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Domeniu de utilizare

Domeniu de utilizare

Sistemul PCR in timp real CFX Opus 96 Dx sau sistemul PCR in timp real CFX Opus 384 Dx cu
Software-ul CFX Maestro Dx SE este destinat efectuarii PCR pe baza de fluorescenta pentru a detecta
si cuantifica secventele de acizi nucleici. Sistemele si software-ul sunt concepute pentru utilizarea in

scop de diagnosticare in vitro de catre tehnicieni de laborator instruiti. Sistemele sunt concepute
pentru a fi utilizate cu teste de diagnostic pentru acizi nucleici furnizate de alti producatori care au fost
produse si etichetate in scopuri de diagnostic.

Lexicon de simboluri

-l
x

Utilizare de catre

Producator

Limita de temperatura

3]

Consultati instructiunile de utilizare

USE

Pentru utilizare cu

LOT

Numarul lotului

IVD

Pentru utilizare de diagnosticare in
vitro

REF

Numar de catalog

N/

Numarul de teste

SN

Numar de serie
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Rx Only

Numai cu utilizare pe baza de
prescriptie Contine latex

Traduceri

Documentele de produs pot fi furnizate in limbi suplimentare pe suport electronic.
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Revision History (Istoric revizuiri)
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Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Sistemele PCR in timp real CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx (cunoscute in acest ghid sub
denumirea Sistemul CFX Opus Dx) se incélzesc si se racesc foarte repede in timpul functionarii.
Pentru operarea in siguranta a sistemului PCR in timp real, Bio-Rad va recomanda in mod imperios
sa respectati specificatiile de siguranta enumerate in aceasta sectiune si in acest manual.

Etichete cu avertizari de siguranta

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

Tabelul 1. Avertismente generale de siguranta

Pictograma Semnificatie

Operarea cu Sistemul CFX Opus Dx inainte de a citi acest manual poate constitui
un risc de vatamare personala. Utilizarea acestui instrument intr-un mod care nu
este specificat in acest manual sau de catre Bio-Rad poate duce la deteriorarea
sau dezactivarea caracteristicilor de protectie ale instrumentului.

Nu exista pericole biologice sau pericole radioactive asociate cu Sistemul CFX
Opus Dx n sine. Aceste pericole devin ingrijoratoare numai atunci cand sunt
introduse in sistem prin probele in curs de testare. Cand manevrati probe
biopericuloase sau radioactive, respectati masurile de precautie recomandate si
liniile directoare specifice laboratorului si locatiei dvs. Aceste linii directoare
trebuie sa includd metode de curatare, monitorizare si eliminare a materialelor
periculoase pe care le utilizati.

In plus, asa cum s-a identificat mai sus, existd un risc mic de explozie sau de
expulzare a lichidelor sau a vaporilor din recipientul (recipientele) probei. Atunci
céand lucrati cu materiale periculoase, riscul de ranire cauzat de materialul
expulzat se agraveaza cu riscul ca materialul periculos sa fie dispersat in
interiorul si in jurul instrumentului. Utilizatorii trebuie s& ia masurile de precautie
adecvate pentru o astfel de situatie.

B> B> P>
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Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Tabelul 1. Avertismente generale de siguranta, continuare

Pictograma

Semnificatie

Sistemul CFX Opus Dx functioneaza la temperaturi suficient de ridicate pentru a
provoca arsuri grave. Lasati intotdeauna blocul de reactie sé revina la
temperatura camerei inainte de a deschide capacul si de a scoate probele. Chiar
si dupa ce blocul de reactie s-a racit, zonele inconjuratoare, precum si placa de
incalzire pot ramane fierbinti destul de mult timp. In situatjile in care nu exista
suficient timp pentru a permite instrumentului sa se raceasca, se recomanda
utilizarea echipamentului de protectie, cum ar fi manusi termice sau ,manusi de
cuptor”.

Siguranta si performanta oricarui sistem care incorporeaza un Sistemul CFX
Opus Dx sunt exclusiv responsabilitatea persoanei care asambleaza sistemul.

Sistemul CFX Sistemul CFX Opus Dx poate deveni suficient de fierbinte in timpul
functionarii normale pentru a provoca fierberea sau evaporarea lichidelor din
probe, presurizand recipientele pentru probe. Exista posibilitatea ca recipientul
(recipientele) de probe sa se defecteze; conducand la scurgeri, pulverizarea cu
lichide sau ruptura exploziva si expulzarea vaporilor sau a lichidelor in instrument
si in jurul acestuia.

Utilizatorii trebuie sa actioneze intotdeauna instrumentul cu capacul inchis sau sa
poarte ochelari de protectie, manusi termice si alte echipamente de protectie
personala in timpul functionarii pentru a evita vatamarea corporala. Deschiderea
instrumentului in timp ce probele suntinca fierbinti, cum ar fi dupa intreruperea
unei rulari, poate permite recipientelor sub presiune sa se scurga, sa pulverizeze
sau sa stropeasca cu lichid. Lasati intotdeauna probele sa se raceasca inainte de
a deschide capacul.

Utilizatorii nu trebuie sa efectueze niciodata o reactie cu un capac sau sigiliu
deschis, slabit, perforat sau deteriorat in alt mod, deoarece va creste
probabilitatea unei rupturi sau explozii periculoase.

Utilizatorii nu trebuie sa efectueze niciodata o reactie cu reactivi volatili care ar
putea creste probabilitatea unei rupturi sau explozii periculoase.

18 | Software-ul CFX Maestro Dx SE



Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Sistemul CFX Opus Dx este proiectat pentru a functiona sigur si eficient cand este utilizat in modul
recomandat de producator. Sistemul CFX Opus Dx a fost conceput pentru a putea fi operat in conditii
de siguranta in conditiile de mediu enumerate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Conditii pentru utilizarea sigura

Aspect de utilizare Conditii de utilizare sigura

Putere de intrare nominala 100-240 VAC % 10%, 50/60 Hz, 850 W max.

Categorie de supratensiune Il

Sigurante 10 A, 250 V, 5 x 20 mm, fuzibile cu actiune rapida (cant. 2)
Mediu Numai pentru utilizare Tn spatii interioare
Temperatura de operare 15-31 °C (functionarea in intervalul 5 °C—40 °C este sigura, dar

este posibil ca instrumentul sa nu indeplineasca specificatiile
privind performanta)

Umiditate relativa Pana la 80% (fara condens)
Altitudine Pana la 2.000 de metri deasupra nivelului marii
Grad de poluare 2

Conformitate cu siguranta

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

B |[EC61010-1:2010 cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de méasurare, control si
utilizare in laborator, Partea 1: cerinte generale

m |[EC61010-2-010:2019 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2 010: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator pentru
incalzirea materialelor

m |[EC61010-2-081:2019 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2 081: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator automate
si semiautomate pentru analiza si alte scopuri
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Siguranta si conformitatea cu reglementarile

m |[EC61010-2-101:2018 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2 101: Cerinte speciale pentru echipamente medicale pentru
diagnostic in vitro (IVD)

B CAN/CSA-C22.2 NR.61010-1-12:2018 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de
masurare, control si utilizare in laborator, Partea 1: Cerinte generale

B CAN/CSA-C22.2 NR.61010-2-010:19 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de
masurare, control si utilizare in laborator, Partea 2-010: Cerinte speciale pentru echipamente de
laborator pentru incalzirea materialelor

B CAN/CSA-C22.2 NR.61010-2-081:19 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de
masurare, control si utilizare in laborator, Partea 2-081: Cerinte speciale pentru echipamente de
laborator automate si semiautomate pentru analiza si alte scopuri

B CSA-C22.2NR.61010-2-101:19 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare,
control si utilizare in laborator — Partea 2-101: Cerinte speciale pentru echipamente medicale
pentru diagnostic in vitro (IVD)

®  EN61010-1:2010 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator, Partea 1: Cerinte generale

B  EN61010-2-010:2014 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-010: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator pentru
incélzirea materialelor

B EN61010-2-081:2015 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-081: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator automate
si semiautomate pentru analiza si alte scopuri

B EN61010-2-101:2017 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-101: Cerinte speciale pentru echipamente medicale pentru
diagnostic in vitro (IVD)

® UL 61010-1:2012 Cerinte de sigurantd pentru echipamente electrice de mésurare, control si
utilizare in laborator — Partea 1: Cerinte generale

B UL 61010-2-010:2019 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-010: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator pentru
incalzirea materialelor
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UL 61010-2-081:2019 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-081: Cerinte speciale pentru echipamente de laborator automate
si semiautomate pentru analiza si alte scopuri

UL 61010-2-101:19 Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de masurare, control si
utilizare in laborator — Partea 2-101: Cerinte speciale pentru echipamente medicale pentru
diagnostic in vitro (IVD)

Compatibilitate electromagnetica (EMC)

Sistemul CFX Opus Dx a fost testat si s-a dovedit ca este in conformitate cu toate cerintele aplicabile
ale urmatoarelor standarde de compatibilitate electromagnetica:

IEC 61326-1:2012 Echipamente electrice de masurare, control si utilizare in laborator — Cerinte
EMC — Partea 1: Cerinte generale. Testat ca dispozitiv de clasa A

IEC 61326-2-6:2012 Echipamente electrice de masurare, control si utilizare in laborator —
Cerinte EMC — Partea 2—-6: Cerinte speciale — Echipamente medicale pentru diagnostic in vitro
(VD)

EN 61326-1:2013 Echipamente electrice de masurare, control si utilizare in laborator — Cerinte
EMC — Partea 1: Cerinte generale. Testat ca dispozitiv de clasa A

EN 61326-2:-6:2013 Echipamente electrice de masurare, control si utilizare in laborator —
Cerinte EMC — Partea 2—-6: Cerinte speciale — Echipamente medicale pentru diagnostic in vitro
(IVD)

FCC Partea 15, Subpartea B, Sectiunile 15.107 si 15.109. Testat ca dispozitiv digital de clasa A

CAN ICES-003v6: 2019 Standard pentru echipamentele care cauzeaza interferente,
echipamente pentru tehnologia informatiei (inclusiv aparate digitale) — Limite si metode de
masurare. Testat la limitele clasei A

Avertismente si observatii EMC

Avertisment: Schimbarile sau modificarile acestei unitati care nu au fost aprobate in mod expres
de Bio-Rad ar putea anula autoritatea utilizatorului de a opera echipamentul.

Nota: Acest echipament a fost testat si s-a constatat ca respecta limitele unui dispozitiv digital de
clasa A, in conformitate cu Partea 15 din Reglementarile FCC. Aceste limite sunt stabilite astfel
incat sa ofere o protectie rezonabilad impotriva interferentelor prejudiciabile atunci cand
echipamentul este operat intr-un mediu comercial. Acest echipament genereaza, utilizeaza si
poate emite energie de radiofrecventa, iar daca nu este instalat si utilizat conform manualului de
instructiuni, poate provoca interferente perturbatoare pentru comunicatiile radio. Operarea
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acestui echipament intr-o zona rezidentiala poate provoca interferente prejudiciabile, caz in care
utilizatorul va trebui sa corecteze interferentele pe propria cheltuiala.

B Nota privind conformitatea FCC: Cu toate ca acest instrument a fost testat si s-a constatat ca
respecta limitele unui dispozitiv digital de clasa A, in conformitate cu Partea 15, Subpartea B din
Reglementarile FCC, retineti faptul ca aceasta conformitate este voluntara, deoarece instrumentul
se califica drept ,dispozitiv scutit’ conform 47 CFR 15.103(c), in ceea ce priveste reglementarile
FCC citate in vigoare in momentul fabricarii.

B Nota privind cablurile: Acest instrument a fost testat pentru conformitatea EMC utilizand cabluri
USB special concepute, care sunt furnizate impreuna cu instrumentul. Aceste cabluri sau inlocuiri
autorizate de Bio-Rad trebuie utilizate impreuna cu acest instrument pentru a asigura
conformitatea continua cu limitele de emisii EMC.
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Pericole

Sistemul CFX Opus Dx este proiectat pentru a functiona sigur si eficient cand este utilizat in modul
recomandat de producator. Daca sistemul sau oricare dintre componentele sale asociate este utilizat
intr-o maniera nespecificata de producator, protectia inerenta furnizata de instrument poate fi afectata.
Bio-Rad nu poarta raspunderea pentru vatamari sau daune cauzate de utilizarea acestui echipament
intr-o maniera nespecificatd sau de modificari ale instrumentului care nu sunt efectuate de Bio-Rad
sau de un agent autorizat. Operatia de service pentru Sistemul CFX Opus Dx trebuie sé fie efectuata
numai de catre personal Bio-Rad instruit.

Pericole biologice

Sistemul CFX Opus Dx este un produs de laborator. Daca exista totusi materiale periculoase din
punct de vedere biologic, respectati urméatoarele instructiuni si conformati-va tuturor recomandarilor
locale specifice pentru laboratorul dumneavoastra si locul in care va aflati.

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

Masuri de precautie generale

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

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

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

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

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

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

B Inainte de a parasi laboratorul, scoateti imbracamintea de protectie.

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

B Schimbati manusile frecvent. Scoateti manusile imediat ce au fost contaminate in mod vizibil.

B Nu expuneti materialele care nu pot fi decontaminate in mod corespunzator la materiale potential
infectioase.
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B Dupa terminarea unei operatiuni care implicd materiale periculoase din punct de vedere biologic,
decontaminati zona de lucru cu un dezinfectant corespunzator (de exemplu, inélbitor de uz
casnic, diluat in proportie de 1:10).

Decontaminarea suprafetelor

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

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

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

B Panoul de control si afisajul

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

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

Eliminarea materialelor periculoase din punct de vedere biologic

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

B Probe clinice
B Reactivi

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

Pericole chimice

Sistemul CFX Opus Dx nu contine materiale care pot prezenta pericol chimic.

Pericole de explozie sau aprindere

Sistemul CFX Opus Dx nu prezinta pericole deosebite de aprindere sau explozie cand este utilizat
corect, conform specificatiilor Bio-Rad Laboratories.
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Pericole electrice

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

Transport

Tnainte de mutarea sau expedierea sistemului CFX , trebuie realizate proceduri de decontaminare.
Mutati sau expediati intotdeauna sistemul intr-un recipient/in recipiente separat(e) in materialul de
ambalare furnizat de Bio-Rad, care va proteja sistemul impotriva deteriorarii.

Pentru informatii despre transportul sistemului si pentru a solicita materialul de ambalare adecvat,
contactati biroul local Bio-Rad.

Bateria

in functie de model, Sistemul CFX Opus Dx utilizeaza una sau doua baterii cu celule de litiu-metal de
3 V de tip nasture pentru a mentine setarile de timp in caz de pierdere a alimentarii c.a. Daca ora nu
ramane setata dupa oprirea unitatii, acest lucru poate fi un semnal ca bateriile incep sa se consume.

AVERTISMENT! Nu incercati sa schimbati bateriile, acestea nu pot fi reparate de
catre utilizator. In schimb, contactati serviciul de asistent4 tehnica Bio-Rad.

Eliminare

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

Garantia

Sistemul CFX Opus Dx si accesoriile sale asociate sunt acoperite de o garantie Bio-Rad standard.
Pentru detalii privind garantia, contactati biroul local Bio-Rad.
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Capitolul 1 Introducere

Sistemele de amplificare PCR de inalta performanta ale Bio-Rad sunt caracterizate de cele mai noi
progrese tehnologice, oferind o mai mare precizie si reproductibilitate in amplificarea acidului nucleic
pentru experimentele genomice.

Software-ul CFX Maestro Dx SE al Bio-Rad este compatibil cu urmatoarele instrumente si este
caracterizat de fisiere pentru rularea optimizata pentru primerul PrimePCR al Bio-Rad si testele pentru
probe.

B CFXSistem PCR in timp real Opus 96 Dx (cunoscut in acest ghid ca CFX Opus 96 Dx)
B CFX Sistem PCR in timp real Opus 384 Dx (cunoscut in acest ghid ca CFX Opus 384 Dx)

Utilizand Software-ul CFX Maestro Dx SE (cunoscut in acest ghid sub denumirea de CFX Maestro Dx
SE), puteti interpreta date complexe si crea studii eficiente pentru analiza genetica. Prin doar cateva
clicuri, puteti configura studii si intelege studiul expresiei genice cu ajutorul unor instrumente precum
testul t, ANOVA unidirectionala, analiza de control PrimePCR si instrumentul de selectare a genei de
referinta. Apoi va puteti pregati rezultatele pentru publicari si postere, cu ajutorul instrumentelor

CFX Maestro Dx SE de vizualizare a datelor si de adnotare, care pot fi particularizate in extrem de
multe aspecte.
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Caracteristici principale pentru Software-ul CFX Maestro Dx
SE

Utilizand CFX Maestro Dx SE, puteti face urmatoarele:

B Analiza datele folosind sau corelograme pentru a interpreta si intelege rapid rezultatele
dumneavoastra.

B Personaliza reprezentérile datelor si exporta grafice de inalta rezolutie, pentru publicare si
generare de rapoarte.

B Determina calitatea ARN-ului si depana experimente cu controale de analiza PrimePCR.

B Selecta gena de referinta adecvata si analiza stabilitatea acesteia, cu ajutorul instrumentului de
selectare a genei de referinta.

B Efectua analize statistice, inclusiv ANOVA unidirectionald, in analiza expresiei genice.

Acest ghid de utilizare explicd aceste functii si cum pot fi folosite ele.

Aflati mai multe

Dupa instalarea pentru Sistemul CFX Opus Dx si CFX Maestro Dx SE pe Bio-Rad, puteti accesa acest
ghid, precum si subiectele detaliate de ajutor ale CFX Maestro Dx SE din meniul Help (Ajutor) in orice
fereastra.

Sfat: Faceti clic pe logoul Bio-Rad din coltul din dreapta sus al oricarei ferestre CFX Maestro Dx
SE pentru a accesa site-ul web al Bio-Rad. Acest site include linkuri catre note tehnice, manuale,
videoclipuri, informatii despre produse si suport tehnic. De asemenea, acest site pune la
dispozitie numeroase resurse tehnice despre o mare varietate de metode si aplicatii legate de
PCR, PCR in timp real si expresia genica.
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Acest capitol explica modul de instalare pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE. Pentru informatii
privind configurarea instrumentelor PCR in timp real acceptate de Bio-Rad, consultati ghidul
corespunzator.

CFX Maestro Dx SE este necesar pentru a analiza datele PCR in timp real din sistemele PCR in timp
real CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx. De asemenea, puteti utiliza acest software pentru a
controla aceste sisteme In modul controlat prin software.

Sistemele PCR in timp real CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx sunt livrate cu un cablu USB in
punga de accesorii. Utilizati cablul USB pentru a conecta computerul care ruleaza CFX Maestro Dx
SE la Sistemul CFX Opus Dx .

Indepértati materialele de ambalare si depozitati-le pentru utilizarea viitoare. Daca un element
lipseste sau este deteriorat, contactati reprezentantul Bio-Rad local.
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System Requirements

Tabelul 3 lists the minimum and recommended system requirements for the computer running the
CFX Maestro Dx SE.

Tabelul 3. Computer requirements for CFX Maestro Dx SE

System Minimum Recommended
Operating Microsoft Windows 10 (64-bit Microsoft Windows 10 (64-bit only) with the
system only) with the latest security latest security updates

updates

Important: Secure Boot must be disabled on computers running CFX Maestro Dx SE. Computers
running CFX Maestro Dx SE should be configured such that they do not automatically restart after a
system or security update if a run is in progress. See your system administrator for assistance.

Ports 2 USB 2.0 High-speed ports 2 USB 2.0 High-speed ports

Hard disk space 128 GB 128 GB

Processor speed 2.4 GHz, Dual Core 2.4 GHz, Quad Core

RAM 4 GB RAM 8 GB RAM

Screen 1024 x 768 with true-color mode 1280 x 1024 with true-color mode

resolution

PDF reader Adobe PDF Reader or Windows PDF Reader
from one of the supported Microsoft Office
Suites:
m 2016
W 2019

Localization Supported Microsoft Windows Supported Microsoft Windows 64-bit OS in

64-bit OS in English, Chinese, English, Chinese, and Russian

and Russian

Nota: If you plan to run CFX Automation Control software on the same computer as CFX Maestro
Dx SE, set the screen resolution to 1280 x 1024 with true-color mode.
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Instalarea pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

Important: Trebuie sa deconectati orice instrumente conectate de la computerul CFX Maestro Dx

SE inainte de a instala software-ul sau de a efectua un upgrade al acestuia. Nu trebuie sa opriti
instrumentul in timpul instalarii software-ului. Asigurati-va ca ati salvat toate rularile si ca nu este
in desfasurare niciun experiment.

Nota: Verificati daca Secure Boot (Boot securizat) este dezactivat inainte de a incepe procedura
de instalare. Asigurati-va ca computerul este configurat astfel incat sa nu reporneasca automat
dupa o actualizare de sistem sau de securitate daca aceasta este in desfasurare. Consultati
administratorul de sistem pentru asistenta.

Pentru a instala software-ul CFX Maestro Dx SE

1.

Daca este necesar, deconectati orice instrumente conectate de la computer.

Localizati si deconectati cablul USB al instrumentului de la computerul CFX Maestro Dx SE.
Capatul introdus in Sistemul CFX Opus Dx poate rdméane in pozitie.

Autentificati-va pe computerul CFX Maestro Dx SE cu drepturi de administrator.

Introduceti unitatea USB cu software-ul CFX Maestro Dx SE in portul USB al computerului.

In Windows Explorer, navigati la si deschideti unitatea USB cu software-ul CFX Maestro Dx SE.
Unitatea USB contine Release Notes (Note privind versiunea) si urmatoarele foldere:

m CFX

B Drivers (Drivere)

B Firmware

B Quick Start (Pornire rapida)

Impreuna cu alte fisiere, folderul CFX contine fisierul de instalare a software-ului
CFX Maestro Dx SE (CFXMaestroDxSetup.exe) .

Deschideti folder-ul CFX si faceti dublu clic pe CFXMaestroDxSetup.exe pentru a porni programul
de instalare.

Urmati instructiunile de instalare de pe ecran.

La finalizare, ecranul de pornire pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE Bio-Rad apare pe
ecranul computerului, iar pictograma cu Software-ul CFX Maestro Dx SE Bio-Rad apare pe
desktop.

Dupa ce se finalizeaza instalarea, puteti scoate in siguranta unitatea USB cu software-ul.
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Detecting Connected Instruments

During installation, the CFX Maestro Dx SE installer automatically installs the instrument drivers onto
the CFX Maestro Dx SE computer. CFX Maestro Dx SE detects connected instruments when you start
the software.

To detect connected instruments

1. Ifyou have notyet done so, insert the square (male) end of the supplied USB Type B cable into
the USB Type B port located on the back of the instrument's base.

2. Insertthe other (port) end into a USB port on the CFX Maestro Dx SE computer.
3. Ifthe instrumentis not already running, press the power switch on the instrument to turn it on.
4. Start CFX Maestro Dx SE.

The software automatically detects the connected instrument and displays its name in the Detected
Instruments pane on the Home window.

Nota: If the instrument does not appear in the Detected Instruments pane, verify that the USB
cable is properly installed. To reinstall drivers, on the Home window in CFX Maestro Dx SE select
Tools > Reinstall Instrument Drivers.
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Fisierele software-ului

Tabelul 4 listeaza tipurile de fisiere pentru CFX Maestro Dx SE.

Tabelul 4. Tipurile de fisiere pentru CFX Maestro Dx SE

Tipul de figier Extensie Detalii

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

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

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

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

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

expresiei genice.

Fisier pre-date de sine .zper Contine citiri ale fluorescentei din operarea de sine
statator statatoare, care sunt convertite intr-un fisier de date.
LIMS .plrn Contine informatii de configurare a placii si informatii

despre protocol necesare pentru efectuarea unei rulari
compatibile LIMS.

JSON json Fisier disponibil doar Th modul citire generat numai de
sistemele CFX Opus Dx, acest fisier contine datele despre
fisierul de rulare care apar in panoul de detalii din File
Browser (Browser fisiere) atunci cand este selectat un
fisier de rulare. Acest figier este generat dupé finalizarea
unei ruldri. Acesta este exportat impreuna cu fisierul .zpcr
si salvat impreuna cu fisierele de date cand Save Location
(Locatie salvare) este fie o unitate USB, fie un folder de
retea partajata.
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Capitolul 3 Gestionarea conturilor de utilizator
pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

in Software-ul CFX Maestro Dx SE, utilizatorii se autentificd cu numele de utilizator si parola Windows.
Persoanei care a instalat CFX Maestro Dx SE i se atribuie automat rolul de Administrator si poate crea
si gestiona conturi si roluri de utilizator. Tuturor celorlalti utilizatori trebuie sa i se atribuie un cont de
utilizator pentru a se autentifica si a utiliza software-ul.

Important: Fiecare utilizator trebuie sa aiba un cont Windows si o parola pe computerul

CFX Maestro Dx SE inainte de a i se putea atribui un cont de utilizator si un rol. Utilizatorii pot fi
membri ai grupului Windows Users sau al grupului Windows Administrators. Membrii grupului
Windows Users pot accesa doar propriile lor fisiere si foldere CFX Maestro Dx SE. Membrii
grupului Windows Administrators pot accesa fisierele si folderele tuturor utilizatorilor de pe
computer.

Aceasta capitolului explica modul de creare a utilizatorilor Microsoft Windows pentru a adauga acei
utilizatori la CFX Maestro Dx SE. Aceasta sectiune explica, de asemenea, cum sa adaugati utilizatorii
CFX Maestro Dx SE si modul de gestionare a rolurilor si permisiunilor utilizatorilor.
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Pornirea pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

Nota: Fiecare utilizator trebuie sa se conecteze cu numele de utilizator si parola Windows.
Pentru a porni CFX Maestro Dx SE

1. Pe computerul CFX Maestro Dx SE, faceti dublu clic pe pictograma de comanda rapida
CFX Maestro Dx SE pentru a porni aplicatia.

2. In caseta de dialog Login (Autentificare), tastati parola Windows si faceti clic pe OK.

CFX Maestro D SE - Login *

=)

User Name: GLOBAL/TNavar

Password: |

oK Cancel

CFX Maestro Dx SE se deschide la fereastra Acasa. Bara de titlu afiseazd numele de utilizator
Windows al utilizatorului conectat, iar bara de meniu afiseaza o eticheta albastra care indica
faptul ca software-ul este compatibil cu 21 CFR Partea 11, de exemplu:
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Adaugarea utilizatorilor Microsoft Windows la calculatorul pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE
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Adaugarea utilizatorilor Microsoft Windows la calculatorul
pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

Toti utilizatorii trebuie sa se conecteze la calculatorul CFX Maestro Dx SE cu numele de utilizator si
parola de autentificare in Windows. Pentru urmarirea corecta a auditului, conturile de utilizator
Windows nu pot fi adaugate prin intermediul casetei de dialog Start> Settings (Setari)> Accounts
(Conturi). Conturile de utilizator Windows trebuie adaugate prin intermediul consolei Computer
Management.

Important: Modificari aduse proprietatilor utilizatorului Windows (inclusiv numele de utilizator si
numele complet) dupa ce ati creat utilizatorul asociat CFX Maestro Dx SE invalideaza utilizatorul
CFX Maestro Dx SE. Asigurati-va ca informatiile sunt corecte Tnainte de a salva utilizatorul
Windows si de a crea utilizatorul asociat CFX Maestro Dx SE.

Sfat: Inainte de a crea conturi Windows, consultati documentatia de administrare Microsoft
Windows si consultati administratorul de sistem Windows pentru mai multe informatii.

Pentru a adauga conturi de utilizator Windows la calculatorul pentru CFX Maestro Dx SE

1. Autentificati-va pe calculatorul pentru CFX Maestro Dx SE ca membru al grupului Administrator
Windows.

2. Pe desktop, faceti clic dreapta pe My Computer si selectati Manage (Gestionare) pentru a
deschide consola Computer Management.
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3. In consola Computer Management, deschideti pagina Local Users and Groups (Utilizatori si
grupuri locale).

4. Faceti clic dreapta pe folderul Users (Utilizatori) si selectati New User (Utilizator nou) pentru a
deschide caseta de dialog New User (Utilizator nou).

Mew User ? >

User name: | |

Full name: | |

Description: | |

Paszsword: | |

Caonfirm password: | |

User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[ Account is disabled

Help Create Close

5. In caseta de dialog New User (Utilizator nou), trebuie s& completati urmatoarele campuri:
B User name (Nume de utilizator)
B Full name (Numele complet)
B Password (Parola)
B Confirm password (Confirma parola)

6. Faceti clic pe Create (Creare).
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Adaugarea si stergerea utilizatorilor din Software-ul CFX Maestro Dx SE

Adaugarea si stergerea utilizatorilor din Software-ul
CFX Maestro Dx SE

Sfat: Doar utilizatorii cu CFX Maestro Dx SE rolul de Administrator pot crea si elimina

CFX Maestro Dx SE conturi de utilizator. Persoana care a instalat CFX Maestro Dx SE primeste
automat rolul de Administrator. Aceasta persoana poate atribui rolul de Administrator altor
utilizatori.

Nota: in CFX Maestro Dx SE, cel putin unui utilizator trebuie sa i se atribuie rolul de Administrator.
Pentru a adauga conturi de utilizator CFX Maestro Dx SE

1. Verificati daca fiecare utilizator dorit este membru fie al grupului de utilizatori Windows, fie al
grupului Administratori Windows si are o parola Windows pe calculatorul CFX Maestro Dx SE.

2. Porniti CFX Maestro Dx SE si autentificati-va ca Administrator.

3. Din fereastra Home (Pagina de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator >
Administrare utilizatori).

Va aparea caseta de dialog User Administration (Administrare utilizatori).

User Administration X

Manage Users

User Name Full Name: Role Daomain Remove
1 travar Theresa Navamo Administrator ~ |GLOBAL O
2 |vbala Vivek Balaguru Principal ~ | USHERJZBICYF2 O
9 msnyder Matthew Sryder Principal ~ | USHERJ2BIYF2 O
4 bbrizel Bradley Brizel COperator < | GLOBAL O
5 Guest Guest User Guest | USHERJZ8KYF2 O
— - 0

Manage Rights (Managed by Administratar only)

Rights Principal Operator
Start, pause and abort runs

(0]
=
I
@

Add repeats to a un

Perform skip steps

Perform instrument calibration
Apply different calibrations to a datz
Edit or replace plate during run

Edit or replace the plate after a run

Allow instrumert file management

L= R B R e R

Rename instruments

10 Save anyfile

11 Change threshold and baselines
12  Print reports

13 Setup Email

O R E R EEEE R E R E R
OFENEREEREORE
Odoooooooooood

Bestore Default Rights QK Cancel
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4. 1n sectiunea Manage Users (Gestionare utilizatori), furnizati urmatoarele informatii pentru fiecare
utilizator:

B User name (Nume utilizator) - in CFX Maestro Dx SE, acesta trebuie sa fie numele de
utilizator de autentificare pentru Windows.

B Full name (Nume complet) - numele complet al utilizatorului.

Acest nume apare in campul Utilizator complet din traseul de audit. Acest nume trebuie sa fie
acelasi nume introdus in cadmpul Full Name) Nume complet in momentul crearii utilizatorului
Windows.

B Role (Rol) - rolul de atribuit utilizatorului.

Nota: Puteti selecta un singur rol din lista verticala. Pentru mai multe informatii,
consultati Gestionarea rolurilor utilizatorilor pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE.

B Domain (Domeniu) - domeniul Windows din care utilizatorul acceseaza software-ul.
Consultati administratorul de sistem Windows pentru mai multe informatii.

5. Faceti clic pe OK, apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User
Administration (Administrare utilizator).

Pentru a elimina un cont de utilizator CFX Maestro Dx SE

1. Porniti CFX Maestro Dx SE si autentificati-vad ca Administrator.

2. Infereastra Home (Pagina de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator>
Administrare utilizator) pentru a deschide caseta de dialog User Administration (Administrare
utilizator).

3. In panoul Manage Users (Gestionare utilizatori), selectati Remove (Stergere) pentru fiecare
utilizator pe care doriti sa-I stergeti.

4. Faceti clic pe OK, apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User
Administration (Administrare utilizator).

Gestionarea rolurilor utilizatorilor pentru Software-ul
CFX Maestro Dx SE

Important: CFX Maestro Dx SE necesita ca cel putin unui utilizator sa i se atribuie rolul de
Administrator. Puteti atribui acest rol mai multor utilizatori.

CFX Maestro Dx SE are patru roluri de utilizator. Fiecarui utilizator trebuie sa i se atribuie un rol pentru
a accesa software-ul. Desi utilizatorilor li se poate atribui un singur rol, puteti schimba oricand rolul
unui utilizator.

40 | Software-ul CFX Maestro Dx SE



Gestionarea rolurilor utilizatorilor pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

Cu exceptia rolului de Administrator, puteti modifica permisiunile atribuite fiecarui rol. Toti utilizatorii
carora li s-a atribuit un rol mostenesc doar permisiunile acelui rol.

Tn mod implicit, permisiunile pentru fiecare rol sunt urmatoarele:
B Administrator — acest rol are toate permisiunile; nu puteti modifica aceste permisiuni.
B Principal — acestrol are toate permisiunile, cu exceptia configurarii e-mailului.

B Operator — acest rol are toate permisiunile, cu exceptia omiterii ciclurilor si configurarea e-
mailului.

B Invitat- acestrol poate doar sa citeasca fisiere.

Cand atribuiti roluri in CFX Maestro Dx SE, determinati cu atentie cerintele pentru fiecare utilizator. De
exemplu, fard permisiunea de a salva, utilizatorii atribuiti rolul de Invitat nu vor putea semna un fisier.
Fara permisiunea de a configura un cont de e-mail, niciunul dintre roluri nu va primi un e-mail la
finalizarea unei rulari.

Pentru a modifica permisiunile pentru un rol

1. Porniti CFX Maestro Dx SE si autentificati-va ca Administrator.

2. Infereastra Home (Pagina de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator>
Administrare utilizator) pentru a deschide caseta de dialog User Administration (Administrare
utilizator).

3. In sectiunea Manage Rights (Gestionare drepturi), pentru fiecare rol debifati sau bifati caseta de
selectare a permisiunilor specifice, dupa caz.

4. Faceti clic pe OK, apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User
Administration (Administrare utilizator).

Vizualizarea rolului si permisiunilor dumneavoastra

Sfat: Utilizatorilor carora li s-au atribuit roluri de utilizator Principal, Operator sau Guest (Invitat) isi
pot vizualiza doar setarile, permisiunile si rolurile lor de utilizator. Utilizatorii carora li se atribuie
rolul de Administrator pot vizualiza toate permisiunile si rolurile utilizatorilor.

Pentru a va vizualiza rolul de utilizator si permisiunile curente

» Din fereastra Home (Pagina de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator >
Administrare utilizatori).

Contactati-va administratorul CFX Maestro Dx SE pentru a modifica setarile, drepturile si rolurile de
utilizator listate in fereastra User Administration (Administrare utilizatori).
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Capitolul 4 Utilizarea pentru Software-ul
CFX Maestro Dx SE

Important: Software-ul CFX Maestro Dx SE foloseste autentificarea utilizatorului Microsoft
Windows pentru a verifica accesul |a fisierele de date CFX securizate. Contactati administratorul
Windows pentru a crea un mediu care respecta cerintele 21 CFR Partea 11.

Folosind CFX Maestro Dx SE, utilizatorii pot
B Semna fisiere de date si studii genice.
B Proteja prin parola fisierele de date

B Vizualiza si imprima trasee de audit.

Aceasta sectiune explica in detaliu aceste functii.

Fisiere securizate

Th mod implicit, CFX Maestro Dx SE salveaza fisierele securizate in folderul personal al utilizatorului
conectat, care se afla la adresa

C:\Users\[username]\Documents\Bio-Rad\CFX_MDX\My qPCR

CFX Maestro Dx SE configureaza acest folder doar pentru citire. Cu toate acestea, puteti partaja acest
folder si continutul acestuia cu alte persoane din echipa dumneavoastra.

Sfat: Alternativ, administratorul de sistem Windows poate crea un folder partajatiar
administratorul CFX Maestro Dx SE poate programa software-ul pentru a salva toate fisierele in
acel folder.

In CFX Maestro Dx SE fisierele pentru placa, protocol, date si studiu genice sunt marcate ca fiind
sigure atunci cand sunt salvate. Puteti crea aceste fisiere in software-ul CFX Maestro sau in

CFX Maestro Dx SE. Dupa salvarea lor in CFX Maestro Dx SE, puteti deschide aceste fisiere numai in
CFX Maestro Dx SE.

CFX Maestro Dx SE creeaza un traseu de audit pentru toate fisierele securizate de date si studii
genice (fisierele .pcrd si respectiv.mgxd). Software-ul inregistreaza toata activitatea verificabila in
traseul de audit al fisierului. Pentru mai multe informatii, consultati Trasee de audit de la pagina 299.

Ghid de utilizare | 43



Capitolul 4 Utilizarea pentru Software-ul CF X Maestro Dx SE

Semnarea figierelor securizate

Dupa salvarea unui fisier in CFX Maestro Dx SE, utilizatorii pot adauga o semnatura electronica.
Pentru a semna un fisier, rolul utilizatorului trebuie s& aiba permisiunea de a salva un fisier. De
exemplu, in mod implicit rolul Guest (Invitat) nu are permisiunea de a salva un fisier si, prin urmare,
utilizatorii care au atribuit acest rol nu pot semna un fisier.

in CFX Maestro Dx SE, fisierele semnate nu sunt setate doar pentru citire. Ele pot fi revizuite,
modificate si semnate de mai multe ori. Toate modificarile si semnaturile sunt inregistrate in traseul de
audit al fisierului. Puteti semna urmatoarele tipuri de fisiere:

B Fisiere de date (.pcrd)
B Fisiere de studiu genic (.mgxd)

Nota: Fisierele trebuie salvate inainte de a putea fi semnate. Daca ati efectuat recent o rulare in
CFX Maestro Dx SE, salvati mai intéi fisierul de date rezultat.

Pentru a semna un figier
1. Autentificati-va la CFX Maestro Dx SE cu datele de conectare Windows.
2. Deschideti fisierul securizat de date sau fisierul de studiu genic pentru a semna.

3. Selectati File (Fisier)> Sign (Semnare). Apare caseta de dialog Electronic Signature (Semnatura
electronica).
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5.

- ,
Electronic Signature léj

f?
A

| acknowledge and agree that by selecting the "OK button
below | will be affdng my electronic signature, which is the
equivalent of a written signature, to this document.

User: GLOBAL/Theresa Navamo

Usemame:

Password:

Please enter your reason for signing the file  {Required Entry)

-

Introduceti numele dumneavoastra de utilizator si parola Windows si motivul semnarii fisierului.

Numele de utilizator si motivul semnarii sunt inregistrate in traseul de audit (pentru mai multe

informatii, consultati Trasee de audit de la pagina 299 ).

Faceti clic pe OK pentru a transmite semnatura si a inchide caseta de dialog.

Modificarea fisierelor securizate

In CFX Maestro Dx SE, utilizatorii pot modifica fisierele securizate, inclusiv fisierele de date semnate si
nesemnate si studiile genice. Software-ul va solicita sa furnizati un motiv pentru modificare atunci
cand salvati un fisier de date securizate sau un fisier de studiu genic modificat. Modificarile sunt

urmarite in traseul de audit al fisierului.

Sfat: Deoarece software-ul nu creeaza trasee de audit pentru fisierele pentru placi sau protocol,

nu vi se solicita sa furnizati un motiv atunci cand salvati modificarile acestor fisiere.
Pentru a salva un fisier de date sau studiu genic modificat

1.
2.

Autentificati-va la CFX Maestro Dx SE cu datele de conectare Windows.

Deschideti si modificati un fisier de date securizat sau un fisier de studiu genic.
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Sfat: Pentru o lista de activitati verificabile, consultati Evenimente verificabile de la pagina
301.

3. Selectati File (Fisier)> Save (Salvare). Pe ecran este afisatd caseta de dialog Audit Trail Change
Motive (Motiv pentru modificarea traseului auditului).

-
Audit Trail Change Reason M

File Version: &

Date: 01/19/2017 12:06:12
User: GLOBAL tnavam
Comment: Saved data file.
Signature:
Signature Reason:
Application: BioRadCFXManager.exe
Application Version: 4.0.2185.0118
Full User: Theresa Navamo

Machine: LSGO7002045

Audit Old New
Change | Value Value

» Gene E.. Nomali... |Relative...
Bar grap... Target Sample

Reason for Change

[Save[}:a’:ges] [Caicd[}:a’:ges]

Aceasta caseta de dialog afiseaza urmatoarele informatii, care sunt memorate in antetul traseului
auditului fisierului pentru fiecare eveniment de modificare:

B Date (Data) - data la care s-a produs modificarea.

m  User (Utilizator) - domeniul Windows si numele de utilizator al utilizatorului conectat.

B Comment (Comentariu) - ultimul comentariu salvat.

B Signature (Semnatura) - semnatura electronica a ultimei persoane care a semnat fisierul.
B Signature reason (Motivul semnaturii) - motivul semnaturii.

B Application (Aplicatie) -CFX Maestro Dx SE (apare ca BioRadCFXManager.exe, ceea ce
este corect).

B Application version (Versiunea aplicatiei) - versiunea curenta a CFX Maestro Dx SE.

B Full user (Utilizator complet) - numele complet al utilizatorului conectat.
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Nota: Acest nume apare in traseul auditului.
B Machine (Masina) - computerul pe care este instalat.

Tabelul de modificari afiseaza modificarile care pot fi verificate ca urmare a modificarii. S-ar putea
sa apara si o scurtd descriere a motivului modificarii.

Sfat: Puteti adauga sau edita descrieri in coloana Reason for Change (Motivul modificarii).
Examinati lista modificarilor. Furnizati motive detaliate, daca este necesar.
Urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Faceti clic pe Save Changes (Salvati modificarile) pentru a salva modificarile la fisier, precum
si orice modificari pe care le-ati facut in tabel si pentru a inchide caseta de dialog.

Modificarile aduse fisierului si motivele modificarilor apar in traseul auditului fisierului.

B Faceti clic pe Cancel Changes (Anulare modificari) pentru a readuce fisierul la starea sa
anterioara si a inchide caseta de dialog.

Modificarile nu sunt salvate in fisier si traseul auditului nu este actualizat.
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Protejarea prin parola a fisierelor

Ca un nivel suplimentar de securitate, CFX Maestro Dx SE permite utilizatorilor sa configureze parole
pentru toate fisierele securizate. Cand configurati o parola pentru un fisier securizat, luati n
considerare urmatoarele conditii:

Conditie Actiune

Nu este necesara nicio parola. Toti utilizatorii pot deschide, modifica si salva fisierul
securizat.

Fisierul necesita parola de Toti utilizatorii pot deschide fisierul securizat, iar

salvare. utilizatorii care cunosc parola de salvare pot modifica si

salva fisierul securizat.

Fisierul necesita parola de Numai utilizatorii care cunosc parola de deschidere pot
deschidere. deschide, modifica si salva fisierul securizat.

Fisierul necesita atat parolele de Unii utilizatori pot deschide fisierul securizat, iar un
deschidere, cat si de salvare. subgrup din acei utilizatori poate modifica si salva
fisierul.

In functie de rolul utilizatorului, orice utilizator poate efectua actiunea Save as (Salvare ca) pentru a
crea un nou fisier securizat cu alt nume sau sa salveze un fisier cu acelasi nume intr-o alta locatie,
atata timp cat una dintre urmatoarele este adevarata:

B Fisierul securizat nu este protejat prin parola.
B Utilizatorul are parola pentru a deschide fisierul.
Sfat: Noul fisier este salvat fara protectie prin parola. Fisierul original isi pastreaza parolele.

in functie de rol, un utilizator poate modifica si salva fisierul original, atata timp cat una dintre
urmatoarele este adevarata:

B Fisierul nu este protejat prin parola.
B Utilizatorul are parola pentru a deschide si parola pentru a salva fisierul.

Nota: Rolul utilizatorului trebuie sa includa dreptul de a salva fisiere pentru a configura parole.
De exemplu, utilizatorii cu rolul Guest (Invitat) nu pot salva fisiere si, prin urmare, nu pot configura
parole pentru un fisier.

Important: Numai Administratorii CFX Maestro Dx SE pot reseta sau elimina parolele.
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Pentru a proteja un fisier cu parola
1. Autentificati-va la CFX Maestro Dx SE cu datele de conectare Windows.

2. Deschideti fisierul securizat.

3. Selectati File (Fisier)> File passwords (Parole fisier). Pe ecran este afisata caseta de dialog File
passwords (Parole fisier).

i Y
File Passwords ( tnavarr ) ﬂ

@3
£
151 ‘\

[
bl

Save Password [

Open Password

] Show Password

Set Passwords l l Cancel

4. Introduceti parolele in casetele Save Password (Parola salvare) si Open Password (Parola
deschidere).

Sfat: Tn mod implicit, in timpul introducerii parolelor, acestea apar scrise cu caractere
asterisc. Selectati Show Password (Afisare parola) pentru a afisa parola pe masura ce o
introduceti.

Important: Parolele sunt sensibile la litere mari si mici. CFX Maestro Dx SE nu prevede
limitari pentru parole. Pentru cele mai bune practici, consultati administratorul de sistem
pentru cerintele de parola din unitatea dumneavoastra.

5. Faceti clic pe Set Passwords (Setare parole) pentru a seta parolele si pentru a inchide caseta de
dialog.

6. Alegeti File (Fisier)> Save (Salvare) pentru a salva modificarile la fisier.
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Pentru a elimina parolele
Important: Pentru a elimina parolele, trebuie sa fiti administrator CFX Maestro Dx SE.

1. Tn caseta de dialog Password Required (Parol& necesara), faceti clic pe Remove Passwords

(Eliminare parole).

Password Required (tnavarr) x

£

A password is required to open this file.

CAlUsers‘tnavam\Desktop'[k SE Secure Files\CFX384_SYER_Gene
Expression_2_Chepeord

Password |

Remove Passwords OK Cancel

Apare caseta de dialog Login (Autentificare) CFX Maestro Dx SE.

CFX Maestro D SE - Login >
User Name: | tnavam -
Password: |
QK Cancel

2. Furnizati numele de utilizator si parola Windows pentru administratorul CFX Maestro Dx SE si
faceti clic pe OK.

Apare fisierul de date original.
Important: Trebuie sa salvati fisierul pentru a elimina parolele.

3. Alegeti File (Fisier)> Save (Salvare) pentru a salva modificarile la fisier.

Pentru a schimba parolele

Important: Numai administratorii CFX Maestro Dx SE pot schimba parolele.
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Deschideti fisierul securizat.

Selectati File (Fisier)> File passwords (Parole fisier). Pe ecran este afisata caseta de dialog File
passwords (Parole fisier).

-
File Passwords ( tnavarr ) u

Save Password |-~ |

Open Password |-~ |

[[] Show Password

Feset Passwords l Cancel

Sfat: Save Password (Parola salvare), Open Password (Parola deschidere) si Show
Password (Parola afisare) sunt dezactivate.

Faceti clic pe Reset Passwords (Resetare parole).

Apare caseta de dialog Login (Autentificare) CFX Maestro Dx SE.

CFX Maestro D 5E - Login >
F (
N
User Name: |Lna\rarr = |
Password: | |
OK | Cancel |
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4. Furnizati numele de utilizator si parola Windows pentru administratorul CFX Maestro Dx SE si
faceti clic pe OK.

Pe ecran este afisata caseta de dialog File passwords (Parole fisier).

i Y
File Passwords ( tnavarr ) g

-
!

Save Password |

Open Password

[] Show Password

Set Passwords l l Cancel

5. Urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Pentru a reseta protejarea prin parola, tastati o parola noua in caseta de parola
corespunzatoare.

B Pentru a elimina protejarea prin parold, debifati casetele pentru parole.

6. Faceti clic pe Set Passwords (Setare parole) pentru a salva modificarile parolei si a iesi din
caseta de dialog.
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Capitolul 5 Spatiul de lucru

Software-ul CFX Maestro Dx SE ofera o interfata pentru configuratia placilor, dezvoltarea
protocoalelor PCR, rularea acestora in instrumentele CFX Opus Dx si analizarea datelor din rularile
PCR.

CFX Maestro Dx SE prezinta cinci spatii de lucru principale:
B Fereastra Home (Pagina de pornire)

B Startup Wizard (Expert pornire)

B Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol)

B Fereastra Plate Editor (Editor placa)

B Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fiecare spatiu de lucru este prezentat si descris pe scurt in acest capitol.
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Fereastra Home (Pagina de pornire)

CFX Maestro Dx SE deschide fereastra Home (Pagina de pornire) si afiseaza Startup Wizard (Expert
pornire), din care puteti configura un experiment, realiza sau repeta o rulare sau analiza o rulare
existenta. Din fereastra Home (Pagina de pornire) puteti, de asemenea, vizualiza jurnalele aplicatiei
si instrumentului, crea si gestiona utilizatori si accesa multiple instrumente utile. Pentru mai multe
informatii, consultati Capitolul 6, Fereastra Home (Pagina de pornire).

i CFX Maestro D SE (tnavarr) - [m] x
Fle View User Run Tools Windows Help
fa EQ @ BIO-RAD
@2 Detected Instrumert(s)
" siMgass
Startup Wizard ==
ﬂrn} Run setup
Select instrument CFX Opus 36 v
Iﬁl Analyze Select run type

User-defined PrimePCR
Selected Instrument
I@ View Status
27 Openlid
£ Qose Lid
Instrument(s) SIM88435:Synchronizing Usertnavarr | 09/28/202015:12
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Startup Wizard (Expert pornire)

Startup Wizard (Expert pornire)

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

Startup Wizard =]
I]Ej} Run setup

@ Repeat run

@h Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CF¥ Opus 36 ~
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Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol)

in Protocol Editor (Editor Protocol) puteti crea, deschide, revizui si edita un protocol. De asemenea,
puteti modifica temperatura capacului pentru protocolul deschis. Functionalitatea Editorului de
protocol este detaliata in Capitolul 7, Crearea de protocoale.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

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

1 950 C for3:00
EJMSGD — 2 90 C for0:10

3 550 C for030
@mm + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more fimes

[5] Inset GOTO END
B et et Curve
{6 Add Prate Read to Step
Sl_ﬂnﬂpl'm-
g Delete tep

oK Cancel
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Fereastra Plate Editor (Editor placa)

In Plate Editor (Editor placd) puteti crea, deschide, revizui si edita o placa. Functionalitatea Editorului
de placi este detaliata in Capitolul 8, Pregatirea placilor.

File Edit Settings Editing Tools ?
Undo ‘ Redo | [ save | @ Zoom [100%  ~ | {83 Scan Mode | All Channels v|| G Well Groups... | (] Trace Styles... | @) Spreadsheet View/importer | 4 Setup Wizard... ‘
B User Preferences... | (i) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 |m Seloct Fusophoms. |
g -
Sample Type e
8
+
c
PR (] one +
E
- 4
R +
® ®
G
H
® 0]
"* Experiment Sattings.
L&] Clear Replcate &
Cear Wels
View
Plate Type: BROear 13 onie [ Well Group  [] Wel Note: oK Concel
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

In fereastra Data Analysis (Analiza date) puteti vizualiza si compara date de rulare, efectua analize
statistice, exporta date si crea rapoarte pregatite pentru publicare. Functionalitatea Data Analysis
(Analiza date) este detaliata in Capitolul 10, Prezentare generala a ferestrei Data Analysis (Analiza
date) si in Capitolul 11, Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date).

Wi pata <
File View Settings Export Tools %Elme Setup "=| Fluorophore ‘ ?
Quantfication [ 78 Quantiication Data  gfff] Gene Bxpression §9% Custom Date View ) aC ] Fun Infometion
) Ampiteaton 3 Sandardcurve [
L
! [ . [
. g
. F E
, " |y
S : A *
&
: °
s
: 2 H i H s 7 s
o ———— Log Starting Quantity
° © ] » ] = A
Cyoles [ Log Scale T

[ FaM [JHEX [ TexasRed []Gy5

Well 0| Puor 4| Taget O Content | Sample | Ca O[3
FO3 FAM Tubuin  Std-1 di-1 622
FO4 FAM Tubuin  Std-2 di-2 1114
FO5 FAM Tubuin  Std-3 di-3 14.40
| FO6 FAM Tubuin  Std-4 di-4 17.76
FO7 FAM Tubulin Std-5 di-5 2110
[ Foe FAM Tubuin  Std-6 di-6 2447
| | F03 FAM Tubuin  Std-7 di-7 2787
st [ sta2 | a3 | stas | st || sta6 | stz
std3 |[ stas | stds || stas | sta7 N .

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Software-ul CFX Maestro Dx SE ofera o interfatd pentru dezvoltarea protocoalelor PCR, rularea
acestora pe sistemelor CFX Dx si analizarea datelor de rulare PCR.

Acest capitol prezintda CFX Maestro Dx SE si explica functiile accesibile din fereastra Home (Pagina

de pornire).
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Fereastra Home (Pagina de pornire)

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

' CFX Maestro Dx SE (tnavarr) @ — u] X
Fle View User Run Tools Windows Hep  (2)
=N =) &
E Detected Instrumertis)
0 siMe3e38
Startup Wizard ==
H(N}Run setup
Select instrument CFX Opus 96 ~
@ Repeat run
%AMME Select run type
User-defined F'rimeF'CR
Selected Instrument
View Status
Z'7 Open Lid
# Close Lid
Instrument(s) SIM63828&:Idle @ Usertnavarr | 10/07/2020 17:24
LEGENDA
1. Bara de titlu a software-ului afiseaza numele software-ului si utilizatorul conectat.
2. Bara de meniu ofera acces rapid la comenzile meniurilor File (Fisier), View (Vizualizare), Users

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

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

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

5. Panoul principal afiseaza fereastra de lucru. Fereastra de lucru implicita de pe ecranul Home
(Pagina de pornire) este Startup Wizard (Expert pornire).
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6. Bara de stare afiseaza numele instrumentelor conectate si utilizatorul conectat.

Comenzile meniului File (Fisier)

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

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

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

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

Exit (lesire) — inchide CFX Maestro Dx SE.

Comenzile meniului View (Vizualizare)

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

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

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

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

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

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

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

Show (Afisare) — deschide o caseta de dialog din care puteti
B Vizualiza sau bloca jurnalul Status (Stare).

B Deschide si vizualiza folderul de date CFX Maestro Dx SE.
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B Deschide si vizualiza folderul de date al utilizatorului.
B Deschide si vizualiza folderul de fisiere LIMS.

B Deschide si vizualiza folderul PrimePCR.

B Vizualiza istoricul rularilor.

B Vizualiza proprietatile tuturor instrumentelor conectate.

Comenzile meniului User (Utilizator)

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

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

Nota: Aceasta optiune este dezactivata pentru CFX Maestro Dx SE . Utilizatorii trebuie sa-si
schimbe parola Windows pentru a le schimba parola CFX Maestro Dx SE.

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

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

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

B Creareade placi

B Analizarea datelor

B Realizarea analizei expresiei genice
B Determinarea calitatii datelor

B Exportarea datelor instrumentului CFX

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

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

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

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

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

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

Comenzile meniului Tools (Instrumente)

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

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

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

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

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

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

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

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

B Configura setarile de exportare pentru fisierele LIMS, Seegene si alte fisiere de date.

Ghid de utilizare | 63



Capitolul 6 Fereastra Home (Pagina de pornire)

Sfat: De asemenea, puteti selecta optiunea de a porni automat Seegene Viewer dupa
export daca alegeti sa exportati datele in format Seegene.

Comenzile meniului Help (Ajutor)

Sfat: Meniul Help (Ajutor) este disponibil in bara de meniu a tuturor ferestrelor CFX Maestro Dx
SE.

Contents (Cuprins)— afiseaza fila Contents (Cuprins) in sectiunea Help (Ajutor) a sistemului
CFX Maestro Dx SE.

Index - afiseaza fila Index sectiunea Help (Ajutor) a sistemului CFX Maestro Dx SE.

Search (Cautare) — afiseaza fila Search (Cautare) in sectiunea Help (Ajutor) a sistemului
CFX Maestro Dx SE.

Open User Guide (Deschide ghidul utilizatorului) - deschide o versiune PDF a acestui ghid.

Additional Documentation (Documentatie suplimentara) - ofera acces la manualul de utilizare a
sistemelor PCR in timp real, CFX Opus Dx.

Release Notes (Note privind versiunea) — deschide documentul Release Notes (Note privind
versiunea) pentru versiunea instalatd a CFX Maestro Dx SE.

Video Resources (Resurse Video) — deschide un site web care contine resurse video Bio-Rad
precum materiale video de instruire.

gPCR Applications and Technologies Web Site (Site-ul web al aplicatiilor si tehnologiilor qPCR) —
deschide site-ul web al aplicatiilor si tehnologiilor gPCR ale Bio-Rad, unde puteti afla mai multe
despre PCR (qPCR) in timp real.

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

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

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

About (Despre) — afiseaza informatii despre copyright si versiune pentru CFX Maestro Dx SE.
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Comenzi bara de instrumente

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

&

de studiu genic.

0
— deschide Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal).

W
—

&

— deschide fereastra Run Setup (Configurare rulare).

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

E

placa implicite incarcate in functie de instrumentul selectat.

X]

— deschide Startup Wizard (Expert pornire).
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Startup Wizard (Expert pornire)

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

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

B Deschide sirepeta o rulare

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

Startup Wizard @
I Cﬂ} Run setup

@ Repeat run

@] Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CF¥ Opus 95 w

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

Bara de stare

Partea stanga a barei de stare din partea de jos a ferestrei principale a software-ului afiseazéa starea
actuald a instrumentelor detectate. Partea dreapta a barei de stare afiseaza numele utilizatorului
actual si data si ora.
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Panoul Detected Instruments (Instrumente detectate)

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

Pe instrumentele care necesita o actualizare de sistem va aparea o alerta rosie. Pana cand sistemul
nu este actualizat, nu puteti utiliza instrumentul. Pentru mai multe informatii despre actualizarile de
sistem, consultati Verificarea versiunii instalate in prezent de la pagina 72.

Sfat: Acest instrument necesita o actualizare. Pana cand sistemul nu este actualizat,
utilizatorii nu pot folosi acest instrument.

Din acest panou puteti
B Vizualiza proprietatile si colorantii calibrati pentru instrumentul selectat.

Pentru informatii referitoare la proprietatile instrumentului, consultati Vizualizarea proprietatilor
unui instrument de la pagina 70.

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

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

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

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

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

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

Run Status

Run Information
! Protocol
| Plate

i w
< > Sample Volume
Scan Mode
Data File Name
Idle s

£'7 Open Lid #’} Close Lid -
ID
Hlash Block
¥ ndicator

Pentru a deschide sau inchide capacul unui instrument

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

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

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

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

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

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

®  inbara de meniu, selectati View > Instrument Summary (Vizualizare > Rezumat instrument).
Va aparea caseta de dialog Instrument Summary (Rezumat instrument).

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

Tabelul 5 prezintd comenzile si functiile de pe bara de instrumente Instrument Summary (Rezumat

instrument).

Tabelul 5. Comenzile barei de instrumente Instrument Summary (Rezumat instrument)

Buton

4

Nume buton

Creati o noua rulare

Functie

Creeaza o rulare pe blocul selectat
deschizand fereastra Run Setup (Configurare
rulare).

e Oprire Opreste rularea curenta pe blocurile
selectate.
[IL-I Pauza Realizeaza o pauza in rularea curenta pe
blocurile selectate.
Reluare Reia rularea pe blocurile selectate.

L)

Indicator lumina intermitenta
bloc

Face sa lumineze intermitent indicatorul LED
de pe capacul blocurilor selectate.

N

Deschidere capac

Deschide capacul motorizat al blocului
selectat.

>

nchidere capac

nchide capacul motorizat al blocului
selectat.

X

Ascundere blocuri selectate

Ascunde blocurile selectate din lista
Instrument Summary (Rezumat instrument)

|§\
Doo

Afisare toate blocurile

Afiseaza blocurile selectate din lista
Instrument Summary (Rezumat instrument)

Show: | All Blocks

Show (Afisare)

Selectati ce blocuri vor fi afisate in lista.
Selectati una dintre optiuni pentru a afisa
toate blocurile detectate, toate blocurile
inactive, toate blocurile care ruleaza cu
utilizatorul curent sau toate blocurile care
ruleaza
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Vizualizarea proprietatilor unui instrument

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

Pentru vizualizarea proprietatilor instrumentului

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

Fila Properties (Proprietati)

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

Pentru a redenumi un instrument

» infila Instrument Properties (Proprietati instrument), introduceti un nume in caseta Rename
(Redenumire) in partea de sus a filei Properties (Proprietati) si faceti clic pe Rename
(Redenumire).

Denumirea noua apare pe randul Nickname (Alias) in fila Properties (Proprietati), precum si pe
bara de antet Instrument Properties (Proprietati instrument) si in panoul Detected Instruments
(Instrumente detectate).

Fila Shipping Screw (Surub de expediere)

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

Sfat: Daca software-ul detecteaza ca surubul de expediere este introdus in orice alt instrument
decét in sistemul CFX Opus Dx, caseta de dialog Instrument Properties (Proprietati instrument)
afiseaza automat fila Shipping Screw (Surub de expediere). Urmati instructiunile pentru a inlatura
surubul.

(Doar pentru sistemele CFX Opus Dx ) Daca software-ul detecteaza faptul ca surubul de transport
este introdus intr-un sistem CFX Opus Dx, software-ul afiseaza un mesaj cand este lansat pentru
prima data, prin care va avertizeaza ca surubul de transport este introdus si va informeaza sa urmati
instructiunile de pe ecranul tactil al sistemului.
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Nota: Trebuie sa inlaturati surubul de expediere Tnainte de a putea utiliza instrumentul. Pentru
mai multe informatii, consultati manualul de utilizare a sistemului PCR in timp real CFX Opus Dx.

Fila Calibrated Dyes (Coloranti calibrati)

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

Fuomphore §| Chamnel O PateType 0 G0 0 Dae ¢ Emm O  Detal .
1 m 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 ko
Fl 2 BR White Factory 01/08/-2008 10- o
3 Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14 i
4 Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10: [
§ CalRed 610 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
g CalRed&10 3 BR White Factory 01/08/2008 10: [ore =
7 G5 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10 [ore
g O 4 BR White Factory 01/08/2008 10: [
g Cy5h 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14 [
10 G55 4 BR White Factory 01/08/°2008 10: nfio
11 FAM 1 BR Clear Factory 01/08/2008 10 Irfic
12 FAM 1 BR White Factory 01/08/°2008 10: nfo
13 HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 Irfic
14 HEX 2 BR White Factory 01/08-2008 10- o
15 Cuasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10: [ore
16 | CQuasar 670 4 BR White Factory 01/08/2008 10: o
17 | CQuasar 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: [ore

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

Aceasta sectiune explica sarcinile pe care poate fi necesar sa le efectuati inainte de utilizarea pentru
CFX Maestro Dx SE. Aceasta include

B Actualizarea software-ului si a firmware-ului pentru Sistemul CFX Opus Dx

B Crearea unui amestec principal de reactie

B Calibrarea de noi coloranti

Actualizarea software-ului si a firmware-ului pe sistemele PCR in timp real CFX
Opus Dx

Important: Numai utilizatorul Administrator poate efectua upgrade-ul software-ului si al firmware-
ului de pe Sistemul CFX Opus Dx.

Cand sunteti conectat la internet, CFX Maestro Dx SE va avertizeaza cu privire la actualizarile de
software si firmware disponibile pentru Sistemul CFX Opus Dx. Accesati actualizarile de pe site-ul
web cu actualizari de actualizari de firmware si software al Bio-Rad. Programul de instalare pentru
Sistemul CFX Opus Dx poate include atat actualizari de software, cat si firmware. Actualizarile de
firmware pentru Sistemul CFX Opus Dx nu sunt distribuite intr-un pachet separat.

Inainte de a actualiza sistemul, Bio-Rad v& recomanda sa verificati versiunea curent instalata pe
sistemul CFX Opus. In aceasta sectiune este explicat modul in care s& verificati versiunea instalata si
modul in care sa actualizati sistemul.

Nota: in functie de tipul de upgrade, finalizarea acestui proces poate dura cateva minute.

Verificarea versiunii instalate in prezent
Pentru a verifica versiunea curenta a software-ului pentru Sistemul CFX Opus Dx

1. Pe ecranul de pornire pentru Sistemul CFX Opus Dx, atingeti Tools (Instrumente) pentru a
vizualiza ecranul Tools (Instrumente).

2. Daca sunteti conectat ca Administrator, atingeti pictograma User (Utilizator) din partea de jos a
ecranului pentru a vizualiza instrumentele disponibile pentru toti utilizatorii.

3. Atingeti About (Despre) si localizati Opus Version (Versiune Opus) pe ecranul About (Despre).
4. Retineti versiunea instalata in prezent.

Asigurati-va ca versiunea la care faceti upgrade este mai noua decéat versiunea instalata in
prezent.
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Atingeti Back (inapoi) si apoi atingeti Home (Fereastra de pornire) pentru a reveni la ecranul de

pornire.

Efectuarea upgrade-ului pentru software-ul si firmware-ul
sistemului

Nota: in functie de tipul de upgrade, finalizarea acestui proces poate dura cateva minute.

Pentru a actualiza software-ul si firmware-ul pentru Sistemul CFX Opus Dx

1.

6.

De pe computerul cu software-ul CFX Maestro Dx SE, conectati-va la bio-rad.com si accesati
pagina Firmware and Software Updates (Actualizari firmware si software) pentru a descarca
programul de instalare pe o unitate USB atasata.

Introduceti unitatea USB intr-un port USB de pe Sistemul CFX Opus Dx.
Pe ecranul de pornire, conectati-va ca utilizator Administrator.

Pe ecranul de pornire, atingeti Tools (Instrumente) pentru a deschide ecranul Admin tools
(Instrumente de administrare).

Pe ecranul Admin tools (Instrumente de administrare), atingeti System Update (Actualizare
sistem) pentru a deschide ecranul Software and Instrument Updates (Actualizari software si
instrument).

Apare ecranul Software and Instrument Updates (Actualizari software si instrument).

Software and Instrument Updates
Software

New update available. )
Details... Update

Cancel

Important: Cand actualizarea este in curs de desfasurare, nu opriti sistemul si nu scoateti
unitatea USB.

(Optional) Pentru a obtine detalii despre actualizare, atingeti Details (Detalii).
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7. Urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a anula actualizarea, atingeti Cancel (Anulare).
B Pentru a efectua upgrade-ul sistemului, atingeti Update (Actualizare) si urmati instructiunile.

Nota: La finalizarea actualizarii, sistemul reporneste automat.

Crearea unui amestec principal de reactie

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

Pentru a crea un amestec principal de reactie cu ajutorul Master Mix Calculator
(Calculator Amestec principal)

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

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

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

Va aparea Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal).
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Foward Prmer (10 |31 [pmol/d GM) ~| 200 |2 oM
Reverse Pimer 10 |21 |pmol/d (M) v 20 & nm
Probe (o 2] proldGi 0 i)
Master Mix Setup
Nesmber of Feactons % 2 Cnoose SYBR Green Target to Calculate
Reaction Volume Per Well 20 |3 4 L SYBR pmget_1
Template Volume 10 |5 W
Supermix Concentration 20 | x
Bxcess ReactionVolume 5 3] %
Component Volume Per Reaction (1) Total Volume for 96 Reactions + (5)7%

In sectiunea Reaction (Reactie), selectati o metod& de detectie:

B SYBR® Green/EvaGreen®

B Probes (Sonde)

Tnainte de a incepe

Pentru a crea o tintd noua, in sectiunea Target (Tintd) faceti clic pe Create New (Creare nou). In
lista verticala de tinte va aparea o noua denumire de tinta.

(Optional) Pentru a schimba denumirea tintei implicite:

a. Evidentiati denumirea tintei in lista verticala a tintei.

b. Tastati o noua denumire a tintei in caseta Target (Tinta).

c. Apasati tasta Enter.

Ajustati concentratiile initiale si finale pentru primerii de redirectionare si inversare si orice sonde.

Tn sectiunea Master Mix Setup (Configurare Amestec principal), ajustati valorile pentru

B Numarul de reactii de rulat
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B Volumul reactiei per godeu
B Volumul matritei per godeu
B Concentratie amestec de reactie per godeu
B Volumul reactiei in exces per godeu
7. (Optional) Urmati pasii 2—6 pentru cate tinte este necesar.
8. In sectiunea Choose Target to Calculate (Alegere tinta de calculat), selectati tinta de calculat.
Sfat: Puteti calcula doar una sau mai multe sau toate tintele in acelasi timp.

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

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

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

Pentru a imprima tabelul de calcul al amestecului principal

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

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

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

Pentru a sterge tintele

P> Selectati tinta utilizand lista verticala de tinte si facand clic pe Remove (Eliminare).
Important: Stergerea unei tinte din lista de tinte o sterge si din toate calculele amestecului
principal in care este folosita. Procedati cu atentie cand stergeti o tinta.

Calibrarea de noi coloranti

Sistemele CFX Opus 96 Dx sunt calibrate din fabrica pentru fluoroforii utilizati in mod obisnuit cu placile
cu godeuri albe si transparente. Sistemele CFX Opus 384 Dx sunt calibrate din fabrica pentru fluoroforii
utilizati in mod obisnuit doar cu placile cu godeuri albe. Tabelul 6 afiseaza fluoroforii si canalul pentru
care este calibrat fiecare instrument.
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Nota: Sistemele CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx includ si un canal dedicat compusilor
FRET. Acest canal nu necesita calibrare pentru coloranti specifici.

Important: Daca efectuati o calibrare definita de utilizator a unui colorant care a fost calibrat din
fabrica, instrumentul utilizeaza calibrarea definita de utilizator in locul calibrarii din fabrica.

Tabelul 6. Fluorofori calibrati din fabrica, canale, si instrumente

Excitatie, Detectie,
Fluorofori Canal nm nm Instrument
FAM, SYBR® Green | 1 450-490 515-530 Sistemele CFX Opus 96 Dx si
CFX Opus 384 Dx
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, 2 515-535 560-580 Sistemele CFX Opus 96 Dx si
Cal Fluor Orange 560 CFX Opus 384 Dx
ROX, Texas Red, CAL Fluor 3 560-590 610-650 Sistemele CFX Opus 96 Dx si
Red 610, TEX 615 CFX Opus 384 Dx
CY5, Quasar 670 4 620-650 675-690 Sistemele CFX Opus 96 Dx si
CFX Opus 384 Dx
Quasar 705, Cy5.5 5 672-684 705-730 Doar sistemele CFX Opus 96

Dx
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Pentru a calibra coloranti noi pentru sistemele CFX

1. Infereastra Home (Pagina de pornire), selectati un instrument tintd in panoul Detected
Instruments (Instrumente detectate).

2. Selectati Tools > Calibration Wizard (Instrumente > Expert calibrare) pentru a deschide expertul
Dye Calibration (Calibrare coloranti).

» - [ -

Calibrated Fuorophores

WQMQMTmQCﬁfMQMQMH“ Erors ()  Detsl
Calibrate New or Existing Fluorophores
Fluorophane Plate Type Channel Plate column Puor Color Addto Piate
| | :
' Clear Plate

Ready to calibrate

El’bﬂl’lﬂn @ s

.FC#HE

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

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

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

Important: Aveti grija cand denumiti fluoroforii calibrati personalizati. Daca creati o calibrare
personalizatd a colorantului pentru un fluorofor cu acelasi nume ca pentru un fluorofor
calibrat din fabrica, fluoroforul personalizat (nu fluoroforul calibrat din fabrica) va fi cel folosit
de instrument in timpul rularilor.

4. Selectati tipul de placa pentru fluorofor.
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nainte de a incepe

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

Selectati un canal pentru fluorofor.

Selectati o coloana de placa pentru fluorofor.

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

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

(Optional) Repetati pasii 38 pentru a adauga fiecare fluorofor pe care doriti sa il calibrati pentru
placa.

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

Utilizati aceasta fereastra ca ghid pentru incarcarea colorantilor pe placa.
Pregatiti o placa cu 96 sau 384 godeuri pentru calibrarea colorantilor:

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

b. Pentru fiecare fluorofor, umpleti patru godeuri cu 50 pl (placa cu 96 de godeuri) sau cu 30 pl
(placa cu 384 de godeuri) de solutie de colorant
300 nM. Veti observa ca cel putin jumatate din placa contine godeuri goale.

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

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

Cand Software-ul CFX Maestro Dx SE finalizeaza rularea de calibrare, apare o caseta de dialog.
Faceti clic pe Yes (Da) pentru a finaliza calibrarea si a deschide Dye Calibration Viewer
(Instrumentul de vizualizare pentru calibrarea colorantilor).

Faceti clic pe OK pentru a inchide fereastra.

Setarea preferintelor utilizatorului

Sfat: Nu este obligatoriu sa realizati aceste actiuni pentru a utiliza CFX Maestro Dx SE. Puteti

omite fara probleme aceasta sectiune sau puteti realiza aceste actiuni in orice moment.

In CFX Maestro Dx SE , fiecare utilizator isi poate personaliza mediul de lucru.

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

urmatoarele:
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B Configura notificarea prin e-mail pentru finalizarea rularii.

Nota: Aceasta functie este disponibild numai pentru utilizatorii carora le-a fost atribuit acest
drept. Consultati Gestionarea rolurilor utilizatorilor pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE de
la pagina 40 pentru mai multe informatii.

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

Nota: Amestecul de reactie PCR si calibrarea colorantilor sunt disponibile oricarui utilizator care
se autentifica in CFX Maestro Dx SE.

Aceasta sectiune va explicd cum sa realizati aceste actiuni.

Configurarea notificarii prin e-mail

Puteti conecta CFX Maestro Dx SE la serverul dumneavoastra de e-mail de iesire pentru a trimite o
notificare prin e-mail privind finalizarea unei rulari unei liste de utilizatori. Puteti, de asemenea, alege
sa atasati un fisier de date si un raport de analiza listei de utilizatori. Pentru a configura conexiunea
intre CFX Maestro Dx SE si serverul dumneavoastra SMTP, consultati Conectarea pentru Software-ul
CFX Maestro Dx SE la un server SMTP de la pagina 82.

Nota: Capacitatea unui utilizator de a accesa functiile de configurare a e-mailului depinde de
rolul utilizatorului si permisiunile atribuite de administrator. Pentru detalii referitoare la
gestionarea utilizatorilor si a rolurilor acestora, consultati Gestionarea rolurilor utilizatorilor pentru
Software-ul CFX Maestro Dx SE de la pagina 40.
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Pentru a configura notificarile prin e-mail

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

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

User Preferences

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

To:

[
Provide one email address per line
Attach Data File

[] Astach Analysis Report (.pdf) File

Configure Outgoing Email Outgoing email has not been corfigured

Restore Defaults oK Cancel

Nota: Veti fi informat daca sistemul detecteaza ca nu ati configurat un server SMTP valid
pentru CFX Maestro Dx SE. Faceti clic pe Configure Outgoing Email (Configurare e-mail de
iesire) pentru a deschide caseta de dialog Options (Optiuni) si a configura serverul SMTP de
e-mail. Pentru mai multe informatii, consultati Conectarea pentru Software-ul CFX Maestro
Dx SE la un server SMTP de la pagina 82.

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

Nota: Trebuie sa introduceti fiecare adresa de e-mail pe un rand separat. Apasati Enter sau

Return dupa fiecare adresa.

3. (Optional) In caseta de text cc, tastati adresa de e-mail a fiecarui destinatar caruia intentionati s&-i
trimiteti o copie a fiecarei notificari prin e-mail.

4. (Optional) Implicit, toti destinatarii primesc o copie a fisierului de date sub forma de atasare.
Debifati aceasta caseté de selectare daca nu doriti sa atasati o copie a fisierului de date.

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

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

Pentru a edita adresa de e-mail a unui destinatar

» Modificati adresa de e-mail dupa cum este necesar si faceti clic pe OK.

Ghid de utilizare | 81



Capitolul 6 Fereastra Home (Pagina de pornire)

Pentru a sterge un destinatar de e-mail
1. Selectati destinatarul e-mailului si apasati tasta Delete (Stergere).
2. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

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

Conectarea pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE la un server SMTP

Important: Unii furnizori comerciali de servicii de webmail (cum ar fi Yahoo! si Gmail) au sporit
securitatea e-mailurilor. Daca utilizati aceste conturi, trebuie sa activati setarea Allow less
secure apps (Permiteti aplicatiile mai putin sigure) in setarile contului respectiv, pentru a
permite CFX Maestro Dx SE sa trimitd e-mailuri. Consultati informatiile de securitate ale
furnizorului dumneavoastra de servicii e-mail pentru informatii suplimentare.

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

Pentru a conecta CFX Maestro Dx SE la un server de e-mail

1. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

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

B Selectati Tools > Options (Instrumente > Optiuni).

Apare caseta de dialog Options (Optiuni), care afiseaza fila Email (E-mail).

Emai (=) Data Bpont Settings

SMTP Server Name: |smtp gmail com
eg. smtp myCompany com. Contact your IT Administrator to get the SMTP server name
Port: 587 2

Use SSL:
Use Defautt “From” Address

Authentication Required:
User Name: | <your account name >@gmai com

Password

Test Emai Address: |

Test Atachment: [] b5 - JTest Email

Gl
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2. Introduceti urméatoarele informatii pentru compania dumneavoastra:

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

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

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

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

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

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

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

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

Nota: Unele servere SMTP nu permit utilizarea de atasari, iar altele permit numai utilizarea
de ataséri pana la o dimensiune maxima specifica. Daca intentionati sa trimiteti prin e-mail
fisiere de date si/sau rapoarte utilizand CFX Maestro Dx SE, selectati Test Attachment
(Atasament de test) si setati Attachment Size in MB (Dimensiune atasamentin MB) la
minimum 5 megabyte (MB).

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

Schimbarea setarilor implicite ale figierelor

In fila Files (Fisiere) din caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), puteti modifica
B Locatia implicita in care se salveaza fisierele CFX Maestro Dx SE

B Fisierele implicite pentru configurarea rularii

B Parametrii impliciti de denumire a fisierelor
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Pentru a schimba setarile implicite ale figierelor

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

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

User Preferences — O X

I:I Email (L) Fies Protocol (233 Plate m Data Analysis I! Gene Exprassion Qac % Custom Export

Default Folder for File Creation

File Selection for Run Setup

Data File
Prefix: Part 1 Part 2: Part 3: Suffe:
Data File Name: l:l User ~ | Date ~ | |Instrument Name ~ ~ I:l
Preview: tnavar_2020-10-13 12-09-16_Instrument Name:
Bestore Defaults oK Cancel

Protocal: |C:'-.Users'dnavarr'.Documents'-.Bm-Rad WCEX_MDX\My gPCR

Plate: |C.'.Ussrs'lnavarr'-.DDcumsrrts'.B\U-Rad \CFX_MDX\My gPCR

Data File:

C:A\Users\tnavarrDocuments'\Bio-Rad\CFX_MDX\My gPCR |
CAUsers\tnavarDocuments'\Bio-Rad\CFX_MDX\My qPCR |

Gene Study:

Protocal: ‘C.".Users'-inavarr-Ducumerﬂs'-.Eiu-Had'-.CFXﬁM DX \My gPCR\ExpressLoad"2-Step_Amp+Melt.prcl

Plate (96 Well): ‘C.'-.Users'-inavarr'- Documerts"Bio-Rad\CFX_MDX\My gPCR"\ExpressLoad\Quick Plate_36 wells_SYER Only.pltd

Plate (384 Well): ‘C: ‘Users'tnavamDocumentsBio-Rad \CFX_MDX\My gPCR\ExpressLoad\GQuick Plate_384 wells_SYER Only.pltd |

Plate (48 Wel): ‘C Users'tnavamDocuments'Bio-Rad \CFX_MDX\My qPCR"ExpressLoad\Quick Plate_48 wells_FAM pltd

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

Protocol
Placa
Fisier de date

Studiu genic

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

5. In sectiunea Data File (Fisier de date), definiti prefixul si/sau sufixul pentru fisierele de date.
Pentru orice parte, selectati o noua valoare din lista sa verticala. Puteti, de asemenea, furniza
valori personalizate pentru prefix si sufix in casetele de text Prefix si Suffix.
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CFX Maestro Dx SE afiseaza o previzualizare a numelui fisierului sub casetele de selectare.
6. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

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

Setarea parametrilor de protocol impliciti

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

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

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

User Preferences - O X

[ Emal ) Files Protocol (3Z) Piate [7] Data Analysis EEE Gene Expression oc 53 Custom Bport
Protocal Editor
Sample Volume: |25

Shut Off Lid When Block |55
Temperature Goes Below

u
T

Protocol AutoWriter

Annealing Tempersture: 60,0

IORIED

Amplicon Length: | 100 bp

Restore Defaults oK Cancel

3. In sectiunea Protocol Editor (Editor Protocol), specificati valori pentru urméatoarele setari care apar
n Protocol Editor (Editor Protocol):

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

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

4. Tn sectiunea Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata protocol), specificati valori pentru
urmatoarele setari care apar in Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata protocol):

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

B Amplicon length (Lungime amplicon) — lungimea ampliconului Tn bp.
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5. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

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

Setarea parametrilor de placa impliciti

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

In caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator) puteti efectua urmétoarele:

B Setati parametrii de placa impliciti.

B Adaugati noi denumiri pentru tintd, mostra si grup biologic la bibliotecile lor respective.
B Stergeti denumiri pentru tintd, mostra si grup biologic din bibliotecile lor respective.
Pentru a seta parametrii de placa impliciti

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

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

User Preferences - O X
Email [i‘] Files Pratocal @ Flate  |47] Data Analysis Gene Expression Qc !3 Custom Export
o =l &
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fucrophores:
Plate Size: |96 Wells ~ | FAM [] Texas Red vic
[] SYER [] Cal Red 610
Units: | copy number ~ | [ HEX [
[]TET [ Tex 615
Sciertific Motation [] Cal Orange 560 [ Quasar 670
[] Cal Gold 54D [] Quasar 705
Scan Mode: | All Channels ~ | ROX [
Libraries
Target Names Sample Names: Biological Group Mames:
Actin DHr Blood
GAPDH THr Urine
2Hr Hair

Use text boxes to enter additional names, one name per line.

Bestore Defaults oK Cancel
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3. Specificati valori pentru urmatoarele setari pentru un fisier nou de placa. Aceste valori apare in
fereastra Plate Editor (Editor placa):

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

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

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

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

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

m Libraries (Biblioteci) — denumirile pentru tintd, mostra si grup biologic pe care le utilizati de
obicei in experimentele dumneavoastra:

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

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

[0 Biological group names (Denumiri grupuri biologice) — denumirile pentru grupuri de
probe similare care au aceeasi stare de tratament sau aceleasi conditii (de exemplu, 0
ore, 1 ora, 2 ore).

4. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.
Pentru a adauga un nume nou pentru tintd, mostra sau grup biologic

» In caseta corespunzatoare bibliotecii, introduceti numele pentru tintd, mostra sau grup biologic si
faceti clic pe OK.

Pentru a sterge un nume tinta, mostra sau grup biologic

P in caseta de bibliotec& corespunzétoare, selectati numele si apasati tasta Delete (Stergere), apoi
faceti clic pe OK.

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

Pentru a configura parametrii impliciti ai analizei datelor

1.

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

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

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

In sectiunea PCR Quantitation (Cuantificare PCR), configurati parametrii impliciti pentru
urmatoarele optiuni:

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

B CqgDetermination Mode (Mod Determinare Cq) — modul in care sunt calculate valorile Cq
pentru fiecare urma de fluorescenta (fiecare regresie sau prag unic).

B Threshold Calc. (Calculare Prag) Mode (Mod calc. prag) — cantitatea tintei la momentul
final.

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

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

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

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

O On (Activat) — datele amplificarii sunt afisate intr-un grafic semi-logaritmic.
O Off (Dezactivat) — (implicit) datele amplificarii sunt afisate intr-un grafic liniar.

In sectiunea End Point (Momentul final), selectati numarul de cicluri finale pentru care veti calcula
media atunci cand faceti calculele pentru momentul final.
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B PCR - numarul de cicluri finale pentru care veti calcula media datelor de cuantificare
(valoarea implicita este 5).

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

6. In sectiunea Melt Curve (Curbé de topire), selectati tipul varfului de detectat (pozitiv sau negativ).

7. In sectiunea Well Selector (Selector godeuri), selectati modul de afisare a etichetelor godeurilor
(dupa tipul probei, denumirea tintei sau denumirea probei).

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

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

Setarea parametrilor impliciti pentru fisierul de date de expresie genica
Pentru a seta parametrii impliciti pentru un nou fisier de date de expresie genica

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

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

3. Specificati valorile pentru urmatoarele setari:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Puteti mari multiplicatorul la 2 sau 3.

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

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

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

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

Personalizarea regulilor de control al calitatii

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

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

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

Pentru a personaliza regulile de control al calitatii

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

2. In caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila QC (CC).
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User Preferences - O X
EI Email [j Files Protocal @ Flate m Data Analysis EEE Gene Expression ac :j' Custom Export
Description & Value & Use &

Negative control with a Cq less than 38

NTC with a Cq less than 33

NRT with a Ca less than 33

Positive control with a Cq greater than 0

Unknown without a Cq

Standard without a Cq

Efficiency greaterthan 110.0

Efficiency less than 50.0

Std Curve R*2 less than 0.580

Replicate group Cq 5td Dev greaterthan 0.20
Bestore Defaults oK Cancel

Unde:

B NTC — control fara tintd de amplificare

B NRT - control fara transcriptaza inversa

m  Efficiency (Eficienta) — eficienta reactiilor

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

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

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

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

B Pentru a dezactiva regula, debifati caseta de selectare Use (Utilizare) aferenta.

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

Personalizarea parametrilor de exportare a datelor

Puteti exporta datele CFX Maestro Dx SE in urmatoarele formate:

B Text(.txt)

m  CSV (.csv)

B Excel (xls, xIsx)

® XML (.xml)

B HTML (.html)

Puteti specifica tipul de date de exportat si personaliza iesirea datelor exportate.
Pentru a personaliza parametrii de exportare a datelor

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

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

— O X

User Preferences

Email [i‘] Files Protocal @ Plate Data Analysis Gene Expression Qc m_, Custom Export
ofl

Export Format: | CSV (*.csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
well Well
Fluorophore Fluarophore
Target Name Target Name
Cortent gorvte‘nt N
Replicate Number Zmpis Heme
Sample Mame
Biological Group Mame
Well Note

q
Starting Quantity

OORICRIKIEIE]

o
[
o

ntification

Cqg

Starting Quantity

Cq Mean

Cqg Standard Deviation
Quartity Standard Deviation

Curve

Melt Temperature

Mett Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Mett Peak End Temperature
End Poirt

[] End Foint Call
[ End RFU

L] L

OOORIE

=
fin
L3

Customize Column Names

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

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

Nota: Implicit, informatiile rularii sunt incluse in antet. Debifati aceasta caseta de selectare
daca nu doriti s& fie incluse informatiile de rulare.

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

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

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

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

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

¢. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

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

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

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

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.
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Un protocol este un set de pasi care sunt executati intr-o secventa specifica. In Software-ul

CFX Maestro Dx SE, toti pasii sunt asociati cu optiunile instrumentului. De exemplu, pasii dau
instructiuni instrumentului sa controleze temperatura blocului si a capacului, sa aplice o diferenta de
temperatura pe bloc, sa efectueze o citire de placa sau sa efectueze o analiza pentru curba de topire.
Fiecare optiune este specificata pentru diferite tipuri de placa si rulare.

CFX Maestro Dx SE ofera doua optiuni pentru crearea protocoalelor: Protocol Editor (Editor protocol)
si Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata protocol).

Functia Protocol Editor (Editor Protocol) include urmatoarele:

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

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

B Capacitatea de a salva protocoale pentru reutilizare

B Capacitatea de a imprima protocolul la o imprimanta implicita

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

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

Protocol Editor - New

File Settings Tools @ ?

ﬂ QE‘- Insert Step | After ~ | Sample Volume [25 | pl | Est. Run Time 01:09:00 ®

| 1 2 k] 4
c 850 C
i 300 010
] N 50 C c |3
1 0:30 0 g
! m T
i 0
i Q 2
I ¥ x

— 1950 C for3:00

|—lm$ﬂp 2 950 C for0:10

3 550 C for0:30
Insert Gradient lj + Plate Read
4 GOTO2 39 more times

insert GOTO END

@ Insert Mekt Curve

{5 Add Plate Read to Step @ @

Step Options

05 Delete Step

oK Cancel

LEGENDA

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

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

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

3. Panoul principal afiseaza o reprezentare grafica a protocolului.

4. Panoul de jos afiseaza schita protocolului.

5. Panoul din stanga afiseaza comenzile protocolului pe care le puteti adaduga pentru a personaliza
protocolul.
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Comenzile meniului File (Fisier)
Save (Salvare) — salveaza protocolul curent.
Save As (Salvare ca) — salveaza protocolul curent cu o0 denumire noua sau intr-un loc nou.

File Passwords (Parole fisier) - permite utilizatorilor sa-si seteze parolele de salvare si deschidere a
fisierelor.

Sfat: Pentru mai multe informatii, consultati Protejarea prin parola a fisierelor de la pagina 48.

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

Comanda meniu Settings (Setari)

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

Comenzile meniului Tools (Instrumente)

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

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

Comenzi bara de instrumente

— salveaza fisierul de protocol actual.

& v
— imprima fereastra selectata.

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

pasul selectat in prezent.

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

Volumele probelor difera in functie de tipul de bloc:

B Pentru un bloc de 96 de godeuri intervalul este de 0-50 pl.
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B Pentru un bloc de 384 de godeuri intervalul este de 0-30 pl.

Est. Run Time 01:09:00

— afiseaza timpul de rulare estimat bazat pe pasii de protocol, viteza de

crestere si tipul de bloc selectat.

?

— afiseaza informatii de Ajutor despre protocoale.

Solutii de control pentru editarea protocolului

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

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

."—Lﬂ Insert Step u
Insert Gradient
Insert GOTO -

EA) insert Mek Curve
{55l Add Piate Read to Step
Step Options ]

LjﬂDelete Step

Insert Step (Inserare pas) — insereaza un pas inainte sau dupa pasul
selectat. Puteti edita valorile pentru temperatura si timpul de mentinere
in afisajul grafic al protocolului sau in schita protocolului.

Insert Gradient (Inserare gradient) — insereaza un pas de gradient
bazat pe tipul de bloc cu godeuri selectat in calculatorul de gradient.
Puteti edita intervalul de gradient in panoul Gradient care apare atunci
cand un pas de gradient este inserat.

Insert GOTO (Inserare SaltLa) — insereaza un pas de ciclu (bucla),
care informeaza software-ul sa repete pasi specifici in secventa pentru
un numar specificat de cicluri. Repetitiile incep dupé ce primul ciclu
este finalizat. De exemplu, puteti informa software-ul sa efectueze 39

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

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

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

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

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

Step Options (Optiuni pas) — deschide caseta de dialog Step Options (Optiuni pas) si afiseaza
optiunile disponibile pentru pasul selectat. Consultati Optiuni pas de la pagina 99 pentru
informatii detaliate despre optiunile pasului.

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

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

Optiuni pas

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

I

Step Options

Step 1
[] Plate Read
Temperature [g5g | °C
Gradient | | =c
Increment °Cjcyde
Time |3:00 secfcyde
Extend | | secjcyde
(] Beep
oK Cancel
B Plate Read (Citire placa) — cand este selectata, adauga o citire de placa la pas.
B Temperature (Temperatura) — seteaza temperatura tintd pentru pasul selectat.
B Gradient — seteaza intervalul de gradient pentru pas; intervalul este 1-24°C.

Nota: Un gradient ruleaza cu cea mai joasa temperatura in partea din fata a blocului (in
aceasta imagine, randul H) si cea mai ridicata temperatura in partea din spatele blocului (in
aceasta imagine, randul A).

Ghid de utilizare | 99



Capitolul 7 Crearea de protocoale

B Increment — suma cu care sa creasca (sau scada) temperatura pasului selectat; aceasta valoare
este adaugata la temperatura tinta cu fiecare ciclu. Intervalul este de +0,1-10°C.

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

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

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

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

B Beep - cand este selectat, se aude un beep in timpul pasului.

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

Utilizand Protocol Editor (Editor Protocol), puteti crea fisiere protocol personalizate. Puteti, de
asemenea, edita si salva fisiere protocol salvate anterior sau exemple de figsiere protocol livrate
impreuna cu CFX Maestro Dx SE.

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

Sfat: Pentru a crea un protocol nou dintr-un fisier de protocol salvat anterior sau exemplu,
consultati Deschiderea unui protocol existent in Protocol Editor (Editor Protocol) de la pagina
103.

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

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

B Din meniul File (Fisiere) din fereastra Home (Pagina de pornire)

B Din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) din fereastra Home (Pagina de pornire)
B Din fereastra de dialog Startup Wizard (Expert pornire) din fereastra Home (Pagina de pornire)
Pentru a deschide un nou fisier de protocol din meniul File (Fisier)

» infereastra Home (Pagina de pornire), selectati File > Open > Protocol (Fisier > Deschidere >
Protocol).

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

Sfat: Pentru informatii despre setarea protocolului implicit, consultati Schimbarea setarilor
implicite ale fisierelor de la pagina 83.
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Pentru a deschide un nou protocol din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare)

1.

In fereastra Home (Pagina de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare):

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

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

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

Faceti clic pe Create New (Creare nou).

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

Pentru a deschide un nou fisier de protocol din Startup Wizard (Expert pornire)

1.

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

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

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

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

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

Faceti clic pe Create New (Creare nou).

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

Pentru a deschide un nou protocol din meniul Run (Rulare)

1.

In fereastra Home (Pagina de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare):

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

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

Faceti clic pe Create New (Creare nou).

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

Deschiderea unui protocol existent in Protocol Editor (Editor
Protocol)

CFX Maestro Dx SE furnizeaza exemple de fisiere de protocol pe care le puteti edita si salva ca
protocoale noi personalizate. De asemenea puteti crea un protocol nou dintr-un protocol personalizat
existent.

Pentru a deschide un exemplu de fisier de protocol

1.

In fereastra Home (Pagina de pornire), selectati File > Open > Protocol (Fisier > Deschidere >
Protocol).

Implicit, Windows Explorer se deschide la locatia folderului CFX Maestro Dx SE Sample files
(Fisiere proba).

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

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

B DataFiles (FisiereDate) — contine fisiere de date exemplu pe care le puteti utiliza pentru a
explora functiile CFX Maestro Dx SE.

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

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

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

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

Selectati protocolul pe care il doriti si faceti clic pe Open (Deschidere).

Exemplul de protocolul se deschide in fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).
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5. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati protocolul cu o denumire noua sau intr-un
folder nou.

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

B Selectati File > Open > Protocol (Fisier > Deschidere > Protocol), navigati la si selectati
protocolul tinta si faceti clic pe Open (Deschidere).

B Deschideti Startup Wizard (Expert pornire) si efectuati una dintre urmatoarele:
O Pentru a edita protocolul afisat, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate).

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

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

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

Configurarea unui nou protocol

Sfat: Daca fisierul dumneavoastra de protocol include parametrii necesari (de exemplu, daca
editati un fisier placa existent), puteti omite aceasta sectiune. Continuati cu Adaugarea de pasila
un protocol de la pagina 106.

Noile fisiere de protocol necesita urmatorii parametri:
B Tipul blocului

B Modul de scanare pentru tipul de bloc selectat

B Temperatura capacului

B Volumul probei

Setarea tipului de bloc

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

Nota: Tipul de placa setat in Protocol Editor (Editor protocol) trebuie sa fie acelasi cu cel pentru
placa din modulul de reactie.
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Pentru a seta tipul de bloc

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

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

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

Ajustarea temperaturii capacului

CFX Maestro Dx SE seteaza temperaturile implicite ale capacului dupa cum urmeaza:

B Instrumente cu 96 de godeuri — 105,0°C

B Instrumente cu 384 de godeuri — 95,0°C

Puteti modifica setarile implicite sau opri incalzitorul capacului in functie de cerintele protocolului.

Pentru a ajusta temperatura capacului

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

2. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

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

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

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

Setarea volumului probei

Implicit, CFX Maestro Dx SE seteaza volumul probei pentru fiecare godeu la 25 pl. Volumele probelor
difera in functie de tipul de bloc, de exemplu:

B 0-50 yl pentru un bloc de 96 de godeuri

B 0-30 yl pentru un bloc de 384 de godeuri
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Instrumentul utilizeaza unul din doua moduri de control al temperaturii pentru a determina cand
ajunge proba la temperatura tinta intr-un protocol:

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

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

Pentru a seta volumul probei pentru un bloc specific

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

Sfat: Puteti modifica volumul probei implicit in caseta de dialog User Preferences (Preferinte
utilizator). Consultati Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 83.

Adaugarea de pasi la un protocol

Pentru a adauga un pas la un protocol
1. Deschideti protocolul in fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).

2. Stabiliti unde doriti sa inserati noul pas. Pe bara de instrumente, selectati Before (Inainte) sau
After (Dupa) din lista verticala Step (Pas).

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

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

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

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

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

8. In caseta de dialog Save As (Salvare ca), tastati denumirea noului fisier de protocol si faceti clic
pe Save (Salvare).
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Inserarea unui pas de gradient
Pentru a insera un pas de gradient

1. Verificati ca dimensiunea placii pentru gradient este aceeasi cu tipul de bloc al instrumentului, cu
96 de godeuri sau cu 384 de godeuri.

2. Dacainca nu ati procedat astfel, selectati dimensiunea placii pentru gradient:

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

3. Pe barade instrumente, selectati Before (Inainte) sau After (Dupa) din lista vertical& Insert Step
(Inserare pas).

4. Tn grafic sau in panoul de schita, selectati pasul inainte sau dupé care intentionati s& inserati
pasul de gradient.

5. 1n panoul din stanga, faceti clic pe Insert gradient (Inserare gradient). Noul pas de gradient este
evidentiat in grafic si in panoul de schita, de exemplu:

Protocol Editor - 2stepAmp.prcl

Eile Settings Tools ?
H H Insert Step | After w | Sample Volume |25 pl  Est. Run Time 01:33:00
j 1 2 ; = : 4 5
| %0 C 350 C | '
| 300 010 ; 850 C 1
y 50 C i 550 C B =
030 i 0:30 S
4 @) T B
i 2
| i35 x
s 1 950 C for3:00 Gradient
24 insen 51 2 950 C for0:10 Step 4
3550 C for0:30 2 leso
E‘ Insert Gradient + Plate Read
4 Gr&iﬂim 1650 C for0:30 B 645
D 5 GOTD2 39 more times C |63.3
END D (614
= E [58.0
F |57.0
i Add Piate Readto Step G [55.7
H .55.0
Step Options Range
—— 10.0
[5¢l Deete Step '
oK Cancel

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

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

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

B Schimbati valoarea pentru Range (Interval) in tabelul Gradient.

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

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

Inserarea unui pas GOTO (SaltLa)

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

Pentru a insera un pas GOTO (SaltLa)

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

2. In grafic, selectati pasul inainte sau dupé care intentionati s& inserati pasul GOTO (SaltLa).
3. In panoul din stanga, faceti clic pe Insert GOTO (Inserare SaltLa).

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

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

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

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

Pentru a insera un pas de curba de topire

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

2. In grafic, selectati pasul inainte sau dupé care intentionati sa inserati pasul de curba de topire.
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3. [n panoul din stanga, faceti clic pe Insert Melt Curve (Inserare curba de topire). Noul pas de curba
de topire este evidentiat in grafic si in panoul de schita, de exemplu:

File Settings Tools T
H E' Insert Step | After ~ || Sample Volume ul Est. Run Time 01:33:00
| w0 c | %50 C 950 C
5:00 i m c 05 C 0:10 600 C { .
i 0:30 | O
e B
H 0
i
| | 4
| 39 x
[ 1 500 C for10:00
£ insen 9 2 950 C for5:00
3 MeltCurve to 35.0 increment 0.5
mmm for 0:05 + Plate Read
i—) 4 950 C for(:10
- 5 600 C for0:30
=l C "6 GOTO4 .39  moretimes
END
A insert Mk Curve
0y Delete Step
QK Cancel

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

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

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

Pentru a adauga o citire de placa la un pas

1.

2.
3.

4.

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

In grafic, selectati pasul inainte sau dupa care intentionati sa inserati pasul de citire placa.

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

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

Pentru a elimina o citire de placa dintr-un pas

>

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

Modificarea optiunilor pasilor

Pentru a modifica optiunile pasilor pentru un pas selectat

1.
2.

Selectati pasul tinta in grafic sau in panoul de schita.

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

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

Pentru a adduga, modifica sau elimina optiuni:

B |ntroduceti o valoare in caseta de text corespunzatoare.
B Editati o valoare in caseta de text specifica.

B Bifati sau debifati o caseta de selectare.

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

Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva protocolul.
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$tergerea unui pas

Important: Aceasta functie nu poate fi anulata. Procedati cu atentie cand stergeti pasi.
Pentru a sterge un pas din protocol

1. Selectati pasul in grafic sau in panoul de schita.

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

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

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

3. In File name (Denumire fisier), introduceti o denumire pentru fisierul de protocol exportat.

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

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

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

Utilitarul Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata protocol) al CFX Maestro Dx SE genereaza

automat protocoale de ciclu bazate pe urmatorii parametri de intrare:

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

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

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

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

Daca utilizati o altd enzima decéatiTaq sau iProof DNA (ADN) polimeraza, puteti introduce
informatii suplimentare, inclusiv intervalul de gradient, timpul de activare la pornirea la cald (in
sec) si timpul de extensie finala (in sec).

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

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

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

pentru start fierbinte, denaturare initiala, atasare si extensie. Puteti apoi sa vizualizati o reprezentare
grafica a protocolului sugerat si sa editati, rulati sau salvati protocolul.
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Pentru a crea un nou protocol utilizand utilitarul Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere

automata protocol) al CFX Maestro Dx SE

1. Infereastra Home (Pagin& de pornire), selectati Tools > Protocol AutoWriter (Instrumente > Utilitar

de scriere automata protocol).

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

Protocol AutoWriter
Erter Target Values/Enzyme Addtional Parameters (Optional)
Amplcon Length 100 bp Ta Caleulator... Gradient Range T
Hot Start Activation s
Aeneaiing Tempersture (Ta) (600 [${'C G v () iproot O Other N .
Erter Anneaing temperature or use the Ta Calculator. The Anneaing temperature wil
be automatically adjusted based on enzyme and speed selections
¥ using iProof, 3°C will be added to the Ta.
Type
/ N\ M\ N\ Al A N £\ ;
AN AV AV AV A AP AV A VN AL
\ f \ / I\-. { / N / .. ," \ / \ \._ / ) FeR
v un Tme
Standard Fast Ubrafast
01:01:00
Preview
J 1 2 3 4 13
950 C 950 €
iy 300 010 \ 20 ¢
|/ 500 C 315
if 020 i
2
M x
==

2. In sectiunea Enter Target Values/Enzyme (Introducere valori tintd/enzima), procedati dupa cum

urmeaza:

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

Sfat: Consultati Utilizarea Ta Calculator (Calculator Ta) de la pagina 114 pentru mai

multe informatii.

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

consultati Breslauer et al. 1986.

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

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

(ADN) polimeraza sau Other (Alta)).

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

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

B Gradientrange (Interval de gradient)
B Hot start activation temperature (Temperatura de activare pentru pornirea la cald)
B Final extension time (Timp de extensie finald)

4. Tn sectiunea Type (Tip), deplasati cursorul pentru a selecta o vitezd de protocol (Standard, Fast
(Rapid) sau Ultrafast (Ultrarapid)). CFX Maestro Dx SE regleaza timpul total.

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

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

6. In sectiunea Preview (Previzualizare), revizuiti protocolul. Puteti efectua modificéri in functie de
necesitati.

7. Urmati una dintre procedurile urmétoare:

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

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

Utilizarea T, Calculator (Calculator Ta)

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

Despre T, Calculator (Calculator Ta)

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

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

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

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

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

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

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

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

Schimbarea entropiei si entalpiei este calculata direct insumand valorile pentru perechile de
nucleotide afisate in Tabelul 7 (Breslauer et al. 1986).

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

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

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

presupunand ca concentratiile pentru ADN si complexul ADN-primer sunt egale.

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

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

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

Secventa de oligonucleotida trebuie sa fie la o lungime de cel putin 14 baze pentru a oferi valori T,
rezonabile. Mai putin de 14 baze utilizeaza aceeasi metoda de numarare a perechilor de baze
(consultati Tabelul 7 care urmeaza).

Tabelul 7. Constante de interactiune Breslauer

Interactiune AH AS AG
AA TT 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 78 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 78 20,8 1,6
cC GG 11 26,6 3,1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
GT CA 6,5 17,3 1,3
GC CG 111 26,7 3.1
GG cC 11 26,6 3,1
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Pentru a utiliza T, Calculator (Calculator Ta)

1.

2.

Utilizarea Ta Calculator (Calculator Ta)

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

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

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

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

Ta Calculator X

W

D
©)
©

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

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

primerului.

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

Tastati sau lipiti secventa de retur a primerului in caseta de text Reverse Primer (retur primer).

Faceti clic pe Calculate (Calculare).
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5.

T, Calculator (Calculator Ta) calculeaza si afiseaza T, pentru fiecare primer si media T, si

valorile T,, de exemplu:

Ta Calculator X

@/

el e

5

Forward Primer

' [CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |

Reverse Primer
|GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC |

Forward Tm Average of primer Tm's
59.7 | € [s83 |
Reverse Tm Ta at Standard Speed (Tag)

1569 | C [54.3 c

Calculate oK Cancel

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

reactie.

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

Ta

Urmati una dintre procedurile urméatoare:

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

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

CFX Maestro Dx SE ofera doua optiuni pentru crearea placilor: Plate Editor (Editorul de placi) pentru
rularile PCR in timp real si Setup Wizard (Expertul de configuratie) pentru analiza normalizata a
expresiei genice.

Plate Editor (Editor placa) include urmatoarele functii:

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

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

B Capacitatea de a salva fisierele placa pentru reutilizare

B Capacitatea de a imprima fisierul placa la o imprimanta implicita

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

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

File Edit Settings Editing Tools @ @ ?

Redo | [ Save | I Zoom [100% || [ Scan Mode |All Channels v|| & well Groups... | () Trace Styles... | @, Spreadsheet View/Importer | i Setup Wizard.
& User Preferences... | ) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 3 7 8 ) 10 1 12 |l'_’_d Select i B
! Sample Type ~
B
c @ nane:
@
D
E
F
: ®
G
H
. ®©
“n Experment Settrgs
ﬂ’ Clear Repicate #
i) Clear Wells
o= ;a-ue () Wel G [ Wel Note @ oK e
LEGENDA
1. Bara de meniu furnizeaza acces rapid la comenzile de meniu File (Fisier) si Settings (Setari),

precum si la optiunile de instrumente de editare pentru placa.

2. Bara de instrumente ofera acces rapid la functii de incarcare de placa importante.
3. Panoul principal afiseaza schita placii si optiunile de placa atunci cand le aplicati.
4. Panoul din dreapta afiseaza optiuni pe care le utilizati pentru a va personaliza placa.
5. Panoul de jos afiseaza tipul de placa si ofera acces rapid la optiunile de vizualizare.

Comenzile meniului File (Fisier)

Save (Salvare) — salveaza fisierul de date de placa in locatia specificata in fila File (Fisier) din caseta
de dialog User Preferences (Preferinte utilizator). Consultati Schimbarea setarilor implicite ale
fisierelor de la pagina 83 pentru mai multe informatii. Acest element de meniu este disponibil numai la
crearea unui fisier de placa nou.

Save As (Salvare ca) — salveaza fisierul de date de placa deschis cu un nume nou pe care il furnizati
dumneavoastra Acest element de meniu este disponibil numai la crearea unui fisier de placa nou.
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File Passwords (Parole fisier) - permite utilizatorilor sa-si seteze parolele de salvare si deschidere a
fisierelor.

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

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

Close (inchidere) — inchide Plate Editor (Editor placi)

Comenzile meniului Edit (Editare)
Undo (Anulare) — anuleaza o modificare dintr-un fisier placa inainte ca fisierul placa sa fie salvat.

Redo (Refacere) — anuleaza cea mai recenta actiune de anulare daca fisierul placa nu a fost salvat.

Comenzile meniului Settings (Setari)

Plate Size (Dimensiune placa) — deschide o caseta de dialog din care puteti selecta o dimensiune a
placii pentru rulare.

Nota: Dimensiunea placii trebuie sa fie aceeasi cu dimensiunea blocului de pe instrumentul
pe care se realizeaza rularea. Alegeti 384-well (384 de godeuri) pentru sistemul CFX Opus
384 Dx sau 96-well (96 de godeuri) pentru

sistemul CFX Opus 96 Dx.

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

Nota: Trebuie sa calibrati noile tipuri de placa. Consultati Calibrarea de noi coloranti de la
pagina 76 pentru mai multe informatii.

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

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

Setup Wizard (Expert configuratie) — deschide Setup Wizard (Expert configuratie), in care puteti
defini parametrii de structura si analiza pentru placa actuala. Puteti folosi Setup Wizard (Expert
configuratie) inainte de, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari.
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Spreadsheet View/Importer (Vizualizare/importare foaie de calcul) — deschide caseta de dialog
View (Vizualizare), care afiseaza structura de placa drept matrité in format de foaie de calcul. Puteti
utiliza aceasta caseta de dialog pentru a exporta sau importa datele de matrita de placa in format .csv.

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

Undo Revine asupra schimbarii unei placi.CFX Maestro Dx SE accepta pana la
zece actiuni de anulare

¥ Redo Inverseazéa cea mai recenta actiune Undo (Anulare). CFX Maestro Dx SE
accepta pana la zece actiuni de refacere.

El\] Save Salveaza fisierul de placa actual.

\Q Zoom |100% ~ Afiseaza o lista verticala din care puteti creste sau reduce marirea

vizualizarii placii.

Afiseaza o lista verticala din care puteti selecta un mod de scanare, care
da instructiuni instrumentului din ce canale sa colecteze date de
fluorescenta in timpul unei ruldri.

@Scan Mode FRET ~

Deschide fereastra Well Groups Manager (Manager grupuri de godeuri),
pe care o puteti utiliza pentru a crea grupuri de godeuri pentru placa
actuala.

S Well Groups...

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

Deschide caseta de dialog View (Vizualizare), care afiseaza structura de

Q Spreadsheet View/Importer placa drept matrita intr-un format de foaie de calcul. Puteti utiliza aceasta
casetd de dialog pentru a exporta sau importa datele de matrita de placa
in format .csv.

Deschide Setup Wizard (Expert configuratie), unde puteti defini
A Setup Wizard... parametrii de structura si analiza pentru placa actuala. Puteti folosi Setup
Wizard (Expert configuratie) Tnainte, in timpul sau dupa finalizarea unei
ruldri.
Deschide fila Plate (Placa) in caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator), Th care puteti defini parametrii pentru structura
dumneavoastra de placa si puteti crea sau sterge denumiri de tinta, proba
si grup biologic. Schimbarile pe care le efectuati in fila Plate (Placa) sunt
disponibile data viitoare cand deschideti Plate Editor (Editor placa).

8 User Preferences...

Afiseaza pasii necesari pentru configuratia unei placi si incarcarea
godeurilor.

() Plate Loading Guide
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Crearea unui fisier placa utilizand Plate Editor (Editor placa)

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

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

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

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

B Selectati tipul probei, tintele si probele.

B Selectati replicatele tehnice, daca este cazul.

B Salvati structura placii.

Sfat: Pentru a crea o placa noua din fisiere placa salvate anterior sau proba, consultati
Deschiderea unui fisier placa existent in Plate Editor (Editor placa) de la pagina 125.

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

B Din fereastra Home (Pagina de pornire)

B Din caseta de dialog Startup Wizard (Expert pornire)

B Din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare)

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

» Selectati File > New Plate (Fisier > Placa noua).

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

Sfat: Pentru informatii despre setarea fisierului dumneavoastra implicit de placa, consultati
Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 83.
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Pentru a deschide un nou fisier de placa din Startup Wizard (Expert pornire)

1.

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

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

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

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

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

Fereastra Plate Editor (Editor placa) se deschide afisand structura de placa implicita pentru
instrumentul selectat.

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

rulare)

1.

In fereastra Home (Pagina de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare):

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

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

Se va deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) in fila Protocol.

Pentru a crea o placa noua, faceti clic pe fila Plate (Placa) si faceti clic pe Create New (Creare
nou).

Fereastra Plate Editor (Editor placa) se deschide afisand structura de placa implicita pentru
instrumentul selectat.
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Deschiderea unui fisier placa existent in Plate Editor (Editor
placa)

CFX Maestro Dx SE furnizeaza fisiere de placa proba pe care le puteti edita si salva ca o placa noua.
De asemenea, puteti crea un fisier de placa nou dintr-un fisier de placa salvat.

Pentru a deschide un fisier de placa proba
1. Infereastra Home (Pagin& de pornire), selectati File > Open > Plate (Fisier > Deschidere > Placa).

Windows Explorer (functia Cautare) deschide locatia folderului Sistemul CFX Opus Dx Sample
files (Fisiere proba).

2. Deschideti folderul Sample files (Fisiere proba), apoi deschideti folderul Plates (Placi).
3. Selectati un fisier placa si faceti clic pe Open (Deschidere).
Fisierul de placa proba se deschide in fereastra Plate Editor (Editor placa).

4. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati fisierul de placa cu o denumire noua sau
intr-un folder nou.

Pentru a deschide un fisier de placa salvat anterior
1. Infereastra Home (Pagin& de pornire), efectuati una dintre urmétoarele:

B Selectati File > Open > Plate (Fisier > Deschidere > Placa), navigati la si selectati placa tinta
si faceti clic pe Open (Deschidere).

B Deschideti Startup Wizard (Expert pornire) si efectuati una dintre urmatoarele:

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

O Pentru a edita fisierul de placa afisat, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate).
Fisierul de placa tinta se deschide in fereastra Plate Editor (Editor placa).

2. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati fisierul de placa cu o denumire noua sau
intr-un folder nou.
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Configuratia unui fisier de placa nou

Sfat: Daca fisierul dumneavoastra de placa include parametrii necesari (de exemplu, daca editati
un fisier de proba sau un fisier de placa existent), puteti omite aceasta sectiune. Continuati cu
Atribuirea de parametri optionali fisierului placa de la pagina 133.

Noile fisiere de placa necesita urmatorii parametri:
B Dimensiune placa

B Tip de placa

B Mod de scanare

®  Un fluorofor (colorant)

B Untip de proba
Selectarea dimensiunii si tipului placii

Important: Trebuie sa selectati o dimensiune de placa in timpul configuratiei placii. Nu puteti
modifica dimensiunea placii in timpul sau dupa o rulare.

Software-ul aplica dimensiunea si tipul placii tuturor godeurilor in timpul rularii. Asigurati-va ca
dimensiunea de placa selectata este aceeasi cu cea a placii pe care o veti utiliza in rulare.

Sistemele CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx ale Bio-Rad sunt calibrate din fabrica pentru multe
combinatii de vopsea fluorescenta si placi. Calibrarea este specifica instrumentului, colorantului si
tipului de placa. Asigurati-va ca fluoroforul pe care intentionati sa il utilizati este calibrat pentru tipul de
placa selectat.

Sfat: Pentru a calibra o combinatie noua de colorant si tip de placa pe un instrument, selectati
Tools > Calibration Wizard (Instrumente > Expert calibrare). Pentru informatii despre calibrarea
colorantilor si a tipurilor de placi, consultati Calibrarea de noi coloranti de la pagina 76.

Selectarea modului de scanare

Sistemele CFX Opus 96 Dx si sistemele CFX Opus 384 Dx excita si detecteaza fluoroforii in sase si
respectiv cinci canale. Ambele sisteme folosesc moduri multiple de scanare a datelor obtinute, pentru
a colecta date privind fluorescenta din timpul unei rulari.

CFX Maestro Dx SE ofera trei moduri de scanare:
B Toate canalele
[0 Scaneaza canalele de la 1 la 5 pe sistemele CFX Opus 96 Dx

[0 Scaneaza canalele de la 1 la 4 pe sistemele CFX Opus 384 Dx

126 | Software-ul CFX Maestro Dx SE



Crearea unuifisier placa utilizand Plate Editor (Editor placa)

= SYBR®FAM
O Scaneaza doar canalul 1
[0 Ofera o scanare rapida
® FRET
[0 Scaneaza doar canalul FRET

[0 Ofera o scanare rapida

Selectarea fluoroforilor

Important: Inainte de a initia o rulare, Sistemul CFX Opus Dx verifica daca fluoroforii pe care i-ati
specificat in placa sunt calibrati pe instrumentul respectiv. Nu puteti rula o placa daca include
fluorofori care nu au fost calibrati pe instrumentul respectiv.

Trebuie sé& incarcati cel putin un fluorofor in structura placii inainte de rulare. Puteti adduga céti
fluorofori sunt necesari in acest moment, insa placa trebuie s& contina cel putin un fluorofor.
Fluoroforii selectati apar ca optiuni pentru tintele din Target Names (Denumiri tinte).

Puteti folosi caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori) pentru a incarca fluorofori (sau
coloranti placa) in comenzile de incarcare a godeurilor din Plate Editor (Editor placa). Fluoroforii care
apar in caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori) depind de modul de scanare
selectat:

B Toate canalele
Apar toti fluoroforii disponibili.

Sfat: Puteti adauga oricati fluorofori trebuie, insa puteti incarca doar un fluorofor per canal in
fiecare godeu.

®  SYBR®FAM

Vor aparea doar fluoroforii din canalul 1.
B FRET

Va aparea doar fluoroforul din canalul 6.

Sfat: Fluoroforul din canalul 6 FRET apare doar cand modul de scanare selectat este FRET.
Nu este disponibil pentru modul de scanare All Channels (Toate canalele).

Nota: Nu puteti adauga sau indeparta fluorofori direct din caseta de dialog Select Fluorophore
(Selectare fluorofor). Trebuie sa calibrati noii fluorofori pe un instrument utilizand Calibration
Wizard (Expert calibrare). Dupa calibrare, noul fluorofor este addaugat automat pe aceasta lista.
Pentru mai multe informatii, consultati Calibrarea de noi coloranti de la pagina 76.
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Selectarea tipurilor de probe

Important: Trebuie sa selectati cel putin un tip de proba pe care sa il atribuiti godeurilor placii
inainte de rulare.

CFX Maestro Dx SE ofera cinci tipuri de proba:

Unknown (Necunoscuta)

Eroare

NTC (control fara tintd de amplificare)
Positive Control (Control pozitiv)
Negative Control (Control negativ)

NRT (fara transcriptaza inversa)

Atribuiti tipurile de probe godeurilor placii.

Configuratia unei placi noi

Pentru a configura o placa noua

1.
2.

Deschideti o placa noua in fereastra Plate Editor (Editor placa).

Pentru a seta dimensiunea placii, selectati Settings > Plate Size (Setari > Dimensiune placa) si
selectati dimensiunea corespunzatoare a placii din meniul vertical.

Pentru a seta tipul placii, selectati Settings > Plate Type (Setari > Tip de placa) si selectati fie BR
White (Alb), fie BR Clear (Transparent) din meniul vertical.

Optional, din meniul Settings (Setari), puteti schimba conventia numerica si unitatile de afisare:

B Pentru a schimba conventia numerica, selectati Settings > Number Convention (Setari >
Conventie numerica) si selectati Scientific Notation (Notatie stiintifica).

Sfat: Scientific Notation (Notatie stiintifica) este selectata implicit. Tn acest caz, selectarea
Scientific Notation (Notatie stiintificd) anuleaza selectia implicitd si seteaza conventia
numerica la forma standard.

B Pentru a schimba unitatile de afisare, selectati Settings > Units (Setari > Unitati) si selectati o
noua valoare pentru unitate.

Pentru a configura modul de scanare, selectati modul de scanare corespunzator din lista verticala
Scan Mode (Mod de scanare) de pe bara de instrumente a ferestrei Plate Editor (Editor placa).
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Crearea unuifisier placa utilizand Plate Editor (Editor placa)

Selectati fluoroforii necesari pentru placa:

a.

In panoul din dreapta, faceti clic pe Select Fluorophores (Selectare fluorofori).

Va aparea caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori). Veti vedea fluoroforii
disponibili pentru tipul modului de scanare selectat de dumneavoastra la Pasul 5, de
exemplu:

Select Fluoro Fh ores

?E

;

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC
3 RO
Texas Red
Cal Red 610
Tex 613
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cya-3

A0 0000

Pentru a selecta un fluorofor, faceti clic pe caseta sa de selectare Selected (Selectat).

Sfat: Pentru a elimina un fluorofor din lista, debifati-i caseta de selectare Selected
(Selectat).

Pentru a modifica culoarea cu care este afisat un fluorofor, faceti clic pe caseta Color
(Culoare) a acestuia.

Nota: Culoarea pe care o selectati prezinta fluoroforul atat in fereastra Plate Editor
(Editor placa), cat si in graficele Data Analysis (Analiza date).

Tn caseta de dialog Color (Culoare), selectati culoarea dorita sau faceti clic pe Define Custom
Colors (Definire culori personalizate) si creati o noua culoare care sa prezinte fluoroforul.

Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog Select
Fluorophores (Selectare fluorofori).
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7. Trebuie sa selectati cel putin un godeu in care sa incarcati un tip de proba. Implicit este selectat
godeul A1.

Tn panoul placii, urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Pentru a incarca mai multe godeuri adiacente, faceti clic pe un godeu si trageti-I catre godeul
tinta.

B Pentru a incarca mai multe godeuri ne-adiacente, apasati tasta Control si faceti clic pe
fiecare godeu.

B Pentru a incarca o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.

B Pentru a incarca un intreg rand, faceti clic pe numarul randului.

B Pentru a incarca intreaga placa, faceti clic pe coltul din stanga sus al placii.

De exemplu:

File

Unda ‘f‘ﬁtﬂo | 1 save ‘alonm [100% "|| [ Scan Mode Al Channels ~|| & well Groups... |Mlme Styles... | (), Spreadsheet View/Imparter ‘

A Setup Wizard... | S User Preferences... ‘ i) Plate Loading Guide

Edit Settings  Editing Toels 7

View
Pite Tye: BRCeX 17 Samgie [] Wel Guup (] Wl Note

Select Fluorophares. .

ane: <+

none: Iy

rane +

ol Show Bolagial Groups ®

Techrical Replicates

& Show Technical Repicates @

PN
g
i
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8.

10.

Crearea unuifisier placa utilizand Plate Editor (Editor placa)

Atribuiti un tip de proba godeului sau godeurilor selectate din meniul vertical Sample Type (Tip
proba).

Sample Type Standard -
Unknown
Target N NTC
e Posttive Control
load [ ] SYBR <non& Negative Control
NRT

Atribuiti cel putin un fluorofor tuturor godeurilor care contin un tip de proba. Puteti atribui mai mult
decat un fluorofor unui godeu sau unui grup de godeuri.

Nota: Puteti atribui doar un singur fluorofor per canal. Nu puteti atribui mai mult de un
fluorofor din acelasi canal aceluiasi godeu.

Sfat: Puteti asocia o tintd cu fluoroforul sau puteti atribui doar fluoroforul godeului de aceasta
data si asocia o tinta fluoroforului dupa ce ati rulat experimentul.

B Pentru a atribui doar un fluorofor godeurilor selectate, in sectiunea Target Names (Denumiri
tinte) din panoul din dreapta bifati caseta de selectare Load (Incarcare) pentru respectivul
fluorofor.

B Pentru a asocia o tinta unui fluorofor, in sectiunea Target Names (Denumiri tinte) selectati o
denumire de tinta din lista verticala pentru respectivul fluorofor. Software-ul selecteaza
automat caseta de selectare Load (incédrcare) aferenta.

Target Names
Load FAM

load [] SYBR

Pentru godeurile care contin un tip de proba Standard, trebuie sa incarcati o concentratie. Fiecare
godeu poate avea o valoare diferita a concentratiei. Implicit, CFX Maestro Dx SE incarca o
concentratie de 1,00E+06 tuturor godeurilor cu un tip de proba Standard. Puteti modifica valoarea
daca este necesar.

a. In panoul pl&cii, selectati un godeu sau un grup de godeuri Standard.

b. n sectiunea Concentration (Concentratie), faceti clic pe Load (Incarcare) pentru a incarca
valoarea in godeul sau godeurile selectate.

c. (Optional) Pentru a incérca altd concentratie, tastati noua valoare in caseta de text
Concentration (Concentratie) si apasati Enter.

d. Realizati acest pas pentru toate godeurile cu tipul de proba Standard.
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Sfat: Pentru a incarca aceeasi concentratie pentru toate godeurile Standard, asigurati-
va ca <All> (Toate) apare in lista verticala de sub valoarea Concentration (Concentratie).
Pentru a incarca aceeasi valoare de concentratie pentru toate godeurile cu un anumit
fluorofor, faceti clic pe lista verticala si selectati fluoroforul.

11. Faceti clic pe OK pentru a salva noua placa.
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Atribuirea de parametri optionali figierului placa

Fisierul placii contine informatii despre continutul fiecarui godeu incarcate cu proba pentru o rulare.
Dupa rulare, CFX Maestro Dx SE asociaza continutul godeurilor cu datele de fluorescenta colectate in
timpul protocolului si aplica analiza corespunzatoare in fereastra Data Analysis (Analiza date).

In CFX Maestro Dx SE, puteti atribui parametri fiecarui godeu din placa inainte, in timpul sau chiar
dupa rularea experimentelor. Puteti atribui parametrii unui fisier de placa existent sau unui nou fisier
de placa. Acesti parametri includ:

B Target names (Denumiri tinte) — tinta sau tintele de interes (gene sau secvente) din fiecare
godeu incarcat.

B Sample Names (Denumiri probe) — identificatorul sau conditia care corespunde probei din
fiecare godeu incarcat, de exemplu soarece1, soarece2 sau soarece3.

B Biological groups (Grupuri biologice) — identificatorul sau conditia care corespunde unui grup
de godeuri, de exemplu 0 h, 1 h sau 2 h.

Sfat: Denumiri tinte, denumiri probe si grupuri biologice trebuie sa fie identice intre godeuri,
pentru a putea compara datele din fila Gene Expression (Expresie genica) din fereastra Data
Analysis (Analiza date). Fiecare denumire trebuie sa utilizeze acelasi tip de caractere
(majuscule sau minuscule), punctuatie si spatii. De exemplu, ,Actin” nu este acelasi lucru cu
,actin”, ,2Hr” nu este acelasi cu ,2 hr”, iar ,Mouse 1” nu este acelasi cu ,mouse1”. Pentru a
asigura coerenta numirii, introduceti numele in sectiunea Libraries (Biblioteci) din User >
User Preferences > Plate (Utilizator> Preferinte utilizator> Placa), disponibila in fereastra
Home (Pagina de pornire).

B Technical replicates (Replicate tehnice) — fiecare godeu care este utilizat pentru a analiza
aceeasi combinatie proba si tinta, adica replicatele reactiilor qPCR.

B Dilution series (Serie de dilutie) — cantitatea pentru modificarea concentratiei tipului de proba
Standard in cadrul unui grup de replicate, pentru a crea datele curbei standard de analizat.

Atribuirea unei tinte godeurilor

Sfat: Puteti atribui acelasi nume de tinta unui singur godeu sau mai multor godeuri. Puteti atribui,
de asemenea, mai multe tinte aceluiasi godeu.

Important: Facand clic pe OK dupa ce ati atribuit o tinta, se salveaza modificarile si se
dezactiveaza Undo (Anulare) de pe bara de instrumente Plate Editor (Editor placa). Procedati cu
atentie cand faceti clic pe OK.
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Pentru a atribui o tinta unui godeu sau unui grup de godeuri

1.

In Plate Editor (Editor placa), asigurati-va c& godeului sau grupului de godeuri i s-a atribuit un tip
de proba.

Consultati Selectarea tipurilor de probe de la pagina 128 pentru informatii despre atribuirea
tipurilor de probe la godeuri.

Tn panoul placii, selectati godeul sau grupul de godeuri:
B Pentru a selecta un singur godeu, faceti clic pe godeu.

B Pentru a selecta mai multe godeuri adiacente, faceti clic pe un godeu si trageti-l catre godeul
tinta.

B Pentru a selecta mai multe godeuri ne-adiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
godeu.

B Pentru a selecta o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.
B Pentru a selecta un intreg rénd, faceti clic pe numarul randului.

In panoul din dreapta, selectati un nume din lista verticala Target Name (Denumire tintd) pentru
fiecare fluorofor selectat.

Target Names

load A FAM | v]| 4
I

<Type new name>

load []SYBR |aqtin
GAPDH
IL1b

Sersle Nemes

Repetati Pasul 3 pentru fiecare godeu sau grup de godeuri caruia trebuie sa i atribuiti o tinta.

Sfat: Puteti atribui aceeasi denumire sau o denumire diferita de tintd pentru fiecare fluorofor
selectat.

Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Nota: Daca ati schimbat din greseala placa, faceti clic pe Undo (Anulare) de pe bara de
instrumente Plate Editor (Editor placa) inainte de a face clic pe OK pentru a accepta
modificarile.

Pentru a sterge o denumire de tinta

» Pentru a elimina o denumire de tintd din godeu sau din grupul de godeuri selectat, debifatj-i

caseta de selectare Load (Incércare).
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Important: Eliminarea unei denumiri de tinta dintr-un godeu ii elimina si fluoroforii asociati.
Procedati cu atentie cand eliminati o denumire de tinta dintr-un godeu.

Pentru a adduga o denumire de tinta in lista

» Pentru a adduga o denumire de tinta in lista verticald, urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Tastati un nume din lista verticalad Target Names (Denumiri tinte) si apasati Enter.
Sfat: Numele tintelor pe care le-ati adaugat pe o lista apar in toate celelalte liste de tinte.

B Faceti clic pe simbolul + verde din dreapta listei verticale, tastati un nume pentru tinta si
apasati Enter.

B Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente si adaugati
numele in biblioteca Target Names (Denumiri tinte) din fila Plate (Placa).

Important: Denumirile tintelor pe care le adaugati pe lista verticala sunt disponibile doar
pentru placa curenta si doar daca atribuiti denumirea unui godeu si salvati structura placii.
Daca nu atribuiti numele unui godeu si nu salvati configuratia placii, numele nu este salvat si
nu este disponibil pentru utilizarea ulterioara. Pentru a adauga permanent o denumire de
tinta, adaugati-o si in biblioteca Target Names (Denumiri tinte) utilizadnd caseta de dialog
User Preferences (Preferinte utilizator). Numele pe care le adaugati in biblioteca sunt
disponibile dupa ce deschideti din nou Plate Editor (Editor placa). Consultati Setarea
parametrilor de placa impliciti de la pagina 86 pentru mai multe informatii.

Pentru a sterge o denumire de tinta din lista

1.

Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente.
Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Plate (Placa).

In biblioteca Target Names (Denumiri tinte) din fila Plate (Placa), selectati denumirea pe care
doriti sa o stergeti si apasati tasta Delete (Stergere).

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

Important: Nu puteti sterge denumirile de tinte pe care le-ati salvat impreuna cu un fisier
placa. Numele personalizate pe care le adaugati pe lista verticala Target Names (Denumiri
tinte) si nu le folositi si salvati impreuna cu placa sunt eliminate automat din listd. Numele pe
care le stergeti din biblioteca Target Names (Denumiri tinte) sunt eliminate automat din
software si nu mai sunt disponibile utilizatorilor. Procedati cu atentie cand stergeti denumiri
de tinte.
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Atribuirea unei denumiri de proba godeurilor

Nota: Pentru a atribui o denumire probd, trebuie sa atribuiti godeurilor selectate cel putin un
fluorofor. Daca godeurilor selectate nu li se atribuie un fluorofor, lista verticala Sample Names
(Denumiri probe) este dezactivata. Consultati Atribuirea unei tinte godeurilor de la pagina 133
pentru informatii despre atribuirea fluoroforilor.

Sfat: Puteti atribui o singura denumire proba fiecarui godeu sau fiecarui grup de godeuri.
Pentru a atribui o denumire proba unui godeu sau unui grup de godeuri

1. Tn Plate Editor (Editor plac), asigurati-va ca godeului sau grupului de godeuri i s-a atribuit un
fluorofor.

2. Tn panoul placii, selectati godeul sau grupul de godeuri.
3. Tn panoul din dreapta, selectati un nume din lista verticalda Sample Names (Denumiri probe).

Software-ul selecteazé automat caseta de selectare Load (incércare) aferenta.

Sample Names

load [ |EFGES v| o

<Type new name>
OHr

Biological
2Hr

4Hr
load [ G +

4. Repetati Pasul 3 pentru fiecare godeu sau grup de godeuri caruia trebuie sa i atribuiti o
denumire proba.

5. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Nota: Daca ati schimbat din greseala placa, faceti clic pe Undo (Anulare) de pe bara de
instrumente Plate Editor (Editor placa) inainte de a face clic pe OK pentru a accepta
modificarile.

Pentru a sterge o denumire proba

» Pentru a elimina o denumire proba din godeul sau grupul de godeuri selectate, debifati-i caseta
de selectare Load (incércare).

Pentru a adauga o denumire proba in lista

» Pentru a adduga o denumire proba in lista verticald, urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Tastati un nume din lista verticala Sample Names (Denumiri probe) si apasati Enter.

B Faceti clic pe simbolul + verde din dreapta listei verticale si tastati un nume pentru proba.
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B Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente si adaugati
numele in biblioteca Sample Names (Denumiri probe) din fila Plate (Placa).

Important: Denumirile probelor pe care le adaugati pe lista verticala sunt disponibile doar
pentru placa curenta si doar daca atribuiti denumirea unui godeu si salvati configuratia placii.
Daca nu atribuiti numele unui godeu si nu salvati configuratia placii, numele nu este salvat si
nu este disponibil pentru utilizarea ulterioara. Pentru a adauga permanent o denumire proba,
adaugati-o si In biblioteca Sample Names (Denumiri probe) utilizadnd caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator). Numele pe care le adaugati in biblioteca sunt disponibile
dupa ce deschideti din nou Plate Editor (Editor placa). Consultati Setarea parametrilor de
placa impliciti de la pagina 86 pentru mai multe informatii.

Pentru a sterge o denumire proba din lista

1.

Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente.
Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Plate (Placa).

In biblioteca Sample Names (Denumiri probe) din fila Plate (Placa), selectati denumirea pe care
doriti sa o stergeti si apasati tasta Delete (Stergere).

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

Important: Nu puteti sterge denumirile de probe pe care le-ati salvat impreuna cu un fisier
placa. Numele personalizate pe care le adaugati pe lista verticala Sample Names (Denumiri
probe) si nu le folositi si salvati impreuna cu placa sunt eliminate automat din lista verticala.
Numele pe care le stergeti din biblioteca Sample Names (Denumiri probe) sunt eliminate
automat din software si nu mai sunt disponibile utilizatorilor. Procedati cu atentie cand
stergeti denumiri de probe.

Atribuirea de Biological Groups (Grupuri biologice) la Wells
(Godeuri)

Nota: Pentru a atribui un grup biologic, trebuie sa atribuiti godeurilor selectate cel putin un

fluorofor. Atribuirea unui fluorofor activeaza lista verticala Biological Groups (Grupuri biologice).
Consultati Atribuirea unei tinte godeurilor de la pagina 133 pentru informatii despre atribuirea
fluoroforilor.

Sfat: Puteti atribui un grup biologic fiecarui godeu sau fiecarui grup de godeuri.
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Pentru a atribui un grup biologic unui godeu sau unui grup de godeuri

1. In Plate Editor (Editor placa), asigurati-vd c& godeului sau grupului de godeuri i s-a atribuit un
fluorofor.

2. In panoul plécii, selectati godeul sau grupul de godeuri.
3. [n panoul din dreapta, faceti o selectie din lista vertical& Biological Group (Grup biologic).

CFX Maestro Dx SE selecteazi automat caseta de selectare Load (Incarcare).

Biological Group

Load [] |EiES v .:[Ib

<Type new name:>
; Blood @
. Hair

Urine

4. Repetati Pasul 3 pentru fiecare godeu sau grup de godeuri caruia trebuie sa i atribuiti un grup
biologic.

5. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Nota: Daca ati schimbat din greseala placa, faceti clic pe Undo (Anulare) de pe bara de
instrumente Plate Editor (Editor placa) inainte de a face clic pe OK pentru a accepta
modificarile.

Pentru a elimina un grup biologic

» Pentru a elimina un grup biologic din godeul sau grupul de godeuri selectat, debifati-i caseta de
selectare Load (Incércare).

Pentru a adauga un grup biologic la lista
» Pentru a adduga un grup biologic la lista verticala, efectuati una dintre urmatoarele actiuni:
B Tastati un nume in caseta listei verticale Biological Group (Grup biologic) si apasati Enter.

B Faceti clic pe simbolul + verde din dreapta listei verticale si tastati un nume pentru grupul
biologic.

B Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente si adaugati
numele in biblioteca Biological Names (Nume biologice) din fila Plate (Placa).

Important: Denumirile grupurilor biologice pe care le adaugati pe lista verticala sunt
disponibile doar pentru placa curenta si doar daca atribuiti denumirea unui godeu si salvati
configuratia placii. Daca nu atribuiti numele unui godeu si nu salvati configuratia placii,
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numele nu este salvat si nu este disponibil pentru utilizarea ulterioara. Pentru a adauga
permanent un nume de grup biologic, adaugati-l si in biblioteca Biological Group Names
(Nume grupuri biologice) utilizadnd caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator).
Numele pe care le adaugati in biblioteca sunt disponibile dupa ce deschideti din nou Plate
Editor (Editor placa). Consultati Setarea parametrilor de placa impliciti de la pagina 86 pentru
mai multe informatii.

Pentru a sterge un nume de grup biologic din lista

1.

Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente.
Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Plate (Placa).

In biblioteca Biological Group Names (Nume grupuri biologice) din fila Plate (Placa), selectati
numele pe care doriti sa-| stergeti si apasati tasta Delete (Stergere).

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

Important: Nu puteti sterge numele grupurilor biologice pe care le-ati salvat impreuna cu un
fisier placa. Numele personalizate pe care le adaugati pe lista verticala Biological Group
Names (Nume grupuri biologice) si nu le folositi si salvati impreuna cu placa sunt eliminate
automat din lista. Numele pe care le stergeti din biblioteca Biological Group Names (Nume
grupuri biologice) sunt eliminate automat din software si nu mai sunt disponibile utilizatorilor.
Procedati cu atentie cand stergeti nume biologice.

Pentru a vizualiza toate grupurile biologice de pe placa

» Faceti clic pe Show Biological Groups (Afisare grupuri biologice) pentru a vedea toate grupurile

biologice de pe placa.

Biological Group

Load \m l ‘=ru‘=‘

@ Show Biological Groups @

Fiecare grup este identificat printr-o culoare specifica, iar butonul Show Biological Groups
(Afisare grupuri biologice) se schimba in Hide Biological Groups (Ascundere grupuri biologice).

Faceti clic pe Hide Biological Groups (Ascundere grupuri biologice) pentru a elimina culoarea din
godeuri. Alternativ, puteti face clic pe orice godeu din placa pentru a ascunde grupurile biologice.
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Atribuirea de numere de replicate tehnice godeurilor

Important: Pentru a atribui numere de replicate tehnice, godeurile selectate trebuie sa aiba
continutidentic. Adica godeurile selectate trebuie sa aiba acelasi tip de proba si acelasi fluorofor.
Daca se poate, trebuie, de asemenea, sé le fie atribuite aceleasi denumiri de tinta si de proba si
acelasi grup biologic. Daca nu sunt aceleasi, CFX Maestro Dx SE nu activeaza aceasta optiune.

Pentru a atribui numere de replicate tehnice unui grup de godeuri
1. In Plate Editor (Editor placa), asigurati-vd c& continutul grupului de godeuri este identic.
2. Tn panoul placii, selectati grupul de godeuri tinta.

3. Pentru a atribui aceleasi numar de replicat tuturor godeurilor selectate, In sectiunea Replicate #
(Nr. replicat) din panoul din dreapta tastati numarul replicatului in caseta si selectati Load
(Incarcare).

Replicate &
Load [] |1 o

Technical Replicates

; ®

4. (Optional) Pentru a aplica o serie de replicate unui set de godeuri selectate:

a. Faceti clic pe Replicate tehnice. Sectiunea Replicate # (Nr. replicat) se modifica, afisand
urmatoarele optiuni:

Replicate Size: |1 =
Starting Replicate & 1 5

— 1
O Horizontal | 'wp @ Vetical §$|

Cancel Apply

B Replicate size (Dimensiunea replicatului) — un numar care reprezintd numarul de
godeuri din fiecare grup de replicat

B Starting replicate # (Nr. replicat initial) — primul numér din seria de replicate pentru
grupul selectat de replicate

Nota: Implicit, CFX Maestro Dx SE afiseaza numarul initial al replicatului cu o cifra mai
mare decat atribuit in placa. De exemplu, daca ultimul numar de replicat tehnic din placa
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este cinci, urmatorul numar initial este sase. Puteti schimba numarul initial cu orice
numar care nu a fost inca atribuit.

B Directia de incarcare (orizontala sau verticala)

b. Faceti clic pe Apply (Aplicare) pentru a aplica parametrii seriei si a reveni la afisajul
Replicate # (Nr. replicat).

Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Nota: Daca ati schimbat din greseala placa, faceti clic pe Undo (Anulare) de pe bara de
instrumente Plate Editor (Editor placa) inainte de a face clic pe OK pentru a accepta
modificarile.

Pentru a elimina un godeu dintr-o serie de replicate

>

Selectati godeul sau grupul de godeuri pe care doriti sa le eliminati si debifati caseta de selectare
Replicate # Load (Incarcare nr. replicat).

Alternativ, puteti face clic pe Clear Replicate # (Stergere nr. replicat) pentru a sterge numarul
replicatului dintr-un godeu sau dintr-un grup de godeuri selectate.

Pentru a vedea toate replicatele tehnice de pe placa

>

Faceti clic pe Show Technical Replicates (Afisare replicate tehnice) pentru a vedea toate
replicatele tehnice de pe placa.

Fiecare grup este identificat printr-o culoare specifica, iar butonul Show Technical Replicates
(Afisare replicate tehnice) se schimba in Hide Technical Replicates (Ascundere replicate
tehnice).

Faceti clic pe Hide Technical Replicates (Ascundere replicate tehnice) pentru a elimina culoarea
din godeuri. Alternativ, puteti face clic pe orice godeu din placa pentru a ascunde replicatele
tehnice.

Atribuirea unei serii de dilutie probelor de tip standard

Dupa cum a fost mentionat anterior, tuturor godeurilor cu probe de tip Standard trebuie sa li se
atribuie o valoare de concentratie. Puteti atribui o serie de dilutie mai multor godeuri cu probe de tip
Standard.

Nota: Pentru a atribui o serie de dilutie unui grup de godeuri, godeurile trebuie sa fie incluse intr-
o serie de replicate tehnice. Consultati Atribuirea de numere de replicate tehnice godeurilor de la
pagina 140 pentru informatii despre adaugarea godeurilor la o serie de replici.
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Pentru a atribui o serie de dilutie unui grup de godeuri cu probe de tip Standard

1.

In Plate Editor (Editor placd), asigurati-va ca sunt indeplinite urmatoarele cerinte:
B Tipul de proba pentru grupul de godeuri este Standard.

B Tuturor godeurilor din grup li s-a atribuit cel putin un fluorofor si toate contin aceiasi fluorofori.
B Toate godeurile din grup suntincluse in aceeasi serie de replicate tehnice.

Nota: CFX Maestro Dx SE permite optiunea Dilution Series (Serie de dilutie) doar daca
toate godeurile selectate indeplinesc aceste criterii.

In panoul pentru placa, selectati grupul de godeuri tinta.

In sectiunea Concentration (Concentratie) din panoul din dreapta, faceti clic pe Dilution Series
(Serie de dilutie). Sectiunea Concentration (Concentratie) se modifica, afisdnd urmatoarele
optiuni:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: |9 =

to: |16 =

Dilution Factor: (10,000 =

() Increasing (@) Decreasing
<All>

Cancel Apply

B Starting concentration (Concentratia initiala) — valoarea concentratiei de la care porneste
seria

B Replicates from and to (Replicate de la si pana la) — replicatele din serie carora li se va
aplica factorul de dilutie

B Dilution factor (Factor de dilutie) — cantitatea pentru modificarea concentratiei din fiecare
grup de replicate

Configurati valorile pentru optiuni sau acceptati valorile implicite.

Implicit, seria de dilutie scade cu factorul de dilutie. Selectati Increasing (Crescator) pentru a
creste seria de dilutie.

(Optional) Implicit, factorul de dilutie se aplica tuturor fluoroforilor din seria de replicate. Daca
seria dumneavoastra contine mai mult de un fluorofor si doriti sa aplicati dilutia unui singur
fluorofor, selectati-I din lista verticala.
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7. Faceti clic pe Apply (Aplicare) pentru a aplica seria de dilutie grupului de godeuri si pentru a
reveni la vizualizarea Concentration (Concentratie).

8. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Copierea continutului unui godeu intr-un alt godeu

Puteti copia continutul unui godeu si-l puteti lipi intr-un singur godeu sau in mai multe godeuri. Cu
toate acestea, puteti copia continutul unui singur godeu. Nu puteti selecta mai multe godeuri pentru ca
apoi sa le copiati continutul.

Pentru a copia continutul unui godeu intr-un alt godeu
1. Tn panoul placii, selectati godeul pe care doriti sa il copiati.
2. Faceti clic dreapta pe godeu si selectati Copy Well (Copiere godeu).
3. Selectati godeul sau godeurile in care doriti sa lipiti continutul:
B Pentru a selecta un singur godeu, faceti clic pe godeu.

B Pentru a selecta mai multe godeuri adiacente, faceti clic pe un godeu si trageti-l catre godeul
tinta.

B Pentru a selecta mai multe godeuri ne-adiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
godeu.

4. Dupa ce ati selectat godeurile tinta, faceti clic dreapta si selectati Paste Well (Lipire godeu).

CFX Maestro Dx SE lipeste continutul primului godeu in godeurile selectate.

Adaugarea unei note la un godeu

Puteti adauga o nota descriptiva la un godeu. Puteti vizualiza notele godeurilor in fila Quantification
(Cuantificare) din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Pentru a adauga o nota la un godeu
1. Tn panoul pl&cii, selectati godeu sau godeurile la care intentionati si adaugati o not.
2. In sectiunea View (Vizualizare) din panoul de jos, selectati Well Note (Nota godeu).

Zona Well Note (Nota godeu) apare in panoul din dreapta.

Well Note
<nones v ‘

3. Scrieti continutul notei in caseta de text si apasati Enter.
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Textul apare in partea de jos a godeurilor selectate.

Sfat: Daca ati creat o notd de godeu anterior, o puteti selecta din lista verticala si o puteti
aplica godeurilor selectate.

Golirea godeurilor de tot continutul

Puteti debifa un godeu individual, un grup de godeuri sau intreaga placa de tot continutul. Golirea

godeurilor nu elimina datele de fluorescenta colectate in timpul citirii placii.

Important: Golirea unui godeu elimina permanent continutul din godeu. Daca faceti clic pe OK si
salvati placa dupa golirea unui godeu, nu puteti anula actiunea de debifare. Procedati cu atentie
cand debifati godeurile.

Pentru a debifa godeurile de toate setarile

1. In Plate Editor (Editor placa), selectati godeul sau grupul de godeuri in panoul pl&cii:

Pentru a selecta un singur godeu, faceti clic pe godeu.

Pentru a selecta mai multe godeuri adiacente, faceti clic pe un godeu si trageti-I catre godeul
tinta.

Pentru a selecta mai multe godeuri ne-adiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
godeu.

Pentru a selecta o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.

Pentru a selecta un intreg rand, faceti clic pe numarul randului.

2. In panoul din dreapta, faceti clic pe Clear Wells (Debifare godeuri).

CFX Maestro Dx SE debifeaza godeurile selectate de toate setarile.

3. Urmati una dintre procedurile urmétoare:

Daca ati debifat godeurile din greseala, faceti clic pe Undo (Anulare) de pe bara de
instrumente Plate Editor (Editor placa) inainte de a face clic pe OK pentru a accepta
modificarile.

Important: Daca faceti clic pe OK inainte de a face clic pe Undo (Anulare), modificarile
vor fi salvate si butonul Undo (Anulare) va disparea de pe bara de instrumente Plate
Editor (Editor placa).

Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.
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Schimbarea setarilor experimentelor

Utilizati caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente) pentru a vizualiza sau a modifica
lista de tinte, probe sau grupuri biologice sau pentru a seta grupul de probe pentru analiza expresiei
genice sa analizeze daca ati atribuit grupuri biologice godeurilor din cadrul placii.

Tn caseta de dialog Experiment Settings (Setiri experimente), fila Targets (Tinte) afiseaza o lista a
denumirilor tintelor pentru fiecare reactie PCR, de exemplu gena tinta sau secventele de gene de
interes.

Fila Samples (Probe) si Biological Group (Grupuri biologice) afiseaza o lista de denumiri de probe si
grupuri biologice care indica sursa tintei, de exemplu o proba recoltata la 1 ora (1 Hr) sau de la un
anumitindivid (mouse1 (soarece1)).

Pentru a schimba setarile placii utilizand caseta de dialog Experiment Settings (Setari
experimente)

1. Pentru a deschide caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), urmati una dintre
procedurile urmatoare:

® in panoul din dreapta al Plate Editor (Editor placa), faceti clic pe Experiment Settings (Setari
experimente).

® Infila Gene Expression (Expresie genica) din fereastra Data Analysis (Analiza date), faceti
clic pe Experiment Settings (Setari experimente).

Apare caseta de dialog Experiment Settings (Setéri experimente), care afiseaza continutul filei
Targets (Tinte).

Experiment Settings

Targets  Samples and Biological Groups

Mame a Full Name Reference SF?;C;‘LO
| (o S
2 GAPDH GAPDH - r
E ILib L1 r r
4 Tubulin Tubulin [~ B

o —

[] Show Analysis Settings
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [J NRT [] Megative Control [ | Positive Control [ | Standard

oK Cancel
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2. Pentru a addauga o noua denumire de inta, proba sau grup biologic, in tipul de fila corespunzator
introduceti o denumire in caseta de text New (Nou) si faceti clic pe Add (Adaugare).

3. Pentru a elimina una sau mai multe denumiri de tinta, proba sau grup biologic din lista, in fila
corespunzatoare bifati caseta de selectare a elementului din coloana Select to Remove
(Selectare pentru eliminare) si faceti clic pe Remove checked item(s) (Eliminare elemente
bifate).

4. CFX Maestro Dx SE exclude tipul de proba NTC (control fara tinta de amplificare) din analiza
expresiei genice.

Pentru a include tipurile de probe NTC, debifati caseta de selectare corespunzatoare din
sectiunea Exclude the following sample types (Excludeti urmatoarele tipuri de probe). Puteti
alege sa excludeti urméatoarele tipuri de probe selectand caseta de selectare corespunzatoare:

B NRT (fara transcriptaza inversa)
B Negative Control (Control negativ)
B Positive Control (Control pozitiv)
B FEroare

5. Infila Targets (Tinte):

a. Pentru a selecta o tinta ca referinta pentru analiza datelor expresiei genice, selectati-o in
coloana Reference (Referinta).

b. Pentru a ascunde setarile de analiza care vor fi aplicate in fila Gene Expression (Expresie
genica) din fereastra Analysis Settings (Setari analiza), debifati Show Analysis Settings
(Afisare setari analiza).

Software-ul ascunde urmatoarele coloane:
m  Color (Culoare)

B Show Chart (Afisare grafic)

B Auto Efficiency (Eficientd automata)

m  Efficiency (%) (Eficienta (%))

c. Pentru a schimba culoarea tintei asa cum este reprezentata in graficul Gene Expression
(Expresie genica), faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color (Culoare),
selectati o culoare noua in caseta de dialog Color (Culoare) si faceti clic pe OK.

d. Pentru a afisa tinta cu culoarea selectata in graficul Gene Expression (Expresie genica),
bifati-i caseta de selectare ih coloana Show Chart (Afisare grafic).
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Implicit, CFX Maestro Dx SE calculeaza automat eficienta relativa a {intei, daca datele
acesteia includ o curba standard.

Pentru a utiliza o valoare de eficientd determinata anterior, introduceti valoarea in celula
corespunzatoare din coloana Efficiency (%) (Eficienta (%)) si apasati tasta Enter.
CFX Maestro Dx SE deselecteaza casuta de selectie Auto Efficiency (Eficienta automata).

Tn fila Samples (Probe) si Biological Groups (Grupuri biologice):

a.

Pentru a selecta o proba sau un grup biologic drept proba de control pentru analiza datelor
expresiei genice, selectali caseta sa de selectare in coloana Control.

Pentru a atribui conditia de control unei probe sau unui grup biologic pentru o rulare, faceti
clic pe caseta sa de selectare in coloana Control.

Daca nu este deja selectata, faceti clic pe Show Analysis Settings (Afisare setari analiza)
pentru a vizualiza sau a schimba parametrii de analiza care vor fi aplicati in fila Gene
Expression (Expresie genica). Software-ul ascunde coloanele Color (Culoare) si Show Chart
(Afisare grafic).

Faceti clic pe OK pentru a salva parametrii in caseta de dialog Experiment Settings (Setari
experimente) si a reveni la fereastra Plate Editor (Editor placa).
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Crearea de grupuri de godeuri

Grupurile de godeuri impart o placa individuala in subseturi de godeuri care pot fi analizate
independent in fereastra Data Analysis (Analiza date). Dupa configurarea grupurilor de godeuri,
selectati unul in fereastra Data Analysis (Analiza date) pentru a analiza datele pentru fiecare grup in
mod independent. De exemplu, configurati grupuri de godeuri pentru a analiza mai multe rulari de
experimente pe o singura placa sau pentru a analiza fiecare grup de godeuri cu o curba standard
diferita.

Nota: Grupul de godeuri implicit este All Wells (Toate godeurile).

Pentru a crea grupuri de godeuri

1. Pentru a deschide Well Groups Manager (Manager grupuri de godeuri), urmati una dintre
procedurile urmatoare:

B Pe bara de instrumente Plate Editor (Editor placa), faceti clic pe Well Groups (Grupuri
godeuri).

m Infereastra Data Analysis (Analiza date), faceti clic pe Manage Well Groups (Gestionare
grupuri godeuri).

Apare caseta de dialog Well Groups Manager (Manager grupuri de godeuri).

Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete
1 2 3 4 5 [ 7 a 4] 10 1 12
A Std1 || Std2 || Std3
B Std3 | Std3 || Std3
C MNRT || NRT || NRT || NRT || NRT
: o e e e e |
E NET || NET || NRT || NRT || NRT
F MNRT || NRT || NRT || NRT || NRT
G
H

OK Cancel
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2. Faceti clic pe Add (Adaugare) pentru a crea un grup nou. Meniul vertical afiseaza denumirea
grupului ca Group 1 (Grupul 1) pentru primul grup.

3. Selectati godeurile pentru grupul de godeuri din vizualizarea placii, facand clic si deplaséand
cursorul peste grupul de godeuri. Godeurile selectate apar cu albastru in Manager.

4. (Optional) Pentru a schimba denumirea grupului, selectati-o din meniul vertical si introduceti o

denumire noua.

5. (Optional) Pentru a sterge un grup de godeuri, selectati denumirea sa din lista verticala si faceti

clic pe Delete (Stergere).

6. Faceticlic pe OK pentru a finaliza si a inchide fereastra sau faceti clic pe Cancel (Anulare) pentru
a inchide fereastra fara a efectua modificari.

Elementele de meniu afigate prin clic dreapta pentru caseta de dialog Well
Groups Manager (Manager grupuri de godeuri)

Tabelul 8 listeaza elementele disponibile in caseta de dialog Well Groups Manager (Manager grupuri
de godeuri) atunci cand faceti clic dreapta pe orice godeu.

Tabelul 8. Faceti clic dreapta pe elementele de meniu din caseta de dialog Plate Editor
Well Groups Manager (Manager grupuri de godeuri pentru editorul de placi)

Element

Copy (Copiere)

Functie

Copiaza continutul godeului, care poate fi apoi lipit la alt
godeu sau alte godeuri.

Copy as Image (Copiere ca
imagine)

Copiaza vizualizarea selector de godeu sub forma de
imagine.

Print (Imprimare)

Imprima vizualizarea selector de godeu.

Print Selection (Imprimare
selectie)

Imprima doar celulele selectate.

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv (Exportare in
CSV)

Exporta datele intr-un document cu valori separate prin
virgula.

Export to Xml (Exportare in
Xml)

Exporta datele drept document .xml.

Export to Html (Exportare in
Html)

Exporta datele drept document .html.
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Modificarea stilurilor urmelor

Tn timpul configuratiei placii si ih cursul rularii, puteti modifica culoarea si stilul urmelor de amplificare.
Apoi puteti vedea cu usurinta urmele in fereastra de stare in timp real, pe masura ce datele sunt
colectate.

Pentru a modifica stilurile urmelor
1. Faceti clic pe Trace Styles (Stiluri Urme) in bara de instrumente Plate Editor (Editor placa).

Va aparea caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme) pentru placa deschisa, de exemplu:

Trace Styles o X
Wells Color Symbol

FAM v || Standards v [ | None v

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Repicate | | Use Fiuor Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: @ Sample Type (O Target Name (O Sample Name (O Symbol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2. Pentru a afisa stilurile urmelor in functie de un anumit fluorofor, selectati-I din lista verticala
Fluorophores (Fluorofori).

3. Pentru a schimba afisarea urmei:
a. Selectati tipul urmei din lista verticala Wells (Godeuri).
b. Faceti clic pe culoarea acesteia in coloana Color (Culoare).

c. Incaseta de dialog Color (Culoare) care apare, selectati o altd culoare pentru urma si facet
clic pe OK.

CFX CFX Maestro Dx SE afiseaza schimbarea culorii pentru tipul de godeu din grila.
d. (Optional) Selectati un simbol pentru urma din lista verticala Symbols (Simboluri).

4. Pentru a schimba rapid setul de culori, faceti clic pe optiunea corespunzatoare din sectiunea
Color Quick Set (Set de culori rapid).
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5. Pentru a vedea etichetele godeului in gril&, selectati tipul etichetei in sectiunea Well Labels
(Etichete godeuri).

6. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile sau pe Cancel (Anulare) pentru a anula modificarile.
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Vizualizarea placii in format foaie de calcul

Instrumentul Spreadsheet View/Importer (Vizualizator/Importator foaie de calcul) afiseaza continutul
unei placi in format foaie de calcul. Puteti utiliza instrumentul Spreadsheet View/Importer
(Vizualizare/Importator foaie de calcul) pentru a exporta continutul godeului in format delimitat cu
tabulatoare intr-o aplicatie precum Microsoft Excel. Puteti, de asemenea, importa continut dintr-o
aplicatie delimitata cu tabulatoare.

Pentru a utiliza instrumentul Spreadsheet View/Importer (Vizualizare/lmportator foaie de
calcul)

1.

Tn bara de instrumente Plate Editor (Editor plac), faceti clic pe Spreadsheet View/Importer
(Vizualizator/Importator foaie de calcul) pentru a deschide caseta de dialog Plate Spreadsheet
View (Vizualizare placa in foaie de calcul).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
=
Row a Column 4| Sample Type Replicate & “Target Name: *Sample Name | Starting Quantity Units n
D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
D 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number
E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number
E 2 Std 2 Actin dil-2 1L.000E+003  copy number
E 3 Std 3 Actin dil-3 1.000E+004  copy number
E 4 Std 4 Actin dil-4 1.000E+005  copy number
E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number
E & Std & Actin dil-s 1.000E+007  copy number
E 7 Std 7 Tubulin dil-7 1.000E+002  copy number
E 8 Std 3 Tubulin dil-8 1.000E+003  copy number
E g Std g Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number
E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
E i1 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number =
[] Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note oK Cancel

Caseta de dialog Spreadsheet View (Vizualizare in foaie de calcul) afiseaza continutul pl&cii
pentru un singur fluorofor. Pentru a vizualiza continutul placii pentru alt fluorofor, selectati-l din
lista verticala Fluors List (Lista fluorofori).

Faceti clic pe Export Template (Exportare matritd) pentru a exporta o matrita al foii de calcul a
placii intr-un format de fisier Excel (format .csv). Puteti edita aceasta matritad pentru a importa
informatiile despre continutul godeului.

(Optional) Faceti clic pe Import (Importare) pentru a importa continutul godeului dintr-un fisier cu
delimitare prin virgule.

Pentru a sorta foaia de calcul Tn functie de datele dintr-o anumita coloana, faceti clic pe triunghiul
de langa denumirea coloanei.
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Vizualizarea placii in format foaie de calcul

Sfat: Puteti edita continutul oricarei celule dintr-o coloana care are un asterisc (*) langa
denumirea coloanei (de exemplu, *Target Name (Denumire tinta)).

Nota: Selectati unitatile pentru datele curbei standard din coloana Quantity (Cantitate)
deschizand Plate Editor (Editor placa) si selectand Settings > Units (Setari > Unitati) din bara de
meniu. Dupa ce rularea placii este finalizata, datele din aceste standarde apar in graficul
Standard Curve (Curba standard) din fila Quantification (Cuantificare) din fereastra Data Analysis
(Analiza date) cu unitatile pe care le-ati selectat.

Elemente de meniu afisate prin clic dreapta pentru instrumentul Plate
Spreadsheet View/Importer (Vizualizator/importator foaie de calcul placa)

Tabelul 9 prezinta elementele de meniu disponibile in instrumentul Spreadsheet View/Importer
(Vizualizator/Importator foaie de calcul) atunci cand faceti clic dreapta pe orice godeu din instrument.

Tabelul 9. Elemente de meniu afisate prin clic dreapta in instrumentul Plate
Spreadsheet View/Importer (Vizualizator/Importator foaie de calcul placa)

Element

Copy (Copiere)

Functie

Copiaza toata foaia de calcul.

Copy as Image

(Copiere ca imagine)

Copiaza foaia de calcul ca fisier imagine.

Print (Imprimare)

Imprima foaia de calcul.

Print Selection
(Imprimare selectie)

Imprima doar celulele selectate.

Export to Excel
(Exportare n Excel)

Exporta fisierul intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv
(Exportare in CSV)

Exporta fisierul ca fisier .csv.

Export to Xml
(Exportare in Xml)

Exporta fisierul ca fisier .xml.

Export to Html
(Exportare in Html)

Exporta fisierul ca figier .html.

Find (Gasire)

Cauta text specific.

Sort (Sortare)

Sorteaza foaia de calcul selectand pana la trei coloane de date in
fereastra Sort (Sortare).
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Capitolul 8 Pregatirea placilor

Crearea unei structuri de placa folosind Plate Setup Wizard
(Expert configuratie placa)

Puteti utiliza Setup Wizard (Expert configuratie) pentru a introduce informatiile privind structura placii
care sunt necesare pentru analiza expresiei genice normalizate, inclusiv:

B Denumiri tinte

B Denumiri probe

B Pozitia tintelor si probei pe placa
B Genéa/gene de referinta

B Proba de control

Puteti folosi Setup Wizard (Expert configuratie) inainte, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari.

Utilizarea Setup Wizard (Expert configuratie) al placii

Aceasta sectiune explica modul de creare a unei structuri de placa cu ajutorul Setup Wizard (Expert
configuratie). Pentru a vizualiza continutul fiecarui godeu din placa mai usor, faceti clic pe Zoom plate
(Marire placa) din partea de sus a Setup Wizard (Expert configuratie).

Important: Revenirea la fila Auto layout (Structurd automata) cand va aflati in orice alta fila din
Setup Wizard (Expert configuratie) reseteaza structura placii. Procedati cu atentie cand selectati
aceasta fila.

Sfat: Puteti reseta structura selectand Tools > Clear Plate (Instrumente > Stergere placa) in Setup
Wizard (Expert configuratie).

Pentru a utiliza Setup Wizard (Expert configuratie) al placii

1. Deschideti Plate Editor (Editor placa)

2. Pentru a deschide Setup Wizard (Expert configuratie), efectuati una dintre urmatoarele actiuni:
B Alegeti Editing Tools > Setup Wizard (Instrumente de editare > Expert configuratie).

B Faceti clic pe Setup Wizard (Expert configuratie) in bara de instrumente Plate Editor (Editor
placa).

Setup Wizard (Expert configuratie) va aparea in fila Auto layout (Structura automata).
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Setup Wizard

Crearea unei structuri de placa folosind Plate Setup Wizard (Expert configuratie placa)

Tools  [] Zoom plate
Auto layout  Targetnames Sample names Reference targets Control sample
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample 1
B Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
c Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target7 Target8 Target9 Target 10
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample4 | Sample4 | Sampled | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled | Sampled | Sampled
E Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
F Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6
al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 7 Sample 7 Sample7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7
H Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target 7 Target8 Target9 Target 10
Sample 8 Sample 8 | Sample8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample
Use selections below to generate a suggested layout. Show: [ Target [ Sample
Targets: 10 5] @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample
Samples: 8 31 O Byrow @ Bycolumn Resetplate Next Cancel

In fila Auto layout (Structuré automata), urmati procedura urmétoare:

a. Faceti clic pe un godeu din grila si trageti peste si in jos pentru a specifica zona de pe placa
in care doriti sa incarcati proba.

b. Introduceti numarul de tinte si probe de incarcat.

Sfat: Numarul de tinte si probe trebuie sa fie egal cu numarul de celule selectate. Daca
numerele introduse nu se potrivesc in zona selectata, modificati numerele sau zona de
selectare a placii. Orientarea elementelor de pe placa si gruparea acestora pot fi

specificate.

c. (Optional) Modificati orientarea placii. De exemplu, puteti configura tintele in coloane si
probele in randuri sau puteti grupa dupa probe.

d. Faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Target Names (Denumiri tinte).

Nota: Daca structura placii nu are un model obisnuit, folositi fila Target Names (Denumiri
tinte) pentru a va pozitiona manual tintele sau fila Sample Names (Denumiri probe) pentru a
va pozitiona manual probele pe placa. Faceti clic si trageti pentru a selecta mai multe

godeuri.

In fila Target Names (Denumiri tinta), definiti numele tintei pentru grupurile de tinte:

a. Urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Pentru a redenumi tintele dupa grup, setati Select by (Selectare dupa) cu valoarea

Target (Tinta).

Ghid de utilizare | 155



Capitolul 8 Pregatirea placilor

B Pentru a redenumi tintele dupa godeu, setati Select by (Selectare dupa) cu valoarea
Well (Godeu).

b. Selectati un grup de tinte sau godeuri din grila si tastati un nume in lista verticala Target
name (Denumire tinta).

Sfat: Apasati Tab pentru a selecta urmatorul grup sau urmatorul godeu din dreapta sau
Enter pentru a selecta urmatorul grup sau urmatorul godeu de dedesubt. Alternativ, in
filele Target name (Denumire tintd) si Sample name (Denumire proba), apasati tasta
Control si faceti clic pe un godeu pentru a selecta mai multe godeuri care nu sunt
adiacente.

c. Faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Sample Names (Denumiri probe).
5. Infila Sample Names (Denumiri probe), definiti numele probelor pentru grupurile de probe.
6. Faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Reference targets (Tinte de referinta).

7. Infila Reference targets (Tinte de referintd), selectati una sau mai multe tinte pe care s le folositi
drept referinte pentru expresia genica normalizata si faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a
accesa fila Control sample (Proba de control).

8. In fila Control sample (Proba de control), selectati o prob& de utilizat ca si control in calculele
expresiei genice relative.

9. Faceti clic pe OK pentru a salva structura placii si a reveni la fila Plate Editor (Editor placa), in
care puteti defini alti parametri de placa. Consultati Atribuirea de parametri optionali fisierului
placa de la pagina 133 pentru mai multe informatii.

Alternativ, faceti clic pe Previous (Anterior) pentru a reveni la o fila anterioara si a efectua orice
modificari.

Nota: Revenirea la fila Auto layout (Structura automata) reseteaza automat placa. Procedati
cu atentie cand faceti clic pe Previous (Anterior).
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Capitolul 9 Rularea de experimente

Acest capitol va explica cum sa rulati experimente de testare personalizate (definite de utilizator) sau
teste PrimePCR folosind Software-ul CFX Maestro Dx SE.

Un fisier de date de rulare contine informatiile despre protocol si placa pentru rularea respectiva.
Fisierul contine si datele obtinute in urma analizelor realizate de CFX Maestro Dx SE dupa finalizarea
rularii.

CFX Maestro Dx SE faciliteaza configurarea si rularea experimentelor definite de utilizator sau
PrimePCR. Fereastra Run Setup (Configurare rulare) va ghideaza prin pasii comuni de configurare a

unui experiment, ducandu-va la caseta de dialog Start Run (incepere rulare), din care puteti initia
rularea.
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Capitolul 9 Rularea de experimente

Fereastra Run Setup (Configurare rulare)

Fereastra Run Setup (Configurare rulare) oferd acces rapid la fisierele si setérile necesare pentru
configurarea si desfasurarea unui experiment. Cand optati sa rulati un experiment definit de utilizator,
fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide, afisand fila Protocol. Cand optati sa rulati un
experiment PrimePCR, fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide, afisand fila Start Run
(Incepere rulare).

Sfat: Consultati Efectuarea de experimente PrimePCR de la pagina 175 pentru informatii despre
PrimePCR; consultati Fila Start Run (Incepere rulare) de la pagina 166 pentru informatii despre
fila Start Run (Incepere rulare).

-

Run Setup [
[0g] Protocol  (ii3) Piate P Stat Run (D
Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl ~
Select Bdsting...

Selected Protocol

CFX_2stepAmp prcl Edit Selected...
Preview

Est. Aun Time: 01:05:00 {36 Wells-All Channels) Sample Volume: 254
J 1 - | -| P4

350 C 350 C
f 300 010 '
I "\

II'II \ o -

| \ 550 C o [
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/ |
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LEGENDA

1.

Fereastra Run Setup (Configurare rulare)

Filele va ghideaza prin configurarea si rularea unui experiment:

B Fila Protocol — selectati un protocol existent pentru rulare sau editare sau pentru a
crea un protocol nou in Protocol Editor (Editor Protocol).

B Fila Plate (Placa) — selectati o placa existenta pentru rulare sau editare sau pentru a
crea o placa noua in Plate Editor (Editor placa).

W Fila Start Run (Incepere rulare) — vizualizati setérile experimentului, selectati unul
sau mai multe blocuri de instrumente si incepeti rularea.

Fereastra principala afiseaza optiunile pentru fiecare fila pe masura ce le aplicati.

Butoanele de navigare va duc la fila Start Run (incepere rulare).

Accesarea ferestrei Run Setup (Configurare rulare)

Pentru a accesa fereastra Run Setup (Configurare rulare)

» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

In fila Run Setup (Configurare rulare) din Startup Wizard (Expert pornire), faceti clic fie pe
User-defined (Definita de utilizator), fie pe PrimePCR.

In fereastra Home (Pagina de pornire), faceti clic fie pe User-defined Run Setup (Configurare
rulare definita de utilizator), fie pe PrimePCR Run Setup (Configurare rulare PrimePCR) de
pe bara de instrumente.

In fereastra Home (Pagina de pornire), selectati fie Run > User-defined Run (Rulare > Rulare
definita de utilizator), fie Run (Rulare) > PrimePCR Run (Rulare PrimePCR).

Ghid de utilizare | 159



Capitolul 9 Rularea de experimente

Fila Protocol

Fila Protocol afiseaza o previzualizare a fisierului de protocol pe care intentionati sa-I rulati. Un fisier
de protocol contine instructiunile pentru pasii de temperatura ai instrumentului, precum si optiunile
instrumentului care controleaza viteza de crestere, volumul probei si temperatura capacului.

Run Setup

[Af] Protocol (3ZE) Plate sBr StatFun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl -
Select Bxisting =
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edit Selected...
Preview
Est. Aun Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25u
1 2 3 4

%0 C 350 C
| 300 0:10

/ 550 C S
630 D

Implicit, software-ul afiseaza protocolul definit in sectiunea File Selection for Run Setup (Selectare
fisier pentru configurarea rularii) din fila Files (Fisiere) in caseta de dialog User > User Preferences
(Utilizator > Preferinte utilizator). Puteti modifica protocolul implicit in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator). Consultati Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor de la pagina

83 pentru mai multe informatii.

In fila Protocol, puteti:

B Creaun nou protocol de rulat

B Selecta un protocol existent pentru a-l rula sau edita

Pentru mai multe informatii despre crearea si modificarea protocoalelor, consultati Capitolul 7,

Crearea de protocoale.
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Fila Protocol

Pentru a crea un nou protocol
1. Tnfila Protocol, faceti clic pe Create New (Creare nou).
Va aparea fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).
2. Utilizati Protocol Editor (Editor Protocol) pentru a crea un nou protocol.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva protocolul si a reveni la fila Protocol din Run Setup (Configurare
rulare).

4. Vizualizati detaliile protocolului si urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Plate (Placa).

®  Daca detaliile suntincorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a reveni la
fereastra Protocol Editor (Editor Protocol). Revizuiti protocolul, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Urmatorul) din fila Protocol pentru a accesa fila Plate (Placa).

Pentru a selecta un protocol existent
1. infila Protocol, urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Faceti clic pe Select Existing (Selectare existent) pentru a naviga la un protocol existent.

B Faceti clic pe Express Load (Incarcare expresa) si selectati un protocol din lista verticala a
protocoalelor.

Sfat: Puteti adduga sau elimina protocoale din lista verticald Express Load (Incarcare
expresa). Consultati Adaugarea si stergerea protocoalelor cu incarcare expresa care
urmeaza pentru mai multe informatii.

2. Vizualizati detaliile protocolului si urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Plate (Placa).

B Daca detaliile suntincorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a deschide
fereastra Protocol Editor (Editor Protocol). Revizuiti protocolul, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Urmatorul) din fila Protocol pentru a accesa fila Plate (Placa).

Adaugarea si stergerea protocoalelor cu incarcare expresa

Puteti modifica continutul listei verticale Express Load (Incarcare expresd) care apare in Protocol
Editor (Editor Protocol). Protocoalele din aceasta lista sunt salvate in urmatorul folder:

c:\Users\Public\Public Documents\Bio-Rad\CFX_MDx\Users\[user_name]\ExpressLoad\

Ghid de utilizare | 161



Capitolul 9 Rularea de experimente

Pentru a modifica lista de protocoale Express Load (Incircare expresi)
1. Navigati la si deschideti folderul ExpressLoad (Inc&rcare expresa).
2. Verificati fisierele de protocol (.pcrl) din folder.
3. Urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Stergeti protocoalele din folder pentru a le indeparta din lista verticala.

B Copiati protocoalele in folder pentru a le adauga in lista verticala.
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Fila Plate (Placa)

Fila Plate (Placa)

Nota: Daca protocolul selectat in fila Protocol nu include un pas de citire placa pentru analiza
PCRin timp real, fila Plate (Placa) este ascunsa. Pentru a vizualiza fila Plate (Placa), adaugati cel
putin o citire de placa la protocol.

Fila Plate (Placa) afiseazé o previzualizare a fisierului de placa pe care doriti s& il incarcati. intr-o
rulare PCR in timp real, fisierul cu placi contine o descriere a continutului fiecarui godeu, inclusiv
fluoroforii sai, modul de scanare si tipul de placa. CFX Maestro Dx SE foloseste aceste descrieri
pentru colectarea si analiza datelor.

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

Implicit, software-ul afiseaza placa definita in sectiunea File Selection for Run Setup (Selectare fisier
pentru configurarea rularii) din fila Files (Fisiere) din caseta de dialog User > User Preferences
(Utilizator > Preferinte utilizator). Puteti modifica placa implicitd in caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator). Consultati Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 83 pentru
mai multe informatii.

in fila Plate (Placa), puteti:
B Creati o placa noua pentru incarcare.

B Selectati o placa existenta pentru incarcare sau editare.
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Capitolul 9 Rularea de experimente

Pentru mai multe informatii despre crearea si modificarea placilor, consultati Capitolul 8, Pregatirea

placilor.

Pentru a crea o placa noua

1. Pefila Plate (Placd), faceti clic pe Create New (Creare nou).

Apare Plate Editor (Editor placa).

2. Utilizati Plate Editor (Editor placa) pentru a crea o placa noua.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva placa si a reveni la fila Plate (Placa) din Run Setup (Configurare
rulare).

4. Vizualizati detaliile placii si urmati una dintre procedurile urméatoare:

Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Start Run
(Incepere rulare).

Daca detaliile suntincorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate) pentru a reveni la
fereastra Plate Editor (Editor placa). Revizuiti fisierul de placa, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Plate (Placa) pentru a continua la fila Start Run
(Incepere rulare).

Pentru a selecta un fisier de placa existent

1. Infila Plate (Placa), urmati una dintre procedurile urmatoare:

Faceti clic pe Select Existing (Selectare existent) pentru a naviga la un fisier de placa
existent.

Faceti clic pe Express Load (Incarcare expresa) si selectati un fisier de placa din lista
verticala.

Sfat: Puteti adauga sau elimina placi din lista verticala Express Load (Incarcare
expresa). Consultati Adaugarea si stergerea fisierelor placa cu incarcare expresa care
urmeaza pentru mai multe informatii.

2. Vizualizati detaliile placii si urmati una dintre procedurile urmatoare:

Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Urmatorul) pentru a accesa fila Start Run
(Incepere rulare).

Daca detaliile suntincorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a deschide
fereastra Plate Editor (Editor placa). Revizuiti fisierul de placa, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Urmétorul) pentru a accesa fila Start Run (incepere rulare).
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Fila Plate (Placa)

Adaugarea si stergerea figierelor placa cu incarcare expresa

Puteti modifica continutul listei verticale Express Load (Incarcare expresa) care apare in Plate Editor
(Editor placa). Placile care apar in aceasta lista sunt salvate in urmatorul folder:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_MDx\Users\[user_name]\ExpressLoad\
Pentru a modifica lista Express Load (incircare expresd) pentru fisierele de placa
1. Navigati la si deschideti folderul ExpressLoad (incarcare expresa).
2. Verificati fisierele de placa (.pltd) din folder.
3. Urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Stergeti fisierele de placa din folder pentru a le indeparta din lista verticala.

B Copiati fisierele de placa din folder pentru a le adauga in lista verticala.
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Fila Start Run (incepere rulare)

Fila Start Run (incepere rulare) afiseaza informatii despre experimentul care urmeaza a fi rulat.
Aceasta afiseaza, de asemenea, blocul sau blocurile instrumentului conectat pe care puteti rula
experimentul.

Run Setup l"'-
[64] Protocol (35D Pate 1B» Stat Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp prcd
Plate: GuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Notes:

Scan Mode .ﬁl Channels
Start Run on Selected Blockis)

Block Name a Type Run Status Sample Volume: 1D/Bar Code

1 e — e %

O SIM58851 A Dual 48 Wel Idle 25

O 5IM58851.B Dual 43 Wel Idle 25

M 5IME1435 CFX Connect Idle 25

M SIMB3878 CFx96 Idle 25

O SIMB5406 CFx36 Ide 25
[] Select Al Blocks

@ Bash Bock Indicator | )

<< Prey

Utilizand fila Start Run (incepere rulare), puteti face urmatoarele lucruri:

B Vizualiza informatii detaliate despre rulare, inclusiv fisierul de protocol selectat, fisierul placa si
modul de scanare.

B Adauga observatii despre rulare.

B Vizualiza detalii despre toate instrumentele conectate, inclusiv starea lor de rulare (in functiune
sau inactiv), volumul probei in pl, temperatura capacului, modul de emulare si nr. de identificare

sau codul de bare, daca sunt disponibile.

Nota: Puteti modifica coloanele care apar in tabelul Start Run on Selected Blocks (incepere
rulare pe blocurile selectate). Pentru informatii suplimentare, consultati Modificarea detaliilor
din tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate) de la pagina 167.

B Selectati blocul sau blocurile pe care doriti sa realizati rularea.

B Deschideti sau inchideti de la distanta capacul fiecarui instrument selectat.

166 | Software-ul CFX Maestro Dx SE



Fila Start Run (Incepere rulare)

B Porniti rularea.

Modificarea detaliilor din tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate)

Puteti modifica coloanele care apar in tabelul Start Run on Selected Block(s) (Incepere rulare pe
blocurile selectate). Puteti, de asemenea, modifica valorile implicite pentru volumul probei si
temperatura capacului in tabel. Schimbarile setarilor sunt aplicate asupra rularii de efectuat.

Pentru a adiuga coloane in tabelul Start Run on Selected Blocks (incepere rulare pe
blocurile selectate)

» Faceti clic dreapta pe tabel si selectati o optiune in meniul care apare.

Pentru a elimina coloane din tabelul Start Run on Selected Blocks (incepere rulare pe
blocurile selectate)

P Faceti clic dreapta pe tabel si stergeti optiunea din meniul care apare.
Pentru a edita valorile pentru volumul probei sau temperatura capacului pentru un bloc

» Selectati celula pentru volumul probei sau temperatura capacului pentru blocul tinta si introduceti
o valoare noua in celula.

Pentru a adauga un ID de rulare sau un cod de bare pentru un bloc

» Selectati celula ID/Bar Code (ID/Cod de bare) pentru blocul tinta si introduceti un ID sau scanati
blocul cu un cititor de cod de bare.

Rularea unui experiment

Important: Inainte de a rula un experiment, asigurati-va c& software-ul anti-virus al computerului
dumneavoastra nu va initia o scanare in timpul rularii. Consultati Instalarea pentru Software-ul
CFX Maestro Dx SE de la pagina 31 si administratorul de sistem pentru mai multe informatii.

Pentru a rula un experiment

1. Infila Start Run (Incepere rulare), verificati detaliile despre placa si protocol in sectiunea Run
Information (Informatii rulare).

2. (Optional) Adaugati observatii despre rulare sau experiment in caseta de text Notes (Observatii).
3. Bifati caseta de selectare a blocului sau blocurilor pe care doriti sa realizati rularea.

Sfat: Pentru a rula experimentul pe toate blocurile, selectati Select All Blocks (Selectare toate
blocurile) de sub tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate).

4. (Optional) Faceti clic pe Flash Block Indicator (Indicator luminos intermitent bloc) pentru a face sa
lumineze indicatorul LED de pe blocurile selectate ale instrumentului.
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5. Introduceti placile experimentului in bloc:

a. Faceticlic pe Open Lid (Deschidere capac). Se va deschide capacul motorizat al fiecarui
bloc selectat.

b. Introduceti o placa de experiment in fiecare bloc selectat.
c. Faceti clic pe Close Lid (inchidere capac).

Sfat: Pe Sistemul CFX Opus Dx, atingeti Deschidere capac sau Tnchidere capac pe ecranul
de pornire.

6. Faceti clic pe Open Lid (Deschidere capac) si Close Lid (Inchidere capac) pentru a deschide si
inchide capacul motorizat al fiecarui bloc selectat pentru instrument.

7. Vizualizati detaliile rularii si urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Start Run (Incepere rulare).
B Daca detaliile suntincorecte:

O Corectati detaliile in tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate) si faceti clic pe Start Run
(Incepere rulare).

O Reveniti la fila corecta si efectuati modificarile adecvate, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Urmatorul) pentru a reveni la fila Start Run (Incepere rulare) si a initia
rularea.

Pentru a initia o noua rulare dintr-o rulare anterioara
» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Selectati File > Repeat a Run (Fisier > Repetare rulare) din bara meniului principal al
software-ului; navigati la si faceti dublu clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o
repetati.

B Selectati fila Repeat Run (Repetare rulare) din Startup Wizard (Expert pornire) si faceti dublu
clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o repetati.

Optional, in fila Repeat Run (Repetare rulare) puteti face clic pe Browse (Navigare) si naviga
la si face dublu clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o repetati.
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Caseta de dialog Run Details (Detalii rulare)

Cand faceti clic pe Start Run (Incepere rulare), CFX Maestro Dx SE va indica s& salvati fisierul de date
(.pcrd), incepe rularea si deschide caseta de dialog Run Details (Detalii rulare). Caseta de dialog Run
Details (Detalii rulare) cuprinde trei file de stare:

B Run Status (Stare rulare) — utilizata pentru a vizualiza starea actuala a protocolului, a deschide
sau inchide capacul, a pune pe pauza o rulare, a adauga repetari, a omite pasi sau a opri
rularea.

B Real-time Status (Stare in timp real) — utilizata pentru a vizualiza datele fluorescentei PCR in
timp real, pe masura ce sunt colectate.

B Time Status (Stare timp) — utilizata pentru a vizualiza pe intregul ecran cronometrul pentru
numaratoarea inversa pentru protocol.

Aceste file sunt explicate in detaliu in urmatoarele sectiuni.

Fila Run Status (Stare rulare)

Fila Run Status (Stare rulare) afiseaza starea actuald a unei rulari in curs de desfasurare. In aceasta
vizualizare puteti, de asemenea, sa controlati capacul si sa schimbati rularea in curs de desfasurare.

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ===
) ]
2 Run Status @ Realtime Status G Time: Status
Run Status Run Information
1 2 3 4 Protocol: | CFX_2stepAmp.prol
=g P Plate: | QuickPlate_96 wells_All
3:00 0:10 \ Sample Volume: | 25ul
® \ 50 C 2 Scan Mode: | Al Channels
030 -
m T Data File Name: | agmin_2017-07-31 17-10-
0 48_SIMg3878 perd
Notes:
2
I/ x ®

Step 1 of 4 95.0 °C for 00:0245 | Sample:95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C

Running
/7 Openlid /) Cose Lid ol (] 5o e ® X
Lol - @ s
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LEGENDA
1. Panoul Run Status (Stare rulare) — afiseaza progresul actual al protocolului.
2. Solutii de control pentru Run Status (Stare rulare) — va permit sa operati instrumentul
sau sa intrerupeti protocolul actual.
3. Panoul Run Information (Informatii rulare) — afiseaza detaliile rularii.

Comenzi Run Status (Stare rulare)

Utilizati comenzile din fila Run Status (Stare rulare) fie pentru a opera instrumentul din software, fie
pentru a modifica o rulare in curs.

Nota: Schimbarile aduse protocolului in timpul rularii, precum adaugarea de repetari, nu modifica
fisierul de protocol asociat rularii. Aceste actiuni sunt inregistrate in Run Log (Jurnal rulare).

rd)

— deschide capacul motorizat al instrumentelor selectate.

Important: Deschiderea capacului in timpul unei rulari pune rularea pe pauza in timpul
pasului curent si ar putea modifica datele.

2

[

disponibila doar cand ruleaza un pas GOTO (SaltLa).

— inchide capacul motorizat al instrumentelor selectate.
— adauga mai multe repetari la pasul curent GOTO (SaltLa) din protocol. Aceasta optiune este

Nota: Puteti adauga repetari suplimentare in timpul unui ciclu GoTo (SaltLa) cand protocolul
este in desfasurare. In orice caz,CFX Maestro Dx SE recunoaste cea mai recenta modificare
a numarului de repetari. De exemplu, daca adaugati 10 repetari suplimentare in timpul unui
ciclu GoTo (SaltLa), software-ul va schimba numarul total la n + 10. Dacéa apoi adaugati inca
cinci (5) repetari in acelasi ciclu, CFX Maestro va schimba numarul total de repetari lan + 5.
Prima modificare (10 repetari) este ignorata. Pentru a va asigura ca software-ul efectueaza
numarul tinté de repetari, introduceti numarul total (in acest caz, 15 repetari).

~u

— omite pasul curent din protocol.

Nota: Daca initiati un salt in timpul unui pas GOTO (SaltLa), sistemul trece la urmatorul ciclu
in bucla GOTO (SaltLa). Daca, in momentul saltului, era in desfasurare ultimul ciclu al pasului
GOTO (SaltLa), sistemul trece la pasul urmator.
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k4
Ud

— aprinde intermitent LED-ul de pe instrumentul selectat, pentru a identifica blocurile selectate.

— pune pauza protocolului.

Nota: Aceasta actiune este inregistrata in Run Log (Jurnal rulare).

Wb

— reia un protocol care a fost pus pe pauza.

— opreste rularea Tnainte ca protocolul sa fie finalizat.

Nota: Oprirea unei rulari inainte ca protocolul sa fie finalizat va poate modifica datele.

Fila Real-time Status (Stare in timp real)

Fila Real-time Status (Stare in timp real) afiseaza datele PCR in timp real colectate in fiecare ciclu in
timpul rularii, dupa primele doua citiri ale placii.

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB83878 perd =
(B un storus 1A Rectie Stas (D) Tene State

Amplification

Wel () Fuor & Taget () Contert {) Sample {2

A GO4  FAM Unkn

8 GOS  FAM @ Unkn

¢ G06  FAM Unkn

: GO7  FAM Unkn

= GO FAM Unkn

G G093 FAM Unkn

H G10 FAM Unkn
Step 3 of 4 () | 550°Cfor 000026  Sample:550°C ®

Plate Setup -

Repesat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid105°C
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LEGENDA
1. Panoul urme de amplificare — afiseaza datele de amplificare in timp real din timpul
rularii.
2. Identificator grup de godeuri — daca la configuratia placii au fost identificate grupuri de

godeuri, utilizatorii pot selecta un anumit grup de godeuri pentru a-i vizualiza urmele,
godeurile si informatiile tabelare.

Identificator numar de pas — daca protocolul colecteaza date la mai mult de un pas (de
exemplu, in timpul amplificarii si curbei de topire), utilizatorii pot selecta un anumit
pas si vizualiza urmele colectate la pasul respectiv.

3. Panoul selectorului de godeuri — afiseaza godeurile active, inactive si goale din placa.
4. Panoul tabelului de configuratie a placii — afiseaza configuratia placii in format tabelar.
5. Panoul cu detalii despre rulare — afiseaza starea rularii in timp real, inclusiv:

B Pasul curent

B Repetarea curenta

B Temperatura curenta
B Timpul ramas

B Temperatura probei

B Temperatura capacului

6. Plate Setup (Configuratie placad) — deschide caseta de dialog Plate Setup
(Configuratie placa), in care utilizatorii pot modifica configuratia curenta a placii in
timpul unei rulari.

In fila Real-time Status (Stare n timp real) puteti:

B Afisa sau ascunde urmele in timp real, selectéandu-le in panoul selectorului de godeuri sau in
tabelul de configuratie a placii

B Vizualiza o singura urma sau grupuri de urme selectandu-le din meniul vertical al grupurilor de
godeuri

B Edita placa sau inlocui fisierul placa

B Aplica un fisier PrimePCR la rulare

Afisarea sau ascunderea urmelorin timp real

Implicit, toate godeurile umplute sunt active si apar in tabelul de configuratie a placii. Godeurile active
apar cu albastru in panoul selectorului de godeuri. Godeurile ascunse apar cu gri deschis, iar
godeurile nefolosite apar cu gri inchis in panoul selectorului de godeuri.
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Puteti ascunde urme din godeurile active in timpul rularii. CFX Maestro Dx SE continua sa colecteze
date pentru toate godeurile; cand ascundeti godeurile, datele lor nu apar in tabelul de configurare a
placilor.

Pentru a ascunde urmele in timp real

» In panoul selectorului de godeuri, faceti clic pe godeurile active (albastre) pe care doriti sa le
ascundeti.

Pentru a afisa urmele in timp real

» in panoul selectorului de godeuri, faceti clic pe godeurile ascunse (gri deschis) pe care doriti sa
le afisati.

Pentru mai multe informatii despre selectorul de sonde, consultati Selectorul de godeuri de la pagina
195.

Editarea configuratiei placii
Pentru a edita configuratia placii

» Faceti clic pe Plate Setup (Configuratie placa) si apoi selectati View/Edit Plate (Vizualizare
editare/placa).

Apare fereastra Plate Editor (Editor placa) in care puteti edita placa in timp ce rularea este in curs.
Pentru mai multe informatii despre editarea placilor, consultati Capitolul 8, Pregatirea placilor.

Nota: De asemenea, puteti edita stilurile de urme din fereastra Plate Editor (Editor placa).
Modificarile apar in graficul urmelor de amplificare din fila Real-time Status (Stare n timp
real).

inlocuirea unui figier placa

Sfat: Inlocuirea unui fisier placa este utild in special daca initiati o rulare cu un fisier Quick Plate
(Placé rapida) din folderul ExpressLoad (Incércare expresa) .

Pentru a inlocui un fisier placa
» Faceti clic pe Plate Setup (Configuratie placa), apoi selectati una dintre urmatoarele optiuni:

m  Replace Plate file (Inlocuire fisier placa) — selectati noul fisier placa din lista din fereastra de
navigare

B Apply PrimePCR file (Aplicare fisier PrimePCR) — c&utati un fisier de rulare din care se va
obtine structura placii, utilizand Smart search (Cautare inteligenta) sau facand clic pe Browse
(Rasfoire) pentru a gasi un fisier pe care I-ati descarcat de pe site-ul web Bio-Rad si care nu
se afla in folderul PrimePCR
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Nota: CFX Maestro Dx SE verificd modul de scanare si dimensiunea placii pentru fisierul
placa. Acestea trebuie sa corespunda cu cele din setarile rularii cu care a inceput rularea.

Fila Time Status (Stare timp)

Fila Time Status (Stare timp) afiseaza timpul ramas pentru finalizarea rularii actuale.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd =)

Uqé Run Status Q Realtime Status | (&) Time Status |

Running

01:02:02
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Efectuarea de experimente PrimePCR

Experimentele PrimePCR utilizeaza teste specifice pentru cale biologica sau afectiune pe care Bio-
Rad le-a validat si le-a optimizat in laborator umed si care sunt disponibile in urméatoarele formate:

B Panouri cu placa preconfigurata — placi care contin teste care sunt specifice pentru o cale
biologica sau afectiune; acestea includ solutii de control PrimePCR si gene de referinta

B Pl&ci cu o configuratie personalizata — placi care pot fi configurate intr-o structura definita de
utilizator, cu optiunea de a selecta teste pentru tinte de interes, solutii de control si referinte.

B Teste individuale — eprubete care contin seturi de primeri individual pentru utilizare in reactii in
timp real

Pentru a reduce timpul de rulare general, puteti elimina pasul de topire din protocol. Bio-Rad va
recomanda insistent sa nu faceti nicio altd modificare a unui protocol de rularePrimePCR. Protocolul
implicit este cel care a fost utilizat pentru validarea testului. Orice deviere de la aceasta poate afecta
rezultatele. Schimbarile privind protocolul sunt notate in fila Run Information (Informatii rulare) pentru
fisierul de date rezultat si in orice rapoarte create.

Pentru a initia o rulare PrimePCR
» Pentru ainitia o rulare PrimePCR, efectuati oricare dintre urmatoarele:

m In Startup Wizard (Expert pornire), selectati PrimePCR pe fila Run Setup (Configurare rulare)
si apoi selectati chimia corespunzatoare (SYBER® sau Probe - sonda).

B Selectati o rulare PrimePCR din lista Recent Runs (Rulari recente) de pe fila Repeat Run
(Repetare rulare) in Startup Wizard (Expert pornire).

B Selectati File > New > PrimePCR Run File (Fisier > Nou > Fisier Rulare PrimePCR) in
fereastra Home (Pagina de pornire).

B Trageti si eliberati un fisier de rulare PrimePCR in fereastra Home (Pagina de pornire).

Dupa ce ati selectat o rulare PrimePCR, in fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide pe
fila Start Run (Incepere rulare) cu structura implicita de placa PrimePCR incarcati in functie de
instrumentul selectat.

Pentru a elimina pasul de topire din protocol

» Pe fila Protocol, stergeti caseta adiacentd de langa optiunea Include Melt Step (Includere pas
topire).
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Pentru a importa informatii tinta pentru placi PrimePCR intr-o structura de placa
1. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

® Infila Real-time Status (Stare in timp real), in caseta de dialog Run Details (Detalii rulare),
selectati Plate Setup > Apply PrimePCR File (Configurare placa > Aplicare fisier PrimePCR).

B Infereastra Data Analysis (Analiza date), selectati Plate Setup > Apply PrimePCR File
(Configuratie placa > Aplicare fisier PrimePCR).

2. In caseta de dialog pentru fisierul de rulare PrimePCR, faceti clic pe Browse (R&sfoire) pentru a
naviga la fisierul PrimePCR corespunzator (.csv).

3. Selectati fisierul PrimePCR tinta si faceti clic pe Open (Deschidere).

Sistemul CFX Opus Dx importa informatiile tinté& in structura dvs. de placa.
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Transferarea datelor independente pentru analiza

Important: Cand transferati fisiere de date din Sistemul CFX Opus Dx pe CFX Maestro Dx SE,
toate fisierele salvate pe sistem sunt transferate. Asigurati-va ca aveti suficient spatiu pe disc
pentru ca datele sa se transfere in siguranta.

Cand rularea este finalizata, CFX Maestro Dx SE analizeaza datele de fluorescenta. Daca rularea
este efectuata in modul independent si salvata pe Sistemul CFX Opus Dx, datele trebuie transferate
catre computerul CFX Maestro Dx SE pentru analiza.

Sistemul CFX Opus Dx poate stoca pana la 100 de rulari PCR in timp real. Dupa ce rularea se
finalizeaza, puteti transfera fisiere de date independente catre computerul cu CFX Maestro Dx SE prin
e-mail, unitate USB sau prin software-ul insusi.

Aceasta sectiune explica modul de a transfera fisiere de date independente catre computerul
CFX Maestro Dx SE.

Transferarea datelor prin e-mail
Pentru a trimite prin e-mail un fisier de date la sfarsitul unei rulari

1. Configurati notificari prin e-mail pentru instrument.

Consultati Configurarea notificarii prin e-mail de la pagina 80 sau Manualul de utilizare Sistemul
PCR in timp real CFX Opus Dx.

2. Atunci cand configurati notificari prin e-mail, asigurati-va ca optiunea Attach Data File (Atasare
fisier de date) este selectata.

Datele rularii sunt trimise prin e-mail ca fisier .pcrd.

Transferul datelor de peSistemul PCR in timp real CFX Opus Dx
s

Cu ajutorul functiei File Browser (Browser fisiere) de peSistemul CFX Opus Dx , puteti transfera fisiere
de date pe o unitate USB atasata sau intr-un folder de retea partajat. De asemenea, puteti
transferaCFX Maestro Dx SE fisiere de protocol de pe o unitate USB sau unitate partajata intr-un
folder dinSistemul CFX Opus Dx sistemul de browser de fisiere si le puteti rula pe instrumentul CFX
Opus.

Sfat: In aceastd sectiune este explicat modul de transfer al datelor. Pentru informatii despre
configurarea conexiunii Ethernet consultati Ghidul instrumentului Sistemul PCR in timp real CFX
Opus Dx Manualul de instructiuni disponibil din meniul Help (Ajutor) al CFX Maestro Dx SE.
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1. Pe ecranul de pornire CFX Opus Dx, atingeti Files (Fisiere) pentru a vizualiza ecranul File

Browser (Browser fisiere).

2. Pe ecranul File Browser (Browser fisiere), navigati la fisierul pe care doriti sa il copiati, apoi
atingeti fisierul pentru a vizualiza panoul de detalii al fisierului.

3. In panoul cu detalii despre fisier, atingeti Options (Optiuni), apoi atingeti Copy (Copiere).
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Apare caseta de dialog Select Location (Selectare locatie).
4. 1n caseta de dialog Select Location (Selectare locatie), efectuati una dintre urmétoarele actiuni:
B Navigati la un folder existent.

B Navigati la locatie pentru a crea un folder in care sa salvati fisierul, apoi atingeti Create
Folder (Creare folder)

(7z) pentru a crea un folder nou in locatia respectiva.

5. Atingeti Select (Selectare) pentru a copia fisierul in locatia selectatd sau Cancel (Anulare) pentru
a reveni la ecranul File Browser (Browser fisiere).

Nota: Daca exista un fisier cu acelasi nume in locatia selectata, apare un dialog. Atingeti Yes
(Da) pentru a suprascrie fisierul existent sau No (Nu) pentru a reveni la ecranul File Browser
(Browser fisiere).

Sistemul CFX Opus afiseaza un mesaj de confirmare atunci cand fisierul este copiat cu succes.

Transferarea datelor folosind o unitate USB

Daca introduceti o unitate USB in portul USB de pe instrument, fisierul de date este salvat automat in
directorul radacina al unitatii USB atunci cand rularea este finalizatd. De asemenea, puteti gasi fisiere
de date salvate anterior si le puteti salva pe o unitate USB atasata.

Pentru a transfera fisiere de date pe o unitate USB introdusa in Sistemul CFX Opus Dx

» in caseta de dialog Select Location (Selectare locatie), atingeti USB si navigati la folderul tinta in
care séa copiati fisierul sau Cancel (Anulati) pentru a reveni la ecranul File Browser (Browser
fisiere).

Nota: Daca existd un fisier cu acelasi nume in locatia selectata, apare un dialog. Atingeti Yes
(Da) pentru a suprascrie fisierul existent sau No (Nu) pentru a reveni la ecranul File Browser
(Browser fisiere).

Sistemul CFX Opus Dx afiseaza un mesaj de confirmare atunci cand fisierul este copiat cu succes.
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Transferul de date printr-o unitate de retea partajata folosind
Sistemul PCR in timp real CFX Opus Dx

Sfat: Puteti transfera date catre si de pe o unitate de retea partajatd numai prin Sistemul CFX
Opus Dx.

Sistemul CFX Opus Dx va permit sa va conectati la o unitate de retea partajata utilizand Ethernet. Cu
o conexiune reusita, puteti transfera fisiere de date catre si dintr-un folder de pe unitatea de retea
partajata.

Pentru a transfera date catre si de pe o unitate de retea partajata

» In caseta de dialog Select Location (Selectare locatie), atingeti Network (Retea) si navigati la
folderul tinta in care sa copiati fisierul sau Cancel (Anulati) pentru a reveni la ecranul File Browser
(Browser fisiere).

Nota: Daca exista un fisier cu acelasi nume in locatia selectata, apare un dialog. Atingeti Yes
(Da) pentru a suprascrie fisierul existent sau No (Nu) pentru a reveni la ecranul File Browser
(Browser fisiere).

Sistemul CFX Opus Dx afiseaza un mesaj de confirmare atunci cand fisierul este copiat cu succes.
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Crearea unui fisier de date

Pentru a analiza datele transferate de la instrumentla computerul CFX Maestro Dx SE, fisierul de date
comprimate (fisierul .zpcr) trebuie convertit intr-un fisier de date (fisierul .pcrd). CFX Maestro Dx SE
converteste fisierul .zpcr intr-un fisier .pcrd si apoi selecteaza un fisier placa care are acelasi mod de
scanare si dimensiunea placii si 1l aplica fisierului .pcrd.

Pentru a crea un fisier de date dintr-un fisier de date de sine statator

1. in CFX Maestro Dx SE, urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Localizati fisierul .zpcr tinta si trageti-l in fereastra Home (Pagina de pornire) a CFX Maestro
Dx SE.

B Selectati File > Open > Stand-alone Run (Fisier > Deschidere > Rulare de sine statatoare) si
navigati la si selectati fisierul tinta.

CFX Maestro Dx SE afiseaza caseta de dialog Save as (Salvare ca).
2. Navigati la folderul in care intentionati sa salvati fisierul .pcrd si faceti clic pe Save (Salvare).

Dupa ce ati salvat fisierul .pcrd, CFX Maestro Dx SE deschide fereastra Data Analysis (Analiza
date) si afiseaza datele rezultate.
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Capitolul 10 Prezentare generala a ferestrei Data
Analysis (Analiza date)

Software-ul CFX Maestro Dx SE proceseaza automat date PCR 1n timp real la finalul fiecarei rulari si
deschide fereastra Data Analysis (Analiza date) pentru a afisa aceste date (fisierul .pcrd).

CFX Maestro Dx SEofera mai multe metode de a deschide si vizualiza fisierele de date. Puteti sa
B Trageti un fisier de date (extensie .pcrd) in fereastra Home (Pagina de pornire) si sa-l eliberati

B Selectati File > Open > Data File (Fisier > Deschidere > Fisier de date) din fereastra Home
(Pagina de pornire) si sa navigati la fisierul .pcrd tinta

B Selectati File > Recent Data Files (Fisier > Fisiere de date recente) din fereastra Home (Pagina
de pornire) pentru a selecta dintr-o listd cu cele mai recente zece fisiere de date deschise

B Alegeti fila Analyze (Analizare) din Startup Wizard (Expert pornire) si fie sa selectati din Recent
Files (Fisiere recente), fie sa faceti clic pe Browse (Navigare) pentru a localiza fisierul de date

Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza mai multe file, fiecare fila afisdnd datele analizate
pentru o anumita metoda de analiza sau informatii specifice rularii. Filele apar doar daca datele
colectate in timpul rularii sunt disponibile pentru tipul respectiv de analiza.

@ Quantification Guantification Data Melt Curve Melt Curve Data EE! Gene Expression End Poirt é:'? Custom Data View ac |E Run Information
Sfat: Pentru a alege filele care vor fi afisate, selectati-le din meniul vertical View (Vizualizare) din

fereastra Data Analysis (Analiza date). Pentru a reveni la aspectul original al filei, selectati
Settings > Restore Default Window Layout (Setari > Restabilire Aspect fereastra implicit).
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Bara de instrumente de analiza a datelor

Bara de instrumente din fereastra Data Analysis (Analiza date) ofera acces rapid la functii importante

de analiza a datelor.

€ plate setup - ';‘ All Wells

~ ||| Fluerophore | ?

Tabelul 10 prezinta functiile butoanelor de pe bara de instrumente.

Tabelul 10. Bara de instrumente din fereastra Data Analysis (Analiza date)

Buton Denumire Functie
E] Plate Setup View/Edit plate (Vizualizare/Editare placa) —
Plate Setup - (Configuratie deschide Plate Editor (Editor placa) pentru a
placa) vizualiza si edita continutul godeurilor.
Replace Plate (Inlocuire placd) — selecteaza un
fisier placa pentru a inlocui configuratia pl&cii.
Apply PrimePCR file (Fisier pentru aplicarea
PrimePCR) — selecteaza un fisier de rulare care va
nlocui structura placii pentru o rulare PrimePCR.
=1 Manage Well Deschide fereastra Well Groups Manager (Manager
" Groups grupuri de godeuri) pentru a crea, edita si sterge
(Gestionare grupuri de godeuri.
grupuri de godeuri)
Grup de godeuri Selecteaza numele unui grup de godeuri existent din
All ' Wells -

meniul vertical. Selectia implicita este All Wells
(Toate godeurile). Acest buton apare doar cand sunt
create grupuri de godeuri.

Analysis Mode

Flucrophaore (Mod Analiz3)

Analizeaza datele fie in modul Fluorophore
(Fluorofor), fie in modul Target (Tinta).

? Help (Ajutor)

Deschide utilitarul Help (Ajutor) al software-ului prin
intermediul céruia care puteti gasi ajutor online si o
copie digitala a acestui manual in format Acrobat
PDF.
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Bara de meniu de analiza a datelor

Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Tabelul 11 listeaza elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Tabelul 11. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date)

Element de
meniu Comanda Functie
File (Fisier) Save (Salvare) Salveaza fisierul.
Save As (Salvare ca) Salveaza fisierul cu o denumire noua.
File Passwords (Parole fisier) Permite utilizatorilor sa seteze o parola pentru
salvarea, respectiv deschiderea fisierelor.
Sign (Semnatura) Permite utilizatorilor sa semneze fisierul de
date.
Repeat Run (Repetare rulare) Extrage fisierul de protocol si pentru placa din
rularea curenta, pentru a-| rula din nou.
Close (inchidere) Inchide fereastra Data Analysis (Analiza date).
View Run Log (Jurnal rulare) Deschide o fereastra Run Log (Jurnal rulare)

(Vizualizare)

pentru a vizualiza jurnalul rularii fisierului de
date curent.

Traseul auditului

Deschide traseul de audit pentru fisier.

Quantification, Melt Curve, Gene
Expression, End Point, Custom
Data View, QC, Run Information
(Cuantificare, Curba de topire,
Expresie genica, Momentul final,
Vizualizare personalizata a
datelor, CC, Informatii rulare)

Afiseaza datele analizate din filele selectate in
fereastra Data Analysis (Analiza date).
Trebuie selectata cel putin o fila.
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Tabelul 11. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date), continuare

Element de
meniu Comanda Functie
Setari Cq Determination Mode (Mod Va permite sa selectati modul Regression

determinare Cq) (Regresie) sau Single Threshold (Prag unic)
pentru a determina cum se calculeaza valorile
Cq pentru fiecare urma.
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Tabelul 11. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date), continuare

Element de
meniu

Comanda

Baseline Setting (Setarea Nivel
initial)

Functie

Va permite sa selectati metoda de scadere a
nivelului initial pentru grupurile selectate de
godeuri.

Analysis Mode (Mod Analiza)

Va permite sa analizati datele in functie de
Fluorophore (Fluorofor) sau Target (Tinta).

Cycles to Analyze (Cicluri de
analizat)

Va permite sa selectati ciclurile de analizat.

Baseline Thresholds (Praguri nivel
initial)

Deschide fereastra Baseline Thresholds
(Praguri nivel initial) pentru a ajusta nivelul
initial sau pragul.

Trace Styles (Stiluri Urme)

Deschide fereastra Trace Styles (Stiluri
Urme).

Plate Setup (Configuratie placa)

Deschide Plate Editor (Editor placa) pentru a
vizualiza si edita placa; a inlocui placa curenta
cu una dintr-un fisier pentru placéa definit de
utilizator sau un fisier de rulare PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Includeti toate godeurile excluse)

Include toate godeurile excluse in analiza.

Mouse Highlighting (Evidentiere cu
mouse-ul)

Activeaza sau dezactiveaza evidentierea
simultana a datelor cu indicatorul mouse-ului.

Sfat: Daca Mouse Highlighting
(Evidentiere cu mouse-ul) este
dezactivata, apasati tasta Control pentru a
activa temporar evidentierea.

Restore Default Window Layout
(Restabilire Aspect fereastra
implicit)

Restabileste aranjarea ferestrei la setarile
implicite.
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Tabelul 11. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date), continuare

Element de
meniu Comanda Functie
Export Exporta toate fisele de date Va permite sa selectati daca doriti sa exportati
(Exportare) toate vizualizarile foilor de calcul din fiecare
fila intr-un fisier .csv, .txt. Excel sau .xml.
Export RDML File (Exporta un Va permite sa selectati versiunea 1.1 sau 1.0 a
fisier RDML) RDML, n care sa exportati fisierul.
Custom Export (Export Deschide fereastra Custom Export (Export
personalizat) personalizat) in care pot fi specificate
cémpurile de exportat si formatul fisierului.
Export to LIMS Folder (Exportare Deschide o fereastra pentru a salva datele intr-
n folderul LIMS) un format predeterminat in folderul LIMS.
Seegene Export (Exportare Deschide o fereastra pentru a identifica locul
Seegene) de salvare a datelor din toate foile de calcul in
fisiere Excel structurate special pentru a fi
utilizate de Seegene, Inc.
Sfat: De asemenea, puteti porni automat
programul Seegene Viewer dupa export.
Pentru mai multe informatii, consultati
Comenzile meniului Tools
(Instrumente) de la pagina 63.
Tools Reports (Rapoarte) Deschide Raportul pentru acest fisier de date.

(Instrumente)
Well Group Reports (Rapoarte

pentru grupuri de godeuri)

Deschide fereastra Well Group Report
(Rapoarte pentru grupuri de godeuri) pentru a
genera rapoarte pentru grupurile de godeuri
specificate.

Import Fluorophore Calibration
(Importare calibrare fluorofor)

Selectati un fisier de calibrare de aplicat
fisierului de date curent.

gbase+

Lanseaza gbase+ v2.5 direct din fisierul .pcrd
curent, daca este instalat.

Generate LIMS PLRN file
(Generare fisier LIMS PLRN)

Salveaza fisierul de date ca fisier .pIrn
formatat LIMS.
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Detalii fila

Fiecare fila din fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza datele in grafice si foi de calcul pentru
0 anumitd metoda de analiza si include un selector de godeu pentru selectarea datelor pe care doriti
sa le afisati. Cand se deschide, Data Analysis (Analiza date) afiseaza implicit fila Quantification
(Cuantificare). Puteti utiliza datele din graficul Amplification (Amplificare) din fila Quantification
(Cuantificare) pentru a determina setarile adecvate de analiza pentru rulare.

Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools &, piate Setup -‘;‘ Fluorophore ‘ ?
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Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Nota: Software-ul asociaza datele din panourile fiecarei file Data Analysis (Analiza date). De
exemplu, evidentierea unui godeu prin plasarea indicatorului mouse-ului pe godeu in
vizualizarea selector de godeuri evidentiaza datele din toate celelalte panouri.

Selectorul Step Number (Numar pas)

Sistemele CFX Opus 96 Dx si CFX Opus 384 Dx pot obtine date de fluorescenta in mai multi pasi de
protocol; software-ul mentine datele obtinute la fiecare pas in mod independent. CFX Maestro Dx SE
afiseaza selectorul Step Number (Numar pas) sub graficul Standard Curve (Curba standard) din fila

Quantification (Cuantificare). Atunci cand un protocol contine cel putin un pas de colectare a datelor,
CFX Maestro Dx SE afiseaza datele din primul pas de colectare.

Daca protocolul contine mai mult de un pas de colectare, puteti selecta un alt pas din lista verticala.
De exemplu:

Step Mumber: |3 e
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Atunci cand selectati un pas, software-ul aplica acea selectie tuturor datelor afisate in fereastra Data
Analysis (Analiza date).

Vizualizarea grupurilor de godeuri in Data Analysis (Analiza
date)

Godeurile din placa pot fi grupate in subseturi pentru analiza independenta utilizand grupuri de
godeuri. Cand creati grupuri de godeuri, denumirea grupului apare in fereastra Data Analysis
(Analiza date), in lista verticala Well Groups (Grupuri de godeuri) de pe bara de instrumente.

Daca ati creat grupuri de godeuri, software-ul afiseaza grupul implicit de godeuri All Wells (Toate
godeurile) atunci cand deschideti fereastra Data Analysis (Analiza date), afisand datele din toate
godeurile cu continut in grafice si foi de calcul. Doar godeurile din grupul de godeuri respectiv
incarcate cu continut apar in selectorul de godeuri si doar datele pentru godeurile respective sunt
incluse in calculele analizei datelor.

Sfat: Pentru a crea, edita si sterge grupuri de godeuri, faceti clic pe Manage Well Groups
(Gestionare grupuri de godeuri) de pe bara de instrumente.

Nota: Daca nu ati creat grupuri de godeuri, lista verticala Well Groups (Grupuri de godeuri) nu va
aparea n bara de instrumente.

Modificarea continutului godeurilor dupa o rulare

In timpul analizei datelor, modificarea modului in care sunt afisate datele prin modificarea continutului
godeurilor in Plate Editor (Editor placa) nu modifica niciodata datele de fluorescenta colectate din
fiecare godeu in timpul rularii. Dupa ce modulul colecteaza datele de fluorescenta, acele date nu pot fi
sterse, dar puteti sa le eliminati din vizualizare si din analiza.

Pentru modificarea continutului godeurilor dupa o rulare

» infereastra Data Analysis (Analiza date), faceti clic pe Plate Setup (Configuratie placa) si selectati
una dintre urmatoarele optiuni:

B Edit/View Plate (Editare/Vizualizare placa) — deschide Plate Editor (Editor placa), unde
puteti face modificari manuale la configuratie.

B Replace Plate File (inlocuire figier placa) — deschide browser-ul Select Plate (Selectare
placa), in care puteti naviga la un fisier placa salvat anterior cu care sa inlocuiti structura
curenta a placii.

B Apply PrimePCR file (Aplicare figier PrimePCR) — deschide caseta de dialog Select
PrimePCR file (Selectare fisier PrimePCR), in care puteti naviga la un fisier de rulare
PrimePCR, pe care il puteti aplica structurii placii.
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Sfat: Puteti adauga sau edita informatii despre continutul godeului inainte de o rulare, in timpul
sau dupa o rulare sau dupa finalizarea unei rulari PCR. Trebuie sa atribuiti modul de scanare si
dimensiunea placii inainte de rulare. Acesti parametri nu pot fi modificati dupa rulare.

Ghid de utilizare | 191



Capitolul 10 Prezentare generala a ferestrei Data Analysis (Analiza date)

Data Analysis Settings (Setari Analiza date)

Datele graficului Amplification (Amplificare) din fila Quantification (Cuantificare) indica unitatea de
fluorescenta relativa (RFU) pentru fiecare godeu din fiecare ciclu. Fiecare urma din grafic reprezinta
datele de la un singur fluorofor dintr-un godeu. Aceste date sunt utilizate pentru determinarea valorilor
Cq pentru fiecare godeu si fiecare fluorofor. Software-ul foloseste unul dintre cele doua moduri pentru
a determina valorile Cq:

B Regression (Regresie) — aplica un model de regresie neliniar, cu mai multe variabile, urmelor
individuale ale godeului, iar apoi utilizeaza modelul respectiv pentru a calcula o valoare C
optima.

B Single Threshold (Prag unic) — foloseste o singuréa valoare de prag pentru a calcula valoarea Cg
in functie de punctul de depasire a pragului urmelor de fluorescenta individuale.

Selectati Settings> Cq Determination Mode (Setari > Mod determinare Cq) pentru a alege modul de
determinare a C .

Ajustarea pragului

In modul Single Threshold (Prag unic), puteti ajusta pragul pentru un fluorofor facand clic pe linia de
prag din graficul Amplification (Amplificare) si deplasand indicatorul mouse-ului pe verticala.
Alternativ, puteti specifica un prag exact pentru fluoroforul existent.

Setarea Nivel initial

Software-ul seteaza automat nivelul initial individual pentru fiecare godeu. Setarea Nivel initial
determina metoda de scadere a nivelului initial pentru toate urmele de fluorescenta. Software-ul ofera
trei optiuni de scadere a nivelului initial:

B No Baseline Subtraction (Fara scadere a nivelului initial) — afiseaza datele sub forma de urme
de fluorescenta relativa. Anumite analize nu sunt posibile ih acest mod de analiza, prin urmare
software-ul nu afiseaza filele Gene Expression (Expresie genica), End Point (Momentul final) si
Allelic Discrimination (Discriminare alelica).

B Baseline Subtracted (Nivelul initial scazut) — afiseaza datele sub forma de urme din care s-a
scazut nivelul initial pentru fiecare fluorofor dintr-un godeu. Software-ul trebuie sa scada nivelul
initial din date pentru a determina ciclurile de cuantificare, construi curbele standard si determina
concentratia probelor necunoscute. Pentru a genera o urma din care s-a scazut nivelul initial,
software-ul integreaza cea mai buna linie dreapta prin fluorescenta inregistrata a fiecarui godeu
in timpul ciclurilor initiale, apoi scade datele cele mai potrivite din datele de fond din care s-a
scazut nivelul initial 1a fiecare ciclu.
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m Baseline Subtracted Curve Fit (Potrivirea curbei din care s-a scazut nivelul initial) — afiseaza
datele drept urme din care s-a scazut nivelul initial, iar software-ul ajusteaza curba din care s-a
scazut nivelul initial folosind un filtru de medie centrat. Acest proces este realizat in asa fel incat
fiecare Cq sa ramana invariabila.

Pe langa aceste optiuni, puteti selecta si Apply Fluorescent Drift Correction (Aplicare corectie deviatie
fluorescenta). Pentru godeurile care au valori de deviatie RFU anormale n timpul primelor cateva cicluri
ale unei rulari, software-ul deriva un nivel initial estimat din godeurile adiacente pentru care s-a generat
cu succes un nivel initial orizontal.

Pentru a schimba setarea scaderii nivelului initial:

P> Selectati Settings > Baseline Setting (Setari > Setarea nivelului de referinta).

Analysis Mode (Mod Analiza)

Datele pot fi grupate si analizate fie dupa fluorofor, fie dupa denumirea tintei. Atunci cand sunt grupate
dupa fluorofor, urmele de date sunt afisate in functie de fluorofor, asa cum este indicat de configuratia
placii pentru rularea respectiva. Datele individuale ale fluoroforului apar in graficul curbei de amplificare
si in graficul curbei standard (daca este disponibil) atunci cand sunt bifate casetele de selectare a
fluoroforului localizate sub graficul de amplificare.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
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Atunci cand sunt grupate dupa tintd, urmele de date sunt afisate in functie de denumirea tintei, asa
cum a fostintrodusa in configuratia placii pentru rularea respectiva.

Pentru a alege un mod de analiza a datelor
» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Selectati Settings > Analysis Mode (Setari > Mod Analiza).
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®  Alegeti un mod din meniul vertical Analysis Mode (Mod Analiza) de pe bara de instrumente.

Cycles to Analyze (Cicluri de analizat)

Puteti restrictiona numarul de cicluri de analizat. Puteti, de asemenea, analiza date dintr-un anumit set
de cicluri. Numarul maxim de cicluri pe care le puteti analiza este 50.

Nota: Eliminarea ciclurilor de la inceputul unei rulari poate avea un impact semnificativ asupra
valorii initiale.

Pentru a restrictiona analiza datelor la un anumit interval de cicluri
1. Selectati Settings > Cycles to Analyze (Setari > Cicluri de analizat).

Va aparea caseta de dialog Cycles to Analyze (Cicluri de analizat).
2. Introduceti valorile ciclului initial si final si faceti clic pe OK.

Faceti clic pe Restore Defaults (Restaurare valori implicite) din caseta de dialog Cycles to Analyze
(Cicluri de analizat) pentru a reveni la ciclurile utilizate original pentru analiza.
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Selectorul de godeuri

Selectorul de godeuri

Folositi Selectorul de godeuri pentru a afisa sau ascunde datele godeurilor in graficele sau foile de
calcul din fereastra Data Analysis (Analiza date). Doar godeurile incarcate cu proba pot fi selectate in
selectorul de godeuri. Software-ul coloreaza godeurile din Well Selector (Selectorul de godeuri):

B Albastru - indica godeurile selectate. Datele din godeurile selectate apar in fereastra Data
Analysis (Analiza date).

B Grideschis — indica godeurile neselectate. Datele din godeurile neselectate nu apar in fereastra
Data Analysis (Analiza date).

B Griinchis - indica godeurile goale.

Unk1 |Unk2| Unk3

| mmm
=[]

Pentru a afisa sau ascunde datele godeurilor

» inselectorul de godeuri, urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

Pentru a ascunde un godeu, faceti clic pe godeul respectiv. Pentru a afisa godeul respectiv,
faceti clic din nou pe el.

Pentru a ascunde mai multe godeuri, trageti cu mouse-ul peste godeurile pe care doriti sa le
selectati. Pentru a afisa godeurile respective, trageti din nou cu mouse-ul peste godeuri.

Faceti clic pe coltul din stdnga sus al placii pentru a ascunde toate godeurile. Faceti clic din
nou pe coltul din stanga sus pentru a afisa toate godeurile.

Faceti clic pe inceputul unei coloane sau al unui rand pentru a ascunde godeurile respective.
Faceti clic din nou pe coloana sau pe rand pentru a afisa godeurile.
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Elementele de meniu afisate prin clic dreapta in Well Selector

(Selector godeuri)

Tabelul 12 listeaza optiunile afisate prin clic dreapta disponibile in vizualizarea selector de godeu.

Tabelul 12. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta in vederea de selectie a godeurilor

Element

Well XX (Godeu XX)

Functie

Afiseaza numai acest godeu, elimin& acest godeu din vizualizare,
seteaza culoarea pentru acest godeu sau exclude acest godeu din
analiza.

Selected Wells (Godeuri
selectate) (faceti clic dreapta si
trageti)

Afiseaza numai aceste godeuri, elimina aceste godeuri din vizualizare,
seteaza culoarea pentru aceste godeuri sau exclude aceste godeuri
din analiza.

Copy (Copiere)

Copiaza continutul godeului pe clipboard, inclusiv Sample Type (Tip
proba) si Replicate # (Nr. replicat) optional.

Copy as Image (Copiere ca
imagine)

Copiaza vizualizarea selector de godeu sub forma de imagine.

Print (Imprimare)

Imprima vizualizarea selector de godeu.

Print Selection (Imprimare
selectie)

Imprima selectia curenta.

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv (Exportare in
CSV)

Exporta datele ca document .csv.

Export to Xml (Exportare in
Xml)

Exporta datele drept document .xml.

Well Labels (Etichete godeuri)

Schimba etichetele godeurilor in Sample Type (Tip proba), Target
Name (Denumire tintd) sau Sample Name (Denumire proba).
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Excluderea temporara a godeurilor din analiza

Pentru a exclude temporar godeuri din analiza datelor

1.

Selectorul de godeuri

Faceti clic dreapta pe godeu in selectorul de godeuri, pe o urma de fluorescenta sau pe un punct
reprezentat grafic pe curba standard. Pentru a exclude godeurile multiple, faceti clic dreapta si
trageti pentru a evidentia mai multe godeurile, urme sau puncte.

Din meniul afisat prin clic dreapta, alegeti optiunea corespunzatoare:

Well > Exclude Well (Godeu > Excludere godeu)

Selected Wells > Exclude from Analysis (Godeuri selectate > Excludere din analiza)

Selected Traces > Exclude these wells from Analysis (Urme selectate > Excludere aceste

godeuri din analiza)

Amplification

Standard Curve

View Only Well F9
Remove Well F9 From View

Set Color...

353 Siopes-3.253 e 35553
20 399 SI0p==-3 339 35451
2=1.000 SI0p==-3 428 =35 216

Exclude Well F9 From Analysis E
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id L Copy
: 7 . ; Save Image As...
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iy If 1 Page Setup...
L) g% >=tup
et s a7, i ' Eon
’ 9 0 = Show Point Values
Cycles
Set Scale to Default
| Tubulin  [7] Actin IL1b GAPDH Chart Settings..

Step Number: |3 ~

Alternativ, pentru a elimina permanent godeuri din analiza, stergeti continutul godeului in Plate
Editor (Editor placa), facand clic pe butonul Clear Wells (Stergere godeuri).

Important: Trebuie sa reintroduceti orice continut de godeu care este debifat.

Pentru a include un godeu exclus

» Faceti clic dreapta pe godeul corespunzator in selectorul de godeuri si selectati Well > Include
Well in Analysis (Godeu > Includere godeu in analiza).
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Grafice

Fiecare grafic din fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza datele intr-o reprezentare grafica
diferita si include optiuni pentru ajustarea si exportarea datelor sau a imaginilor din grafice.

Instrumente grafic

Tabelul 13 listeaza optiunile afisate prin clic dreapta disponibile in majoritatea graficelor.

Tabelul 13. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta comune majoritatii graficelor

Element Functie

Copy (Copiere) Copiaza graficul pe clipboard.

Save Image As... (Salvati Salveaza graficul ca fisier imagine. Configurati rezolutia si

imaginea ca...) dimensiunile imaginii, apoi selectati tipul fisierului (PNG, GIF, JPG,
TIF sau BMP).

Page Setup... (Configurare Selecteaza configurarea paginii pentru imprimare.

pagina...)

Print... (Imprimare...) Imprima graficul.

Set Scale to Default (Setare Afiseaza toate datele in graficul cu bare. Barele de defilare apar daca

scara la implicit) exista prea multe puncte de date/probe de afisat in cadrul graficului.

Setari grafic Deschide caseta de dialog Chart Settings (Setari grafic), in care puteti

modifica optiunile de afisare ale graficului, inclusiv:

De asemenea, instrumente pentru grafic apar in fiecare grafic in fereastra Data Analysis (Analiza
date). Toate graficele afiseaza urmatoarele instrumente:

Copy to Clipboard (Copiere pe clipboard) — copiaza continutul graficului pe clipboard.

Chart Settings (Setari grafic) — deschide caseta de dialog Chart Settings (Setari grafic), in care puteti
modifica optiunile de afisare ale graficului.

Export (Exportare) — deschide caseta de dialog Export Options (Optiuni de exportare), din care puteti
modifica rezolutia si dimensiunea graficului si il puteti salva intr-o locatie specificata, sub forma unuia
dintre urmatoarele tipuri de fisier:

®  bmp
" jpg
H  png
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Instrumente din graficul cu bare
Pe langa instrumentele din grafic, graficele cu bare afiseaza urmatoarele instrumente:
Sort (Sortare) — sorteaza tintele si probele in ordine alfabetica sau in ordine alfabetica inversa.

Color Settings (Setari culoare) — deschide caseta de dialog Color Settings (Setari culoare), in care
puteti schimba culoarea tintelor si probelor.

Pentru mai multe informatii despre aceste instrumente, consultati Schimbarea si adnotarea vizualizarii
graficului de la pagina 258.

Instrumente din graficul Amplification (Amplificare)
Pe langa cele enumerate mai sus, graficele de amplificare afiseaza urmatoarele instrumente:

Trace Styles (Stiluri Urme) — deschide caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), in care puteti
modifica aspectul urmelor in graficul de amplificare.

Baseline Threshold (Prag de referintd) — deschide caseta de dialog Baseline Threshold (Prag de
referintd), in care puteti modifica valoarea de referinta implicitd pentru godeurile selectate sau puteti
schimba pragul pentru fiecare curba de fluorescenta din graficul de amplificare.

Copierea datelor din grafic pe clipboard

Puteti copia continutul din vizualizarea graficului si lipi acest continut in orice aplicatie care accepta
fisiere imagine bitmap.

Pentru a copia date din grafic pe clipboard
1. Dininstrumentele pentru grafic, selectati pictograma Copy to Clipboard (Copiere in clipboard).
2. Deschideti o aplicatie care accepta imagini bitmap, de exemplu Microsoft Word.

3. Faceti clic dreapta si selectati Paste (Lipire) pentru a lipi imaginea bitmap din clipboard in
aplicatie.

Modificarea setarilor de afisare a graficului

Utilizati caseta de dialog Chart Settings (Setari grafic) pentru a modifica titlurile, caracterele si
dimensiunile, scara axei si pozitionarea legendei pentru graficul afisat. Modificarile efectuate sunt
aplicate numai graficului afisat si sunt salvate impreuna cu graficul.

Pentru a modifica setarile de afisare a graficului
1. Din instrumentele graficului, faceti clic pe Chart Settings (Setari grafic).

Apare caseta de dialog Chart Settings (Setari grafic).
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Chart Settings

Chart And Axes  Fonts  Axes Scale

Chart Title

Title: [ Amplfication Use Default Chart Title
K-Pods

Title: | Cycles Use Default X-Ads Title

Labels Origntation: [] Angled
Y-Piis

Title: |RFU Use Default Y-Axis Title

Apply QK Cancel

2. Selectati fila Chart And Axes (Grafic si axe) pentru:
B Aintroduce un titlu pentru grafic.
B Aintroduce un titlu nou pentru axa x si a schimba unghiul etichetelor.
B Aintroduce un titlu nou pentru axay.

3. Selectati fila Fonts (Caractere) pentru a modifica caracterul si dimensiunea caracterului utilizate
n grafic.

Sfat: Implicit, dimensiunea caracterului este scalata automat odata cu modificarea
dimensiunii graficului. Selectati Change Font Size (Modificare dimensiune caracter) pentru a
seta o dimensiune de caracter statica pentru fiecare tip de eticheta.

4. Selectati fila Axes Scale (Scara axe) pentru:

B Adebifa optiunile de scalare automata a axelor x si y si a specifica valorile de scalare
minime si maxime.

B Aalege afisarea de linii de grila sau de gradatii pe grafic.
5. Selectati fila Legend (Legenda) pentru:

B Aalege sa ascundeti legenda graficului.

B A modifica pozitia implicita a legendei graficului.

Nota: Cand legenda este pozitionata in stanga sau dreapta graficului, afiseaza numai primii
zece fluorofori din grafic.
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6. Faceti clic pe Apply (Aplicare) in orice moment pentru a vizualiza modificarile setarilor graficului
fara a salva modificarile.

7. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la grafic.
Exportarea graficului

Folositi aceasta caseta de dialog pentru a modifica latimea, inaltimea si rezolutia graficului, ca sa-I
exportati in unul dintre urmatoarele formate de fisier:

m  bmp
" jpg
E  png

Puteti apoi utiliza graficul exporta pentru a va afisa rezultatele in sesiuni de prezentare, prezentari
Microsoft PowerPoint si publicatii de specialitate.

Nota: Atunci cand modificati setarile, luati in considerare urmatoarele:
B Limitele maxime si minime de latime si inaltime

O La72dpi:0,1-83in

O La96dpi:0,1-62 in

O LA150dpi:0,1-40in

O La300dpi:0,1-20in

O La600dpi:0,1-10in

[0 La toate rezolutiile: 2-6.000 pixeli

B Raportul de aspect se bazeaza pe latime.

Pentru a exporta graficul

1. Dininstrumentele graficului, faceti clic pe Export (Exportare).

Va aparea caseta de dialog Export Preview (Previzualizare export).
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2.
3.
4.

5.

Export Preview

Width: T Resolution {dpi): |gg - T
Height: 314 Mairtain Aspect Ratio [ Gray Scale Cancel

Size (wx h)in Inches: 4.875x 3.24 (®) Export Entire Chart (C) Export Displayed View

Modificati setarile pentru afisare dupa cum este necesar.

Faceti clic pe Export (Exportare).

In caseta de dialog Export (Exportare), urmati procedura urmatoare:

a. (Optional) Navigati la folderul in care doriti sa salvati fisierul grafic.

b. Tastati o denumire pentru fisier si alegeti un tip de fisier din lista verticala.

Faceti clic pe Save (Salvare) pentru a salva fisierul grafic.

Modificarea setarilor de prag pentru nivelul initial

In modul Single Threshold (Prag unic), puteti ajusta pragul pentru un fluorofor ficand clic pe linia de
prag din graficul Amplification (Amplificare) si deplasénd indicatorul mouse-ului pe verticala.
Alternativ, puteti specifica un prag exact pentru fluoroforul existent.

Sfat: Puteti specifica un interval de cicluri pentru a determina nivelul initial pentru toate fisierele
de date din fila Data Analysis (Analiza date) din User > User Preferences (Utilizator > Preferinte
utilizator).

Pentru a ajusta ciclul initial pentru inceput si sfarsit pentru fiecare godeu

1.

Tn fila Quantification (Cuantificare), in graficul Amplification (Amplificare) selectati un singur
fluorofor.

Din instrumentele pentru grafic, selectati Baseline Threshold (Pragul nivel initial).
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Va fi afisata caseta de dialog Baseline Threshold (Prag nivel initial).
3. Insectiunea Baseline Cycles (Cicluri nivel initial), urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a selecta un godeu, faceti clic pe numarul de rand al acesteia.

B Pentru a selecta mai multe godeuri adiacente, faceti clic pe numarul de rand al primului
godeu si deplasati cursorul in jos de-a lungul coloanei pana la ultimul godeu.

B Pentru a selecta mai multe godeuri neadiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe numarul de
rand al fiecarui godeu tinta.

B Pentru a selecta toate godeurile, faceti clic in coltul din stanga sus al tabelului.

4. Ajustati ciclul initial pentru inceput si ciclul initial pentru sfarsit pentru toate godeurile selectate
sau modificati numarul ciclurilor de inceput si de sfarsit in partea de jos a foii de calcul.

Sfat: Pentru a readuce setarile la ultimele valori salvate, faceti clic pe Reset All User Defined
Values (Resetare toate valorile definite de utilizator).

5. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la grafic.
Pentru a specifica un interval de cicluri pentru toate fisierele de date

» Din fereastra Home (Pagina de pornire) sau fereastra Plate Editor (Editor placa), selectati User
(Utilizator) > User Preferences (Preferinte utilizator) si alegeti fila Data Analysis (Analiza date).

Ghid de utilizare | 203



Capitolul 10 Prezentare generala a ferestrei Data Analysis (Analiza date)

Sortarea datelor tintei, probei si grupului biologic
Nota: Aceasta optiune este disponibila numai in graficele de expresie genica.

Implicit, listele Targets (Tinte), Samples (probe), si Biological Groups (Grupuri biologice) apar in
ordine alfabetica. Utilizati caseta de dialog Sort (Sortare) pentru a sorta afisajul in ordine alfabetica
inversa sau pentru a muta manual un termen in alta pozitie din lista.

Pentru a sorta datele pentru tinta, proba si grupul biologic
1. Din instrumentele graficului, faceti clic pe Sort (Sortare).

Va aparea caseta de dialog Gene Expression Chart Sorting (Sortare grafic expresie genica).

Actin
IL1Beta
Tubulin

OHr
1Hr
2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

L] [ ]l

oK Cancel

2. In caseta de dialog, faceti clic pe Z-A pentru a sorta lista in ordine alfabetica inversa.
3. Pentru a muta manual un termen, selectati- si faceti clic pe butonul corespunzator dintre grafice:
B Faceti clic pe sageata Tn sus sau In jos pentru a muta termenul selectat cu o pozitie.

B Faceti clic pe s&geata bara In sus sau In jos pentru a muta termenul selectat in partea de sus
sau de jos a listei.

4. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).
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Modificarea setarilor de culoare pentru tinta si proba

Nota: Aceasta optiune este disponibila numai in graficele de expresie genica.

Utilizati caseta de dialog Color Settings (Setari culoare) daca doriti sa modificati culoarea unei tinte
sau a unei probe sau daca doriti sa eliminati elementul respectiv din grafic.

Pentru a modifica setarile de culoare

1.

Din instrumentele graficului, selectati Color Settings (Setéari culoare).

Apare caseta de dialog Color Settings (Setari culoare).

Color Settings

Targets
Name & Color | [v Show Chart
1 v
2 GAPDH v
s e N
4 Tubulin v

Use Solid Colors Cancl

Daca doriti sa modificati culoarea afisajului pentru o tintd sau o proba, faceti clic pe culoarea sa in
coloana Color (Culoare).

In caseta de dialog Color (Culoare) care apare, selectati o culoare noua si faceti clic pe OK.

Pentru a elimina un element din graficul de expresie genica, debifati caseta de selectare aferenta
din coloana Show Chart (Afisare grafic).

Sfat: Pentru a elimina toate elementele din graficul de expresie genica, debifati caseta de
selectare Show Chart (Afisare grafic) in capul de tabel.

(Optional) Implicit, culoarea graficului cu bare este afisata cu gradient. Pentru a afisa culoarea in
forma compacta, selectati optiunea Use Solid Colors (Utilizare culori compacte).

Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).
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Marirea unei zone a graficului

Pentru a mari o zona a graficului

P Faceti clic si deplasati mouse-ul deasupra graficului, apoi faceti clic pe Zoom (Marire). Software-
ul redimensioneaza graficul si il centreaza asupra zonei selectate.

Nota: Pentru graficul cu bare, nu este necesar sa faceti clic pe comanda pop-up Zoom
(Marire).

Pentru a reseta graficul la vizualizarea completa

P Faceti clic dreapta in grafic si selectati Set Scale to Default (Setare scara la implicit).

Copierea graficelor intr-un fisier Microsoft

Puteti copia grafice de date in documente Microsoft Word, Excel sau PowerPoint. Rezolutia imaginii
corespunde cu cea a ecranului din care a fost obtinuta aceasta.

Pentru a copia grafice intr-un fisier Microsoft

1. Infereastra Data Analysis (Analiza date), faceti clic pe Copy To Clipboard (Copiere in clipboard)
in coltul din dreapta sus al panoului graficului.

2. Deschideti un fisier Microsoft gol si lipiti continutul din clipboard.

Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru
grafice

Tabelul 14 listeaza elementele de meniu afisate prin clic dreapta disponibile in grafice. Cateva dintre
elementele disponibile sunt prezente in toate graficele, iar aceste elemente pot fi utilizate pentru a
schimba modul de afisare sau pentru a exporta cu usurinta datele dintr-un grafic.

Tabelul 14. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru grafice

Element Functie

Copy (Copiere) Copiaza graficul pe clipboard.

Save Image As Salveaza imaginea la o dimensiune, rezolutie si tip de fisier, specificate, inclusiv
(Salvati imaginea PNG (implicit), JPG si BMP.

ca)
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Element Functie

Page Setup Afiseaza optiunile de configurare a tiparirii.
(Configurare

pagina)

Print (Imprimare) Imprima graficul.

Set Scale to Default Restaureaza vizualizarea implicita a graficului dupa ce acesta a fost marit.
(Setare scarala

implicit)
Chart Options Deschide fereastra Chart Options (Optiuni grafic) pentru a modifica graficul,
(Optiuni grafic) incluzand schimbarea titlului, selectarea limitelor pentru axele x si y, afisarea

liniilor grilei si a gradatiilor minore de pe axe.

Nota: Elementele de meniu care se aplica graficelor specifice sunt descrise in Capitolul 11,
Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date).
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Foi de calcul

Foile de calcul afisate in Data Analysis (Analiza date) includ optiuni pentru sortarea si transferarea
datelor. Sortati coloanele folosind una dintre aceste metode:

B Faceti clic pe si trageti o coloana intr-o noua locatie din tabelul selectat.

B Faceti clic pe antetul coloanei pentru a sorta datele in ordine ascendenta sau descendenta.
Pentru a sorta pana la trei coloane de date din fereastra Sort (Sortare)

1. Faceti clic dreapta in foaia de calcul si selectati Sort (Sortare).

2. In caseta de dialog Sort (Sortare), selectati titlul primei coloane pe care doriti s& o sortati. Sortati
datele in ordine ascendenta sau descendenta.

3. Selectati a doua sau a treia coloana pe care doriti sa o sortati si alegeti Ascending (Ascendent)
sau Descending (Descendent).

4. Faceti clic pe OK pentru a sorta datele sau clic pe Cancel (Anulare) pentru a opri sortarea.

Sfat: Evidentiati datele din graficele asociate si selectorul de godeuri tindnd indicatorul mouse-
ului pe o celula. Faceti clic intr-o celula pentru a copia si lipi continutul acesteia in alt program
software.

Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru
foile de calcul

Tabelul 15 listeaza elementele de meniu afisate prin clic dreapta disponibile in orice vizualizare a foii
de calcul.

Tabelul 15. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru foile de calcul

Element Functie

Copy (Copiere) Copiaza continutul godeurilor selectate pe clipboard, apoi lipeste
continutul intr-o foaie de calcul precum un document Excel.

Copy as Image (Copiere ca Copiaza vizualizarea foii de calcul sub forma de fisier imagine si o
imagine) lipeste intr-un fisier care accepta un fisier imagine, precum fisierele
text, imagine sau foaie de calcul.

Print (Imprimare) Imprima vizualizarea curenta.
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Tabelul 15. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru foile de calcul, continuare

Element

Print Selection (Imprimare
selectie)

Functie

Imprima selectia curenta.

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Text (Exportare in
Text)

Exporta datele intr-un editor de text.

Export to Csv (Exportare in
CSV)

Exporta datele intr-un fisier .csv.

Export to Xml (Exportare in Xml)

Exporta datele intr-un fisier xml.

Export to Html (Exportare in
Html)

Exporta datele intr-un fisier Html.

Find (Gasire)

Cauta text.

Sort (Sortare)

Sorteaza datele din pana la trei coloane.

Select Columns (Selectare
coloane)

Selecteaza coloanele care vor fi afisate in foaia de calcul.
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Export (Exportare)

CFX Maestro Dx SE ofera mai multe optiuni de exportare din meniul vertical Export (Exportare):

B Exporta toate fisele de date

Export RDML Files (Exporta fisierele RDML)

B Custom Export (Export personalizat)

B Exportto LIMS Folder (Exportare in folderul LIMS)

B Seegene Export (Exportare Seegene)

Exportarea tuturor fiselor de date

Puteti exporta toate vizualizarile foilor de calcul din fiecare fila a CFX Maestro Dx SE in fisiere
individuale.

Pentru a exporta toate fisele de date

» Selectati Export > Export All Data Sheets (Exportare > Exporta toate fisele de date) si apoi
selectati tipul de fisier dorit:

CSV (*.csv)
Text (*.txt)
Registru de lucru Excel (* .xIsx)

Analizele exportate sunt salvate in mai multe registre de lucru Excel cu o foaie de lucru cu
date de analiza pentru fiecare fisier. In cazul in care o analiza include mai multi fluorofori,
datele de la fiecare fluorofor sunt exportate intr-o foaie separata de lucru.

Registru de lucru Excel - combinat (* .xIsx)

Analizele exportate sunt salvate intr-un singur registru de lucru Excel care include mai multe
foi de lucru, cate una pentru fiecare set de date de analiza.

Excel 97 - 2003 (*.xls)

XML (*xml)

Exportarea fisierelor RDML

RDML este un standard structurat si universal de date pentru realizarea de schimburi de date PCR
cantitativ (QPCR). Standardul de date este un fisier text in format Extensible Markup Language (.xml).
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Consultati site-ul web al Consortiului International RDML (www.rdml.org) pentru informatii
suplimentare despre formatul de schimb de date RDML.

Nota: Salvati fisierul RDML ca versiune 1.1 daca utilizati versiunea 2.3 sau o versiune ulterioara
a software-ului gbase+.

Pentru a exporta un figier RDML

1. Selectati Export (Exportare) > Export RDML Files (Exportare fisiere RDML) si selectati RDML v1.1
sau RDML v1.0 din lista care apare.

Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).

2. In caseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati un nume de fisier si locul in care doriti s&
salvati fisierul RDML.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierul exportat.
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Crearea unui fisier de exportare particularizata
Pentru a crea un fisier de exportare particularizata

1. Selectati Export > Custom Export (Exportare > Exportare particularizata). Apare caseta de dialog
Custom Export (Exportare particularizata).

Custom Export

Export Format: | CSV (".csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Wel Wel

Ruorophore Fluorophare
Target Name 'Ic'gﬁgtmName
Contfarrt Sample Name
[] Replicate Number Cq

Sample Name
[ Biclogical Group Mame
[] Wel Mate

Guartification

Ca

Starting Quartity

[] Cq Mean

[] Caq Standand Deviation

[] Quantity Standand Deviation

Melt Curve

[] Met Temperature

[] Met Peak Height

[] Mett Peak Begin Temperature
[] Mett Peak End Temperature

End Poirt

[ End Foint Cal
[] End RFU

Starting Quartity

[ L] D

Customize Column Mames...

Set az Default Configuration

co

2. Selectati formatul de exportare din lista verticala care apare.
3. Bifati casetele de selectare pentru elementele de exportat.

4. (Optional) Faceti clic pe Customize Column Names (Personalizare nume coloana) pentru a
modifica numele coloanei.

5. Faceti clic pe Export (Exportare). Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).
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6. In caseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati un nume de fisier si locul in care doriti s&
salvati fisierul exportat.

7. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierul exportat.
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Exportarea intr-un folder LIMS

Puteti exporta datele intr-un format de fisier compatibil cu LIMS. Pentru mai multe informatii despre
crearea, gestionarea si utilizarea fisierelor LIMS, consultati Anexa C, Integrare LIMS.

Pentru a exporta datele in format LIMS
1. Selectati Export > Export to LIMS Folder (Exportare > Exportare in folder-ul LIMS).
Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).

2. In caseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati un nume de fisier si locul in care doriti sa
salvati fisierul exportat.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierul exportat.

Exportarea de date in format Seegene

Puteti exporta datele din toate vizualizarile foilor de calcul in fisiere Excel structurate special pentru a
fi utilizate de Seegene, Inc.

Sfat: De asemenea, puteti porni automat programul Seegene Viewer in momentul finalizarii
exportului. Pentru mai multe informatii, consultati Comenzile meniului Tools (Instrumente) de la
pagina 63.

Pentru a exporta date intr-un format specific Seegene
1. Selectati Export > Seegene Export (Exportare > Exportare Seegene).
Se afiseaza caseta de dialog Browse For Folder (Rasfoire dupa folder).

2. In caseta de dialog Browse For Folder (R&sfoire dupa folder), specificati localizarea folderului in
care doriti s salvati fisierele in format Seegene Excel (.xIsx) exportate.

Analizele sunt exportate in mai multe fisiere Excel Workbook cu o singura fila de date de analiza
pentru fiecare fisier.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierele exportate.
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(Analiza date)

Fereastra de analiza a datelor din Software-ul CFX Maestro Dx SE cuprinde mai multe file in de
vizualizare a datelor. Acest capitol explica detaliat aceste file.

Sfat: Puteti alege filele pe care doriti sa le vizualizati in fereastra Data Analysis (Analiza date)
utilizand meniul View (Vizualizare). Aspectul personalizat al ferestrei este salvat impreuna cu

fisierul de date.
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Fila Quantification (Cuantificare)

Utilizati datele din fila Quantification (Cuantificare) pentru a seta conditiile pentru analiza datelor,

inclusiv setarile de nivel initial pentru godeuri individuale si setarile de prag. Fila Quantification
(Cuantificare) afiseaza date in aceste patru vizualizari:

B Graficul Amplification (Amplificare) — afiseaza unitatile de fluorescenta relativa (RFU) pentru
fiecare godeu la fiecare ciclu. Fiecare urma din grafic reprezinta datele de la un singur fluorofor

dintr-un godeu.

B Standard curve (Curba standard) — apare numai daca rularea include godeuri desemnate ca tip
de proba standard (Std). Curba standard afiseaza ciclul de prag reprezentat pe baza logaritmului
cantitatii initiale. Legenda afiseaza Reaction Efficiency (Eficienta reactiilor) (E) pentru fiecare

fluorofor din godeuri cu un tip de proba Standard.

B Well selector (Selector godeuri) — selecteaza godeurile cu datele de fluorescenta pe care doriti sa

le afisati.

B Spreadsheet (Foaie de calcul) — afiseazéa o foaie de calcul a datelor colectate in godeurile
selectate.

ene Expression Multiplex - Time Co

File View Settings Export Tools Elate Setup ~ ‘ =| Fluorophore
Quantfication /78 Quantication Data ] Gene Bxpression 8 Custom Data View ] aC B Run infomation
) Amplification [ ) Standard Curve [ g
w
[ . [
Ir:
» E
2]
2 , 8.
g " N T
° :
B i o
H H [ s
o T . Log Starting Guantity
° © ) » 0 )0( e
Cyoles [ Log Scale T a0 i 93 e 73 e 0

MFam [JHEX []TexasRed [1G5

1 2 [ 3 |+ ls5 s |7 [ s | 10 | n | 12 Wel () Fuor &|Taget O Content 0| Sample | Ca O3]
A NN e e e e (s e Tdn  Se1
5  mmm | TR
c | [T [ B | 5 P Teun sed dla
B = T T2 FIE  FAM  Tubuin S di4

FI7  FAM  Tubdn S5 dis
B I . F08  FAM Tubudn 56 6
i | I | I FIS  FAM  Tubdn 867 di-7
6  std1 || std2 || sta3 |f stas | stas |[ seds | sta7 | I
H || 'star || sta2 || sta3 || stas |[ stas |['stas stz |5 -
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Optiuni fluorofori

Pentru a afisa datele pentru fluorofori in fila Quantification (Cuantificare) a graficelor si foilor de calcul,
selectati fluoroforul (fluoroforii) tinta de sub graficul Amplification (Amplificare). Pentru a ascunde
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datele pentru fluorofori din fereastra Data Analysis (Analiza date), debifati caseta de selectare
aferenta.

Caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme)

Folosind caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), puteti ajusta aspectul urmelor in graficele pentru
amplificare si curba de topire din filele Quantification (Cuantificare) si Melt Curve (Curba de topire).
Apoi puteti previzualiza schimbarile Tn selectorul de godeuri care apare in caseta de dialog Trace
Styles (Stiluri Urme).

Pentru a ajusta stilurile de urme

1. Selectati un singur fluorofor din graficul Amplification (Amplificare).

2. Pentru a deschide caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), efectuati una dintre urmatoarele:
B Faceti clic pe Trace Styles (Stiluri Urme) in graficul Amplification (Amplificare).

B Selectati Settings > Trace Styles (Setari > Stiluri Urme) din bara de meniu Data Analysis
(Analiza date).

B Faceti clic dreapta pe o urma si selectati Trace Styles (Stiluri Urme).

Apare dialogul Trace Styles (Stiluri Urme).

Trace Styles
Fluorophore: Wells Color Symbal
7] ([t v -
Selected Wells: ™
Color Quick Set

‘ Random by Well | | Random by Replicate ‘ | Use Fluor Colors ‘ | Use Target Colors | | Use Sample Colors |

Well Labels: ® Sample Type () Target Name (O Sample Name () Symbal
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3. In caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), selectati un set specific de godeuri in selectorul de
godeuri din panoul de jos. Alternativ, selectati godeurile care contin un tip de proba in meniul
vertical din coloana Wells (Godeuri).

4. Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a alege o culoare pentru godeurile selectate, faceti clic pe caseta din coloana Color
(Culoare).

B Pentru a aloca un simbol godeurilor selectate, selectati un simbol din lista verticala Symbol
(Simbol).

B Pentru a colora rapid godeurile prin eticheta butonului, faceti clic pe setul rapid
corespunzator:

O Random by Well (Aleatoriu dupa godeuri)

O Random by Replicate (Aleatoriu dupa replicate)
[0 Use Fluor Colors (Utilizare culori fluorofor)

[0 Use Target Colors (Utilizare culori pentru tinta)

O Use Sample Colors (Utilizare culori pentru proba)

B Pentru a aloca etichete de godeu, selectati Sample Type (Tip de proba), Target Name
(Denumire tintd), Sample Name (Denumire proba) sau Symbol (Simbol).

Optiunea Log Scale (Scara logaritmica)

Selectati Log Scale (Scara logaritmica) de sub graficul Amplification (Amplificare) pentru a vizualiza
urmele de fluorescenta intr-o scara semi-logaritmica:

=n

Amplification

= BBl B

Cycles Log Scale
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Sfat: Pentru a mari orice zona a graficului, trageti de-a lungul zonei tinta. Pentru a revenila o

vizualizare completd, faceti clic dreapta in grafic si selectati Set Scale to Default (Setare scara la
implicit).

Standard Curve Chart (Grafic Curba standard)

Software-ul creeaza un grafic Standard Curve (Curba standard) in fila Quantification (Cuantificare)
daca datele includ tipuri de proba definite ca Std pentru cel putin un fluorofor din rulare.

=n

Standard Curve -

o
[

Log Starting Quantity

O Sendad

x Uinknawn
——  FAM  E- 020 RAZ-0.005 Slope--3.55 y-Int-35 508
——  HEX E- 54.2% R*2-0.956 Siope—-3 465 y-Int-36.563

Graficul Standard Curve (Curba standard) afiseaza urmatoarele informatii:

Denumirea fiecarei curbe (fluoroforul sau tinta).
Culoarea fiecarui fluorofor sau fiecarei finte.

Eficienta reactiilor (E). Utilizati aceasta statistica pentru a optimiza o reactie multipla si pentru a
egaliza datele unei curbe standard.

Nota: Eficienta reactiilor descrie cat de mult este produsa tinta dumneavoastra cu fiecare
ciclu din protocol. O eficientd de 100% indica faptul ca va dublati tinta cu fiecare ciclu.

Coeficientul de determinare, R? (scris sub forma R*2). Folositi aceasta statistica pentru a
determina cat de corect descrie linia datele (adecvarea potrivirii).

Slope (Panta)

Punct de intersectie Y
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Optiunile meniului graficului Amplification (Amplificare)

Tn plus fata de optiunile obisnuite de meniu afisate prin clic dreapta pentru grafice (consultati
Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru grafice de la pagina 206 ), Tabelul 16
prezinta optiunile de meniu disponibile numai in diagrama Amplification (Amplificare).

Tabelul 16. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta si clic stanga in graficul de

amplificare

Optiune de meniu

Well XX, Fluor Target
(Godeu XX, Tinta fluorofor)

Functie

Afiseaza numai acest godeu, elimina acest godeu din vizualizare,
seteaza culoarea pentru aceasta urma sau exclude acest godeu din
analiza.

Selected Traces (Urme
selectate)

Afiseaza numai aceste godeuri, elimina aceste godeuri din vizualizare,
seteaza culoarea pentru aceste urme sau exclude aceste godeuri din
analiza.

Show Threshold Values
(Afisare valori prag)

Afiseaza valoarea pragului pentru fiecare curba de amplificare din grafic.

Trace Styles (Stiluri Urme)

Deschide fereastra Trace Styles (Stiluri Urme) pentru a schimba stilurile
urmelor care apar pe filele Quantification (Cuantificare) si Melt Curve
(Curba de topire).

Baseline Thresholds
(Praguri nivel initial)

Deschide fereastra Baseline Thresholds (Praguri de nivel de referinta)
pentru a schimba nivelul de referintd sau pragurile fiecarui fluorofor
(schimbarile apar in graficul Amplification (Amplificare) din fila
Quantification (Cuantificare)).

Foaia de calcul din fila Quantification (Cuantificare)

Tabelul 17 defineste datele afisate in foaia de calcul din fila Quantification (Cuantificare).

Tabelul 17. Continutul foii de calcul din fila Quantification (Cuantificare)

Informatie

Well (Godeu)

Descriere

Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor)

Fluorofor detectat

Target (Tinta)

Denumirea tintei incarcate in godeurile Plate Editor (Editor placa)
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Informatie Descriere

Content (Continut) O combinatie intre Tipul de probé (obligatoriu) si Numarul replicatului
(optional) incarcate in Plate Editor (Editor placa)

Sample (Proba) Denumirea probei incarcate in godeurile Plate Editor (Editor placa)

C Ciclul de cuantificare pentru fiecare urma

q

Modificarea datelor aferente tintei, continutului sau probei

Puteti modifica datele din coloanele Tinta, Continut si Proba editand fisierul placii cu Editor placa
chiar si dupa rularea experimentului.

Pentru a modifica datele din coloanele Continut, Tinta si Proba

P Faceti clic pe Plate Setup (Configurare placa) si selectati View/Edit Plate (Vizualizare/editare
placa) pentru a deschide Plate Editor (Editor placa).
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Quantification Data (Date de cuantificare)

Fila Quantification Data (Date de cuantificare) afiseaza datele de cuantificare colectate in fiecare
godeu. CFX Maestro Dx SE afiseaza datele in patru vizualizari diferite ale foilor de calcul:

B Results (Rezultate) — afiseaza o foaie de calcul a datelor. Aceasta este vizualizarea implicita.

B Standard Curve Results (Rezultate Curba standard) — afiseaza o foaie de calcul cu datele curbei
standard.

B Plate (Placa) — afiseaza datele din fiecare godeu sub forma de harta a placii.

B RFU - afiseaza cantitatile RFU din fiecare godeu pentru fiecare ciclu.

Selectati fiecare foaie de calcul din lista verticala care apare sub fila Quantification Data (Date de
cuantificare).

Foaia de calcul Results (Rezultate)

Foaia de calcul Results (Rezultate) afiseaza date pentru fiecare godeu din placa.

lid

Eile  View Settings Export Tools EIateSetup'

._"-;|Fluorophore ~ 7

Quantfication Quantification Data HHH Gene Expression {E? Custom Data View Qc % Run Information

Results | Step Mumber: 3
Wel | Fuor A Target | Content ¢ Sample |  Ca & CqMean ¢ CqStd.Dev & 5‘5“‘"?58‘;3"‘“7 5 méusa‘r?tfg'g o4l
o5 GAFDH Unkn-1 BHr 17.14 17.13 0.003 1.911E+05 5.281
BO5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.07 17.09 0024 1.993E+05 5,300
BOG o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.08 17.08 0035 1.980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 6Hr 17.13 17.13 0.003 1.917E+05 5283
o5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.12 17.09 0024 1.937E+05 5,287
06 o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.12 17.08 0035 1.930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 6Hr 17.14 17.13 0.003 1.908E+05 5.281
D05 o5 GAPDH Unkn 2 THr 17.02 17.09 0024 1.388E+05 5298

Nota: Toate calculele Std. Dev (deviatie standard) se aplica grupelor de replicate alocate in
godeurile din fereastra Plate Editor (Editor placa). Calculele stabilesc media pentru valoarea Cq
pentru fiecare godeu din grupul de replicate.

Tabelul 18 defineste datele care apar in foaia de calcul Results (Rezultate).
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Tabelul 18. Continutul foii de calcul Results (Rezultate)

Informatie

Well (Godeu)

Descriere

Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor)

Fluorofor detectat

Target (Tinta) Nume tintd amplificare (gena)
Content (Continut) Tipul de proba si Numarul replicatului
Sample (Proba) Descrierea probei

Biological Set Name (Denumire
set biologic)

Denumirea setului biologic

C

Ciclul de cuantificare

q
Cq Medie Media ciclului de cuantificare pentru grupul de replicate
Cq Std. Dev Deviatia standard a ciclului de cuantificare pentru grupul de replicate

Starting Quantity (SQ)
(Cantitate initiala (SQ))

Estimare a cantitatii initiale a tintei

Log Starting Quantity (Log.
cantitate initiala)

Logaritmul cantitatii initiale

SQ Mean (Medie SQ)

Media cantitatii initiale

SQ Std. Dev

Deviatie standard a cantitétii initiale intre replicate
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Foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba

standard)

Foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curbéa standard) afiseaza parametrii curbei

standard calculati.

[ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools Elate Setup ~ ._g | Fluorophore  ~ ?
n
(ff Quartification Quantification Data !HH Gene Expression l';:u.? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber; 3
Fluor A Efficiency % ) Slope | Yntercept  { R"2 [ "
95.92 3423 35216 1.000 B
FAM 997 -3.531 35.593 0.935
HEX 9424 -3.468 36.863 0.558
Texas Red 96.86 -3.359 35481 0.939
I~
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Tabelul 19 defineste datele care apar in foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba

standard).

Tabelul 19. Continutul foii de calcul Rezultate Curba standard

Informatie

Fluor (or Target) (Fluorofor sau
Tinta)

Descriere

Fluorofor (sau Tinta) detectat(a)

Efficiency % (% Eficienta)

Eficienta reactiilor

Slope (Panta)

Panta curbei standard

Y-intercept (Punct de intersectie
Y)

Punctul in care curba se intersecteaza cu axa 'y

R"2

Coeficientul de determinare
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Foaia de calcul Plate (Placa)

Foaia de calcul Plate (Placa) afiseaza o harta a placii datelor pentru cate un fluorofor pe rand.

m Data Analy Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup ~ | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification Quartification Data !HH Gene Expression l'-:\eg 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
I[4 4 » M| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [ER| 1l
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Pentru a vedea datele pentru un anumit fluorofor

» Faceti clic pe fila sa din partea de jos a foii de calcul.
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Foaia de calcul RFU

Foaia de calcul RFU afiseaza citirile de unitati de fluorescenta relativa (RFU) pentru fiecare godeu
obtinute la fiecare ciclu al rularii. Numarul de godeuri apare in partea de sus a fiecarei coloane si
numarul de cicluri apare la stadnga fiecarui rand.

] .
File  View  Settings Expert Tools Elate Setup ~ ‘\_'| Fluerophore V|?

Quantfication Quartification Data !!H Gene Expression {u:? Custom Data View Qc E Run Information

RFU ~ | Step Number: 3
Cycle B4 B5 B6 C4 Ch
| 1] s 116 15.0 5.48 74
2 299 5M 565 00416 -0D939
3 150 0773 6.65 241 0154
4 6.29 324 562 0119 -1.37
5 5.02 266 365 175 3.86
6 271 283 0862 334 37
7 -501 -0.350 151 -0.570 406
4 4 b M| FAM 4 HEX  TexasRed 4 Cy5
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Fila Melt Curve (Curba de topire)

Pentru colorantii de fixare a DNA (ADN) si sondele de hibridizare neclivabile, fluorescenta este cea
mai puternica atunci cand cele doua catene de DNA (ADN) se ataseaza. Prin urmare, pe masura ce
temperatura creste apropiindu-se de temperatura de topire (T,,), fluorescenta scade cu o viteza
constanta (panta constanta). La T, se inregistreaza o reducere dramatica a fluorescentei, cu o
schimbare notabila a pantei. Viteza acestei schimbari este determinata prin trasarea primei regresii
negative a fluorescentei versus temperatura (-d(RFU)/dT). Cea mai mare viteza de modificare a
fluorescentei determina valori de varf vizibile si reprezinta T,, (Temperatura de topire) a complexelor
DNA (ADN) cu doua catene.

CFX Maestro Dx SE traseaza datele RFU colectate in timpul unei curbe de topire ca o functie a
temperaturii. Pentru a analiza datele valorilor de varf de topire, software-ul atribuie o temperatura
initiala si finala fiecarui varf, deplasand bara de prag. Valoarea minima a zonei de varf este
specificata de pozitia barei pragului de topire. Un varf valid trebuie sa aiba o naltime minima relativ la
distanta dintre bara de prag si inaltimea celui mai inalt varf.

Fila Melt Curve (Curba de topire) afiseaza T, (temperatura de topire) a produselor PCR amplificate In
patru vizualizari:

B Melt Curve (Curba de topire) — afiseaza datele in timp real pentru fiecare fluorofor sub forma de
RFUs per temperatura pentru fiecare godeu.

B Melt Peak (Varf de topire) — afiseaza regresia negativa a datelor RFU per temperatura pentru
fiecare godeu.

B Well selector (Selector godeuri) — afiseaza godeurile pentru a arata sau ascunde datele.
B Peak spreadsheet (Foaie de calcul varf) — afiseaza datele colectate din godeul selectat.

Nota: Aceasta foaie de calcul afiseaza pana la doua varfuri pentru fiecare urma. Pentru a
vedea mai multe varfuri, faceti clic pe fila Melt Curve (Curba de topire).
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7 uantiication Quartfication Data Wett Curve | [, ek Curve Data | ] Gene Bxpression EndPoint §95 Custom Data View o ] Run ifomaton
Melt Curve fﬂJ Melt Peak fﬂJ
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#  [unkt Jonkz [ uns J[uniet |[unis J[unis [[uniz J[unis [lusie | wrer w2 wres | o o
B_============ i o o o o —
c

Tabelul 20 defineste datele care apar in foaia de calcul Melt Curve (Curba de topire).

Tabelul 20. Continutul foii de calcul Melt Curve (Curba de topire)

Informatie Descriere

Well (Godeu) Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detectat

Content O combinatie intre Tipul de proba si Numarul replicatului

(Continut)

Sample (Proba) Denumirea probei incarcate in Plate Editor (Editor placa)

Melt Temp Temperatura varfului de topire pentru fiecare godeu

(Temperatura de Nota: Doar cele mai mari doud valori de varf apar in aceasta foaie de calcul.
topire)
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Ajustarea datelor Melt Curve (Curba de topire)

Pentru a ajusta datele Melt Curve (Curba de topire)

>

Urmati oricare dintre procedurile urmétoare:

Faceti clic pe si trageti barele de prag din graficul Melt Peak (Varf de topire) pentru a include
sau exclude valorile de varfin analiza datelor.

Selectati Positive (Pozitive) in meniul vertical Peaks (Valori de varf) pentru a afisa datele din
foaia de calcul pentru valorile de varf de deasupra linei Melt Threshold (Prag de topire) sau
selectati Negative (Negative) pentru a vizualiza datele din foaia de calcul pentru valorile de
varf de sub linia pragului de topire.

Deschideti fereastra Trace Styles (Stiluri Urme) pentru a schimba culoarea urmelor din
graficele Melt Curve (Curba de topire) si Melt Peak (Varf de topire).

Selectati un numar in selectorul Step Number (Numar pas) pentru a vizualiza datele din Melt
Curve (Curba de topire) la un alt pas din protocol. Lista afiseaza mai mult de un pas daca
protocolul include citiri ale placii in mai mult de un pas al curbei de topire.

Selectati godeuri din selectorul de godeuri, pentru a va axa pe subseturi de date.

Selectati un grup de godeuri pentru a vizualiza si analiza un subset al godeurilor din placa.
Selectati fiecare grup de godeuri dupa nume in meniul vertical Well Group (Grup godeuri) de
pe bara de instrumente.
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Melt Curve Data (Date curba de topire)

Fila Melt Curve Data (Date curba de topire) afiseaza datele din fila Melt Curve (Curba de topire) in mai
multe foi de calcul care includ toate varfurile de topire pentru fiecare urma. CFX Maestro Dx SE ofera
patru optiuni de foaie de calcul in care sa vizualizati datele curbei de topire:

B Melt Peaks (Varfuri de topire) — afiseaza toate datele, inclusiv toate varfurile de topire, pentru
fiecare urma. Aceasta este vizualizarea implicita.

B Plate (Placa) — afiseaza o vizualizare a datelor si continutului fiecarui godeu din placa.
B RFU - afiseaza cantitatile RFU la fiecare temperatura pentru fiecare godeu.

B -d(RFU)T — afiseaza rata negativa de schimbare din RFU pe méasura ce se schimba
temperatura (T). Acesta este un grafic de regresie initial pentru fiecare godeu din placa.

Selectati fiecare foaie de calcul din lista verticala care apare sub fila Melt Curve Data (Date curba de
topire).
Foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire)

Foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire) afiseaza toate datele curbei de topire.

|
(7] Quantification Quantification Data Mett Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point E:JJE Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Melt Begin End

Well { Fuor &| Taget | Content ¢  Sample ¢ i { Peak Height ¢ Terremi o T o
SYER  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1497.13 78.00 8350
ADZ SYBR  Acin Unkn-2 1Hr 84.00 142657 7850 94.00
AD3 SYBR  Adin Unkn-3 2He 84.00 143253 7850 91.00
BO1 SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 140873 7850 9250
BO2 SYBR  Adin Unkn2 Hr 84.00 1510.77 78.00 33.00
803 SYBR  Actin Unkn-3 2He 84.00 1493.25 7800 88.50
o SYBR  Acin Unkn-1 OHr 84.00 1521.98 7850 91.50
coz SYBR  Adin Unkn2 Hr 84.00 1618.79 78.00 90.00
co3 SYBR  Actin Unkn-3 2He 84.00 1581.56 7800 89.00
D01 SYBR  Adin Std-1 dik1 84.00 1100.08 79.00 94.00

Tabelul 21 de la pagina 231 defineste datele care apar in foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de
topire).
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Tabelul 21. Continutul foii de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire)

Informatie Descriere

Well (Godeu) Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detectat

Content (Continut) Tipul de proba listat in fereastra Plate Editor (Editor placa)
Target (Tinta) Tinta amplificarii (gena)

Sample (Proba) Denumirea probei listata in fereastra Plate Editor (Editor placa)
Melt Temperature (Temperatura Temperatura de topire a fiecarui produs, listata ca valoare de varf
de topire) (cea mai mare) per rand in foaia de calcul

Peak Height (Inaltime de varf) Tn&ltimea varfului

Begin Temperature (Temperatura Temperatura la inceputul varfului

initiala)

End Temperature (Temperatura Temperatura la finalul varfului

finala)

Foaia de calcul Plate (Placa)

Foaia de calcul Plate (Placa) afiseaza datele privind curba de topire intr-un format placa.

Quantfication Quartfication Data Mek Curve Mel: Curve Dt plfl Gene Bxpression End Part S8% Custom Data View
Plate ~| StepNumber 7 Peak Type: Postive

Output: Contert Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Contert | Unkn-1 || Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr THr 2Hr

Peak 1 | 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Contert | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr THr 2Hr
Peak 1 84.00 84 00 8400
Peak2 | None None None

Nota: Pentru a ajusta varful apelat de software, ajustati linia pragului din graficul Melt Peak (Varf
de topire) in fila Melt Curve (Curba de topire).

Tabelul 22 de la pagina 232 defineste datele care apar in foaia de calcul Plate (Placa).
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Tabelul 22. Continutul foii de calcul Plate (Placa)

Informatie Descriere

Content O combinatie intre Sample Type (Tipul de proba) (obligatoriu) si Replicate # (Numarul
(Continut) replicatului) (optional)

Sample Descrierea probei

(Proba)

Peak 1 (Varful
1)

Primul varf de topire (cel mai mare)

Peak 2 (Varful
2)

Al doilea varf de topire (mai mic)

Foaia de calcul RFU

Foaia de calcul RFU afiseaza fluorescenta pentru fiecare godeu in fiecare ciclu achizitionat in timpul
curbei de topire.

(ff| Quantification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point é:EE Custom Data View

RFU ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

A2
16043
15548
15853
15758
15663
15568
15473
15378
15273

A3 EB1 B2 B3 c1

16541 16440 17362 17038 17387
16440 16340 17243 16923 | 17280
16339 16241 17124 16808 17173
16238 | 16141 | 17005 16693 | 17067
16136 | 16042 | 16885 16579 | 16960
16035 | 15942 | 16766 16464 | 16853
15934 15843 16647 16343 16746
15831 | 15740 | 16524 16232 | 16637
15724 15634 16400 16112 16525

c2

18303
18178
18053
17928
17802
17677
17552
17423
17252

Cc3 D1

17813 14514
17693 | 14836
17574 14758
17454 14681
17334 14603
17214 14525
17094 14447
16971 14360
16845 14264

D2
16441
16337
16233
16130
16026
15522
15819
15707
15551

D3

16356
16252
16143
16046
15942
15839
15736
15628
15517

Tempersture Al
17243
17138
17033
16929
16824
16719
16614
16505
16383

D4

17506
17784
17663
17542
17420
17255
17178
17054
16528

D5
7758
17644
17530
17417
17303
17189
17078
16958
16839

Tabelul 23 defineste datele afisate in foaia de calcul RFU.

Tabelul 23. Continutul foii de calcul RFU

Informatie

Well number (Numar godeu) (A1, A2, A3,
A4, A5)

Descriere

Pozitia godeului Tn placa pentru godeurile
incarcate

Temperature (Temperatura)

Temperatura de topire a tintei amplificate,
reprezentatd ca un godeu per rand si mai multe
godeuri pentru mai multe produse din acelasi
godeu
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Foaia de calcul -d(RFU)/dT

Foaia de calcul -d(RFU)/dT afiseaza raportul negativ de schimbare din RFU pe mésura ce

temperatura (T) se modifica.

=
ffr] Quartification Quantification Data Mel Curve Mg Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-i\:? Custom Data View

d(RFUydT ~ | Step Number: 7 Peak Type: Postive

Temperature | Al Az A3 El B2 B3 c1 cz c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 950 101 %85 118 115 107 125 120 77& 14 103 121 114
5550 227 206 219 215 258 249 231 271 260 169 25 24 263 246

5600 210 1s0 202 198 238 230 214 250 240 156 207 207 243 27

5650 210 180 202 199 238 230 214 250 240 156 207 207 243 237

5700 210 10 202 199 2@ 230 214 250 240 156 207 207 243 227

5750 209 188 202 198 238 229 213 250 239 154 206 206 242 227

5800 214 1S3 204 202 242 232 215 253 243 164 214 210 245 231

5850 222 200 210 209 247 237 221 260 249 184 228 219 249 237

Tabelul 24 defineste datele care apar in foaia de calcul -d(RFU)/dT.

Tabelul 24. Continutul foii de calcul -d(RFU)/dT

Informatie Descriere
Well number (Numar godeu) (A1, A2, A3, Pozitia godeului in placa pentru godeurile incarcate
A4, A5)

Temperature -d(RFU)/dT (Temperatura-d  Raportul negativ de schimbare din RFU pe masura ce

(RFU)/MT) temperatura (T) se modifica
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End Point (Momentul final)

Deschideti fila End Point (Momentul final) pentru a analiza unitatile finale de fluorescenta relativa
(RFU) pentru godeurile cu probe. Software-ul compara nivelurile RFU pentru godeurile cu probe
necunoscute cu nivelurile RFU pentru godeurile cu controale negative si determina daca proba
necunoscuta este pozitiva sau negativa. Probele pozitive au o valoare RFU mai mare decat media
valorii RFU a controalelor negative plus valoarea limita.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View  Settings Export  Tools Blate Setup ~ 3 ‘ Fluorophore v ?
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
Settings ~ End 2
Porr: e S Wel & Fuor | Content | Sample O piy O Cal O[S
End Cycles To Average: [2 B co3 [iex s 15271 (+) Postive
O RFUs P o*R Co4 HEX Std-2 10788 (+) Pusil:ve
® P o R 100 & C05 HEX Std-3 6245  (+) Posttive
C06 HEX Std-4 4035  (+) Posttive
Results
Lowest RFU value: 2663 el el e 1887 .
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 (4 Fosilvve
Ty 578 D04 HEX Std-2 10781 () Posilvve
Cut OF Value: 4243 v D05 HEX Std-3 6294  (+) Posttive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Posttive
D07 HEX Neg Ctd 1882 =
EO3 HEX Std-1 14530  (+) Posttive
E04 HEX Std-2 10240 () Postive
E05 HEX Std-3 5838  (+) Postive
E06 HEX Std-4 3896  (+) Positive
EO07 HEX Neg Ctd 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Posttive
FO4 HEX Std-2 9932  (+) Posttive
FO5 HEX Std-3 5826  (+) Posttive
F06 HEX Std-4 3964  (+) Posttive
FO7 HEX Neg Ctrd 1883 —
v
14 4 » [ FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 , Quasar 705 ¢
[ Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Pentru a analiza datele din momentul final, placa trebuie sa contina controale negative, altfel
software-ul nu poate efectua analiza.

B Rulati un protocol Quantification (Cuantificare) — configurati un protocol standard. Dupa
finalizarea rularii, deschideti fereastra Data Analysis (Analiza date), ajustati setérile analizei
datelor in fila Quantification (Cuantificare), apoi faceti clic pe fila End Point (Momentul final)
pentru a alege un ciclu final.

B Rulati un protocol End Point Only (Doar momentul final) — incércati protocolul End Point Only
(Doar momentul final) in fila Plate (Placa) a ferestrei Run Setup (Configurare rulare), selectati sau
creati o placa si initiati rularea.

Fila End Point (Momentul final) afiseaza media valorilor RFU, pentru a determina daca tinta a fost
amplificata de ultimul ciclu (final). Folositi aceste date pentru a stabili daca o anumita secventa tinta
este prezentd (pozitiva) intr-o probé. Tintele pozitive au valori RFU mai mari decét nivelul de prag
definitde dumneavoastra.
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Sfat: Pentru a crea un protocol pentru momentul final, deschideti fila Protocol (fereastra Run
Setup (Configurare rulare)) si selectati Run > End Point Only Run (Rulare > Rulare doar
momentul final).

Dupa finalizarea rularii, fisierul de date se deschide la fila , care fila End Point (Momentul final)
cuprinde urmatoarele sectiuni:

Settings (Setari) — ajusteaza setarile analizei datelor.
Results (Rezultate) — afiseaza rezultatele imediat dupa ce ati ajustat setarile.
Well selector (Selector godeuri) — selecteaza godeurile cu datele finale pe care doriti sa le afisati.

RFU spreadsheet (Foaie de calcul RFU) — afiseaza datele RFU finale colectate din godeurile
selectate.

Date rezultate

Sectiunea Results (Rezultate) afiseazd urmatoarele date:

Lowest RFU value (Cea mai mica valoare RFU) — cea mai mica valoare RFU din cadrul datelor
Highest RFU value (Cea mai mare valoare RFU) — cea mai mare valoare RFU din cadrul datelor

Negative Control Average (Medie control negativ) — valoarea RFU medie pentru godeurile care
contin controale negative

Cut Off Value (Valoare limita) — calculata prin adunarea tolerantei (RFU sau Percentage (Procent)
al intervalului indicat in Setari) si a mediei controalelor negative. Esantioanele cu valori RFU mai
mari decat valoarea limita vor fi denumite ,pozitive”. Pentru a regla valoarea de limita, modificati
RFU sau Procentajul intervalului

Valoarea limita este calculata utilizand urmatoarea formula:

Valoare limitd = medie control negativ + toleranta

Selectati o toleranta printr-una dintre urmatoarele metode:

RFU (implicit) — selectati aceasta metoda pentru a utiliza o valoare RFU absoluta pentru
toleranta. Valoarea minima a tolerantei RFU este 2. Valoarea maximé este valoarea absoluta a
celei mai mari valori RFU minus valoarea absoluta a celei mai mici valori RFU. Valoarea implicita
a tolerantei RFU este 10 % din intervalul RFU total.

Percent of Range (Procent interval) — selectati aceastd metoda pentru a utiliza un procent al
intervalului RFU pentru toleranta. Procentul minim al intervalului este 1 %. Procentul maxim al
intervalului este 99 %. Procentul implicit al intervalului este 10 %.
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Ajustarea analizei datelor din momentul final
Pentru a ajusta datele din fila End Point (Moment final)
» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Alegeti un fluorofor din lista verticala.

B Alegeti o valoare End Cycle to Average (Ciclu final la medie) pentru a configura numarul de
cicluri cu care sa calculati valoarea medie finala RFU.

B Selectati RFUs (Valori RFU) pentru a vizualiza datele in unitati de fluorescenta relativa.

B Selectati Percentage of Range (Procentaj interval) pentru a vizualiza datele sub forma de
procentaj al intervalului RFU.

B Selectati godeuri din selectorul de godeuri, pentru a va axa pe subseturi de date.

B Selectati un grup de godeuri pentru a vizualiza si analiza un subset al godeurilor din placa.
Selectati fiecare grup de godeuri dupa nume in meniul vertical Well Group (Grup godeuri) de
pe bara de instrumente.

Foaia de calcul RFU pentru analiza momentului final

Tabelul 25 defineste datele care apar in foaia de calcul RFU din fila End Point (Momentul final).

Tabelul 25. Continutul foii de calcul RFU End Point (RFU la momentul final)

Informatie Descriere

Well (Godeu) Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detectat

Content (Continut) Combinatie intre tipul de proba si numarul replicatului

End RFU (RFU final) RFU pentru ciclul de la momentul final

Call (Apel) Pozitiv sau negativ, unde probele pozitive au o valoare RFU mai mare decat

RFU medie a controalelor negative plus valoarea limita

Sample (Proba) Denumirea probei incarcate in Plate Editor (Editor placa)
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Fila Allelic Discrimination (Discriminare alelica)

Fila Allelic Discrimination (Discriminare alelica) atribuie genotipuri godeurilor cu probe necunoscute.
Utilizati aceste date pentru a identifica probe cu diferite genotipuri, inclusiv Alela 1, Alela 2,
Heterozigot, Niciun apel (nicio amplificare) sau Nedeterminat.

Nota: Datele pentru discriminarea alelica trebuie sa provina din rulari multiplex cu cel putin doi
fluorofori. Fiecare fluorofor identifica o alela in toate probele.

W Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.pcrd

File View Settings Export

Tools

Plate Setup ~

(@ auantfication [ Quantfication Data Gene Expression End Poirt Alelic Discrimination <@ Custom Data View ac Run Infomation
& all =

“ Fluorophore v 7

Completed

Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White ‘ Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Allelic Discrimination £ Wel A Sample ¢  Cal Q| Type O RFU1 ) RFU2 O E
. K9 Alele 2 Auto 1644 5284
6000 3 Alele 2 Ato 1605 5228
’ A6 Heterozygote  Auto 876 2%
g % B03 Alele 2 Ao 78 563
< 4000 805 Alele 2 Auto 1716 5456
: N 806 Heterozygote  Auto 8050 2909
5% Ak c03 Alele 2 Ao 1757 5858
2 2000 cos Alele 2 Ato 1897 579
cos Heterozygote  Auto 862 2847
1000 e . D03 Alele 2 Ato 058 662
o L e . : , D05 Alele 2 Ato 1575 5314
0 2 4 s 2 10 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Ado 10639 a0 |7
11 | 12 | | SelectedF
e R
- Selectcycle: 50 2]
- [ View call map

Analiza discriminarii alelice necesitd urmatorul continut minim al godeurilor:

B Doi fluorofori in fiecare godeu

B Probe NTC (control fara tintd de amplificare) pentru analiza de date optimizata

CFX Maestro Dx SE ofera patru optiuni in care puteti vizualiza datele privind discriminarea alelica:

B Graficul Allelic Discrimination (Discriminare alelicd) — afiseaza datele intr-un grafic al RFU pentru

Alela 1/Alela 2. Fiecare punct din grafic reprezinta datele din ambii fluorofori dintr-un godeu.
Puteti comuta intre coordonate carteziene si polare, bifand si debifand caseta de selectare Polar
Coordinates (Coordonate polare). Coordonatele carteziene reprezinta RFU pentru Alela 1 de pe
axa x si RFU pentru Alela 2 de pe axa y. Coordonatele polare reprezinta unghiul de pe axa x si
distanta dintre origine si RFU de pe axa y (media tuturor NTC).
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B Well spreadsheet (Foaie de calcul godeu) — afiseaza datele de discriminare alelica colectate in
fiecare godeu al placii.

B Well selector (Selector godeuri) — selecteaza godeurile cu datele alelice pe care doriti sé le
afisati.

B Selected Fluorophores panel (Panoul Fluorofori selectati) — schimba etichetele axei x siy in
graficul Discriminare alelica, ciclul de analizat si afisarea sau ascunderea hartii apelurilor.

Ajustarea datelor pentru discriminare alelica

Software-ul atribuie automat un genotip godeurilor cu probe necunoscute, pe baza pozitiilor probelor
martor NTC si a unghiului si distantei punctelor de date necunoscute din probele martor NTC.

Pentru a ajusta datele de discriminare alelica
» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a afisa coordonatele polare, bifati caseta de selectare din graficul Allelic
Discrimination (Discriminare alelica).

B Pentru a vizualiza un alt fluorofor, alegeti-I din lista verticald de pe panoul Selected
Fluorophores (Fluorofori selectati).

B Pentru a schimba un apel, glisati peste punctul (punctele) de date din graficul Allelic
Discrimination (Discriminare alelica) si alegeti o optiune din lista Selected Wells (godeuri
selectate):

Allele 1 (Alela 1)

Allele 2 (Alela 2)
Heterozygote (Heterozigot)
Undetermined (Nedeterminat)

No Call (Niciun apel)

O Oo o o o o

Auto Call (Apel automat)

Sfat: Selectati Auto Call (Apel automat) pentru a reveni la apelul implicit.
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Optiunile de meniu pentru grafice

Tn plus fatad de optiunile comune de meniu afisate prin clic dreapta pentru grafice (consultati
Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru grafice de la pagina 206 ), Tabelul 26
prezinta optiunile de meniu disponibile in graficul Allelic Discrimination (Discriminare alelica).

Tabelul 26. Optiunile de meniu dreapta si stinga pentru graficul Allelic Discrimination

(Discriminare alelica)

Optiune de meniu

Zoom (Marire)

Functie

Focalizeaza vizualizarea graficului asupra zonei selectate (facand
clic si tragand cursorul in grafic).

Sfat: Pentru a anula marirea si a afisa toate punctele de date,
faceti clic dreapta si selectati Set Scale to Default (Setare

scara la implicit).

Well (Godeu)

Pentru godeul selectat, optiunile sunt: afiseaza doar acest godeu,
elimina acest godeu din vizualizare, seteaza culoarea pentru
aceasta urma sau exclude acest godeu din analiza.

Selected Wells (Godeurile
selectate)

Pentru godeurile selectate (facand clic si tragand cursorul in grafic),
optiunile sunt: afiseaza doar aceste godeuri, elimina aceste godeuri
din vizualizare, seteaza culoarea pentru aceste urme sau exclude
aceste godeuri din analiza.

Foaia de calcul Allelic Discrimination (Discriminare alelica)

Tabelul 27 defineste datele care apar in foaia de calcul Allelic Discrimination (Discriminare alelica).

Tabelul 27. Continutul foii de calcul Allelic Discrimination (Discriminare alelica)

Informatie Descriere

Well (Godeu) Pozitia godeului Tn placa

Sample (Proba) Descrierea denumirii probei

Call (Apel) Identitatea alelei, incluzand optiunile automate Alela 1, Alela 2,
Heterozigot, Niciun apel sau Nedeterminat

Type (Tip) Auto (Automat) sau Manual, descrie modul in care a fost efectuat

apelul. Automat indica faptul ca software-ul a selectat apelul. Manual
indica faptul ca utilizatorul a ales apelul.
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Tabelul 27. Continutul foii de calcul Allelic Discrimination (Discriminare alelica), continuare

Informatie Descriere
RFU1 RFU pentru Alela 1
RFU2 RFU pentru Alela 2
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Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata)

Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata) afiseaza simultan mai multe panouri intr-

un format care poate fi personalizat.

Lista verticala Load a Preset View (Incarcare vizualizare prestabilitd) oferd o selectie a matritelor de
format de afisare. Vizualizarea implicita afisata depinde de fisierul analizat. De exemplu, daca sunt
prezente date Melt Curve (Curba de topire), va aparea vizualizarea implicita Amp+Melt.

Quantification
Fows: [3  =| Columns [2 =

Quantification Dalal ..l Gene Expression @ Custam Data View
Load a Preset View: | <Select a preset Views v] Save as Preset | Manage Presets |

@] ac | E Hunlnfcrmatlonl

Lmplfication Chart | [ BarChat =
Amplification O L=
10* B3
i g 10 'l
| 5w = =
3
; E " - E‘
5 - *
= 0 AN | — == C @
& 2
H
Rl
& w0
o GHr THr &Hr
o Sample
0 [E=iv == oo |
Cycles ¥ LogScale ﬂ d
Quantification Surmary Fesults Grid | | Gene Expression Results - Bar Chart =
Wel & Fluor & Taget § Conent O Sample § Ca (4] Eoommeion Corectel 2]
F3 FAM Tubulin ~ Std-7 dil-? 27.01 Taget & Sample & Cortral § Ewpression € %EM | Expressic]
P03 HEX Aetin S di1 86 .
FO4 HEX Actin Std-2 di-2 127 | |Actin BHr C AR Mgy
05 HEX Actin Sid3 di-2 160/ 5| || | Actin Hr hsh He&
FOE HE Actin Std-4 di-4 135 | Actin Hr hsA HeA
o7 HEX Actin Std5 di-s 228, | |Actin dit i) Héa
lll | il 3 T ]
= F
wiell Selector | [ Bar Chan Cortral Parel =
I FAM [P HEX [ TewssRed [~ Ci5 Mode: -
[Momalized expression (28031 «]
Graph Data
Analyze Using
I~ Uss biological groups for analysis
Giraph Yigw
-- ISamp\es Only -
I Stdl II Std2 II Std3 II Std4. II Std5. II St6. II Std7 I
o st |[sed2 | stds [ sedt [ seds | seds s |00 0 | Conal |

Scan Mode: All Channels

Completed |

Plate Type: BR White

Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Crearea unei vizualizari de date personalizata
Pentru a crea o vizualizare de date personalizata
» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Selectati o vizualizare prestabilita alternativa din lista verticala.

B Selectati alta vizualizare grafic din lista verticala aflata in partea de sus a fiecarui panou
individual.

B Modificati numarul de randuri si coloane din fila.

B Modificati dimensiunile panourilor individuale. Trageti de barele de la marginea fiecarui
panou.

Faceti clic pe Save as Preset (Salvare ca prestabilit) pentru a salva vizualizarea personalizata ca
matritd prestabilita. Faceti clic pe Manage Presets (Gestionare prestabilite) pentru a sterge, redenumi
sau restabili vizualizari prestabilite existente.
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Fila QC (CC)
Utilizati fila QC (CC) pentru a evalua rapid calitatea datelor de rulare pe baza regulilor definite in fila
QC (CC) din tabelul cu reguli .
CFX Maestro Dx SE ofera patru optiuni in care puteti vizualiza datele QC (CC):

m  Graficul Amplification (Amplificare) — afiseaza RFU pentru fiecare godeu la fiecare ciclu.
Fiecare urma din grafic reprezinta datele de la un singur fluorofor dintr-un godeu.

B Tabelul de reguli QC (CC) — afiseaza regulile QC (CC) disponibile si setarile care definesc
fiecare regula. Regulile QC (CC) aplicate suntindicate printr-o bifa.

B Well selector (Selector godeuri) — selecteaza godeurile cu datele de fluorescenta pe care doriti
sa le afisati.

B QC rule summary pane (Panou rezumat pentru regula CC) — afiseaza regula QC (CC) selectata
si evidentiaza godeurile care nu indeplinesc regula.

m Quantification Quantification Data ..l Gene Expression @ Custom Data Wiew @ ac |E Run Infarmation
ificati [
ot Amplification - Dot Quae§Use 0| Reas | Fohde o
Negafive contiol with aCgless 38 ¥ r
2 I
NTC with a Cq less than B W r
, NRT with & Cq lsss than 3\ r
N
R : - : o Positive control with a Cq a r
z iy : : Unknawn without a Cq I r
LA Y : : Standard without a Cq v r
: [/ : : Efficiency areater than 100 #
/ : / / / / / / : : Efficizncy less than 300 W
P R ,; N S O R — T Std Curve A2 less than nga ¥
Replicate group Cq Std Dev 020 ¥ FaM:F3 HEX:F4.FE, r
u] 10 z0 20 a0 &0
Cycles 7 ilagBeae]
Fiib HEX Texas Red Cy5
- = I ezshad (@ Negative control with a L less than 38
+ Mo wells fail this OC Rule.
1 2 3|45 |6 7| 8&/|4a|10|n 12;
: I L
g I
C
° -
: I
g B
G Std3 || Std4 || 5tds |§kdﬁ Std7 - -
H st [ sta || ses | st [[star |- -
Completed | Scan Mode: All Channels — Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Schimbarea criteriilor QC (CC)
Pentru a schimba criteriile QC (CC)

» Bifati sau debifati caseta de selectare Use (Utilizare) pentru reguld, pentru a o include sau
exclude din QC (CC).

Excluderea godeurilor care nu indeplinesc QC (CC)

CFX Maestro Dx SE afiseaza godeurile care nu indeplinesc criteriile QC (CC) in coloana Rezultate
din tabelul de reguli QC (CC) si in panoul rezumativ.

Pentru a exclude godeurile care nu indeplinesc criteriile QC (CC)

» Selectati Exclude Wells (Excludere godeuri) pentru fiecare godeu pe care doriti sa il excludeti.
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Fila Run Information (Informatii rulare)

Fila Run Information (Informatii rulare) afiseaza informatii despre protocol si alte informatii despre
fiecare rulare. Folositi aceasta fila pentru a:

B Vizualiza protocolul.
B |ntroduce si edita observatii despre rulare.
B Introduce sau edita ID (Nr. de identificare) sau codul de bare al rularii.

B Vizualiza evenimentele potential produse in timpul rularii. Folositi aceste mesaje pentru
depanarea unei rulari.

Sfat: Faceti clic dreapta pe Protocol pentru a-l copia, exporta sau imprima. Faceti clic dreapta pe
panourile Notes (Observatii), ID/Bar Code (Nr. de identificare/cod de bare) sau Other (Altele)
pentru a anula, taia, copia, lipi, sterge sau selecta textul.

Quantfication Quartiiaton Data | ] Gene Evpression| 8 Custom Data view oc Y] Aun informaton
Protocol CF_2stepémpS0 1 minprcl Motes:
Mulliplex Gene Expression Example = |
1 2 3 4
rifcial Time course in which
%0 %0 Hes: [Actin) is constant &~ 165 cps/imn
Cyf [Gapdh] is constant at ~ 168 cps/iun
300 o1 N Farn [Tubulir] increases 4 fold with time
55.0 G E Tenas Red [I11b] decreases 4 fold with time
100 0 N
w1 @ L
0 -]
ID/Bar Code
2
FR Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1 95.0C for 300 Run Type: User-defined
— 2 950C for D10 Flate File: Muli GE.phd
| 3 550C for 1:00 Sample Yol : 25
[ + Plate Read Lid Temp: 105
T 4 GOTO 2. 4% mowtmes Dptical Head Serial Number
END Base Serial Humber : CCOD1095
CFx Manager Version : 1.0.956.1212.
Completed Scan Mode: all Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Rapoarte de analiza a datelor

Caseta de dialog Report (Raport) afiseaza informatii despre fisierul de date curentin fereastra Data
Analysis (Analiza date). Pentru a deschide un raport, selectati Tools > Reports (Instrumente >
Rapoarte) sau faceti clic pe Reports (Rapoarte) de pe bara de instrumente.

Caseta de dialog Report (Raport) contine urmatoarele sectiuni:

B Meniu si bara de instrumente — ofera optiuni de formatare, salvare si imprimare a raportului sau
matritei.

B Lista de optiuni (partea stanga sus a casetei de dialog) — ofera optiuni de afisare a raportului.

B Panou de optiuni (partea stanga jos a casetei de dialog) — afiseaza casete text in care puteti
introduce informatii despre o optiune selectata.

B Panou de previzualizare (partea dreapta a casetei de dialog) — afiseaza o previzualizare a
raportului curent.

Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format
CIETEINE
=-[Header ~ ~
: Report Information -
D BIO-RAD
=-~1Run Setup
[~ Run Information
-E7pite Depiay Gene Expression Multiplex -
=[] Quantification
-] Analysis Settings 1
i uical Time Course 3.pcrd
- andard Curve Chart
-] Data
=[] Gene Expression - Bar Chart 08!1 8/201 7 1 5:36
-] Analysis Settings
- hart -
] Target Names Report Information
FA Samrle Mamee hd
Header User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Cowrse 3_perd
" Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs
|ene Expression Multiplex - Time Course 3pc|
Sub-Title .
Well Group Name : All Wells
(081872017 1536 | Report Differs from Last Save : No
Mign: | Left ~
Logo Run Setup
Run Information
Run Date - 12/13/2007 12:31
Run User : admin
EEED |J| Sl Run Type : User-defined v
Plate File : Multi GE pltd
Update Report < >
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Categorii de rapoarte de analiza a datelor

Tabelul 28 afiseaza toate optiunile disponibile pentru un raport de analiza a datelor, in functie de tipul

de date din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Tabelul 28. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni

Categorie Optiune

Header (Antet)

Descriere

Titlu, subtitlu si logo pentru raport

Report Information (Informatii
raport)

Data rularii, nume utilizator, denumirea
fisierului de date, calea fisierului de date
si grupul de godeuri selectat

Audit Information (Informatii
audit)

Informatii suplimentare necesare pentru
audit, inclusiv semnaturi

Notes (Observatii)

Observatii despre raportul de date

Run Setup (Configurare rulare)

Run Information (Informatji

Data rularii, nume utilizator, denumirea

rulare) fisierului de date, calea fisierului de date
si grupul de godeuri selectat
Protocol Vizualizare in format text a pasilor si

optiunilor protocolului

Plate Display (Afisare placa)

Vizualizare a placii, cu informatii despre
fiecare godeu din placa

Quantification (Cuantificare)

Analysis Settings (Setari
analiza)

Numarul pasilor de colectare a datelor,
modul de analiza si metoda de scadere a
nivelului initial

Graficul Amplification
(Amplificare)

Graficul de amplificare pentru rularile
care includ date de cuantificare

Standard Curve Chart (Grafic
Curba standard)

Grafic curba standard
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Tabelul 28. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni, continuare

Categorie Optiune Descriere

Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare godeu

Gene Expression — Bar Chart (Expresie genica — Grafic cu bare)

Analysis Settings (Setari Modul de analiza, datele graficului,
analiza) optiunea de scalare si erori grafic
Chart (Grafic) Copie a graficului cu bare

Target Names (Denumiri tinte) Grafic cu denumirile tintelor

Sample Names (Denumiri probe) Grafic cu denumirile probelor

Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare godeu

Target Stability (Stabilitatea Grafic cu valorile de stabilitate a tintelor
tintei)
Diagrama boxplot Diagrama boxplot

Dot Plot Chart (Grafic de puncte) Grafic de puncte

Expresia genelor - clustergrama si corelograma

Analysis Settings (Setari Setari pentru fiecare tip de grafic
analiza)

Chart (Grafic) Copie a graficului

Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din

fiecare tinta

Gene Expression (Expresie genica) —- ANOVA Data (Date ANOVA)

ANOVA Settings (Setari Pragul valorii P utilizat in analiza
ANOVA)

ANOVA Results (Rezultate Tabelul cu rezultatele analizelor ANOVA
ANOVA) si HSD Tukey post-hoc

Melt Curve (Curba de topire)
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Tabelul 28. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni, continuare

Categorie

Optiune

Analysis Settings (Setari
analiza)

Descriere

Numar pasi de topire si setare bara prag

Grafic Melt Curve (Curba de
topire)

Graficul curbei de topire

Graficul Melt peak (Varf de
topire)

Graficul Melt peak (Varf de topire)

Data (Date)

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare godeu

Allelic Discrimination (Discriminare alelica)

Analysis Settings (Setari
analiza)

Fluorofori, ciclu si harta apelurilor de
vizualizare

Allelic Discrimination Chart
(Grafic discriminare alelica)

Copie a graficului de discriminare alelica

Data (Date)

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare godeu

End Point (Momentul final)

Analysis Settings (Setari
analiza)

Fluorofor, cicluri finale la medie, mod,
cea mai mica valoare RFU, cea mai mare
valoare RFU si valoarea limita

Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare godeu
QC Parameters
(Parametri CC)
Data (Date) Foaie de calcul cu parametrii pentru

fiecare regula CC
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Crearea unui raport de analiza a datelor

Puteti salva structura raportului drept matrita, pe care o puteti utiliza din nou pentru rapoarte similare.

Pentru a crea un raport de analiza a datelor

1.

Efectuati ajustarile finale la continutul godeurilor, godeurile selectate, grafice si foile de calcul in
fereastra Data Analysis (Analiza date) inainte de a crea raportul.

Selectati Tools > Reports (Instrumente > Rapoarte) din bara de meniu Data Analysis (Analiza
date) pentru a deschide caseta de dialog Report (Raport).

Alegeti optiunile pe care doriti sa le includeti in raport. Raportul se deschide cu optiunile implicite
selectate. Bifati sau debifati casetele de selectare pentru a schimba categorii intregi sau optiuni
individuale dintr-o categorie.

Tabelul 28 de la pagina 247 prezinta optiunile disponibile pentru afisare.

Nota: Datele care apar in raport depind de selectiile curente din cadrul filelor ferestrei Data
Analysis (Analiza date). De exemplu, o rulare de cuantificare poate sa nu contina o curba
standard si prin urmare datele respective nu apar in fereastra Data Analysis (Analiza date)
sau in raportul de date.

Schimbati ordinea categoriilor si elementelor dintr-un raport. Trageti optiunile in pozitia aferenta.
Elementele pot fi reordonate doar in cadrul categoriilor carora le apartin.

(Optional) In panoul Report Options (Optiuni raport), introduceti informatiile relevante pentru
optiunea selectata:

B Alegeti un subset de informatii de afisat in raport.
B Alegeti setarile specifice pentru optiunea selectata.
B Modificati textul de afisat pentru optiunea selectata.

Faceti clic pe Update Report (Actualizare raport) pentru a actualiza Report Preview
(Previzualizare raport) cu orice modificari efectuate.

Imprimati sau salvati raportul:

a. Faceti clic pe butonul Print Report (Imprimare raport) de pe bara de instrumente pentru a
imprima raportul curent.

b. Selectati File (Fisier)> Save (Salvare) pentru a salva raportul in formatul de fisier PDF (fisier
Adobe Acrobat Reader) , MHT (document Microsoft) sau MHTML (document Microsoft).

c. Selectati o locatie in care sa salvati fisierul.
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Rapoarte de analiza a datelor

d. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) pentru a salva raportul cu o noua denumire sau
ntr-un nou loc.

8. (Optional) Creati o matrita de raport cu informatiile pe care le doriti. Pentru a salva setarile
raportului curent intr-o matrita, selectati Template > Save (Matrita > Salvare) sau Save As
(Salvare ca). Apoi incarcati matrita raportului data viitoare cand doriti sa creati un raport nou.
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Crearea rapoartelor pentru grupuri de godeuri
Pentru a crea un raport pentru un grup de godeuri

1. Selectati Tools > Well Group Reports (Instrumente > Rapoarte grupuri de godeuri) din fereastra
Data Analysis (Analiza date).

Well Groups: Amplification Steps: Metlt Steps:

All Wells 3

Destination Folder:

IC:‘\Thefesa N\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. Din caseta de dialog Well Groups Reports (Rapoarte grupuri de godeuri), selectati grupurile de
godeuri, pasii de amplificare si pasii de topire de inclus in raport.

3. Introduceti calea sau navigati |la folderul de destinatie in care doriti sa salvati raportul.

4. (Optional) Selectati Choose a Report Template (Alegeti o matrita de raport) si navigati la folderul
fisierului matrita.

5. (Optional) Selectati Open Destination Folder (Deschidere folder destinatie) pentru a deschide
folderul si vizualiza rapoartele dupa ce sunt generate.

6. Faceti clic pe Create Reports (Creare rapoarte).
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Cu ajutorul unor probe control calificate mai stringent in reactiile dumneavoastra, puteti utiliza
Software-ul CFX Maestro Dx SE pentru a efectua o rulare de expresie genica pentru a normaliza
diferentele relative dintr-o concentratie tinta printre probe. n mod tipic, nivelurile de expresie pentru
una sau mai multe gene de referinta sunt utilizate pentru a normaliza nivelurile de expresie ale unei
gene de interes. Genele de referinta iau in considerare diferentele de incarcare sau alte variatii
reprezentate in fiecare proba si nivelurile lor de expresie trebuie sa nu fie afectate in sistemul biologic
studiat.

Selectati fila Gene Expression (Expresie genica) in fereastra Data Analysis (Analiza date) pentru a
evalua diferentele relative intre reactiile PCR din doua sau mai multe godeuri. De exemplu, puteti
evalua numerele relative de genomuri virale sau numerele relative de secvente transfectate dintr-o
reactie PCR. Cea mai comuna aplicatie pentru studiul de expresie genica este comparatia intre
concentratia cDONA (ADNc) in mai mult de o reactie, pentru a estima nivelurile de stare de echilibru al
RNA (ARN) mesager.

Software-ul calculeaza nivelul de expresie relativa al unei tinte cu unul dintre aceste scenarii:

B Nivelul de expresie relativa pentru o secventa tinta (Tinta 1) relativ la o alta tinta (Tinta 2); de
exemplu cantitatea unei gene relativ la o alta gena sub acelasi tratament al probei.

B Nivelul expresiei relative al unei secvente tintd intr-o proba comparativ cu aceeasi tinta sub
tratament diferit al probei; de exemplu, cantitatea relativa a unei gene in raport cu ea insasi in
conditii temporale, geografice sau de dezvoltare diferite.

Configuratia placii pentru analiza expresiei genice

Pentru a realiza analiza expresiei genice, continutul godeurilor trebuie sa includa urmatoarele:

B Doua sau mai multe tinte — cele doua tinte care reprezinta diferite gene amplificate sau secvente
din probele dumneavoastra.

B Una sau mai multe tinte de referintd — cel putin o tinta trebuie sa fie tinta de referinta pentru
expresia normalizata. Atribuiti toate tintele de referinta in fereastra Experiment Settings (Setari
experimente), pentru a analiza datele in modul Normalized Expression (Expresie normalizata)
(AAC). Rularile care nu contin o referinta trebuie analizate utilizand modul Relative Expression
(Expresie relativa) (AC).
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Probe comune - reactiile dumneavoastra trebuie sa includa probe comune (minimum doua
necesare) pentru a va vizualiza datele reprezentate grafic in fila Gene Expression (Expresie
genica). Aceste probe ar trebui sa reprezinte diferite tratamente sau conditii pentru fiecare dintre
secventele dumneavoastra tinta. Atribuiti o proba de control (optionala) in fereastra Experiment
Settings (Setari experimente). Daca nu este selectata nicio proba de control, software-ul foloseste
cea mai mica valoare Cq drept valoare de control.

Cerintele pentru setarea Gene Expression (Expresie genica) din Plate Editor (Editor placa) depind de
tipul continutului reactiei: PCR singleplex, cu un fluorofor in reactii, sau PCR multiplex, cu mai multi

fluorofori in reactii.

Configuratia ghidata a placii

Daca configuratia placii unui fisier de date nu contine informatiile necesare pentru analiza si este
selectata fila Gene Expression (Expresie genica), spatiul ocupatin mod normal de graficul cu bare va
contine instructiuni pentru introducerea acestor informatii. Pentru expresia genica normalizata,

parcurgeti urmatorii pasi:

1.

Definiti denumirile Target (Tinta) si Sample (Proba) urmand oricare dintre procedurile urmatoare:
B Plate Setup (Configuratie placa) — deschide fereastra Plate Editor (Editor placa).

B Replace Plate File (Inlocuire fisier placd) — deschide browser-ul Select Plate (Selectare
placa), in care puteti naviga la un fisier placa salvat anterior cu care sa inlocuiti structura
curenta a placii.

B Replace PrimePCR File (Inlocuire fisier PrimePCR) — deschide caseta de dialog Select
PrimePCR File (Selectare fisier PrimePCR), in care puteti naviga la un fisier de rulare
PrimePCR pe care sa-l aplicati la structura placii.

Selectati una sau mai multe tinte de referinta si o proba de control utilizand caseta de dialog
Experiment Settings (Setari experimente).

Daca structura placii contine deja informatii despre tinta si proba, doar al doilea pas este necesar
si este evidentiat cu portocaliu. Acest pas trebuie parcurs inainte de realizarea analizei expresiei
genice normalizate.

Nota: Datele pentru corelograma, si clustergrama si sunt afisate doar daca toate cerintele
pentru expresia genica normalizatd listate in Plate Setup (Configuratie placa) pentru Gene
Expression Analysis (Analiza expresiei genice) sunt indeplinite.
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Graficele de expresie genica

Graficele de expresie genica

CFX Maestro Dx SE afiseaza datele expresiei genice h mai multe vizualizari. Tabelul 29 listeaza
optiunile graficelor disponibile in software.

Tabelul 29. Optiunile graficelor de expresie genica

Buton Denumire Functie
Reprezentare grafica Afiseaza datele expresiei genice normalizate
L'i} folosind una dintre urméatoarele vizualizari:

B Grafic cu bare (implicita)
B Diagrama boxplot

B Grafic de puncte

Clustergrama Afiseaza datele expresiei normalizate intr-o
i ierarhie bazata pe gradul de similaritate a
expresiei pentru diferite tinte si probe.

Corelograma Afiseaza expresia normalizata a tintelor pentru
.ﬁ‘a un control versus o proba experimentala.
ANOVA Afiseaza rezultatele unei ANOVA
Am unidirectionale pentru datele expresiei genice

utilizand urmatoarele pachete R pentru a
efectua ANOVA si a determina rezultatele
Tukey:

B Complement de regresie aplicata (car)

B Media celor mai mici patrate (Ismeans)

Instrumentul de selectare a genei (Disponibil in fila Study Analysis (Analiza
[E | de referinta studiu) din fereastra Gene Study (Studiu genic))
Identifica genele de referinta testate si le
clasifica drept Ideal (Ideale), Acceptable
(Acceptabile) sau Unstable (Instabile), in
functie de stabilitatea lor.

Analiza controalelor PrimePCR (Disponibila in fila Study Analysis (Analiza
EJ studiu) din fereastra Gene Study (Studiu genic))
Afiseaza rezultatele probelor testate.
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Reprezentare grafica

File View Settings Export Tools P\ataSetup' % ||Fuorophore || 2

Quantfication Guartication Data il Gene Boression End Port &} Custom Data View ac B Run Inomation

m} Bar Chart Mode.
T Relative quartity (ACq )

Graph Data
Relative to cortrol
Analyze Using
Samples Only

OSBRI BT

i
#
N

Relati ve Quartity

Control,

8
6
4

- i -
2 7
0

[] Annotate P-Values
Haart Lung Spleen P-Value Threshold: 0.050

Target

@ Compound A SR Compound A’'E S Flacebo K-fods

Target

Jusl QT _—
2 Gene Expression Data Table Linear

Calculations based on selected araph type and preferences

Scaling
Corrected
Relative Relative Unscaled
Target 4 Sample 9 Control & W)} O| Relative O MeanCq | CaSEM
Quantiy Guanity SEM | Felate
Lung Compound A 379334 0.06540 0.06987 2419 ozl | Fror Ber
Lung Compound A/B 15 50855 042182 046984 209 0.04f | Standard Eror of the Mean
Lung Placebo C 1.00000 003140 003140 218 D048 | 1 Eror B Mulipier:
Spleen Compound A 374760 0.11065 011325 2006 0.04] LR s
. : s
Spleen Compound A/E 15.01611 044343 048563 1758 0.04| -
Spleen Placebo C 1.00000 0.01902 001902 20 0.02|
i - &
l] 4] il ] < >

Completed | Scan Mode: SYBR/FAM only | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Expresia relativa a tintelor este prezentata in aceste doud vizualizari:

B Graficul Expresie genica — afiseaza datele PCR in timp real, sub una dintre urmatoarele forme:
OO AAC, — expresie normalizata relativa, calculata folosind probe de control si tinte de referinta.
O ACq — cantitatea relativa a genei tinta dintr-o proba in raport cu o proba de control.

Puteti vizualiza datele din graficul de expresie genica in una dintre cele trei vizualizari. Pentru
mai multe informatii, consultati Schimbarea si adnotarea vizualizarii graficului de la pagina 258.

B Foaie de calcul — afiseaza o foaie de calcul a datelor expresiei genice.

Sfat: Faceti clic dreapta pe orice grafic sau foaie de calcul pentru a accesa optiunile.
Selectati View/Edit Plate (Vizualizare/Editare placa) din meniul vertical Plate Setup
(Configuratie placa) pentru a deschide Plate Editor (Editor placa) si a modifica continutul
godeului din placa.

Sfat: Selectati Sort (Sortare) din meniul clic dreapta pentru a rearanja ordinea denumirilor
Target (Tintd) si Sample (Proba) din grafic.
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Reprezentare grafica

Expresie genica normalizata

Pentru a normaliza datele, utilizati nivelul expresiei masurat pentru una sau mai multe gene de
referinta ca factor de normalizare. Genele de referinta sunttinte care nu sunt regulate in sistemul
biologic studiat, de exemplu actind, GAPDH sau tubulina.

Pentru a configura analiza expresiei genice normalizate (AACq)

1.
2.

Deschideti un fisier de date (extensia .pcrd).

Revizuiti datele din fila Quantification (Cuantificare) din fereastra Data Analysis (Analiza date).
Ajustati datele, de exemplu schimband pragul si modul de analiza.

Alegeti fila Gene Expression (Expresie genica).
In fila Gene Expression (Expresie genica), faceti clic pe Experiment Settings (Setari experimente).
Tn caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), urmati procedura urmatoare:

a. Alegetifila Samples (Probe) si selectati un control. La atribuirea unui control, CFX Maestro Dx SE
normalizeaza cantitatile relative pentru toate genele la cantitatea de control, care este setata la 1.

b. Alegetifila Target (Tinta) si selectati genele de referinta. Analiza expresiei genice necesitd o
referinta intre tintele din probele dumneavoastra

Selectati Normalized Expression (Expresie normalizata) (AACq) daca aceasta optiune nu este
deja selectata si apoi vizualizati nivelurile de expresie in fila Gene Expression (Expresie genica).

Nota: De asemenea, puteti utiliza Setup Wizard (Expert configuratie) pentru a configura
structura placii pentru analiza expresiei genice normalizate.

Cantitate relativa

Prin definitie, datele de cantitate relativa (ACy) nu sunt normalizate. Aceasta metoda este utilizata
pentru a cuantifica probele care nu includ gene de referinta (tinte). Tnh mod obisnuit, cercetatorii se
bazeaza pe una dintre urmatoarele considerente cand seteaza rularea:

Fiecare proba contine aceeasi cantitate de RNA (ARN) sau cDNA (ADNCc) in fiecare godeu.

Orice variatie a cantitatii de proba biologica incarcata va fi normalizatad dupa rulare printr-o metoda
de analiza a datelor, in afara software-ului. De exemplu, un cercetator poate alege sa imparta
valoarea cantitatii relative la factorul de normalizare, daca se poate la masa de acid nucleic
fncarcata pentru fiecare proba, sau la numarul de celule din care a fostizolat acidul nucleic.

Pentru a rula o analiza a cantitatii relative (ACq)

>

In fila Gene Expression (Expresie genica), selectati Relative Quantity (AC,) (Cantitate relativa)
(ACq) din lista verticala Mode (Mod) din panoul din dreapta.
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Sfat: Pentru a compara rezultatele cu datele din alte rulari ale expresiei genice, deschideti
un nou studiu genic sau adaugati un fisier de date la un studiu genic existent.
Schimbarea si adnotarea vizualizarii graficului

Utilizand comenzile de meniu de pe bara de instrumente pentru grafice si instrumentele graficului
pentru analiza datelor, puteti modifica modul de vizualizare a graficului, adnota fiecare grafic si
modifica afisarea graficului. Bara de instrumente a graficelor este afisata intre grafic si foaia de calcul
cu analiza datelor, in partea de jos a ecranului.

Instrumente bara de instrumente grafic

Sfat: Consultati Grafice de la pagina 198 pentru informatii despre instrumentele graficului care
apar in partea dreapta a graficelor de analiza a datelor.

Bara de instrumente de sub grafice ofera acces rapid la instrumentele de adnotare.

Ll % Q% O M~ a

Tabelul 30 afiseaza functiile butoanelor de pe bara de instrumente a graficelor.

Tabelul 30. Bara de instrumente grafic

Buton Denumire Functie
ail Grafic cu bare Afiseaza expresia relativa a tintelor.
III Diagrama boxplot Afiseaza datele sub forma de intervale de cuartile (a se

vedea Calculele aferente diagramei boxplot de la pagina
297 pentru detalii de calcul).

Nota: Disponibil numai daca Analyze Using (Analiza cu)
este setata la Biological Groups Only (Numai grupuri
biologice).

o ® Grafic de puncte Afiseaza punctele de date ale probei individuale pentru

= fiecare tinta.

Note: Disponibil numai daca Analyze Using (Analiza cu)
este setata la Biological Groups Only (Numai grupuri
biologice).

t}, Adaugare sageata Deseneaza o sageata pe graficul activ.
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Tabelul 30. Bara de instrumente grafic, continuare

Buton

Denumire

Adaugare cerc

Functie

Deseneaza un cerc pe graficul activ

&

Adaugare text

Insereaza o caseta text in graficul activ, in care puteti
adauga text pentru a identifica elementele de interes din
grafic.

Anulare Elimina sau aduce la starea anterioara ultima adnotare
efectuata in graficul activ.
Refacere Aduce l|a starea anterioara ultima actiune de Anulare

efectuata pe graficul activ.

&) Q@ 3

Stergere toate

Elimina toate adnotarile de pe graficul activ.
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Sortarea datelor tintei, probei si grupului biologic
Nota: Aceasta optiune este disponibila numai in graficele de expresie genica.

Implicit, listele Targets (Tinte), Samples (probe), si Biological Groups (Grupuri biologice) apar in
ordine alfabetica. Utilizati caseta de dialog Sort (Sortare) pentru a sorta afisajul in ordine alfabetica
inversa sau pentru a muta manual un termen in alta pozitie din lista.

Pentru a sorta datele pentru tinta, proba si grupul biologic
1. Din instrumentele graficului, faceti clic pe Sort (Sortare).

Va aparea caseta de dialog Gene Expression Chart Sorting (Sortare grafic expresie genica).

Actin
IL1Beta
Tubulin

OHr
1Hr
2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

L] [ ]l

oK Cancel

2. In caseta de dialog, faceti clic pe Z-A pentru a sorta lista in ordine alfabetica inversa.
3. Pentru a muta manual un termen, selectati- si faceti clic pe butonul corespunzator dintre grafice:
B Faceti clic pe sageata Tn sus sau In jos pentru a muta termenul selectat cu o pozitie.

B Faceti clic pe s&geata bara In sus sau In jos pentru a muta termenul selectat in partea de sus
sau de jos a listei.

4. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).
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Modificarea setarilor de culoare pentru tinta, proba si grup biologic

Utilizati caseta de dialog Color Settings (Setari culoare) daca doriti sa modificati culoarea unei tinte,
probe sau grup biologic sau sa eliminati elementul respectiv din grafic.

Pentru a modifica setarile de culoare ale tintei

1. Tn panoul din dreapta al casetei de dialog Gene Expression (Expresie genica), asigurati-va ca
Sample (Proba) apare in lista verticala a axei x.

2. In Chart Tools (Instrumente grafic), selectati Color Settings (Setari culoare).
Apare caseta de dialog Color Settings (Setari culoare).

3. Ca sa modificati culoarea afisajului pentru o tinta, faceti clic pe culoarea acesteia in coloana
Color (Culoare).

4. Tn caseta de dialog Color (Culoare) care apare, selectati o culoare noua si faceti clic pe OK.

5. Pentru a elimina o tinta din graficul de expresie genica, debifati caseta de selectare aferenta din
coloana Show Chart (Afisare grafic).

Sfat: Pentru a elimina toate tintele, debifati Show Chart (Afisare grafic) in capul de tabel.

6. (Optional) Implicit, barele sunt afisate In culori compacte. Pentru a afisa barele cu gradient de
culoare, debifati Use Solid Colors (Utilizare culori compacte).

7. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).
Pentru a modifica setarile de culoare ale probei sau grupului biologic

1. Tn panoul din dreapta al casetei de dialog Gene Expression (Expresie genica), asigurati-va ca
Target (Tintd) apare in lista verticala a axei x.

2. Efectuati pasii din Pentru a modifica setarile de culoare ale tintei de la pagina 261.
Schimbarea vizualizarii graficului
Pentru a schimba vizualizarea curenta a graficului

» Selectati comanda de meniu de pe bara de instrumente pentru vizualizarea fintei.

Nota: Fila Gene Expression (Expresie genica) se deschide intotdeauna afisand datele in
vizualizarea implicita a graficului cu bare.
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Excluderea punctelor de date extreme
In graficul de puncte, puteti vizualiza si exclude cu usurinta extremele din analiza.
Pentru a exclude punctele de date extreme

» In graficul de puncte, faceti clic dreapta pe extremele tintei si selectati Exclude Well from Analysis
(Excludere godeu din analiza).

Punctul de date este eliminat din graficul de puncte si godeul devine gri in Well Selector (Selector
godeuri) din fila Quantification (Cuantificare).

Pentru a include un punct de date extreme exclus

» in fila Quantification (Cuantificare), faceti clic dreapta pe godeu in Well Selector (Selector
godeuri) si selectati Well (Godeu) > Include in Analysis (Includere in analiza).

Vizualizarea detaliilor punctului de date
Pentru a vizualiza detaliile punctului de date

» in diagrama boxplot sau in graficul de puncte, opriti cursorul pe un singur punct de date.

Va aparea un sfat pe ecran, indicand denumirea probei si expresia acesteia (cantitatea relativa sau
expresia normalizata, in functie de modul selectat).

|i|] Box-And-Whisker

1o 5Hr, 413.27540

Expression

o

Adnotarea graficelor

Puteti adduga sageti, cercuri si text la fiecare vizualizare a graficului cu bare, pentru o comunicare
clara a datelor. Adnotarile sunt salvate impreuna cu graficul cu bare si apar in fisierul exportat si
tiparit. Cu toate acestea, adnotarile efectuate la o vizualizare a graficului nu sunt adaugate la celelalte
vizualizari ale graficului.

Pentru a desena o sageata sau un cerc pe grafic
1. Pe barade instrumente a graficului cu bare, faceti clic pe instrumentul specific.

2. Faceti clicin graficul cu bare si deplasati cursorul peste grafic, dupa caz.
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Pentru a adauga text la grafic
1. Pe barade instrumente a graficului cu bare, faceti clic pe Add Text (Adaugare text).
2. Faceti clic in graficul cu bare. Va aparea o caseta text in locul respectiv.
3. Adaugati textin caseta de text.
4. Faceti clic oriunde pe grafic pentru a iesi din caseta de text.
Sfat: Apasati Enter pentru a adauga mai multe randuri in caseta de text.
Pentru a muta o adnotare

1. Miscati cursorul peste adnotare. Pictograma se transforma intr-un deget aratator si chenarul
adnotarii este evidentiat.

2. Faceti clic pe adnotare si deplasati-o intr-o alta pozitie.
3. Eliberati adnotarea pentru a o fixa pe pozitie.
Pentru a anula o adnotare
» Faceti clic pe Undo (Anulare).
Va fi eliminata adnotarea adaugata cel mai recent.
Sfat: Puteti anula pe rdnd cele mai recente zece adnotari.
Pentru a reface o adnotare
» Faceti clic pe Redo (Refacere).
Adnotarea eliminata cel mai recent este restaurata.
Sfat: Puteti reface pe rand cele mai recente zece adnotari.
Pentru a sterge o adnotare

» Faceti clic dreapta pe adnotare si selectati Delete (Stergere).

Ajustarea datelor de expresie genica

Dupa ce ati selectat modul de analiza — expresie normalizata (AACq) sau cantitate relativa (ACq),
ajustati datele pe care le vedeti in fila Gene Expression (Expresie genica) modificand optiunile de
setare din partea dreapta a graficului.

Sfat: Setati optiunile implicite de date Gene Expression (Expresie genica) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator) (consultati Setarea parametrilor impliciti pentru fisierul de date de
expresie genica de la pagina 90 ).
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Datele graficului

Setati valoarea axei y la scara liniara pentru a activa optiunile datelor graficului. Optiunile datelor
graficului va permit sa prezentati datele din grafic folosind una dintre urmatoarele optiuni:

B Relativ la control — reprezentarea grafica a datelor cu axa scalata de la 0 la 1. Daca atribuiti o
valoare de control in rularea dumneavoastra, selectati aceasta optiune pentru a vizualiza rapid
reglarea pozitiva si negativa a tintei.

B Relativ la zero — reprezentarea grafica a datelor cu originea la zero.

Analyze Using (Analiza cu)

Utilizati meniul vertical pentru a selecta modul de analiza si reprezentare grafica a datelor. Optiunile
disponibile sunt:

®  Samples Only (Numai probe) — datele sunt analizate si reprezentate grafic pentru fiecare proba.

B Biological Groups Only (Numai grupuri biologice) — datele sunt analizate si reprezentate grafic
pentru grupurile biologice. Expresia afisata pentru grupul biologic este media geometrica a
probelor din acel grup.

B Sample Biological Group (Proba Grup biologic) — datele sunt analizate si reprezentate grafic
pentru fiecare proba, cu grupul biologic adaugat dupa denumirea probei. Valorile P afisate sunt
calculate pe baza grupului biologic.

B Biological Group Sample (Grup biologic Proba) — datele sunt analizate si reprezentate grafic
pentru fiecare proba, cu grupul biologic precedand denumirea probei. Valorile P afisate sunt
calculate pe baza grupului biologic.

Control

Utilizati meniul vertical Control pentru a selecta o proba care va fi utilizat(a) la normalizarea cantitatii
relative:

Adnotarea valorilor P si a pragului valorii P

Cand selectati Annotate P-Values (Adnotare valori P), software-ul afiseaza un asterisc (*) pe graficul
cu bare deasupra unei tinte, daca valoarea sa P este sub pragul selectat. Software-ul calculeaza
automat valoarea P comparand nivelul expresiei probei cu nivelul expresiei probei de control
selectate, utilizdnd un test t standard. Intervalul pragului valorii P este de 0,000-1,000.

Optiuni axa x

Optiunea axei x va permite sa selectati datele axei x ale graficului Gene Expression (Expresie
genica):
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B Target (Tintd) — reprezinta grafic denumirile tintelor pe axa x.

B Sample (Proba) — reprezinta grafic denumirile probelor pe axa x.

Optiuni axa y

Optiunea axei y va permite sa afisati graficul Gene Expression (Expresie genica) pe una dintre
urmatoarele trei scari:

B Linear (Liniara) — selectati aceasta optiune pentru a afisa o scara liniara.

Sfat: Setarea axei y la Linear (Liniara) activeaza lista verticala Graph Data (Date grafic), din
care puteti alege sa reprezentati grafic datele relativ la control sau relativ la zero.

B Log 2 - selectati aceasta optiune pentru a evalua probele la nivelul unui interval dinamic mare.

B Log 10 - selectati aceasta optiune pentru a evalua probele la nivelul unui interval dinamic foarte
mare.

Optiuni de scalare

Selectati Normalized Gene Expression (Expresie genica normalizata) (AACq) si setati Controlla None
(Niciuna) pentru a activa optiunile de scalare in graficul Gene Expression (Expresie genica). Selectati
una dintre aceste optiuni de scalare pentru a calcula si prezenta datele in maniera cea mai adecvata
pentru designul rularii dumneavoastra:

B Unscaled (Nescalat) — prezinta expresia genica normalizata nescalata.

B Highest (Cel mai ridicat) — scaleaza expresia genica normalizata pentru fiecare {inta, impartind
nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai ridicat nivel de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la cel mai ridicat nivel”.

B Lowest (Cel mai scazut) — scaleaza expresia genica normalizata pentru fiecare tinta, impartind
nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai scazut nivel de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la cel mai scazut nivel”.

B Average (Mediu) — scaleaza expresia genica normalizata pentru fiecare tinta, impartind nivelul
expresiei fiecarei probe la media geometrica a nivelurilor de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la nivel mediu”.

Selectati o optiune pentru calcularea tipului de eroare (barele de eroare) din graficul Gene
Expression (Expresie genica).
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Multiplicator bare de eroare din grafic

Selectati un multiplicator pentru barele de eroare din graficul Gene Expression (Expresie genica).
Selectati unul dintre aceste numere intregi:
+/- 1 (implicit), 2 sau 3. Tipul multiplicatorului se schimba atunci cand selectati bara de eroare:

B SEMs pentru eroarea standard a mediei

B Std Devs pentru deviatiile standard

Setari experimente

Sfat: Aceasta caseta de dialog este disponibila si in Plate Editor (Editor placa). Pentru mai multe
informatii, consultati Schimbarea setarilor experimentelor de la pagina 145.

In caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), puteti vizualiza sau modifica lista de
tinte, probe sau grupuri biologice, selecta genele de referinta, selecta controalele sau seta grupul
Gene Expression Analysis (Analiza expresie genica) de analizat, daca grupurile biologice au fost
adaugate la godeuri.

Pentru a deschide caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente)

» Infila Graphing (Reprezentare grafica), faceti clic pe Experiment Settings (Setari experimente) in
partea de jos a panoului din dreapta.

Apare caseta de dialog Experiment Settings (Setéri experimente), care afiseaza fila Targets
(Tinte).

Pentru a ajusta setarile pentru Targets (Tinte)
» infila Targets (Tinte), urmati oricare dintre procedurile urméatoare:

B Pentru a selecta o tinta ca referinta pentru analiza datelor expresiei genice, selectat
denumirea sa in coloana Reference (Referinta).

B Pentru a schimba culoarea tintei, faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color
(Culoare) si modificati culoarea in caseta de dialog Color (Culoare) care apare.

Schimbarea culorii apare in graficele Gene Expression (Expresie genica).

B Pentru a utiliza o valoare de eficienta determinata anterior, debifati caseta de selectare
aferenta tintei din coloana Auto Efficiency (Eficienta automata) si introduceti un numar pentru
procentul de eficienta al unei tinte.

Software-ul calculeaza eficienta relativa a unei tinte folosind Auto Efficiency (Eficienta
automata), daca datele pentru o tinta includ o curba standard.
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Pentru a ajusta setarile pentru Sample (Proba) sau

» infila Samples (Probe) si, urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a selecta o proba drept control pentru analiza datelor expresiei genice, selectati
denumirea sa in coloana Control.

B Pentru a schimba culoarea probei, faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color
(Culoare) si schimbati culoarea in caseta de dialog Color (Culoare) care apare.

Schimbarea culorii apare n graficele Gene Expression (Expresie genica).

B Pentru a afisa proba in graficele Gene Expression (Expresie genica), selectati-o in coloana
Show Chart (Afisare grafic).

B Pentru a elimina proba din graficele Gene Expression (Expresie genica), debifati-o in
coloana Show Chart (Afisare grafic).

Sfat: Datele probei raman in tabelul Results (Rezultate).

Pentru a exclude un tip de proba din calculele analizei

P Bifati caseta de selectare aferenta din partea de jos a casetei de dialog Experiment Settings

(Setari experimente).

Nota: Aceasta exclude controalele si/sau standardele din analiza expresiei genice.

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Faceti clic dreapta pe graficul expresiei genice pentru a selecta elementele afisate in Tabelul 31.

Tabelul 31. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru expresia genica

Element

Copy (Copiere)

Functie

Copiaza graficul pe clipboard.

Save Image As (Salvati

Salveaza graficul ca fisier imagine. Configurati rezolutia si

imaginea ca) dimensiunile imaginii, apoi selectati tipul fisierului (PNG, JPG, sau
BMP).

Page Setup (Configurare Selecteaza configurarea paginii pentru imprimare.

pagina)

Print (Imprimare)

Imprima graficul.
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Tabelul 31. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru expresia genica, continuare

Element Functie
Set Scale to Default (Setare Show All (Afisare toate) afiseaza toate datele din graficul cu bare.
scara la implicit) Scroll Bar (Bara de defilare) afiseaza o bara de defilare daca exista

prea multe probe de afisat in cadrul graficului, mentinand o latime
minima a barei.

Deschide fereastra , pentru a ajusta graficul.

Sort (Sortare) Sorteaza ordinea probelor sau tintelor care apar pe axa x a graficului.
Use Corrected Std Devs Calculeaza barele de eroare utilizand formula deviatiei standard
(Utilizare deviatii standard corectate.

corectate)

Use Solid Bar Colors (Utilizare Afiseaza barele compacte din grafic.

culori compacte bare)

X-Axis Labels (Etichete axa x) Afiseaza etichetele axei x pe orizontald sau in unghi.

Foaia de calcul Data (Date)
Tabelul 32 defineste datele afisate in tabelul de date Gene Expression (Expresie genica).

Nota: Valorile din tabel sunt calculate pe baza tipului de grafic si a preferintelor selectate in
panoul din dreapta.

Tabelul 32. Descrierea informatiilor din foaia de calcul din fila

Informatie Descriere

Tinta Denumirea tintei (gena amplificatd) selectata in fereastra Experiment
Settings (Setari experimente).

Proba Denumirea probei selectata in fereastra Experiment Settings (Setari
experimente).

Denumirea controlului selectat in fereastra Experiment Settings
(Setari experimente).

Relative Quantity (Cantitate Cantitate relativa (ACq) sau Expresie genica normalizata (AACy), in
relativa) sau functie de modul selectat.
Expression (Expresie)
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Informatie

SEM (sau SD) pentru cantitate
relativa sau expresie

Descriere

Eroarea standard a mediei (SEM) sau deviatia standard (SD) a
cantitatii relative sau a expresiei normalizate, Tn functie de optiunea
selectata.

SEM (sau SD) corectata pentru
cantitate relativa sau expresie

Calculul valorii corectate pentru SEM sau SD a cantitatii relative sau a
expresiei normalizate, in functie de optiunea selectata.

Medie Cq

Media ciclului de cuantificare.

SEM (sau SD) G

SEM sau SD a ciclului de cuantificare, Tn functie de optiunea
selectata.
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Optiunea Show Details (Afisare detalii)

Tabelul 33 defineste datele afisate cand este selectata optiunea Show Details (Afisare detalii) din
meniul clic dreapta al foii de calcul a graficului cu bare.

Tabelul 33. Informatiile din foaia de calcul a graficului cu bare cu optiunea Show Details (Afisare

detalii) selectata

Informatie

Set de date

Descriere

Date privind fluorescenta de la un fluorofor din fisierul de date

Cantitate relativa

Cantitatea relativa calculata a probelor

SD cantitate relativa

Deviatia standard a calcularii cantitatii relative

SD cantitate relativa corectata

Deviatia standard calculata a cantitatii relative corectate

SEM cantitate relativa

Eroarea standard a mediei calcularii cantitatii relative

SEM cantitate relativa corectata

Eroarea standard a mediei calcularii cantitatii relative corectate

Cantitate relativa(lg)

Log, al cantitatii relative utilizate pentru analiza statistica

SD RQ(Ig)

Deviatia standard a cantitatii relative (logy)

SEM expresie(lg)

Eroarea standard a mediei expresiei (logy)

Expresie nescalata

Expresia nescalata calculata

SD expresie nescalata

Deviatia standard calculata a expresiei nescalate

SD expresie nescalata corectata

Deviatia standard calculata a expresiei nescalate corectate

SEM expresie nescalata

Eroarea standard a mediei calculata a expresiei nescalate

SEM expresie nescalata
corectata

Eroare standard a mediei calculata a expresiei nescalate corectate

Expresie nescalata(lg)

Log, al expresiei nescalate

SD expresie nescalata(lg)

Deviatia standard a expresiei nescalate (logp)

SEM expresie nescalata(lg)

Eroarea standard a mediei expresiei nescalate (logy)

Expresie

Expresie genica normalizata

SD expresie corectata
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Tabelul 33. Informatiile din foaia de calcul a graficului cu bare cu optiunea Show Details (Afisare

detalii) selectata, continuare

Informatie

SEM expresie

Descriere

Eroarea standard a mediei expresiei

SEM expresie corectata

Eroare standard a mediei calculata a expresiei corectate

Expresie(lg)

Log, al expresiei (expresia normalizata) utilizate pentru analiza
statistica

SD expresie(lg)

Deviatia standard a expresiei (logy)

SEM expresie(lg)

Eroarea standard a mediei expresiei (logy)

Medie C0| Media ciclului de cuantificare
SD Cq Deviatie standard a ciclului de cuantificare
SEM Cq Eroarea standard a mediei ciclului de cuantificare
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Clustergrama

Clustergrama afiseaza datele intr-o ierarhie bazata pe gradul de similaritate a expresiei pentru
diferitele tinte si probe.

Nota: Trebuie sa alegeti o tinta de referinta pentru a afisa oricare dintre reprezentarile grafice de
date, in afara de expresia relativa pentru graficele cu bare.

Imaginea clustergramei descrie expresia relativa a unei probe sau tinte, dupa cum urmeaza:
B Reglare pozitiva (rosu) — expresie mai mare

B Reglare negativa (verde sau albastru) — expresie mai mica

B Nicio reglare (negru)

B Nicio valoare calculata (negru cu un X alb)

Cu catnuanta culorii este mai deschisa, cu atat mai mare este diferenta expresiei relative. Daca nu se
poate calcula nicio valoare Cy normalizata, patratul va fi negru cu un X alb.

Pe marginile exterioare ale graficului de date se gaseste o dendrograma, care indica ierarhia de
clustering. Tintele sau probele care au tipare de expresie similare vor avea ramuri adiacente, iar cele
cu tipare nesimilare vor fi mai departate.

Setari
Puteti seta urmatoarele optiuni:

m  Cluster By (Grupare dupd) — alegeti dintre Targets (Tinte), Samples (Probe), Both (Ambele) sau
None (Niciuna).

B Size (Dimensiune) — ajusteaza dimensiunea imaginii si modifica gradul de marire a graficului
pentru.

B Split Out Replicates (Tmpértjre replicate) — afiseaza valorile replicatelor individuale.

Sfat: Puteti schimba schema de culoare pentru de la setarea implicitd Red/Green (Rosu/Verde) la
Red/Blue (Rosu/Albastru) selectand aceasta optiune din meniul clic dreapta dintre aceste grafice.

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta pentru clustergrama sunt aceleasi cu cele pentru graficul
cu bare. Consultati Tabelul 31 de la pagina 267 pentru optiunile disponibile. De asemenea, selectati
Color Scheme (Schema de culori) pentru a modifica expresia de reglare negativa de la setarea
implicitd Red/Green (Rosu/Verde) la Red/Blue (Rosu/Albastru) pe grafic.
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Foaia de calcul Data (Date)

Foaia de calcul afiseaza valorile pentru tinta, probéa si expresia normalizata.
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Corelograma

Corelograma afiseaza expresia normalizata a tintelor pentru un control versus o proba experimentala. Liniile
din grafic indica pragul factorului de modificare. Punctele de date dintre linii indica faptul ca diferenta de
expresie pentru tinta (gena) respectiva este neglijabila intre probe. Punctele de date din afara liniilor
depasesc pragul de variatie si ar putea fi de interes.

Imaginea din grafic afiseaza urmatoarele modificari in expresia tintd pe baza pragului factorului de
modificare

B Reglare pozitiva (cerc rosu) — expresie relativ mai mare
B Reglare negativa (cerc verde sau albastru) — expresie relativ mai mica
®  Nicio schimbare (cerc negru)

Faceti clic pe si trageti oricare linie de prag pentru a ajusta valoarea de prag a factorului de
modificare.

Setari

Puteti seta urmétoarele optiuni:
B Proba de control

B Proba experimentala

B Fold Change Threshold (Pragul factorului de modificare) Pe masura ce mariti sau micsorati
valoarea factorului de modificare, liniile de prag din grafic se muta si ele in mod corespunzator.

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta pentru corelograma sunt aceleasi cu cele pentru graficul
cu bare. Consultati Tabelul 31 de la pagina 267 pentru optiunile disponibile. In plus, selectati Symbol
(Simbol) pentru a schimba simbolul utilizat pe grafic din cercul implicit in unul dintre urmatoarele:

B Triunghi
®  Cruce
B Patrat
®  Romb
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Foaia de calcul Data (Date)

Foaia de calcul afiseaza valorile pentru tinta si expresia normalizata pentru proba de control si proba
experimentala. Indica, de asemenea, daca tintele sunt reglate pozitiv sau negativ in comparatie cu
reglarea tinta.
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Foaia de calcul Results (Rezultate)

Foaia de calcul Rezultate rezuma datele din toate diagramele. Tabelul 34 defineste datele afisate in
foaia de calcul Results (Rezultate).

Tabelul 34. Informatiile din fila Rezultate

Informatie Descriere

Target (Tinta) Denumirea tintei (gena amplificata)
Sample (Proba) Denumire proba

Medie Cq Media ciclului de cuantificare

Mean Efficiency Corrected Cq
(media Cq corectata eficient)

Media ciclului de cuantificare dupa ajustarea pentru eficienta reactiilor

Expresie normalizata

Expresia tintei normalizata in functie de o tinta de referinta (AACy)

Relative Normalized Expression
(Expresie normalizata relativa)

Expresie normalizata relativa la o proba de control; denumita si Fold
Change (Factor de modificare)

Regulation (Reglare)

Modificare a expresiei relativa la o proba de control

Compared to Regulation
Threshold (Comparativ cu
pragul de reglare)

Reglare pozitiva sau negativa a unei probe experimentale bazata pe
setarea pragului

Nota: Datele pentru replicate se gasesc numai in foile de calcul ale filelor de analiza a datelor in
care s-a selectat Split Out Replicates (Replicate individuale) (respectiv Clustergram
(Clustergrama)). Poate exista o discrepanta intre datele de expresie din foile de calcul de analiza
a expresiei genice daca selectati ,none” (niciuna) drept proba de control pe graficul cu bare.
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Studiu genic

Creati un studiu genic pentru a compara datele de expresie genica de la unul sau mai multe
experimente PCR in timp real folosind un element de calibrare intre rulari pentru normalizare intre
experimente. Creati un studiu genic adaugand date din unul sau mai multe fisiere de date (extensia
.pcrd) la studiul genic. Software-ul le grupeaza intr-un fisier unic (extensie .mgxd).

Nota: Numarul maxim de probe pe care le puteti analiza intr-un studiu genic este limitat de
marimea memoriei RAM a computerului si de memoria virtuala.

Inter-run Calibration (Calibrare intre rulari)

Inter-run calibration (Calibrare intre rulari) este incercata automat in fiecare studiu genic pentru fiecare
tinta pentru a normaliza variatiile intre rulari intre tintele testate in rulari PCR in timp real separate (cu
alte cuvinte, fisiere .pcrd diferite generate din placi diferite).

Pentru ca software-ul sa recunoasca o proba drept element de calibrare intre rulari, aceasta trebuie
sa aiba acelasi nume de tintd, nume de proba si, dacé este utilizat, acelasi nume de set biologic pe
fiecare placa comparata.

Nota: Cel putin o proba element de calibrare intre rulari trebuie sa fie prezenta in studiul genic
pentru a avea loc calibrarea intre ruléri. Tintele fara probe element de calibrare intre rulari
adecvate vor fi procesate fara corectie in studiul genic (nerecomandat).

Elementele de calibrare intre rulari pot fi aplicate in doua moduri:

B Per tinta — diferiti primeri PCR pot avea eficiente diferite. In mod implicit, elementul de calibrare
intre rulari este aplicat tuturor godeurilor unei placi care au aceeasi denumire a tintei de
amplificare, de exemplu C, generatd cu acelasi test.

® Intregul studiu — un element de calibrare intre rulari este selectat de utilizator si aplicat intregului
studiu genic.
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Caseta de dialog Gene Study (Studiu genic)

File Tools Help ?

(B8] study setwp ] study analysis

O File Name Y} File Folder Date Created Well Group Name ) Step Run Type
1 ENEW Gene Expression Muttiples D:\Program Files\Bio-Rad\CFX\SampleFiles\DataFiles 12/13/2007 14:15:24 All Wells 3 User-defined
2 |[ New Gene Expression Mutiple) D:\Program Files\Bio-Rad\CFX\SampleFiles\DataFiles 12/13/2007 14:15:24 All Wells 3 User-defined
3 [ New Gene Bxpression Multiples D:\Program Files\Bio-Rad\CFX\SampleFiles\DataFiles 12/13/2007 14:15:24 All Wells 3 User-defined
I m D
BRemove Add Data Files...

Notes: CFX Gene Study file

Caseta de dialog Gene Study (Studiu genic) include doua file:
B Fila Study Setup (Configurare studiu) — gestioneaza rularile din studiul genic.

Important: Addugarea sau eliminarea fisierelor de date intr-un studiu genic nu modifica
datele din fisierul original.

B Fila Study Analysis (Analiza studiu) — afiseaza datele de expresie genica pentru rularile
combinate.

Fila Study Setup (Configurare studiu)

Tabelul 35 defineste datele care apar in fila Study Setup (Configurare studiu).

Tabelul 35. Fila Study Setup (Configurare studiu) din caseta de dialog Gene Study (Studiu
genic)

Titlu coloana Descriere

File Name (Nume fisier) Denumirea fisierului de date pentru rulare (extensie .pcrd)

File Folder (Folder fisiere) Director care stocheaza fisierul de date pentru fiecare rulare din
studiul genic

Date Created (Data crearii) Data la care au fost colectate datele rularii
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Tabelul 35. Fila Study Setup (Configurare studiu) din caseta de dialog Gene Study (Studiu
genic), continuare

Titlu coloana Descriere
Well Group Name (Nume Numele grupului de godeuri care a fost selectat atunci cand fisierul a
grup godeuri) fost adaugat la studiul genic

Sfat: Pentru a analiza un grup de godeuri din studiul genic,
trebuie sa selectati acel grup de godeuri din fereastra Data
Analysis (Analiza date) Tnainte de a importa fisierul de date in
studiul genic.

Step (Pas) Pas de protocol care include citirea de placa pentru colectarea datelor
PCRin timp real

Run Type (Tip rulare) Rulare definita de utilizator sau rulare PrimePCR

Protocol Edited (Protocol Daca este selectat, indica faptul ca protocolul utilizat pentru o rulare
editat) PrimePCR a fost editat

View Plate (Vizualizare Deschide o harta de placa a placii cu datele din fiecare rulare inclusa
placa) n studiul genic

Pregatirea unui studiu genic

Pentru a pregati un studiu genic

1.

2.
3.

Inainte de a importa datele intr-un studiu genic, efectuati urmatoarele in fereastra Data Analysis
(Analiza date:

®  Verificati c& probele cu acelasi continut au acelasi nume. Intr-un studiu genic, software-ul
presupune ca godeurile cu acelasi nume pentru Target (Tintd) sau Sample (Proba) contin
aceleasi probe.

B Ajustati nivelul initial si pragul (C4) in fila Quantification (Cuantificare) pentru a optimiza
datele din fiecare rulare.

B Selectati grupul de godeuri pe care doriti sa il includeti in studiul genic.

Pentru a afisa date de la un grup de godeuri in studiul genic, grupul respectiv trebuie sa fie
selectat inainte de a importa fisierul de date.

Fila Study Setup (Configurare studiu) afiseaza o lista a tuturor rularilor din studiul genic.
Tn caseta de dialog Gene Study (Studiu genic) selectati fila Study Setup (Configurare studiu).

Faceti clic pe Add Data Files (Adaugare fisiere de date) pentru a selecta un fisier din fereastra
browser-ului.
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Sfat: Pentru a adauga rapid rulari la un studiu genic, trageti fisierele de date (extensia .pcrd)
in caseta de dialog Study Setup (Configurare studiu).

4. CFX Maestro Dx SE efectueaza automat analiza studiului genic pe masura ce adaugati fisiere de
date. Selectati fila Study Analysis (Analiza studiu) pentru a vizualiza rezultatele.

Pentru a elimina rulari din studiul genic
» Selectati unul sau mai multe fisiere din lista si faceti clic pe Remove (Eliminare).
Pentru a adauga observatii despre studiul genic

» Introduceti observatii despre fisiere si analiza in caseta de dialog Notes (Observatii).

Fila Study Analysis (Analiza studiu)

Fila Study Analysis (Analiza studiu) afiseaza datele de la toate rularile din studiul genic. Optiunile de
analiza pentru datele de expresie genica sunt aceleasi cu cele pentru un fisier de date unic, cu
urmatoarele exceptii:

B Pentru graficele cu bare, valorile de calibrare intre rulari (daca sunt calculate) apar atunci cand
faceti clic pe Inter-run Calibration (Calibrare intre rulari).

Nota: Numai urmatoarele tipuri de probe pot fi utilizate drept element de calibrare intre rulari:
O Unknown (Necunoscuta)

O Eroare

O Positive Control (Control pozitiv)

Tipurile de probe Negative Control (Control negativ), no template control (control fara tinta de
amplificare) (NTC) si no reverse transcriptase control (control fara transcriptaza inversa) (NRT) nu
pot fi utilizate drept element de calibrare intre rulari.

B |nstrumentul Reference Gene Selection (Selectare a genei de referintd) identifica genele de
referinta testate si le clasifica drept Ideal (Ideala), Acceptable (Acceptabila) sau Unstable
(Instabild), pe baza stabilitatii acestora:

O Genele de referinta ideale sunt stabile si reprezinta variatii minime intre probele testate.

O Genele de referinta acceptabile nu sunt stabile Tn mod ideal si reprezinta o variatie moderata
intre probele testate. Utilizati aceste gene de referinta in analiza daca nu sunt prezente gene
de referinta ideale.

[0 Genele de referinta instabile reprezinta o variatie excesiva intre probele testate. Se
recomanda ca aceste gene sa fie excluse din analize.
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B |nstrumentul PrimePCR Analysis Control (Controlul analizei PrimePCR) afiseaza rezultatele
probelor testate intr-un tabel:

O Fila Summary (Rezumat) afiseaza un rezumat al tuturor probelor testate. Probele care au
trecut toate testele de control apar in culoarea verde. Probele care nu au trecut unul sau mai
multe dintre testele de control apar in culoarea galbena.

0 Fila PCR afiseaza rezultatele testului pozitiv de control PCR. Acest test detecteaza inhibarea
sau probleme experimentale care afecteaza expresia genica.

O Fila RT afiseaza rezultatele testului de control cu transcriere inversa. Acest test evalueaza
calitativ performanta RT si identifica probele la care performanta RT este probabil sa
compromita expresia genica.

O Fila gDNA (ADNg) afiseaza rezultatele testului de control pentru contaminare ADN. Acest test
determina daca ADN-ul genomic (JDNA) este prezent intr-o proba la un nivel care ar putea
afecta rezultatele gPCR.

O Fila RQ afiseaza rezultatele testelor de calitate pentru ARN (RQ1 si RQ2). Aceste teste
evalueaza calitativ daca integritatea ARN ar putea afecta in mod negativ expresia genica.
Categoriile raportului de studiu genic

Folositi caseta de dialog Gene Study Report (Raport studiu genic) pentru a aranja datele studiului
genic intr-un raport. Tabelul 36 listeaza toate optiuni disponibile pentru un raport de studiu genic.

Tabelul 36. Categoriile unui raport de studiu genic

Categorie Optiune Descriere

Header (Antet)

Titlu, subtitlu si logo pentru raport

Report Information Data, numele utilizatorului, denumirea fisierului
(Informatii raport) de date, calea fisierului de date si grupul de
godeuri selectat

Gene Study File List (Lista Lista tuturor fisierelor de date din studiul genic
fisierelor studiului genic)

Notes (Observatii) Observatii despre raportul de date

Study Analysis (Analiza studiu): Grafic cu bare

Analysis Settings (Setari Lista parametrilor de analiza selectati
analiza)
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Tabelul 36. Categoriile unui raport de studiu genic, continuare

Categorie Optiune

Chart (Grafic)

Descriere

Graficul cu bare al expresiei genice care
afiseaza datele

Target Names (Denumiri
tinte)

Lista tintelor din studiul genic

Sample Names (Denumiri
probe)

Lista probelor din studiul genic

Data (Date)

Foaie de calcul care afiseaza datele

Target Stability
(Stabilitatea tintei)

Date privind stabilitatea tintei

Inter-run Calibration
(Calibrare intre rulari)

Date de calibrare intre rulari

Diagrama boxplot

Diagrama boxplot a expresiei genice

Dot-Plot Chart (Grafic de
puncte)

Graficul de puncte al expresiei genice

Study Analysis (Analiza studiu): clustergrama si corelograma

Analysis Settings (Setari
analiza)

Setari pentru fiecare tip de grafic

Chart (Grafic)

Graficul expresiei genice care afiseaza datele

Data (Date)

Foaie de calcul care listeaza datele din fiecare
tinta

Study Analysis (Analiza studiu): Date
ANOVA

ANOVA Settings (Setari
ANOVA)

Pragul valorii P utilizat in analiza

ANOVA Results (Rezultate

ANOVA)
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Tabelul 36. Categoriile unui raport de studiu genic, continuare

Categorie Optiune Descriere
Shapiro-Wilk Normality Grup biologic, numar, valoarea P si orice erori
Test (Test de normalitate care survin pentru fiecare tinta din analiza
Shapiro-Wilk)
ANOVA Errors (Erori Erori identificate in timpul calculelor ANOVA
ANOVA)
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Crearea unui raport de studiu genic

Pentru a crea un raport de studiu genic

1.
2.

Ajustati datele raportului de studiu genic si graficele dupa caz inainte de a crea un raport.

Selectati Tools > Reports (Instrumente > Rapoarte) din meniul Gene Study (Studiu genic) pentru
a deschide caseta de dialog Report (Raport).

Alegeti optiunile pe care doriti sa le includeti in raport. Raportul se deschide cu optiunile implicite
selectate. Bifati sau debifati casetele de selectare pentru a schimba categorii intregi sau optiuni
individuale dintr-o categorie.

Categoriile raportului de studiu genic de la pagina 281 listeaza optiunile disponibile de afisat.

Schimbati ordinea categoriilor si elementelor dintr-un raport. Trageti optiunile in pozitia necesara.
Elementele pot fi reordonate doar in cadrul categoriilor carora le apartin.

Faceti clic pe Update Report (Actualizare raport) pentru a actualiza Report Preview
(Previzualizare raport) cu orice modificari efectuate.

Imprimati sau salvati raportul. Faceti clic pe butonul Print Report (Imprimare raport) de pe bara de
instrumente pentru a imprima raportul curent. Selectati File > Save (Fisier > Salvare) pentru a
salva raportul in format PDF (fisier Adobe Acrobat Reader), si selectati o locatie in care sa salvati
fisierul. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) pentru a salva raportul cu o noua denumire
sau intr-un nou loc.

(Optional) Creati o matrita de raport cu informatiile pe care le doriti. Pentru a salva setarile
raportului curent intr-o matrita, selectati Template > Save (Matritd > Salvare) sau Save As
(Salvare ca). Apoi incarcati matrita raportului data viitoare cand doriti sa creati un raport nou.
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Software-ul CFX Maestro Dx SE software calculeaza automat formulele si afiseaza rezultatele in filele
Data Analysis (Analiza date). Aceasta anexa explica in detaliu cum calculeaza CFX Maestro Dx SE
formulele.

Eficienta reactiilor

Dovezile sugereaza ca utilizarea unei modalitati exacte de masura a eficientelor pentru fiecare primer
si set de sonde va determina rezultate mai exacte la analiza datelor de expresie genicéa. Valoarea
implicita a eficientei utilizata in calculele de expresie genica este 100 %. Pentru a evalua eficienta
reactiilor, generati o curba standard utilizand dilutii in serie ale unei probe reprezentative la nivelul
unui interval dinamic relevant si apoi inregistrati eficienta pentru analiza ulterioara a expresiei genice.
Daca rularea dumneavoastra include o curba standard, atunci software-ul va calcula automat
eficienta si o va afisa sub Standard Curve (Curba standard) in fila Quantification (Cuantificare), cand
Auto Efficiency (Eficientd automata) este bifata in fila Targets (Tinte) din fereastra Experiment Settings
(Setari experimente).

Eficienta (E) din formulele de eficienta se refera la ,eficientele” descrise de Pfaffl (2001) si
Vandesompele et al. (2002). In aceste publicatii, o eficienta de 2 (dublarea perfecta cu fiecare ciclu)
este echivalenta cu o eficienta de 100 % in acest software. Aveti posibilitatea sa convertiti calculele
dumneavoastra de eficienta in cele utilizate de software, utilizdnd urmatoarele relatii matematice:

B E= (% eficientsd *0,01) + 1

m % eficienta=(E-1)* 100

Cantitate relativa

Formula pentru cantitatea relativa (AC,) pentru orice proba (GOI) este:

i iva - (G (amin) ~Cy pros
Cantitate Relativa, .. (Gon = Egor ¢ g Prob )

Nota: Aceasta formula este utilizata la calcularea cantitatii relative atunci cand nu s-a definito
proba de control sau un grup biologic.

Unde:
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B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta se calculeaza cu formula
(% Eficienta * 0,01) + 1, unde 100% eficienta = 2

m C = Cq medie pentru proba cu cea mai mic[ medie Cq pentru GOI

q (min)
B C g (proba) = Cq medie pentru proba

B GOl = Gena de interes (o tinta)

Cantitatea relativa cand este selectat un control

Atunci cand se atribuie o proba de control sau un grup biologic, cantitatea relativa (RQ) pentru orice
proba care include o gena de interes (GOI) este calculatd dupa urmatoarea formula:

3 Ixrs C 'ontro) -C .
Cantitate Relativa = EGOI( ¢ (Control) qProba)

Proba (GOI)

Unde:

B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta se calculeaza cu formula
(% Eficienta * 0,01) + 1, unde 100% eficienta = 2

| Cq (control) = Cq medie pentru proba de control sau Cq medie pentru grupul biologic
B Cq (proba) = Cq medie pentru orice probe cu GOI

B GOl =Gena de interes (o tinta)

Deviatia standard a cantitatii relative

Important: Acest calcul se aplica doar daca parametrul Analyze Using (Analiza cu) este
configurat cu valoarea Samples Only (Numai probe), Sample Biological Group (Proba Grup
biologic) sau Biological Group Sample (Grup biologic Proba).

Formula pentru deviatia standard a cantitatii relative este

SD Cantitate Relativa = SD Cq go; x Cantitate Relativa, . @or % In (EGOI)

Unde:

B SD Relative Quantity = Deviatia standard a cantitatii relative

B SD Cggol sample = Deviatia standard a C pentru proba (GOI)
B Relative Quantity = Cantitatea relativa a probei

B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta se calculeaza cu formula
(% Eficienta * 0,01) + 1, unde 100% eficienta = 2
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Cq corectata eficient (CqE)

B GOl =Gena de interes (o tinta)

C, corectata eficient (C )
Formula pentru C, corectata eficient este
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Unde:

m  E =Eficienta

C4 media corectata eficient (MCyg)

Formula pentru C, media corectata eficient este

_ Cag (rep 1)+CAE (Bep 2) T - +CUE (Rep )
- n

MCqg

Unde:
B Cyg = Cq corectats eficient

B n=Numarul de replicate
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Expresie normalizata

Expresia normalizata (AAC,) este cantitatea relativa a tintei (genei) normalizata la cantitatile tintelor
de referinta (gene sau secvente) din sistemul dumneavoastra biologic. Pentru a selecta tintele de
referinta, deschideti fereastra Experiment Settings (Setéri experimente) si faceti clic pe coloana de
referinta pentru fiecare tinta care serveste drept gena de referinta.

Formula pentru expresia normalizata, care foloseste metoda de calcul a Cantitatii relative (RQ)
calculate, este

RQp.ob: (o)

Normalizata Expresie, ;. (cor =

|l

(RQProba et 1) *BQprgns (met 2) X - ¥BQprgps (Mn))

Unde:
B RQ = Cantitatea relativa a unei probe

B Ref=Tinta de referinta dintr-o rulare, care include una sau mai multe tinte de referinta in fiecare
proba

B GOl =Gena de interes (o tinta)

Cu conditia ca tintele de referinta sa nu isi modifice nivelul de expresie din sistemul dvs. biologic,
calcularea expresiei normalizate va lua in considerare diferentele de incarcare sau variatiile
numarului de celule care sunt reprezentate in fiecare dintre probele dvs.
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Expresia normalizata cand este selectat un control

Expresia si cantitatea relativa pentru grupurile biologice

Daca parametrul Analyze Using (Analiza cu) este configurat cu valoarea Biological Groups Only
(Numai grupuri biologice), software-ul afiseaza expresia medie (expresia normalizata sau cantitatea
relativa, in functie de modul selectat) a probelor din grupul biologic. Avand in vedere ca expresia este
de obicei distribuita printr-o distributie normala logaritmica, media expresiei este obtinuta folosind
media geometrica:

Expression biological group = v Exp, « Expy e ... « Exp,

Unde:
B Exp4, Expy, Exp, = cantitatea relativa sau expresia normalizata a probelor din grupul biologic

B n=Numarul de probe din grupul biologic

Expresia normalizata cand este selectat un control

Cand selectati o proba de control din fereastra Experiment Settings (Setari experimente), software-ul
seteaza nivelul de expresie al probei de control la 1. 1n aceasta situatie, software-ul normalizeaza
cantitatile relative ale tuturor expresiilor tintelor (genelor) la cantitatea de control (o valoare de 1).
Aceasta expresie normalizata este echivalenta cu analiza expresiei normalizate nescalate atunci
cand este selectat un control.

Nota: Aceasta este cunoscuta si sub denumirea de expresie normalizata relativa (RNE) si factor
de modificare.
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Deviatia standard pentru expresia normalizata

Rescalarea valorii expresiei normalizate este realizatd impartind deviatia standard a expresiei
normalizate la valoarea expresiei normalizate pentru cele mai ridicate sau cele mai scazute niveluri
individuale de expresie, in functie de optiunea de scalare aleasa. Formula pentru deviatia standard
(SD) a factorului de normalizare este

SD RQpq (Ref 1) 2 SD RQp,, (Ref 2) 2 SD RQpq (Ref n) 2
SD NF,, = NF,, x —_— + | — +ooit | —7/m/m/8m8
" " \/ ( nXRQp s (ret 1) nXRQp.oh: (ot 2) nXRQp,g; (ret )

Unde:

B RQ = Cantitatea relativa a unei probe
B SD = Deviatia standard

B NF = Factor de normalizare

B Ref=Tinta de referinta

B n=Numarul de tinte de referinta

Cand se atribuie o proba de control, nu este nevoie sa aplicati aceasta functie de rescalare pentru
deviatia standard, dupa cum se arata in formula de mai jos:

SD NF,,_,, \ 2 8D RQps. con \ 2
SD NEp 1. oy = NEprobs (con X \/ ( NF, ) (

Proba RQprobs (con)

Unde:

B NE = Expresia normalizata

B RQ = Cantitatea relativa a unei probe
®  SD = Deviatia standard

B GOl = Gena de interes (o tinta)
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Expresia normalizata scalata la cel mairidicat nivel de expresie

Expresia normalizata scalata la cel mai ridicat nivel de
expresie

Cand rularea nu include controale, scalati expresia normalizatd (NE) pentru fiecare tinta (gena)
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai ridicat nivel de expresie pentru toate probele.
Software-ul stabileste cel mai ridicat nivel de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate niveluri de
expresie ale probelor. Formula celei mai ridicate scalari este

Normalizata Expresiep, . (con

Expresie Normalizatd Expresie, .. =
P P Probs (GOI) Normalizatd Expresi€q,, mai maita probs (con)

Unde:

B GOl =Gena de interes (tinta)

Expresia normalizata scalata la cel mai redus nivel de
expresie

Cand rularea nu include controale, scalati expresia normalizatd (NE) pentru fiecare tinta (gena)
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai redus nivel de expresie pentru toate probele.
Software-ul stabileste cel mai redus nivel de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate nivelurile
de expresie ale probelor. Formula celei mai reduse scalari este

Normalizata Expresiep, (@op

Expresie Normalizata Expresie

Proba (GOT) — Normalizata Expresiec,, .. requss Probs (on

Unde:

B GOl =Gena de interes (tinta)

Expresia normalizata scalata la nivelul expresiei medie

Cénd rularea nu include controale, scalati expresia normalizatd (NE) pentru fiecare tinta (gena),
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la media geometrica a expresiei pentru toate probele.
Software-ul stabileste nivelul mediu de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate nivelurile de
expresie ale probelor. Formula scalarii medii este

Normalizata Expresie, . (coy

Normalizata Expresieqy (gory

Expresie Normalizata Expresie,, ;. @on =

Unde:

B GOl =Gena de interes (tinta)
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B GM = Media geometrica a expresiei normalizate pentru toate probele
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Deviatia standard pentru expresia normalizata scalata

Deviatia standard pentru expresia normalizata scalata

Rescalarea valorii expresiei normalizate (NE) este realizatd impartind deviatia standard (SD) a
expresiei normalizate la valoarea expresiei normalizate pentru cele mai ridicate (MAX) sau cele mai
scazute (MIN) niveluri de expresie, in functie de optiunea de scalare aleasa.

Nota: Cand se atribuie o proba de control, nu este nevoie sa aplicati aceasta functie de rescalare
pentru deviatia standard.

Calculul pentru aceasta formula este

SD Expresie NEPl‘Obé (qorn) = m

Unde:

B NE = Expresia normalizata

®  SD = Deviatia standard

B GOl =Gena de interes (finta)

B MAX = Cel mairidicat nivel de expresie
B MIN = Cel mai scazut nivel de expresie

SD NE,

‘Proba (GOI)
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Bare de eroare pentru deviatia standard (Ig) si eroarea
standard a mediei (1g)

Pe langa utilizarea intervalelor de incredere, barele de eroare pot fi afisate pentru grupuri biologice Tn
functie de deviatia standard sau de eroarea standard a mediei log, a expresiei. Barele de eroare sunt
calculate dupa cum urmeaza:

RQ bari de eroare inferioar = 2RQ(g)-SD RQ(g) g4, 7RQ(g)-SEM RQ(lg)
RQ bari de eroare superioard = 2RQU)*SD RQUg) g4, JRQU)+SEM RQ(lg)
Unde:
B RQ(lg) =log, al cantitatii relative pentru grupul biologic
B SD RQ(lg) = deviatia standard a cantitatii relative (logy)

B SEM RQ(lg) = eroarea standard a mediei cantitatii relative (log,)

Exp. bara de eroare inferioara = 2Exp{12)-SD Exp.(g) g5y 2Exp-(12)-SEM Exp(lg)

Exp. bara de eroare superioara = 2Exp-(12)*SD Exp.lg) g5, 2Exp.(1g)*SEM Exp.(lg)
Unde:
B Exp.(lg) =log, al expresiei (expresiei normalizate) pentru grupul biologic
B SD RQ(lg) = deviatia standard a expresiei (log,)

B SEM RQ(lg) = eroarea standard a mediei expresiei (log,)
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Fold Change (Factorul de modificare)

Fold Change (Factorul de modificare)

Factorul de modificare este o modalitate de a masura cresterea sau micsorarea expresiei unei tinte
pentru o prob& experimentala faté de o proba de control sau un grup biologic si se determina astfel:

Daca Expresie (experimentala) > Expresie (control):

Expresie (experimentals )
Expresie (Control)

Factor Modificare =

Daca Expresie (experimentala) < Expresie (control):

Expresie (experimentals)
Expresie (Control)

Factor Modificare = —1 / (

Nota: Pentru Graphing (reprezentarea grafica), Expression (Expresia) se bazeaza fie pe
cantitatea relativa fie pe expresia normalizata, in functie de modul selectat (consultati
Reprezentare grafica de la pagina 256). Cu toate acestea, pentru corelograma si clustergrama
factorul de modificare este calculat intotdeauna pe baza expresiei normalizate.
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Formule valori corectate

Important: Aceste calcule se aplica doar daca parametrul Analyze Using (Analiza cu) este
configurat cu valoarea Samples Only (Numai probe), Sample Biological Group (Proba Grup
biologic) sau Biological Group Sample (Grup biologic Proba).

O diferenta intre valorile corectate si valorile necorectate este observata doar daca este creata o
curba standard ca parte a rularii PCR in timp real. Software-ul foloseste trei ecuatii pentru a determina
propagarea erorilor:

B Eroare standard

B Eroare standard pentru expresie normalizata

B Eroare standard pentru gena de interes normalizata (tinta)
Formula pentru eroarea standard este

_ 5D
Eroare Standard = 7

Unde:
B n=Numarul de tinte de referinta (gene)
®  SD = Deviatia standard

Eroarea standard pentru factorul de normalizare din formula expresiei normalizate este

2 P) 3
SE NF,, = NF,, x M + SE RQprobs (nef 2) oy SE RQpops (et )
nxSE RQp.. (Ref 1) nxSE RQp ;. et ) nxSE RQp,,, R

Unde:

B n=Numarul de tinte de referinta
B SE = Eroare standard

B NF = Factor de normalizare

B RQ = Cantitate relativa

Formula erorii standard pentru gena de interes (GOI) normalizata este

Py 2
s o - conx  (52) "+ (%52

Unde:

B SE = Eroare standard
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Calcularea intervalului de incredere pentru analiza grupului biologic

B GOl =Gena de interes (o tinta)
B NF = Factor de normalizare

B n=Numarul de tinte de referinta

Calcularea intervalului de incredere pentru analiza grupului
biologic

Cand realizati analize ale grupurilor biologice — parametrul Analyze Using (Analiza cu) este
configurat cu valoarea Biological Groups Only (Numai grupuri biologice) — intervalele de incredere
sunt calculate pentru cantitatea relativa si expresia normalizata relativa.

Intervalele de incredere sunt calculate pe scara logaritmica in functie de distributia t, utilizand
urmatoarea formula:

SD

Cl=X+t—
~ Vn

Unde:

B X =expresia medie a nivelurilor de expresie pe scara logaritmica a probelor din grupul biologic

®  SD=deviatia standard a nivelurilor de expresie pe scara logaritmica a probelor din grupul
biologic

B n=numarul de probe din grupul biologic
B t=obtinutdin distributia t pe baza gradelor de libertate si nivelului alfa

Nota: Nivelul alfa poate fi setat folosind cAmpul de prag pentru valoarea P din fila Graphing
(Reprezentare grafica).

Dupa ce s-au calculatintervalele de incredere, acestea sunt convertite in scara liniara si prezentate in
tabelul cu datele expresiei genice si graficul cu bare din fila Graphing (Reprezentare grafica).

Calculele aferente diagramei boxplot

Diagrama boxplot afiseaza distributia valorilor expresiei dintr-un grup biologic, reprezentand datele
sub forma de cuartile. Prima si a 3-a cuartila sunt reprezentate de limita inferioara si, respectiv,
superioara, a casetei. Mediana este afisata ca o linie continua de-a lungul casetei. Liniile reprezinta
valorile non-aberante minime si maxime din setul de date. Valorile aberante sunt cele care depasesc
prima si a 3-a cuartila cu o valoare egala cu 1,5 ori intervalul inter-cuartile.
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Nota: Daca grupul biologic contine o singura proba, aceasta este afisata ca un cerc individual,
indicand un singur punct de date.

Urmatoarea diagrama boxplot demonstreaza modul de reprezentare al acestor date.
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at []122 4 @ B
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1. Extrema. Valoarea acestei extreme este > Q3 + (1,5 x [Q3 - Q1]).

Nota: Plasati cursorul peste cerc pentru a vizualiza un sfat care afiseazd denumirea probei si
cantitatea relativa sau informatii despre expresia normalizata, in functie de modul selectat.

2. Demarcare valori non-aberante maxime

3. Cuartila superioara/a 3-a (Q3). 75% din valorile expresiei sunt mai mici decat Q3.
4. Mediana, sau valoarea cea mai de mijloc, a valorilor expresiei ordonate dupa rang
5. Cuartila inferioara/prima (Q1). 25% din valorile expresiei sunt mai mici decat Q1.

6. Demarcare valori non-aberante minime

7. Extrema. Valoarea acestei extreme este < Q1 - (1,5 x [Q3 - Q1]).
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Anexa B Trasee de audit

Software-ul CFX Maestro Dx SE creeaza trasee de audit pentru fisiere de date si studii genetice
(fisierele .prcd si respectiv .mgxd). Orice modificari sau actiuni efectuate asupra datelor securizate si a
fisierelor de studiu genetic sunt memorate in traseul de audit al fisierului atunci cand fisierul este
salvat.CFX Maestro Dx SE creeazéa un traseu separat de audit pentru fiecare fisier.

Puteti alege File (Fisier)> Save (Salvare ca) si sa salvati date sigure semnate sau nesemnate si fisiere
de studiu genetic intr-un alt folder sau cu alt nume. Noul fisier mosteneste traseul de audit al fisierului
original. Traseul de audit pentru noul fisier include, de asemenea, activitatea Save As (Salvare ca).
Modificarile sau actiunile efectuate asupra noului fisier sunt memorate in propriul sau traseu de audit.
Fisierul original isi pastreaza traseul de audit, in care este memorata activitatea suplimentara.

Evenimente verificabile de la pagina 301 listeaza evenimentele verificabile pe care software-ul le
memoreaza.

Vizualizarea traseelor de audit

Vizualizarea traseelor de audit
Fiecare traseu de audit afiseaza urmatoarele informatii:
B Audit header detail (Detalii antet audit)
O File version (Versiune fisier) - versiunea salvata a fisierului
Date (Data) - data evenimentului verificabil curent
User (Utilizator) - domeniul Windows si numele de utilizator al utilizatorului conectat
Comment (Comentariu) - ultimul comentariu salvat
Signature (Semnatura) - semnatura electronica a ultimei persoane care a semnat dosarul
Signature reason (Motivul semnaturii) - motivul semnaturii
Application (Aplicatie) - CFX Maestro Dx SE
Application version (Versiunea aplicatiei) - versiunea curentd a CFX Maestro Dx SE

Full user (Utilizator complet) - numele complet al utilizatorului conectat

O O OO oo o o o

Machine (Masina) - computerul pe care este instalat CFX Maestro Dx SE
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Audit change detail (Detaliile modificarii auditului)

[0 Object (Obiect) - elementul care a fost schimbat (elementul auditat)

O Old value (Valoare veche) - valoarea anterioara

O New value (Valoare noud) - noua valoare

O Description (Descriere) - descrierea modificarii
Pentru a vizualiza traseul de audit

>
auditului). Este afisat traseul auditului fisierului.

Tn fisierul de date sau studiu genic deschis, selectati View (Vizualizare)> Audit Trail (traseul

Audit Trail for tnavarr_2016-04-11 15-25-20_SIM29305_SecurityEdition.perd ==
Fle:  tnavar_2016:04-11
Find
Fe Vesion )| Date User Comment 9] Sgrauwe 9 Signature Reason 0| Applcaton (| ApVemon O Fullser | Machine O[]
=] 7 01719/2017 12.041 GLOBAL\navar  Saved data fle. BoRadCFXManage 402183.0118  TheresaNavamo  (sGo7002045 [
Object 9 0id Vaue 9 New Value 9 Description 9
There are no audtable entres
o 6 01/19/2017 12.04: GLOBALMnavar  Digial signed data file and saved. GLOBAL\navar  review approved BioRadCFXManage 4021830118 Theresa Navamo | scnnoanas
Object ) 0id Value o New Value 9 Desciption o
There are no audable enres L
a 5 06/03/2016 15:49+ GLOBAL'navar  Saved datafile. BioRadCFXManage 4.0.1869.0601. 0. Theresa Navamo  LSG07002045
Object 9 0id Value o New Value 9 Desciption o
There are no audiable enres. 1
=] 2 04/29/2016 16:273 GLOBALMnavarr | Saved data fie. BioRadCFXManage £0.1833.0419. ). Theresa Navamo | SG07002045
Object Old Value: New Value Desciption 9 4]
Plate: Setup Wells Standard #1,100000000 Standard 1 Actin 0Hr, 100000000 FAM A1 ﬁ
Plate Setup Wells Standard 1,100000000 Standard #1.Actin 0Hr, 100000000 FAM A2
Plate Setup Wells Standard 41100000000 Standard #1.Actin.0Hr. 100000000 FAM A3 ||
144 b bl] Audit Trail
* File version 7 saved by GLOBAL‘tnavar full name Theresa Navamo)at 01/19/2017 12:04:57 on LSG07002045 in BioRadCFXManager.exe version 4.0.2189.0118 with save comment *Saved data fie.”. This save was not signed
() - Values may not be defined when first calculated by the system or deleted by the user.

In mod implicit, datele sunt sortate dupa dat4 si ora si toate evenimentele apar in vizualizarea
extinsa. Puteti filtra vizualizarea dupa numele de utilizator si obiect si puteti restrange
vizualizarea extinsa pentru a sorta cu usurintd dupé orice cAmp de antet. De asemenea, puteti

vizualiza traseul de audit ca un raport html.
Pentru a sorta dupa numele de utilizator
» Selectati utilizatorul dorit din lista verticald User Name (Nume utilizator).
Pentru a sorta dupa obiect
» Selectati tinta din lista verticala Object (Obiect).
Pentru a ascunde descrierea completa a evenimentelor

P Faceti clic pe Collapse All (Restrangeti totul).

300 | Software-ul CFX Maestro Dx SE



Pentru a sorta datele in tabelul cu detalii de modificare

>

Evenimente verificabile

Faceti clic pe simbolul diamantului din antetul coloanei de date pentru a efectua o sortare
crescatoare (de la Ala Z, de la cel mai mic la cel mai mare sau de la cel mai vechi la cel mai

recent).

Pentru a imprima traseul de audit

1.
2.

Faceti clic pe HTML Report (Raport HTML) pentru a afisa traseul de audit intr-un browser web.

In fereastra browserului, efectuati una dintre urméatoarele actiuni:

B Selectati File (Fisier)> Print (Imprimare).

B Faceti clic dreapta pe raport si selectati Print (Imprimare).

Evenimente verificabile

CFX Maestro Dx SE retine urmatoarele evenimente verificabile in fisiere de date si de studii a genelor.

Evenimente verificabile in timpul functionarii

Ora de pornire
Modificari ale placilor procesate
Modificari ale protocolului de procesare

Ora de finalizare

Evenimente verificabile la crearea unui fisier de date

Fisier de date creat

Citiri interpolate de placi adaugate de sistem

Evenimente verificabile la salvarea unui fisier de date

General

Nume

Signing (Semnare)

Plate Setup (Configuratie placa)
Display Wells (Afisare godeuri)

Analyzed fluorophores (Fluorofori analizati)

O O O o o O

Plate edits (Modificari ale placii)
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O  Analysis mode (Mod Analiza)

O PCR Active Well Group (Grup de godeuri active PCR)
B Fila Quantification (Cuantificare)
Active step (Pas activ)
Settings (Setari) - C q Determination mode (Mod determinare)
Settings — Baseline Setting Setari — Setarea nivelului de referinta)
Drift correction applied (Corectia derivatiei aplicata)
Settings — Cycles to Analyze (Setari — Cicluri de analizat)

Settings — Analysis Mode (Setari — Mod Analiza)

O Oo o o o o o

Settings — Baseline Threshold (Setari — Pragul nivelului de referinta)
B Fila Melt Curve (Curba de topire)
O Active step (Pas activ)
O Peak type displayed (Tipul de varf afisat)
[0 Peak analysis threshold (Pragul de analiza de varf)
B Fila End Point (Momentul final)
O Active fluorophore/target (Fluorofor activ/tinta)
O End cycles to average (Cicluri finalizate pana la medie)
[0 Tolerance calculation method (Metoda de calcul a tolerantei)
[0 Percentage of range (Procentul intervalului)
B Fila Allelic Discrimination (Discriminare alelica)
O X-and Y-axis fluorophore (Fluorofor pe axa X si Y)
O Select cycle number (Selectati numarul ciclului)
O  View call map (Vizualizati harta apelurilor)
B Fila Gene Expression (Expresie genica) - All plots (Toate punctele)
O Experiment Settings (Setari experiment) - Target reference (Referinta tinta)
O Experiment Settings (Setari experiment) - Sample control (Controlul probei)

O Experiment Settings (Setari experiment) - Auto efficiency (Eficienta automata)
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Evenimente verificabile

O Experiment Settings (Setari experiment) - Efficiency (Eficienta)
B Fila Gene Expression (Expresie genica) - Graphing (Prezentare grafica)
O  Analysis mode (Mod Analiza)
Graph data (Datele graficului)
X-axis (Axa X)
Y-axis (Axa Y)

O
O
O
O Scaling option (Optiune de scalare)
O  Error bar (Bara de erori)
O Error bar multiplier (Multiplicator bara de erori)
O P-value threshold (Prag valoare P)
B Fila Expresie genica - Clustergram (Grafic grupat)

O Cluster By (Grupare dupa)

O Splitoutreplicates (Impartire replicate)
B Fila Gene Expression (Expresie genica) - Scatter Plot (Corelograma)

[0 Control biological group (Grup biologic de control)

[0 Experimental biological group (Grup biologic experimental)

O Fold change threshold (Pragul factorului de modificare)
B Fila Gene Expression (Expresie genica) - ANOVA

[0 P-value threshold (Prag valoare P)
B Plate Setup (Configuratie placa) - View/Edit Plate (Vizualizare/Editare placa)
Settings (Setari) - PlateType (Tip placa)
Settings (Setari) - Units (Unitati)
Editing Tools (Instrumente de editare) - Flip Plate (Placa de rasturnare)

Well groups (Grupuri de godeuri)

O o o o O

Plate fluorophores (Fluorofori din placi)

m  Plate Setup (Configuratia pl&cii) - Replace Plate and Apply PrimePCR File (Inlocuiti placa si
aplicati fisierul PrimePCR)

O Plate Setup Import (Importarea configuratiei placilor)
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Audit Changes for Gene Study Files (Modificari de audit pentru fisierele de
studiu genic)

General
B Nume
B Fila Study Setup (Configurare studiu)
O Add/Remove data files (Adaugati/eliminati fisiere de date)

B Fila Study Analysis (Analiza studiu)
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Anexa C Integrare LIMS

Puteti configura Software-ul CFX Maestro Dx SE pentru utilizarea cu un sistem de management al
informatiilor din laborator (LIMS). Pentru integrarea LIMS, CFX Maestro Dx SE necesita informatii
pentru configuratia placii generate de platforma LIMS (un fisier LIMS, *.pIrn), un fisier de protocol creat
folosind CFX Maestro Dx SE (*.prcl), o locatie definitd pentru exportarea datelor si un format de
exportare definit.

Dupa finalizarea rularii, CFX Maestro Dx SE genereaza un fisier de date (.pcrd) si 1l salveaza intr-o
locatie de folder de export de date definitd. CFX Maestro Dx SE poate crea, de asemenea, un fisier de
date compatibil LIMS in format .csv si il poate salva in aceeasi locatie.

Crearea de fisiere de date compatibile cu LIMS

Aceasta anexa explica modul in care puteti configura CFX Maestro Dx SE pentru a crea, salva si
exporta fisiere de date compatibile cu LIMS.

Configurarea folderului LIMS si a optiunilor de exportare a
datelor

Implicit, CFX Maestro Dx SE salveaza protocoalele LIMS, fisierele LIMS si fisierele de exportare a
datelor in acest folder:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Puteti configura CFX Maestro Dx SE sé salveze fisiere intr-un alt folder si puteti schimba optiunile de
exportare pentru date LIMS.

Pentru a configura un folder LIMS si optiunile de exportare a datelor

1. Din fereastra Home (Pagina de pornire), selectati Tools > Options (Instrumente > Optiuni).

2. In caseta de dialog Options (Optiuni), selectati Data Export Settings (Setéri exportare date).
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Options

[ Email li,l Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings...

Protocel: [\ llsers'\Public\ Documents'\Bio-Rad \CFX_MDX\LIMS"LIMS Protocols |-

LIMS File: £\ Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX_MDX\LIMS I

Data Bxpot: £\ Users'Public\ Documents\Bio-Rad \CFX_MDX\LIMS I

Cther Data Settings
@) Use data file location
() Use this folder:

[ Automatically export all data sheets at the end of run

(7) Standard Format: | Excel Workbook [~ =) (® Seegene Format

[ Mutematically launch Seegene Viewer
[ Automatically export ROML data at the end of un

Data format: [onm 11 (rdmi) -

QK Cancel

3. (Optional) Selectati Automatically Export LIMS data at end of run (Exportare automata date LIMS
la sfarsitul rularii).

Software-ul va exporta automat date LIMS dupa fiecare rulare si le va salva in locatia specificata.

4. Pentru a schimba optiunile de exportare implicite pentru date LIMS, faceti clic pe LIMS Data
Export Settings (Setari exportare date LIMS).

Important: Numai datele LIMS exportate ca fisier .csv pot fi importate inapoi in CFX Maestro
Dx SE.

5. n caseta de dialog LIMS Data Export Format Settings (Setari format exportare date LIMS),
selectati optiunile de exportare necesare si faceti clic pe OK.

6. In caseta de dialog Options (Optiuni), navigati la si selectati un folder implicit in care doriti sa
salvati fisierele de date LIMS. Puteti selecta un loc diferit pentru fiecare tip de fisier:

®  Protocol
®  Fisier LIMS
B Data export (Exportare date)

7. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog Options (Optiuni).
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Crearea unui protocol LIMS

Pentru a initia o rulare LIMS, creati un fisier protocol (*.prcl) CFX Maestro Dx SE si salvati-I in folderul
de protocol LIMS desemnat.

Consultati Capitolul 7, Crearea de protocoale pentru mai multe informatii.

Crearea unui figier LIMS

Un fisier LIMS (*.plrn) contine detaliile configuratiei placii si denumirea fisierului de protocol. Acest
fisier este generat de LIMS-ul dvs. intern. CFX Maestro Dx SE foloseste fisierul LIMS pentru a crea un
fisier placa care sa fie utilizat cu un fisier al unui protocol.

CFX Maestro Dx SE ofera doua fisiere matritd de import a placii, pe care le puteti edita pentru a crea
fisiere placa LIMS personalizate.

Sfat: Aceasta sarcina trebuie realizata de un specialist LIMS.
Pentru a crea un fisier LIMS

1. Infereastra Home (Pagin& de pornire), selectati View > Show > LIMS File Folder (Vizualizare >
Afisare > Folder fisier LIMS).

2. Deschideti folderul LIMS Templates (Matrite LIMS) si selectati un fisier .csv pe care sa-l importati
in unitatea LIMS interna.

3. Cu ajutorul LIMS, editati fisierul matrita completand campurile obligatorii listate in Tabelul 37.
4. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a salva modificarile pentru o utilizare viitoare, salvati figsierul ca fisier .csv.

B Pentru a salva modificarile si a utiliza fisierul imediat, salvati fisierul cu extensia .plrn.

B Salvati matrita cu extensia .plrn in folderul cu fisiere LIMS.

Important: CFX Maestro Dx SE poate deschide doar fisierul .plrn. Trebuie sé& salvati fisierul
.csv ca .plrn pentru a putea sa initiati rularea LIMS.
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Tabelul 37. Definirea continutului unui figsier LIMS .csv

Description Purpose
Coloana Rox (Rand) (Descriere) Content (Continut) (Scop)
A 1 Plate header (Antet Nu editati Predefinit
placa)
AB,C 2 Field/Data/Instruction Nu editati Predefinit
(Cémp/Date/Instructiuni)
B 3 Version (Versiunea) Nu editati Predefinit
B 4 Dimensiune placa Nu editati Predefinit
B 5 Tip de placa Introduceti ,BR White” (BR Obligatoriu
Alb), ,BR Clear” (BR
Transparent) sau alt tip de
placi calibrate
B 6 Mod de scanare Introduceti ,SYBR/FAM Only:” Obligatoriu
(Doar SYBR/FAM), ,All
Channels” (Toate canalele)
sau ,FRET”
B 7 Unitati Introduceti una dintre Obligatoriu
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urmatoarele ,copy number”
(numar copie), ,fold dilution”
(factor dilutie), ,micromoles”
(micromoli), ,nanomoles”
(nanomoli), ,picomoles”
(picomoali), ,femtomoles”
(femtomoli), ,attomoles”
(atomoli), ,milligrams”
(miligrame), ,micrograms”
(micrograme), ,nanograms”
(nanograme), ,picograms”
(picograme), ,femtograms”
(femtograme), ,attograms”
(atograme) sau ,,percent”
(procent)



Crearea de fisiere de date compatibile cu LIMS

Tabelul 37. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Description Purpose
Coloana Rox (Rand) (Descriere) Content (Continut) (Scop)
B 8 ID rulare Introduceti o scurta descriere Optional
sau un cod de bare care sa
identifice aceasta rulare
(maximum 30 de caractere,
virgulele nu sunt permise)
B 9 Note rulare Introduceti descrierea rularii Optional
B 10 Protocol rulare Introduceti numele fisieruluide ~ Obligatoriu
protocol exact cum apare in
lista.
A 11 Fisier de date Introduceti numele fisieruluide  Optional
date
A 12-15 Urmeaza a fi Nu editati Predefinit
determinat/Gol
A 16 Date placa Nu editati Predefinit
A 17-113 Pozitia godeului Nu editati Predefinit
B-G Ch1 Dye, Ch2 Dye, Ch3 Introduceti un nume de Obligatoriu
Dye, Ch4 Dye, Ch5 Dye, colorant calibrat (de exemplu,
FRET (Colorant canal1, »,FAM”) pentru fiecare canal
Colorant canal2, utilizat
Colorant canal3,
Colorant canal4,
Colorant canal5, FRET)
H Tipul de proba Introduceti unul dintre Obligatoriu
urmatoarele tipuri de probe:
»Unknown” (Necunoscuta),
,Standard”, ,Positive Control”
(Control pozitiv), ,Negative
Control” (Control negativ),
,NTC” sau ,NRT”
Denumire proba Introduceti denumirea probei Optional
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Tabelul 37. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Description Purpose
Coloana Rox (Rand) (Descriere) Content (Continut) (Scop)
J-O CH1 Target, CH2 Introduceti denumirea tintei Optional
Target, CH3 Target, pentru fiecare canal utilizat
CH4 Target, CH5
Target, FRET Target
(Tinta C1, Tinta C2,
Tinta C3, Tinta C4, Tinta
C5, Tinta FRET)
P Numele colectiei Introduceti denumirea setului Optional
biologic
Q Replicat Introduceti un ntreg pozitiv Optional
pentru fiecare set de replicate.
Valoarea nu poate fi zero.
R-W CH1 Quantity, CH2 Introduceti cantitatea valorilor Obligatoriu

Quantity, CH3 Quantity,
CH4 Quantity, CH5
Quantity, FRET
Quantity (Cantitate C1,
Cantitate C2, Cantitate
C3, Cantitate C4,
Cantitate C5, Cantitate
FRET)
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pentru oricare standard.
Introduceti concentratia sub
forma de numar zecimal.

pentru toate
standardele



Crearea de fisiere de date compatibile cu LIMS

Tabelul 37. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Description Purpose
Coloana Rox (Rand) (Descriere) Content (Continut) (Scop)
X Nota godeu Introduceti o nota pentru godeu Optional

(maximum 20 de caractere)

Nota: Desi CFX Maestro
Dx SE are o limita de 20
de caractere atunci cand
introduceti note in Well
Note prin intermediul
software-ului, campul
Well Note poate contine
pana la 500 de caractere
daca este inclus intr-un
fisier .plrn importat. Cu
toate acestea,

CFX Maestro Dx SE va
afisa doar primele 20 de
caractere. Fisierul .pcrd
exportat va contine toate
caracterele in campul
Well Note, nu se pierd

date.
Y-AD Ch1 Well Color, Ch2 Introduceti orice culoare de stil Optional
Well Color, Ch3 Well de urma definita de utilizator in
Color, Ch4 Well Color, format zecimal intreg pe 32 biti

Ch5 Well Color, FRET (argb)
Well Color (Culoare

godeu C1, Culoare

godeu C2, Culoare

godeu C3, Culoare

godeu C4, Culoare

godeu C5, Culoare

godeu FRET)
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Initierea unei rulari LIMS

Pentru a initia o rulare LIMS

1. Urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a deschide un fisier LIMS .pirn:

B Infereastra Home (Pagina de pornire), selectati View > Show > LIMS File Folder (Vizualizare
> Afisare > Folder fisier LIMS) si deschideti fisierul .plrn tinta.

m Infereastra Home (Pagina de pornire), selectati File > Open > LIMS File (Fisier > Deschidere
> Fisier LIMS) si deschideti fisierul .plrn tinta.

Fisierul se deschide in fila Start Run (Incepere rulare) din expertul Run Setup (Configurare
rulare). Fila Start Run (Incepere rulare) afiseaza informatii despre experimentul care urmeaza a fi
rulat. Aceasta afiseaza, de asemenea, blocul sau blocurile instrumentului conectat pe care puteti

rula experimentul.

2. Infila StartRun (Incepere rulare), selectati un instrument si faceti clic pe Start Run (Incepere

rulare).

Run Setup
Protocel (123 Plate “B Start Run
Run Infomation

Protocol:  RespProtocol prel
Plate: LIMS001_96 wells pltd

)

Notes

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Run Status Sample Volume ID/Bar Code
5IM838/8 CFX36 Ide 2
O Simes40s CFX36 de i
[] SIM38s51B Dual 48 Well dle 25
] SiMeds CFX Connect die 25
[ Select All Blocks
% Dash Block Indicator .ﬁ Open Lid a Close Lid
'3 Start Run

<< Prey

Exportarea datelor catre un sistem LIMS

La finalizarea rularii, CFX Maestro Dx SE genereaza un fisier de date (.pcrd) si il salveaza in locul
definit al folderului de exportare a datelor.
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Pentru a exporta fisierul de date catre un sistem LIMS

» Deschideti fisierul .pcrd si selectati Export > Export to LIMS Folder (Export > Exportare catre folder
LIMS).

Sfat: Daca selectati Automatically Export Data after Run (Exportare automata date dupa rulare) in
LIMS Options (Optiuni LIMS), CFX Maestro Dx SE creeaza un fisier compatibil cu LIMS in format
.csv si il salveaza in acelasi folder.
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Anexa D Depanarea pentru Software-ul
CFX Maestro Dx SE

Aceasta anexa ofera sugestii pentru depanarea problemelor pe care le-ati putea intalni in timp ce se
actualizeaza sau ruleaza Software-ul CFX Maestro Dx SE .

Lista de permisiuni pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE
Fisiere si foldere
Pentru a va proteja impotriva virusilor si a programelor malware, este posibil ca departamentul

dumneavoastra IT sa fi implementat masuri de securitate software foarte stricte. Aceste masuri ar
putea afecta timpul de actualizare sau de executie a CFX Maestro Dx SE .

Pentru a imbunatati performanta CFX Maestro Dx SE, Bio-Rad recomanda departamentului IT sa
introduca in lista de permisiuni din setarile Firewall ale software-ul antivirus instalat pe computerul
CFX Maestro Dx SE urmatoarele fisiere si foldere:

Foldere

B C:\Program Files (x86)\Bio-Rad\CFX_MDx

B C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX_MDx

B C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_MDx

Fisiere

B Toate fisierele .exe aflate in folderul C:\Program Files (x86)\Bio-Rad\CFX _MDx

B R.exe si Rscript.exe (aflate in folderul C:\Program Files (x86)\Bio-Rad\CFX _MDx\R\
R-3.3.1\bin)
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Jurnalul aplicatiei

Tnainte de a incepe o noué rulare, sistemul CFX Opus 96 Dx sau CFX Opus 384 Dx initiaza un test de
auto-diagnosticare pentru a verifica daca ruleaza in conformitate cu specificatiile. Software-ul
inregistreaza rezultatele acestui test in fisierul Run Log (Jurnalul rularii) si Application Log (Jurnalul
aplicatiei). Daca observati o problema la unul sau mai multe experimente, deschideti jurnalele rularii

si aplicatiei pentru a descoperi cand a inceput problema.

CFX Maestro Dx SE inregistreaza informatii despre starea unui instrument in timpul unei rulari in
Application Log (Jurnalul aplicatiei). Folositi aceste jurnale pentru a monitoriza evenimentele produse

in cazul instrumentelor si software-ului si pentru a le depana.

Pentru a deschide Application Log (Jurnalul aplicatiei)

» Din fereastra Home (Pagina de pornire), selectati View > Application Log (Vizualizare > Jurnalul

aplicatiei).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File: BioRadPCRClientHistoryLog xml

[l4 <4 » »i| EventLog

Open Log
Find
<< >> Html Report
Date v Message ) Severity

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - "SIM85406", Block SN -'RN00S707, Shuttle SN -'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR09588", Model - 'CFX96".

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN005883', Shuttle SN - 'SG8719, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR0200T', Mode! - 'Dual 48 Well".

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN008661", Shuttle SN - 'SG6751", ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO3671', Mode! - 'Dual 48 Well"

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - "SIM83878", Block SN - 'RN002439', Shuttle SN - 'SG8098", ORM SN Info MachineCollection
- 788BR00531", Mode! - 'CFX96".

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - 'RN004743', Shuttle SN - °SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR06617, Mode! - CFX Connect’

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - "SIM42465', Block SN - 'RN0D06483', Shuttle SN -°SG9551°, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR04970", Mode! - ‘96 Well'

08/04/2017 09:34:59 Command line arguments: C:\Program Data'\Bio-Rad\CFX\Instrument" Info C1000Server
‘C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\Enumerator' ‘FlagshipConnectedinstruments xml' True’ False’"1" "~

08/04/2017 09:34:59 Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started. Info C1000Server

08/04/2017 09:34:59 C1000 Server has started. Info C1000Server

08/04/2017 09:34:58 MC status thread started Info MC

08/04/2017 09:34:58 C1000 server started successfully. Info MachineCollection

Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00

Severity: Info

Tag: Unassigned

Message: Instrument connected- Base SN - 'SIM85406', Block SN - 'RN00S707, Shuttle SN - 'SG7642', ORM SN - 788BR09588", Model - CFX96'
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Depanare

Depanare

De obicei, problemele de comunicare ale software-ului si instrumentului pot fi rezolvate prin
repornirea computerului dumneavoastra si a sistemului. Asigurati-va ca ati salvat lucrul in desfasurare
fnainte de repornire.

Nota: Verificati daca computerul dumneavoastra are suficient RAM si spatiu liber pe disc.
Memoria RAM minima este de 4 GB, iar spatiul minim pe disc este de 128 GB.

Power Failure

In a power failure, the instrument and computer will shut down. If the power failure is short, the
instrument will resume running a protocol but the Application Log will note the power failure.
Depending on the computer settings and the length of time the power is off, the instrument and
software attempt to continue running depending on the protocol step:

B Ifthe protocol is in a step with no plate read, the protocol continues running as soon as the
instrument regains power.

B Ifthe protocol is in a step with a plate read, the instrument waits for the software to restart and
resume communication to collect the data. In this situation, the protocol continues only if the
software is not shut down by the computer. When the computer and software start up again, the
protocol continues.

Transferarea fisierelor in computerul CFX Maestro Dx SE

Puteti transfera date si fisiere jurnal situate pe instrument pe hard disk-ul unui computer CFX Maestro
Dx SE atasat.

Sfat: Toate fisierele din folderul cu date in timp real din baza instrumentului sunt preluate in
computer.

Nota: Din instrumentele CFX Opus Dx, puteti transfera numai fisiere jurnal. Toate fisierele jurnal
de pe instrument sunt transferate pe computer.

Pentru a prelua fisiere din instrument

1. Tn panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) din fereastra Home (Pagina de pornire),
faceti clic dreapta pe instrumentul tinta si selectati Retrieve Log Files.

2. Alegeti locatia folderului in care sa salvati fisierele preluate.

3. Faceticlic pe OK.
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Instalarea manuala pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE

Pentru a instala manual CFX Maestro Dx SE
1. Daca este necesar, deconectati orice instrumente conectate de la computer.

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

2. Autentificati-va pe computerul CFX Maestro Dx SE cu drepturi de administrator.
3. Introduceti unitatea USB cu CFX Maestro Dx SE in portul USB al computerului.
4. Tn Windows Explorer, navigati la si deschideti unitatea USB cu CFX Maestro Dx SE.

5. Deschideti folderul CFX si faceti dublu clic pe CFXMaestro Dx Setup.exe pentru a instala
CFX Maestro Dx SE.

6. Urmati instructiunile de pe ecran pentru a instala software-ul.

La finalizare, ecranul de pornire pentru Software-ul CFX Maestro Dx SE Bio-Rad apare pe
ecranul computerului, iar pictograma cu Software-ul CFX Maestro Dx SE Bio-Rad apare pe
desktop.

7. Indepartati in siguranti unitatea USB cu software-ul si initializati CFX Maestro Dx SE.

Reinstalarea driverelor
Pentru a reinstala driverele instrumentului

» Din fereastra Home (Pagina de pornire), selectati Tools > Reinstall Instrument Drivers
(Instrumente > Reinstalare drivere instrument).

Nota: Daca aveti probleme cu comunicarea dintre software si sistemul in timp real dupa ce ati
reinstalat driverele si ati verificat conexiunea USB, contactati serviciul de asistenta tehnica Bio-
Rad.
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Anexa E Bio-Rad Free and Open-Source Notices
for PCR Products

This document includes licensing information relating to free, open-source, and public-source
software and data (together, the “MATERIALS”) included with or used to develop Bio-Rad products
and services. The terms of the applicable free, open-source, and public-source licenses (each an
“OPEN LICENSE”) govern Bio-Rad’s distribution and your use of the MATERIALS. Bio-Rad and the
third-party authors, licensors, and distributors of the MATERIALS disclaim all warranties and liability
arising from all use and distribution of the MATERIALS. To the extent the OSS is provided under an
agreement with Bio-Rad that differs from the applicable OSS LICENSE, those terms are offered by
Bio-Rad alone.

Bio- Rad has reproduced below copyright and other licensing notices appearing within the
MATERIALS. While Bio-Rad seeks to provide complete and accurate copyright and licensing
information for all MATERIALS, Bio-Rad does not represent or warrant that the following information is
complete, correct, or error-free. MATERIALS recipients are encouraged to (a) investigate the identified
MATERIALS to confirm the accuracy of the licensing information provided and (b) notify Bio-Rad of
any inaccuracies or errors found in this document so that Bio-Rad may update this document
accordingly.

Certain OPEN LICENSES (such as the Affero General Public Licenses, Common Development and
Distribution Licenses, Common Public License, Creative Commons Share-Alike License, Eclipse
Public License, Mozilla Public Licenses, GNU General Public Licenses, GNU Library/Lesser General
Public Licenses, and Open Data Commons Open Database License) require that the source materials
be made available to recipients or other requestors under the terms of the same OPEN LICENSE.

The corresponding open source software is available for download from the links in the section that
follows.
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Software Notices

ZedGraph

Project homepage/download site:

https://sourceforge.net/projects/zedgraph/

Bio-Rad source code site:

https://github.com/bio-rad-Isg-open-source/ZedGraph-5.0.1

External source code site:

https://github.com/ZedGraph/ZedGraph

Project licensing notices:

/LICENSE-LGPL.txt:

See LGPL-2.1 in the Standard OSS License Text appendix to this document.
/sources/ZedGraph/LICENSE-LGPL .txt:

See LGPL-2.1 in the Standard OSS License Text appendix to this document.

Standard Open License Text

LGPL-2.1
GNU LESSER GENERAL PUBLIC LICENSE

Version 2.1, February 1999

Copyright (C) 1991, 1999 Free Software Foundation, Inc. 59 Temple
Place, Suite 330, Boston, MA 02111-1307 USA Everyone is permitted to

copy and distribute verbatim copies of this license document,
changing it is not allowed.

[This is the first released version of the Lesser GPL. It also counts
as the successor of the GNU Library Public License, version 2, hence

the version number 2.1.]
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Standard Open License Text

Preamble

The licenses for most software are designed to take away your freedom
to share and change it. By contrast, the GNU General Public Licenses
are 1intended to guarantee vyour freedom to share and change free
software--to make sure the software is free for all its users.

This license, the Lesser General Public License, applies to some
specially designated software packages--typically libraries--of the
Free Software Foundation and other authors who decide to use it. You
can use it too, but we suggest you first think carefully about
whether this license or the ordinary General Public License is the
better strategy to wuse in any particular case, based on the
explanations below.

When we speak of free software, we are referring to freedom of use,
not price. Our General Public Licenses are designed to make sure that
you have the freedom to distribute copies of free software (and
charge for this service if you wish); that you receive source code or
can get it if you want it; that you can change the software and use
pieces of it in new free programs; and that you are informed that you
can do these things.

To protect your rights, we need to make restrictions that forbid
distributors to deny you these rights or to ask you to surrender
these rights. These restrictions translate to certain
responsibilities for you if you distribute copies of the library or
if you modify it.

For example, if you distribute copies of the library, whether gratis
or for a fee, you must give the recipients all the rights that we
gave you. You must make sure that they, too, receive or can get the
source code. If you 1link other code with the 1library, vyou must
provide complete object files to the recipients, so that they can
relink them with the library after making changes to the library and
recompiling it. And you must show them these terms so they know their
rights.

We protect your rights with a two-step method: (1) we copyright the
library, and (2) we offer you this license, which gives you legal
permission to copy, distribute and/or modify the library.

To protect each distributor, we want to make it very clear that there
is no warranty for the free library. Also, if the library is modified
by someone else and passed on, the recipients should know that what
they have is not the original version, so that the original author's
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reputation will not be affected by problems that might be introduced
by others.

Finally, software patents pose a constant threat to the existence of
any free program. We wish to make sure that a company cannot
effectively restrict the users of a free program by obtaining a
restrictive license from a patent holder. Therefore, we insist that
any patent license obtained for a version of the library must be
consistent with the full freedom of use specified in this license.

Most GNU software, including some libraries, 1s covered by the
ordinary GNU General Public License. This license, the GNU Lesser
General Public License, applies to certain designated libraries, and
is quite different from the ordinary General Public License. We use
this license for certain libraries in order to permit linking those
libraries into non-free programs.

When a program is linked with a library, whether statically or using
a shared library, the combination of the two is legally speaking a
combined work, a derivative of the original library. The ordinary
General Public License therefore permits such linking only if the
entire combination fits its criteria of freedom. The Lesser General
Public License permits more lax criteria for linking other code with
the library.

We call this license the "Lesser" General Public License because it
does Less to protect the user's freedom than the ordinary General
Public License. It also provides other free software developers Less
of an advantage over competing non-free programs. These disadvantages
are the reason we use the ordinary General Public License for many
libraries. However, the Lesser license provides advantages in certain
special circumstances.

For example, on rare occasions, there may be a special need to
encourage the widest possible use of a certain library, so that it
becomes a de-facto standard. To achieve this, non-free programs must
be allowed to use the library. A more frequent case 1is that a free
library does the same job as widely used non-free libraries. In this
case, there is little to gain by limiting the free library to free
software only, so we use the Lesser General Public License.

In other cases, permission to use a particular library in non-free
programs enables a greater number of people to use a large body of
free software. For example, permission to use the GNU C Library in
non- free programs enables many more people to use the whole GNU
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Standard Open License Text

operating system, as well as 1its variant, the GNU/Linux operating
system.

Although the Lesser General Public License 1is Less protective of the
users' freedom, it does ensure that the user of a program that is
linked with the Library has the freedom and the wherewithal to run
that program using a modified version of the Library.

The precise terms and conditions for copying, distribution and
modification follow. Pay close attention to the difference between a
"work based on the library" and a "work that uses the library". The
former contains code derived from the library, whereas the latter
must be combined with the library in order to run.

GNU LESSER GENERAL PUBLIC LICENSE
TERMS AND CONDITIONS FOR COPYING, DISTRIBUTION AND MODIFICATION

0. This License Agreement applies to any software library or other
program which contains a notice placed by the copyright holder or
other authorized party saying it may be distributed under the terms
of this Lesser General Public License (also called "this License").
FEach licensee is addressed as "you".

A "library" means a collection of software functions and/or data
prepared so as to be conveniently linked with application programs
(which use some of those functions and data) to form executables.

The "Library", below, refers to any such software library or work
which has been distributed under these terms. A "work based on the
Library" means either the Library or any derivative work under
copyright law: that is to say, a work containing the Library or a

portion of it, either verbatim or with modifications and/or
translated straightforwardly into another language. (Hereinafter,
translation is included without limitation in the term
"modification".)

"Source code" for a work means the preferred form of the work for
making modifications to it. For a library, complete source code means
all the source code for all modules it contains, plus any associated
interface definition files, plus the scripts wused to control
compilation and installation of the library.

Activities other than copying, distribution and modification are not
covered by this License; they are outside its scope. The act of
running a program using the Library 1is not restricted, and output
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from such a program is covered only if its contents constitute a work
based on the Library (independent of the use of the Library in a tool
for writing it). Whether that is true depends on what the Library
does and what the program that uses the Library does.

1. You may copy and distribute verbatim copies of the Library's
complete source code as you receive it, in any medium, provided that
you conspicuously and appropriately publish on each copy an
appropriate copyright notice and disclaimer of warranty; keep intact
all the notices that refer to this License and to the absence of any
warranty; and distribute a copy of this License along with the
Library. You may charge a fee for the physical act of transferring a
copy, and you may at vyour option offer warranty protection in
exchange for a fee.

2. You may modify your copy or copies of the Library or any portion
of it, thus forming a work based on the Library, and copy and
distribute such modifications or work under the terms of Section 1
above, provided that you also meet all of these conditions:

a) The modified work must itself be a software library.

b) You must cause the files modified to carry prominent notices
stating that you changed the files and the date of any change.

c) You must cause the whole of the work to be licensed at no charge
to all third parties under the terms of this License.

d) If a facility in the modified Library refers to a function or a
table of data to be supplied by an application program that uses the
facility, other than as an argument passed when the facility 1is
invoked, then you must make a good faith effort to ensure that, in
the event an application does not supply such function or table, the
facility still operates, and performs whatever part of its purpose
remains meaningful. (For example, a function in a library to compute
square roots has a purpose that is entirely well-defined independent
of the application. Therefore, Subsection 2d regquires that any
application-supplied function or table used by this function must be
optional: if the application does not supply 1it, the squareroot
function must still compute square roots.)

These requirements apply to the modified work as a whole. If
identifiable sections of that work are not derived from the Library,
and can be reasonably considered independent and separate works in
themselves, then this License, and its terms, do not apply to those
sections when you distribute them as separate works. But when you
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distribute the same sections as part of a whole which is a work based
on the Library, the distribution of the whole must be on the terms of
this License, whose permissions for other licensees extend to the
entire whole, and thus to each and every part regardless of who wrote
it.

Thus, it is not the intent of this section to claim rights or contest
your rights to work written entirely by you; rather, the intent is to
exercise the right to control the distribution of derivative or
collective works based on the Library.

In addition, mere aggregation of another work not based on the
Library with the Library (or with a work based on the Library) on a
volume of a storage or distribution medium does not bring the other
work under the scope of this License.

3. You may opt to apply the terms of the ordinary GNU General Public
License instead of this License to a given copy of the Library. To do
this, you must alter all the notices that refer to this License, so
that they refer to the ordinary GNU General Public License, version
2, instead of to this License. (If a newer version than version 2 of
the ordinary GNU General Public License has appeared, then you can
specify that wversion instead if you wish.) Do not make any other
change in these notices. Once this change is made in a given copy, it
is irreversible for that copy, so the ordinary GNU General Public
License applies to all subsequent copies and derivative works made
from that copy. This option is useful when you wish to copy part of
the code of the Library into a program that is not a library.

4. You may copy and distribute the Library (or a portion or
derivative of it, under Section 2) in object code or executable form
under the terms of Sections 1 and 2 above provided that you accompany
it with the complete corresponding machine-readable source code,
which must be distributed under the terms of Sections 1 and 2 above
on a medium customarily used for software interchange. If
distribution of object code is made by offering access to copy from a
designated place, then offering equivalent access to copy the source
code from the same place satisfies the requirement to distribute the
source code, even though third parties are not compelled to copy the
source along with the object code.

5. A program that contains no derivative of any portion of the
Library, but is designed to work with the Library by being compiled
or linked with it, is called a "work that uses the Library". Such a
work, in isolation, is not a derivative work of the Library, and
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therefore falls outside the scope of this License. However, linking a
"work that uses the Library" with the Library creates an executable
that is a derivative of the Library (because it contains portions of
the Library), rather than a "work that uses the 1library". The
executable 1is therefore covered by this License. Section 6 states
terms for distribution of such executables. When a "work that uses
the Library" uses material from a header file that is part of the
Library, the object code for the work may be a derivative work of the
Library even though the source code is not. Whether this is true is
especially significant if the work can be linked without the Library,
or if the work is itself a library. The threshold for this to be true
is not precisely defined by law. If such an object file uses only
numerical parameters, data structure layouts and accessors, and small
macros and small inline functions (ten lines or less in length), then
the use of the object file is unrestricted, regardless of whether it
is legally a derivative work. (Executables containing this object
code plus portions of the Library will still fall under Section 6.)
Otherwise, if the work is a derivative of the Library, you may
distribute the object code for the work under the terms of Section 6.
Any executables containing that work also fall under Section 6,
whether or not they are linked directly with the Library itself.

6. As an exception to the Sections above, you may also combine or
link a "work that uses the Library" with the Library to produce a
work containing portions of the Library, and distribute that work
under terms of your <choice, provided that the terms permit
modification of the work for the customer's own use and reverse
engineering for debugging such modifications. You must give prominent
notice with each copy of the work that the Library is used in it and
that the Library and its use are covered by this License. You must
supply a copy of this License. If the work during execution displays
copyright notices, you must include the copyright notice for the
Library among them, as well as a reference directing the user to the
copy of this License. Also, you must do one of these things:

a) Accompany the work with the complete corresponding machine-
readable source code for the Library including whatever changes were
used in the work (which must be distributed under Sections 1 and 2
above); and, if the work is an executable linked with the Library,
with the complete machine-readable "work that uses the Library", as
object code and/or source code, so that the user can modify the
Library and then relink to produce a modified executable containing
the modified Library. (It is understood that the user who changes the
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contents of definitions files in the Library will not necessarily be
able to recompile the application to use the modified definitions.)

b) Use a suitable shared library mechanism for linking with the
Library. A suitable mechanism is one that (1) uses at run time a copy
of the library already present on the user's computer system, rather
than copying library functions into the executable, and (2) will
operate properly with a modified version of the library, if the user
installs one, as long as the modified version is interface-compatible
with the version that the work was made with.

c) Accompany the work with a written offer, valid for at least three
years, to give the same user the materials specified in Subsection
ba, above, for a charge no more than the cost of performing this
distribution.

d) If distribution of the work is made by offering access to copy
from a designated place, offer equivalent access to copy the above
specified materials from the same place.

e) Verify that the wuser has already received a copy of these
materials or that you have already sent this user a copy.

For an executable, the required form of the "work that wuses the
Library" must include any data and utility programs needed for
reproducing the executable from it. However, as a special exception,
the materials to be distributed need not include anything that is
normally distributed (in either source or binary form) with the major
components (compiler, kernel, and so on) of the operating system on
which the executable runs, unless that component itself accompanies
the executable.

It may happen that this requirement <contradicts the license
restrictions of other proprietary libraries that do not normally
accompany the operating system. Such a contradiction means you cannot
use both them and the Library together in an executable that you
distribute.

7. You may place library facilities that are a work based on the
Library side-by-side in a single library together with other library
facilities not covered Dby this License, and distribute such a
combined library, provided that the separate distribution of the work
based on the Library and of the other library facilities is otherwise
permitted, and provided that you do these two things:
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a) Accompany the combined library with a copy of the same work based
on the Library, uncombined with any other library facilities. This
must be distributed under the terms of the Sections above.

b) Give prominent notice with the combined library of the fact that
part of it is a work based on the Library, and explaining where to
find the accompanying uncombined form of the same work.

8. You may not copy, modify, sublicense, link with, or distribute the
Library except as expressly provided under this License. Any attempt
otherwise to copy, modify, sublicense, link with, or distribute the
Library is void, and will automatically terminate your rights under
this License. However, parties who have received copies, or rights,
from you under this License will not have their licenses terminated
so long as such parties remain in full compliance.

9. You are not required to accept this License, since you have not
signed it. However, nothing else grants you permission to modify or
distribute the Library or its derivative works. These actions are

prohibited by law if you do not accept this License. Therefore, by
modifying or distributing the Library (or any work Dbased on the
Library), you indicate your acceptance of this License to do so, and
all its terms and conditions for copying, distributing or modifying
the Library or works based on it.

10. Each time you redistribute the Library (or any work based on the
Library), the recipient automatically receives a license from the
original 1licensor to copy, distribute, 1link with or modify the
Library subject to these terms and conditions. You may not impose any
further restrictions on the recipients' exercise of the rights
granted herein. You are not responsible for enforcing compliance by
third parties with this License.

11. If, as a consequence of a court judgment or allegation of patent
infringement or for any other reason (not limited to patent issues),
conditions are imposed on you (whether by court order, agreement or
otherwise) that contradict the conditions of this License, they do
not excuse you from the conditions of this License. If you cannot
distribute so as to satisfy simultaneously your obligations under
this License and any other pertinent obligations, then as a
consequence you may not distribute the Library at all. For example,
if a patent license would not permit royalty-free redistribution of
the Library by all those who receive copies directly or indirectly
through you, then the only way you could satisfy both it and this
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License would be to refrain entirely from distribution of the
Library.

If any portion of this section is held invalid or unenforceable under
any particular circumstance, the balance of the section is intended
to apply, and the section as a whole is intended to apply in other
circumstances.

It is not the purpose of this section to induce you to infringe any
patents or other property right claims or to contest validity of any
such claims; this section has the sole purpose of protecting the
integrity of the free software distribution system which 1is
implemented by public 1license practices. Many people have made
generous contributions to the wide range of software distributed
through that system in reliance on consistent application of that
system; it 1s up to the author/donor to decide if he or she is
willing to distribute software through any other system and a
licensee cannot impose that choice. This section is intended to make
thoroughly clear what is believed to be a consequence of the rest of
this License.

12. If the distribution and/or use of the Library is restricted in
certain countries either by patents or by copyrighted interfaces, the
original copyright holder who places the Library under this License
may add an explicit geographical distribution limitation excluding
those countries, so that distribution is permitted only in or among
countries not thus excluded. In such case, this License incorporates
the limitation as if written in the body of this License.

13. The Free Software Foundation may publish revised and/or new
versions of the Lesser General Public License from time to time. Such
new versions will be similar in spirit to the present version, but
may differ in detail to address new problems or concerns.

FEach version is given a distinguishing version number. If the Library
specifies a version number of this License which applies to it and
"any later version", you have the option of following the terms and
conditions either of that version or of any later version published
by the Free Software Foundation. If the Library does not specify a
license version number, you may choose any version ever published by
the Free Software Foundation.

14. If you wish to incorporate parts of the Library into other free
programs whose distribution conditions are incompatible with these,
write to the author to ask for permission. For software which is
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copyrighted by the Free Software Foundation, write to the Free
Software Foundation; we sometimes make exceptions for this. Our
decision will be guided by the two goals of preserving the free
status of all derivatives of our free software and of promoting the
sharing and reuse of software generally.

NO WARRANTY

15. BECAUSE THE LIBRARY IS LICENSED FREE OF CHARGE, THERE IS NO
WARRANTY FOR THE LIBRARY, TO THE EXTENT PERMITTED BY APPLICABLE LAW.
EXCEPT WHEN OTHERWISE STATED IN WRITING THE COPYRIGHT HOLDERS AND/OR
OTHER PARTIES PROVIDE THE LIBRARY "AS IS" WITHOUT WARRANTY OF ANY
KIND, EITHER EXPRESSED OR IMPLIED, INCLUDING, BUT NOT LIMITED TO, THE
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR

PURPOSE. THE ENTIRE RISK AS TO THE QUALITY AND PERFORMANCE OF THE
LIBRARY IS WITH YOU. SHOULD THE LIBRARY PROVE DEFECTIVE, YOU ASSUME
THE COST OF ALL NECESSARY SERVICING, REPAIR OR CORRECTION.

16. IN NO EVENT UNLESS REQUIRED BY APPLICABLE LAW OR AGREED TO IN
WRITING WILL ANY COPYRIGHT HOLDER, OR ANY OTHER PARTY WHO MAY MODIFY
AND/OR REDISTRIBUTE THE LIBRARY AS PERMITTED ABOVE, BE LIABLE TO YOU
FOR DAMAGES, INCLUDING ANY GENERAL, SPECIAL, INCIDENTAL OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE THE
LIBRARY (INCLUDING BUT NOT LIMITED TO LOSS OF DATA OR DATA BEING
RENDERED INACCURATE OR LOSSES SUSTAINED BY YOU OR THIRD PARTIES OR A
FAILURE OF THE LIBRARY TO OPERATE WITH ANY OTHER MATERIALS), EVEN IF
SUCH HOLDER OR OTHER PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF
SUCH DAMAGES.

END OF TERMS AND CONDITIONS
How to Apply These Terms to Your New Libraries

If you develop a new library, and you want it to be of the greatest
possible use to the public, we recommend making it free software that
everyone can redistribute and change. You can do so by permitting
redistribution under these terms (or, alternatively, under the terms
of the ordinary General Public License).

To apply these terms, attach the following notices to the library. It
is safest to attach them to the start of each source file to most
effectively convey the exclusion of warranty; and each file should
have at least the "copyright" line and a pointer to where the full
notice is found.
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<one line to give the library's name and a brief idea of what it
does.>

Copyright (C) <year> <name of author>

This library is free software; you can redistribute it and/or modify
it under the terms of the GNU Lesser General Public License as
published by the Free Software Foundation; either version 2.1 of the
License, or (at your option) any later version. This library is
distributed in the hope that it will be wuseful, but WITHOUT ANY
WARRANTY; without even the implied warranty of MERCHANTABILITY or
FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. See the GNU Lesser General Public
License for more details.

You should have received a copy of the GNU Lesser General Public
License along with this library; if not, write to the Free Software
Foundation, Inc., 59 Temple Place, Suite 330, Boston, MA 02111-1307
USA

Also add information on how to contact you by electronic and paper
mail. You should also get your employer (if you work as a programmer)
or your school, if any, to sign a "copyright disclaimer" for the
library, if necessary. Here is a sample; alter the names:

Yoyodyne, Inc., hereby disclaims all copyright interest in the
library "Frob' (a library for tweaking knobs) written by James Random
Hacker.

<signature of Ty Coon>, 1 April 1990
Ty Coon, President of Vice

That's all there is to it!
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Minpack Copyright Notice (1999) University of Chicago. Toate drepturile rezervate.

Redistribuirea si utilizarea in forma sursa si binara, cu sau fara modificare, sunt permise cu
indeplinirea urmatoarelor conditii:

1. Redistribuirile codului sursa trebuie sa pastreze notificarea privind drepturile de utilizator de mai
sus, aceasta lista de conditii si urmatoarea exonerare de raspundere.

2. Redistribuirile in forma binara trebuie sa reproduca notificarea privind drepturile de autor de mai
sus, aceasta listd de conditii si urmatoarea exonerare de raspundere in documentatia si/sau
celelalte materiale furnizate impreuna cu distribuirea.

3. Documentatia pentru utilizatorul final inclusa cu redistribuirea, daca exista, trebuie sa includa
urmatoarea recunoastere:

»+Acest produs include software dezvoltat de Universitatea din Chicago, ca Operator al Laboratorului
National Argonne.”
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