardefinierad) eller PrimePCR.

B | hemfonstret klickar du antingen pa User-defined Run Setup (Anvandardefinierad
korningsinstallning) eller PrimePCR Run Setup (PrimePCR-kérningsinstallning) i
verktygsraden.

B | hemfénstret valjer du antingen Run > User-defined Run (Kérning > Anvandardefinierad
korning) eller Run > PrimePCR Run (Kérning > PrimePCR-korning).
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Fonstret Run Setup (Korningsinstallningar)

Fonstret Run Setup (Koérningsinstallningar) ger snabb atkomst till filerna och installningarna som
behovs for att konfigurera och kora ett experiment. Nar du valjer att kéra ett anvandardefinierat
experiment dppnas fonstret Run Setup (Kérningsinstaliningar) med fliken Protocol (Protokoll). Nar du
valjer att kora ett PrimePCR-experiment 6ppnas fonstret Run Setup (Kérningsinstallningar) med fliken
Start run (Starta kdrning).

Tips: Information om PrimePCR finns i Utféra PrimePCR-experiment pa sidan 162 och
information om fliken Start Run (Starta kérning) finns i Fliken Start Run (Starta kérning) pa
sidan 152.

Run Setup
[0 Protocol (EE3) Piste wp Stat Fun @
Create New Express Load
CFX_2stepAmp prcl
Select Existing s

Selected Protocal

CFX_2stepAmp prcl Ed Selected

Preview

Est. Aun Time: 01:03:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25

1 2 3 4

%0 C %0 C
f 300 010

[ \ 550 C o W
030 i ©

¥ x

@ Neat 5>
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Fonstret Run Setup (Kérningsinstaliningar)

FORKLARING

1. Foljande flikar vagleder dig genom konfigurationen och kdrningen av ett

experiment:

B Fliken Protocol (Protokoll) — valj ett befintligt protokoll att kora eller redigera,
eller skapa ett nytt protokoll i Protocol Editor (Protokollredigerare).

B Fliken Plate (Platta) — valj en befintlig platta att kora eller redigera, eller skapa
en ny platta i Plate Editor (Plattredigerare).

B Fliken Start Run (Starta kérning) — visa experimentinstaliningarna, valj ett eller
fler instrumentblock och starta kérningen.

2. Huvudfénstret visar alternativen for varje flik nér du anvander dem.

3. Navigeringsknappar som leder till fliken Start Run (Starta kdrning).
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Fliken Protocol (Protokoll)

Pa fliken Protocol (Protokoll) visas en férhandsgranskning av protokollfilen som du planerar att kora.
En protokollfil innehaller instruktioner for instrumentets temperatursteg och instrumentalternativ som
styr ramphastigheten, provvolymen och lockets temperatur.

Run Setup [

[Af] Protocol (EEE) Piate sfp StatFun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl e
Sedect Exsting

Selected Protocol

CFX_2stepAmp prc Edit Selected...

Preview

Est. Aun Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25u

1 i 3 4
350 C 350 C
! 30 0:10

/ 550 C > I
0:30 T i

Som standard visar programvaran det protokoll som har definierats i avsnittet File Selection for Run
Setup (Filval for kérningsinstallningar) pa fliken Files i dialogrutan User > User Preferences
(Anvandare > Anvandarinstallningar). Du andrar standardprotokollet i dialogrutan User Preferences
(Anvandarinstaliningar). Se Andra Default File Settings (Standardfilinstallningar) pa sidan 62 fér mer
information.

Pa fliken Protocol (Protokoll) kan du:
B Ska ett nytt protokoll att kéra
B Valja ett befintligt protokoll att kora eller redigera

Mer information om att skapa och andra protokoll finns i Kapitel 6, Skapa protokoll.
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Fliken Protocol (Protokoll)

Sa har skapar du ett nytt protokoll

1. Klicka pa Create New (Skapa ny) pa fliken Protocol (Protokoll).
Protocol Editor (Protokollredigerare) 6ppnas.

2. Skapa ett nytt protokoll i Protocol Editor (Protokollredigerare).

3. Kilicka pa OK for att spara protokollet och aterga till fliken Protocol (Protokoll) i Run Setup
(Korningsinstallningar).

4. Visa information om protokollet och gér nagot av foljande:

B Om informationen ar korrekt klickar du pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken Plate
(Platta).

B Ominformationen ar felaktig klickar du pa Edit Selected (Redigera valda) for att aterga till
fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare). Revidera protokollet, spara dndringarna och
klicka pa Next (Nasta) pa fliken Protocol (Protokoll) for att ga vidare till fliken Plate (Platta).

Sa hér viljer du ett befintligt protokoll
1. Gor nagot av foljande pa fliken Protocol (Protokoll):
B Klicka pa Select Existing (Valj befintlig) och ga till ett befintligt protokoll.
m  Klicka pa Express Load (Expressladdning) och valj ett protokoll i listrutan for protokoll.

Tips: Det gar att lagga till protokoll i och ta bort dem fran listrutan Express Load
(Expressladdning). Mer information finns i Lagga till och ta bort protokoll for
expressladdning som féljer.

2. Visainformation om protokollet och gor nagot av foljande:

B Ominformationen ar korrekt klickar du pa Next (Nasta) for att ga vidare till fliken Plate
(Platta).

B Ominformationen ar felaktig klickar du pa Edit Selected (Redigera valda) for att 6ppna
Protocol Editor (Protokollredigerare). Revidera protokollet, spara andringarna och klicka pa
Next (Nasta) pa fliken Protocol (Protokoll) for att ga vidare till fliken Plate (Platta).
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Lagga till och ta bort protokoll for expressladdning

Du kan andra innehallet i den nedrullningsbara listan Express Load (Expressladdning) som finns i
Protocol Editor (Protokollredigerare). Protokollen i den har listan sparas i féljande mapp:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
For att andra listan Express Load (Expressladdning) med protokoll
1. Gatill och 6ppna mappen Express Load (Expressladdning).
2. Granska protokolifilerna (.pcrl) i mappen.
3. GOrnagot av féljande:
B Radera protokoll fran mappen for att ta bort dem fran den nedrullningsbara listan.

m  Kopiera protokoll till mappen for att lagga till dem i den nedruliningsbara listan.
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Fliken Plate (Platta)

Fliken Plate (Platta)

Obs! Om protokollet som valjs pa fliken Protocol (Protokoll) inte har ett plattlasningssteg for
realtidsbaserad PCR-analys ar fliken Plate (Platta) dold. Lagg till minst en plattlasning i protokollet
for att visa fliken Plate (Platta).

Fliken Plate (Platta) ger en férhandsvisning av plattfilen som du planerar att Iasa in. Vid en
realtidsbaserad PCR-kérning innehaller plattfilen en beskrivning av innehallet for varje brunn,
inklusive dess fluoroforer, skanningslage och typ av platta. CFX Manager Dx-programvaran anvander
dessa beskrivningar for insamling och analys av data.

Run Setup (==
(24 Potocol EE Pate wpp St Run
Create New... Exqress Load
GuickPlate_36 wells_All Channels e
Select Bxsting... = = o
Selected Plate
QuickPlate_36 wels_All Channels pitd Edt Selected..
Preview
Fluorophores: FAM. HEX, Texas Red, Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Cear 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
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk.
<< Prew. Next >3

Som standard visar programvaran plattan som ar definierad i sektionen File Selection for Run Setup
(Filval for analysinstalining) pa fliken Files (Filer) i dialogrutan User > User Preferences (Anvandare >
Anvandarinstallningar). Du kan &ndra standardplatta i dialogrutan User Preferences
(Anvéndarinstaliningar). Se Andra Default File Settings (Standardfilinstallningar) pa sidan 62 fér mer
information.

Pa fliken Plate (Platta) kan du:
B skapa en ny platta fér laddning
B valja en befintlig platta att ladda eller redigera.

Se Kapitel 7, Férbereda plattor for mer information om hur du skapar och andrar plattor.
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Sa har skapar du en ny platta
1. Klicka pa Create New (Skapa ny) pa fliken Plate (Platta).
Plate Editor (Plattredigeraren) visas.
2. Anvand Plate Editor (Plattredigerare) for att skapa en ny platta
3. Klicka pa OK for att spara plattan och aterga till fliken Plate (Platta) i Run Setup (K&rinstallning).
4. Visainformation for platta och gér nagot av foljande:

B Ominformationen ar korrekt klickar du pa Next (Nasta) for att fortsatta till fliken Start Run
(Starta kdrning).

B Ominformationen ar korrekt klickar du pa Edit Selected (Redigera valt) for att aterga till Plate
Editor (Plattredigerare). Granska plattfilen, spara andringarna och klicka sedan pa Next
(Nasta) pa fliken Plate (Platta) for att fortsatta till fliken Start Run (Starta kérning).

Sa hiar viljer du en befintlig plattfil
1. GOr nagot av foljande pa fliken Plate (Platta):

B Klicka pa Select Existing (Valj befintlig) och ga till en befintlig plattfil.
®m  Klicka pa Express Load (Expressladdning) och valj en plattfil i listrutan.
Tips: Du kan lagga till plattor till eller ta bort dem fran listrutan Express Load

(Expressladdning). Se Lagga till och ta bort plattfiler for expressladdning nedan fér mer
information.

2. Visainformation for platta och gér nagot av foljande:

B Ominformationen ar korrekt klickar du pa Next (Nasta) for att fortsatta till fliken Start Run
(Starta kdrning).

B Ominformationen ar korrekt klickar du pa Edit Selected (Redigera valt) for att 5ppna fonstret
Plate Editor (Plattredigerare). Granska plattfilen, spara &ndringarna och klicka sedan pa Next
(Nasta) for att fortsatta till fliken Start Run (Starta kérning).
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Fliken Plate (Platta)

Lagga till och ta bort plattfiler for expressladdning

Du kan andra innehallet i den nedrullningsbara listan Express Load (Expressladdning) som finns i
Plate Editor (Plattredigerare). Plattorna som finns i den héar listan sparas i féljande mapp:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CF X\Users\<user_name>\ExpressLoad\
For att andra listan Express Load (Expressladdning) med plattfiler
1. Gatill och 6ppna mappen Express Load (Expressladdning).
2. Granska plattfilerna (.pltd) i mappen.
3. GOr nagot av féljande:
B Radera plattfiler fran mappen for att ta bort dem fran den nedrullningsbara listan.

m  Kopiera plattfiler till mappen for att Iagga till dem i den nedrullningsbara listan.
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Fliken Start Run (Starta korning)

Pa fliken Start Run (Starta kdrning) visas information om experimentet som ska koéras. Dar visas ocksa
det eller de anslutna instrumentblocken som du kan kéra experimentet pa.

Run Setup :
Protocol (L3 Plate " Stat Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Motes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name & Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O [CFX96 Deep Well Idle 25
CRX360W2 CFX96 Deep Wel Idle 25
[ CFrxsel CFX96 Idle 25
CFX96102 CFX56 Idle 25

[] Select All Blocks

@ Flash Block Indicator | /7 Open Lid #Y Close Lid

3 Start Run

<< Prey

Pa fliken Start Run (Starta kdrning) kan du gora féljande:
B Visa utforlig kérningsinformation, inklusive den valda protokollfilen, plattfilen och skanningslaget.
B Lagga till anteckningar om kdrningen.

B Visainformation om alla anslutna instrument, inklusive deras kérningsstatus (igang eller inaktiva),
provvolym i ul, locktemperatur, emuleringslage, och ID eller streckkod om tillgangligt.

Obs! Du kan andra kolumnerna som visas i tabellen Start Run on Selected Blocks (Starta
kérning pa valda block). Se Andra information i tabellen Selected Blocks (Valda block) pa
sidan 153 for information.

B Valj ett eller flera block dar du ska utféra kdrningen.
B Fjarroppna eller fjarrstang locket pa varje valt instrument.

B Starta kérningen.
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Fliken Start Run (Starta korning)

Andra information i tabellen Selected Blocks (Valda block)

Du kan andra kolumnerna som visas i Start Run (Startkérning) i tabellen Selected Block(s) (Valda
block). Du kan ocksa &ndra standardprovvolymen och locktemperaturvarden i tabellen.
Installningsandringarna tillampas pa kérningen som ska utféras.

Sa har lagger du till kolumner i tabellen Start Run on Selected Blocks (Starta kérning pa
valda block).

» Hogerklicka pa tabellen och valj ett alternativ pa menyn som visas.

S4& hér tar du bort kolumner i tabellen Start Run on Selected Blocks (Starta korning pa
valda block)

» Hogerklicka pa tabellen och ta bort alternativet pA menyn som visas.

Sa héar andrar du provvolymen eller locktemperatur for ett block

» Valj provvolym eller locktemperaturcell for malblocket och skriv in ett nytt varde i cellen.
Sa hér lagger du till ett kornings-ID eller en streckkod for ett block

» Valjcellen ID/Bar Code (ID/Streckkod) for malblocket och skriv in ett ID eller skanna blocket med
en streckkodslasare.

Kora ett experiment

Viktigt! Innan du kor ett experiment maste du se till att din dators antivirusprogram inte startar en
skanning under kdrningen.

For att kora ett experiment

1. Pafliken Start Run (Starta korning) kontrollerar du informationen fér platta och protokoll i
sektionen Run Information (K6rningsinformation).

2. (Valfritt) Skriv in anteckningar om kérningen eller experimentet i textrutan Notes (Anteckningar).
3. Markera kryssrutan for ett eller flera block dar du ska utféra kérningen.

Tips: For att kéra experimentet pa alla block valjer du Select All Blocks (Valj alla block)
nedanfor tabellen Selected Blocks (Valda block).

4. (Valfritt) Klicka pa Flash Block Indicator (Blockets indikatorlampa) for att tdnda indikatorlampan for de
valda instrumentblocken.
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5. Sattin experimentplattorna i blocket:
a. Klicka pa Open Lid (Oppna lock). Det motoriserade locket till varje valt block éppnas.
b. Sattin ett experimentblock i varje valt block.
c. Klicka pa Close Lid (Stang lock).

Tips: Du kan aven trycka pa knappen pa framsidan av varje block for att 5ppna och sténga
locket.

6. Klicka pa Open Lid (Oppna lock) och Close Lid (Sténg lock) fér att Sppna och stéanga det
motoriserade locket till varje valt instrumentblock.

7. Visainformationen for kdrningen och gor nagot av féljande:
B Ominformationen &r korrekt klickar du pa Start Run (Starta kérning).
B Ominformationen ar felaktig:

O Korrigera informationen i tabellen Selected Blocks (Valda block) och klicka pa Start Run
(Starta kdrning).

O Gatillbaka till ratt flik och gor erforderliga &ndringar, spara andringarna och klicka sedan
pa Next (Nasta) for att aterga till fliken Start Run (Starta kdrning) och starta kérningen.

For att starta en ny kérning fran en féregaende koérning
»  Gornagot av foljande:

m  Valj File > Repeat a Run (Arkiv > Upprepa en kérning) i huvudprogrammets menyrad; ga till
och dubbelklicka pa kérningsdatafilen som du vill upprepa.

m  Valjfliken Repeat Run (Upprepa koérning) i Startup Wizard (Startguide) och dubbelklicka pa
kérningsdatafilen for kdrningen du vill upprepa.

Alternativt kan du klicka pa Browse (Bladdra) pa fliken Repeat Run (Upprepa korning) och ga
till och dubbelklicka pa kérningsdatafilen fér kdrningen du vill upprepa.
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Dialogrutan Run Details (Kérningsdetaljer)

Dialogrutan Run Details (Korningsdetaljer)

Nar du klickar pa Start Run (Starta kérning) uppmanas du av CFX Manager Dx-programmet att spara
datafilen (.pcrd). Sedan startas kérningen och dialogrutan Run Details (Kérningsdetaljer) 6ppnas.

Dialogrutan Run Details (Kdrningsdetaljer) har tre statusflikar:

B Run Status (Kérningsstatus) — anvand den har fliken for att visa protokollets aktuella status,
oppna eller stdnga locket, pausa en korning, lagga till repetitioner, hoppa éver steg eller stoppa

kérningen.

B Real-time Status (Realtidsstatus) — anvand den har fliken for att visa fluorescensdata for

realtids-PCR efterhand som de samlas in.

B Time Status (Tidsstatus) — anvand den har fliken for att visa ett nedrakningstidur i helskarm for

protokollet.

Dessa flikar forklaras utforligt i kommande avsnitt.

Fliken Run Status (Korningsstatus)

Pa fliken Run Status (Kérningsstatus) visas aktuellt status fér en pagaende korning. | den héar vyn kan
du aven kontrollera locket och andra den pagaende koérningen.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd

i .
za Run Status @ Realtime Status G Time Status

Run Status
1 2 B 4
950 C %0 C
3.00 010
\ 550 C G
@ 0:30 z
o
2
39
Step 1 of 4 95.0°C for 00:0245  Sample:95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
27 Open Lid &) Close Lid — (r] ko Step
p P U B e8]

Run Information

Protocol:
Plate:

Sample Volume:

Scan Mode:

Data File Name:

Notes:

CFX_2stepAmp prcl

QuickPlate_96 wells_Al

25
All Channels

admin_2017-07-31 17-10-
48_SIM83878 perd

(©)
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FORKLARING
1. Rutan Run Status (Korningsstatus) — visar protokollets aktuella forlopp.
2. Kontroller for Run Status (Korningsstatus) — gor att du kan styra instrumentet

eller avbryta det aktuella protokollet.

3. Rutan Run Information (Kérningsinformation) — visar korningsinformation.

Kommandon for Run Status (Kérningsstatus)

Anvand kommandona pa fliken Run Status (Korningsstatus) for att antingen styra instrumentet fran
programmet eller andra en pagaende korning.

Obs! Aven om du gér andringar i protokollet under kérningen, t.ex. lagger till repetitioner, andras
ingenting i protokollfilen som &r associerad med kérningen. Dessa atgarder registreras i Run Log
(Kérningslogg).

£

— Oppnar det motoriserade locket pa vissa instrument.

Viktigt! Om du 6ppnar locket under en kérning pausas kérningen under det aktuella steget
och data kan férandras.

s

— |- stdnger det motoriserade locket p& vissa instrument.

—i'_EJ — lagger till fler repetitioner till det aktuella GOTO-steget i protokollet. Detta alternativ ar endast
tillgangligt nar ett GOTO-steg pagar.

|

—hoppar éver det aktuella steget i protokollet.
Obs! Om du hoppar éver ett GOTO-steg uppmanas du av programmet att bekrafta att du vill

hoppa 6éver hela GOTO-slingan och fortsatta till nasta steg i protokollet.

? —tander lampan pa det valda instrumentet for att identifiera de valda blocken.
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i

— pausar protokollet.

Obs! Denna atgard registreras i Run Log (K&érningslogg).

W

— aterupptar ett pausat protokoll.

— stoppar kérningen innan protokollet ar slut.

Obs! Om du stoppar en korning innan protokollet ar slut kan data férandras.
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Fliken Real-time Status (Realtidsstatus)

P4 fliken Real-time Status (Realtidsstatus) visas realtids-PCR-data som samlats in vid varje cykel
under kérningen efter de tva forsta plattavlasningarna.

-

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3876.perd =
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

EAFAM [ HEX [JTeasRed [1Cy5 [/ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM Unkn
c GOs  FAM ® Unkn
: GO7 FAM Unkn
E GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10  FAM Unkn
Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample: 55.0°C @
| |
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
FORKLARING
1. Ruta for amplifieringskurva — visar realtidsamplifieringsdata under kdrningen.
2. Identifierare for brunnsgrupper — om brunnsgrupper identifierades under

plattinstallningen, kan anvandare vélja en specifik brunnsgrupp for att visa dess
kurvor, brunnar och tabellinformation.

Identifierare fér stegnummer — om protokollet samlar in data vid fler an ett steg
(till exempel under amplifiering och smaltkurva), kan anvandare vélja ett specifikt
steg och visa kurvorna som samlats in under det steget.

3. Ruta for brunnsvaljare — visar de aktiva, inaktiva och tomma brunnarna i plattan.

4. Ruta for plattinstaliningstabell — visar plattinstaliningen i tabellformat.
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5. Ruta for kdrningsdetaljer — visar realtidsstatus for korningen inklusive:
B Aktuellt steg
B Aktuell repetition
B Aktuell temperatur
m Aterstaende tid
B Provtemperatur

B | ocktemperatur

6. Plate Setup (Plattinstalining) — dppnar dialogrutan Plate Setup (Plattinstallning), i
vilken anvandare kan andra den aktuella plattinstéllningen under en kérning.

Pa fliken Real-time Status (Realtidsstatus) kan du:

B Visa eller dolja realtidskurvor genom att markera dem i brunnsvaljarrutan eller
plattinstaliningstabellen.

B Visa enstaka kurvor eller grupper av kurvor genom att markera dem i den nedrullningsbara listan
fér brunnsgrupper.

B Redigera plattan eller byta ut plattfilen.
m  Tilldampa en PrimePCR-fil pa kérningen.
Visa och dolja realtidskurvor

Som standard ar alla fyllda brunnar aktiva och visas i tabellen for plattinstéllning. Aktiva brunnar ar bla
i brunnsvaljarrutan. Dolda brunnar ar ljusgra och oanvanda brunnar ar mérkgra i brunnsvaljarrutan.

Det gar att délja kurvor fran aktiva brunnar under kérningen. CFX Manager Dx fortsatter att samla in
data for alla brunnar. Nar brunnar déljs visas inte deras data i tabellen for plattinstalining.

Sa har doljer du realtidskurvor
» | brunnsvaljarrutan klickar du pa de aktiva (bla) brunnar som du vill délja.
Sa har visar du realtidskurvor

» | brunnsvaljarrutan klickar du pa de dolda (ljusgra) brunnar som du vill visa.

Mer information om brunnsvaljaren finns i Brunnsvaljare pa sidan 177.
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Redigera en Plate Setup (Plattinstallning)

Sa har redigerar du en plattinstallning
» Klicka pa Plate Setup (Plattinstallning) och valj sedan View/Edit Plate (Visa/redigera platta).

Fonstret Plate Editor (Plattredigerare) visas, i vilket du kan redigera plattan medan kdrningen
pagar. For mer information om att redigera plattor, se Kapitel 7, Férbereda plattor.

Obs! Du kan aven redigera kurvutseendena fran fonstret Plate Editor (Plattredigerare).
Andringar visas i amplifieringskurvplotten pa fliken Real-time Status (Realtidsstatus).

Byta ut en plattfil

Tips: Det ar sarskilt Iampligt att byta ut en plattfil om du startar en kérning med en Quick Plate-fil i
mappen ExpressLoad.

Sahar byter du ut en plattfil
» Klicka pa Plate Setup (Plattinstallning) och valj sedan ett av féljande alternativ:
B Replace Plate file (Byt ut plattfil) — valj den nya plattfilen fran listan i webblasarfonstret

B Apply PrimePCR file (Anvand PrimePCR-fil) — s6k efter en kdrningsfil fran vilken
plattlayouten kommer att erhallas med hjalp av Smart search (Smart sékning), eller klicka pa
Browse (Bladdra) for att hitta en fil som hamtades fran Bio-Rad-webbplatsen och som inte
finns i PrimePCR-mappen.

Obs! CFX Manager Dx kontrollerar skanningslage och plattstorlek for plattfilen. Dessa maste
Overensstdmma med kérningsinstéllningarna med vilka kérningen pabdrjades.
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Fliken Time Status (Tidsstatus)

Pa fliken Time Status (Tidsstatus) visas tiden som aterstar tills den aktuella kdrningen ar slutférd.

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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Utfora PrimePCR-experiment

PrimePCR-experiment anvander den reaktionsvag eller de sjukdomsspecifika analyser som Bio-Rad
har validerat och optimerat i vatlaboratorium och som finns i féljande format:

B Beredda paneler — plattor innehallande analyser som ar specifika for en biologisk reaktionsvag
eller sjukdom, dessa omfattar PrimePCR-kontroller och -referensgener

B Plattor med anpassad konfiguration — plattor som kan konfigureras i en anvandardefinierad layout
med mojlighet att valja analyser for intressemal, kontroller och referenser

B Individuella analyser — rér som innehaller individuella primeruppsattningar fér anvandning i
realtidsreaktioner

For att minska den totala kortiden kan du ta bort smaltsteget i protokollet. Bio-Rad rekommenderar
starkt att du inte gor nagra andra andringar av ett PrimePCR-korprotokoll. Standardprotokollet ar det
som har anvants for analysvalidering. Avvikelser fran det kan paverka resultatet. Protokollandringar
noteras pa fliken Run Information (K&rningsinformation) i den resulterande datafilen och i rapporter
som skapas.

Sa hiar startar du en PrimePCR-kérning
»  Gornagot av foljande for att starta PrimePCR-kdrning:

B Valj PrimePCR pa fliken Run setup (Kérningsinstallningar) i Startup Wizard (Startguide) och
valj lamplig kemi (SYBER eller prob).

®  Valjen PrimePCR-kdrning i listan Recent Runs (Senaste kdrningar) pa fliken Repeat run
(Upprepa korning) i Startup Wizard (Startguide).

®  ValjFile > New > PrimePCR Run (Arkiv > Ny > PrimePCR-kérning) i hemfdnstret.
® VA&l File > Open > PrimePCR Run File (Arkiv > Oppna > PrimePCR-kérfil) i hemfonstret.
B Draoch slapp en PrimePCR-korfil i hemfonstret.

Nar du har valt en PrimePCR-kdrning 6ppnas fonstret Run Setup (Kérningsinstallningar) pa fliken
Start Run (Starta kérning) med den PrimePCR-standardplattlayout som har Iasts in baserat pa det
valda instrumentet.

162 | Systemen CFX96 Dx och CFX96 Deep Well Dx



Utfoéra PrimePCR-experiment

Sa har tar du bort protokollets smiltsteg

» Avmarkera rutan intill Include Melt Step (Inkludera smaltsteg) pa fliken Protocol (Protokoll).
Sa har importerar du malinformation for PrimePCR-plattor till en plattlayout

1. Gor nagot av foljande:

m  Valj Plate Setup > Apply PrimePCR File (Plattinstallning > Anvand PrimePCR-fil) pa fliken
Real-time Status (Realtidsstatus) i dialogrutan Run Details (Kérningsinformation).

B Valj Plate Setup > Apply PrimePCR File (Plattinstallning > Anvand PrimePCR-fil) i fénstret
Data Analysis (Dataanalys).

2. ldialogrutan PrimePCR run file (PrimePCR-korfil) klickar du pa Browse (Bladdra) och gar till
Iamplig PrimePCR-fil (.csv).

3. Valj PrimePCR-malfilen och klicka pa Open (Oppna).

CFX Manager Dx importerar malinformationen till plattlayouten.
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Kapitel 9 Dataanalysoversikt

CFX Manager™ Dx erbjuder flera metoder for att 6ppna och visa datafiler. Du kan:
B Vil File > Open > Data File (Arkiv > Oppna > Datafil) i hemfénstret och bladdra till .pcrd-malfilen.

B Valj File > Recent Data Files (Arkiv > Senaste datafiler) i hemfénstret och valj en av de tio senast
Oppnade datafilernai en lista.

Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Fonstret Data Analysis (Dataanalys) visar flera flikar som vardera visar analyserade data for en
specifik analysmetod eller kérningsspecifik information. Flikar visas endast om data som har samlats
in under kérningen ar tillgangliga for analystypen i fraga.

Quantffication Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point l’-(_:.? Custom Data View ac % Run Information
Tips: Valj flikar som du vill visa i listrutan View (Visa) i fonstret Data Analysis (Dataanalys). Valj

Settings (Instéliningar) > Restore Default Window Layout (Aterstéll standardfénsterlayout) for att
aterga till den ursprungliga fliklayouten.
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Verktygsraden for Data Analysis (Dataanalys)

Verktygsraden i fonstret Data Analysis (Dataanalys) ger snabb atkomst till viktiga

dataanalysfunktioner.

A
Plate Setup ~

'; | All ' Wells ~ || Fluorophore ‘ ?

| Tabell 15 listas funktionerna fér knapparna i verktygsraden.

Tabell 15. Verktygsraden i fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Knapp Namn Funktion
Bl Plate Setup Visalredigera platta: Oppnar Plate Editor
Plate Setup - (Plattinstallning) (Plattredigerare) dar du kan visa och
redigera brunnars innehall.
Ersatt plattfil: Valjer en plattfil som ska
ersatta plattlayouten.
Tilldmpa PrimePCR file: Valjer en korfil som
ska ersatta plattlayouten for en
PrimePCR ™ -kérning.
=3 Manage Well Oppnar fénstret Well Groups Manager
- Groups (Hantera (Brunnsgruppshanterare) dar du kan
brunnsgrupper) skapa, redigera och ta bort brunnsgrupper.
Well Group Valjer ett befintligt brunnsgruppsnamn i
All Wells > (Brunnsgrupp) listrutemenyn. Standardvalet ar All Wells
(Alla brunnar). Knappen visas endast nar
brunnsgrupper skapas.
Analysis Mode Analyserar data i laget Fluorophore
Fluorophore (Analyslage) (Fluorofor) eller Target (Mal).
Help (Hjalp) Oppnar en kopia av den har handboken i

Acrobat PDF-format.
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Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Menyraden Data Analysis (Dataanalys)

| Tabell 16 listas menyradsobjekten i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Tabell 16. Menyradsobjekt i fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Menyobjekt Kommando Funktion
File (Arkiv) Save (Spara) Sparar filen.
Save As (Spara som) Sparar filen med ett nytt namn.
Repeat Run (Upprepa korning) Extraherar protokollet och plattfilen fran
den aktuella kérningen for att kdra om den.
Close (Stang) Stanger fonstret Data Analysis
(Dataanalys).
View (Visa) Run Log (Kdrningslogg) Oppnar fonstret Run Log (Kérningslogg)

och visar den aktuella datafilens
korningslogg.

Quantification (Kvantifiering), Melt
Curve (Smaéltkurva), Gene
Expression (Genuttryck), End
Point (Andpunkt), Custom Data
View (Anpassad datavy), QC
(Kvalitetskontroll), Run
Information (Kérningsinformation)

Visar analyserade data pa valda flikar i
fonstret Data Analysis (Dataanalys). Minst
en flik maste valjas.
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Tabell 16. Menyradsobjekt i fonstret Data Analysis (Dataanalys), forts.

Menyobjekt Kommando Funktion

Settings Cq Determination Mode (- Valj Iaget Regression eller Single

(Installningar) bestamningslage) Threshold (Enkelt tréskelvarde) for att
bestamma hur Cy-vardena beréknas for
varje kurva.
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Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Tabell 16. Menyradsobjekt i fonstret Data Analysis (Dataanalys), forts.

Menyobjekt

Kommando

Baseline Setting
(Baslinjeinstalining)

Funktion

Valj metoden Baseline Subtraction
(Baslinjesubtraktion) for valda
brunnsgrupper.

Analysis Mode (Analyslage)

Valj och analysera data efter Fluorophore
(Fluorofor) eller efter Target (Mal).

Cycles to Analyze (Cykler att
analysera)

Valj cyklerna som ska analyseras.

Baseline Threshold
(Baslinjetroskel)

Oppnar fénstret Baseline Threshold
(Baslinjetroskel) dar du kan justera
baslinjen eller troskelvardet.

Trace Styles (Kurvutseenden)

Oppnar fonstret Trace Styles
(Kurvutseenden).

Plate Setup (Plattinstallning)

Oppnar Plate Editor (Plattredigerare) dar
du kan visa och redigera plattan samt
ersatta den aktuella plattan med en fran en
anvandardefinierad plattfil eller en
PrimePCR-korfil.

Include All Excluded Wells
(Inkludera alla exkluderade
brunnar)

Inkluderar alla exkluderade brunnar i
analysen.

Mouse Highlighting
(Musmarkering)

Aktiverar och avaktiverar simultan
markering av data med muspekaren.
Tips: Om Mouse Highlighting
(Musmarkering) ar avaktiverat kan du
tillfalligt aktivera markering genom att
trycka pa Ctrl-tangenten.

Restore Default Window Layout
(Aterstéll standardfénsterlayout)

Aterstaller ordningen av fénster till
standardinstallningen.
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Tabell 16. Menyradsobjekt i fonstret Data Analysis (Dataanalys), forts.

Menyobjekt Kommando
Export Export All Data Sheets to Excel
(Exportera) (Exportera alla datablad till Excel)

Funktion

Exporterar alla kalkylbladsvyer fran alla
flikar till en separat Excel-fil.

Custom Export (Anpassad export)

Oppnar fénstret Custom Export (Anpassad
export) dar du kan ange vilka falt som ska
exporteras och filformatet.

Export to LIMS Folder (Exportera
till LIMS-mapp)

Oppnar ett fonster dar du kan spara data i
ett forutbestamt format i LIMS-mappen.

Seegene Export (Seegene-

Oppnar ett fonster for definition av platsen

export) dar data ska sparas fran alla
kalkylbladsvyer till Excel-filer som ar
strukturerade sarskilt for anvandning av
Seegene, Inc.
Tools (Verktyg) Reports (Rapporter) Oppnar datafilens Report (Rapport).

Well Group Reports
(Brunnsgruppsrapporter)

Oppnar fénstret Well Group Report
(Brunnsgruppsrapport) for generering av
rapporter for angivna brunngrupper.

Import Fluorophore Calibration
(Importera fluoroforkalibrering)

Valj en kalibreringsfil som ska tillampas for
den aktuella datafilen.

gbase+

Startar gbase+ v2.5 direkt fran den aktuella
.pcrd-filen om det ar installerat.
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Flikinformation

Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

Varje flik i fonstret Data Analysis (Dataanalys) visar data i diagram och kalkylblad fér en specifik
analysmetod och har en brunnsvaljare for val av data som du vill visa. Nar den 6ppnas visar Data
Analysis (Dataanalys) fliken Quantification (Kvantifiering) som standard. Du kan anvanda data i
diagrammet Amplification (Amplifiering) pa fliken Quantification (Kvantifiering) fér att ange lampliga
analysinstallningar for kérningen.

P Data Analysis - Gene Expression Muttiplex - Time Course 1.perd
File View Settings Export JTools

Quantification Quantffication Data EE Gene Expression {g? Custom Data View ac % Run Information

& pate Setup -

- O X
Fluorophore ‘ T

)

Amplification

[

=

I

Standard Curve

Log Starting Quantity

0 10 n ] ® §’< m:
Cycles [SHEEEEE 0 RAN Ee 05 R2-0060 Siopee 35T Y S A
FAM [JHEX [JTexasRed []Cy5

Step Number:

1 2 3 4

5 &
L]
Unk2 || Unk3

B

T o mn|lm o o @ =

S E e el EET

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin

Std-1
Std-2
5td-3
Std-4
5td-5
Std-6
Std-7

di-1
di-2
di-3
di-4
dil-5
di-e
di-7

IER!

Completed

[ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obs! Programvaran lankar data i rutorna for varje Data Analysis-flik (Dataanalys). Om du till
exempel markerar en brunn genom att placera muspekaren éver den i brunnsvaljarvyn kommer
motsvarande data att markeras i alla andra rutor.
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Stegnummervaljare

Systemen CFX96 och CFX96 Deep Well kan hadmta fluorescensdata vid flera protokollsteg.
Programvaran behaller data som hamtats vid varje steg separat. Programvaran visar véljaren Step
Number (Stegnummer). Om ett protokoll innehaller minst ett datainsamlingssteg visar CFX Manager
Dx-programvara data fran det forsta insamlingssteget.

Om protokollet innehaller fler &n ett inhamtningssteg kan du valja ett annat steg i listrutan, till exempel:

Step Mumber: |3 R

Nar du valjer ett steg tillampar programvaran valet pa alla data som visas i fonstret Data Analysis
(Dataanalys).

Visa Well Groups (Brunnsgrupper) i Data Analysis (Dataanalys)

Brunnar i plattan kan grupperas i undergrupper for oberoende analys med anvandning av
brunnsgrupper. Nar du skapar brunnsgrupper visas deras gruppnamn i den nedrullningsbara listan
Well Groups (Brunnsgrupper) i verktygsraden i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Om du skapade brunnsgrupper visar programmet standardbrunnsgruppen All Wells (Alla brunnar) nar
du 6ppnar fonstret Data Analysis (Dataanalys), och visar data for alla brunnar med innehall i
diagrammen och kalkylbladen. Endast brunnarna som laddats med innehall visas i brunnsvaljaren,
och endast data for dessa brunnar ingar i dataanalysberakningarna.

Obs! Om du inte skapade brunnsgrupper visas inte den nedrullningsbara listan Well Groups
(Brunnsgrupper) i verktygsraden.

Andra brunnsinnehall efter en kérning

Under dataanalys, om du &ndrar sattet pa vilket data visas genom att andra innehalleti brunnarna i
Plate Editor (Plattredigerare), sa &ndras aldrig de fluorescensdata som samlats in fran respektive
brunn under kérningen. Efter det att modulen samlat in fluorescensdata, kan du inte radera dessa data
men du kan valja att ta bort data fran vy och analys.

For att dndra innehallet i brunnar efter en kdrning

» | fonstret Data Analysis (Dataanalys) klickar du pa Plate Setup (Plattinstallning) och valjer ett av
foljande alternativ:

B Edit/View Plate (Redigera/Visa platta) — 6ppnar Plate Editor (Plattredigerare) i vilken du kan
g6ra manuella férandringar av layouten.

B Replace Plate file (Ersatt plattfil) — Sppnar webblasaren Select Plate (Valj platta) i vilken du
kan ga till en tidigare sparad plattfil som du kan ersatta den aktuella plattlayouten med.
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Fonstret Data Analysis (Dataanalys)

B Apply PrimePCR file (Anvand PrimePCR-file) — 6ppnar dialogrutan Select PrimePCR file
(Valj PrimePCR-file) i vilken du kan ga till en PrimePCR™-kdrningsfil och anvanda den pa
plattlayouten.

Tips: Du kan lagga till eller redigera information om innehallet i brunnen fére en kdrning, under en
korning eller efter en slutférd PCR-kdrning. Du maste tilldela skanningslage och plattstorlek fore
kérningen. Dessa parametrar gar inte att andra efter kdrningen.
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Dataanalysinstallningar

Data i diagrammet Amplification (Amplifiering) pa fliken Quantification (Kvantifiering) visar den relativa
fluorescensen (RFU) for varje brunn vid varje cykel. Varje kurva i diagrammet representerar data fran
en enskild fluorofor i en brunn. Dessa data anvands for att bestdamma C-varden for varje brunn per
fluorofor-basis. Programmet anvander ett av tva lagen for att bestdamma Cq—vérden:

B Regression —anvander en multivariabel, icke-linjar regressionsmodell pa enskilda brunnskurvor
och anvander sedan denna modell for att berakna ett optimalt C-véarde.

®  Single Threshold (Enstaka tréskel) — anvander vardet for en enstaka troskel for att berakna Cq-
vardet baserat pa tréskelskarningspunkten for enskilda fluorescenskurvor.

Vélj Settings > C, Determination Mode (Instaliningar > Cg-bestamningslage) for att vélja Cq-
bestdmningslaget.

Justera troskeln

| laget Single Threshold (Enkelt troskelvarde) kan du justera troskelvardet for en fluorofor genom att
klicka pa tréskelvardeslinjen i diagrammet Amplification (Amplifiering) och flytta muspekaren vertikalt.
Alternativt kan du specificera en exakt korsande troskel for den valda fluoroforen.

Baslinjeinstallningar

Den har programvaran faststaller automatiskt baslinjen separat for varje brunn. Baslinjeinstaliningen
faststéller metoden for baslinjesubtraktion for alla fluorescenskurvor. Programvaran ger tre alternativ
for baslinjesubtraktion:

B No Baseline Subtraction (Ingen baslinjesubtraktion) — visar data som relativa
fluorescenskurvor. Vissa analyser ar inte méjliga i det har analyslaget, och darfér visar inte
programvaran flikarna Gene Expression (Genuttryck), End Point (Slutpunkt) och Allelic
Discrimination (Allelisk diskriminering).

B Baseline Subtracted (Baslinje subtraherad) — visar data som baslinjesubtraherade kurvor for
varje fluorofor i en brunn. Programvaran maste baslinjesubtrahera uppgifterna for att faststalla
kvantifieringscykler, generera standardkurvor och faststélla koncentrationen av okanda prover.
For generering av en baslinjesubtraherad kurva passar mjukvaran under baslinjecyklerna den
basta raka linjen genom den registrerade fluorescensen for varje brunn och subtraherar sedan de
data som passar bast fran bakgrundssubtraherade data vid varje cykel.

B Baseline Subtracted Curve Fit (Baslinjesubtraherad anpassning av kurva) — visar data som
baslinjesubtraherade kurvor och programvaran slatar ut den baslinjesubtraherade kurvan med
hjalp av ett centrerat medelvardesfilter. Den har processen utfors sa att varje Cq lamnas invariant.
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Dataanalysinstallningar

Utover dessa alternativ kan du ocksa valja Apple Fluorescent Drift Correction (Anvand korrigering av
fluorescensforflyttning). For brunnar som har onormalt avvikande RFU-varden under de forsta fa cyklerna
av en korning harleder programvaran en berdknad baslinje fran intilliggande brunnar for vilka en
horisontell baslinje har genererats.

Sa har andrar du instéllningen av baslinjesubtraktion

» Valj Settings (Installningar) > Baseline Setting (Baslinjeinstéllning).

Analyslage

Data kan grupperas och analyseras antingen enligt fluorofor eller malnamn. Nar de grupperas enligt
fluorofor, visas datakurvor enligt fluorofor sa som indikeras i plattinstallningen for den kérningen.
Enskilda fluorofordata visas i diagrammet for amplifiering och standardkurva (om det ar tillgangligt) nar
de lampliga kryssrutorna for fluoroforvaljare, placerade under amplifieringsdiagrammet, ar markerade.

Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

Eile View Settings Export Tools € plate setup - | (G | Fuorophore ?
IE Quartification Quantification Data EE Gene Expression Q_!} Custom Data View ac % Run Information
Amplification EI Standard Curve EI

Log Starting Quantity

O Standars
X Unknown

FAM 0).992 Slope=-3 573 y-int=35 408
E Slope=-3.438 y-int=26.863
358 Siope=2.33% y-im=35.481
*2=1.000 Slope=-3 423 y-int=35.216

ATV ; i
0 10 20 30 40 20
Cycles Log Scale

| FAM HEX Texas Red Cy5 Step Mumber: |3 v

Nar de grupperas enligt mal visas datakurvor enligt malnamn sa som det angivits i plattinstallningen
for den kdrningen.
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W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

-
File View Seffings Export Tools By pite setup - ?
@ Quantification @ Quantification Data EE Gene Expression ':_‘!? Custom Data View ac a Run Information
Amplification IE' Standard Curve IE'
T T T T T T T T T T T
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Log Starting Quantity
O Standad
£ 3, Unknown
1 Tubuiin E= 352 Slope=3.573 y-nt=35.408
_ —— Actin E= 558 Slope=1.465 y-int=36.863
o 20 30 40 50 — b E= Slope=1.259 y-int=15.481
Cycles Log Scale —— GAPDH  E= 9 =1.000 Slope=-3.423 y-int=35216

| Tubuin [ Adin 4] ILTb ] GAPDH Step Number: |3 v

For att vilja ett dataanalyslage
» Gornagot av féljande:
B Valj Settings > Analysis Mode (Installningar > Analyslage).

B Valj ett Iage fran den nedrullningsbara menyn Analysis Mode (Analyslage) i verktygsraden.

Cykler att analysera

Du kan begransa antalet cykler att analysera. Du kan ocksa analysera data fran en specifik
uppsattning cykler. Du kan hégst analysera 50 cykler.

Obs! Borttagning av cykler fran borjan av en korning kan ha en betydande inverkan pa baslinjen.
Sa har begransar du dataanalysen till ett specifikt intervall av cykler
1. Valj Settings > Cycles to Analyze (Instéllningar > Cykler att analysera).
Dialogrutan Cycles to Analyze (Cykler att analysera) visas.
2. Ange varden for start- och slutcykel och klicka pa OK.

Klicka pa Restore Defaults (Aterstall standardvérden) i dialogrutan Cycles to Analyze (Cykler att
analysera) for att aterga till cykler som ursprungligen anvandes for analysen.
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Brunnsvaljare

Brunnsvaljare

Anvand Well Selector (Brunnsvaljaren) for att visa eller ddlja brunnsdata i diagrammen eller
kalkylbladen i fonstret Data Analysis (Dataanalys). Endast brunnar som har Iasts in med provet kan
valjas i brunnsvéljaren. Programvaran fargar brunnarna i Well Selector (Brunnsvaljare):

B Bla-anger valda brunnar. Data fran brunnar som har valts visas i fonstret Data Analysis
(Dataanalys).

B Ljusgra—anger icke-valda brunnar. Data fran brunnar som inte har valts visas inte i fénstret Data
Analysis (Dataanalys).

B Morkgra —anger tomma brunnar.

Sa har visar eller déljer du brunnsdata
» Gornagot av foljande i brunnsvaljaren:
m  Klicka pa en brunn om du vill délja den. Klicka pa brunnen igen for att visa den.

B For att dolja flera brunnar drar du 6ver brunnarna som du vill markera. For att visa dessa
brunnar, dra éver dem igen.

m  Klicka i det 6vre vanstra hornet av plattan for att dolja alla brunnar. Klicka i det évre vanstra
hérnet igen for att visa alla brunnar.

m  Klickaibdrjan av en kolumn eller rad for att dolja brunnarna. Klicka pa kolumnen eller raden
igen for att visa brunnarna.
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Hogerklickbara menyobjekt i brunnsvaljare

| Tabell 17 visas hégerklickalternativ som ar tillgangliga i brunnsvaljarvyn.

Tabell 17. Hogerklickbara menyobjekt i brunnsviljare

Objekt

Well XX (Brunn XX)

Funktion

Visar endast denna brunn, tar bort denna brunn fran vyn, staller in
farg for brunnen eller utesluter brunnen fran analys.

Valda brunnar (hégerklicka och

Visar endast dessa brunnar, tar bort dessa brunnar fran vyn, staller

dra) in farg pa dessa brunnar eller utesluter dessa brunnar fran
analysen.
Copy (Kopiera) Kopierar innehallet i en brunn till urklipp, inklusive Sample Type

(Provtyp) och Replicate # (Replikatnummer) som tillval.

Copy as Image (Kopiera som
bild)

Kopierar vyn fér brunnsvaljare som en bild.

Print (Skriv ut) Skriver ut vyn fér brunnsvaljare.
Print Selection (Skriv ut Skriver ut aktuell markering.
markering)

Export to Excel (Exportera till
Excel)

Exporterar data till ett Excel-kalkylblad.

Export to Csv (Exportera till
Csv)

Exporterar data som textdokument.

Export to Xml (Exportera till
Xml)

Exporterar data som ett .xml-dokument.

Well Labels (Brunnsetiketter)

Andrar brunnsetiketterna till Sample Type (Provtyp), Target Name
(Malnamn) eller Sample Name (Provnamn).
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Tillfélligt utesluta brunnar fran analys

For att tillfalligt utesluta brunnar fran dataanalys

Brunnsvaljare

1. Hogerklicka pa brunnen i brunnsvaljaren. Uteslut flera brunnar genom att hdgerklicka och for att
markera flera brunnar, kurvor eller punkter.

2. Valjlampligt alternativ i h6gerklickmenyn:

®  Well > Exclude Well (Brunn > Uteslut brunn)

B Selected Wells > Exclude from Analysis (Valda brunnar > Uteslut fran analys)

B Selected Traces > Exclude these wells from Analysis (Valda kurvor > Uteslut dessa brunnar

fran analys)

Amplification

]

Standard Curve

Well F3, Tubulin

Cycles

| Tubulin Actin IL1b GAPDH

Copy

Save Image As...
Page Setup...
Print...

Show Point Values
Set Scale to Default
Chart Settings...

View Only Well F9
Remove Well F9 From View

Set Color...

Exclude Well F3 From Analysis 1, |
e R
— ACEn  E=942% R*2-0.955 Siope=-3.455 y-Int=35.553
_— Lib E=25 R*2+0.999 Siopa=-3.399 y-ini=35.551
 GAFDH = 565 %2 00 Sopeend 420 e 26

Step Number: |3 v

Alternativt kan du ta bort dessa brunnar permanent fran analys genom att rensa innehallet i
brunnar i Plate Editor (Plattredigerare) genom att klicka pa knappen Clear Wells (Rensa brunnar).

Viktigt! Du maste ange eventuellt rensat brunnsinnehall igen.

For att inkludera en utesluten brunn

» Hogerklicka pa lamplig brunn i brunnsvaljaren och valj Well > Include Well in Analysis (Brunn >

Inkludera brunn i analys).
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Diagram

Varje diagram i fonstret Data Analysis (Dataanalys) visar uppgifterna i en separat graf och har
alternativ med vilka du kan justera och exportera data eller diagramgrafik.

Gemensamma hogerklickbara menyobjekt for diagram

| Tabell 18 visas menyobjekt som du kan hégerklicka pa och som ar tillgangliga i tabeller. Nagra av de
tillgangliga objekten ar narvarande for alla diagram, och dessa objekt kan anvandas for att andra hur
data visas eller for enkel export av data fran ett diagram.

Tabell 18. Hogerklickbara menyobjekt for diagram

Objekt Funktion

Copy (Kopiera) Kopierar diagrammet till urklipp.

Save Image As (Spara bild Sparar bilden med en specificerad storlek, uppldsning och filtyp.
som) Tillgangliga bildformat &r PNG (standard), JPG, och BMP.

Page Setup Forhandsgranska och valj utskriftsformat for utskrift.
(Utskriftsformat)

Print (Skriv ut) Skriver ut tabellen.

Set Scale to Default (Ange Aterstaller diagrammets standardvy efter férstoring av diagrammet.

skala som standard)

Chart Options Oppnar fénstret Chart Options (Diagramalternativ) fér att &ndra
(Diagramalternativ) tabellen, inklusive andring av namnet, val av granser for x- och y-axeln,
visning av rutnatslinjer samt mindre hjalpstreck pa axlarna.

Obs! Menyobjekt som galler for specifika diagram beskrivs i Kapitel 10, Dataanalysinformation.

Kopiera diagramdata till urklipp

Du kan kopiera innehallet i diagramvyn och klistra in det i ett program som accepterar bitmappbildfiler.
Sa har kopierar du diagramdata till urklipp

1. Valj Copy (Kopiera) diagrammets hogerklickmeny.

2. Oppna ett program som accepterar bitmappbilder, till exempel Microsoft Word.

3. Hogerklicka och valj Paste (Klistra in) for att klistra in bitmappbilden fran urklipp i programmet.
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Andra instillningarna for Baseline Threshold (Baslinjetroskel)

| laget Single Threshold (Enkelt tréskelvarde) kan du justera tréskelvardet for en fluorofor genom att
klicka pa troskelvardeslinjen i diagrammet Amplification (Amplifiering) och flytta muspekaren vertikalt.
Alternativt kan du specificera en exakt korsande troskel for den valda fluoroforen.

Tips: Du kan specificera ett cykelintervall for att bestdmma baslinjen for alla datafiler pa fliken
Data Analysis (Dataanalys) i User > User Preferences (Anvandare > Anvandarinstallningar).

For att justera baslinjecykelns borjan och slut for varje brunn

1. Pafliken Quantification (Kvantifiering), valj en enstaka fluorofor under amplifieringsdiagrammet.
2. Frandiagrammets hégerklickmeny, valj Baseline Threshold (Baslinjetroskel).

Dialogrutan Baseline Threshold (Baslinjetroskel) visas.

Baseline Threshold

Baseline Cycles
(@ Auto Calculated
() User Defined Bold indicates a changed value.
Wel A Fuwr O EE'BZZ‘::E o Baselne =
1 s Jsver 2 17 E
2 |A02 SYER 2 17
3 A3 SYER 2 17
4 |AM SYER 2 11
5 |ADS SYER 2 11
6 |ADG SYER 2 12
7 |A07 SYER 2 ]
2 |ADB SYER 2 10
3 A9 SYER 2 12
10 |A10 SYBR 0 0 [+
40 5 1 5
| Reset All User Defined Valuss
Single Threshold
(O Auto Caloulated:  1424.30
(@ User Defined:  [1700.00 B
QK Cancel
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3. Gornagot av foljande i sektionen Baseline Cycles (Baslinjecykler):
B For att valja en brunn, klicka pa dess radnummer.

B For att valja flera angransande brunnar, klicka pa radnumret for den férsta brunnen och dra
nedat langs kolumnen till den avslutande brunnen.

B For att valja flera ej angréansande brunnar, hall tangenten Control nedtryckt och klicka pa
radnumret for respektive malbrunn.

B For att valja alla brunnar, klicka i tabellens 6vre vanstra horn.

4. Justera cykeln fér Baseline Begin (Baslinje borjar) och Baseline End (Baslinje slutar) for alla valda
brunnar, eller &ndra cykelnumret for Begin (Bdrja) och End (Sluta) langst ned i kalkylbladet.

Tips: For att aterstélla installningarna till de senast sparade vardena, klicka pa Reset All
User Defined Values (Aterstéll alla anvandardefinierade vérden).

5. Klicka pa OK for att spara &ndringarna och aterga till diagrammet.

For att specificera ett cykelintervall for alla datafiler

» | hemfonstret eller fonstret Plate Editor (Plattredigerare), valj User > User Preferences
(Anvandare > Anvandarinstalliningar) och sedan fliken Data Analysis (Dataanalys).

Sortera mal- och provdata

Obs! Det har alternativet &r endast tillgangligt fér genuttrycksdiagram.

Som standard visas listorna Targets (Mal) och Samples (Prover) i alfabetisk ordning. | dialogrutan Sort
(Sortera) kan du sortera visningen i omvand alfabetisk ordning eller manuellt flytta ett villkor till en
annan plats i listan.

Sa har sorterar du data for mal och prover
1. Klicka pa Sort (Sortera) pa diagrammets hégerklicksmeny.

Dialogrutan Gene Expression Chart Sorting (Sortering i genuttrycksdiagram) 6ppnas.
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Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ || ZA
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
A i
dil-2
dil-3
v i
dil5
5 dil-5

QK Cancel

2. | dialogrutan klickar du pa Z-A for att sortera listan i omvand alfabetisk ordning.
3. Du flyttar ett villkor manuellt genom att valja det och klicka pa Iamplig knapp mellan diagrammen:
m  Klicka pa uppat- eller nedatpilen for att flytta det valda villkoret en position.

m  Klicka pa uppat- eller nedatpilen for att flytta det valda villkoret till toppen eller botten av
listan.

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och aterga till fliken Gene Expression (Genuttryck).

Forstora ett omrade i diagrammet

Sa hér forstorar du ett omrade i diagrammet

» Klicka pa och dra éver diagrammet och klicka sedan pa Zoom (Zooma in)*. Programvaran andrar
storleken pa diagrammet och centrerar det pa det valda omradet.

Obs! *| Bar Chart (Stapeldiagram) behdver du inte klicka pa popup-kommandot Zoom
(Zoomaiin).

Sa har aterstaller du diagrammet till fullstindig vy

» Hogerklicka i diagrammet och valj Set Scale to Default (Stall in standardskala).
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Kopiera diagram till en Microsoft-fil

Du kan kopiera datadiagram till Microsoft Word-, Excel- eller PowerPoint-dokument. Bildupplésningen
ar densamma som pa skarmen som bilden hamtades fran

For att kopiera diagram till en Microsoft-fil
1. | fonstret Data Analysis (Dataanalys), valj Copy (Kopiera) fran diagrammets hégerklickmeny.

2. Oppna en tom Microsoft-fil och klistra in innehallet fran urklipp.

Alternativ: Klicka pa ikonen for klicka-och-dra och dra och slapp diagrammet till en Microsoft-fil.
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Kalkylblad

Kalkylbladen som visas i Data Analysis (Dataanalys) har alternativ for sortering och 6verféring av
data. Sorterar kolumnerna genom en av féljande metoder:

m  Klicka och dra en kolumn till en ny plats i den valda tabellen.

m  Klicka pa kolumnrubriken for att sortera data i stigande eller fallande ordning.
Sa har sorterar du upp till tre datakolumner i fonstret Sort (Sortera)

1. Hdogerklicka i kalkylbladet och valj Sort (Sortera).

2. Valj det férsta kolumnnamnet for att sortera i dialogrutan Sort (Sortera). Sorterar data i stigande
eller fallande ordning.

3. Valjen andra och tredje kolumn for att sortera och valj Ascending (Stigande) eller Descending
(Fallande).

4. Kilicka pa OK for att sortera uppgifterna eller klicka pa Cancel (Avbryt) for att stoppa sorteringen.

Markera data pa associerade diagram och brunnsvaljaren genom att placera muspekaren éver en
cell. Klicka i en cell for att kopiera och klistra in dess innehall till ett annat program.

Gemensamma hogerklickbara menyobjekt for kalkylblad

| Tabell 19 visas menyobjekt som du kan hégerklicka pa och som ar tillgéngliga i alla kalkylbladsvyer.

Tabell 19. Hogerklickbara menyobjekt for kalkylblad

Objekt Funktion

Copy (Kopiera) Kopierar innehallet for de valda brunnarna till urklipp klistrar du in
innehallet i ett kalkylblad som Excel.

Copy as Image (Kopiera som Kopierar kalkylbladsvyn som en bildfil och klistrar in den i en fil som
bild) accepterar bildfiler, till exempel text-, bild- eller kalkylbladsfiler.
Print (Skriv ut) Skriver ut aktuell vy.

Print Selection (Skriv ut Skriver ut aktuell markering.

markering)

Export to Excel (Exportera till Exporterar data till ett Excel-kalkylblad.

Excel)
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Tabell 19. Hogerklickbara menyobjekt fér kalkylblad, forts.

Objekt Funktion
Export to CSV (Exportera till Exporterar uppgifterna till en kommaseparerad fil (.csv).
CSsvV)

Export to Xml (Exportera till Xml) Exporterar data till en Xml-fil.

Export to Html (Exportera till Exporterar data till en Html-fil.
Html)

Find (Sok) Soker efter text.

Sort (Sortera) Sorterar data i upp till tre kolumner.

Select Columns (Valj kolumner) Valj kolumner som ska visas pa kalkylbladet.
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Export (Exportera)

| CFX Manager Dx-programvara ar fyra exportalternativ tillgangliga pa listrutemenyn Export:
B Export All Data Sheets

B Custom Export (Anpassad export)

B Export to LIMS (Exportera till LIMS)

B Seegene Export (Seegene-export)

Exportera alla datablad

Du kan exportera alla kalkylbladsvyerna fran alla flikar i CFX Manager Dx-programvara till enskilda
filer.

For att exportera alla datablad
» Valj Export > Export All Data Sheets (Exportera > Exportera alla datablad) och valj 6nskad filtyp:
B CSV (*.csv)
B Text (*.txt)
B Excel 2007 (*.xIsx)
m  Excel 2003 (*.xlIs)

m XML (*.xml)
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Skapa en anpassad exportfil
Sa har skapar du en anpassad exportfil

1. Valj Export > Custom Export (Exportera > Anpassad export). Dialogrutan Custom Export
(Anpassad export) Oppnas.

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

elt 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. Valj exportformat i listrutan som visas.
3. Markera kryssrutorna for objekten som ska exporteras.

4. (Valfritt:) Klicka pa Customize Column Names (Anpassa kolumnnamn) for att andra
kolumnnamnen.

5. Klicka pa Export (Exportera). Dialogrutan Save As (Spara som) visas.

6. |dialogrutan Save As (Spara som) anger du ett filnamn och en plats dar den exporterade filen ska
sparas.

7. Klicka pa OK for att spara exportfilen.
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Exportera till en LIMS-mapp

Du kan exportera data till ett LIMS-kompatibelt filformat.

Sa har exporterar du data i LIMS-format

1. Valj Export > Export to LIMS Folder (Exportera > Exportera till LIMS-mapp).
Dialogrutan Save As (Spara som) visas.

2. ldialogrutan Save As (Spara som) anger du ett filnamn och en plats dar den exporterade filen ska
sparas.

3. Klicka pa OK for att spara exportfilen.

Exportera Seegene-formaterade data

Du kan exportera data fran alla kalkylbladsvyer till Excel-filer som ar strukturerade sarskilt for
anvandning av Seegene, Inc.

Sa har exporterar du data i ett Seegene-specifikt format
1. Valj Export > Seegene Export (Exportera > Seegene-export).
Dialogrutan Save As (Spara som) visas.

2. ldialogrutan Save As (Spara som) anger du en plats dar de exporterade Seegene-formaterade
Excel-filerna ska sparas (.xlsx).

3. Klicka pa OK for att spara exportfilerna.
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| CFX Manager™ Dx-programvarans fonster Data Analysis (Dataanalys) finns flera flikar pa vilka du
kan se data. | det har kapitlet ges en detaljerad beskrivning av de flikarna.

Tips: Du kan valja vilka flikar som ska visas i fénstret Data Analysis (Dataanalys) pa menyn View
(Visa). Den anpassade layouten sparas med datafilen.
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Fliken Quantification (Kvantifiering)

Anvand data pa fliken Quantification (Kvantifiering) for att ange dataanalysvillkor, inklusive
baslinjeinstallningar for individuella brunnar och tréskelinstallningar. Fliken Quantification

(Kvantifiering) visar data i dessa fyra vyer:

B Amplification chart (Amplifieringsdiagram) — visar de relativa fluorescenserna (RFU) for varje
brunn vid varje cykel. Varje kurva i diagrammet representerar data fran en enskild fluorofor i en

brunn.

B Standard Cure (Standardkurva) — visas endast om kdrningen inkluderar brunnar som har utsett till
provtypsstandard (Std). Standardkurvan visar troskelcykeln plottad mot loggen fér den inledande
mangden. Forklaringen visar Reaction Efficiency (E) (Reaktionseffektivitet (E)) for varje fluorofor i

brunnarna med ett prov av typen Standard.

B Brunnsvaljare — valjer brunnarna med fluorescensdata som du vill visa.

B Kalkylblad — visar ett kalkylblad fér data som har samlats in fér valda brunnar.

P& Data Analysis e n Multiplex - Time Course 1.p
File View Settings Export Tools E\ate Setup .|S Fluorophore | ?
m Quantification Quantification Data EE Gene Expression {‘Q} Custom Data View ac @ Run Information

Amplification El ‘Standard Curve @

Log Starting Quantity

e
o 10 -] £ ) 0
Cycles Lo Seale

0 sema

X Unkrour

"
T EAM Ee S5 RAD0SESIpR=-I ST e 105

FAM [JHEX []TexasRed [JGy5

Step Number: 3

FO3 FAM Tubulin Std-1
FO4 FAM Tubulin Std-2
FO5 FAM Tubulin Std-3
FO6 FAM Tubulin Std-4
FO7 FAM Tubulin 5td-5
FO8 FAM Tubulin Std-6
FOS FAM Tubulin Std-7

| [ ]m]
0 xR

Wel O] Fuor & Taget & Corient & Sample O

dil-1
dil-2.
di-3
dil-4.
dil-5
dil-6.
dil-7

I
-l st “ Std2 " Std3 " Std4. " stds “ stdg " std7 |--- I[4] il

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
.
Fluoroforalternativ

For att visa fluorofordata pa diagram och kalkylblad for fliken Quantification (Kvantifiering) valjer du
malfluoroforer under diagrammet Amplification (Amplifiering). For att dolja fluoroforinformation i

fonstret dataanalys avmarkerar du motsvarande kryssryta.
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Dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden)

| dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden) kan du justera utseendet pa kurvorna i diagrammen
Amplification (Amplifiering) och Melt Curve (Smaltkurva) pa flikarna Quantification (Kvantifiering) och
Melt Curve (Smaltkurva). Sedan kan du férhandsgranska andringarna i brunnvaljaren som visas i
dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden).

Sa har justerar du kurvstilar
1. Valj bara en fluorofor under diagrammet Amplification (Amplifiering).
2. Gor nagot av foljande for att ppna dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden):
B Klicka pa Trace Styles (Kurvutseenden) i diagrammet Amplification (Amplifiering).

B Valj Settings > Trace Styles (Installningar > Kurvutseenden) pa menyraden Data Analysis
(Dataanalys).

B Hogerklicka pa en kurva och valj Trace Styles (Kurvutseenden).

Dialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden) 6ppnas.

Trace Styles

Fluorophore: Wells Calor Symbal

] o v -

Selected Wells: ~

Color Quick Set

‘ Random by Well | | Random by Replicate ‘ | Use Auor Colors ‘ | Use Target Colors | | Use Sample Colors |

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

=]

0K Cancel

3. ldialogrutan Trace Styles (Kurvutseenden) valjer du en specifik uppsattning brunnar i
brunnvéljaren i nedre delen av fonstret. Eller valj brunnar som innehaller en provtyp i
listrutemenyn i kolumnen Wells (Brunnar).
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4. Gornagot av foljande:
B Valj en faérg pa de valda brunnarna genom att klicka i rutan i kolumnen Color (Farg).
®  Tilldela en symbol till de valda brunnarna genom att vélja en symbol i listrutan Symbol.

B Valj snabbt en farg pa brunnarna efter knappetikett genom att klicka pa lamplig
snabbinstallning:

Random by Well (Slumpmassig efter brunn)
Random by Replicate (Slumpmassig efter replikat)
Use Fluor Colors (Anvand fluorfarger)

Use Target Colors (Anvand malfarger)

O o o o o

Use Sample Colors (Anvand provfarger)
®  Tilldela brunnsetiketter genom att valja Sample Type (Provtyp), Target Name (Malnamn),
Sample Name (Provnamn) eller Symbol.
Alternativet Log Scale (Logaritmisk skala)

Valj Log Scale (Logaritmisk skala) under diagrammet Amplification (Amplifiering) for att visa
fluorescenskurvorna i en semilogaritmisk skala:

Amplification @

12 ——————————— ———— ——————— ;

Cycles Log Scale

Tips: For att forstora en del av diagrammet drar du 6ver malomradet. For att aterga till fullstandig
vy hogerklickar du i diagrammet och véljer Set Scale to Default (Ange skala som standard).
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Standardkurvdiagram

Programmet skapar ett diagram for Standard Curve (Standardkurva) pa fliken Quantification
(Kvantifiering) om data inkluderar provtyper som definieras som Std (Standard) fér minst en fluorofor i
korningen.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sundad
x Linknoan

—  FAM = 020 RA2=0.205 Slope=-3 55 y-In=35.508

——  HEM  E=042% FAZ=0.00E Zlope=-3.468 y-Int=26.253

| diagrammet Standard Curve (Standardkurva) visas foljande information:

Namn pa varje kurva (fluoroforen eller malet).
Farg pa varje fluorofor eller mal.

Reaktionseffektivitet (E). Anvand denna statistik for att optimera en multiplexreaktion och for att
utjamna data for en standardkurva.

Obs! Reaktionseffektiviteten beskriver hur stor del av ditt mal som produceras vid varje cykel
i protokollet. En effektivitet pa 100 % indikerar att du férdubblar ditt mal vid varje cykel.

Bestamningskoefficient, R? (skrivs som RA2). Anvand denna statistik for att bestamma hur korrekt
linjen beskriver data (hur god passformen ar).

Lutning

y-skarning
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Menyalternativ i Amplification Chart (Amplifieringsdiagram)

Férutom de gemensamma alternativen i hégerklickmeny fér diagram (se Gemensamma hogerklickbara
menyobjekt for diagram pa sidan 180), listas i Tabell 20 menyalternativen som endast ar tillgangliga i
diagrammet Amplification (Amplifiering).

Obs! Standard Curve Chart (Standardkurvdiagram) tillhandahaller endast de gemensamma
hégerklickbara alternativen i menyn.

Tabell 20. Hoger- och vansterklickbara menyobjekt i amplifieringsdiagrammet

Menyalternativ Funktion

Show Threshold Values (Visa Visar troskelvardet for varje amplifieringskurva i diagrammet.
troskelvarden)

Trace Styles (Kurvutseenden) Oppnar fénstret Trace Styles (Kurvutseenden) fér att &ndra
kurvutseenden som visas pa flikarna Quantification (Kvantifiering)
och Melt Curve (Smaltkurva).

Baseline Thresholds Oppnar fénstret Baseline Thresholds (Baslinjetrosklar) for att

(Baslinjetrosklar) andra baslinjen eller trosklar for respektive fluorofor (andringar
visas i diagrammet Amplification (Amplifiering) pa fliken
Quantification (Kvantifiering)).

Kalkylbladet pa fliken Quantification (Kvantifiering)

| Tabell 21 definieras data som visas i kalkylbladet pa fliken Quantification (Kvantifiering).

Tabell 21. Innehall i kalkylbladet pa fliken Quantification (Kvantifiering)

Information Beskrivning

Well (brunn) Brunnsposition i plattan

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detekterad

Target (Mal) Malnamn som laddats i brunnarna i Plate Editor (Plattredigerare)

Content (Innehall) En kombination av Sample Type (Provtyp) (obligatoriskt) och
Replicate # (Replikatnummer) (valfritt) som laddas i Plate Editor
(Plattredigerare)

Sample (Prov) Provnamn som laddats i brunnarna i Plate Editor (Plattredigerare)

Cq Kvantifieringscykel for varje kurva
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Andra mal-, innehall- eller provdata

Du kan andra data i kolumnerna Target (Mal), Content (Innehall) och Sample (Prov) genom att
redigera plattfilen med hjalp av Plate Editor (Plattredigeraren) aven efter att du har avslutat
experimentet.

Sa har dndrar du data i kolumnerna Content (Innehall), Target (Mal) och Sample (Prov)

» Kilicka pa Plate Setup (Plattinstéllning) och valj sedan View/Edit Plate (Visa/redigera platta) for att
6ppna Plate Editor (Plattredigerare).
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Fliken Quantification Data (Kvantifieringsdata)

Fliken Quantification Data (Kvantifieringsdata) visar kvantifieringsdata som har samlats in i varje
brunn. CFX Manager Dx-programvara visar data i fyra olika kalkylbladsvyer:

B Results (Resultat) — visar ett kalkylblad med uppgifterna. Det har ar standardvyn.
B Standard Curve Results (Standardkurvresultat) — visar ett kalkylblad for standardkurvan.
B Plate (Platta) — visar data i varje i brunn som plattkarta.

B RFU - visar RFU-mangder i varje brunn fér varje cykel.

Valj enskilda kalkylblad fran listrutan som visas under fliken Quantification Data (Kvantifieringsdata).

Kalkylbladet Results (Resultat)

Kalkylbladet Results (Resultat) visar data fér varje brunn i plattan.

File  View Settings Export Tools E\atesatup'

.i Fluorophore  ~ ?

-
7] Quantification Quantfication Data E!H Gene Expression E:_::Lz Custom Data View ac % Run Information

Results ~ | Step Number: 3
Wel ¢ Fuor & Taget O Cortent ¢ Sample O  Ca O CaMean ¢ CqSd.Dev § 5‘3“‘"(95%'3"“7 o L"gusa‘;’;;;‘g o]
oys GAPDH Unkn-1 Hr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5281
BOS o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.07 17.09 0024 1993605 5300
B0B ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.08 17.08 0.035 1980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.13 17.13 0.003 1917E-05 5283
cos o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.12 17.09 0024 1937E+05 5287
cos ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.12 17.08 0.035 1930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.14 17.13 0.003 1.908E+05 5.281
D05 o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.08 17.09 0024 1.988E+05 5298

Obs! Alla berakningar av Std. Dev (Standardavvikelse) tillampas pa replikatgrupper som har
tilldelas i brunnarna i fénstret Plate Editor (Plattredigerare). Berakningarna ger C-medelvardet
for varje brunn i replikatgruppen.

| Tabell 22 definieras data som visas i kalkylbladet Results (Resultat).

Tabell 22. Innehall i kalkylbladet Results (Resultat)

Information Beskrivning
Well (Brunn) Brunnsposition i plattan
Fluor Fluorofor detekterad
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Fliken Quantification Data (Kvantifieringsdata)

Tabell 22. Innehall i kalkylbladet Results (Resultat), forts.

Information

Target (Mal)

Beskrivning

Namn pa amplifieringsmal (gen)

Content (Innehall)

Provtyp och replikathnummer

Sample (Prov)

Provbeskrivning

Biological Set Name (Namn pa
biologisk uppsattning)

Namn pa biologisk uppsattning

Cq

Kvantifieringscykel

Cq Mean (C4-medelvarde)

Medelvarde for replikatgruppens kvantifieringscykel

Cq Std. Dev (Ca-
standardavvikelse)

Standardavvikelse for replikatgruppens kvantifieringscykel

Starting Quantity (SQ)
(Startkvantitet)

Uppskattning av malets startkvantitet

Log Starting Quantity (Logg for
startkvantitet)

Logg for startkvantitet

SQ Mean (Medelvarde for
startkvantitet)

Medelvarde for startkvantitet

SQ Std. Dev (Cg-
standardavvikelse for
startkvantitet)

Standardavvikelse for startkvantiteten for flera replikat
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Kalkylblad for Standard Curve Results (Standardkurvresultat)

| kalkylbladet Standard Curve Results (Standardkurvresultat) visas den berdknade standardkurvans
parametrar.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export  Tools Elate Setup - ._% | Flucrophore  ~ | ?
Quantification Quartfication Data !!H Gene Expression 5::? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3

Fluor 4| Efficiency % Slope & Yntercept R"2 & =

95.93 3423 36216 1.000 B

FAM 9157 -3.531 35.593 0.955

HEX 5424 -3.468 36.863 0.958

Texas Red 96.86 -3.393 35.481 0.9%3

I+
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

| Tabell 23 definieras data som visas i kalkylbladet Standard Curve Results (Standardkurvresultat).

Tabell 23. Innehall i kalkylbladet Standard Curve Results (Standardkurvresuitat)

Information Beskrivning

Fluor (or Target) (Fluor eller Fluorofor (eller Mal) detekterat
Mmal)

Efficiency (Effektivitet) % Reaktionseffektivitet

Slope (Lutning) Standardkurvans lutning

Y-intercept (Y-skarningspunkt) Punkt dar kurvan skar y-axeln

RA2 Bestamningskoefficient
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Kalkylbladet Plate (Platta)

| kalkylbladet Plate (Platta) visas en plattkarta dver data for en fluorofor i taget.

m Data Analy Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup ~ | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification Quartification Data !HH Gene Expression l'-ieg Custom Data View ac E Run Information
Plate ~ | Step Number: 3
Qutput: Content Sample Cg Starting Quartity
1 2 3 4 5 & 7
Content
Sampl
A ample
Cq
copy number
Cantent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample 6Hr FHr 8Hr
Cq 2736 21 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 |4.78e+04
Cortent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
c Sample BHr THr 8Hr
Cq 30.38 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 |4 27e+04
[i4 4 b »| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [[4] il
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

For att visa data for en specifik fluorofor

» Kilicka pa dess flik langst ned i kalkylbladet.

Kalkylbladet RFU

| kalkylbladet RFU visas avlasningarna av de relativa fluorescensenheterna (RFU) for varje brunn som
erhallits under varje cykel i kdrningen. Brunnsnumret visas hdgst upp i varje kolumn och cykelnumret
visas till vanster om varje rad.

m Data Anal Gene bx i Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools E\ate Setup ~ \i‘ Fluorophore

Quantfication Quantffication Data !HH Gene Expression {u:? Custom Data View ac Run Information

RFU ~ | Step Number: 3
Cycle B4 B5 B6 c4 c5

456 116 150 548 74
2 299 5001 565 00416 0989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 562 DN8 137
5 502 266 365 175 386
6 -271 283 0862 384 317
7 801 0380 151 DS 406

4 4 b M| FAM 4 'HEX 4 Texas Red 4 Cy5

Completed ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Fliken Melt Curve (Smaltkurva)

Friskrivning: Inga rattigheter beviljas av Bio-Rad fér anvandningen av smaltkurvsanalys vid
hoégupplost smaltanalys inom omradet for in vitro-diagnostik som galler manniskor eller djur.
Dessutom ar det kOparens ansvar att erhalla eventuella rattigheter till intellektuell egendom som kan
kravas for kdparens specifika anvandningsomraden.

Nar det galler DNA-bindande farger och ej klyvbara hybridiseringsprober ar fluorescensen starkast nar
de tva DNA-stréngarna hybridiseras. Efterhand som temperaturen stiger mot smalttemperaturen (T,,),
sjunker darfor fluorescensen med en konstant hastighet (konstant lutning). Vid T,,, sker en dramatisk
reduktion av fluorescensen med en markbar férandring av lutning. Hastigheten fér denna férandring
bestams genom plottning av den negativa forsta regressionen av fluorescens jamfort med temperatur
(-d(RFU)/dT). Den storsta férandringshastigheten av fluorescens leder till synbara toppar och
representerar T, av de dubbelstrangade DNA-komplexen.

CFX Manager Dx-programvara plottar RFU-data som samlats in under en smaltkurva som en funktion
av temperatur. For att analysera smalttoppdata tilldelar programmet en inledande och avslutande
temperatur till varje topp genom att flytta troskeln. Botten i toppomradet specificeras av positionen for
smalttroskeln. En giltig topp maste ha en minimihéjd i relation till avstdndet mellan tréskeln och héjden
pa den hogsta toppen.

Pa fliken Melt Curve (Sméltkurva) visas T,,, (smalttemperatur) fér amplifierade PCR-produkter i fyra
vyer:

B Melt Curve (Smaltkurva) — visar realtidsdata for varje fluorofor som RFU:er per temperatur for
varje brunn.

B Melt Peak (Smalttopp) — visar den negativa regressionen fér RFU-data per temperatur for varje

brunn.
B Well selector (Brunnsvaljare) — visar brunnar for att visa och ddlja data.
B Toppkalkylblad — visar data som samlats in i den valda brunnen.

Obs! | detta kalkylblad visas upp till tva toppar fér varje kurva. Om du vill se fler toppar klickar
du pa fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata).
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| Tabell 24 pa sidan 203 definieras data som visas i kalkylbladet Melt Curve (Smaltkurva).

Tabell 24. Innehall i kalkylbladet Melt Curve (Smaltkurva)

Information Beskrivning
Well (Brunn) Brunnsposition i plattan
Fluor Fluorofor detekterad

Content (Innehall)

En kombination av provtyp och replikatantal

Sample (Prov) Namn pa prov som laddats i Plate Editor
(Plattredigerare)
Melt Temp (Smalttemp) Temperaturen for smalttoppen for varje brunn

Obs! Endast de tva hdgsta topparna visas i detta
kalkylblad.
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Justera smaltkurvdata

Sa har justerar du smaltkurvdata

»  Gornagot av foljande:

Klicka pa och dra troskelvardesstaplarna i diagrammet Melt Peak (Smalttopp) for att
inkludera eller exkludera toppar i dataanalysen.

Valj Positive (Positiva) i listrutemenyn Peaks (Toppar) for att visa kalkylbladsdata for toppar
over smalttroskelvardeslinjen, eller valj Negative (Negativa) for att visa kalkylbladsdata for
toppar under smalttroskelvardeslinjen.

Oppnar fonstret Trace Styles (Kurvutseenden) dér du kan andra fargen pa kurvorna i
diagrammen Melt Curve (Smaltkurva) och Melt Peak (Smalttopp).

Valj ett nummer i valjaren Step Number (Stegnummer) for att visa data fér Melt Curve
(Smaltkurva) i ett annat steg i protokollet. Listan visar fler &n ett steg om protokollet innehaller
plattavlasningar i fler an ett smaltkurvsteg.

Valj brunnar i brunnsvaljaren for att fokusera pa delmangder av data.

Valj en brunnsgrupp for att visa och analysera en delmangd av brunnarna i plattan. Valj varje
brunnsgrupp efter namn i listrutemenyn Well Group (Brunnsgrupp) i verktygsraden.
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Fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata)

Fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata)

Pa fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata) visas data fran fliken Melt Curve (Smaltkurva) i flera
kalkylblad, bl.a. alla smalttoppar for varje kurva. har fyra kalkylbladsalternativ fér att visa
smaltkurvdata:

B Melt Peaks (Smalttoppar) — visar alla data, daribland alla smalttoppar, for varje kurva. Det har ar
standardvyn.

B Plate (Platta) — visar en vy av data och innehall i varje brunn i plattan.
B RFU - visar RFU-kvantiteterna vid varje temperatur for varje brunn.

B -d(RFU)/AT —visar den negativa férandringshastigheten i RFU nar temperaturen (T) &ndras. Det
hér ar det férsta regressionsdiagrammet fér varje brunn i plattan.

Valj varje kalkylblad i listrutan som visas under fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata).

Kalkylbladet Melt Peaks (Smalttoppar)

Kalkylbladet Melt Peaks (Smaélttoppar) visar alla sméaltkurvdata.

(ffl Quentification Quentification Data Melt Curve ﬂ‘g Mek Curve Data HHH Gene Expression End Poirt é::‘? Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ¢} Cortent {} Sample TemEilture | Peak Height ¢ TEFE:EQ'EUE O TemEnevdEnure &
SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1497.19 78.00 82,50
A2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 142657 7850 54 .00
Al3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1459253 78.50 91.00
BO1 SYBR Actin Unken-1 OHr 24.00 140872 78.50 52.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145325 78.00 88.50
c SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 1521.98 78.50 91.50
Cco2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 24.00 161879 78.00 50.00
Cco3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR Actin Std-1 dil-1 84.00 1100.08 79.00 54.00

| Tabell 25 pa sidan 206 definieras de data som visas i kalkylbladet Melt Peaks (Smalttoppar).
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Tabell 25. Innehall i kalkylbladet Melt Peaks (Smalttoppar)

Information Beskrivning
Well (Brunn) Brunnsposition i plattan
Fluor Fluorofor detekterad

Content (Innehall)

Provtyper listade i fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

Target (Mal)

Amplifieringsmal (gen)

Sample (Prov)

Provnamn listat i fénstret Plate Editor (Plattredigerare)

Melt Temperature
(Smalttemperatur)

Smalttemperaturen for varje produkt, listad som en topp (hdgsta)
per rad i kalkylbladet

Peak Height (Topphdjd)

Toppens héjd

Begin Temperature

(Starttemperatur)

Temperatur vid borjan av toppen

End Temperature
(Sluttemperatur)

Temperatur vid slutet av toppen

Kalkylbladet Plate (Platta)

Kalkylbladet Plate (Platta) visar sméaltkurvdata i ett plattformat.

Quartification Quantification Data Melt Curve Meft Curve Data HHH Gene Expression End Paint tc_\:.? Custom Data View

Plate

Quiput: Content Sample

~| Step Number: 7 Peak Type: Posttive

Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 [ 7 8 9 10 11
Content | Unkn-1 || Unkn-2 | Unkn-3
I Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
z 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

Obs! For att justera programvarutoppen justerar du troskellinjen i diagrammet Melt Peak
(Smalttopp) pa fliken Melt Curve (Smaltkurva).

| Tabell 26 pa sidan 207 definieras data som visas i kalkylbladet Plate (Platta).
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Fliken Melt Curve Data (Smaltkurvdata)

Tabell 26. Innehall i Kalkylbladet Plate (Platta)

Information Beskrivning

Content (Innehall) En kombination av Sample Type (Provtyp) och Replicate # (Replikathummer).
Provtyp ar obligatoriskt medan replikat &r valfritt.

Sample (Prov) Provbeskrivning
Peak 1 (Topp 1) Forsta smalttopp (hdgsta)
Peak 2 (Topp 2) Andra (lagre) smalttopp

Kalkylbladet RFU

| kalkylbladet RFU visas fluorescensen fér varje brunn vid varje cykel som erhallits under smaltkurvan.

| Tabell 27 definieras data som visas i RFU-kalkylbladet.

Tabell 27. Innehall i kalkylbladet RFU

Information Beskrivning

Well Number (Brunnsnummer) (A1, A2, A3, Brunnsposition i plattan fér de laddade

A4, A5) brunnarna

Temperature (Temperatur) Smaltpunkten for det amplifierade malet, plottad

som en brunn per rad och flera brunnar for flera
produkter i samma brunn
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Kalkylbladet -d(RFU)/dT

Kalkylbladet -d(RFU)/dT visar det negativa férandringsvardet i RFU nar temperaturen (T) andras.

(ff] Quantification Quantification Data Melt Curve Met Curve Data HHH Gene Expression El End Point l'-i\u;? Custom Data View

d(RFU)AT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Positive

Temperature | Al 2 A3 Bl B2 B3 ci c2 c3 D1 D2 D3 D4 D5
W5 950 | 995 19 15 107 125 120 778 14| 103|121 114
5550 227 206 213 215 258 249 231 271 260 189 25 24 263 24

5600 210 1% 202 18 23 230 214 250 240 156 207 207 243 227

5650 210 1% 202 199 238 230 214 250 240 186 207 207 243 227

5700 210 180 202 189 238 230 214 250 240 156 207 207 243 27

5750 203 183 202 1% 23 229 213 250 239 154 206 206 242 227

5800 214 1@ 204 202 242 232 25 253 243 164 214 210 245 23

5850 222 200 20| 209 247 237 221 260 249 184 228 219 249 237

| Tabell 28 definieras data som visas i kalkylbladet -d(RFU)/dT.

Tabell 28. Innehall i kalkylbladet -d(RFU)/dT

Information Beskrivning

Brunnsnummer (A1, A2, A3, A4, A5) Brunnsposition i plattan fér de laddade brunnarna

Temperatur -d(RFU)/dT Negativt forandringsvarde i RFU nar temperaturen (T)
andras
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Fliken End Point (Slutpunkt)

Fliken End Point (Slutpunkt)

Oppnar fliken End Point (Slutpunkt) fér analys av slutliga RFU (Relative Fluorescence Units) for
provbrunnarna. Programvaran jamfér RFU-nivaerna for brunnar med okanda prover med RFU-
nivaerna for brunnar med negativa kontroller och "benamner” de okdnda som positiva eller negativa.
Positiva prover har ett RFU-varde som ar storre an det genomsnittliga RFU-vardet for de negativa
kontrollerna plus gransvardet (cutoff-vardet).

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View  Settings Export  Tools

EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation

-
&

Blate Setup ~

Fluorophore v

?

Settings
Fluorophore: FAM
End Cycles To Average: |2
O RFUs Percent of Range
(® Percent of Range 10.0
Results

Lowest RFU value: 2663
Highest RFU value: 18293
Negative Control Average: 2682
Cut Off Value: 4243

v

=)
=)

m m o O @ »

T ©

[ Completed

Wel &| Fuor ) Content 9 Sampe O B9 o ca ¢

co3 |Hex
C04  HEX
cos HEX
co6 HEX
c07  HEX
D03 HEX
D04 HEX
D05 HEX
D6 HEX
D07 HEX
03 HEX
E04 HEX
£05 HEX
E06 HEX
E07  HEX
FO3 HEX
FO4 HEX
F05 HEX
FO6 HEX
F07 HEX

Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
Neg Cid
Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
Neg Cid
Std-1
Std-2
Std3
Std-4
Neg Cid
Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
Neg Ci

15271
10788
6245
4035
1887
15193
10781

4013
1882
14530
10240
5838
389%6
1882
14055
9932
5826
3964
1883

I4 4 » [ FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 4 Quasar 705

Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

(+) Positive
(+) Posttive
(#) Posttive
(+) Posttive

(+) Posttive
(+) Posttive
(+) Positive
(+) Posttive

(+) Posttive
(+) Posttive
(+) Posttive
(+) Positive

(+) Posttive
(+) Positive
(+) Posttive
(+) Posttive

2]

<1

For att analysera slutpunktsdata maste plattan innehalla negativa kontroller, annars kan inte
programvaran gora bestdmningen. Kor ett av foljande tva typer av protokoll:

B Kor ett protokoll av typen Quantification (Kvantifiering) — stall in ett standardprotokoll. Nar

kérningen ar klar 6ppnar du fonstret Data Analysis (Dataanalys), justerar

dataanalysinstaliningarna pa fliken Quantification (Kvantifiering) och klickar pa fliken End Point
(Slutpunkt) for att valja en slutpunktscykel.

B Protokollet End Point Only (Endast slutpunkter) — 1&s in protokollet End Point Only (Endast
slutpunkter) pa fliken Plate (Platta) i fonstret Run Setup (Kérningsinstallningar), valj eller skapa en

platta och starta kérningen.

Pa fliken End Point (Slutpunkt) visas de genomsnittliga RFU-vardena fér bestdmning av huruvida
malet har amplifierats av den senaste (slut-) cykeln. Bestdm med hjalp av dessa data huruvida en
specifik malsekvens forekommer (positiv) i ett prov. Positiva mal har hogre RFU-varden an

gransvardet (cutoff-vardet) som du definierar.
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Tips: Du skapar ett slutpunktsprotokoll genom att 6ppna fliken Protocol (Protokoll) (i fonstret Run
Setup (Kérningsinstaliningar)) och vélja Run > End Point Only Run (K&r > Kérning av endast
slutpunkter).

Nar korningen ar klar 6ppnas datafilen pa fliken End Point (Slutpunkt), som bestar av féljande avsnitt:

B Settings (Installningar) — justerar dataanalysinstéaliningarna.

B Results (Resultat) — visar resultaten omedelbart efter att du har justerat installningarna.

B Well Selector (Brunnsvaljare) — valjer brunnarna med de slutpunktsdata som du vill visa.
B RFU spreadsheet (RFU-kalkylblad) — visar slut-RFU som samlats in i de valda brunnarna.
Resultatdata

Sektionen Results (Resultat) visar foljande data:

Lowest RFU value (Lagsta RFU-varde) — lagsta RFU-varde i data
Highest RFU value (Hogsta RFU-varde) — hdgsta RFU-varde fran data

Negative Control Average (Genomsnitt for negativ kontroll) — genomsnittligt RFU fér brunnar som
innehaller negativa kontroller

Cut Off Value (Gransvarde) — beraknas genom att toleransen (RFU eller andel av intervall som
anges i installningarna) och medelvardet for de negativa kontrollerna laggs till. Prover med
RFU:er som &r storre &n gransvardet benamns "Positive" (Positiva). FOr att justera gransvardet
andrar du RFU eller Percentage of Range (Andel av intervall)

Gransvardet beraknas med foljande formel:

Gransvarde = Genomshnitt fér negativ kontroll + tolerans

Valj en tolerans med nagon av féljande metoder:

RFUs (default) (RFU:er, standard) — valj den har metoden for att anvanda ett absolut RFU-varde
for toleransen. Det lagsta RFU-toleransvardet ar 2. Max ar det absoluta vardet for det hogsta
RFU-véardet minus det absoluta vardet for det I1agsta RFU-vardet. RFU-standardtoleransvardet ar
10 % av det totala RFU-intervallet.

Percent of Range (Andel av intervall) — valj den har metoden for att anvanda en andel av RFU-
intervallet for toleransen. Den lagsta andelen av intervallet ar 1 %. Den hégsta andelen av
intervallet ar 99 %. Standardandelen av intervallet ar 10 %.
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Fliken End Point (Slutpunkt)

Justera slutpunktsdataanalys
Sa har justerar du data pa fliken End Point (Slutpunkt)
» Gornagot av foljande:

B VAlj en fluorofor i listrutan.

B Valj ett varde for End Cycle Average (Slutcykel for berakning av medeltal) fér att stalla in
antalet cykler som ska anvandas for att berakna medeltalet av slutpunkts-RFU.

B VA&l RFUs fér att visa data i Relative Fluorescence Units.

B Valj Percentage of Range (Andel av intervall) for att visa data som en andel av RFU-
intervallet.

B Valjbrunnar i brunnsvaljaren for att fokusera pa delmangder av data.

B Valj en brunnsgrupp for att visa och analysera en delmangd av brunnarna i plattan. Valj varje
brunnsgrupp efter namn i listrutemenyn Well Group (Brunnsgrupp) i verktygsraden.

RFU-kalkylblad for analys av End Point (Slutpunkt)

Tabell 29 definierar data som visas i RFU-kalkylbladet pa fliken End Point (Slutpunkt).

Tabell 29. Innehall i kalkylbladet End Point (Slutpunkt)

Information Beskrivning

Well (Brunn) Brunnsposition i plattan

Fluor Fluorofor detekterad

Content (Innehall) En kombination av Sample Type (Provtyp) och Replicate # (Replikatantal)
End RFU (Slut-RFU) RFU vid slutpunktscykeln

Call (Bestamning) Positive (Positiv) eller Negative (Negativ), dar positiva prover har ett RFU-

varde som ar storre an genomsnitts-RFU for de negativa kontrollerna plus
Cut Off Value (Gransvarde)

Sample (Prov) Sample Name (Provnamn) laddat i Plate Editor (Plattredigerare)
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Fliken Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering)

Fliken Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering) tilldelar genotyper till brunnar med okanda prover.
Anvand dessa data for att identifiera prover med olika genotyper, inklusive Allele 1 (Allel 1), Allele 2
(Allel 2), Heterozygote (Heterozygot), No Call (Ingen bestdmning) (ingen amplifiering) eller
Undetermined (Obestamd).

Obs! Data for allelisk diskriminering maste komma fran multiplexkérningar med minst tva
fluoroforer. Varje fluorofor identifierar en allel i alla prover.

[l Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.pcrd

File View Settings Export Tools & plate setup -

;‘Fluomphove vll?

Quartfcation /78 Quantfcation Data ] Gene Bxpression 2] End Point ] Aleic Discrimination §@% Custom Data View () aC 1ES] Run Ifomation

Allelic Discrimination [ | Wel & Sampe o Cal O Type 0| RFUI Q| RFU2 ¢
. & Alele 2 Ao 1644 5284
6000 =2 A0S Alele 2 Auto 1605 5228
’ A6 Heterozygote  Auto 8476 2982
g o0 803 Alele 2 Ato e sy
< 4000 B05 Alele 2 Ato 1716 5456
: N B06 Heterozygote  Auto 8050 2909
< 3000 ad
5 co3 Alele 2 Ao 1757 5858
2 2000 co5 Alele 2 Ao 1897 57%9
co6 Heterozygote  Auto 8362 2847
1000 D03 Alle 2 Ato 2058 6632
e o
o L e D05 Alele 2 Ato 1575 5314
° 2 4 s e 10 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates | |0 Ao 1 Ado 10639 @ |7
12 Selected Fluorophores
| e o .
- Selectcycle: 50 |3
[ View call map
| Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve it

Allelisk diskrimineringsanalys kraver minst féljande brunnsinnehaill:

B Tva fluoroforer i varje brunn

B NTC-prover (no template control) fér optimerad dataanalys

CFX Manager Dx-programvara erbjuder fyra alternativ for att visa allelisk diskrimineringsdata:

B Allelisk diskrimineringsdiagram — visar data i ett RFU-diagram for Allel 1/Allel 2. Varje punkt i
diagrammet representerar data fran bada fluoroforer i en brunn. Du kan vaxla mellan
kartesianska och polara koordinater genom att markera och avmarkera kryssrutan Polar
Coordinates (Polara koordinater). Cartesian Coordinates (Kartesianska koordinater)
representerar RFU for Allel 1 pa x-axeln och RFU for Allel 2 pa y-axeln. Polara koordinater
representerar vinkeln pa x-axeln och avstandet pa y-axeln mellan RFU och ursprunget (median
for alla NTC).

B Brunnskalkylblad — visar allelisk diskrimineringsdata som samlats in i varje brunn i plattan.

212 | Systemen CFX96 Dx och CFX96 Deep Well Dx



Fliken Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering)

B Brunnsvaljare — valjer brunnarna med alleliska data som du vill visa.

B Panelen Selected Fluorophores (Utvalda fluoroforer) — &ndrar x- och y-axeletiketterna i
diagrammet for Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering), cykeln som ska analyseras, och om
bestamningskartan ska visas.

Justera data for allelisk diskriminering

Programvaran tilldelar automatiskt en genotyp till brunnar med okanda prover baserat pad NTC-
positionerna och vinkeln samt avstandet for de okédnda datapunkterna fran NTC.

Sa hér justerar du data for allelisk diskriminering
» Gornagot av foljande:

B Duvisar polara koordinater genom att markera kryssrutan i diagrammet Allelic Discrimination
(Allelisk diskriminering).

B Duvisar en annan fluorofor genom att valja deni listrutan i panelen Selected Fluorophores
(Valda fluoroforer).

B Du andrar en bestdmning genom att dra datapunkterna éver diagrammet Allelic
Discrimination (Allelisk diskriminering) och vélja ett alternativ i listan Selected Wells (Valda
brunnar):

Allele 1 (Allel 1)

Allele 2 (Allel 2)
Heterozygote (Heterozygot)
Undetermined (Obestamd)

No Call (Ingen bestamning)

O O o o o o

Auto Call (Automatisk bestamning)

Tips: Valj Auto Call (Automatisk benédmning) for att aterga till standardbendmningen.
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Alternativ pa diagrammenyn

Utover gemensamma alternativ pa hégerklicksmenyn for diagram (se Gemensamma hogerklickbara
menyobjekt for diagram pa sidan 180) finns det tillgdngliga menyalternativ pa diagrammet Allelic
Discrimination (Allelisk diskriminering), dessa anges i Tabell 30.

Tabell 30. Alternativ pa hoger- och vanstermenyerna for diagrammet Allelic Discrimination

(Allelisk diskriminering)

Menyalternativ

Zoom (Zooma in)

Funktion

Fokuserar diagramvyn till det valda omradet (genom att du klickar
pa och drar markoren i diagrammet).

Tips: Du aterstaller zoomningen och visar alla datapunkter
genom att hogerklicka och valja Set Scale to Default (Stall in
standardskala).

Well (Brunn)

Fo6r den valda brunnen ar alternativen: visa endast denna brunn, ta
bort denna brunn fran vyn, stéll in fargen pa denna kurva och
uteslut denna brunn fran analysen.

Selected Wells (Valda brunnar)

For de valda brunnarna (valjs genom att du klickar pa och drar
markdren i diagrammet) &r alternativen: visa endast dessa
brunnar, ta bort dessa brunnar fran vyn, stall in fargen pa dessa
kurvor och uteslut dessa brunnar fran analysen.

Kalkylbladet Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering)

| Tabell 31 definieras de data som visas i kalkylbladet Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering).

Tabell 31. Innehall i kalkylbladet Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering)

Information Beskrivning
Well (Brunn) Brunnsposition i plattan
Sample (Prov) Provnamnsbeskrivning

Call (Bestamning)

Allelens identitet, inklusive automatisk Allele 1 (Allel 1), Allele 2
(Allel 2), Heterozygote (Heterozygot), No Call (Ingen bestamning)
eller Undetermined (Obestamd)
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Tabell 31. Innehall i kalkylbladet Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering), forts.

Information Beskrivning

Type (Typ) Auto (Automatisk) eller Manual (Manuell), beskriver hur
bestamningen gjordes. Automatisk indikerar att programvaran valde
bestamningen. Manuell indikerar att anvandaren valde
bestdmningen

RFU1 RFU for Allel1

RFU2 RFU for Allel2
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Fliken Custom Data View (Anpassad datavisning)

Pa fliken Custom Data View (Anpassad datavisning) visas flera paneler i ett anpassningsbart format

samtidigt.

Listrutan Load a Preset View (Las in forinstallningsvy) har ett urval av visningsformatmallar.
Standardvyn som visas beror pa vilken fil som analyseras. Om det till exempel finns
smaltkurvinformation visas standardvyn Amp+Melt.

Quantfication Quartfication Data Egﬂ Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

Rows: Columns: Load a Preset View: | <Select a preset View> | | Save as Preset... | | Manage Presels..

Chart | Bar Chart v

Amplification ’__"J - sl
| . ) . i
o

s -
107

=

Relative Normalized Expression

Sample
L 5
Cycles [ Log Scale
Quantfication Summary Resuts Grd | Gene Bxpression Resuts - Bar Chart
Wel 9| Fuor & Taget (| Cortent O| Sample ¢ Ca 9| Conscted
F04  HEX  Adin 52 di-2 1275 Target &) Sample ¢ Cti | Epression | P ) Egresaon 9
05 HEX Actin 5td-3 di-3 1603 SEM
F0B  HEX Actin Std4 di4 1951 ILb  |8Hr 000209 0.00033 000033
P Actin S5 s 287 b il 233656 007376 011670
FI8  HEX  Acin 56 a6 2614 ILb a2 315%630| 019034 02278
P = actin ST a7 2957 L b3 3.10759 018432 016986
b di4 317837 015760 015883
b dis 302785 018924 018931
L dis 314125 018164 0.18402
b &7 297195 0.24201 0.24751
| [ED! Il | [ED! il
Well Selector ~| | Bar Chat Cortrol Panel
[ FaM [ HEX [ TexasRed [ Gy5 Mode:
\ expression (44Cq ) v
Graph Data
Relative to cortrol v
Control Sampl:
o 2
Show Chart Ssttings ]
XAz ~
[sampie ~]
Y-Auis: v
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Skapa en anpassad datavisning

Sa har skapar du en anpassad datavisning

»  Gornagot av foljande:

Valj en alternativ férinstallningsvy fran listrutan.
Valj en annan diagramvy fran listrutan éverst i varje enskild ruta.
Andra antalet rader och kolumner pa fliken.

Andra matt fér enskild panel. Dra staplarna i kanten av varje panel.

Klicka pa Save as Preset (Spara som forinstallning) for att spara den anpassade datavyn som en
forinstalld mall. Klicka pa Manage Presets (Hantera forinstallningar) for att ta bort, byta namn pa eller
aterstalla befintliga forinstallningar.
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Fliken QC (Kvalitetskontroll)

Anvand fliken QC (Kvalitetskontroll) for att snabbt bedéma kvaliteten pa kérningsdata baserat pa
reglerna som definieras.

CFX Manager Dx-programvara erbjuder fyra alternativ for visning av kvalitetskontrolldata:

B Amplification chart (Amplifieringsdiagram) — visar RFU for varje brunn vid varje cykel. Varje
kurva i diagrammet representerar data fran en enskild fluorofor i en brunn.

B QC rules table (Tabell for kvalitetskontrollregler) — visar tillgangliga kvalitetskontrollregler och
installningar som definierar enskilda regler. Tillampade kvalitetskontrollregler anges med en
bock.

®  Well selector (Brunnsvaljare) — valjer brunnarna med fluorescensdata som du vill visa.

B Sammanfattningsruta for kvalitetskontrollregel — visar den valda kvalitetskontrollregeln och
markerar brunnar som inte klarar regeln.

Quantification Quantfication Data EE Gene Expression {'3? Custom Data View ac @ Run Information

Amplification ’—_Q'—| Description O Value § Use O Results & E;fglga S
| |Negstive cortrol with aCqless 38 O
NTC with a Cq less than k] O
o W NRT with a Cq less than ] O
& Posiive cortrol wih a Cqgreate 30 O
Unknown without a Cq O
Standard without a Cq O
s Efficiency greater than 100
0 £ Efficiency less than 90.0
Cycles Leg Sedle | gt Curve R™2less than 0380
EAM HEX [ TexssRed [ Cy5 Replicate group Cq Std Dev g~ 0.20 FAM:F3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Cq less than 38
1 2 | 3 | 4 5 |6 7 g [ 9 [0 | 1|2

I I
Unkt [ Uni |[ UniS
Unkt [ Unie || UniS
Unkt || Unie || Uns

Mo wells fail this GC Rule

St ][ staa St |[" st |
Stdl || Std2 || Std3 || Sta4 || Std5 || Std6 || Std7
T EEA EE EEN ET ETETA D

Andra kvalitetskontrollkriterier
Sa har dndrar du kvalitetskontrollkriterier

» Markera eller avmarkera kryssrutan Use (Anvand) for att inkludera eller exkludera regeln fran
kvalitetskontroll.
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Utesluta brunnar som inte klarar kvalitetskontrollen

CFX Manager Dx-programvara visar brunnar som inte klarar kvalitetskontrollkriterier i kolumnen
Results (Resultat) i tabellen QC rules (Kvalitetskontrollregler) och i sammanfattningspanelen.

Sa har utesluter du brunnar som inte klarar kriterier for kvalitetskontroll

» Valj Exclude Wells (Uteslut brunnar) fér varje brunn som ska uteslutas.
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Fliken

Run Information (Korningsinformation)

Pa fliken Run Information (Kérningsinformation) visas protokollet och annan information om varje
kdrning. Anvand den har fliken for att géra féljande:

Visa protokollet.
Ange eller redigera anteckningar om korningen.
Ange eller redigera ID eller streckkod for kérningen.

Visa handelser som kan ha intraffat under kérningen. Anvand dessa meddelanden for att hjalpa
till med felsdkning av en korning.

Tips: Hogerklicka pa protokollet for att kopiera, exportera eller skriva ut det. Hogerklicka i rutorna
Notes (Anteckningar), ID/Bar Code (ID/Streckkod) eller Other (Ovrigt) fér att klippa ut, kopiera,
klistra in, radera eller markera texten.

Quantfication Quartiicaton Data | g]]] Gene Expression | £83 Custom Dataview e Y Aunlrfomation
Protocol: CF_2stepdmpS0 1 min.prel Motes:
Mulliler Gene E xpression Example 5|
1 2 3 4
nificial Time course in which
50 50 Hes: [Actin] is constant a ~ 165 cps/in
o = Cy5 [Gapdh) is constant at ~ 166 cps/iun
00 o1 - Farn [Tubuli] increases 4 fold with time:
55.0 G E Texas Red (Ih) decreases 4 fold with time
1:00 0 W
=1 © L
o ]
D/Bar Code
2
€ Fra— Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1. 950C for 300 Run Type: User-dsfined
= 2 950C for 0:10 Flate File: Multi GE.phd
| 3 550 C for 1:00 S ample Vol : 25
[ + Plate Read Lid Temp: 105
L4 GOTO 2. 49 moetimes Dptical Head Serial Nurber
END Base 5erial Number : CC001095
CFX Manager Version : 1.0.956.1212
Completed Scan Mode: All Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Dataanalysrapporter

| dialogrutan Report (Rapport) visas information om den aktuella datafilen i fonstret Data Analysis
(Dataanalys) (Smaltstudie). For att ppna en rapport valjer du Tools > Reports.

Dialogrutan Report (Rapport) bestar av féljande sektioner:

B Meny och verktygsrad — innehaller alternativ for att formatera, spara och skriva ut rapporten eller
mallen.

B Alternativlista (langst upp till vanster i dialogrutan) — innehaller alternativ att visa i rapporten.

B Alternativruta (langst ned till vanster i dialogrutan) — visar textrutor i vilka du kan skriva in
information om ett visst alternativ.

B Forhandsgranskningsruta (till hoger i dialogrutan) — visar en férhandsgranskning av den aktuella
rapporten.

Report: Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format
CICTEETNE
[A1Header S o
Report Information -
Dl Notes BIORAD
I [1Run Setup
Run Information
Protocal - -
Spac Dl Gene Expression Multiplex -
= [ Quantification
-[] Analysis Settings H
- [] Amplfication Chart TI m e Cou rse 3 - pcrd
Standard Curve Chart
Data .
| [~]Gene Expression - Bar Chart 08'{1 8’(201 7 1 5-36
| Analysis Settings
Chart -
[ Tarcet Names Report Information
[ Samrle Names hd
= User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
" Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs
|ene Expression Muttiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title 5
Well Group Name : All Wells
|Dg;1 8/201715:36 | Report Differs from Last Save : No
Mign: | Left w
Logo Run Setup
Run Information
Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin
Eec ool = Run Type : User-defined
Plate File - Multi GE pltd v
Update Report < >
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Rapportkategorier for dataanalys

| Tabell 32 visas alla alternativ som &r tililgangliga fér en dataanalysrapport beroende pa typ av data

som anvands i fonstret Data Analysis (Dataanalys).

Tabell 32. Rapportkategorier for dataanalys i alternativlistan

Kategori Alternativ

Rubrik

Beskrivning

Titel, undertitel och logotyp for rapporten

Report Information
(Rapportinformation)

Korningsdatum, anvandarnamn,
datafilnamn, datafilsékvag och vald
brunnsgrupp

Audit Information
(Granskningsinformation)

Ytterligare information som kravs for
granskning, inklusive signaturer

Notes (Anteckningar)

Anteckningar om datarapporten

Run Setup (Koérningsinstallning)

Run Information
(Kdrningsinformation)

Kérningsdatum, anvandarnamn,
datafilnamn, datafilsbkvag och vald
brunnsgrupp

Protocol (Protokoll)

Textvy av protokollsteg och alternativ

Plate Display (Plattvy)

Plattvy av informationen i varje brunn for
plattan

Quantification (Kvantifiering)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Stegnummer for datainsamling,
analyslage och metod for
baslinjesubtraktion

Amplifiering
(Amplifieringstabell)

Amplifieringstabell for kbrningar som
inkluderar kvantifieringsinformation

Standard Curve Chart Standardkurvdiagram
(Standardkurvdiagram)
Data Kalkylblad som listar data for varje brunn
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Tabell 32. Rapportkategorier fér dataanalys i alternativlistan, forts.

Kategori Alternativ Beskrivning

Gene Expression (Genuttryck) — stapeldiagram

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Analyslage, diagramdata, skalalternativ
och diagramfel

Chart (Diagram)

Kopia av stapeldiagrammet

Target Names (Malnamn)

Diagram med malnamn

Sample Names (Provnamn)

Diagram med provnamn

Data

Kalkylblad som listar data for varje brunn

Target Stability (Malstabilitet)

Diagram fér malstabilitetsvarden

Gene Expression (Genuttryck) Clustergram och Scatter Plot (Spridningsdiagram)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Instaliningar for respektive typ av
diagram

Chart (Diagram)

Kopia av diagrammet

Data

Kalkylblad som listar data i varje mal

Melt Curve (Smaltkurva)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Installning for smaltstegnummer och
troskelvarde

Melt Curve Chart (Diagram for
smaltkurva)

Diagram for smaltkurva

Melt Peak Chart (Diagram for
smalttopp)

Diagram for smalttopp

Data

Kalkylblad som listar data for varje brunn

Allelic Discrimination (Allelisk diskriminering)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Visar fluoroforer, cykel och visning av
anropskarta

Anvandarhandbok | 223



Kapitel 10 Dataanalysinformation

Tabell 32. Rapportkategorier for dataanalys i alternativlistan, forts.

Kategori Alternativ

Allelic Discrimination Chart
(Tabell for allelisk
diskriminering)

Beskrivning

Kopia av diagrammet for allelisk
diskriminering

Data

Kalkylblad som listar data for varje brunn

End Point (Slutpunkt)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Fluorofor, avslutande cykler vars
medelvarde ska berédknas, lage, lagsta
RFU-varde, hogsta RFU-varde och
gransvarde

Data

Kalkylblad som listar data for varje brunn

QC Parameters (Kvalitetskontrollparametrar)

Data

Kalkylblad som anger parametrar for
varje kvalitetskontrollregel
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Skapa en dataanalysrapport
Du kan spara rapportlayouten som en mall och anvanda den igen fér liknande rapporter.
Sa har skapar du en datarapport

1. Gor slutliga justeringar av innehallet i brunnen, valda brunnar, diagram och kalkylblad i fonstret
Data Analysis (Dataanalys) innan du genererar rapporten.

2. Valj Tools > Reports (Verktyg > Rapporter) pa menyraden Data Analysis (Dataanalys) for att
Oppna dialogrutan Report (Rapport).

3. Valjalternativen du vill inkludera i rapporten. Rapporten 6ppnas med standardalternativ valda.
Markera eller avmarkera kryssrutorna for att andra hela kategorier eller enskilda alternativinom
en kategori.

Obs! Data som visas i rapporten beror pa aktuella val pa flikarna for fonstret Data Analysis
(Dataanalys) (Smaltstudie). En kvantifieringskdrning innehaller till exempel inte en
standardkurva, och darfor visas dessa data i fonstret Data Analysis (Dataanalys) eller i
datarapporten.

4. Andra ordningsféljden pa kategorier och objekt i en rapport. Dra alternativen till motsvarande
plats. Objekt kan bara flyttas inom kategorierna de tillhor.

5. (Valfritt) Ange information som &r relevant for det valda alternativet i rutan Report Options
(Rapportalternativ):

B Valj eninformationsundergrupp att visa i rapporten.
B VAl specifika installningar for det valda alternativet.
B Valj text som ska visas for det valda alternativet.

6. Klicka pa Update Report (Uppdatera rapport) fér att uppdatera Report Preview
(Rapportférhandsgranskning) med eventuella andringar.

7. Skriv ut eller spara rapporten. Klicka pa knappen Print Report (Skriv ut rapport) i verktygsraden
for att skriva ut den aktuella rapporten. Valj File > Save (Arkiv > Spara) for att spara rapporten i
filformatet PDF (Adobe Acrobat Reader-fil) och valj en plats dar filen ska sparas. Valj File > Save
As (Arkiv > Spara som) for att spara rapporten med ett nytt namn eller pa en ny plats.

8. (Valfritt) Skapa en rapportmall med den information du vill ha. For att spara de aktuella
rapportinstéllningarna i en mall véljer du Template > Save (Mall > Spara) eller Save As (Spara
som). Hamta sedan rapportmallen nésta gang du vill skapa en ny rapport.
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Skapa Well Group Reports (Brunnsgrupprapporter)
For att skapa en brunnsgrupprapport

1. Valj Tools > Well Group Reports (Verktyg > Brunnsgruppsrapporter) i fénstret Data Analysis
(Dataanalys).

Well Group Reports - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Well Groups: Amplification Steps: Melt Steps:
All Wells 3

Destination Folder:

| C:\TheresaN\B-R Projects\CFX\PCRDs for screenshots

(@ Use the Default Report Template
(O Choose a Report Template:

Open Destination Folder
[] View Created Reports

I Create Reports I Cancel

2. ldialogrutan Well Groups Reports (Brunnsgrupprapporter) valjer du de brunnsgrupper,
amplifieringssteg och smaltsteg som ska inga i rapporten.

3. Ange sokvagen eller ga till destinationsmappen dar rapporten ska sparas.
4. (Valfritt) Valj Choose a Report Template (Valj en rapportmall) och ga till mallfilmappen.

5. (Valfritt) Valj Open Destination Folder (Oppna destinationsmapp) fér att 5ppna mappen och visa
rapporterna nar de har skapats.

6. Klicka pa Create Reports (Skapa rapporter).
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Med anvandning av strikt kvalificerade kontroller i dina reaktioner kan du anvanda programmet CFX
Manager™ Dx for att utfora en genuttryckskorning for att normalisera de relativa skillnaderna i en
malkoncentration bland prover. Vanligtvis anvands uttrycksnivaer for en eller flera referensgener for
att normalisera uttrycksnivaerna for en intressant gen. Referensgener tar hansyn till
laddningsskillnader eller andra variationer som representeras i respektive prov och deras
uttrycksnivaer bér inte paverkas i det biologiska systemet som studeras.

Valj fliken Gene Expression (Genuttryck) i fénstret Data Analysis (Dataanalys) fér att utvardera
relativa skillnader mellan PCR-reaktioner i tva eller flera brunnar. Du kan till exempel utvardera relativt
antal virusgenom eller relativt antal transfekterade sekvenser i en PCR-reaktion. Det vanligaste
anvandningsomradet for genuttrycksstudier ar jamforelsen av cDNA-koncentration i fler an en reaktion
for att uppskatta nivaerna av budbarar-RNA i steady state.

Programmet beraknar den relativa uttrycksnivan for ett mal med ett av dessa scenarier:

B Relativ uttrycksniva for en malsekvens (Mal 1) i relation till ett annat mal (Mal 2); till exempel
mangden av en gen i relation till en annan gen under samma provbehandling.

B Relativ uttrycksniva fér en malsekvens i ett prov jamfort med samma mal under olika
provbehandlingar;. till exempel den relativa mangden av en gen i relation till sig sjalv under olika
tidsmassiga, geografiska eller utvecklingsvillkor.

Plattinstallning for genuttrycksanalys

For att utféra en genuttrycksanalys maste innehallen i brunnarna innefatta foljande:

B Tvaeller fler mal — de tva malen som representerar olika amplifierade gener eller sekvenser i
proverna.

B Etteller flera referensmal — minst ett mal maste vara ett referensmal fér normaliserat uttryck.
Tilldela alla referensmal i fonstret Experiment Settings (Experimentinstéllningar) och analysera
data i laget Normalized Expression (Normaliserat uttryck) (AAC). Kdrningar som inte innehaller
en referens maste analyseras i laget Relative Expression (Relativt uttryck) (AC,).
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B Gemensamma prover — reaktionerna maste innehalla gemensamma prover (minst tva kravs) for
att visa data som plottas pa fliken Gene Expression (Genuttryck). Dessa prover ska representera
olika behandlingar eller villkor for var och en av malsekvenserna. Tilldela ett kontrollprov (valfritt) i
fonstret Experiment Settings (Experimentinstaliningar). Om ingen kontroll har valts anvander
programvaran lagsta C, som kontroll.

Kraven for installning av Gene Expression (Genuttryck) i Plate Editor (Plattredigerare) beror pa
huruvida reaktionsinnehallen ar singleplex-PCR med en fluorofor i reaktionerna, eller multiplex-PCR
med fler &n en fluorofor i reaktionerna.

Guidad plattinstallning

Om plattinstaliningen for en datafil inte innehaller informationen som kravs for analys och fliken Gene
Expression (Genuttryck) ar vald visas i utrymmet som normalt ar reserverat for stapeldiagrammet
anvisningar for hur du anger den har informationen. Folj stegen nedan fér normaliserat genuttryck:

1. Definiera mal- och provhamn med nagot av foljande:
B Plate Setup (Plattinstalining) — 6ppnar fonstret Plate Editor (Plattredigerare)

B Replace Plate file (Ersatt plattfil) — dppnar webblasaren Select Plate (Valj platta), i vilkken du
kan navigera till en tidigare sparad plattfil med vilken du kan ersatta den aktuella
plattlayouten.

B Replace PrimePCR file (Ersatt PrimePCR-file) — 6ppnar dialogrutan Select PrimePCR file
(Valj PrimePCR-file) i vilken du kan navigera till en PrimePCR™-k&rningsfil och anvanda den
pa plattlayouten.

2. Valj ett eller flera referensmal samt ett kontrollprov med hjalp av dialogrutan Experiment Settings
(Experimentinstaliningar).

Om plattlayouten redan innehaller mal- och provinformation kravs endast det andra steget, som
markeras med orange farg. Det har steget maste utforas fore analys av normaliserat genuttryck.

Obs! Data for clustergram och spridningsdiagram visas endast om alla villkor fér
normaliserat genuttryck som anges under Plattinstallning for analys av genuttryck har
uppfylits.
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Genuttrycksdiagram

CFX Manager Dx-programvaran visar genuttrycksdata i flera vyer. | Tabell 33 listas
diagramalternativen som ar tillgangliga i programvaran.

Tabell 33. Alternativ for genuttrycksdiagram

Knapp Namn Funktion

Bar Chart (Stapeldiagram) Visar data for normaliserat genuttryck i
‘i} stapeldiagramsformat.

Clustergram Visar data for normaliserat genuttryck i en
i hierarki baserat pa graden av likhet av

uttryck for olika mal och prover.

Scatter Plot (Spridningsdiagram) Visar det normaliserade uttrycket av mal for
.ﬁ‘a en kontroll jamfoért med ett experimentellt
prov.

Results (Resultat) Sammanfattar data fran alla diagram.
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Bar Chart (Stapeldiagram)

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup - | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification |/ Quantfication Data EEI! Gene Expression ‘;_!_? Custom Data View ac ﬂ Run Information
Bar Chant Mods:
i . . . |
5 1 Graph Data:
ﬂ 0 7 — 1 Relative to control
=
=l Control Sample:
2 1 6Hi
g 10 = E d >
s
LI:: Show Chart Settings
- =
K-
! 0 I 1 Sal:1 le - .
pi=) = pl
g Y-Auis:
Z 4 0-1 1 i Log 10 -
@
= Scaling:
=
=
k] -2
x 10 3 E Emor Type:
Standard Eror of the Mean
} } } Chart Emor Bar Muttiplier:
6Hr THr EHr gy B "
Sample
P fﬁﬂ Experiment Settings..
e L1b == Tubulin
B% Target Stability Value
. Comected :
Target a Sample O Cl ) Expression Ex%rzsr:mn {| Expression ¢| MeanCgq <} CgSEM &
SEM
L1 BHr 0.00209 0.00093 0.00093 302 0.65400 %
IL1b di-1 2.93656 007376 0.11670 799 0.03661
L1 dil-2 3.15690 0.19094 0.20278 11.91 0.05799
L1 dil-3 3.10759 0.16432 0.16986 15.24 0.05851
P Barmen Brom FYeveY Ad
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Det relativa uttrycket av mal visas i dessa tva vyer:

B Diagram for Gene Expression (Genuttryck) — visar PCR-realtidsdata som nagot av foljande:
O AACQ| —relativt normaliserat uttryck berédknat med anvandning av kontrollprover och referensmal.
O ACq —relativ kvantitet av malgenen i ett prov i relation till ett kontrollprov.

B Kalkylblad — visar ett kalkylblad fér genuttrycksdata.

Tips: Hogerklicka pa valfritt diagram eller kalkylblad for alternativ. Valj View/Edit Plate
(Visa/redigera platta) fran den nedrullningsbara menyn Plate Setup (Plattinstallning) for att
6ppna Plate Editor (Plattredigerare) och andra brunnsinnehallet i plattan.

Tips: Valj Sort (Sortera) fran hogerklickmenyn for att &ndra ordningen pa namnen pa Target
(Mal) och Sample (Prov) i diagrammet.
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Normaliserat genuttryck

Anvand den uppmatta uttrycksnivan for en eller flera referensgener som normaliseringsfaktor for att
normalisera data. Referensgener ar mal som inte regleras i det biologiska systemet som studeras, till
exempel actin, GAPDH eller tubulin.

Sa har konfigurerar du en analys av normaliserat genuttryck (AACy)

1. Oppna en datafil (.pcrd-tillagg)

2. Granska uppgifterna pa fliken Quantification (Kvantifiering) i fonstret Data Analysis (Dataanalys).
Justera data, till exempel andring av tréskel och analyslage.

3. Valjfliken Gene Expression (Genuttryck).
4. Klicka pa Experiment Settings (Experimentinstéllningar) pa fliken Gene Expression (Genuttryck)
5. Gorfoljande i dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstéllningar):

a. Valjfliken Samples (Prover) och valj en kontroll. Nar en kontroll tilldelas normaliserar CFX
Manager Dx-programvara de relativa kvantiteterna for alla gener med kontrollkvantiteten, som ar
installd pa 1.

b. Véljfliken Target (Mal) och valj referensgener. Analys av genuttryck kraver en referens bland
malen i dina prover.

6. Valj Normalized Expression (Normaliserat uttryck) (AAC,) om det inte redan ar valt och visa
sedan uttrycksnivaerna pa fliken Gene Expression (Genuttryck).

Relativ kvantitet

Per definition ar data for relativ kvantitet (AC4) inte normaliserade. Denna metod anvands for att
kvantifiera prover som inte innehaller nagra referensgener (mal). Forskare brukar forlita sig pa ett av
féljande beaktanden nar de férbereder sin kdrning:

B Varje prov innehaller samma mangd massa av RNA eller cDNA i varje brunn.

B Alla variationer i mangden laddat biologiskt prov kommer att normaliseras efter kérningen med
nagon metod i dataanalysen utanfor programmet. Exempelvis kan en forskare vélja att dividera det
relativa kvantitetsvardet med den normaliserande faktorn, eventuellt massan av laddad nukleinsyra
for varje prov, eller antalet celler fran vilka nukleinsyran har isolerats.
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For att kora en analys av Relative Quantity (Relativ kvantitet) (AC)

» Pafliken Gene Expression (Genuttryck), vélj Relative Quantity (Relativ kvantitet) (AC,) fran den
nedrullningsbara listan Mode (Lage) i hdger ruta.

Tips: Du kan jamfora resultat med data fran andra genuttryckskérningar genom att 6ppna en
ny genstudie eller 1dgga till en datafil till en befintlig genstudie.

Sortera mal- och provdata

Obs! Det har alternativet ar endast tillgangligt fér genuttrycksdiagram.

Som standard visas listorna Targets (Mal) och Samples (Prover) i alfabetisk ordning. | dialogrutan Sort
(Sortera) kan du sortera visningen i omvand alfabetisk ordning eller manuellt flytta ett villkor till en
annan platsii listan.

Sa har sorterar du data for mal och prover
1. Klicka pa Sort (Sortera) pa diagrammets hdgerklicksmeny.

Dialogrutan Gene Expression Chart Sorting (Sortering i genuttrycksdiagram) 6ppnas.

Gene Expressicn Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ | ZA

Actin OHr
IL1Beta THr
Tubulin 2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

AR N

QK Cancel

2. ldialogrutan klickar du pa Z-A for att sortera listan i omvand alfabetisk ordning.
3. Du flyttar ett villkor manuellt genom att valja det och klicka pa Iamplig knapp mellan diagrammen:
B Klicka pa uppat- eller nedatpilen for att flytta det valda villkoret en position.

®m  Klicka pa uppat- eller nedatpilen for att flytta det valda villkoret till toppen eller botten av
listan.

4. Klicka pa OK for att spara andringarna och aterga till fliken Gene Expression (Genuttryck).
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Justera data for Gene Expression (Genuttryck)

Nar du har valt analyslage — normaliserat uttryck (AACQ) eller relativ kvantitet (ACq) justerar du de
data du ser pa fliken Gene Expression (Genuttryck) genom att andra instélliningsalternativen till hger
om diagrammet.

Tips: Du staller in standardalternativen for data for Gene Expression (Genuttryck) i dialogrutan User
Preferences (Anvandarinstallningar) (se Stalla in standardparametrar for genuttrycksdatafil pa sidan 69).

Diagramdata

Stall in y-axelvardet pa Linear (Linjar) skala for att aktivera alternativen fér diagramdata. Med
alternativen for diagramdata kan du presentera data i diagrammet med ett av foljande alternativ:

B Relative to control (I férhallande till kontroll) — rita data med axeln skalad fran 0 till 1. Om du
tilldelar en kontroll i kdrningen valjer du det har alternativet for att snabbt visualisera malets
uppreglering och nedreglering.

B Relative to zero (I férhallande till noll) — rita datan med origo pa noll.
Kontrollprov

Anvand listrutemenyn Control Sample (Kontrollprov) och vélj ett prov som ska anvandas for att
normalisera Relative Quantity (Relativ kvantitet):

Diagraminstallningar

Foljande alternativ (beskrivs nedan) visas nar rutan Show Chart Settings (Visa diagraminstallningar)
markeras: X-Axis (X-axel), Y-Axis (Y-axel), Salling (Skalning), Error Type (Feltyp) och Chart Error
Multiplier (Diagramfelsmultiplikator).

X-axelalternativ

X-axis option (x-axelalternativet) gér det majligt att valja x-axeldata fér diagrammet Gene Expression
(Genuttryck):

B Target (Mal) —ritar malnamnen pa x-axeln.

B Sample (Prov) —ritar provhnamnen pa x-axeln.
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Y-axelalternativ

Y-axis option (y-axelalternativet) gér det majligt att visa diagrammet Gene Expression (Genuttryck) i
en av foljande tre skalor:

Linear (Linjar) — valj om du vill visa en linjar skala.

Tips: Nar y-axeln stalls in pa Linear (Linjar) aktiveras listrutan Graph Data (Diagramdata) dar
du kan valja att rita data i férhallande till kontrollen eller i férhallande till noll.

Log 2 (Logaritm 2) — valj om du vill utvardera prover dver ett stort dynamiskt intervall.

Log 10 (Logaritm 10) — valj om du vill utvardera prover éver ett mycket stort dynamiskt intervall.

Skalningsalternativ

Vélj Normalized Gene Expression (Normaliserat genuttryck) (AAC,) och stall in Control Sample
(Kontrollprov) pa None (Inget) for att aktivera skalningsalternativen i diagrammet Gene Expression
(Genuttryck). Val;j ett av foljande skalningsalternativ for att berdkna och presentera data pa det satt
som bast passar koérningsutformningen:

B Unscaled (Oskalat) — presenterar det oskalade normaliserade genuttrycket.

B Highest (Hogsta) — skalar det normaliserade genuttrycket for varje mal genom att dividera
uttrycksnivan for varje prov med den hégsta nivan av uttryck i alla prover.
Det har skalningsalternativet anvander skala-till-hégsta-formeln.

B Lowest (Lagsta) — skalar det normaliserade genuttrycket for varje mal genom att dividera
uttrycksnivan for varje prov med den lagsta nivan av uttryck i alla prover.
Det har skalningsalternativet anvander skala-till-lagsta-formeln.

B Average (Medelvarde) — skalar det normaliserade genuttrycket for varje mal genom att dividera
uttrycksnivan for varje prov med det geometriska medelvardet av uttrycksnivaerna for alla prover.
Det har skalningsalternativet anvander skala-till-medel-formeln.

Feltyp

Valj ett alternativ for typen av felberakningar (felstaplar) i diagrammet Gene Expression (Genuttryck):

Standard error of the mean (Medelvardets standardfel) (standard)

Standard deviation (Standardavvikelse)
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Diagrammultiplikator for felstaplar

Valj en multiplikator for felstaplarna i diagrammet Gene Expression (Genuttryck). Vélj ett av dessa
heltal:
+/— 1 (standard), 2 eller 3. Typen av multiplikator &ndras nar du valjer feltypen:

B SEMs for standard error of the mean (SEM fér medelvardets standardfel)

B Std Devs for standard deviations (SD for standardavvikelser)

Experiment Settings (Experimentinstallningar)

Tips: Den hér dialogrutan &r ocksa tillganglig i Plate Editor (Plattredigerare). Se Andra
Experiment Settings (Experimentinstaliningar) pa sidan 130 fér mer information.

| dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstaliningar) kan du visa eller andra listan med mal
eller prover, vélja referensgener, vélja kontroller eller ange gruppen Gene Expression Analysis
(Genuttrycksanalys) som ska analyseras om namn pa biologiska uppséattningar har lagts till i
brunnarna.

Sa héar oppnar du dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstallningar)

» Pafliken Bar Chart (Stapeldiagram) klickar du pa Experiment Settings (Experimentinstéllningar)
langst ned i den hégra rutan.

Dialogrutan Experiment Settings (Experimentinstéllningar) visas med fliken Targets (Mal).

Experiment Settings

Targetz  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Hfficiency | Efficiency(%)
1 e v P -
2 GAPDH GAPDH v [ v v 35.9
3 ILib IL1b r [ | r 2 96.9
4 Tubulin Tubulin - [v [v 20,5

New:
Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample ~
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ NRT [ Megative Control [] Posttive Contral [ Standard

oK Cancel
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Sa har justerar du malinstillningar

» Gor nagot av féljande pa fliken Targets (Mal):

For att valja ett mal som referens for dataanalys av genuttryck valjer du namnet i kolumnen
Reference (Referens).

For att andra fargen pa malet klickar du pa dess cell i kolumnen Color (Farg) och &ndrar
fargen i dialogrutan Color (Farg) som visas.

Fargférandringen visas i Gene Expression-tabellerna (Genuttryck).

For att anvanda ett tidigare definierat effektivitetsvarde ska du avmarkera malets kryssruta i
kolumnen Auto Efficiency (Automatisk effektivitet) och ange ett nummer fér malets
effektivitetsandel.

Programvaran beraknar den relativa effektiviteten for ett mal med Auto Efficiency
(Automatisk effektivitet) om data for ett mal inkluderar en standardkurva.

Sa har andrar du installningarna foér prov

» Gornagot av féljande pa fliken (Prover och biologiska grupper):

For att valja ett prov som kontroll fér dataanalys av genuttryck véljer du det i kolumnen
Control (Kontroll).

For att andra fargen pa provet klickar du pa dess cell i kolumnen Color (Farg) och andrar
fargen i dialogrutan Color (Farg) som visas.

Fargférandringen visas i Gene Expression-tabellerna (Genuttryck).

For att visa provet i Gene Expression-diagrammen (Genuttryck) valjer du det i kolumnen
Show Chart (Visa diagram).

For att ta bort provet frdn Gene Expression-diagrammen (Genuttryck) tar du bort det i
kolumnen Show Chart (Visa diagram).

Tips: Provets gruppens data blir kvar i tabellen Results (Resultat).

Sa har andrar du valen Biological Set Analysis Options (Analysalternativ for biologisk
uppsattning)

» Omdu har tilldelat en eller flera biologiska uppsattningar till brunnar i plattan (se Tilldela biologiska
uppsattningar till brunnar pa sidan 124), visas listan Biological Set Analysis Options
(Analysalternativ for biologisk uppséattning) i dialogrutan Experiment Settings
(Experimentinstaliningar) sa att du kan éandra urvalet efter behov.
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Biological Set Analysis Options: Target ws. Sample w

Target vs. Sample
- . @ e | Target ve. Biological Set
Target vs. Sample_Biological Set
wo | Target vs. Biological Set _Sample

B Target vs. Sample (Mal kontra prov) — endast brunnens provnamn anvands for berakning
av genuttryck.

B Target vs. Biological Set (Mal kontra biologisk uppsattning) — endast namnet fér den
biologiska uppséttningen anvands i berédkningarna.

B Target vs. Sample_Biological Set (Mal kontra biologisk provuppséattning) — provhamnet
och namnet pa den biologiska uppsattningen kombineras och skapar ett enda namn som
anvands i berakningarna.

B Target vs. Biological Set_Sample (Mal kontra biologisk provuppséattning) — provhamnet
och namnet pa den biologiska uppséttningen kombineras och skapar ett enda namn som
anvands i berakningarna.

Sa hér exkluderar du en provtyp fran analysberédkningar

» Markera motsvarande kryssruta langst ned i dialogrutan Experiment Settings
(Experimentinstaliningar)

Obs! Det har utesluter kontroller och/eller standarder fran analys av genuttryck.

Malstabilitetsvarde

Malstabilitetsvarden beraknas nar fler 8n en referensgen anvands. Programmet CFX Manager Dx
beraknar tva kvalitetsparametrar for referensgenerna:

m  Koefficient Variance (Variationskoefficient) (CV) foér normaliserade relativa kvantiteter av
referensgen. Ett lagre CV-varde betecknar hogre stabilitet.

B M Value (M-varde) (M), ett matt pa stabiliteten i referensgensuttrycket.
Rekommenderade CV- och M-varden visas langst ned i dialogrutan Stability Value (Stabilitetsvarde).

For att visa malstabilitetsvardet

» Pafliken Gene Expression Bar Chart (Stapeldiagram for genuttryck), klicka pa Target Stability
Value (Malstabilitetsvarde) 1angst ner i den hogra rutan.

Dialogrutan Stability Value (Stabilitetsvarde) visas.
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Alternativ i hogerklickmeny

Hogerklicka pa genuttrycksdiagrammet for att markera objekt som visas i Tabell 34.

Tabell 34. Menyobjekt i hogerklicksmenyn for genuttryck

Objekt
Copy (Kopiera)

Funktion

Kopierar diagrammet till ett urklipp.

Save Image As (Spara bild som)

Sparar tabellen som en bildfil. Ange upplésning och matt for bilden
och vélj sedan filtyp (PNG, GIF, JPG, TIF eller BMP).

Page Setup (Utskriftsformat)

Valjer ett utskriftsformat for utskrift.

Print (Skriv ut)

Skriver ut tabellen.

Set Scale to Default (Ange skala
som standard)

Show All (Visa alla) visar alla data i stapeldiagrammet. Scroll Bar
(Rullningslist) visas om antalet prover inte kan visas i diagrammets
ram samtidigt som minimibredden pa listen uppratthalls.

Chart Options
(Diagramalternativ)

Oppnar fénstret Chart Options (Diagramalternativ) fér att justera
grafen.

Sort (Sortera)

Sorterar ordningen av prover eller mal som visas pa tabellens x-
axel.

Use Corrected Std Devs
(Anvand korrigerade
standardavvikelser)

Beraknar felstaplarna med hjalp av formeln for korrigerad
standardavvikelse.

Use Solid Bar Colors (Anvand
solida stapelfarger)

Visar solida staplar i diagrammet.

X-Axis Labels (Etiketter for x-
axeln)

Visar x-axelns etiketter vagratt eller vinklade.
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Datakalkylblad

Bar Chart (Stapeldiagram)

| Tabell 35 definieras de data som visas i datatabellen Gene Expression (Genuttryck).

Obs! Varden i tabellen beraknas baseras pa typ av graf och installningar som har valts i den

hégra rutan.

Tabell 35. Beskrivning av informationen i kalkylbladet pa fliken Bar Chart (Stapeldiagram)

Information Beskrivning

Target (Mal) Valt malnamn (amplifierad gen) i fonstret Experiment Settings
(Experimentinstéllningar).

Prov Valt namn pa prov i fonstret Experiment Settings
(Experimentinstallningar).

Ctrl Valt kontrollnamn i fénstret Experiment Settings

(Experimentinstallningar).

Relativ kvantitet eller
Expression (Uttryck)

Relativ kvantitet (AC,) eller normaliserat genuttryck (AAC),
beroende pa valt lage.

Relativ kvantitet eller uttrycks-
SEM (eller SD)

Medelvardets standardfel (SEM) eller standardavvikelse (SD) for
relativ kvantitet eller normaliserat uttryck, beroende pa vilket
alternativ som ar valt.

Korrigerad relativ kvantitet eller
uttrycks-SEM (eller SD)

Korrigerad vardeberakning for SEM eller SD for relativ kvantitet eller
normaliserat uttryck, beroende pa vilket alternativ som ar valt.

Mean (Medelvarde fér) C

Medelvarde for kvantifieringscykeln.

Cqy SEM (eller SD)

SEM eller SD for kvantifieringscykeln, beroende pa valt alternativ.
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Alternativet Show Details (Visa detaljer)

Tabell 36 definierar de data som visas nar Show Details (Visa detaljer) valjs i hogerklickmenyn i

kalkylbladet for stapeldiagrammet.

Tabell 36. Information i kalkylbladet for stapeldiagrammet med Show Details (Visa detaljer)

valt

Information

Data Set (Datauppsattning)

Beskrivning

Fluorescensdata fran en fluorofor i datafilen

Relative Quantity (Relativ
kvantitet)

Beraknad relativ kvantitet av prover

Relative Quantity SD (SD for
relativ kvantitet)

Standardavvikelse for berakningen av relativ kvantitet

Corrected Relative Quantity SD
(SD for korrigerad relativ
kvantitet)

Beradknad standardavvikelse fér den korrigerade relativa kvantiteten

Relative Quantity SEM (SEM for
relativ kvantitet)

Medelvardets standardfel fér berékningen av relativ kvantitet

Corrected Relative Quantity
SEM (SEM for korrigerad relativ
kvantitet)

Beraknat medelvardesstandardfel for den korrigerade relativa
kvantiteten

Relative Quantity (Relativ Log, for den relativa kvantitet som anvands for statistisk analys
kvantitet(lg))
SD RQ(lg) Standardavvikelse for den relativa kvantiteten (log,)

SEM Expression (SEM for
uttryck(lg))

Medelvéardets standardfel for uttrycket (log,)

Unscaled Expression (Ej skalat
uttryck)

Beraknat ej skalat uttryck

Unscaled Expression SD (SD
for ej skalat uttryck)

Beraknad standardavvikelse for det ej skalade uttrycket

Corrected Unscaled Expression
SD (SD for korrigerat ej skalat
uttryck)

Beraknad standardavvikelse for det korrigerade ej skalade uttrycket
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Tabell 36. Information i kalkylbladet for stapeldiagrammet med Show Details (Visa detaljer)
valt, forts.

Information

Unscaled Expression SEM
(SEM for ej skalat uttryck)

Beskrivning

Beraknat medelvardesstandardfel for det ej skalade uttrycket

Corrected Unscaled Expression
SEM (SEM for korrigerat ej
skalat uttryck)

Beraknat medelvardesstandardfel for det korrigerade ej skalade
uttrycket

Unscaled Expression (Ej skalat
uttryck(lg))

Log,, for det ej skalade uttrycket

SD Unscaled Expression (SD gj
skalat uttryck(lg))

Standardavvikelse for det ej skalade uttrycket (log,)

SEM Unscaled Expression
(SEM for ej skalat uttryck(lg))

Medelvérdets standardfel fér det ej skalade uttrycket (log,)

Expression (Uttryck)

Normaliserat genuttryck

Corrected Expression SD (SD
for korrigerat uttryck)

Beraknad standardavvikelse

Expression SEM (SEM for
uttryck)

Medelvardets standardfel

Corrected Expression SEM
(Korrigerat SEM for uttryck)

Beraknat medelvardesstandardfel

Expression (Uttryck(lg))

Log, for uttrycket (normaliserat uttryck) som anvénds for statistisk
analys

SD Expression (SD for uttryck
(I9))

Standardavvikelse for uttrycket (logy)

SEM Expression (SEM for
uttryck(lg))

Medelvardets standardfel for uttrycket (log,)

Mean (Medelvarde 6r) C

Medelvérde for kvantifieringscykeln

C, SD (SD fér Cq)

Standardavvikelse for kvantifieringscykeln

Cy SEM (SEM fér Cq)

Medelvéardesstandardfel fr kvantifieringscykeln
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Clustergram

Clustergrammet visar data i en hierarki baserad pa graden av likhet i uttryck for olika mal och prover.

Obs! Du maste vélja ett referensmal for att visa nagon annan dataplott an relativt uttryck for
stapeldiagram.

Clustergrambilden avbildar relativt uttryck for ett prov eller mal pa féljande satt:
B Uppreglering (réd) — hdgre uttryck

B Nedreglering (gron eller bla farg) — lagre uttryck

B Ingenreglering (svart)

B Inget varde berdknat (svart med ett vitt X)

Juljusare fargnyans, desto stérre skillnad i relativt uttryck. Om inget varde for normaliserad C kan
beraknas, &r rutan svart med ett vitt X.

| ytterkanterna av dataplotten finns ett dendrogram, vilket indikerar klusterhierarkin. Mal eller prover
med likartade uttrycksmonster kommer att ha angransande grenar medan de med olikartade monster
kommer att ha ett storre avstand.

Settings (Installningar)
Det gar att stélla in féljande alternativ:

B Cluster By (Klusterindela efter) — valj Targets (Mal), Samples (Prover), Both (Bada) eller None
(Ingen).

B Size (Storlek) —justerar bildstorleken och andrar graden av diagramforstoring.
B Split Out Replicates (Dela upp replikat) — visar vardena for enskilda replikat.

Tips: Det gar att andra fargschemat for klusterdiagram och punktdiagram fran réd/gron (standard) till
rod/bla genom att vélja det alternativet pa hégerklicksmenyn i bada dessa diagram.

Alternativ i hogerklickmeny

Alternativen i hdgerklickmenyn for clustergrammet &r identiska med alternativen for
stapeldiagrammet. Se Tabell 34 pa sidan 238 for tillgangliga alternativ. Valj dessutom Color Scheme
(Fargschema) for att andra nedregleringsuttrycket fran standarden R6d/Gron till R6d/Bla i
diagrammet.
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Clustergram

Datakalkylblad

| kalkylbladet visas varden for malet, provet och normaliserat uttryck. Klicka i kryssrutan bredvid ett
mal for att inkludera det i eller utesluta det fran plotten.
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Scatter Plot (Spridningsdiagram)

Spridningsdiagrammet visar det normaliserade uttrycket av mal fér en kontroll jamfort med ett
experimentprov. Linjerna i diagrammet anger regleringstréskelvardet. Datapunkter mellan linjerna indikerar
att skillnaden i uttryck fér det malet (genen) ar férsumbar mellan proverna. Datapunkter utanfor linjerna
overskrider regleringstroskelvardet och kan vara av intresse.

Diagrambilden visar féljande férandringar i maluttryck baserat pa regleringstroskelvardet:
B Uppreglering (réd cirkel) — relativt hogre uttryck

B Nedreglering (gron eller bla cirkel) — relativt lagre uttryck

B Ingen férandring (svart cirkel)

Klicka pa och dra endera troskelvardeslinje for att justera regleringstroskelvardet.

Installningar

Det gar att stélla in féljande alternativ:

B Control Sample (Kontrollprov)

B Experimental Sample (Experimentprov)

B Regulation Threshold (Regleringstroskelvarde). Nar du 6kar eller minskar regleringsvardet flyttas
troskelvardeslinjerna i diagrammet i enlighet déarmed.

Alternativ i hogerklickmeny

Alternativen i hogerklickmenyn for spridningsdiagrammet ar identiska med alternativen for
stapeldiagrammet. Se Tabell 34 pa sidan 238 for tillgangliga alternativ. Valj dessutom Symbol for att
andra symbolen som anvands i plotten fran standardcirkeln till en av féljande:

B Triangle (Triangel)
B Cross (Kors)
B Square (Fyrkant)

®  Diamond (Romb)

Datakalkylblad

| kalkylbladet visas varden for malet och normaliserat uttryck for kontroll- och experimentprover. Har
visas ocksa om mal ar upp- eller nedreglerade jamfort med regleringstroskeln. Klicka i kryssrutan
bredvid ett mal for att inkludera det i eller utesluta det fran plotten.
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Kalkylbladet

Kalkylbladet

Pa fliken Results (Resultat) finns ett kalkylblad som sammanfattar data fran alla diagram. | Tabell 37
definieras data som visas i kalkylbladet Results (Resultat).

Tabell 37. Information pa fliken Results (Resultat)

Information Beskrivning

Target (Mal) Malnamn (amplifierad gen)

Sample (Prov) Sample name (Provnamn)

Mean (Medelvarde for) Cy Medelvarde for kvantifieringscykeln

Mean Efficiency Corrected Medelvarde for kvantifieringscykeln efter justering for
(Medelvarde av reaktionseffektiviteten

effektivitetskorrigerad) C

Normalized Expression Maluttryck normaliserat till ett referensmal (AACy)
(Normaliserat uttryck)

Relative Normalized Expression Normaliserat uttryck i férhallande till ett kontrollprov, kallas aven

(Relativt normaliserat uttryck) Fold Change (X-faldig férandring)

Regulation (Reglering) Forandring i uttryck i forhallande till ett kontrollprov
Compared to Regulation Upp- eller nedreglering av ett experimentellt prov baserat pa
Threshold (Jamfort med troskelvardesinstallningen

regleringstroskelvardet)

Obs! Data for replikat finns bara i kalkylbladen pa dataanalysflikar dar Split Out Replicates (Dela
upp replikat) har valts (alltsa Clustergram (clustergram)). Det kan bli en diskrepans mellan
uttrycksdata i genuttrycksanalysens kalkylblad om du véljer "none” (inget) som kontrollprov pa
stapeldiagrammet.
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Genstudie

Skapa en genstudie for att jamféra genuttrycksdata fran ett eller flera realtids-PCR-experiment med
hjalp av en kalibrator mellan kérningar som normaliserar mellan experimenten. Skapa en genstudie
genom att Iagga till data fran en eller flera datafiler (.pcrd-tillagg) i genstudien. Programvaran
grupperar dem till en fil (.mgxd-tillagg).

Obs! Det hogsta antalet prover som gar att analysera i en genstudie begransas av storleken pa
datorns RAM-minne och virtuella minne.

Kalibrering mellan korningar

Forsok till kalibrering mellan kérningar paboérjas automatiskt i varje genstudie for varje mal for
normalisering av variationer mellan kérningar mellan mal som har analyserats i separata
realtidsbaserade PCR-kérningar (det vill sédga olika .pcrd-filer genererade fran olika plattor).

For att programvaran ska kanna igen ett prov som en kalibrator inom kdérning maste den ha samma
malnamn, provnamn, och, i férekommande fall, samma namn pa biologisk uppsattning for varje platta
som jamfors.

Obs! Det maste finnas minst ett kalibratorprov mellan kdrningar i genstudien for att kalibrering
mellan kérningar ska fungera. Mal utan Iampliga kalibratorprover mellan kérningar behandlas
utan korrigering i genstudien (rekommenderas inte).

Kalibratorer mellan kérningar kan tilldampas pa tva satt:

B Pertarget (Per mal) — olika PCR-primrar kan ha olika effektiviteter. Kalibratorn mellan kérningar
tillampas som standard till alla brunnar pa samma platta som har samma malnamn, till exempel
C, som genereras med samma analys.

B Entire study (Hela studien) — anvandaren valjer en kalibrator mellan kérningen som tillampas pa
hela genstudien.

Dialogrutan Gene Study (Genstudie)

Dialogrutan Gene Study (Genstudie) har tva flikar:

B Fliken Study Setup (Studieinstalining) — hanterar kdrningarna i genstudien.

Viktigt! Data i den ursprungliga filen férandras inte om du lagger till eller tar bort datafiler i en
genstudie.

B Study Analysis tab (Fliken Studieanalys) — visar genuttrycksdata for kombinerade kérningar.
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Fliken Study Setup (Studieinstallning)

| Tabell 38 definieras data som visas pa fliken Study Setup (Studieinstallning).

Tabell 38. fliken Study Setup (Studieinstillning) i dialogrutan Gene Study (Genstudie)

Genstudie

Kolumnnamn

File Name (Filnamn)

Beskrivning

Namn pa kérningsdatafil (.pcrd-tillagg)

File Folder (Filmapp)

Katalog som lagrar datafilen for varje korning i genstudien

Date Created (Skapades
den)

Den dag da kérningsdata samlades in

Well Group Name (Namn pa
brunnsgrupp)

Namnet pa brunnsgruppen som valdes nar filen lades till i genstudien.
Tips: For att kunna analysera en brunnsgrupp i genstudien maste

du valja brunnsgruppen i fraga i fonstret Data Analysis

(Dataanalys) innan du importerar datafilen i genstudien.

Step (Steg)

Protokollsteg som inkluderar plattavlasning fér insamling av
realtidsbaserade PCR-data

Run Type (Korningstyp)

Antingen anvandardefinierad eller PrimePCR™-kdrning

Protocol Edited (Protokoll
redigerat)

Om det har alternativet ar markerat anger det att protokollet som
anvandes for en PrimePCR-korning har redigerats

View Plate (Visa platta)

Oppnar en karta av plattan med data fran var och en av kdrningarna
som ingar i genstudien

Forbereda en Gene Study (Genstudie)

For att forbereda en genstudie

1. Innan du importerar data till en genstudie maste foljande utforas i fonstret Data Analysis

(Dataanalys):

B Verifiera att prover med samma innehall har samma namn. | en genstudie forutsatter
programmet att brunnar med samma Target name (Malnamn) eller Sample name
(Provnamn) innehaller samma prover.

B Justera baslinjen och tréskeln (Cg) pa fliken Quantification (Kvantifiering) for att optimera

data i varje korning.

B Valj brunnsgruppen du vill inkludera i genstudien.
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For att du ska kunna visa data fran en brunnsgrupp i genstudien, maste den gruppen véljas
innan du importerar datafilen.

Pa fliken Study Setup (Studieinstallning) visas en lista 6ver alla kérningar i genstudien.
2. ldialogrutan Gene Study (Genstudie) valjer du fliken Study Setup (Studieinstallning).
3. Klicka pa Add Data Files (Lagg till datafiler) for att valja en fil i ett webblasarfonster.

Tips: For att snabbt I1agga till kérningar till en genstudie kan du dra datafilerna (med
filnamnstillagget .pcrd) till dialogrutan Study Setup (Studieinstalining).

4. CFX Manager Dx-programvara utfér automatiskt genstudieanalysen efterhand som du lagger till
datafiler. Valj fliken Study Analysis (Studieanalys) for att visa resultaten.

For att ta bort korningar fran genstudien
» Viljen ellerflerafiler i listan och klicka paA Remove (Ta bort).
For att lagga till anteckningar om genstudien

»  Skrivin anteckningar om filerna och analysen i textrutan Notes (Anteckningar).

Fliken Study Analysis (Studieanalys)

Pa fliken Study Analysis (Studieanalys) visas data fran alla kérningar i genstudien. Alternativen for
genuttrycksdataanalysen ar desamma som for en enstaka datafil med féljande undantag:

B For stapeldiagram visas kalibreringsvarden mellan kérningar (om sadana beraknats) nar du
klickar pa Inter-run Calibration (Kalibrering mellan kérningar).

Obs! Endast féljande provtyper kan anvandas som en kalibrator mellan kérningar:
O Unknown (Okand)

O Standard

O Positive Control (Positiv kontroll)

Provtyperna Negative Control (Negativ kontroll), No Template Control (kontroll utan mall, NTC)
och No Reverse Transcriptase Control (kontroll utan reverserat transkriptas, NRT) kan inte
anvandas som en kalibrator mellan kdrningar.
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Skapa en genstudierapport

For att skapa en genstudierapport

1.
2.

Justera data och diagram i genstudierapporten efter behov innan du skapar en rapport.

Valj Tools > Reports (Verktyg > Rapporter) i menyn Gene Study (Genstudie) for att 6ppna
dialogrutan Report (Rapport).

Valj alternativen du vill inkludera i rapporten. Rapporten 6ppnas med standardalternativ valda.
Markera eller avmarkera kryssrutorna for att andra hela kategorier eller enskilda alternativinom
en kategori.

Kategorier i genstudierapport pa sidan 249 listar tillgangliga alternativ som kan visas.

Andra ordningsféljden pa kategorier och objekt i en rapport. Dra alternativen till 6nskad plats.
Objekt kan bara flyttas inom kategorierna de tillhor.

Klicka pa Update Report (Uppdatera rapport) for att uppdatera Report Preview
(Rapportférhandsgranskning) med eventuella &ndringar.

Skriv ut eller spara rapporten. Klicka pa knappen Print Report (Skriv ut rapport) i verktygsraden
for att skriva ut den aktuella rapporten. Valj File > Save (Arkiv > Spara) for att spara rapporten i
filformatet PDF (Adobe Acrobat Reader-fil) och valj en plats dar filen ska sparas. Valj File > Save
As (Arkiv > Spara som) for att spara rapporten med ett nytt namn eller pa en ny plats.

(Valfritt) Skapa en rapportmall med den information du vill ha. For att spara de aktuella
rapportinstallningarna i en mall valjer du Template > Save (Mall > Spara) eller Save As (Spara
som). Hamta sedan rapportmallen nasta gang du vill skapa en ny rapport.

Kategorier i genstudierapport

Anvand dialogrutan Gene Study Report (Genstudierapport) for att ordna genstudiedata i en rapport. |
Tabell 39 listas alla tillgangliga alternativ for en genstudierapport.

Tabell 39. Kategorier for en genstudierapport

Genstudie

Kategori Alternativ Beskrivning

Rubrik

Titel, undertitel och logotyp fér rapporten

Report Information Data, anvandarnamn, datafilnamn,
(Rapportinformation) datafilsokvag och den valda brunnsgruppen
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Tabell 39. Kategorier for en genstudierapport, forts.

Kategori Alternativ

Gene Study File List (Lista

med genstudiefiler)

Beskrivning

Lista med alla datafiler i genstudien

Notes (Anteckningar)

Anteckningar om datarapporten

Study Analysis (Studieanalys): Bar Chart (Stapeldiagram)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Lista med valda analysparametrar

Chart (Diagram)

Stapeldiagram for genuttryck som visar data

Target Names (Malnamn)

Lista med mal i genstudien

Sample Names
(Provnamn)

Lista med prover i genstudien

Data

Kalkylblad som visar data

Target Stability
(Malstabilitet)

Malstabilitetsdata

Inter-run Calibration
(Kalibrering mellan
kérningar)

Data fran kalibrering mellan kérningar

Study Analysis (Studieanalys): Clustergram och Scatter Plot (Spridningsdiagram)

Analysis Settings
(Analysinstallningar)

Installningar for respektive typ av diagram

Chart (Diagram)

Diagram for genuttryck som visar data

Data

Kalkylblad som listar data i varje mal
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Bilaga A Dataanalysberakningar

CFX Manager™ Dx-programvaran beraknar formler automatiskt och visar resultaten i flikarna Data
Analysis (Dataanalys). | den har bilagan forklaras ingaende hur CFX Manager Dx-programvaran
beraknar formler.

Reaktionseffektivitet

Evidens tyder pa att anvandning av ett noggrant matt pa effektivitet for varje primer- och probe-
uppsattning ger noggrannare resultat vid analys av genuttrycksdata. Standardvardet for effektivitet
som anvands i berakningarna av genuttryck ér 100 %. For att utvardera reaktionseffektiviteten skapar
du en standardkurva med anvandning av seriespadningar av ett representativt prov genom ett
relevant dynamiskt intervall och registrerar sedan effektiviteten for paféljande genuttrycksanalys. Om
din kérning innefattar en standardkurva sa beréknar programmet effektiviteten automatiskt och visar
den under Standard Curve (Standardkurva) pa fliken Quantification (Kvantifiering) nar Auto Efficiency
(Automatisk effektivitet) ar markerat pa fliken Targets (Mal) i fonstret Experiment Settings
(Experimentinstaliningar).

Effektiviteten (E) i effektivitetsformlerna avser de "effektiviteter” som beskrivs av Pfaffl (2001) and
Vandesompele et al. (2002). | dessa publikationer &r en effektivitet pa 2 (perfekt dubblering med varje
cykel) ekvivalent med 100 % effektivitet i detta program. Du har méjligheten att konvertera dina
effektivitetsberakningar till de som anvands i programmet genom att anvanda foljande matematiska
relationer:

B E = (% Effektivitet * 0,01) + 1

m % Effektivitet=(E—-1)* 100
Relativ kvantitet
Formeln for relativ kvantitet (ACq) for alla prover (GOI) ar:

Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (Cy uin =€, (sample))

Obs! Den har formeln anvands for att berakna relativ kvantitet om inget kontrollprov har
definierats.
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Dar:

B E = Effektivitet fér primer- och probsats. Effektiviteten berdknas med formeln
(% Effektivitet * 0,01) + 1, dar 100 % effektivitet =2

B C 4 (min)= Genomsnittligt Cq for provet med lagsta genomsnittliga C,, fér GOI

B C g (prov) = Genomsnittligt C, for provet

B GOl =Genav intresse (ett mal)

Relativ kvantitet nar en kontroll valjs

Nar ett kontrollprov tilldelas beraknas den relativa kvantiteten (RQ) fér ett prov med en gen av intresse
(GOI) med den har formeln:

. . Gy (contrat) —C.
Relative Quantitygmple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

Dar:

B E = Effektivitet for primer- och probsats. Effektiviteten berdaknas med formeln
(% Effektivitet * 0,01) + 1, dar 100 % effektivitet = 2

B Cq (kontroll) = Genomsnittligt C, for kontrollprovet
B Cq (prov) = Genomsnittligt C, for alla prover med GOI

B GOl =Gen av intresse (ett mal)

Standardavvikelse for relativ kvantitet

Formeln for den relativa kvantitetens standardavvikelse ar

SD Relative Quantity = SD Cqgor X Relative Quantity,umye (ory X Ln (Egor)

Dar:

B SD Relative Quantity = standardavvikelse for relativ kvantitet
B SD Cygorprov = Standardavvikelse for C, for provet (GOI)
B Relative Quantity = Relativ kvantitet for provet

B E = Effektivitet for primer- och probsats. Effektiviteten berdaknas med formeln
(% Effektivitet * 0,01) + 1, dar 100 % effektivitet = 2

B GOl =Genav intresse (ett mal)
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Effektivitetskorrigerad Cq (CqE)

Effektivitetskorrigerad C, (C¢)
Formeln for effektivitetskorrigerad Cg ar
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Dér:

B E = effektivitet

Medelvarde av effektivitetskorrigerad C, (MCqg)

Formeln for medelvérde av effektivitetskorrigerad C ar

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T - -+CUE (Rep
MCqE= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Dar:
B Cge = effektivitetskorrigerad C,

B n=antal replikat

Normaliseringsfaktor

Namnaren av den normaliserade uttrycksekvationen kallas normaliseringsfaktorn.
Normaliseringsfaktorn ar det geometriska medelvardet av de relativa kvantiteterna av alla referensmal
(gener) for ett givet prov, sasom beskrivs i foljande formel:

1
Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQqample (Ret2) X « - - X RQgample (Refn))™
Dar:
B RQ = Relativ kvantitet

B n=antal referensmal

B GOl =genav intresse (ett mal)
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Normaliserat uttryck

Normaliserat uttryck (AAC) &r den relativa kvantiteten av malet (genen) normaliserat till kvantiteterna
av referensmalen (gener eller sekvenser) i det biologiska systemet. Du valjer referensmal genom att
Oppna fonstret Experiment Settings (Experimentinstélliningar) och klicka pa referenskolumnen for
varje mal som tjanar som en referensgen.

Formeln fér normaliserat uttryck som anvander berakningen for beraknad relativ kvantitet (RQ) ar

RQuampie (cON)

Normalized Expressiong,,. (cor = n
(BQuampie (et 1) ¥R Quample (et 2)X- - XRQuumpe (et ) ™

Dar:

B RQ = Relativ kvantitet for ett prov

B Ref =referensmaletien kdrning med ett eller flera referensmal i varje prov
B GOl =genav intresse (ett mal)

Forutsatt att referensmalen inte andrar uttrycksniva i det biologiska systemet tar berakningen av
normaliserat uttryck hansyn till laddningsskillnader och -variationer i cellnummer som representeras i
vart och ett av proverna.

Normaliserat uttryck nar en kontroll ar vald

Nar du valjer ett kontrollprov i fonstret Experiment Settings (Experimentinstallningar) staller
programmet in uttrycksnivan for kontrollprovet pa 1. | denna situation normaliserar programmet de
relativa kvantiteterna for allt mal(gen)uttryck till kontrollkvantiteten (vardet 1). Detta normaliserade
uttryck ar ekvivalent med analysen av det ej skalade normaliserade uttrycket nar en kontroll ar vald.

Obs! Detta kallas dven relativt normaliserat uttryck (RNE) och X-faldig férandring.
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Standardavvikelse for det normaliserade uttrycket

Omskalning av det normaliserade uttrycksvardet uppnas genom att standardavvikelsen for det
normaliserade uttrycket divideras med det normaliserade uttrycksvardet fér de hdgsta eller lagsta
enskilda uttrycksnivaerna, beroende pa det skalningsalternativ som du valjer. Formeln fér
normaliseringsfaktorns standardavvikelse (SD) ar

SD RQuample (Ref 1) ) ] (SD RQuample (Ref 2) ) 2 n (SD RQuample (Ref n) ) 2

nXRQuomple (Ref 1) nXRQuample (Ref 2) 1 XRQuample (Ref n)

SDNF,,:NF,,X\/(

Dar:

B RQ = Relativ kvantitet fér ett prov
B SD = Standardavvikelse

B NF = Normaliseringsfaktor

B Ref=Referensmal

B n=Antal referensmal

Nar ett kontrollprov tilldelas behdver du inte utféra den har omskalningsfunktionen pa
standardavvikelsen, som visas i féljande formel:

SD NFgample ) 2 (SD RQuumple (co1) ) 2

RQuempie (coN)

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor X \/ ( NFsampie

Dar:

B NE = Normaliserat uttryck

B RQ = Relativ kvantitet for ett prov
B SD = Standardavvikelse

B GOl = Gen av intresse (ett mal)
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Normaliserat uttryck skalat till hogsta uttrycksniva

Nar kodrningen inte innehaller kontroller kan du skala det normaliserade uttrycket (NE) for varje mal
(gen) genom att dividera uttrycksnivan for varje prov med den hogsta uttrycksnivan i alla prover.
Programmet staller in den hogsta uttrycksnivan till ett varde pa 1 och skalar om alla
provuttrycksnivaer. Formeln for den hdgsta skalningen ar

Normalized Expressiongmye (cor)
Normalized Expressionmgpes: sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,qye (gor =

Dar:

B GOl =Gen av intresse (mal)

Normaliserat uttryck skalat till lagsta uttrycksniva

Nar kdrningen inte innehaller kontroller kan du skala det normaliserade uttrycket (NE) for varje mal
(gen) genom att dividera uttrycksnivan for varje prov med den lagsta uttrycksnivan i alla prover.
Programmet staller in den lagsta uttrycksnivan till ett varde pa 1 och skalar om alla provuttrycksnivaer.
Formeln for Iagsta skalning ar

Normalized Expressiong,mgle (qon
Normalized ExXpressionpowest sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,ny.e (o =

Dar:

B GOl =Gen av intresse (mal)

Normaliserat uttryck skalat till medelhog uttrycksniva

Om kérningen inte innehaller kontroller kan du skala det normaliserade uttrycket (NE) for varje mal
(gen) genom att dividera uttrycksnivan for varje prov med det geometriska medelvardet fér
uttrycksnivan hos alla prover. Programmet staller in genomsnittlig uttrycksniva till ett varde pa 1 och
skalar om alla provuttrycksnivaer. Formeln fér genomsnittlig skalning ar

Normalized Expressiongmy. (qor

Scaled Normalized Expressiong,mye (o = Normalized Expressioncar (coq

Dar:
B GOl =Gen av intresse (mal)

B GM = Geometriskt medelvarde for normaliserat uttryck for alla prover
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Standardavvikelse for det skalade normaliserade uttrycket

Standardavvikelse for det skalade normaliserade uttrycket

Omskalning av det skalade vardet for normaliserat uttryck (NE) uppnas genom att det normaliserade
uttryckets standardavvikelse (SD) divideras med vardet fér normaliserat uttryck for den hégsta (MAX)
eller lagsta (MIN) uttrycksnivan beroende pa valt skalningsalternativ.

Obs! Nar ett kontrollprov tilldelas behdver du inte utféra den har omskalningsfunktionen pa
standardavvikelsen.

Berakningen for den har formeln ar

SD NEqumpis (qo1)

8D Sealed NEmPle (GOD = NEpax or MIN (GOT)

Dar:

NE = normaliserat uttryck

B SD = standardavvikelse

B GOl =Gen av intresse (mal)
B MAX = hdgsta uttrycksniva

®  MIN =|&gsta uttrycksniva

Regulation (Reglering)

Regulation (Reglering) ar ett matt pa ékningen eller minskningen i uttrycket av ett mal for ett
experimentellt jamfért med ett kontrollprov och bestams pa féljande satt:

Om Expression (Uttryck) (experimentell) > Expression (Uttryck) (kontroll):

Expression (experimental)

Regulation =

Expression (control)

Om Expression (Uttryck) (experimentell) < Expression (Uttryck) (kontroll):

. Expression (experimental)
Regulation = —1 / ( Expression (control)

Obs! For Bar Chart (Stapeldiagram), baseras Expression (Uttryck) antingen pa den relativa
kvantiteten eller det normaliserade uttrycket, beroende pa vilket Iage som valts (se Bar Chart
(Stapeldiagram) pa sidan 230). Fér Scatter Plot (Spridningsdiagram), och Clustergram, beréknas
dock alltid reglering fran det normaliserade uttrycket.
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Formler for korrigerade varden

En skillnad mellan korrigerade varden och ej korrigerade varden ses endast om en standardkurva
skapas som del av realtids-PCR-kdrningen. Programmet anvander tre ekvationer for att bestdmma
felspridning:

®  Standardfel

B Standardfel fér normaliserat uttryck

B Standardfel fér den normaliserade genen av intresse (mal)
Formeln foér standardfel ar

Standard Error = 32

JR
Dar:

B n = Antal referensmal (gener)

B SD = Standardavvikelse

Standardfelet for normaliseringsfaktorn i formeln for normaliserat uttryck ar

SE RQuumpie (Ref 2 SE RQm 2 SE RQuupte (Rete) \ 2
SE NFy = NF, % 4/ (sroppe @0 ) (e ™0 ) (g9
nxSE RQgample (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nxSE RQgumple (Ref n)

Dar:

B n = Antal referensmal

B SE = Standardfel

B NF = Normaliseringsfaktor
B RQ = Relativ kvantitet

Formeln for standardfel fér normaliserad gen av intresse (GOI) ar

2 2
SE GOI, = GOI, x \/ (Bm) + (SEG(‘;’IO‘)

Dar:

m  SE = Standardfel

B GOl =Gen av intresse (ett mal)
B NF = Normaliseringsfaktor

B n=antal referensmal
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Bilaga B Hantera CFX Manager Dx-anvandare
och roller

| CFX Manager™ Dx-program kan du skapa anvandare och tilldela en roll till anvandarna. Roller
begransar atkomsten till CFX Manager Dx-funktioner. En anvandare kan bara tilldelas en roll t
gangen. En CFX Manager Dx-programadministratér kan emellertid &ndra anvandarens roll nar som
helst.

Tips: Det ar inte nédvandigt att skapa anvandare for att anvanda CFX Manager Dx. Om du inte
skapar anvandare utfors all aktivitet av standardanvandarkontot admin.

Viktigt! Anvandaradmin ar standardadministratérskontot, som du anvander for att logga in forsta
gangen i CFX Manager Dx. Du bor skapa en specifik anvandare for att administrera CFX
Manager Dx. Tilldela denna anvandare rollen som administratér och utfér alla
administreringsatgarder som denna anvandare.

Viktigt! CFX Manager Dx-program har ingen timeoutfunktion om anvandaren ar inaktiv under en
session. Darfor rekommenderas att du implementerar sakerhetsatgarder genom Windows- eller
tredjepartsverktyg (till exempel en skarmslackare som kraver inloggning).

Hantera anvandare

| standardutgavan av CFX Manager Dx-programvara kan anvandarkonton ha valfria namn och
I6senord.

Valj roller som du vill tilldela enskilda anvandare fran rollistan i fénstret User Administration
(Anvandarhantering). | det har exemplet far gastanvandaren ocksa behdrighet att spara filer.
Lagga till och ta bort anvandare

Obs! Endast CFX Manager Dx-administratdren kan lagga till och ta bort anvandare.

Sa har lagger du till anvandarkonton till CFX Manager Dx

1. Valj User > User Administration (Anvandare > Anvandarhantering) i hemfonstret.

Dialogrutan User Administration (Anvandarhantering) visas.
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User Administration

Manage Users

User Name Full Name Role Fassword Remove
1 |admin Admiristrator ~
2 |cpeterson carl peterson Administrator ~
3 |ebrizel elizabeth brizel Principal v
4 |msnyder matthew snyder Guest v
5 ~

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator
Start, pause and sbort runs

Add repeats to a run

&

]
2
3 | Perform skip steps

4 | Perform instrument calibration

5 | Apply different calibrations to a data file
§ | Edit or replace plate during run

7  |Edt orreplace the plate aftera run

8 | Allow instrument file management

g | Rename instruments

10 | Save anyfile

11 |Change threshold and baselines

12 | Print reports

13 | Setup Email

[E|

Restore Default Rights

OFREERNEEOORRE

!Dnmnmmmmmmnmng ooood

(=]
=

Cancel

2. Skriv ett anvandarnamn foér anvandaren i rutan Manage Users (Hantera anvandare).
3. Valjenanvandarroll.
Roller begransar anvandarens rattigheter. Principal (Huvudanvandare) ar standard.

Tips: Du kan &ndra rattigheterna for varje roll. Om du &ndrar rattigheterna for en roll
paverkas alla anvandare som ar tilldelade rollen i fraga. Se Hantera rollrattigheter pa
sidan 261 for mer information.

4. (Valfritt) Skriv in anvandarens fullstdndiga namn och I6senord.

5. Klicka pa OK for att dppna en dialogruta och bekrafta att du vill stdnga fonstret.
6. Klicka pa Yes (Ja) for att stanga dialogrutan och fonstret.

Sa har tar du bort en anvéndare

1. ValjRemove (Ta bort) for varje anvandare som du vill ta bort i rutan Manage Users (Hantera
anvandare).

2. Klicka pa OK for att 6ppna en dialogruta och bekrafta att du vill stanga fonstret.
3. Klicka pa Yes (Ja) for att stdnga dialogrutan och fonstret.

Obs! Listan Over programvaruanvandare maste alltid inkludera en administrator.
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Hantera anvandare

Hantera rolirattigheter

CFX Manager Dx innefattar féljande fyra roller:

Administrator (Administrator) (obligatoriskt) — administratorer har alla rattigheter, och du kan inte
andra de rattigheterna. Administratérer kan ocksa lagga till och ta bort anvandare och andra
rattigheterna for varje roll.

Obs! Endast en administratdr kan andra rattigheterna for roller.
Principal (Huvudsaklig) — som standard har huvudanvandaren alla rattigheter

Operator (Operatdr) — som standard har operatérsanvandaren alla rattigheter férutom att hoppa
over cykler

Guest (Gast) — som standard kan gastanvandare bara lasa filer

Viktigt! Nar rattigheter for en roll andras paverkas alla anvandare som ar tilldelade den rollen. Du
kan inte anpassa rollen for en specifik anvandare. Var forsiktig nar du andrar rollrattigheter.

Sa hér anger du rittigheterna for varje roll

1.
2.

3.
4.

Valj User > User Administration (Anvandare > Anvandarhantering) i hemfdnstret.
Gor nagot av féljande i rutan Manage Rights (Hantera rattigheter):

B Avmarkera kryssrutan for rattigheter som du vill ta bort fran en roll.

B Dulagger till en rattighet till en roll genom att markera dess kryssruta.

Klicka pa OK for att 6ppna en dialogruta och bekrafta att du vill stinga fonstret.

Klicka pa Yes (Ja) for att stdnga dialogrutan och fonstret.

Sa har aterstéller du alla rattigheter for alla roller

P Klicka pa Restore Default Rights (Aterstall standardrattigheter) i dialogrutan User Administration

(Anvandaradministration).
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Logga in i CFX Manager Dx-programvaran

CFX Manager Dx-programvaran styr vem som loggar in i programvaran via dialogrutan Login (Logga
in). Nar du startar programvaran visar CFX Manager Dx automatiskt dialogrutan Login (Logga in) nar
tva eller flera anvandare ar listade i fonstret User Administration (Anvandarhantering).

CFX Manager Dx visar namnet pa den inloggade anvandaren hogst upp i hemfonstret.
Sa har loggar du in i CFX Manager Dx

1. Valjditt namn i listrutan User name (Anvandarnamn) i dialogrutan Login (Logga in).
2. Skriv in ditt Idsenord.

3. Kilicka pa OK for att stanga dialogrutan Login (Inloggning) och éppna programvaran.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

=
E¥i
R

User Mame: | cpeterson e

Password: |H+

QK Cancel

Byta anvandare
Det gar att byta anvandare medan programvaran ar igang.
Sa har vaxlar du anvdndare

1. I hemfdnstret valjer du User > Select User (Anvandare > Valj anvandare) for att 6ppna dialogrutan
Login (Inloggning).

2. Vélj ett namn i listrutan User Name (Anvandarnamn).
3. Skrivin den nya anvandarens I6senord.

4. Klicka pa OK for att stanga dialogrutan Login (Inloggning) och 6ppna programvaran.
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Andra anviandarldsenord

CFX Manager Dx-anvandare kan nar som helst andra sina I6senord.

Sa har andrar du anvandarlésenord

Logga in i CFX Manager Dx-programvaran

1. Vélj User > Change Password (Anvéndare > Andra l6senord) i hemfénstret fér att dppna
dialogrutan Change Password (Andra Iésenord).

Change Password

@ 1

(ld Password: |

MNew Password: |

Corfim New Password: |

oK

Cancel

2. Ange ditt nuvarande I6senord i Old Password (Befintligt I6senord).

3. Skrivin ett nytt I6senord i New Password (Nytt I6senord) och upprepa I6senordet i Confirm New

Password (Bekrafta nytt I6senord).

4. Valj OK for att bekrafta andringen.

Visa din roll och dina rattigheter

Tips: Anvandare som ar tilldelade rollerna Principal (Chef), Operator (Operator) eller Guest
(Gast) kan bara se sina egna anvandarinstallningar, rattigheter och roller.

For att visa din aktuell anvandarroll och dina aktuella rattigheter

» Valj User > User Administration (Anvandare > Anvandarhantering) i hemfonstret.

Kontakta din CFX Manager Dx-administrator for att andra anvandarinstallningar, rattigheter och roller
som listas i fonstret User Administration (Anvandarhantering).
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Bilaga C LIMS-integration

Det gar att konfigurera CFX Manager™ Dx-programvaran fér anvandning med ett system for
hantering av laboratorieinformation (LIMS). Fér LIMS-integration kraver CFX Manager Dx
plattinstallningsinformation som genererats av LIMS-plattformen (en LIMS-fil, *.plrn), en protokollfil
som skapats med hjalp av CFX Manager Dx-programvara (*.prcl), en definierad dataexportplats och
ett definierat exportformat.

Nar kdrningen slutférs genererar CFX Manager Dx en datafil (.pcrd) och sparar den pa platsen for den
definierade dataexportmappen. CFX Manager Dx kan &ven skapa en LIMS-kompatibel fil i .csv-format
och spara den pa samma plats.

Skapa LIMS-kompatibla datafiler

I den hér bilagan férklaras hur du stéller in CFX Manager Dx-programmet till att skapa, spara och
exportera LIMS-kompatibla datafiler.
Konfigurera LIMS-mappen och dataexportalternativ

Som standard sparar CFX Manager Dx LIMS-protokoll, -filer och -dataexportfiler i féljande mapp:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Det gér att konfigurera CFX Manager Dx s att filerna sparas i en annan mapp, och att &ndra
exportalternativen for LIMS-data.

Sa har konfigurerar du en LIMS-mapp och -dataexportalternativ

1. Valj Tools > Options (Verktyg > Alternativ) i hemfonstret.

2. Valj Data Export Settings (Dataexportinstallningar) i dialogrutan Options (Alternativ).
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Options

[~ Emai [i# Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings..

Protocal: |C."-Users'-.Public'-.Ducuments'-.EiD-Rad"-CFX_DX'-.LIMS".L\MS Protocols | .

LIMS File: |C:'-Users'-.PubIlc'-.Ducurnents'-.ElDfRad'-CF}’\_D){'-.LIMS | "

Data Bxport: |C:\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX_DX\LIMS |

Other Data Settings
(®) Use data file location

(0 Use this folder: ‘

[] Automatically export all data sheets at the end of run

Data format: | Excel 2007 (*xlsx)

OK Cancel

3. (Valfritt:) Valj Automatically export LIMS data at end of run (Exportera LIMS-data automatiskt efter
koérningen).

Programvaran exporterar automatiskt LIMS-data efter varje kérning och sparar den pa den
angivna platsen.

4. Klicka pa LIMS Data Export Settings (LIMS-dataexportinstaliningar) om du vill &ndra
standardexportalternativen for LIMS-data.

Viktigt! Endast LIMS-data som har exporterats som en .csv-fil kan importeras tillbaka i CFX
Manager Dx.

5. Idialogrutan LIMS Data Export Format Settings (Instéliningar av LIMS-dataexportformat) véljer
du nédvandiga exportalternativ och klickar pa OK.

6. |dialogrutan Options (Alternativ) gar du till och valjer en standardmapp i vilken du vill spara LIMS-
datafilerna. Du kan vélja olika platser for varje filtyp:

B Protocol (Protokoll)
m  LIMS file (LIMS-fil)
B Data export (Dataexport)

7. Klicka pa OK for att spara &ndringarna och stdnga dialogrutan Options (Alternativ).

Skapa ett LIMS-protokoll

Du startar en LIMS-kérning genom att skapa en CFX Manager Dx-protokollfil (*.prcl) och spara den pa
den angivna platsen fér LIMS-protokollmappen.

Mer information finns i Kapitel 6, Skapa protokoll.
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Skapa LIMS-kompatibla datafiler

Skapa en LIMS-fil

En LIMS-fil (*.plrn) innehaller plattinstallningsinformation och protokollets filnamn. Filen genereras av
din interna LIMS. CFX Manager Dx anvander LIMS-filen for att skapa en plattfil fér anvandning med en
protokollfil.

CFX Manager Dx tillhandahaller plattimportmallfiler som du kan redigera och skapa anpassade LIMS-
plattfiler.

Tips: Den har atgarden bor utféras av en LIMS-specialist.
Sa héar skapar du en LIMS-fil
1. ValjView > Show > LIMS File Folder (Visa > Visa > LIMS-filmapp) i hemfonstret.

2. Oppna mappen LIMS Templates (LIMS-mallar) och valj en .csv-fil att importera till din interna
LIMS.

B UMS Templates

« V 1‘| ChUsers\Public\Documents'\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates ~ | @ Search Ll.. 2
; Downloads o) MName Date modified Type Size
b Music EL] CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 £:43 A Microsoft Excel ... 5KB
| Pictures
B Videos
i, OSDisk (C)
== Groups (G:) W

1 item =

3. Redigera mallfilen med hjalp av LIMS genom att fylla i de falt som visas i Tabell 40.
4. Spara mallen med filnamnstillagget .plrn i mappen LIMS File (LIMS-fil).

Viktigt! CFX Manager Dx kan endast 6ppna .plrn-filen. Du maste spara .csv-filen som .plrn
for att starta LIMS-kérningen.

Tabell 40. Beskrivning av LIMS .csv-filinnehallet

Kolumn Rad Beskrivning Innehall Syfte
A 1 Plate Header (Plattrubrik) Redigera inte Fordefinierat
A,B,C 2 Field/Data/Instruction Redigera inte Fordefinierat

(Falt/Data/Instruktion)

B 3 Version Redigera inte Fordefinierat
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Tabell 40. Beskrivning av LIMS .csv-filinnehallet, forts.

Kolumn Rad

B 4

Beskrivning

Plattstorlek

Innehall

Redigera inte

Syfte

Fordefinierat

B 5

Plate Type (Plattyp)

Ange "BR White”, "BR
Clear" eller annan
kalibrerad plattyp

Kravs

Skanningslage

Ange "SYBR/FAM
Only:", "All Channels"
eller "FRET"

Kravs

Enheter

Ange nagot av
féljande: "copy
number", "fold
dilution", "micromoles”,
"nanomoles”,
"picomoles”,
"femtomoles”,
"attomoles",
"milligrams",
"micrograms”,
"nanograms”,
"picograms”,
"femtograms”,
"attograms" eller
"percent”

Kravs

Run Log (K&rnings-ID)

Ge en kort beskrivning
eller ange en streckkod
som identifierar den
har kérningen (minst
30 tecken, komman far
ej anvandas)

Tillval

Run Note
(Kérningskommentar)
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Tabell 40. Beskrivning av LIMS .csv-filinnehallet, forts.

Skapa LIMS-kompatibla datafiler

Kolumn Rad Beskrivning Innehall Syfte
B 10 Run Protocol Ange Kravs
(Kdrningsprotokoll) protokollfilnamnet
exakt som det ar
skrivet.
A 11 Data File (Datafil) Ange datafilnamn Tillval
A 12-15 TBD/tom Redigera inte Fordefinierat
A 16 Plate Data (Plattdata) Redigera inte Fordefinierat

Anvandarhandbok | 269



Bilaga C LIMS-integration

Tabell 40. Beskrivning av LIMS .csv-filinnehallet, forts.

Kolumn

A

J-O

Rad
17-113

Beskrivning Innehall Syfte
Well Position Redigera inte Fordefinierat
(Brunnsposition)
Ch1 Dye, Ch2 Dye, Ch3 Ange namnet pa en Kravs
Dye, Ch4 Dye, Ch5 Dye, kalibrerad fluorofor (till
FRET exempel FAM) for
varje kanal som
anvands
Provtyp Ange en av foljande Kravs
provtyper: "Unknown",
(Okand), "Standard",
"Positive Control",
(Positiv kontroll)
"Negative Control",
(Negativ kontroll)
"NTC" eller "NRT"
Sample Name Ange provnamn Tillval
(Provnamn)
CH1 Target, CH2 Target, Ange malnamnet for Tillval
CH3 Target, CH4 Target, varje kanal som
CH5 Target, FRET anvands
Target,
Biological Set Name Ange namn pa Tillval
(Namn pa biologisk biologisk uppsattning
uppsattning)
Replikat Ange ett positivt heltal Tillval

for varje uppsattning
replikat. Vardet far inte
vara noll.

CH1 Quantity, CH2
Quantity, CH3 Quantity,
CH4 Quantity, CH5
Quantity, FRET Quantity
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Skapa LIMS-kompatibla datafiler

Tabell 40. Beskrivning av LIMS .csv-filinnehallet, forts.

Kolumn Rad Beskrivning Innehall Syfte
X Well Note Ange en Tillval
(Brunnskommentar) brunnskommentar
(hogst 20 tecken)
Y-AD Ch1 Well Color, Ch2 Well Ange eventuell Tillval

Color, Ch3 Well Color,
Ch4 Well Color, Ch5 Well
Color, FRET Well Color

anvandardefinierad
kurvfarg i ett 32-bitars
decimalformat med
heltal (argb)

Starta en LIMS-korning

For att starta en LIMS-k6rning

1. Gor nagot av foljande for att dppna en LIMS-.plrn-fil:

B | hemfonstret valjer du View > Show > LIMS File Folder (Visa > Visa > LIMS-filmapp) och

Oppnar malfilen (.plrn).

B | hemfénstret véljer du File > Open > LIMS File (Arkiv > Oppna > LIMS-fil) och éppnar

malfilen (.plrn).

Filen 6ppnas pa fliken Start Run (Starta korning) i guiden Run Setup (Kérningsinstallning). Pa
fliken Start Run (Starta kdrning) visas information om experimentet som ska koras. Dér visas
ocksa det eller de anslutna instrumentblocken som du kan kora experimentet pa.
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2. Valj ettinstrument pa fliken Start Run (Starta kérning) och klicka pa Start Run (Starta kérning).

Run Setup @
Protocol (223) Plate M[P Start Run
Run Information
Protocol:  RespProtocol prel
Plate: LIMS001_96 wells pltd
Notes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block MName a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CFX96 Deep Well Idle 25
CFX36DW2 CFX96 Deep Well Idie 25
[] CFxsem CFX96 Idie 25
CFX96I02 CFX56 Idle 25
[] Select All Blocks

@ Flash Block Indicator | |7 Open Lid Z1 Cose lid

b Start Run

<< Prew

Exportera data till ett LIMS

Nar kdérningen slutférs, genererar CFX Manager Dx en datafil (.pcrd) och sparar den pa platsen for den
definierade dataexportmappen.

For att exportera datafilen till ett LIMS
» Oppna .pcrd-filen och valj Export > Export to LIMS Folder (Exportera > Exportera till LIMS-mapp).

Tips: Om du valjer Automatically Export Data after Run (Exportera data automatiskt efter
kérning) i LIMS Options (LIMS-alternativ), skapar CFX Manager Dx en LIMS-kompatibel datafil i
.csv-format och sparar den i samma mapp.
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Bilaga D Felsokning av anslutningsproblem for

CFX Manager Dx-programmet

Application Log (Applikationslogg)

Innan en ny kdrning startas, utfér CFX96™ och CFX96 Deep Well-instrumenten ett sjalvdiagnostiktest
for att bekrafta att det kors inom specifikationerna. Programmet registrerar resultaten av detta test i
filen Run Log (Korningslogg) och filen Application Log (Applikationslogg). Om du lagger marke till ett
problem i ett eller flera experiment dppnar du kérnings- och applikationsloggarna for att ta reda pa nar

problemet uppstod.

CFX Manager™ Dx sparar information om tillstandet for ett instrument under en koérning i Application
Log (Applikationslogg). Anvand dessa loggar for att spara handelser som uppstar pa instrument och i

programmet samt fér felsékning.
For att 6ppna applikationsloggen

>

File:  BioRadPCRClientHistoryLog xmi

I hemfdnstret valjer du View > Application Log (Visa > Applikationslogg).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

[[i4 < » »i] EventLog

Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00

Severty: Info

Tag: Unassigned

Message: Instrumert connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RND0S707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN - 788BR09582", Model - CFX96

Open Log
Find
Date v Message Sevety ¢ Log

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN00S707, Shutle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 783BR09588", Model - CFX96',

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RN005883', Shutle SN - 'SG8719', ORM SN Info MachineCollection
-788BR02001", Model - Dual 48 Well

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RN008661", Shutle SN - 'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO3671", Model - Dual 48 Well

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - RN002499', Shutle SN - 'SG80S8, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO0531", Model - CFX96'

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - RN004743', Shutle SN - 'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO6617, Model - CFX Connect'

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM42465', Block SN - RN006483', Shutle SN - ‘'SG3551, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO4970’, Model - ‘96 Well".

08/04/201709:3459  Command line argumerts: C:\ProgramData \Bio-Rad\CFX\Instrument’ Info C1000Server
C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\Enumerator' ‘FlagshipConnectedinstruments xml" True' False''1" " *

08/04/201709:3459  Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started Info C1000Server

08/04/201709:3459  C1000 Server has started Info C1000Server

08/04/201709:3458  MC status thread started Info MC

08/04/201709:3458  C1000 server started successfuly. Info MachineCollection
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Felsokning

Normalt kan problem med program- och instrumentkommunikation I6sas genom omstart av datorn
och systemet. GIém inte att spara pagaende arbete innan du startar om.

Obs! Kontrollera att datorn har tillrackligt RAM-minne och ledigt harddiskutrymme. Minimikravet
for RAM ar 4 GB och minimikravet for harddiskutrymme ar 128 GB.

Stromavbrott

Vid ett stromavbrott stangs instrumentet och datorn av. Om strémavbrottet ar kortvarigt aterupptar
instrumentet korningen av ett protokoll, men strémavbrottet noteras i Application Log
(Applikationslogg). Beroende pa datorinstallningarna och langden pa stromavbrottet forsoker
instrumentet och programvaran att ateruppta kérningen beroende pa protokollsteget:

B Om protokollet ar i ett steg utan ndgon avlast platta fortsatter protokollet att koras sa snart
instrumentet aterfar strom.

B Om protokollet ar i ett steg med en avlast platta vantar instrumentet pa att programvaran ska
startas om och ateruppta kommunikationen for att samla in data. | en sadan situation fortsatter
protokollet endast om datorn inte sténger av programvaran. Nar datorn och programvaran startas
igen fortsatter protokollet.

Ta bort prover fran reaktionsmodulen vid stromavbrott

Det gar att 6ppna ett Iast motoriserat lock pa en reaktionsmodul och ta bort proverna vid ett
stromavbrott.

Sa har tar du bort lasplattan

1.  Tryck ned lasspérren och avldgsna C1000™ Dx termocykler.
2. Stall forsiktigt reaktionsmodulen pa ett skrivbord eller pa labbanken.

3. Placera modulen sa att modulens front sticker ut 5 cm utanfor kanten.
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4. Ta bort de tva stora skruvarna under den framre delen av reaktionsmodulen med en insexnyckel
(under knappen for 6ppning av locket).

Du ska hora att lassparren frigors fran insidan pa modulen.

Viktigt! Ta inte bort de tva sméa skruvarna pa modulens framre del.

L
5. Tryck pa och 6ppna reaktionsmodulens lock. Observera att sparren (mork plast) inte Iangre ar

fast. Ta ut proverna ur blocket.

6. Satttillbaka lassparren och fast den med de tva stora skruvarna for att atermontera
reaktionsmodulen med locket 6ppet.
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Hamta filer till CFX Manager Dx-datorn

Du kan hamta data och logdfiler i instrumentet och 6verféra dem till harddisken pa en ansluten dator.
Obs! Allafiler i instrumentbasens realtidsdatamapp hamtas till datorn.

Sa har hamtar du filer fran instrumentet

1. Irutan Detected Instruments (Hittade instrument) i hemfénstret hdgerklickar du pa
malinstrumentet och valjer nagot av foljande:

B Retrieve Log Files (Hamta logdfiler)
B Retrieve Data Files (Hamta datafiler)
2. Valj en mapp dar du vill spara de hamtade filerna.

3. Klicka pa OK.

Installera CFX Manager Dx-programvaran manuellt

Sa har installerar du CFX Manager Dx-programvara manuellt
1. Koppla fran eventuella anslutna instrument fran datorn vid behov.

Sok upp och koppla bort instrumentets USB-kabel pa CFX Manager Dx-datorn. Den ande som ar
ansluten till instrumentet kan sitta kvar pa plats.

2. Loggain pa CFX Manager Dx-datorn med administratérsbehdrighet.
3. Séttin programvaru-CD:n.

4. | Utforskaren gar du till CD, hdgerklickar pa programvarans CD-ikon och valjer Utforska for att
6ppna CD-fonstret.

5. Dubbelklicka pa mappen CFX_Manager for att 5ppna den och dubbelklicka sedan pa setup.exe
for att starta guiden for programvaruinstallation.

6. Folj anvisningarna i guiden for att installera programvaran och klicka sedan pa Finish (Slutfor).
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Ominstallera drivrutinerna

For att ominstallera instrumentdrivrutinerna

» | hemfonstret valjer du Tools > Reinstall Instrument Drivers (Verktyg > Ominstallera
instrumentdrivrutiner).

Obs! Om du har problem med programmets kommunikation med ett realtidssystem nar du har
ominstallerat drivrutinerna och kontrollerat USB-anslutningen, bor du kontakta Bio-Rads tekniska
support.
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