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Verwendungszweck

Verwendungszweck

Das CFX96 Dx System und das CFX96 Deep Well Dx System mit der CFX Manager Dx Software sind
zur Durchfiihrung von fluoreszenzbasierter PCR zum Nachweisen und Quantifizieren von
Nukleinsauresequenzen vorgesehen. Die Systeme und die Software sind fiir die In-vitro-Diagnostik
durch ausgebildete Labortechniker vorgesehen. Die Systeme sind fur die Verwendung mit
Nukleinsauretests von Dritten vorgesehen, die zu Diagnostikzwecken hergestellt und fiir diese

gekennzeichnet sind.

Symbollexikon

Wichtig: MaRgebliche Anderungen sind hervorgehoben!
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Rx Only
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Oznaceni CE — nafizeni
(EU)2017/746 o
diagnostickych
zdravotnickych
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Ubersetzungen

Produktdokumente kénnen in weiteren Sprachen auf elektronischen Medien bereitgestellt werden.
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Sicherheit und regulatorische Compliance

Fir den sicheren Betrieb des CFX96™ Dx Systems oder des CFX96 Deep Well Dx Systems mit der
CFX Manager™ Dx Software, im vorliegenden Dokument als das CFX Dx System bezeichnet, empfiehlt
Bio-Rad nachdrticklich, dass Sie die in diesem Abschnitt und in diesem Handbuch aufgefiihrten
Sicherheitsspezifikationen befolgen.

Wichtig: Die CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme sind fiir den Gebrauch als In-vitro-
Diagnostik (IVD) zugelassen.
Sicherheitswarnkennzeichen

Auf den Geraten angebrachte sowie in diesem Handbuch angezeigte Warnzeichen sollen Sie vor
Verletzungs- oder Schadensquellen warnen. Tabelle 1 beschreibt die einzelnen Warnzeichen.

Tabelle 1. Bedeutung der Warnzeichen

Symbol Bedeutung

Warnung vor Risiken von Koérperverletzungen oder Schaden an Geraten.
Das Betreiben des CFX Dx-Systems vor dem Lesen dieses Handbuchs kann eine
Verletzungsgefahr darstellen. Zur sicheren Verwendung diirfen Sie dieses Gerat auf
keine andere Art und Weise als in diesem Handbuch beschrieben verwenden. Nur
qualifiziertes Laborfachpersonal, das in der Anwendung elektrischer Ausriistung
geschult wurde, darf dieses Gerat bedienen. Handhaben Sie alle Komponenten des
Systems immer mit Sorgfalt sowie sauberen, trockenen Handen.

Halten Sie sich bei der Handhabung biogefahrlicher Proben immer an die
empfohlenen Sicherheitsvorkehrungen und -richtlinien sowie an die fir lhr Labor
oder Ihren Standort spezifischen Richtlinien.

f Warnung vor dem Umgang mit biogefahrlichen Materialien

Bedienungsanleitung | 13



Sicherheit und regulatorische Compliance

Tabelle 1. Bedeutung der Warnzeichen, Fortsetzung

Symbol Bedeutung

Warnung vor Verbrennungen

Ein Thermocycler erzeugt ausreichend Hitze, um schwere Verbrennungen zu
verursachen. Tragen Sie daher zu jeder Zeit wahrend des Betriebs eine Schutzbrille
oder anderweitigen Augenschutz. Lassen Sie den Probenblock immer zuerst wieder
auf die Temperatur im Ruhezustand sinken, bevor Sie den Deckel 6ffnen und
Proben entnehmen. Halten Sie immer maximalen Abstand, um versehentliche
Verbrennungen der Haut zu vermeiden.

Warnung vor Explosionsgefahr
Die Probenbldcke kdnnen wahrend des normalen Betriebs heil® genug werden, um
Flussigkeiten zum Kochen und Explodieren zu bringen.

Spezifikationen und Konformitat zur sicheren Anwendung

Tabelle 2 fUhrt die Spezifikationen zur sicheren Anwendung flr Bio-Rads CFX Dx Echtzeit-PCR
Detektionssysteme auf. Mit diesen Geraten muissen die im Lieferumfang enthaltenen abgeschirmten
Kabel verwendet werden, um die Einhaltung der FCC-Grenzen der Klasse A sicherzustellen.

Tabelle 2. Bedingungen zur sicheren Anwendung

Anwendungsaspekt Bedingungen zur sicheren Anwendung

Nenneingangsleistung 100-240 VAC, 50-60 Hz, 850 W max

Uberspannungskategorie Il

Sicherungen 10 A, 250V, 5 x 20 mm, flink (Anzahl 2)
Umgebungsbedingungen Nur in Innenbereichen verwenden
Gebrauchstemperatur 15-31°C

Lagerungstemperatur -20 bis 60 °C

Relative Feuchtigkeit Bis zu 80 % (nicht-kondensierend)

Hohe Gber dem Meeresspiegel Bis zu 2.000 Meter Giber dem Meeresspiegel
Verschmutzungsgrad 2
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Gefahrdungen

Regulatorische Compliance

Das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem wurde auf die Einhaltung aller geltenden Anforderungen
der folgenden Sicherheits- und elektromagnetischen Normen getestet und fiir konform befunden:

®m  |EC61010-1:2010 (3. Fassung), EN61010-1:2010 (3. Fassung). Sicherheitsbestimmungen fir
elektrische Mess-, Steuer-, Regel- und Laborgerate — Teil 1: Allgemeine Anforderungen

m  |[EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Sicherheitsbestimmungen fiir elektrische Mess-,
Steuer-, Regel- und Laborgerate. Teil 2-010: Besondere Anforderungen an Laborgerate fiir das
Erhitzen von Stoffen

m  |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Sicherheitsbestimmungen fiir elektrische Mess-,
Steuer-, Regel- und Laborgerate. Teil 2-081: Besondere Anforderungen an automatische und
semiautomatische Laborgerate fiir Analysen und andere Zwecke (umfasst Anderung 1)

B |EC61010-2-101:2015 (2. Fassung). Sicherheitsbestimmungen fur elektrische Mess-, Steuer-,
Regel- und Laborgerate. Besondere Anforderungen an In-vitro-Diagnostik (IVD)-Medizingerate

B |[EC61326-1:2012 (Klasse A), EN 61326-1:2013 (Klasse A). Elektrische Mess-, Steuer-, Regel-
und Laborgerate. EMV-Anforderungen, Teil 1: Allgemeine Voraussetzungen

B |[EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (Klasse A). Elektrische Mess-, Steuer-, Regel- und
Laborgerate. EMV-Anforderungen. Besondere Anforderungen an In-vitro-Diagnostik (IVD)-
Medizingerate

Wichtig: Dieses Gerat erzeugt, arbeitet mit und emittiert ggf. Hochfrequenzen und kann bei nicht
sachgemafem Installieren und Betrieb geman der mitgelieferten Bediendokumentation
Funkstorungen verursachen. Der Betrieb der Systeme in Wohnbereichen verursacht
moglicherweise Stérungen. In diesem Fall miissen Benutzer die Stérung auf eigene Kosten
beheben.

Gefahrdungen

Der sichere Betrieb des CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystems ist dann gewabhrleistet, wenn
dieses gemaR Herstelleranweisungen betrieben wird. Wenn das CFX Dx Echtzeit-PCR-
Detektionssystem oder eines seiner Zubehdrteile anders als auf die vom Hersteller beschriebene
Weise verwendet wird, kdnnen die gerateeigenen Schutzmechanismen beeintrachtigt werden. Bio-
Rad Laboratories, Inc. haftet nicht fir Verletzungen oder Schaden, die durch andere als die
vorgesehene Verwendung dieses Systems oder durch Veranderungen des Geréats durch andere
Personen als Angestellte oder autorisierte Vertreter von Bio-Rad verursacht werden. Service-Arbeiten
am CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem sind ausschlief3lich von entsprechend qualifiziertem Bio-
Rad-Personal auszufiihren.
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Sicherheit und regulatorische Compliance

Biologische Gefahrdungen

Das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem ist ein Laborprodukt. Beachten Sie bei Vorliegen von
biogefahrlichen Materialien bitte die nachstehenden Richtlinien und halten Sie alle laborspezifischen
und lokalen Vorschriften ein.

Hinweis: Wahrend des normalen Betriebs dieses Gerats werden keine biologischen
Gefahrenstoffe ausgeblasen.

Allgemeine VorsichtsmaRnahmen

Tragen Sie stets einen Laborkittel, Laborhandschuhe und eine Schutzbrille mit Seitenschutz.
Vermeiden Sie die Bertihrung lhres Mundes, |hrer Nase und Augen mit den Handen.

Decken Sie jegliche Schnitt- oder Schirfwunden vor der Arbeit mit infektiosem Material
vollstéandig ab.

Waschen Sie lhre Hande griindlich mit Seife und Wasser nach der Arbeit mit potenziell
infektiosem Material, bevor Sie das Labor verlassen.

Nehmen Sie Armbanduhren und Schmuck vor der Arbeit am Labortisch ab.

Bewahren Sie alle infektiésen oder potenziell infektiésen Materialien in bruch- und lecksicheren
Behaltern auf.

Entfernen Sie vor dem Verlassen des Labors die Schutzkleidung.

Solange Sie Handschuhe tragen, sollten Sie nicht schreiben, das Telefon abnehmen,
Lichtschalter betétigen oder Gegenstande berlhren, die von anderen Personen méglicherweise
ohne Handschuhe berihrt werden.

Wechseln Sie Ihre Handschuhe haufig. Ziehen Sie Ihre Handschuhe sofort aus, wenn sie sichtbar
kontaminiert sind.

Setzen Sie Gegenstande, die nicht ordnungsgemaf dekontaminiert werden kdnnen, keinem
potenziell infektiosen Material aus.

Nachdem Sie eine Arbeit mit biogefahrlichen Materialien durchgefihrt haben, dekontaminieren
Sie den Arbeitsbereich mit einem geeigneten Desinfektionsmittel (z. B. mit 1:10 verdinnter
Haushaltsbleiche).

Spezifische VorsichtsmaBRnahmen IVD

Alle Patientenproben sind potenziell biogeféhrlich und missen in Ubereinstimmung mit den
allgemeinen VorsichtsmaRnahmen gehandhabt werden.
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B Wahrend des normalen Betriebs dieses Gerats werden keine biologischen Gefahrenstoffe
ausgeblasen.

Oberflachendekontamination

ACHTUNG! Schalten Sie das Gerat ab und ziehen Sie das Netzkabel des Gerats aus
der Steckdose, bevor Sie Dekontaminationsverfahren durchfiihren.

Folgende Bereiche kdnnen mit jeglichem Bakterizid-, Viruzid- oder Fungizidmittel in Klinikqualitat
gereinigt werden:

®  AuRerer Deckel und Gehduse
B Innenoberflache des Reaktionsblocks und der Reaktionsblockkavitaten
B Bedienfeld und Display

In Bezug auf die Vorbereitung und Anwendung des Desinfektionsmittels lesen Sie bitte die
mitgelieferten Anweisungen des Produktherstellers. Spiilen Sie den Reaktionsblock und die Kavitaten
des Reaktionsblocks nach Anwendung des Desinfektionsmittels mehrere Male mit Wasser ab.
Trocknen Sie den Reaktionsblock und die Kavitaten des Reaktionsblocks nach dem Abspulen mit
Wasser griindlich.

Wichtig: Verwenden Sie keine scheuernden oder korrosiven Reinigungsmittel oder stark
alkalischen Lésungen. Diese Mittel kénnen die Oberflachen zerkratzen und den Reaktionsblock
beschadigen, so dass die prazise thermische Kontrolle verlorengeht.

Entsorgung biogefahrlicher Materialien

Entsorgen Sie die nachstehenden potenziell kontaminierten Materialien in Ubereinstimmung mit den
laborspezifischen, lokalen, regionalen und landesweiten Vorschriften:

m  Klinische Proben
B Reagenzien

B Gebrauchte Reaktionsgeféle oder andere Verbrauchsmaterialien, die ggf. kontaminiert sind.

Chemische Gefahren

Das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem enthalt keine potenziell gefahrlichen chemischen
Materialien.
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Explosions- oder Brandgefahr

Das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem birgt keine besondere Explosions- oder Brandgefahr,
wenn dieses auf ordnungsgemafie Weise wie von Bio-Rad Laboratories spezifiziert, verwendet wird.

Elektrische Gefahrdungen

Das CFX Dx Echtzeit-PCR Detektionssystem weist keine ungewdhnliche elektrische Gefahr fiir
Bediener auf, wenn es ordnungsgemal und ohne physische Veranderungen installiert und betrieben
wird, und an eine Stromquelle mit einer geeigneten Spezifikation angeschlossen wird.

Transport

Bevor Sie das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem, dessen optisches Reaktionsmodul oder die
Thermocyclerbasis transportieren oder versenden, missen Dekontaminationsverfahren durchgefihrt
werden. Transportieren oder versenden Sie das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem und die
optischen Reaktionsmodule in getrennten Behaltern mit den im Lieferumfang enthaltenen
Verpackungsmaterialien, die das Gerat vor Beschadigung schiitzen. Wenn Sie keine geeigneten
Behalter finden kénnen, wenden Sie sich an lhre Bio-Rad-Niederlassung vor Ort.

Batterie

Der CFX Dx System Thermocycler verwendet eine 3-V-Lithiummetall-Knopfzellen-Batterie und einen
aufladbaren 4,8-V-Nickel-Metallhydrid-Akku, um im Falle eines Stromausfalls die Zeiteinstellungen
und Analysedaten zu erhalten. Wenn die Zeit- und/oder Analysedaten nach Abschalten des Geréats
nicht eingestellt bleiben, kann dies ein Hinweis darauf sein, dass die Batterien schwacher werden.
Wenden Sie sich in einem solchen Fall an den technischen Kundendienst von Bio-Rad.

Versuchen Sie nicht, die Batterien auszutauschen. Kontaktieren Sie bitte den technischen
Kundendienst von Bio-Rad.

Entsorgung

Das CFX Dx Echtzeit-PCR-Detektionssystem enthalt elektrische Materialien. Diese sollten gemaf der
EU-Richtlinie 2012/19/EU uber Elektro- und Elektronikaltgerate (WEEE-Richtlinie) als unsortierter
Abfall entsorgt und abgeholt werden. Kontaktieren Sie vor der Entsorgung bitte Ihren lokalen Bio-Rad-
Vertreter flr landerspezifische Anweisungen.

Gewabhrleistung

Fir das CFX Dx Echtzeit-PCR Detektionssystem und dessen zugehdriges Zubehdr gilt eine
Standardgarantie von Bio-Rad. Wenden Sie sich an lhre Bio-Rad-Niederlassung vor Ort, um
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Einzelheiten bezliglich der Garantie zu erfahren.
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Kapitel 1 Einleitung

Bio-Rads CFX Dx Echtzeit-PCR-Amplifikationssysteme fiir die In-vitro-Diagnostik (1VD) weisen die
neuesten technologischen Fortschritte auf und erméglichen PCR-Quantifizierung mit Standardkurve,
Genexpressionsanalyse, allelische Diskriminierung und Endpunktanalyse.

Die CFX Dx Systeme bestehen aus zwei Hardware-Modulen und Software:

B CFX96™ Dx oder CFX96 Deep Well Dx optisches Reaktionsmodul (ORM)

®  C1000™ Dx Thermocycler

B CFX Manager™ Dx Software

Bei Verwendung mit der CFX Manager Dx Software kénnen Sie

B unmittelbare Ergebnisse mit dem Einrichtungsassistenten erzeugen;

B Kavitateninformationen vor, wahrend oder nach einem Durchlauf eingeben oder bearbeiten;

®  komplexe Daten interpretieren und lhre Genexpressionsuntersuchung mit Werkzeugen wie der
PrimePCR™ Kontrollanalyse und dem Auswahlwerkzeug des Referenzgens auswerten;

B umfassende Berichte lhrer Echtzeit-PCR-Daten vorbereiten.

CFX Dx PCR-Detektionssysteme

Tabelle 3 listet Bio-Rads IVD PCR-Produkte auf, die mit CFX Dx System geliefert werden.

Hinweis: Ein CFX Dx System wird mit der CFX Manager Dx Software, der C1000 Dx
Thermocycler und entweder dem CFX96 Dx oder CFX96 Deep Well Dx optischen
Reaktionsmodul geliefert.

Tabelle 3. CFX IVD PCR-Detektionssysteme

Katalog-Nr. Beschreibung

1845097-1VD CFX96 Dx ORM*

1844095-1VD CFX96 Deep Well Dx ORM
1841000-1VD C1000 Dx Thermocycler
12007917 CFX Manager Dx Software v3.1

* Optisches Reaktionsmodul
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Weitere Informationen

Dieses Dokument erklart, wie Sie die Echtzeit-PCR-Detektionssysteme CFX96 Dx und CFX96 Deep
Well Dx mit CE-IVD-Kennzeichnung sicher einrichten und bedienen. Diese Systeme werden in
diesem Dokument als das CFX Dx System bezeichnet. Dartiber hinaus wird in diesem Dokument
erklart, wie die CFX Manager™ Dx Software mit dem CFX Dx System verwendet wird.

Tipp: Klicken Sie auf das Bio-Rad Logo in der oberen rechten Ecke von jedem CFX Manager™
Dx Software-Fenster, um die Website von Bio-Rad zu starten. Auf dieser Seite finden Sie
technische Hinweise, Handblicher, Produktinformationen und technische Unterstiitzung. Diese
Website bietet auerdem technische Ressourcen fir eine breite Vielfalt an Methoden und
Anwendungen in Bezug auf PCR, Echtzeit-PCR und Genexpression.

22 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Kapitel 2 Einrichten des C1000 Dx
Thermocyclers

In diesem Kapitel wird erklart, wie Sie den CFX Dx System C1000 Dx Thermocycler an lhrem Standort
einrichten.

Tipp: Bevor Sie den Thermocycler einrichten, machen Sie sich mit dem Thermocycler und
dessen optischem Reaktionsmodul, Anschlissen und Zubehér vertraut.

Standortbedingungen

Die Tabellen in diesem Abschnitt fiihren die Raum-, Umgebungs- und Stromversorgungsbedingungen
auf, die fur die erfolgreiche Installation und Anwendung des CFX Dx System Thermocyclers
erforderlich sind.

Hinweis: Stellen Sie Ihnren CFX Dx System Thermocycler auf eine ebene, trockene Oberflache
mit ausreichend kihler Luftzufuhr, damit dieser ordnungsgeman funktionieren kann.

Laborplatzanforderungen

Tabelle 4. Laborplatzanforderungen fiir den CFX Dx System Thermocylcer

Meniielement Spezifikation
Eingangsleistung bis zu maximal 850 W
Frequenz 50-60 Hz, einphasig
USB-Anschlisse 5A,1B
Abmessungen B:13in; 33 cm

T:18in;46 cm

H: 14 in; 36 cm
Gewicht: 47 Ib; 21 kg
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Umgebungsbedingungen

Tabelle 5. Umgebungsbedingungen fiir den CFX Dx System Thermocycler

Parameter Bereich Luftfeuchtigkeit

Betriebsbedingungen 15-31°C 0-80 % RH, nicht
59-87,8 °F kondensierend

Lagerbedingungen 15-31°C 0-80 % RH, nicht
59-87,8 °F kondensierend

Stromversorgungsbedingungen

Die Stromversorgung fur den CFX Dx System Thermocycler muss stabil sein und innerhalb der
Spezifikationen liegen, um einen ordnungsgemaRen Betrieb zu gewahrleisten. Das an den
Stromanschluss angeschlossene Stromkabel muss fuir 7 Amper oder mehr eingestuft worden sein.

Tabelle 6. CFX Dx System Stromanforderungen

Meniielement Spezifikation
Netzeingangsspannung 100-240 VAC; 50-60 Hz, einphasig
Maximale Leistung < 850 Watt

Anzahl an Netzsteckdosen Mindestens 2 Steckdosen

B 1 Steckdose fir den Thermocycler

B 1 Steckdose flr den Computer mit der CFX Manager Dx
Software
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Systemubersicht

Systemiubersicht

Die Abbildungen in diesem Abschnitt zeigen die Hauptkomponenten der C1000 Dx
Thermocyclerbasis.

Frontansicht

LEGENDE

1. Optisches Reaktionsmodul — enthalt ein optisches System fiir die Erfassung von
Fluoreszenzdaten sowie einen Thermocycler-Block. Die CFX Dx Echtzeit-PCR-
Detektionssysteme unterstiitzen entweder ein CFX96™ Dx- oder CFX96 Deep Well Dx-
Modul.

2. Status-LED — zeigt an, wenn der Block in Betrieb ist.

3. Deckelknopf — 6ffnet oder schlief3t die den Deckel des optischen Reaktionsmoduls und
versiegelt die Reaktionskammer.

4. C1000™ Dx Thermocycler-Basis — sorgt fiir die Stromversorgung und Kommunikation

und enthalt die CFX96 Dx und CFX96 Deep Well optischen Reaktionsmodule.

Bedienungsanleitung | 25
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5. Front-Display und Schaltflachen — ermdglicht die Steuerung des Systems im Stand-
Alone-Modus.
Wichtig: Um die Integritat der IVD-Genuntersuchungsdaten sicherzustellen,
unterstltzt die CFX Manager Dx Software keine Daten, die vom Thermocyclerim
unabhangigen (Stand-Alone-) Modus erzeugt werden.

6. Beheizter Innendeckel — erhalt die Deckeltemperatur, um eine Kondensation und
Verdampfung zu verhindern.

7. Proben-/Reaktionsblock — enthalt die Reaktionsgefafie mit den Réhrchen und
Mikrotiterplatten.

Riickansicht
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LEGENDE
1. Ethernet-Port — verbindet den C1000 Dx Thermocycler mit Inrem Netzwerk.
2. USB-Anschliisse Typ B —zum Verbinden des C1000 Dx Thermocyclers mit einer auf dem

Computer ausgefihrten CFX Manager Dx Software.
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USB-Anschliisse Typ A —zum Ubertragen von Daten von und auf ein USB-
Speichermedium.

Wichtig: Um die Integritat der IVD-Genuntersuchungsdaten sicherzustellen,
unterstutzt die CFX Manager Dx Software keine Daten, die vom Thermocycler im
unabhangigen (Stand-Alone-) Modus erzeugt werden.

Serieller Test-Port — nur fiir Wartungstests.

Luftungsoffnungen — zur Kiihlung des Thermocyclers.

Wichtig: Die Liftungséffnungen nicht blockieren. Fiir einen optimalen Betrieb sollte
sichergestellt sein, dass die Luft hinter der Basis des Thermocyclers zirkulieren kann.

Stromeingang — AC-Netzspannung; im Lieferumfang enthaltenes Netzkabel verwenden.

Netzschalter — Kippschalter, zum Ein- und Ausschalten des Thermocyclers.

Sicherungen - siehe Spezifikationen und Konformitat zur sicheren Anwendung auf Seite
14 fir Spezifikationen der Sicherungen.
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Optische Reaktionsmodule
Der C1000 Dx Thermocycler ist mit den folgenden Bio-Rad optischen Reaktionsmodulen flr Echtzeit-
PCR kompatibel.
B CFX96 Dx optisches Reaktionsmodul
B CFX96 Deep Well Dx optisches Reaktionsmodul

Das gewahlte CFX Dx optische Reaktionsmodul und der Thermocycler werden in separaten
Verpackungen geliefert. Die CFX Manager Dx Software wird mit dem optischen Reaktionsmodul
geliefert.

Wichtig: Das optische Reaktionsmodul wird mit der Thermocyclerbasis kalibriert, die mit diesem
geliefert wird. Verwenden Sie das optische Reaktionsmodul aus diesem Grund nicht mit einer
anderen Thermocyclerbasis oder die Thermocyclerbasis mit einem anderen optischen
Reaktionsmodul.

Beide optischen Reaktionsmodule beinhalten einen vollstdndig anpassbaren beheizten Deckel, der
Durchlaufe verlasslich mit einem breiten Spektrum an Reaktionsgefalen ausfiihren kann. Jedes
optische Reaktionsmodul verfiigt Gber Liiftungen fiir schnelles Heizen und Abkuhlen.

Jedes CFX Dx optische Reaktionsmodul besteht aus den folgenden Komponenten:

B Beheizter Innendeckel — erhélt die Deckeltemperatur, um eine Kondensation und Verdampfung
zu verhindern.

B Proben-/Reaktionsblock — enthalt die Reaktionsgefalte mit den Réhrchen und Mikrotiterplatten.
B Deckeltaste — 6ffnet und schlie3t den Deckel und versiegelt die Reaktion.

B Status-LED — wenn diese leuchtet, bedeutet das, dass der Block in Betrieb ist.

Empfohlene Probenvolumina

Bei Verwendung des C1000 Dx Thermocyclers wird das maximale Probenvolumen durch den Typ des
verwendeten Reaktionsmoduls bestimmt. Tabelle 7 fiihrt die empfohlenen Volumina zur Verwendung
mit jedem Reaktionsmodul auf.

Tabelle 7. GroRen- und Volumenbegrenzungen fiir Reaktionsmodule

Anzahl an Empfohlenes Probenvolumen, pl
Kavitaten Anzahl an Blocken (Obere Grenze)

96 Kavitaten 1 10-50

96-Deep-Well 1 10-125
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Installation des C1000 Dx Thermocyclers

Die C1000 Dx Thermocyclerbasis wird in einer separaten Verpackung von dem optischen
Reaktionsmodul getrennt versendet. Die Verpackung umfasst folgende Teile:

®  C1000 Dx Thermocyclerbasis

B Netzkabel

m 1 USB-Kabel

Zum Installieren des C1000 Dx Thermocyclers:

1. Packen Sie die C1000 Dx Thermocyclerbasis aus und richten Sie sie ein.
2. SchlieRen Sie das Reaktionsmodul an die Basis an.

3. Entfernen Sie die Transportsicherungsschraube.

In diesem Abschnitt werden diese Aufgaben ausfihrlich erklart.

Auspacken und Aufstellen der C1000 Dx Thermoycler-Basis

Wichtig: Bitte lesen Sie vor der Bedienung des Thermocyclers die Hinweise unter Sicherheit und
regulatorische Compliance auf Seite 13 sowie die Sicherheitswarnkennzeichen auf Seite 13.

Tipp: Stellen Sie wahrend des Aufstellens sicher, dass Sie liber ausreichend Platz in Nahe des
Thermocyclers fur einen Computer verfugen, auf dem Sie die CFX Manager Dx Software
ausfiihren kénnen.

So packen Sie die Thermocycler-Basis aus und stellen sie auf
1. Suchen Sie das Paket mit der Thermocycler-Basis.
2. Entnehmen Sie die Basis aus dem Verpackungsmaterial.

Tipp: Bewahren Sie das Verpackungsmaterial furr eine zukiinftige Verwendung auf. Wenn
ein Teil fehlt oder beschadigt ist, informieren Sie bitte lhre lokale Bio-Rad-Niederlassung.

3. Stellen Sie die Thermocycler-Basis auf einer ebenen, trockenen Oberflache mit ausreichend
kihler Luftzufuhr auf, damit sie ordnungsgema funktionieren kann.

4. Suchen Sie das Stromkabel in der Versandverpackung und stecken Sie das eine Ende in den
Netzanschluss an der Riickseite des Thermocyclers ein.

Wichtig: Versorgen Sie das Gerat zu diesem Zeitpunkt noch nicht mit Strom.

5. Schlielten Sie das IVD-Reaktionsmodul an die Basis an. Gehen Sie zu AnschlieRen des
optischen Reaktionsmoduls auf Seite 30.
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AnschlieBen des optischen Reaktionsmoduls

Bio-Rad versendet das CFX96 Dx oder CFX96 Deep Well optische Reaktionsmodul mit seiner C1000
Dx Thermocycler-Basis (aber in einer separaten Box). Packen Sie das optische Reaktionsmodul
vorsichtig aus und Uberprifen Sie, dass sich die Strom- und USB-Kabel in der Versandverpackung
befinden.

Wichtig: Jedes optisches Reaktionsmodul wurde mit der Thermocycler-Basis kalibriert, mit der
es versendet wird. Verwenden Sie dieses optische Reaktionsmodul niemals mit einer anderen
Thermocycler-Basis.

Stellen Sie sicher, dass die C1000 Dx Thermocycler-Basis auf einer ebenen, trockenen Oberflache
mit ausreichend kihler Luftzufuhr steht, um ordnungsgemaf funktionieren zu kénnen.

AnschlieBen des Reaktionsmoduls an die Thermocycler-Basis

1. Stellen Sie den C1000 Dx Thermocycler an einen geeigneten Ort mit nach unten gedriicktem
Verschlussriegel.

2. Zum Anheben des Reaktionsmoduls verwenden Sie bitte die Griffeinkerbungen tber den
seitlichen Beluftungséffnungen und setzen Sie das Modul in den C1000 Dx-
Reaktionsmodulschacht ein. Lassen Sie dabei etwa 2 cm Platz nach vorne. Das optische
Reaktionsmodul sollte das Bio-Rad-Logo vor dem Schacht verdecken, wenn es im Schacht sitzt.
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3. Ziehen Sie den Verschlussriegel so nach oben, dass er mit den Seiten des Modulschachts biindig
abschlief3t. Dieser Mechanismus bewegt das Modul nach vorne, sodass es einrastet.

4. Uberpriifen Sie, ob das Modul komplett und gleichmaBig in der C1000 Dx Thermocycler-Basis
sitzt. Es sollte kein zusatzlicher Abstand zwischen dem Modul und der Basis bestehen.

5. Stecken Sie das Stromkabel in die Ruckseite der C1000 Dx Thermocycler-Basis und in eine
geeignete Netzsteckdose ein und driicken Sie dann auf den Stromschalter an der Riickwand des
C1000 Dx Thermocyclers, um das System zu starten.

Entfernung der Transportsicherungsschraube

Wichtig: Bio-Rads optische Reaktionsmodule werden mit einer roten
Transportsicherungsschraube geliefert, die am inneren Deckel angebracht ist, um das optische
Reaktionsmodul wahrend des Transports zu stabilisieren. Sie missen die
Transportsicherungsschraube entfernen, bevor Sie das optische Reaktionsmodul bedienen
kénnen.

So entfernen Sie die Transportsicherungsschraube

1. Der C1000 Dx Thermocycler erkennt, dass die Transportsicherungsschraube im optischen
Reaktionsmodul angebracht ist, und zeigt eine Meldung mit einer Anleitung zur Entfernung der
Schraube an.
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ipping Screw Status
Shipping Screw is inserted.
1. Open Optical Module lid -- press manual button below the Bio-Rad logo.
2, Remowve RED Shipping Screw Frorn hole adjacent to left side of well B1

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

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

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

. Remove ” . II '

2. Bitte befolgen Sie die Anweisungen, um die Schraube zu entfernen. Folgende Grafik zeigt an, wo
sich die Transportsicherungsschraube befindet.

Hinweis: Sie missen die Transportsicherungsschraube wieder einsetzen, falls Sie das
Reaktionsmodul aus irgendeinem Grund zuriickgeben missen. Bewahren Sie die Schraube
an einem sicheren und zuganglichen Ort auf.

Einsetzen der Probenplatten

Fur eine einheitliche Heizung und Kiihlung der Proben missen sich die Platten in vollstandigem
Kontakt mit dem Reaktionsblock befinden. Fiihren Sie folgende Schritte aus, um einen adaquaten
Kontakt zu gewahrleisten:

®m  Uberpriifen Sie, dass der Block gereinigt ist, bevor Sie die Proben einsetzen.

B Dricken Sie die einzelnen Réhrchen, Gefalistreifen oder Mikrotiterplatten in die Blockkavitaten.
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B Wenn Sie eines oder mehrere Réhrchen verwenden, nutzen Sie den Réhrchenrahmen
(Katalognr. 1849000 oder 1849001) oder setzen Sie mindestens ein leeres Rdhrchen in jede

Ecke des Blocks ein, um sicherzustellen, dass der Deckel gleichmaRigen Druck auf die einzelnen
Roéhrchen austbt.
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Laden von Platten in das optische Reaktionsmodul

Wichtig: Beim Ausfiihren des CFX Dx System gleichen Sie die Gefal3streifen aus oder fiigen Sie
Rohrchendeckel zu den Eck-Kavitaten hinzu, um sicherzustellen, dass der beheizte Deckel

gleichmaRigen Druck im gesamten Block anwendet.

Laden von Platten in das Reaktionsmodul

1.

Zum Offnen des motorisierten Deckels fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

®  Klicken Sie im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) in der CFX Manager Dx
Software auf ,Open Lid“ (Deckel 6ffnen).

B Klicken Sie in der Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) in der Software auf ,Open
Lid“ (Deckel 6ffnen).

B Dricken Sie die Deckeltaste an der Vorderseite des Gerats.

Positionieren Sie die Mikrotiterplatte, einzelne Réhrchen oder Gefal3streifen mit versiegelten
Deckeln in dem Block.

Wichtig: Stellen Sie sicher, dass die Réhrchen vollstandig versiegelt sind, um
Undichtigkeiten zu vermeiden.

Tipp: Laden Sie fiir optimale Ergebnisse Probenvolumen von 10-25 pl fiir das CFX Dx
System.

Stellen Sie fiir eine genaue Datenanalyse sicher, dass die Ausrichtung der Reaktionen im Block
exakt die gleiche ist wie die Ausrichtung der Kavitateninhalte in der Registerkarte ,Plate“ (Platte)
in der CFX Manager Dx Software.

Tipp: Sie kdnnen die Inhalte der Kavitaten unter Anwendung der CFX Manager Dx Software
vor, wahrend oder nach dem Durchlauf bearbeiten.

Zum SchlieBen des motorisierten Deckels flhren Sie einen der folgenden Schritte aus:
B Dricken Sie die Deckeltaste am Gerat.

m  Klicken Sie im Fenster ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate) in der Software auf ,,Close
Lid“ (Deckel schlieRen).

m  Klicken Sie in der Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) in der Software auf ,Close
Lid“ (Deckel schlie3en).

Wichtig: Stellen Sie sicher, dass der Deckel beim SchlieRen nicht blockiert wird. Auch wenn
es einen Sicherheitsmechanismus gibt, der dafiir sorgt, dass der Deckel nicht schlief3t, wenn
ein Widerstand wahrgenommen wird, sollten Sie darauf achten, dass der Weg des Deckels
frei von Hindernissen ist, bevor dieser geschlossen wird.
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PCR-Kunststoff- und Reagenzien-Verbrauchsartikel

Finden und bestellen Sie empfohlene Kunststoff-Verbrauchsmaterialien fir das CFX Dx-System auf
der Bio-Rad Website. Sie kdnnen auf diese Seite Uber das Menlielement ,Help > PCR Plastic
Consumables Web Site” (Hilfe > Website PCR Kunststoff-Verbrauchsmaterialien) in der CFX
Manager Dx Software zugreifen. Nutzen Sie auflerdem den Kunststoffwahler und den
Reagenzienwahler, der Ihnen dabei hilft, Kunststoff-Verbrauchsmaterialien und -Reagenzien fir lhre
spezifischen Hardware- und PCR-Bedurfnisse zu finden und zu bestellen.

Erkennen angeschlossener Gerate

Wahrend der Installation installiert das CFX Manager™ Dx Software-Installationsprogramm
automatisch die Geratetreiber auf dem Computer, indem die CFX Manager™ Dx Software ausgefuhrt
wird. Die CFX Manager Dx erkennt verbundene Gerate, wenn Sie die Software starten.

Wichtig: Sie miissen den C1000 Dx Thermocycler von dem CFX Manager Dx-Computer
trennen, bevor Sie die Software installieren. Wahrend der Softwareinstallation miissen Sie den
Thermocycler ausschalten.

So erkennen Sie verbundene Geriate

1. Falls Sie dies noch nicht getan haben, stecken Sie das rechteckige Ende (Stecker) des
mitgelieferten USB-Kabels (Typ B) in den USB-Anschluss (Typ B) an der Rickseite der Basis.

2. Stecken Sie das andere Ende (Port) in einen USB-Anschluss an dem CFX Manager Dx-
Computer.

3. Falls der Thermocycler nicht bereits in Betrieb ist, driicken Sie den Netzschalter an der Riickseite
des Gerats, um ihn einzuschalten.

4. Starten Sie die CFX Manager™ Dx Software.

Die Software erkennt automatisch das verbundene Gerat und zeigt dessen Namen im Fenster
,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) auf der Startseite an.

Hinweis: Sollte das Gerat nicht im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) angezeigt
werden, Uberpriifen Sie, ob das UBS-Kabel richtig angeschlossen ist. Um die Treiber erneut zu
installieren, wahlen Sie auf der Startseite in der CFX Manager™ Dx Software ,Tools" > ,Reinstall
Instrument Drivers* (Werkzeuge > Geratetreiber erneut installieren).
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Abtrennen des Reaktionsmoduls

Wichtig: Schalten Sie vor dem Abtrennen eines Reaktionsmoduls den C1000 Dx Thermocycler
aus (siehe Abschalten des C1000 Dx Thermocyclers auf Seite 37). Die Kihlrippen im
Reaktionsmodul kénnen unmittelbar nach der Ausflihrung eines Protokolls oder einer Inkubation
noch heif} sein. Stellen Sie sicher, dass die Rippen abgekihlt sind, bevor Sie das
Reaktionsmodul abtrennen.

Trennen des optischen Reaktionsmoduls von der Thermocyclerbasis

1. Drucken Sie den Riegel auf der Ruckseite der Thermocyclerbasis nach unten, um das optische
Reaktionsmodul zu entriegeln und freizugeben.

//.- 5 G)l.,. .;. —

/
\\’m‘yn = =® =l
~ n /

2. Heben Sie das optische Reaktionsmodul vorsichtig und mithilfe der Griffeinkerbungen auf jeder
Seite aus dem Schacht.

3. Stellen Sie das optische Reaktionsmodul auf eine saubere, ebene Flache, wo es nicht
angestoRen, zerkratzt oder umgeworfen werden kann.
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Abschalten des C1000 Dx Thermocyclers

So schalten Sie den Thermocycler ab

1.

Driicken Sie nach einem Durchlauf die Taste zum Offnen des Deckels an der Vorderseite des
CFX optischen Reaktionsmoduls, um auf die im Block geladenen Proben zuzugreifen.

Nehmen Sie die Proben aus dem Block heraus und driicken Sie die Taste zum Schliel3en des
Deckels.

Dricken Sie den Netzschalter an der Riickseite des C1000 Dx Thermocyclers, um das System
abzuschalten.
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Kapitel 3 Installieren der CFX Manager Dx
Software

In diesem Kapitel wird die Installation der CFX Manager™ Dx Software erklart.

Fir die Analyse der Echtzeit-PCR-Daten aus den CFX96™ Dx- und CFX96 Deep Well Dx-Systemen
ist die CFX Manager™ Dx Software erforderlich. Sie kdnnen diese Software auch zur Kontrolle dieser
Systeme im softwaregesteuerten Modus verwenden.

Far Informationen zur Installation des CFX Dx System Thermocyclers und des optischen
Reaktionsmoduls siehe Einrichten des C1000 Dx Thermocyclers auf Seite 23.
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Systemanforderungen

In Tabelle 8 werden die empfohlenen und die Mindestsystemanforderungen fir den Computer
aufgefuhrt, auf dem die CFX Manager™ Dx Software ausgefiihrt wird (bezeichnet als der CFX

Manager Dx-Computer).

Tabelle 8. Computeranforderungen fiir die CFX Manager™ Dx Software

System Minimum
Betriebssystem Microsoft Windows 7
SP1 Pro

Empfohlen

Eines der Folgenden:

B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32-
und 64-bit)

B Microsoft Windows 10 Pro (nur 64-bit)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (nur
64-bit)

Wichtig: Bei beiden Microsoft Windows 10-Versionen Pro und Enterprise muss die Option ,Secure

Boot" (Sicherer Start) deaktiviert sein.

Anschlisse 2 USB 2.0 High-Speed- 2 USB 2.0 High-Speed-Anschlisse
Anschlisse

Festplattenspeicher 128 GB 128 GB

Prozessorgeschwindigkeit 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core

RAM (Arbeitsspeicher) 4 GBRAM 8 GB RAM

Bildschirmauflésung 1024 x 768 mit True 1280 x 1024 mit True Color-Modus

Color-Modus

PDF-Reader

Adobe PDF-Reader oder Windows
PDF-Reader von einem der
unterstltzten Microsoft Office-Pakete:

m 2007
m 2010
m 2013
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Installieren der CFX Manager Dx Software

Wichtig: Sie missen vor der Installation oder dem Upgrade der Software samtliche
angeschlossenen Gerate von dem CFX Manager Dx-Computer trennen. Wahrend der
Softwareinstallation missen Sie den Thermocycler ausschalten. Stellen Sie sicher, dass Sie alle
Durchlaufe gespeichert haben und keine Experimente mehr laufen.

Hinweis: Wenn Sie die CFX Manager™ Dx Software auf Windows 10 installieren, stellen Sie
sicher, dass Secure Boot deaktiviert ist, bevor Sie mit dem Installationsprozess beginnen.

Zur Installation der CFX Manager™ Dx Software
1. Trennen Sie ggf. sdmtliche angeschlossenen Gerate von dem Computer.

Suchen und trennen Sie das USB-Kabel des Gerates vom CFX Manager Dx-Computer. Das am
Gerat eingesteckte Ende kann dort verbleiben.

2. Melden Sie sich mit den Administratorrechten am CFX Manager Dx-Computer an.
3. Legen Sie die CD mit der CFX Manager Dx Software in das CD-Laufwerk des Computers ein.

4. Die Software-Startseite sollte automatisch erscheinen. Doppelklicken Sie auch auf ,Install
Software” (Software installieren) auf der Software-Startseite.

Hinweis: Falls die Startseite nicht automatisch eingeblendet wird, gehen Sie zum CD-
Laufwerk, 6ffnen Sie den Ordner ,CFX_Manager® und doppelklicken Sie auf setup.exe, um
den Software-Installationsassistenten zu starten.

Tipp: Klicken Sie im Installationsassistenten auf die Schaltflache ,Documentation®
(Dokumentation), um durchsuchbare Kopien der Versionsinformationen,
Bedienungsanleitungen sowie anderweitige Dokumentation zu finden.

5. Folgen Sie den Anweisungen auf dem Bildschirm, um die Installation abzuschlieRen. Nach der
Fertigstellung erscheint das CFX Manager Software-Symbol auf dem Computer-Desktop.

6. Nach Abschluss der Installation, kbnnen Sie die CD sicher auswerfen.

Erkennen angeschlossener Gerate

Wahrend der Installation installiert das CFX Manager Dx Softwareinstallationsprogramm die
Geratetreiber auf dem CFX Manager Dx-Computer. Die CFX Manager Dx erkennt verbundene
Gerate, wenn Sie die Software starten.
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So erkennen Sie verbundene Gerate

1. Falls Sie dies noch nicht getan haben, stecken Sie das rechteckige Ende (Stecker) des
mitgelieferten USB-Kabels (Typ B) in den USB-Anschluss (Typ B) auf der Riickseite der
Geréatebasis.

2. Stecken Sie das andere Ende (Port) in einen USB-Anschluss an dem CFX Manager Dx-
Computer.

3.  Wenn das Gerat noch nicht in Betrieb ist, driicken Sie den Netzschalter auf der Rickseite des
Gerats, um es einzuschalten.

4. Starten Sie die CFX Manager Dx.

Die Software erkennt automatisch das verbundene Gerat und zeigt dessen Namen im Fenster
,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) auf der Startseite an.

Hinweis: Sollte das Gerat nicht im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) angezeigt
werden, Uberprifen Sie, ob das UBS-Kabel richtig angeschlossen ist. Zum erneuten Installieren
von Treibern wahlen Sie auf der Startseite in der CFX Manager Dx , Tools“ > ,Reinstall Instrument
Drivers" (Werkzeuge > Geratetreiber erneut installieren).

Softwaredateien
Tabelle 9 fiihrt die Dateitypen der CFX Manager™ Dx Software auf.

Tabelle 9. CFX Manager™ Dx Software Dateitypen

Dateityp Erweiterung Details

Protokoll .prcl Enthalt die Protokolleinrichtungsinformationen fiir die
Durchfiihrung eines PCR-Durchlaufs.

JPlate” (Platte) .pltd Enthalt die Platteneinrichtungsinformationen fiir die
Durchfiihrung eines PCR-Durchlaufs.

,Data“ (Daten) .perd Enthalt die Ergebnisse eines Experimentlaufs und
der PCR-Analyse.

LPrimePCR™ run® .CsV Enthalt das Protokoll und Plattenlayout fiir die
(PrimePCR™- PrimePCR-Platten.

Durchlauf)

.Gene study* .mgxd Enthalt die Ergebnisse mehrerer PCR-Durchlaufe
(Genuntersuchung) und Genexpressionsanalysen.
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Empfohlene MaRnahmen zur Cyber-Sicherheit

Tabelle 9. CFX Manager™ Dx Software Dateitypen, Fortsetzung

Dateityp Erweiterung Details

LIMS .plr Enthalt Platteneinrichtungs- und
Protokollinformationen, die fiir die Durchfiihrung
eines LIMS-kompatiblen Durchlaufs erforderlich sind.

Empfohlene MaBRnahmen zur Cyber-Sicherheit

Bio-Rad empfiehlt Ihnen, mit Ihrer IT-Abteilung zusammenzuarbeiten, um
Netzsicherheitsmalinahmen fiir den mit dem CFX96 Dx System verwendeten Computer umzusetzen.
Zum Beispiel:

B |nstallieren und konfigurieren Sie einen angemessenen Virenschutz und Firewall-Anwendungen.

Wichtig: Konfigurieren Sie den Virenscan so, dass dieser auRerhalb der Betriebszeiten oder
wenn das Gerat nicht aktiv in Betrieb ist, ausgefiihrt wird. Wenn ein Virenscan gestartet wird,
wahrend das CFX Manager Dx ein Experiment ausfiihrt, wird der Durchlauf moglicherweise
abgebrochen und die Daten gehen verloren.

B Die CFX Manager™ Dx Software hat keine Abmeldefunktion fir Benutzersitzungen aufgrund von
Inaktivitdt. Wenden Sie SicherheitsmalRnahmen fiir den Benutzerzugriff von Windows oder von
Drittanbietern an (verwenden Sie zum Beispiel einen Bildschirmschoner mit Anmeldepflicht).

B Sicherheit fir Wechseldatentrager:

O Verwenden Sie Passworter und Verschlisselung auf lnrem USB-Gerét, um Daten zu
schiitzen.

[0 Deaktivieren Sie bei allen Wechseldatentragern die Funktionen ,,Autorun® (Automatische
Ausfiihrung) und ,Autoplay” (Automatische Wiedergabe).

O Fihren Sie jedes Mal USB-Scans aus, wenn ein USB-Speichermedium angeschlossen wird.

B Wenden Sie ein Sicherungsprogramm an, um die Datenwiederherstellung zu ermdglichen.
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Kapitel 4 Der Arbeitsbereich

Die CFX Manager™ Dx Software bietet eine Oberflache zum Einrichten von Platten, zum Entwickeln
von PCR-Protokollen, zu deren Analyse auf CFX Dx Geraten und zur Analyse der Daten von PCR-
Durchlaufen.

Die CFX Manager Dx Software weist funf primare Arbeitsbereiche auf:
B Das Startseitenfenster

B Den ,Startup Wizard“ (Einrichtungsassistent)

B Das Fenster ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor)

B Das Fenster ,Plate Editor” (Platten-Editor)

B Das Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse)

In diesem Kapitel wird jeder Arbeitsbereich gezeigt und kurz beschrieben.
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Das Startseitenfenster

CFX Manager™ Dx Software 6ffnet die Startseite und zeigt den Einrichtungsassistenten an, tiber den
Sie ein Experiment einrichten, einen Durchlauf ausflihren oder wiederholen oder einen vorhandenen

Lauf analysieren kdnnen. Auf der Startseite kdnnen Sie auRerdem Anwendungs- und

Gerateprotokolle ansehen, Benutzer erstellen und verwalten und auf viele niitzliche Werkzeuge

zugreifen. Weitere Informationen finden Sie in Kapitel 5, Das Startseitenfenster.

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

2 [ R & R

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

(3] Detected Instrumert(s}
- %2 crxesowi
2 crosow2
: fix CFX96I01
e CPXoB02
Startup Wizard
ﬂ&} Run setup
@ Repeat run
@. Analyze
Selected Instrument
[ ——
Al Instruments
B View Summary

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

Useradmin | 2/12/2018 4:41 PM
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Der ,,Startup Wizard“ (Einrichtungsassistent)

Nutzen Sie den Einrichtungsassistenten flr die schnelle Einrichtung und Durchfiihrung
benutzerdefinierter Experimente oder die Auswahl und Durchfiihrung eines PrimePCR™-

Experiments. Sie kénnen diesen Assistenten auch fur die Wiederholung eines Durchlaufs oder die
Analyse von Durchlaufdaten verwenden.

Startup Wizard

=

uﬂ Run setup
Select instrument CFX96

@ Repeat run
@h.ﬂ.natﬂe

Select run type

User-defined PrimePCR
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Das Fenster ,,Protocol Editor” (Protokoll-Editor)

Mithilfe des Protokoll-Editors kénnen Sie ein Protokoll erstellen, 6ffnen, Gberpriifen und bearbeiten.
Sie kdnnen auch die Deckeltemperatur fiir das gedffnete Protokoll andern. Die Funktionsweise des
Protokoll-Editors wird in Kapitel 6, Erstellen von Protokollen erlautert.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

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

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

3 550 C for0:30
@mm + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

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

oK Cancel
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Das Fenster ,,Plate Editor” (Platten-Editor)

Mithilfe des Platten-Editors kdnnen Sie eine Platte erstellen, 6ffnen, Gberprifen und bearbeiten. Die
Funktionsweise des Platten-Editors wird in Kapitel 7, Vorbereiten von Platten erlautert.

Plate Editor - New

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

Im Fenster ,Data Analysis® (Datenanalyse) kdnnen Sie Durchlaufdaten ansehen und vergleichen,
statistische Analysen durchfiihren, Daten exportieren und zur Veréffentlichung geeignete Berichte
erstellen. Die Funktionsweise der Datenanalyse wird in Kapitel 9, Datenanalyseubersicht erlautert.

Siehe auch Kapitel 10, Datenanalysedetails.

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

File View Settings Export Tools

Quantification Quantification Data Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

E\ata Setup ~

=

e | 2

Amplification El

Standard Curve

Log Starting Quantity

10
T * O Standard
0 10 20 30 40 50 X Unkroun
Cycles ] Log Scale

—— FAM  E=305% R’2=) 552 Slope=1573 y-int=35.408

A FaM [JHEX [ TexasRed []Gy5

Step Number: |3 ~

Wel O Fuor & Target 4| Contert §| Sample O Ca &z
a F2 FAM Tubuin  Std-1 di-1 522 [7]
Fl4 FAM Tubuin  Std-2 di-z 1114
B F5 FAM Tubuin  Std-3 di-3 1440
= FIE FAM Tubuin  Std4 di-4 1776
FI7 FAM Tubuin S5 dis 2110
D FI8FAM Tubuin St a5 247 |=
RIS FAM Tubuin  Std-7 di-7 7787
E
F
G
I~
H IET| W — ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Kapitel 5 Das Startseitenfenster

Die CFX Manager™ Dx Software bietet eine Oberflache zum Entwickeln von PCR-Protokollen, zu
deren Ausflihrung auf CFX Dx Systemen und zur Analyse der Daten von PCR-Durchlaufen.

In diesem Kapitel wird die CFX Manager™ Dx Software vorgestellt und die Uber die Startseite
verfiigbaren Funktionen beschrieben.
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Das Startseitenfenster

CFX Manager Dx 6ffnet die Startseite und zeigt den Einrichtungsassistenten an, tGiber den Sie einen
Durchlauf einrichten, einen Durchlauf ausfiihren oder wiederholen oder einen vorhandenen Durchlauf
analysieren kdnnen. Auf der Startseite kdnnen Sie auRerdem Anwendungs- und Gerateprotokolle
ansehen, Benutzer erstellen und verwalten und auf viele nitzliche Werkzeuge zugreifen.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

== €)

& Detected Instrument(s)

. 5 crxesowt

ol

B CcrxesDw2

o

= Crxosinl

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

H(H}Run setup
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

[

Select instrument CFX96 <

Selected Instrument

g U G

Al Instruments

B View Summay @

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

LEGENDE
1. Die Software-Titelleiste zeigt die Namen der Software und der angemeldeten Benutzer an.
2. Uber die Menlileiste erhalten Sie schnellen Zugriff auf die Befehle der Menis ,File* (Datei),
LView" (Ansicht), ,Users” (Benutzer), ,Run” (Durchlauf), ,Tools" (Werkzeuge), ,Window"
(Fenster) und ,Help“ (Hilfe).
3. Die Befehle der Symbolleiste bieten schnellen Zugriff auf Menutoptionen.
4. Im linken Fenster werden die Gerate angezeigt, die mit dem CFX Manager Dx-Computer

verbunden sind, sowie Schaltflachen, liber die Sie den Deckel bedienen und den Status der
Gerate ansehen kénnen.
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5. Im Hauptfenster wird das Arbeitsfenster angezeigt. Das Standardarbeitsfenster auf dem
Startbildschirm ist der Einrichtungsassistent.

6. Die Statusleiste zeigt die Namen der verbundenen Gerate und die angemeldeten Benutzer
an.

Befehle des Mentus ,File“ (Datei)

New (Neu) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie wahlen kdnnen, ein neues Protokoll, eine neue Platte oder
eine neue Genuntersuchung zu erstellen.

Open (Offnen) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie wéhlen kénnen, ein vorhandenes Protokoll, eine
vorhandene Platte, eine Datendatei, eine Genuntersuchung, eine LIMS-Datei, oder eine
PrimePCR™-Datei zu 6ffnen.

Recent Data Files (Aktuelle Datendateien) — zeigt eine Liste mit vor kurzem ged6ffneten PCR-Dateien
an.

Repeat a Run (Einen Durchlauf wiederholen) — 6ffnet Windows Explorer am Speicherort der PCR-
Dateien, mit denen Sie einen Durchlauf wiederholen konnen.

Exit (Beenden) — schlie3t CFX Manager Dx.

Befehle des Menus ,,View" (Ansicht)

Application Log (Anwendungsprotokoll) — zeigt ein Protokoll der Softwarenutzung ab der
ursprunglichen Installation bis zum aktuellen Datum an.

Run Reports (Durchlaufberichte) — zeigt eine Liste der Durchlaufberichte an.
Startup Wizard (Einrichtungsassistent) — zeigt den Einrichtungsassistenten im Hauptfenster an.

Run Setup (Durchlaufkonfiguration) — zeigt das Fenster ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) im
Hauptfenster an.

Instrument Summary (Geratezusammenfassung) — zeigt das Fenster ,Instrument Summary*
(Geratezusammenfassung) im Hauptfenster an.

Detected Instruments (Erkannte Gerate) — wechselt zwischen Anzeigen und Ausblenden der
erkannten Gerate im linken Fenster. StandardmaRig zeigt die Software die erkannten Geréate im linken
Fenster an.

Toolbar (Symbolleiste) — wechselt zwischen Anzeigen und Ausblenden der Symbolleiste am oberen
Bildschirmrand. StandardmaRig zeigt die Software die Symbolleiste an.
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Status Bar (Statusleiste) — wechselt zwischen Anzeigen und Ausblenden der Statusleiste am unteren
Bildschirmrand. StandardmaRig zeigt die Software die Statusleiste an.

Show (Anzeigen) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie
B das Statusprotokoll ansehen oder blockieren kénnen;
B den CFX Manager Dx-Datenordner 6ffnen und ansehen kénnen;
B den Datenordner des Benutzers 6ffnen und ansehen kénnen;
B den LIMS-Datenordner 6ffnen und ansehen kdnnen;
B den PrimePCR-Ordner 6ffnen und ansehen kénnen;
®  die Durchlaufhistorie ansehen kénnen;

® die Eigenschaften aller verbundenen Gerate ansehen kénnen.

Befehle des Menus ,,User” (Benutzer)

Select User (Benutzer wahlen) — 6ffnet den Anmeldebildschirm, auf dem Sie einen Benutzer aus der
Drop-down-Liste der Benutzernamen auswahlen und sich bei der Anwendung anmelden kénnen.

Change Password (Passwort &ndern) — 6ffnet das Dialogfeld ,Change Password*“ (Passwort
andern), in dem die Benutzer ihr CFX Manager™ Dx Software-Passwort andern kénnen.

User Preferences (Benutzereinstellungen) — 6ffnet das Dialogfeld ,User Preferences*
(Benutzereinstellungen), in dem Benutzer die Standardeinstellung fur Folgendes &ndern kénnen:

B Versenden und Empfangen von E-Mail-Benachrichtigungen bei Abschluss eines Durchlaufs
B Speichern von Datendateien

B Erstellen von Protokollen tber den Protokoll-Editor oder den Protokoll-AutoWriter

B Erstellen von Platten

B Analyse von Daten

B Durchfiihren von Genexpressionsanalysen

B Bestimmen der Qualitat der Daten

B Exportieren von CFX Dx-Geratedaten

User Administration (Benutzerverwaltung) — 6ffnet das Dialogfeld ,User Administration®
(Benutzerverwaltung), in dem Administratoren Benutzer erstellen, Rollenberechtigungen andern und
Benutzern Rollen zuweisen kénnen.
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Bio-Rad Service Login (Anmeldung zu Wartungszwecken) — nur fiir das technische Servicepersonal
von Bio-Rad. Wéhlen Sie diesen Befehl nicht aus.

Befehle des Menus ,,Run® (Start)

User-defined Run (Benutzerdefinierter Durchlauf) — 6ffnet das Fenster ,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration), in dem Sie ein benutzerdefiniertes Protokoll und eine Platte einrichten
kénnen und anschlielend ein PCR-Experiment auf ausgewahlten Geraten ausfihren kénnen.

PrimePCR Run (PrimePCR-Durchlauf) — 6ffnet die Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) im
Fenster ,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration), in der das standardmafige PrimePCR-Protokoll und
das Platten-Layout basierend auf dem ausgewahlten Gerat geladen sind.

End-Point Only Run (Nur Endpunkt-Durchlauf) — 6ffnet die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf
starten) im Fenster ,Run Setup® (Durchlaufkonfiguration), in der das standardmafige Endpunkt-
Protokoll und das Platten-Layout basierend auf dem ausgewahlten Gerat geladen sind.

Qualification Run (Qualifikationsdurchlauf) — 6ffnet die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten)
im Fenster ,Run Setup® (Durchlaufkonfiguration), in der das standardmafige Bio-Rad
Qualifikationsprotokoll und das Platten-Layout fiir das ausgewahlte Gerat geladen sind.

Befehle des Meniis ,,Tools* (Werkzeuge)

Master Mix Calculator (Master-Mix-Rechner) — 6ffnet den Master-Mix-Rechner, in dem Sie eine
Reaktionsmischung erstellen und die Berechnungen ausdrucken kénnen.

Protocol AutoWriter (Protokoll-AutoWriter) — 6ffnet das Dialogfeld ,Protocol AutoWriter” (Protokoll-
AutoWriter), in dem Sie auf einfache Weise ein neues Protokoll erstellen kénnen.

T, Calculator (Ta-Rechner) — 6ffnet den T,-Rechner, in dem Sie auf einfache Weise die Annealing-
Temperatur der Primer berechnen kénnen.

Dye Calibration Wizard (Assistent zur Farbstoffkalibration) — 6ffnet den Assistenten zur
Farbstoffkalibration, in dem Sie ein Geréat fur ein neues Fluorophor kalibrieren kdnnen.

Reinstall Instrument Drivers (Neuinstallation von Geratetreibern) — installiert die Treiber, welche die
Kommunikation mit den Echtzeit-PCR-Systemen von Bio-Rad steuern, neu.

Zip Data and Log Files (Daten- und Protokolldateien komprimieren) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem
Sie Dateien zum Komprimieren auswahlen und diese zum Aufbewahren oder Versenden per E-Mail
als Zip-Datei speichern kdnnen.

Batch Analysis (Chargenanalyse) — 6ffnet das Dialogfeld ,Batch Analysis“ (Chargenanalyse), in dem
Sie die Parameter zur Analyse von mehr als einer Datendatei gleichzeitig einstellen kdnnen.

Options (Optionen) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie
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B lhre E-Mail-Servereinstellungen konfigurieren kdnnen;

B die Exporteinstellungen fir LIMS- und andere Datendateien konfigurieren kdnnen.

Befehle im Hilfemenu

Tipp: Das Hilfemenii ist in der Menlileiste in allen CFX Manager™ Dx Software-Fenstern
verfugbar.

Open Operation Manual (Bedienungsanleitung 6ffnen) — 6ffnet ein PDF dieser Anleitung.

Gene Expression Gateway Web Site (Gatewaywebsite Genexpression) — 6ffnet die Bio-Rad
Homepage fir CFX Dx System.

PCR Reagents Web Site (Website PCR-Reagenzien) — ¢ffnet die Bio-Rad PCR Reagenzien-
Website, Uber die Sie PCR-Reagenzien, Supermixe, Farbstoffe und Kits bestellen konnen.

PCR Plastic Consumables Web Site (Website PCR-Kunststoff- und -Verbrauchsmaterialien) —
offnet die Bio-Rad-Website fliir PCR-Kunststoff- und -Verbrauchsmaterialien, iber die Sie PCR-
Platten, Plattenversiegelungen, Réhrchen und Deckel und anderes Kunststoffzubehor bestellen
kénnen.

Software Web Site (Software-Website) — 6ffnet die Bio-Rad Website fiir die PCR-Analysesoftware,
Uber die Sie aktualisierte Versionen von Bio-Rads CFX Manager™ Dx Software herunterladen
kénnen.

About (Uber) — zeigt CFX Manager Dx Copyright- und Versionsinformationen an.

Befehle der Symbolleiste

)

— offnet den Windows Explorer, in dem Sie zu den Datendateien oder einer

Genuntersuchungsdatei navigieren und diese 6ffnen konnen.

)

— 6ffnet den ,Master Mix Calculator” (Master-Mix-Rechner).

N

— offnet das Fenster ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration).

— offnet das Fenster ,Run Setup® (Durchlaufkonfiguration), in dem das standardmaRige

PrimePCR-Protokoll und das Platten-Layout basierend auf dem ausgewahlten Gerat geladen sind.

— offnet den ,Startup Wizard“ (Einrichtungsassistent).
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Der ,,Startup Wizard“ (Einrichtungsassistent)

Wenn CFX Manager Dx startet, zeigt das Arbeitsfenster den ,Startup Wizard*
(Einrichtungsassistenten) an. Uber den Einrichtungsassistenten kénnen Sie

B ein Gerat aus der Liste ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate) auswahlen und einen
benutzerdefinierten oder PrimePCR-Durchlauf einrichten.

B Einen Durchlauf 6ffnen und wiederholen.

B Eine Datendatei 6ffnen, um Ergebnisse eines einzelnen Durchlaufs zu analysieren. Eine
Genuntersuchungsdatei 6ffnen, um die Ergebnisse mehrerer Genexpressionsdurchlaufe zu
analysieren.

Startup Wizard @
I rn} Run setup

@ Repeat run

@h Anzlyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFx95 v

Diese Aufgaben werden in den nachfolgenden Kapiteln noch detaillierter erklart.

Statusleiste

Auf der linken Seite der Statusleiste am unteren Rand des Haupt-Softwarefensters wird der aktuelle
Status der erkannten Gerate angezeigt. Auf der rechten Seite der Statusleiste wird der Name des
aktuellen Benutzers sowie Datum und Uhrzeit angezeigt.
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Fensterbereich ,,Detected Instruments“ (Erkannte Gerate)

Im Fensterbereich ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate) wird jedes Gerat angezeigt, das mit dem CFX
Manager Dx-Computer verbunden ist. StandardgemaR erscheint jedes Gerat als ein Symbol und dessen
Seriennummer erscheint als dessen Name.

Die folgende Abbildung zeigt beispielsweise vier erkannte Gerate an.

B Zwei C1000™ Thermocycler mit CFX96 ™ Deep Well Reaktionsmodulen (CFX96DW1 und

CFX96DW2)

B Zwei C1000™ Thermocycler mit CFX96 ™ Reaktionsmodulen (CFX96101 und CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

S CRx9GDW1

& crxssDw2
C

2 Crxasint

¥ Crxosioz

Selected Instrument

Wiew Status

27 Open Lid
fﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

In diesem Fenster kdnnen Sie Folgendes ausfihren:

Die Eigenschaften und kalibrierten Farbstoffe fur ein ausgewahltes Gerat anzeigen.

Informationen Uber Gerateeigenschaften finden Sie unter Anzeigen der Gerateeigenschaften auf
Seite 62.

Den Status eines verbundenen Geréats anzeigen.
Den motorisierten Deckel des ausgewahlten Gerats 6ffnen.
Den motorisierten Deckel des ausgewahlten Gerats schlief3en.

Den Status aller verbundenen Gerate anzeigen.

So zeigen Sie den Status eines verbundenen Gerats an

» Wahlen Sie im Fensterbereich ,Detected Instruments” (Erkannte Geréate) das Zielgerat und

fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:
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Klicken Sie im Abschnitt ,Selected Instrument” (Ausgewahltes Gerat) auf ,View Status®
(Status anzeigen).

Klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen Sie aus dem sich 6ffnenden Men die
Option ,View Status” (Status anzeigen).

Es erscheint das Dialogfeld ,Run Details* (Details des Durchlaufs), das die Registerkarte ,Run
Status” (Status des Durchlaufs) anzeigt. Der Status des ausgewahlten Gerats wird unter dem
Fensterbereich ,Run Status® (Status des Durchlaufs) angezeigt. Zum Beispiel:

_\J Run Statuss | Q) Realime Status @ Time Status

£ Open Lid £} Close Lid

Fun Status Fun Information

- Protocol
Plate:

> Sampile Volume:
Scan Mode:
Data File Name:

Idle toes

Blash Block
indicator

So offnen oder schlieBen Sie den Deckel eines Gerats

» Wahlen Sie im Fensterbereich ,Detected Instruments” (Erkannte Geréte) ein Zielgerat aus und
fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

Klicken Sie im Bereich ,Selected Instrument* (Ausgewahltes Gerat) auf ,Open Lid“ (Deckel
offnen) oder ,Close Lid“ (Deckel schlieen).

Klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen Sie in dem sich 6ffnenden Meni die
entsprechende MaRnahme aus.

Offnen Sie das Dialogfeld ,Run Details* (Details des Durchlaufs), wahlen Sie die
Registerkarte ,Run Status“ (Status des Durchlaufs) und klicken Sie auf ,Open Lid“ (Deckel
offnen) oder ,Close Lid“ (Deckel schlieRen).

So zeigen Sie den Status aller erkannten Gerate an

» Fihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

Klicken Sie im Abschnitt ,All Instruments® (Alle Gerate) im Fenster ,Detected Instruments*
(Erkannte Geréte) auf ,View Summary“ (Zusammenfassung anzeigen).

Wahlen Sie in der Menlleiste ,View" > ,Instrument Summary“ (Ansicht >
Geratezusammenfassung) aus.

Das Dialogfeld ,Instrument Summary“ (Geratezusammenfassung) wird angezeigt.
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> @ [0 @ LA R|® show AlBlocks “l | ?
Block Name A Type Status User Remaining
CFX96DW1 CFX36D Idle admin
CRX96DW2 CFXG6D Idle admin
CFX96101 CFX36 Idle admin
CFx96i02 CFX56 Idle admin
4 Blocks

Tipp: Wenn das System nur ein verbundenes Gerat erkennt, erscheint der Abschnitt ,All
Instruments” (Alle Gerate) nicht im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate). Um
die Geratezusammenfassung fur ein einzelnes Gerat anzuzeigen, wahlen Sie ,View" >
.Instrument Summary“ (Ansicht > Geratezusammenfassung).
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Steuerelemente der Symbolleiste in der Geratezusammenfassung

Tabelle 10 fuhrt die Steuerungen und Funktionen in der Symbolleiste der Geratezusammenfassung
auf.

Tabelle 10. Steuerelemente der Symbolleiste in der Geratezusammenfassung

Name der
Schaltflache Schaltflache Funktion
Einen neuen Durchlauf Erstellt einen neuen Durchlauf bei dem
b erstellen ausgewahlten Block, indem das
Fenster ,Run Setup”
(Durchlaufkonfiguration) geéffnet wird.
e Stopp Halt den aktuellen Durchlauf bei
ausgewahlten Blocken an.
U U Pause Unterbricht den aktuellen Durchlauf bei
ausgewahlten Blocken.
: Wiederaufnehmen Setzt den Durchlauf bei ausgewahlten
Wl )
Blocken fort.
P Blinkanzeige Block Lasst die Anzeige-LED am Deckel der
? ausgewahlten Blocke aufleuchten.
/5 Deckel 6ffnen Offnet den motorisierten Deckel des
— ausgewahlten Blocks.
/‘EI. Deckel schlielRen Schliet den motorisierten Deckel des
— ausgewahlten Blocks.
% Ausgewahlte Blocke Blendet die ausgewahlten Blocke in
ausblenden der Liste ,Instrument Summary*“
(Geratezusammenfassung) aus.
Alle Blocke anzeigen Zeigt die ausgewahlten Blocke in der

|§_\
Doo

Liste ,Instrument Summary*
(Geratezusammenfassung) an.
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Tabelle 10. Steuerelemente der Symbolleiste in der Geratezusammenfassung, Fortsetzung

Name der
Schaltflache Schaltflache Funktion
Show: | All Blocks o Anzeigen Wahlen Sie aus, welche Blocke in der

Liste angezeigt werden. Wahlen Sie
eine der Optionen, um alle erkannten
Blocke, alle inaktiven Blocke, alle
Blocke, die von dem aktuellen
Benutzer ausgefihrt werden, oder alle
aktuell ausgefuhrten Blocke
anzuzeigen.

Anzeigen der Gerateeigenschaften

Im Fenster ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate) konnen Sie Details zu einem erkannten Gerat
einsehen, einschlieRlich seiner Eigenschaften, dem Status seiner Versandschraube und einer Liste
seiner kalibrierten Farbstoffe (Fluorophore).

o
&p Properties ‘L] Shipping Screw lk Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic _
characters and numbers (8 characters max). CFX5601 Rename

Click Rename button to apply.

Property Current
I T
Nickname CFX56101
Madel CFX36
Serial Numbers
Base CFX96-5IM02
Block CFX36-51M02A
Shuttle CFX56-5IM025
Optical Head CFX56-5IM020
Fimware Versions
HC12 1.0.165.0 Rev A
Fx2 1.3500
PXAZ70 32128125
CFXDsP 112400
8051 Motorized Lid 54000
Mare Info
Available Storage 352 MB
Total RAM 34 MB
USB Serial Number 1816531045

So zeigen Sie Gerateeigenschaften an

» Kiicken Sie im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) mit der rechten Maustaste auf
das Zielgerat und wahlen Sie ,Properties” (Eigenschaften) im Men, das erscheint.
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Registerkarte ,,Properties“ (Eigenschaften)

In der Registerkarte ,Properties” (Eigenschaften) werden die technischen Details zum ausgewahlten
Gerét, einschliellich Modell, Seriennummer seiner Komponenten sowie Firmware-Versionen,
angezeigt. Der Standardname des Gerats (seine Seriennummer) erscheint an vielen Stellen,
einschliefllich dem Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) sowie in der Kopfleiste des
Dialogfelds ,Instrument Properties“ (Gerateeigenschaften). Sie kdnnen das Gerat auch umbenennen,
um es leichter identifizieren zu kdnnen.

So benennen Sie ein Gerdt um

» Geben Sie in der Registerkarte ,Instrument Properties” (Gerateeigenschaften) einen Namen in
das Feld ,Rename” (Umbenennen) oben in der Registerkarte ,Properties” (Eigenschaften) ein
und klicken Sie auf ,Rename” (Umbenennen).

Der neue Name erscheint in der Zeile ,Nickname® (Kurzname) in der Registerkarte ,Properties*
(Eigenschaften) sowie in der Kopfleiste der Registerkarte ,Instrument Properties”
(Gerateeigenschaften) als auch im Fenster ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate).

Registerkarte ,,Shipping Screw“ (Transportsicherungsschraube)

Die Registerkarte ,Shipping Screw* (Transportsicherungsschraube) zeigt den aktuellen Status der
Transportsicherungsschraube des ausgewahlten Gerates an (,Removed or Installed®; Entfernt oder
Installiert). Die Registerkarte enthalt auRerdem Anweisungen fiir die Installation oder Entfernung der
roten Transportsicherungsschraube.

Tipp: Wenn die Software die Transportsicherungsschraube erkennt, zeigt das Dialogfeld
sinstrument Properties® (Gerateeigenschaften) automatisch die Registerkarte ,Shipping Screw*
(Transportsicherungsschraube) an. Bitte befolgen Sie die Anweisungen, um die Schraube zu
entfernen.

Hinweis: Sie missen die Transportsicherungsschraube entfernen, bevor Sie das Geréat
verwenden kdnnen. Weitere Angaben hierzu finden Sie auf Seite 1 Entfernung der
Transportsicherungsschraube auf Seite 31.
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Registerkarte ,,Calibrated Dyes‘ (Kalibrierte Farbstoffe)

Die Registerkarte ,Calibrated Dyes* (Kalibrierte Farbstoffe) zeigt die kalibrierten Fluorophore und
Platten fir das ausgewahlte Gerat an.

Fuophor 0| Cramel O PaieTipe 0 00 o Dge o Eon O Dewl ]
1 % 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
2 2 BRWhte  Factory 01/08/2008 10: \nfo
3  Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14 Info
4 |Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10: Info
5 CalRed 610 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 Info
g |CalRed 610 3 BR White Factory 01/08/2008 10: Info =
7 O 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10 Info
g8 OS5 4 BR White Factory 01/08/2008 10: Info
9 Cy55 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14 Info
10 |Cy55 4 BR White Factory 01/08/2008 10: fio
11 |FAM 1 BR Clear Factory 01/08,/2008 10: Info
12 |FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10: fo
13 |HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10: Info
14 |HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10: fo
15 |Quasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10: Info
16 | Quasar 670 4 BR White Factory 01/08/2008 10: Info
17 Quasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10- o
18 | Quasar 705 -] BR White Factory 01/08/2008 10- [
19 ROX ] BR Clear Factory 01/08/2008 10: o

Klicken Sie auf die Info-Schaltflache in der Spalte ,Detail“ (Details), um detaillierte Informationen zu
einer Kalibrierung zu erhalten.
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Bevor Sie anfangen

Festlegen der Benutzereinstellungen

Tipp: Es ist nicht erforderlich, diese Aufgaben durchzufiihren, um die CFX Manager™ Dx
Software zu verwenden. Sie kdnnen diesen Abschnitt ohne Bedenken Uberspringen oder diese
Aufgaben zu einem anderen Zeitpunkt durchfihren.

Im CFX Manager Dx kdnnen Sie Ihre Arbeitsumgebung anpassen. Wenn |hr Administrator Software-
Benutzer erstellt hat, kann jeder Benutzer seine Arbeitsumgebung anpassen. Wenn lhr Administrator
keine Benutzer erstellt hat, werden die benutzerdefinierten Anderungen fur alle Benutzer angewendet,
die sich bei CFX Manager Dx anmelden. (Fur Informationen tber das Erstellen von CFX Manager Dx-
Benutzern, siehe Anhang B, Verwalten von CFX Manager Dx-Benutzern und -Rollen.)

Im Menu ,Users” > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen) kénnen Sie zum Beispiel
Folgendes vornehmen:

B Eine E-Mail-Benachrichtigung nach Beendigung des Durchlaufs einrichten.
B Die Standardeinstellung &ndern fir

[0 den Speicherort, an dem die Dateien gespeichert werden

O die Dateien der Durchlaufkonfiguration

O das Prafix der Dateinamen

B Die Standardparameter einstellen, die beim Erstellen eines neuen Protokolls und einer neuen
Platte angewendet werden sollen.

B Die Standardparameter fir die Datenanalyse und die Genexpression einstellen.
B Die Standardparameter flr die Qualitatskontrolle anpassen.

B Die Datenexportparameter anpassen.

Im MenU ,Tools" (Werkzeuge) kénnen Sie Folgendes durchfiihren:

B Einen Master-Mix erstellen.

B Farbstoffe fiir ein bestimmtes Gerat kalibrieren.

Hinweis: Der Master-Mix und die Farbstoffkalibration sind fur alle Benutzer verfiigbar, die sich
bei CFX Manager Dx anmelden.

In diesem Abschnitt wird ausfuihrlich erklart, wie diese Aufgaben durchgefiihrt werden.
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Einstellen von E-Mail-Benachrichtigungen

Sie kdnnen CFX Manager Dx mit lnrem Postausgangsserver verbinden, um eine E-Mail-
Benachrichtigung iber die Fertigstellung des Durchlaufs an eine Liste von Benutzern zu senden. Sie
kdénnen auch eine Datendatei sowie einen Analysebericht anhdngen und an die Liste von Benutzern
versenden. Zur Einrichtung der Verbindung zwischen CFX Manager Dx und Ihrem SMTP-Server
siehe auch Verbinden von CFX Manager Dx mit einem SMTP-Server auf Seite 67.

Hinweis: Die Fahigkeit eines Benutzers zum Zugriff auf E-Mail-Einrichtungsfunktionen hangt von
der Benutzergruppe und den vom Administrator zugewiesenen Berechtigungen ab. Fir Details
zur Verwaltung von Benutzern und deren Rollen siehe Verwalten von Benutzern auf Seite 277.

So richten Sie E-Mail-Benachrichtigungen ein

1.

Wahlen Sie ,Users” > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
.User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

Es erscheint das Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen), das die Registerkarte
,Email* (E-Mail) anzeigt.

User Preferences

] email £ Fies Protocol (EE3) Piate 7] Data Analysis E|]ﬂ Gene Expression oc 5 custom ot
Email Notffication Lpon Run Completion

To:

-3
Provide one email address per lne.
Astach Data File

[] Attach Analysis Report (_pdf) File

Configure Outgoing Email Outgoing email has not been configured.

Restore Defaults oK Cancel

Hinweis: Wenn das System ermittelt, dass Sie keinen giltigen SMTP-Server fiir CFX
Manager Dx eingerichtet haben, erhalten Sie eine Benachrichtigung. Klicken Sie auf
»configure Outgoing Email“ (Ausgehende E-Mails konfigurieren), um das Dialogfeld
,Options® (Optionen) zu 6ffnen und den SMTP-Server zu konfigurieren. Flr weitere
Informationen siehe Verbinden von CFX Manager Dx mit einem SMTP-Server auf Seite 67.

Geben Sie in die Textzeile ,To* (An) die E-Mail-Adresse jeder Person ein, die Sie gerne Uber die
Fertigstellung eines Durchlaufs in Kenntnis setzen mdchten. Nach Abschluss des Durchlaufs
erhalten alle Empféanger eine E-Mail.

Hinweis: Sie missen jede E-Mail-Adresse in eine separate Zeile eingeben. Driicken Sie
nach jeder Adresse auf die Enter- bzw. Eingabetaste.
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3. (Optional) Geben Sie bitte in die Textzeile ,cc” die E-Mail-Adressen jedes Empfangers ein, dem
Sie gerne eine Kopie jeder E-Mail-Benachrichtigung senden mdchten.

4. (Optional) Alle Empfénger enthalten eine Kopie der Datendatei als Anhang. Deaktivieren Sie
dieses Kontrollkastchen, wenn Sie keine Kopie der Datendatei anhangen mochten.

5. (Optional) Wahlen Sie ,Attach Analysis Report“ (Analysebericht anhangen), um eine PDF-Datei
des Analyseberichts an die E-Mail anzuh&ngen.

6. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und das Dialogfeld ,User Preferences"
(Benutzereinstellungen) zu schlief3en.

So bearbeiten Sie die E-Mail-Adresse eines Empfangers

» Andern Sie die E-Mail-Adresse nach Bedarf und klicken Sie auf ,OK*.

So entfernen Sie einen E-Mail-Empfanger

1. Wahlen Sie die E-Mail-Adresse des Empfangers und driicken Sie die Entf-Taste.

2. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.

Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences® (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zurlickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.

Verbinden von CFX Manager Dx mit einem SMTP-Server

Wichtig: Einige kommerzielle Webmail-Dienste (wie Yahoo! und Gmail) haben eine erhohte E-
Mail-Sicherheit. Falls Sie diese Konten nutzen, miissen Sie die Einstellung Weniger sichere
Apps zulassen in deren Kontoeinstellungen aktivieren, um CFX Manager Dx das Versenden von
E-Mails zu ermdglichen. Lesen Sie bitte die Sicherheitsinformationen Ihres E-Mail-Anbieters fur
weitere Informationen.

Sie mussen eine Verbindung zwischen CFX Manager Dx und lhrem E-Mail-Server herstellen, bevor
die Software eine E-Mail-Benachrichtigung versenden kann.

Verbinden von CFX Manager Dx mit einem E-Mail-Server
1. Fuahren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Gehen Sie auf ,User” > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen) und klicken
Sie auf ,Configure Outgoing Mail“ (Ausgehende E-Mails konfigurieren) in der Registerkarte
LEmail“ (E-Mail).

B Wahlen Sie ,Tools* > ,Options* (Werkzeuge > Optionen).

Es erscheint das Dialogfeld ,Options* (Optionen), das die Registerkarte ,Email“ (E-Mail) anzeigt.
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Email [Ey Data Expor Settings

SMTP Server Name: |smtp.gmail com
&.0. smip myCompany.com. Contact your [T Administrator to get the SMTP server name.
Port: 587 =

LUse S5L
Use Default “From” Address

Authentication Required
User Mame: | <your account name >@gmail com

Password

Test Email Address

Test Attachment: [] £ Test Emal

Concel

2. Geben Sie folgende Informationen zu Ihrem Unternehmen an:

B SMTP Server Name (SMTP-Servername) — Name des Postausgangsservers lhres
Unternehmens.

B Port - die Portnummer Ihres SMTP-Servers. Normalerweise 25.

B Use SSL (Anwendung von SSL)— Secure Sockets Layer (SSL)-Option. Manche SMTP-
Server erfordern diese Einstellung. Falls diese in lhrem Unternehmen nicht erforderlich ist,
deaktivieren Sie dieses Kontrollkastchen.

B Use Default “From” Address (Standard-,Von“-Adresse verwenden) — Name des E-Mail-
Servers lhres Unternehmens. Manche SMTP-Server erfordern, dass alle versendeten E-
Mails eine ,Von“-Adresse einer bestimmten Domane aufweisen, wie z. B.
Name@IhrUnternehmen.com. Wenn das der Fall ist, deaktivieren Sie dieses
Kontrollkéstchen und geben Sie eine gliltige E-Mail-Adresse ein.

B Authentication Required (Authentifizierung erforderlich) — Wenn Ihr Standort eine
Kontoauthentifizierung verlangt, tiberprifen Sie, ob dieses Kontrollkastchen ausgewahlt
wurde.

B User Name (Benutzername) — Name des authentifizierten Kontos. Dies ist notwendig, wenn
»2Authentication Required” (Authentifizierung erforderlich) ausgewahlt wurde.

B Password (Passwort) — das Passwort fir das authentifizierte Konto. Dies ist notwendig,
wenn ,Authentication Required” (Authentifizierung erforderlich) ausgewahlt wurde.

3.  Um zu Uberprufen, ob die Einstellungen des SMTP-Servers korrekt sind, geben Sie bitte eine
glltige Test-E-Mail-Adresse in das Textfeld ein und klicken Sie auf ,Test Email* (Test-E-Mail).

Hinweis: Manche SMTP-Server lassen gar keine Anhange und manche nur Anhange bis zu
einer bestimmten GréRe zu. Wenn Sie Datendateien und/oder Berichte mit CFX Manager Dx
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senden mdchten, wahlen Sie bitte , Test Attachment” (Testanhang) und stellen Sie die
Anhanggrofie in MB auf 5 Megabite (MB) oder mehr ein.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.

Andern der Standarddateieinstellungen

In der Registerkarte ,Files“ (Dateien) im Dialogfeld ,,User Preference” (Benutzereinstellungen) kénnen
Sie Folgendes andern:

B Den Standardspeicherort, an dem die CFX Manager Dx-Dateien gespeichert werden
B Die Standarddateien flr die Durchlaufkonfiguration

B Die Standardparameter zur Benennung von Dateien

So dndern Sie die Standarddateieinstellungen

1.  Wahlen Sie ,Users* > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
,User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,Files*
(Dateien).

User Preferences = m] X

Fies | [7] Protocol (3 Plate 7] Data Analysis ] Gene Epression B} ac 3, custom Expor
Defautt Folder for File Creation
Protocal: |C:\Users\Public\ Documents\Bio-Rad \CFX\Users\admin

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

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

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

File Selection for Run Setup
Protocol. ‘C \Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad \CFX_2stepAmp prcl

Plate (96 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\adrmin\ExpressLoad\Quick Plate_96 wels_SYBR Only phd

Plate (384 Wel) ‘C.\Users‘-.Pubhc\Dowmervls\.B<o~Rad \CFX\Users\admin\ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only pitd ‘

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

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

PR — ) ose I —

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

Restore Defaults oK Cancel

3. Gehen Sie im Abschnitt ,Default Folder for File Creation“ (Standardordner zur Dateierstellung) zu
einem Standardordner, in dem Sie neue Dateien speichern mdchten, und wahlen Sie diesen aus.
Sie kdnnen fiir jeden Dateityp einen anderen Speicherort wahlen:

Bedienungsanleitung | 69



Kapitel 5 Das Startseitenfenster

H  Protokoll

H Platte

B Datendatei

B Genuntersuchung

4. Gehen Sie im Abschnitt ,File Selection for Run Setup® (Dateiauswahl fur die
Durchlaufkonfiguration) zum Zielprotokoll und den Plattendateien, die erscheinen sollen, wenn
Sie das Fenster ,Experiment Setup” (Experimentkonfiguration) 6ffnen, und wahlen Sie diese aus.

5. Definieren Sie im Abschnitt ,Data File* (Datendatei) das Prafix und/oder Suffix fir Datendateien.
Wabhlen Sie fur jeden Teil einen neuen Wert aus der Drop-down-Liste aus. Sie kénnen auch
benutzerdefinierte Prafix- und Suffix-Werte in die Textfelder fur Prafix und Suffix eingeben.

CFX Manager Dx zeigt eine Vorschau des Dateinamens unter den Auswahlkastchen an.
6. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieBen Sie das Dialogfeld.

Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zurlickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.
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Einstellen der Standardprotokollparameter

So stellen Sie die Standardprotokollparameter fiir den Protokoll-Editor und Protokoll-
AutoWriter ein

1. Wahlen Sie ,Users” > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
~User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences (Benutzereinstellungen) die Registerkarte
,Protocol“ (Protokoll).

User Preferences

I:I Emal [ Files Protocol  [E23) Prate _.[j Data Analysis EEI] Gene Expression % ac [—T‘_): Custom Export
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 2 W

Shut Off Lid When Block 5,
Temperature Goes Below:

Protocol AutoWriter
Annealing Tempersiure:  60.0
Amplicon Length: 100

o

Resiore Defaults [+].4 Cancel

3. Geben Sie im Abschnitt ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor) die Werte fiir die nachfolgenden
Einstellungen an, die im Protokoll-Editor erscheinen:

B Sample Volume (Probenvolumen)— das Volumen jeder Probe in den Kavitaten (in pl).

B Lid Shutoff temperature (Deckelabschalttemperatur) — die Temperatur in °C, bei der sich
der Deckelheizer wahrend eines Durchlaufs abschaltet.

4. Geben Sie im Abschnitt ,,Protocol AutoWriter* (Protokoll-AutoWriter) die Werte fiir die
nachfolgenden Einstellungen an, die im Protokoll-AutoWriter erscheinen:

B Annealing Temperature (Annealing-Temperatur) — die Temperatur in °C fir Experimente,
bei denen iProof™ DNA-Polymerase, iTaq™ DNA-Polymerase oder andere Polymerasen
verwendet werden.

B Amplicon length (Amplicon-Lange) — die Ladnge des Amplicons in bp.

5. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieBen Sie das Dialogfeld.
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Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspringlichen Werkseinstellungen zurlickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.

Einstellen der Standardplattenparameter

Anderungen, die Sie in der Registerkarte ,Plate” (Platte) vornehmen, sind fiir alle Benutzer der
Software verfiigbar. Anderungen, die Sie wahrend der Plattenkonfiguration vornehmen, werden fiir
Benutzer verfiigbar, nachdem Sie die Plattendatei gespeichert und geschlossen haben.

Im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) kénnen Sie Folgendes vornehmen:
B Die Standardplattenparameter einstellen.

B Neue Namen flr Ziel und Probe ihren entsprechenden Bibliotheken hinzufligen.

B Namen von Zielen und Proben aus ihren entsprechenden Bibliotheken I6schen.

So stellen Sie die Standardplattenparameter ein

1. Wahlen Sie ,Users® > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
,=User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,Plate”
(Platte).

User Preferences

Email [E] Files Protocol B Flate Data Analysis Gene Expression ac 53 custom Export
[c] = Tand
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fucrophores:
Plate Size: | 96 Wells ~ | |[] FAM [] Texas Red jvic
[1] SYBR [] Cal Red 610
Units: | copy number ~ | (O HEX [ cys
] TET [] Tex 615
Scientific Natation [[] Cal Orange 560 [] Quasar 670
[] Cal Gold 540 [ Quasar 705
Scan Mode: | All Channels « | | ROX [ cy55
Libraries
Target Names: Sample Names:
Actin OHr
GAPDH THr
2Hr
Use text boxes to enter addtional names. one name per line
Restore Defaults oK Cancel

72 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Bevor Sie anfangen

3. Bestimmen Sie die Werte fir die folgenden Einstellungen fiir eine neue Plattendatei. Die Werte
werden im Platten-Editor-Fenster angezeigt.

Plate type (Plattentyp)
B Plate size (PlattengréBe)

B Units (Einheiten) — die Konzentration der Startvorlage fur Kavitaten, die Standards
enthalten.

CFX Manager Dx nutzt diese Einheiten zur Erstellung einer Standardkurve in der
Registerkarte ,Data Analysis Quantification” (Quantifizierung der Datenanalyse).

B Scientific Notation (Wissenschaftliche Notation) — CFX Manager Dx zeigt bei Auswahl die
Konzentrationseinheiten in wissenschaftlicher Notation an.

B Scan Mode (Scan-Modus) — die Anzahl oder Arten von zu scannenden Kanalen wahrend
eines Durchlaufs.

B Fluorophores (Fluorophore) — die Standardfluorophore, die in den Kavitatenladekontrollen
des Platten-Editors angezeigt werden.

B Libraries (Bibliotheken) — Ziel- und Probennamen, die Sie Ublicherweise in lhren
Experimenten verwenden:

O Target Names (Zielnamen) — die Namen der Zielgene und -sequenzen.

[0 Sample Names (Probennamen) — die Namen der Experimentproben oder die Angabe
von Merkmalen der Proben (z. B. Maus1, Maus2, Maus3).

4. Klicken Sie auf ,OK", um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.
Hinzufiigen eines neuen Ziel- oder Probennamens

» Geben Sie im entsprechenden Bibliothekfeld den Namen des Ziels oder der Probe ein und klicken
Sie auf ,OK".

Loschen eines neuen Ziel- oder Probennamens

» Wabhlen Sie im entsprechenden Bibliothekfeld den Namen aus, driicken Sie die Entf-Taste und
klicken Sie auf ,OK".

Wichtig: Namen, die Sie aus der Bibliothek entfernen, werden auch von der Software entfernt
und sind fur Benutzer nicht mehr langer verfligbar. Zur Wiederherstellung der CFX Manager Dx-
Standardnamen klicken Sie auf ,Restore Defaults” (Standardeinstellungen wiederherstellen).
Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore Defaults®
(Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten Einstellungen auf allen
Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zurtickgestellt. Seien Sie daher
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vorsichtig, wenn Sie CFX Manager Dx-Standardnamen I6schen und auf diese Schaltflache
klicken.
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Einstellen der Standardparameter der Datenanalyse
So stellen Sie die Standardparameter der Datenanalyse ein

1. Wahlen Sie ,Users® > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
,=User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,Data
Analysis” (Datenanalyse).

User Preferences

Email [fj Files Protocol E Plate L‘d Data Analysis EEE Gene Expression Qc Q‘“ Custom Export

Analysis Mode

(® Fluorophore () Targat

PCR Quartitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit ~

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

Log View: () On (@ Off

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

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

Restore Defaults OK Cancel

3. Wabhlen Sie im Abschnitt ,Analysis Mode“ (Analysemodus) den Modus, in dem die Daten
analysiert werden sollen (entweder ,Fluorophore® (Fluorophor) oder , Target” (Ziel)).

4. Stellen Sie im Abschnitt ,PCR Quantitation“ (PCR-Quantifizierung) die Standardparameter fiir die
folgenden Optionen ein:

B Baseline Setting (Baseline-Einstellung) — die Baseline-Methode fir den Analysemodus.

B Cq Determination Mode (Cg-Bestimmungsmodus) — der Modus, in dem C4-Werte fiir jede
Fluoreszenzspur berechnet werden (entweder ,Regression” (Regression) oder ,Single
Threshold“ (Einzelner Schwellenwert).
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8.

Threshold Calc. Mode (Berechnungsmodus fiir Schwellenwert) — der Endpunkt-Zielwert.

Der Standardwert ist ,Auto” (Automatisch). Das bedeutet, die Software berechnet
automatisch das Endpunkt-Ziel. Um einen bestimmten Schwellenwert einzustellen, heben
Sie die Auswahl des Kontrollkastchens ,Auto“ (Automatisch) auf und geben Sie lhren
Endpunkt-Wert ein, berechnet in relativen Fluoreszenzeinheiten (oder RFU). Der
Maximalwert betragt 65000,00 RFUs. Datendateien fiir nachfolgende Durchldufe werden
diese Schwellenwerteinstellung verwenden.

Baseline Calc. Mode (Berechnungsmodus der Baseline) — der Baseline-Wert flr alle
Spuren.

Der Standardwert ist ,Auto” (Automatisch). Das heif3t, die Software berechnet automatisch
die Baseline fiir alle Spuren. Zum Einstellen eines bestimmten Baseline-Werts heben Sie die
Auswahl des Auto-Kontrollkdstchens auf und geben Sie Mindest- und Héchstwerte fiir den
Zyklusbereich ein (1 bis 9999). Datendateien fur nachfolgende Durchldufe werden diesen
Zyklusbereich verwenden.

Log View (Log-Ansicht) — legt fest, wie die Software die Amplifikationsdaten anzeigt:

O On (Ein) — die Amplifikationsdaten werden in einem semilogarithmischen Diagramm
angezeigt.

O Off (Aus)— (Standard) die Amplifikationsdaten werden in einem linearen Diagramm
angezeigt.

Wahlen Sie im Endpunkt-Abschnitt die Anzahl an Endzyklen, deren Mittelwert bei den Endpunkt-
Berechnungen berechnet werden soll:

PCR (PCR-Durchlauf) — die Anzahl an Endzyklen, deren Mittelwert fur die
Quantifizierungsdaten zu berechnen ist (Standardwert ist 5).

End Point Only run (Nur Endpunkt-Durchlauf) — die Anzahl an Endzyklen, deren Mittelwert
fir Endpunkt-Daten zu berechnen ist (Standardwert ist 2).

Wahlen Sie im Abschnitt ,Melt Curve“ (Schmelzkurve) den nachzuweisenden Peak-Typ aus
(entweder positiv oder negativ).

Wahlen Sie im Abschnitt des Kavitdtenwahlers, wie Kavitatenkennzeichnungen angezeigt
werden sollen (nach Probentyp, Zielname oder Probenname).

Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieBen Sie das Dialogfeld.

Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zuriickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.
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Einstellen der Standarddateiparameter fiir Genexpressionsdaten
So stellen Sie die Standardparameter fiir eine neue Genexpressionsdatendatei ein

1. Wahlen Sie ,Users® > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
,User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,Gen
Expression” (Genexpression).

User Preferences — [m] X
] Email ) Fies Protocol (23 Plate [(7] Data Analysis alil] Gene Bxpression ac 53, custom Bxpot
Gene Expression Settings
Relative To: @ Zero (O Control
X-Axis: (O Sample (@ Target
Y-Ais: @ Linear (O Log2 O Log 10
Scaling: O Lowest O Highest @® Unscaled
Method: (O ACq (@ AACq
EmorBar: (O Std. Dev. (@ Std. Emor Mean
1 3
Emor Bar Multiplier
Sample Types to Exclude: NTC [J NRT []] Negative Control [ ] Positive Control [ ] Standard
Restore Defaults oK Cancel

3. Bestimmen Sie die Werte fir die folgenden Einstellungen:

B Relative to (Relativ zu) — stellt die Genexpressionsdaten entweder in Relation zu einer
Kontrolle (ausgehend von 1) oder zu Null dar:

O Zero (Null) — die Software ignoriert die Kontrolle. Dies ist die Standardeinstellung, wenn
im Fenster ,Experiment Setting” (Experimenteinstellungen) keine Kontrollprobe
zugewiesen ist.

O Control (Kontrolle) — die Software berechnet die Daten in Bezug zur Kontrollprobe, die
im Fenster ,Experiment Setup” (Experimentkonfiguration) zugewiesen wurde.

B X-axis (x-Achse) — stellt die Probe oder das Ziel auf der x-Achse dar.
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B Y-axis (y-Achse) — stellt die Daten auf einer linearen Log2- oder Log10-Skala auf der y-
Achse dar.

B Scaling (Skalierung) — die Skalierungsoption fiir das Diagramm (die Standardoption ist
unskaliert):

O Highest (hochster) — die Software skaliert das Diagramm auf den héchsten Datenpunkt.

O Lowest (niedrigster) — die Software skaliert das Diagramm auf den niedrigsten
Datenpunkt.

O Unscaled (unskaliert) — die Software stellt die Daten im Diagramm unskaliert dar.

B Mode (Modus)—der Analysemodus, entweder als relative Quantitat AC,) oder normalisierte
Expression (AAC).

B Error Bar (Fehlerbalken) — die Datenvariabilitadt entweder dargestellt als die
Standardabweichung (Std. Dev.) oder als Standardfehler des Mittelwerts (Std. Error Mean).

®  Error Bar Multiplier (Fehlerbalkenmultiplikator) — der zur Darstellung der Fehlerbalken
verwendet wird (Standard ist 1).

Sie kénnen den Multiplikator entweder auf 2 oder 3 erhéhen.

B Sample Types to Exclude (AuszuschlieRende Probentypen) — die Probentypen, die aus
der Analyse auszuschlieRen sind.

Sie kdnnen einen oder mehrere Proben auswahlen, die Sie aus der Analyse ausschlief3en
kénnen. Zum Ausschlief3en aller Probentypen deaktivieren Sie die Kontrollkastchen jeglicher
ausgewahlter Probentypen.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.

Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zurlickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.

Anpassen der Qualitatskontrollregeln

In CFX Manager Dx kénnen Sie Qualitatskontrollregeln festlegen, die auf Daten im Fenster ,Data
Analysis* (Datenanalyse) angewendet werden. Die Software validiert die Daten anhand der von lhnen
festgelegten Regeln.

Hinweis: StandardmaRig sind alle Qualitatskontrollregeln aktiviert.

Tipp: Sie kdnnen ganz einfach Kavitaten ausschliel3en, die die QK-Parameter bei der Analyse im
QK-Modul des Fensters ,Data Analysis® (Datenanalyse) nicht erftillen.
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So passen Sie die Qualititskontrollregeln an

1.

Wahlen Sie ,Users” > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
LUser Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

Wabhlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,QC*
(Qualitatskontrolle (QK)).

User Preferences

[] Emel () Fies Protocol (23 Piste 7] Data Analysis al][] Gene Expression oC EEH Custom Expor
Description » Value 9 Use 3
Negative control with a Cg less than 38 M
NTC with a Cq less than 38 M
NRT with a Cq less than 8 M
Posttive control with a Cq greater than 30 M
Unknown wihout a Cg M
Standanrd without a Cq M
Efficiency greater than 1100 M4
Efficiency less than %00 M
Std Curve R"2 less than 0980 M
Replcate group Ca Std Dev greater than 020 M
Restore Defaults oK Cancel

Dabei gilt:

B NTC - keine Vorlagenkontrolle.

B NRT - keine Kontrolle der reversen Transkriptase.

B Efficiency — Reaktionseffizienz.

B Std Curve R*2 — R-Quadratwert fir die Standardkurve.

B Replicate group Cq Std Dev — berechnete Standardabweichung flr jede Replikatgruppe.

Flhren Sie einen der folgenden Schritte fiir jede QK-Regel aus:

Wenn Sie den Standardwert verwenden mochten, miissen Sie keine Aktion ausfiihren.

Wenn Sie den Wert &ndern mochten, klicken Sie auf das Textfeld ,Value® (Wert), geben Sie
einen neuen Wert ein und driicken Sie die Eingabetaste.

Um die Regel zu deaktivieren, heben Sie die Auswahl des zugehorigen Kontrollkastchens
,Use“ (Anwenden) auf.

Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.
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Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspringlichen Werkseinstellungen zurlickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.

Anpassen der Datenexportparameter

Sie kdnnen CFX Manager Dx-Daten in den folgenden Formaten exportieren:
B Text(.txt)

B CSV(.csv)

B Excel 2007 (.xIsx)

B Excel 2003 (.xls)

m XML (.xml)

®  HTML (.html)

Sie kénnen die Art von Daten bestimmen, die exportiert werden sollen, und die Ausgabe der
exportierten Daten anpassen.

So passen Sie Datenexportparameter an

1.  Wahlen Sie ,Users" > ,User Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen), um das Dialogfeld
,=User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) die Registerkarte ,Custom
Export” (Benutzerdefinierter Export).
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User Preferences

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

Export Format: | CSV (* csv)

{

Data to Export
Include Run Information Header

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

Quantification EI

Cq

Starting Quantity

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

ORI

=
@
e

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Mek Peak End Temperature

End Point

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

Restore Defautts OK Cancel

Wahlen Sie aus der Drop-down-Liste ,Export Format* (Exportformat) ein Format aus, in das die
Daten exportiert werden sollen.

Markieren Sie im Abschnitt ,Data to Export* (Zu exportierende Daten) die Kontrollkastchen fiir
den Typ der zu exportierenden Daten oder heben Sie die Auswahl auf. Die ausgewahlten
Elemente werden im Listenfeld ,Exported Columns® (Exportierte Spalten) angezeigt.

Hinweis: StandardgemaR sind die Informationen des Durchlaufs in der Kopfzeile enthalten.
Heben Sie die Auswahl dieses Kontrollkastchen auf, wenn die Informationen des Durchlaufs
nicht aufgefiihrt werden sollen.

Sie kdnnen die Reihenfolge der Ausgabeanzeige der ausgewahlten Elemente andern.

Markieren Sie im Listenfeld ,Exported Columns® (Exportierte Spalten) das Element und klicken
Sie anschliefRend auf die Pfeiltasten links neben der Liste, um es nach oben oder unten zu
verschieben.

Optional kdnnen Sie die Namen der Ausgabespalten der ausgewahlten Elemente andern:
a. Klicken Sie auf ,,Customize Column Names* (Spaltennamen anpassen).
Das Dialogfeld ,Column Name Customizer” (Anpassung Spaltenname) wird angezeigt.

b. Geben Sie fir jeden standardmafigen Spaltennamen, den Sie andern méchten, den neuen
Namen in dessen Feld ,Custom Name* (Benutzerdefinierter Name) ein.
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c. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und zur Registerkarte ,Custom
Export” (Benutzerdefinierter Export) zuriickzukehren. Der neue Name wird in Klammern
neben dem Standard-Spaltennamen im Listenfeld ,Exported Columns* (Exportierte
Spalten) angezeigt.

B Klicken Sie auf ,Cancel” (Abbrechen), um die Anderungen aufzuheben und zur
Registerkarte ,Custom Export* (Benutzerdefinierter Export) zurlickzukehren.

7. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld.

Wichtig: Wenn Sie im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) auf ,Restore
Defaults” (Standardwerte wiederherstellen) klicken, werden alle benutzerdefinierten
Einstellungen auf allen Registerkarten auf die urspriinglichen Werkseinstellungen zuriickgestellt.
Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf diese Schaltflache klicken.

Erstellen eines Reaktions-Master-Mix

Mithilfe des CFX Manager Dx Master-Mix-Rechners kdnnen Sie das erforderliche Volumen fiir jede
Komponente in lhrem Master-Mix leicht berechnen. Sie kénnen die Master-Mix-Berechnungstabelle
mit lhrem Standarddrucker ausdrucken und die Berechnungen fiir jedes Ziel zur spateren
Verwendung speichern.

Erstellen eines Reaktions-Master-Mix unter Verwendung des Master-Mix-Rechners
1. Zum Offnen des Master-Mix-Rechners gehen Sie folgendermaRen vor:

B Wahlen Sie ,Tools“ > ,Master Mix Calculator” (Werkzeuge > Master-Mix-Rechner).

B Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,Master Mix Calculator* (Master-Mix-Rechner).

Der Master-Mix-Rechner wird angezeigt.
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D % & Choose SYBR Green Target to Calculate
Reaction Volume PerWel 20 13| u [ SYBR yarget_1

Template Volume 10 |5 W

Supermix Concentration 20 | X

Excess ReactionVome |5 5| %

Componert Violume Per Reaction (W)  Total Volume for 96 Reactions + (5)%

Wabhlen Sie im Reaktionsabschnitt eine Nachweismethode aus:

B SYBR® Green/EvaGreen

B Nadeln

Bevor Sie anfangen

Um ein neues Ziel zu erstellen, klicken Sie im Abschnitt , Target® (Ziel) auf ,Create New* (Neu
erstellen). Ein neuer Zielname wird in der Drop-down-Liste ,Target* (Ziel) angezeigt.

(Optional) Zum Andern des Standardzielnamens:

a. Markieren Sie den Zielnamen in der Drop-down-Liste , Target” (Ziel).

b. Geben Siein das Feld ,Target” (Ziel) einen neuen Zielnamen ein.

c. Dricken Sie die Eingabetaste.

Passen Sie die Start- und Endkonzentrationen fiir die Vorwarts- und Riickwartsprimer und

jegliche Nadeln an.
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10.

Passen Sie im Abschnitt ,Master Mix Setup” (Einrichten des Master-Mix) die Werte an fir:
B die Anzahl an auszufihrenden Reaktionen

B das Reaktionsvolumen pro Kavitat

B das Vorlagenvolumen pro Kavitat

B die Supermix-Konzentration pro Kavitat

B das Uberschissige Reaktionsvolumen pro Kavitat

(Optional) Fuhren Sie die Schritte 2—6 fur so viele Ziele wie nétig durch.

Wahlen Sie im Abschnitt ,Choose Target to Calculate® (Zu berechnendes Ziel auswahlen) das
Ziel aus, das Sie berechnen mochten.

Tipp: Sie kdnnen nur ein Ziel, mehrere oder alle Ziele gleichzeitig berechnen.

Die berechneten Volumina der erforderlichen Komponenten fiir jedes ausgewahlte Ziel werden in
der Master-Mix-Tabelle angezeigt.

Klicken Sie auf ,Set as Default (Als Standardwert festlegen), um die Mengeneingabe in den
Abschnitten , Target” (Ziel) und ,Master Mix Setup® (Einrichten des Master-Mix) als neue
Standardwerte festzulegen.

Klicken Sie auf ,OK®, um die Inhalte des Dialogfelds ,Master Mix Calculator” (Master-Mix-
Rechner) zu speichern.

Ausdrucken der Master-Mix-Berechnungstabelle

>

Um eine Master-Mix-Berechnungstabelle auszudrucken, klicken Sie auf ,Print* (Drucken).

Die Berechnungstabelle wird auf lhrem Standarddrucker ausgedruckt.

Speichern der Master-Mix-Berechnungstabelle im PDF-Format

>

Andern Sie Ihren Standarddrucker in einen PDF-Druckertreiber und klicken Sie auf dem Master-
Mix-Rechner auf ,Print“ (Drucken).

Loschen von Zielen

>

Wahlen Sie das Ziel anhand der Drop-down-Liste ,Target® (Ziel) aus und klicken Sie auf
,Remove® (Entfernen).

Wichtig: Wird ein Ziel von der Zielliste entfernt, so wird es ebenfalls aus allen Master-Mix-
Berechnungen geldscht, in denen es verwendet wurde. Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie
ein Ziel I16schen.
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Kalibrieren von neuen Farbstoffen

Bevor Sie anfangen

Die CFX96™ Dx Systeme sind werksseitig fur hdufig verwendete Fluorophore in Platten mit weifen und
mit transparenten Kavitaten kalibriert. Tabelle 11 listet die Fluorophore und Kanale auf, fiir die jedes
Gerat kalibriert ist.

Hinweis: Die CFX96 Systeme umfassen aulerdem einen Kanal fiir FRET-Chemie. Dieser Kanal
erfordert keine Kalibration fur spezifische Farbstoffe.

Tabelle 11. Werkseitig kalibrierte Fluorophore und Kanale

Fluorophore Kanal Exzitation, nm Nachweis, nm
FAM, SYBR® Green | 1 450-490 515-530
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, Cal 2 515-535 560-580
Fluor Orange 560

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

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

So kalibrieren Sie neue Farbstoffe fiir CFX-Systeme

1.

Wahlen Sie im Startfenster ein Zielgerat im Abschnitt ,Detected Instruments® (Erkannte Gerate)

aus.

Wahlen Sie , Tools* > ,Calibration Wizard“ (Werkzeuge > Kalibrationsassistent), um den

Assistenten zur Farbstoffkalibration zu 6ffnen.

Dye Calibration - Base /N [SIM81435] - Optical Reaction Module S/N [783BROE1T]
Calibrated Fucrophores
Fuorophors )| Channel ) Plate Type O t“"'g”" 0 Dae o 0% | Ewn 5 Dem

Calibrate New or Existing Fluorophores

Fluoraphone _I’!ale Type Channel Plate column Fuor Color Addto Piate

<] [BR Clear v v v

Settngs

Motes |

Calibration Status

b Calborate q View Plate
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10.

11.

12.

Bereits fiir das Zielgerat kalibrierte Fluorophore erscheinen in der Tabelle ,Calibrated
Fluorophores® (Kalibrierte Fluorophore).

Wahlen Sie im Abschnitt ,Calibrate New or Existing Fluorophores* (Neue oder vorhandene
Fluorophore kalibrieren) das Fluorophor aus der Drop-down-Liste aus, das Sie kalibrieren
mochten.

Wenn der Fluorophorname nicht in der Liste aufgefuhrt ist, geben Sie den Namen in das Textfeld
ein, um ihn zu der Liste hinzuzufligen.

Wabhlen Sie den Plattentyp fir das Fluorophor aus.

Wenn der Plattentyp nicht in der Liste aufgefiihrt ist, geben Sie den Namen in das Textfeld ein,
um ihn zu der Liste hinzuzufiigen.

Wahlen Sie einen Kanal fiir das Fluorophor aus.

Wahlen Sie eine Plattenspalte fur das Fluorophor aus.

(Optional) Geben Sie eine Farbe ein, die dem Fluorophor zugeordnet werden soll.
Klicken Sie auf ,Add to Plate” (Zur Platte hinzufiigen), um das Fluorophor hinzuzufligen.

(Optional) Wiederholen Sie die Schritte 3-8, um jedes Fluorophor hinzuzufligen, das fiir die Platte
kalibriert werden soll.

Wenn Sie alle Fluorophore hinzugefiigt haben, klicken Sie auf ,View Plate” (Platte anzeigen), um
das Fenster ,Pure Dye Plate Display* (Anzeige reine Farbstoffe fiir Platte) zu 6ffnen.

Nutzen Sie dieses Fenster als Anleitung fiir das Laden von Farbstoffen in die Platte.
Bereiten Sie eine Platte mit 96 Kavitaten zur Farbstoffkalibration vor:

a. Fugen Sie mit einer Pipette Farbstofflosung in jede Kavitat, wobei Sie dem in der Anzeige
~Reine Farbstoffe fiir Platte” aufgefiihrten Muster folgen.

b. Fullen Sie fur jedes Fluorophor vier Kavitdten mit 50 pl (Platte mit 96 Kavitaten) von 300 nM
Farbstofflésung. Beachten Sie, dass mindestens die Halfte der Platte freie Kavitaten enthalt.

c. Versiegeln Sie die Platte unter Anwendung der Versiegelungsmethode, die Sie bei lhrem
Experiment verwenden werden.

Platzieren Sie die Kalibrationsplatte im Block und schlie3en Sie den Deckel.
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Bevor Sie anfangen

13. Klicken Sie im Assistenten zur Farbstoffkalibration auf ,Calibrate” (Kalibrieren) und anschlieRend
auf ,OK®, um zu bestétigen, dass sich die Platte im Block befindet.

14. Wenn die CFX Manager™ Dx Software den Kalibrationsdurchlauf abgeschlossen hat, erscheint
ein Dialogfeld. Klicken Sie auf ,Yes® (Ja), um die Kalibration zu beenden und den ,Dye Calibration

Viewer* (Farbstoffkalibrationsansicht) zu 6ffnen.

15. Klicken Sie zum Schlie3en des Fensters auf ,OK".
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Ein Protokoll ist eine Reihe von Schritten, die in einer spezifischen Reihenfolge ausgefiihrt werden. In
der CFX Manager™ Dx Software sind alle dieser Schritte mit Optionen auf dem Gerat verkniipft. Die
Schritte kdnnen das Gerat zum Beispiel zur Kontrolle der Block- und Deckeltemperatur, Anwendung
eines Temperaturunterschieds innerhalb des Blocks, Ablesung der Platte oder Durchfiihrung einer
Schmelzkurvenanalyse anweisen. Jede Option wurde fiir unterschiedliche Platten- und
Durchlauftypen spezifiziert.

CFX Manager Dx bietet zwei Optionen fir das Erstellen von Protokollen: ,Protocol Editor” (Protokoll-
Editor) und ,Protocol AutoWriter” (Protokoll-AutoWriter).

Der Protokoll-Editor umfasst unter anderem folgende Funktionen:

B Standardprotokollsteuerung fiir das schnelle Erstellen von Protokollen

B Mdglichkeit zum schnellen Berechnen eines Gradienten fur die ausgewahlte Anzahl an Zeilen
B Modglichkeit zum schnellen Berechnen der Durchlaufzeit fiir den ausgewahlten Plattentyp

B Moglichkeit zum Bearbeiten von Protokollschritten

B Modglichkeit zum Speichern von Protokolldateien fur die Wiederverwendung

B Mdglichkeit zum Drucken eins Protokolls tiber einen Standarddrucker

Der Protokoll-AutoWriter erzeugt automatisch ein benutzerdefiniertes PCR-Protokoll mit Hei3start,
initialer Denaturierung, Annealing und Extensionsschritten anhand der von lhnen vorgegebenen
Parameter. Sie kdnnen anschliefend eine grafische Darstellung des vorgeschlagenen Protokolls
anzeigen und dieses Protokoll bearbeiten, ausfihren oder speichern.
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Fenster ,,Protocol Editor” (Protokoll-Editor)

Sie kénnen den Protokoll-Editor zum Erstellen, Offnen, Uberpriifen und Bearbeiten eines Protokolls
verwenden. Der Protokoll-Editor 6ffnet standardmaRig ein generisches 2-Schritte-Protokoll fir eine
96-Kavitaten-Platte.

Protocol Editor - New
File Settings Tools @ ?

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

! 1 2 3 4

o5 O 950 C

/ 300 010 i

| \ 550 C S =
| 030 o
1 m; 7 D
@ :

i W/ x

2 ot 50 20 Ceon

3 550 C for0:30

] et gt [ e

(=] meetGgo END

EA] et Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

Mﬂdee Step

oK Cancel

LEGENDE

1. Uber die Menlileiste erhalten Sie schnellen Zugriff auf die Befehle der Meniis ,File* (Datei),

LSettings” (Einstellungen) und ,Tools* (Werkzeuge).
2. Die Symbolleiste ermdglicht das schnelle Speichern und Drucken des Protokolls, das

Einfligen eines Schritts, das Einstellen des Probenvolumens sowie die Anzeige der
geschatzten Durchlaufzeit.

3. Im Hauptfenster wird eine grafische Darstellung des Protokolls angezeigt.
4. Im unteren Fensterabschnitt wird die ProtokollUbersicht angezeigt.
5. Im linken Fensterabschnitt werden die Protokollsteuerungen eingeblendet, die Sie zur

Anpassung des Protokolls hinzufligen kénnen.
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Befehle des Menus ,File” (Datei)

Save (Speichern) — speichert das aktuelle Protokoll.

Save As (Speichern unter) — speichert das aktuelle Protokoll unter einem neuen Namen oder an
einem anderen Ort.

Close (Schliel3en) — schliel3t den Protokoll-Editor.

Befehle des Menus ,,Settings* (Einstellungen)

Lid Settings (Deckeleinstellungen) — 6ffnet das Dialogfeld fir die Deckeleinstellungen, in welchem
Sie die Deckeltemperatur andern oder festlegen kdnnen.

Befehle des Menls ,,Tools“ (Werkzeuge)

Gradient Calculator (Gradientenrechner) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie den Blocktyp fur einen
Gradientenschritt auswahlen kénnen. Die Standardeinstellung ist 96 Kavitaten.

Run time Calculator (Durchlaufzeitrechner) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie den Plattentyp und
den Scan-Modus auswahlen kdnnen, um die geschatzte Durchlaufzeit im Fenster ,Run Setup®
(Durchlaufkonfiguration) zu berechnen. Die Standardeinstellung ist 96 Kavitaten bei allen Kanalen.

Befehle der Symbolleiste

— Speichert die aktuelle Protokolldatei.

&

— Druckt das ausgewahlte Fenster.

Insert Step | After v
— Nutzen Sie diesen Befehl, um auszuwahlen, an welcher Stelle Sie Schritte

in Bezug zu den aktuell ausgewahlten Schritten einfligen mdchten.

Sample Volume ul

—Verwenden Sie diesen Befehl, um ein Beispielvolumen in pl einzugeben.

Die Beispielvolumina kénnen je nach Blocktyp variieren:
B Beieinem 96-Deep-Well-Block liegt der Bereich zwischen 0-125 pl.

B Beieinem 96-Kavitaten-Block liegt der Bereich zwischen 0-50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
— Zeigt die geschatzte Durchlaufzeit auf Grundlage der Protokollschritte, der

Steigerungsrate und des ausgewahlten Blocktyps an.
?

— Zeigt Hilfeinformationen zu den Protokollen an.

Steuerungselemente zur Protokollbearbeitung

Der linke Bereich des Fensters ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor) umfasst Steuerungselemente, die
Sie zum Erstellen von Protokollen verwenden kdnnen.

Jedes Steuerungselement besteht aus einem Parametersatz, der einen Schritt im Protokoll
reprasentiert. Sie kdnnen jeden Parameter andern und diese hinzufligen oder entfernen, um |hr
Protokoll anzupassen. In diesem Abschnitt werden die Optionen bei jedem Steuerungselement

beschrieben.

'g_IL insett Step B Insert Step (Schritt einfigen) — flgt einen Schritt vor oder nach dem
ausgewahlten Schritt ein. Sie kénnen die Temperatur- und

Inset Gradient Haltezeitenwerte entweder in der grafischen Anzeige des Protokolls

insett GOTO oder in der Protokolllbersicht bearbeiten.

E_‘_ insest Mekt Curve B Insert Gradient (Gradient einfiigen) — fligt einen Gradientenschritt
basierend auf dem Typ des ausgewahlten Kavitatenblocks im

figl 404 Plate Read o Step Gradientenrechner ein. Sie kénnen den Gradientenbereich im

Gradient-Fenster bearbeiten, das angezeigt wird, wenn ein
Gradientenschritt eingefiigt wird.

Step Options
_jd Delete Step
B Insert GOTO (GOTO einfiigen) — flgt einen Zyklusschritt (Schleife)
ein, der die Software anweist, spezifische Schritte in Folge flr eine
bestimmte Anzahl an Zyklen zu wiederholen. Die Wiederholungen beginnen, nachdem der erste
Zyklus abgeschlossen ist. Zum Beispiel konnen Sie die Software anweisen, 39 Wiederholungen
der Schritte 2-4 durchzufiihren. Nach der letzten Wiederholung hat die Software die Schritte 2-4
insgesamt 40 Mal durchgefuhrt. Sie konnen den Zurtick-zu (GOTO)-Schritt und die Anzahl an
Zyklen entweder in der grafischen Darstellung oder in der Protokolliibersicht bearbeiten.

B Insert Melt Curve (Schmelzkurve einfiigen) — fligt einen Ableseschritt der Schmelzkurve ein.
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Insert Plate Read to Step (Plattenablesung in Schritt einfliigen) — fligt einen Plattenablesebefehl
zu einem ausgewahlten Schritt hinzu. Eine Plattenablesung misst die Fluoreszenzmenge am
Ende eines Zyklus. Der Plattenableseschritt ist allgemein der letzte Schritt in einer GOTO-
Schleife.

Tipp: Nachdem Sie einen Plattenablesebefehl zu einem Schritt hinzugefiigt haben, andert
sich die Schaltflache in ,Remove Plate Read” (Plattenablesung entfernen), wenn Sie den
Schritt auswahlen.

Remove Plate Read (Plattenablesung entfernen) — entfernt einen Plattenablesebefehl von dem
ausgewahlten Schritt.

Tipp: Nachdem Sie einen Plattenablesebefehl von einem Schritt entfernt haben, andert sich
die Schaltflache in ,Add Plate Read to Step” (Plattenablesung zu Schritt hinzufligen), wenn
Sie den Schritt auswahlen.

Step Options (Schrittoptionen) — 6ffnet das Dialogfeld ,Step Options® (Schrittoptionen) und zeigt
die fur den ausgewahlten Schritt verfligbaren Optionen an. Ausfiihrliche Informationen Gber die
Schrittoptionen finden Sie unter Schrittoptionen auf Seite 93.

Tipp: Sie kdnnen auf die Schrittoptionen ebenfalls iber Rechtsklick auf den Schritt in der
grafischen Anzeige zugreifen.

B Delete Step (Schritt I6schen) — 16scht den ausgewahlten Schritt aus dem Protokoll.

Schrittoptionen

Offnen Sie das Dialogfeld ,Step Options® (Schrittoptionen), um die Optionen zu sehen, die Sie bei
einem Schritt hinzufligen, dndern oder entfernen kdnnen.

Step Options X

Step 1
[] Plate Read
Temperature |g5.n i
Gradient | | =«
Increment | ] °C feycle
Ramp Rate : ] °C [sec
Time :3:00 : secfcyde
Extend : : secfcyde
D Beep .
oK Cancel
B Plate Read (Plattenablesung) — fligt bei Auswahl dem Schritt eine Plattenablesung hinzu.
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B Temperature (Temperatur) — zum Einstellen der Zieltemperatur fir den ausgewahlten Schritt.

B Gradient (Gradient) — zum Einstellen des Gradientenbereichs fir den Schritt: der Bereich liegt
bei 1-24 °C.

Hinweis: Ein Gradient wird vorne im Block mit der niedrigsten Temperatur (in diesem Bild
Reihe H) und hinten im Block (in diesem Bild Reihe A) mit der h6chsten Temperatur
ausgefihrt.

B Increment (SchrittgréRe) — die HOhe, um die Temperatur des ausgewahlten Schritts erhdht (oder
gesenkt) wird; dieser Wert wird der Zieltemperatur mit jedem Zyklus hinzugefugt. Der
Wertebereich ist + 0,1-10 °C.

Hinweis: Fugen Sie ein Minuszeichen (-) vor dem Zahlenwert (z. B. -5 °C) ein, um die
Temperatur zu senken.

B Ramp Rate (Steigerungsrate) — die Steigerungsrate flir den gewahlten Schritt; der Wertebereich
hangt von der BlockgroRe ab.

B Time (Zeit) — die Haltezeit fur den gewahlten Schritt.

B Extend (Verlangern) — die Anzahl an Zeit (in Sek.), um den gewahlten Schritt zu verlangern oder
zu verkirzen; diese Option wird bei jedem Zyklus der Haltezeit hinzugerechnet; der Wertebereich
liegt bei 1-60 Sek.

B Beep (Piepton) — sofern ausgewahlt, ertdont ein Piepton am Ende des Schritts.

Tipp: Wenn Sie eine Zahl eingeben, die auRerhalb des Optionsbereichs liegt, andert die
Software die Zahl zum nachstliegenden Eintrag innerhalb des Bereichs.
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Erstellen eines Protokolls im Protokoll-Editor

Mithilfe des Protokoll-Editors kdnnen Sie benutzerdefinierte Protokolldateien erstellen. Sie kdnnen
auch zuvor gespeicherte Protokolldateien oder Proben-Protokolldateien bearbeiten und speichern,
die mit der CFX Manager™ Dx Software geliefert wurden.

Um eine neue Protokolldatei zu erstellen, gehen Sie folgendermalfen vor:
m  Offnen Sie eine Protokolldatei im Protokoll-Editor.

Tipp: Sie kdnnen im Protokoll-Editor ein neues oder ein bereits vorhandenes Protokoll
offnen.

B Richten Sie das neue Protokoll ein.
B Flgen Sie im Abschnitt der Protokollsteuerung Schritte zum Protokoll hinzu.
B Bearbeiten Sie die Eigenschaften der Schritte.
B Speichern Sie das Protokoll.
Tipp: Um anhand einer zuvor gespeicherten oder anhand einer Proben-Protokolldatei ein neues
Protokoll zu erstellen, siehe Offnen eines bestehenden Protokolls im Protokoll-Editor auf Seite
96.
Offnen einer neuen Protokolldatei im Protokoll-Editor
CFX Manager Dx bietet mehrere Optionen zum Offnen einer neuen Protokolldatei:
m  Uberdas Startseitenfenster
®  Uber das Dialogfeld ,Startup Wizard* (Einrichtungsassistent)
®  Uber das Dialogfeld ,Run Setup* (Durchlaufkonfiguration)
So 6ffnen Sie eine neue Protokolldatei Uiber die Startseite
» Wahlen Sie ,File“ > ,New" > ,Protocol” (Datei > Neu > Protokoll).
Der Protokoll-Editor wird ge6ffnet und zeigt die Standard-Protokolldatei an.

Tipp: Informationen tiber das Einstellen Ihres Standardprotokolls finden Sie unter Andern
der Standarddateieinstellungen auf Seite 69.

Offnen einer neuen Protokolldatei iiber den Einrichtungsassistenten

1. Fuahren Sie auf der Startseite einen der folgenden Schritte aus, um den Einrichtungsassistenten
zu 6ffnen, falls dieser nicht angezeigt wird:

B Wabhlen Sie ,View" > ,Startup Wizard" (Ansicht > Einrichtungsassistent).
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m  Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,Startup Wizard® (Einrichtungsassistent).

Standardgemal zeigt der Einrichtungsassistent die Registerkarte ,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration) mit dem ausgewahlten CFX96 ™-Geratetyp an.

2. Falls notwendig, wahlen Sie den Geratetyp aus der Drop-down-Liste aus.
3. Klicken Sie bei Durchlauftyp auf ,User-defined” (Benutzerdefiniert).

Das Dialogfeld ,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration) wird in der Registerkarte ,Protocol”
(Protokoll) gedffnet und zeigt die Standardprotokolldatei an.

4. Klicken Sie auf ,Create New" (Neu erstellen).

Das Fenster ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor) wird gedffnet, in dem das standardmaRige
Echtzeit-Protokoll angezeigt wird.

Offnen eines neuen Protokolls iiber das Dialogfeld ,,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration)

1. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte auf der Startseite aus, um das Dialogfeld ,Run Setup®
(Durchlaufkonfiguration) zu 6ffnen:

B Wahlen Sie ,Run” > ,User-defined Run® (Durchlauf > benutzerdefinierter Durchlauf).

m  Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,User-defined Run Setup” (benutzerdefinierte
Durchlaufkonfiguration).

Das Dialogfeld ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) wird in der Registerkarte ,Protocol”
(Protokoll) gedffnet und zeigt Ihre Standardprotokolldatei an.

2. Klicken Sie auf ,Create New* (Neu erstellen).
Das Fenster ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor) wird ge6ffnet, in dem das standardmaRige
Echtzeit-Protokoll angezeigt wird.

Offnen eines bestehenden Protokolls im Protokoll-Editor

CFX Manager Dx liefert Probenprotokolldateien, die Sie bearbeiten und als benutzerdefinierte neue
Protokolle speichern kénnen. Sie kénnen auch ein neues Protokoll anhand eines bestehenden
benutzerdefinierten Protokolls erstellen.

Offnen einer Probenprotokolldatei
1. Wahlen Sie im Startfenster ,File“ > ,Open“ > ,Protocol* (Datei > Offnen > Protokoll).

Windows Explorer 6ffnet standardmaRig den Speicherort des CFX Manager Dx-
Probendateiordners.
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2. Offnen Sie den Probendateiordner. Sie sehen die folgenden Ordner:

B ConventionalProtocols (Konventionelle Protokolle) — enthalt Beispielprotokolldateien fir
traditionelle PCR-Analysen.

B DataFiles (Datendateien) — enthalt Beispieldatendateien, die Sie zur Erkundung der CFX
Manager Dx-Funktionen verwenden kénnen.

B MeltCalibration (Schmelzkalibration) — enthalt Beispielprotokolldateien zur Verwendung mit
Bio-Rads Precision Melt Analysis-Software.

B Plates (Platten) — enthalt Beispielplatten.

B RealTimeProtocols (Echtzeit-Protokolle) — enthalt Protokolldateien fir die Echtzeit-PCR-
Analyse.

3. Offnen Sie den Protokollordner fiir die Art von Durchlauf, den Sie planen, entweder
,ConventionalProtocols” oder ,RealTimeProtocols®.

4. Wihlen Sie das gewiinschte Protokoll und klicken Sie auf ,Open* (Offnen).
Das Beispielprotokoll wird im Fenster ,Protocol Editor* (Protokoll-Editor) gedffnet.

5. Gehen Sie auf ,Select File“ > ,Save As“ (Datei auswahlen > Speichern unter) und speichern Sie
das Protokoll mit einem neuen Namen oder in einem neuen Ordner.

So offnen Sie ein bestehendes Protokoll
1. Fuahren Sie einen der folgenden Schritte im Startseitenfenster aus:

B Gehen Sie zunachst auf ,Select File* > ,0Open* > ,Protocol” (Datei auswahlen > Offnen >
Protokoll), wahlen Sie das Zielprotokoll und klicken Sie auf ,Open* (Offnen).

m  Offnen Sie den Einrichtungsassistenten und fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

O Gehen Sie zum Bearbeiten des angezeigten Protokolls auf ,Edit Selected” (Auswahl
bearbeiten).

O  Zur Bearbeitung eines anderen bestehenden Protokolls klicken Sie auf ,Select Existing*
(Vorhandenes Protokoll auswahlen) und gehen Sie zur Zieldatei.

Das Protokoll wird im Fenster ,,Protocol Editor* (Protokoll-Editor) geéffnet.

2. Gehen Sie auf ,Select File* > ,Save As" (Datei auswahlen > Speichern unter) und speichern Sie
das Protokoll mit einem neuen Namen oder in einem neuen Ordner.

Bedienungsanleitung | 97



Kapitel 6 Erstellen von Protokollen

Einrichten eines neuen Protokolls

Tipp: Wenn Ihre Protokolldatei bereits die erforderlichen Parameter enthalt (zum Beispiel, wenn
Sie eine bestehende Plattendatei bearbeiten), kdnnen Sie diesen Abschnitt Gberspringen. Gehen
Sie zu Hinzufligen von Schritten zu einem Protokoll auf Seite 99.

Neue Protokolldateien erfordern die folgenden Parameter:
B Blocktyp

B Scan-Modus fiir den gewahlten Blocktyp

B Deckeltemperatur

B Probenvolumen

Einstellen des Blocktyps

CFX Manager Dx berechnet automatisch TemperaturschrittgroRen fiir die Gradientenschritte auf
Grundlage des Blocktyps.

Hinweis: Der im Protokoll-Editor eingestellte Plattentyp muss derselbe wie fir die Platte im
Reaktionsmodul sein.

So stellen Sie den Blocktyp ein

» Wahlen Sie im Fenster ,Protocol Editor” (Protokoll-Editor) , Tools > Gradient Calculator*
(Werkzeuge > Gradientenrechner) und wahlen Sie den entsprechenden Plattentyp aus der Drop-
down-Liste aus, die erscheint.

Auswahl des Scan-Modus fiir den gewahlten Blocktyp
Um die Durchlaufzeit des Protokolls einzustellen, wahlen Sie Zielblocktyp und den Scan-Modus aus.
So wahlen Sie den Blocktyp und den Scan-Modus aus

» Wahlen Sie im Fenster ,,Protocol Editor* (Protokoll-Editor) , Tools" > ,Run Time Calculator”
(Durchlaufzeitrechner > Werkzeuge) und wahlen Sie den entsprechenden Plattentyp und Scan-
Modus aus der Drop-down-Liste aus, die erscheint.

Anpassen der Deckeltemperatur
CFX Manager Dx stellt die Standardtemperatur fiir den Deckel auf 105,0 °C ein.

Sie kdnnen die Standardeinstellungen dndern oder den Deckelheizer ausschalten, je nachdem, wie
es flr das Protokoll erforderlich ist.
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Tipp: Sie kdnnen die Standardtemperatur fir den Deckel im Dialogfeld ,User Preferences*®
(Benutzereinstellungen) andern. Siehe Einstellen der Standardprotokollparameter auf Seite 71.

So passen Sie die Deckeltemperatur an

1. Wahlen Sie im Fenster ,Plate Editor* (Platten-Editor) ,Settings® > ,Lid Settings” (Einstellungen >
Deckeleinstellungen).

Das Dialogfeld ,Lid Settings” (Deckeleinstellungen) wird angezeigt.
2. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Wahlen Sie ,User Defined” (Benutzerdefiniert) aus und geben Sie einen Temperaturwert in
das Textfeld ein.

B Wahlen Sie ,Turn Off Lid Heater" (Deckelheizer ausschalten).

3. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen anzunehmen und schlieRen Sie das Dialogfeld.

Einstellen des Probenvolumens

CFX Manager Dx stellt das Probenvolumen fir jede Kavitéat standardmagig auf 25 pl ein. Der CFX Dx
System-Bereich liegt allerdings bei 0-125 pl.

Das Gerat verwendet einen von zwei Temperaturkontrollmodi, um zu bestimmen, wann die Probe die
Zieltemperatur in einem Protokoll erreicht:

B Calculated Mode (Berechneter Modus) — wenn das Probenvolumen auf ein fiir den Block
angemessenes Volumen eingestellt ist, berechnet das Gerat die Probentemperatur auf
Grundlage des Probenvolumens. Dies ist der Standardmodus.

B Block Mode (Blockmodus) —wenn das Probenvolumen auf Null (0) pl eingestellt ist, erfasst das
Gerat die Probentemperatur als dieselbe Temperatur wie die gemessene Blocktemperatur.

So stellen Sie das Probenvolumen fiir einen bestimmten Block ein

» Geben Sie im Fenster ,Plate Editor” (Platten-Editor) den richtigen Wert in das Textfeld ,Sample
Volume* (Probenvolumen) in der Symbolleiste ein.

Tipp: Sie kdnnen das Standardprobenvolumen im Dialogfeld ,User Preferences”
(Benutzereinstellungen) &ndern. Fir weitere Informationen lesen Sie bitte Andern der
Standarddateieinstellungen auf Seite 69

Hinzufugen von Schritten zu einem Protokoll

So fiigen Sie einen Schritt zu einem Protokoll hinzu

1. Offnen Sie das Protokoll im Fenster ,Protocol Editor* (Protokoll-Editor).

Bedienungsanleitung | 99



Kapitel 6 Erstellen von Protokollen

Bestimmen Sie, an welcher Stelle Sie den neuen Schritt einfligen mdchten. Wahlen Sie in der
Symbolleiste ,Before” (Vor) oder ,After” (Nach) aus der Schritt-Drop-down-Liste aus.

Wahlen Sie im Diagramm den Schritt aus, vor oder nach dem Sie den neuen Schritt einfligen
mdchten.

Klicken Sie im linken Fensterbereich auf ,Insert Step” (Schritt einfiigen).

Klicken Sie zum Andern der Temperatur oder Haltedauer auf den Standardwert auf dem
Diagramm oder der Protokollibersicht und geben Sie einen neuen Wert ein.

(Optional) Klicken Sie im linken Fenster auf ,,Step Options* (Schrittoptionen), um das Dialogfeld
»Step Options* (Schrittoptionen) anzuzeigen und die verfligbaren Optionen fir den ausgewahliten
Schritt zu &ndern.

Tipp: Sie kdnnen auf das Dialogfeld ,Step Options” (Schrittoptionen) entweder tber das
Rechtsklick-Meni im Diagrammfenster oder dem Protokolllibersichtsfenster zugreifen.

Klicken Sie auf ,Yes* (Ja), um die Anderungen am Protokoll zu speichern.
Das Dialogfeld ,Save As® (Speichern unter) wird eingeblendet.

Geben Sie im Dialogfeld ,Save As* (Speichern unter) einen Namen fiir die neue Protokolldatei ein
und klicken Sie auf ,Save” (Speichern).

Einfugen eines Gradientenschritts

So fiigen Sie einen Gradientenschritt ein

1.

Vergewissern Sie sich, dass die GroRe der Platte fir den Gradienten die gleiche ist wie der
Blocktyp des Gerats, 96 Kavitaten.

Falls Sie dies nicht bereits getan haben, wahlen Sie die PlattengréRe fiir den Gradienten aus:

Wahlen Sie ,Tools* > ,Gradient Calculator” (Werkzeuge > Gradientenrechner) und wahlen Sie
den entsprechenden Kavitatentyp aus der Drop-down-Liste aus.

Wahlen Sie in der Symbolleiste entweder ,Before” (Vor) oder ,After” (Nach) aus der Drop-down-
Liste ,Insert Step” (Schritt einfligen) aus.

Wahlen Sie im Diagramm oder im Ubersichtsfenster den Schritt aus, vor oder nach dem der
Gradientenschritt eingefligt werden soll.

Klicken Sie im linken Fenster auf ,Insert Gradient” (Gradient einfligen). Der neue
Gradientenschritt wird im Diagramm und im Ubersichtsfenster hervorgehoben, zum Beispiel:
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Protocol Editor - 2stepAmp.prel

File Settings Tools ?
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Die Temperatur von jeder Zeile im Gradient erscheint in der Gradiententabelle im rechten
Fenster.

Um den Temperaturbereich des Gradienten zu bearbeiten, gehen Sie folgendermafen vor:

B Klicken Sie im Diagramm oder im Ubersichtsfenster auf die Standardtemperatur und geben
Sie eine neue Temperatur ein.

m  Klicken Sie auf ,Step Options* (Schritt-Optionen), um den Gradientenbereich im Fenster
~Step-Options* (Schritt-Optionen) einzugeben.

B Andern Sie den Wert fiir den Bereich in der Gradiententabelle.

Zur Bearbeitung der Haltezeit klicken Sie im Diagramm oder in der Textansicht auf die
Standardzeit und geben Sie eine neue Zeit ein.

Klicken Sie auf ,OK* und anschlieRend auf ,Yes* (Ja), um die Anderungen zu speichern.
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Einfugen eines GOTO-Schritts

Hinweis: Sie kdnnen keinen GOTO-Schritt innerhalb eines GOTO-Satzes einfiigen; sie kbnnen
keine verschachtelten GOTO-Schleifen erzeugen.

So fiigen Sie einen GOTO-Schritt ein

1.

Wahlen Sie in der Symbolleiste ,Before” (Vor) oder ,After (Nach) aus der Drop-down-Liste ,Insert
Step“ (Schritt einfligen) aus.

Wahlen Sie im Diagramm den Schritt aus, vor oder nach dem Sie den GOTO-Schritt einfligen
mochten.

Klicken Sie im linken Fensterbereich auf ,Insert GOTO" (GOTO einfiigen).

Wahlen Sie zum Bearbeiten der GOTO-Schritthummer oder der Anzahl an GOTO-
Wiederholungen die Standardnummer im Diagramm oder Ubersichtsfenster aus und geben Sie
einen neuen Wert ein.

Klicken Sie auf ,OK" und anschlieRend auf ,Yes* (Ja), um die Anderungen zu speichern.

Einfugen eines Schmelzkurvenschritts

Tipp: Sie kdnnen keinen Schmelzkurvenschritt in eine GOTO-Schleife einfligen.

Hinweis: Der Schmelzkurvenschritt umfasst eine 30-sekiindige Haltedauer am Beginn des
Schritts, die nicht im Protokoll angezeigt wird.

So fiigen Sie einen Schmelzkurvenschritt ein

1.

2.

Wahlen Sie in der Symbolleiste ,Before” (Vor) oder ,After* (Nach) aus der Drop-down-Liste ,Insert
Step® (Schritt einfliigen) aus.

Wahlen Sie im Diagramm den Schritt aus, vor oder nach dem Sie den Schmelzkurvenschritt
einfligen moéchten.
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3. Klicken Sie im linken Fensterbereich auf ,Insert Melt Curve® (Schmelzkurve einfligen). Der neue
Schmelzkurvenschritt wird im Diagramm und im Ubersichtsfenster hervorgehoben, zum Beispiel:

Protocol Editor - 15tepgPCR.prc
File Settings Tools T
H E' Insert Step  After ~ || Sample Volume pl  Est. Run Time 01:33:00
| 0 c | %0 _C 950 C
500 i ﬁ c 05 C 0:10 600 C { .
i 0:30 i O
e | 7
H 0
i
: L4
| 39 x
[ 1 500 C for10:00
] insert Step 2 950 C for5:00
3 MeltCurve to 35.0 increment 0.5
mmw for 0-05 + Plate Read
i—) 4 950 C jor0:10
: 5 600 C for0:30
: L 6 GOTO4 .39 moretimes
END
B nsert Met Curve
0y Delete Step
QK Cancel

4. Waéhlen Sie zum Bearbeiten der Schmelztemperatur oder Schrittzeit die Standardnummer im
Diagramm oder Ubersichtsfenster aus und geben Sie einen neuen Wert ein.

5. Klicken Sie auf ,OK* und anschlieRend auf ,Yes" (Ja), um die Anderungen zu speichern.
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Hinzufugen oder Entfernen eines Plattenableseschritts

Tipp: Nachdem Sie einen Plattenablesebefehl zu einem Schritt hinzugefuigt haben, dndert sich
die Schaltflache in ,Remove Plate Read” (Plattenablesung entfernen), wenn Sie den Schritt
auswahlen.

Hinzufiigen einer Plattenablesung zu einem Schritt

1. Wahlen Sie in der Symbolleiste ,Before” (Vor) oder ,After* (Nach) aus der Drop-down-Liste ,Insert
Step*“ (Schritt einfligen) aus.

2. Wahlen Sie im Diagramm den Schritt aus, vor dem oder nach dem der Plattenableseschritt
eingefiigt werden soll.

3. Klicken Sie im linken Fenster auf ,Add Plate Read to Step“ (Plattenablesung zum Schritt
hinzufiigen), um eine Plattenablesung zu dem ausgewahlten Schritt hinzuzufliigen.

4. Klicken Sie auf ,OK* und anschlieRend auf ,Yes* (Ja), um die Anderungen zu speichern.
Entfernen einer Plattenablesung von einem Schritt

» Wahlen Sie im Diagramm den Schritt aus, der die Plattenablesung enthalt, und klicken Sie im
linken Fenster auf ,Remove Plate Read* (Plattenablesung entfernen).

Andern der Schrittoptionen

So dandern Sie Schrittoptionen fiir einen ausgewahlten Schritt
1. Wahlen Sie den Zielschritt im Diagramm oder im Ubersichtsfenster.

2. Klicken Sie im linken Fensterbereich auf ,Step Options” (Schrittoptionen), um das Dialogfeld
~Step Options* (Schrittoptionen) anzuzeigen und die verfligbaren Optionen fir den gewahlten
Schritt zu &ndern.

Klicken Sie alternativ mit der rechten Maustaste auf den Zielschritt in einem der Fensterbereiche
und wahlen Sie ,Step Options* (Schrittoptionen) im Meni, das erscheint.

3.  Um Optionen hinzuzufiigen, zu &ndern oder zu entfernen:
B Geben Sie einen Wert in das entsprechende Textfeld ein.
B Bearbeiten Sie einen Wert in dem spezifischen Textfeld.
B Markieren oder deaktivieren Sie ein Kontrollkastchen.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und das Dialogfeld ,Step Options*
(Schrittoptionen) zu schlieRen.

5. Klicken Sie ,OK" und anschlielend auf ,Yes“ (Ja), um das Protokoll zu speichern.
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Loschen eines Schritts

So Loschen Sie einen Schritt im Protokoll

1. Wahlen Sie den Schritt im Diagramm oder im Ubersichtsfenster aus.

2. Klicken Sie im linken Fenster auf ,Delete Step* (Schritt Idschen), um den ausgewahlten Schritt zu
I6schen.

3. Klicken Sie ,OK* und anschlielend auf ,Yes® (Ja), um das Protokoll zu speichern.

Kopieren, Exportieren oder Drucken eines Protokolls

So kopieren Sie ein Protokoll

» Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Protokolliibersicht und wahlen Sie ,Copy Protocol”
(Protokoll kopieren).

Sie kénnen die Ubersicht in eine .txt-, .xlIs-, .doc- oder .ppt-Datei einfligen.
So exportieren Sie ein Protokoll

1. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Protokolllibersicht und wéahlen Sie ,Export Protocol“
(Protokoll exportieren).

Das Dialogfeld ,Save As* (Speichern unter) wird eingeblendet.

2. (Optional) Gehen Sie in Windows Explorer zu einem Ordner, in dem die Protokolldatei
gespeichert werden soll.

3. Geben Sie unter Dateiname einen Namen fiir die exportierte Protokolldatei ein.

4. Klicken Sie auf ,Save” (Speichern).
So drucken Sie ein Protokoll

» Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Protokolliibersicht und wahlen Sie ,Print*
(Drucken).

Sie kdnnen die Protokollibersicht mit lhrem Standarddrucker ausdrucken.
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Erstellen eines Protokolls mit dem Protokoll-AutoWriter

Wichtig: Bio-Rad gibt keine Garantie, dass das Ausfiihren eines Protokolls, das mit dem

Protokoll-AutoWriter erstellt wurde, immer zu einem Echtzeit-PCR-Produkt flihrt.

CFX Manager Dxs Protokoll-AutoWriter erzeugt automatisch Zyklusprotokolle, die auf den folgenden
Eingabeparametern basieren:

Amplicon length (Amplicon-Lange) — die erwartete Lange des PCR-Produkts
Annealing temperature (Annealing-Temperatur) — die Reaktions-T fir die verwendeten Primer

Wenn T, unbekannt ist, kbnnen Sie den T,-Rechner fiir die automatische Berechnung auf
Grundlage lhrer Primer-Sequenzen verwenden.

Hinweis: Die T, wird anhand der Primer-Schmelztemperaturinformationen (T,,,) angepasst,
die auf dem ausgewahlten Enzym und der Protokollgeschwindigkeit basieren.

Enzyme type (Enzymtyp) — das DNA-Polymeraseenzym (iTaqg™-, iProof ™M-DNA-Polymerase
oder Sonstiges)

Wenn Sie ein anderes Enzym als iTag- oder iProof-DNA-Polymerase verwenden, kdnnen Sie
zusatzliche Informationen eingeben, einschlieflich des Gradientenbereichs, der Heil3start-
Aktivierungszeit (in Sek.) und der finalen Ausdehnungszeit (in Sek.).

Run Speed (Durchlaufgeschwindigkeit) — die Reaktionszeit (Standard, schnell oder ultraschnell)

Der Protokoll-AutoWriter optimiert das Protokoll in Abhangigkeit von der ausgewahlten
Geschwindigkeitseinstellung. Die Gesamtlaufzeit wird durch die Anzahl an Schritten und Zyklen,
die Inkubationszeit bei jedem Schritt und die bendétigte Zeit fir das Erreichen von Homogenitat bei
der Zieltemperatur bestimmt.

Anhand der Parameter, die Sie eingeben, und Standard-PCR-Richtlinien erzeugt der Protokoll-
AutoWriter automatisch ein benutzerdefiniertes PCR-Protokoll mit Hei’start, initialer Denaturierung,
Annealing und Extensionsschritten. Sie kdnnen anschliefend eine grafische Darstellung des
vorgeschlagenen Protokolls anzeigen und dieses Protokoll bearbeiten, ausfiihren oder speichern.
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Gehen Sie zum Erstellen eines neuen Protokolls mit CFX Manager Dxs Protokoll-

AutoWriter folgendermaRen vor:

1. Wahlen Sie im Startfenster ,Tools" > ,Protocol AutoWriter* (Werkzeuge > Protokoll-AutoWriter).

Das Dialogfeld ,Protocol AutoWriter (Protokoll-AutoWriter) wird angezeigt.

Protocol AutoWriter
Enter Target Values/Enzyme

Amphcon Length 100 bp

Arnealing Temperature (Ta) 600 - °C

be automatically adjusted based on enzyme and speed selections

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

Ta Calculstor...

®iTaq O iProof (O Other
Erter Annealing temparature or use the Ta Calculator. The Annealing temperature wil

600 C
0:20

=
Addtional Parameters (Optional)
Gradient Range C
Hot Start Activation 5

Final Extension s

| @ Realtime PCR
Q PCcR

Run Time
01:01:00

720 C
0:15 G E
0 N

M ox
Cancel

2. Fuahren Sie im Abschnitt ,Enter Target Values/Enzyme* (Zielwert eingeben/Enzym) folgenden

Schritt aus:

B Geben Sie, falls bekannt, die Annealing-Temperatur (T,) fur die Primer ein.

Tipp: Siehe Anwenden des Ta-Rechners auf Seite 108 fiir weitere Informationen.

Hinweis: Fur weitere Details zu den im T,-Rechner verwendeten Berechnungen siehe

Breslauer et al. 1986.

Geben Sie die Amplicon-Lange in Basenpaaren (bp) ein.

Wahlen Sie einen Enzymtyp aus der Liste an Optionen (iTaq™-DNA-Polymerase, iProof™-

DNA-Polymerase oder Sonstige) aus.

Tipp: Wenn Sie ,Other” (Sonstige) als Enzymtyp auswahlen, werden die Parameter im
Abschnitt ,Additional Parameters (Optional)“ (Weitere Parameter (Optional)) aktiviert.

Bedienungsanleitung | 107



Kapitel 6 Erstellen von Protokollen

3.  Wenn Sie ,Other® (Sonstige) als Enzymtyp wahlen, kénnen Sie dem Protokoll einen oder alle der
folgenden Parameter hinzufligen:

B Gradientenbereich
B Heilstartaktivierungstemperatur
B Finale Extensionszeit

4. Wahlen Sie im Abschnitt , Type“ (Typ) mithilfe des Schiebereglers eine Protokollgeschwindigkeit
aus (Standard, schnell oder ultraschnell). CFX Manager Dx passt die Gesamtlaufzeit an.

5. Wabhlen Sie die Art der PCR aus, die durchgefuhrt werden soll (Echtzeit-PCR ist die
Standardeinstellung).

Bei der Echtzeit-PCR fligt CFX Manager Dx einen Plattenableseschritt fiir die Erfassung der
Fluoreszenzdaten hinzu.

6. Im Abschnitt ,Preview” (Vorschau) kénnen Sie das Protokoll Gberpriifen. Bei Bedarf kdnnen Sie
Anderungen vornehmen.

7. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Klicken Sie auf ,OK®, um das neue Protokoll zu speichern. Nach dem Speichern 6ffnet das
Protokoll den Einrichtungsassistenten. Klicken Sie auf ,Edit Selected” (Auswahl bearbeiten),
um ggf. Anderungen am Protokoll vorzunehmen. Sie kénnten zum Beispiel die
Deckeltemperatur oder das Probenvolumen andern missen.

B Klicken Sie auf ,Cancel” (Abbrechen), um das Fenster zu schlieen, ohne das Protokoll zu
speichern.

Anwenden des T, -Rechners

Wenn die Annealing-Temperatur fur den Primer unbekannt ist, kdnnen Sie den T,-Rechner fir die
Berechnung des Wertes verwenden. Sie kdnnen diesen Wert im Protokoll-AutoWriter oder im
Protokoll-Editor verwenden, um ein Protokoll zu erstellen.

Uber den T,-Rechner

Der T4-Rechner berechnet sowohl den T,,-Wert flr jeden Primer als auch den T,-Wert fiir das
Protokoll bei Standardgeschwindigkeit.

Der T,-Wert fir das Protokoll basiert auf den durchschnittlichen Primer-T,,-Werten unter Anwendung
der folgenden Regeln:
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B Wenn die Differenz zwischen den Primer-T,,-Werten > 4 °C ist, dann ist T, = (der niedrigere der
beiden Primer-T,-Werte + 2) -4 °C

B Wenn die Differenz zwischen den T,-Werten <4 °C ist, dann ist T, = (Durchschnitt der Primer-
T-Werte) -4 °C
Basenpaar-Rechenmethode

Firjeden Primer wendet der T,-Rechner die Basenpaar-Rechenmethode fir Sequenzen von 14
Basenpaaren (bp) oder weniger an.

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
wobei w, X, y und z jeweils die Anzahl der Basen A, T, G und C in der Sequenz sind.
Die Nearest-Neighbor-Methode

Fir Sequenzen, die langer sind als 14 bp, wird die Nearest-Neighbor-Methode angewendet. Bei der
Nearest-Neighbor-Methode basieren die Schmelztemperaturberechnungen auf dem
thermodynamischen Verhaltnis zwischen Entropie (Reihenfolge oder ein Mal} der Zufélligkeit des
Oligonukleotids), Enthalpie (vom Oligonukleotid freigesetzte oder absorbierte Warme), freier Energie
und Temperatur.

AH=AG+T*AS
Dabei gilt:
B AH = Enthalpie-Wert, cal/mole*K
B T =Temperatur, Kelvin
B AS = Entropie-Wert, cal/mole*K
B AG = Gibbs freie Energie in cal/mole*K

Die Anderung in Entropie und Enthalpie wird direkt durch Summieren der Werte fiir Nukleotidpaare
berechnet, die in Tabelle 12 (Breslauer et al. (1986) aufgeflhrt sind.

Das Verhaltnis zwischen der freien Energie und der Konzentration an Reaktanten und Produkten im
Gleichgewicht ist gegeben durch:

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

wobei R die Gaskonstante ist (1,986 cal/mole*K).

Ersetzt man G in den beiden Gleichungen und I6st diese nach T auf, erhalt man
T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

unter der Annahme, dass die Konzentration von DNA und DNA-Primer-Komplex gleich ist.
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Es wurde empirisch bestimmt, dass sich eine Anderung von 5 kcal freier Energie (3,4 kcal) (Sugimoto
etal. 1996) wahrend des Ubergangs von Einzelstrang- zu B-DNA ergibt. Dabei handelt es sich
vermutlich um die Energie der Helixbildung. SchlieRlich ergibt sich durch Hinzufligen der sogenannten
Salz-Anpassung die Gleichung, die der T, Rechner anwendet:

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

Es ist keine Anpassungskonstante fiir die Salzkonzentration erforderlich, da mehrere Parameter auf 1
M NaCl festgelegt wurden und der log4g von 1 Null ist.

Die thermodynamischen Berechnungen gehen davon aus, dass die Hybridisierung bei pH 7,0 erfolgt.
Die T,,-Berechnungen setzen voraus, dass die Sequenzen nicht symmetrisch sind und mindestens
ein G oder C enthalten.

Die Oligonukleotid-Sequenz sollte mindestens 14 Basen lang sein, um angemessene T,-Werte
bereitzustellen. Weniger als 14 Basen werden bei der Methode der Zahlung von Basenpaaren
verwendet (siehe Tabelle 12 im Anschluss).

Tabelle 12. Breslauer-Interaktionskonstanten

Interaktion AH AS AG
AA TT 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 7,8 20,8 1,6
TA AT 6 16,9 0,9
TT AA 9,1 24 1,9
TC AG 5,6 13,5 1,6
TG AC 5,8 12,9 1,9
CA GT 5,8 12,9 1,9
CT GA 7,8 20,8 1,6
CcC GG 11 26,6 3,1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
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Tabelle 12. Breslauer-Interaktionskonstanten, Fortsetzung

Anwenden des Ta-Rechners

Interaktion AH AS AG
GT CA 6,5 17,3 1,3
GC CG 11,1 26,7 3,1
GG CcC 11 26,6 3,1
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Anwenden des T, -Rechners
So verwenden Sie den T,-Rechner
1. Zum Offnen des T4-Rechners haben Sie folgende Mglichkeiten:
B Wenn Sie aktuell im Protokoll-AutoWriter sind, klicken Sie auf T,-Rechner.
B Wahlen Sie im Startfenster ,Tools" >, T, Calculator (Werkzeuge > Ta-Rechner).

Das Dialogfeld , T, Calculator” (Ta-Rechner) wird angezeigt.

Ta Calculator x

Forward Primer
W 5 I
Rewverse Primer
D l
Forward Tm Average of primer Tm's
Q) | | e
- Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)
@ | | |c
Calculate 0K Cancel

2. Geben oder fugen Sie im Textfeld ,Forward Primer® (Vorwarts-Primer) die Vorwéarts-Primer-
Sequenz ein.

Tipp: Sie kdnnen auch die Schaltflachen A, T, G, C links neben dem Dialogfeld verwenden,
um die Sequenz einzugeben.

3. Geben oder fligen Sie im Textfeld ,Reverse Primer* (Riickwarts-Primer) die Rickwarts-Primer-
Sequenz ein.

4. Klicken Sie auf ,Calculate“ (Berechnen).

Der T,-Rechner berechnet den T, -Wert von jedem Primer und den Mittelwert fiir T,, und T, und
zeigt die Werte an, zum Beispiel:
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Ta Calculator X

Forward Primer
LA) 5 [CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |
Reverse Pamer
\D 5 |GAAGAT GGT GAT GGG ATT TC |
Forward Tm Average of primer Tm's
G) [m7 | ¢ [583 |
- Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTag)
XE) 569 | ¢ [543 |c
o | Cocs

Wenn die Primer T,-Werte mehr als 4 °C auseinanderliegen, verwendet der Protokoll-AutoWriter
den niedrigeren Primer T,-Wert + 2 °C als Grundlage fiir die Berechnung des T,-Werts, den Sie
zusétzlich durch Anderung des Enzyms und der Reaktionsgeschwindigkeit andern kénnen.

Der T,-Rechner erzeugt eine Annealing-Temperatur fiir die Standardgeschwindigkeit mit iTaq
DNA-Polymerase. Wenn Sie ein anderes Enzym verwenden, passen die
Geschwindigkeitseinstellungen automatisch den T, -Wert an.

5. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Wenn Sie den T,-Rechner tber den Protokoll-AutoWriter gedffnet haben, klicken Sie auf
,OK". Sie kehren zum Protokoll-AutoWriter zurlick. Die Annealing-Temperatur wird
automatisch geandert.

B Wenn Sie den T,-Rechner tber das Menu , Tools* (Werkzeuge) gedffnet haben, zeichnen
Sie die Berechnungen auf und klicken Sie auf ,Cancel“ (Abbrechen), um den Rechner zu
schlie3en.
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Eine Plattendatei enthalt Informationen zu den Durchlaufparametern wie Scan-Modus, Fluorophoren
und Kavitateninhalten. Nach dem Durchlauf verkniipft die CFX Manager™ Dx Software die
Kavitateninhalte mit den Fluoreszenzdaten, die wahrend des Durchlaufs erfasst wurden, und wendet
die entsprechende Analyse im Fenster ,Data Analysis* (Datenanalyse) an. Die mit einem
Standardprobentyp geladenen Kavitaten werden beispielsweise fir die Erstellung einer
Standardkurve verwendet.

Die CFX Manager™ Dx Software bietet zwei Optionen fir die Plattenerstellung: Den Platten-Editor fur
PCR-Datennahmen in Echtzeit und den Einrichtungsassistenten flr die normalisierte
Genexpressionsanalyse.

Der Platten-Editor umfasst die folgenden Funktionen:
B Standardfluorophore und Probentypen fiir die Zuordnung zu den Plattenkavitaten

B Moglichkeit der Einstellung eines Referenzziels und einer Kontrollprobe fiir die
Genexpressionsanalyse

B Mdglichkeit der Plattenkonfiguration vor, wahrend oder nach einem Durchlauf
B Mdoglichkeit zum Speichern von Plattendateien fiir die Wiederverwendung
B Moglichkeit zum Drucken einer Plattendatei Giber einen Standarddrucker

Der Einrichtungsassistent fihrt Sie durch den Erstellungsprozess fiir die normalisierte
Genexpressionsanalyse. Sie kdnnen den Einrichtungsassistenten vor, wahrend oder nach einem
Durchlauf verwenden.
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Fenster ,,Plate Editor” (Platten-Editor)

Sie verwenden den Platten-Editor, um benutzerdefinierte Platten zu erstellen oder vorhandene Platten
zu andern.

Plate Editor - New

File Settings Editing Teols 0 ?
& 18 Scan Mode | All Channels || (S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer  (E35] Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 5 7 B 0 1 12 45 Sclect Fuorophoren

1.O0E+06
A 1Hr
= Sample Type Standard b
Demo
Load Target Name
B B Fam Actin ~
151

Load

Load

Load

Load

Sample Name

1Hr

Biclogical Set Name:
Test

Replicate #
2

Replicate Series

Concentration:

1.00E=+06

Wel Note

K
&

View
() Target Name (®) Concentration

View

Sample

Plate Type: BR Clear WellGroup 7] Biological Set  [] Well Note @

Demo v

) Experiment Settings

<All>
Dilution Series

Clear Repiicate #

Clear Wells

0K Cancel

LEGENDE
1. Die Menlleiste bietet Schnellzugriff auf die Befehle des Datei- und Einstellungsmenis,
ebenso wie auf Werkzeugoptionen zur Bearbeitung von Platten.
2. Die Symbolleiste bietet Schnellzugriff auf wichtige Plattenladefunktionen.
3. Das Hauptfenster zeigt die Plattenlbersicht und die Plattenoptionen an, die Sie anwenden.
4. Das rechte Fenster zeigt Optionen an, die Sie zum Anpassen lhrer Platte verwenden.
5. Das untere Fenster zeigt den Plattentyp an und bietet Schnellzugriff auf Anzeigeoptionen.
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Fenster ,Plate Editor” (Platten-Editor)

Befehle des Menus ,File” (Datei)

Save (Speichern) — speichert die Plattendatendatei an dem in der Registerkarte ,File“ (Datei)
festgelegten Ort im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen). Weitere Informationen
finden Sie unter Andern der Standarddateieinstellungen auf Seite 69. Dieses Meniielement ist nur
beim Erstellen einer neuen Plattendatei verfiigbar.

Save As (Speichern unter) — speichert die offene Plattendatendatei unter einem neuen von Ihnen
gewahlten Namen. Dieses Menielement ist nur beim Erstellen einer neuen Plattendatei verflgbar.

Extract Plate (Platte extrahieren) — 6ffnet ein Dialogfeld, in dem Sie die Plattendatei (.pltd)
extrahieren/speichern kdnnen. Dieses Menuelement ist nur verfiigbar, wenn Sie eine vorhandene
Plattendatei ansehen oder bearbeiten.

Print (Drucken) — druckt die offene Plattendatendatei aus.

Close (Schlief3en) — schliel3t den Platten-Editor.

Befehle des Menus ,,Settings“ (Einstellungen)

Plate Size (PlattengréRe) — bietet Optionen, aus denen Sie eine Plattengrofe flir den Durchlauf
auswahlen kénnen.

Hinweis: Das CFX Dx System kann nur eine 96-Kavitaten-Platte nutzen.

Plate Type (Plattentyp) — ermdglicht lnnen die Auswahl von Kavitatentypen in der Platte, die Ihre
Proben enthalten, entweder ,BR White® (BR Weilk) oder ,,BR Clear” (BR Durchsichtig). Fir eine
akkurate Datenanalyse muss der ausgewahlte Plattentyp dem im Durchlauf verwendeten Plattentyp
entsprechen.

Number Convention (Nummerkonvention) — ermoglicht lhnen das Aus- oder Abwahlen der Option
zur Anzeige von Einheiten in wissenschaftlicher Notation. StandardmaRig werden die Einheiten in
wissenschaftlicher Notation angezeigt.

Units (Einheiten) — ermdglicht Ihnen die Auswahl der Einheiten, die bei Durchfiihrung einer
Quantifizierung von Unbekannten gegentber einer Standardkurve in den Tabellen angezeigt werden.

Bearbeiten der Befehle des Meniis ,,Tools“ (Werkzeuge)

Setup Wizard (Einrichtungsassistent) — 6ffnet den ,Setup Wizard® (Einrichtungsassistent), in dem Sie
das Layout und die Analyseparameter fiir die aktuelle Platte definieren kdnnen. Sie kdnnen den
Einrichtungsassistenten vor, wahrend oder nach Abschluss eines Durchlaufs verwenden.
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Spreadsheet View/Importer (Ansicht/Import von Tabellen) — 6ffnet das Dialogfeld ,View" (Ansicht),
in dem das Platten-Layout als Vorlage im Tabellenformat angezeigt wird. Uber dieses Dialogfeld
kénnen Sie Daten der Plattenvorlage in CSV-Format exportieren oder importieren.

Flip Plate (Platte drehen) — dreht die Platteninhalte um 180°.

Befehle der Symbolleiste

H Speichert die aktuelle Plattendatei.
Zeigt eine Drop-down-Liste an, Uiber die Sie die VergréRerung der

Plattenansicht erhéhen oder verringern kénnen.

Zeigt eine Drop-down-Liste an, Gber die Sie einen Scan-Modus auswahlen
f&] Scan Mode | FRET  ~  konnen, der das Gerét anweist, von welchen Kanilen die Fluoreszenzdaten
wahrend eines Durchlaufs erfasst werden sollen.

Offnet den ,Well Groups Manager” (Kavitdtengruppen-Manager), den Sie

oy
e Well Groups... zum Erstellen von Kavitatengruppen fiir die aktuelle Platte verwenden
kénnen.
I@ Trace Styles... Zeigt ein Dialogfeld an, in dem Sie die Farben und Symbole fiir die

Amplifikationsspuren auswahlen kdnnen.

Offnet das Dialogfeld ,View* (Ansicht), in dem das Platten-Layout als
Vorlage im Tabellenformat angezeigt wird. Uber dieses Dialogfeld kén-
nen Sie Daten der Plattenvorlage in CSV-Format exportieren oder
importieren.

== Spreadsheet View/lmporter

@ Plate Loading Guide Zeigt die fur das Einrichten einer Platte und das Laden der Kavitaten
erforderlichen Schritte an.
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Erstellen einer Plattendatei mit dem Platten-Editor

Mithilfe des Platten-Editors kdnnen Sie benutzerdefinierte Plattendateien erstellen. Sie kdnnen auch
zuvor gespeicherte Plattendateien oder Proben-Plattendateien bearbeiten und speichern, die mit CFX
Manager™ Dx Software geliefert wurden.

Um eine neue Plattendatei zu erstellen, gehen Sie folgendermafen vor:
m  Offnen Sie eine Plattendatei im Platten-Editor.
B Wabhlen Sie den Plattentyp.

Hinweis: Der Plattentyp flr die Plattendatei muss der Platte im Reaktionsmodul
entsprechen.

B Wahlen Sie den im Protokoll zu verwendenden Scan-Modus.

B Wahlen Sie die Fluorophore, die in der Platte verwendet werden sollen.
B Wahlen Sie die Probentypen, Ziele und Proben aus.

B Wabhlen Sie ggf. auch Replikate aus.

B Speichern Sie das Plattenlayout.

Tipp: Um von einer zuvor gespeicherten oder einer Proben-Plattendatei eine neue Platte zu
erstellen, siehe Offnen einer bestehenden Plattendatei im Platten-Editor auf Seite 121.

Offnen einer neuen Plattendatei im Platten-Editor

CFX Manager™ Dx Software bietet mehrere Optionen fiir das Offnen einer neuen Plattendatei:
m  Uberdas Startseitenfenster

®  Uber das Dialogfeld ,Startup Wizard* (Einrichtungsassistent)

®m  Uber das Dialogfeld ,Run Setup® (Durchlaufkonfiguration)

Offnen einer neuen Plattendatei iiber das Startseitenfenster

» Wahlen Sie ,File“ > ,New" > ,Plate” (Datei > Neu > Platte).

Das Platten-Editor-Fenster wird gedffnet und die Standardplattendatei fiir das ausgewahlte Gerat
wird angezeigt.

Tipp: Fir weitere Informationen zur Einstellung Ihrer Standardplattendatei siehe Andern der
Standarddateieinstellungen auf Seite 69
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So offnen Sie eine neue Plattendatei liber den Einrichtungsassistenten

1.

Fihren Sie auf der Startseite einen der folgenden Schritte aus, um den Einrichtungsassistenten
zu 6ffnen, falls dieser nicht angezeigt wird:

B Wahlen Sie ,View* > ,Startup Wizard“ (Ansicht > Einrichtungsassistent).
®  Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,Startup Wizard“ (Einrichtungsassistent).

Der Einrichtungsassistent zeigt standardmaRig die Registerkarte ,Run Setup”
(Durchlaufkonfiguration) mit dem ausgewahlten CFX96 ™-Gerat an.

Falls notwendig, wahlen Sie den Geratetyp aus der Drop-down-Liste aus.

Klicken Sie auf ,User-defined” (Benutzerdefiniert) als Durchlauftyp, um eine neue Platte zu
erstellen.

Es wird das Dialogfeld ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) gedffnet, das die Registerkarte
,Protocol” (Protokoll) anzeigt.

Klicken Sie auf die Registerkarte ,Plate” (Platte) und klicken Sie dann auf ,Create New" (Neue
erstellen).

Es wird das Platten-Editor-Fenster gedffnet und das Standardplattenlayout fir das ausgewahlte
Gerat angezeigt.

Offnen einer neuen Plattendatei iiber das Dialogfeld ,,Run Setup*

(Durchlaufkonfiguration)

1.

Fuhren Sie einen der folgenden Schritte auf der Startseite aus, um das Dialogfeld ,Run Setup®
(Durchlaufkonfiguration) zu 6ffnen:

B Wahlen Sie ,Run“ > ,User-defined Run* (Durchlauf > benutzerdefinierter Durchlauf).

®  Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,,User-defined Run Setup“ (benutzerdefinierte
Durchlaufkonfiguration).

Es wird das Dialogfeld ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) in der Registerkarte ,Protocol*
(Protokoll) gedffnet.

Klicken Sie auf die Registerkarte ,Plate” (Platte) und klicken Sie dann auf ,Create New* (Neue
erstellen), um eine neue Platte anzulegen.

Es wird das Platten-Editor-Fenster gedffnet und das Standardplattenlayout fir das ausgewahlte
Gerat angezeigt.
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Offnen einer bestehenden Plattendatei im Platten-Editor

CFX Manager™ Dx Software liefert Probenplattendateien, die Sie bearbeiten und als eine neue Platte
speichern kénnen. Sie kdnnen auch eine neue Plattendatei anhand einer zuvor gespeicherten
Plattendatei erstellen.

So offnen Sie eine Probenplattendatei
1. Waéhlen Sie im Startfenster ,File“ > ,Open* > ,Plate” (Datei > Offnen > Platte).

Windows Explorer 6ffnet standardmaRig den Speicherort des CFX Manager Dx-
Probendateiordners.

2. Offnen Sie den Probendateiordner und dann den Plattenordner.
3. Wahlen Sie die gewiinschte Platte und klicken Sie auf ,Open* (Offnen).
Die Probenplattendatei wird im Platten-Editor-Fenster angezeigt.

4. Gehen Sie auf ,Select File* > ,Save As” (Datei auswahlen > Speichern unter) und speichern Sie
die Plattendatei mit einem neuen Namen oder in einem neuen Ordner.

So offnen Sie eine zuvor gespeicherte Plattendatei

1. Fihren Sie einen der folgenden Schritte im Startseitenfenster aus: Wahlen Sie ,File* > ,Open® >
,Plate* (Datei > Offnen > Platte), navigieren Sie zu der Zielplatte, wéhlen Sie diese aus und
klicken Sie auf ,Open* (Offnen).

Die Zielplatte wird im Platten-Editor-Fenster angezeigt.

2. Gehen Sie auf ,Select File* > ,Save As" (Datei auswéahlen > Speichern unter) und speichern Sie
die Plattendatei mit einem neuen Namen oder in einem neuen Ordner.
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Einrichten einer neuen Plattendatei

Tipp: Wenn |hre Plattendatei die erforderlichen Parameter enthélt (zum Beispiel, wenn Sie eine
Probendatei oder eine bestehende Plattendatei bearbeiten), kdnnen Sie diesen Abschnitt
Uberspringen. Fahren Sie fort mit dem Abschnitt Zuordnen optionaler Parameter zur Plattendatei
auf Seite 129.

Neue Plattendateien erfordern die folgenden Parameter:

Plattengrofe

B Plattentyp

B Scan-Modus

B Ein Fluorophor (Farbstoff)

B Ein Probentyp

Auswahl von PlattengroRe und -typ

Wichtig: Bei der Platteneinrichtung missen Sie eine Plattengréfe auswahlen. Sie kénnen die
PlattengréRe wahrend oder nach einem Durchlauf nicht mehr &ndern.

Die Software wendet die Plattengrof3e und den Plattentyp beim Durchlauf auf alle Kavitaten an.
Stellen Sie sicher, dass die ausgewahlte PlattengréRe dieselbe ist, wie die, die sie im Durchlauf
verwenden.

Bio-Rads Gerate CFX96 und CFX96 Deep Well sind werksseitig fir viele fluoreszierende Farbstoffe
und Plattenkombinationen kalibriert. Die Kalibration ist nach Gerat, Farbstoff und Plattentyp
spezifisch. Stellen Sie sicher, dass das Fluorophor, das Sie verwenden méchten, fir den von Ihnen
ausgewahlten Plattentyp kalibriert ist.

Auswahl des Scan-Modus

Die CFX96 und CFX96 Deep Well Systeme dienen der Anregung und Erkennung von Fluorophoren in
funf Kanalen. Alle Systeme nutzen mehrere Datenerfassungsmodi, um Fluoreszenzdaten wahrend
eines Durchlaufs zu erfassen.

CFX Manager™ Dx Software bietet drei Scan-Modi:
® All Channels® (Alle Kanale)

O Scannt die Kanéle 1 bis 5 auf den CFX96 und CFX96 Deep Well Systemen
= SYBR®/FAM

O Scannt nur Kanal 1

[0 Liefert einen schnellen Scan
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B FRET
[0 Scannt nur den FRET-Kanal

[0 Liefert einen schnellen Scan

Auswahl von Fluorophoren

Wichtig: Bevor Sie mit dem Durchlauf beginnen, Gberpruft die CFX Manager™ Dx Software,
dass die Fluorophore, die Sie in der Platte bestimmt haben, auf diesem Gerat kalibriert sind. Sie
koénnen keine Platte ausfliihren, wenn diese Fluorophore enthalt, die nicht auf diesem Gerat
kalibriert wurden.

Sie mussen vor dem Durchlauf mindestens ein Fluorophor in das Platten-Layout laden. Sie kénnen zu
diesem Zeitpunkt so viele Fluorophore wie nétig hinzufiigen, aber die Platte muss mindestens ein
Fluorophor enthalten. Die ausgewahlten Fluorophore erscheinen als Optionen fir Ziele unter ,Target
Names* (Zielnamen).

Sie verwenden das Dialogfeld ,Select Fluorophores® (Fluorophore auswahlen), um Fluorophore (oder
Platten-Farbstoffe) in die Kavitatenladekontrollen im Platten-Editor zu laden. Die Fluorophore, die im
Dialogfeld ,,Select Fluorophores” (Fluorophore auswéahlen) angezeigt werden, sind vom Scan-Modus
abhangig, den Sie auswahlen:

m  Alle Kanale
Es werden alle verfigbaren Fluorophore angezeigt.

Tipp: Sie kdnnen so viele Fluorophore wie notwendig hinzufiigen, aber Sie kénnen nur ein
Fluorophor pro Kanal in jeder Kavitat laden.

= SYBR®FAM

Es werden nur die Kanal-1-Fluorophore angezeigt.
m FRET

Es werden nur die Kanal-6-Fluorophore angezeigt.

Tipp: Das Kanal-6-FRET-Fluorophor erscheint nur, wenn FRET der gewahlte Scan-Modus
ist. Es ist nicht fir den Scan-Modus ,All Channels® (Alle Kanale) verfugbar.

Hinweis: Sie kdnnen Fluorophore direkt im Dialogfeld ,Select Fluorophores” (Fluorophore
auswahlen) hinzufligen oder daraus entfernen. Sie mussen neue Fluorophore unter Verwendung
des Kalibrationsassistenten auf einem Gerat kalibrieren. Nach der Kalibration wird das neue
Fluorophor automatisch zu dieser Liste hinzugefiigt.
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Auswahl der Probentypen

Wichtig: Sie missen vor dem Durchlauf mindestens einen Probentyp auswahlen, der den
Plattenkavitaten zugeordnet werden soll.

Die CFX Manager™ Dx Software bietet finf Probentypen an:

,Unknown* (Unbekannt)

~Standard“ (Standard)

NTC (keine Vorlagenkontrolle)
.Positive Control“ (Positivkontrolle)
,Negative Control“ (Negativkontrolle)

-,NRT“ (no reverse transcriptase, keine reverse Transkriptase)

Sie ordnen die Probentypen den Plattenkavitaten zu.

Einrichten einer neuen Platte

So richten Sie eine neue Platte ein

1.

2.

Offnen Sie eine neue Platte im Fenster ,Plate Editor* (Platten-Editor).

Fir die Einstellung der Plattengré3en gehen Sie auf ,Settings* > ,Plate Size* (Einstellungen >
PlattengréRe) und wahlen Sie die entsprechende Plattengrofie aus dem Drop-down-Menu aus.

Fir die Einstellung des Plattentyps gehen Sie auf ,Settings“ > ,Plate Type“ (Einstellungen >
Plattentyp) und wahlen Sie entweder ,BR White* (BR Weil}) oder ,BR Clear” (BR Durchsichtig)
aus dem Drop-down-Meni aus.

Optional kénnen Sie im MenU ,Settings® (Einstellungen) die Nummernkonvention und die
Anzeigeeinheiten andern:

B Zur Anderung der Nummernkonvention gehen Sie auf ,Settings* > ,Number Convention*
(Einstellungen > Nummernkonvention) und wahlen Sie ,Scientific Notation*
(Wissenschaftliche Notation).

Tipp: Wissenschaftliche Notation wird standardmafig ausgewahlt. In diesem Fall wird
bei Auswahl von ,Scientific Notation“ (Wissenschaftliche Notation) der Standard
geldscht und die Nummernkonvention auf das Standardformat eingestellt.

B Zur Anderung der Anzeigeeinheiten wéhlen Sie ,Settings* > ,Units" (Einstellungen >
Einheiten) und wahlen Sie einen neuen Wert fiir die Einheit.
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Fur die Einstellung des Scan-Modus wahlen Sie den entsprechenden Scan-Modus aus der Drop-
down-Liste ,Scan Mode* (Scan-Modus) in der Symbolleiste des Platten-Editors.

Wahlen Sie die erforderlichen Fluorophore fiir die Platte:

a. Klicken Sie im rechten Fensterbereich auf ,Select Fluorophores* (Fluorophore auswahlen).

Es wird das Dialogfeld ,Select Fluorophores* (Fluorophore auswahlen) eingeblendet. Hier
werden [hnen die fir die Art des Scan-Modus verfligbaren Fluorophore angezeigt, die Sie in
Schritt 5 ausgewahlt haben, wie zum Beispiel:

Select Fluorophores

!
|
!

Cal Orange 560
Cal Gold 540
vIC
3 ROX
Texas Red
CalRed 610
Tex 615
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cy55

0 (o (e (  l

i

b. Markieren Sie zum Auswahlen eines Fluorophors das zugehdrige Kontrollkastchen.

Tipp: Deaktivieren Sie zum Entfernen eines Fluorophors das zugehdrige
Kontrollkastchen.

c. Umdie Anzeigefarbe des Fluorophors zu andern, klicken Sie auf das zugehérige
Kontrollkastchen ,Color* (Farbe).

Hinweis: Die Farbe, die Sie auswahlen, stellt das Fluorophor sowohl im Platten-Editor-
Fenster als auch in den Datenanalysediagrammen dar.

d. Wahlen Sie im Dialogfeld ,,Color” (Farbe) die gewiinschte Farbe aus oder klicken Sie auf
,Define Custom Colors® (Benutzerdefinierte Farben definieren) und erstellen Sie eine neue
Farbe fir die Darstellung des Fluorophors.
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e. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern, und verlassen Sie das Dialogfeld
~>elect Fluorophores® (Fluorophore auswahlen).

7. Sie missen mindestens eine Kavitat auswahlen, in die ein Probentyp gefillt werden soll.
Standardmagig wird ,Well A1* (Kavitat A1) ausgewahlt.

Fihren Sie im Platten-Fenster einen der folgenden Schritte aus:

B Zum Laden mehrerer benachbarter Kavitaten wahlen Sie eine Kavitat und ziehen Sie diese
zur Zielkavitat.

B Zum Laden mehrerer nicht benachbarter Kavitaten halten Sie die Steuerungstaste gedriickt
und klicken Sie auf jede Kavitat.

B Zum Laden einer gesamten Spalte mit demselben Probentyp klicken Sie auf die
Spaltennummer.

B Zum Laden einer gesamten Zeile klicken Sie auf die Zeilennummer.

B Zum Laden der gesamten Platte klicken Sie in die obere linke Ecke des Fensterbereichs.

Zum Beispiel:
Plate Editor - New o X
File Settings Editing Tools ?
=] [ Scan Mode | All Channels | (5 Well Groups... |[&] Trace Styles... I Spreadsheet View/Importer | () Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 L3 7 8 9 10 11 12 @ Select Flucrophores... ~
A
Sample Type <
B
rone
c
D none:
E
none
F
i
G
H ] Experment Settngs.
é] Clear Replicate #
F¥  Cearwels
v
Vew oK Cancel
FEemEaer Sample [] Wel Group [ Biclogical Sst [ Wel Note S

8. Ordnen Sie einen Probentyp der ausgewahlten Kavitat oder Kavitdten aus dem Drop-down-Meni
~>ample Type“ (Probentyp) zu.
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Sample Type w

Unknown

NTC

Positive Contral
Megative Control

NRT

Ordnen Sie mindestens ein Fluorophor allen Kavitaten zu, die einen Probentyp enthalten. Sie
kénnen mehr als ein Fluorophor einer Kavitat oder Kavitatengruppe zuordnen.

Hinweis: Sie kdnnen nur ein Fluorophor pro Kanal zuweisen. Sie kdnnen nicht mehr als ein
Fluorophor desselben Kanals derselben Kavitat zuweisen.

Tipp: Sie kdnnen ein Ziel mit dem Fluorophor verknlpfen oder zu diesem Zeitpunkt nur das
Fluorophor der Kavitat zuordnen und ein Ziel mit dem Fluorophor nach Durchfiihrung des
Experiments verknlpfen.

B Um den ausgewahlten Kavitaten nur ein Fluorophor zuzuordnen, markieren Sie im Abschnitt
»Target Names* (Zielnamen) im rechten Fensterbereich das Kontrollkastchen ,Load" (Laden)
fur das entsprechende Fluorophor.

B Um ein Ziel mit einem Fluorophor zu verknupfen, wahlen Sie im Abschnitt ,, Target Names*
(Zielnamen) einen Zielnamen aus der Drop-down-Liste fiir das bestimmte Fluorophor aus.
Die Software aktiviert automatisch das zugehérige Kontrollkastchen ,Load” (Laden).

Load Target Mame
] FAM

] SYBR

. Bei Kavitaten, die einen Standardprobentyp enthalten, missen Sie eine Konzentration laden.
Jede Kavitat kann einen anderen Konzentrationswert aufweisen. CFX Manager™ Dx Software
ladt standardmaRig eine Konzentration von 1.00E+06 in alle Kavitaten mit einem
Standardprobentyp. Sie kénnen den Wert bei Bedarf &ndern.

a. Wahlen Sie im Platten-Fensterbereich eine Standardkavitat oder eine Gruppe von Kavitaten.

b. Klicken Sie im Abschnitt ,Concentration“ (Konzentration) auf ,Load” (Laden), um den Wert
der ausgewahlten Kavitat bzw. Kavitaten zu laden.

c. (Optional) Um eine andere Konzentration zu laden, geben Sie den neuen Wert in das
Textfeld ,Concentration” (Konzentration) ein und driicken Sie die Eingabetaste.

d. Wiederholen Sie diesen Schritt mit allen Kavitaten des Standardprobentyps.
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Tipp: Fir das Laden derselben Konzentration in alle Standardkavitaten, stellen Sie
sicher, dass <All> (Alle) in der Drop-down-Liste unter dem Konzentrationswert
eingeblendet wird. Firr das Laden desselben Konzentrationswerts in allen Kavitaten mit
einem spezifischen Fluorophor, klicken Sie auf die Drop-down-Liste und wahlen Sie das
Fluorophor aus.

11. Klicken Sie auf ,OK", um die neue Platte zu speichern.
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Zuordnen optionaler Parameter zur Plattendatei

Eine Plattendatei enthalt Informationen tber die Inhalte von jeder Kavitat, die mit einer Probe fiir einen
Durchlauf geladen wurde. Nach dem Durchlauf verknupft die CFX Manager™ Dx Software die Inhalte
der Kavitat mit den wahrend des Protokolls erfassten Fluoreszenzdaten und wendet die
entsprechende Analyse im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) an.

Im CFX Manager Dx kdnnen Sie jeder Kavitat in lhrer Platte vor, wahrend oder sogar nach dem
Durchlauf von Experimenten Parameter zuordnen. Sie kénnen die Parameter einer vorhandenen
Plattendatei oder einer neuen Plattendatei zuordnen. Zu diesen Parametern gehdren:

B Target names (Zielnamen) — das oder die zu untersuchenden Ziele (Gene oder Sequenzen) in
jeder geladenen Kavitat.

B Sample names (Probennamen) — die Kennung oder Bedingung, die der Probe in jeder
geladenen Kavitat entspricht, wie zum Beispiel OHr, 1Hr oder 2Hr.

Tipp: Ziele und Probennamen mussen bei Kavitaten gleich sein, um Daten in der
Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) im Fenster ,Data Analysis*
(Datenanalyse) zu vergleichen. Jeder Name muss die gleiche Grof3schreibung,
Zeichensetzung und Leerzeichen enthalten. Zum Beispiel ,Actin“ ist nicht das Gleiche wie
»actin®, ,2Hr" ist nicht das Gleiche wie ,2 hr.” und ,Maus 1“ ist nicht das Gleiche wie ,maus1*.
Um die Ubereinstimmung der Bezeichnungen sicherzustellen, geben Sie die Namen im
Abschnitt ,Libraries” (Bibliotheken) in ,User > User Preferences > Plate* (Benutzer >
Benutzereinstellungen > Platte) auf der Startseite ein.

B Biological sets (Biologische Satze) — die Kennung oder Bedingung, die einem Satz von
Kavitaten entspricht.

B Replicates (Replikate) — jede Kavitat, die zur Analyse der gleichen Kombination aus Probe und
Ziel(en) verwendet wird; das heif’t, das Replizieren von gPCR-Reaktionen.

® Dilution series (Verdiinnungsreihe) — Die Menge zur Anderung der Konzentration des
Standardprobentyps innerhalb einer Replikatgruppe, um die zu analysierenden Daten der
Standardkurve zu erstellen.

Zuordnen eines Ziels zu Kavitaten

Tipp: Sie kdnnen den gleichen Zielnamen einer einzelnen oder mehreren Kavitaten zuordnen.
Sie kdnnen auch mehrere Ziele einer gleichen Kavitat zuordnen.

Ein Ziel einer Kavitit oder einer Kavitidtengruppe zuordnen

1. Stellen Sie im Platten-Editor sicher, dass der Kavitat oder der Kavitatengruppe ein Probentyp
zugewiesen wurde.
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5.

Informationen tiber das Zuordnen von Probentypen zu Kavitaten finden Sie unter Auswahl der
Probentypen auf Seite 124.

Wahlen Sie im Platten-Fenster die Kavitat oder Kavitatengruppe aus:
B Um eine einzelne Kavitat auszuwahlen, klicken Sie auf die Kavitat.

B Um mehrere nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, klicken Sie auf eine Kavitat
und ziehen sie die Maus zur Zielkavitat.

B Um mehrere nicht nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, halten Sie die
Steuerungstaste gedriickt und klicken Sie auf die einzelnen Kavitaten.

B Um eine gesamte Spalte mit demselben Probentyp auszuwahlen, klicken Sie auf die
Spaltennummer.

B Zur Auswahl einer gesamten Zeile, klicken Sie auf die Zeilennummer.
Wahlen Sie im rechten Fenster einen Namen aus der Drop-down-Liste ,Target Name* (Zielname)

flr jedes ausgewahlte Fluorophor aus.

Load Target Mame
L] FAM
] SYEBR

Wiederholen Sie Schritt 3 flr jede Kavitat oder Kavitatengruppe, der Sie ein Ziel zuordnen
mussen.

Tipp: Sie kbnnen jedem ausgewahlten Fluorophor den gleichen oder einen anderen
Zielnamen zuordnen.

Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu (ibernehmen und die Platte zu speichern.

Entfernen eines Zielnamens

» Um einen Zielnamen von einer ausgewahlten Kavitat oder Kavitatengruppe zu entfernen, heben

Sie die Auswahl des zugehorigen Kontrollkastchens ,Load” (Laden) auf.

Wichtig: Durch das Entfernen eines Zielnamens von einer Kavitat wird ebenfalls das damit
verbundene Fluorophor entfernt. Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie einen Zielnamen von einer
Kavitat entfernen.

Hinzufiigen eines Zielnamens zur Liste

» Um einen Zielnamen zur Drop-down-Liste hinzuzufiigen, fiihren Sie einen der folgenden Schritte

aus:
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B Geben Sie einen Namen in die Drop-down-Liste ,Target Names* (Zielnamen) ein und
driicken Sie die Eingabetaste.

Tipp: Zielnamen, die Sie zu einer Liste hinzufligen, erscheinen in allen anderen
Ziellisten.

B Klicken Sie auf das griine +-Symbol rechts neben der Drop-down-Liste, geben Sie einen
Namen fiir das Ziel ein und driicken Sie die Eingabetaste.

m  Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) und fligen
Sie den Namen zu der Bibliothek ,Target Names* (Zielnamen) in der Registerkarte ,Plate”
(Platte) hinzu.

Wichtig: Zielnamen, die Sie zur Drop-down-Liste hinzufuigen, sind nur fir die aktuelle Platte
verfigbar und nur, wenn Sie den Namen einer Kavitat zuordnen und das Platten-Layout
speichern. Wenn Sie den Namen nicht einer Kavitat zuordnen und das Platten-Layout
speichern, wird der Name nicht gespeichert und steht fiir kiinftige Verwendungen nicht zur
Verfigung. Um einen Zielnamen dauerhaft hinzuzufliigen, figen Sie ihn anhand des
Dialogfelds ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) zu der Bibliothek ,, Target Names*
(Zielnamen) hinzu. Namen, die Sie zur Bibliothek hinzufiigen, sind verfigbar, wenn Sie den
Platten-Editor das nachste Mal 6ffnen. Weitere Informationen finden Sie unter Einstellen der
Standardplattenparameter auf Seite 72.

Loschen eines Zielnamens aus der Liste
1. Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,User Preferences” (Benutzereinstellungen).

Es erscheint das Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen), das die Registerkarte
.Plate” (Platte) anzeigt.

2. Wahlen Sie in der Registerkarte ,Plate” (Platte) in der Bibliothek ,Target names* (Zielnamen) den
Namen, den Sie [6schen mochten, und driicken Sie die Entf-Taste.

3. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieBen Sie das Dialogfeld ,User
Preferences* (Benutzereinstellungen).

Wichtig: Sie kdnnen keine Zielnamen Iéschen, die Sie mit einer Plattendatei gespeichert
haben. Benutzerdefinierte Namen, die Sie zu der Drop-down-Liste ,Target Names*
(Zielnamen) hinzufligen und nicht mit der Platte verwenden und speichern, werden
automatisch aus der Liste entfernt. Namen, die Sie aus der Bibliothek ,Target Names*
(Zielnamen) lI6schen, werden dauerhaft aus der Software entfernt und stehen den Benutzern
nicht langer zur Verfligung. Seien Sie daher vorsichtig beim Léschen von Zielnamen.
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Zuordnen eines Probennamens zu Kavitaten

Hinweis: Um einen Probennamen zuzuordnen, missen Sie den ausgewahlten Kavitaten
mindestens ein Fluorophor zuweisen. Wenn den ausgewahlten Kavitaten kein Fluorophor
zugewiesen wurde, ist die Drop-down-Liste ,Sample Names* (Probennamen) deaktiviert. Weitere
Informationen Uber das Zuweisen von Fluorophoren finden Sie unter Zuordnen eines Ziels zu
Kavitaten auf Seite 129.

Tipp: Sie kdnnen jeder Kavitat oder Kavitatengruppe nur einen Probennamen zuordnen.
Einer Kavitat oder einer Kavititengruppe einen Probennamen zuordnen

1. Stellen Sie im Platten-Editor sicher, dass der Kavitat oder der Kavitatengruppe ein Fluorophor
zugewiesen wurde.

2. Wahlen Sie im Platten-Fenster die Kavitat oder die Kavitatengruppe aus.

3. Wabhlen Sie im rechten Fenster einen Namen in der Drop-down-Liste ,Sample Names*

(Probennamen) aus.
Sample Type w
Unknown
NTC

Posttive Contral
Megative Control
NRT

4. Wiederholen Sie Schritt 3 flr jede Kavitat oder Kavitatengruppe, der Sie einen Probennamen
zuordnen miissen.

5. Klicken Sie auf ,OK", um die Anderungen zu Ubernehmen und die Platte zu speichern.
Einen Probennamen entfernen

» Um einen Probennamen von einer ausgewahlten Kavitéat oder Kavitatengruppe zu entfernen,
heben Sie die Auswahl des zugehdrigen Kontrollkéstchens ,Load” (Laden) auf.

Einen Probennamen zur Liste hinzufiigen

» Um einen Probennamen zur Drop-down-Liste hinzuzufiigen, fiihren Sie einen der folgenden
Schritte aus:

B Geben Sie einen Namen in die Drop-down-Liste ,Sample Names* (Probennamen) ein und
driicken Sie die Eingabetaste.
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m  Klicken Sie auf das griine +-Symbol rechts neben der Drop-down-Liste und geben Sie einen
Namen fir die Probe ein.

B Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) und fligen
Sie den Namen zu der Bibliothek ,Sample Names" (Probennamen) in der Registerkarte
LPlate” (Platte) hinzu.

Wichtig: Probennamen, die Sie zur Drop-down-Liste hinzugefligt haben, sind nur fir die
aktuelle Platte verfiigbar und nur, wenn Sie den Namen einer Kavitat zugeordnet und das
Platten-Layout gespeichert haben. Wenn Sie den Namen nicht einer Kavitat zuordnen und
das Platten-Layout speichern, wird der Name nicht gespeichert und steht fiir kiinftige
Verwendungen nicht zur Verfligung. Um einen Probennamen dauerhaft hinzuzufligen, fiigen
Sie ihn anhand des Dialogfelds ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) ebenfalls zu der
Bibliothek ,Sample Names* (Probennamen) hinzu. Namen, die Sie zur Bibliothek
hinzufligen, sind verfuigbar, wenn Sie den Platten-Editor das nachste Mal 6ffnen. Weitere
Informationen finden Sie unter Einstellen der Standardplattenparameter auf Seite 72.

Einen Probennamen aus der Liste lI6schen
1. Klicken Sie in der Symbolleiste auf ,User Preferences” (Benutzereinstellungen).

Es erscheint das Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen), das die Registerkarte
LPlate” (Platte) anzeigt.

2. Wahlen Sie in der Bibliothek ,Sample Names* (Probennamen) in der Registerkarte ,Plate”
(Platte) den Namen, den Sie I6schen mdchten, und driicken Sie die Entf-Taste.

3. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und schlieRen Sie das Dialogfeld ,User
Preferences” (Benutzereinstellungen).

Wichtig: Sie kdnnen keine Probennamen Iéschen, die Sie mit einer Plattendatei gespeichert
haben. Benutzerdefinierte Namen, die Sie zu der Liste ,Sample Names* (Probennamen)
hinzufigen und nicht mit der Platte verwenden und speichern, werden automatisch aus der
Drop-down-Liste entfernt. Namen, die Sie aus der Bibliothek ,Sample Names*
(Probennamen) I6schen, werden von der Software entfernt und sind fiir Benutzer nicht
langer verfligbar. Gehen Sie daher vorsichtig beim Léschen von Probennamen vor.

Zuordnen von biologischen Satzen zu Kavitaten

Hinweis: Um einen biologischen Satz zuzuordnen, missen Sie den ausgewahlten Kavitaten
mindestens ein Fluorophor zuweisen. Durch die Zuweisung eines Fluorophors wird die Drop-
down-Liste ,Biological Set Name (Name des biologischen Satzes)* aktiviert. Weitere
Informationen iber das Zuweisen von Fluorophoren finden Sie unter Zuordnen eines Ziels zu
Kavitaten auf Seite 129.

Tipp: Sie kdnnen jeder Kavitat oder jeder Kavitatengruppe einen biologischen Satz zuordnen.
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Zuordnen eines biologischen Satzes zu einer Kavitit oder einer Kavititengruppe

1.

Markieren Sie in den Anzeigeoptionen unten im Fenster ,Plate Editor” (Platten-Editor) das
Kontrollkastchen ,Biological Set* (Biologischer Satz).

Stellen Sie im Platten-Editor sicher, dass der Kavitat oder der Kavitdtengruppe ein Fluorophor
zugewiesen wurde.

Wahlen Sie im Platten-Fenster die Kavitat oder die Kavitadtengruppe aus.

Wahlen Sie im rechten Fenster einen Namen aus der Drop-down-Liste ,Biological Set Name*
(Name des biologischen Satzes) aus.

CFX Manager™ Dx Software aktiviert automatisch das zugehdérige Kontrollkastchen ,Load*
(Laden).

Load Biclogical Set Name

O
1Hr

1 mmed

Wiederholen Sie Schritt 4 fir jede Kavitat oder Kavitatengruppe, der Sie einen biologischen Satz
zuordnen miissen.

Klicken Sie auf ,,OK", um die Anderungen zu Ubernehmen und die Platte zu speichern.

Tipp: Das Zuordnen von Namen biologischer Satze zu Kavitaten aktiviert die ,Biological Set
Analysis Options” (Analyseoptionen fir biologische Satze) im Dialogfeld ,Experiment
Settings® (Experimenteinstellungen), in dem Sie Probenanalysen in einer von vier
Konfigurationen ausfiihren kénnen. Weitere Informationen finden Sie unter Andern der
Experimenteinstellungen auf Seite 140.

Entfernen eines biologischen Satzes

» Um einen biologischen Satz von einer Kavitéat oder Kavitatengruppe zu entfernen, heben Sie die

Auswahl des zugehdrigen Kontrollkastchens ,Load“ (Laden) auf.

Hinzufiigen eines Namens fiir einen biologischen Satz zur Liste

»  Um einen Namen fiir einen biologischen Satz zur Drop-down-Liste hinzuzufiigen, Geben Sie

einen Namen in das Dropdownfeld ,Biological Set Name* (Name des biologischen Satzes) ein
und driicken Sie die Eingabetaste:

Wichtig: Namen von biologischen Satzen, die Sie in der Drop-down-Liste hinzuflgen, sind
nur fir die aktuelle Platte verfligbar und nur, wenn Sie den Namen einer Kavitat zuordnen
und das Platten-Layout speichern. Wenn Sie den Namen nicht einer Kavitat zuordnen und
das Platten-Layout speichern, wird der Name nicht gespeichert und steht fiir kiinftige
Verwendungen nicht zur Verfiigung.
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Ansicht von allen biologischen Séatzen auf der Platte

» Markieren Sie in den Anzeigeoptionen unten im Editor-Fenster das Kontrollkastchen ,Biological

Set“ (biologischer Satz).

View
Sample ] Well Group Biological Set [ Wel Note

Alle Kavitaten zeigen ihren jeweiligen Namen des biologischen Satzes an, sofern zugeordnet.
Die Kontrolle ,Biological Set Name* (Name fur biologischen Satz) wird im rechten Fensterbereich
angezeigt.

Um biologische Satze auszublenden, heben Sie die Auswahl des Kontrollkdstchens ,Biological
Set“ (Biologischer Satz) in den Anzeigeoptionen auf.

Zuordnen von Replikathnummern zu Kavitaten

Wichtig: Fur die Zuordnung von Replikathummern missen die ausgewahlten Kavitaten
dieselben Kavitateninhalte enthalten. Das heif’t, die ausgewahlten Kavitdten missen dieselben
Probentypen und Fluorophore enthalten. Gegebenenfalls miissen diesen auch dieselben Ziel-
und Probennamen sowie derselbe biologische Satz zugewiesen werden. Wenn diese nicht
Ubereinstimmen, aktiviert CFX Manager™ Dx Software diese Option nicht.

So ordnen Sie Replikathummern einer Gruppe von Kavitaten zu

1.
2.

Stellen Sie im Platten-Editor sicher, dass die Inhalte der Kavitatengruppe identisch sind.
Wahlen Sie im Platten-Fenster die Ziel-Kavitatengruppe aus.

Fir die Zuordnung derselben Replikathnummer zu allen ausgewahlten Kavitaten geben Sie im
rechten Abschnitt ,Replicate #* (Replikatnummer) die Replikatnummer in das Feld ein und
wahlen Sie ,Load” (Laden).

Load Replicate #
3 i

Replicate Series
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4. (Optional) Fir die Anwendung einer Replikatserie auf einen Satz an ausgewahlten Kavitaten:

a. Klicken Sie auf ,Replicate Series” (Replikatserie). Im Abschnitt ,Replicate #*
(Replikatnummer) werden nun die folgenden Optionen angezeigt:

Replicate Size: |1

Starting Replicate #: |1
(® Horizontal =
() Vertical %

Cancel Apnly

B Replicate Size (Replikatgrofe) — Zahl, welche die Anzahl an Kavitaten in jeder
Replikatgruppe angibt

B Starting replicate # (Startreplikathummer) — die erste Nummer in der Replikatserie fiir
die ausgewahlte Replikatgruppe

Hinweis: StandardmaBig zeigt CFX Manager™ Dx Software die Startreplikatnummer
als eine Zahl Uber der letzten auf der Platte zugeordneten Replikathummer an. Falls
zum Beispiel die letzte Replikatnummer auf der Platte fiinf betragt, lautet die nachste
Startnummer sechs. Sie kdnnen die Startnummer zu jeder noch nicht zugeordneten
Nummer &ndern.

®  Laderichtung (,Horizontal” (horizontal) oder ,Vertical (vertikal))

b. Klicken Sie auf ,Apply“ (Anwenden), um die Parameter auf die Serien anzuwenden und
gehen Sie zurtick zur Anzeige ,Replicate #* (Replikathnummer).

5. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu ibernehmen und die Platte zu speichern.
Entfernen einer Kavitat aus einer Replikatserie

» Wahlen Sie im Platten-Fenster die Kavitat oder Kavitatengruppe aus, die entfernt werden kann
und deaktivieren Sie dann das Kontrollkastchen ,Replicate # Load” (Replikathummer laden).

Alternativ kdnnen Sie auch auf ,Clear Replicate #* (Replikathnummer I[6schen) gehen, um die
Replikatnummer aus einer ausgewahlten Kavitat oder Kavitatengruppe zu l6schen.
Zuordnen einer Verduinnungsreihe zu Standardprobentypen

Wie zuvor bereits erwahnt, muss allen Kavitaten mit dem Probentyp ,Standard” (Standard) ein
Konzentrationswert zugeordnet werden. Sie kénnen eine Verdinnungsreihe mehreren Kavitaten mit
dem Probentyp ,Standard“ (Standard) zuordnen.
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Hinweis: Um eine Verdunnungsreihe einer Kavitatengruppe zuzuordnen, missen die Kavitaten
in eine Reihe Replikate aufgenommen werden. Informationen tber das Hinzufiigen von Kavitaten
zu einer Replikatreihe finden Sie unter Zuordnen von Replikatnummern zu Kavitaten auf Seite
135.

So ordnen Sie eine Verdiinnungsreihe einer Gruppe von Standardprobenkavitaten zu
1. Stellen Sie im Platten-Editor sicher, dass die folgenden Anforderungen erfiillt sind:
B Der Probentyp fiir die Kavitatengruppe ist ,Standard” (Standard).

B Allen Kavitaten in der Gruppe ist mindestens ein Fluorophor zugeordnet und sie alle
enthalten die gleichen Fluorophore.

B Alle Kavitaten in der Gruppe befinden sich in der gleichen Reihe an Replikaten.

Hinweis: Die CFX Manager™ Dx Software aktiviert die Option ,Dilution Series*
(Verdunnungsreihe) nur, wenn alle ausgewahlten Kavitaten diese Kriterien erflllen.

2. Wahlen Sie im Platten-Fenster die Ziel-Kavitatengruppe aus.

3. Klicken Sie im Abschnitt ,Concentration“ (Konzentration) im rechten Fensterbereich auf ,Dilution
Series” (Verdiinnungsreihe). Im Abschnitt ,Concentration” (Konzentration) werden nun die
folgenden Optionen angezeigt:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: 9 =

to: (16 =

Dilution Factor: 10.000 =

() Increasing (® Decreasing
<Al

Cancel Apply

B Starting concentration (Startkonzentration) — Der Konzentrationswert, mit dem die Reihe
startet

B Replicates from and to (Replikate von und bis) — Die Replikate in der Reihe, auf die der
Verdiinnungsfaktor angewendet wird

®  Dilution factor (Verdiinnungsfaktor) — Die Menge zur Anderung der Konzentration
innerhalb jeder Replikatgruppe

4. Stellen Sie die Werte fiir die Optionen ein oder akzeptieren Sie die Standardwerte.

5. Standardmafig nimmt die Verdinnungsreihe durch den Verdinnungsfaktor ab. Wéhlen Sie zum
Erhohen der Verdiinnungsreihe ,Increasing“ (Zunehmend).
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6. (Optional) StandardmaRig gilt der Verdliinnungsfaktor fur alle Fluorophore in der Replikatreihe.
Wenn lhre Reihe mehr als ein Fluorophor enthélt und Sie die Verdinnung auf ein einzelnes
Fluorophor anwenden méchten, wahlen Sie dieses aus der Drop-down-Liste aus.

7. Klicken Sie auf ,Apply“ (Anwenden), um die Verdiinnungsreihe auf die Kavitatengruppe
anzuwenden und gehen Sie zuriick zur Ansicht der Konzentration.

8. Klicken Sie auf ,OK*“, um die Anderungen zu libernehmen und die Platte zu speichern.

Kopieren von Kavitateninhalten in eine andere Kavitat

Sie kdnnen die Inhalte einer Kavitat kopieren und sie in eine einzelne oder in mehrere Kavitaten
kopieren. Sie kénnen jedoch nur die Inhalte von einer einzelnen Kavitat kopieren. Sie haben nicht die
Méglichkeit, mehrere Kavitaten auszuwahlen und deren Inhalte zu kopieren.

So kopieren Sie Kavitiateninhalte in eine andere Kavitat

1. Wahlen Sie im Platten-Abschnitt die zu kopierende Kavitat.

2. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Kavitat und wéahlen Sie ,Copy Well (Kavitat
kopieren).

3. Wahlen Sie die Kavitat oder die Kavitaten, in die der Inhalt eingefligt werden soll:
B Um eine einzelne Kavitat auszuwahlen, klicken Sie auf die Kavitat.

B Um mehrere nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, klicken Sie auf eine Kavitat
und ziehen sie die Maus zur Zielkavitat.

B Um mehrere nicht nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, halten Sie die
Steuerungstaste gedriickt und klicken Sie auf die einzelnen Kavitaten.

4. Wenn Sie die Zielkavitaten ausgewahlt haben, klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen
Sie ,Paste Well (Kavitat einflgen).

Die CFX Manager™ Dx Software fugt die Inhalte der ersten Kavitat in die ausgewahlten Kavitaten
ein.
Hinzufligen einer Anmerkung zu einer Kavitat

Sie kénnen einer Kavitat eine Beschreibung hinzufigen. Sie kdnnen die Kavitatenhinweise auf der
Registerkarte ,Quantification“ (Quantifizierung) im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) anzeigen.

So fiigen Sie einen Hinweis zu einer Kavitat hinzu

1. Wahlen Sie im Platten-Fenster die Kavitat(en) aus, zu der bzw. denen Sie einen Hinweis
hinzufligen mochten.
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2. Wahlen Sie im unteren Fenster im Abschnitt ,View* (Ansicht) ,Well Note* (Kavitatenhinweis) aus.
Der Bereich ,Well Note* (Kavitatenhinweis) erscheint im rechten Fenster.

Well Note
<none> v ‘

3. Geben Sie den Inhalt fir den Hinweis in das Textfeld ein und driicken Sie die Eingabetaste.
Der Text erscheint im unteren Bereich der ausgewahlten Kavitaten.

Tipp: Wenn Sie einen vorherigen Kavitatenhinweis erstellt haben, kdnnen Sie diesen aus
der Drop-down-Liste auswahlen und ihn auf die ausgewahlten Kavitdten anwenden.

Leeren der Kavitaten von Inhalt

Sie kdnnen entweder eine einzelne Kavitat, eine Kavitatengruppe oder die gesamte Platte von
jeglichem Inhalt leeren. Das Leeren der Kavitaten entfernt nicht die wahrend der Plattenablesung
erfassten Fluoreszenzdaten.

Das Leeren einer Kavitat entfernt dauerhaft den Inhalt aus der Kavitat. Seien Sie daher vorsichtig,
wenn Sie Kavitaten leeren.

Loschen samtlicher Einstellungen von Kavitaten

1.  Wahlen Sie im Platten-Editor die Kavitat oder Kavitatengruppe im Fensterbereich ,Plate” (Platte)
aus:

B Um eine einzelne Kavitat auszuwahlen, klicken Sie auf die Kavitat.

B Um mehrere nebeneinander liegende Kavitaten auszuwabhlen, klicken Sie auf eine Kavitat
und ziehen sie die Maus zur Zielkavitat.

B Um mehrere nicht nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, halten Sie die
Steuerungstaste gedriickt und klicken Sie auf die einzelnen Kavitaten.

B Um eine gesamte Spalte mit demselben Probentyp auszuwahlen, klicken Sie auf die
Spaltennummer.

B Zur Auswahl einer gesamten Zeile, klicken Sie auf die Zeilennummer.
2. Klicken Sie im rechten Fensterbereich auf ,,Clear Wells“ (Kavitaten leeren).
CFX Manager™ Dx Software bereinigt die ausgewahlten Kavitaten von jeglichen Einstellungen.

3. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen anzunehmen und die Platte zu speichern.
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Andern der Experimenteinstellungen

Verwenden Sie das Dialogfeld ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen), um die Liste mit
Zielen oder Proben anzuzeigen oder zu dndern, oder um die Genexpressionsanalysegruppe und
Analyseoption auszuwahlen, wenn Sie den Kavitaten in der Platte biologische Satze zugeordnet
haben.

Im Dialogfeld ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen) wird in der Registerkarte , Targets®
(Ziele) eine Liste mit Zielnamen fir jede PCR-Reaktion angezeigt, wie zum Beispiel das Zielgen oder
die zu untersuchende Gensequenz.

Die Registerkarte ,Samples” (Proben und biologische Gruppen) zeigt eine Liste mit Namen von
Proben an, die die Quelle des Ziels angeben, wie zum Beispiel eine Probe, die nach 1 Stunde (1Hr)
oder von einem spezifischen Individuum (maus1) entnommen wurde.

So dndern Sie die Platteneinstellungen unter Verwendung des Dialogfelds ,,Experiment
Settings“ (Experimenteinstellungen)

1. Zum Offnen des Dialogfelds ,Experiment Settings* (Experimenteinstellungen) fiihren Sie einen
der folgenden Schritte aus:

®  Klicken Sie im rechten Fensterabschnitt im Platten-Editor auf ,Experiment Settings*
(Experimenteinstellungen).

B Klicken Sie in der Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) im Fenster ,Data
Analysis* (Datenanalyse) auf ,Experiment Settings* (Experimenteinstellungen).

Das Dialogfeld ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen) wird eingeblendet, in dem die
Inhalte der Registerkarte , Targets” (Ziele) angezeigt werden.
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Experiment Settings

Targets  Samples

Mame a Full Name Reference S;::;;E
1 (R S
l GAPDH GAPDH B [
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample w

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [] NRT [] Megative Control [ ] Posttive Cortrol [ ] Standard

Cancsl

2. Um einen neuen Namen fir ein Ziel oder eine Probe hinzuzufligen, geben Sie in der
entsprechenden Registerkarte einen Namen in das Textfeld ,New" (Neu) ein und klicken Sie auf
LAdd“ (Hinzuftgen).

3.  Um einen oder mehrere Zielnamen oder Probennamen aus der Liste zu entfernen, markieren Sie
in der entsprechenden Registerkarte das Kontrollkastchen des entsprechenden Elements in der
Spalte ,Select to Remove* (Auswahl zum Entfernen) aus und klicken Sie auf ,Remove checked
item(s)“ (ausgewahlte Elemente entfernen).

4. CFXManager™ Dx Software schlieRt den Probentyp NTC (Keine Vorlagenkontrolle) aus der
Genexpressionsanalyse aus.

Um NTC-Probentypen aufzunehmen, heben Sie die Auswahl des zugehoérigen Kontrollkdstchens
im Abschnitt ,Exclude the following sample types* (Die folgenden Probentypen ausschliel3en) auf.
Sie kdnnen entscheiden, die folgenden Probentypen auszuschlief3en, indem Sie das
entsprechende Kontrollkastchen markieren:

B NRT“(no reverse transcriptase, keine reverse Transkriptase)
B Negative Control“ (Negativkontrolle)
m  Positive Control“ (Positivkontrolle)

m | Standard® (Standard)
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5.

In der Registerkarte , Targets® (Ziele):

a.

Um ein Ziel als Referenz fur eine Genexpressionsdatenanalyse auszuwahlen, wahlen Sie
dieses in der Spalte ,Reference” (Referenz) aus.

Um die Analyseeinstellungen auszublenden, die in der Registerkarte ,Gene Expression®
(Genexpression) im Fenster ,Analysis Settings® (Analyseeinstellungen) angewendet werden,
heben Sie die Auswahl ,Show Analysis Settings“ (Analyseeinstellungen anzeigen) auf.

Die Software blendet die folgenden Spalten aus:
m , Color“ (Farbe)

B Show Chart (Diagramm anzeigen)

®  Auto Efficiency” (Auto-Effizienz)

m  Efficiency (%)" (Effizienz (%))

Um die Farbe des Ziels, das im Genexpressionsdiagramm grafisch dargestellt wird, zu
andern, klicken Sie auf dessen Zelle in der Spalte ,,Color” (Farbe), wahlen Sie eine neue
Farbe im eingeblendeten Dialogfeld ,Color* (Farbe) aus und klicken Sie auf ,,OK*.

Um das Ziel in der ausgewahlten Farbe im Genexpressionsdiagramm anzuzeigen,
markieren Sie das zugehdorige Kontrollkastchen in der Spalte ,Show Chart* (Diagramm
anzeigen).

Standardgeman berechnet CFX Manager Dx automatisch die relative Effizienz fr ein Ziel,
wenn dessen Daten eine Standardkurve beinhalten.

Wenn Sie einen zuvor festgelegten Effizienzwert verwenden méchten, geben Sie den Wert in
dessen Zelle in der Spalte ,Efficiency (%)“ (Effizienz %) ein und driicken Sie die
Eingabetaste. CFX Manager Dx hebt die Auswahl des Kontrollkastchens ,Auto Efficiency”
(Auto Effizienz) auf.

In der Registerkarte ,Samples® (Proben und biologische Gruppen):

a.

Um eine Probe als die Kontrollprobe fir die Genexpression-Datenanalyse auszuwahlen,
markieren Sie das zugehdrige Kontrollk&stchen in der Spalte ,Control” (Kontrolle).

Um einer Probe eine Kontrollbedingung fiir einen Durchlauf zuzuordnen, markieren Sie das
zugehorige Kontrollkastchen in der Spalte ,Control” (Kontrolle).

Wenn dies nicht bereits ausgewahlt ist, klicken Sie auf ,Show Analysis Settings*
(Analyseeinstellungen anzeigen), um Analyseparameter anzuzeigen oder zu &ndern, die in
der Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) angewendet werden. Die Software
blendet die Spalten ,Color” (Farbe) und ,Show Chart* (Diagramm anzeigen) aus.
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7. Wenn Sie einen oder mehrere biologische Satze zu Kavitaten in der Platte zugeordnet haben
(siehe Zuordnen von biologischen Satzen zu Kavitaten auf Seite 133), wahlen Sie eine der folgenden
Optionen aus der Liste ,Biological Set Analysis Option“ (Analyseoption biologischer Satz) aus:

B Target vs. Sample (Ziel vs. Probe) — Es wird nur der Kavitdtenprobenname in den
Berechnungen der Genexpression verwendet.

B Target vs. Biological Set (Ziel vs. Biologischer Satz) — Es wird nur der Name des
biologischen Satzes in den Berechnungen verwendet.

B Target vs. Sample_Biological Set (Ziel vs. Probe_Biologischer Satz) — Der Probenname
und der Name des biologischen Satzes werden kombiniert, um einen einzigen Namen zu
bilden, der bei den Berechnungen verwendet wird.

B Target vs. Biological Set_Sample (Ziele vs. Biologischer Satz_Probe) — Der Name des
biologischen Satzes und der Probenname werden zu einem einzelnen Satz kombiniert, der
in den Berechnungen verwendet wird.

8. Klicken Sie auf ,,OK*, um die Parameter im Dialogfeld ,Experiment Settings*
(Experimenteinstellungen) zu speichern und kehren Sie zum Fenster ,Plate Editor* (Platten-
Editor) zurtick.

Erstellen von Kavitatengruppen

Kavitatengruppen unterteilen eine einzelne Platte in Untergruppen von Kavitaten, die im Fenster ,Data
Analysis* (Datenanalyse) unabhangig analysiert werden kénnen. Sobald die Kavitatengruppen
eingerichtet sind, wahlen Sie im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) eine Gruppe aus, um die
Daten als eine unabhangige Gruppe zu analysieren. Richten Sie zum Beispiel Kavitatengruppen ein,
um mehrere Experimentdurchlaufe in einer Platte zu analysieren oder um jede Kavitatengruppe mit
einer anderen Standardkurve zu analysieren.

Hinweis: Die standardmafige Kavitatengruppe ist ,All Wells“ (Alle Kavitaten).
So erstellen Sie Kavitiatengruppen
1. Fihren Sie zum Offnen des Kavitatengruppen-Managers einen der folgenden Schritte aus:
m  Klicken Sie in der Symbolleiste des Platten-Editors auf ,Well Groups* (Kavitatengruppen).

m  Klicken Sie im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) auf ,Manage Well Groups*
(Kavitatengruppen verwalten).

Das Dialogfeld ,Well Groups Manager” (Kavitatengruppen-Manager) wird angezeigt.
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Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
A | Stdl || Std2 || Std3
E | 5td3 || Std3 || 5td3
C MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
n [ [
E MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
F MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
G
H

QK Cancel

2. Klicken Sie auf ,Add“ (Hinzufligen), um eine neue Gruppe zu erstellen. Im Drop-down-Meni wird
der Gruppenname als ,Group 1 (Gruppe 1) firr die erste Gruppe angezeigt.

3. Wabhlen Sie in der Plattenansicht die Kavitaten fiir die Kavitatengruppe aus, indem Sie diese
anklicken und quer Uber die Gruppen von Kavitaten ziehen. Im Manager werden die
ausgewahlten Kavitaten blau angezeigt.

4. (Optional) Um den Namen der Gruppe zu dndern, wahlen Sie deren Namen im Drop-down-Men(
aus und geben Sie einen neuen Namen ein.

5. (Optional) Um eine Kavitatengruppe zu I6schen, wahlen Sie den Namen in der Drop-down-Liste
aus und klicken Sie auf ,Delete” (Loschen).

6. Klicken Sie zum Beenden auf ,,OK® und schlie3en Sie das Fenster oder klicken Sie auf ,Cancel”
(Abbrechen), um das Fenster ohne Anderungen zu schlieRen.

Wichtig: Um die Kavitatengruppen anzuzeigen, wahlen Sie aus den Anzeigeoptionen unten im
Fenster des Platten-Editors ,Well Groups* (Kavitatengruppen) aus.
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Rechtsklick-Menuelemente fiir das Dialogfeld ,,Well Groups Manager*
(Kavitatengruppen-Manager)

Tabelle 13 fuhrt die Rechtsklick-Menuelemente fur das Dialogfeld ,Well Groups Manager*
(Kavitatengruppen-Manager) auf, wenn Sie mit dem rechten Mauszeiger auf eine Kavitat klicken.

Tabelle 13. Rechtsklick-Meniielemente im Dialogfeld ,,Well Selector* (Kavi-
tatenwahler) im Platten-Editor

Meniielement Funktion

~Copy* (Kopieren) Kopiert die Kavitateninhalte, die dann in eine andere
Kavitat bzw. Kavitaten eingefligt werden kdnnen.

,Copy as Image*” (Als Bild Kopiert die Kavitatenwahleransicht als Bild.
kopieren)

LPrint“ (Drucken) Druckt die Kavitatenwahleransicht.

+Print Selection® Druckt nur die ausgewahlten Zellen.

(Druckauswahl)

+Export to Excel” (In Excel Exportiert die Daten in eine Excel-Tabelle.
exportieren)

~Export to CSV* (In CSV Exportiert die Daten in eine komma-getrennte Datei.
exportieren)

+Export to XML" (In XML Exportiert die Daten als ein .xml-Dokument.
exportieren)

LExport to Html* (In HTML Exportiert die Daten in ein .xml-Dokument.
exportieren)
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Andern von Spurentypen

Wahrend der Plattenkonfiguration und im Verlauf eines Durchlaufs, kénnen Sie die Farbe und den Typ
der Amplifkationsspuren @ndern. Sie kénnen die Spuren ganz einfach wahrend der Erfassung der
Daten im Echtzeit-Statusfenster sehen.

Zur Anderung der Spurentypen
1. Klicken Sie auf ,Trace Styles“ (Spurentypen) in der Platten-Editor-Symbolleiste.

Es wird das Dialogfeld ,Trace Styles“ (Spurentypen) fir die gedffnete Platte eingeblendet, zum
Beispiel:

Trace Styles

Fluorophore. Wells Color Symbol

SYBR ~| | Unknowns ~ None ~

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

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

oK Cancel

2. Firdie Anzeige der Spurentypen nach einem spezifischen Fluorophor, wahlen Sie dieses aus
dem Drop-down-Meni ,Fluorophores® (Fluorophore) aus.

3. Andern der Spurenanzeige:
a. Wahlen Sie den Spurentyp aus der Drop-down-Liste ,Wells* (Kavitaten) aus.
b. Klicken Sie auf dessen Farbe in der Farbspalte.

c. Wahlen Sie in dem sich 6ffnenden Dialogfeld ,Color“ (Farbe) eine andere Farbe fiir die Spur
aus und klicken Sie auf ,OK".

Die Anderung des Kavitatentyps erscheint im Raster darunter.

d. (Optional) Wahlen Sie ein Symbol fiir die Spur aus der Drop-down-Liste ,Symbols*
(Symbole).
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Um die eingestellte Farbe schnell zu andern, klicken Sie auf die entsprechende Auswahl im
Abschnitt ,Color Quick Set* (Farbschnelleinstellung).

Um alle Kavitatenkennzeichnungen im Raster zu sehen, wahlen Sie den ,Label Type*
(Kennzeichnungstyp) im Abschnitt ,Well Labels® (Kavitdtenkennzeichnungen) aus.

Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern, oder auf ,Cancel“ (Abbrechen), um den
Anderungsvorgang abzubrechen.
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Anzeigen der Platte im Tabellenformat

Das Werkzeug ,Spreadsheet View/Importer” (Ansicht/Import von Tabellen) zeigt die Inhalte einer
Platte im Tabellenformat an. Sie kdnnen das Werkzeug ,Spreadsheet View/Importer* (Ansicht/Import
von Tabellen) zum Exportieren von Kavitateninhalten in einem durch Tabulatoren getrennten Format
in einer Anwendung wie Microsoft Excel verwenden. Sie kdnnen Kavitateninhalte auch aus einer
durch Tabulatoren getrennten Anwendung importieren.

Verwenden des Werkzeugs ,,Spreadsheet View/Importer” (Ansicht/Import von Tabellen)

1.

Klicken Sie in der Symbolleiste des Platten-Editors auf ,Spreadsheet View/Importer*
(Ansicht/Import von Tabellen), um das Dialogfeld ,Plate Spreadsheet View" (Tabellenansicht der
Platte) zu 6ffnen.

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
Row & Column &1 Sample Type Replicate # “Target Name “Sample Name | Starting Quantity LUnits

D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number

D 11 Std 11 Tubulin dil-11 LOODE+006  copy number

D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number

E 1 Std 1 Actin dil-1 LO0DE+002  copy number

E 2 Std 2 Actin dil-2 1.000E+003  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-3 L.O0DE+004  copy number

E 4 Std 4 Actin dil-4 1.00DE+005  copy number

E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-6 1.00DE+007  copy number

E 7 Std 7 Tubulin di-7 1.000E+002  copy number

E 8 Std 8 Tubulin dil-& LOODE+003  copy number

E 9 Std 9 Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number

E 10 Std 10 Tubulin dil-10 LOODE+005  copy number

E 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number

E 12 Std 12 Tubulin dil-12 LOODE+007  copy number
[] Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note 0K Cancel

Das Dialogfeld ,Spreadsheet View* (Tabellenansicht) zeigt die Inhalte in der Platte fiir ein
einzelnes Fluorophor an. Um die Platteninhalte fiir ein anderes Fluorophor anzuzeigen, wahlen
Sie dieses aus der Drop-down-Liste ,Fluors List* (Liste der Fluorophore) aus.

Klicken Sie zum Exportieren einer Vorlage der Plattentabelle in eine Excel-Datei (CSV-Format)
auf ,Export Template” (Vorlage exportieren). Sie kdnnen diese Vorlage bearbeiten, um
Informationen von Kavitateninhalten zu importieren.

(Optional) Klicken Sie zum Importieren von Kavitateninhalten von einer durch Komma getrennten
Datei auf ,,Import* (importieren).

Um die Tabelle nach den Daten in einer bestimmten Spalte zu sortieren, klicken Sie auf das
Dreieck neben einem Spaltennamen.
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Tipp: Sie kdnnen die Inhalte von jeder Zelle in einer Spalte bearbeiten, die ein Sternchen (*)
neben dem Spaltennamen aufweisen (zum Beispiel *Zielname).

Hinweis: Wahlen Sie die Einheiten fiir die Standardkurvendaten in der Spalte Quantitat aus,
indem Sie den Platten-Editor 6ffnen und in der Menlileiste ,Settings > Units“ (Einstellungen >
Einheiten) auswahlen. Nach Abschluss eines Plattenlaufs erscheinen diese Standardwerte im
Standardkurvendiagramm in der Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung) im Fenster ,Data
Analysis® (Datenanalyse) mit den von lhnen gewahlten Einheiten.

Rechtsklick-Meniielemente fiir das Werkzeug ,,Plate Spreadsheet
View/Importer” (Ansicht/Import von Platten-Tabellen)

Tabelle 14 listet die im Werkzeug ,Spreadsheet View/Importer® (Ansicht/Import von Tabellen)
verfigbaren Menlelemente auf, die bei Rechtsklicken auf die jeweilige Kavitat im Werkzeug
erscheinen.

Tabelle 14. Rechtsklick-Meniielemente im Werkzeug ,,Plate Spreadsheet
View/Importer” (Ansicht/Import von Platten-Tabellen)

Meniielement Funktion
,Copy"“ (Kopieren) Kopiert die gesamte Tabelle.
»Copy as Image” (Als Kopiert die Tabelle als Bilddatei.

Bild kopieren)

LPrint“ (Drucken) Druckt die Tabelle.

+Print Selection” Druckt nur die ausgewahlten Zellen.
(Druckauswahl)

~Export to Excel” (In Exportiert die Datei in eine Excel-Tabelle.
Excel exportieren)

+Exportto CSV* (In Exportiert die Datei als CSV-Datei.

CSV exportieren)

LExport to XML (In Exportiert die Datei als XML-Datei.

XML exportieren)

LExport to HtmlI“ (In Exportiert die Datei als HTML-Datei.

HTML exportieren)

,Find“ (Suchen) Suche nach bestimmtem Text.

~sort“ (Sortieren) Sortiert die Tabelle durch Auswahlen von bis zu drei Datenspalten

im Fenster ,Sort" (Sortieren).
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Erstellen eines Platten-Layouts mit dem Platten-
Einrichtungsassistenten

Sie kdnnen den Einrichtungsassistenten zur Eingabe der Platten-Layoutinformationen verwenden, die
fur die normalisierte Genexpressionsanalyse erforderlich sind. Dazu gehoren:

B Zielnamen

B Probennamen

B Position von Zielen und Probe auf der Platte
B Referenzgen(e)

m  Kontrollprobe

Sie kdnnen den Einrichtungsassistenten vor, wahrend oder nach einem Durchlauf verwenden.

Verwenden des Platten-Einrichtungsassistenten

In diesem Abschnitt wird erklart, wie Sie ein Platten-Layout mit dem Platten-Einrichtungsassistenten
erstellen. Zur besseren Anzeige der Inhalte jeder Kavitat in der Platte klicken Sie auf ,Zoom Plate®
(Platte heranzoomen) oben im ,Setup Wizard“ (Einrichtungsassistenten).

Wichtig: Wenn Sie zur Registerkarte ,Auto Layout® (Automatisches Layout) zuriickkehren,
wahrend Sie auf einer anderen Registerkarte im Einrichtungsassistenten sind, wird das Platten-
Layout zuriickgesetzt. Seien Sie bei Auswahl dieser Registerkarte daher aufmerksam.

Tipp: Sie kdnnen das Layout durch Auswahl von , Tools* (Werkzeuge) > ,Clear Plate” (Platte
I6schen) im Einrichtungsassistenten zurticksetzen.

So verwenden Sie den Platten-Einrichtungsassistenten
1. Offnen Sie den Platten-Editor.

2. Zum Offnen des Einrichtungsassistenten wahlen Sie ,Editing Tools* > ,Setup Wizard*
(Bearbeitungswerkzeuge > Einrichtungsassistent).

Der Einrichtungsassistent mit Anzeige der Registerkarte ,Auto Layout (Automatisches Layout)
wird eingeblendet.
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Setup Wizard

Tools  [] Zoom plate
Auto layout  Targetnames Sample names Reference targets Control sample
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample 1
B Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
c Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target7 Target8 Target9 Target 10
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample4 | Sample4 | Sampled | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled | Sampled | Sampled
E Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
F Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6
al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 7 Sample 7 Sample7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7
H Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target 7 Target8 Target9 Target 10
Sample 8 Sample 8 | Sample8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample
Use selections below to generate a suggested layout. Show: [ Target [ Sample
Targets: 10 5] @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample
Samples: 8 31 O Byrow @ Bycolumn Resetplate Next Cancel

Fihren Sie in der Registerkarte ,Auto Layout” (Automatisches Layout) einen der folgenden
Schritte aus:

a. Klicken Sie auf eine Kavitat im Raster und ziehen Sie diese zur Seite und nach unten, um
den Bereich auf der Platte zu bestimmen, fiir den Sie Proben laden mochten.

b. Geben Sie die Anzahl der zu ladenden Ziele und Proben ein.

Tipp: Die Anzahl der Ziele und Proben muss der Anzahl der ausgewahlten Zellen
entsprechen. Falls die eingegebenen Nummern nicht in den ausgewahlten Bereich
passen, andern Sie die Nummern oder den Plattenauswahlbereich. Die Ausrichtung der
Elemente auf der Platte und deren Gruppierung kann bestimmt werden.

c. (Optional) Andern Sie die Plattenausrichtung. Sie kénnen zum Beispiel Ziele in Spalten und
Proben in Zeilen setzen oder nach Proben gruppieren.

d. Klicken Sie auf ,Next* (Weiter), um zur Registerkarte ,Target Names* (Zielnamen) zu
gelangen.

Hinweis: Falls lhr Platten-Layout kein regelmafiges Muster aufweist, verwenden Sie die
Registerkarte ,Target Names* (Zielnamen), um lhre Ziele manuell zu positionieren bzw. die
Registerkarte ,Sample Names® (Probennamen), um lhre Proben manuell auf der Platte zu
positionieren. Klicken und ziehen Sie, um mehrere Kavitaten auszuwahlen.
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Kapitel 7 Vorbereiten von Platten

4. Definieren Sie in der Registerkarte ,Target Names* (Zielnamen) die Zielnamen fir die
Zielgruppen:

a. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Firdie Umbenennung von Zielen nach Gruppe wahlen Sie ,Select by to Target®
(Auswahl nach Ziel).

B Firdie Umbenennung von Zielen nach Kavitat wahlen Sie ,Select by to Well“ (Auswahl
nach Kavitat).

b. Wabhlen Sie eine Zielgruppe oder eine Kavitat im Raster und geben Sie einen Namen in die
Drop-down-Liste ein.

Tipp: Dricken Sie auf die Tabulatortaste, um die nachste Gruppe oder Kavitat rechts,
bzw. auf die Eingabetaste, um die nachste Gruppe oder Kavitat darunter auszuwahlen.
Alternativ kdnnen Sie in den Registerkarten ,Target Name* (Zielname) und ,Sample
Name“ (Probenname) die Steuerungstaste gedriickt halten und mehrere, nicht
angrenzende Kavitaten auswahlen.

c. Klicken Sie auf ,Next* (Weiter), um zur Registerkarte ,Sample Names* (Probennamen) zu
gelangen.

5. Definieren Sie in der Registerkarte ,Sample Names* (Probennamen) die Probennamen fiir die
Probengruppen:

6. Klicken Sie auf ,Next“ (Weiter), um zur Registerkarte ,Reference Targets” (Referenzziele) zu
gelangen.

7. Wabhlen Sie in der Registerkarte ,Reference Targets” (Referenzziele) eines oder mehrere Ziele,
die Sie als Referenz fiir die normalisierte Genexpression nutzen méchten und klicken Sie auf
~Next* (Weiter), um zur Registerkarte ,Control Sample* (Kontrollprobe) zu gelangen.

8. Wahlen Sie in der Registerkarte ,Control Sample® (Kontrollprobe) eine Probe, die Sie als
Kontrolle fur die Berechnungen der relativen Genexpression verwenden mochten.

9. Klicken Sie auf ,,OK", um das Platten-Layout zu speichern und zum Platten-Editor
zurlickzukehren, in dem Sie die Plattenparameter weiter definieren kénnen. Siehe Zuordnen
optionaler Parameter zur Plattendatei auf Seite 129 fiir weitere Informationen.

Klicken Sie alternativ auf ,Previous” (Zurlick), um zu einer vorherigen Registerkarte
zuriickzukehren und Anderungen vorzunehmen.

Hinweis: Wenn Sie zur Registerkarte ,Auto Layout‘ (Automatisches Layout) zurtickkehren,
wird die Platte automatisch zuriickgesetzt. Seien Sie daher vorsichtig, wenn Sie auf
~Previous” (Zurtick) klicken.
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Kapitel 8 Durchfuhren von Experimenten

In diesem Kapitel wird erklart, wie benutzerdefinierte oder PrimePCR™ Assay-Experimente mithilfe
der CFX Manager™ Dx Software durchgefiihrt werden.

Eine Durchlaufdatendatei enthalt die Protokoll- und Platteninformationen fiir den Durchlauf. Die Datei
enthalt auRerdem die Daten von den Analysen, die CFX Manager Dx nach Abschluss des Durchlaufs
durchfiihrt.

Die CFX Manager Dx Software erleichtert das Einrichten und Ausfiihren von benutzerdefinierten
PrimePCR-Experimenten. Das Fenster ,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration) fihrt Sie durch die
Ublichen Schritte zum Einrichten eines Experiments und bringt Sie zu dem Dialogfeld ,Start Run*
(Durchlauf starten), Uiber das Sie den Durchlauf starten kénnen.

Zugriff auf das Fenster ,,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration)
Auf das Fenster ,,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration)

» konnen Sie auf folgende Weise zugreifen:

B Klicken Sie auf der Registerkarte ,Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration) im
Einrichtungsassistenten entweder auf ,User-Defined” (Benutzerdefiniert) oder ,,PrimePCR".

m  Klicken Sie in der Symbolleiste auf der Startseite entweder auf ,User-defined Run Setup*
(Benutzerdefinierte Durchlaufkonfiguration) oder ,,PrimePCR Run Setup® (PrimePCR-
Durchlaufkonfiguration).

B Wahlen Sie auf der Startseite entweder ,Run® > ,User-defined” (Durchlauf >
Benutzerdefinierter Durchlauf) oder ,Run® > ,PrimePCR Run® (Durchlauf > PrimePCR-
Durchlauf) aus.
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Das Fenster ,,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration)

Das Fenster ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) bietet Schnellzugriff auf die Dateien und
Einstellungen, die zum Einrichten und Ausflihren eines Experiments erforderlich sind. Wenn Sie die
Ausfiihrung eines benutzerdefinierten Experiments wahlen, wird das Fenster ,Run Setup®
(Durchlaufkonfiguration) gedffnet, das die Registerkarte ,,Protocol” (Protokoll) anzeigt. Wenn Sie die
Ausfiihrung eines PrimePCR-Experiments wahlen, wird das Fenster ,Run Setup”
(Durchlaufkonfiguration) gedffnet, das die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) anzeigt.

Tipp: Siehe Durchfiihren von PrimePCR-Experimenten auf Seite 173 fur Informationen tber
PrimePCR; siehe Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) auf Seite 162 fiir Informationen
Uber die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten).

Run Setup ()
(4] Protocol (EE3) Plate wfr Stat Run @
Create New Express Load
CFX_2stepAmp prcl bt
Select Bxisting...
Selected Protocol
CFX_ZstepAmp prel Edt Selected
Preview
Est. Run Time: 01:09:00 (36 Wells-All Channeis) Sample Volume: 254
1 2 3 4
%0 C 950 C
300 010
| \
f . P
| \ 550 C o
0:30 T
| -]
2
I x
@ Neat 3>
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LEGENDE

Das Fenster ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration)

Die Registerkarten fiihren Sie durch das Einrichten und Ausfiihren eines

Experiments:

B Registerkarte ,,Protocol” (Protokoll) — ein vorhandenes Protokoll fiir den
Durchlauf oder zur Bearbeitung auswahlen oder ein neues Protokoll im
Protokoll-Editor erstellen.

B Registerkarte ,Plate” (Platte) — eine vorhandene Platte fiir den Durchlauf oder
zur Bearbeitung auswahlen oder eine neue Platte im Platten-Editor erstellen.

B Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) — die Experimenteinstellungen
ansehen, einen oder mehrere Gerateblocke auswéahlen und den Durchlauf
starten.

Das Hauptfenster zeigt die Optionen fir jede Registerkarte an, wenn Sie diese
anwenden.

Navigationsschaltflachen fihren Sie zur Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf
starten).
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Registerkarte ,,Protocol* (Protokoll)

Die Registerkarte ,Protocol” (Protokoll) zeigt eine Vorschau der Protokolldatei an, die Sie vorhaben,
auszufliihren. Eine Protokolldatei enthalt die Anweisungen flr die Temperaturschritte des Gerats
sowie Gerateoptionen, Uber die die Steigerungsrate, das Probenvolumen und die Deckeltemperatur

gesteuert werden.
Run Setup [
_\.f] Protocol  [£35] Plate Il> Start Run
Create New... Express Load
CFX_2stepfmp prcl o
Select Bxiting... X e,
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edt Selected
Preview
Est Aun Time: 01:09:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25u
1 2 3 4
%0 C %0 C
300 010
\
/ \ i
i \ 550 C o I
0:30 T D
| (=]
2
¥ x
Next >

Standardgemalf zeigt die Software das im Abschnitt ,File Selection for Run Setup” (Dateiauswahl fiir
Durchlaufkonfiguration) in der Registerkarte ,Files” (Dateien) im Dialogfeld ,User” > ,User
Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen) definierte Protokoll an. Sie kénnen das
Standardprotokoll im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) andern. Weitere
Informationen finden Sie unter Andern der Standarddateieinstellungen auf Seite 69.

In der Registerkarte ,Protocol” (Protokoll) kénnen Sie Folgendes vornehmen:
B Ein neues Protokoll zum Ausfiihren erstellen
B Einvorhandenes Protokoll zum Ausflihren oder zum Bearbeiten auswahlen

Fiir weitere Informationen tiber das Erstellen und Andern von Protokollen siehe Kapitel 6, Erstellen
von Protokollen.

156 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Registerkarte ,,Protocol” (Protokoll)

Erstellen eines neuen Protokolls

1. Klicken Sie in der Registerkarte ,Protocol” (Protokoll) auf ,Create New" (Neu erstellen).
Der Protokoll-Editor wird angezeigt.

2. Verwenden Sie den Protokoll-Editor, um ein neues Protokoll zu erstellen.

3. Klicken Sie auf ,OK", um das Protokoll zu speichern und zur Registerkarte ,Protocol“ (Protokoll) in
»Run Setup® (Durchlaufkonfiguration) zuriickzukehren.

4. Schauen Sie sich die Details des Protokolls an und gehen Sie folgendermalen vor:

B Wenn die Details korrekt sind, klicken Sie auf ,Next* (Weiter), um weiter zur Registerkarte
.Plate” (Platte) zu gehen.

B Wenn die Details nicht korrekt sind, klicken Sie auf ,Edit Selected” (Ausgewahlte bearbeiten),
um zum Fenster ,Protocol Editor* (Protokoll-Editor) zuriickzukehren. Uberarbeiten Sie das
Protokoll, speichern Sie die Anderungen und klicken Sie anschlieRend in der Registerkarte
LProtocol” (Protokoll) auf ,Next* (Weiter), um zur Registerkarte ,Plate” (Platte) zu gelangen.

So wahlen Sie ein vorhandenes Protokoll aus
1. Fuahren Sie in der Registerkarte ,Protocol“ (Protokoll) folgende Schritte aus:

B Klicken Sie auf ,Select Existing” (Vorhandenes auswahlen) und navigieren Sie zu einem
vorhandenen Protokoll.

m  Klicken Sie auf ,Express Load“ (Express-Laden) und wahlen Sie ein Protokoll aus der Drop-
down-Liste mit Protokollen aus.

Tipp: Sie kdnnen Protokolle zur Drop-down-Liste ,Express Load” (Express-Laden)
hinzufligen oder davon entfernen. Siehe nachfolgend den Abschnitt Hinzufligen und
Entfernen von Express-Load-Protokollen fiir weitere Informationen.

2. Schauen Sie sich die Details des Protokolls an und gehen Sie folgendermafen vor:

B Wenn die Details korrekt sind, klicken Sie auf ,Next“ (Weiter), um weiter zur Registerkarte
<Plate” (Platte) zu gehen.

B Wenn die Details nicht korrekt sind, klicken Sie auf ,Edit Selected” (Ausgewahlte bearbeiten),
um den Protokoll-Editor zu 6ffnen. Uberarbeiten Sie das Protokoll, speichern Sie die
Anderungen und klicken Sie anschlieRend in der Registerkarte ,Protocol* (Protokoll) auf
.Next* (Weiter), um zur Registerkarte ,Plate” (Platte) zu gelangen.
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Hinzufiigen und Entfernen von Express-Load-Protokollen

Sie kdnnen die Inhalte der Drop-down-Liste ,Express Load® (Express-Laden), die im Protokoll-Editor
erscheint, andern. Die in dieser Liste angezeigten Protokolle sind im folgenden Ordner gespeichert:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
So andern Sie die Express-Load-Liste der Protokolle
1. Navigieren Sie zum Ordner ExpressLoad und 6ffnen Sie diesen.
2. Uberpriifen Sie die Protokolldateien (.pcrl) im Ordner.
3. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:
B | dschen Sie Protokolle aus dem Ordner, um sie aus der Drop-down-Liste zu entfernen.

m  Kopieren Sie Protokolle in den Ordner, um sie zur Drop-down-Liste hinzuzuftgen.
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Registerkarte ,Plate” (Platte)

Registerkarte ,,Plate” (Platte)

Hinweis: Wenn das in der Registerkarte ,Protocol” (Protokoll) ausgewahlte Protokoll fir die
Echtzeit-PCR-Analyse keinen Plattenableseschritt umfasst, wird die Registerkarte ,Plate” (Platte)
ausgeblendet. Um die Registerkarte ,Plate” (Platte) anzuzeigen, fliigen Sie mindestens eine
Plattenablesung zum Protokoll hinzu.

Die Registerkarte ,Plate” (Platte) zeigt eine Vorschau der Plattendatei an, die Sie laden mdchten. Bei
einem Echtzeit-PCR-Durchlauf enthalt die Plattendatei eine Beschreibung der Inhalte von jeder
Kavitat, einschlieBlich deren Fluorophore, dem Scan-Modus und dem Plattentyp. Die CFX Manager
Dx Software verwendet diese Beschreibungen zur Datenerfassung und Analyse.

Run Setup ==l
(24 Protocol EED Piate mB» St Fun
Create New... Exress Load
Selact Bxisting... QuickPiate_596 wels_All Channels pitd ol

Selected Plate

QuickPlate_36 wels_All Channels pitd Edit Selected..

Preview

Fuorophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1 12

A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk 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

<< Prey Mext »>

Standardgeman zeigt die Software die im Abschnitt ,File Selection for Run Setup® (Dateiauswahl zur
Durchlaufkonfiguration) in der Registerkarte ,Files” (Dateien) im Dialogfeld ,User” > ,User
Preferences” (Benutzer > Benutzereinstellungen) definierte Platte an. Sie kdnnen die Standardplatte
im Dialogfeld ,User Preferences” (Benutzereinstellungen) andern. Weitere Informationen finden Sie
unter Andern der Standarddateieinstellungen auf Seite 69.

In der Registerkarte ,Plate” (Platte) kénnen Sie Folgendes vornehmen:
B Eine neue Platte zum Laden erstellen.

B Eine vorhandene Platte zum Laden oder Bearbeiten auswahlen.
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Fiir weitere Informationen iiber das Erstellen und Andern von Platten siehe Kapitel 7, Vorbereiten von

Platten.

So erstellen Sie eine neue Platte

1. Klicken Sie in der Registerkarte ,Plate“ (Platte) auf ,Create New* (Neu erstellen).

Der Platten-Editor wird angezeigt.

2. Verwenden Sie den Platten-Editor, um eine neue Platte zu erstellen.

3. Klicken Sie auf ,OK", um die Platte zu speichern und kehren Sie zur Registerkarte ,Plate” (Platte)
in ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration) zurtick.

4. Schauen Sie sich die Details der Platte an und fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

Wenn die Details korrekt sind, klicken Sie auf ,Next* (Weiter), um weiter zur Registerkarte
»Start Run“ (Durchlauf starten) zu gelangen.

Wenn die Details nicht korrekt sind, klicken Sie auf ,Edit Selected” (Ausgewahlte bearbeiten),
um zum Platten-Editor zuriickzukehren. Uberarbeiten Sie die Plattendatei, speichern Sie die
Anderungen und klicken Sie anschlieRend in der Registerkarte ,Plate (Platte) auf ,Next*
(Weiter), um weiter zur Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) zu gelangen.

So wiahlen Sie eine vorhandene Plattendatei aus

1. Fudhren Sie in der Registerkarte ,Plate” (Platte) einen der folgenden Schritte aus:

Klicken Sie auf ,Select Existing“ (Vorhandene auswahlen) und gehen Sie zu einer
vorhandenen Plattendatei.

Klicken Sie auf ,Express Load“ (Express-Laden) und wahlen Sie eine Plattendatei aus der
Drop-down-Liste aus.

Tipp: Sie kdnnen Platten zur Drop-down-Liste ,Express Load* (Express-Laden)
hinzufligen oder davon entfernen. Weitere Informationen finden Sie im nachfolgenden
Abschnitt Hinzufligen und Entfernen von Express-Load-Plattendateien.

2. Schauen Sie sich die Details der Platte an und fihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

Wenn die Details korrekt sind, klicken Sie auf ,Next* (Weiter), um weiter zur Registerkarte
~Start Run“ (Durchlauf starten) zu gelangen.

Wenn die Details nicht korrekt sind, klicken Sie auf ,Edit Selected” (Ausgewahlte bearbeiten),
um das Platten-Editorfenster zu 6ffnen. Uberarbeiten Sie die Plattendatei, speichern Sie die
Anderungen und klicken Sie anschlieRend auf ,Next* (Weiter), um weiter zur Registerkarte
»Start Run“ (Durchlauf starten) zu gehen.
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Registerkarte ,Plate” (Platte)

Hinzufligen und Entfernen von Express-Load-Plattendateien

Sie kdnnen die Inhalte der Drop-down-Liste ,Express Load” (Express-Laden), die im Platten-Editor
erscheint, andern. Die in dieser Liste angezeigten Platten sind im folgenden Ordner gespeichert:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CF X\Users\<user_name>\ExpressLoad\
So andern Sie die Express-Load-Liste der Plattendateien
1. Navigieren Sie zum Ordner ExpressLoad und 6ffnen Sie diesen.
2. Uberpriifen Sie die Plattendateien (.pltd) im Ordner.
3. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:
B | 6schen Sie Plattendateien aus dem Ordner, um sie aus der Drop-down-Liste zu entfernen.

B Kopieren Sie Plattendateien in den Ordner, um sie zur Drop-down-Liste hinzuzuftigen.
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Registerkarte ,,Start Run* (Durchlauf starten)

Die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) zeigt Informationen iber das auszufiihrende
Experiment an. Es werden aul’erdem der bzw. die verbundenen Geratebldcke angezeigt, auf dem
bzw. denen Sie das Experiment ausfiihren kénnen.

Run Setup @
Protocol (23] Plate " Statt Run
Run Information
Protocol: CFX_2ZstepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
MNotes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Blocki(s)

Block Name A Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CF}(S’E Deep Well Idle 25
CFX36DW2 CFX96 Deep Well Idle 25
[] CFxssiol CFX396 Idle 25
CFx96102 CFX36 Idle 25

[] Select All Blocks

@ Pash Block Indicator | /) Open Lid Z) Close Lid

b Start Run

<< Prey

In der Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) kénnen Sie Folgendes durchfihren:

®  Ausfiihrliche Durchlaufinformationen ansehen, einschlieBlich der ausgewahlten Protokolldatei,
der Plattendatei und dem Scan-Modus.

B Anmerkungen Gber den Durchlauf hinzufligen.

B Details Gber alle verbundenen Gerate ansehen, einschlieRlich deren Durchlauf-Status (wird
ausgefihrt oder inaktiv), das Probenvolumen in pl, die Deckeltemperatur, der Emulationsmodus
und, falls verfugbar, die ID oder der Strichcode.

Hinweis: Sie kénnen die Spalten, die in der Tabelle ,Start Run on Selected Blocks*
(Durchlauf fiir ausgewahlte Blocke starten) erscheinen, andern. Weitere Informationen
finden Sie unter Andern von Details in der Tabelle ,Selected Blocks* (Ausgewahlte Blécke)
auf Seite 163.

B Wahlen Sie den oder die Blécke aus, in denen der Durchlauf durchgefiihrt werden soll.

m  Offnen oder schlieRen Sie den Deckel von jedem ausgewahlten Gerét (iber Fernsteuerung.
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Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten)

B Starten Sie den Durchlauf.

Andern von Details in der Tabelle ,,Selected Blocks* (Ausgewihite Blocke)

Sie kdnnen die Spalten andern, die in der Tabelle ,Start Run on Selected Block(s)“ (Durchlauf fiir
ausgewahlte Blocke starten) erscheinen. Sie kdnnen auch das Standardprobenvolumen und die
Deckeltemperaturwerte in der Tabelle &ndern. Die Anderungen an den Einstellungen werden auf den
durchzufiihrenden Durchlauf angewendet.

Hinzufiigen von Spalten zur Tabelle ,,Start Run on Selected Block(s)*“ (Durchlauf fir
ausgewahlte Blocke starten)

» Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Tabelle und wahlen Sie eine Option im Men(, das
erscheint.

Entfernen von Spalten in der Tabelle ,,Start Run on Selected Block(s)*“ (Durchlauf fiir
ausgewadhlte Blocke starten)

» Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Tabelle und entfernen Sie die Option im Men(, das
erscheint.

So bearbeiten Sie Beispielvolumen- oder Deckeltemperaturwerte eines Blocks

» Wahlen Sie die Zelle ,Sample Volume* (Beispielvolumen) oder ,Lid Temperature*
(Deckeltemperatur) fir den Zielblock und tippen Sie einen neuen Wert in die Zelle ein.

So fiigen Sie eine Durchlauf-ID oder einen Strichcode zu einem Block hinzu

» Wahlen Sie die Zelle ,ID/Barcode” (ID/Strichcode) fiir den Zielblock und tippen Sie eine ID ein
oder scannen Sie den Block mit einem Strichcodeleser.

Durchfiihren eines Experiments

Wichtig: Vor Durchflihrung eines Experiments missen Sie sicherstellen, dass die Antivirus-
Software Ihres Computers keinen Scan wahrend des Durchlaufs startet.

So fiihren Sie ein Experiment durch

1. Uberpriifen Sie in der Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) die Platten- und
Protokolldetails im Abschnitt ,Run Information” (Informationen starten).

2. (Optional) Im Textfeld ,Notes" kdnnen Sie Anmerkungen zum Durchlauf oder Experiment
hinzufiigen.

3. Markieren Sie das Kontrollkastchen eines oder mehrerer Blocke, mit denen der Durchlauf
durchgefiihrt werden soll.
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Tipp: Um das Experiment in allen Blocken durchzufiihren, wahlen Sie ,Select All Blocks*
(Alle Blécke auswahlen) unterhalb der Tabelle mit den ausgewahlten Blécken aus.

4. (Optional) Klicken Sie auf ,Flash Block Indicator” (Blinkanzeige Block), um die Anzeige-LEDs an den
ausgewahlten Geratebldcken aufleuchten zu lassen.

5. Legen Sie die Experimentplatten in den Block ein:

a. Kilicken Sie auf ,Open Lid“ (Deckel 6ffnen). Der motorisierte Deckel jedes ausgewahlten
Blocks wird gedffnet.

b. Legen Sie einen Experimentblock in jeden ausgewahlten Block ein.
c. Klicken Sie auf ,Close Lid“ (Deckel schlieen).

Tipp: Sie kdnnen alternativ auch auf den Knopf an der Vorderseite jedes einzelnen Blocks
drucken, um den Deckel zu 6ffnen und zu schlieRRen.

6. Klicken Sie auf ,Open Lid"“ (Deckel 6ffnen) und ,Close Lid“ (Deckel schlief3en), um den
motorisierten Deckel jedes ausgewahlten Gerateblocks zu 6ffnen und zu schliel3en.

7. Sehen Sie sich die Details zum Durchlauf durch und fiihren Sie einen der folgenden Schritte aus:
B Wenn die Details korrekt sind, klicken Sie auf ,Start Run“ (Durchlauf starten).
B Wenn die Details inkorrekt sind:

0 Berichtigen Sie die Details in der Tabelle mit den ausgewahlten Blécken und klicken Sie
auf ,Start Run® (Durchlauf starten).

O Klicken Sie auf die Registerkarte ,Correct” (Korrigieren) und fiihren Sie die
entsprechenden Anderungen durch, speichern Sie diese und klicken Sie auf ,Next"
(Weiter), um zur Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) zuriickzukehren und den
Durchlauf zu starten.

So starten Sie einen neuen Durchlauf von einem vorherigen aus
» Fihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Wahlen Sie ,File“ > ,Repeat Run“ (Datei > Durchlauf wiederholen) in der Software-
Hauptmendiileiste, gehen Sie dann auf die Datendatei des Durchlaufs, den Sie wiederholen
mochten, und doppelklicken Sie auf diese.
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Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten)

B Wabhlen Sie die Registerkarte ,Repeat Run® (Durchlauf wiederholen) im
Einrichtungsassistenten und doppelklicken Sie auf die Datendatei des Durchlaufs, den Sie
wiederholen méchten.

Optional kdnnen Sie in der Registerkarte ,Repeat Run® (Durchlauf wiederholen) auf ,,Browse*”
(Durchsuchen) klicken und auf die Datendatei des Durchlaufs doppelklicken, den Sie
wiederholen mdchten.
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Dialogfeld ,,Run Details*“ (Durchlaufinformationen)

Wenn Sie auf ,Start Run® (Durchlauf starten) klicken, fordert Sie die CFX Manager Dx Software dazu

auf, die Datendatei (.pcrd) zu speichern, startet den Durchlauf und 6ffnet das Dialogfeld ,Run Details®
(Durchlaufinformationen). Das Dialogfeld ,Run Details“ (Durchlaufinformationen) enthalt drei Status-

Registerkarten:

B Run Status (Durchlaufstatus) — verwenden Sie diese Registerkarte, um den aktuellen Status des
Protokolls einzusehen, den Deckel zu 6ffnen oder zu schlielen, Wiederholungen hinzuzufligen,
Schritte zu Uberspringen oder den Durchlauf zu stoppen.

B Real-time Status (Echtzeit-Status) — verwenden Sie diese Registerkarte, um die Echtzeit-PCR-
Fluoreszenzdaten zu sehen, wahrend diese erfasst werden.

B Time Status (Zeitstatus) — verwenden Sie diese Registerkarte, um einen Countdown-Zahler in
Vollbildansicht fiir das Protokoll zu sehen.

Diese Registerkarten werden in den nachfolgenden Abschnitten noch detaillierter erklart.

Registerkarte ,,Run Status“ (Durchlaufstatus)

Die Registerkarte ,Run Status“ (Durchlaufstatus) zeigt den aktuellen Status eines fortschreitenden
Durchlaufs an. In dieser Ansicht konnen Sie auch den Deckel steuern und den laufenden Durchlauf

andern.
Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-3117-10-43_SIM33878.pcrd =
8 Run Status | [ Reattine Satus (©) Time Status
Run Status Run Information
1 2 3 4 Protocol: | CFX_2stepAmp prc!
= %0 ¢ Plate: | QuickPlate_96 wels_All
300 0:10 \ Sample Volume: | 25ul
\ 550 C a Scan Mode: | Al Channels
@ 030 E
! Data File Name: | agmin_2017-07-31 17-10-
48_SIM83878 perd
Notes:
2
¥ x ®

Step 1 of 4 95.0°C for 00:0245 | Sample: 95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C

Running
/7 gpentid 2} Cose Ld - (] o Step ® o
¥ Ba.,zliz?( u_] Pause Jlle Stop
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LEGENDE
1. »Run Status” (Durchlaufstatus) — dieser Abschnitt zeigt den aktuellen Fortschritt
des Protokolls an.
2. »Run Status Controls“ (Durchlaufstatussteuerung) — ermdglicht Ihnen die
Bedienung des Geréates oder die Unterbrechung des aktuellen Protokolls.
3. »Run Information“ (Durchlaufinformationen) — dieser Abschnitt zeigt die Details

zum Durchlauf an.

Meniibefehle ,,Run Status“ (Durchlaufstatus)

Verwenden Sie die Befehle in der Registerkarte ,Run Status” (Durchlaufstatus), um das Geréat
entweder Uber die Software zu bedienen oder einen aktuellen Durchlauf zu andern.

Hinweis: Das Vornehmen von Anderungen am Protokoll wahrend des Durchlaufs, wie das
Hinzufiigen von Wiederholungen, andert nicht die zum Durchlauf zugehdrige Protokolldatei.
Diese Aktionen werden im Durchlaufprotokoll aufgezeichnet.

27

— offnet den motorisierten Deckel an den ausgewahlten Geraten.

Wichtig: Beim Offnen des Deckels wahrend eines Durchlaufs pausiert der Durchlauf beim
aktuellen Schritt, was zu einer Veranderung der Daten fiihren kdnnte.

P

= |- schliet den motorisierten Deckel an den ausgewahlten Geréaten.

4@ — fugt dem aktuellen GOTO-Schritt im Protokoll weitere Wiederholungen hinzu. Diese Option ist

nur wahrend eines laufenden GOTO-Schritts verfiigbar.

Tk

— Uberspringt den aktuellen Schritt im Protokoll.

Hinweis: Wenn Sie einen GOTO-Schritt iberspringen, fordert die Software Sie dazu auf, zu
bestatigen, die gesamte GOTO-Schleife zu Uberspringen und zum nachsten Schritt im
Protokoll Giberzugehen.

L i — die LED auf dem ausgewahlten Gerat blinkt auf, um die ausgewahlten Blécke anzuzeigen.

i

— pausiert das Protokoll.
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Hinweis: Diese Aktion wird im Durchlaufprotokoll aufgezeichnet.

Wl

— nimmt ein pausiertes Protokoll wieder auf.

— stoppt das Protokoll vor Ende des Protokolls.

Hinweis: Das Stoppen eines Durchlaufs vor dem Ende des Protokolls kénnte lhre Daten
verandern.
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Registerkarte ,,Real-time Status“ (Echtzeit-Status)

Die Registerkarte ,Real-time Status” (Echtzeit-Status) zeigt Echtzeit-PCR-Daten an, die bei jedem
Zyklus wahrend des Durchlaufs nach den ersten zwei Plattenablesungen erfasst wurden.

Run Details - CFX Run [SIME3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3878 perd =]
(2 R status '-a Reaitime Status () Time Status

Amplification

Wel () Fuor & Taget { Contert {) Sample {

A GO4 FAM Unkn
B GO5  FAM @ Unkn
c GO6  FAM Unkn
EE, G07 FAM Unkn
E G08 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10  FAM Unkn

Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample:55.0°C @

| Plate Setup -
Repeat 5 of 40 Remaining 00:5%:24 Lid 105°C
LEGENDE
1. Amplifikationsspur-Fenster — zeigt Echtzeit-Daten der Amplifikation wahrend des

Durchlaufs an.

2. Kennung der Kavitatengruppe — wenn Kavitatengruppen bei der
Plattenkonfiguration identifiziert wurden, kénnen Benutzer eine spezifische
Kavitatengruppe wahlen, um deren Spuren, Kavitaten und tabellarische
Informationen anzuzeigen.

Kennung der Schritthummer — wenn das Protokoll Daten bei mehr als einem
Schritt erfasst (z. B. wahrend Amplifikation und Schmelzkurve), kébnnen Benutzer
einen spezifischeren Schritt wahlen, um die bei diesem Schritt erfassten Spuren
anzuzeigen.

3. Kavitatenwahler-Fensterbereich — zeigt die aktiven, inaktiven und leeren
Kavitaten in der Platte an.

4, Fensterbereich mit Tabelle der Plattenkonfiguration — zeigt die
Plattenkonfiguration in Tabellenform an.
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5. Fensterbereich mit Durchlaufdetails — zeigt den Echtzeit-Status des Durchlaufs
an, einschlieflich:

B Aktuellen Schritt

m Aktueller Wiederholung
m Aktueller Temperatur
B Verbleibender Zeit

B Probentemperatur

B Deckeltemperatur

6. JPlate Setup” (Plattenkonfiguration) — 6ffnet das Dialogfeld ,Plate Setup*
(Plattenkonfiguration), in dem Benutzer die aktuelle Konfiguration der Platte
wahrend eines Durchlaufs &ndern kénnen.

In der Registerkarte ,Real-time Status* (Echtzeit-Status) kdnnen Sie Folgendes vornehmen:

B Echtzeit-Spuren anzeigen oder ausblenden, indem Sie diese im Kavitatenwahler-Fenster oder in
der Plattenkonfigurationstabelle auswahlen.

B Einzelne Spuren oder Gruppen von Spuren ansehen, indem Sie diese in der Drop-down-Liste der
Kavitatengruppen auswahlen.

B Die Platte bearbeiten oder die Plattendatei ersetzen.

B Eine PrimePCR-Datei fiir den Durchlauf anwenden.

Anzeigen und Ausblenden von Echtzeit-Spuren

Standardmagig sind alle gefiillten Kavitaten aktiv und erscheinen in der Tabelle der
Platteneinrichtung. Im Kavitadtenwahler-Fensterbereich werden aktive Kavitaten blau angezeigt.
Ausgeblendete Kavitaten werden hellgrau und nicht genutzte Kavitaten dunkelgrau im
Kavitatenwahler-Fensterbereich angezeigt.

Sie kénnen Spuren aktiver Kavitaten wahrend des Durchlaufs ausblenden. CFX Manager Dx erfasst
weiter Daten fir alle Kavitaten. Wenn Sie die Kavitaten ausblenden, werden deren Daten allerdings
nichtin der Tabelle ,Plate Setup® (Plattenkonfiguration) angezeigt.

So blenden Sie Echtzeit-Spuren aus

» Klicken Sie im Kavitdtenwahler-Fensterbereich auf die aktiven (blauen) Kavitaten, die Sie
ausblenden méchten.
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So zeigen Sie Echtzeit-Spuren an

» Kiicken Sie im Kavitatenwahler-Fensterbereich auf die ausgeblendeten (hellgrauen) Kavitaten,
die Sie anzeigen mdchten.

Fur weitere Informationen zum Kavitatenwahler siehe Kavitatenwahler auf Seite 187.

Bearbeiten einer eingerichteten Platte
So bearbeiten Sie eine eingerichtete Platte

» Kilicken Sie auf ,Plate Setup” (Plattenkonfiguration) und wahlen Sie ,View/Edit Plate” (Platte
anzeigen/bearbeiten).

Es erscheint das Platten-Editor-Fenster, in dem Sie die Platte wahrend des Durchlaufs
bearbeiten kdnnen. Fir weitere Informationen Gber das Bearbeiten von Platten siehe Kapitel 7,
Vorbereiten von Platten.

Hinweis: Sie kdnnen auch die Spurentypen lber das Fenster ,Plate Editor* (Platten-Editor)
andern. Die Anderungen erscheinen im Amplifikationsspurendiagramm in der Registerkarte
.Real-time Status” (Echtzeit-Status).

Austauschen einer Plattendatei

Tipp: Das Ersetzen einer Plattendatei ist besonders hilfreich, wenn Sie einen Durchlauf mit einer
schnellen Plattendatei im Ordner ,ExpressLoad” (Express Laden) starten.

So ersetzen Sie eine Plattendatei

» Klicken Sie auf ,Plate Setup” (Plattenkonfiguration) und wahlen Sie eine der folgenden Optionen
aus:

B Replace Plate file* (Plattendatei ersetzen) — wahlen Sie die neue Plattendatei aus der Liste
im Browserfenster aus.

B Apply PrimePCR file* (PrimePCR-Datei anwenden) — suchen Sie mithilfe von Smart Search
nach einer Durchlaufdatei, von der das Platten-Layout erhalten wird oder klicken Sie auf
LBrowse“ (Durchsuchen), um nach einer Datei zu suchen, die Sie von der Bio-Rad Website
heruntergeladen haben und die sich nicht im PrimePCR-Ordner befindet.

Hinweis: CFX Manager Dx prift den Scan-Modus und die PlattengréRRe fir die Plattendatei.
Diese missen mit den Einstellungen des Durchlaufs ibereinstimmen, mit denen der
Durchlauf gestartet wurde.
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Registerkarte ,,Time Status‘ (Zeitstatus)

Die Zeitstatusleiste zeigt die ausstehende Zeit bis zur Fertigstellung des aktuellen Durchlaufs an.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd

Q Run Status a Realtime Status @ Time Status

Running

01:02:02
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Durchfuhren von PrimePCR-Experimenten

PrimePCR-Experimente nutzen signalwegs- oder krankheitsspezifische Assays, die Bio-Rad im Wet-
Labor validiert und optimiert hat und in den folgenden Formaten verflgbar sind:

B Preplated panels” (Vorbereitete Platten) — Platten, die Assays enthalten, die fir einen
biologischen Signalweg oder eine Erkrankung spezifisch sind; sie umfassen PrimePCR-
Kontrollen sowie Referenzgene

m  Custom configured plates” (Benutzerkonfigurierte Platten) — Platten, die in einem
benutzerdefinierten Layout mit der Option eingerichtet werden konnen, Assays flir zu
untersuchende Ziele, Kontrollen und Referenzen zu wéhlen

B | Individual assays” (Individuelle Assays) — Rohrchen mit individuellen Primerséatzen, die in
Echtzeit-Reaktionen eingesetzt werden kdnnen

Zur Reduzierung der Gesamtlaufzeit konnen Sie den Schmelzschritt aus dem Protokoll entfernen.
Bio-Rad empfiehlt ausdriicklich, keine weiteren Anderungen an einem PrimePCR-Durchlaufprotokoll
vorzunehmen. Das Standardprotokoll wurde auch fiir die Assay-Validierung verwendet. Jegliche
Abweichung von diesem konnte sich auf die Ergebnisse auswirken. Protokollanderungen werden in
der Registerkarte ,Run Information® (Durchlaufinformationen) der resultierenden Datendatei sowie in
jeglichen generierten Berichten vermerkt.

So starten Sie einen PrimePCR-Durchlauf
» Fihren Sie einen der folgenden Schritte zum Start eines PrimePCR-Durchlaufs aus:

B Wahlen Sie im Einrichtungsassistenten ,PrimePCR" in der Registerkarte ,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration) und wéahlen Sie dann die entsprechende Chemie (SYBR oder
Sonde) aus.

B Wahlen Sie einen PCR-Durchlauf aus der Liste der letzten Durchlaufe in der Registerkarte
,Repeat Run® (Durchlauf wiederholen) im Einrichtungsassistenten aus.

B Wabhlen Sie ,File* > ,New"“ > PrimePCR Run“ (Datei > Neu > PrimePCR-Durchlauf) im
Startseitenfenster aus.

B Wahlen Sie File* > ,Open* > ,PrimePCR Run* (Datei > Offnen > PrimePCR-Durchlauf) im
Startseitenfenster aus.

B Ziehen und kopieren Sie eine PrimePCR-Durchlaufdatei in das Startseitenfenster.
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Nach Auswahl eines PrimePCR-Durchlaufs 6ffnet sich das Fenster ,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration) in der Registerkarte ,,Start Run® (Durchlauf starten) mit dem Standard-
PrimePCR-Plattenlayout, das je nach ausgewahltem Gerat geladen wird.

So entfernen Sie den Schmelzschritt aus dem Protokoll

» Deaktivieren Sie in Registerkarte ,Protocol” (Protokoll) das Kastchen neben ,Include Melt Step”
(Schmelzschritt hinzufiigen).

So importieren Sie Zielinformationen von PrimePCR-Platten in ein Plattenlayout
1. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

B Wahlen Sie in der Echtzeit-Statusleiste im Dialogfeld ,Run Details“ ,Plate Setup“ > ,Apply
PrimePCR File* (Durchlaufinformationen > Plattenkonfiguration > PrimePCR-Datei
anwenden).

B Wahlen Sie im Fenster ,Data Analysis* > ,Plate Setup” > ,,Apply PrimePCR File*
(Datenanalyse > Plattenkonfiguration > PrimePCR-Datei anwenden).

2. Klicken Sie im Dialogfeld ,PrimePCR Run File* (PrimePCR-Durchlaufdatei) auf ,Browse*
(Durchsuchen) und navigieren Sie zur entsprechenden PrimePCR-Datei (.csv).

3. Wabhlen Sie die entsprechende PrimePCR-Datei und klicken Sie auf ,OK®.

CFX Manager Dx importiert die Zielinformationen in lhr Plattenlayout.
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CFX Manager™ Dx bietet mehrere Methoden fiir das Offnen und Anzeigen von Datendateien. Sie
kénnen:

B Wahlen Sie im Startseitenfenster ,File* > ,Open“ > ,Data File* (Datei > Offnen > Datendatei) und
gehen Sie zur .pcrd-Zieldatei.

B Wahlen Sie ,File“ > ,Recent Data Files* (Datei > Kiirzlich verwendete Datendateien) im
Startseitenfenster, um aus einer Liste mit den zehn vor Kurzem verwendeten Datendateien
auszuwahlen.

Fenster ,,Data Analysis“ (Datenanalyse)

Das Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) zeigt mehrere Registerkarten an, wobei jede
Registerkarte die analysierten Daten fiir eine spezifische Analysemethode oder analysespezifische
Informationen enthalt. Die Registerkarten werden nur angezeigt, wenn die im Durchlauf erfassten
Daten flr diesen Typ von Analyse verfiigbar sind.

Quantffication Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point l’-(_:.? Custom Data View ac [% Run Information
Tipp: Um die Registerkarten zu wahlen, die angezeigt werden sollen, wahlen Sie diese aus dem
Drop-down-Meni ,View" (Ansicht) im Fenster ,Data Analysis* (Datenanalyse) aus. Um zum

urspringlichen Registerkartenlayout zuriickzukehren, wahlen Sie ,Settings® > ,Restore Default
Window Layout” (Einstellungen > Standardwerte fiir Windows-Layout wiederherstellen).
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Symbolleiste des Datenanalysefensters

Die Symbolleiste im Fenster ,Data Analysis* (Datenanalyse) bietet Schnellzugriff auf wichtige
Datenanalysefunktionen.

Elate Setup ~ ".; | All Wells + || Fluorephere  + ‘ ?

Tabelle 15 fiihrt die Funktionen der Schaltflachen in der Symbolleiste auf.

Tabelle 15. Symbolleiste im Fenster ,,Data Analysis“ (Datenanalyse)

Schaltflache Name Funktion
Bl .Plate Setup* »View/Edit plate“ (Ansicht/Bearbeiten
Plate Setup - (Plattenkonfiguration) der Platte): Offnet den Platten-Editor,

um die Inhalte der Kavitaten
anzuzeigen und zu bearbeiten.

.Replace Plate file" (Plattendatei
ersetzen): Wahlt eine Plattendatei, um
das Platten-Layout zu ersetzen.

+Apply PrimePCR file* (PrimePCR-
Datei anwenden): Wahit eine
Durchlaufdatei, um das Platten-
Layout gegen einen PrimePCR™ -
Durchlauf auszutauschen.

=3 ,Manage Well Groups* Offnet das Fenster ,Manage Well
W (Kavitatengruppen Groups* (Kavitatengruppen
verwalten) verwalten) zum Erstellen, Bearbeiten

und Léschen von Kavitatengruppen.

~Well Group* Wahlt einen vorhandenen

(Kavitatengruppe) Kavitdtengruppennamen aus dem
Drop-down-Menu. Die
Standardauswahl ist ,All Wells“ (Alle
Kavitaten). Diese Schaltflache
erscheint nur, wenn Kavitatengruppen
erstellt wurden.

All Wells w

»<Analysis Mode*“ Analysiert die Daten entweder im
Fluorophore (Analysemodus) Fluorophor- oder im Zielmodus.
2 ,Help® (Hilfe) Offnet eine digitale Kopie dieses
: Handbuchs in Acrobat PDF-Format.
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Fenster ,Data Analysis*“ (Datenanalyse)

Tabelle 16 fuhrt die Elemente der Mendleiste im Fenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse) auf.

Tabelle 16. Elemente der Meniileiste des Fensters ,,Data Analysis“ (Datenanalyse)

Meniielement

,File* (Datei)

Befehl

~>ave“ (Speichern)

Funktion

Speichert die Datei.

~Save As* (Speichern unter)

Speichert die Datei unter einem neuen
Namen.

~Repeat Run“ (Durchlauf
wiederholen)

Extrahiert das Protokoll und die
Plattendatei aus dem aktuellen Durchlauf,
um ihn erneut auszufiihren.

,Close “ (SchlieRen)

Schlielt das Fenster ,Data Analysis”
(Datenanalyse).

»View" (Ansicht)

-Run Log"“ (Protokoll des
Durchlaufs)

Offnet ein Fenster ,Run Log* (Protokoll
des Durchlaufs), um das Protokoll des
Durchlaufs der aktuellen Datendatei
anzuzeigen.

~Quantification, Melt Curve,
Gene Expression, End Point,
Custom Data View, QC, Run
Information” (Quantifizierung,
Schmelzkurve, Genexpression,
Endpunkt, Benutzerdefinierte
Datenanzeige,
Qualitatskontrolle,
Informationen des Durchlaufs)

Zeigt die analysierten Daten in den
ausgewahlten Registerkarten im Fenster
,Data Analysis“ (Datenanalyse) an. Es
muss mindestens eine Registerkarte
ausgewahlt sein.
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Tabelle 16. Elemente der Meniileiste des Fensters ,,Data Analysis“ (Datenanalyse), Fort-

setzung

Meniielement

LSettings”
(Einstellungen)

Befehl

»,Cq Determination Mode“ (Cg-
Bestimmungsmodus)

Funktion

Wahlen Sie den Modus ,Regression*
(Regression) oder ,Single Threshold*
(Einzelner Schwellenwert), um zu
bestimmen, wie Cq-Werte fur jede Spur
berechnet werden.

.Baseline Setting“ (Baseline-
Einstellung)

Wabhlen Sie die Baseline-
Subtraktionsmethode fiir die
ausgewahlten Kavitatengruppen aus.

+LAnalysis Mode*
(Analysemodus)

Legt fest, ob die Daten entweder nach
Fluorophor oder nach Ziel analysiert
werden.

,Cycles to Analyse*“ (Zu
analysierende Zyklen)

Wabhlen Sie die Zyklen aus, die analysiert
werden sollen.

,Baseline Threshold” (Baseline-
Schwellenwert/e)

Offnet das Fenster ,Baseline Threshold*
(Baseline-Schwellenwert/e), um die
Baseline oder den Schwellenwert
anzupassen.

LTrace Styles” (Spurentypen)

Offnet das Fenster ,Trace Styles®
(Spurentypen).

LPlate Setup®
(Plattenkonfiguration)

Offnet den Platten-Editor zur Ansicht und
Bearbeitung der Platte; ersetzen Sie die
aktuelle Platte durch eine von einer
benutzerdefinierten Plattendatei oder
einer PrimePCR-Datei.

sInclude All Excluded Wells*
(Alle ausgeschlossen Kavitaten
einschliel3en)
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Fenster ,Data Analysis*“ (Datenanalyse)

Tabelle 16. Elemente der Meniileiste des Fensters ,,Data Analysis“ (Datenanalyse), Fort-
setzung

Meniielement Befehl Funktion
.Mouse Highlighting“ Schaltet das simultane Hervorheben von
(Hervorheben durch Maus) Daten mit dem Mauszeiger ein oder aus.

Tipp: Wenn ,Mouse Highlighting*
(Hervorheben durch Maus)
ausgeschaltet ist, driicken Sie die
Steuerungstaste, um die
Hervorhebungsfunktion
vorUbergehend einzuschalten.

~Restore Default Window Stellt die Standardeinstellung fiir die
Layout” (Standard- Anordnung der Fenster wieder her.
Fensterlayout wiederherstellen)

+Export* +Export All Data Sheets to Excel®  Exportiert alle Tabellenansichten von jeder
(Exportieren) (Alle Datentabellen in Excel Registerkarte in eine separate Excel-
exportieren) Datei.
,Custom Export" Offnet das Fenster ,Custom Export"
(Benutzerdefinierter Export) (Benutzerdefinierter Export), in dem die zu

exportierenden Felder und das
Dateiformat bestimmt werden kénnen.

+Export to LIMS Folder” (In Offnet ein Fenster, um die Daten in einem

LIMS-Ordner exportieren) vorgegebenen Format im LIMS-Ordner zu
speichern.

~Seegene Export” (Seegene- Offnet ein Fenster, um den Speicherort fiir

Export) Daten von allen Tabellenansichten, die in

Excel-Dateien strukturiert sind,
insbesondere fiir die Verwendung von
Seegene, Inc. festzulegen.
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Tabelle 16. Elemente der Meniileiste des Fensters ,,Data Analysis“ (Datenanalyse), Fort-

setzung
Meniielement Befehl Funktion
»Tools" .Reports” (Berichte) Offnet den Bericht fiir diese Datendatei.
(Werkzeuge)

»Well Group Reports* (Berichte
von Kavitatengruppen)

Offnet das Fenster ,Well Group Reports*
(Berichte von Kavitatengruppen), um
Berichte fir spezifizierte Kavitatengruppen
zu erstellen.

Lmport Fluorophore Calibration*
(Fluorophorkalibration
importieren)

Wabhlen Sie eine Kalibrationsdatei, die auf
die aktuelle Datendatei angewendet
werden soll.

gbase+

Startet gbase+ v2.5 direkt von der
aktuellen PCRD-Datei, wenn es installiert
ist.
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Registerkarte ,,Details“ (Informationen)

Fenster ,Data Analysis*“ (Datenanalyse)

Jede Registerkarte im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) zeigt Daten in Diagrammen und
Tabellen fiir eine spezifische Analysemethode an und enthalt einen Kavitatenwahler fir die Auswahl
der Daten, die Sie anzeigen mdchten. Wenn sie gedffnet wird, zeigt die Datenanalyse die
Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung) standardmagig an. Sie kdnnen Daten aus dem
Diagramm ,Amplification” (Amplifikation) in der Registerkarte ,Quantification“ (Quantifizierung)
nutzen, um die richtigen Analyseeinstellungen fir den Durchlauf zu bestimmen.

P& Data Anal

ene Expression Multiplex - Tim

File View Settings Export Tools

Quartication Quantfication Data ]| Gene Bxpression {8 Custom Dt View 6C B Run omation

E\ate Setup ~

)

- O
Fluorophore ‘ ?

[~
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=

Log Starting Quantity

50
Cycles {0 Scals!

5 Urknoen

T RAM B R0 Sopem T 5400

FAM [JHEX []TexasRed [J0Cy5

Step Number:

T o mmo o @ =
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FAM
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FAM
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Tubulin
Tubulin
Tubulin
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Std-1
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di-1
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di-3
di-4
di-5
di6
di-7

I[4]

Completed

[ Scan Mode: All Channels | Plate Typs: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Hinweis: Die Software verknUpft die Daten in den Fensterbereichen jeder Registerkarte ,Data
Analysis* (Datenanalyse). Wenn Sie zum Beispiel eine Kavitat markieren, indem Sie den
Mauszeiger Uiber die Kavitat in der Kavitatenwahler-Ansicht halten, werden auch alle Daten in den

anderen Fensterabschnitten hervorgehoben.
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Schritthnummern-Wahler

Die Systeme CFX96 und CFX96 Deep Well kdnnen Fluoreszenzdaten in mehreren Protokollschritten
erfassen. Die Software fuhrt die bei jedem Schritt erfassten Daten unabhangig voneinander. Die
Software zeigt den ,Step Number Selector” (Schritthummern-Wabhler) an. Wenn ein Protokoll
mindestens einen Datenerfassungsschritt enthalt, zeigt CFX Manager™ Dx Software die Daten des
ersten Erfassungsschritts an.

Wenn das Protokoll mehr als einen Erfassungsschritt umfasst, kbnnen Sie einen Schritt aus der Drop-
down-Liste auswahlen, zum Beispiel:

Step Mumber: |3 v

Wenn Sie einen Schritt auswéhlen, wendet die Software diese Auswahl auf alle Daten an, die im
Fenster ,Data Analysis® (Datenanalyse) gezeigt werden.

Anzeigen von Kavitatengruppen in der Datenanalyse

Die Kavitaten in der Platte kdnnen fiir eine unabhangige Analyse mit den Kavitatengruppen in
Untergruppen eingeteilt werden. Wenn Sie Kavitatengruppen erstellen, erscheinen deren
Gruppennamen im Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) in der Drop-down-Liste ,Well Groups*
(Kavitatengruppen) auf der Symbolleiste.

Wenn Sie Kavitatengruppen erstellt haben, zeigt die Software beim Offnen des Fensters ,Data
Analysis” (Datenanalyse) die Standard-Kavitatengruppe ,All Wells® (Alle Kavitaten) an und stellt die
Daten in allen Kavitaten mit Inhalten in den Diagrammen und Tabellen dar. Nur die Kavitaten in dieser
mit Inhalt beladenen Kavitatengruppe erscheinen im Kavitatenwahler und es werden nur die Daten fur
diese Kavitaten in den Datenanalyseberechnungen einbezogen.

Hinweis: Wenn Sie keine Kavitdtengruppen angelegt haben, erscheint die Drop-down-Liste
~Well Groups* (Kavitatengruppen) nicht auf der Symbolleiste.

Andern der Kavititeninhalte nach einem Durchlauf

Die Anderung der Darstellungsweise durch eine Anderung der Inhalte der Kavitaten wahrend einer
Datenanalyse, andert niemals die Fluoreszenzdaten, die von jeder Kavitat wahrend eines Durchlaufs
erfasst wurden. Nachdem das Modul Fluoreszenzdaten erfasst hat, kdnnen Sie diese Daten nicht
I6schen, aber Sie haben die Wahl, die Daten aus der Ansicht und Analyse zu entfernen.

So dandern Sie den Kavitateninhalt nach einem Durchlauf

» Klicken Sie im Fenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse) auf ,Plate Setup” (Plattenkonfiguration)
und wahlen Sie eine der folgenden Optionen:
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Fenster ,Data Analysis*“ (Datenanalyse)

m  Edit/View Plate (Platte bearbeiten/anzeigen) — 6ffnet den Platten-Editor, in dem Sie
manuelle Anderungen am Layout vornehmen kénnen.

B Replace Plate file (Plattendatei austauschen) — 6ffnet den Plattenauswahl-Browser, in dem
Sie zu einer zuvor gespeicherten Plattendatei navigieren konnen, mit der Sie das aktuelle
Platten-Layout auswechseln kdnnen.

B Apply PrimePCR file (PrimePCR-Datei anwenden) — 6ffnet das Dialogfeld ,Select
PrimePCR File* (PrimePCR-Datei auswahlen), in dem Sie zu einer PrimePCR™-
Durchlaufdatei navigieren und diese auf das Plattenlayout anwenden kdnnen.

Tipp: Sie kdnnen Informationen zu den Inhalten einer Kavitat vor einem Durchlauf oder nach
Abschluss eines PCR-Durchlaufs hinzufligen oder bearbeiten. Sie missen den Scan-Modus und
die PlattengréRe vor dem Durchlauf zuweisen. Diese Parameter konnen nach dem Durchlauf
nicht mehr gedndert werden.
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Datenanalyseeinstellungen

Die Daten des Amplifikationsdiagramms in der Registerkarte ,Quantification (Quantifizierung) zeigen
die relative Fluoreszenz (RFU) fiir jede Kavitat bei jedem Zyklus. Jede Spur im Diagramm stellt Daten
von einem einzelnen Fluorophor in einer Kavitat dar. Diese Daten werden zur Bestimmung von Cy,-
Werten fiir jede Kavitat auf einer pro-Fluorophor-Basis verwendet. Die Software verwendet einen von
zwei Modi, um Cq-Werte zu bestimmen:

B Regression (Regression) —wendet ein multivariables, nicht-lineares Regressionsmodell auf
individuelle Kavitatenspuren an und verwendet dieses Modell anschlielend zur Berechnung
eines optimalen Cq-Werts.

B Single Threshold (Einzelner Schwellenwert) — verwendet einen einzelnen Schwellenwert, um
den C4-Wert basierend auf dem Schnittpunkt des Schwellenwerts mit individuellen
Fluoreszenzlinien zu berechnen.

Wabhlen Sie ,Settings” > ,,Cq Determination Mode*“ (Einstellungen > Cg-Bestimmungsmodus), um den
Bestimmungsmodus fir C, zu wahlen.

Anpassen des Schwellenwerts

Im Modus ,Single Threshold® (Einzelner Schwellenwert) kénnen Sie den Schwellenwert flr ein
Fluorophor anpassen, indem Sie auf die Schwellenwertlinie im Amplifikationsdiagramm klicken und
den Mauszeiger vertikal bewegen. Alternativ kdnnen Sie den genauen Schnittpunkt-Schwellenwert flr
das ausgewahlte Fluorophor angeben.

Baseline-Einstellungen

Die Software stellt automatisch die Baseline individuell fir jede Kavitat ein. Die Einstellungen der
Baseline bestimmen die Methode der Baseline-Subtraktion fur alle Fluoreszenzspuren. Die Software
bietet drei Optionen fiir die Baseline-Subtraktion:

B No Baseline Subtraction (Keine Baseline-Subtraktion) — zeigt die Daten als relative
Fluoreszenzspuren an. Manche Analysen sind in diesem Analysemodus nicht méglich und aus
diesem Grund zeigt die Software nicht die Registerkarten ,Gene Expression® (Genexpression),
»End Point“ (Endpunkt) und ,Allelic Discrimination® (Allelische Diskriminierung) an.

B Baseline Subtracted (Baseline-subtrahiert) — zeigt die Daten als baseline-subtrahierte Spuren
fur jedes Fluorophor in einer Kavitat an. Die Software muss die Daten Baseline-subtrahieren, um
Quantifizierungszyklen zu bestimmen, Standardkurven aufzubauen und die Konzentration von
unbekannten Proben zu bestimmen. Um eine baseline-subtrahierte Spur zu erzeugen, fligt die
Software wahrend der Baseline-Zyklen die beste gerade Linie durch die erfasste Fluoreszenz von
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jeder Kavitat ein und subtrahiert dann die am besten geeigneten Daten von den bei jedem Zyklus
Hintergrund-subtrahierten Daten.

B Baseline Subtracted Curve Fit (baseline-subtrahierte Kurvenanpassung) — zeigt die Daten als
baseline-subtrahierte Spuren an und die Software glattet die baseline-subtrahierte Kurve anhand
eines zentrierten Mittelwertfilters. Dieser Prozess wird ausgefiihrt, damit jeder Cq invariant bleibt.

Zusatzlich zu diesen Optionen kénnen Sie aulerdem ,Apply Fluorescent Drift Correction” (Korrektur der
fluoreszierenden Abweichung anwenden) auswahlen. Fir Kavitaten, die anormal abweichende RFU-
Werte wahrend der ersten Zyklen eines Durchlaufs aufweisen, leitet die Software eine geschatzte
Baseline von angrenzenden Kavitaten ab, fur die eine horizontale Baseline erfolgreich erzeugt wurde.

So dndern Sie die Einstellungen der Baseline-Subtraktion

» Wahlen Sie ,Settings” > ,Baseline Setting” (Einstellungen > Baseline-Einstellung).

»Analysis Mode* (Analysemodus)

Daten kénnen entweder nach Fluorophor oder Zielname gruppiert und analysiert werden. Wenn Sie
nach Fluorophor gruppiert werden, werden die Datenspuren nach Fluorophor angezeigt, wie in der
Plattenkonfiguration fiir diesen Durchlauf angegeben. Einzelne Fluorophordaten erscheinen im
Amplifikations- und Standardkurvendiagramm (sofern verfiigbar), wenn die entsprechenden Fluorophor-
Auswahlkontrollkastchen unterhalb des Amplifikationsdiagramms ausgewahlt wurden.
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T T T T
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Wenn Sie nach Ziel gruppiert werden, werden die Datenspuren nach Zielname angezeigt, wie in der
Plattenkonfiguration fur diesen Durchlauf angegeben.
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W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
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Auswahl des Datenanalysemodus
» Fihren Sie einen der folgenden Schritte aus:
B Wahlen Sie ,Settings” (Einstellungen) > ,Analysis Mode* (Analysemodus).

B Wahlen Sie einen Modus aus dem Drop-down-Menu ,,Analysis Mode® (Analysemodus) in der
Symbolleiste.

Zu analysierende Zyklen

Sie kdnnen die Anzahl der zu analysierenden Zyklen eingrenzen. Sie kénnen auch Daten aus einem
spezifischen Satz an Zyklen analysieren. Sie kbnnen maximal 50 Zyklen analysieren.

Hinweis: Das Entfernen von Zyklen am Anfang eines Durchlaufs kann eine signifikante
Auswirkung auf das Baselining haben.

Eingrenzen der Datenanalyse auf einen spezifischen Bereich an Zyklen

1. Wahlen Sie ,Settings” > ,Cycles to Analyse (Einstellungen > Zu analysierende Zyklen).
Es erscheint das Dialogfeld ,Cycles to Analyse® (Zu analysierende Zyklen).

2. Geben Sie die Start- und Endzykluswerte ein und klicken Sie auf ,OK".

Klicken Sie auf ,Restore Defaults” (Standardeinstellungen wiederherstellen) im Dialogfeld ,Cycles to
Analyse* (Zu analysierende Zyklen), um zu den urspriinglich fiir die Analyse verwendeten Zyklen
zurlckzukehren.
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Kavitatenwahler

Sie kénnen den Kavitdtenwahler nutzen, um Kavitatendaten in den Diagrammen oder Tabellen im
Fenster ,Data Analysis* (Datenanalyse) anzuzeigen oder auszublenden. Es kénnen nur Kavitaten, die
eine Probe enthalten, im Kavitatenwahler ausgewahlt werden. Die Software farbt die Kavitaten im
Kavitatenwahler ein.

B Blau - zeigt ausgewahlte Kavitaten an. Die Daten aus den ausgewahlten Kavitaten werden im
Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) angezeigt.

B Hellgrau - zeigt nicht ausgewahlite Kavitaten an. Die Daten aus den ausgewahlten Kavitaten
werden nicht im Fenster ,Data Analysis® (Datenanalyse) angezeigt.

B Dunkelgrau - zeigt leere Kavitaten an.

So zeigen Sie Kavitiatendaten an oder blenden sie aus
» Fihren Sie im Kavitatenwahler einen der folgenden Schritte aus:

B Um eine Kavitat auszublenden, klicken Sie auf die einzelne Kavitat. Um diese Kavitat
einzublenden, klicken Sie erneut auf diese Kavitat.

B Um mehrere Kavitdten auszublenden, ziehen Sie den Mauszeiger Uber die Kavitaten, die Sie
auswahlen mochten. Um diese Kavitaten anzuzeigen, ziehen Sie erneut Uber diese
Kavitaten.
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m Klicken Sie in die linke obere Ecke der Platte, um alle Kavitaten auszublenden. Klicken Sie
erneut in die linke obere Ecke der Platte, um alle Kavitdten anzuzeigen.

m  Klicken Sie auf den Anfang einer Spalte oder Zeile, um diese Kavitaten auszublenden.
Klicken Sie erneut auf die Spalte oder Zeile, um die Kavitaten anzuzeigen.

Rechtsklick-Mentlielemente des Kavitatenwahlers

Tabelle 17 fuhrt die in der Ansicht des Kavitatenwahlers verfugbaren Rechtsklick-Optionen auf.

Tabelle 17. Rechtsklick-Meniielemente in den Kavitatenwahlern

Meniielement

SWell XX* (Kavitat XX)

Funktion

Zeigt nur diese Kavitat an, blendet diese Kavitat aus, stellt die
Farbe fir diese Kavitat ein oder schlie3t diese Kavitat von der
Analyse aus.

,Selected Wells (right-click and
drag)” (Ausgewahlte Kavitaten
(Rechtsklicken und durch Ziehen
verschieben))

Zeigt nur diese Kavitaten an, blendet diese Kavitaten aus, stellt die
Farbe flr diese Kavitaten ein oder schliel3t diese Kavitaten von der
Analyse aus.

,Copy"“ (Kopieren)

Kopiert den Inhalt der Kavitat in eine Zwischenablage,
einschlieRlich Probentyp und optionaler Replikatnummer.

,Copy as Image* (Als Bild
kopieren)

Kopiert die Kavitatenwahleransicht als Bild.

LPrint“ (Drucken)

Druckt die Kavitatenwahleransicht.

LPrint Selection” (Druckauswahl)

Druckt die aktuelle Auswahl.

+Export to Excel” (In Excel
exportieren)

Exportiert die Daten in eine Excel-Tabelle.

+Exportto CSV* (In CSV
exportieren)

Exportiert die Daten als ein Textdokument.

LExport to XML" (In XML
exportieren)

Exportiert die Daten als ein XML-Dokument.

,Well Labels®
(Kavitatenkennzeichnungen)

Andert die Kavitdtenkennzeichnungen in Probentyp, Zielname
oder Probenname.
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Temporares AusschlieBen von Kavitaten aus der Analyse

So schlieBen Sie Kavitidten voriibergehend aus der Datenanalyse aus

1.

Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Kavitat im Kavitatenwahler. Zum Ausschluss
mehrerer Kavitéaten klicken Sie mit der rechten Maustaste und ziehen Sie den Mauszeiger tUber
den gewtinschten Bereich, um mehrere Kavitaten, Spuren oder Punkte hervorzuheben.

Wahlen Sie die entsprechende Option aus dem Rechtsklick-Men(:

m  Well“> Exclude Well“ (Kavitat > Kavitat ausschlieRen)

B Selected Wells* > ,Exclude from Analysis“ (Ausgewahlte Kavitaten > Von Analyse
ausschlief3en)

B Selected Traces* > ,Exclude these wells from Analysis“ (Ausgewahlte Spuren > Diese
Kavitaten von der Analyse ausschlieRen)
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Wenn Sie alternativ Kavitaten permanent aus der Analyse entfernen mochten, leeren Sie einfach
die Inhalte aus den Kavitaten im Platten-Editor, indem Sie auf die Schaltflache ,,Clear Wells*
(Kavitaten leeren) klicken.

Wichtig: Sie missen jegliche geleerten Kavitateninhalte neu eingeben.

So schlieBen Sie eine ausgeschlossene Kavitat ein

» Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die entsprechende Kavitat im Kavitatenwahler und
wahlen Sie ,Well“ > Include Well in Analyse* (Kavitat > Kavitat in Analyse einbeziehen).
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Diagramme

Jedes Diagramm im Fenster ,Data Analysis* (Datenanalyse) zeigt die Daten in einem anderen
Diagramm an und enthalt Optionen fiir das Anpassen und Exportieren der Daten oder

Diagrammgrafiken.

Haufige Rechtsklick-Menuelemente fliir Diagramme

In Tabelle 18 werden die in den Diagrammen verfligbaren Rechtsklick-Menuelemente aufgefiihrt.
Manche der verfugbaren Punkte sind bei allen Diagrammen vorhanden. Diese Punkte kénnen
verwendet werden, um die Anzeige der Daten zu verandern oder um die Daten ganz einfach aus
einem Diagramm zu exportieren.

Tabelle 18. Rechtsklick-Meniielemente fiir Diagramme

Meniielement

,Copy“ (Kopieren)

Funktion

Kopiert das Diagramm in die Zwischenablage.

~Save Image As“ (Bild
speichern unter)

Speichert das Bild in einer bestimmten Grol3e, Auflésung sowie
bestimmtem Dateityp. Die verfligbaren Bildformate sind PNG
(Standard), JPG und BMP.

.Page Setup”
(Seiteneinrichtung)

Vorschau und Auswahl eines Seitenformats fiir den Druck.

LPrint“ (Drucken)

Druckt das Diagramm.

,Set Scale to Default"
(Maf3stab auf Standard
einstellen)

Stellt das Diagramm nach dessen VergroRerung auf die
Standardansicht zurtick.

,Chart Options*
(Diagrammoptionen)

Offnet das Fenster mit den Optionen zur Anderung des Diagramms,
einschlieRlich der Anderung des Titels, der Auswahl der Grenzen fiir
die x- und y-Achsen, Anzeige der Rasterlinien sowie der Anzeige von
Hilfsstrichen auf der Achse.

Hinweis: Menlelemente, die fur spezifische Programme verfiigbar sind, werden in Kapitel 10,
Datenanalysedetails beschrieben.
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Kopieren von Diagrammdaten in die Zwischenablage

Sie kdnnen die Inhalte der Diagrammansicht kopieren und in jede Anwendung einfligen, die Bitmap-
Bilddateien akzeptiert.

So kopieren Sie Diagrammdaten in die Zwischenablage

1. Wahlen Sie aus dem Rechtsklick-Menu des Diagramms ,,Copy* (In die Zwischenablage kopieren)
aus.

2. Offnen Sie eine Anwendung, die mit Bitmap-Bilddateien arbeitet, zum Beispiel Microsoft Word.

3. Klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen Sie ,Paste” (Einfugen) aus, um das Bitmap-
Bild aus der Zwischenablage in die Anwendung einzufligen.

Andern der Einstellungen fiir den Baseline-Schwellenwert

Im Modus ,Single Threshold“ (Einzelner Schwellenwert) kdnnen Sie den Schwellenwert fiir ein
Fluorophor anpassen, indem Sie auf die Schwellenwertlinie im Amplifikationsdiagramm klicken und
den Mauszeiger vertikal bewegen. Alternativ kdnnen Sie den genauen Schnittpunkt-Schwellenwert fir
das ausgewahlte Fluorophor angeben.

Tipp: Sie kdnnen einen Zyklusbereich angeben, um die Baseline fir alle Datendateien in der
Registerkarte ,Data Analysis” (Datenanalyse) unter ,User* > ,User Preferences” (Benutzer >
Benutzereinstellungen) zu bestimmen.

Anpassen des Start- und End-Baseline-Zyklus fiir jede Kavitat

1. Wahlen Sie in der Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung) ein einzelnes Fluorophor unter
dem Amplifikationsdiagramm aus.

2. Wahlen Sie aus dem Rechtsklick-Meni des Diagramms ,Baseline Threshold” (Baseline-
Schwellenwert) aus.

Das Dialogfeld ,Baseline Threshold“ (Baseline-Schwellenwert) wird angezeigt.
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Baseline Threshold
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3. Fuhren Sie im Abschnitt ,Baseline Cycles” (Baseline-Zyklen) einen der folgenden Schritte aus:
B Um eine Kavitat auszuwahlen, klicken Sie auf deren Zeilennummer.

B Um mehrere benachbarte Kavitdten auszuwéahlen, klicken Sie auf die Zeilennummer der
ersten Kavitat und ziehen Sie den Mauszeiger die Spalte bis zur letzten Kavitat hinunter.

B Um mehrere nicht nebeneinander liegende Kavitaten auszuwahlen, halten Sie die
Steuerungstaste gedriickt und klicken Sie auf die Zeilenzahl jeder Zielkavitat.

m Klicken Sie in die linke obere Ecke der Tabelle, um alle Kavitaten auszuwahlen.

4. Passen Sie den Baseline-Startzyklus und den Baseline-Endzyklus fir alle ausgewahlten
Kavitaten an oder andern Sie die Start- und Endzyklusnummer unten in der Tabelle.

Tipp: Klicken Sie auf ,Reset All User Defined Values” (Alle benutzerdefinierten Werte
zuriicksetzen), um die Einstellungen auf die letzten gespeicherten Werte zurtickzusetzen.

5. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und kehren Sie zum Diagramm zur{ick.
Angeben eines Zyklusbereichs fiir alle Datendateien

» Wahlen Sie im Start- oder Platten-Editor-Fenster ,User” > User Preferences” (Benutzer >
Benutzereinstellungen) und gehen Sie zu der Registerkarte ,Data Analysis” (Datenanalyse).
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Baseline_Threshold.png

Diagramme

Sortieren von Ziel- und Probendaten
Hinweis: Diese Option ist nur in den Genexpressionsdiagrammen verfiigbar.

Standardgemaf werden die Ziele und Proben in alphabetischer Reihenfolge angezeigt. Verwenden
Sie das Dialogfeld ,Sort” (Sortieren), um die Anzeige in umgekehrter alphabetischer Reihenfolge
anzuzeigen oder um manuell ein Element an eine andere Position in der Liste zu stellen.

Sortieren von Ziel- und Probendaten
1. Klicken Sie bei dem Rechtsklick-Meni des Diagramms auf ,Sort" (Sortieren).

Das Dialogfeld ,,Gene Expression Chart Sorting“ (Sortieren des Genexpressionsdiagramms) wird
angezeigt.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: azl|[za
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
SES
di2
di3
¥ i
dir5
5 diE

QK Cancel

2. Klicken Sie im Dialogfeld auf ,Z-A*, um die Liste in umgekehrter alphabetischer Reihenfolge zu
sortieren.

3.  Um ein Element manuell zu verschieben, wahlen Sie dieses aus und klicken Sie auf die
entsprechende Schaltflache zwischen den Diagrammen:

m  Klicken Sie auf den Pfeil nach oben oder den Pfeil nach unten, um das ausgewahlte Element
um eine Position zu verschieben.

m  Klicken Sie auf den Balken nach oben oder den Balken nach unten, um das ausgewahlte
Element an die Spitze oder an das Ende der Liste zu verschieben.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und zur Registerkarte ,Gene Expression*
(Genexpression) zuriickzukehren.
VergroBern eines Diagrammbereichs

So vergroBern Sie einen Diagrammbereich

» Kilicken und ziehen Sie lber das Diagramm und klicken Sie auf Zoom*. Die Software andert die
DiagrammgrofRe und fokussiert den ausgewahlten Bereich.
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Hinweis: *Beim Balkendiagramm ist kein Anklicken des Zoom-Pop-up-Befehls erforderlich.
Zuriicksetzen des Diagramms auf die Gesamtansicht
» Klicken Sie mit der rechten Maustaste in das Diagramm und wahlen Sie ,Set Scale to Default*
(Maf3stab auf Standard einstellen).

Kopieren von Diagrammen in eine Microsoft-Datei

Sie kénnen Datendiagramme in Microsoft Word-, Excel- oder PowerPoint-Dokumente kopieren. Die
Bildauflésung entspricht der des Bildschirms, von dem das Bild bezogen wurde.

So kopieren Sie Diagramme in eine Microsoft-Datei

1. ImFenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse) wahlen Sie ,Copy*“ (Kopieren) aus dem Rechtsklick-
Meni des Diagramms aus.

2. Offnen Sie eine leere Microsoft-Datei und fiigen Sie die Inhalte aus der Zwischenablage ein.

Alternative: Klicken Sie auf das Klicken-und-Ziehen-Symbol und klicken und ziehen Sie das

Diagramm in die Microsoft-Datei.
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Tabellen

Tabellen

Die in der Datenanalyse gezeigten Tabellen enthalten Optionen fiir das Sortieren und Ubertragen der
Daten. Sortieren Sie die Spalten durch eine dieser Methoden:

m  Klicken Sie auf eine Spalte und ziehen Sie diese an den neuen Ort in der ausgewahlten Tabelle.

m  Klicken Sie auf die Kopfzeile der Spalte und sortieren Sie die Daten in auf- oder absteigender
Reihenfolge.

Sortierung von bis zu drei Datenspalten im Fenster ,,Sort“ (Sortieren)

1. Klicken Sie mit der rechten Maustaste in die Tabelle und wahlen Sie ,Sort” (Sortieren).

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,Sort“ (Sortieren) den Titel der ersten Spalte, die sortiert werden soll.
Sortieren Sie die Daten in auf- oder absteigender Reihenfolge.

3. Wabhlen Sie eine zweite oder dritte Spalte zum Sortieren und wahlen Sie ,Ascending*
(Aufsteigend) oder ,Descending” (Absteigend).

4. Klicken Sie auf ,OK®, um die Daten zu sortieren oder auf ,Cancel” (Abbrechen), um das Sortieren
zu beenden.

Heben Sie die Daten auf den zugehorigen Diagrammen und dem Kavitatenwahler hervor, indem Sie
den Mauszeiger Uber eine Zelle halten. Klicken Sie in eine Zelle, um deren Inhalte in ein anderes
Software-Programm per Copy-and-Paste zu kopieren und einzufligen.

Haufige Rechtsklick-Menuielemente fur Tabellen

In Tabelle 19 werden die fiir jede Tabellenansicht verfiigbaren Rechtsklick-Mentelemente aufgefiihrt.

Tabelle 19. Rechtsklick-Meniielemente fiir Tabellen

Meniielement Funktion

,Copy"“ (Kopieren) Kopiert die Inhalte der ausgewahlten Kavitaten in eine
Zwischenablage und fugt die Inhalte schlief3lich in eine Tabelle,
z. B. Excel, ein.

,Copy as Image*” (Als Bild Kopiert die Tabellenansicht als Bilddatei und fuigt diese in eine
kopieren) Datei ein, die eine Bilddatei akzeptiert, wie Text-, Bild- oder
Tabellendateien.

LPrint“ (Drucken) Druckt die aktuelle Ansicht.

,Print Selection® (Druckauswahl)  Druckt die aktuelle Auswahl.
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Tabelle 19. Rechtsklick-Meniielemente fiir Tabellen, Fortsetzung

Meniielement Funktion

+Export to Excel” (In Excel Exportiert die Daten in eine Excel-Tabelle.

exportieren)

LExportto CSV* (In CSV Exportiert die Daten in eine komma-getrennte (.csv)-Datei.
exportieren)

+Export to XML* (In XML Exportiert die Daten in eine xml.-Datei.

exportieren)

+Export to Html“ (In HTML Exportiert die Daten in eine html.-Datei.

exportieren)

LFind“ (Suchen) Sucht nach Text.

LSort” (Sortieren) Sortiert die Daten in bis zu drei Spalten.

~Select Columns® (Spalten Wahlt die Spalten, die in der Tabelle angezeigt werden.
auswahlen)
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Exportieren

Exportieren

CFX Manager™ Dx Software bietet vier Exportoptionen im Drop-down-Menu ,,Export® (Exportieren):
m Export All Data Sheets* (Alle Datentabellen in Excel exportieren)

m  Custom Export‘ (Benutzerdefinierter Export)

m  Exportto LIMS* (In LIMS exportieren)

B Seegene Export‘ (Seegene Export)

Exportieren aller Datentabellen

Sie kdnnen alle Tabellenansichten von jeder Registerkarte der CFX Manager™ Dx Software in
individuelle Dateien exportieren.

So exportieren Sie alle Datentabellen

» Wahlen Sie ,Export“ > ,Export All Data Sheets” (Exportieren > Exportieren aller Datentabellen)
und wéahlen Sie dann den von lhnen gewlinschten Dateityp:

B CSV(*.csv)

B Text (*.txt)

®  Excel 2007 (*.xIsx)
B Excel 2003 (*.xls)

m XML (*.xml)
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Erstellen einer benutzerdefinierten Exportdatei
So erstellen Sie eine benutzerdefinierte Exportdatei

1.  Wahlen Sie ,Export‘ (Exportieren) > ,,Custom Export“ (Benutzerdefinierter Export). Das Dialogfeld
»,Custom Export* (Benutzerdefinierter Export) erscheint.

Custom Export

Export Format: | CSV (*.csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Z Well Zl Well
[+] Fluorophore Fluorophore
[7] Target Name Target Name
] Contert Al Cortert
= § Sample Name
(] Replicate Number Cg
[ Sample Name vl Starting Guartity
[] Biological Set Name
] Well Note
Quartification | !l
Cq
Starting Quantity
Cqg Mean

Cq Standard Deviation
Quartity Standard Deviation

OOORIE

Melt Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature
End Point

[] End Peirt Cal

[] End RFU

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

2. Wahlen Sie das Exportformat aus der Drop-down-Liste ,Export Type“ (Exporttyp), die erscheint.
3. Markieren Sie die Kontrollkastchen der zu exportierenden Elemente.

4. (Optional) Klicken Sie auf ,Customize Column Names* (Spaltennamen anpassen), um
Spaltennamen anzupassen.

5. Klicken Sie auf ,Export” (Exportieren). Das Dialogfeld ,Save As" (Speichern unter) wird
eingeblendet.

6. Geben Sie im Dialogfeld ,Save As” (Speichern unter) einen Dateinamen und einen Ort zum
Speichern der exportierten Datei an.

7. Klicken Sie auf ,,OK", um die Exportdatei zu speichern.
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Exportieren in einen LIMS-Ordner

Sie kénnen Daten in ein LIMS-kompatibles Dateiformat exportieren.

So exportieren Sie Daten in ein LIMS-Format

1. Wahlen Sie ,Export“ > ,Export to LIMS Folder” (Exportieren > Export in LIMS-Ordner).
Das Dialogfeld ,Save As" (Speichern unter) wird eingeblendet.

2. Geben Sie im Dialogfeld ,Save As” (Speichern unter) einen Dateinamen und einen Ort zum
Speichern der exportierten Datei an.

3. Kilicken Sie auf ,OK", um die Exportdatei zu speichern.

Exportieren Seegene-formatierter Daten

Sie kdnnen die Daten aus allen Tabellenansichten in Excel-Dateien exportieren, die speziell fir die
Nutzung durch Seegene, Inc. strukturiert worden sind.

So exportieren Sie Daten in ein Seegene-spezifisches Format
1. Wahlen Sie ,Export” > ,Seegene Export* (Exportieren > Seegene-Export)
Das Dialogfeld ,Save As” (Speichern unter) wird eingeblendet.

2. Geben Sie im Dialogfeld ,Save As® (Speichern unter) einen Speicherort fiir den Ordner an, in dem
die Seegene-formatierten Excel-Dateien (.xIsx) gespeichert werden sollen.

3. Klicken Sie auf ,OK", um die Exportdateien zu speichern.
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Kapitel 10 Datenanalysedetails

Das Fenster ,Data Analysis” (Datenanalyse) der CFX Manager™ Dx Software enthalt mehrere
Registerkarten, (iber die Sie Daten einsehen kénnen. In diesem Kapitel werden diese Registerkarten
eingehend erlautert.

Tipp: Sie kdnnen Uber das Menii ,View* (Ansicht) auswahlen, welche Registerkarten Sie im
Fenster ,Data Analysis® (Datenanalyse) anzeigen mochten. Das benutzerdefinierte Layout wird
mit der Datendatei gespeichert.
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Registerkarte ,,Quantification“ (Quantifizierung)

Nutzen Sie die Daten in der Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung), um die
Datenanalysebedingungen, einschlieRlich der Baseline-Einstellungen fiir einzelne Kavitaten sowie die
Schwellenwerteinstellungen, festzulegen. Die Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung) zeigt
Daten in diesen vier Anzeigen an:

®  Amplification Chart* (Amplifikationsdiagramm) — zeigt die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU)
fir jede Kavitét in jedem Zyklus an. Jede Spur im Diagramm stellt Daten von einem einzelnen
Fluorophor in einer Kavitat dar.

B Standard Curve® (Standardkurve) — erscheint nur, wenn der Durchlauf Kavitaten umfasst, die als
Standardprobentyp (Std.) definiert worden sind. Die Standardkurve zeigt den
Schwellenwertzyklus an, der gegen das Protokoll der Startquantitat aufgetragen wird. Die
Legende zeigt die Reaktionseffizienz (E) fir jedes Fluorophor in den Kavitaten mit einem
Standardprobentyp an.

B Kavitdtenwahler — wahlt die Kavitaten mit den Fluoreszenzdaten aus, die Sie anzeigen méchten.

B Spreadsheet” (Tabelle) — zeigt eine Tabelle mit den in den ausgewahlten Kavitaten erfassten

Daten an.

P Data Anal ne Expression Multiplex - Time Course 1.pcrd

File View Settings Export  Tools €2 piate setup v|f‘- Fluorophore | ?
Quantfication Quantfication Data EE Gene Expression {é} Custom Data View ac B Run Information

Amplification El Standard Curve fa]

o 10 0 0 “0 0
Cyeles 53 Seai

Step Number: (3
Wel ) Fuor &|Target | Cortent (| Sample 0| Ca (1]

FO3 FAM Tubulin Std-1 di-1 624

FO4 FAM Tubulin Std-2 dil-2 11.14

05 FAM Tubuin 53 a3 144(

FO6 FAM Tubulin Std-4 dil-4 177

FO7 FAM Tubulin Std-5 dil-5 2114

g FAM Tubuin 56 s 2447

FO9 FAM Tubulin Std-7 di-7 2789

[EN! il

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Fluorophor-Optionen

Zum Anzeigen der Fluorophordaten in den Diagrammen und Tabellen der Registerkarte
,<Quantification“ (Quantifizierung) wahlen Sie das bzw. die Zielfluorophor(e) unter dem
Amplifikationsdiagramm. Um die Fluorophordaten im Fenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse)
auszublenden, heben Sie die Auswahl des zugehdrigen Kontrollkastchens auf.

Dialogfeld ,,Trace Styles“ (Spurentypen)

Mit dem Dialogfeld , Trace Styles® (Spurentypen) kénnen Sie das Erscheinungsbild der Spuren in den
Amplifikations- und Schmelzkurvendiagrammen in den Registerkarten ,Quantification®
(Quantifizierung) und ,Melt Curve” (Schmelzkurve) anpassen. Sie kénnen dann eine Vorschau der
Anderungen im Kavitatenwahler einsehen, die im Dialogfeld , Trace Styles” (Spurentypen) erscheint.

So passen Sie Spurentypen an

1. Wahlen Sie nur ein Fluorophor unter dem Amplifikationsdiagramm aus.

2. Zum Offnen des Dialogfeld , Trace Styles* (Spurentypen) gehen Sie folgendermalen vor:
m  Klicken Sie auf ,Trace Styles” (Spurentypen) im Amplifikationsdiagramm.

B Wahlen Sie ,Settings” (Einstellungen) >, Trace Styles® (Spurentypen) in der Datenanalyse-
Mendileiste.

m  Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf eine Spur und wahlen Sie ,Trace Styles*
(Spurentypen).

Das Dialogfeld , Trace Styles” (Spurentypen) wird eingeblendet.
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Trace Styles

Fluorophare Wells Color Symbol
A 7] trcouns v -

Selected Wells

Color Quick Set
| Random by Well | ‘ Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors ‘ | Use Sample Colors |

Well Labels: ®) Sample Type () Target Mame () Sample Name () Symbol

=

g
i &

3. Wahlen Sie im Dialogfeld , Trace Styles® (Spurentypen) einen spezifischen Kavitatensatz im
Kavitatenwahler im unteren Fensterabschnitt aus. Wéahlen Sie alternativ Kavitaten, die einen
Probentyp enthalten, im Drop-down-Menu in der Spalte ,Wells* (Kavitaten) aus.

4. Gehen Sie wie folgt vor:

m  Klicken Sie auf das Feld in der Spalte ,Color” (Farbe), um eine Farbe fiir die ausgewahlten
Kavitaten auszuwahlen.

B Um den ausgewahlten Kavitaten ein Symbol zuzuordnen, wahlen Sie ein Symbol aus der
Symbol-Drop-down-Liste.

B Um den Kavitaten ganz einfach nach Schaltflachenbezeichnung eine Farbe zuordnen zu
kénnen, klicken Sie einfach auf die entsprechende Schnellauswahl:

O ,Random by Well* (Zufall nach Kavitat)

O ,Random by Replicate” (Zufallig nach Replikat)

O ,Use Fluor Colors® (Verwenden der Fluor-Farben)

O ,Use Target Colors® (Verwenden der Ziel-Farben)

O ,Use Sample Colors” (Verwenden der Proben-Farben)

B Firdie Zuweisung von Kavitatenkennzeichnungen wahlen Sie entweder Probentyp,
Zielname, Probenname oder Symbol aus.
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Option ,,Log Scale“ (Log-Skala)

Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung)

Waéhlen Sie ,Log Scale” (Log-Skala) unter dem Amplifikationsdiagramm, um die Fluoreszenzspuren in
einer halblogarithmischen Skala zu sehen:

Amplification

RFU

50

[

Cycles Log Scale

Tipp: Ziehen Sie Uber den Zielbereich, um einen Bereich des Diagramms zu vergréf3ern. Wenn
Sie zur Vollbildansicht zurlickkehren mochten, klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das
Diagramm und wahlen Sie ,Set Scale to Default” (MaRstab auf Standard einstellen).

»otandard Curve Chart” (Standardkurvendiagramm)

Die Software erstellt ein Standardkurvendiagramm in der Registerkarte ,Quantification”
(Quantifizierung), wenn die Daten einen Probentyp beinhalten, der fir mindestens ein Fluorophorim

Durchlauf als Std.

definiert ist.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sundad
x Uinknawn

—  FAM

—  HEX

Em= SC 0% RA2=0.905 Slope=-3.531 y-Ini=35.503
E= B 2% R*2=0.056 Slope=-32 468 y-Int=36.563

[
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Das Standardkurvendiagramm zeigt folgende Informationen an:
B Name fir jede Kurve (Fluorophor oder Ziel).
B Farbe von jedem Fluorophor oder Ziel.

B Reaktionseffizienz (E). Verwenden Sie diese Statistik, um eine Multiplex-Reaktion zu optimieren
und die Daten fur die Standardkurve anzugleichen.

Hinweis: Die Reaktionseffizienz beschreibt, wie viel von lhrem Ziel bei jedem Zyklus im
Protokoll produziert wird. Eine Effizienz von 100 % bedeutet, dass Sie Ihr Ziel mit jedem
Zyklus verdoppeln.

B Bestimmungskoeffizient R? (geschrieben als R*2). Verwenden Sie diese Statistik, um zu
bestimmen, wir korrekt die Linie die Daten beschreibt (Anpassungsglite).

m  Slope“ (Steigung)

B y-Schnittpunkt

Mentlioptionen des Amplifikationsdiagramms

Neben den tblichen Rechtsklick-Menloptionen fir Diagramme (siehe Haufige Rechtsklick-
MenUelemente fiir Diagramme auf Seite 190), werden in Tabelle 20 die Mentoptionen aufgefihrt, die
nur im Amplifikationsdiagramm verfligbar sind.

Hinweis: Das Standardkurvendiagramm bietet nur die tiblichen Rechtsklick-Menuoptionen.

Tabelle 20. Rechtsklick- und Linksklick-Meniielemente des Amplifikationsdiagramms

Meniioption Funktion

~Show Threshold Values* Zeigt den Schwellenwert fiir jede Amplifikationskurve im
(Schwellenwerte anzeigen) Diagramm an.

»Trace Styles” (Spurentypen) Offnet das Fenster ,Trace Styles” (Spurentypen), um Spurentypen

zu andern, die auf den Registerkarten ,Quantification”
(Quantifizierung) und ,Melt Curve® (Schmelzkurve) erscheinen.

.Baseline Thresholds* (Baseline- Offnet das Fenster ,Baseline Thresholds” (Baseline-

Schwellenwerte) Schwellenwerte), um die Baseline oder die Schwellenwerte fir
jedes Fluorophor zu &ndern (die Anderungen erscheinen im
Amplifikationsdiagramm auf der Quantifizierung-Registerkarte).
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Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung)

Tabelle der Registerkarte ,,Quantification” (Quantifizierung)

Tabelle 21 definiert die Daten, die in der Tabelle in der Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung)
angezeigt werden.

Tabelle 21. Inhalt der Tabelle in der Registerkarte ,,Quantification“ (Quantifizierung)

Information Beschreibung

Well* (Kavitat) Position der Kavitat in der Platte

»Fluor® (Fluor) Nachgewiesenes Fluorophor

Lrarget” (Ziel) Der in den Kavitaten des Platten-Editors geladene Zielname
,Content* (Inhalt) Eine Kombination aus dem Probentyp (obligatorisch) und der

Replikat-Nr. (optional), die im Platten-Editor geladen sind

~Sample” (Probe) Der in den Kavitaten des Platten-Editors geladene Probenname

Cq Quantifizierungszyklus fiir jede Spur

Andern von Ziel, Inhalt oder Probendaten

Sie kdnnen die Daten in den Spalten ,Target® (Ziel), ,Content® (Inhalt) und ,Sample“ (Probe) andern,
indem Sie die Plattendatei mithilfe des Platten-Editors bearbeiten. Dies kann sogar nach der
Durchfiihrung des Experiments erfolgen.

Andern der Daten in den Spalten ,,Target“ (Ziel), ,,Content* (Inhalt) und ,,Sample“ (Probe)

» Kilicken Sie auf ,Plate Setup” (Plattenkonfiguration) und wahlen Sie ,View/Edit Plate” (Platte
anzeigen/bearbeiten), um den Platten-Editor zu 6ffnen.
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Registerkarte ,,Quantification Data“ (Quantifizierungsdaten)

Die Registerkarte ,Quantification Data“ (Quantifizierungsdaten) zeigt die in jeder Kavitat gesammelten
Quantifizierungsdaten an. Die CFX Manager™ Dx Software zeigt die Daten in vier verschiedenen
Tabellenansichten an:

B Results“ (Ergebnisse) — zeigt eine Tabelle der Daten an. Dies ist die Standardansicht.

B | Standard Curve Results“ (Standardkurvenergebnisse) — zeigt eine Tabelle der
Standardkurvendaten an.

B Plate“ (Platte) — zeigt die Daten in jeder Kavitat in Form einer Plattenabbildung an.

B RFU"(Relative Fluoreszenzeinheit) — zeigt die RFU-Quantitaten in jeder Kavitat fir jeden Zyklus
an.

Wabhlen Sie jede Tabelle aus der Drop-down-Liste aus, die unter der Registerkarte ,Quantification
Data“ (Quantifizierungsdaten) angezeigt wird.

Tabelle ,,Results“ (Ergebnisse)

Die Tabelle ,Results“ (Ergebnisse) zeigt die Daten fiir jede Kavitat in der Platte an.

File  View Settings Export Tools E\atesatup'

._'; Fluorophore  ~ ?

-
7] Quantification Quantfication Data !HH Gene Expression E:_::? Custom Data View ac % Run Information

Results ~ | Step Number: 3
Wel ¢ Fuor & Taget O Cortent ¢ Sample O  Ca O CaMean ¢ CqSd.Dev § 5‘3“‘"(95%'3"“7 o L"gusa‘;’;;;‘g o]
oys GAPDH Unkn-1 Hr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5281
BOS o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.07 17.09 0024 1993605 5300
B0B ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.08 17.08 0.035 1980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.13 17.13 0.003 1917E-05 5283
cos o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.12 17.09 0024 1937E+05 5287
cos ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.12 17.08 0.035 1930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.14 17.13 0.003 1.908E+05 5.281
D05 o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.08 17.09 0024 1.988E+05 5298

Hinweis: Alle Berechnungen der Std. Dev (Standardabweichung) gelten fiir die im Platten-Editor-
Fenster den Kavitaten zugewiesenen Replikatgruppen. Die Berechnungen ermitteln den
durchschnittlichen C,-Wert flr jede Kavitat in der Replikatgruppe.

Tabelle 22 definiert die Daten, die in der Ergebnistabelle angezeigt werden.
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Registerkarte ,Quantification Data“ (Quantifizierungsdaten)

Tabelle 22. Ergebnistabelleninhalte

Information

LWell“ (Kavitat)

Beschreibung

Position der Kavitat in der Platte

LFluor® (Fluor)

Nachgewiesenes Fluorophor

Lrarget® (Ziel)

(Ziel) Amplifikationszielname (Gen)

~Content* (Inhalt)

(Inhalt) Probentyp und Replikathnummer

~Sample“ (Probe)

Beschreibung der Probe

~Biological Set Name*“ (Name
biologischer Satz)

Name des biologischen Satzes

Cq Quantifizierungszyklus

,Cq Mean® Mittelwert des Quantifizierungszyklus fir die Replikatgruppe
(Quantifizierungszyklus

Mittelwert Cq)

»Cq Std. Dev* (Cq
Standardabw.)

Standardabweichung des Quantifizierungszyklus fur die
Replikatgruppe

,Starting Quantity” (SQ)
(Startquantitat)

Schéatzung der Startquantitat des Ziels

,Log Starting Quantity“ (Log.
Startquantitat)

Logarithmierte Startquantitat

SQ Mean (Mittelwert SQ)

Mittelwert der Startquantitat

,SQ Std. Dev* (Standardabw.
SQ)

Standardabweichung der Startquantitat bei den Replikaten
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Tabelle ,,Standard Curve Results“ (Standardkurvenergebnisse)

Die Tabelle ,Standard Curve Results“ (Standardkurvenergebnisse) zeigt die berechneten
Standardkurvenparameter an.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export  Tools Elate Setup - ._% | Flucrophore  ~ | ?
Quantification Quartfication Data !!H Gene Expression 5::? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3

Fluor 4| Efficiency % Slope & Yntercept R"2 & =

95.93 3423 36216 1.000 B

FAM 9157 -3.531 35.593 0.955

HEX 5424 -3.468 36.863 0.958

Texas Red 96.86 -3.393 35.481 0.9%3

I+
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Tabelle 23 definiert die Daten, die in der Tabelle der Standardkurvenergebnisse angezeigt werden.

Tabelle 23. Inhalte der Tabelle der Standardkurvenergebnisse

Information Beschreibung

LFluor® (Fluor) (oder , Target" Nachgewiesenes Fluorophor (oder Ziel)

(Ziel))

L,Efficiency %* (Effizienz %) Reaktionseffizienz

~Slope” (Steigung) Steigung der Standardkurve

»Y-intercept” (Y-Schnittpunkt) Punkt, an dem die Kurve die y-Achse schneidet
RA2 Bestimmungskoeffizient
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Registerkarte ,Quantification Data“ (Quantifizierungsdaten)

Tabelle ,,Plate” (Platte)

Die Tabelle ,Plate” (Platte) zeigt eine Plattenkarte mit den Daten eines Fluorophors zu einem

Zeitpunkt an.
Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
Fle View Settings Eport Tools Plate Setup - | (5 | Fluorophore  ~ | 2
(ff] Quantification Quantffication Data !!H Gene Expression l';_:u;? Custom Data View Qc % Run Information
Flate ~ | Step Mumber: 3
Output - Content Sample Cg Starting Quantity
1 2 3 4 5 6 7
Cortent
Sampl
n ample
Cq
copy number
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample BHr FHr 8Hr
Cq 27.36 21 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 |4.78=+04
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
e Sample BHr FHr 8Hr
Cqg 3038 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 (4.27e+04
|4 4 b M| FAM  HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [EN il
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

So zeigen Sie Daten fiir ein bestimmtes Fluorophor an

» Kilicken Sie auf die entsprechenden Registerkarte unten in der Tabelle.

,RFU“-Tabelle

Die ,RFU“-Tabelle zeigt die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU)-Werte fir jede Kavitat an, die bei
jedem Zyklus des Durchlaufs erzielt wurden. Die Kavitdtennummer erscheint oben in jeder Spalte und

die Zyklusnummer wird links von jeder Zeile angezeigt.

Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Settings Export  Tools € plate setup ~ f‘_‘ TomEETE -

Quartification Quantfication Data !HH Gene Expression é&? Custom Data View aQc E Run Information

RFU ~ | Step Number: 3

Cycde | B4 B5 B ca 5
456 116 150 548 714
2 295 501 565 00416 D989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 562 013 137
5 502 266 365 175 386
6 271 283 0862 38 317
7 801 0350 151 0970 406
4 4 b M| FAM (HEX ( TexasRed ( Cy5

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Registerkarte ,,Melt Curve* (Schmelzkurve)

Haftungsausschluss: Bio-Rad gewahrt keine Rechte zur Verwendung der Schmelzkurvenanalyse
fur die hochauflésende Schmelzkurvenanalyse im Bereich der human- und veterindrmedizinischen
In-vitro-Diagnostik. Darliber hinaus liegt es in der Verantwortung des Kaufers, jegliche geistigen
Eigentumsrechte zu erhalten, die fiir diese spezifischen Anwendungen erforderlich sind.

Bei DNA-bindenden Farbstoffen und nicht klavierbaren Hybridisierungssonden ist die Fluoreszenz am
hellsten, wenn die beiden DNA-Strange sich an bestimmten Stellen binden (Annealing). Wahrend die
Temperatur daher auf die Schmelztemperatur (T,,) ansteigt, nimmt die Fluoreszenz mit einer
konstanten Geschwindigkeit ab (konstante Steigung). Auf Hohe der T,, kommt es zu einer
dramatischen Abnahme der Fluoreszenz mit einer merkbaren Veranderung der Steigung. Die
Geschwindigkeitsrate dieser Veranderung wird bestimmt, indem die negative erste Regression gegen
die Temperatur (-d(RFU)/dT) aufgetragen wird. Die héchste Anderungsrate der Fluoreszenz resultiert
in sichtbaren Peaks und stellt die T,,, der doppelstrangigen DNA-Komplexe dar.

CFX Manager™ Dx Software stellt die wahrend einer Schmelzkurve erfassten RFU-Daten als
Funktion der Temperatur dar. Zur Analyse der Daten des Schmelzkurven-Peaks weist die Software
jedem Peak eine Start- und eine Endtemperatur durch Verschieben der Schwellenwertlinie zu. Die
unter Grenze des Peak-Bereichs wird durch die Position der Schmelzschwellenwertlinie spezifiziert.
Ein gultiger Peak muss eine minimale Hohe relativ zum Abstand zwischen der Schwellenwertlinie und
der Hohe des gréRten Peaks aufweisen.

Die Registerkarte ,Melt Curve“ (Schmelzkurve) zeigt die T,,, (Schmelztemperatur) der ampilifizierten
PCR-Produkte in vier Ansichten an:

B Melt Curve“ (Schmelzkurve) — zeigt die Echtzeitdaten fur jedes Fluorophor als RFUs pro
Temperatur fir jede Kavitat an.

B Melt Peak” (Schmelzkurven-Peak) — zeigt die negative Regression der RFU-Daten pro
Temperatur fir jede Kavitat an.

B Kavitdtenwahler — zeigt Kavitaten zum Anzeigen oder Ausblenden von Daten an.
B Peak-Tabelle — zeigt die in der ausgewahlten Kavitat erfassten Daten an.

Hinweis: Diese Tabelle zeigt bis zu zwei Peaks fur jede Spur an. Klicken Sie auf die
Registerkarte ,Melt Curve Data“ (Schmelzkurvendaten), um mehr Peaks zu sehen.
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Registerkarte ,Melt Curve* (Schmelzkurve)

[l cusntfication Quartification Data Mk Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression EndPort 85 Costom Dats View (2] ac 1EE] Run fomation

Melt Curve Welt Peak
2000 e e
1500 Jove e ]
o
g 5
= H
E % 1000
z :
01/ T Y EE | IR
t T f t O e ———
60 70 80 90 60 70 80 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
EA Actin - [ IL1Beta ] Tubulin Peak Typs: | Postive w|  Step Mumber: |7 ~
! 2 3 4 5 13 7 3 E] 0 | 1 12 Wel O Fuor A Taget (| Content O Sample 9 M
p
# [unka Junke [ unks J[unks J[unks J[unks Junke Jonks Junks | wres wrea wres oo Lt e
8 [unia J[una J[unia J[unit J[unks [ unks JLunir Jrunis J[unko | wrer wrea wres ) 0 q ol P
["unka M 0nks 1unks T unkz T onke |

dil-12

Tabelle 24 auf Seite 213 definiert die Daten, die in der Tabelle flir die Schmelzkurve angezeigt

werden.

Tabelle 24. Inhalte der Schmelzkurventabelle

Information Beschreib

»Well“ (Kavitat)

ung

Position der Kavitat in der Platte

»Fluor® (Fluor)

Nachgewiesenes Fluorophor

Lcontent® (Inhalt)

Eine Kombination aus Probentyp und Replikathummer

~Sample” (Probe)

Name der im Platten-Editor geladenen Probe

,Melt Temp*“ (Schmelz-
temperatur)

Die Temperatur des Schmelzkurven-Peaks der einzelnen Kavitaten.

Hinweis: Es werden nur die zwei hochsten Peaks in der Tabelle

angezeigt.
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Anpassen der Schmelzkurvendaten

So passen Sie die Schmelzkurvendaten an

» Gehen Sie wie folgt vor:

Klicken Sie die Schwellenwert-Balken im Schmelz-Peak-Diagramm an und verschieben Sie
diese, um Peaks in die Datenanalyse aufzunehmen oder sie auszuschlieRen.

Wahlen Sie im Peaks-Dropdown-Menii ,Positive” (Positiv) aus, um die Tabellendaten fiir die
Peaks oberhalb der Linie des Schmelz-Schwellenwerts anzuzeigen, oder wahlen Sie
,Negative“ (Negativ), um die Tabellendaten fiir Peaks unterhalb der Linie des Schmelz-
Schwellenwerts zu sehen.

Offnen Sie das Fenster ,Trace Styles" (Spurentypen), um die Farbe der Spuren im
Schmelzkurven- und Schmelz-Peak-Diagramm zu andern.

Wabhlen Sie eine Nummer im Schritthummern-Wahler aus, um die Schmelzkurvendaten bei
einem anderen Schritt im Protokoll zu sehen. Die Liste zeigt mehr als einen Schritt an, wenn
das Protokoll Plattenablesungen in mehr als einem Schmelzkurvenschritt umfasst.

Wahlen Sie Kavitaten im Kavitadtenwahler aus, um sich auf die Datenuntergruppen zu
konzentrieren.

Wabhlen Sie eine Kavitatengruppe zum Anzeigen aus und analysieren Sie eine Untergruppe
der Kavitaten in der Platte. Wéahlen Sie jede Kavitatengruppe nach Namen im Drop-down-
MenU der Kavitatengruppen in der Symbolleiste aus.
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Registerkarte ,Melt Curve Data“ (Schmelzkurvendaten)

Registerkarte ,,Melt Curve Data“ (Schmelzkurvendaten)

Die Registerkarte ,Melt Curve Data“ (Schmelzkurvendaten) zeigt die Daten der Registerkarte ,Melt
Curve* (Schmelzkurve) in mehreren Tabellen an, welche alle Schmelzkurven-Peaks fiir jede Spur
enthalten. Bietet vier Tabellenoptionen zur Anzeige der Schmelzkurvendaten:

B Melt Peaks” (Schmelzkurven-Peaks) — zeigt alle Daten, einschliellich der Schmelzkurven-
Peaks, fir jede Spur an. Dies ist die Standardansicht.

B Plate“ (Platte) — zeigt eine Ansicht der Daten und Inhalte jeder Kavitat in der Platte an.
B RFU - zeigt die RFU-Quantitaten zu jeder Temperatur fir jede Kavitat an.

B -d(RFU)/AT —zeigt die negative Veranderungsrate in RFU bei Verdnderung der Temperatur (T)
an. Dies ist eine grafische Darstellung der ersten Regression fir jede Kavitat in der Platte.

Jede der Tabellen kénnen Sie aus der Drop-down-Liste auswahlen, die unter der Registerkarte ,Melt
Curve Data“ (Schmelzkurvendaten) erscheint.

Tabelle ,,Melt Peaks* (Schmelzkurven-Peaks)

Die Tabelle mit den ,Melt Peaks" (Schmelzpunkt-Peaks) zeigt alle Schmelzkurvendaten an.

(#f| Quantification Quantification Data Mett Curve Mett Curve Data EHH Gene Expression End Paint l'-(_\:J Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ) Cortent { Sample Temr:cnﬁture | Peak Height ¢ Terr?:g;lure )] Temsneciture &
SYBR At Unken-1 OHr 24.00 1457.19 78.00 82,50
Al2 SYBR Actin Unkn-2 THr 84.00 142657 78.50 94.00
A03 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145253 78.50 51.00
BO1 SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 140873 78.50 92.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 8400 145325 78.00 8850
co SYBR Actin Unkn-1 OHr 24.00 1521.98 78.50 91.50
co2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 161875 78.00 50.00
Cco3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR Actin Std-1 dil-1 24.00 1100.08 79.00 54.00

Tabelle 25 auf Seite 216 definiert die Daten, die in der Tabelle fiir die Schmelzpunkt-Peaks angezeigt
werden.
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Tabelle 25. Inhalte der Tabelle fiir die Schmelzpunkt-Peaks

Information Beschreibung
+Well“ (Kavitat) Position der Kavitat in der Platte
LFluor® (Fluor) Nachgewiesenes Fluorophor
,Content” (Inhalt) Im Platten-Editor-Fenster aufgefiihrter Probentyp
LTarget” (Ziel) Amplifikationsziel (Gen)
~Sample“ (Probe) Im Platten-Editor-Fenster aufgefiihrter Probenname
.Melt Temperature* Die Schmelztemperatur eines jeden Produkts, aufgefiihrt als ein
(Schmelztemperatur) Peak (hochste) pro Zeile in der Tabelle
+Peak Height" (Peakhdhe) Hohe des Peaks
.Begin Temperature* Temperatur zu Beginn des Peaks
(Anfangstemperatur)
+,End Temperature* Temperatur am Ende des Peaks
(Endtemperatur)

Plattentabelle

Die Tabelle ,Plate” (Platte) zeigt die Schmelzkurvendaten in einem Plattenformat an.

Quartification Quantification Data Melt Curve Meft Curve Data HHH Gene Expression End Paint t(_\:.? Custom Data View
Plate ~| Step Number: 7 Peak Type: Posttive

Output - Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cortent | Unkn-1 (| Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Hinweis: Zum Anpassen des Peaks, das die Software abruft, passen Sie bitte die
Schwellenwertlinie im Schmelzkurven-Peak-Diagramm in der Registerkarte ,Melt Curve®
(Schmelzkurve) an.

Tabelle 26 auf Seite 217 definiert die Daten, die in der Plattentabelle angezeigt werden.

216 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Registerkarte ,Melt Curve Data“ (Schmelzkurvendaten)

Tabelle 26. Inhalt der Plattentabelle

Information Beschreibung
,Content” (Inhalt) Eine Kombination aus dem Probentyp (obligatorisch) und der Replikathummer
(optional)
~Sample* (Probe) Beschreibung der Probe
Peak 1 Erster Schmelzpunkt-Peak (hdchster)
Peak 2 Zweiter (niedrigerer) Schmelzpunkt-Peak
»RFU“-Tabelle

Die RFU-Tabelle zeigt die Fluoreszenzwerte fiir jede Kavitat an, die bei jedem Zyklus wahrend der
Schmelzkurve erzielt wurden.

Tabelle 27 definiert die Daten, die in der RFU-Tabelle gezeigt werden.

Tabelle 27. Inhalt der RFU-Tabelle

Information Beschreibung

+Well number” (Kavitatennummer) (A1, A2, Position der Kavitat in der Platte der geladenen
A3, A4, A5) Kavitaten

»Temperature” (Temperatur) Schmelztemperatur des amplifizierten Ziels,

dargestellt als eine Kavitat pro Zeile und als
mehrere Kavitaten fir mehrere Produkte in
derselben Kavitat
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Tabelle ,,-d(RFU)/dT*

Die Tabelle -d(RFU)/dT zeigt die negative Verdnderungsrate in RFU bei Veranderung der Temperatur

(T)an.
=
(| Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-:?? Custom Data View
<d({RFU)dT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Postive
Temperature Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 Cc2 C3 D1 D2 D3 D4 D5

105 %0 101 %85 119 115 107 125 120 77@ 104 103 121 114
5550 27| 26 29| 215 258 249 231 27| 260 169 25 224 263 246
5600 210 18D 202 139 238 230 214 240 156 207 207 243 227
5650 210 190 202 138 238 230 214 240 186 207 247 M3 23
5700 210 180 202 139 238 230 214 240 15 207 207 243 27
5750 209 183 202 138 238 229 213
5800 214 193 204 202 242 232 M5 253 243 184 214 210 245 23
5850 222 20 210 209 247 237 231 260 249 184 228 219 249 237

Tabelle 28 definiert die Daten, die in der Tabelle -d(RFU)/dT angezeigt werden.

Tabelle 28. Inhalt der Tabelle -d(RFU)/dT

Information Beschreibung
+Well number” (Kavitatennummer) (A1, Position der Kavitat in der Platte der geladenen Kavitaten
A2, A3, A4, A5)

»Temperature -d(RFU)/dT* (Temperatur Negative Veranderungsrate in RFU bei Veranderung der
-d(RFU)/dT) Temperatur (T)
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Registerkarte ,,End Point“ (Endpunkt)

Registerkarte ,End Point* (Endpunkt)

Offnen Sie die Registerkarte ,End Point* (Endpunkt), um die finalen relativen Fluoreszenzeinheiten
(RFUs) fir die Probenkavitaten zu analysieren. Die Software vergleicht die RFU-Level der Kavitaten
mit unbekannten Proben mit den RFU-Level der Kavitaten mit den Negativkontrollen und ,nennt“ die
unbekannten ,positiv oder ,negativ“. Positive Proben haben einen RFU-Wert, der iber dem RFU-
Mittelwert der negativen Kontrollen plus dem Cutoff-Wert liegt.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

Viewpy Settngs il Beport ook Blate Setup ~ S HFIuorophore vi?
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
Se:ﬁphm: o % I Wel & Ruor O|Cotert | Sample ¢ i?;ﬂ ol cal oA
End Cycles To Average: |2 5 [z Juex s 15271 (+) Postive
O RFUs Percent of Range co4 HEX Std-2 10788 () Postive
@ Percentof Range  [10.0 [ Co5 HEX Std-3 6245 (+) Posttive
. o6 HEX  Std4 4035 (=) Postive
Lowest RFU value: 2663 co7 HEX Neg Cid 1887
Highest RFU value: 18293 D03 HEX St 15193 (+) Postive
Negative Control Average: 2682 D04 HEX  S2 10781 (+) Postive
Cut Off Value: 4243 v il |Do5 HEX Std-3 6294 (s)Postive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Posttive
D07 HEX  NegCul 1882 =
03 HEX Sl 14530 (+) Postive
E04 HEX  Sd2 10240 (+) Postive
£05 HEX  S63 5838 () Postive
E06 HEX  Sd4 3896 () Postive
07 HEX  NegCil 1882
F03 HEX St 14055 (+) Postive
FO4 HEX S 9932 () Postive
F05 HEX  Sd3 5826 () Postive
FO6 HEX Std-4 3964 () Postive
F07 HEX  NegCil 1883

<1

Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

4 4 » M| FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 4 Quasar 705

Fir die Analyse der Endpunktdaten muss die Platte Negativkontrollen enthalten, sonst kann die
Software keinen Abruf tatigen. Flihren Sie eine dieser beiden Protokollarten aus:

B Durchfiihren eines Quantifizierungsprotokolls — Erstellen eines Standardprotokolls. Offnen Sie
nach Abschluss des Durchlaufs das Fenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse), passen Sie die
Datenanalyseeinstellungen in der Registerkarte ,Quantification” (Quantifizierung) an und klicken
Sie dann auf die Registerkarte ,End Point* (Endpunkt), um einen Endpunktzyklus auszuwahlen.

B Durchfuhren eines Nur-Endpunkt-Protokolls — laden Sie das Nur-Endpunkt-Protokoll in die
Registerkarte ,Plate” (Platte) des Fensters ,Run Setup” (Durchlaufkonfiguration), wahlen oder

erstellen Sie eine Platte und starten Sie den Durchlauf
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Die Registerkarte ,End Point“ (Endpunkt) zeigt die durchschnittlichen RFU-Werte an, um zu
bestimmen, ob das Ziel durch den letzten (End-) Zyklus amplifiziert wurde. Benutzen Sie diese Daten,
um zu bestimmen, ob eine spezifische Zielsequenz (positiv) in einer Probe vorliegt. Positive Ziele
haben hohere RFU-Werte als das von Ihnen definierte Cutoff-Niveau.

Tipp: Offnen Sie die Registerkarte ,Protocol (Protokoll) (Fenster ,Run Setup*
(Durchlaufkonfiguration) und wahlen Sie ,Run® > ,End Point Only Run* (Durchlauf > Nur
Endpunktlauf), um ein Endpunktprotokoll zu erstellen.

Nach Abschluss des Durchlaufs, 6ffnet die Datendatei die Registerkarte, wobei diese Registerkarte
folgende Abschnitte enthalt:

B Settings (Einstellungen) — Anpassen der Datenanalyseeinstellungen.

B Results (Ergebnisse) — zeigt die Ergebnisse direkt an, nachdem Sie die Einstellungen angepasst
haben.

B Kavitatenwahler — wahlt die Kavitaten mit den Endpunktdaten aus, die Sie anzeigen mdchten.

B RFU-Tabelle — zeigt die erfassten End-RFUs aus den ausgewahlten Kavitaten an.

Ergebnisdaten

Im Abschnitt ,Results* (Ergebnisse) werden die folgenden Daten angezeigt:
m  Lowest RFU value” (Niedrigster RFU-Wert) — niedrigster RFU-Wert der Daten.
B Highest RFU value® (Héchster RFU-Wert) — hdchster RFU-Wert der Daten.

B Negative Control Average” (Durchschnitt Negativkontrolle) — durchschnittliche RFU fir die
Kavitaten, die Negativkontrollen enthalten.

B Cut Off Value® (Cutoff-Wert) — wird berechnet, indem die Toleranz (RFU oder Prozentsatz des in
den Einstellungen aufgefuhrten Bereichs) und der Mittelwert der Negativkontrollen addiert
werden. Proben mit RFU-Werten, die groRer sind als der Cutoff-Wert, werden als ,positiv*
bezeichnet. Um den Cutoff-Wert anzupassen, andern Sie den RFU-Wert oder den Prozentsatz
des Bereichs.

Der Cutoff-Wert wird anhand der folgenden Formel berechnet:

Cutoff-Wert = Mittelwert der Negativkontrolle + Toleranz
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Registerkarte ,End Point“ (Endpunkt)

Wabhlen Sie anhand einer der folgenden Methoden eine Toleranz:

,RFUs (default)* (RFU-Werte (Standard)) — Wahlen Sie diese Methode, um einen absoluten RFU-
Wert fiir die Toleranz zu verwenden. Der minimale RFU-Toleranzwert ist 2. Der Maximalwert ist
der Absolutwert des hdchsten RFU-Werts abzliglich des absoluten Werts des niedrigsten RFU-
Werts. Der standardmaRige RFU-Toleranzwert betragt 10 % des gesamten RFU-Bereichs.

.Percent of Range* (Prozentsatz des Bereichs) — Wahlen Sie diese Methode, um einen
Prozentsatz des RFU-Bereichs fiir die Toleranz zu verwenden. Der Mindestprozentsatz des

Bereichs ist 1 %. Der maximale Prozentsatz des Bereichs ist 99 %. Der Standard-Prozentsatz
des Bereichs ist 10 %.
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Anpassen der Endpunkt-Datenanalyse

Anpassen der Daten in der Registerkarte ,,End Point*“ (Endpunkt)

» wie folgt vor:

Wabhlen Sie ein Fluorophor aus der Drop-down-Liste aus.

Wabhlen Sie einen Endzyklus- bis Mittelwert, um die Anzahl an Zyklen einzustellen, mit denen
die mittlere Endpunkt-RFU berechnet wird.

Wahlen Sie RFUs aus, um die Daten in relativen Fluoreszenzeinheiten zu sehen.

Wahlen Sie Prozentsatz des Bereichs, um einen Prozentsatz des RFU-Bereichs flir die
Toleranz zu verwenden.

Wahlen Sie Kavitaten im Kavitdtenwahler aus, um sich auf die Datenuntergruppen zu
fokussieren.

Wahlen Sie eine Kavitatengruppe zum Anzeigen aus und analysieren Sie eine Untergruppe
der Kavitaten in der Platte. Wahlen Sie jede Kavitatengruppe nach Namen im Drop-down-
Mendi der Kavitatengruppen in der Symbolleiste aus.

RFU-Tabelle fur die Endpunktanalyse

Tabelle 29 definiert die Daten, die in der RFU-Tabelle in der Registerkarte ,End point“ (Endpunkt)
angezeigt werden.

Tabelle 29. Inhalte der Endpunkttabelle

Information Beschreibung

SWell“ (Kavitat) Position der Kavitat in der Platte

JFluor® (Fluor) Nachgewiesenes Fluorophor

»Content” (Inhalt) Eine Kombination aus Probentyp und Replikathnummer

+End RFU* (End-RFU) RFU beim Endpunktzyklus

LCall* (Abruf) Positiv oder negativ, wenn positive Proben einen RFU-Wert aufweisen,
der groRer ist als der durchschnittliche RFU-Wert der Negativkontrollen
plus dem Cutoff-Wert.

~Sample“ (Probe) Der Probenname, der im Platten-Editor geladen ist
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Registerkarte ,Allelic Discrimination” (Allelische Diskriminierung)

Registerkarte ,,Allelic Discrimination® (Allelische
Diskriminierung)

Die Registerkarte ,Allelic Discrimination® (Allelische Diskriminierung) weist Kavitaten mit unbekannten
Proben Genotypen zu. Verwenden Sie diese Daten, um Proben mit verschiedenen Genotypen zu
identifizieren, einschlielich ,Allele 1 (Allel 1), ,Allele 2 (Allel 2), ,Heterozygote* (Heterozygot), ,No
Call” (kein Abruf) (keine Amplifikation) oder ,Undetermined” (Nicht festgelegt).

Hinweis: Die Daten fiir die allelische Diskriminierung mussen aus Multiplex-Durchlaufen mit
mindestens zwei Fluorophoren stammen. Jedes Fluorophor identifiziert ein Allel in allen Proben.

[l ata Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.perd

File View Settings Export Tools glatesztup";

Fluorophore v ‘ ?

Quantfication [/} Quartfication Data  gjf] Gene Bxpression EndPort 21 Aleic Discrmination §8% Custom Deta View () QC 12} Run nfomaton

Allelic Discrimination LE] Wel & Sample ¢ Cal O Tye ¢ RFUT  RFU2 O
1 & Alele 2 Ao 1644 5284
6000 = A0S Allele 2 Auto 1605 5228
’ A% Heterozygote  Auto 8476 2982
g o 803 Alele 2 Ao 78 se:
< 4000 805 Alele 2 Ao 76 5456
2 . B06 Heterozygote  Auto 8050 2909
2 2000 b
5 co3 Al 2 Auto 1757 5858
2 2000 co5 Alele 2 Ao 1897 5799
c06 Heterozygote  Auto 8362 247
100 e D03 Al 2 Auto 2058 6632
o
o L e . D05 Al 2 Auto 1575 5314
o 2 ‘ s s 10 2 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates [ |0 acio 1 ™ 10639 a0 |7
2 | 3 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 11 [ 12 | |SelectedFluorophores
A X [Fam v] v vc v
[
Selectycle: 50 [+
c
o [ View call map
E
F
G
H
| Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Die Analyse der allelischen Diskriminierung erfordert die folgenden minimalen Kavitateninhalte:
B Zwei Fluorophore in jeder Kavitat
B NTC-Proben (No Template Control: keine Vorlagenkontrolle fir die optimierte Datenanalyse

CFX Manager™ Dx Software bietet vier Optionen zur Anzeige von Daten der allelischen
Diskriminierung an:

®  Diagramm ,Allelic Discrimination“ (Allelische Diskriminierung) — zeigt die Daten in einem
Diagramm in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) fiir Allel 1/Allel 2 an. Jeder Punktim
Diagramm repréasentiert Daten von beiden Fluorophoren in einer Kavitat. Sie kdnnen zwischen
kartesischen und Polarkoordinaten wechseln, indem Sie das Kontrollkastchen ,Polar
Coordinates” (Polarkoordinaten) markieren oder dessen Auswahl aufheben. Die kartesischen
Koordinaten reprasentieren RFU fiir Allel 1 auf der x-Achse und RFU fiir Allel 2 auf der y-Achse.
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Die Polarkoordinaten stellen den Winkel auf der x-Achse und den Abstand der RFU auf der y-
Achse vom Ursprung aus (Medianwert von allen NTC) dar.

B Kavitatentabelle — zeigt die Daten der allelischen Diskriminierung in jeder Kavitat der Platte an.

B Kavitatenwahler — wahlt die Kavitaten mit den allelischen Daten aus, die Sie anzeigen méchten.

B Fenster ,Selected Fluorophores* (Ausgewahlte Fluorophore) — &ndert die Kennzeichnungen der
x- und der y-Achse in der Grafik ,Allelic Discrimination® (Allelische Diskriminierung), den zu
analysierenden Zyklus und ob die Abrufabbildung angezeigt werden soll.

Anpassen der Daten fur die allelische Diskriminierung

Basierend auf den Positionen der NTCs (No Template Control, keine Vorlagenkontrolle) sowie dem
Winkel und dem Abstand der unbekannten Datenpunkte zu den NTCs weist die Software Kavitaten
mit unbekannten Proben automatisch einen Genotyp zu.

Gehen Sie zum Anpassen der Daten der allelischen Diskriminierung

» wie folgt vor:

B Umdie Polarkoordinaten anzuzeigen, markieren Sie das Kontrollkastchen im Diagramm
LAllelic Discrimination® (Allelische Diskriminierung).

B Um ein anderes Fluorophor anzuzeigen, wahlen Sie dieses aus der Drop-down-Liste im

Abschnitt ,Selected Fluorosphores* (Ausgewahlte Fluorophore) aus.

B Um einen Abruf zu &ndern, markieren Sie im Diagramm ,Allelic Discrimination® (Allelische
Diskriminierung) die Datenpunkte und wahlen Sie eine Option aus der Liste ,Selected Wells*
(Ausgewabhlte Kavitaten) aus:

O

O o o o o

LAllele 1 (Allel 1)

LAllele 2° (Allel 2)

~Heterozygote” (Heterozygot)
,<Undetermined” (Nicht festgelegt)
,No Call“ (Kein Abruf)

»+Auto Call“ (Automatischer Abruf)

Tipp: Wahlen Sie ,Auto Call“ (Automatischer Abruf), um zum Standard-Abruf
zuriickzukehren.
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Diagramm-Menuioptionen

Neben den ublichen Rechtsklick-Menuoptionen fir Diagramme (siehe Haufige Rechtsklick-
MenUelemente fir Diagramme auf Seite 190), sind in Tabelle 30 auch die im Diagramm ,Allelic
Discrimination (Allelische Diskriminierung) verfigbaren Menuoptionen aufgefiihrt.

Tabelle 30. Diagramm ,,Allelic Discrimination“ (Allelische Diskriminierung): Rechts- und
Linksklick-Meniioptionen

Mentioption Funktion

Zoom Fokussiert die Diagrammansicht auf den ausgewahlten Bereich
(durch Klicken und Ziehen des Mauszeigers im Diagramm).
Tipp: Zum Wiederherstellen des Zooms, um alle Datenpunkte
anzuzeigen, klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen
Sie ,Set Scale to Default® (Standardansicht wiederherstellen).

SWell“ (Kavitat) Fur die ausgewahlte Kavitat stehen folgende Optionen zur
Verfugung: nur diese Kavitat anzeigen, diese Kavitat aus der
Ansicht entfernen, Farbe fir diese Spur festlegen oder diese
Kavitat von der Analyse ausschlie3en.

~Selected Wells* (Ausgewahlte Fir die ausgewahlten Kavitaten (Auswahl durch Klicken und

Kavitaten) Ziehen des Mauszeigers im Diagramm) stehen folgende Optionen
zur Verfigung: nur diese Kavitaten anzeigen, diese Kavitaten aus
der Ansicht entfernen, Farbe fir diese Spuren festlegen oder diese
Kavitaten von der Analyse ausschlieRen.

Tabelle ,,Allelic Discrimination“ (Allelische Diskriminierung)

Tabelle 31 definiert die Daten, die in der Tabelle ,Allelic Discrimination” (Allelische Diskriminierung)
angezeigt werden.

Tabelle 31. Inhalt der Tabelle ,,Allelic Discrimination“ (Allelische Diskriminierung)

Information Beschreibung

+Well“ (Kavitat) Position der Kavitat in der Platte

~Sample* (Probe) Beschreibung Probenname

,Call“ (Abruf) Identitat des Allels, u. a. automatisches ,Allele 1 (Allel 1), ,Allele 2“

(Allel 2), ,Heterozygote” (Heterozygot), ,No Call” (kein Abruf) oder
LUndetermined* (Nicht festgelegt)
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Tabelle 31. Inhalt der Tabelle ,,Allelic Discrimination“ (Allelische Diskriminierung), Fort-

setzung

Information Beschreibung

LType“ (Typ) »LAuto“ (automatisch) oder ,Manual” (Manuell), beschreibt, wie der
Abruf erfolgt ist Automatisch weist darauf hin, dass die Software
den Abruf ausgewahlt hat Manuell weist darauf hin, dass der
Benutzer den Abruf ausgewahlt hat

RFU1 RFU fur Allel

RFU2 RFU fur Allel2
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Registerkarte ,,Custom Data View“ (Benutzerdefinierte
Datenansicht)

Die Registerkarte ,Custom Data View" (Benutzerdefinierte Datenansicht) zeigt gleichzeitig mehrere
Fensterbereiche in einem benutzerdefinierten Format an.

Die Drop-down-Liste ,Load a Preset View* (Voreingestellte Ansicht laden) bietet eine Auswahl an
Anzeigeformatvorlagen. Die angezeigte Standardansicht héangt von der analysierten Datei ab. Wenn
zum Beispiel Schmelzkurvendaten vorliegen, erscheint die Amp+Melt-Standardansicht.

Rows: Columns:

Quantification Quantification Data |] Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

Load a Preset View: | <Select a preset View> | | Save as Preset... | | Manage Presets.

Chart

=

Bar Chart

Amplification

Relative Normalized Expression

— =
i

&

&Hr

THr
Sample

s Tt | s s | s st s o i

Relative to control

Control Sample:

Cycles
Quantfication Summary Results Grid Gene Expression Restits - Bar Chart
Well O] Fuor & Taget O Content 9| Sample 9| Ca O = Comected
FO4  HEX Actin Std2 di-2 1275 Target & Sample |Cl ) Bxpression ) “hen " | Bepression
F05  HEX Actin 5td-3 di-3 16.09 SEM
F05  HEX Actin Std4 di-4 1951 Lo |BHr 000209 000053 000053
F7 HEX Actin S 5 a7 L di 293656 0.07376 011670
08 HEX actin S i 2614 L di2 315630 0.19054 020278
F05 HEX Actin 47 e 2957 b did 310759 016432 016986
b did 317837 0.15760 015883
Lk di5 302785 0.13524 018531
Lk di6 314125 013164 013402
b di7 297195 0.24201 024751
i[4] T [4] i
Wel Selector + | BarChart Control Panel
FAFaM I HEX [ TexasRed [JGy5 Mode
I expression (A4Cq ) |
Graph Data:

|Hr

Show Chart Settings

X-Aodis:

| sample

Y-ods:
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Erstellen einer benutzerdefinierten Datenansicht
Gehen Sie zum Erstellen einer benutzerdefinierten Datenansicht
» wie folgt vor:

B Wahlen Sie eine andere voreingestellte Ansicht aus der Drop-down-Liste.

B Wahlen Sie eine andere Diagrammansicht aus der Drop-down-Liste aus, die sich oben in
jedem einzelnen Fensterbereich befindet.

B Andern Sie die Anzahl an Zeilen und Spalten in der Registerkarte.

m  Andern Sie die GréRe des jeweiligen Fensterbereichs. Verschieben Sie die Leisten am Rand
des jeweiligen Fensterbereichs.

Klicken Sie auf ,Save as Preset” (Als Voreinstellung speichern), um die benutzerdefinierte Ansicht als
Vorlage zu speichern. Klicken Sie auf ,Manage Presets” (Voreinstellungen verwalten), um
bestehende voreingestellte Ansichten zu I6schen, umzubenennen oder wiederherzustellen.
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Registerkarte ,,QC“ (QK)

Verwenden Sie die Registerkarte ,QC* (QK), um die Qualitat der Durchlaufdaten anhand der
festgelegten Regeln in der QK schnell auszuwerten.

CFX Manager™ Dx Software bietet vier Optionen zur Anzeige der QK-Daten:

B Amplifikationsdiagramm — zeigt die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) fir jede Kavitat in
jedem Zyklus an. Jede Spur im Diagramm stellt Daten von einem einzelnen Fluorophor in einer
Kavitat dar.

B Tabelle der QK-Regeln — zeigt die verfuigbaren QK-Regeln und die Einstellungen an, die jede
Regel definieren. Angewandte QK-Regeln werden durch ein Hadkchen angezeigt.

B Kavitidtenwahler — wahlt die Kavitaten mit den Fluoreszenzdaten aus, die Sie anzeigen méchten.

m  Ubersichtsfenster der QK-Regeln — zeigt die ausgewahlten QK-Regeln an und markiert
Kavitaten, welche gegen die Regel verstof3en.

Quantfication Quantfication Data EEE Gene Expression {g? Custom Data View ac @ Run Information

Amplification @ Description & Value § Use § Results o E\‘ﬁe‘f“:"' 'y
| Negstive control with a Cqless| 38 O
NTC with a Cq less than 8 ]
o W NRT with a Cq less than k] ]
& / Fasiive cortrol wih a Cqgreate 30 ]
’ / Unknown without a Cq ]
/ / / / / / / Standard wihout a Cg [m]
s - Efficiency greater than 1100
H © E £ ) = Efficiency less than 90.0
Cycles LogSede | st Curve R"2less than 0580
EAM HEX [ TexssRed []CyS Replicate group Cq Std Devgre  0.20 FAM:F3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Ca less than 38

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

I
Unki [[unk2 Junka ]
UnkL || Unkz |[ Unia
Unkt |[ Unkz |[ Unia

Mo wells fail this GC Rule

Andern der QK-Kriterien

So dndern Sie die QK-Kriterien

» Markieren oder deaktivieren Sie das Kontrollkastchen ,Use" (Anwenden) fir die Regel, um sie in
die Qualitatskontrolle (QK) aufzunehmen oder davon auszuschlieRRen.

AusschlieBen von Kavitaten, die die QK nicht erfillen

CFX Manager™ Dx Software zeigt Kavitaten, welche die QK-Kriterien nicht erflllen, in der Spalte
+Results* (Ergebnisse) in der QK-Regeltabelle und im Zusammenfassungsfenster an.
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So schlieBen Sie Kavitdten aus, die QK-Kriterien nicht erfiillen

» Wahlen Sie fir jede Kavitat, die ausgeschlossen werden soll, ,Exclude Wells* (Kavitaten
ausschlief3en) aus.
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Registerkarte ,,Run Information“ (Durchlaufinformationen)

Die Registerkarte ,Run Information“ (Durchlaufinformationen) zeigt das Protokoll sowie weitere
Informationen zu jedem Durchlauf an. Verwenden Sie diese Registerkarte fir Folgendes:

B Anzeigen des Protokolls.
B Eingeben oder Bearbeiten von Anmerkungen zum Durchlauf.
B Eingeben oder Bearbeiten der ID oder des Strichcodes des Durchlaufs.

B Anzeigen von Ereignissen, die wahrend des Durchlaufs eingetreten sein kénnten. Verwenden Sie
diese Benachrichtigungen fiir die Fehlerbehebung eines Durchlaufs.

Tipp: Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Protokoll, um dieses zu kopieren, zu
exportieren oder zu drucken. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Abschnitte ,Notes*
(Anmerkungen), ,ID/Bar Code* (ID/Strichcode) oder andere Bereiche, um den Text
auszuschneiden, zu kopieren, einzufliigen, zu I6schen oder auszuwahlen.

Quantfcation | 72 Quaniiicaon Dats | ] Gene Evpresson| £ Custom Dataview | &y o 1] R rfemation
Pratocot CFX_2stepimpS50 1 min.prel Notes:
Multiplex Gene Expression Example |
1 2 3 4
ificial Time course in which
%0 %0 Her (&efin]is constant t ~ 125 cps/im
Cy5 [Gapdh] is constant at ~ 186 cpsérn
300 [T - Far [Tubulin) increases 4 fold with e
550 S € Tesxas Red (I1Mb) decreases 4 fold with time:
00 o W
w T &
; |
D/Bar Code
H
TR Other:
Fun Started: 12/13/2007 12:31:47 P
User - admin
1 950 C for 300 Run Type: User-defined
— 2 950C for D10 Flate Fie; Muli GE pitd
|3 550C for 1:00 Sample ol : 25
| + Plate Read Lid Temp: 105
T4 GOTO 2. 49 mowtimes Optical Head Serial Mumber
END Eiase Serial Humber : CCO01055
CFX Manager Version - 1.0.956.1212
Completed Scan Mode: all Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Datenanalyseberichte

Die Daten, die im Bericht erscheinen, hangen von der aktuellen Datendatei im Fenster ,Data Analysis*
(Datenanalyse) ab. Wahlen Sie , Tools" > ,Reports“ (Werkzeuge > Berichte).

Der Berichtdialog umfasst folgende Abschnitte:

B Menu und Symbolleiste — bietet Optionen zum Formatieren, Speichern oder Drucken des
Berichts oder der Vorlage an.

B Optionsliste (obere linke Seite des Dialogfelds) — bietet Optionen zur Anzeige im Bericht.

B Optionsfenster (untere linke Seite des Dialogfelds) — zeigt die Textfelder an, in die Sie
Informationen zu einer ausgewahlten Option eingeben kénnen.

B Vorschaufenster (rechte Seite des Dialogfelds) — zeigt eine Vorschau des aktuellen Berichts an.

Report: Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

File  Templates Format
BESE

o)
=] Header ~ o

Report Information -
[hotes BIORAD

=1+ Run Setup
Run Information

Pl Diepey Gene Expression Multiplex -

-~ Quantfication

Analysis Settings H
& Amolncston ot Time Course 3.pcrd
[] Standard Curve Chart

E--Ezaé:pression - Bar Chart 08[1 8!201 7 1 5:36

[+ Analysis Settings
[AChart

[A Target Names
..}l Samnle Mames

Report Information

Header User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 pcrd
Data File Path : C:\CFX-Maestro 1. 'PCRDs

|ene Expression Multiplex - Time Course 3. pc|

Sub-Title _ R
‘Well Group Name : All Wells
[08/18/2017 15:36 | Report Differs from Last Save : No
AMlign: | Left ~
Logo Run Setup

Run Information

Run Date - 12/13/2007 1231
Run User : admin

Sefectfogoll] [{Cesstodo Run Type : User-defined ™
Plate File : Multi GE pltd
Update Report < >

232 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Datenanalyseberichte

Berichtskategorien fur die Datenanalyse

Tabelle 32 listet alle verfligbaren Optionen fiir den Datenanalysebericht auf, je nach Art der Daten im
Fenster ,Data Analysis“ (Datenanalyse).

Tabelle 32. Datenanalyseberichtskategorien in der Optionsliste

Kategorie Option Beschreibung

»Header* (Kopfzeile)

Uberschrift, Unteriiberschrift und Logo
flir den Bericht

.Report Information® Durchlaufdatum, Benutzername,
(Berichtsinformationen) Datendateiname, Datendateipfad und
ausgewahlte Kavitatengruppe

LAudit Information” Erganzende, fur Prifungen erforderliche
(Prufinformationen) Informationen, einschlieRlich Signaturen
,Notes" (Hinweise) Anmerkungen zum Datenbericht

»Run Setup“ (Durchlaufkonfiguration)

»Run Information® Durchlaufdatum, Benutzername,
(Durchlaufinformationen) Datendateiname, Datendateipfad und
ausgewahlte Kavitatengruppe

+Protocol” (Protokoll) Textansicht der Protokollschritte und
-optionen

.Plate Display” (Plattenanzeige) Plattenansicht der Informationen in jeder

Kavitat der Platte
»Quantification“ (Quantifizierung)
LAnalysis Settings" Datenerfassungsschrittnummer,
(Analyseeinstellungen) Analysemodus sowie Baseline-
Subtraktionsmethode
Diagramm ,Amplification” Amplifikationsdiagramm fiir Durchlaufe,
(Amplifikation) die Quantifizierungsdaten enthalten
~Standard Curve Chart* Standardkurvendiagramm
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Tabelle 32. Datenanalyseberichtskategorien in der Optionsliste, Fortsetzung

Kategorie Option Beschreibung

,Data“ (Daten) Tabelle, in der die Daten zu jeder Kavitat
aufgelistet werden

»Gene Expression — Bar Chart“ (Genexpression — Balkendiagramm)

JAnalysis Settings*” Analysemodus, Diagrammdaten,
(Analyseeinstellungen) Skalierungsoption und Diagrammfehler
»Chart“ (Diagramm) Kopie des Balkendiagramms

sTarget Names* (Zielnamen) Diagramm mit den Zielnamen

~Sample Names* Diagramm mit den Probennamen
(Probennamen)

LData“ (Daten) Tabelle, in der die Daten zu jeder Kavitat

aufgelistet werden

,Target Stability* Diagramm der Zielstabilitatswerte
(Zielstabilitatswert)

»Gene Expression“ (Genexpression) — Cluster-Grafik und Punktewolke

LAnalysis Settings*“ Einstellungen fur jeden Diagrammtyp
(Analyseeinstellungen)

,Chart“ (Diagramm) Kopie des Diagramms

LData“ (Daten) Tabelle, in der die Daten zu jedem Ziel
aufgelistet werden

»Melt Curve* (Schmelzkurve)

LAnalysis Settings* Nummer des Schmelzschritts und
(Analyseeinstellungen) Einstellung des Schwellenwerts
Diagramm ,Melt Curve* Schmelzkurvendiagramm
(Schmelzkurve)

Diagramm ,Melt Peak*” Schmelzkurven-Peak-Diagramm

(Schmelzkurven-Peaks)

234 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Datenanalyseberichte

Tabelle 32. Datenanalyseberichtskategorien in der Optionsliste, Fortsetzung

Kategorie Option

,Data“ (Daten)

Beschreibung

Tabelle, in der die Daten zu jeder Kavitat
aufgelistet werden

»Allelic Discrimination® (Allelische Diskriminierung)

+Analysis Settings*”
(Analyseeinstellungen)

Anzeigefluorophore, Zyklus und
Ansichtsabrufabbildung

LAllelic Discrimination Chart*

(Diagramm allelische
Diskriminierung)

Kopie des Diagramms fir die allelische
Diskriminierung

.Data“ (Daten)

Tabelle, in der die Daten zu jeder Kavitat
aufgelistet werden

»End Point“ (Endpunkt)

LAnalysis Settings"
(Analyseeinstellungen)

Fluorophore, Endzyklen zur
Mittelwertberechnung, Modus,
niedrigster RFU-Wert, hochster RFU-
Wert und Cutoff-Wert

.Data“ (Daten)

Tabelle, in der die Daten zu jeder Kavitat
aufgelistet werden

,,QC Parameters*
(QK-Parameter)

.Data“ (Daten)

Tabelle, in der die Parameter flr jede
QK-Regel aufgelistet werden
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Erstellen eines Datenanalyseberichts

Sie kdnnen das Bericht-Layout als Vorlage speichern und es fur ahnliche Berichte erneut verwenden.

Erstellen eines Datenanalyseberichts

1.

Nehmen Sie vor dem Erstellen des Berichts die letzten Anpassungen an den Inhalten der
Kavitaten, den ausgewahlten Kavitaten, Diagrammen und Tabellen im Fenster ,Data Analysis*
(Datenanalyse) vor.

Wabhlen Sie in der Meniileiste der Datenanalyse ,Tools® > ,Reports* (Werkzeuge > Berichte) aus,
um das Dialogfeld ,Report (Bericht) zu 6ffnen.

Wahlen Sie die Optionen, die im Bericht enthalten sein sollen. Der Bericht wird mit den
ausgewahlten Standardoptionen gedéffnet. Markieren Sie die Kontrollkéstchen oder heben Sie
deren Auswabhl auf, um ganze Kategorien oder einzelne Optionen innerhalb einer Kategorie zu
andern.

Hinweis: Die Daten, die im Bericht angezeigt werden, hangen von der aktuellen Auswahl auf
den Registerkarten des Fensters ,Data Analysis® (Datenanalyse) ab. Zum Beispiel enthalt
ein Quantifizierungslauf moéglicherweise keine Standardkurve, sodass diese Daten nichtim
Fenster ,Data Analysis® (Datenanalyse) oder im Datenbericht erscheinen.

Andern Sie die Reihenfolge der Kategorien und Elemente in einem Bericht. Ziehen Sie die
Optionen an die entsprechende Position. Die Elemente kdnnen nur innerhalb der Kategorien neu
geordnet werden, zu denen sie gehoéren.

(Optional) Geben Sie im Fensterabschnitt ,Report Options* (Berichtsoptionen) die fur die
ausgewahlte Option relevanten Informationen ein:

B Wahlen Sie eine Teilmenge an Informationen, die im Bericht angezeigt werden soll.
B Wahlen Sie spezifische Einstellungen fiir die ausgewahlte Option.
B Andern Sie den Text, der fiir die ausgewahlte Option angezeigt werden soll.

Klicken Sie auf ,Update Report” (Bericht aktualisieren), um die Berichtvorschau mit allen
Anderungen zu aktualisieren.

Drucken oder speichern Sie den Bericht. Klicken Sie in der Symbolleiste auf die Schaltflache
,Print Report” (Bericht drucken), um den aktuellen Bericht zu drucken. Wahlen Sie ,File* > ,Save®
(Datei > Speichern), um den Bericht im PDF-Format (Adobe Acrobat Reader-Datei) zu speichern
und wahlen Sie einen Ort, an dem Sie die Datei speichern méchten. Wahlen Sie ,File* > ,Save
As* (Datei > Speichern unter), um den Bericht mit einem neuen Namen oder an einem neuen Ort
Zu speichern.
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8. (Optional) Erstellen Sie eine Berichtvorlage mit den von Ihnen gewUlinschten Informationen. Um
die aktuellen Berichteinstellungen in einer Vorlage zu speichern, wahlen Sie ,Template“ > ,Save®
oder ,Save As* (Vorlage > Speichern oder Speichern unter). Laden Sie die Berichtvorlage das
nachste Mal, wenn Sie einen neuen Bericht erstellen mochten.

Erstellen von Kavitatengruppenberichten
So erstellen Sie Kavitiatengruppenberichte

1.  Wahlen Sie ,Tools* > ,Well Group Reports” (Werkzeuge > Kavitatengruppenberichte) im Fenster
,Data Analysis* (Datenanalyse).

Well Group Reports - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Well Groups: Amplification Steps: Melt Steps:
Al Wells 3

Destination Folder:

l C:\TheresaN\B-R Projects\CFX\PCRDs for screenshots

(® Use the Default Report Template
(O Choose a Report Template:

Open Destination Folder
[] View Created Reports

I Create Reports l Cancel

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,Well Group Reports* (Kavitatengruppenberichte) die
Kavitatengruppen, Amplifikationsschritte und Schmelzschritte, die in den Bericht mit
aufgenommen werden sollen.

3. Geben Sie den Pfad ein oder gehen Sie in den Zielordner, in dem der Bericht gespeichert werden
soll.

4. (Optional) Wahlen Sie ,Choose a Report Template® (Berichtsvorlage wahlen) und gehen Sie zum
Vorlagenzielordner.

5. (Optional) Wahlen Sie ,Open Destination Folder* (Zielordner 6ffnen), um den Ordner zu 6ffnen
und die Berichte nach deren Erzeugung einzusehen.

6. Klicken Sie auf ,Create Reports® (Berichte erstellen).
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Durch die Anwendung streng qualifizierter Kontrollen in lhren Reaktionen, kénnen Sie die CFX
Manager™ Dx Software fiir die Durchfiihrung eines Genexpressionsdurchlaufs nutzen, um die
relativen Differenzen in einer Zielkonzentration von Proben zu normalisieren. Ublicherweise werden
Expressionsniveaus fir eines oder mehrere Referenzgene verwendet, um die Expressionsniveaus
eines untersuchten Gens zu normalisieren. Referenzgene beriicksichtigen Ladedifferenzen oder
andere Variationen jeder Probe und deren Expressionsniveaus sollten in dem untersuchten
biologischen System nicht beeinflusst werden.

Wahlen Sie die Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) im Fenster ,Data Analysis*
(Datenanalyse), um die relativen Unterschiede zwischen PCR-Reaktionen in zwei oder mehr
Kavitaten zu evaluieren. Sie konnen beispielsweise die relative Anzahl viraler Genome oder die
relative Anzahl transfizierter Sequenzen in einer PCR-Reaktion evaluieren. Die haufigste Anwendung
der Genexpressionsuntersuchung ist der Vergleich der cDNA-Konzentration in mehr als einer
Reaktion, um die Spiegel von mRNA im Gleichgewichtszustand zu schatzen.

Die Software berechnet das relative Expressionsniveau eines Ziels mit einem der folgenden
Szenarien:

B Relatives Expressionsniveau einer Zielsequenz (Ziel 1) im Verhaltnis zu einem anderen Ziel (Ziel
2), zum Beispiel fir die Anzahl an Genen im Verhaltnis zu einem anderen Gen mit derselben
Probenbehandlung.

B Das relative Expressionsniveau einer Zielsequenz in einer Probe wird mit demselben Ziel unter
einer anderen Probenbehandlung verglichen: beispielsweise die relative Menge eines Gens unter
unterschiedlichen zeitlichen, geografischen oder Entwicklungsbedingungen.

Einrichten der Platte zur Genexpressionsanalyse

Um die Genexpressionsanalyse durchzufiihren, miissen die Inhalte der Kavitaten Folgendes
umfassen:

B Zwei oder mehr Ziele — die beiden Ziele, die verschiedene amplifizierte Gene oder Sequenzen in
lhren Proben reprasentieren.

B Mindestens ein Referenzziel — mindestens ein Ziel muss als Referenzziel fir die normalisierte
Expression enthalten sein. Ordnen Sie alle Referenzziele im Fenster ,Experiment Settings®
(Experimenteinstellungen) zu, um die Daten im Modus ,Normalized Expression“ (Normalisierte
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Expression) zu analysieren (AAC,). Durchlaufe, die keine Referenz enthalten, miissen unter
Verwendung des Modus ,Relative Expression” (Relative Expression) analysiert werden (AC).

Gewodhnliche Proben — lhre Reaktionen miissen gewohnliche Proben einschlieen (mindestens
zwei), um die grafische Darstellung lhrer Daten in der Registerkarte ,Gene Expression®
(Genexpression) anzuzeigen. Diese Proben sollten verschiedene Behandlungen oder
Bedingungen fir jede lhrer Zielsequenzen reprasentieren. Weisen Sie eine Kontrollprobe
(optional) im Fenster ,Experiment Settings* (Experimenteinstellungen) zu. Wenn keine Kontrolle
ausgewahlt wurde, verwendet die Software den niedrigsten C,, als Kontrolle.

Die Anforderungen fur die Einrichtung der Genexpression im Platten-Editor hAngen davon ab, ob die
Reaktionsinhalte Singleplex-PCR, mit einem Fluorophor in den Reaktionen, oder Multiplex-PCR, mit
mehr als einem Fluorophor in den Reaktionen, sind.

Angeleitete Plattenkonfiguration

Wenn die Plattenkonfiguration einer Datendatei nicht die fur die Analyse erforderlichen Informationen
enthalt und die Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) ausgewahlt ist, enthalt der Bereich,
der normalerweise vom Balkendiagramm ausgefiillt wird, Anweisungen zur Eingabe dieser

Informationen. Fihren Sie zur normalisierten Genexpression die folgenden Schritte aus:

1.

Definieren Sie Ziel- und Probennamen anhand einer der folgenden Optionen:
B Plate Setup” (Plattenkonfiguration) — 6ffnet das Fenster ,Plate Editor” (Platten-Editor).

B Replace Plate File“ (Plattendatei ersetzen) — 6ffnet den Browser zum Auswahlen der Platte,
in dem Sie zu einer zuvor gespeicherten Plattendatei navigieren kénnen, die das aktuelle
Platten-Layout ersetzen soll.

B Replace PrimePCR File* (PrimePCR-Datei ersetzen) — 6ffnet das Dialogfeld ,Select
PrimePCR file* (PrimePCR-Datei wahlen), in dem Sie zu einer PrimePCR™-Datei navigieren
und diese flr das Platten-Layout anwenden kénnen.

Wahlen Sie mindestens ein Referenzziel und eine Kontrollprobe liber das Dialogfeld ,Experiment
Settings“ (Experimenteinstellungen) aus.

Wenn das Platten-Layout bereits Ziel- und Probeninformationen enthalt, ist nur der zweite Schritt
erforderlich und wird orange hervorgehoben. Dieser Schritt muss abgeschlossen sein, bevor die
normalisierte Genexpressionsanalyse vorgenommen werden kann.

Hinweis: Daten flr Cluster-Grafik und Streudiagramm werden nur angezeigt, wenn alle
Anforderungen flr die normalisierte Genexpression, die unter ,Plate Setup for Gene
Expression Analysis* (Einrichtung der Platte zur Genexpressionsanalyse) aufgefiihrt sind,
erfullt sind.
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Genexpressionsdiagramme

Die CFX Manager Dx Software zeigt die Genexpressionsdaten in mehreren Ansichten an. Tabelle 33
fuhrt die in der Software verfligbaren Diagrammoptionen auf.

Tabelle 33. Optionen fiir das Genexpressionsdiagramm

Schaltflache Name Funktion
Balkendiagramm Zeigt normalisierte Genexpressionsdaten
L’i} im Balkendiagrammformat an.
Cluster-Grafik Die Cluster-Grafik zeigt die Daten der
i normalisierten Expression in einer

Hierarchie basierend auf dem
Ahnlichkeitsgrad der Expression flr
verschiedene Ziele und Proben an.

Streudiagramm Zeigt die normalisierte Expression von
.ﬁ‘o Zielen fur eine Kontrolle im Vergleich zu
einer experimentellen Probe an.

Ergebnisse Fasst die Daten aus allen Diagrammen

y Zusammen.
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Balkendiagramm
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Die relative Expression von Zielen wird in diesen zwei Ansichten dargestellt:
B Genexpressionsidagramm — zeigt die Echtzeit-PCR-Daten auf eine der folgenden Arten an:

O AACQ| —relative, normalisierte Expression, die anhand von Kontrollproben und Referenzzielen
berechnet wird.

O AC, - relative Quantitat des Zielgens in einer Probe in Relation zu einer Kontrollprobe.
B Tabelle —zeigt eine Tabelle der Genexpressionsdaten an.

Tipp: Durch Rechtsklick im Diagramm oder in der Tabelle werden Optionen bereitgestellt.
Wahlen Sie im Drop-down-Meni ,Plate Setup” (Plattenkonfiguration) die Option ,View/Edit
Plate” (Platte anzeigen/bearbeiten), um den Platten-Editor zu 6ffnen und die Inhalte der
Kavitaten in der Platte zu &ndern.
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Tipp: Wahlen Sie aus dem Rechtsklick-Men( ,Sort” (Sortieren), um die Reihenfolge der
Ziele und Probennamen im Diagramm neu anzuordnen.

Normalisierte Genexpression

Nutzen Sie das gemessene Expressionsniveau fiir eines oder mehrere Referenzgene als
Normalisierungsfaktor, um Daten zu normalisieren. Referenzgene sind Ziele, die im untersuchten
biologischen System nicht reguliert werden, wie z. B. Aktin, GAPDH oder Tubulin.

Einstellen der normalisierten Genexpressionsanalyse (AAC)

1. Offnen Sie eine Datendatei (.pcrd-Erweiterung).

2. Sie kdénnen die Daten in der Registerkarte ,Quantification“ (Quantifizierung) im Fenster ,Data
Analysis* (Datenanalyse) anzeigen. Nehmen Sie die gewiinschten Anderungen an den Daten
vor, wie z. B. eine Anderung des Schwellenwerts oder des Analysemodus.

3. Wabhlen Sie die Registerkarte ,Gene Expression” (Genexpression).

4. Klicken Sie in der Registerkarte ,Gene Expression® (Genexpression) auf ,Experiment Settings*
(Experimenteinstellungen).

5. Im Dialogfeld ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen) kdnnen Sie Folgendes
vornehmen:

a. Gehen Sie auf die Registerkarte ,Sample” (Probe) und wahlen Sie eine Kontrolle aus. Wenn eine
Kontrolle zugewiesen ist, normalisiert CFX Manager™ Dx Software die relativen Quantitaten fir
alle Gene auf die Kontrollquantitat, die auf 1 eingestellt ist.

b. Gehen Sie auf die Registerkarte ,Target” (Ziel) und wahlen Sie Referenzgene aus. Fur die
Genexpressionsanalyse ist eine Referenz unter den Zielen in lhren Proben erforderlich.

6. Wahlen Sie ,Normalized Expression“ (Normalisierte Expression (AACq), falls diese nicht schon
ausgewahlt ist, und sehen Sie sich die Expressionsniveaus in der Registerkarte ,Gene
Expression® (Genexpression) an.

Relative Quantitat

Per Definition sind die Daten fiir die relative Quantitat (ACq) nicht normalisiert. Diese Methode wird zur
Quantifizierung von Proben eingesetzt, die keine Referenzgene (Ziele) umfassen. Meist gehen
Forscher von einer der folgenden Annahmen aus, wenn sie ihren Durchlauf einrichten:

B Jede Probe enthalt dieselbe Menge an Vorlage, wahrscheinlich auch dieselbe Masse an RNA
oder cDNA in jeder Kavitat.

B Jegliche Varianz bezlglich der Menge der eingefiillten biologischen Proben wird nach dem
Durchlauf durch eine Methode in der Datenanalyse au3erhalb der Software normalisiert. Ein
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Forscher kdnnte sich beispielweise dazu entscheiden, den Wert der relativen Quantitat durch den
Normalisierungsfaktor zu dividieren, wahrscheinlich die furr jede Probe geladene Masse an
Nukleinsaure oder die Anzahl an Zellen, aus der die Nukleinsaure isoliert wurde.

Durchfiihren einer relativen Quantitiatsanalyse (ACq)

» Wahlen Sie in der Registerkarte ,Gene Expression” (Genexpression) ,Relative Quantity*

(Relative Quantitat) (ACq) aus der Drop-down-Liste ,Mode“ (Modus) im rechten Fensterbereich
aus.

Tipp: Um die Ergebnisse mit Daten aus anderen Genexpressionsdurchlaufen zu
vergleichen, 6ffnen Sie eine neue Genuntersuchung oder fiigen Sie eine Datendatei zu einer
bestehenden Genuntersuchung hinzu.

Sortieren von Ziel- und Probendaten

Hinweis: Diese Option ist nur in den Genexpressionsdiagrammen verfligbar.

Standardgemal werden die Ziele und Proben in alphabetischer Reihenfolge angezeigt. Verwenden
Sie das Dialogfeld ,Sort* (Sortieren), um die Anzeige in umgekehrter alphabetischer Reihenfolge
anzuzeigen oder um manuell ein Element an eine andere Position in der Liste zu stellen.

Sortieren von Ziel- und Probendaten

1.

Klicken Sie bei dem Rechtsklick-Menl des Diagramms auf ,Sort* (Sortieren).

Das Dialogfeld ,Gene Expression Chart Sorting“ (Sortieren des Genexpressionsdiagramms) wird
angezeigt.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: Az|[zaA
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin ZHr
ﬂ i1
di2
di3
| a4
di-5
ﬂ di6

oK Cancel

Klicken Sie im Dialogfeld auf ,Z-A“, um die Liste in umgekehrter alphabetischer Reihenfolge zu
sortieren.

Um ein Element manuell zu verschieben, wahlen Sie dieses aus und klicken Sie auf die
entsprechende Schaltflache zwischen den Diagrammen:
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m  Klicken Sie auf den Pfeil nach oben oder den Pfeil nach unten, um das ausgewahlte Element
um eine Position zu verschieben.

m  Klicken Sie auf den Balken nach oben oder den Balken nach unten, um das ausgewahlte
Element an die Spitze oder an das Ende der Liste zu verschieben.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und zur Registerkarte ,Gene Expression*
(Genexpression) zurtickzukehren.

Anpassen von Genexpressionsdaten

Nachdem Sie lhren Analysemodus ausgewahlt haben — normalisierte Expression (AACq) oder relative
Quantitat (ACq) — passen Sie die Daten an, die Sie in der Registerkarte ,Gene Expression®
(Genexpression) sehen, indem Sie die Einstellungsoptionen auf der rechten Seite des Diagramms
andern.

Tipp: Sie stellen die Standardoptionen fiir Genexpressionsdaten im Dialogfeld ,,User Preferences*
(Benutzereinstellungen) ein (siehe Einstellen der Standarddateiparameter fiir Genexpressionsdaten auf
Seite 77).

Diagrammdaten

Stellen Sie den y-Achsen-Wert auf lineare Skala ein, um die Optionen flr die Diagrammdaten zu
aktivieren. Mit den Diagrammdatenoptionen kénnen Sie die Daten im Diagramm mit einer dieser
Optionen darstellen:

B Relative to control (Relativ zur Kontrolle) — stellt die Daten mit der auf zwischen 0 und 1 skalierten
Achse dar. Wenn Sie lhrem Durchlauf eine Kontrolle zuordnen, wahlen Sie diese Option, um
schnell die Auf- und Abregulation des Ziels zu visualisieren.

B Relative to zero (In Relation zu Null) — stellt die Daten mit dem Ursprung bei 0 dar.
Kontrollprobe

Verwenden Sie das Drop-down-Meni ,Control Sample” (Kontrollprobe), um eine Probe die zur
Normalisierung der relativen Quantitat verwendet wird:

Diagrammeinstellungen

Es werden die folgenden Optionen (nachfolgend beschrieben) angezeigt, wenn das Kontrollkastchen
»Show Chart Settings” (Diagrammeinstellungen anzeigen) ausgewahlt ist: ,X-Axis“ (x-Achse), ,Y-Axis“
(y-Achse), ,Error type® (Fehlertyp) und ,,Chart Error Multiplier (Multiplikator von Diagrammfehlern).
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Y-Achsen-Optionen

Anhand der x-Achsen-Option kdnnen Sie die Daten der x-Achse des Genexpressionsdiagramms
auswahlen:

B Target” (Ziel) — die Zielnamen werden auf der x-Achse dargestellt.

m , Sample” (Probe) — die Probennamen werden auf der x-Achse dargestellt.
Y-Achsen-Optionen

Anhand der y-Achsen-Option kdnnen Sie die Daten der y-Achse des Genexpressionsdiagramms
auswahlen:

B Linear” (Linear)—wahlen Sie diese Option, um eine lineare Skala zu zeigen.

Tipp: Durch Einstellung der y-Achse auf ,Linear” (linear) wird die Drop-down-Liste ,Graph
Data“ (Diagrammdaten) aktiviert, aus der Sie die Diagrammdaten in Relation zur Kontrolle
oder in Relation zu Null auswahlen kénnen.

B lLog2-wahlen Sie diese Option, um Proben tber einen grolen dynamischen Bereich hinweg zu
analysieren.

B Log 10 —wahlen Sie diese Option, um Proben tber einen sehr gro3en dynamischen Bereich
hinweg zu analysieren.

Skalierungsoptionen

Wahlen Sie ,Normalized Gene Expression® (Normalisierte Genexpression) (AACg) und legen Sie
»control Sample“ (Kontrollprobe) fest ,None* (Keine) ein um die Skalierungsoptionen im
Genexpressionsdiagramm zu aktivieren. Wahlen Sie eine dieser Skalierungsoptionen aus, um lhre
Daten auf eine Art und Weise zu berechnen und darzustellen, die am besten zu lhrem
Durchlaufdesign passt:

B Unscaled” (Unskaliert) — stellt die unskalierte normalisierte Genexpression dar.

B Highest’ (Hochstes) — skaliert die normalisierte Genexpression fir jedes Ziel, indem das
Expressionsniveau von jeder Probe durch das héchste Expressionsniveau aller Proben dividiert
wird.

Diese Skalierungsoption wendet die Scaled-to-highest-Formel an.

B lLowest* (Niedrigstes)— skaliert die normalisierte Genexpression fur jedes Ziel, indem das
Expressionsniveau von jeder Probe durch das niedrigste Expressionsniveau aller Proben dividiert
wird.

Diese Skalierungsoption wendet die Scaled-to-lowest-Formel an.

246 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Balkendiagramm

B Average“ (Mittleres) — skaliert die normalisierte Genexpression fir jedes Ziel, indem das
Expressionsniveau von jeder Probe durch das mittlere Expressionsniveau aller Proben dividiert
wird.

Diese Skalierungsoption wendet die Scaled-to-average-Formel an.

Fehlertyp

Wabhlen Sie eine Option fir die Art von Fehlerberechnungen (Fehlerbalken) im
Genexpressionsdiagramm aus:

B Standard error of the mean*” (Standardfehler des Mittelwerts) (Standard)

B Standard deviation“ (Standardabweichung)

Multiplikator fiir das Fehlerbalkendiagramm

Wahlen Sie einen Multiplikator (VergroRerungsfaktor) fir die Fehlerbalken im
Genexpressionsdiagramm. Wahlen Sie eine dieser Ganzzahlen aus:
+/- 1 (Standard), 2 oder 3. Die Art des Multiplikators andert sich, wenn Sie den Fehlertyp auswahlen:

B SEM fir Standardfehler des Mittelwerts

B Std Devs fir Standardabweichungen

»EXperiment Setting“ (Experimenteinstellungen)

Tipp: Dieses Dialogfeld ist auch im Platten-Editor verfiigbar. Siehe Andern der
Experimenteinstellungen auf Seite 140 fiir weitere Informationen.

Im Dialogfeld ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen) kdnnen Sie die Liste an Zielen oder
Proben einsehen oder andern, Referenzgene auswahlen, Kontrollen auswahlen oder die zu
analysierende Genexpressionsanalysegruppe festlegen, wenn Namen biologischer Satze den
Kavitaten hinzugefuigt wurden.

Offnen des Dialogfelds ,,[Experiment Settings“ (Experimenteinstellungen)

» Klicken Sie in der Registerkarte ,Bar Chart* (Balkendiagramm) auf ,,Experiment Settings”
(Experimenteinstellungen) im rechten Fensterabschnitt unten.

Das Dialogfeld ,Experiment Setting” (Experimenteinstellungen) wird eingeblendet und die
Registerkarte ,Targets” (Ziele) wird angezeigt.
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Experiment Settings

Targetz  Samples

Name & Full Name Reference Color | [+ Show Chat | Auto Efficiency Hficiency(%:)
1 Actin Actin rd - v v 94,2
Z GAFDH GAPDH v - v v 95.9
B ILib IL1b r e v v %6.9
4 Tubulin Tubulin I~ [v v 90.5

Show Analysis Settings
Biclogical Set Analysis Options: Target vs. Sample ~
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ NRT [ Megative Contral [ | Positive Control [] Standand

oK Cancel

Anpassen der Zieleinstellungen
» Fihren Sie einen der folgenden Schritte in der Registerkarte ,Targets” (Ziele) aus:

B Um ein Ziel als Referenz fiir die Genexpressionsdatenanalyse auszuwahlen, wahlen Sie den
entsprechenden Namen in der Spalte ,Reference” (Referenz).

B Umdie Farbe des Ziels zu andern, klicken Sie auf die entsprechende Zelle in der Spalte
,Color* (Farbe) und andern Sie die Farbe im eingeblendeten Dialogfeld ,Color* (Farbe).

Die Farbanderung wird in den Genexpressionsdiagrammen dargestellt.

B Um einen zuvor bestimmten Effizienzwert zu nutzen, deaktivieren Sie das Kontrollkastchen
des Ziels in der Spalte ,Auto Effiziency” (Auto-Effizienz) und geben Sie einen Wert fiir die
Effizienz eines Ziels in Prozent ein.

Die Software berechnet die relative Effizienz eines Ziels unter Anwendung von ,Auto
Efficiency” (Auto Effizienz), wenn die Daten eines Ziels eine Standardkurve beinhalten.

Anpassen der Einstellungen der Probe

» Fihren Sie in der Registerkarte ,Samples (Proben und biologische Gruppen) einen der folgenden
Schritte aus:

B Um eine Probe als Kontrolle fir die Genexpressionsdatenanalyse auszuwahlen, wéhlen Sie
den entsprechenden Namen in der Spalte ,Control“ (Kontrolle).

248 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Balkendiagramm

B Umdie Farbe einer Probe zu &ndern, klicken Sie auf die entsprechende Zelle in der Spalte
,Color* (Farbe) und andern Sie die Farbe im eingeblendeten Dialogfeld ,Color* (Farbe).

Die Farbanderung wird in den Genexpressionsdiagrammen dargestellt.

B Um die Probe in den Genexpressionsdiagrammen anzuzeigen, wahlen Sie diese in der
Spalte ,Show Chart“ (Diagramm anzeigen) aus.

B Umdie Probe aus den Genexpressionsdiagrammen zu entfernen, deaktivieren Sie diese in
der Spalte ,Show Chart“ (Diagramm anzeigen).

Tipp: Die Daten der Probe bleiben in der Ergebnistabelle erhalten.
Andern der Auswahl der Optionen fiir die Analyse des biologischen Satzes

» Falls Sie Kavitaten in der Platte einen oder mehrere biologische Satze zugeordnet haben (siehe
Zuordnen von biologischen Satzen zu Kavitaten auf Seite 133), zeigt die Liste ,Biological Set
Analysis Options“ (Analyseoptionen flr biologischen Satz) das Dialogfeld ,Experiment Setting“
(Experimenteinstellungen) an, sodass Sie Ihre Auswahl nach Bedarf andern kdnnen.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Biological Set
Target vs. Sample_Biological Set
W o Target vs. Biological Set Sample

B Target vs. Sample (Ziel vs. Probe) — Es wird nur der Kavitdtenprobenname in den
Berechnungen der Genexpression verwendet.

B Target vs. Biological Set (Ziel vs. Biologischer Satz) — Es wird nur der Name des
biologischen Satzes in den Berechnungen verwendet.

B Target vs. Sample_Biological Set (Ziel vs. Probe_Biologischer Satz) — Der Probenname
und der Name des biologischen Satzes werden kombiniert, um einen einzigen Namen zu
bilden, der bei den Berechnungen verwendet wird.

B Target vs. Biological Set_Sample (Ziel vs. Biologischer Satz_Probe) — Der Name des
biologischen Satzes und der Probenname werden zu einem einzelnen Satz kombiniert, der
in den Berechnungen verwendet wird.

AusschlieBen eines Probentyps aus den Analyseberechnungen

» Aktiveren Sie das zugehorige Kontrollkastchen im Dialogfeld ,,Experiment Settings*
(Experimenteinstellungen) unten.

Hinweis: Davon ausgenommen sind Kontrollen und/oder Standards der
Genexpressionsanalyse.
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Zielstabilitatswert

Zielstabilititswerte werden berechnet, wenn mehr als ein Referenzgen verwendet wird. Die CFX
Manager Dx Software berechnet zwei Qualitdtsparameter fiir die Referenzgene:

B Coefficient Variance (CV; Variationskoeffizient) der relativen Quantitaten des
normalisierten Referenzgens. Ein héherer CV-Wert deutet auf eine hdhere Stabilitat hin.

B M Value (M; M-Wert), ein Messwert fiir die Expressionsstabilitdt des Referenzgens.

Die empfohlenen CV- und M-Werte werden im Dialogfeld ,Stability Value® (Stabilitdtswert) unten
angezeigt.

Anzeigen des Zielstabilitatswerts

» Kiicken Sie in der Registerkarte ,Gene Expression Bar Chart (Genexpression —
Balkendiagramm) auf ,Target Stability Value® (Zielstabilitadtswert) im rechten Fensterabschnitt
unten.

Das Dialogfeld , Stability Value“ (Stabilitdtswert) erscheint.

Rechtsklick-Menlioptionen

Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Genexpressionsdiagramm, um die Elemente, die in
Tabelle 34 angezeigt werden, auszuwahlen.

Tabelle 34. Rechtsklick-Mentielemente bei der Genexpression

Meniielement Funktion

,Copy"“ (Kopieren) Kopiert das Diagramm in eine Zwischenablage.

~Save Image As* (Bild speichern Speichert das Diagramm als Bilddatei. Stellen Sie die Aufldsung
unter) und Abmessung des Bilds ein und wahlen Sie dann den Dateityp
(PNG, GIF, JPG, TIF oder BMP).

.Page Setup“ Wahlt ein Seitenformat zum Drucken.
(Seiteneinrichtung)

LPrint* (Drucken) Druckt das Diagramm.
~Set Scale to Default* (MaRstab ~Show All“ (Alle anzeigen) zeigt alle Daten im Balkendiagramm an.
auf Standard einstellen) ~Scroll Bar® (Balken zum Scrollen) zeigt eine Balkenanzeige zum

Scrollen nach oben und unten an, falls es zu viele Proben gibt, die
im Diagrammrahmen angezeigt werden kénnen, wahrend eine
minimale Balkenbreite beibehalten wird.
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Tabelle 34. Rechtsklick-Meniielemente bei der Genexpression, Fortsetzung

Meniielement

»Chart Options*
(Diagrammoptionen)

Funktion

Offnet das Fenster ,Chart Options* (Diagrammoptionen) zum
Anpassen des Diagramms.

~Sort* (Sortieren)

Sortiert die Reihenfolge der Proben oder Ziele, die auf der x-Achse
des Diagramms angezeigt werden.

,Use Corrected Std Devs*
(Korrigierte
Standardabweichungen
verwenden)

Berechnet die Fehlerbalken anhand der korrigierten
Standardabweichungsformel.

,Use Solid Bar Colors*
(Einheitliche Balkenfarben
verwenden)

Zeigt einfarbige Balken im Diagramm an.

X-Axis Labels" (Bezeichnungen

der x-Achse)

Zeigt die Bezeichnungen der x-Achse horizontal oder abgewinkelt
an.

Datentabelle

Tabelle 35 definiert die Daten, die in der Genexpressionsdatentabelle angezeigt werden.

Hinweis: Die Werte in der Tabelle werden basierend auf dem Diagrammtyp und den
Einstellungen berechnet, die im rechten Fensterabschnitt ausgewahlt werden.

Tabelle 35. Beschreibung der Information in der Tabelle in der Registerkarte ,,Bar Chart“ (Bal-

kendiagramm)

Information

Lrarget” (Ziel)

Beschreibung

Der Zielname (amplifiziertes Gen), der im Fenster ,Experiment
Settings” (Experimenteinstellungen) ausgewahlt wurde.

~>ample (Probe)

Der Name der Probe der im Fenster ,Experiment Settings*
(Experimenteinstellungen) ausgewahlt wurde.

L,Ctrl“ (Kontrolle)

Der Kontrollname, der im Fenster ,Experiment Settings®
(Experimenteinstellungen) ausgewahlt wurde.
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Tabelle 35. Beschreibung der Information in der Tabelle in der Registerkarte ,,Bar Chart*“ (Bal-

kendiagramm), Fortsetzung

Information

+Relative Quantity” (Relative
Quantitat) oder
+Expression” (Expression)

Beschreibung

Die relative Quantitat (AC) oder normalisierte Genexpression
(AAC,), je nach dem ausgewahlten Modus.

,Relative Quantity” (Relative
Quantitat) oder ,Expression
SEM* (Expression SEM) (oder
SD)

Standardfehler des Mittelwerts (SEM) oder Standardabweichung
(SD) der relativen Quantitat oder normalisierten Expression, je nach
ausgewabhlter Option.

,Corrected Relative Quantity”
(Korrigierte relative Quantitat)
oder ,Expression SEM*
(Expression SEM) (oder SD)

Die korrigierte Wertberechnung fir SEM oder SD der relativen
Quantitat oder normalisierten Expression, je nach ausgewahlter
Option.

.Mean C4* (Mittelwert Cq)

Mittelwert des Quantifizierungszyklus.

,Cq SEM* (oder SD)

SEM oder SD des Quantifizierungszyklus, abhangig von der
ausgewahlten Option.

Option ,,Show Details“ (Details anzeigen)

Tabelle 36 definiert die angezeigten Daten, wenn ,Show Details® (Details anzeigen) im Rechtsklick-
Meni der Balkendiagramm-Tabelle ausgewahlt ist.

Tabelle 36. Die Informationen in der Balkendiagramm-Tabelle, wenn ,,Show Details“ (Details

anzeigen) ausgewahlt ist

Information

.Data Set* (Datensatz)

Beschreibung

Fluoreszenzdaten von einem Fluorophor in der Datendatei

+Relative Quantity” (Relative
Quantitat)

Die berechnete relative Quantitat von Proben

,Relative Quantity SD* (SD
relative Quantitat)

Standardabweichung von der Berechnung der relativen Quantitat

,Corrected Relative Quantity
SD* (SD korrigierte relative
Quantitat)

Berechnete Standardabweichung von der korrigierten relativen
Quantitat
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Tabelle 36. Die Informationen in der Balkendiagramm-Tabelle, wenn ,,Show Details“ (Details
anzeigen) ausgewahlt ist, Fortsetzung

Information

,Relative Quantity SEM* (SEM
relative Quantitat)

Beschreibung

Standardfehler des Mittelwerts der Berechnung der relativen
Quantitat

,Corrected Relative Quantity
SEM* (SEM korrigierte relative
Quantitat)

Berechneter Standardfehler des Mittelwerts der korrigierten
relativen Quantitat

,Relative Quantity (Ig)*
(Relative Quantitat (g))

Log, der relativen Quantitét, der flr die statistische Analyse
verwendet wird

,SD RQ (Ig)* (SD RQ(lg))

Standardabweichung von der relativen Quantitat (Log,)

+~SEM Expression (Ig)“ (SEM
Expression (Ig))

Standardfehler des Mittelwerts der Expression (Log,)

,Unscaled Expression*“
(Unskalierte Expression)

Berechnete unskalierte Expression

sUnscaled Expression SD* (SD
unskalierte Expression)

Berechnete Standardabweichung von der unskalierten Expression

,Corrected Unscaled
Expression SD“ (SD korrigierte
unskalierte Expression)

Berechnete Standardabweichung von der korrigierten unskalierten
Expression

,Unscaled Expression SEM*
(SEM unskalierte Expression)

Berechneter Standardfehler des Mittelwerts der unskalierten
Expression

,Corrected Unscaled
Expression SEM* (SEM
korrigierte unskalierte
Expression)

Berechneter Standardfehler des Mittelwerts der korrigierten
unskalierten Expression

,Unscaled Expression (Ig)*
(Unskalierte Expression (Ig))

Log, der unskalierten Expression

,SD Unscaled Expression (Ig)*
(SD unskalierte Expression (Ig))

Standardabweichung von der unskalierten Expression (Log,)
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Tabelle 36. Die Informationen in der Balkendiagramm-Tabelle, wenn ,,Show Details“ (Details
anzeigen) ausgewadhlt ist, Fortsetzung

Information

+SEM Unscaled Expression
(Ig)“ (SEM unskalierte
Expression (Ig))

Beschreibung

Standardfehler des Mittelwerts der unskalierten Expression (Log,)

+Expression” (Expression)

Normalisierte Genexpression

,Corrected Expression SD“ (SD
korrigierte Expression)

Berechnete Standardabweichung

+Expression SEM* (SEM
Expression)

Standardfehler des Mittelwerts

,Corrected Expression SEM*
(SEM Kkorrigierte Expression)

Berechneter Standardfehler des Mittelwerts

+Expression (Ig)“ (Expression

(I9))

Log, der Expression (normalisierte Expression), der fiir die
statistische Analyse verwendet wird

5D Expression (Ig) (SD
Expression (Ig))

Standardabweichung von der Expression (Log,)

+SEM Expression (Ig)“ (SEM
Expression (Ig))

Standardfehler des Mittelwerts der Expression (Log,)

,Mean C* (Mittelwert Cq)

Mittelwert des Quantifizierungszyklus

CqSD

Standardabweichung des Quantifizierungszyklus

Cq SEM

Standardfehler des Mittelwerts des Quantifizierungszyklus
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Cluster-Grafik

Die Cluster-Grafik zeigt die Daten in einer Hierarchie basierend auf dem Ahnlichkeitsgrad der
Expression fiir verschiedene Ziele und Proben an.

Hinweis: Sie mlssen ein Referenzziel auswahlen, um eine andere Datendarstellung als die
relative Expression fir Balkendiagramme anzuzeigen.

Die Abbildung der Cluster-Grafik zeigt die relative Expression einer Probe oder eines Ziels
folgendermafen an:

B Heraufregulation (rot) — héhere Expression

B Herabregulation (griin oder blau) — niedrigere Expression
m  Keine Regulation (schwarz)

B Kein Wert berechnet (schwarz mit einem weilen X)

Je heller die Farbschattierung, desto groRer die Differenz der relativen Expression. Wenn kein
normalisierter Cq-Wert berechnet werden kann, ist das Quadrat schwarz mit einem weifen X.

An den aufleren Enden der Datendarstellung befindet sich ein Dendrogramm, das die Cluster-
Hierarchie angibt. Ziele oder Proben mit &hnlichen Expressionsmustern haben
nebeneinanderliegende Aste, wahrend jene mit unterschiedlichen Mustern weiter entfernt
voneinander liegen.

Einstellungen

Es kénnen die folgenden Optionen eingestellt werden:

B Cluster By" (Cluster nach) — wahlen Sie aus ,Targets” (Ziele), ,Samples” (Proben), ,Both*
(Beides) oder ,None* (Keine) aus.

B Size" (GréRe) — passt die BildgréRe an und andert den VergréfRerungsgrad des Diagramms.

m Split Out Replicates” (Aufschlisselung von Replikaten) — zeigt Werte fir die individuellen
Replikate an

Tipp: Sie kdnnen das Farbschema fiir Cluster-Grafiken und Streudiagramm von der
Standardeinstellung Rot/Griin zu Rot/Blau andern, indem Sie diese Option aus dem Rechtsklick-Men(i
in einem dieser Diagramme andern.
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Rechtsklick-Menlioptionen

Die Rechtsklick-Mentoptionen fiir die Cluster-Grafik sind die gleichen wie fiir das Balkendiagramm.
Siehe Tabelle 34 auf Seite 250 fiir verfiigbare Optionen. Auflerdem kénnen Sie ein Farbschema
wahlen, um die Expression der Herabregulierung im Diagramm von der Standardeinstellung rot/griin
zu rot/blau zu andern.

Datentabelle

Die Tabelle zeigt die Werte fir das Ziel, die Probe und die normalisierte Expression an. Klicken Sie auf
das Kontrollkastchen neben einem Ziel, um es in die grafische Darstellung aufzunehmen oder davon
auszuschlieRen.
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Streudiagramm

Das Streudiagramm zeigt die normalisierte Expression von Zielen fiir eine Kontrollprobe gegeniiber einer
Experimentprobe an. Die Linien in dem Diagramm zeigen den Regulationsschwellenwert an. Datenpunkte
zwischen den Linien weisen darauf hin, dass die Differenz in der Expression fiir dieses Ziel (Gen) zwischen
den Proben minimal ist. Datenpunkte auRerhalb der Linien Gberschreiten den Regulationsschwellenwert und
kdnnten von Interesse sein.

Das Diagrammbild zeigt die folgenden Anderungen in der Zielexpression basierend auf dem
Regulationschwellenwert an:

B Heraufregulation (roter Kreis) — relativ h6here Expression
B Herabregulation (griiner oder blauer Kreis) — relativ niedrigere Expression
®m  Keine Anderung (schwarzer Kreis)

Klicken Sie entweder auf die Schwellenwertlinie, um den Regulationsschwellenwert anzupassen.

Einstellungen

Es kénnen die folgenden Optionen eingestellt werden:
m  Control Sample” (Kontrollprobe)

B Experimental Sample” (Experimentelle Probe)

B Regulation Threshold® (Regulationsschwellenwert). Mit Erhdhung oder Verringerung des
Regulationswerts werden die Schwellenwertlinien im Diagramm entsprechend verschoben.

Rechtsklick-Menuoptionen

Die Rechtsklick-Mentoptionen fur das Streudiagramm sind die gleichen wie fur das Balkendiagramm.
Siehe Tabelle 34 auf Seite 250 fiir verfligbare Optionen. Wahlen Sie zusatzlich ,Symbol“, um das in
der Grafik verwendete Symbol vom Standardkreis zu einer der folgenden Optionen zu &ndern:

B Dreieck
m  Kreuz
B Quadrat
B Raute
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Datentabelle

Die Tabelle zeigt die Werte fur das Ziel und die normalisierte Expression fiir Kontrollen und
experimentelle Proben an. Sie zeigt auch an, ob Ziele im Vergleich zum Regulationsschwellenwert
herauf- oder herabreguliert wurden. Klicken Sie auf das Kontrollkdstchen neben einem Ziel, um es in
die grafische Darstellung aufzunehmen oder davon auszuschlieRRen.
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Ergebnis

Die Registerkarte ,Results* (Ergebnisse) enthalt eine Tabelle, die alle Daten aus den Diagrammen
zusammenfasst. Tabelle 37 definiert die Daten, die in der Ergebnistabelle angezeigt werden.

Tabelle 37. Informationen in der Registerkarte ,,Results“ (Ergebnisse)

Information

Lrarget” (Ziel)

Beschreibung

Zielname (amplifiziertes Gen)

~Sample” (Probe)

Probenname

-Mean C4* (Mittelwert Cq)

Mittelwert des Quantifizierungszyklus

“

~Mean Efficiency Corrected C,
(Mittelwert effizienzkorrigierter
Ca)

Mittelwert des Quantifizierungszyklus fir die Replikatgruppe nach
Anpassung hinsichtlich der Reaktionseffizienz

.Normalized Expression®
(Normalisierte Expression)

Auf ein Referenzziel normalisierte Zielexpression (AAC)

,Relative Normalized
Expression“ (Normalisierte
Expression)

normalisierte Expression in Bezug auf eine Kontrollprobe; auch
,Fold Change” genannt

,Regulation (Regulation)

Anderung der Expression in Bezug auf eine Kontrollprobe

~Compared to Regulation
Threshold® (Verglichen mit dem
Regulationsschwellenwert)

Herauf- oder Herabregulation einer experimentellen Probe auf
Grundlage der Schwellenwerteinstellungen

Hinweis: Daten flr Replikate sind nur in den Tabellen der Datenanalyse-Registerkarten zu
finden, in den ,Split Out Replicates” (Aufschliisselung von Replikaten) ausgewahlt wurde (d. h.
Cluster-Grafik). Es kann eine Diskrepanz zwischen den Expressionsdaten in den Tabellen fiir
Genexpressionsanalyse auftreten, wenn Sie ,None® (Keine) als Kontrollprobe im

Balkendiagramm wahlen.

Ergebnis
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Genuntersuchung

Erstellen Sie eine Genuntersuchung, um die Genexpressionsdaten von einem oder mehreren
Echtzeit-PCR-Experimenten zu vergleichen, wobei ein Kalibrator zwischen Durchlaufen zur
Normalisierung zwischen den Experimenten verwendet wird. Erstellen Sie eine Genuntersuchung,
indem Daten von einer oder mehreren Datendateien (Erweiterung .pcrd) zu der Genuntersuchung
hinzugefiigt werden. Die Software gruppiert diese in einer einzigen Datei (Erweiterung .mgxd).

Hinweis: Die maximale Anzahl an Proben, die Sie in einer Genuntersuchung analysieren
kdénnen, wird durch die GréRe des Arbeitsspeichers und des virtuellen Speichers des Computers
begrenzt.

Kalibration zwischen Durchlaufen

Die Kalibration zwischen den Durchlaufen (Inter-run) wird automatisch in jeder Genuntersuchung fur
jedes Ziel versucht, um die Inter-run-Schwankungen der untersuchten Ziele in separaten Echtzeit-
PCR-Durchlaufen (d. h. verschiedene .pcrd-Dateien, die von unterschiedlichen Platten generiert
wurden) zu normalisieren.

Damit die Software eine Probe als Inter-run-Kalibrator erkennt, muss sie denselben Zielnamen,
Probennamen und ggf. den Namen des biologischen Satzes fiir jede verglichene Platte haben.

Hinweis: Es muss mindestens eine Inter-run-Kalibrator-Probe in der Genuntersuchung
vorhanden sein, damit eine Kalibration zwischen den Durchlaufen erfolgen kann. Ziele ohne
entsprechende Inter-run-Kalibrator-Proben werden ohne Korrektur in der Genuntersuchung
verarbeitet (nicht empfohlen).

Inter-run-Kalibratoren konnen auf zwei Arten verwendet werden:

B Per Target* (Pro Ziel) — unterschiedliche PCR-Primer kdnnen unterschiedliche Effizienzen
aufweisen. Der Inter-run-Kalibrator wird standardmagig auf alle Kavitaten derselben Platte mit
demselben Zielnamen angewendet, wie zum Beispiel den mit demselben Assay erzeugten Cq.

B Entire Study” (Gesamte Untersuchung) — ein Inter-run-Kalibrator wird vom Benutzer ausgewahlt
und auf die gesamte Genuntersuchung angewendet.

Dialogfeld ,,Gene Study*“ (Genuntersuchung)
Das Dialogfeld ,Gene Study“ (Genuntersuchung) umfasst zwei Registerkarten:

B Registerkarte ,Study Setup” (Untersuchungskonfiguration) — verwaltet die Durchlaufe in der
Genuntersuchung.

Wichtig: Das Hinzufligen oder Entfernen von Datendateien zu bzw. von einer
Genuntersuchung éndert nicht die Daten in der Originaldatei.
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B Registerkarte ,Study Analysis” (Untersuchungsanalyse) — zeigt die Genexpressionsdaten fiir die
kombinierten Durchlaufe an.

Registerkarte ,,Study Setup“ (Untersuchungskonfiguration)

Tabelle 38 definiert die Daten, die in der Registerkarte ,Study Setup® (Untersuchungskonfiguration)
angezeigt werden.

Tabelle 38. Registerkarte ,,Study Setup“ (Untersuchungskonfiguration) im Dialogfeld ,,Gene
Study“ (Genuntersuchung)

Spaltentitel Beschreibung
,File Name* (Dateiname) Name der Durchlaufdatendatei (.pcrd-Erweiterung).
sFile Folder” (Dateiordner) Verzeichnis, das die Datendatei fur jeden Durchlauf in der

Genuntersuchung speichert

.Date Created" Datum, an dem die Daten erfasst wurden
(Erstellungsdatum)

~Well Group Name* Name der Kavitatengruppe, die ausgewahlt wurde, als die Datei der
(Kavitatengruppenname) Genuntersuchung hinzugefligt wurde

Tipp: Fir die Analyse einer Kavitatengruppe in der
Genuntersuchung missen Sie die Kavitatengruppe im Fenster
.Data Analysis® (Datenanalyse) auswahlen, bevor Sie die
Datendatei in die Genuntersuchung importieren.

~Step” (Schritt) Protokollschritt, der das Ablesen der Platte fir die Erfassung von
Echtzeit-PCR-Daten umfasst

.Run Type*“ (Durchlauftyp) Entweder benutzerdefiniert oder PrimePCR™-Durchlauf
~Protocol Edited” Zeigt an, sofern ausgewahlt, dass das fur einen PrimePCR-Durchlauf
(Bearbeitetes Protokoll) verwendete Protokoll bearbeitet wurde

,View Plate” (Plattenansicht) Offnet eine Plattenkarte der Platte mit den Daten eines jeden
Durchlaufs der Genuntersuchung

Vorbereiten einer Genuntersuchung

So bereiten Sie eine Genuntersuchung vor

1. Bevor Daten in eine Genuntersuchung importiert werden, fiihren Sie folgende Schritte im Fenster
,Data Analysis“ (Datenanalyse) aus:
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m  Uberpriifen Sie, ob die Proben mit dem gleichen Inhalt den gleichen Namen haben. In einer
Genuntersuchung setzt die Software voraus, dass Kavitdten mit dem gleichen Ziel- oder
Probennamen die gleichen Proben enthalten.

B Passen Sie die Baseline und den Schwellenwert (Cy) in der Registerkarte ,Quantification®
(Quantifizierung) an, um in jedem Durchlauf die Daten zu optimieren.

B Wahlen Sie die Kavitatengruppe aus, die Sie in die Genuntersuchung mit einschlielRen
mochten.

Um die Daten von einer Kavitatengruppe in der Genuntersuchung anzuzeigen, muss diese
Gruppe vor dem Importieren der Datendatei ausgewahlt werden.

Die Registerkarte ,Study Setup” (Untersuchungskonfiguration) zeigt eine Liste aller Durchlaufe in
der Genuntersuchung.

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,Gene Study” (Genuntersuchung) die Registerkarte ,Study Setup”
(Einrichtung der Untersuchung) aus.

3. Klicken Sie auf ,Add Data Files* (Datendateien hinzufligen), um eine Datei aus einem
Browserfenster auszuwahlen.

Tipp: Um Durchlaufe schnell zu einer Genuntersuchung hinzuzufligen, ziehen Sie die
Datendateien (Erweiterung .pcrd) in das Dialogfeld ,Study Setup®
(Untersuchungskonfiguration).

4. CFXManager™ Dx Software fiihrt automatisch die Genuntersuchungsanalyse durch, sobald Sie
Datendateien hinzufigen. Wahlen Sie die Registerkarte ,Study Analysis*
(Untersuchungsanalyse), um die Ergebnisse anzusehen.

Entfernen von Durchlaufen aus der Genuntersuchung

» Wahlen Sie eine oder mehrere Dateien in der Liste aus und klicken Sie auf ,Remove” (Entfernen).

So fiigen Sie Anmerkungen liber die Genuntersuchung hinzu

» Im Textfeld ,Notes" (Anmerkungen) kénnen Sie Anmerkungen lber die Dateien und die Analyse
hinzufligen.

Registerkarte ,,Study Analysis“ (Untersuchungsanalyse)

Die Registerkarte ,Study Analysis“ (Untersuchungsanalyse) zeigt die Daten aus allen Durchldufen der
Genuntersuchung an. Die Optionen fiir die Genexpressionsdatenanalyse sind dieselben wie bei einer
einzelnen Datendatei mit folgenden Ausnahmen:

B Fir Balkendiagramme werden die Kalibrationswerte zwischen den Durchlaufen (falls berechnet)
eingeblendet, wenn Sie auf ,Inter-run Calibration” (Kalibration zwischen Laufen) klicken.

262 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Genuntersuchung

Hinweis: Es kénnen nur die folgenden Probentypen als Inter-run-Kalibrator verwendet
werden:

O  ,Unknown® (Unbekannt)
O  ,Standard” (Standard)
O ,Positive Control“ (Positivkontrolle)

Probentypen der Negativkontrolle, Keine Vorlagenkontrolle (NTC) und Keine reverse
Transkriptase-Kontrolle (NRT) kdnnen nicht als Kalibrator zwischen den Durchlaufen verwendet
werden.
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Erstellen eines Genuntersuchungsberichts

So erstellen Sie einen Genuntersuchungsbericht

1.

Passen Sie Genuntersuchungsberichtsdaten und -diagramme nach Bedarf an, bevor Sie einen
Bericht erstellen.

Wahlen Sie im Menu ,Gene study“ (Genuntersuchung) , Tools“ > ,Reports” (Werkzeuge >
Berichte), um das Dialogfeld ,Report* (Berichte) zu 6ffnen.

Wahlen Sie die Optionen, die im Bericht enthalten sein sollen. Der Bericht wird mit den
ausgewahlten Standardoptionen gedffnet. Markieren Sie die Kontrollkastchen oder heben Sie
deren Auswahl auf, um ganze Kategorien oder einzelne Optionen innerhalb einer Kategorie zu
andern.

Unter Kategorien des Genuntersuchungsberichts auf Seite 264 werden die verfligbaren
Anzeigeoptionen aufgefihrt.

Andern Sie die Reihenfolge der Kategorien und Elemente in einem Bericht. Ziehen Sie die
Optionen an die entsprechende Position. Die Elemente konnen nur innerhalb der Kategorien neu
geordnet werden, zu denen sie gehoéren.

Klicken Sie auf ,Update Report“ (Bericht aktualisieren), um die Berichtvorschau mit allen
Anderungen zu aktualisieren.

Drucken oder speichern Sie den Bericht. Klicken Sie in der Symbolleiste auf die Schaltflache
,Print Report” (Bericht drucken), um den aktuellen Bericht zu drucken. Wahlen Sie ,File* > ,Save*
(Datei > Speichern), um den Bericht im PDF-Format (Adobe Acrobat Reader-Datei) zu speichern
und wahlen Sie einen Ort, an dem Sie die Datei speichern méchten. Wahlen Sie ,File* > ,Save
As® (Datei > Speichern unter), um den Bericht mit einem neuen Namen oder an einem neuen Ort
Zu speichern.

(Optional) Erstellen Sie eine Berichtvorlage mit den von Ihnen gewiinschten Informationen. Um
die aktuellen Berichteinstellungen in einer Vorlage zu speichern, wahlen Sie ,Template* > ,Save
oder ,Save As® (Vorlage > Speichern oder Speichern unter). Laden Sie die Berichtvorlage das
nachste Mal, wenn Sie einen neuen Bericht erstellen mochten.

1

Kategorien des Genuntersuchungsberichts

Verwenden Sie das Dialogfeld ,Gene Study Report* (Genuntersuchungsbericht), um die Daten der
Genuntersuchung in einem Bericht anzuordnen. Tabelle 39 fiihrt alle verfiigbaren Optionen fiir einen
Genuntersuchungsbericht auf.
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Tabelle 39. Kategorien fiir einen Genuntersuchungsbericht

Kategorie Option Beschreibung

»Header*“ (Kopfzeile)

Uberschrift, Unteriiberschrift und Logo fiir
den Bericht

~Report Information”
(Berichtsinformationen)

Daten, Benutzername, Datendateiname,
Datendateipfad und die ausgewahite
Kavitatengruppe

,Gene Study File List* (Liste der

Genuntersuchungsdateien)

Eine Liste aller Datendateien in der
Genuntersuchung

.Notes* (Hinweise)

Anmerkungen zum Datenbericht

Untersuchungsanalyse: Balkendiagramm

LAnalysis Settings*
(Analyseeinstellungen)

Eine Liste der ausgewahliten
Analyseparameter

,Chart* (Diagramm)

Das Balkendiagramm der Genexpression,
das die Daten anzeigt

,Target Names" (Zielnamen)

Eine Liste der Ziele in der Genuntersuchung

~>ample Names*
(Probennamen)

Eine Liste der Proben in der
Genuntersuchung

,Data“ (Daten)

Eine Tabelle, in der die Daten angezeigt
werden

»Target Stability”
(Zielstabilitatswert)

Daten der Zielstabilitat

»inter-run Calibration®
(Kalibration zwischen
Durchlaufen)

Daten der Kalibration zwischen Durchlaufen

Untersuchungsanalyse: Cluster-Grafik und Streudiagramm

LAnalysis Settings*
(Analyseeinstellungen)

Einstellungen fir jeden Diagrammtyp
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Tabelle 39. Kategorien fiir einen Genuntersuchungsbericht, Fortsetzung

Kategorie Option Beschreibung

,Chart“ (Diagramm) Genexpressionsdiagramm, in dem die Daten
angezeigt werden

,Data“ (Daten) Tabelle, in der die Daten zu jedem Ziel
aufgelistet werden
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Anhang A Datenanalyseberechnungen

Die CFX Manager™ Dx Software berechnet Formeln automatisch und zeigt die Ergebnisse in den
Registerkarten ,Data Analysis“ (Datenanalyse) an. In diesem Anhang wird ausfiihrlich erklart, wie die
CFX Manager Dx Software Formeln berechnet.

Reaktionseffizienz

Wissenschaftliche Erkenntnisse legen nahe, dass die Anwendung einer akkuraten Effizienzmessung
fur jeden Primer- und Sondensatz Ihnen genauere Ergebnisse bei der Analyse von
Genexpressionsdaten liefert. Der in Genexpressionsberechnungen verwendete
Standardeffizienzwert liegt bei 100 %. Generieren Sie fiir die Bewertung der Reaktionseffizienz eine
Standardkurve unter Verwendung serieller Verdiinnungen einer reprasentativen Probe (iber einen
relevanten dynamischen Bereich und zeichnen Sie die Effizienz fiir die nachfolgende
Genexpressionsanalyse auf. Falls Ihr Durchlauf eine Standardkurve enthalt, berechnet die Software
automatisch die Effizienz und zeigt diese unterhalb der Standardkurve in der Registerkarte
~Quantification” (Quantifizierung) an, sofern ,Auto Efficiency” (Auto-Effizienz) in der Registerkarte
~Targets” (Ziele) im Fenster ,Experiment Setting” (Experimenteinstellungen) markiert wurde.

Die Effizienz (E) in den Referenzformeln verweist auf die ,Effizienzen* wie von Pfaffl (2001) und
Vandesompele et al. (2002) beschrieben. In diesen Publikationen entspricht eine Effizienz von 2
(perfekte Verdopplung bei jedem Zyklus) einer Effizienz von 100 % in der Software. Sie haben die
Méglichkeit, Ihre Effizienzberechnungen in die in der Software verwendeten umzuwandeln, indem Sie
die folgenden mathematischen Beziehungen anwenden:

B E =(% Effizienz* 0,01) + 1

m % Effizienz=(E-1)*100
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»,Relative Quantity” (Relative Quantitat)

Die Formel fur die relative Quantitat (AC) fur eine Probe (GOI) lautet:

. . C, :y—C
Relative Quantitygmpe (Gor) = E'GOI( 9 (min) q(sample))
Hinweis: Diese Formel wird fir die Berechnung der relativen Quantitat verwendet, wenn keine
Kontrollprobe definiert wurde.
Dabei gilt:

B E = Effizienz von Primer und Nadelsatz. Diese Effizienz wird mit dieser Formel berechnet
(% Effizienz* 0,01) + 1, wobei 100 % Effizienz = 2

B C 4 (min) = Mittlerer Cq fiir die Probe mit dem niedrigsten mittleren C fiir GOI
B Cq (Probe) = Mittlerer C, fur die Probe

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)

Relative Quantitat bei Auswahl einer Kontrolle

Wenn eine Kontrollprobe zugeordnet ist, dann wird die relative Quantitat (RQ) fur jede Probe mit
einem zu untersuchenden Gen (GOI) mit dieser Formel berechnet:

Cq (control) _Cq (sample) )

Relative Quantityg,mpie (@or) = EGOI(

Dabei gilt:

B E = Effizienz von Primer und Nadelsatz. Diese Effizienz wird mit dieser Formel berechnet
(% Effizienz * 0,01) + 1, wobei 100 % Effizienz = 2

B Cq (Kontrolle) = Durchschnittlicher C, fir die Kontrollprobe
B Cq (Probe) = Durchschnittlicher C, fir alle Proben mit einem GOI

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)
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Standardabweichung der relativen Quantitat

Die Formel fur die Standardabweichung von der relativen Quantitat ist

SD Relative Quantity = SD Cqqor X Relative Quantitygmyle (ory X Ln (Eeor)

Dabei gilt:

B SD Relative Quantitat = Standardabweichung von der relativen Quantitat
B SD Cygp) Probe = Standardabweichung des C fur die Probe (GOI)

B Relative Quantitat = Relative Quantitat der Probe

B E = Effizienz von Primer und Nadelsatz. Diese Effizienz wird mit dieser Formel berechnet
(% Effizienz * 0,01) + 1, wobei 100 % Effizienz =2

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)

Effizienzkorrigierter C, (Ce)
Die Formel fur den effizienzkorrigierten Cy ist:
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Dabei gilt:

B E =Effizienz

Mittelwert effizienzkorrigierter C, (MCqg)

Die Formel fur den Mittelwert des effizienzkorrigierten Cy ist

Cqg 1)+Cag 2+...+Cag .
MC g = (Rep 1) (Re': ) (Rep n)

Dabei gilt:
B Cge = effizienzkorrigierter C

B n=Anzahl an Replikaten
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Normalisierungsfaktor

Der Nenner der Gleichung fiir die normalisierte Expression wird als der Normalisierungsfaktor
bezeichnet. Der Normalisierungsfaktor ist der geometrische Mittelwert der relativen Quantitaten aller
Referenzziele (Gene) fir eine bestimmte Probe, wie in dieser Formel beschrieben:

1
Normalization Factorgmpe (con = (RQmple ree1) X RQsample (Ref2) X - -+ X RQuample (Refn) e

Dabei gilt:
B RQ =relative Quantitat
B n=Anzahl an Referenzzielen

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)
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Normalisierte Expression

Die normalisierte Expression (AAC,) ist die relative Quantitét Ihres Ziels (Zielgens), das auf die
Quantitaten der Referenzziele (Gene der Sequenzen) in Ihrem biologischen System normalisiert
wurde. Offnen Sie das Fenster ,Experiment Settings* (Experimenteinstellungen) und klicken Sie in die
Referenzspalte auf jedes Ziel, das als Referenzgen dient.

Die Formel fur die normalisierte Expression, welche die berechnete relative Quantitatsberechnung
(EQ) nutzt, lautet:

RQuempie (coD)

Normalized Expressiong,p. (cor = -
(RQuampte (et ) *BQuample (et 2)X- - - ¥ RQeample. et )) ™

Dabei gilt:
B RQ =relative Quantitat eines Ziels

B Ref=Referenzziel in einem Durchlauf, der eines oder mehrere Referenzziele in jeder Probe
umfasst

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)

Vorausgesetzt, dass die Referenzziele lhr Expressionsniveau in lhrem biologischen System nicht
andern, berticksichtigt die Berechnung der normalisierten Expression auch Ladedifferenzen oder
Variationen der Zellanzahl, die in jeder Ihrer Proben reprasentiert sind.

Normalisierte Expression bei Auswahl einer Kontrolle

Wenn Sie eine Kontrollprobe im Fenster ,Experiment Settings” (Experimenteinstellungen) auswahlen,
legt die Software das Expressionsniveau der Kontrollprobe auf 1 fest. In dieser Situation normalisiert
die Software die relative Quantitat der gesamten Zielexpression (Gene) auf die Kontrollquantitat
(einen Wert von 1). Diese normalisierte Expression entspricht der unskalierten normalisierten
Expressionsanalyse bei Auswahl einer Kontrolle.

Hinweis: Dies ist auch als relative normalisierte Expression (RNE) und Fold Change bekannt.
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Standardabweichung flur die normalisierte Expression

Eine neue Skalierung des normalisierten Expressionswerts wird erzielt, indem die
Standardabweichung der normalisierten Expression durch den normalisierten Expressionswert fiir die
héchsten oder niedrigsten einzelnen Expressionsniveaus dividiert wird, je nachdem, welche
Skalierungsoption Sie wahlen. Die Formel fur die Standardabweichung (SD) von der relativen
Quantitat ist

B 5D RQuumple (e 1 ) 2 (SD RQuumpie (e 2 ) 2 (SD BQuamgle (e 1) ) 2
SD NF,, = NF,, x \/ ( o) 4 (e 2) et (e

Dabei gilt:

B RQ =relative Quantitat eines Ziels
®  SD = Standardabweichung

B NF = Normalisierungsfaktor

B Ref=Referenzziel

B n=Anzahl an Referenzzielen

Wenn eine Kontrollprobe zugeordnet wird, missen Sie diese Funktion der Neuskalierung an der
Standardabweichung nicht durchfiihren, wie in der nachfolgenden Formel verdeutlicht:

8D NF e ) 2 (SD RQuuapte (c0D ) 2

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor) X \/ ( NF qarople

RQuample (o)

Dabei gilt:

B NE = Normalisierte Expression

B RQ =relative Quantitat eines Ziels
B SD = Standardabweichung

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)
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Normalisierte Expression auf das hochste
Expressionsniveau skaliert

Wenn der Analysedurchlauf keine Kontrollen beinhaltet, skalieren Sie die normalisierte Expression
(NE) fir jedes Ziel (Gen), indem das Expressionsniveau jeder Probe durch das hochste
Expressionsniveau aller Proben dividiert wird. Die Software stellt das héchste Expressionsniveau auf
einen Wert von 1 ein und skaliert alle Proben-Expressionsniveaus neu. Die Formel fiir die hochste
Skalierung ist:

Normalized Expression,ypy. (qor
Normalized Expressionpignes sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,qj. (cor) =

Dabei gilt:

B GOl =das zu untersuchende Gen (Ziel)

Normalisierte Expression auf das niedrigste
Expressionsniveau skaliert

Wenn der Durchlauf keine Kontrollen beinhaltet, skalieren Sie die normalisierte Expression (NE) fur
jedes Ziel (Gen), indem das Expressionsniveau von jeder Probe durch das niedrigste
Expressionsniveau in allen Proben dividiert wird. Die Software stellt das niedrigste Expressionsniveau
auf einen Wert von 1 ein und skaliert alle Proben-Expressionsniveaus neu. Die Formel fiir die
niedrigste Skalierung ist:

Normalized Expressiongmye (cor)
Normalized Expressionyyes: sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong, . (cor =

Dabei gilt:

B GOl =das zu untersuchende Gen (Ziel)
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Normalisierte Expression auf das durchschnittliche
Expressionsniveau skaliert

Wenn der Analysedurchlauf keine Kontrollen beinhaltet, skalieren Sie die normalisierte Expression
(NE) fur jedes Ziel (Gen), indem das Expressionsniveau jeder Probe durch das geometrische
Mittelwertniveau aller Proben dividiert wird. Die Software stellt das durchschnittliche
Expressionsniveau auf einen Wert von 1 ein und skaliert alle Proben-Expressionsniveaus neu. Die
Formel fir die mittlere Skalierung ist:

Normalized Expressiong,gp, (qor
Normalized Expressiongy (gor)

Scaled Normalized Expressiong,mye (con =

Dabei gilt:
B GOl =das zu untersuchende Gen (Ziel)

B GM = Geometrischer Mittelwert der normalisierten Expression fir alle Proben
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Standardabweichung fur die skalierte normalisierte
Expression

Eine neue Skalierung des skalierten normalisierten Expressionswerts (NE) wird erzielt, indem die
Standardabweichung (SD) der normalisierten Expression durch den normalisierten Expressionswert
fur das hochste (MAX) oder niedrigste (MIN) Expressionsniveau dividiert wird, je nachdem, welche
Skalieroption Sie wahlen.

Hinweis: Wenn eine Kontrollprobe zugeordnet wird, miissen Sie diese Funktion der
Neuskalierung bei der Standardabweichung nicht durchfiihren.

Die Berechnung fur diese Formel ist:

SD NEgmpe (con

SD Scaled NEqyupie (GO) = NEyiax or vv (con)

Dabei gilt:

B NE = Normalisierte Expression

B SD = Standardabweichung

B GOl =das zu untersuchende Gen (Ziel)
B MAX=das hdchste Expressionsniveau

B MIN = das niedrigste Expressionsniveau

Regulation

Die Regulation ist eine Messung der Zunahme oder Abnahme in der Expression eines Ziels fiir eine
experimentelle Probe gegeniiber einer Kontrollprobe und wird folgendermafien bestimmt:

Wenn Expression (experimentell) > Expression (Kontrolle)

Expression (experimental)

Regulation =

Expression (control)

Wenn Expression (experimentell) < Expression (Kontrolle)

Regulation = —1 / (

Expression (experimental)
Expression (control)

Hinweis: Fir das Balkendiagramm basiert die Expression entweder auf der relativen Quantitat
oder der normalisierten Expression, je nachdem, welcher Modus ausgewahlt wurde (siehe
Balkendiagramm auf Seite 242). Flr das Streudiagramm und die Cluster-Grafik, wird die
Regulation jedoch immer anhand der normalisierten Expression berechnet.
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Formeln fur korrigierte Werte

Eine Differenz zwischen korrigierten und nicht korrigierten Werten ist nur sichtbar, wenn eine
Standardkurve als Teil des Echtzeit-PCR-Durchlaufs erstellt wird. Die Software verwendet drei
Gleichungen, um die Fehlerfortpflanzung zu bestimmen:

B Standardfehler

B Standardfehler fir normalisierte Expression

B Standardfehler fir das zu untersuchende normalisierte Gen (Ziel)
Die Formel firr Standardfehler lautet:

Standard Error = 32

V3
Dabei gilt:
B n=Anzahl an Referenzzielen (Genen)
®  SD = Standardabweichung

Der Standardfehler fiir den Normalisierungsfaktor in der normalisierten Expressionsformel ist

SE RQuumpie (Ref 2 SE RQm 2 SE RQuupte (Rete) \ 2
SE NFy = NF, % 4/ (sroppe @0 ) (e ™0 ) (g9
nxSE RQgample (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nxSE RQgumple (Ref n)

Dabei gilt:

B n=Anzahl an Referenzzielen
B SE = Standardfehler

B NE = Normalisierte Expression
B RQ =relative Quantitat

Der Standardfehler fiir die Formel des zu untersuchenden normalisierten Gens (GOI) ist:

2 2
SE GOI, = GOI, x \/ (Bm) + (SEG(‘;’IO‘)

Dabei gilt:

B SE = Standardfehler

B GOl =das zu untersuchende Gen (ein Ziel)
B NF = Normalisierungsfaktor

B n=Anzahl an Referenzzielen
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Anhang B Verwalten von CFX Manager Dx-
Benutzern und -Rollen

In der CFX Manager™ Dx Software kdnnen Sie Benutzer erstellen und diesen Benutzern eine Rolle
zuweisen. Rollen begrenzen den Zugriff auf CFX Manager Dx-Funktionen. Einem Benutzer kann nur
eine Rolle auf einmal zugewiesen werden. Ein CFX Manager Dx-Softwareadministrator kann jedoch
die Rolle des Benutzers jederzeit andern.

Tipp: Fur die Verwendung von CFX Manager Dx ist es nicht nétig, Benutzer zu erstellen. Wenn
Sie keine Benutzer erstellen, werden samtliche Aktivitdten vom Standardbenutzerkonto Admin
durchgefihrt.

Wichtig: Der Benutzer-Admin ist das Standard-Administratorkonto, das zur ersten Anmeldung in
CFX Manager Dx verwendet wird. Es wird empfohlen, dass Sie einen spezifischen Benutzer zur
Verwaltung von CFX Manager Dx erstellen. Weisen Sie diesem Benutzer die Rolle des
Administrators zu und fihren Sie samtliche Administratoraufgaben mit diesem Benutzer aus.

Wichtig: Die CFX Manager Dx Software hat keine Abmeldefunktion fir Benutzersitzungen
infolge von Inaktivitat. Daher wird empfohlen, dass Sie SicherheitsmaRnahmen von Windows
oder von Drittanbietern anwenden (wenden Sie zum Beispiel einen Bildschirmschoner mit
Anmeldepflicht an).

Verwalten von Benutzern

In der Standardausgabe von CFX Manager™ Dx Software kénnen Benutzerkonten einen beliebigen
Namen oder ein beliebiges Passwort haben.

Fir die Zuordnung einer Rolle zu jedem Benutzer, wahlen Sie bitte eine Rolle aus der Liste an Rollen
im Fenster ,User Administration (Benutzerverwaltung) aus. In diesem Beispiel hat der Gastbenutzer
das Zusatzrecht zum Speichern von Dateien.

Hinzufligen und Entfernen von Benutzern

Hinweis: Nur der CFX Manager Dx-Administrator kann Benutzer hinzufligen und entfernen.
Hinzufiigen von Benutzerkonten zu CFX Manager Dx

1. Wahlen Sie im Startfenster ,User” > ,User Administration“ (Benutzer > Benutzerverwaltung) aus.
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Daraufhin erscheint das Dialogfeld ,User Administration“ (Benutzerverwaltung).

User Administration

Manage Users

User Name Full Name Role Password Remove
1 |admin Administratar ~ O
2 |cpeterson carl peterson Administrator ~ O
3 |ebrizel elizabeth brize! Principal ~ O
4 |msnyder matthew snyder Guest v O
5 ~ O

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator Guest
1 |Start, pause and abort runs
7 |Addrepeatstoamun [l
3 | Perform skip steps
4 | Perform instrument calibration ] [l
5 | Apply different calibrations to a data file O O
6 | Edi orreplace plate during run O
7 | Edi or replace the plate after a un O
8  |Allow instrument file management [}
g | Rename instruments O
1p | Save anyfie
11 |Change threshold and baselines O
12 | Print reports
13 |Setup Email O O
Y]

41

Restore Default Rights

(=}
-

Cancel

2. Geben Sie im Fenster ,Manage Users* (Benutzer verwalten) einen Benutzernamen flr den
Benutzer ein.

3. Wabhlen Sie eine Benutzerrolle aus.

Rollen beschranken die Rechte des Benutzers. Die Standardeinstellung ist ,Principal®
(Hauptnutzer).

Tipp: Sie kénnen die Rechte fiir jede Rolle &ndern. Von einer Anderung der Rechte einer
Rolle sind alle Benutzer betroffen, denen diese Rolle zugewiesen wurde. Weitere Angaben
hierzu finden Sie unter Verwalten der Rechte von Rollen auf Seite 279.

4. (Optional) Geben Sie den vollstandigen Namen und das Passwort fir den Benutzer ein.

5. Klicken Sie auf ,,OK", um ein Dialogfeld zu 6ffnen und bestatigen Sie, dass Sie das Fenster
schlieRen mochten.

6. Klicken Sie auf ,Yes" (Ja), um das Dialogfeld und das Fenster zu schlief3en.
Entfernen eines Benutzers

1. Wahlen Sie im Fenster ,Manage Users*“ (Benutzer verwalten) ,Remove” (Entfernen) fir jeden
Benutzer aus, den Sie entfernen mochten.

2. Klicken Sie auf ,,OK*, um ein Dialogfeld zu 6ffnen und bestéatigen Sie, dass Sie das Fenster
schlieRen mochten.
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Verwalten von Benutzern

3. Klicken Sie auf ,Yes" (Ja), um das Dialogfeld und das Fenster zu schlief3en.

Hinweis: Die Liste der Software-Benutzer muss immer einen Administrator enthalten.

Verwalten der Rechte von Rollen

CFX Manager Dx beinhaltet diese vier Rollen:

B Administrator (obligatorisch) — Administratoren verfiigen uber alle Rechte und Sie kénnen diese
Rechte nicht &ndern. Administratoren kénnen zudem Benutzer hinzufiigen oder entfernen und die
Rechte fiir jede Rolle andern.

Hinweis: Nur ein Administrator kann die Rechte fiir eine Rolle andern.
B Hauptnutzer — standardgeman verfligt der Hauptnutzer liber alle Rechte.

B Bediener — standardgemaR verfiigt der Bedienernutzer (iber alle Rechte bis auf das Uberspringen
von Zyklen.

B Gast-standardgeman kann der Gastnutzer Dateien nur lesen.

Wichtig: Eine Anderung der Rechte fiir eine Rolle wirkt sich auf alle Benutzer aus, denen diese
Rolle zugeteilt ist. Sie kdnnen eine Rolle nicht fiir einen bestimmten Benutzer anpassen. Seien
Sie daher vorsichtig, wenn Sie die Rechte von Rollen andern.

Festlegen der Rechte fiir jede Rolle
1. Wahlen Sie im Startfenster ,User” > ,User Administration“ (Benutzer > Benutzerverwaltung) aus.
2. Fuhren Sie im Fenster ,Manage Rights® (Rechte verwalten) einen der folgenden Schritte aus:

B Um ein Recht von einer Rolle zu entfernen, heben Sie die Auswahl des zugehdrigen
Kontrollk&stchens auf.

B Um ein Recht zu einer Rolle hinzuzufligen, markieren Sie das zugehdrige Kontrollkastchen.

3. Kilicken Sie auf ,OK", um ein Dialogfeld zu 6ffnen und bestéatigen Sie, dass Sie das Fenster
schlielRen mochten.

4. Klicken Sie auf ,Yes“ (Ja), um das Dialogfeld und das Fenster zu schlieRen.
Zuriicksetzen aller Rechte fiir alle Rollen

» Kiicken Sie im Dialogfeld ,User Administration” (Benutzerverwaltung) auf ,Restore Default
Rights” (Standardrechte wiederherstellen).
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Anmelden in der CFX Manager Dx Software

Die CFX Manager Dx Software regelt (iber das Dialogfeld ,Login“ (Anmelden), wer sich in der
Software anmeldet. Wenn Sie die Software starten, zeigt CFX Manager Dx automatisch das
Dialogfeld ,Login“ (Anmelden) an, wenn zwei oder mehr Benutzer im Fenster ,User Administration
(Benutzerverwaltung) aufgelistet sind.

CFX Manager Dx zeigt die Namen des angemeldeten Benutzers oben im Startseitenfenster an.
Anmelden in CFX Manager Dx
1. Wahlen Sie lhren Namen aus der Drop-down-Liste ,User Name" (Benutzernamen) aus.

2. Geben Sie Ihr Passwort ein.

3. Klicken Sie auf ,,OK", um die das Dialogfeld ,Login“ (Anmeldung) zu schlieRen und die Software
zu 6ffnen.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

)
¥4
A

User Name: | cpeterson b

Password: |H+

QK Cancel

Andern von Benutzern
Sie kdnnen die Benutzer &ndern, wahrend die Software lauft.
Wechseln von Benutzern

1. Wahlen Sie im Startfenster ,User” (Benutzer) > ,Select User” (Benutzer wahlen), um das
Dialogfeld fiir die Anmeldung zu 6ffnen.

2. Wahlen Sie einen Namen aus der Drop-down-Liste mit den Benutzernamen aus.
3. Geben Sie das Passwort des neuen Benutzers ein.

4. Klicken Sie auf ,OK*“, um die das Dialogfeld ,Login“ (Anmeldung) zu schlieRen und die Software
zu 6ffnen.
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Andern von Benutzerpasswortern
CFX Manager Dx-Benutzer kénnen ihr Passwort jederzeit andern.
So andern Sie Benutzerpassworter

1. Wahlen Sie im Startfenster ,User” (Benutzer) > ,Change Password” (Passwort andern), um das
Dialogfeld fiir die Anderung des Passworts zu 6ffnen.

Change Password

(ld Password: | |

MNew Password: | |

Corfim New Password: | |

QK Cancel

2. Geben Sie bei ,Old Password” (Altes Passwort) Ihr aktuelles Passwort ein.

3. Geben Sie unter ,New Password“ (Neues Passwort) ein neues Passwort ein und geben Sie es
erneut unter ,Confirm New Password” (Neues Passwort bestatigen) ein.

4. Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderung zu bestatigen.

Anzeigen lhrer Rolle und lhrer Rechte

Tipp: Benutzer, denen die Benutzerrollen ,Principal“ (Hauptnutzer), ,Operator* (Bediener) oder
~Guest” (Gast) zugewiesen wurde, kdnnen nur ihre eigenen Benutzereinstellungen, Rechte und
Rollen ansehen.

Anzeigen lhrer aktuellen Benutzerrolle und Rechte

» Wahlen Sie im Startfenster ,User” > ,User Administration” (Benutzer > Benutzerverwaltung) aus.

Kontaktieren Sie Ihren CFX Manager Dx-Administrator, um die Benutzereinstellungen, Rechte und
Rollen, die im Fenster ,User Administration“ (Benutzerverwaltung) aufgefihrt sind, zu andern.
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Anhang C LIMS-Integration

Sie kdnnen die CFX Manager™ Dx Software zur Verwendung mit einem Labor-Informations- und
Management-System (LIMS) konfigurieren. Fiir die LIMS-Integration benétigt CFX Manager Dx
Plattenkonfigurationsinformationen, die von der LIMS-Plattform erstellt wurden (eine LIMS-Datei,
*.plrn), eine anhand von CFX Manager™ Dx Software erstellte Protokolldatei (*.prcl), einen definierten
Ort fur den Datenexport und ein definiertes Exportformat.

Nach Abschluss des Analysedurchlaufs erzeugt der CFX Manager Dx eine PCRD-Datendatei und
speichert diese in einem festgelegten Datenexportordner. Das CFX Manager Dx kann ebenfalls eine
LIMS-kompatible Datendatei im CSV-Format erzeugen und diese am gleichen Ort speichern.

Erstellen LIMS-kompatibler Datendateien

In diesem Anhang wird erklart, wie Sie die CFX Manager Dx Software einrichten, um LIMS-kompatible
Datendateien zu erstellen, zu speichern und zu exportieren.

Einrichten des LIMS-Ordners und der Datenexport-Optionen

Standardgeman speichert CFX Manager Dx die LIMS-Protokolle, -Dateien und -Datenexportdateien
in diesem Ordner:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Sie kdnnen CFX Manager Dx konfigurieren, um die Dateien in einem anderen Ordner zu speichern,
und Sie kénnen die Exportoptionen fir LIMS-Daten &ndern.

So richten Sie einen LIMS-Ordner und Datenexportoptionen ein

1.  Wahlen Sie im Startfenster ,Tools > Options” (Werkzeuge > Optionen).

2. Wahlen Sie im Dialogfeld ,Options” (Optionen) ,Data Export Settings®
(Datenexporteinstellungen).
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Options

[~ Emai [i# Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings..

Protocal: |C."-Users'-.Public'-.Ducuments'-.EiD-Rad"-CFX_DX'-.LIMS".L\MS Protocols | .

LIMS File: |C:'-Users'-.PubIlc'-.Ducurnents'-.ElDfRad'-CF}’\_D){'-.LIMS | "

Data Bxport: |C:\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX_DX\LIMS |

Other Data Settings
(®) Use data file location

(0 Use this folder: ‘

[] Automatically export all data sheets at the end of run

Data format: | Excel 2007 (*xlsx)

OK Cancel

(Optional) Wahlen Sie ,Automatically export LIMS Data at end of run“ (LIMS-Daten bei
Beendigung des Durchlaufs automatisch exportieren).

Die Software exportiert dann die LIMS-Daten automatisch nach Beendigung jedes Durchlaufs
und speichert sie in dem festgelegten Ordner.

Um die Standard-Exportoptionen fiir LIMS-Daten zu &ndern, klicken Sie auf ,LIMS Data Export
Settings“ (Exporteinstellungen fur LIMS-Daten).

Wichtig: Nur LIMS-Daten, die als CSV-Datei exportiert werden, kénnen wieder zuriick in
CFX Manager Dx importiert werden.

Wahlen Sie im Dialogfeld ,LIMS Data Export Format Settings“ (Einstellungen des Exportformats
von LIMS-Daten) die erforderlichen Exportoptionen und klicken Sie auf ,,OK*.

Wahlen Sie im Dialogfeld ,Options” (Options) einen Standardordner, in dem die LIMS-
Datendateien gespeichert werden sollen. Sie kénnen fiir jeden Dateityp einen anderen
Speicherort wahlen:

B Protokoll
B LIMS-Datei
B Datenexport

Klicken Sie auf ,OK*, um die Anderungen zu speichern und das Dialogfeld ,Options* (Optionen)
zu schlieRen.

284 | CFX96 Dx und CFX96 Deep Well Dx Systeme



Erstellen LIMS-kompatibler Datendateien

Erstellen eines LIMS-Protokolls

Um einen LIMS-Durchlauf zu starten, erstellen Sie eine CFX Manager Dx Protokoll-Datei (*.prcl) und
speichern Sie diese im festgelegten LIMS-Protokollordner.

Weitere Informationen finden Sie in Kapitel 6, Erstellen von Protokollen.

Erstellen einer LIMS-Datei

Eine LIMS-Datei (*.plrn) enthalt die Platteneinrichtungsdetails sowie den Protokolldateinamen. Diese
Datei wird von lhrem internen LIMS erzeugt. CFX Manager Dx nutzt die LIMS-Datei fir die Erzeugung
einer Plattendatei, die mit einer Protokolldatei verwendet wird.

CFX Manager Dx bietet Plattenimport-Vorlagendateien, die Sie bearbeiten kdnnen, um
benutzerdefinierte LIMS-Plattendateien zu erstellen.

Tipp: Diese Aufgabe sollte von einem LIMS-Spezialisten durchgefiihrt werden.
So erstellen Sie eine LIMS-Datei

1. Wahlen Sie im Startseitenfenster ,View" > ,Show" > ,LIMS File Folder* (Ansicht > Anzeigen >
LIMS-Dateiordner).

2. Offnen Sie den LIMS-Vorlagenordner und wéhlen Sie eine .csv-Datei, die Sie in lhr internes LIMS
importieren kdnnen.

B UMS Templates

« ' ‘T‘| Cih\Users'Publich\Documents\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates ] Search Ll... @

ES

* Downloads ~ Mame Date modified Type Size

b Music EL] CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 643 AM Microsoft Excel .., 5 KB
&= Pictures

m Videos
e OSDisk (C)
= Groups (G:) w

=

1item =

3. Bearbeiten Sie die Vorlagendatei unter Anwendung von LIMS, indem Sie die erforderlichen in
Tabelle 40 aufgefiihrten Felder ausfillen.

4. Speichern Sie die Vorlage mit der Dateinamenerweiterung .plrn im LIMS-Dateiordner.

Wichtig: CFX Manager Dx kann die .plrn-Datei 6ffnen. Sie mussen die .csv-Datei als .plrn
speichern, um den LIMS-Durchlauf zu starten.
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Tabelle 40. Definition von LIMS-.csv-Dateiinhalten

Spalte Zeile Beschreibung Inhalt Zweck
A 1 ,Plate Header" (Kopfzeile Nicht bearbeiten Vordefiniert
Platte)
AB,C 2 ,Field/Data/lnstruction” Nicht bearbeiten Vordefiniert
(Feld/Daten/Anweisung)
B 3 Version Nicht bearbeiten Vordefiniert
B 4 .Plate Size“ (PlattengréRe) Nicht bearbeiten Vordefiniert
B 5 ,Plate Type“ (Plattentyp) Geben Sie ,,BR White* Pflichtfeld
(,BR Weil"), ,BR Clear”
(BR Durchsichtig) oder

einen anderen
kalibrierten Plattentyp

an
B 6 »Scan Mode* (Scan- Geben Sie ,SYBR/FAM Pflichtfeld
Modus) Only:* (Nur

SYBR/FAM), ,All
Channels® (Alle Kanale)
oder ,FRET* (FRET) ein

B 7 Einheiten Geben Sie ,copy Pflichtfeld
number*,” fold dilution®,
,micromoles®,
,nanomoles”,
spicomoles”,
Lemtomoles®,
L2attomoles®,
»milligrams®,
»micrograms*®,
L,nhanograms®,
Lpicograms®,
~femtograms®,
Lattograms* oder
Jpercent” ein.
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Tabelle 40. Definition von LIMS-.csv-Dateiinhalten, Fortsetzung

Spalte Zeile Beschreibung Inhalt Zweck
B 8 ,Run ID* (Durchlauf-ID) Geben Sie eine kurze Optional
Beschreibung oder den
Strichcode des
Durchlaufs ein (maximal
30 Zeichen, Kommas
nicht zulassig)
B 9 »,Run Note" (Anmerkung Geben Sie eine Optional
zum Durchlauf) Beschreibung des
Durchlaufs ein
B 10 »Run Protocol” Geben Sie den Pflichtfeld
(Durchlaufprotokoll) Protokolldateinamen
genau wie angegeben
ein.
A 11 .Data File* (Datendatei) Geben Sie den Optional
Datendateinamen ein
A 12-15 , 1 BD/Empty* Nicht bearbeiten Vordefiniert
(Festzulegen/Leer)
A 16 ,Plate Data“ (Plattendaten) Nicht bearbeiten Vordefiniert
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Tabelle 40. Definition von LIMS-.csv-Dateiinhalten, Fortsetzung

Spalte Zeile Beschreibung Inhalt Zweck
A 17-113 ,Well Position* Nicht bearbeiten Vordefiniert
(Kavitatenposition)
B-G ,Ch1 Dye, Ch2 Dye, Ch3 Geben Sie einen Pflichtfeld
Dye, Ch4 Dye, Ch5 Dye, kalibrierten

FRET* (Ch1-Farbstoff,
Ch2-Farbstoff, Ch3-
Farbstoff, Ch4-Farbstoff,
Ch5-Farbstoff, FRET)

Farbstoffnamen fiir
jeden verwendeten
Kanal ein (z. B. ,FAM®)

H ~Sample Type“ (Probentyp)

Geben Sie einen der Pflichtfeld
folgenden Probentypen
ein: ,Unknown*
(Unbekannt), ,Standard*
(Standard), ,Positive
Control®
(Positivkontrolle),
.Negative Control*
(Negativkontrolle),
NTC* (Keine
Vorlagenkontrolle) oder
NRT" (Keine reverse
Transkriptase-Kontrolle)

~Sample Name*
(Probenname)
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Erstellen LIMS-kompatibler Datendateien

Tabelle 40. Definition von LIMS-.csv-Dateiinhalten, Fortsetzung

Spalte
J-O

Zeile

Beschreibung Inhalt Zweck
,CH1 Target, CH2 Target, Geben Sie den Optional
CH3 Target, CH4 Target, Zielnamen fir jeden
CH5 Target, FRET Target” verwendeten Kanal ein
(CH1-Ziel, CH2-Ziel, CH3-
Ziel, CH4-Ziel, CH5-Ziel,
FRET-Ziel)
,Biological Set Name* Geben Sie den Namen Optional
(Name biologischer Satz) des biologischen Satzes
ein
.Replicate” (Replikat) Geben Sie eine positive Optional
Ganzzahl fiir jeden
Replikatsatz ein. Der
Wert darf nicht Null
betragen.
,CH1 Quantity, CH2 Geben Sie die Firalle
Quantity, CH3 Quantity, Mengenwerte fiir Standards
CH4 Quantity, CH5 jegliche Standards ein. erforderlich
Quantity, FRET Quantity” Geben Sie die
(CH1-Menge, CH2-Menge, Konzentration in
CH3-Menge, CH4-Menge, Dezimalschreibweise
CH5-Menge, FRET- ein.
Menge)
»Well Note" Geben Sie eine Optional
(Kavitatenanmerkung) Anmerkung zu einer

Kavitat ein (maximal 20
Zeichen)
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Tabelle 40. Definition von LIMS-.csv-Dateiinhalten, Fortsetzung

Spalte Zeile Beschreibung Inhalt Zweck

Y-AD ,Ch1 Well Color, Ch2 Well Geben Sie einen Optional
Color, Ch3 Well Color, Ch4 benutzerdefinierten
Well Color, Ch5 Well Color, Spurenfarbstil als 32-

FRET Well Color* (Ch1- Bit-Integer-
Kavitatenfarbe, Ch2- Dezimalformat (argb)
Kavitatenfarbe, Ch3- ein

Kavitatenfarbe, Ch4-
Kavitatenfarbe, Ch5-
Kavitatenfarbe, FRET-
Kavitatenfarbe)

Starten eines LIMS-Durchlaufs
So starten Sie einen LIMS-Durchlauf

1. Fuhren Sie einen der folgenden Schritte aus, um eine LIMS-Datei (.plrn) zu 6ffnen:

B Wahlen Sie im Startfenster ,View" > ,Show" > ,LIMS File Folder* (Ansicht > Anzeigen >
LIMS-Dateiordner) und 6ffnen Sie die Ziel-PLRN-Datei.

B Wahlen Sie im Startfenster ,File“ > ,Open“ > ,LIMS File Folder* (Datei > Offnen > LIMS-
Datei) und 6ffnen Sie die Ziel-PLRN-Datei.

Die Datei wird in der Registerkarte ,,Start Run® (Durchlauf starten) im Einrichtungsassistenten des
Durchlaufs gedffnet. Die Registerkarte ,Start Run® (Durchlauf starten) zeigt Informationen Gber
das auszufiihrende Experiment an. Es werden auflerdem der bzw. die verbundenen
Gerateblécke angezeigt, auf dem bzw. denen Sie das Experiment ausfiihren kdnnen.

2. Wahlen Sie in der Registerkarte ,Start Run“ (Durchlauf starten) ein Gerat aus und klicken Sie auf
»Start Run“ (Durchlauf starten).
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Run Setup

Protocol (1) Plate "B Start Run
Run Information
Protocol: RespProtocol prcl
Plate: LIMS001_96 wells.pitd

Motes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Mame A Type
O CFX96 Decp Well
CrX360W2 CFX96 Deep Well
[] CFrxsel CFX96
CFX96102 CFX96

Run Status

Idle
Idle
Idle
Idle

Sample Volume
25
25
25
25

ID/Bar Code

[] Select All Blocks

@ Hash Block Indicator | | #J  Open Lid

2

Close Lid

3 Start Run

<< Prey

LIMS-Ordner exportieren).

Exportieren von Daten in LIMS

So exportieren Sie eine Datendatei in ein LIMS

Bei Abschluss des Durchlaufs erzeugt der CFX Manager Dx eine PCRD-Datendatei und speichert
diese im definierten Datenexportordner.

» Offnen Sie die PCRD-Datei und wéhlen Sie ,Export* > ,Export to LIMS Folder* (Exportieren > In

Tipp: Wenn Sie unter den LIMS-Optionen ,Automatically Export Data after Run® (Daten
automatisch nach Durchlauf exportieren) wahlen, erstellt CFX Manager Dx eine LIMS-kompatible
Datendatei im CSV-Format und speichert diese im gleichen Ordner.
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Anhang D Fehlerbehebung
Verbindungsprobleme mit der CFX Manager Dx
Software

Anwendungsprotokoll

Vor dem Start eines neuen Durchlaufs beginnen die Gerate CFX96™ und CFX96 Deep Well einen
Selbstdiagnosetest, um zu tiberpriifen, ob der Betrieb in Ubereinstimmung mit den Spezifikationen
erfolgt. Die Software zeichnet die Ergebnisse dieses Tests in den Durchlaufprotokoll- und
Anwendungsprotokolldateien auf. Falls Sie ein Problem in einem oder mehreren Experimenten
feststellen sollten, 6ffnen Sie die Durchlauf- und Anwendungsprotokolle, um den Ursprung des
Problems festzustellen.

CFX Manager™ Dx sammelt Informationen iber den Status eines Gerats wahrend eines Durchlaufs
im Anwendungsprotokoll. Verwenden Sie diese Protokolle, um Ereignisse nachzuverfolgen, die auf
den Geraten und in der Software auftreten, sowie flr die Fehlerbehebung.
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So 6ffnen Sie das Anwendungsprotokoll

» Wahlen Sie in Startseitenfenster ,View" (Ansicht) > ,Application Log“ (Anwendungsprotokoll).

MachineCollection

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - 'RN00S707, Shuttle SN -
- 788BR09588', Model - CFX96'

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN005883', Shuttle SN - 'SG8719", ORM SN Info MachineCollection
-"788BR02001", Model - ‘Dual 48 Well".

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - ‘RN008661", Shuttle SN - 'SG6751, ORM SN

- 788BR03671', Mode! - Dual 48 Well'
08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - 'RN002499', Shuttle SN - 'SG8098", ORM SN Info MachineCollection
- 788BR00531', Model - 'CFX96".

'SG7642, ORM SN

Info MachineCollection

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - RN004743', Shuttle SN - 'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR06617, Model - CFX Connect

08/04/2017 09:34:59 Instrument connected- Base SN - SIM42465 Block SN - 'RN006483', Shuttle SN - 'SG9551", ORM SN Info MachineCollection
- 788BR04970', Model - '96 Well'

08/04/201709:3459  Command line arguments: C:\ProgramData \Bic- Rad\CFX\Insnumem' Info C1000Server

C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\ ‘FlagshipC xml" True' False' "1™

08/04/2017 09:34:59 Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started. Info C1000Server

08/04/201709:34:53  C1000 Server has started. Info C1000Server

08/04/2017 09:34:58 MC status thread started. Info MC

08/04/201709:34:58  C1000 server started successfully. MachineCollection

]14 4 » »i| EventLog , IKTI il

Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07-00

Severty: Info

Tag: Unassigned

Message: Instrument connected- Base SN - 'SIM85406', Block SN - RN00S707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN - 788BR09582", Model - CFX96
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Fehlerbehebung

Normalerweise kdnnen Software- und Gerateprobleme durch einen Neustart Ihres Computers und
des Systems behoben werden. Stellen Sie sicher, dass Sie alle Arbeiten, die gerade ausgefihrt
werden, vor dem Neustarten speichern.

Hinweis: Uberpriifen Sie, ob Ihr Computer iiber ausreichend Arbeitsspeicher und freien
Speicherplatz verfuigt. Der minimale Arbeitsspeicherplatz ist 4 GB und der minimale
Festplattenspeicherplatz betragt 128 GB.

Stromausfall

Bei einem Stromausfall schalten sich die Gerate und der Computer ab. Wenn der Stromausfall nur
kurz ist, setzt das Gerat die Ausflihrung eines Protokolls weiter fort, aber das Anwendungsprotokoll
zeichnet den Stromausfall trotzdem auf. Je nach Computereinstellung und der Dauer des
Stromausfalls, versuchen das Gerat und die Software den Durchlauf in Abhangigkeit vom
Protokollschritt weiter auszufiihren:

B Wenn das Protokoll gerade bei einem Schritt ohne eine Plattenablesung ist, setzt das Protokoll
den Durchlauf fort, sobald das Gerat wieder mit Strom versorgt wird.

B Wenn sich das Protokoll gerade bei einem Schritt mit einer Plattenablesung befindet, setzt das
Protokoll den Durchlauf fort, sobald das Gerat wieder mit Strom versorgt wird. In diesem Fall wird
das Protokoll nur fortgesetzt, wenn die Software durch den Computer nicht abgeschaltet wird.
Wenn der Computer und die Software wieder starten, wird das Protokoll fortgesetzt.

Entnahme von Proben aus dem Reaktionsmodul wahrend eines Stromausfalls

Sie kdnnen wahrend eines Stromausfalls einen verriegelten motorisierten Deckel an einem
Reaktionsmodul 6ffnen, um lhre Proben zu entnehmen.

So entfernen Sie die Sicherungsplatte

1. Drucken Sie den Verschlussriegel herunter, um das Reaktionsmodul aus dem C1000™ Dx
Thermocycler zu entnehmen.

2. Stellen Sie das Reaktionsmodul vorsichtig auf einen Schreib- oder Labortisch.
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3.

5.

Positionieren Sie das Modul so, dass die Vorderseite des Moduls etwa 5 cm iber den Rand

hinausragt.

Entfernen Sie mit einem Inbusschliissel die beiden groRen Schrauben unterhalb der vorderen
Kante des Reaktionsmoduls (unterhalb des Knopfes zur Offnung des Deckels).

Sie sollten héren kénnen, wie sich die Sperrverriegelung im Modul I6st.

Wichtig: Entfernen Sie nicht die beiden kleinen Schrauben unterhalb der vorderen Kante
des Moduls.

L

Driicken Sie zum Offnen auf den Deckel des Reaktionsmoduls. Sie sollten sehen, dass sich die
Verriegelung (dunkler Kunststoff) gelést hat. Entnehmen Sie lhre Proben aus dem Block.
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6. Setzen Sie die Sperrverriegelung wieder ein und sichern Sie diese mit den grofen Schrauben,
um das Reaktionsmodul bei ge6ffnetem Deckel wieder zusammenzusetzen.

Abrufen von Dateien auf dem CFX Manager Dx-Computer

Sie kdnnen Daten- und Protokolldateien, die auf diesem Gerat gespeichert sind, abrufen und auf die
Festplatte eines verbundenen Computers Ubertragen.

Hinweis: Alle Dateien in dem Echtzeit-Datenordner auf der Geratebasis werden auf lhren
Computer Ubertragen.

So rufen Sie Dateien vom Gerit ab

1. Klicken Sie mit der rechten Maustaste im Fenster ,Detected Instruments” (Erkannte Gerate) auf
der Startseite auf das Zielgerat und wahlen Sie eine der folgenden Optionen aus:

B Protokolldateien abrufen
B Datendateien abrufen

2. Wahlen Sie einen Zielordner, in dem die abgerufenen Dateien gespeichert werden sollen.

3. Klicken Sie auf ,OK".

Manuelles Installieren der CFX Manager Dx Software

So fiihren Sie die manuelle Installation der CFX Manager™ Dx Software durch
1. Trennen Sie ggf. sdmtliche angeschlossenen Gerate von dem Computer.

Suchen und trennen Sie das USB-Kabel des Gerates vom CFX Manager Dx-Computer. Das am
Gerat eingesteckte Ende kann dort verbleiben.

2. Melden Sie sich mit den Administratorrechten am CFX Manager Dx-Computer an.

3. Legen Sie die Software-CD ein.
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4. Navigieren Sie in Windows Explorer zur CD, klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das
Software-CD-Symbol und wahlen Sie ,Explore” (Erkunden), um das CD-Fenster zu 6ffnen.

5. Doppelklicken Sie auf den Ordner ,,CFX_Manager“, um diesen zu 6ffnen, und doppelklicken Sie
dann auf setup.exe, um den Software-Installationsassistenten zu starten.

6. Befolgen Sie die Anweisungen im Assistenten, um die Software zu installieren, und klicken Sie
dann auf ,Finish® (Fertigstellen).

Treiberneuinstallation
So fiihren Sie die Neuinstallation der Gerétetreiber durch

» Wahlen Sie im Startfenster ,Tools" (Werkzeuge) > ,Reinstall Instrument Drivers” (Geratetreiber
neuinstallieren).

Hinweis: Wenn Sie Probleme mit der Kommunikation der Software mit einem Echtzeit-System
nach der Neuinstallation der Treiber und der Prifung des USB-Anschlusses haben sollten,
wenden Sie sich bitte an den Bio-Rad Technischen Support.
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