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Informacija apie naudojimo vadova

Siame vadove yra pateikiama informacija apie saugy CE-IVD Zyma turinios CFX96™ tikro laiko PGR
aptikimo sistemos naudojimg (katalogo numeris 1855095-IVD). Papildoma informacijg apie CFX
Manager™ programineg jrangg rasite CFX96 ir CFX384 gyvybeés moksly tyrimy naudotojo vadove
(katalogo numeriai 1855095 ir 1855384).

Vadove naudojami terminai

Vadove naudojamy terminy sgrasas pateiktas 1 lenteléje.
1 lentelé. Vadove naudojami terminai.

Terminas ReikSmeé

PATARIMAS: Pateikiama naudinga informacija ir instrukcijos, jskaitant nuorodas |
kitus vadovo skyrius.

PASTABA: Pateikiama svarbi informacija, jskaitant nuorodas j kitus vadovo
skyrius.

|SPEJIMAS! Pateikta labai svarbi informacija apie operatoriaus suzalojimo,
instrumento sugadinimo ar duomeny praradimo rizikg.

X>Y Programinés jrangos lange, jrankiy juostoje ar meniu pasirinkite X,
tuomet - Y.

Informacija apie saugos etiketes Siame vadove ir ant CFX96 sistemos, pateikta skyriuje “Saugos ir
norminiy akty atitiktis”, psl. iii.
Bio-Rad kontaktiné informacija ir dokumentai

2 lenteléje pateikta Bio-Rad kontaktiné informacija ir nuorodos j dokumentus.
2 lentelé. Bio-Rad kontaktiné informacija ir dokumentai

Saltinis Susisiekite

Vietinis Bio-Rad laboratorijos |Vietos ir kontaktine informacijg rasite Bio-Rad tinklalapio
atstovas pradzios lange pasirinke savo Salies pavadinimg
www.bio-rad.com). Artimiausia tarptautinj ofisg rasite Sio
vadovo nugaréléje pateiktame atstovybiy sgraSe.

Techniniai dokumentai ir Apsilankykite Bio-Rad tinklalapyje (www.bio-rad.com).
literatdra PaieSkos laukelyje jraSykite ieSkoma terming ir pasirinkite
parinktj Literature. PaieSkos rezultatuose rasite techninius
dokumentus, vadovus ir kitg literattra.

Techninés dalies specialistai |Bio-Rad techninio aptarnavimo departamente dirba patyres
personalas, kuris padés iSspresti iSkilusias technines ar
praktines problemas. Norédami gauti technine pagalbg
telefonu, susisiekite su artimiausiu Bio-Rad atstovybés ofisu.
Techniné pagalba JAV ir Kanadoje teikiama telefonu 1-800-
424- 6723 (nemokama linija).
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Saugos ir norminiy akty atitiktis
Saugaus darbo su CFX96 tikro laiko PGR aptikimo sistema uztikrinimui, grieztai rekomenduojame laikytis
Siame vadove pateikty saugos reikalavimy.

CFX96 sistema yra patvirtinta naudojimui kaip in vitro diagnostinis (IVD) medicinos prietaisas.

Saugos jspéjimy etiketés

Ant instrumento esanciose ir Siame vadove pateiktose jspéjimo etiketése pateikiami jspéjimai apie
galimg suzalojimo ar Zalos rizikg. Kiekvienos jspéjimo etiketés reikSmé aprasyta 3 lenteléje.

3 lentelé. Saugos jspéjimy etike€iy aprasymas.

DEMESIO: Biologinis pavojus! Sis simbolis identifikuoja komponentus, kurie gali uZsitersti
biologiSkai pavojingomis medziagomis.

DEMESIO: Pavojinga! Sis simbolis identifikuoja komponentus, kurie gali suZaloti operatoriy
ar pakenkti instrumentui, jei su jais bus elgiamasi netinkamai. Jei matote §j simbolj, prie$
' tesdami darba, perskaitykite papildoma naudotojo vadovo informacija.

DEMESIO: Karstas pavirsius! Sis simbolis identifikuoja labai jkaitusius komponentus, kurie
gali suzaloti operatoriy, jei su jais bus elgiamasi netinkamai.

Instrumento saugos jspéjimai

4 lenteléje aprasSytos saugos jspéjimy etiketés yra ant instrumento ir yra skirtos saugaus CFX96 sistemos
naudojimo uztikrinimui.
4 lentelé. Instrumento saugos jspéjimy etiketés

Piktograma|Reik§mé

Ispéjimas apie asmens suzalojimo ar instrumento sugadinimo rizika.

Jei CFX96 tikro laiko PGR aptikimo sistema bus naudojama neperskaicius Sio vadovo,

' atsiras asmens suzeidimo pavojus. Saugaus naudojimo uztikrinimui, nenaudokite

- instrumento kitu, Siame vadove neapra$ytu bidu. Sj instrumentg gali naudoti tik
kvalifikuotas, elektros jrangg naudoti apmokytas personalas. Naudojant sistema, batinas
atidumas. Operatoriaus rankos turi bati Svarios ir sausos.




4 lentelé. Instrumento saugos jspéjimy etiketés (tesinys).

Piktograma|Reik§mé

Ispéjimas apie biologiSkai pavojingy medziagy tvarkyma.
Naudojant biologiSkai pavojingas medziagas, laikykités rekomenduojamy atsargumo
priemoniy ir procedary bei vietiniy taisykliy, taikomy jasy laboratorijai ir regionui.

Ispéjimas apie nudegimo rizika.
Termocikleris generuoja didelj karstj, todél gali stipriai nudeginti. Darbo metu dévékite
apsauginius akinius ar kitg akiy apsauga. Prie$ atidarant dangtj ir iSimant méginiy bloka,

nusideginimo.

Ispéjimas apie sprogimo rizika.
Normalaus darbo metu meéginiy blokas gali jkaisti tiek, jog sukelty skysciy virimg ir
sprogima.

Saugaus naudojimo specifikacijos ir atitiktis

5 lenteléje pateikiamos saugaus CFX96 sistemos naudojimo specifikacijos. A klasés FCC riby atitikties
uztikrinimui, su prietaisu naudokite izoliuotus ir apsaugotus (tiekiamus) laidus.

5 lentelé. Saugaus naudojimo specifikacijos.

Reikalavimai saugiam naudojimui Specifikacijos

Temperatira Naudojimas Aplinkos temperatira: 15-31°C. Maksimali santykiné drégmé:
patalpoje 80%, be kondensato.

Aukstis vir§ jaros Iki 2000 metry virs jlros lygio.

lygio

NORMINIY AKTUY ATITIKTIS

Atlikus tyrimg, nustatyta, jog Sis instrumentas atitinka visus taikytinus Siy saugos ir elektromagnetinio
suderinamumo standarty reikalavimus:

IEC 61010-1:2001 (2-a red.), EN61010-1:2001 (2-a red.). Elektriné matavimo,

valdymo ir laboratoriné jranga, 1 dalis: bendrieji reikalavimai.

IEC 61010-2-010:2005, EN61010-2-010:2003. Saugos reikalavimai elektrinei matavimo,
valdymo ir laboratorinei jrangai. Dalis 2-010: Specialieji reikalavimai laboratorinei jrangai,
skirtai medziagy kaitinimui.

IEC 61010-2-081:2001+A1, EN61010-2-081:2002+A1. Saugos reikalavimai elektrinei
matavimo, valdymo ir laboratorinei jrangai. Dalis 2-081: Specialieji reikalavimai automatinei ir
pusiau automatinei laboratorinei jrangai, skirtai analizei ir kitiems tikslams (jskaitant 1
priedq).

EN 61326-1:2006 (A klasé) Elektriné matavimo, valdymo ir laboratoriné jranga. EMC
reikalavimai, 1 dalis: bendrieji reikalavimai.

EN 61010-2-101. Saugos reikalavimai elektrinei matavimo, valdymo ir laboratorinei jrangai.
Specialieji reikalavimai in vitro diagnostinei (IVD) medicinos jrangai.

EN 61326-2-6 (A klasé) Elektriné matavimo, valdymo ir laboratoriné jranga. EMC
reikalavimai. Dalis 2-6. Specialigji reikalavimai. In vitro diagnostiné (IVD) medicinos jranga.

palaukite, kol jis atvés. Visada palaukite maksimaly laiko tarpg, kad iSvengtuméte netyc&inio
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Si jranga generuoja, naudoja ir gali spinduliuoti radijo daZnio bangas ir, jei néra jdiegta ir naudojama pagal
naudotojo vadove pateiktas instrukcijas, gali kenksmingai interferuoti komunikacijg radijo bangomis.

Sios jrangos naudojimas gyvenamose patalpose gali sukelti pavojingg interferencijg. Tokiu atveju, uz
padarytg zalg atsako naudotojas.

Pavojus

CFX96 tikro laiko PGR aptikimo sistema veikai saugiai, jei yra naudojama gamintojo nurodytu badu. Jei
CFX96 sistema ar su ja susije komponentai néra naudojami gamintojo nurodytu bldu, saugus
instrumento naudojimas néra uztikrinamas. Kompanija Bio-Rad Laboratories, Inc. neatsako uz
suzalojimus ar gedimus, sukeltus dél Sios jrangos naudojimo nenurodytu bidu ar dél instrumento
modifikacijy, kurias atliko ne Bio-Rad ar jgaliotas atstovas. Techninj CFX96 sistemos aptarnavima atlikti
gali tik Bio-Rad personalas.

Biologinis pavojus

CFX96 sistema yra laboratorijai skirtas produktas. Naudojant biologiSkai pavojingas medziagas,
laikykités rekomenduojamy atsargumo priemoniy ir procediry bei vietiniy taisykliy, taikomy jisy
laboratorijai ir regionui.

BENDROSIOS ATSARGUMO PRIEMONES
- Visuomet dévékite laboratorinj chalata, pirstines ir apsauginius akinius su Soniniais skydeliais.
+ Rankomis nelieskite burnos, nosies ir akiy.

- Prie$ darbg su infekcinémis medziagomis, pilnai apsaugokite bet kokius kiino jbrézimus ar
nubrozdinimus.

= Po potencialiai infekciniy medziagy naudojimo, prie$ iSeinant i$ laboratorijos, kruopsciai
nusiplaukite rankas muilu ir vandeniu.

« Pries darbg nusisekite rankinj laikrodj ir nusiimkite ranky papuoS$alus.
- Visas infekcines ar galimai infekcines medziagas laikykite nediztanciose sandariose talpose.
« Pries iSeinant i$ laboratorijos, nusivilkite apsauginius ribus.

- Dévint pirtines, nerasykite, nekalbékite telefonu, nesinaudokite elektros jungtukais,
nelieskite nieko, kg véliau gali liesti asmenys be apsaugos priemoniy.

« DaZnai keiskite pirstines. Jei pirdtinés uzsiters§é, nedelsiant jas nusiimkite.
« Medziagas, kuriy negalima tinkamai nukenksminti, laikykite atokiai nuo potencialiai
infekciniy medzZiagy.

- Po biologiskai pavojingy medziagy naudojimo, darbo vietg nukenksminkite tinkamu
dezinfekantu (pvz., 1:10 santykiu skiesto buitinio baliklio tirpalu).

SPECIFINES ATSARGUMO PRIEMONES
= Visi pacienty méginiai yra potencialiai biologiSkai pavojingos medziagos, todél turi bati tvarkomi
laikantis universaliyjy atsargumo priemoniy.
= Normalaus Sio instrumento naudojimo metu, biologiSkai pavojingos substancijos j aplinkg néra
iSskiriamos.
PAVIRSIY NUKENKSMINIMAS

JSPEJIMAS! Norint iSvengti elektros $oko, pries atliekant nukenksminimo procedirg, visuomet i§junkite
instrumento maitinimo laidg i$ elektros lizdo.
Sias dalis galima valyti ligoninés laipsnio baktericidiniu, virucidiniu ar fungicidiniu dezinfekantu:

= [Sorinis dangtis ir pagrindinés dalies korpusas.

= Vidinis reakcijos bloko pavirSius ir reakcijos bloko Sulinéliai.



« Valdymo skydelis ir ekranas

Ruosiant ir naudojant dezinfekanta, laikykités produkto gamintojo instrukcijy. Po dezinfekanto naudojimo,
reakcijos blokg ir reakcijos bloko Sulinélius kelis kartus praplaukite vandeniu. Po praplovimo vandeniu,
reakcijos blokg ir reakcijos bloko Sulinélius gerai nusausinkite.

JSPEJIMAS! Nenaudokite abrazyviniy ar ésdinangiy detergenty ar stipriy $arminiy tirpaly. Sie agentai
gali subraizyti pavirSiy ir pakenkti reakcijos blokui, galimas temperatdros kontrolés tikslumo
praradimas.

BIOLOGISKAI PAVOJINGY MEDZIAGY ISMETIMAS

CFX96 sistemoje néra galimai pavojingy cheminiy medziagy. Sias potencialiai uzterstas medziagas
iSmeskite laikantis laboratorijos, vietiniy, regioniniy ir valstybiniy taisykliy:

= Kilinikiniai méginiai.

+ Reagentai.

= Panaudotos reagenty talpos ar kitos galimai uzter§tos sgnaudinés medziagos.

Cheminis pavojus

CFX96 sistemoje néra galimai pavojingy cheminiy medziagy.

Sprogimo ar uzsiliepsnojimo pavojus

CFX96 sistema nekelia jokio nejprasto pavojaus, susijusio su uZsiliepsnojimu ar sprogimu, jei yra
naudojama tinkamai, kaip nurodo Bio-Rad Laboratories.

Elektros keliamas pavojus

CFX96 sistema nekelia jokio nejprasto elektros Soko pavojaus operatoriui, jei yra jdiegta ir naudojama
tinkamai, sistemai nebuvo atliktos fizinés modifikacijos, sistema yra prijungta prie specifikacijas atitinkancio
elektros maitinimo.

Transportavimas

Pries$ perkeliant ar transportuojant C1000™ termociklerj ar CFX96 optinj modulj, bitina atlikti
nukenksminimo proceddrg. C1000 termociklerj ir CFX96 optinj reakcijos modulj perkelkite ar
transportuokite atskirose dézése, supakuotus naudojant tiekiamas pakavimo medziagas, kurios apsaugo
instrumentg nuo pazeidimy. Jei neturite tinkamos dézés, susisiekite su Bio-Rad atstovu.

Sandéliavimas

CFX96 sistemg sandéliuokite Siomis sglygomis:
* Temperatira ribos: nuo -20 iki 60-C.
+ Maksimali santykiné dregmé: 80%.

ISmetimas

CFX96 tikro laiko PGR aptikimo sistemoje yra elektros ar elektronikos komponenty; ji turi bati iSmetama
kaip nerSiuotos atliekos, surenkant atskirai, kaip nurodoma Europos Sajungos direktyvoje 2002/96/EB
dél atlieky ir elektroninés jrangos bei EEJA direktyvoje. Prie§ iSmetimg, susisiekite su Bio-Rad atstovu ir
pasikonsultuokite dél taikomy instrukcijy.

Vi
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CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos naudotojo vadovas

1 Sistemos jdiegimas

Siame skyriuje pateikta informacija apie CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos jdiegima:
= Optinio reakcijos modulio iSpakavimas (1 psl.)
- Sistemos reikalavimai (1 psl.)
- Sistemos apzvalga (2 psl.)
- Sistemos jdiegimas (3 psl.)
e CFX Manager™ programinés jrangos jdiegimas (5 psl.)
= Programinés jrangos failai (7 psl.)
e Tyrimy vykdymas (7 psl.)

Optinio reakcijos modulio iSpakavimas

CFX96 optinio reakcijos modulio dézéje yra Sie komponentai:
= Optinis reakcijos modulis
- USB laidas
= CFX Manager programinés jrangos jdiegimo CD
+ Naudojimo vadovas

ISimkite visas pakavimo medziagas ir pasidékite jas vélesniam panaudojimui. Jei kazkurio
komponento néra arba jis yra pazeistas, susisiekite su Bio-Rad atstovu.

Sistemos reikalavimai

CFX96 sistemos naudojimui batini laidai ir energijos Saltiniai:
e Galingumas: 100-240 VAC, 50-60 Hz

* Naudojimas patalpoje. Aplinkos temperatira: 15-31°C. Maksimali santykiné
drégmeé: 80%, be kondensato.

» USB laidas. Jei CFX96 sistema bus valdoma kompiuteriu per USB laidg, naudokite
Bio-Rad tiekiamg ekranuotg laida.

PASTABA. ISsamus instrumento saugos ir atitikties reikalavimy sgrasas pateiktas
skyriuje “Saugos ir norminiy akty atitiktis”, psl. iii.



Sistemos jdiegimas

Sistemos apzvalga

CFX96 sistemg sudaro du komponentai:

= Optinis reakcijos modulis. Siame modulyje yra optiné sistema, skirta fluorescencijos
duomeny surinkimui, ir termociklerio blokas.
PASTABA. CFX96 modulio serijos numeris yra galinéje prietaiso dalyje.

e C1000™ termociklerio bazé. C1000 bazéje yra naudotojo sgsaja, skirta sistemos
valdymui, jjungimo mygtukas ir jungtys (galiniame skydelyje), skirtos kompiuterio
prijungimui.

LED indikatorius

Atidarymo mygtukas

Priekinis skydelis

1 iliustracija. Priekinis CFX96 sistemos vaizdas.

2 iliustracijoje pavaizduoti CFX96 sistemos komponentai, matomi atidarius dangt;.

Vidiné dangcio dalis su kaitinimo
plokstele

Blokas
Uzdarymo mygtukas

2 iliustracija. Vidinis CFX96 sistemos vaizdas.

i i ISPEJIMAS! Nelieskite vidinés danggio dalies ar bloko - pavir§iai gali bati karsti.
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Vidiné dangcio dalis su kaitinimo plokstele. Kaitinimo dalis palaiko temperattirg, taip
iSvengiant méginio garavimo. Nelieskite ir kitu budu neuzterskite kaitinimo plokstelés.
Niekada neki$kite jokiy objekty j skylutes, nes taip galite paZeisti optine sistema.
Blokas. | §j blokg yra jkeliami méginiai.

Uzdarymo mygtukas. Sio mygtuko paspaudimu yra uzdaromas motorizuotas dangtis.

ISPEJIMAS! Instrumento neuZter$kite i$siliejusiais skyséiais; niekuomet
nevykdykite reakcijos neuzdare dangcio, ar jei yra matomas pratekéjimas.
Bendrosios instrumento valymo ir priezilros proceduros yra pateiktos skyriuje
“Instrumento prieziara” (psl. 99).

Galinio C1000 skydelio komponentai (3 iliustracija):

Jjungimo / iSjungimo jungiklis. Norédami jjungti sistemg, paspauskite §j jungiklj.
Elektros jvestis. Maitinimo laido jungtis.

Eterneto jungtis Prijunkite eterneto kabelj registracijos Zurnaly ar duomeny faily
eksportavimui.

USB jungtys. Sios jungtys yra skirtos CFX96 sistemos prijungimui prie kompiuterio ar
S1000™ termociklerio.

llungimof/ [Elektros Eterneto USB jungtys
ISjungimo jvestis .
jungiklis jurgtis |

i

4 N o
il i

3 iliustracija. Galinis C1000 termociklerio skydelis.

A ISPEJIMAS! Darbo metu nelieskite galinés C1000 dalies.

Sistemos jdiegimas

CFX96 tikro laiko PGR aptikimo sistemg statykite ant Svaraus, sauso, lygaus pavirSiaus,
uztikrinant pakankamg vésaus oro srauto cirkuliavimg. CFX96 sistemg galima naudoti dviem
bldais: valdant tiesiogiai ar per programine jranga. Jei sistema yra valdoma per programine
jranga, jdiegimo metu uztikrinkite, kad pakakty vietos kompiuteriui.

C1000 termociklerj pastatykite taip, jog galiniame skydelyje esantis jjungimo / iSjungimo
jungiklis baty lengvai pasiekiamas.

|keliant CFX96 optinj reakcijos modulj j C1000 prietaisa, laikykités Siy instrukcijy:

1.

C1000 termociklerj pastatykite tinkamoje vietoje. Fiksavimo juosta turi bati nuleista.
Nuimkite anksCiau uzdétg reakcijos modul;.
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2. Optinj reakcijos modul;j laikykite uz j korpusag jleisty rankeny, esanciy $alia
védinimo groteliy (4 iliustracija).

CFX96 optinis
reakcijos modulis

C1000
termociklerio baze

4 iliustracija. Optinio reakcijos modulio uzdéjimas ant C1000 termociklerio.

3. Modul;j jstatykite j C1000 termociklerio reakcijos modulio platforma, priekyje palikdami
apie 2 cm erdvés. Tinkamai uzdétas, optinis modulis turi uzdengti C1000 termociklerio
priekinéje dalyje esantj Bio-Rad logotipg.

4. UZfiksuovkite galinéje C1000 termociklerio dalyje esancig uzrakto juosta, jg nuleisdami
Zemyn. Sio veiksmo metu modulis pasislinks | priekj ir uzsifiksuos (5 iliustracija).

5 iliustracija. Optinio modulio fiksavimas

5. Patikrinkite, ar modulis yra tinkamai ir tolygiai uzdétas ant C1000 bazés. Tarp modulio ir
bazés negali likti jokiy papildomy tarpy; tarpai turi bati vienodi.
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6. Maitinimo laidg jjunkite j galinéje C1000 bazés gale esancio skydelio jungtj (3 psl., 3
iliustracija) ir j trijy kontakty elektros lizdg. Norédami jjungti sistemg, paspauskite
jjungimo / ijungimo jungiklj, esantj galiniame C1000 termociklerio skydelyje.

7. Laikydamiesi C1000 termociklerio ekrane pateikty instrukcijy, atsukite ir iSimkite
raudong transportavimo kaistj i$ vidinés dangcio dalies (6 iliustracija). Sukdami prie$
laikrodZio rodykle, iSimkite kaistj.

Shipping Screw is inserted,

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

3, Close Optical Madule lid -- press manual buttan positioned in frant of
block,

4, Press F1 (Screw Remowed) ta confirm Shipping Screw has been
removed,

'o To checkjrernowe the shipping screws status Followe the instructions
above,

Remove i | : ”

6 iliustracija. Transportavimo kai$¢io iSémimo instrukcijos.
PASTABA. Jei Siame etape transportavimo kaistis nebus iSimtas, apie tai prane§ CFX
Manager programiné jranga. Kaistj iSimkite laikydamiesi instrukcijy (14 psl.).
PATARIMAS. Modulio transportavimo metu $is kaistis turi biti savo vietoje. Sj
kaistj iSsaugokite, nes ateityje jo gali prireikti.

8. 13 termociklerio bloko iSimkite transportavimo plokstele.

CFX Manager programinés jrangos jdiegimas

CFX Manager programiné jranga, naudojama asmeniniame kompiuteryje (PC), yra skirta
CFX96 sistemos pateikty duomeny analizei bei CFX96 sistemos valdymui, jg naudojant
programinés jrangos valdymo rezimu. 6 lenteléje pateikiami CFX Manager programinés
jrangos (1.6 ar vélesnés versijos) reikalavimai kompiuteriui.

6 lentelé. 1.6 ar vélesnés versijos CFX Manager programinés jrangos reikalavimai

kompiuteriui.

Sistema Bent Rekomenduojama

Operaciné sistema |Windows XP Professional SP2 ar |Windows XP Professional SP2 ar
geriau, Windows Vista Home geriau, Windows Vista Professional
Premium ar geriau, Windows 7 ar geriau, Windows 7 Professional
Home Premium ar geriau.

Tvarkyklé CD-ROM tvarkyklée CD-RW tvarkyklé

Kietasis diskas 10 GB 20 GB

Procesoriaus 2.0 GHz 2.0 GHz

greitis

RAM 1 GB RAM (2 GB Windows 2 GB RAM
Vista)

Ekrano raidka 1,024 x 768 ,true-color” rezimu 1280 x 1024 ,true-color” reZimu

USB USB 2.0 Hi-Speed jungtis USB 2.0 Hi-Speed jungtis
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CFX Manager programinés jrangos jdiegimas:

1.

4.

5.

Jsitikinkite, kad Jums yra suteiktos administratoriaus teisés. Programine jranga
kompiuteryje jdiegti gali tik administratoriaus teises turintis naudotojas.

CFX Manager programinés jrangos CD jdékite j kompiuterio CD diskasukj.

Ekrane bus rodomas programinés jrangos paleidimo langas. Dukart spustelékite parinktj
Install Software (7 iliustracija).

@

Install Software Documentation Firmware Drivers

PCR Legal and Authorization Notices

7 iliustracija. Programinés jrangos jdiegimo langas.

Laikydamiesi ekrane pateikty instrukcijy, uzbaikite programinés jrangos jdiegima.
Sékmingai jdiegus, kompiuterio darbalaukyje bus rodoma Bio-Rad CFX manager
programinés jrangos piktograma.

Jei paleidimo langas neatsidaro automatidkai, dukart spustelékite (CD drive):\Bio-Rad
CFX, tuomet atidarykite Readme.txt failg ir laikykités jame pateikty instrukcijy.
Skaitykite skyriy “Rankinis programinés jrangos jdiegimas”, psl. 101.

Tvarkykliy jdiegimas

Jei CFX96 sistema bus valdoma valdymo programine jranga, kompiuteryje batina jdiegti
tvarkykles. Naudokite tik tiekiamg USB laida, kuris yra apsaugotas nuo galimo duomeny
praradimo.

Sistemos tvarkykliy jdiegimas:

1.

Norint C1000 termociklerj prijungti prie kompiuterio, USB laidg jjunkite j USB 2.0 A
jungtj, esancig termociklerio galiniame skydelyje (3 iliustracija, 3psl.), tuomet laidg
jjunkite j kompiuterio USB 2.0 B jungt;.

Jei sistema néra jjungta, paspauskite C1000 instrumento galinéje puséje esantj

jjungimo / i§jungimo jungiklj. Laikykités atsidariusiame Found New Hardware Wizard
lange pateikty instrukcijy.

Pirmajame lange paspauskite parintj Yes, this time only. Windows operaciné sistema
atsinaujins ir pradés programinés jrangos paieskg. Paspauskite Next.

Pasirinkite parinktj Install the software automatically. Paspaudus Next, bus
tesiamas tvarkykliy diegimas.

Sékmingo tvarkykliy jdiegimo patvirtinimo lange paspauskite Finish.
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Programinés jrangos failai

CFX Manager programinéje jrangoje informacija apie tyrimus yra saugoma specifiniuose failuose (7

lentelé).

7 lentelé. CFX Manager programinés jrangos faily tipai

Failo tipas Plétinys |Failo perzilra ir redagavimas

Protokolas .prcl Pasirinkite Experiment Setup lange ir redaguokite Protocol
Editor lange

Plokstelé .pltd Pasirinkite Experiment Setup lange ir redaguokite Protocol
Editor lange

Duomenys .pcrd Perzidra ir analizé Data Analysis lange

Gene E .mgxd Perzidra ir analizé Gene Study lange

Atskiras iSankstiniy |.zpcr Pavienés operacijos nuskaityti fluorescencijos duomenys,

duomeny failas konvertuoti | duomeny faila.

Tyrimy vykdymas

Rekomenduojamos plastikinés sgnaudinés medziagos

Su CFX96 sistema galima naudoti ir Zemo profilio 0,2 mégintuvélius, ir ploksteles. Optimaliy
rezultaty gavimui Bio-Rad rekomenduoja naudoti Sias vienkartines priemones:

e MLL-9601. Zemo profilio 96 Sulinéliy plokstelé be krastelio skaidriais Sulinéliais

e MLL-9651. Zemo profilio 96 Sulinéliy plokstelé be krastelio baltais Sulinéliais

» HSP-9601. Hard-Shelle 96 Sulinéliy plokstelé, balta, skaidriais Sulinéliais

* HSP-9655. Hard-Shelle 96 Sulinéliy plokstelé su krasteliu, balta, baltais Sulinéliais

e TLS-0801. Zemo profilio 0,2 ml 8 mégintuvéliy juostelé, be kamsteliy, skaidriais $ulinéliais
e TLS-0851. Zemo profilio 0,2 ml 8 mégintuveéliy juostelé, be kamsteliy, baltais Sulinéliais

* TCS-0803. Optiné, plokscia 8 kamsteliy juostelé 0,2 ml mégintuvéliams ir plokSteléms

e MSB-1001. Microseal® ‘B’ lipni plévelé, optiné, skaidri

Bloko jkrovimas

Norédami jkelti reakcijy miSinius j bloka, laikykités Siy rekomendacijy:
+ Programinés jrangoje paspauskite Start Run (zr. “Start Run juosta”, 19 psl.) juostoje

esantj klavisg Open Lid, arba paspauskite sistemos priekinéje dalyje esantj
dangcio mygtuka (1 iliustracija). Atsidarys motorizuotas dangtis.

- | blokg sudékite 0,2 ml mikroploksteles ar mégintuvéliy juosteles uzkimstais
kamsteliais. UZtikrinkite, kad mégintuvéliai baty sandaris, taip iSvengiant galimo
pratekéjimo. Norint gauti optimalius rezultatus, | CFX96 sistemg jkelkite 10-25 pl
tdrio méginius.

PASTABA. Tikslios duomeny analizés uztikrinimui, patikrinkite, ar reakcijy
miSiniy iSdéstymas bloke atitinka iSdéstymg programinés jrangos Plate
parinktyje. Jei reikia, pries, per ar po vykdymo, redaguokite Sulinius.

ISPEJIMAS! CFX96 sistemos paleidimo metu visuomet subalansuokite
mégintuveéliy juosteliy ar mikroploksteliy paskirstyma Sulinéliuose (8 iliustracija).
Pavyzdziui, jei j kairigjg bloko puse jdéjote vieng mégintuveéliy juostele, j deSiniajg
puse jkelkite tus€ig mégintuvéliy juostele (su kamsteliais), kad baty subalansuotas
dangcio slégio pasiskirstymas. Nesubalansuotas slégis gali jtakoti méginiy
garavimg ir nesékminga tyrima.
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Uz_pilldyta. ' Meégintuveéliy
mégintuveliy juostelé balansui
juostelé

8 iliustracija. Mégintuvéliy juosteliy ar mikroploksteliy pasiskirstymo
balansavimas bloke.

JSPEJIMAS! sitikinkite, kad dangtis gali uzsidaryti be trikdZiy. Nors dangtyje yra
saugos mechanizmas, kuris stabdo dangcio nusileidima, jei aptinka trukdj, nieko
nedékite ant dangcio uzsidarymo vietos.

Sistemos iSjungimas

Jei norite iSjungti CFX96 sistema, atlikite Siuos veiksmus:
= Po tyrimo vykdymo, paspauskite dangcio atidarymo mygtukg, esantj priekinéje
CFX96 sistemos dalyje.
< 1S bloko iSimkite méginius ir uzdarykite CFX96 sistemos dangtj, paspaude dangcio
uzdarymo mygtuka.
= Norédami iSjungti sistema, paspauskite galiniame C1000 termociklerio skydelyje
esantj jjungimo / iSjungimo jungikl].
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2 CFX Manager™ programiné jranga

Siame skyriuje pateikta informacija apie CFX Manager programine jranga.
= Pagrindinis programinés jrangos langas (9 psl.)

» Paleidimo vediklis (12 psl.)
= Aptikty instrumenty polangis (12 psl.)
< Instrumento savybiy langas (14 psl.)

Pagrindinio programinés jrangos lango savybés pavaizduotos 9 iliustracijoje.

Pagrindinis programineés jrangos langas

L. 1P s Bl L aﬂal
Meniu juosta—{——————— kel "
|rankiy juosta o) ] ] e 2y [ 810 70 ]
Aptikty = '
instrumenty | © = 770
polangis L ot
Startup ——
Wizard B
Ty 1| -
. 3 (i Taaly
v
7 fokie i e it
e ) [ e
i v
__J..-----_
Biisenos juosta e i 1 |

9 iliustracija. Pagrindinis programinés jrangos langas.
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Menu (meniu) juosta

Pagrindinio programinés jrangos lango meniu juostos parinktys pateiktos 8 lenteléje.

8 lentelé. Pagrindinio programinés jrangos lango meniu juostos parinktys.

Meniu Komanda Funkcija
parinktis
File New Naujo protokolo, ploksteles, tyrimo ar geny tyrimo
kdrimas
Open Egzistuojanciy faily, jskaitant protokoly (.prcl), ploksteliy
(.pltd), duomeny (.pcrd) ir geny tyrimy (.mgxd) failus,
atskirus paleidimo failus (.zpcr), atidarymas
Recent Data Files | DeSimt paskutiniyjy perzitréty duomeny faily perzitra ir
vieno atidarymas duomeny analizés parinktyje
Repeat an Experiment Setup lango su uzbaigto tyrimo protokolu ir
Experiment plokstele atidarymas ir greitas tyrimo pakartojimas
Exit Programinés jrangos uzdarymas
View Application Log Programinés jrangos zurnalo rodymas
Run Reports IS saraso pasirinkite ataskaita, kurig norite perziaréti
Startup Wizard Paleidimo vediklio atidarymas
Experiment Setup |Experiment Setup lango atidarymas
Instrument Instrument Summary lango atidarymas
Summary
Detected Rodomas arba pasléptas Detected Instruments polangis
Instruments
Toolbar Rodoma arba paslépta pagrindinio programinés jrangos
lango jrankiy juosta
Status Bar Rodoma arba paslépta pagrindinio programinés jrangos
lango bilsenos juosta
User Select User Select User lango atidarymas programinés jrangos
naudotojo paskyros pakeitimui
Change Password |Naudotojo slaptazodzio keitimas
User Preferences |User Preferences lango atidarymas
User Naudotojy paskyry tvarkymas User Administration lange
Administration
Tools Dye Calibration Dye Calibration lango atidarymas instrumento

Wizard

kalibravimui naujam fluoroforui

Protocol
AutoWriter

Protocol AutoWriter lango atidarymas naujo protokolo
sukadrimui

Ta Calculator

Ta Calculator lango atidarymas pradmeny anylingo
temperatiros apskaiciavimui

View Block Status
Log

Termociklerio bloko zurnalo perzidra

Application Data
Folder

Application Data aplanko atidarymas programinés
jrangos faily perzidrai

User Data Folder

Data aplanko atidarymas protokolo, plokstelés ir
duomeny faily perziarai

Properties All
Instruments

Aptikty instrumenty savybiy (jskaitant serijos numerius)
perzidra

Zip Data and Log
Files

Faily pasirinkimas ir suspaudimas j ,zip“ failg saugojimui
ar siuntimui e. pastu

Options

Programinés jrangos e. pasto nustatymy konfiglravimas

10
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8 lentelé. Pagrindinio programinés jrangos lango meniu juostos parinktys.

Meniu Komanda Funkcija
parinktis
Windows Cascade Programinés jrangos langy iSdéstymas vienas ant kito
Tile Vertical Programinés jrangos langy iSdéstymas nuo virSaus iki
apacios
Tile Horizontal Programinés jrangos langy iSdéstymas i$ deSinés j kaire
Close All Visy programinés jrangos langy uzdarymas
Help Contents Programinés jrangos pagalbos dél PGR ir tikro laiko PGR
paleidimo parinkties Help atidarymas
Index Programine jrangos parinkties Help turinio perzitra
Search PaieSka programinés jrangos Help parinktyje

Gene Expression |Tinklalapio atidarymas ir informacijos apie PGR ir tikro
Gateway Website |laiko PGR paleidimo vykdymag paieska jame

PCR Reagents Tinklalapio su Bio-Rad PGR ir tikro laiko PGR skirtomis

Website sgnaudinémis medZiagomis ir reagentais atidarymas
PCR Plastic Tinklalapio su Bio-Rad PGR ir tikro laiko PGR skirtomis
Consumables vienkartinémis priemonémis atidarymas

Website

Software Updates |Programinés jrangos atnaujinimas
About Lango su programinés jrangos versija atidarymas

Toolbar (jrankiy juostos) parinktys

Pagrindinis programinés jrangos lango (9 lentelé) jrankiy juostos parinktys yra skirtos greitai
prieigai prie bendryjy programinés jrangos komandy.

9 lentelé. Pagrindinio programinés jrangos lango jrankiy juostos parinktys

Parinkties
pavadinimas

Parinktis Funkcija

Open a Data File Atidaromas narsyklés langas duomeny failo (*.pcrd
plétinys) suradimui ir jo atidarymui Data Analysis

lange (psl. 53)

B

Open a Gene Study Atidaromas narsyklés langas geny tyrimo failo (*.pcrd
plétinys) suradimui ir jo atidarymui Gene Study lange

(psl. 85)

Create a New Gene Gene Study lango (psl. 85) atidarymas faily pridéjimui

Study

ir naujo tyrimo sukarimui

Print

Atidaryto programinés jrangos lango spausdinimas

£ de| (&

Startup Wizard

Paleidimo vediklio atidarymas su nukreipimu j
bendragsias programinés jrangos funkcijas (12 psl.)

11
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9 lentelé. Pagrindinio programinés jrangos lango jrankiy juostos parinktys

Parinktis Parinkties

pavadinimas

Funkcija

Experiment Setup

Experiment Setup lango atidarymas tyrimo
vykdymui(psl. 17)

Protocol AutoWriter

Protocol AutoWriter lango atidarymas naujo protokolo
sukdrimui (psl. 30)

Select User

Select User lango atidarymas programinés jrangos
naudotojo paskyros pakeitimui (Zr. “Prisiregistravimas
ar naudotojo paskyros pasirinkimas”, psl. 89)

User Preferences

User Preferences lango atidarymas (psl. 90)

~ b @ ® 6

Help

Programinés jrangos pagalbos dél PGR ir tikro laiko
PGR paleidimo lango Help atidarymas

Paleidimo vediklis

Pirmakart atidarius CFX Manager programine jranga, langas Startup Wizard bus rodomas
automatiskai (9 iliustracija). Jei Sis langas néra rodomas, paspauskite pagrindinio
programinés jrangos lango jrankiy juostos parinktj Startup Wizard.

Paleidimo vediklio parinktys:
Create a new Experiment (psl. 17). Protokolo ir plokStelés sgranka naujo tyrimo

vykdymui.

Repeat an Experiment. UZbaigto tyrimo protokolo ir plokstelés tyrimo sgranka.
Jei reikia, prie$ vykdyma, galite redaguoti tyrimo sgranka.
Open a Data File (psl. 53). Duomeny failo atidarymas rezultaty analizei.

Open a Gene Study (psl. 84). Keliy faily geny ekspresijos tyrimo atidarymas keliy
geny ekspresijos tyrimy rezultaty analizei.

Open User Preferences (psl. 90). User Preferences lango atidarymas programinés

jrangos nustatymy tinkinimui.

Detected Instruments (aptikty instrumenty) polangis

Detected Instruments polangyje yra rodomi prijungti instrumentai (10 iliustracija). Sarase
instrumentai pateikti su serijos numerio piktograma (numatytasis nustatymas).

12
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Detected Instruments

S C4FSIMONE
5. SOEFSIMM

CF<33451M03
CR<3651M02

10 iliustracija. Instrumenty sarasas Detected Instruments polangyje

Desiniuoju pelés klaviSu spustelékite ant instrumento piktogramos ar bloko ir pasirinkite vieng Siy
parinkdiy:

View Status. Atidaromas Run Details langas pasirinkto instrumento bloko
bldsenos patikrinimui.

Flash Block Indicator. Instrumento LED indikatoriaus jjungimas.

Open Lid. Pasirinkto instrumento bloko motorizuoto dangcio atidarymas.
Close Lid. Pasirinkto instrumento bloko motorizuoto danggio uzdarymas.
Rename. Instrumento pavadinimo keitimas.

Properties. Instrument Properties lango atidarymas.

Collapse All. Detected Instruments polangio instrumenty saraso suskleidimas.
Expand All. Detected Instruments polangio instrumenty sgraso iSskleidimas.

Blokg valdyti galite ir paspaude ant Detected Instrument polangyje rodomo instrumento
piktogramos ir pasirinke norimg parinktj Selected Instrument polangyje (11 iliustracija).

Selected Instrument

@ View Status

ZJ  Openlid

/) Close Lid

All Instruments

View Summary

11 iliustracija. Parinktys Detected Instruments polangio apacioje.
Pasirinkus parinktj View Status, atsidarys Run Details langas su pasirinkto
instrumento bloko bisena.

Pasirinkus parinktj Open Lid, atsidarys motorizuotas pasirinkto instrumento dangtis.
Pasirinkus parinktj Close Lid, uzsidarys motorizuotas pasirinkto instrumento dangtis.
Pasirinkus parinktj View Summary, atsidarys Instrument Summary langas.

Jei yra aptiktas tik vienas instrumentas, parinktis View Summary nebus rodoma. Jei norite
atidaryti vieno instrumento Instrument Summary langa, pasirinkite View > Instrument
Summary.

13
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Status (busenos) juosta

Pagrindinio programinés jrangos lango apacioje esancioje blsenos juostoje yra rodoma
dabartiné instrumenty bdsena. DeSingje bUsenos juostos dalyje yra rodomas prisijungusio
naudotojo paskyros pavadinimas, data ir laikas.

Jei norite pakeisti pagrindinio lango dydj, paspauskite ir tempkite deSinj bisenos juostos kampa.

Instrument Properties (instrumento savybiy) langas

14

Norédami atidaryti Instrument Properties langa ir perZidreéti informacijg apie instrumenta,
deSiniuoju pelés klaviSu spustelékite ant instrumento piktogramos Detected Instruments
polangyje (10 iliustracija, psl. 13).

Properties (savybiy) gselé

Properties gseléje yra pateikiamas prijungto instrumento, jskaitant termociklerj ir reakcijos
modulj, serijos numeris. Taip pat yra rodomos techninés jrangos versijos. Numatytas
instrumento pavadinimas yra C1000 termociklerio serijos numeris, kuris yra rodomas ir
Detected Instruments polangyje (1 iliustracija, psl. 12).

Norédami pervadinti instrumentg, atlikite Siuos veiksmus:

« Instrument Properties gselés laukelyje Rename jrasykite pavadinimg ir
paspauskite mygtuka Rename. Naujas pavadinimas bus iSsaugotas.

Instrument Properties - [CFX965IM01] 3]
é;‘ Properties E_J Shipping Screw h Calibrated Dyes
Rename your instrument. Use alphabetic characters and
numbers. Click Rename button to apply.
Property Current Latest &
Nickname |- e
Model CFX36
Serial Numbers
Base CFXIESIMO1
Block ALPADI23
Optics Shuttle SHUTO123 |

Optical Reaction Module HEADD123

v I N A

Firmware Versions

HC12 101130 |
FX2 3% e
PX&270 102921127 |
CFXDSP 1w e
8051 Motorized Lid 50 &

12 iliustracija. Instrument Properties langas

Shipping Screw (transportavimo kaisc¢io) aselé

Shipping Screw gseléje yra pateiktos raudono transportavimui skirto kais€io jdéjimo ir iSémimo
instrukcijos. Siekiant iSvengti optinio reakcijos modulio pazeidimo CFX96 sistemos
transportavimo metu, jdékite transportavimo kaist;.

PASTABA. Jei programinée jranga aptiks transportavimo kaistj, automatiskai
atsidarys Instrument Properties langas su atverta Shipping Screw gsele.
Laikydamiesi instrukcijy, iSimkite transportavimo kaistj. Jei transportavimo kaistis
nebus iSimtas, tyrimy vykdyti negalésite.
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Sioje gseléje pateikiama informacija kinta priklausomai nuo to, ar transportavimo kaistis yra

iSimtas, ar ne. PavyzdZiui, norédami jstatyti transportavimo kaistj, paspauskite Install

Shipping Screw mygtuka ir laikykités gseléje pateikty instrukcijy (13 iliustracija).

X Propetties | (117) Stipping Screw | [I  Catbrated Dyes
Shipping Screw is removed.

Instructions

1. Click Install Shipping Screw. e

2. Open the Optical Module id. \
\ AR
3. Insert the shipping screw into the hole in the | [~

inner heated lid that conesponds to well A1. \ \o=/ ) - V

Gk, |

s

g
4. Click OK to confitm the screw status. (

\

|

-

13 iliustracija. Transportavimui skirto kais¢io jdéjimo instrukcijos.

Calibrated Dyes (kalibruoty dazy) gselé

Calibrated Dyes gseléje galite perzidréti pasirinkto instrumento kalibruoty fluorofory ir
ploksteliy sgradg (14 iliustracija). Pasirinkus parinktj Info, bus rodoma iSsami kalibracijos
informacija.

Instrument Properties - [CEX96SIMO0] k @
;ﬁ\: Properties D Shipping Screw ‘ h Calibrated Dyes
Fluorophore ) Channel {) Plate Type ¢ CalibratedBy ¢ Date ) Emors { Detail [
1 1 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
2 |C 1 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
3 CalFLRed 1 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM ‘
4 CalFLRed 1 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
5 Cy5 4 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM ‘
g Cv5 4 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
7 FaM 1 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
g FaM 1 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
g HEX 2 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
10 HEX 2 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
11 Quasar 670 4 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
12 Quasar 670 4 BR White Factory 5/30/2007 6:35:53 PM
13 Quasar 705 5 BR Clear Factory 5/30/2007 6:35:53 PM

14 iliustracija. Instrument Properties lango Calibrated Dyes aselé.
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3 Tyrimy vykdymas

Siame skyriuje pateikta informacija apie tyrimy vykdyma, naudojant CFX Manager™ programine
jranga:

- Experiment Setup (tyrimo sgrankos) langas (psl. 17)

= Protocol (protokolo) gselé (psl.)

- Plokstelés gselé (psl. 19)

« Start Run (tyrimo vykdymo) gselé (psl. 19)

= Run Details (tyrimo vykdymo informacija) (psl. 20)

Experiment Setup (tyrimo sgrankos) langas
Experiment Setup lange yra greita prieiga prie tyrimo sgrankos bei vykdymo faily ir
nustatymy. Norédami atidaryti Experiment Setup langa, atlikite vieng Siy veiksmuy:
- Pasirinkite Startup Wizard lango parinktj Create a New Experiment (psl. 12)
= Programinés jrangos jrankiy juostoje (psl. 17) pasirinkite parinktj Experiment Setup.
« Programinés jrangos jrankiy juostoje (psl. 10) pasirinkite File > New > Experiment.

Experiment Setup lange yra trys gselés:
* Protocol. Protocol gseléje pasirinkite protokolg, kurj norite vykdyti ar redaguoti arba
Protocol Editor lange (psl. 25) sukurkite naujg protokola.
* Plate. Plate gseléje pasirinkite plokstele, kurig norite vykdyti ar redaguoti arba Plate
Editor lange (psl. 33) sukurkite naujg plokstele.
e Start Run. Start Run gseléje (psl. 19) patikrinkite tyrimo vykdymo nustatymus,
pasirinkite vieng ar kelis instrumenty blokus ir pradékite tyrimo vykdyma.

PASTABA. Jei pasirinktame protokole néra plokstelés nuskaitymo PGR analizei
etapo, Plate gselé nebus rodoma. Jei norite matyti Plate gsele, bent viename
protokolo etape pridékite “Plate Read” (psl. 27) parinkt;.

PASTABA. Nauja, pagal ankstesnijjj paleidimg atliktajj, tyrimag pradékite meniu juostoje
pasirinkdami File > Repeat an Experiment. Tuomet pasirinkite duomeny failg (.pcrd)
tyrimui, kurj norite kartoti.

17
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Experiment Setup langas yra atidaromas Protocol gseléje (15 iliustracija). Norédami atverti
kitg asele, ja paspauskite arba naudokités lango apacioje esanciais Prev ir Next klavi$ais.

Experiment Setup

Options

2] Pretocel | (23] Piate| i Start Fiun

[ cesenen. | Eppandint
CFX_2st | v
Select Existing... _2stepAmp. prcl
Selected Protocol
CF¥_2stepdimp.prc] Edil Selected |
Preview
Est Run Time: 01:03:00 (36 Wells-4ll Channels) Sample Yolume: 25ul
1 = = 4

950 C 960 C
)" 00 010

\ i [
/ \ 550 C o N
030 7

0

7]
3 ox

Newt >3 ‘

15 iliustracija. Experiment Setup langas su Protocol, Plate ir Start Run gselémis.

Protocol (protokolo) gselé

18

Protocol gseléje pateikiama pasirinkto protokolo failo, jkelto j tyrimo sgranka, apzvalga (15
iliustracija). Protokolo faile pateikiamos instrumento temperattros etapo instrukcijos bei
temperatiros pokycio ir dang€io temperatiiros valdymo parinktys.

Vieng Siy parink&iy pasirinkite egzistuojaniam protokolui, sukurkite naujg protokolg arba
redaguokite pasirinktg protokola:

Create New mygtukas. Protocol Editor lango atidarymas naujo protokolo sukarimui.

Select Existing mygtukas. Atsidarys narSyklés langas egzistuojancio protokolo failo
(.prcl plétinys) pasirinkimui.

Express Load iSskleidziamasis meniu. Greitas protokolo pasirinkimas ir jkélimas j Protocol
gsele.

PATARIMAS. Norédami pridéti ar istrinti protokolus i§ Express Load meniu,

pridékite ar istrinkite failus (.prcl plétinys), esandius Express Load aplanke.

Norédami atverti §j aplankg, pagrindinio programinés jrango lango meniu juostoje

pasirinkite Tools > User Data Folder.

Edit Selected mygtukas. Pasirinkto protokolo atidarymas Protocol Editor lange.

Tik galutinio tasko (end point) tyrimo vykdymas

Jei norite vykdyti protokolg, kuriame yra tik galutinio tasko atpazinimo etapas, Experiment
Setup lango meniu juostoje pasirinkite Options > End Point Only Run. Numatytasis galutinio
tasko protokolas, kuriame yra du 30 sekundziy 60.0°C ciklai, yra jkeltas j Protocol gsele.
Norédami pakeisti galutinio tasko tyrimo etapo temperatirg ar méginio tarj, pasirinkite Start
Run gsele ir redaguokite Step Temperature ar Sample Volume laukelius.
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Plate (plokstelés) aselé

Plate gseléje pateikiama pasirinktos plokstelés failo, jkelto j tyrimo sarankg, apzvalga (16
iliustracija). Tikro laiko PGR vykdyme, plokstelés faile yra pateikiama kiekvieno Sulinélio
turinio informacija, nuskaitymo reZimas ir plokstelés tipas. Siuos duomenis CFX Manager
programiné jranga naudoja duomeny surinkimui ir analizei.

Vieng Siy parink&iy pasirinkite egzistuojanciai plokstelei, sukurkite naujg plokstele arba
redaguokite pasirinktg plokstele:
* Create New mygtukas. Plate Editor lango atidarymas naujos plokstelés sukarimui.
» Select Existing mygtukas. Atsidarys narSyklés langas egzistuojancios plokstelés failo
(.pltd plétinys) pasirinkimui.
* Express Load iSskleidziamasis meniu. Greitas plokstelés pasirinkimas ir jkélimas j Plate
gsele.
PATARIMAS. Norédami pridéti ar iStrinti plokSteles i§ Express Load meniu,
pridékite ar iStrinkite failus (.pltd plétinys), esangius Express Load aplanke.
Norédami atverti §j aplankg, pagrindinio programinés jrango lango meniu
juostoje pasirinkite Tools > User Data Folder.

= Edit Selected mygtukas. Pasirinktos plokstelés atidarymas Plate Editor lange.

[A7] Protocal| [E53) Plate |wd> StatRun
ki it

Select Existing... QTSN -

Selected Flate

QuickPlate. pitd Edk Selected..

Preview

Fluorophotes:  FAM, HEX, ROX, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 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

16 iliustracija. Plate aselé.

Start Run (tyrimo vykdymo) gsele
Start Run gseléje (17 iliustracija) galite patikrinti vykdyti ketinamo tyrimo informacija, jskaitant
pasirinkto protokolo ir plokstelés failus bei pasirinkti instrumento bloka.

* Run Information dalis. Protokolo failo, plokstelés failo ir duomeny atpaZinimo
nuskaitymo reZime nustatymo perzidra. Papildomas pastabas dél tyrimo galite jradyti
laukelyje Notes.
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e Start Run on Selected Block(s) dalis. Pasirinkite vieng ar daugiau bloky, redaguokite
tyrimo vykdymo parametrus (jei reikia). Tuomet paspauskite mygtukg Start Run, kad
pradétuméte tyrimo vykdyma.

Experiment Setup
Options
[A7] Protocol | (23 Plate wp> Stat Run
Run Information
Protocol : CFX_2stepAmp.prcl

Plate : QuickPlate_96 wells_All Channels.pitd

Notes :

ScanMode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Status Sample Volume ID

U] (C48FSIMO0A™ C48FSIMO0 Idle 25
|

C48FSIMO0.B C48FSIMO0 Idle 25
O

CFX96SIM01 CFX36SIMO1 Idle 25
O

S9EFSIMO2 S9BEFSIMO2 Idle 25
O

[] Select All Blocks

@ Flash Block Indicator J A

17 iliustracija. Start Run gselé.

Norédami pridéti ar paSalinti parametrus i$ Start Run on Selected Block(s) dalies laukelio,
desiniuoju pelés klaviSu spustelékite ant sgra$o ir pasirinkite norimg parinktj. Verte galite keisti
paspaudziant ant teksto laukelio ir jraSant norimg verte arba iSskleidZziamajame meniu
pasirenkant naujg parametrg. Redaguojami parametrai:

* Lid Temperature. Patikrinkite dang€io temperatirg. Pasirinkite teksto laukel;j ir
jraSykite naujg temperatiros verte.

JSPEJIMAS! Danggio temperatiros keitimas gali paveikti tyrimo rezultatus ir jtakoti
nesékminga tyrimo paleidima.

Instrumento valdymo mygtukai
Pasirinke Zemiau aprasytus Start Run gselés mygtukus, galite nuotoliniu badu valdyti pasirinktus
instrumentus:

e Start Run. Tyrimo vykdymas pasirinktuose instrumenty blokuose.

» Flash Block Indicator. Instrumento LED indikatoriaus jjungimas pasirinktuose instrumenty
blokuose.

* Open Lid. Pasirinkto instrumento bloko motorizuoto dangcio atidarymas.
e Close Lid. Pasirinkto instrumento bloko motorizuoto dang¢io uzdarymas.

Run Details (tyrimo vykdymo informacijos) langas

20

Paspaudus mygtukg Start Run, CFX Manager programiné jranga pasiulys iSsaugoti duomeny
failo pavadinimg ir atidarys Run Details langg. Siame lange galite perzvelgti informacijg ir
stebéti tyrimo eiga.

* Run Status gselé. Dabartinés protokolo busenos patikra, dangcio atidarymas, tyrimo
pristabdymas, pakartojimo pridéjimas, etapy praleidimas, tyrimo sustabdymas.

* Real-Time Status agselé. Tikro laiko PGR fluorescencijos duomeny perzitra.

= Time Status aselé. Laikmatis, protokolo trukme skai€iuojantis atgaline tvarka.
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18 iliustracijoje pavaizduotos Run Details (tyrimo vykdymo informacijos) lango savybés.

=
Run Details - CEX Run [CEX965IMO0] - admin_2008-08-05 13-21-52_CFEX965IM00. pcrd

L\:é Fiun Status 1...\--; Realtime Status @ Time Status

Fun Status Run Informaticn

2 & 3 4
Protocal: | fast.prel
QuickPlate_96 wells_al
950 C© 950 C Plate Channels. pltd
! 0:30 0.0z Sample
IJ Walurne: 25
f } e 3 Scan |
fl‘ 0 = a N Mode: | Al Charnels
I S
AME: | 13-21.52_CF<985IMO0 poid
Notes: |
2
3 ox
Step 3 of 4 65.0°C for 00:00:03 | Sample: 0.0°C
Fiepeat 6 of 40 | Remaining 00:35:30 | Lid 105 °C.
Running o
| £ Open Lid é Cloze Lid l_.il Add Repeats ‘ l-"u. Skip Step |
Flash Block ] o
| U Indicator ‘ | |—|J Ealen | W st |

18 iliustracija. Run Details langas.

Run Status gselé

Run Status gseléje (18 iliustracija) pateikiama dabartiné tyrimo eigos bisena bei dangcio
valdymo ir tyrimo eigos keitimo klavisai (psl. 21).

* Run Status dalis. Rodomas protokolo progresas, jskaitant vykdomg etapg, GOTO
pakartojima, bloko temperatira, laika, likusj iki vykdomo etapo pabaigos, meginio
temperatira, dangdio ir temperatdros pokyt;.

= Run Status klavisai. Siais klavi$ais galite nuotoliniu badu valdyti instrumentg ar
stabdyti vykdomag protokola.

* Run Information dalis. Rodoma iSsami tyrimo informacija.

RUN STATUS ASELES KLAVISAI

10 lenteléje apraSytais klaviSais instrumenta galite valdyti programinéje jrangoje bei keisti
vykdoma tyrima.

PASTABA. Protokolo keitimas, pvz., pakartojimy pridéjimas, vykdymo metu nekeicia
protokolo failo, susieto su tyrimo vykdymu. Sie veiksmai bus jradyti tyrimo vykdymo Zurnale.

10 lentelé. Run Status klavisai ir jy funkcijos

Klavisas Funkcija
Pasirinkto instrumento motorizuoto dangcio atidarymas.
¢ 7 Upenli : ! Dangcio atidarymas tyrimo vykdymo
7 OpenLid ISPEJIMAS! D tid t kd
metu pristabdo vykdyma tyrimo etapg ir gali modifikuoti
duomenis.

Pasirinkto instrumento motorizuoto dangcio uzdarymas.

#1 Close Lid
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10 lentelé. Run Status klavisai ir jy funkcijos (tesinys).

Klavisas Funkcija
Pakartojimy pridéjimas protokolo GOTO etape. Sis klavidas yra
Add Repeats galimas tik GOTO etapo vykdymo metu.

@ il gien

Vykdomo protokolo etapo praleidimas. Jei praleisite GOTO
etapg, programiné jranga paprasys patvirtinti, ar norite praleisti
visg GOTO etapg ir pereiti prie kito protokolo etapo.

. Flazh Block:
}! |ndicatar

Instrumento LED indikatoriaus jjungimas pasirinkty bloky
identifikacijai.

L]u Fause

Protokolo pristabdymas.

PASTABA. Sis veiksmas bus jradytas tyrimo vykdymo Zurnale.

Uik Resume

Testi pristabdytg protokols.

e Stop

Stabdyti tyrimo protokolo vykdymag nesulaukus jo pabaigos.
ISPEJIMAS! Prie$laikinis tyrimo vykdymo
sustabdymas gali jtakoti duomeny pakitimg bei
nesékmingai jvykdytg tyrima.

Real-Time Status (tikro laiko biisenos) gselé

Real-time Status gseléje (19 iliustracija) rodomi tikro laiko PGR kiekvieno ciklo duomenys,
surinkti protokolo vykdymo metu po pirmujy dviejy ploksteliy nuskaitymo. Sioje gseléje taip pat
yra rodomas Sulinéliy selektorius ir protokolo biisenos duomenys (lango apacioje).

Run Details - CEX Run [CFX965IM00] - admin_2008-08-05 13-21.-52_ CEX965IM00.pcrd

el = 3
‘..,‘J Flun Status | ey Reaktime Status @ Time: Status

Amplification

RFU
g

- BB BB

i B . < < 7
Cycles
FaM [ HEX [ TexasRed [] 05 [ Quasar 705 Step Number: |3 (Amp) |
1 2 3 4 i) (] 7 g 3 10 11 12

A Uk Uk Unk Unk Unk Unk Uik Unk Unk Unk Uk Unk

B unk unk Lnk Unk Unk Unk Unk Unke Uk Unk Unk Urk

G Unk Urk Unk Unk Unk Unk Urk Unk Unk Unk Unk Unk

D | Unk Urik; Urk Urk Unk Unk Unle Unle Unl Unk Unk Unk;

H Unk Unk unk Unk Urk Uk Unk Uk Unk Unk Unk Unk

F Unk Unk Unk Unk Urk Urk Urik Urk Urik Urk Unk Unk:

G Uk Unk Urk Unk Unk Unk Unk Uk Unk Unk Unk Unk

H Unk Unk Urk Unk Unk Lnk Unk Uk Unk Unk Unk Unk
Step 3 of 4 B5.0°C for D0:00:01 | Sarple: 010°C ﬁ&_f\/\ew#Edil e I ‘ \j Replace Plte
Fepeat § of 40 Femaining 00:34:43 Lid 105 °C. Shuttle 45.0 °C

19 iliustracija. Real-time Status gselé su tyrimo vykdymo duomenimis.
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PLOKSTELES FAILO PAKEITIMAS

Tyrimo vykdymo metu, plokstelés failg galite pakeisti paspaude Real- time Status gselés
mygtuka Replace Plate (19 iliustracija). Windows narsyklés lange pasirinkite naujg plokstelés
failg (.pltd).

PASTABA. CFX Manager programiné jranga tikrina nuskaitymo rezimg ir

plokstelés dydj pagal plokstelés failg; Sie parametrai turi sutapti su tyrimo

nustatymais.

PATARIMAS. Plokstelés failo pakeitimas yra ypac¢ naudingas, jei tyrimg vykdote
naudodami Quick Plate failg i§ Express Load aplanko.

Time Status gselé

Time Status gseléje rodomas laikas, likes iki tyrimo vykdymo pabaigos.
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4 Protokolai

Perskaitykite zemiau pateiktus skyrius apie protokoly faily kdrimg ir redagavima;:
= Protocol Editor (protokolo redagavimo) langas (psl. 25)
= Protocol Editor (protokolo redagavimo) lango parinktys (psl. 27)
« Temperatiros kontrolés rezimas (psl. 30)
« Protokolo AutoWriter (automatinio uzpildymo) funkcija (psl. 30)

Protocol Editor (protokolo redagavimo) langas

Pagal protokolo informacijg instrumentas kontroliuoja etapy temperatirg, dang€io temperatirg
ir kitas instrumento parinktis. Atidarykite Protocol Editor langg ir sukurkite naujg protokolg arba
redaguokite Protocol gseléje pasirinktg protokolg. Kuomet protokolas yra sukurtas ar
redaguotas Protocol Editor lange, paspauskite mygtukg OK, kad protokolo failas baty jkeltas |
Experiment Setup langa.

ISPEJIMAS! Prie$ tyrimo vykdyma, jsitikinkite, kad j Start Run gsele jkeltas
protokolas yra tinkamas. Tyrimo vykdymas su netinkamu protokolu gali modifikuoti
duomenis ir jtakoti nesékmingg tyrimo vykdyma.

Protocol Editor lango atidarymas

Norédami atidaryti Experiment Editor langa, atlikite vieng Siy veiksmuy:
= Jei norite sukurti naujg protokolg, pasirinkite File > New > Protocol arba paspauskite Create
New mygtukg Protocol gseléje (psl. 18).

- Jei norite atidaryti egzistuojantj protokolg, pasirinkite File > Open > Protocol arba
paspauskite Open Existing mygtukg Protocol gseléje (psl. 18).

- Jei norite redaguoti pasirinktg protokolg Protocol gseléje, paspauskite Edit Selected
mygtukg Protocol gseléje (psl. 18).

PATARIMAS. Jei norite pakeisti numatytuosius Protocol Editor lango nustatymus,
pakeitimus jrasykite User Preferences lango Protocol gseléje (psl. 90).

Protocol Editor langas

Protocol Editor lango (20 iliustracija) savybés:
* Menu (meniu) juosta. Protokolo nustatymy pasirinkimas.
* Tool (jrankiy) juosta. Protokolo redagavimo parinktys.
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* Protocol. Protokolo grafinés (virSuje) ir tekstinés (apacioje) informacijos perzidra. Jei
norite pakeisti verte, paspauskite temperattros ar laiko laukelj ir jradykite naujg verte.

= Protocol Editor mygtukai. Redaguokite protokolg pasirinkdami tekstinés informacijos
kairéje esancius parinkciy mygtukus.

Protocol Editor - CEX_2stepAmp. prel

File  Settings  Tools

| | | “
H ﬁ, |Insert Step | After v.l Sample Volume Wl | Est, Run Time 01:09:00 r'd

1 - 3 i
c 0 C
300 010
550 ¢ g
030 :
= E
2
i I

F'T 10850 C for 200
= __ 1850
S [eod Slen — 2 950 C for:10

3 550 C for 0:30

| Inzert Gradient _ +FlateRead — _—
— 4. GOTO 2 3

more fimes

Insert GOTO Lk
E;‘_ Insert Melt Curve
{25] Add Plate Read to Step
Step Options
‘—5@ Delete Step
20 iliustracija. Protocol Editor langas.
Protocol Editor lango meniu juosta
Protocol Editor lango meniu juostos parinktys pateiktos 11 lenteléje.
11 lentelé. Protocol Editor lango meniu juosta
Meniu Komanda Funkcija
parinktis
File Save Atidaryto protokolo iSsaugojimas
Save As Atidaryto protokolo iSsaugojimas nauju pavadinimu ar
naujoje paskirties vietoje
Close Protocol Editor lango uzdarymas
Settings Lid Settings Lid Settings lango atidarymas dangcio temperatiros
pakeitimui ar nustatymui
Tools Gradient Bloko tipo pasirinkimas gradiento etapui
Calculator
Run-time Instrumento ir nuskaitymo rezimo pasirinkimas tyrimo
Calculator vykdymo laiko apskaiCiavimui Experiment Setup lange
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Protocol Editor lango jrankiy juostoje yra greitos prieigos prie svarbiy funkcijy parinktys. 12
lenteléje apraSomos Protocol Editor jrankiy juostos mygtukai.

12 lentelé. Protocol Editor jrankiy juostos mygtukai.

|rankiy juostos mygtukai ir |Pavadinimas Funkcija
meniu

: f] Save Atidaryto protokolo failo iSsaugojimas.
fou} Print Pasirinkto lango spausdinimas.
o —
‘ Insert Step Pasirinkite After ar Before ir jtraukite etapa
Insert Step : | After | & > -
i pries ar po pazyméto etapo.

1 After

Sample Volume |Jrasykite méginio tdrj ul vienetais nuo 0 iki
sample vohume : S ]u 50. Pagal méginio tarj yra nustatomas
temperatdros kontrolés rezimas (psl. 30). Jei
norite pasirinkti bloko reZzima, jrasykite nulj (0).

Run Time Numatyto laiko, apskai€iuoto remiantis
Run Time 00:57:00 protokolo etapais ir temperatiros pokyciu,
perzilra.
Help Programinés jrangos parinkties Help
@ atidarymas.

Protocol Editor lango parinktys

Protocol Editor lango apacioje kairéje yra protokolo redagavimo mygtukai. Pirmiausia
kairiuoju pelés klaviSu pasirinkite ir pazymeékite protokolo etapg. Tuomet pasirinkite vieng
Protocol Editor mygtuky, esanciy lango apacioje, kairéje puséje. Pasirinkite Insert Step ir
naujo etapo pridéjimo vietg pasirinkite mygtukais Before ar After, prie$ ar po pasirinkto
etapo.

Insert Step mygtukas

Jei norite jterpti temperatiros etapg prie$ ar po pasirinkto etapo:
1. Paspauskite Insert Step mygtuka.

2. Redaguokite temperatiros verte ar laikg, paspausdami ant numatytosios vertés
grafiniame ar tekstiniame laukelyje, ir jrasykite naujg verte.

Plokstelés nuskaitymo pridéjimas ar pasalinimas

Jei prie etapo norite pridéti ar i$ jo paSalinti plokstelés nuskaityma:
1. Grafinés ar tekstinés informacijos laukelyje paspauskite ir pasirinkite norimg etapa.
2. Paspaude mygtukg Add Plate Read to Step, prie pasirinkto etapo pridékite plokstelés
nuskaityma. Jei etape jau yra plokstelés nuskaitymas, mygtuko tekstas pasikeis |

Remove Plate Read. Paspaudus 8] mygtuka, i$ pasirinkto etapo plokstelés nuskaitymas
bus pa$alintas.
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Insert Gradient mygtukas
Jei norite jterpti gradiento etapg pries ar po pasirinkto etapo:

1. Temperatiros gradiento etapg galite jterpti paspaude Insert Gradient mygtuka.

2. Redaguokite gradiento temperatiros ribas, paspausdami ant numatytosios
temperatiros grafiniame ar tekstiniame laukelyje, ir jraSykite naujg verte.

3. Redaguokite laikg, paspausdami ant numatytosios vertés grafiniame ar tekstiniame
laukelyje, ir jradykite naujg laika.

21 iliustracijoje pavaizduotas jterptas gradiento etapas. Kiekvienos gradiento eilutés temperatira
yra rodoma desinéje lango puséje.

H ! .‘% ‘Insert Step | After v ‘Sample Volume ul ‘Run Time 01:28:00 ‘ ?
1 2 3 4 it
95.0 C 950 C
f 200 010 B5.0
55.0 550 C G
0:30 0:30 ?
- 1
3 ok
= 1 950 Gradient
[E_‘! Insert Step ] — 2 950 Step 3
|3 Gradient 550 /865.0 A les0 |
lnserl Gradient 4 550 o |
+ Plate Read B LS\
= '5: GOTO52 more times C |63.3 |
=l 633 4
END D 614 |
[i— E |59.0 |
F2 57,0 |
[t 54 late Read o 5tep | 6 [57 |
H 55.0 |
[ Step Options ] Range
10.0
[@ Delete Step l

21 iliustracija. Protokolas su jterptu gradiento etapu.

Insert GOTO mygtukas

Jei norite jterpti GOTO etapg pries ar po pasirinkto etapo:
1. Paspauskite Insert GOTO mygtuks.

2. Redaguokite GOTO etapo numerj ar GOTO pakartojimy skaiciy, paspausdami ant
numatytosios vertés grafiniame ar tekstiniame laukelyje, ir jrasykite naujg verte.

21 iliustracijoje vaizduojamas protokolo pabaigoje jterptas GOTO etapas. Atkreipkite démesj, kad
GOTO ciklas apima nuo 2 iki 4 etapo.

Insert Melt Curve mygtukas

Jei norite jterpti lydymosi kreivés etapg prie$ ar po pasirinkto etapo:
1. Paspauskite Insert Melt Curve mygtuka.

28



CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos naudotojo vadovas

2. Redaguokite lydymosi temperatiros ribas ar didéjimo intervalo laikg, paspausdami ant
numatytosios vertés grafiniame ar tekstiniame laukelyje, ir jradykite naujg verte. Taip
pat galite paspausti Step Options mygtuksa ir jrasyti gradiento ribas Step Options lange
(psl. 29).

PASTABA. GOTO cikle lydymosi kreivés etapo jterpti negalima.

PASTABA. Lydymosi kreivés etapo pradzioje vyksta 30 sekundziy uZlaikymas,
kuris néra pateikiamas protokole.

22 iliustracijoje pavaizduotas lydymosi kreivés etapas pridétas po 6 etapo.

H ﬁ Insert Step | After v ‘Sample Volume ul Run Time 01:34:00 | 7

1 23 3 4 = 6 7
950 C 950 C %50 ¢ | %0 _C
?{ 300 010 \ 220 ¢ /010 i
i \ 550 C_ i/ 030 =-‘]1 005
T R (
010 fol : tol
1]
2
3 ¥
] 1 950 C for 3:00
3 550 C for 0:10
m Insent Gradient 4 720 C for 0:30
+Plate Read
[.,_I — 5§ GOTO 2 39 mote times
o 6 950 C for 0:10
7 MeltCuve (] 10950 Ci 05 C
E_;_ Insert Melt Curve . for0:05  +Plate Read
:;' END

22 iliustracija. Protokolas su jterptu lydymosi kreivés etapu.

Step Options (etapo parinkéiy) langas

Jei norite keisti pasirinkto etapo parinktis:
1. Grafinés ar tekstinés informacijos laukelyje paspauskite ir pasirinkite norimg etapa.
2. Paspauskite Step Options mygtuka. atsidarys Step Options langas.

3. Pridékite ar pasalinkite parinktis jraSydami vertes, jas redaguodami ar pazymédami

zymimuosius laukelius. PATARIMAS. Jei etapg norite testi neribotg laikg, laiko laukelyje
jrasykite nulj (0.00).

23 iliustracijoje pavaizduotas etapas su 10-C gradientu. Atkreipkite démesj, kad gradiento etape

galimos ne visos parinktys. Gradiento etape negalima redaguoti temperatiros didéjimo intervalo ar
temperatiros pokyc¢io nustatymo.

Step Options @

Step 1 Gradient
[[] Plate Read A 100.0
Temperature igg,u ‘ g B (995
Gradient TR | °C C |98.4
Increment | ?°c,fcycle D 964
Ramp Rate ‘ ;°C;sec 2 | e
Time 3:3:00 f\secxfcvcb S0z
Extend | | secfeycle : s

[ 0K ][ Cancel ]

23 iliustracija. Gradiento etapo parinktys.
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Step Options lange yra Zemiau iSvardintos etapo nustatymy redagavimo parinktys:
= Plate Read. Pazymékite §j laukelj plokstelés nuskaitymo jtraukimui.
 Temperature. Jradykite tiksline pasirinkto etapo temperatirg.

» Gradient. Jradykite etapo gradiento ribas.

* Increment. Jrasykite pasirinkto etapo temperatiros didéjimo intervalg; intervalas yra
pridedamas prie tikslinés temperatiros kiekviename etape.

 Ramp Rate. Jrasykite pasirinkto etapo temperatiros pokytj; pokytis priklauso nuo bloko
dydzio.
= Time. Jraykite pasirinktame etape laikomos temperaturos trukme.

* Extend. Jrasykite pasirinkto etapo pratesimo laikg. Pratesimo laikas yra pridedamas
prie uzlaikymo laiko kiekviename cikle.

* Beep. Pazyméjus §j laukelj, pasibaigus kiekvienam etapui, pasigirs garsinis signalas.

PATARIMAS. Jei jrasSysite verte, kuri nepatenka j numatytgsias ribas, programiné
jranga Sig verte pakeis j artimiausig galimg verte.

Delete Step mygtukas

Jei norite iStrinti protokolo etapa:
1. Grafinés ar tekstinés informacijos laukelyje pasirinkite norimg etapa.

2. Pasirinktg etapg istrinsite paspaude mygtukg Delete Step.
JSPEJIMAS! Sio veiksmo anuliuoti negalima.

Temperaturos kontrolés rezimas

Instrumente yra du temperatiros kontrolés rezimai, kuomet yra aptinkamas méginys,
pasiekes tiksline protokolo temperatira.
Protocol Editor lange jraSykite méginio turj ir pasirinkite temperattros kontrolés reZzima;:

e Calculated rezimas. Jei jraSytas méginio tdris yra nuo 1 iki 50 pl, termocikleris méginio
temperatlirg apskaiciuoja remiantis méginio tariu. Tai yra standartinis darbo reZimas.

* Block rezimas. Jei jraSytas méginio tdris yra nulis (0) ul, termocikleris méginio
temperatlirg nustato tokig pat, kaip iSmatuota bloko temperatra.

Protocol AutoWriter parinktis

Protocol AutoWriter funkcija yra skirta greitam PGR ir tikro laiko PGR tyrimy protokoly
sudarymui. Norédami atidaryti Protocol AutoWriter langag, atlikite vieng Siy veiksmuy:

- Paspauskite pagrindinio programinés jrangos lango jrankiy juostos mygtuka Protocol
AutoWriter.

= Pasirinkite pagrindinio programinés jrangos lango meniu juostoje Tools > Protocol
AutoWriter.
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24 iliustracijoje vaizduojamas protokolas (lango apacioje), sudarytas naudojant Protocol AutoWriter
funkcija.

Protocol AutoWriter E @@
Enter Target Values/Enzyme Additional Parameters (Optional)
Amplicon Length i b Ta Calcuator, Gtadkent Range T
Hot Stait Activation s

Mg T M RS0 fic @ iTaq O Proot O Other Final Estension s

Enter Annealing temperature or use the Ta Calcuator, The Annealing temperature vl be
automaticaly adusted based on enzyme and speed selections

If using Proof, 3°C will be added to tha Ta.

/ \ \ \ N 1,
/ \»"\. / INAENA XA \“.'r‘; | © Resimerca
\/ \ \/ \ \/ \/ \/ OFr
-
hd Run Time
Standard Fast Urafast
i * 010400
Preview
i 1 2 i 3 4 =5
%0 C 0 ¢
300 10 720 ¢
' 600 C p 015
i 020 (- H
i i
i2
I

24 iliustracija. Protocol AutoWriter langas.

Protokolo kiirimas naudojant Protocol AutoWriter funkcija

Protocol AutoWriter lange pagal reakcijos informacijg yra automatiSkai sugeneruojamas
protokolo failas. Naujo protokolo kdrimas, naudojant Protocol AutoWriter funkcija:

1.

Paspauskite jrankiy juostos mygtukg Protocol AutoWriter. Atsidarys Protocol
AutoWriter langas.

Target Values/Enzymes polaukio Annealing Temperature (Ta) ir Amplicon Length
laukeliuose jrasykite pageidaujamas vertes. Jei nezinote pradmeny anylingo
temperatdros, paspauskite mygtukg Ta Calculator, jraSykite pradmeny sekas ir
apskaiciuokite anylingo temperatirg. .

Parink&iy sarase pasirinkite fermento tipg (iTaq, iProof ar Other).

Polangyje Additional Parameters (Optional) galite pasirinkti Gradient Range, Hot
Start Activation temperature ar Final Extension parametrus.

Type polangio slankiuoju kursoriumi pasirinkite protokolo greitj (Standard, Fast ar
Ultrafast). Slenkant kursoriy, programiné jranga i$ naujo nustato bendrg tyrimo vykdymo
trukme. Jei pasirinksite parinktj Real-time PCR, programiné jranga rinks fluorescencijos
duomenis.

Preview polangyje perzidrékite protokolg ir tyrimo vykdymo trukme. Jei reikia, atlikite keitimus.

Paspaude OK, ir iSsaugokite protokolg. Paspaude Cancel, uzdarysite langg
neiSsaugoje protokolo.

PASTABA. Bio-Rad Laboratories negarantuoja, kad Protocol AutoWriter sudaryto
protokolo vykdymo metu bus visuomet gaunamas PGR produktas.
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Ploksteles

Perskaitykite zemiau pateiktus skyrius apie ploksteliy faily kdrimg ir redagavima:
= Plate Editor (plok&telés redagavimo) langas (psl. 33)
« Select Fluorophores (fluorofory pasirinkimo) langas (psl. 35)
« Sulinéliy turinio parinktys (psl. 36)
- Experiment settings (tyrimo nustatymy) langas (psl. 38)
= Well Groups Manager (Sulinéliy grupavimo) langas (psl. 40)
- Plate Spreadsheet View (plokstelés skaic¢iuoklés perzitros) langas (psl. 42)

Plate Editor (ploksStelés redagavimo) langas

Ploksteles faile yra vykdymo parametrai, pvz., nuskaitymo reZimas ir fluoroforai, bei Sulinéliy
turinio informacija, pagal kurig instrumentas analizuoja duomenis. Atidarykite Plate Editor
langg ir sukurkite naujg plokstele arba redaguokite Plate gseléje pasirinktg plokstele. Kuomet
plokstelés failas yra sukurtas ar redaguotas Plate Editor lange, paspauskite mygtuka OK, kad
plokstelés failas bty jkeltas j Experiment Setup langa.

Tyrimo vykdymui, bent vienam Sulinéliui batina nurodyti méginio tipa ir fluorofora.

PATARIMAS. Paspaudus mygtukg Plate Loading Guide, atsidarys Plate
Loading Guide langas su plokstelés jkrovimo instrukcijomis.

Plate Editor lango atidarymas

Norédami atidaryti Plate Editor langg (25 iliustracija), atlikite vieng iy veiksmuy:

= Jei norite sukurti naujg plokstele, pasirinkite File > New > Plate arba paspauskite
Plate gselés (psl. 19) mygtukg Create New.

- Jei norite atidaryti egzistuojancig plokstele, pasirinkite File > Open > Plate arba paspauskite

Open Existing
mygtukg Plate gseléje (psl. 19).

- Jei norite redaguoti pasirinktg plokstele Plate gseléje, paspauskite Edit Selected
mygtukg Plate gseléje (psl. 19).

- Jei norite atidaryti su duomeny failu susietg plokstele Data Analysis lange (psl. 53),
paspauskite jrankiy juostos parinktj View/Edit Plate.
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Plate Editor - GE_96 wells_ SYBR only. pltd |:|
File  Settings  Toals

= ul ” |
H E, Zoom |100% w || Bl scan Mode |l Channels v ) Well sroups ., (4 (555 Plate Loading Guide
1 Z 2 4 2 & ’ 8 9 10 i 12 |.'_ 4] Select Fluorophares ... |
&
Unlc-1 Unkz | U3 | Unk-d | Unks | Unke | URker | Unk-B | Unk:d | Unkeio | Umkerd | omleiz | oomRl Tope ]
] Actin Actin Actin GAPDH GAPDH GAPDH ILib ILib ILib Tubulin Tubulin Tubulin
OHr 1Hr 2Hr OHr 1+ 2Hr OHr 1Hr 2Hr OHr 1Hr 2Hr
Unk-1 Unk-2 Unk-2 Unk-4 Unk-5 Unk-6 Unk-7 Unk-8 Unk-3 Unk-10 | Unk-11 | Unk-12
i Actin Ectin Ackin GAPDH GAPDH GAPCH ILib Lib ILib Tubulin Tubulin Tubulin
OHr 1Hr 2Hr OHr 1Hr 2Hr OHr 1Hr 2Hr OHr 1Hr 2Hr
Unk-1 Unk-2 Unk-2 Unk-4 Unk-5 Unk-6 Unk-7 Unk-8 Unk-3 Unk-10 | Unk-11 | Unk-12
D Actin Actin Aictin GAPDH GAPDH GAPDH ILib ILib ILib Tubulin Tubulin Tubulin
OHr 1Hr 2Hr OHr 1+ 2Hr OHr 1Hr 2Hr OHr 1Hr 2Hr

"‘gﬁn Experiment Settings...
I 1'{ Clear Replicate #
||3j Clear Wells

Plate Type : BR Clear ok || Cancel
25 iliustracija. Plate Editor langas.

Plokstelés dydis ir tipas

Siuos plokstelés nustatymus programiné jranga pritaiko visiems $ulinéliams:

* Plate Size. Settings meniu pasirinkite parinktj Plate Size, kurioje pateikiamas
instrumento reakcijos modulio bloko dydis. Startup Wizard lango iSskleidZiamajame
meniu pasirinkus instrumento tipg, CFX96, plokstelés dydis Plate gseléje pasikeis |
numatytajj. Plate Editor lango Setting meniu (13 iliustracija, psl. 35) pasirinkite
plokstelés dydj. Tyrimo vykdymo metu plokstelés dydZio keisti negalima.

* Plate Type. Settings meniu parinktyje Plate Type pasirinkite Clear Wells ar White
Wells. Uztikrinkite, kad tyrime naudojamas fluoroforas baty sukalibruotas pasirinktam
plokstelés tipui.

PASTABA. Gamybos metu CFX96 instrumentai yra sukalibruojami daugeliui
fluorescenciniy dazy ir ploksteliy kombinacijy. Kalibravimas yra atliekamas
specifiSkai instrumentui, dazams ir plokstelés tipui. Norédami sukalibruoti naujg
dazy ir plokstelés tipo kombinacija, pasirinkite Tools > Calibration Wizard (zr.
“Kalibravimo vediklis”, psl.97)

Nuskaitymo rezimas

CFX96 sistema suzadina ir aptinka fluoroforus SeSiuose kanaluose bei naudoja sudétinio duomeny
atpazinimo reZimus fluorescencijos duomeny surinkimui tyrimo vykdymo metu.

Plate Editor lango jrankiy juostoje pasirinkite nuskaitymo rezima:
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e All Channels. CFX96 sistemos kanalai nuo 1 iki 5.
= SYBR/FAM only. Tik 1 kanalas, greitas nuskaitymas.
* FRET. Tik FRET kanalas, greitas nuskaitymas.

Plate Editor jrankiy juosta

Plate Editor jrankiy juostoje yra greitos prieigos prie svarbiy funkcijy parinktys. 13 lenteléje

aprasomi Protocol Editor jrankiy juostos mygtukai.
13 lentelé. Plate Editor lango jrankiy juostos parinktys.

Irankiy juostos Pavadinimas |Funkcija
parinktis

Save Atidaryto plokstelés failo iSsaugojimas.

Print Pasirinkto lango spausdinimas.

|

‘ Zoom Plokstelés vaizdo padidinimas arba sumazinimas.
Zoom I\
400%
= 7|200%
150%

k 100% |
“ 75% A
£ |ls0%
= |lz5%
i _ Scan Mode |Nuskaitymo rezimo, pagal kurj instrumentas surinks
SYBRJFAN orl fluorescencijos duomenis i$ tam tikry kanaly,
[ - pasirinkimas. Pasirinkite All Channels (numatytoji
parinktis), SYBR/FAM only ar FRET.
Well Groups |Well Groups Manager lange sugrupuokite plokstelés
o Well Groups ... Sulinélius.
@ Help Programinés jrangos parinkties Help atidarymas.
a
Plate Loading | Trumpas gidas apie plokstelés sgranka ir Sulinéliy
Guide uzpildyma.
[E Plate Loading Guide

Select Fluorophores (fluorofory pasirinkimo) langas

Select Fluorophores lange pateikiami fluoroforai, kuriuos galima pasirinkti ir jkelti j Plate Editor
langa. Norédami atidaryti Select Fluorophores langa, paspauskite deSinéje Plate Editor lango
puséje esantj mygtukg Select Fluorophores.
PASTABA. Fluorofory sgrasas priklauso nuo nuskaitymo reZzimo; jei yra pasirinkta
SYBR/FAM only parinktis, Select Fluorophores lange bus rodomi tik 1 kanalo
fluoroforai.
PASTABA. IS Sio sarado fluorofory negalima nei istrinti, nei jy pridéti; turite
sukalibruoti naujg fluoroforg Calibration Wizard parinktyje (psl. 97). Po kalibravimo,
fluoroforas bus matomas Select Fluorophore lange.
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Pazymédami Salia fluoroforo esantj zymimajj laukelj pavadinimu Selected, prie sgraso
pridésite arba i$ jo paSalinsite fluoroforus.

Siame pavyzdyje pavaizduotas pasirinktas SYBR fluoroforas (26 iliustracija).

Select Fluorophores @

Channel Fluor Selected Color

1 Fam
SYBR
Cal FL Gold
Cal FLRed
SBG1
2 HEX
TET
Cal Gold 540
VIC
TexasRed
3 ROX
Texas Red
CalRed 610
4 CyS
Quasar 670
5 Quasar 705

i { | | | | {6 o

o
=
i
@
=
I+
B

26 iliustracija. Select Fluorophores langas.

- Paspauskite Salia fluoroforo esantj mygtukg Color ir pasirinkite naujg spalvg
kiekvienam fluoroforui.
PASTABA. Pries tyrimo vykdyma, programiné jranga patikrins, ar ploksteléje nurodyti
fluoroforai yra sukalibruoti pasirinktame instrumente. Jei ploksteléje bus instrumente
nesukalibruoty fluorofory, tyrimo vykdyti negalésite.

Sulinéliy turinio parinktys

Plokstelés faile yra pateikta informacija apie kiekvieno Sulinélio turinj. Pasibaigus tyrimui,
programiné jranga susieja Sulinélio turinj su fluorescencijos duomenimis ir pritaiko atitinkamg
analize Data Analysis lange. Pavyzdziui, Sulinéliams su standartiniais meginiy tipais yra
generuojama standartiné kreivé.

Atkreipkite démes;j j Sias parinktis:

* Target Name. Vienas ar daugiau taikiniy (geny ar seky) kiekviename Sulinélyje.
Kiekvienas taikinys yra siejamas su vienu fluoroforu.

= Sample Name. Vienas identifikatorius ar salyga, atitinkanti méginj Sulinéliuose,
pvz., 0 hr, 1 hrar 2 hr.
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Sulinélj pasirinkite ant jo paspausdami kairiuoju pelés klavi$u. Jei norite pasirinkti kelis
Sulinélius, neatleiskite pelés klaviso ir tempkite kursoriy per norimus Sulinélius. DeSinéje
plokstelés vaizdo puséje yra visos Sulinéliy uzpildymui reikalingos parinktys (14 lentelé) .

14 lentelé. Plokstelés ir Sulinéliy uzpildymo parinktys Plate Editor lange.

Parinktis Funkcija
r Po Sulinéliy pasirinkimo, pirmiausia reikia pasirinkti
sample Type | Unknown méginio tipa. I$skleidZziamajame Sample Type meniu
Unknown pasirinkite méginio tipg ir jkelkite j pasirinktus Sulinélius
Load (Unknown (nezinomas), Standard (standartinis), NTC (be
it Positive Comtral 8ablono kontrolés), Positive Control (teigiama kontrolé),
Megative Control Negative Control (neigiama kontrolé) ar NRT (be
HEx MRT atvirkstinés transkriptazes).
rmd Faiget e Pajy?ék;te Lofad IafLIJkeIiufs ir pasiriEktuskéulinélius
1 pridékite fluorofora; fluoroforas atitinka taikinio
o it | pavadinimag. | sgrasg fluoroforg jkelsite jj pasirinkdami
HE¥, <honey w Select Fluorophores lange.
B Bt 5 Norint atskirti skirtingus sudétinius taikinius vieng nuo
Ly hohes | kito, iSskleidZiamajame meniu Target Name pasirinkite
pavadinimg ir paspauskite mygtuka Enter. taikinio
Uuasar /U5 I “.  |pavadinimas bus priskirtas Sulinéliui. Jei j i§skleidZiamajj
Actin meniu norite pridéti nauja taikinio pavadinimg plokstelei,
Load 4GAPDH meniu laukelyje jra8ykite pavadinimg ir paspauskite
mygtukg Enter. Jei norite iStrinti taikinio pavadinima, jj
pasirinkite, paspauskite mygtukg Delete, tuomet - Enter.
o e A Geny ekspresijos analizei ar méginio atskyrimui
R sudétiniuose méginiuose, iSskleidziamajame meniu
O i el pasirinkite Sample Name ir jkelkite méginio pavadinimag
OHr pasirinktuose $ulinéliuose. Jei norite pridéti naujg méginio
- Ll pavadinima j i§skleidZiamajj meniu, meniu laukelyje
— jrasykite naujg pavadinimg ir paspauskite Enter. Jei norite
iStrinti méginio pavadinimg, pasirinkite jj meniu,
klaviatiroje paspauskite klavisg Delete, tuomet - Enter.
Pakartojimy skaiCiaus jraSymui, pasirinkty Sulinéliy
Load Feplicate # turinys turi bati identiSkas. Jei taip néra, programiné
7 1 X jranga neleis naudoti Sios funkcijos. Pazymékite Zymimajj
: laukelj Load ir pasirinkite pakartojimy skaiciy
I Replicate Series pasirinktiems Sulinéliams.
Replicate Series polangyje pakartojimy serijas galite
Replizate Group Size: |1 & nustatyti pasirinktai Sulinéliy grupei. Laukelyje Replicate
; : P = Group Size pasirinkite kiekvienos grupés méginiy
Btarting Replicate # *|  |(3ulinéliy) skaiciy. Pakartojimy pridéjimui, spauskite
(#) Horizortal E Starting Replicate #.
3 Wertical -1;_5- Pakartojimy grupes galite jkelti naudojantis skaiciais,
Fnsel ] [ Y ] didéjanciais i$ kairés j deSine (Horizontal) arba i$ virSaus
j apaciag (Vertical).
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14 lentelé. Plokstelés ir Sulinéliy uzpildymo parinktys Plate Editor lange.

Parinktis

Funkcija

Load _Concentration:
1.00E+08

<Al v

Koncentracijg pasirinktiems Sulinéliams su standartinio
méginio tipu jradykite redaguojant ar jraSant skaitmenis
Concentration laukelyje. Jei norite koncentracijg jrasyti
vienam fluoroforui Sulinélyje, iSskleidziamajame meniu
(<AlI>) pasirinkite vieng fluoroforg. Jei norite istrinti
koncentracija, jg pasirinkite, klaviatlroje paspauskite
klavisg Back Space, tuomet - Enter.

Dilution Series aktyvuosis tuomet, jei pasirinksite kelis
Sulinélius su standartinio tipo méginiais.

Starting |
Concentration:

1.00E+06
Replicates from: :1

to: 3
Dilution Factor: |10

O Increasing () Decreasing

R EIEES

<Al v

[ Cancel ]r Apply ]

Paspauskite mygtukg Dilution Series ir jraSykite skiedimo
serijg standartiniy méginiy koncentracijai ir standartinés
kreivés jkélimui.

Skiedimo serijos pradine koncentracijg jrasykite laukelyje
Starting Concentration, uZpildykite laukelius Replicates
from (pakartojimas nuo) ir to (pakartojimas iki) ir laukelyje
Dilution Factor jrasykite skiedimo faktoriy (kintamoji
koncentracija kiekvienoje pakartojimo grupéje). Pasirinkite
Increasing didéjancio skiedimo serijai arba Decreasing,
mazéjancio skiedimo serijai. Galiausiai, iSskleidziamajame
meniu pasirinkite skiedimo serijoje naudojama fluoroforg ir
paspauskite Apply.

Well Note
v

Sis polangis bus rodomas, jei pasirinksite Tools > Show
Well Notes. Pasirinkite vieng ar daugiau Sulinéliy ir
iSskleidZiamajame meniu jradykite pastabas apie Sulinélj
ar Sulinélius. Visos jradytos pastabos bus rodomos
Quantitation Data gselés skai€iuokléje (psl. 66).

e Collection Hame

I:l LHornes: L

Sis polangis bus rodomas, jei pasirinksite Tools > Show
Collection Name. Pasirinkite vieng ar daugiau Sulinéliy
ir iSskleidZziamajame meniu jrasykite informacijg apie
méginio paémima. Si informacija bus rodoma Gene
Expression Analysis lange ir jgalins méginiy grupavimo
parinktis.

ik : ;
";En E wperiment Settingz... ‘

Paspaudus mygtukg Experiment Settings, atsidarys
Experiment Settings langas, kuriame galésite tvarkyti
taikiniy ir méginiy sgrasus bei atlikti geny ekspresijos
tyrimo saranka.

Clear Replicate # ‘

Jei norite iStrinti pakartojimy skaiciy pasirinktuose
Sulinéliuose, paspauskite mygtukg Clear Replicate #.

Clear wells |

B

Jei norite visam laikui itrinti pasirinkty Sulinéliy turinio
informacijg, paspauskite mygtukg Clear Wells.

Experiment Settings (tyrimo nustatymy) langas

Norédami atidaryti Experiment Settings langa, atlikite vieng Siy veiksmu:

38



CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos naudotojo vadovas

- Plate Editor lange paspauskite mygtukg Experiment Settings.
- Jei analizuojate duomenis Data Analysis lange, paspauskite Gene Expression gselés
mygtukg Experiment Settings.

Experiment Settings lange perziarékite ar keiskite Targets and Samples (27 iliustracija)
sgrasg ar nustatykite geny ekspresijos analizés méginiy grupe, jei prie Sulinéliy buvo pridéta
Collection Names parinktis.
* Targets. Kiekvienos PGR taikiniy sgrasas (genai ar sekos). PaZzymédami stulpelio
Reference laukelius, priskirsite referentinius tyrimo genus.
* Samples. Méginiy sgrasas (valandos ar specifinis (mouse1)). Pazymédami stulpelio
Control laukelius, priskirsite kontroline tyrimo saglyga.

27 iliustracijoje pavaizduota Targets gselé su tyrimo nustatymais.

Experiment Settings

Targets Samples |
Mame & Full Mame Reference Calar [v Show Chart  Auto Efficiency Efficiencu(#] Sﬁeé?é\:r;
1 @ A S N 5
= GAPDH GAPDH [v - v Il 96,2 m
3 L1k IL1b 5 T ira T 96,6 I
4 Tubulin Tubulin r v I 95.0 Il
[ER| il I |
Newy Add
[¥] Show Analysis Settings
Sample Name Grouping Option: | Target vs. Sample hd
oK Cancel

27 iliustracija. Experiment Settings lango gselé Targets.

28 iliustracijoje pavaizduota Sample gselé su tyrimo nustatymais.

Experiment Settings

Targets  Samples

Name A& FulName Cartrol Color  [¥ Show Chart Sﬁeéer:;Jeo
- ~ v r
o N r
3 2Hr 2Hr r v =
4 mouse 1 mouse 1 [ v r
Mew: Add

Show Analysis Settings

Sample Mame Grouping Option: | Target vs. Sample »

ak Cancel

28 iliustracija. Experiment Settings lango aselé Samples.

Naudodami Sias funkcijas, galite koreguoti gseliy sgrasus:
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« Laukelyje New jrasykite taikinio ar méginio pavadinimg ir paspauskite Add.
= Taikinj ar meéginj i$ sgraso pasalinti galite pazyméje norimos eilutés laukelj Select to
Remove, po to - mygtukg Remove checked item(s).

« Jei taikinj norite pasirinkti kaip referentinj geny ekspresijos duomeny analizei,
pazymekite jo eilutés stulpelio Reference laukelj.

= Jei taikinj norite pasirinkti kaip kontrolés méginj geny ekspresijos duomeny analizei,
pazymeékite jo eilutés stulpelio Control laukel.
Jei norite perziaréti tyrimo parametrus Gene Expression gseléje, pazymékite laukelj Experiment
Settings lango laukelj Show Analysis Settings.
Taikinio parametry nustatymas:
- Paspaude stulpelio Color langel;j, galite pakeisti Gene Expression diagramos
taikiniy spalva.
= Jra8ykite taikinio veiksminguma. Programiné jranga apskai€iuos santykinj taikinio
veiksmingumag, naudojant Auto Efficiency funkcijg, jei j taikinio duomenis yra
jtraukta standartiné kreivé. Arba jradykite anksciau nustatytg veiksminguma.
Méginio nustatymai Samples gseléje:
- Paspaude stulpelio Color spalvg, galite pakeisti Gene Expression diagramos
méginiy spalva.
- Pazyméjus stulpelio Show Graph laukelj, méginys bus rodomas Gene Expression
diagramoje tokia spalva, kokig pasirinkote Color stulpelyje.

Méginiy grupavimo parinktis

Jrasius pavadinimus Sulinéliams, naudojant Collection Names funkcija, méginiai gali bati
tiriami viena keturiy konfigracijy, pateikiamy Sample Name Grouping parinktyje. Sias
parinktis rasite Experiment Settings gselés iSskleidZiamajame meniu.

- Target vs. Sample

« Target vs. Collection

- Target vs. Sample_Collection
« Target vs. Collection_Sample

Well Groups Manager (Sulinéliy grupavimo) langas

Sulinéliy grupavimas susikirsto plokstele j $ulinéliy pogrupius, kurie Data Analysis lange gali
bati analizuojami nepriklausomai vienas nuo kito. Nustacius Sulinélius grupes, Data Analysis
lange galite pasirinkti vieng grupe, kurios duomenys bus analizuojami atskirai. PavyzdZiui,
pasirinkite Sulinéliy grupes, kurios bus analizuojamos keliuose tyrimo vykdymuose vienoje
ploksteléje arba kiekviena Sulinéliy grupé bus analizuojama taikant skirtingas standartines
kreives.

PASTABA. Numatytoji Sulinéliy grupavimo parinktis yra All Wells.

Sulinéliy grupiy nustatymas

Norédami Well Groups Manager lange sukurti Sulinéliy grupes, atlikite Siuos veiksmus:
1. Plate Editor lango jrankiy juostoje paspauskite mygtuka Well Groups.

2. Jei norite sukurti naujg grupe, spauskite Add. ISskleidziamajame meniu pirmosios
grupés pavadinimas bus Group 1.
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. Grupe kurkite pasirinkdami ir tempdami Sulinélius. Pasirinkti Sulinéliai bus rodomi
mélyna spalva (29 iliustracija).

. (Pasirinktinai) pakeiskite grupés pavadinimag: iSskleidZiamajame meniu paspauskite ant
grupés pavadinimo ir jrasykite naujg pavadinima.

. (Pasirinktinai) sukurkite daugiau grupiy, atlikdami 1 ir 2 etapo veiksmus.

. (Pasirinktinai) istrinkite Sulinéliy grupes: iSskleidziamajame meniu pasirinkite grupés
pavadinima ir paspauskite mygtukg Delete.

. Paspaude OK, uzbaigsite veiksmg ir uzdarysite langg. Paspaude Cancel, langa
uzdarysite neiSsaugoje pakeitimy.

Well Groups Manager @
Add [Group 2 ¥ Delete

1 2 3 4 5 |56 7 | 8 9: |00 12
A
B Unk || Unk || Unk
(o Unk || Unk || Unk
A
D Unk || Unk || Unk
E
F Std1 s«lzi Std:ll Std. s:ds] SQJSI Std7|
6 sun"s:dz"szdz"s:«"suds“s«ls"szd"ﬂ
H Std1| I Stdz" s:da" Std4; | sxds" scds" Std7|

[ oK ][ Cancel ]

29 iliustracija. Well Groups Manager lange pazyméti Sulinéliai.
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Plate Spreadsheet View (plokstelés skaiciuoklés perziiiros)
langas

Plate Spreadsheet View lange pateikiama Plate Editor lango plokstelés saranka. Plate
Spreadsheet View langg (30 iliustracija) atidarykite Plate Editor meniu juostoje pasirinkdami
Tools > Show Spreadsheet View.

Plate Spreadsheet View @

S‘:lm * |FAM v [ Export Template ] [ Import Template ] [ Exit Plate Spreadsheet ]
Row A Column A SampleType Replicate # *TargetName *Sample Name Quantity Units
B 4 Unknown Tubulin OHr i copy number
B 3 Unknown Tubulin 1Hr NfA copy number
B 6 Unknown Tubulin 2Hr NfA copy number
C 4 Unknown Tubulin OHr NjA copy number
€ 5; Unknown Tubulin 1Hr NfA copy number
G 6 Unknown Tubulin 2Hr NfA copy number
] 4 Unknown Tubulin OHr NfA copy number
] S Unknown Tubulin 1Hr NfA copy number
D 6 Unknovn Tubulin 2Hr NjA copy number
F 3 Standard 1 100000000.00  copy number
F 4 Standard 2 10000000,00  copy number
F s Standard 3 1000000,00  copy number
F 6 Standard 4 100000.00  copy number
F 7 Standard S 10000.00  copy number
F 8 Standard 6 1000.00  copy number
F 9 Standard 7 100,00  copy number
G 3 Standard 1 100000000.00  copy number v

30 iliustracija. Plate Spreadsheet View langas
Skaiciuokléje galite importuoti ar eksportuoti Sulinéliy informacijg j Excel ar alternatyvy
formata:
- Paspaude Import Template, galésite importuoti Sulinéliy informacijg i§ CSV failo.
- Paspaude Export Template, galésite eksportuoti Sulinéliy informacijg j Excel failg (.csv
formatas).
Ruasiuokite ar redaguokite stulpeliy informacija:

- Skaiciuoklés informacijg galite rGSiuoti pagal datg, paspaude Date stulpelio
antrastés trikampj.

= Stulpelio, kurio antrastéje yra Zvaigzduteé (*), informacijg redaguoti galite paspaude
ant norimo Sulinélio langelio.

PASTABA. Quantity stulpelyje pasirinkite standartinés kreivés duomeny vienetus -
atidarykite Plate Editor langa ir meniu juostoje pasirinkite Settings > Units. Po
iStyrimo, Siy standarty duomenys Data Analysis lango Quantitation gselés
standartinés kreivés diagramoje bus rodomi pasirinktais vienetais. Skaiciuokléje
galite importuoti ar eksportuoti plokstelés informacijg j Excel ar alternatyvy formata.
Desiniuoju pelés klaviSu skai€iuokléje pasirinkite vieng Siy parinkdiy:

e Copy. Visos skaiCiuoklés kopijavimas.

* Copy as Image. Skaiciuoklés kopijavimas kaip vaizdo failo.

e Print. Skaiciuoklés spausdinimas.

* Print Selection. Pasirinkty langeliy spausdinimas.

* Export to Excel. Failo eksportavimas j Excel formato faila.

* Export to Text. Failo eksportavimas j tekstinj failg.

* Find. Teksto paieSka skaiciuokléje.

= Sort. Skaiciuoklés informacijos rusiavimas, pasirenkant iki trijy duomeny stulpeliy Sort lange.
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6 Darbas autonominiu rezimu

Siame skyriuje pateikta informacija apie CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos
naudojimg autonominiu (angl. stand-alone) rezimu.

« (C1000™ termocikleris (psl.43)

« Naujo tyrimo kdrimas (psl. 45)

= Duomeny eksportavimas analizei (psl. 49)
* Duomeny failo kdrimas (psl. 51)

C1000™ termocikleris

CFX96 sistemoje tikro laiko PGR tyrimus galima vykdyti ir be kompiuterio. Tyrimo metu gautus
fluorescencijos duomenis gali eksportuoti j USB atmintuka. Taip pat duomenis galite tiesiogiai
parsisiysti e. pastu, jei C1000 termocikleris yra prijungtas prie interneto ir jame yra
sukonfiglruota elektroninio pasto funkcija (2r. C1000 termociklerio naudotojo vadova).
Duomeny analizés atlikimui yra reikalinga CFX™ Manager programiné jranga.

Naudodamiesi C1000™ termociklerio valdymo skydeliu, galite valdyti visas tyrimo vykdymui
badtinas funkcijas. 31 iliustracijoje pavaizduotas valdymo skydelis:

Raidiniai ir Protocol AutoWriter
Lcb skaitiniai Klavisai  <13ViSas

C1000 | Thermal Cycler

01/02/2006 00:11:20

(=

Navigacijos
\ Thermal Cycler = NTER
Ki{"a.rld?* - Klavigai
avigai

USB jungtis

Funkcijy klavisai

31 iliustracija. C1000 termociklerio valdymo
skydelis.
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Valdymo skydelyje yra penkios klavisy grupés, kuriy funkcijos aprasytos 15 lenteléje.
15 lentelé. Valdymo skydelio klavisy funkcijos.

Klavisas Funkcija

KOMANDUY KLAVISAI

RUN Protokolo pasirinkimas ir vykdymas.

EDIT Protokolo pasirinkimas ir keitimas.

STATUS Vieno ar keliy vykdomy protokoly bisenos perzidra.
VIEW Grafinio protokolo vaizdo keitimas j tekstinj ir atvirksdiai.
FUNKCIJU KLAVISAI

F1,F2, F3 ar F4 Kiekviename lange funkcijy klavisy pavadinimai ir

funkcijos yra skirtingi.
RAIDINIAI IR SKAITINIAI KLAVISAI

1-9 Skaiciy ar raidziy jraSymas. Klavi§g spauskite kelis
kartus tol, kol bus rodoma norima raidé.

0, INCUBATE Nulio jradymaso arba inkubacijos paleidimas.
taskas (.) DeSimtainio skaiciaus jraSymui.
minuso Zenklas (-) Minusinio skaiciaus jraSymui.

Protocol AutoWriter

Protocol AutoWriter klavisas Protocol AutoWriter jjungimas.
NAVIGACIJOS KLAVISAI

DESINIOJI rodyklé Kursoriaus paslinkimas j deSine.

KAIRIOJI rodyklé Kursoriaus paslinkimas j kaire.

AUKSTYN rodyklé Kursoriaus paslinkimas aukstyn.

ZEMYN rodyklé Kursoriaus paslinkimas Zemyn.

ENTER Pasirinkimo patvirtinimas.

BACK AtSaukimo funkcija. Raidés, skaiciaus ar ZodZio
iStrynimas.

Main Menu (pagrindinio meniu) langas

Po CFX96 sistemos jjungimo, funkcijy patikrinimui yra vykdomas savaiminés patikros testas.
Po to ekrane yra rodomas pagrindinis meniu. Pagrindiniame meniu yra prieiga prie visy
sistemos operacijy, rodoma data ir laikas, prisiregistravusio naudotojo paskyros pavadinimas,
sistemos blsena, reakcijos modulio tipas ir termociklerio pavadinimas bei prijungti S1000™
termocikleriai.

PASTABA. C1000 termocikleriuose yra saugoma iki 20 paskutiniy tikro laiko PGR
tyrimy. Pasiekus 20 ribg, seniegji tyrimy duomenys yra istrinami ir vietoje jy yra
jraSoma naujy tyrimy informacija.
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4000 Series  07/30/2008 11:07:37

Tharmal Cycling Platform

& A,
Thermal Cycler Feaction bModule Status
‘-1_*, CCo0s412 CFis 354 @ Id=

' I i ii I"il = New '

32 iliustracija. Pradzios ekrano vaizdas.

Atitinkamais pagrindinio meniu mygtukais (nuo F1 iki F4) galite pasirinkti norimas funkcijas:
= Log In (F1). Prisiregistravimas C1000 termociklerio sistemoje. Paspaudus $§j
mygtukag, jo pavadinimas pasikeis j Log Off.
- Files (F2). Faily ir aplanky perzidra faily bibliotekoje.
- Utilities (F3). Utilities meniu atidarymas.
= New Protocol (F4). Naujo protokolo kiirimas.

Naujo tyrimo kurimas

1. Norédami pradéti, pradzios ekrane pasirinkite New Protocol (F4) (33 iliustracija).

w WSD

1 3 4
: ¢ w0 ¢ i
: 200 0:10 ’ -

i 3 i

: i 030 L

3 m: T

! i L
P e

3y

Use the kevpad to enter walues and navigate =i 01:13:00
thraugh the pratocal steps,

33 iliustracija. Numatytasis tikro laiko PGR protokolas.

2. Jei norite pakeisti tiksline temperatirg ir temperattros uzlaikymo nustatyma,
parametrus (temperataros ar laiko) pasirinkite naudodamiesi rodykliy klavisais. Jei
norite pazymetg parametrg keisti jraSydami reikSme, naudokités skaitiniais ir raidiniais
klaviSais.
PATARIMAS. Lengvesnei navigacijai ekrane, prie C1000 galite prijungti pele (j USB jungt;).

3. (Pasirinktinai) Jei norite jtraukti naujg etapa, spauskite Insert (F1) klaviS§g. Jei norite iStrinti

etapa,
spauskite klavidg Delete (F3) (33 iliustracija).
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4. (Pasirinktinai) Jei norite keisti etapo parinktis, spauskite Options (F4) klavi$g (33
iliustracija). Step Options lange pasirinkite kei€iamg parametra, jskaitant etapo
temperatirg ir laikg, arba pridékite ar pasalinkite plokStelés nuskaitymg (34 iliustracija).

Step 1 Gradient
[ ]Plate Read A [0 |1 (671
Temperature °C g =7 |1 [6s5
aradient Range g C |72 |k a1
Increment |:| sCleyde D (745 | L [628
Ramp Rate I:I scpser B (734 | M|ELT
Time sec)ovele B g [ (6003
G (706 (O |6e0.3

Extend I:I secjovele

H |20 | P [e0.0

Beepn

i o Cancel Show 96 '

34 iliustracija. Step Options langas.

PASTABA. Skaitiniais ir raidiniais klaviSais galite jrasyti gradiento diapazong nuo 1
iki 24-C.

5. Priklausomai nuo GOTO etapo nustatymy, termocikleris kartoja etapy ciklus (PGR
tyrimo ciklus). Rodykliniais klaviSais pasirinkite GOTO etapg, redaguokite etapus ar
keiskite pakartojimy skaiciy.

6. (Pasirinktinai) Jei norite keisti numatytajj méginio tdrj, pasirinkite méginio tdrio laukelj
(Vol) (33 iliustracija, psl. 45). Naujg méginio tarj (mikrolitrais) jraSykite naudodami
skaitinius ir raidinius klaviSus. Pagal jradytg méginio tarj yra nustatomas tyrimo
temperatiros kontrolés reZimas.

7. (Pasirinktinai) Jei norite keisti numatytaja dangcio temperatirg, rodykliniais klaviSais
pasirinkite dangcio temperatiros (Lid) laukelj (33 iliustracija, psl. 45). Naujg

temperatdros reikSme jradykite naudodami skaitinius ir raidinius klaviSus. CFX96
sistemai naudojama dangcio temperatara yra 105-C.

PASTABA. Dangcio kaitinimas uZkerta kelig kondensato kaupimuisi reakcijy mégintuvéliuose.
8. Naujg protokolg galite iSsaugoti nauju pavadinimu. Rodykliniais klaviSais pasirinkite

Name laukelj, tuomet skaitiniais ir raidiniais klaviSais jrasykite naujo protokolo
pavadinimag.

9. Norédami patvirtinti, spauskite ENTER.

Protokolo vykdymas

1. Protocol lange paspauskite mygtukg Done (F2) (33 iliustracija, psl. 45).

PATARIMAS. Arba galite paspausti komandos klavisg RUN, nei§saugant ar
neredaguojant protokolo pavadinimo.
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2. Protocol lange jrasykite protokolo pavadinima, jei to dar nepadaréte, arba redaguokite
anksciau sukurtg pavadinimg. Rodykliniais klaviSais pasirinkite paskirties aplanka (35
iliustracija).

'I,LISERS'I,F'.DMIN

-G CC0n2T16

=1 fgh USERS
& E.'J

. 111 20MP
----- T SERVICE
EI {3 PETE

To edit file narne press the "Edit | |
Filenarne" buttan

i ﬁ fit s Main i

35 iliustracija. Protokolo iSsaugojimas.

3. Paspauskite Edit Filename (F1). Laukelyje jraSykite naujg pavadinimg ir paspauskite Save
(F2) (36 iIiustracija).

'l,LISERS'l,.ﬁ.DMIN

-G CO0271e
=y USERS

Dlh

- M Z'QMP
----- {03 SERVICE
EI {53 PETE

Ta change Folder press the "Changa
Falder" button |RUN Il |

i Eiinig I .h!ij-tuﬂl " i " i

36 iliustracija. Protokolo pavadinimo jraSymas.

4. Protokolo vykdyma pradeklte paspausdami klavisg Run (F2) (37 iliustracija).

YISERSLADMIMIRLING
g PREVIOUS RUNS « |[METHOD: cALS
HOTLID 95,30
El i SYSTEM et
=y UISERS TEMP 95.0,130
@ TEMP 950,10
ADPIN TEMP 550,30
{nf] R51 PLATEREAD #h3F
..... ne| ZamMP SOTO 2,39
-l EML:
m TR —
i i) EINARE
----- .{£3) SERVICE =

@ File successhully saved

i En%inue I " i " Ili

37 iliustracija. Protokolas sékmingai iSsaugotas.
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5. Redaguokite méginio tarj (Sample Volume) ir dangcio temperatira (Lid
Temperature). Taip pat galima jraSyti méginio ID (Sample ID) ar naudotojo
pavadinimg (User) (38 iliustracija). Norédami testi, spauskite OK (F1).

RunRONT

on CCO03412

ﬁ Sample volurme: 1) Lid Temperature:
" Y
Turn an hotlid
Sample ICn || | (Cpkional)
ser: | | (Optional}

e Confitrn settings and press "RUM" or "OK" to proceed

Conce Virtual

38 iliustracija. Méginio tario ir dangcéio temperatiiros redagavimas.

6. Fluorescencijos duomeny surinkimui tyrimo metu, pasirinkite Scan Mode (39 iliustracija).

Scan Mode:

() all Channels

() FRET

Data File Mame {.zpcr)

|2I:IDBEI?3EI_1 11150 2003412 RTRUM |

9 Select real time run mode

39 iliustracija. Nuskaitymo rezimas ir duomeny failo pavadinimas.
Kalibruoti fluoroforai yra aptinkami Siuose kanaluose:
= All Channels. Duomenys surenkami nuo 1 iki 5 CFX96 sistemos kanaluose.
e SYBR/FAM only. Duomenys surenkami tik 1 kanale, greitas nuskaitymas.
* FRET. Duomenys surenkami tik FRET kanale, greitas nuskaitymas.
7. Prie$ tyrimo vykdymg yra sukuriamas numatytasis atskiro failo pavadinimas.

Rodykliniais klaviSais pasirinkite Data File Name laukelj, tuomet skaitiniais ir raidiniais
klaviSais jrasSykite naujo duomeny failo (.zpcr) pavadinima.

8. Norédami vykdyti protokolg, paspauskite klavisg OK (F1).

Anksciau iSsaugoto protokolo vykdymas

= Jei norite redaguoti egzistuojantj protokola, paspauskite klavisg EDIT; atsidariusioje
faily bibliotekoje pasirinkite protokolg, kurj norite redaguoti.

« Norédami vykdyti egzistuojantj protokola, paspauskite komandos klavisg RUN ir
pasirinkite faily bibliotekoje anksciau iSsaugotg protokola.
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Tyrimo stebéjimas

Tyrimo metu ekrane bus rodomas tyrimo vykdymo bisenos langas. Siame lange galite
perzvelgti informacija ir stebéti tyrimo eiga.

» Status. Paspaude komandos klavisg STATUS, galésite matyti protokolo biseng,
pristabdyti tyrimo vykdyma, atSaukti tyrimo vykdyma, praleisti etapg bei atidaryti
pagrindinj meniu (40 iliustracija).

* Time Status. Paspaude komandos klavisg VIEW, ekrane bus rodomas laikmatis,

rodantis iki protokolo vykdymo pabaigos likusj laika. Norédami grjzti j bisenos langa,
dar kartg paspauskite klavisg VIEW.

Iser: SamplelD:

1 : 2 i3
L= il
s ] EC
; T o
1] LT
o
Pl
3 i x
Step: 1 of 3 Lid Preheating.. Sample: 256,9°C
Repeat: 1 of 11 Rermaining: 00:13:15 Lid: 51*C
Valurne: 10p] Shuttle: 37.7°C

40 iliustracija. Tyrimo busenos stebéjimas.

Duomeny eksportavimas analizei

Pasibaigus tyrimui, fluorescencijos duomenis reikia perkelti j kompiuterj, kuriame yra jdiegta
CFX Manager programiné jranga. Atskiras duomeny failas yra automatiskai iSsaugomas
SYSTEM aplanko poaplankyje RT_DATA (41 iliustracija).

\CCO03412

 E) MAIN

- #* 1ISE DRIVE
-3 PREVIOUS RUNS
=1V SYSTEM

. E-FE RUM_LOGS
. E-LF RT_DATA
. -4 TEMPLATE

Ei"ﬂ LISERS i

7% Use the amows on the keypad to navigate through the fle tree, Press
e "EMTER" to expand and collapse Folders,

Create

Rename

41 iliustracija. Tikro laiko PGR tyrimai iSsaugomi RT_DATA aplanke.

Jei j C1000 termociklerio USB jungtj yra jkiStas USB atmintukas, duomenys (.zpcr) bus
automatiskai iSsaugomi pagrindiniame USB atmintuko kataloge.

Jei pasibaigus tyrimui USB atmintukas néra jkisStas | USB jungtj, atlikite Siuos veiksmus:
1. Norédami atidaryti byly aplankus, paspauskite mygtuka Files (F2).
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2. RT_DATA aplanke raskite norimg failg. Failg atidarysite paspaude deSinés rodyklés klavisa.
3. Faila pasirinkite naudodamiesi rodykliniais klaviSais aukStyn/Zemyn.

4. ]| USB atmintukg tyrimo duomeny failg (.zpcr) eksportuokite paspausdami mygtukg Export
File (F1) (42 iliustracija).

iejne] 20050730_075526_C¢ - E;ED T
1'-'_'] 20030730_081447_CC Crata A-:qui:itic:n r':ﬂode:
iolne| 20050730_082634_CC ﬁYBRIﬁﬁ;\JM arly

£ % rakaca arme:

----- {oe] 20080730_084339_C0 (o) e

Lng] 20060730_065921 ¢ |[Protecal Contents:
: METHOD CALS

PR S | 0101075011190 O g
[ TEMPLATE WOLUME 10
—||TEMP 9505
=gk USERS T |TEMP E5.0.5

4 4 PLATEREALD #h31 =
6 Usa the amows on the kaypad to navigate through the fle ree, Prass

"EMTER" ta expand and callapse Falders.

42 iliustracija. Atskiro tyrimo duomeny failo eksportavimas j USB atmintuka.

5. Eksportavimo veiksmo patvirtinimui spauskite mygtukg Yes (F1).

Duomenis i§ C1000 termociklerio galite tiesiogiai siysti elektroniniu pastu, jei yra
sukonfigdruoti elektroninio pasto nustatymai (zr. C1000 termociklerio naudotojo vadova).

Jei norite iSsiysti elektroninj laiskg su prikabintais duomenimis (.zpcr), atlikite Siuos veiksmus:
1. Informaciniame Run lange (38 iliustracija, psl. 48) paspauskite mygtukg Options (F4).

2. Naudodamiesi rodykliniais klaviSais, pasirinkite parinktj Send email notification.
3. Paspaude OK (F1), grjSite j tyrimo vykdymo informacijos langa.
4

. Rodykliniais klaviSais pasirinkite Email Address laukelj ir skaitiniais ir raidiniais klavidais
jrasykite elektroninio pasto adresa.

5. Norédami testi, spauskite OK (F1).

on CCO02716

=.[ Sample Volurme: 111 Lid Temperature:
L A
Turn on hotlid
Sample ID:; | | {Dptional)
Lser: |.ﬁ.DMIN | (Cptional)

Email Address:  [xxixi@BIO-RAD.COM |

e Confitmn settings and press "RUM" oF "OK" to procead

Aickual,

43 iliustracija. Eksportavimo j USB atmintuka patvirtinimas.
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Duomeny failo kiirimas

Atskirus tyrimo duomenis (.zpcr) reikia konvertuoti j duomeny failg (.pcrd), kad CFX
Manager programiné jranga galéty juos analizuoti. Tyrimo duomeny failo kirimas:
1. USB atmintuko kataloge pasirinkite .zpcr failg ir nutempkite jj j pagrindinj programinés
jrangos langg arba pagrindinio programinés jrangos lango meniu pasirinkite Select File
> Open > Stand-alone Run ir failo pavadinima.

2. Run File Processor lange paspauskite mygtukg Select Plate. Bus importuotas plokstelés
failo pavadinimas, pagal kurj programiné jranga sukurs duomeny failg (44 iliustracija).

Run File Processor - 20080725_152353_CC003412_RTRUN.zper
FunFile:  E:420080725_152353 CCO03412_RTRUM.zpcr

Instrument:  CCO03412
Run Start Time:  7/25/2008 3:23:53 PM
Protocol: - PCRUM prel

| 1 2 : 3 44

i %0 C %0

P 700 010 B0 : B

/ 030 o N

] i &)
2 0
i
Plate:  <Mones> Select Plate..

‘ Create Datafile.. | | Cancel

44 iliustracija. Plokstelés failo priskyrimas.

PASTABA. CFX Manager programiné jranga tikrina plokstelés failo nuskaitymo
rezimg ir plokstelés dydj; Sie parametrai turi sutapti su tyrimo nustatymais. Jei
norite gauti visy Sulinéliy duomenis, jkelkite Quick Plate faila.
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7 Duomeny analizés apzvalga

Siame skyriuje pateikta duomeny analizés informacija:
- Data Analysis (duomeny analizés) langas (psl. 53)
« Quantitation (kiekybinio jvertinimo) aselé (psl. 56)
= Duomeny analizés nustatymai (psl. 57)
- Sulineliy selektoriai (psl. 59)
= Diagramos (psl. 61)
« Skaiciuoklés(psl. 61)

Data Analysis (duomeny analizés) langas

Duomeny analizés metu, duomeny rodymo bado keitimas keiciant Sulinéliy turinj Plate Editor
parinktyje, nekeicia kiekvieno Sulinélio fluorescencijos duomeny, surinkty tyrimo vykdymo
metu. Modulio surinkty fluorescencijos duomeny istrinti negalima, taciau pasirinktus duomenis
galima pasalinti i$ perziGros ir analizes.
Jei po tyrimo vykdymo norite pakeisti Sulinéliy turinj, atsidarykite Plate Editor langa,
paspausdami Data Analysis lango virSuje esantj mygtukg Edit/View Plate.

PATARIMAS. Pridéti Sulinéliy informacijg ar jg keisti galima prieS$, per ir po tikro

laiko PGR tyrimo vykdymo. Prie$§ tyrimo vykdyma reikia priskirti nuskaitymo rezimg

ir plokstelés dydj. Po tyrimo vykdymo $iy parametry nebegalima keisti.

Kiekvieno tyrimo pabaigoje CFX Manager™ programiné jranga automatiSkai apdoroja tikro
laiko PGR duomenis ir atidaro Data Analysis langg su duomenimis. Norédami atidaryti
egzistuojancius duomeny failus Data Analysis lange, atlikite vieng Siy veiksmuy:
« Kursoriumi duomeny failg (pcrd. plétinys) nutempkite j pagrindinj programinés jrangos langa.
= Pagrindiniame programinés jrangos lange pasirinkite File > Open > Data File ir
Windows narsykléje pasirinkite failg.
= Pagrindinio programinés jrangos lango jrankiy juostoje paspauskite mygtukg Data
Analysis ir Windows nar8ykléje pasirinkite faila.
= Pasirinkite File > Recent Data Files ir failg pasirinkite i§ paskutiniyjy atidaryty
duomeny faily.
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Data Analysis lange gali blti rodoma iki devyniy aseliy (iliustracija 45). Kiekvienoje gseléje
yra rodomi specifinio analizés metodo duomenys:

"_] Quantitation | | 4‘ Quantitation Data Melt Curve ”:"_j Mel Curve Data HUD Gene Expression 9 End Paint El Allelic: Discrimination oc 1_->' Fiur Information

45 iliustracija. Data Analysis lange gali biiti rodomos visos gselés.

Programiné jranga tam tikrg gsele Data Analysis lange rodo tik tuomet, kai tyrimo metu buvo
surinkti to tipo analizés duomenys.

Data Analysis (duomeny analizés) lango jrankiy juosta

Data Analysis lango jrankiy juostoje yra pateikiama greita prieiga prie svarbiy duomeny analizés
funkcijy. 16 lenteléje pateikiamas jrankiy juostos mygtuky funkcijy sgrasas.

16 lentelé. Data Analysis lango jrankiy juosta

|rankiy juostos |Pavadinimas Funkcija
mygtukas
Save Pasirinkto duomeny failo i§saugojimas.
! l Print Pasirinkto lango spausdinimas.
——

Trace Style Kreives stiliaus nustatymo lango atidarymas.
@{.
- Report Duomeny failo ataskaitos atidarymas.
8, _ View/Edit Plate Plate Editor lango atidarymas Sulinéliy turinio perzidrai
iy View/Edit Plate ir redagavimui.
P Well Groups... ISskleidziamajame meniu pasirinkite Sulinéliy grupés
i el s o pavadinimg. Numatytasis pasirinkimas yra All Wells
(visi Sulinéliai).
Help Programinés jrangos parinkties Help atidarymas.

7
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Data Analysis (duomeny analizés) lango meniu juosta

17 lenteléje apraSomos meniu juostos parinkg&iy funkcijos.

17 lentelé. Data Analysis lango meniu juostos parinktys

Meniu parinktis

Komanda

Funkcija

File

Save

Failo iSsaugojimas.

Save As

Failo iSsaugojimas nauju pavadinimu.

Repeat an Experiment

Tyrimo protokolo ir plokstelés failo
atidarymas pakartotiniam tyrimo vykdymui.

Exit

Data Analysis lango uzdarymas.

View

Run Log

Run Log lango atidarymas duomeny failo
Zurnalo perziUrai.

Settings

Analysis Mode

Bazinés linijos metodo priskyrimas
pasirinktai Sulinéliy grupei.

C(t) Determination Mode

Regression ar Single-Threshold
rezimo C(t) verCiy apskaiciavimui
kiekvienai kreivei pasirinkimas.

Baseline Thresholds

Baseline Thresholds lango atidarymas
bazinés linijos ar slenkstinés vertés
nustatymui.

Trace Style

Trace Style lango atidarymas.

View/Edit Plate

Plate Editor lango atidarymas plokStelés
perziUrai ir redagavimui.

Mouse Highlighting

Jjungti arba iSjungti duomeny zyméjima
pelés kursoriumi.

PATARIMAS. Jei Mouse Highlighting
funkcija yra iSjungta, duomenis zyméti
galite paspaude klavi§g Control.

Display Threshold Values

Slenkstinés vertés linijos rodymas
grafike.

Tools

Reports

Atidaryti Sio duomeny failo ataskaita.

Import Fluorophore Calibration

Kalibracijos failo, kurj norite pritaikyti
duomeny failui, pasirinkimas.

Replace Plate

Esamo plokstelés failo pakeitimas
duomeny analizéje.

Export All Data Sheets to Excel

Visy gseliy skaiciuokliy vaizdo
eksportavimas | atskirg Excel formato
faila.

Help

Programinés jrangos parinkties Help
atidarymas.
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Quantitation (kiekybinio jvertinimo) gselé

Kiekvienoje Data Analysis lango gseléje yra pateikiami specifinio analizés metodo duomeny
grafikai ir skaiCiuoklés kartu su Sulinélio selektoriumi norimy duomeny perzidrai. Data
Analysis langas atsidaro su atverta Quantitation gsele (iliustracija 46). Sioje gseléje esantis
Amplification grafikas yra naudojamas atitinkamy analizés nustatymy pasirinkimui.

PASTABA. Amplification grafike rodoma kiekvieno Sulinélio santykiné
fluorescencija (RFU) kiekviename cikle. Kiekviena grafiko kreivé atvaizduoja vieno
fluoroforo duomenis viename Sulinélyje.

P& Data Analysis - GE File Marcom. perd
File  View  Settings Tools
Bl & & G |6 viewsdtPlate... | G5 well croup: [l wels v ?
T T E = =
| Quantitation _._jl Quantitation Data LIDlj Gene Expression @ End Paint EI Allelic Discrimination oc | ) Run Information
Amplification Standard Curve
1ot T T T T T T & T T T T
0 E g
3
£
i
g £
10 9
0 1 2 3 4 5 3
10! 4 Log Starting Quantity
T Standard
! 3% Unknown
o 10 20 i) 40 S0 —— Féhf: E=120 4% R*2=0 084 Slope=-2.013
Cycles Log Scale —— HE% E=100.0% R"2=0.000 Slope=0.000
Féit HEX Step Humber: |3 v
1 2 3 4 ) B L 8 9 10 11 12 wiel  Fluor & Contert ) Sample & ClE) IH
& Sl Stz 53 St Stds Stds BO2 FAM Std SHr 14.24
BO3 FAM Std-2 4Hr 17.74
B sl || stie || Swda | st || swds || Ste B04  FAM 3 e 2145 |
£ st || stz || 53 f| St || st || Stde s o S 2 Ch
= BOE FAM Stdb THr 2710
D st || stz || 53 || Stde || stas || Stde 02 FaM St SHr 1425
E coz FAM Std-2 4Hr 17.68
o4 FAM Std-3 3Hr 21.07
F cos FAM Std-4 2Hr 24.25
& COE FAM Std-5 THr 26.85
Doz FAM Std-1 SHr 14.22 EI
i [ER! [ I ]
Completed | | | ScanMode: all Channels | Plats Type : BR Clear | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

46 iliustracija. Data Analysis lango Quantitation gselés iSdéstymas.

PASTABA. Programiné jranga susieja kiekvienos duomeny analizés gselés polangiy
duomenis. PavyzdZiui, pelés kursoriumi pazyméjus Sulinélj, duomenys kituose
polangiuose taip pat bus zyméti.

Etapo numerio selektorius

CFX96™ sistema priima fluorescencijos duomenis i§ sudétiniy protokoly etapy. Programiné
jranga iSsaugo kiekvieno etapo metu gautus duomenis. Po Standard Curve (standartinés
kreivés) grafiku yra rodomas Step Number (etapo numerio) selektorius, jei protokolas yra
sudarytas i$ daugiau nei vieno duomeny surinkimo etapo. Po etapo pasirinkimo, programiné
jranga §j pasirinkimg pritaiko visiems duomenims, kurie yra rodomi Data Analysis lange. 47
iliustracijoje vaizduojamas pasirinktas 3 duomeny surinkimo etapo numeris.

Step Number : q vl

47 iliustracija. Etapo numerio pasirinkimas Data Analysis lange.
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Sulinéliy grupiy perziara Data Analysis lange

Kiekvienos plokstelés Sulinélius galima sugrupuoti j pogrupius nepriklausomai analizei.
Sukadrus Sulinéliy grupes Plate Editor lange Well Groups Manager (psl. 40), grupiy pavadinimai
Data Analysis lange bus rodomi jrankiy juostos parinktyje Well Groups.

Pagal numatytajj nustatyma, atidarius Data Analysis langa, yra jgalinta All Wells parinktis.
Grafikuose ir skai¢iuoklése yra rodomi visy Sulinéliy duomenys.

48 iliustracijoje vaizduojamas 2 $ulinéliy grupés pasirinkimas Well Groups meniu. Sulinéliy
selektoriuje yra rodomi tik Sios grupés Sulinéliai ir tik Sie Sulinéliai yra jtraukti j analize.

B | & & [ |8 viewrdtriate.. |G welcow: v/ ?
| G = i r= e
E Quantitation || /=4 Quantitation Data E] Melt Curve % Melt Curve Data Bﬁi] Gene Expression [ﬁ] End Point a <>
Amplification Standard Curve
o
g o
=
5 2.
E §a
£
" »
0
[] Log Scale
1 SYBR Step Number. | 3 v

1 2 3 4 5 & i 8 9 10 1 12 WSIIQ Fluor O Content Q San o

A o sven  sws
B q suds|[ sds|| suds|[ seds]| sds|| seaz][ seaz|[ suaz|[ suds|[ swis| suds] | BO2  sveR  swS
c BO3 SYBR Sid-5
5 804  SYBR 06
E BOS SYBR Sid-6
F BOB SYBR Std6
G BO7 SYBR Sud-7
BO8 SYBR Std-7 N
H < >

48 iliustracija. Data Analysis lange pasirinkta 2 Sulinéliy grupé.

Duomeny analizés nustatymai

Amplification grafike rodoma kiekvieno Sulinélio santykiné fluorescencija (RFU) kiekviename
cikle. Kiekviena grafiko kreivé atvaizduoja vieno fluoroforo duomenis viename $ulinélyje. Sie
duomenys yra naudojami C(t) verc€iy nustatymui kiekvienam Sulinéliui pagal fluorofora.
Programiné jranga naudoja vieng i$ dviejy C(t) vertés nustatymo baduy:
= Regresija. Siame rezime daugialypis, nelinijinis regresijos modelis yra taikomas
individualioms Sulinélio kreivéms. Tuomet Sis modelis yra naudojamas optimalios C(t) vertés
apskaiciavimui.
= Viena slenkstiné verté. Siame reZime C(t) apskai¢iavimui yra naudojama viena
slenkstiné verté, remiantis slenkstinés vertés kirtimo tasku individualiose
fluorescencijos kreivése.
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Slenkstinés vertés nustatymas

Vienos slenkstinés vertés rezime, slenkstiné verte fluoroforui nustatykite Amplification grafike
spustelédami slenkstinés vertés linijg ir pele slinkdami jg vertikaliai. Arba, nurodykite tiksly
pasirinkto fluoroforo slenkstinés vertés kirtimo taskg. Atlikite Siuos veiksmus:
1. Meniu juostoje pasirinkite Settings > Baseline Thresholds. Atsidarys Baseline
Thresholds langas.

2. Fluoroforo slenkstinés vertés kirtimo taSkg nustatykite pazyméje parinktj User Defined
(iliustracija 49) ir jraSe slenkstine verte.

Baseline Thresholds @

Baseline Cycles
O Auto Calculated
& User Defined Bold indicates a changed value.
wel A Fuor Bgseeg'::e o Bagﬁ'g‘e IS
1 2 "
2 2 15
3 2 18
4 2 22
5 ADB FaM 2 25
6 A07 Fa 2 26
7a10 Fam 2 25
8 BO2 FaM 2 1
9 BO3 FAM 2 15
10 BO4 FaM 2 18
11 BOS FaM 2 22
12 BOE FaM 2 25
13 BO7 FaM 2 26 | M
All Selected Rows:  Begin: |2 CRQEnd: 26 £
Crossing Threshold
O Auto Calculated: 1151.65
@ User Defined: 11151.65 o

49 iliustracija. Baseline Thresholds langas.

3. Paspauskite OK. Pakeitimai bus i§saugoti ir langas uzsidarys.

Bazinés linijos nustatymai

Kiekvieno Sulinélio bazine linijg programiné jranga nustato automatiSkai. Pasirinkus
Sulinélius analizei, patikrinkite jy bazinés linijjos nustatymus. Atidarykite Baseline
Thresholds langg (iliustracija 49) ir pakeiskite numatytajg pasirinkty Sulinéliy bazine linija.
Atidarykite §j langa:
1. Meniu juostoje pasirinkite Settings > Baseline Thresholds. Atsidarys Baseline Thresholds
langas.

Nustatykite kiekvieno Sulinélio bazinés linijos pradzios ir pabaigos taskus:

1. Baseline Cycles polangyje pasirinkite vieng ar daugiau Sulinéliy paspaudziant eilutés
numerj, visus Sulinélius - paspaudziant virSutinj kairjjj kampa, individualius Sulinélius -
nuspaudus klavisg Control, ar kelis Sulinélius - eilutéje nuspaudus klavisg Shift.

2. Nustatykite Baseline Begin ciklg ir Baseline End ciklg pasirinktiems Sulinéliams arba
pakeiskite Begin ir End ciklo vertes skaiCiuoklés apacioje (iliustracija 49).

3. Paspauskite OK. Pakeitimai bus i§saugoti ir langas uZsidarys.
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Analysis Mode (analizés rezimo) pasirinkimas

Pasirinkus analizés rezima, bus nustatytas visy fluorescencijos kreiviy bazinés linijos
substrakcijos metodas. Pasirinkite Settings > Analysis Mode ir pasirinkite vieng Siy parink¢iy:

,»,No Baseline Subtraction“ parinktis. Programiné jranga duomenis rodys kaip santykinés
fluorescencijos kreives. Kai kurios analizés néra galimos Siame rezime.

e ,Baseline Subtracted* parinktis. Programiné jranga duomenis rodys kaip bazinés linijos
substrakcijos kreives kiekvienam Sulinélio fluoroforui. Programiné jranga atliks bazinés
linijos substrakcija, nustatys slenkstiniy verciy ciklus, standartines kreives bei nezinomy
méginiy koncentracijg. Bazinés linijos substrakcijos kreivés generavimui programiné jranga
pritaiko tinkamiausig linijg kiekvieno Sulinélio fruoscencijai, gautai bazinés linijos cikluose,
tuomet pritaiko tinkamiausius kiekvieno ciklo duomenis.

e ,Baseline Subtracted Curve Fit“ parinktis. Programiné jranga duomenis rodys kaip
bazinés linijos substrakcijos kreivves, bazinés linijos substrakcijos kreivé susvelninama
naudojant vidutinés vertés filtrg. Sio proceso metu kiekviena C(t) yra nekintama.

Well Selectors (Sulinéliy selektoriai)

Sulinéliy selektoriuje pasirinkite Sulinélius, kurie bus ar nebus rodomi Data Analysis lango
grafikuose ar skai€iuoklése:

= Jei norite, kad nebuty rodomas vienas Sulinélis, norimg Sulinélj pazymékite ir
spustelékite. Jei norite, kad Sis Sulinélis bty rodomas, jj vél pazymékite ir spustelékite.

= Jei norite, kad nebaty rodomi keli Sulinéliai, spustelékite ir tempkite kursoriy per norimus
Sulinélius. Jei norite, kad Sie Sulinéliai bty rodomi, vél spustelékite ir tempkite kursoriy
per Siuos Sulinélius.

= Jei norite, kad visi Sulinéliai nebaty rodomi, spustelékite kairjjj virSutinj plokstelés
kampag. Jei norite, kad visi Sulinéliai baty rodomi, vél spustelékite kairjjj virSutinj
plokstelés kampa.

= Jei norite, kad nebaty rodomi eilutés ar stulpelio Sulinéliai, spustelékite eilutés ar
stulpelio pradzig. Jei norite, kad jie baty rodomi, vél spustelékite eilutés ar stulpelio
pradzig.

Sulinéliy selektoriuje galima pasirinkti tik $ulinélius su turiniu (jkelti Plate Editor parinktyje).
Pasirinkti Sulinéliai rodomi kita spalva. Kaip pavaizduota 50 iliustracijoje, Sulinéliy selektoriuje
pateikiami trys Sulinéliy tipai:
* Pasirinkti, jkelti Sulinéliai (vrnélyna spalva). Siuose $ulinéliuose yra jkeltas Unk
(nezinomas) meéginio tipas. Siy Sulinéliy duomenys yra rodomi Data Analysis lange.
= Nepasirinkti, jkelti Sulinéliai (Sviesiai pilka spalva). Siuose mégintuvéliuose yra jkelti
Std ir Pos méginiy tipai. Nepasirinkty Sulinéliy duomenys néra rodomi Data Analysis lange.
= Tusti Sulinéliai (tamsiai pilka spalva). Sie Sulinéliai nebuvo jkelti Plate Editor lange.

Y24 861718119
| sudy ucz]ucﬂ s1d4] s1ds | sede

12

sedi | sedz| sed3| sedsl seds| sede

RARAE

A
B
- Sed1 | sed2 R‘}l! Stéd sads | sude
D
E

50 iliustracija. Trys Sulinéliy selektoriaus spalvos.
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Laikinas Sulinéliy pasalinimas iS analizés

DESINIOJO PELES KLAVISO PASPAUDIMAS

1. DeSiniuoju pelés klavisu paspauskite Sulinélj Sulinéliy selektoriaus lange, fluorescencijos
kreive ar standartinés kreivés taska.

2. Meniu pasirinkite Exclude Well XX from Analysis parinkt;.

Amplification

S0 dewren 5 o R ............. . .....

7

Exclude Well

-
w

frarn Analysiz

RFU (1043)
=]

4o ............. z Copy

; Save Image As...
Page Setup...
Print...

Show Point Yalues

1] 10 20 Set Scale to Default
Cycle Chart Options...

51 iliustracija. Sulinélio pasalinimas i$ analizés desiniojo klavi$o paspaudimu.
PLATE EDITOR PARINKTIS
1. Data Analysis lango jrankiy juostoje paspauskite View/Edit Plate mygtuka.
2. Pasirinkite vieng ar kelis Sulinélius.

3. Pasirinke pvarinktj Exclude Wells in Analysis (iliustracija 52), pasalinsite pasirinktus
Sulinélius. Sis Zymimasis laukelis yra Plate Editor lango desSinéje puséje.

<0
':ﬁn Experiment Settings... ’

‘ {jr Clear Replicate # ’
‘|j Clear Wells ’

E xclude Wells in Analysis

52 iliustracija. Sulinéliy pasalinimas pazyméjus zymimajj laukelj polangio apadioje.
4. Plate Editor lange pa3alinti Sulinéliai bus pazyméti Zvaigzdute (*).

Jei Sulinélius i$ analizés norite paSalinti visam laikui, iStrinkite Sulinéliy turinj Plate Editor
lange, paspaude mygtukg Clear Wells.
ISPEJIMAS! Istrintg Sulinélio turinj reikés jkelti i§ naujo.
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Grafikai
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Kiekviename Data Analysis lango grafike yra rodomi skirtingy diagramy duomenys ir
duomeny nustatymo parinktys. Jei norite padidinti grafiko lauka, pasirinkite norimg laukg pele
ir tempkite kursoriy. Programiné jranga pakeis grafiko dydj ir centruos pasirinkta lauka.

DesSiniuoju klaviSu atidaromy meniu parinktys

Visuose grafikuose desiniuoju klaviSu galima atidaryti meniu su parinktimis. Kai kurios
parinktys yra galimos visuose grafikuose. Jos yra skirtos duomeny rodymo bady pasirinkimui
ar grafiko duomeny eksportavimui (18 lentelé.)

18 lentelé. DeSiniuoju klaviSu atidaromy grafiky meniu parinktys.

Parinktis

Funkcija

Copy

Grafiko kopijavimas j iSkarpine.

Save Image As...

Grafiko vaizdo i§saugojimas pasirinktu vaizdo failo formatu.
Galimi Sie formatai: PNG (numatytasis), GIF, JPG, TIF ar
BMP.

Page Setup...

Perzidra ir lapo nustatymy pasirinkimas spausdinimui.

Print...

Grafiko spausdinimas.

Show Point Values

Tasko vertés rodymas, kuomet pelés kursorius yra
uzvedamas ant grafiko tadko.

Set Scale to Default

Pradinio grafiko vaizdo dydzio rodymas po padidinimo.

Chart Options...

Chart Options lango atidarymas grafiko keitimui, jskaitant
pavadinimo keitimag, x ir y aSiy riby nustatyma, tinklelio
rodymo pasirinkima.

PASTABA. Meniu parinktys, taikomos specifiniams grafikams, yra apraSomos
kitame skyriuje - “Duomeny analizés langai” (psl. 63).

Skaiciuoklés

Data Analysis lango skaiCiuoklése pateikiamos parinktys yra skirtos duomeny rasiavimui ir
perkélimui. Stulpeliy raSiavimo metodai:

- Paspauskite ir tempkite stulpelj j naujg pasirinktos lentelés vieta.
= Paspauskite stulpelio antraste - duomenys bus sura8iuoti didéjimo arba mazéjimo tvarka.

Iki trijy duomeny stulpeliy radiavimas Sort lange:
1. DeSiniuoju pelés klaviSu paspauskite skaiCiuokle ir atsidariusiame meniu pasirinkite parinktj

Sort.

2. Sort lange pasirinkite pirmojo stulpelio antraste. Duomenys bus risiuojami didéjimo

arba mazéjimo tvarka.

3. I8skleidZziamajame meniu pasirinkite daugiau nei vieng stulpelio antraste. Pasirinkite
Ascending ar Descending.

4. Jei norite, kad duomenys baty surdSiuoti, spauskite OK. jei norite stabdyti raSiavima,

spauskite Cancel.

Vir§ langelio laikydami kursoriy, pazymékite duomenis susijusiuose grafikuose ir Sulinéliy
selektoriuje. Jei langelj spustelésite, galésite nukopijuoti turinj ir jj jklijuoti j kitg programa.
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Desiniuoju klaviSu atidaromy skaic¢iuokliy meniu parinktys

DeSiniuoju pelés klavisu atidaromy meniu parinktys apradytos 19 lenteléje.

19 lentelé. DeSiniuoju klaviSu atidaromy skai¢iuokliy meniu parinktys.

Parinktis

Funkcija

Copy

Pasirinkty Sulinéliy turinio kopijavimas j iS8karpine, tuomet -
jklijavimas j skai€iuokle, pvz., Excel.

Copy as Image

Skaic€iuoklés vaizdo kopijavimas kaip vaizdo failo ir
jklijavimas j atitinkamg failg, pvz., teksto, vaizdo ar
skaiciuokleés failg.

Print...

Esamo vaizdo spausdinimas.

Print Selection...

Pasirinkto vaizdo spausdinimas.

Export to Excel...

Duomeny eksportavimas j Excel skaiciuokle.

Export to Text...

Duomeny eksportavimas | teksto redagavimo faila.

Export to XML

Duomeny eksportavimas j XML failg.

Export to HTML

Duomeny eksportavimas j HTML faila.

Find...

Teksto paieSka.

Sort...

Iki trijy duomeny stulpeliy rasiavimas.
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8 Duomeny analizés langai

Siame skyriuje pateikiama informacija apie Data Analysis (duomeny analizés) lango aseles:

Quantitation (kiekybinio jvertinimo) gselé (psl. 63)

Quantitation Data (kiekybinio jvertinimo duomeny) gselé (psl. 66)
Melt Curve (lydymosi kreivés) gselé (psl. 67)

Melt Curve Data (lydymosi kreivés duomeny) gselé (psl. 68)
End Point (galutinio tasko) gselé (psl. 68)

Allelic Discrimination (aleliy diskriminacijos) gselé (psl. 70)

QC (kokybés kontrolés) gselé (psl. 72)

Run Information (tyrimo vykdymo informacijos) gselé (psl. 72)
Data file reports (duomeny faily ataskaitos) (psl. 73)

Quantitation (kiekybinio jvertinimo) gselé

Quantitation gseléje (iliustracija 46, psl. 56) nustatomos duomeny analizés salygos, jskaitant
bazinés linijos nustatymg individualiems Sulinéliams bei slenkstinés vertés nustatyma.
Quantitation gseléje duomenys gali bati pateikiami keturiais badais:

Amplification chart (amplifikacijos grafikas). Rodomi kiekvieno Sulinélio santykinés
fluorescencijos vienetai (RFUs) kiekviename cikle. Kiekviena grafiko kreivé atvaizduoja
vieno fluoroforo duomenis viename Sulinélyje.

Standard curve (standartiné kreivé). Sis grafikas rodomas tik tuomet, kai Sulinéliai
yra priskirti kaip Sample Type Standard. Rodoma standartiné kreivé su slenkstinés
vertés ciklu pagal pradZios kiekybiSkumo logaritmg. Legendoje pateikiamas kiekvieno
fluoroforo Sulinéliuose su standartiniu méginio tipu reakcijos efektyvumas (E).

Well Selector (Sulinéliy selektorius). Galima pasirinkti, perziaréti tam tikrus Sulinélius su
fluorescencijos duomenimis.

Spreadsheet (skai€iuoklé). Rodoma pasirinkty Sulinéliy duomeny skaiciuoklé.

Fluorophore Selector (fluorofory selektorius)

Jei norite pasirinkti fluoroforo duomenis, kurie bus rodomi Quantitation gselés grafikuose,
paspauskite Zemiau amplifikacijos grafiko esantj fluorofory selektoriy (iliustracija 53).
Pazymeékite Zymimajj laukelj Salia fluoroforo pavadinimo, kad fluoroforo duomenys baty
rodomi arba nerodomi duomeny analizés lange.

FaM ] TET

53 iliustracija. Fluorofory selektorius su pasirinktu FAM.
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Trace Styles (kreiveés stiliaus) langas

Trace Styles lange (iliustracija 54) galite nustatyti kreiviy rodymo biidg
amplifikacijos ir lydymosi kreivés grafikuose (Quantitation ir Melt Curve gselése).
Atidarykite §j langa:
1. Pasirinkite vieng fluorofora.
2. Data Analysis jrankiy juostoje paspauskite mygtukg Trace Styles arba Data Analysis
meniu juostoje pasirinkite Settings > Trace Styles.

Vel Colot Symbol
Urknowns v (= None v

AlWels: Random Colors Remove Symbols

Al Repicate:
© ShowCntents O Show Symbols

2
L)
||

54 iliustracija. Trace Styles langas.
Naudodamiesi Trace Styles lango jrankiais, nustatykite kreiviy rodymo budag ir
perzitrékite pakeitimus Sulinéliy selektoriuje lango apacioje.
« Naudodami 3ulinéliy selektoriy, pasirinkite Sulinélius. Arba Sulinélius su tuo paciu
méginio tipu pasirinkite iSskleidZziamajame Wells stulpelio meniu.
- Pazymékite zymimajj Color stulpelio laukel;j ir pasirinkite Sulinéliy spalva.
« |SskleidZziamajame Symbol meniu pasirinkite simbolj.

 Paspaudus parinkii Show Contents, bus rodomas kiekvieno Sulinélio
turinys, paspaudus Show Symbols - pasirinktas kiekvieno Sulinélio
simbolis.

Log Scale (log skalés) parinktis

Pazyméje zymimajj laukelj Salia Log Scale Amplification grafiko apacioje galésite
perziareéti fluorescencijos kreives log skaléje, kaip pavaizduota 55 iliustracijoje.

Amplitoaton

40 50
Cycles [“\Log Scale
FAM TET M

55 iliustracija. Amplification grafike pasirinkta parinktis Log Scale.
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Standard curve (standartinés kreivés) grafikas

Programiné jranga sugeneruoja standartinés kreivés grafikg (iliustracija 56) Quantitation
gseléje, jei duomenyse yra meginiy tipas, nustatytas kaip standartas (Std) vienam tyrimo
fluoroforui.

Standard Curve

[
[
=
=
=
t t t t t t t
o 1 2 3 4 5 =] 7
Log Starting Quantity
O Stdard K. Utkiown
—+— FAM:E=1238%R"2=0985 —»— TET:E=1000%R"2=0000

56 iliustracija. Standard curve grafikas.

Standard curve grafike pateikiama informacija:

« Kiekvienos kreivés pavadinimas (fluoroforo pavadinimas).

« Kiekvieno fluoroforo spalva.

« Reakcijos efektyvumas (E). Sie statistiniai duomenys yra naudojami
sudétinés reakcijos optimizavimui ir duomeny suvienodinimui standartinei
kreivei.
PASTABA. Reakcijos efektyvumas - taikinio apdorojimo lygis kiekviename
protokolo cikle. 100% efektyvumas reiSkia, jog kiekviename cikle taikinys buvo
dvigubintas.

= Nustatymo koeficientas, Rz (raSomas R*2). Sie statistiniai duomenys yra naudojami
nustatyti, kokiu tikslumu linija atspindi duomenis (pritaikomumas).

Grafiko meniu parinktys (atidaromos desSiniuoju pelés klavisu)

Be jprasty deSiniojo klaviso paspaudimu atidaromy parinkdiy, tokiy kaip kopijavimas,
spausdinimas ar eksportavimas, Amplification grafike yra ir kity, parinkciy, aprasyty 20
lenteléje.

20 lentelé. Amplification grafiko meniu parinktys (atidaromos desiniuoju pelés klavisu)

Meniu parinktis Funkcija

Show Threshold Values Rodoma kiekvienos amplifikacijos kreives slenkstiné verté.

Trace Styles... Trace Styles lango atidarymas kreiviy rodymo bdo keitimui
Quantitation ir Melt Curve gselése.

Baseline Thresholds... Baseline Thresholds lango atidarymas fluorofory slenkstiniy
ver¢iy ar baziniy linijy keitimui (pakeitimai bus rodomi
Amplification grafike ir Quantitation gseléje).
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Quantitation (kiekybinio jvertinimo) gselé
Quantitation Data gseléje pateikiamos skaiCiuoklés su kiekybiniais kiekvieno Sulinélio
duomenimis. Duomeny rodymo formatai:
* Results (rezultatai). Rodoma skaiCiuoklé su duomeny vaizdu.
* Plate (plokstelé). Rodoma skaiiuoklé su Sulinéliy duomenimis plokstelés vaizde.
* RFU (santykinés fluorescencijos vienetai). Rodomos kiekvieno Sulinélio RFU
vertés kiekviename cikle. PATARIMAS. DeSiniuoju klaviSu paspaudus bet kurig
skaiciuokle, bus rodomos galimos parinktys.

66

Results skaic¢iuokle

Pasirinke skaiciuokle Results (iliustracija 57), galésite perziaréti kiekvieno plokstelés Sulinélio

duomenis.
J Quantitation ‘_‘ Quantitation Data I.Idl] Gene Expression l_] End Paint I:l Allglic: Discrimination ac .|_°' Run Informatian
Results | Step Mumber: 3

A0z FAM Std-1 NGE
B2 FAM Std-1 NGK
Co2 FAM Std-1 NGE
Doz FAM Std-1 NGK
A0z HEH Std-1 ACT

Wel & Fluor | Content Target

SHr
EHr
SHr
SHr
SHr

Threshold

57 iliustracija. Quantitation gseléje pasirinkta Results skaiciuoklé.

PASTABA. All Std. Dev (standartinés deviacijos) apskaiCiavimas yra taikomas
kartotiniy grupéms, nustatytoms Plate Editor lange. Kiekvienai kartotiniy grupei
apskaiciuojama vidutiné C(t) verté.

Results skaiciuoklés informacija pateikta 21 lenteléje.

21 lentelé. Results skai¢iuoklés turinys.

0

Sample v NEES O CigMzan O CHISW.Dev O 5‘6'“"[9533“”“‘3’ I L”Suiﬁ'itrg O 50 Mean
1433 14728 0081 1.000E+05 £.000 1. 00E+06
1424 1428 0.081 1.000E+06 £.000 1.00E+06
1425 14728 0081 1.000E+05 £.000 1. 00E+06
1422 1428 0.081 1.000E+06 £.000 1.00E 406
1927 1213 001 1.000E+06 6.000 1.00E+06

Informacija Aprasymas

Well Plokstelés Sulinélis.

Fluor Aptiktas fluoroforas.

Content Méginio tipas ir kartotinio numeris.

Target Amplifikacijos taikinio pavadinimas (genas).

Sample Méginio aprasymas.

Threshold Cycle (C(t)) Slenkstiné ciklo verté.

C(t) Mean Kartotiniy grupés vidutinés slenkstinés vertés ciklo vidurkis.

C(t) Std. Dev

Kartotiniy grupeés vidutinés slenkstinés vertés ciklo
standartiné deviacija.

Starting Quantity (SQ)

Numatytas taikinio pradzios kiekybiSkumas.

Log Starting Quantity

Pradzios kiekybiSkumo logaritmas.

SQ Mean

Pradzios kiekybiSkumo vidurkis.

SQ Std. Dev PradzZios kiekybiSkumo standartiné deviacija.
Set Point Méginio temperatdra Sulinélyje gradiento etape.
Sample Note Vienas denatiracijos, anylingo ir ekstencijos arba anylingo ir

ekstencijos etapy ciklas.
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Plate skaiciuoklé

Plate skaiciuokléje pateikiamas vieno fluoroforo duomeny plokstelés vaizdas. Fluoroforus
pasirinkite paspausdami gsele skaiciuoklés apacioje. 58 iliustracijoje pavaizduota Plate
skaiCiuoklé su plokstelés vaizdu.

| | Quantitation | |//[Z] Quantitation Data Ul_.ﬂ Gene Expression | [222] End Peint [2] Alelic Diserimination
Plate v

Dutput: Content [ | Sample L[] Starting Guartity

1 2 3 4 5 5 —
Content 5td-1 5td-2 5td-3 Std-4 5td 5 5td 6
b o 1439 | 1779 | 2120 | 2443 | 2720 | 2854
o | Comen 5td-1 5td-2 5td 3 Std 4 5td5 5td6
ol 1424 | 1774 | 2115 | 2426 | 2710 | 2839
Content Std-1 Std-2 5td-3 Std-4 5td 5 5td6
t ol 1425 | 1768 | 21.07 | 2425 | 2685 | 28.41

58 iliustracija. Plate skai¢iuoklé Quantitation Data aseléje.

RFU skaiciuoklé

RFU skai€iuokléje pateikiamas RFU nuskaitymas kiekviename Sulinélyje kiekvieno tyrimo
ciklo metu. Fluoroforus pasirinkite paspausdami gsele skaiciuoklés apacioje. Kiekvieno
stulpelio virSuje yra rodomas Sulinélio numeris, kiekvienos eilutés kairéje - ciklo numeris
(iliustracija 59).

,J Quantitation _‘_j Duantitation D ata IJD[I Gene Expression | [208] Erd Paint | 2] Allslic Discrimination ac
RAFL | Step Mumber; 3
Eiigeig] a2 83 d 45 45 47 B2 B3 B4 B5 | EBE |

631 23 123 2% 579 106 205  BFE 283 40  E27

577 1.26 396 0822 -B.22 5.26 B.28 123 1.22 -7.55 7.7
4.08 328 1.84  0.BSY -6.05 813 8.07 310 1.18 -4.50 -6.53
273 0204 .27 0473 302 -4.26 2.70 5.57 242 -1.25 -2.66

2
3
4
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59 iliustracija. RFU skai¢iuoklé Quantitation Data gseléje.

Melt Curve (lydymosi kreivés) gselé

Melt Curve gseléje (iliustracija 60) yra nustatoma amplifikuoty PGR produkty lydymosi
temperatdra (Tm). Aseléje duomenys gali bati pateikiami keturiais badais:
e Melt Curve (lydymosi kreivé). Kiekvieno fluoroforo duomeny kaip RFU kiekviename
Sulinélyje perzidra realiuoju laiku.
* Melt Peak (lydymosi pikas). Neigiamos RFU duomeny regresijos kiekviename Sulinélyje
perzilra.
* Well Selector (Sulinéliy selektorius). Rodomi arba nerodomi pasirinkty Sulinéliy duomenys.
* Peak spreadsheet (piko skai¢iuoklé). Rodoma pasirinkty Sulinéliy duomeny skaiciuoklé.

PASTABA. Sioje skaigiuokléje rodomi du kiekvienos kreivés pikai. Jei norite matyti
daugiau piky, pasirinkite gsele Melt Curve Data (psl. 68).
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60 iliustracija. Melt Curve gselés turinio iSdéstymas Data Analysis lange.

Lydymosi kreivés duomenis galite nustatyti atlikdami vieng Siy veiksmu:

Paspauskite ir tempkite slenkstinés vertés juostg Melt Peak grafike, taip pridédami
arba pasalindami pikus i$ duomeny analizés.
Peak Type iSskleidziamajame meniu pasirinkite Positive, kad buty rodomi pikai,
esantys vir§ slenkstinés lydymosi vertés arba Negative, kad badty rodomi pikai,
esantys Zzemiau slenkstinés lydymosi vertés.

Melt Curve Data (lydymosi kreivées duomeny) gselé

Melt Curve Data gseléje rodomi lydymosi kreivés gselés duomenys sudétinése skai€iuoklése,
jskaitant kiekvienos kreivés lydymosi pikus. Lydymosi kreivés duomeny skirtingose
skaiciuoklése rodymo buadai:

Melt Peaks (lydymosi pikai). Visi kiekvienos kreivés duomenys, jskaitant visus lydymosi
pikus.

Plate (plokstelé). Kiekvieno plokstelés Sulinélio duomenys ir turinys, jskaitant

méginio pavadinimg, 1 pikg ir 2 pika.

RFU (santykinés fluorescencijos vienetai). Kiekvieno Sulinélio RFU verté ties tam tikra
temperatira.

—d(RFU)/dT. Neigiamas RFU kitimo santykis, kuomet Sulinélyje pasikei€ia temperatura
(T). Tai yra pirmasis regresijos vaizdas kiekviename plokstelés Sulinélyje.

End Point (galutinio tasko) gselé

End Point gseléje analizuojama galutiné santykinés fluorescencijos vienety (RFU) verté
méginiy Sulinéliuose. Programiné jranga lygina nezinomy Sulinéliy RFU lygj su neigiamos
kontrolés Sulinéliy RFU ir nezinomg méginj nustato kaip teigiamg arba neigiamg. Teigiamy
méginiy RFU verté ya didesné nei vidutiné neigiamy kontroliy RFU verté plius ribiné verté.
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Galutinio tasky duomeny analizei yra batinos neigiamos kontrolés. Kitu atveju programiné
jranga negalés atlikti skai¢iavimo. Vykdykite vieng Siy protokoly:

Run a Quantitation protocol (kiekybiSkumo protokolo vykdymas). Atlikite
standartinio protokolo sgranka. Po tyrimo vykdymo atidarykite Data Analysis langg ir jo
gseléje Quantitation nustatykite duomeny analizés nustatymus. Tuomet paspauskite
End Point gsele ir pasirinkite galutinio tasko ciklg.
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* Run an End Point Only protocol (tik galutinio tasko protokolo vykdymas). | Experiment
Setup lango gsele Plate jkelkite End Point Only protokolg, pasirinkite arba sukurkite plokstele
ir vykdykite tyrima.

End Point gseléje rodomos vidutinvés RFU vertes skirtos nustatyti, ar taikinys buvo amplifikuotas
paskutiniame (galutiniame) cikle. Sie duomenys yra naudojami nustatyti, ar specifinio taikinio seka
yra méginyje (teigiama). Teigiami taikiniai turi didesne RFU verte nei nustatytoji ribiné verte.
End Point gseléje rodomi duomenys:

* Settings (nustatymai). Duomeny analizés nustatymai.

* Results (rezultatai). Rezultaty rodymas iSkart po nustatymy keitimo.

= Well Selector (sulinéliy selektorius). Sulinéliy su galutinio tasko duomenimis rodymas.

* Well spreadsheet (Sulinéliy skai€iuoklé). Rodoma skaiciuoklé su pasirinkty Sulinéliy
galutinio tasko RFU.

A Analysis - Sample End Point - Multiplex Data,opd Q@
File  View Settings  Tools
B E R A s Well Group:, [l Wels vl|?
lﬂ End Port '?jj Run Information
Seltings ~ End
Fhaorophoee o5 e Wel A& Fluoxe § Content O Sample RFU O Ca o
End Cycles To Average: |2 2 AN Cy5 MNeqg Cuk1 1924
&) RFUs RFUs B3 05 Sid1 2811 (+) Positive
O PewcentofRange. (219 s B4 5 52 3088 (+)Positive
B0S Cv5 5id-3 3066 (+) Positive
fé"‘“mj . 805 C5  Sdd 3048 (+)Positive
H°“'"‘ RFUV : 55 807 ©5 S5 188 (4] Posilve
N" AT o BB G5 Swe B (o)Posiive
&290"[“:&“ il di B0 G5 57 3532 () Positive
022006 ¥ |811  ©5  Negw 1880
R E R | 2620 () Positive
A ud:ﬁiiﬁlﬁ $tdd][ stds|srde] st Neg (=] 5 Std2 N23 (+)Posilive
B sedi| seaz| 513 s1d4[ 5205 sed6) 51 Neg 5 G5 53 3152 (»)Positive
c sudi]| sed2| sid3 sd4{ srds{sede| 517 [Neot 06 G5 Sidd 3147 (+] Positive
D Stdi][ sed2 5143 Seda] $145] sede] sed7| Nng 7 o 1) Posil
- e B A eh SchTpibcans

61 iliustracija. End Point gselés iSdéstymas.
Rezultaty sarase pateikiama $i informacija:
= Lowest RFU value (zemiausia RFU verté). Zemiausia duomeny RFU verté.
* Highest RFU value (aukséiausia RFU verté). Auk3ciausia duomeny RFU verté.

* Negative Control Average (vidutiné neigiamos kontrolés verté). Vidutiné Sulinéliy su
neigiama kontrole RFU verté.

e Cut Off Value (ribiné verté). Apskaiciuota pridedant nuokrypj (RFU ar nustatytg riby
procentine iSraiskg) ir vidutine neigiamy kontroliy verte. Méginiai, kuriy RFU yra didesné
nei ribiné verté, bus nustatyti kaip teigiami. Norédami pakeisti ribine verte, pakeiskite
RFU ar riby procenting iSraidka.

Ribiné verté apskaiCiuojama pagal Sig formule:

Ribiné verté = vidutiné neigiamos kontrolés verté + nuokrypis

Nuokrypj pasirinkite atlikdami vieng 3iy veiksmuy:
* RFU (numatytasis). Nuokrypio apskai¢iavimas naudojant absoliu€ig RFU verte.
Minimali RFU nuokrypio verté yra 2. DidZiausia verté - absoliuti didZiausia RFU verté

minus absoliuti Zemiausia RFU verté. Bendram RFU spektrui numatytoji RFU nuokrypio
verté yra 10%.

* Percent of Range (procentiné riby iSraiSka). Nuokrypio apskai¢iavimas naudojant
procentine RFU riby verte. Minimali verté - 1 procentas. Maksimali procentiné iSraiska -
99 procentai. Numatytoji procentiné iSraiSka - 10 procenty.
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Galutinio taSko duomeny analizés nustatymai

Pasirinkite informacijg, rodomg End Point gseléje:
= I3skleidZiamajame meniu pasirinkite Fluorophore.

- Pasirinkite End Cycle to Average verte, kad nustatytuméte cikly skaiciy,
pagal kurj programiné jranga apskaiciuos vidutiné galutinio taSko RFU verte.

- Pasirinke RFUs, duomenis perziiirésite santykinés fluorescencijos vienetais.
- Pasirinke Percentage of Range, RFU duomenis perzitrésite procentine iSraiSka.

Allelic Discrimination (aleliy diskriminacijos) gselé

Allelic Discrimination gseléje genotipai yra priskiriami prie Sulinéliy su nezinomais méginiy
tipais, naudojant teigiamos kontrolés méginiy RFU ar C(t) (iliustracija 62). Sie duomenys yra
naudojami genotipy identifikacijai méginiuose, jskaitant Allele 1, Allele 2, Heterozygote,
Unknown, Control 1 ar Control 2.

PASTABA. Duomenys aleliy diskriminacijai turi bati naudojami i§ sudétiniy tyrimy.
Aleliy diskriminacijos analizei reikalingas Sis minimalus Sulinéliy turinys:

« Du fluoroforai kiekviename Sulinélyje, iSskyrus Sulinélius su teigiama kontrole,
kuomet Sulinélyje yra tik vienas fluoroforas.

« Vienas fluoroforas, kuris yra bendras visiems grupés Sulinéliams.

I Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination. pcrd
File  wiew  Settings  Tools
B | & & | B [@yviewsdtrias... | wel oo [l wsls v ?
J Guantitation ‘_,j| Guartitation Data LIUH Gene Expression [_Q] End Paint El Allelic Discrimination ac D Run Infarmation
R s wel Q| Sample O LT 9 CHE O Cal & Twe 5
T T BOE 3061 31.62 Allele 1 Auto T
50T ¢ 1 06 076 31.83 Allele 1 Aut
o DOE 29.54 3061 Alele 1 Aut
=241
>. HO4 2833 37.87 Alele 1 Auto
g TH N ] E04 2902 3877 Contral 1 Auto
@
= e FO4 29.07 3869 Contral 1 Aut
i I T G4 29.08 38.04 Control 1 Auto 3
2 A3 3414 2840 Control Heterozye Auto 1
iy i 7 i} TEG 2216 Cantrol Heteraaye Auto
25 1 i Atk 1 Co3 3368 28,15 Control Heterozye Auto
) A ) ) ) ) A05 3386 2490 Heterozygate Auta
T R I sml el b
10 i t
C{1) for Allele 1 - FAM ket B Bl |
Doz 3226 27.29 Heterozygote Auta
Allele 1 & Cortrol 1
A Cortrol Heterozygate & Mare pos 34.35 2517 Heterozygote  Auto
A Heterorygate E07 50.00 50.00 Mone Auto EI
1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 1 12 Selected Fluorophores [ = Allele], ¥ = Allele2]
A Pos urk || Unk % | FAM v| v vic v
: i S|l Cal Selected Alleles v
C Pos Ll Linle Display Mods
D Unk urk || unk © t
£ Pos NTC O RFU Maormalize Data
Thieshalds
E Fos NTC
Vertical 1 36.975 mmmm Horizontal: 28.724
G Pos NTE :
= Restore D efault Thesholds
H Link. NTC e TR
Completed ‘ | Scan Mode: All Channels | Plate Type @ BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

62 iliustracija. Allelic Discrimination gselés turinio iSdéstymas Data Analysis lange.
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Duomeny nustatymas aleliy diskriminacijai

Programiné jranga automatidkai priskiria genotipy variantus Sulinéliams su nezinomais
méginiais, remiantis vertikaliy ir horizontaliy slenkstiniy verc€iy linijy pozicijomis. Tuomet
skaiciuokléje pateikia genotipus. Automatiniam genotipy priskyrimui programiné jranga
naudoja teigiamas kontroles (jei yra) arba apskaiciuoja slenkstines vertes. Programiné jranga
naudoja vidutine C(t) ar RFU verte teigiamoms kontroléms, kad automatisSkai nustatyty
slenkstinés vertés linijas aleliy diskriminacijai.

Slenkstiniy verciy linijas nustatykite paspausdami ir jas tempdami. Programiné jranga automatiskai
atliks apskaiciavimg naujy genotipy priskyrimui:
= Jei ploksteléje yra trys kontrolés, slenkstinés vertés linija apskai¢iuojama remiantis
vidutine ir standartine kontroliy RFU ar C(t) deviacija.

= Jei kontroliy yra maziau nei trys, slenkstinés verteés linijos yra nustatomos pagal RFU
ar slenkstinés vertes ciklo ver¢iy ribas pasirinktam fluoroforui.

Aleliy diskriminacijos duomenis galite nustatyti atlikdami Siuos veiksmus:

- Paspauskite ir tempkite slenkstinés vertés linijg Allelic Discrimination grafike, taip
nustatydami parametrus skaiciuokléje.

« Nustatymy parinktyse ekrano apacioje desSinéje pasirinkite fluoroforg kiekvienai
grafiko asiai (X: ir Y:).

- Sillomg variantg galite keisti rankiniu bddu pazymédami skaiciuoklés eilute ir
pasirinkdami parinktj i§ Call Selected Alleles saraso (Allele 1, Allele 2,
Heterozygote, None, Unknown, Control 1 ar Control 2).

= Jei vertikalig ir horizontalig linijas grazinti j jy pirmine pozicijg, spauskite mygtuka
Restore Default Thresholds.

« Jei norite duomenis perziaréti kaip slenkstiniy verciy lygius, pasirinkite C(t)

Display Mode. Jei norite duomenis perziaréti santykinés fluorescencijos vienetais
pasirinktame cikle, pasirinkite RFU Display Mode.

« Jei norite sunormalizuoti grafike ir skai¢iuokléje rodomus RFU duomenis,
pasirinkite Normalize Data.

Normalizavimas keicia duomenis grafike j ribas nuo 0 iki 1 abiejose aSyse. Duomeny
normalizavimui, ploksteléje turi bati Sulinéliy su méginiais be Sablono kontrolés (NTC) 1 alelei
ir 2 alelei. RFU duomenys yra normalizuojami iki NTC verciy kaip linijiné 1 alelés ir 2 alelés
specifiniy RFU vergiy kombinacija. Sis metodas puikiai tinka RFU duomeny atvaizdavimui.

Normalizuotos RFU vertés apskaiciavimas atliekamas pagal Livak ir kt. formules (1995).

D
Q rp ﬁ}ljgﬁj 4 @ (I'I!’Il’!’l’l’"lllll’l’l'l‘l’!lllll’Il’l’l’l‘lll’"ll&lI'I]'Il'lllll!l'll’l’ll!l]
D4 ° DS N {(QWFD4.D5)

Kai:
 Atyra 1 alelés RFU
* A2yra 2 alelés RFU
. X yra vidutiné RFU verté

NTCA1+A2yra 1 alelés ir 2 alelés NTC méginio RFU suma.
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QC (kokybés kontrolés) gselé

QC gseléje yra greita prieiga prie tyrimo duomeny kokybinio vertinimo, remiantis taisyklemis,
nustatytomis naudotojo parink&iy lango QC gseléje (Zr. “QC agselé”, psl. 94).

Programiné jranga rodo faktines taikomas KK taisykles ir kiekvienos taisyklés nustatymus
(iliustracija 63). Taisyklés apibréZime taip pat yra nurodoma, kurie Sulinéliai neatitiko
taisyklés.
PASTABA. Taisykles galite aktyvuoti ar jas iSjungti pazymédami arba nuimdami
Z2ymeéjimag nuo Salia taisyklés esancio zymimojo laukelio stulpelyje Use Rule.

Amplification Exclude
T T T T Description & Walue EZE &| Results \’f\;f;"l!ls 0
Tonn Analysis
000 Megative contiol with a C[t) less than 38 [ |
HTC with a Cft] less than kL
S NRT with a C[l] less than 38 [ |
= 4000 Fasitive contiol with a CIt) greater than 30 [
2 Unknown withaout a C(t) | |
m Standard without & C[t]
2000 Efficiency greater than 110.0
Efficiency less than 50.0
1000
5td Curve B2 less than 0380
04 Replicate group C[H Std Dev greater than 0z 1]
Cycles NTC with a C[t) less than 38
SYER s O
1 2 3 4 5 B 7 8 i) 10 11 12
Y
B | Unkd || Unk2 || Unks || Unk4 || Unks | Unk6 || Unk? || Unks || Unks | Unkto || skt [} tnki2
C Ukl | Unk2 || Unk3 [| Unka || UnkS f| UnkE || Unk? Jf UnkS || Unkg || Unkio || Unk1t || Linki2
D | Unkd |f Unk2 || Unk3 |f Unk4 {| Unks Jf Unk6 || Unk? [ Unks || Unks || unkte || bnkit || Unki2
E

63 iliustracija. QC gselé.

Run Information (tyrimo vykdymo informacijos) gselé

Run Information aseléje (iliustracija 64) pateikiamas protokolas ir kita tyrimo vykdymo
informacija. Galite jrasyti ar redaguoti pastabas Notes laukelyje arba jrasyti ar redaguoti
tyrimo duomeny ID laukelyje ID.

:J Quantitation ’j Quantitation Data El Melt Curve Q_\ Melt Curve Data DDD Gene Expression lj End Paint ac D Fiun Information

Pratocol 2stepstandardS0meltd. Sinc.prel Motes:
1 2 g g 4 =} E 7
%0 C 90 C 90 C 90 C
200 010 1:00 [
e F
& | ‘ ! 1b:
5650 C 0 | B0 C 550 C
030 % T:00 005 e
@i o =] Created By User - admin
Run Started - 12/18/2007 2.55.47 PM
Sample Yol. Lid Temp : 25,105
CFX Serial Number - EP123
Base Serial Humber : CCOMMOSS
CFX Manager Version - 1.0,953.1218
49 x

ve 850 to 850 Conorement 05 C,
105 +Plate Read

64 iliustracija. Run Information gselés turinio iSdéstymas Data Analysis lange.
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Data file reports (duomeny faily ataskaitos)

Report lange (iliustracija 65) pateikiama informacija apie duomeny failg Data Analysis lange.
Norédami atidaryti ataskaitg, Data Analysis lango jrankiy juostoje pasirinkite Tools > Reports,
arba paspauskite mygtukg Reports.
Report lange yra Sie trys skyriai:

e Meniu ir jrankiy juosta. Pasirinkite ataskaitos formato, saugojimo ir spausdinimo parinktis.

» Parinkéiy sarasas (virSutiniame kairiajame lango kampe). Pasirinkite ataskaitoje rodomas
parinktis.

= Parinkéiy polangis (apatiniame kairiajame lango kampe). Jradykite pasirinktos parinkties
informacija.

* Perzilros polangis (desinéje lango puséje). Ataskaitos perzidra.

Report: 1_FamHexTexCy5 Delete Well.pcrd - @l@
Fle  Templstes  Format

1_FamHexTexCy5 Delete Well.pcrd
12/12/07 02:54 PM

Report Information

Experiment Date: 5/10/07 11:55 AM

User:

Data File Name: 1_FamHexTexCy5 Delete Well perd

Data File Path: C\D« and S gs\All UsersiDy Rad\CFX\W:
Selected Well Group: All Wells

1_Farext exCy5 Delete Wel perd

SubTile Experiment Setup
12712/07 0254 M
Run Information

Run User: Neel

Loge: 1D:

Notes.

Sample Volume: 0

Lid Temperature: 105
Lid Force: (Not Availablo)

Protocol
[ Selectiopo.. |
== 1: 95.0°C for 3.00
2 = 2:95.0°C for 0:10
Update Repedt 3: 55.0°C for 0:30 p

< >

65 iliustracija. Duomeny failo ataskaitos lango pavyzdys.

PATARIMAS. Jei ataskaitg iSsaugosite kaip $ablong, pasirinkta rodoma
informacija ir i8déstymas bus naudojamas kitose ataskaitose. Jei ataskaitg norite
iSsaugoti kaip Sablong, pasirinkite Template > Save ar Save As.

Duomeny analizés ataskaitos klirimas

Jei Data Analysis lange norite sukurti ataskaitg, atlikite Siuos veiksmus:
1. Prie$ ataskaitos kdrimg Data Analysis lange atlikite galutinius Sulinéliy turinio, pasirinkty
Sulinéliy, grafiky ir skaiciuokliy nustatymus.
2. Data Analysis lango jrankiy juostoje paspauskite mygtukg Report. Atsidarys Report langas.

3. Pakeiskite parinktis, kurias norite jtraukti j ataskaitg. Ataskaita yra atidaroma su
numatytomis parinktimis. Pazymékite Zymimuosius laukelius ataskaitos parinkciy sgrase,
jei norite pakeisti kategorijg ar individualias kategorijos parinktis.

PASTABA. Duomeny rodymas ataskaitoje priklauso nuo atlikty pasirinkimy Data Analysis
lango gselése. PavyzdZiui, kiekybiniame tyrime gali neblti standartinés kreivés, todél Sie
duomenys nebus pateikti nei Data Analysis lange, nei duomeny ataskaitoje.
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4. Jei norite atnaujinti keitimus ataskaitos perzilros polangyje, spauskite mygtukg Update

Report.

5. I8saugokite arba atspausdinkite ataskaitg. Paspaude jrankiy juostos mygtuka Print,
ataskaitg atspausdinsite. Jei ataskaitg norite iSsaugoti PDF (Adobe Acrobat Reader file),
MHT (Microsoft document) ar MHTML (Microsoft document) formatu, pasirinkite File >
Save ir pasirinkite iSsaugojimo paskirties vieta. Jei ataskaitg norite iSsaugoti nauju
pavadinimu ar naujoje paskirties vietoje, pasirinkite File > Save As.

6. Galite iSsaugoti ataskaitos su norima informacija Sablong. Jei ataskaitos nustatymus
norite iSsaugoti kaip $ablong, pasirinkite Template > Save ar Save As. Naujos
ataskaitos karimui galésite panaudoti jau sukurtg Sablona.

Duomeny analizés ataskaitos kategorijos

| ataskaitg galima jtraukti 22 lenteléje aprasytas parinktis kiekvienai kategorijai, priklausomai
nuo Data Analysis lange esanciy duomeny tipo.

22 lentelé. Duomeny analizés ataskaitos parinkéiy saraso kategorijos.

Kategorija

Parinktis

Aprasymas

Header

Ataskaitos pavadinimas, paantrasté ir
logotipas.

Report Information

Tyrimo data, naudotojo pavadinimas,
duomeny failo pavadinimas, duomeny
failo paskirties vieta ir pasirinkta Sulinéliy
grupé.

Notes

Duomeny ataskaitos pastabos.

Experiment Setup

Run Information

Tyrimo data, naudotojas, duomeny failo
pavadinimas, duomeny failo paskirties
vieta ir pasirinkta Sulinéliy grupé.

Protocol Protokolo etapai ir parinktys teksto
formatu.
Plate Display Plokstelés vaizdas su kiekvieno Sulinélio

informacija.

Quantitation

Analysis Settings

Duomeny surinkimo etapo numeris,
analizés rezimas ir bazinés linijos
substrakcijos metodas.

Amplification Chart

Tyrimo su kiekybiniais duomenimis
amplifikacijos grafiko kopija.

Standard Curve Chart

Standartinés kreivés grafiko kopija.

Data

Skaiciuoklé su Sulinéliy duomenimis.

Gene Expression

Analysis Settings

Analizés rezimas, grafiky duomenys,
gradacijos parinktis, grafiko klaidos.

Chart

Geny ekspresijos grafiko kopija.

Target Names

Taikiniy pavadinimy grafikas.

Sample Names

Méginiy pavadinimy grafikas.

Data

Skaiciuoklé su Sulinéliy duomenimis.

Melt Curve
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22 lentelé. Duomeny analizés ataskaitos parinkéiy saraso kategorijos (tesinys).

Kategorija

Parinktis

Aprasymas

Analysis Settings

Lydymosi etapo numeris ir slenkstinés
vertés linijos nustatymai.

Melt Curve Chart

Lydymosi kreivés grafiko kopija.

Melt Peak Chart

Lydymosi piko grafiko kopija.

Data

Skaiciuoklé su Sulinéliy duomenimis.

Allelic Discrimination

Analysis Settings

Rodymo rezimas, fluoroforai, ciklai,
slenkstinés vertés ir normalizuoti
duomenys.

Chart

Aleliy diskriminacijos grafiko kopija.

Data

Skaiciuoklé su Sulinéliy duomenimis.

End Point

Analysis Settings

Fluoroforas, galutinio ciklo vidurkis,
rezimas, maziausia RFU verté,
didziausia RFU verté ir ribiné verteé.

Data

Skaiciuoklé su Sulinéliy duomenimis.
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9 Geny ekspresijos analizé

Siame skyriuje pateikiama geny ekspresijos analizés informacija:

Geny ekspresija (psl. 77)

Plokstelés sgranka geny ekspresijos analizei (psl. 78)

Gene Expression (geny ekspresijos) aselé (psl. 78)
Experiment Settings (tyrimo nustatymy) langas (psl. 83)
Geny tyrimas (psl. 84)

Gene Study Data (geny tyrimo duomeny) skaiciuoklé (psl. 87)
Gene Study Report (geny tyrimo ataskaitos) langas (psl. 88)

Geny ekspresija

Naudojant kvalifikuotas kontroles reakcijoms, galite atlikti geny ekspresijos tyrimg, kad
sunormalizuotuméte taikiniy koncentracijos skirtumus méginiuose. Paprastai, geno ekspresijos
lygio normalizavimui, yra naudojamas vienas ar daugiau referentiniy geny. Referentiniy geny
pagalba yra atsiZzvelgiama j kiekvieno méginio skirtumus bei kitas variacijas.

Norédami jvertinti PGR reakcijy skirtumus dviejuose ar daugiau Sulinéliy, atidarykite Gene
Expression gsele. PavyzdZiui, galite vertinti viruso genomy skaiciy ar PGR reakcijos
transfekcijos sekas. Dazniausiai geny ekspresijos tyrimo metu yra atliekamas daugiau nei
vienos reakcijos cDNR koncentracijos palyginimas nekintan€ios bisenos mRNR lygio
nustatymui.

Programiné jranga apskai€iuoja santykinj taikinio ekspresijos lygj Siais budais:

Santykinis taikinio sekos (1 taikinio) ekspresijos lygis siejamas su kitu taikiniu (2
taikinys). PavyzdZiui, vieno geno santykinis kiekis su kito tokiu pat badu apdoroto
méginio geno kiekiu.

Santykinis vieno taikinio sekos ekspresijos lygis viename méginyje lyginamas su
tuo padiu taikiniu kitu badu apdorotame méginyje. PavyzdZiui, vieno geno
santykinis kiekis su tuo paties geno kiekiu esant skirtingoms laiko, geografinéms ar
apdorojimo sglygoms.
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PloksStelés sgranka geny ekspresijos analizei

Geny ekspresijos analizés atlikimui, Sulinéliuose turi bati:

» Vienas ar daugiau taikiniy. Du taikiniai su skirtingais amplifikuotais genais ar
sekomis.

= Vienas ar daugiau referentiniy taikiniy. Normalizuotai ekspresijai bent vienas taikinys
turi bati referentinis. Experiment settings lange (psl. 38) priskirkite visus referentinius
taikinius, kad duomenys galéty bati analizuojami Normalized Expression rezimu
(AAC(t)). Tyrimai be referentinés medziagos turi biti analizuojami Relative Expression
rezimu (A >C(t))

* Bendrieji méginiai. Reakcijose privalo bati klinikiniy méginiy (maziausiai du), kad
duomenis bty galima perzitréti Gene Expression gseléje. Sie méginiy taikiniy sglygos
turi bati skirtingos. Experiment Settings lange priskirkite kontrolés méginj (pasirinktinai)
(psl. 38)

Geny ekspresijos sgrankos reikalavimai priklauso nuo to, ar reakcijos turinys yra vienos
PGR su vienu fluoroforu ar multipleksinés PGR su daugiau nei vienu fluoroforu.

66 iliustracijoje pateikiamas minimalaus Sulinéliy turinio vienos geny ekspresijos tyrimo
pavyzdys.

Unk Unk
Targetl Targetl
Samplel Samplez

Unk Unk
Target2 Target2
Samplel Sample2

66 iliustracija. Vienos geny ekspresijos tyrimo Sulinéliy turinio pavyzdys.

67 iliustracijoje pateikiamas minimalaus Sulinéliy turinio multipleksinés geny ekspresijos
tyrimo pavyzdys.

Unk Unk
Targetl Targetl
Target2 Target2

Samplel | Sample2

67 iliustracija. Multipleksinés geny ekspresijos tyrimo sSulinéliy turinio pavyzdys.

Gene Expression (geny ekspresijos) gselé

78

Data Analysis lango Gene Expression gseléje santykiné taikiniy ekspresija pateikiama dviem
badais:
* Geny ekspresijos grafikas. Tikro laiko PGR duomenys rodomi kaip normalizuota
ekspresija (A A C(t)) ar santykinis kiekis (A C(t)).
» Skaiciuoklé. Rodoma geny ekspresijos duomeny skaiciuoklé.
PATARIMAS. DeSiniuoju klavisu paspaudus bet skai€iuokle ar grafikg, bus rodomos galimos
parinktys. Paspaudus mygtukg View/Edit Plate,
atsidarys Plate Editor langas, kuriame galésite keisti plokstelés Sulinéliy turinj.
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68 iliustracija. Gene Expression aselés turinio iSdéstymas Data Analysis lange.

PATARIMAS. DeSiniuoju klavisu paspaudus grafikg, bus rodomos galimos meniu
parinktys. Siame meniu pasirinkus parinktj Sort, galésite pakeisti taikiniy ir méginiy
pavadinimy eilés tvarkg grafike.

Normalizuota geny ekspresija

Duomeny normalizavimui iSmatuotas vieno ar keliy referentiniy geny (taikiniy) ekspresijos lygis
yra naudojamas kaip normalizavimo faktorius. Referentiniai genai yra biologinéje tiriamojoje
sistemoje nekontroliuojami taikiniai, pvz., aktinas, GAPDH ar histonas H3.

Normalizuotos geny ekspresijos (A A C(t)) analizés sgranka:
1. Atidarykite duomeny failg (.pcrd plétinys).

2. Perziarékite duomenis Data Analysis lango gseléje Quantitation. Koreguokite duomenis,
pvz., slenkstine verte ar analizés rezima.

3. Paspauskite Gene Expression gsele.

4. Experiment Settings lango gseléje Samples pasirinkite kontrole. Priskyrus kontrole,
programiné jranga normalizuoja santykinj kiekj visiems genams pagal kontrolés kiekj,
kuris yra nustatytas ties 1.

5. Experiment Settings lango gseléje Target pasirinkite referentinius genus. Geny
ekspresijos analizei reikalinga viena referentiné medzZiaga méginiuose.

6. Pasirinkite Normalized Expression (A A C(t)) ir Gene Expression gseléje
perzitrékite ekspresijos lygius.
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Santykinis kiekis

Gene Expression gselés grafiko parinkgéiy iSskleidziamajame meniu pasirinkite Relative
Quantity (A C(t)) - prasidés santykinio kiekio analizé (A C(t)). Pagal numatytuosius
nustatymus, santykinio kiekio (A C(t)) duomenys néra normalizuojami. Sis metodas yra
naudojamas kiekybiSkumo jvertinimui be referentiniy geny (taikiniy). Paprastai yra uztikrinama
viena Siy tyrimo salygu:

« Kiekviename méginyje yra tas pats kiekis Sablono, Sulinélyje - galimai ta pati
RNR ar cDNR masé.

= Bet koks biologinio méginio kiekio svyravimas bus normalizuotas po tyrimo
naudojant tam tikrg duomeny analizés metodg. PavyzdZziui, tyréjas gali padalinti
santykinio kiekio verte pagal normalizavimo faktoriy.

Geny ekspresijos duomeny koregavimas

Pasirinkus analizés metodg, Gene Expression gseléje galite perzilréti ir keisti duomenis, keisdami
grafiko desinéje esancias nustatymy parinktis.

GRAFIKO DUOMENYS

Duomeny pateikimo grafike parinktys:

e Lyginant su kontrole. Duomenys grafiko asyje nuo 0 iki 1. Jei tyrime naudojama
kontrolé, Sioje parinktyje galésite greitai jvertinti taikinio duomenis.
* Lyginant su nuliu. Grafike duomeny pradzia lygi nuliui.

X ASIES PARINKTYS

X aSies parinktyje galite pasirinkti geny ekspresijos grafiko duomeny rodymo bidus x asyje:
* Target (taikinys). Pasirinkus $ig parinktj, taikiniy pavadinimai bus rodomi x aSyje.
e Sample (méginys). Pasirinkus Sig parinktj, méginiy pavadinimai bus rodomi x asSyje.

Y ASIES PARINKTYS

Y aSies parinktyje galite pasirinkti geny ekspresijos grafiko duomeny rodymo bidus:
e Linijinis. Rodoma linijiné skalé.
* Log 2. Méginiy vertinimas placiose dinaminése ribose.
* Log 10. Méginiy vertinimas labai pla¢iose dinaminése ribose.

GRADACIJOS PARINKTYS

Norédami aktyvuoti gradacijos parinktis geny ekspresijos grafike, pasirinkite Normalized Gene
Expression (A A C(t)). Pasirinkite vieng Siy gradacijos parink¢iy duomeny apskaic¢iavimui ir
pateikimui:

* Negraduota ekspresija. Pateikiama normalizuota negraduota geny ekspresija.

» Aukscéiausia ekspresija. Normalizuotos geny ekspresijos gradavimas iki auksciausio
tasko kiekvienam taikiniui, atskiriant kiekvieno méginio ekspresijos lygj pagal
auk3giausig visy meginiy ekspresijos lygj. Sioje parinktyje yra naudojama auk$&iausios
gradacijos formulé.
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= Zemiausia ekspresija. Normalizuotos geny ekspresijos perskaiéiayimas kiekvienam
taikiniui, kiekvienam méginiui iSskiriant Zemiausig ekspresijos lygj. Sioje parinktyje yra
naudojama Zemiausios gradacijos formulé.

KLAIDOS TIPAS

Gene Expression grafike pasirinkite klaidos apskaiciavimo tipg (error juostoje):
- Standartiné vidurkio klaida (numatytasis nustatymas, SEMs)
- Standartiné deviacija (Std Dev)

GRAFIKO KLAIDY JUOSTOS DAUGIKLIS
Gene Expression grafike pasirinkite klaidos juostos daugiklj: Pasirinkite sveikajj skaiciy: 1
(numatytasis), 2 ar 3. Daugiklio tipas pasikeis, kai pasirinksite klaidos tipa:

- SEMs (standartiné vidurkio klaida)

« Std Dev (standartiné deviacija)

TAIKINIO STABILUMO VERTE

Si langg atidarykite tuomet, kai yra naudojamas daugiau 1 referentinis genas. Programiné jranga
referentiniams genams apskaiciuos du kokybés parametrus:

- Coefficient of Variation (CV) (variacijos koeficientas). Normalizuoty referentiniy
geny santykinio kiekio variacijos koeficientg. Zema CV verté Zymi aukstg stabiluma.

« M-value (M verté). Referentinio geno ekspresijos stabilumo matavima.

Gene Expression grafiko meniu parinktys (atidaromos desiniuoju

pelés klavisu)

DeSiniuoju pelés klavisu atidaromy meniu parinktys apraSytos 23 lenteléje.

23 lentelé. DeSiniuoju klaviSu atidaromy meniu parinktys.

Parinktis

Funkcija

Copy

Grafiko kopijavimas j iSkarpine.

Copy as Image

Grafiko vaizdo iSsaugojimas vaizdo failo formatu.

Numatytasis vaizdo failo formatas yra PNG. Kiti galimi vaizdo

failo formatai: GIF, JPG, TIF ir BMP.

Page Setup...

Perzitra ir lapo nustatymy pasirinkimas spausdinimui.

Print...

Grafiko vaizdo spausdinimas.

Show Point Values

Kiekvieno grafiko tasko santykinio kiekybiSkumo rodymas
(uzvedus pelés kursoriy ant tasko).

Set Scale to Default

Grafiko vaizdo grgzinimas j pirminj vaizdg po padidinimo.

Chart Options...

Grafiko parinkgiy atidarymas.

Sort

X a8yje rodomy méginiy ir taikiniy eilés tvarkos keitimas.

User Corrected Std Devs

Klaidy apskaiCiavimas naudojant koreguotos standartinés
deviacijos formule.

Use Solid Bar Colors

Grafiko juosty paryskinimas.

x-axis labels

X aSies Zymy rodymas horizontaliai arba kampu.
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Gene Expression (geny ekspresijos) skaic¢iuoklé

24 lenteléje pateikta Gene Expression skaiciuoklés informacija.

24 lentelé. Gene Expression gselés skai¢iuoklés informacijos aprasymas.

Informacija Aprasymas
Target Taikinio pavadinimas (amplifikuotas genas), pasirinktas
Experiment Settings lange.
Sample Méginio pavadinimas, pasirinktas Experiment Settings lange.
Ctrl Kontrolinis méginys, kuomet Sample name yra
pasirinktas kaip kontrolé Experiment Settings lange.
Expression Normalizuota geny ekspresija (AA C(t)) ar santykiné

kiekybiskumo verté (A C(t)), priklausomai nuo pasirinkto
rezimo.

Expression SEM (or SD)

Vidutinés ar standartinés deviacijos standartiné klaida,
priklausomai nuo pasirinktos parinkties.

Corrected Expression SEM
(or SD)

Koreguota ekspresijos vidutinés ar standartinés deviacijos
standartiné klaida, priklausomai nuo pasirinktos parinkties.

Mean (C(t))

Slenkstinés vertés ciklo vidurkis.

C(t) SEM (or SD)

Slenkstinés vertés ciklo vidutinés ar standartinés deviacijos

standartiné klaida, priklausomai nuo pasirinktos parinkties.

Show Details (iSsamios informacijos rodymo) parinktis

Jei pazymésite Zymimajj laukelj Salia Show Details, bus rodoma 25 lenteléje apraSyta informacija.
25 lentelé. Gene Expression (geny ekspresijos) skai€iuoklés informacija su parinktimi Show

Details.

Informacija Aprasymas

Data Set Duomeny failo vieno fluoroforo fluorescencijos duomenys.
Relative Quantity Apskaiciuota santykiné méginiy kiekybiSkumo verte.
Relative Quantity SD Standartiné apskaiciuotos santykinio kiekybiSkumo vertes

deviacija.

Corrected Relative Quantity
SD

Apskaiciuota standartiné koreguotos santykinio
kiekybiSkumo vertés deviacija.

Unscaled Expression

Apskaiciuota negraduota ekspresija.

Unscaled Expression SD

Apskaiciuota standartiné negraduotos ekspresijos deviacija.

Corrected Unscaled
Expression SD

Koreguota standartiné negraduotos ekspresijos deviacija.

Expression

Santykinis ekspresijos lygis.

Wells

Sulinélio numeris plokstelgje.
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Experiment Settings (tyrimo nustatymy) langas

Experiment Settings langa atidarykite paspausdami Gene Expression gselés mygtukg
Experiment Settings. Siame lange galite perzidréti ar keisti taikiniy ir méginiy sgrasa,
pasirinkti referentinius genus, pasirinkti kontrolinius méginius ar pasirinkti méginiy grupe geny
ekspresijos analizei (iliustracija 69).

Experiment Settings
Taigets | Samples
Name: a Full Name Feference SF?::‘:;J:
1 Ackin Actin I [
2 GAPDH GAPDH v Juli

I
3 IL1b IL1b I =
4 Tubulin Tubulin r

New [ Add |

] Show Analysis Settings

Sample Name Grouping Option: | T arget s, Sample w

| 0k || Cancel |

69 iliustracija. Experiment Settings lango gselé Targets.

Naudodami Sias funkcijas, galite koreguoti gseliy sgrasus:
= Laukelyje New jrasykite taikinio ar méginio pavadinimg ir paspauskite Add.
< Taikinj ar méginj i8 sgraso pasalinti galite pazymeéje norimos eilutés laukelj
Select to Remove, po to - mygtukg Remove checked item(s).

= Jei taikinj norite pasirinkti kaip referentinj geny ekspresijos duomeny analizei,
pazymeékite jo eilutés stulpelio Reference laukelj.

= Jei taikinj norite pasirinkti kaip kontrolés méginj geny ekspresijos duomeny analizei,
pazymekite jo eilutés stulpelio Control laukel].

Méginiy grupavimo parinktis

JraSius pavadinimus Sulineliams, naudojant Collection Names funkcija, méginiai gali bati
tiriami viena keturiy konfigiracijy, pateikiamy Sample Name Grouping parinktyje. Sias
parinktis rasite Experiment Settings gselés iSskleidziamajame meniu.

* Target vs. Sample. Geny ekspresijos apskai€iavime bus naudojamas tik
Sulinélio méginio pavadinimas.
* Target vs. Collection. Apskaic¢iavime bus naudojamas tik Sulinélio pavadinimas.

* Target vs. Sample_Collection. Apskaiiavime bus naudojama méginio pavadinimo ir
méginio surinkimo pavadinimo kombinacija.

* Target vs. Collection_Sample. Apskai€iavime bus naudojama méginio surinkimo
pavadinimo ir méginio pavadinimo kombinacija.

Show Analysis Settings (analizés nustatymy rodymo) parinktis
Experiment Settings (tyrimo nustatymy) lange.

Jei norite perziaréti tyrimo parametrus Gene Expression gseléje, pazymékite laukelj Experiment
Settings lango laukelj Show Analysis Settings.

- Paspaude stulpelio Color langel;j, galite pakeisti Gene Expression diagramos
taikiniy spalva.
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= JraSykite taikinio veiksmingumg. Programiné jranga apskaiciuos santykinj taikinio
veiksmingumag, naudojant Auto Efficiency funkcija, jei j taikinio duomenis yra
jtraukta standartiné kreivé. Arba jradykite anksc€iau nustatytg veiksminguma.

70 iliustracijoje veiksmingumas jrasSytas visiems taikiniams (pasirinkus Auto Efficiency parinkt;).

Experiment Settings

Targets Samples |

Mame Al Fill Mame Feferencs  Color | ¥ ShowChat  Auo Effiency | Effciency() | oo 1
1 Ackin Actin
AR GAPDH
ILib ILib

Tubulin Tubulin

=
i

%6.4 r
9.2 I
9.8 r
95.0 m

ra
<

FR
I I
< <

i

[41 il ]

New add |

Show Analysis Setings

Sample Name Grouping Option: | Target vs. Sample b

| 0K H Cancel ‘

70 iliustracija. Experiment Settings lango gselés Targets parinktis Analysis Settings.
Méginio nustatymai Samples gseléje:

- Paspaude stulpelio Color spalvg, galite pakeisti Gene Expression diagramos
méginiy spalva.

- Pazyméjus stulpelio Show Graph laukelj, méginys bus rodomas Gene Expression
diagramoje tokia spalva, kokig pasirinkote Color stulpelyje.

Geny tyrimas

84

Sukurkite geny tyrima ir palyginkite vieno ar keliy tikro laiko PGR tyrimy geny ekspresijos
duomenis, naudojant vidinj kalibratoriy tyrimy duomeny normalizavimui. Geny tyrimg sukurkite
duomenis pridédami i$ vieno ar keliy duomeny faily (.pcrd plétinys). Programiné jranga
duomenis sugrupuos j vieng failg (.mgxd plétinys).

PASTABA. Kiekviename duomeny faile geny ekspresijoje turi biti bendrasis

meéginys. Programiné jranga bendrgjj méginj naudoja tyrimy duomeny

normalizavimui. Experiment Settings lange pasirinkite méginiy pavadinimus (psl.

38).

PASTABA. Maksimalus geny tyrime analizuojamy méginiy skaicius priklauso nuo

kompiuterio RAM ir virtualios atminties dydZio.

Geny tyrimo vidinis kalibravimas

Visi geny tyrimo duomenys yra normalizuojami vidine kalibracija, taip apskai€iuojant
maziausig vidutine A C(t) verte. Jei geny tyrime yra naudojamas daugiau nei vienas
kalibratorius, yra atsizvelgiama j maziausios vidutinés vertés A C(t) kalibratoriy. Sis
kalibratorius yra naudojamas visy C(t) verciy nustatymui.
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Pagrindinio vidinio kalibratoriaus nustatymui, programiné jranga apskaiciuoja A C(t) ver€iy
vidurkj visiems taikinio (geno) kalibratoriams, tuomet pritaiko daugiapakopj algoritma ir nustato
pagrindinj vidinj kalibratoriy visiems duomenims. Pagrindinio vidinio kalibratoriaus nustatymo
algoritmo hierarchija:
1. Pagrindinio kalibratoriaus nustatymas taikiniui su didZiausiu bendry kartotiniy grupiy
skaiciumi, lyginant grupiy poras.

2. Jei taikinys turi tokj pat bendry kartotiniy skaiciy, pagrindinis taikinio kalibratorius
nustatomas pagal maziausias A C(t) vertés ribas pory palyginime. Ribos yra
nustatomos lyginant taikinio kalibratoriaus absoliu€ig minimalios ir maksimalios vertés
skirtuma.

3. Jei taikinio ribos yra identiS8kos A C(t) vertei, pagrindinis kalibratorius yra nustatomas
pagal taikinj su maziausia absoliucia vidutine A C(t) verte.

4. Jei taikinio vidutiné verté yra identiSka A C(t) absoliuciai vertei, pagrindinis kalibratorius
yra nustatomas pagal kartotiniy grupe su maziausia A C(t) verte.

PASTABA. Pirmasis j geny tyrimo langg importuotas failas yra naudojamas kaip
pagrindinis failas duomeny pory lyginimui vidinés kalibracijos metu.

Gene Study (geny tyrimo) langas

Gene Study lango gselés

* Study Setup (tyrimo sarankos) gselé. Geny tyrimo sgrankos atlikimas. Duomeny faily
pridéjimas ar pasalinimas nepakeis originaliy failo duomeny.

= Study Analysis (tyrimo analizés) aselé. Sioje gseléje galite perzidréti sudétiniy
tyrimy geny ekspresijos duomenis.

71 iliustracijoje pavaizduotas Gene Study langas.

& Gene Study - Gene Study Time Course 3 Files.mgxd g@@
Fle Tools

ED sty setn | o] study anasis

C]  FleName Fie Folder Date Crested WelGiopName  Step o
Tl B {T‘.}h&"c&;é}‘l"'jc:mmms and Settings\jlowery\Desitop\J0L GE  8/14/2007 11:36:01 AM  All wells 3 :
2 [ TimeCowse2 C:\Documents and Settingsijlowery|Desktop| 0L GE 8/14/2007 11:36:01 AM Al Wells 3 E
3 [ TimeCouse3 C:\Documents and Settingsijlowery|Desitop|JOL GE 8/14/2007 11:36:01 AM  All Wells 3 :}

Remove Add Data Fibes..

Notes: | LR Gene Study file

71 iliustracija. Gene Study langas.
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Study Setup (tyrimo sgrankos) gselé

Prie§ duomeny importavimg geny tyrimui, Data Analysis lange atlikite Siuos veiksmus:

= Patikrinkite, ar to paties turinio méginiai yra pavadinti tuo paciu pavadinimu. Geny
tyrimo metu, Sulinélius su tuo paciu taikinio ar méginio pavadinimu programiné
jranga atpazjsta kaip Sulinélius su tuo paciu meéginiu.

= Quantitation gseléje nustatykite bazine linijg ir slenkstine verte (C(t)), kad
optimizuotumeéte kiekvieno tyrimo duomenis prie$ juos jtraukiant j geny tyrima.

= Pasirinkite Sulinéliy grupes, kurias norite jtraukti j geny tyrima.
Study Setup gseléje (71 iliustracija) yra rodomas geny tyrimo sgrasas.

* Tyrimo pridéjimas. Paspauskite mygtukg Add Data Files ir narSyklés lange
pasirinkite failg. Tyrimus galite pridéti greitesniu bdu - tiesiog nutempkite failus
(-pcrd ekstencija) | Gene Study langa.

* Tyrimy pasalinimas i$ geny tyrimo. Pasirinkite vieng ar daugiau faily ir
paspauskite Remove.

» Pastaby jraSymas. Notes laukelyje galite jrayti pastabas ir komentarus apie geny
tyrimo failus ir analize.

Study Setup gdseléje yra pateikiami geny tyrimo duomeny failai, kaip aprasyta 26 lenteléje.
26 lentelé. Gene Study lango gselé Study Setup.

Stulpelio pavadinimas Aprasymas

File Name Tyrimo duomeny failo (.pcrd plétinys) pavadinimas.
File Folder Geny tyrimy duomeny faily iSsaugojimo direktorija.
Date Created Tiriamy duomeny gavimo data.

Well Group Name Pasirinktos Sulinéliy grupés pavadinimas.

PATARIMAS. Jei geny tyrime norite analizuoti vieng Sulinéliy
grupe, Sig grupe Data Analysis lange pasirinkite prie$
duomeny failo importavima.

Step Protokolo etapas su plokstelés nuskaitymu tikro laiko PGR
duomeny gavimui.
Grid View Plokstelés vaizdas su kiekvieno tyrimo duomenimis.

Study Analysis (tyrimo analizés) gselé

Study Analysis gseléje yra rodomi visy geny tyrimy duomenys. Atverkite Sig gsele ir pasirinkite
norimas geny ekspresijos grafiko parinktis:
* Mode (rezimas). Pasirinkite Normalized Expression (A A C(t)) ar Relative Quantity (A
C(t)).
* Graph Data (grafiko duomenys). Pasirinkite Relative to normal ar Relative to control.
* Xx-axis options (x aSies parinktys). Pasirinkite grafiko x aSies Zymas, jskaitant méginj ar
taikinj.
* y-axis options (y asSies parinktys). Keiskite grafiko y asSies Zymas, jskaitant linijine parinkfj,
Log 2 ar Log 10.

e Scaling Options (gradacijgs parinktys). Pasirinkite Highest verte, Lowest verte arba
palikite parinktj Unscaled. Si parinktis yra galima tik tuomet, kai méginiuose néra kontrolés.
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* Graph Error (grafiko klaida). Pasirinkite grafiko standartinés deviacijos juosty daugiklj,

jskaitant £1, 2 ar 3.

* Experiment Settings (tyrimo nustatymy) mygtukas. Taikiniy ir méginiy parink¢iy
rodymas Experiment Settings lange.

* Show Details (iSsamios informacijos rodymo) zymimasis laukelis. Paspauskite Show
Details ir prie grafiko pridékite daugiau duomeny stulpeliy.

Pazyméjus méginj Gene Expression grafike, bus pazymétas atitinkamas skaiciuoklés langelis

(iliustracija 72).

(D) Study Setup| gill] Sty A

Gene Expression Mode: £
10° r T Noemalized expeession [ AM v
10° ¥ g Graph Data:
- 10‘ ¥ B
3 HoAxis
10 ¥ 1
e 2 Sample v
R || vau
@' ¥ & 1
] Log 10 v
o DD [] 1 || scaing
= -1
-g 102 [ 3 1 Eirce Type:
é 1w ¥ 1 Standatd Deviation v
10"‘ Y 1 Chart Enror Bar Multipber,
. + |1 2| SdD
10°° ¥ b
OHr 1Hr 2Hr  3Hr 4Hr SHr BHr 7Hr  8Hr
[7 Show Dot 3

Tubuin 4Hr
Tubuin SH1
Tubulin 6Hr

Tk Thls

Taget &  Sample O Cul O Expression

Corrected ~
4] Eﬁﬂsesw O Expression ¢ MeanCit] ¢ CRSD O
SD

21046245 2867067 2867067 155 015348
83265707 14587741 145.87741 962 0.17616
4672.54256 523.10429 523.10423 7.52 0.12430

1474 =070 TR 1NT2UA 7102 1N724 REN N1RAUR

72 iliustracija. Gene Study lango gselé Study Analysis.

Gene Study Data (geny tyrimo duomeny) skaic¢iuoklée

Gene Study lango duomeny skaiciuokléje pateikiama informacija apie kiekvieng geny tyrimo

taikinj ir méginj (iliustracija 72).

27 lenteléje pateikta Gene Study skaiciuoklés informacija.
27 lentelé. Study Analysis gselés skai¢iuoklés informacijos aprasymas.

Informacija Aprasymas

Target Taikinio pavadinimas (amplifikuotas genas), pasirinktas
Experiment Settings lange.

Sample Méginio pavadinimas, pasirinktas Experiment Settings lange.

Ctrl Kontrolinis méginys, kuomet Sample Name yra pasirinktas
kaip kontrolé Experiment Settings lange.

Expression Normalizuota geny ekspresija (AA C(t)) ar santykiné

kiekybiSkumo verté (A C(t)), priklausomai nuo pasirinkto
rezimo.

Expression SEM (or SD)

Vidutinés ar standartinés deviacijos standartiné klaida,
priklausomai nuo pasirinktos parinkties.
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27 lentelé. Study Analysis gselés skai¢iuoklés informacijos aprasymas (tesinys)

Informacija Aprasymas

Corrected Expression SEM Koreguota ekspresijos vidutinés ar standartinés deviacijos
(or SD) standartiné klaida, priklausomai nuo pasirinktos parinkties.
Mean (C(t)) Slenkstinés vertés ciklo vidurkis.

C(t) SEM (or SD) Slenkstinés vertés ciklo vidutinés ar standartinés deviacijos

standartiné klaida, priklausomai nuo pasirinktos parinkties.

Show Details Data (iSsamios informacijos rodymo) parinktis

Pazyméjus Show Details Zymimajj laukelj, bus rodoma papildoma informacija. Skaiciuoklés
informacija bus papildyta stulpeliuose, aprasytuose 28 lenteléje.

28 lentelé. Papildoma informacija, pasirinkus Show Details parinktj.

Informacija Aprasymas

Data Set Duomeny failo vieno fluoroforo fluorescencijos duomenys.

Relative Quantity Apskaiciuota santykiné méginiy kiekybiSkumo verte.

Relative Quantity SD Standartiné apskaiciuotos santykinio kiekybiSkumo vertés
deviacija.

Corrected Relative Quantity |Apskaiciuota standartiné koreguotos santykinio kiekybiskumo

SD vertés deviacija.

Unscaled Expression Apskaiciuota negraduota ekspresija.

Unscaled Expression SD Apskaiciuota standartiné negraduotos ekspresijos deviacija.

Corrected Unscaled Koreguota standartiné negraduotos ekspresijos deviacija.

Expression SD

Expression Santykiné ekspresija.

Wells Sulinélio numeris plokstelgje.

Gene Study Report (geny tyrimo ataskaitos) langas
Gene Study Report lange galite sugeneruoti geny tyrimo duomeny ataskaitg. Norédami sukurti
geny tyrimo ataskaitg, atlikite Siuos veiksmus:
1. Pries kuriant ataskaitg, nustatykite norimus ataskaitos duomenis ir grafikus.

2. Atidarykite Gene Study atskaitos langg pasirinkdami Tools > Reports.

3. Pazymeékite Zymimuosius laukelius ataskaitos parink&iy sgrase, jei norite pasirinkti ar
pasalinti parinktis.

4. Jei norite atnaujinti keitimus ataskaitos perzitros polangyje, spauskite mygtukag
Update Report.

5. I8saugokite arba atspausdinkite ataskaitg. Paspaude jrankiy juostos mygtuka Print,
ataskaitg atspausdinsite. Jei ataskaitg norite iSsaugoti PDF (Adobe Acrobat Reader file),
MHT (Microsoft document) ar MHTML (Microsoft document) formatu, pasirinkite File >
Save ir pasirinkite i§saugojimo paskirties vieta. Jei ataskaitg norite iSsaugoti nauju
pavadinimu ar naujoje paskirties vietoje, pasirinkite File > Save As.
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10 Naudotojo nuostatos

Siame skyriuje pateikiama informacija apie programinés jrangos naudotojy paskyras ir jy nuostatas:
= Prisijungimas arba naudotojo paskyros pasirinkimas (psl. 89)
« Naudotojo paskyros nuostaty langas (psl. 90)
= E. padto praneSimy konfiglravimas (psl. 91)
« Naudotojy paskyry administravimas (psl. 95)

Prisijungimas arba naudotojo paskyros pasirinkimas

CFX Manager™ programinéje jrangoje galima sukurti kelias naudotojy paskyras ir pasirinkti
atitinkamas jy nuostatas. Programinéje jrangoje prisijungusio naudotojo paskyros pavadinimas yra
rodomas pagrindinio programinés jrangos lango virSuje (73 iliustracija).

W Bio-Rad CFX Manager (Grant)
File  Wiew User Tools  Windows
=n | i T B I S o R T
73 iliustracija. Naudotojo paskyros pavadinimas.
CFX Manager programiné jranga pateikia prisijungimo dialogo langg (74 iliustracija). Jjungus
programine jrangg, automatiSkai yra atidaromas prisijungimo dialogo langas (jei User
Administration lange yra nustatytos dvi ar daugiau naudotojy paskyry).

Bio-Rad CFX Manager - Login

UserName : | [EIERT

Password :

74 iliustracija. Prisijungimo dialogo langas.
Jei norite prisijungti programinéje jrangoje ar pakeisti paskyra, atlikite Siuos veiksmus:

1. Atidarykite Login dialogo langg (jei neatidarytas), paspausdami jrankiy juostos mygtukg
Select User arba meniu juostoje pasirinkdami User > Select User.

2. ISskleidziamajame User Name sgrase pasirinkite paskyros pavadinima. Numatytasis
nustatymas yra “Admin” (administratorius).

3. Password laukelyje jrasykite slaptazod;.

4. Paspaudus OK, dialogo langas uzsidarys ir atsidarys programinés jrangos langas.
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5. Jei norite pridéti naujg paskyrg ir slaptazodj, susisiekite su savo programinés jrangos
administratoriumi.

Slaptazodzio keitimas

Jei norite pakeisti slaptazodj, atlikite Siuos veiksmus:
1. Pagrindiniame programinés jrangos lange pasirinkite User > Change Password.
Atsidarys Change Password dialogo langas.
2. Old Password laukelyje jrasykite sengjj slaptazod;.
3. New Password ir Confirm New Password laukeliuose jradykite naujg slaptaZzodj.

4. Norédami patvirtinti keitimg, spauskite OK.

User Preferences (naudotojo paskyros nuostaty) langas

CFX Manager programiné jranga atsimena kiekvieno prisijungusio naudotojo paskyros
nuostatas. Jei norite keisti nuostatas, atidarykite User Preferences langg atlikdami vieng Siy
veiksmuy:
« Paspauskite pagrindinio programinés jrangos lango jrankiy juostos mygtukg User
Preferences.
= Pagrindinio programinés jrangos lango meniu juostoje pasirinkite User > User Preferences.

« Lango gselése (75 iliustracija) perziarékite ar keiskite nuostatas.

User Preferences
D Email | | 7] Files El Protocal |ZJ Flate J [ ata Analysis UDU Gene Exprassion ac

Email Matification Upon Run Completion

To:

ccl

Provide one email address per line.

Attach Data file or Runilog
[] Attach Repart file

Configure Outgaing Email | Outgoing email has not been configured.

Restore Defaults QK | Cancel

75 iliustracija. User Preferences lango aselés.

Email (e. pasto) gselé

Pasirinke gsele Email (75 iliustracija), galésite jradyti elektroninio pasto adresa, kuriuo bus
siun€iama informacija apie tyrimo vykdymo uzbaigima. Programiné jranga taip pat gali siysti
prisegtus duomeny failus ar ataskaity failus, jei Sios funkcijos yra jgalintos (pazymint
Zymimuosius parink¢iy laukelius).
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E. pasto pranesimy konfigiravimas
Paspaudus mygtukg Configure Outgoing Email, atsidarys Options langas (76 iliustracija),
kuriame galésite sukonfiglruoti SMTP serverj ir nusiysti elektroninj testavimo laidkg i$
kompiuterio. JraSykite duomenis:

e SMTP Server Name. SMTP serverio pavadinimas.

e Port. Jusy SMTP serverio prievado numeris (paprastai 25).

e Use SSL. Secure Sockets Layer naudojimas. Kai kurie SMTP serveriai reikalauja Sios
funkcijos naudojimo.

e Use Default “From” Address. Numatytasis nustatymas, kurio galite nekeisti. Kai kurie
SMTP serveriai reikalauja, jog visi i8siysti laiSkai turéty tam tikro domeno, i$ kurio yra
siun¢iami, adresg, pvz., <pavarde>@JusyKompanija.com. Tokiu atveju, Sio laukelio
nezymekite, o e. pasto adresg jrasykite laukelyje “From” Address.

* Authentication Required. Daugelis SMTP serveriy reikalauja autentifikacijos.

Tokiu atveju, pazymeékite §j laukelj ir jraSykite naudotojo paskyros pavadinimg
bei slaptazod;.

* Test email. Elektroninio pasto nustatymy patikrinimui, j laukelj Test Email Address
jrasykite vieng ar daugiau elektroninio pasto adresy. Elektroninio pasto adresus
atskirkite kableliu. Tuomet paspauskite klavisg Test Email.

Options.

Outgoing Email
SMTP Server Mame: | smtp.gmail.com

e.q. smtp.myCompany.com, Contact your | T Administrator to get the SMTR
SEMVET Name.

Por: |25 o]
Llze S5L:
Usze Default "From" Address:

Authentication Required:

Uszer Mame; | <your account name: @gmail.com

Password:

Test Email &ddress:

Test Attachment: [ | | Test Email |
QK | Lancel

76 iliustracija. Elektroninio pasto konfigiiravimo parinktys.

PASTABA. Kai kurie SMTP serveriai neleidZia siysti priedy, kai kurie leidzia siysti
tik tam tikro dydzio priedus. Jei duomeny faily ir ataskaity siuntimui naudosite CFX
Manager programine jranga, patikrinkite serverio galimybe siysti priedus -
pazymékite Test Attachment Zymimajj laukelj ir priedo dydj pakeiskite j 5 ar
daugiau megabity (MB).

Files (faily) gselé

Files gseléje pateikiamos numatytosios faily atidarymo ir iSsaugojimo paskirties vietos.
Paspaude mygtuka “...”, atidarysite narSykle su aplankais.
« Default Folder for File Creation (numatytojo aplanko kirimas failams).
Pasirinkite numatytajj aplanka, kuriame norite iSsaugoti naujus failus. Pasirinkite
kiekvieno failo tipo (protokolo, plokstelés, duomeny ar geny tyrimo) paskirties viets.
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92

* File Selection for Experiment Setup (failo pasirinkimas tyrimo sarankai).
Pasirinkite numatytuosius protokolo ir plokstelés failus, kurie yra rodomi Experiment
Setup lange.

» Data File Prefix (duomeny failo prefiksas). Nustatykite failo ar duomeny faily pavadinimo
teksto pradzia.

Protocol (protokolo) gselé

Jei norite pasirinkti numatytuosius nustatymus naujam protokolui, pakeitimus jraSykite User
Preferences lango Protocol gseléje:

* Protocol Editor (protokolo redagavimo) parinktis. Pasirinkite Protocol Editor lange
rodomus numatytuosius nustatymus. Pasirinkite numatytajj meéginiy tarj Sulinéliuose ir
dangcio temperatira.

* Protocol AutoWriter (automatinio protokolo uzpildymo) parinktis Pasirinkite Protocol
AutoWriter lange rodomus numatytuosius nustatymus.

Plate (plokstelés) aselé

Jei norite pasirinkti numatytuosius nustatymus naujam plokstelés failui, User Preferences
lange pasirinkite gsele Plate:
* Plate Type (plokstelés tipas). Pasirinkite numatytgjj plokstelés tipa.
* Plate Size (plokstelés dydis). Pasirinkite numatytajj plokstelés dyd;.
* Units (vienetai). Pasirinkite Sulinéliy su standartais pradzios $ablono koncentracijos vienetus.
» Scientific Notation (mokslinis zyméjimas). Pazyméjus §j laukelj galésite perzidréti
koncentracijos Zyméjimo vienetus.
* Scan Mode (nuskaitymo rezimas). Pasirinkite numatytajj nuskaitymo rezima.
* Fluorophores (fluoroforai). Pasirinkite fluoroforus, pazymédami Zymimuosius laukelius Salia
numatytyjy fluorofory Plate Editor lange.
= Libraries (bibliotekos). Jraykite tirto taikinio ir méginio pavadinimus. Sie pavadinimai bus
rodomi Experiment Settings lango Targets ir Samples gselése.

User. Preferences
D Email __l Files | [Ar] Protacel |;J Plate J [ata Analyziz | DDH Gene E spression (el
Settings
Plate Type: | BR White L Fluarophares:
Plate Sizs: | 384 wels v L[] FaM [] Rox [] Quass
SYBR [] Texas Red []wc
Urits: | copy number w [ HEX [] CalRed&10 [ Usen
- E-TET: [ Cys [] User2
Scientific Matation [] Cal Gold 540 [[] Quasar 670 ]cys
Sean Mode: | All Channels ~ £ >
Libraries
T arget Mames: Sample Mames:
Actin OHr
GAFDH 1Hr
2Hr
U ge text boxes to enter additional names, one name per line.
| Restare Defaults ] | Ok Cancel

77 iliustracija. User Preferences lango gselé Plate.
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Data Analysis (duomeny analizés) gselé

Pasirinkite User Preferences lango gsele Data Analysis ir pakeiskite numatytuosius
duomeny nustatymus.

User Preferences
l:] Email. 1| Files |3 Protocal E] Flate _] Data Analysiz EI|:||] Gene Expression ac
FCR Quartitatior

Analysis Mode: | Baseline Subtracted Curve Fit ot
Clt) Determination Mode: (&) Regression ) Single Threshold
LogWiew: ) on (5 O
Allelic: Discrimination
Display Mode: (%) Threshold Cycle () RFLI
Yer Mo

End Paint
End Cycles ta Avg PCR: 5 i End Paint Only Run: 12 G

| Restore Defaults | | 0K || Cancel |

78 iliustracija. User Preferences lango gselé Data Analysis.

Pasirinkite kiekybiniy duomeny nustatymus:

= Analysis Mode. Pasirinkite numatytajj analizés rezimo bazinés linijos metoda.
Pasirinkite Baseline Subtracted Curve Fit, No Baseline Subtraction ar Baseline
Subtracted.

* C(t) Determination Mode. Regression ar Single Threshold reZzimo C(t) ver€iy
apskaiciavimui kiekvienai fluorescencijos kreivei pasirinkimas.

e Log View. Pasirinkus parinktj On, bus rodoma pusiau logaritminis amplifikacijos duomeny
grafikas. Pasirinkus Off, bus rodomas linijinis grafikas.

Pasirinkite alelinés diskriminacijos duomeny nustatymus:

* Display Mode. Pasirinkus parinktj RFU, duomenys bus rodomi kaip RFU grafikas,
pasirinkus Threshold Cycle - kaip slenkstiniy verciy cikly grafikas.

= Normalize Data. Si parinktis yra galima tik pasirinkus RFU parinktj. Pasirinkus No,
bus rodomi nenormalizuoti duomenys. Pasirinkus Yes, duomenys bus normalizuoti
pagal kontrolinj méginj.
Pasirinkite galutinio ta8ko duomeny nustatymus: Pasirinkite galutiniy cikly skaiciy galutinio
tasko apskaiciavimui:
* PCR. Jrasykite PGR cikly skai€iy kiekybiSkumo duomeny apskai€iavimui (numatytasis
nustatymas yra 5).

= End Point Only Run. Jradykite galutinio tasko cikly skaiciy galutinio taSko duomeny
apskaiciavimui (numatytasis nustatymas yra 2).

Gene Expression (geny ekspresijos) gselé

Jei norite pasirinkti numatytuosius nustatymus naujam geny ekspresijos duomeny failui,
pasirinkite User Preferences lango gsele Gene Expression:

= Relative to. Pasirinkite kontrole arba nulj. Geny ekspresijos duomeny rodymui nuo 1
(lyginant su kontrole), pasirinkite parinktj Control. Kuomet priskiriate kontrolinj méginj
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Experiment Setup lange, duomenis programiné jranga automatiskai apskaiciuoja pagal
kontrole. Pasirinkus parinktj Relative to zero, programiné jranga ignoruos kontrole. Tai
yra numatytasis nustatymas, kuomet Experiment Settings lange néra priskiriamas
kontrolinis méginys.

* X-Axis. Pasirinkus Sig parinktj, méginys ar taikinys bus rodomas x aSyje.

* Y-Axis. Keiskite grafiko y aSies Zymas, jskaitant linijine parinktj, Log 2 ar Log 10.

» Scaling. Pasirinkite grafiko gradacijos parinktj. Arba pasirinkite negraduotg grafika.
Galite pasirinkti gradavimg iki auk$&iausios arba Zemiausios vertés.

* Method. Pasirinkite numatytajj analizés rezimg, jskaitant normalizuotos
ekspresijos (A A Ct) ar santykinés ekspresijos (A Ct) rezimus.

* Error Bar. Pasirinkite Std Dev. standartinei deviacijai ar Std. Error Mean -
standartinei vidutinés vertés klaidai.

» Std Devs. Pasirinkite standartinés deviacijos daugiklj klaidy juostoms. Numatytasis
nustatymas yra 1. Daugiklio reikSme galite keisti j 2 ar 3.

QC (kokybés kontrolés) gselé

User Preferences lango gseléje QC nurodykite KK taisykles, kurios bus taikomos duomeny
analizés modulio duomenims. Programiné jranga duomenis validuoja pagal jgalintus tyrimus ir
priskirtas vertes (psl. 94).

.Usar Preferences

D Email ;l Files: E Protocol |:J Flate _1 Data Analvsis DDI] Gene Expression ac
Description & Walue $  Us=Rue O
Negative contral with a Ct] less than 38
HTC with a Cft] less than 38
HRT with a C[t) less than kL]
Paositive contral with a C(t) greater than 30
Unknown without a C[t)
Standard without a Ct)
Efficiency greater than 1100
Efficiency less than 90.0
Std Curve R"2 less than 0.980
|F|ep|icale group CIt) Sid Dev gieater than 0.z
| Restore Defaults | Ok, Cancel

79 iliustracija. User Preferences lango aselé QC.

Nurodykite ribines vertes ir jgalinkite KK taisykles:

= Negative control with a C(t) less than XX (neigiama kontrolé su C(t), maZesne nei XX).
Jra8ykite C(t) ribine verte.

 NTC (no template control) with a C(t) less than XX (NTC (be $ablono kontrolés) su C(t),
mazesne nei XX). Jrasykite C(t) ribine verte.

= NRT (no reverse transcriptase control) with a C(t) less than XX (NRT (be atvirkstinés
transkriptazés kontrolés) su C(t), mazesne nei XX). Jrasykite C(t) ribine verte.

= Positive control with a C(t) greater than XX (teigiama kontrolé su C(t), didesne uz XX).
Jra8ykite C(t) ribine verte.

< Unknown without a C(t) (nezinoma be C(t)).
- Standard without a C(t) (standartiné be C(t)).

- Efficiency greater than XX (veiksmingumas didesnis uz XX). JraSykite reakcijos veiksmingumo
ribine verte, apskaiciuojamg standartinei kreivei.
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- Efficiency less than XX (veiksmingumas mazesnis nei XX). |rasSykite reakcijos
veiksmingumo ribine verte, apskai€iuojama standartinei kreivei.

« Std Curve R”2 less than XX (standartiné kreivé R*2 mazesné nei XX). JraSykite standartinés
kreivés ribine R*2 verte.

« Replicate group C(t) Std Dev greater than XX (kartotiniy grupés C(t) standartiné
deviacija didesné uz XX). JraSykite ribine standartinés deviacijos, kuri bus
apskaiciuojama kiekvienai kartotiniy grupei, verte.

Naudotojy paskyry administravimas

Pagrindiniame programinés jrangos lange atidarykite User Administration langa:
= Pasirinkite Users > User Administration.
« Paspauskite meniu juostos mygtukg User Administration.
Jei prisijungéte kaip administratorius, atidarykite User Administration langg ir nustatykite naudotojy
paskyry parinktis bei naudotojy teises:
 Manage Users (naudotojy paskyry tvarkymas). Pridékite arba pasalinkite naudotojy
paskyras, priskirkite naudotojams teises.
 Manage Rights (naudotojy paskyry teisiy tvarkymas). Keiskite naudotojy paskyry teises
(Principal, Operator ar Guest).
PASTABA. Sio lango nustatymus keisti gali tik administratoriaus teises turintis naudotojas. Kiti
naudotojai Sig informacijg gali tik perzidréti.
Naudotojo teises pasirinkite i§ User Administration lango sgraso (iliustracija 80). Siame pavyzdyje
Guest tipo naudotojui yra suteikta teisé iSsaugoti failus.

User Administration E]

Manage Users
User Name Ful Name Role Password Delete
1 admin Administiator v E]
2 Grant Principal v O
| 3 Nom fGuest TG O
| 4 ) v O
1
\
Manage Rights [Managed by Adminestiator only)
Rights Principal  Operator Guest
T T OV D @
2 Satpaseandabotmns O
3 Addreepeatstoann =] O
4 Peform skip cycles |} Fl
5 Perform instrument calibration 0O
6 Appl diferent calbrations to a data file (@]
‘ 7 Rename instruments El
g  Ovenide defaul id force settings (=] O

80 iliustracija. User Administration langas su trimis naudotojais.

Programinés jrangos naudotojy paskyry pridéjimas ir Salinimas

Pridéti ar Salinti paskyras gali tik administratoriaus teises turintis naudotojas. Naujy
programinés jrangos naudotojy paskyry pridéjimas Manage Users polangyije:
1. JraSykite naujg naudotojo vardg (User Name).
2. Nustatykite naudotojo tipg. Kiekvienas naudotojo tipas turi skirtingas teises. Pradinis
nustatymas yra Principal.
3. Galite jrasyti naudotojo vardg ir pavarde (Full Name) ir slaptazodj (Password).
4. Paspaudus OK, bus rodomas dialogo langas su klausimu, ar tikrai norite uzdaryti langa.
5. Paspaudus Yes, dialogo langas bus uzdarytas.
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Jei norite paSalinti programiné jrangos naudotojo paskyra, atlikite Siuos veiksmus:

1.

Manage Users polangio stulpelyje Delete pazymékite Zymimajj laukelj kiekvienai
naudotojo paskyrai, kurig norite pasalinti.

Paspaudus OK, bus rodomas dialogo langas su klausimu, ar tikrai norite uzdaryti langa.

Paspaudus Yes, dialogo langas bus uzdarytas.

PASTABA. Programinés jrango naudotojy sarase visuomet privalo bati viena Administrator
paskyra.

Naudotojy paskyry teisiy priskyrimas

User Administration lange galite nustatyti naudotojy tipus ir jiems priskirti atitinkamas teises.
Yra Sie keturi naudotojy tipai:

Administrator (baitina). Administrator tipo naudotojas turi visas teises. Siy teisiy keisti
negalima. Administrator tipo naudotojas gali pridéti a8 pasalinti naudotojy paskyras bei
keisti kiekvieno naudotojo tipo teises.

Principal. Pagal numatytuosius nustatymus, Principal tipo naudotojas turi visas teises.

Operator. Pagal numatytuosius nustatymus, Operator tipo naudotojas turi visas teises,
iSskyrus cikly praleidimg ir geny tyrimo karima.
Guest. Pagal numatytuosius nustatymus, Guest tipo naudotojas gali tik skaityti failus.

Jei norite priskirti tam tikras teises naudotojams, atlikite Zemiau aprasytus veiksmus. Bet kurio
naudotojo tipo teises keisti gali tik administratoriaus teises turintis naudotojas.

1.

2.
3.

Manage Rights polangyje pazymeékite Zymimajj laukelj $alia naudotojo tipo pavadinimo.
Pasirinkite vieng ar daugiau teisiy i$ sgraso. Jei norite pakeisti visas visy naudotojy tipy
teises j numatytgsias, pasirinkite parinktj Restore Default Rights.

Paspaudus OK, bus rodomas dialogo langas su klausimu, ar tikrai norite uzdaryti langa.

Paspaudus Yes, dialogo langas bus uzdarytas.

Norédami perzidréti esamus naudotojy tipus ir jy teises, pasirinkite Users > User
Administration. Jei norite modifikuoti User Administration lango naudotojy paskyry
nustatymus, teises ir tipus, susisiekite su programinés jrangos administratoriumi. Principal,
Operator ar Guest tipo naudotojai gali perzidréti tik jiems suteiktas teises ir nustatymus.
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11 Saltiniai

Siame skyriuje pateikiama informacija apie CFX96™ sistemos $altinius:

Kalibracijos vediklis (97 psl.)
Instrumento priezidra (psl. 99)
Programos jvykiy Zurnalas (psl. 101)
Trik¢iy paieska ir Salinimas (psl. 101)
Techninés specifikacijos (psl. 104)
Literatliros nuorodos (psl. 105)

Kalibracijos vediklis

CFX96 sistema yra gamykliSkai sukalibruota bendrai naudojamiems fluoroforams (29

lentelé).

29 lentelé. Gamykliskai sukalibruoti fluoroforai ir kanalai
Fluoroforai Kanalas

FAM, SYBRe Green | 1

VIC, HEX, TET, CAL Gold Fluor 540 2

ROX, Texas Red, CAL Fluor Red 610 3

Cy5, Quasar 670 4

Quasar 705 5

CFX96 sistemoje taip pat yra kanalas, skirtas FRET chemijai; Siam kanalui nereikia
specifiniy dazy kalibravimo.

Atidarykite kalibracijos vediklio langa:

1.

Detected Instruments polangyje pasirinkite instruments.

2. Pasirinkite Tool > Calibration Wizard ir kalibruokite naujas dazy ir ploksteliy

kombinacijas (iliustracija 81).
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81 iliustracijoje pateikiamas Dye Calibration lango pavyzdys.

Dye Calibration - Base S/N [CFX96SIM01] - Optical Reaction Module S/N [HEAD0123] @

Calibrated Fluorophares

Fluorophore () Channel {) Plate Type ) CalibratedBy { Date ¢ DeleteorRestore  Enois ) Detai

Calibrate New or Existing Fluorophores

Fluorophore ~ Plate Type Channel : Plate column  Fluor Color Add to Plate
ra g onces b el —
Settings

Notes { ‘

Calibration Status

Ready to calibrate

l Ik Calibrate I\_J I@ View Plate ] @ St

81 iliustracija. Dye Calibration langas.

CFX96 sistemos kalibravimas

CFX96 sistemos kalibravimas Dye Calibration lange:

1.

Calibrate New ar Existing Fluorophores polangio iSskleidZiamajame meniu pasirinkite
fluoroforus, kuriuos norite kalibruoti. Jei sgraSe néra reikiamo fluoroforo pavadinimo,
laukelyje jrasykite naujo fluoroforo pavadinima.

Pasirinkite plokstelés tipg. Jei sgrade néra reikiamo plokstelés tipo, laukelyje jradykite
naujo tipo pavadinimag.

Pasirinkite fluoroforo kanala.

Norédami prideti fluorofora, spauskite Add to Plate. Jei norite paSalinti visus plokStelés
fluoroforus, spauskite Clear Plate.

Jei norite pridéti daugiau fluorofory, pakartokite 1-6 veiksmus.

Po fluorofory pridéjimo, paspauskite View Plate. Atsidarys Dye Plate Display langas.
Sio lango informacija palengvins dazy jkélima.

Paruo3kite 96 Sulinéliy plokstele dazy kalibravimui. ] kiekvieng Sulinélj dozuokite dazy
tirpala, laikydamiesi Pure Dye Plate Display lange pateikto Sablono. Kiekvienam
fluoroforui 4 Sulinélius uzpildykite 50 pl (96 Sulinéliy ploksteléje) 300 nM dazy tirpalo.
Atkreipkite démesj, kad maziausiai pusé plokstelés Sulinéliy lieka tusti.

UZsandarinkite plokstele.

Kalibravimo plokstele jdékite j blokg ir uzdarykite dangtj. Paspauskite Calibrate ir
OK.

10.Kuomet CFX Manager™ programiné jranga uzbaigs kalibracijos vykdyma, ekrane pasirodys

dialogo langas.
Kalibravimo uzbaigimui paspauskite Yes. Atsidarys Dye Calibration Viewer langas.

11.Paspaudus OK, langas uzsidarys.
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Instrumento priezitra

CFX96 sjstemoje yra jautri optiné sistema ir méginiy blokas, kuris turi labai greitai jkaisti ir
atvésti. Siy komponenty uzter§tumas gali interferuoti termociklus ir duomeny atpazinima.

JSPEJIMAS! Niekuomet nevykdykite reakcijos neuzdare danggio, ar jei yra
matomas pratekéjimas. Reagentai gali iSsilieti ant bloko dangos, vidinio dangcio
pavirSiaus ir optinés sistemos galvutés. TerSalai gali slopinti signalg, o
fluorescencijos uzterStumas gali sustiprinti foninj signalg. Optine sistema valyti gali
tik kvalifikuoti Bio-Rad inzinieriai.
Venkite CFX96 sistemos uzterS§imo:
« PrieS dedant j blokg, visuomet nuvalykite bet kokios talpos iSorinj pavirsiy.

= Nevykdykite reakcijos, jei yra pazeistas sandarumas, nes gali jvykti bloko,
dangcio ir optinés sistemos uZterSimas.

= Nevykdykite PGR reakcijos ar tikro laiko PGR reakcijos su lakiais reagentais, kurie
gali sprogti ir uztersti bloka, dangtj ir optine sistema.

= Periodidkai valykite blokg ir vidinj dangCio pavir8iy, kad iSvengtuméte biologiskai
pavojingy medziagy, purvo ar fluorescencijos tirpalo likuc¢iy kaupimosi (psl. 99).

+ Niekada nevalykite ir nelieskite optinés sistemos dalies, esancios uz kaitinimo
plokstelés (82 iliustracija, psl. 100).

= |Sorinj dangcio pavirSiy ir C1000™ termociklerio baze reguliariai valykite
(i8sami informacija pateikta C1000 termociklerio naudotojo vadove).

Optinio reakcijos modulio valymas

Optinis reakcijos blokas ir C1000 termociklerio bazé turi bati valomi reguliariai, nuvalant
medziagy liku€ius ar purva, kurie gali interferuoti tinkamg funkcionavimg. Jei matote nuosédy
ar issipylusiy skysc€iy, nedelsiant juos nuvalykite vandenyje sumirkyta mink&ta Sluoste be
pukeliy. Reguliariai valant instrumenta uZtikrinsite tinkama jo veikima. I8samesné informacija
apie C1000 bazés valymg pateikta C1000 termociklerio naudotojo vadove.

JSPEJIMAS! Nenaudokite valikliy, kurie ésdina aliuminj. C1000 reakcijos modulio
valymui nenaudokite braizanciy medziagy. PavirSiaus jbréZimai ir kiti pazeidimai

gali interferuoti terminés kontrolés tiksluma.

ISPEJIMAS! | C1000 reakcijos modulj nepilkite vandens ar tirpaly. Slapi komponentai
gali sukelti elektros $o0ka, jjungus termociklerio maitinima.

Jei ant CFX96 optinio reakcijos modulio, bloke ar ant vidinio dangcio pavirSiaus matote purvo
ar medziagy likuciy, nedelsiant nuvalykite. Purvas gali interferuoti bloko temperatiiros keitimo
greitj ir tiksliy fluorescencijos duomeny surinkima. Laikykités pateikty reakcijos modulio
valymo gairiy. Laikykités Siy valymo rekomendacijy:

ISPEJIMAS! Norint i§vengti elektros $oko, prie$ valant instrumentg, visada

nuimkite reakcijos modulj nuo termociklerio bazés arba iSjunkite bazés maitinima.
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Niekad nieko nelieskite uz Si
skyluciy.

ISPEJIMAS! Niekada nelieskite ir neleiskite patekti skyséiams j optine sistemos
dalj uz kaitinimo plokstelés (82 iliustracija).

Blokas (96 Sulinéliai)

82 iliustracija. Kaitinimo plokstelés skylutés vidinéje dang€io puséje.

Instrumento pavirsiaus valymas. Drégna $luoste nuvalykite iSsiliejimus ant iSorinio
instrumento pavirSiaus. Jei reikia, naudokite Svelnaus muilo ir vandens tirpale sudrékintg
Sluoste. Norint iSvengti korozijos, paviriy nusausinkite.

Ausinimo sparnuotés valymas. Dulkes valykite minkStu Sepetéliu ar drégna Sluoste.
Giliai esancias dulkes susiurbkite dulkiy siurbliu. Prie sparnuotes prilipusius neSvarumus
nuvalykite vandenyje sudrékinta Sluoste be pukeliy. Venkite pavirSiaus braizymo. Jei
reikia, pilnam nes$varumy pasalinimui galite naudoti $velnaus muilo tirpalg. Svari
ausinimo sparnuoté uztikrina tiksly méginiy kaitinima ir vésinima.

PASTABA. Nenaudokite valikliy, kurie ésdina aliuminj, pvz., baliklio ar abrazyviniy
valikliy.

Aliejaus naudojimas Sulinéliuose néra rekomenduojamas. Jei naudojate aliejy,
Sulinéliai daznai turi bati kruop3$ciai valomi. PaSalinkite aliejy, jei jis pakeicia spalvg ar
jame atsiranda neSvarumy. Aliejaus valymui naudokite 95% etanol]. Venkite aliejaus
kaupimosi bloke.

Bloko sulinéliy valymas. ISsiliejusias medziagas nedelsiant iSvalykite, kad jos
nepridziaty. Naudokite vienkartines plastikines pipetes su vandeniu (rekomenduojama),
95% etanoliu ar skiedikliu, skiestu vandeniu santykiu 1:100. Blokg valykite vandenyje
sudrékinta minksta $luoste be pikeliy ar popieriniu rank$luoséiu. Sulinélius visada kelis
kartus praskalaukite vandeniu, kad paSalintuméte valymo priemoniy liku€ius.

ISPEJIMAS! Niekada nevalykite bloko stipriais $arminiais tirpalais (stipriai
Sarminiu muilu, amoniaku ar koncentruotu balikliu). Niekada nenaudokite
ésdinanéiy ar braizangiy valymo tirpaly. Sios valymo priemonés gali pakenkti
blokui ir temperatiros kontrolés tikslumui.

JSPEJIMAS! Ant bloko pavirsiaus likes baliklis, etanolis ar muilas gali ésdinti
pavirsiy ir ardyti plastikg. Po valymo, Sulinélius visada kelis kartus praskalaukite
vandeniu, kad paSalintuméte valymo priemoniy likuCius.

ISPEJIMAS! Valant valymo tirpalu niekuomet nekaitinkite bloko. Valymo tirpalas
bloko kaitinimo metu gali paZeisti bloka, reakcijos modulj ir termociklerio baze.
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* Vidinio dang¢€io pavirSiaus valymas. NeSvarumus nuo vidinio dangcio pavirSiaus
valykite vandenyje sudrékinta minksta Sluoste be pukeliy. Nenaudokite abrazyviniy
detergenty ar kiety medziagy, kurios gali subraizyti pavirSiy. Vidinio dang¢io pavirSiaus
valymas uztikrina tiksly méginiy kaitinimg ir vésinima.

Programos zurnalas

Prie$ naujo tyrimo vykdyma, instrumentas inicijuoja savipatikros testg. Sio testo rezultatus
programiné jranga jraSo Run Log ir Application Log failuose. Jei vieno ar keliy tyrimy vykdymo
metu iSkilo problemy, atidarykite Run ir Application Log failus ir nustatykite problemos
atsiradimo laika.

Tyrimo vykdymo metu CFX Manager programiné vjranga stebi instrumento bdseng ir
duomenis jra$o faile Application Log (iliustracija 83). Siuose Zurnaluose rasite instrumento ir
programinés jrangos jvykius, padésiancius rasti triktis ir gedimus.

Norédami atidaryti programos Zurnalo failg, pagrindiniame programinés jrangos lange pasirinkite
View > Application Log.

Event Log for BioRadPCRClientHistoryL.og.xml X

File:  BioRadPCRClientHistoryLog xml OpenLog
Find
> Html Report
Date o} Message & Sevety O Log &
10/31/2007 3:50:398M  Started protocol run. run defirdion=METHOD Info CFXSBEMOD
CALCHOTUD 105,30 VOLUME 25:TEMP
10/31/2007 $50:24 AM  CFX96EMO0 Finished synchronization. Info CFX36EMO0D
10/31/2007 3:50:24 &AM CFX36EMO1 Finished synchronization, Info CPXSEEMO1
10/31/2007 $50:22 AM  CFX3BEMO1 Started synchronization. Info CFXIBEMO1
1N/ 72007 Q8N 22 M CEXSREMNN Staded suncheanizalion Infn FEYARE MNN ¥
I€ £ 3 3| Eventlog < >
Event Time: 2007-03-12708:49:48.050-07:00
Seveiity: Info
Tag: Unassigned
|Message: BioRadCFXManager Client Application shutdown. Logged in user was - BioRad\Grant
Trace:

83 iliustracija. Event Log failo pavyzdys.

Trik€iy aptikimas ir Salinimas
DazZniausiai programinés jrangos problemas galima iSspresti perkraunant kompiuterj ir
sistemg. Prie§ perkrovimg, iSsaugokite naudojamus failus.

PASTABA. Patikrinkite, ar pakanka kompiuterio RAM ir kietojo disko talpos.
Maziausias RAM kiekis yra 2 GB, maziausia kietojo disko talpa - 20 GB.

Programinés jrangos jdiegimas rankiniu budu

Jei reikia, programine jrangg galite jdiegti rankiniu badu:
1. |dékite programinés jrangos CD.

2. Desiniuoju pelés klavisu spustelékite CD piktogramg ir pasirinkite Explore. Atsidarys CD
langas.

3. Dukart spustelékite CFX_Manager aplanka, kad jj atidarytuméte ir sukart paspauskite
setup.exe. Atsidarys jdiegimo vediklis.

4. Laikydamiesi vediklio instrukcijy, jdiekite programine jrangg ir paspauskite Finish.
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Tvarkykliy jdiegimas rankiniu budu

Jei reikia, tvarkykles galite jdiegti rankiniu badu:
1. |dékite programinés jrangos CD. Jei CD neturite, kietajame diske susiraskite tvarkykliy
aplankg (C:\Program Files\Bio-Rad\Drivers).
2. Programinés jrangos jdiegimo lange paspauskite mygtukg Drivers (iliustracija 84).
3. Atidarykite aplankg BaseUnit.

4. Jei naudojate Windows XP, sukart spustelékite BioRadC1000Driverinstall.exe.
Atsidarys jdiegimo langas. Jei naudojate Windows Vista, deSiniuoju pelés klaviSu
spustelékite BioRadC1000Driverinstall.exe ir pasirinkite Run as Admin. Atsidarys
jdiegimo langas.

eV C:WProgram Files\Bio-Rad\CFX\Drivers\BaseUnit\BioRadC1000Driverinstall.exe

JDREG utility v9.88. Build Mar 27 2887 12:59:39
WDREG utility v9.80. Build Mar 27 2887 12:59:39

Installing a non—signed driver package

84 iliustracija. Tvarkyklés jdiegimo langas.

Baigus jdiegima, langas uZsidarys.

Nutrikus energijos tiekimui

Elektros energijos tiekimo nutrokimo atveju instrumentas ir kompiuteris i8sijungs. Jei elektros
tiekimas nutriko trumpam laikui, instrumentas tes protokolo vykdymag, o programos Zurnale
atsiras jraSas apie elektros tiekimo dingima. Priklausomai nuo kompiuterio nustatymy ir
elektros tiekimo nebuvimo trukmés, instrumentas ir programiné jranga bandys testi tyrimo
vykdyma, priklausomai nuo protokolo etapo:

- Jei vykdomas plokstelés nuskaitymo etapas, atsiradus elektros tiekimui, protokolas
bus toliau vykdomas.

- Jei vykdomas plokstelés nuskaitymo etapas, instrumentas lauks, kol persikraus
programiné jranga ir tes komunikacijg duomeny surinkimui. Siuo atveju protokolas
bus tesiamas, jei programiné jranga nebuvo iSjungta. Protokolo vykdymas bus
tesiamas, kai vél veiks kompiuteris ir programiné jranga.

Jei norite atidaryti uZzrakintg reakcijos modulio dangtj, kad iSimtuméte méginius, atlikite Siuos
veiksmus:

1. Reakcijos modulj nuimkite nuo C1000 bazés pastumdami Zemyn C1000 bazés
fiksavimo juosta.
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2. Modulj pastatykite ant stalvirSio taip, kad jo krastas iSsikiSty 2 colius nuo stalvirsio
krasto, kaip pavaizduota 85 iliustracijoje.

85 iliustracija. Ant stalvirSio uzdétas optinis modulis.

3. Aliuminio verzZliarakCiu atsukite du didelius varztus, esancius reakcijos modulio
priekinéje dalyje (Zemiau dangCio atidarymo mygtuko). Dviejy mazy varzty
nenuimkite. Modulyje pasigirs fiksavimo juostos atrakinimo garsas. 86 iliustracijoje
pavaizduoti du dideli varztai.

L

86 iliustracija. Norédami atrakinti optinio modulio uzrakta, atsukite Siuos varztus.

4. Atidarykite modulio dangtj. Atkreipkite démesj, kad fiksatorius yra atrakintas. 13
bloko iSimkite méginius.

5. Modulj atidarytu dangdiu vél fiksuokite uzrakto juosta ir jg prisukite dviem dideliais
varztais. 87 iliustracijoje pavaizduotas fiksatorius yra savo vietoje.

87 iliustracija. Optinio modulio fiksatorius.
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Techninés specifikacijos

Matmenys ir svoris

104

Dydis (P x G x A)
Svoris

Elektros specifikacijos

Jtampa
Daznis
Galingumas
Saugikliai

Darbo salygos

Bendrosios salygos
Temperatira

Drégmeé

Aukstis virs jaros lygio
TriukSmo lygis

Tarsos laipsnis
|diegimo klasé

Termocikleris

Bazé
Maksimalus didéjimo greitis
Vidutinis didéjimo greitis

33 x 46 x 36 cm (13 x 18 x 14")
21 kg (47 Ib)

100-240 V
50-60 Hz
850 W

10 A

Naudojimas patalpoje

Aplinkos temperatiira - 15-31°C

Maksimali santykiné dregmeé - 80% (be kondensato)
Iki 2000 metry vir$ jaros lygio

Atitinka 61010-1 specifikacijas

2

2

C1000 bazé
5°C/s
3,3°Cls

Programuojamo gradiento spektras 1-24°C

Operacinis gradiento spektras
Kaitinimo ir vésinimo metodas
Dangtis

Temperatiura
Ribos
Tikslumas
Tolygumas
Optika

Suzadinimas

Aptikimas

Suzadinimo / emisijos bangy
ilgiy ribos

Jautrumas

Dinaminés ribos

0-100°C
Peltier
|kaista iki 105 °C

0-100 °C
+0.2°C uzprogramuotam taikiniui prie 90°C
+0.4°C per 10 s pasiekus 90°C

6 filtruoti LED
6 filtruoti fotodiodai
450-730 nm

Aptinka 1 taikinio sekos kopijg Zmogaus genomo DNR

10 dydziy tvarka



CFX96™ tikro laiko PGR aptikimo sistemos naudotojo vadovas

Programiné jranga

Operacinés sistemos Windows XP, Windows Vista, Windows 7
Multiplex analizé Iki 5 taikiniy Sulinélyje

Sistema

Licencijuota tikro laiko PGR Taip

Méginiy talpa 96

Sulinéliai

Méginio dydis 1-50 pl (rekomenduojamas dydis - 10-25 pl)
Komunikacijos USB 2.0

Literatiiros nuorodos

Breslauer KJ et al. (1986). Predicting DNA duplex stability from the base sequence. Proc
Nat Acad Sci 83, 3746-50.

Livak JL et al. (1995). Towards fully automated genome-wide polymorphism screening.
Nature Genetics 9, 341-342.

Pfaffl MW (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR. Nucleic Acids Research 29(9), 2002-2007.

Vandesompele J, et al. (2002). Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR
data by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biology 3(7), 1-
12.

Minpack pranesimas dél autoriniy teisiy (1999), Cikagos Universitetas. Visos teisés
saugomos.

Platinimas Sia ar kitomis formomis yra leidZiamas tik tuomet, kai yra iSpildytos Sios sglygos:

1.

3.

Saltinio kodas arba bet kokios formos binariné jo i§raigka gali bati platinama tik kartu
su autoriniy teisiy pranesimu, salygy sgrasu ir atsakomybés apribojimo praneSimu.

Bet kokios formos binariné iSraiSka gali bdti platinama tik kartu su autoriniy teisiy
pranesSimu, sglygy sgrasu ir atsakomybeés apribojimo praneSimu dokumente ir (ar)
kitoje pateikiamoje medziagoje.

Galutiniam naudotojui pateiktuose dokumentuose turi biti Sis praneSimas:

Sis produktas yra tiekiamas su Cikagos Universiteto sukurta programine jranga.
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Bio-Rad Laboratories, Inc.

1000 Alfred Nobel Drive
Hercules, CA 94547

Bio-Rad

3, boulevard Raymond Poincaré
92430 Marnes-la-Coquette,
Prancizija

Tel. +33 (0)1 47 95 60 00

Faks. +33 (0)1 47 41 91 33
www.bio-rad.com

Bio-Rad
Laboratories, Inc.

likslug

old {f{)k{]mcn :
o v ’

Ver{g,;; Akvile ¢ ertim:

> 1S | lietuviy k-
DH[H B iCEJCIC\"ing - ' vig kd“-);:

fa

L““ g, 2 \'f J'CH a ].{ Iva
i . /‘i Z I l,. ])E

Life Science
Group

Tinklalapis www.bio-rad.com JAV 800 424 6723 Australija 61 2 9914 2800 Austrija 01 877 89 01 Belgija 09 385 55 11 Brazilija 55 31 3689 6600

Kanada 905 364 3435 Kinija 86 20 8732 2339 Cekijos Respublika 420 241 430 532 Danija 44 52 10 00 Suomija 09 804 22 00 Prancizija 01 47 95 69 65
Vokietija 089 31 884 0 Graikija 30 210 777 4396 Honkongas 852 2789 3300 Vengrija 36 1 459 6100 Indija 91 124 4029300 Izraelis 03 963 6050

Italija 39 02 216091 Japonija 03 6361 7000 Koréja 82 2 3473 4460 Meksika 52 555 488 7670 Nyderlandai 0318 540666 Naujoji Zelandija 0508 805 500
Norvegija 23 38 41 30 Lenkija 48 22 331 99 99 Portugalija 351 21 472 7700 Rusija 7 495 721 14 04 Singapiras 65 6415 3188 Piety Afrika 27 861 246 723
Ispanija 34 91 590 5200 Svedija 08 555 12700 Sveicarija 061 717 95 55 Taivanas 886 2 2578 7189 Jungtiné Karalysté 020 8328 2000

10016715 Red. A US/EG

10-0661 0610 Sig 1109



