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1 Uvod

Dékujeme, Ze jste si vybrali pfistroj Rotor-Gene Q MDx. Jsme pfesvédceni, Ze se stane nedilnou
soucasti vasi laboratofe.

Pfed pouzitim pFistroje Rotor-Gene Q MDx je zcela zasadni, abyste si dukladné precetli tuto
uzivatelskou pfirucku a vénovali pozornost informacim o bezpecénosti. Pokyny a informace
o bezpecénosti obsazené v uzivatelské pfiruéce musite dodrzovat z divodu zajisténi bezpecného

provozu pristroje a jeho udrzovani v bezpe¢ném stavu.

Upozorriujeme, Ze pfistroj Rotor-Gene Q MDx se dodava v rliznych konfiguracich. Podrobnosti
véetné informaci o objednani naleznete v ¢asti 16.

1.1 O této uzivatelské pfirucce

Tato uzivatelska pfiru¢ka obsahuje informace o pfistroji Rotor-Gene Q MDx v nasledujicich
Castech:

e Uvod

® Informace o bezpeénosti
® \/Seobecny popis

® Postupy instalace

® Provozni postupy

e Udrzba

e Reseni potizi

® Technické specifikace

® Pfilohy

PFilohy obsahuji nasledujici informace:

@ P¥iloha A — Pravni informace

e Priloha B — Matematické techniky
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1.2 VSeobecné informace

1.2.1  Technicka podpora

Ve spole¢nosti QIAGEN® jsme hrdi na kvalitu a dostupnost nasi technické podpory. V nasich
oddélenich technické podpory pracuji zkudeni védci s rozsahlymi praktickymi a teoretickymi
zkuSenostmi v molekularni biologii a v pouziti produktd znacky QIAGEN. Pokud budete mit
jakékoliv dotazy Ci narazite na jakékoliv obtiZze v souvislosti s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx nebo
vyrobky QIAGEN obecné, nevahejte nas kontaktovat.

Zakaznici spolec¢nosti QIAGEN jsou hlavnim zdrojem informaci pro pokrocilé nebo specializované
pouziti nasich produktl. Tyto informace jsou uZite¢né pro ostatni védce a také pro vyzkumné
pracovniky spole¢nosti QIAGEN. Proto bychom vas radi vyzvali k tomu, abyste nas kontaktovali,

pokud mate pfipominky k G¢innosti produktll nebo navrhy pro nové aplikace a techniky.

S pozadavky o technickou podporu se obracejte na technické sluzby spole€nosti QIAGEN.

Aktualni informace 0 pfistroji Rotor-Gene Q MDx najdete na webu
https://www.giagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-gene-q-mdx/.

Internetové stranky: support.qiagen.com

Nez se obratite na oddéleni technickych sluzeb spolecnosti QIAGEN s dotazem na chyby,

pfipravte si nasledujici informace:

® sériove Cislo, typ a verzi pfistroje Rotor-Gene Q MDXx,
® Kkod chyby (je-li relevantni),

® Casovy bod, kdy se chyba poprvé objevila,

® cCetnost chyby (tzn. ob&asna nebo trvala chyba),

® Kkopie souborli protokolu.

1.2.2 Prohlaseni zasad

Strategii spole¢nosti QIAGEN je zlepSovat produkty s pfichazejicimi novymi technologiemi
a soucastmi. Spole¢nost QIAGEN si vyhrazuje pravo technické udaje kdykoliv zménit. Snazime
se vytvorit uzite€nou a vhodnou dokumentaci, takze pfivitame vase pfipominky k této pfirucce.
Kontaktujte prosim oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN.
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1.2.3 Sprava verzi

Tento dokument je UZivatelska prirucka k pristroji Rotor-Gene Q MDx, revize R1, pro pfistroje
Rotor-Gene Q MDx pouzivajici software Rotor-Gene Q verze 2.3.x (kde x je = 0).

1.3  Zamyslené pouziti pfistroje Rotor-Gene Q MDx

PFistroj Rotor-Gene Q MDx je ur€en k provadéni tepelného cyklovani v realném Case, detekce
a/nebo kvantifikace s vyuzitim polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction,
PCR) v Kklinickych aplikacich.

Pristroj Rotor-Gene Q MDx je ur€en k pouziti pouze v kombinaci se soupravami QIAGEN
uréenymi k pouziti s pFistroji Rotor-Gene Q pro zpUsoby pouziti popsané v pfisluSnych navodech

k soupravam QIAGEN.

Pokud se pfistroj Rotor-Gene Q MDx pouziva s jinymi soupravami nez QIAGEN, je uzivatel

povinen ovéfit funkénost takové kombinace vyrobku pro konkrétni pouziti.
PFistroj Rotor-Gene Q MDx je urcen pro diagnostické ucely in vitro.

PFistroj Rotor-Gene Q MDx je uren k pouziti profesionalnimi uzivateli jako techniky a lékafi
vyskolenimi v molekularné-biologickych technikach a provozu pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

1.3.1  PozZadavky na pfistroj Rotor-Gene Q MDx

Tato tabulka uvedena nize obsahuje hlavni stupné kvalifikace a odbornych zkuSenosti, které jsou

nutné pro transport, instalaci, pouziti, udrzbu a servis pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

Ukol Personal Odborna priprava a zkusenosti

Dodani Z&dné specialni pozadavky Z&dné specialni pozadavky

Instalace Laboratorni technici nebo obdobny  Adekvatné vyskolené a zkuSené osoby, které jsou
personal obeznamené s pouzitim pocitace a automatizaci

obecné

Bézné pouziti Laboratorni technici nebo obdobny  Profesionalni uzZivatelé, napf. technici nebo Iékafi

(spousténi protokol() personal vyskoleni v technikach molekularni biologie

Bézna udrzba Laboratorni technici nebo obdobny  Profesionalni uzZivatelé, napf. technici nebo Iékafi
personal vyskoleni v technikach molekularni biologie

Opravy a ro¢ni tdrzba  Pouze terénni servisni specialisté Pravidelné proskolovani, certifikovani a povéreni
firmy QIAGEN spole¢nosti QIAGEN
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1.4  Potfebné materialy
Poznamka: Pouzivejte pouze pfisluSenstvi dodané spole¢nosti QIAGEN.

® Rotor-Gene Q MDx 5Plex (kat. €. 9002020)

® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM (kat. €. 9002030)

® Rotor-Gene Q MDx 6Plex (kat. €. 9002040)

e Laptop (kat. €. 9026760)

® 72-Well Rotor (kat. €. 9018903)

® Locking Ring 72-Well Rotor (kat. ¢. 9018904)

® Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (kat. €. 9018901)
e Rotor Holder (kat. €. 9018908)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250) (kat. ¢. 981103)
® Rotor Gene Q SW (kat. €. 9023241)

1.5 Potrfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

® Bezpecnostni bryle
® Rukavice
® Laboratorni plast

Pro pouziti pfistroje Rotor-Gene Q MDx je nutna souprava PCR, kterou je nutné zakoupit

samostatné; informace o dodavané fadé souprav naleznete na QIAGEN.com.
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2 Informace o bezpecénosti

Pred pouzitim pristroje Rotor-Gene Q MDx je zcela zasadni, abyste si dlikladné precetli tuto
uzivatelskou pfiru¢ku a vénovali pozornost informacim o bezpecnosti. Pokyny a informace
o bezpecnosti obsazené v uZivatelské pfiru¢ce musite dodrzovat z davodu zajisténi bezpecného

provozu pfistroje a jeho udrzovani v bezpe¢ném stavu.

V uZivatelské priru¢ce k pristroji Rotor-Gene Q MDx se objevuji nasledujici typy informaci

0 bezpecénosti.

VAROVANI | Termin VAROVANI se pouziva k tomu, aby vas informoval o situacich, které
: by mohly mit za nasledek Gjmu na zdravi vas nebo jinych osob.

Podrobnosti o téchto okolnostech jsou uvedeny v podobném ramecku.

UPOZOR- | Termin UPOZORNENI se pouZiva k tomu, aby informoval o situacich,
NENi které by mohly mit za nasledek poskozeni pristroje nebo jiného zafizeni.

iji Podrobnosti o téchto okolnostech jsou uvedeny v podobném ramecku.

Pokyny uvedené v této pfiru¢ce neslouzi jako doplnék ¢i nahrada normalnich bezpecnostnich

pozadavku platnych v zemi uZivatele.

Vezmeéte prosim na védomi, Ze podle mistnich pfedpist od vas muize byt vyZzadovano nahlaseni
zavaznych udalosti, ke kterym dos$lo v souvislosti se zafizenim, ato vyrobci a/nebo jeho

autorizovanému zastupci a regulaénimu organu, pod né&jz uzivatel a/nebo pacient spada.
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2.1 Spravné pouziti

VAROVANI | Riziko zranéni a $kody na zafizeni
Nespravné pouziti pfistroje Rotor-Gene Q MDx mUze zpUsobit fyzickou Ujmu
A nebo Skodu na pfistroji.

Rotor-Gene Q MDx smi obsluhovat pouze kvalifikovany personal, ktery byl
odpovidajicim zpusobem vyskolen.

Servis pfistroje Rotor-Gene Q MDx smi provadét pouze servisni specialista
spole¢nosti A QIAGEN.

Provedte udrzbu, jak ji popisuje ¢ast 8. QIAGEN uctuje poplatky za opravy, které jsou nutné kvli
nespravné udrzbé.

VAROVANI | Riziko zranéni a $kody na zafizeni

Pfistroj Rotor-Gene Q MDx je pfili§ téZky na to, aby jej mohla zdvihat jedna
A osoba. Aby nedoslo ke zranéni osob nebo poSkozeni pFistroje, nezvedejte

pfistroj sami.

Kontaktujte technické sluzby QIAGEN s Zadosti o pfemisténi pfistroje.

VAROVANI | Riziko zranéni a $kody na zafizeni

: NepokousSejte se pfemistovat pristroj Rotor-Gene Q MDx béhem provozu.

UPOZOR-
NENi

Poskozeni pristroje
Vyvarujte se rozliti vody nebo chemikalii na pfistroj Rotor-Gene Q MDx.
ﬁ Poskozeni zpUsobené rozlitim vody nebo chemikalii vede ke ztraté zaruky.

Poznamka: V nouzové situaci vypnéte Rotor-Gene Q MDx vypinaem napajeni na zadni strané
pfistroje a odpojte napajeci kabel ze zasuvky elektrické sité.
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UPOZOR-
NENI

A

Riziko zranéni a Skody na zarizeni

Nepokousejte se otevfit viko béhem experimentu nebo bé&hem otaceni
pristroje Rotor-Gene Q MDx. Jinak, pokud pfekonate zamek vika a dostanete
se dovnitf, riskujete dotyk soucasti, které jsou horké, pod elektrickym napétim
nebo se vysokou rychlosti pohybuji, a muzete utrpét zranéni nebo poskodit
pfistroj.

UPOZOR-
NENi

A\

Riziko zranéni a Skody na zafizeni

Pokud potfebujete rychle zastavit experiment, vypnéte napajeni pfistroje a
pak oteviete viko. Nez sahnete dovnitf, nechte ochladit komoru. Jinak
riskujete zranéni pfi dotyku horkych soucasti.

UPOZOR-
NENi

A

Riziko zranéni a Skody na zafizeni
Pokud bude zafizeni pouzivano zplisobem, ktery vyrobce nestanovil, mize

dojit k porueni ochrany, kterou zafizeni poskytuje.

UPOZOR-
NENi

A

Riziko zranéni a Skody na zafizeni
Volny papir pod pfistrojem Rotor-Gene Q MDx brani chlazeni pfistroje.
Doporucujeme udrzovat plochu pod pfistrojem v Cistoté.

UPOZOR-
NENI

A

Poskozeni pristroje

Vzdy pouzivejte pojistny krouzek na rotor. Zabranite tim uvolnéni viek ze
zkumavek béhem experimentu. Jestlize se béhem experimentu uvolni vicka,
mohou poskodit komoru.
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UPOZOR- | Riziko materialni Skody
NENi Pfed kazdym zpracovanim rotor vizualné zkontrolujte a ujistéte se, Ze neni

j poskozeny nebo deformovany.

Pokud se béhem experimentu dotknete pfistroje Rotor-Gene Q MDx, kdyZ jste nabiti statickou

elektfinou, mize se Rotor-Gene Q MDx v nékterych pfipadech resetovat. Software vSak pfistroj
Rotor-Gene Q MDx restartuje a experiment pokracuje.

2.2  Elektricka bezpecnost

Pfed zahajenim servisu odpojte napajeci kabel od elektrické zasuvky.

VAROVANI | Nebezpeéi Grazu elektrickym proudem

Jakékoliv naruseni ochranného vodite (uzemnovaci/zemnici vyvod) uvnitf
nebo vné pfistroje nebo odpojeni koncové svorky ochranného vodi¢e povede

pravdépodobné k tomu, Ze pfistroj bude nebezpecny.

UmyslIné prerugeni vodice je zakazano.

Zivotu nebezpeéné napéti uvnit¥ pristroje

KdyzZ bude pfistroj pfipojen k sitovému napajeni, koncové svorky mohou byt

pod proudem a otevirani krytl ¢i vyjimani dilt pravdépodobné odhali dily pod
napétim.

Aby byl zaru€en uspokojivy a bezpeény provoz pfistroje Rotor-Gene Q MDXx, dodrzujte nasledujici
doporuceni:

e Sitovy napdjeci kabel musi byt zapojen do sitové napajeci zasuvky s ochrannym vodi¢em
(uzemnénim).

® Nesefizujte ani nevymeéniujte vnitfni soucasti pfistroje.
® Nepracujte s pristrojem, pokud byly odstranény jakékoliv jeho kryty nebo &asti.

® Pokud uvnitf pfistroje doSlo krozliti tekutiny, pfistroj vypnéte, odpojte jej ze zasuvky
a kontaktujte technicky servis spole¢nosti QIAGEN.
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Pokud pfistroj zacne byt elektricky nebezpecny, nedovolte ostatnim, aby s nim pracovali,
a kontaktujte technicky servis spole¢nosti QIAGEN.

Pristroje mohou byt elektricky nebezpeéné, pokud:

® Samotny pfistroj nebo jeho sitovy napéjeci kabel vypadé poskozeny.
e Byl dlouhou dobu skladovan v nevhodnych podminkach.

e Byl vystaven velkému zatiZeni pfi pfepravé.

VAROVANI | Nebezpeéi tirazu elektrickym proudem

Pristroj ma Stitek elektrotechnickych parametrd, ktery udava napéti a
& frekvenci elektrického napdjeni a také jmenovité hodnoty pojistek. Zafizeni

smi pracovat pouze za téchto podminek.

2.3 Biologicka bezpecCnost

Se vzorky a reagenciemi obsahujicimi materialy z biologickych zdroju je tfeba zachazet jako
s potencialné infekénimi. Pouzivejte bezpecné laboratorni postupy, které jsou uvedené
v publikacich, jako napf. Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(https://lwww.cdc.gov/labs/BMBL.html).

Vzorky

Vzorky mohou obsahovat infekéni latky. Musite brat ohled na zdravotni rizika takovych latek a

pouzivat, skladovat a likvidovat takové vzorky podle pozadovanych bezpecénostnich predpisu.
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VAROVANI | Vzorky obsahujici infekéni latky

fi Nékteré vzorky pouzivané s timto pfistrojem mohou obsahovat infekeni latky.
Zachazejte s témito vzorky s nejvétSi moznou opatrnosti a v souladu
s pozadovanymi bezpecnostnimi pfedpisy.

Vzdy pouzivejte ochranné bryle, 2 pary rukavic a laboratorni plast.

Odpovédny organ (napf. vedouci laboratofe) musi provést takova bezpe&nostni
opatfeni, aby bylo zajisténo, Ze je pracovisté bezpecné, Ze jsou pracovnici
obsluhuijici pfistroj fadné vySkoleni a nejsou vystaveni nebezpeénym hodnotdm
infek&nich &inidel definovanym v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL) nebo
dokumentech OSHA*, ACGIHT nebo COSHH*.

Odvétrani vyparu a likvidace odpadnich latek musi byt v souladu s narodnimi,

statnimi a mistnimi zdravotnickymi a bezpe¢nostnimi predpisy.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Ufad pro ochranu zdravi a bezpe&nosti pi praci) (USA).
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americka konference statnich pramyslovych hygieniku) (USA).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola latek $kodlivych zdravi) (Spojené kralovstvi).

2.4  Chemicka bezpecnost

VAROVANI | Nebezpeéné chemické latky
Nékteré chemické latky pouzivané s timto pfistrojem mohou byt nebezpecné
A nebo se mohou stat nebezpe&nymi po dokonéeni zpracovani podle protokolu.
Vzdy pouzivejte ochranné bryle, rukavice a laboratorni plast. Odpovédny
organ (napf. vedouci laboratofe) musi pfijmout nutna bezpecnostni opatreni,
ktera zajisti, aby okolni pracovisté bylo bezpecné a pracovnici obsluhujici
pfistroje nebyli vystaveni nebezpecnym trovnim toxickych latek (chemickych
¢i biologickych) dle udaju v pfisluSsnych bezpeénostnich listech (BL) nebo
dokumentech OSHA*, ACGIHt nebo COSHH?.

Odvétrani vypar( a likvidace odpadnich latek musi byt v souladu s narodnimi,

statnimi a mistnimi zdravotnickymi a bezpe€nostnimi pfedpisy.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Ufad pro ochranu zdravi a bezpe&nosti pi praci) (USA).
T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americka konference statnich primyslovych hygieniku) (USA).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola latek skodlivych zdravi) (Spojené kralovstvi).
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Toxické vypary

Pfi praci s tékavymi rozpoustédly nebo toxickymi latkami musite zajistit Uc¢inny systém
odvétravani laboratofe, ktery bude odvadét pfipadné vznikajici pary.

2.5 Likvidace odpadu

Pouzité laboratorni nadoby mohou obsahovat nebezpe&né chemické latky. Takovy odpad musi

byt sbiran a spravné zlikvidovan podle mistnich bezpecnostnich predpis(.

DalSi informace o tom, jak zlikvidovat pfistroj Rotor-Gene Q MDx, naleznete v ¢asti ,Odpadni
elektrické a elektronicka zafizeni (OEEZ)“, strana 198.

2.6 Mechanicka nebezpedi

Viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx musi béhem provozu pfistroje zGstavat zaviené.

VAROVANI | Pohyblivé dily
Aby béhem provozu pfistroje nedoSlo k dotyku pohyblivych dilli, musi
A Rotor-Gene Q MDx pracovat se zavienym vikem.

VAROVANI | Riziko zranéni a $kody na zafizeni

Viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx otevirejte a zavirejte opatrné, abyste
A piedesli zachyceni prstt nebo odévu.

VAROVANI | Poskozeni pristroje
Dbejte na to, aby rotor a pojistny krouzek byly spravné nainstalované. Pokud
& rotor nebo pojistny krouzek vykazuje znamky mechanického poskozeni nebo
koroze, pfistroj Rotor-Gene Q MDx nepouzivejte; kontaktujte technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.
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VAROVANI

A

Poskozeni pfristroje
Je-li pfistroj Rotor-Gene Q MDx spustén bezprostfedné po prepravé

ve studenych podminkach, mohou se zablokovat mechanické soucasti.

Nez zapnete pfistroj, nechte ho aklimatizovat nejméné hodinu na pokojovou
teplotu.

VAROVANI

A

Poskozeni pfristroje
V pfipadé poruchy zplsobené vypadkem elektrického napajeni odpojte
napajeci kabel a pockejte 10 min, nez se pokusite ru¢né otevfit viko.

VAROVANI

A

Nebezpedi prehrati
Aby byla zaruéena spravna ventilace, udrZujte minimalni vali 10 cm po

stranach pristroje Rotor-Gene Q MDx a za nim.

Stérbiny a otvory, které zajistuji ventilaci pfistroje Rotor-Gene Q MDx, nesmi
byt zakryté.

Nebezpedi vysokych teplot

VAROVANI

A

Horky povrch
Komora pfistroje Rotor-Gene Q MDx muze dosahovat teplot prfes 120 °C.
Nedotykejte se ji, dokud je horka.

VAROVANI

A

Horky povrch
P¥i pozastaveni zpracovani se Rotor-Gene Q MDx neochladi az na pokojovou
teplotu. PFi manipulaci s rotorem nebo zkumavkami v pfistroji budte opatrni.
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2.7 Bezpecnost udrzby

Provedte udrzbu, jak ji popisuje €ast 8. QIAGEN uctuje poplatky za opravy, které jsou nutné kvuli

nespravné udrzbé.

VAROVANI/
UPOZOR-
NENi

A

Riziko zranéni a Skody na zafizeni
Udrzbu provadéjte pouze tak, jak je konkrétn& popsano v této uZivatelské

pfirucce.

VAROVANI

A

Nebezpeéi pozaru

P¥i Cisténi pfistroje Rotor-Gene Q MDx dezinfekénim prostfedkem na bazi
alkoholu nechte dvitka pfistroje Rotor-Gene Q MDx oteviena, aby se mohly
rozptylit hoflavé pary.

VAROVANI/
UPOZOR-
NENI

A

Nebezpeci urazu elektrickym proudem
Neprovadéjte demontaz pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

UPOZOR-
NENi

A

Poskozeni krytu pristroje
Nikdy necistéte kryt pfistroje alkoholem ani roztoky na bazi alkoholu. Alkohol

kryt poskodi. K ¢isténi krytu pouzivejte pouze destilovanou vodu.
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2.8  Symboly na pfistroji Rotor-Gene Q MDx

V uzivatelské pfiru¢ce anebo na obalu a znacgeni

se mohou objevit nasledujici symboly:

Symbol

Umisténi

Popis

U komory na vzorky, je

vidét, kdyz je oteviené viko

Nebezpedi vysokych teplot — teplota komory mlze
dosahnout teplot nad 120 °C

Zadni strana pfistroje

Prostudujte si navod k pouziti

m~ = P

Typovy §titek na zadni
strané pristroje

Oznaceni CE pro shodu s pozadavky EU

IVD

Typovy §titek na zadni
strané pristroje

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Typovy §titek na zadni
strané pristroje

Oznaceni certifikace CSA pro Kanadu a USA

Typovy §titek na pravé
strané

Zakonny vyrobce.

Typovy §titek na pravé
strané

Smérnice OEEZ o nakladani s pouzitym elektrickym

a elektronickym zafizenim pro Evropu a ostatni zemé.

Typovy $titek na pravé
strané

Oznaceni FCC znamena ,United States Federal
Communications Commission” (Federalni komise
Spojenych statt pro komunikace)

Typovy §titek na pravé
strané

RCM (puvodné znacka ,C-Tick") pro Australii
(identifikace dodavatele N17965)

N
31

® P 8 1<k A

Typovy §titek na pravé
strané

Oznaéeni RoHS pro Cinu (omezeni pouZiti uréitych
nebezpecnych latek v elektrickych a elektronickych
zafizenich)
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3 VSeobecny popis

Rotor-Gene Q MDx je inovaéni pfistroj, ktery umoznuje vysoce pfesné real-time PCR a je vysoce
vhodny pro diagnostiku in vitro v kombinaci se soupravami QIAGEN s oznacenim IVD.

Tento vykonny a uzivatelsky prfivétivy software poskytuje jednoduchost pro zacatecniky

i otevienou experimentalni platformu pro pokrocilé uzivatele.
3.1 Princip pfistroje Rotor-Gene Q MDx
3.1.1  Tepelny vykon

Rotor-Gene Q MDx vyuziva sofistikované konstrukce systému ohfevu a chlazeni k dosazeni
optimalnich reak&nich podminek. Jedine€né rotacni provedeni umoziuje optimaini tepelnou

a optickou stejnomérnost vzorkd, ktera je nezbytna pro precizni a spolehlivou analyzu.

Vzorky se béhem zpracovani neustale otaceji rychlosti 400 ot/min. Odstfedovani brani
kondenzaci a odstrariuje vzduchové bubliny, ale nezplsobuje sedimentaci DNA. Vzorky navic jiz

neni nutné pred vlastnim zpracovanim odstfedovat.

Vzorky se zahfivaji a ochlazuji v nizkohmotnostni vzduchové lazni. Ohrev zajiStuje chromniklovy
¢lanek ve viku. Komora se ochlazuje odvodem vzduchu ven z horni &asti komory, kdezto do

spodni ¢asti je vpoustén vzduch s okolni teplotou.

Ohiev

Zapnou
Odstrfedivy ventilator ~ se topné
v komofe rozhani vzduch  &lanky

Zavfe se odvzduSnovaci otvor,
aby vzduch nevychazel ven
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Chlazeni

Vypnou
L - Odstredivy ventilator ~ se topné
v komofe rozhani vzduch  ¢lanky

Otevre se odvzdusnovaci otvor
a vypusti se horky vzduch

Odstredivy ventilator
vhani vzduch do komory

Vstup chladného vzduchu

llustrace systému ohievu a chlazeni.

3.1.2  Opticky systém

Diky moznosti volby az 6 excitaénich zdroji a 6 detekénich filtrd spoleéné s kratkou, fixni
optickou drahou Ize Rotor Gene Q MDx pouzit pro multiplexni reakce. ZajiStuje minimalni
variabilitu fluorescence vzork( a eliminuje nutnost kalibrace nebo kompenzace.

Vzorky jsou excitovany ze dna komory elektroluminiscenéni diodou. Energie je pfenasena
tenkymi sténami v zakladné zkumavky. Emitovana fluorescence prochazi emisnimi filtry na boku
komory a pak je shromazdovana fotonasobi¢em. Fixni opticka draha zajiStuje konzistentni
excitaci kazdého vzorku, coz znamena, Zze neni nutné pouzivat pasivni vnitfni referenéni barvivo,
napf. ROX™,
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Reakéni komora

Zkumavky v rotacni
centrifuze za optikou

Detekéni
filtry

Sestava
detektoru PMT

Sestava
svételného
zdroje LED

Sestava
vietena/motoru
llustrace optického systému.
3.1.3 Dostupné kanaly

Kanal Excitace (nm) Detekce (nm) Piiklady detekovanych fluoroforu

Blue 365 +20 460 +20 Marina Blue®, Edans Bothell Blue, Alexa Fluor® 350,
AMCA-X, ATTO 390

Green 470 £10 510 +5 FAM®, SYBR® Green |, Fluorescein, EvaGreen®,
Alexa Fluor 488

Yellow 530 £5 557 +5 JOE™, VIC® HEX™, TET™, CAL Fluor® Gold 540,
Yakima Yellow®

Orange 585 +5 610 +5 ROX, CAL Fluor Red 610, Cy®3.5, Texas Red®,
Alexa Fluor 568

Red 625 +10 660 £10 Cy5, Quasar® 670, LightCycler® Red640,
Alexa Fluor 633

Crimson 680 +5 712 horni Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680

propust

KFivky tani s vysokym 460 +20 510 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green Plus+,

rozlisenim (high EvaGreen

resolution melt, HRM)

Poznamka: Soupravy QIAGEN urCené pro pouziti s pfistroji Rotor-Gene Q MDx jsou
optimalizovany s ohledem na urcité kombinace barviv. DalSi informace naleznete v pfiru¢kach

k pfislusnym soupravam.
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3.2  Prvky na vnéjSim povrchu pfistroje Rotor-Gene Q MDx

1 Odvzdusiovaci otvory naviku 3 Komora rotoru

2 Madlo na viku 4 Stavové kontrolky na pfistroji

3.2.1  Odvzdusnovaci otvory na viku

Na zadni strané vika pfistroje Rotor-Gene Q jsou odvzdus$novaci otvory. Témito otvory Ize
z pfistroje za provozu odvadét teplo z komory. Zakryti téchto otvorli nebo nedostatecny prostor
kolem nich mlze mit vliv na funk&nost pfistroje

3.2.2 Madlo na viku

Madlo na viku slouzi k posunuti vika pfistroje dozadu. Toto madlo neni uréeno k tomu, aby
udrZelo hmotnost pfistroje, a nesmi se pouZivat k jeho zvedani.

3.2.3 Komora rotoru

Komora rotoru je prostor s vlozenymi rotory, kde se provadi naprogramované kroky ohfevu
a cyklovani.

3.2.4 Stavové kontrolky na pfistroji

Na pfistroji Rotor-Gene Q jsou dvé stavové kontrolky. Kontrolka pohotovostniho stavu signalizuje,
Ze se pfistroj nepouziva. Kontrolka chodu blika, kdyz se pfistroj Rotor-Gene Q aktualné pouziva.
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3.3 Prvky uvnitf pfistroje Rotor-Gene Q MDx

Pohled do vnitiniho prostoru pfistroje Rotor-Gene Q

1 Hlava rotoru 2 Opticka ¢ocka

3.3.1 Hlava rotoru

Hlava rotoru drzi rotor na misté v pfistroji.

3.3.2 Opticka ¢ocka

Opticka ¢ocka v misté zaméfeni svétla excitaéni diody na zkumavky.
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4  Postupy instalace

4.1 Dodani a instalace systému

PFi instalaci by méla byt pfitomna osoba, ktera je obeznamena s laboratornim a pocitacovym
vybavenim.

Dodany systém obsahuje:

e Pristroj Rotor-Gene Q MDx
e® Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx
® Pracovni stanice

e Software Rotor-Gene Q MDx (nainstaluji pracovnici terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN

pfi prvotnim sestaveni)
4.1.1 Vybaleni pfistroje Rotor-Gene Q MDx

PFistroj Rotor-Gene Q MDx se dodava se vSemi potfebnymi sou€astmi pro sestaveni a provoz
pfistroje. Krabice také obsahuje seznam v8ech dodanych soucasti.

Poznamka: Zkontrolujte uplnost tohoto seznamu a ovéfte, Zze byly dodany vSechny soucasti.

Poznamka: Pred instalaci zkontrolujte, Ze nedoslo k poSkozeni pfistroje a dodaného pfisluSenstvi pfi
prepravé.

Krabice s pfislusenstvim je poloZzena na pénovém obalu. Krabice s pfislusenstvim obsahuje:

e Navod k instalaci (v angli¢ting; preklady jsou k dispozici na vyménitelném médiu s pFiru¢kami)
® Removable Media (software)

® Removable Media (pfirucky)

® |oading Block 96 x 0.2 ml Tubes

® |oading Block 72 x 0.1 ml Tubes

e Rotor Holder (demontovany kvdli bezpeéné preprave)

® 36-Well Rotor (tento rotor je ¢erveny)

® 36-Well Rotor Locking Ring
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Na kazdé strané pénového obalu jsou zabaleny tyto polozky:

o Kabel USB a sériovy kabel RS-232

® Sada mezinarodnich napajecich kabell
® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Po vyjmuti vSech téchto sou€asti z krabice vyjméte pénovy obal na pfistroji Rotor-Gene Q MDx.
Opatrné vyjméte pristroj Rotor-Gene Q MDx z krabice a vybalte jej z plastového obalu. Oteviete
viko jeho posunutim dozadu, abyste ziskali pfistup k reakéni komofe.

Uvnitf pfistroje Rotor-Gene Q MDx jsou jiz instalovany tyto polozky:

e 72-Well Rotor (tento rotor je modry)
e 72-Well Rotor Locking Ring

V zavislosti na obsahu objednavce muze byt pfibalen i pfenosny pocitac.

4.1.2 Instalace hardwaru

Po vybaleni pfistroje Rotor-Gene Q MDx provedte jeho instalaci nize uvedenym postupem.

UPOZOR- | Poskozeni pristroje
NENI Je-li pfistroj Rotor-Gene Q MDx spustén bezprostfedné po prepravé ve
studenych podminkach, mohou se zablokovat mechanické soulasti. Nez
& zapnete pfistroj, nechte ho aklimatizovat nejméné hodinu na pokojovou teplotu.

Postupujte nasledovné:

1. Polozte Rotor-Gene Q MDx na rovny povrch.
Ovérte, Ze je za pfistrojem dostatek mista, abyste mohli UpIné otevfit viko.

Ujistéte se, Ze je snadno pfistupny vypina€ napajeni v zadni ¢asti pfistroje.

> w0 D

Nezakryvejte zadni stranu pfistroje. Ovéfte, Ze je mozné snadno odpoijit napajeci kabel, bude-
li to tfeba, a odpojit napajeni pfistroje.

5. Zapojte dodany kabel USB nebo sériovy kabel RS-232 do portu USB nebo komunikacniho
portu na zadni strané pfistroje.
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6. Zapojte kabel USB nebo sériovy kabel RS-232 do zdifek na zadni strané pfistroje
Rotor-Gene Q MDx.

7. Pak pfipojte Rotor-Gene Q MDx ke zdroji elektrického napajeni. Zapojte jeden konec
napajeciho kabelu pro stfidavy proud do zasuvky umisténé na zadni strané pfistroje
Rotor-Gene Q MDx a druhy konec do napajeci zasuvky pro stfidavy proud.

. =

Vypl’naé \

Port sitového

napajeni f
|
|

Typovy Stitek se
sériovym Cislem  cpjadici Sériovy  Port USB
ventilator port

Poznamka: Pristroj Rotor-Gene Q MDx pfipojte pouze k pocitaci pomoci kabelu USB a sériového
kabelu dodaného s pfistrojem. Nepouzivejte jiné kabely.

4.1.3 Instalace softwaru

1. Chcete-li nainstalovat software Rotor-Gene Q, stahnéte jej z webu QIAGEN.com a preneste
do pocitate na vyménitelném médiu bez vir(i, nebo do pocitace viozte jednotku Removable
Media (software) dodanou s pfistrojem.

2. Pokud se automaticky spusti instalace softwaru, v zobrazeném okné vyberte moznost Install
Operating Software (Instalovat operacni software), nebo vyhledejte slozku se softwarem
RGQ na vyménitelném médiu.

Poznamka: Prectéte si dokument Rotor-Gene Q Installation Guide (Pfiruc¢ka pro instalaci
softwaru Rotor-Gene Q) popisujici dalsi postup instalace softwaru.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B Exit

3. Po nainstalovani softwaru se na ploSe automaticky vytvofi ikona.

4. Zapnéte pfistroj Rotor-Gene Q MDx pfepnutim spinace umisténého na zadni strané vlevo do
polohy ,I“. Modra kontrolka ,pohotovostniho® stavu na predni strané pfistroje Rotor-Gene Q
MDx signalizuje, Ze pfistroj je pfipraven k pouziti.

Poznamka: Pfi prvnim spusténi pfistroje Rotor-Gene Q MDx pfipojeného k pocitaci operacni
systém pfistroj rozpozna a zobrazi se fada zprav. Piectéte si pokyny uvedené v dokumentu
Rotor-Gene Q Installation Guide (PFirucka pro instalaci softwaru Rotor-Gene Q) dodaném

s pfistrojem (Removable Media a tisténé vydani).
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5. Dvéma kliknutimi na ikonu Rotor-Gene Q Series Software (Software série Rotor-Gene Q)

na ploSe spustte software.

6. Pfi prvnim spusténi softwaru se objevi okno Welcome (Vitejte), ale pfi naslednych upgradech

softwaru se neobjevi.

& |ntroductory Screen and Initial Setup .

Welcome!

Wwielcome, Before you begin, the analysis
zoftware needs to know a couple of things
about the type of system you are using.

M achine Serial Mumnber :

Fort:

COM1 - Auto-Detect

™ Bur in %irtual Mode [For Demanstration)

Begin | Exit Pragram |

Machine Serial Number
(Sériové Cislo pristroje):

Port:
Auto-Detect (Detekovat
automaticky)

Run in Virtual Mode (for
demonstration) (Spustit ve

virtualnim rezimu (na ukazku)):

Begin (Zacit):

Napiste sériové Cislo (7 &islic) uvedené na zadni strané pfistroje Rotor-Gene
Q MDx.

Vyberte budto kabel USB, nebo sériovy kabel. Vyberte vhodny komunikaéni
port nebo kliknéte na tlacitko Auto-Detect (Detekovat automaticky).

PFi pouziti této moznosti bude automaticky detekovan odpovidajici port USB
nebo sériovy port a zobrazi se v rozeviracim seznamu Port.

Zaskrtnuti tohoto poli¢ka umozni instalaci softwaru Rotor-Gene Q na pocitac,
ktery neni pfipojen k pfistroji Rotor-Gene Q MDx. Software je plné funkéni
a muze simulovat zpracovani.

Poznamka: Bude-li toto poli¢ko zaskrtnuto a pfistroj Rotor-Gene Q MDx
pfipojen k pocitaci, pfed spusténim zpracovani se objevi tato zprava: You are
about to run in Virtual mode (Bude provedeno spusténi ve virtudinim
rezimu). Chcete-li provést skute€né zpracovani, je nutné zménit nastaveni
v okné Setup (Nastaveni) (viz ¢ast 6.5.4).

Po zadani v8ech informaci kliknéte na tlacitko Begin (Zacit). Pockejte, dokud
se nedokondi inicializace, ktera muze trvat nékolik sekund. Pokud byl zvolen
virtualni rezim, objevi se tato zprava:

Rotor-Gene ) Series Software ﬂ

This software will perform basic simulation of a machine for training and demonstration purposes. You can disable this
setting via the Setup screen, accessible from the File menu,

Pokud policko Run in Virtual Mode (Spustit ve virtudlnim rezimu) neni

zaskrtnuté, software se automaticky inicializuje a otevre.

Exit Program (Ukon¢it program):  Kliknutim na toto tlacitko zaviete program.
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4.1.4 Verze softwaru

Chcete-li zjistit Cislo vasi verze, kliknéte na tlacitko Help (Napovéda), pak na About This

Software... (O tomto softwaru...).

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4
Machine Serial No : 123456
Model : 5-Plex HRM

Updates and additional information available
at hitp:/iw ww giagen.com

‘Warning: This computer program is
protected by copyright law and international
treaties. Unautherized reproduction of this
program, or any portien of it, may result in
severe civil and criminal penafties, and will
be prosecuted to the maximum extent
possible under the law. Portions of Info-Zip
{ch 1980-1593 Info-ZIP Pty Ltd

Sample & Assay Technologies

V tomto okné se zobrazi vSeobecné informace o softwaru v&etné jeho verze a sériového Cisla
a modelu pfistroje.

Software je mozné volné kopirovat pro pouZiti v rdmci organizace vlastnici pfistroj Rotor-Gene Q MDx.
Tento software je zakazano kopirovat a pfedavat jinym osobam mimo organizaci.

4.1.5 DalSi software v poc€itacich pfipojenych k pfistrojim Rotor-Gene Q MDx

Software Rotor-Gene Q Fidi ¢asové naroc¢né procesy v pribéhu PCR a proces pofizovani dat.
Proto je dulezité zajistit, aby dulezité systémové zdroje nebyly vyuzivany zadnymi jinymi procesy,
které by software Rotor-Gene Q zpomalovaly. Je zvlasté dllezité vénovat pozornost bodiim
uvedenym dale.

Spravcim systému se doporucéuje, aby pfed provedenim modifikace systému vzali v Gvahu
pfipadny vliv na zdroje.

Antivirovy software

Spole€nost QIAGEN si je védoma toho, Ze pocitatové viry ohroZuji kazdy pocitac, ktery si
vymeénuje data s jinymi pocitaci. Pfedpoklada se, ze software Rotor-Gene AssayManager verze
1.0 nebo 2.1 bude primarné nainstalovan v prostfedich, v nichz je toto ohroZeni minimalizovano
dodrzovanim mistnich zasad. Spole¢nost QIAGEN vS8ak doporucuje v kazdém pfipadé pouzivat
antivirovy software.
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Vybér a instalace vhodného nastroje ke skenovani virl je odpovédnosti uzivatele. Spolecnost
QIAGEN vSak validovala pouziti softwaru Rotor-Gene Q pfenosnym pocitatem QIAGEN

v kombinaci s timto antivirovym softwarem k zobrazovani kompatibility:

® Microsoft Defender, verze klienta 4.18.2005.5

Podivejte se na stranku s produkty na webu QIAGEN.com s nejnové&jSimi verzemi antivirového
softwaru, které byly validovany v kombinaci se softwarem Rotor-Gene Q a Rotor-Gene
AssayManager verze 1.0 nebo 2.1.

Po vybéru antivirového softwaru ovéfte, Ze jej Ize konfigurovat tak, aby ze skenovani bylo mozné
vyloucit cestu ke slozZce s databazi. V opacném pFipadé muze dojit k chybam pfipojeni databaze.
Vzhledem k tomu, Ze software Rotor-Gene AssayManager verze 1.0 a 2.1 dynamicky vytvafi
nove databazoveé archivy, je nutné vyloucit cestu ke sloZce se soubory, a nikoli jednotlivé soubory.
Nedoporucujeme pouzivat antivirovy software, v némz Ize vylougit jen jednotlivé soubory, napf.
McAfee Antivirus Plus V16.0.5. Jestlize se pocita¢ pouziva v prostfedi bez sitového pfistupu,
ovérte take, ze antivirovy software podporuje aktualizace provadéné offline.

Za Ucelem ziskani konzistentnich vysledkd po instalaci antivirového softwaru musi proto spravci

systému zajistit nasledujici:

e Jak jiz bylo vysvétleno, cestu k databazové slozce softwaru Rotor-Gene AssayManager 1.0 a 2.1
(C:\Program Files\Microsoft SQL Server\MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA)
je nutné vyloucit ze skenovani soubora.

® Aktualizace databaze virG se béhem pouzivani softwaru Rotor-Gene AssayManager 1.0 nebo
2.1 nesmi provadét.

e Ovéfte, Ze v prubéhu pofizovani dat pfi provadéni real-time PCR je deaktivovano upiné
i CasteCné skenovani pevného disku. V opacném pfFipadé hrozi riziko nezadouciho G€inku na
¢innost pfistroje.

Podrobnosti o konfiguraci si prec¢téte v pfiru¢ce ke zvolenému antivirovému softwaru.

Brana firewall a sité

Software Rotor-Gene Q mUze byt spustén budto v pocitacich bez pfistupu k siti, nebo v sitovém
prostfedi, pokud se pouziva vzdaleny databazovy server. Brana firewall na prenosném pocitaci
dodaném spolecnosti QIAGEN je pro sitovy provoz konfigurovana tak, aby byl pfichozi provoz
blokovan pro v§echny porty kromeé téch, jez jsou nutné k navazani sitového spojeni.
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Upozoriujeme, Ze blokovani pfichozich pfipojeni nema vliv na odpovédi na dotazy vznesené

uzivatelem. Odchozi pfipojeni jsou povolena, protoze mohou byt nutna k nacéteni aktualizaci.

Mate-li jinou konfiguraci, spole€¢nost QIAGEN doporucuje nakonfigurovat branu firewall tak, jak je
popsano vyse. Za tim ucelem se spravce systému musi pfihlasit a poté provede nasledujici kroky:

1. Otevrete okno Control Panel (Ovladaci panel) a vyberte moznost Windows Firewall (Brana
Windows Firewall).

GO~ B convarond + MConvairaatons +

Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons
¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay W Backup and Restore
K8 Color Management Credential Manager  Date and Time @ Default Programs
¥ Desktop Gadgets 2 Device Manager 3 Devices and Printers B Display
& HomeGroup & Indexing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Internet Options & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
52 Network and Sharing Center Noification Area lcons 5 Parental Controls M Performance Information and Tools
[ B personalization (5] Phone and Modem @ Power Options Programs and Features
© Recovery  Region and Language 145 RemoteApp and Deskiop Connections & Sound
& Specch Recognition @ Sync Center 1 System [ Taskbar and Start Menu
& Troubleshosting 8 User Accounts & Windows Anytime Upgrade B Windows Cardspace |
i Windows Defender o Windows Figgwall R Windows Mobility Center & Windows Update ]

Y Wireless Configuration Utility

and malicious software.

2. Vyberte moznost Use recommended settings (Pouzit doporu¢ena nastaveni).

|lE) &]
&3 () =[@ » ContolPanel » Al Control Paneems » Windovs Fewall ~ [ 4] Search Con.. P
Control Panel Home @
Help protect your computer with Windows Firewall
Allow 2 program o feature Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall through the Intemet or 3 network
) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@) Tum Windows Firewall on or What are network locations?
off
@ Restore defauits Update your Firewall settings
M & Advanced settings ‘Windows Firewall is not using the recommended
9 S Settings to protect your computer. G A ded setting
Troubleshoot my network
Whst srethe recommended settings?
I 9 Home or vork (private) networks Not Connected (©)
l ) Public networks Connected ()
[
Networks in public places such as airports or coffee shops !
| Windows Firewall state: off il
Incoming connetions: Block al connections to programs tht are not on the
list o allowed programs I
Active public networks: None
Notfication sate Notify me when Windows Firewallblocks 3 new
program
Seeslso
Acton Center
Network and Sharing Center
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3. Zkontrolujte, Ze jsou aktivni nasledujici nastaveni:

G O)~[@ » Corvairan + 8 contpanitams + VindoweFrmat

Control Panel Home
Allow 2 program o feature
through Windows Firewal

& Change notification settings

® Tum Windows Firewall on or
off

&) Restore defaults
@ Advanced settings
Troubleshoot my netwark

Secalso
Action Center
Network and Sharing Center

Help protect your computer with Windows Firewall

Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through the Interet or a network,

How does & firewall help protect my computer?

Whetre networklocotions?
B @ Home or vork private) networks Not Connected ()

Networks at home or work where you know and trust the people and devices on the network

Windows Frenal sate on
Incoming connections Block ll connection o programs hatar ot onthe

Jist of allowed programs N
Actvehome orwork private) neworts: None
Notifcotion st Notiy me when Windows Fiewal blocks a new

progrom
l @ Public networks Connected ()

Networks in public places such as airports or coffee shops

Windows Firewall state: on

Incoming connections: Block all connections to programs that are not on the
list of allowed programs

Active public networks: None

Notifcation state: Notify me when Windows Firewall blocks a new
program

Z duvod(l zabezpeceni a spolehlivosti bude pouzit pfistup ke kabelové siti misto Wi-Fi. Pfenosné
pocitate dodané spolecnosti QIAGEN maji zakazany adaptér Wi-Fi. Mate-li jinou konfiguraci,

spravce systému musi adaptér Wi-Fi ruéné zakazat timto postupem:

1. Oteviete okno Control Panel (Ovladaci panel) a vyberte moznost Network and Sharing

Center (Centrum sitovych pfipojeni a sdileni).

@)~ » Convtrue » M Convipnms +

~[4][

Adjust your computer's settings

¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay

3 Color Management Credential Manager 9 Date and Time

@ Desktop Gadgets &8 Device Manager & Devices and Printers.

@ Ease of Access Center Folder Options IA Fonts

& HomeGroup & Indeing Options Intel(®) HD Graphics

@) Interet Options. & Keyboard Location and Other Sensors
& Network and Sharmgntzr 12 Notification Area Icons & parental Controls

B personslization  ierwert and o Coier em $ Power Options

£ Recovery ::;:':fx;;?m - Sz:g:vms quage 19 RemoteApp and Desktop Connections
& Speech Recognition | for sharing files and printers. 18 System

[ Troubleshooting 8, User Accounts &, Windows Anytime Upgrade
i Windows Defender o Windows Firewall & Windows Mobility Center

PR Wieless Configuraton sty

Viewby: Smallicons +

W Backup and Restore

@ Detautt Programs

B Display

& Gettng Stated

@ ntel® Rapid Storage Technology
& Mouse

M Performance Information and Tools
Prograrms and Features

4 Sound

L Taskbar and Start Menu

8 Windows CardSpace

] Vindows Update
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2. Vyberte moznost Change adapter settings (Zménit nastaveni adaptéru).

= [ ]
()= > ContotPanel » Al ContolPanelems » Networcznd Sharing Cnter « [ 42][ seareh con-. £
Control Panel Home . . . . . o
View your basic network information and set up connections
Manage wireless networks [!! ® ‘QD See full map
Change adapter sefings QueEneC et
i h .
settings
Connectto 2 network
[
t  point.
[
setting

3. Prejedte pres polozku Wireless Network Connection (Bezdratové pfipojeni k siti), stisknéte

pravé tlacitko mySi a z mistni nabidky vyberte mozZnost Disable (Zak4zat).

@Q.\@ » Control Panel » Network and Internet » Network Cor

Organize v Connect To

kdevice DI h R h Change settings of thi

ol

X
&

4. Zkontrolujte, Ze bezdratové pfipojeni k siti je zakazané.

all Grovceors vt B 32T

——cy )
&3\ w[E + Conrol anel » Netwark snd Inieines » Netmork Cannsctions » Ty |[ Search et 0
Grganize = s~ 0 ®
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Systémové nastroje

Rada systémovych nastrojil mliZe vyuZivat vyznamné systémové zdroje i bez interakce uZivatele.

K typickym pfikladm téchto nastroji patfi:

® indexovani soubort, které provadi jako Ulohu na pozadi mnoho soucasnych kancelarskych
aplikaci,

o defragmentace disku, ktera rovnéz €asto pouziva provadéni uloh na pozadi,

e kterykoli software, jenz vyhledava aktualizace na internetu,

® nastroje vzdaleného monitorovani a spravy.

Vezméte prosim na védomi, Ze vzhledem k dynamické povaze svéta IT tento seznam nemusi byt
Uplny a mohou byt publikovany nastroje, které v dobé psani tohoto textu nejsou znamé. Je
dllezité, aby spravci systému dbali o to, aby tento nastroj nebyl béhem provadéni PCR aktivni.

Aktualizace operaéniho systému
PFenosné pocitaCe dodané spole¢nosti QIAGEN jsou konfigurovany tak, aby byly automatické
aktualizace operacniho systému zakazané. Pokud se vaSe konfigurace liSi, spravce systému

musi zakazat v8echny automatické aktualizace operacniho systému nasledujicim postupem:

1. Oteviete okno Control Panel (Ovladaci panel) a vyberte moznost Windows Update (Sluzba
Windows Update).

)= » construre » M Contopnsoms »

Adjust your computer's settings View by

W Action Center Administrative Tools [ig AutoPlay W Backup and Restore
© Date and Time @ Default Programs

s Configuration Utilty
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2. Vyberte moznost Change settings (Zménit nastaveni).

@Q.\J » Control Panel » All Control Panel ltemns » Windows Update

Control Panel Home.

Windows Update
Check for updtes

Change settings
V\ewupdatﬁnmy

Restore hidden updates:

Check for updates for your computer
Always instll the latest updstes to enhance your computerssecurity and
performance.

Updiates equently sked
questions Sheckforupdts

Most recent check for updates: ~8/8/2017 at1:22 PM
Updates were installed: 8/8/2017 at 2:23 PM. View updlate history
You receive updates: For Windows only.

(et updates for other Microsoft products. Find out more

seealso
Installed Updites
&, Windows Anytime Upgrade

3. Vyberte moznost Never check for updates (Nikdy nevyhledavat aktualizace).

(= [© ]

@Q.\J » Control Panel » All Control Panel lterns » Windows Update » Change seffings

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install them
using these settings. When new updates are available, you can also install them before shutting down the
computer. I

How does automatic updating help me?

Impertant updates
I \@ [ o)
7 nstall updates automatically (recommended)
Downlosd updates but et me choose whether o nstalthem
Checkfor ypdate but et me choose whether t donioad and instl them
o PR B BT G

Who can instal updiates
Allow all users to install updates on this computer

Note: Wind ly checking for other updates. Read our
‘privacy statement online,

4. Zkontrolujte, Ze pod polozkou Important updates (Dulezité aktualizace) je aktivni mozZnost

Never check for updates (Nikdy nevyhledavat aktualizace).

@U.\J » Control Panel » All Control Panelltems » Windows Update » Change seftings

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install them
using these settings. When new updates are available, you can also install them before shutting down the
computer. ]
How does automatic updating help me?

Important updates

I @ [ Never check for updates (not -

Install new updates: [Every day at [300AM

Recommended updates

[7]Giveme

Who can instal updates
(7] Allow al users to instal updiates on this computer

Note: Wind checking for other updates. Read our
privacy statement online,
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V pfipadé, Ze jsou aktualizace nutné z divodu nezajisténych chyb zabezpeceni, spolecnost
QIAGEN poskytuje mechanismy pro instalaci stanovené sady validovanych oprav zabezpec€eni
budto online (je-li v pfenosném pocitaci QIAGEN k dispozici pfipojeni k internetu), nebo ve formé

offline bali¢ku pfipraveného v samostatném pocitaci s pfipojenim k internetu.
Dal8i informace naleznete na strance s produkty na webu QIAGEN.com.
4.2 Pozadavky na pracovisté

PFistroj Rotor-Gene Q MDx musi byt umistén mimo pfimé slune¢ni svétlo, mimo dosah zdroju
tepla ainterferenci zpusobenych vibracemi nebo elektfinou. Viz pfiloha A, kde jsou uvedeny
provozni podminky (teplota a vihkost). Misto instalace nesmi byt vystaveno nadmérnému
privanu, nadmérné vlhkosti, nadmeérné prasnosti ani vyznamnému kolisani teploty.

Viz pfiloha A s hmotnosti a rozméry pfistroji Rotor-Gene Q MDx. Dbejte na to, aby byl pracovni
stll suchy, ¢Cisty a mél dodateény prostor pro pfisluSenstvi. Dal$i informace o poZadovanych
technickych parametrech pro laboratorni stll ziskate od technickych sluzeb QIAGEN.

Poznamka: Je mimoradné dilezité, aby byl pfistroj Rotor-Gene Q MDx umistén na stabilnim

povrchu, ktery je rovny a bez vibraci. Pfectéte si provozni podminky — viz pfiloha A.

PFistroj Rotor-Gene Q MDx musi byt umistén ve vzdalenosti pfiblizné do 1,5 m od fadné
uzemnéného zdroje stfidavého proudu.

VAROVANI | Prostiedi s nebezpeéim vybuchu
Pfistroj Rotor-Gene Q MDx neni vhodny k pouziti prostfedi s nebezpec€im
A vybuchu.

VAROVANI | Nebezpeéi prehrati
Aby byla zaruCena spravna ventilace, udrzujte minimalni vdli 10 cm za
A pristrojem Rotor-Gene Q MDx.

Stérbiny a otvory, které zajistuji ventilaci pfistroje Rotor-Gene Q MDx, nesmi
byt zakryté.
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4.3  Pripojeni sitového napajeni
4.3.1 Pozadavky na napajeni

PFistroj Rotor-Gene Q MDx pracuje pfi:

® 100-240 V AC pfi 50-60 Hz, 520 VA (Spicka)

Ujistéte se, Ze je jmenovité napéti pfistroje Rotor-Gene Q MDx kompatibilni se stfidavym
napétim, které je k dispozici v misté instalace. Kolisani sitového napéti nesmi pfekrocit 10 %
nominalni hodnoty napéti.

4.3.2 Pozadavky na uzemnéni

K ochrané personalu spole¢nost QIAGEN doporucuje fadné uzemnéni pfistroje Rotor-Gene Q
MDx. PFistroj je vybaven 3zilovym sitovym kabelem, ktery pfistroj uzemni po pfipojeni do vhodné
sitové zasuvky. Pro zachovani této ochranné funkce nenapajejte pfistroj pres sitovou zasuvku,
ktera nema pfipojeni k uzemnéni.

4.3.3 Instalace napajeciho kabelu pro stfidavy proud

Zapojte jeden konec napajeciho kabelu pro stfidavy proud do zasuvky umisténé na zadni strané
pfistroje Rotor-Gene Q MDx a druhy konec do napajeci zasuvky pro stfidavy proud.

4.4  Konfigurace pro zabezpeceni systemu Windows

PFfenosné pocitace dodavané spolecnosti QIAGEN pro pouziti s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx
maji pfedem nainstalovany systém Microsoft Windows 7 nebo Windows 10 aje vném
nakonfigurovan standardni uZivatelsky ucet Windows (ktery neni uréen pro spravu) a ucet
spravce. Pfi rutinnim pouzivani systému se pouziva standardni Uucet, nebot software Rotor-Gene
Q software a Rotor-Gene AssayManager verze 1.0 nebo 2.1 je ur€en pro fungovani bez
opravnéni spravce. Uéet spravce — s &ervenym pozadim na plo$e — se pouziva jen pro instalaci
softwaru Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene AssayManager verze 1.0 nebo 2.1 a DalSi software
v pocitacich pfipojenych k pfistrojim Rotor-Gene Q MDx (viz ¢ast ,Antivirovy software®).
Pouzivani uctu spravce signalizuje ervené pozadi plochy. Pfi rutinnim pouzivani vZdy ovéfte, Zze
se pfihlasujete jako standardni uzivatel.

Vychozi heslo Uctu spravce je Q1a#g3n!A6. Heslo spravce po prvnim pfihlaseni zmérnite. Ujistéte
se, Ze je heslo bezpeéné a nemUze se ztratit. Pro Uc¢et obsluhy neni Zadné heslo.
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Dojde-li ke ztraté hesla spravce pro pfistup k pfenosnému pocitaci, radime kontaktovat

spole¢nost Microsoft.

Pokud je vaSe konfigurace jind a neni obsazen Zadny ucet, ktery neni uréen pro spravu, spravci
systému by méli v systému Windows zfidit dal$i ucet standardniho uzivatele, aby zabranili pfistupu
ke kritickym systémovym oblastem, napf. k adresafiim Program Files, Windows (napf¥. pro pfistup
k funkcim instalace nebo odinstalace v&etné aplikaci, komponent operac¢niho systému, nastaveni
data a €asu, aktualizaci systému Windows, brany firewall, uzivatelskych prav aroli, aktivace

antivirové ochrany), nebo k provadéni dillezitych nastaveni, napfiklad Uspory energie.

Chcete-li vytvorit standardni uzivatelsky Ucet v systému Windows 7, postupujte podle pokyn(

uvedenych v €asti ,Vytvofeni nového uzivatelského uctu®:

Otevrete ovladaci panel systému v nabidce Start a vyberte moznost User Accounts > Manage

Accounts (Uzivatelské ucty > Spravovat ucty).

1. Vyberte moznost Create a new account (Vytvofit novy ucet).

¥ ey
B | -
@.‘_ L B W Uhar hccounty & Mlanage Accosng: = | iy s Fel
L. - I

Choose the acoount you would like to change

| Admin 4| Guest
Adrvurugte o Gueil sooeusst o ol

2. Nazvéte Ucet a jako typ Uctu vyberte moznost Standard User (Standardni uzivatel).
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@\:__,.v":ii,“ﬂ_wm:qmm .'(mn}r'i;i.;;m 1-'_-+,-I S =T I

Mame the account and choose an account type

Thii farme will appcar on s Welseas doteen and on the Sl menu

fipeatsd

Aundird BOCDUSE USENS Can Upe mast soffvesne s change systems settings that do mat st othey usens o

Ehe secunty of et compuber,
Adrmaniraion

i Adminigtrators have complete scoet 1o the compater and can make sny deticed changes. Based on
mgtification pettings, sdmnistrators may be ashoed to provide thew password or confirmation before

eruking changes that affect other users.

| W retemimand that yeu peoteet every sceount with 8 18rong paimwerd

e R L B F R - -

_erestedocound | | Cancel

3. Kliknéte na tlaCitko Create Account (Vytvorit Ucet).

4.5 Pozadavky na pracovni stanici

Pfenosny pocita¢ volitelné dodavany s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx splfuje pozadavky

softwaru Rotor-Gene Q, uvedené v nasledujici tabulce.

Systémové pozadavky na pracovni stanici

Popis

Minimalni pozadavek

Operacni systém

Procesor

Hlavni pamét’

Misto na pevném disku
Grafika

Porty

Ukazovaci zafizeni

Bluetooth

Prohlize¢ PDF nebo podobny

Moznosti napajeni

Microsoft® Windows® 10 edice Professional (64bitova); Microsoft Windows 7
edice Professional (32bitova nebo 64bitova)* (Service Pack 1)

Intel® Core™ 2 Duo 1,66 GHz nebo lepsi

RAM minimalné 1 GB

HDD minimalné 10 GB

Adaptér a obrazovka s minimalné 1200 x 800 pixely

Sériovy port RS-232 nebo port USB

Je pozadovan touchpad nebo mys nebo ekvivalentni zafizeni
Musi byt vypnuty

Musi byt nainstalovan; neni soucasti balickd pro instalaci softwaru

Nikdy nevypinejte pevné disky ani je nepfepinejte do rezimu spanku nebo
pohotovosti (standby)

Ke spusténi softwaru Rotor-Gene Q s funkcemi zabezpeceni je pozadovan systém Microsoft Windows 10 nebo Windows

7 edice Professional (viz ¢ast 6.9). Funkce zabezpeceni nejsou k dispozici, pokud se pouziva edice Home systému

Windows 10 nebo Windows 7.

T PFi pouzivani softwaru Rotor-Gene AssayManager® verze 1.0 nebo 2.1 se li§i nasledujici minimaini pozadavky na poéitac:
Je pozadovan procesor Intel Core i3-380M, hlavni pamét RAM 4 GB, misto na pevném disku 250 GB, port USB.
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4.6 Vybaleni a instalace pfistroje Rotor-Gene Q MDx

PFistroj Rotor-Gene Q MDx se dodava se vSemi potfebnymi sou€astmi pro sestaveni a provoz

pfistroje. Krabice také obsahuje seznam v8ech dodanych soucasti.
Poznamka: Zkontrolujte uplnost tohoto seznamu a ovéfte, Zze byly dodany vSechny soucasti.

Poznamka: Pfed instalaci zkontrolujte, Zze nedoSlo k posSkozeni pfistroje a dodaného

prisluSenstvi pfi pfeprave.
Krabice s pfislusenstvim je poloZzena na pénovém obalu. Krabice s pfislusenstvim obsahuje:

e Navod k instalaci (v angli¢ting; preklady jsou k dispozici na vyménitelném médiu s pfiru¢kami)

Removable Media (software)

Removable Media (pFirucky)

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Rotor Holder (demontovany kvuli bezpeéné prepravé)
® 36-Well Rotor (tento rotor je ¢erveny)
® 36-Well Rotor Locking Ring

Na kazdé strané pénového obalu jsou zabaleny tyto polozky:

o Kabel USB a sériovy kabel RS-232

® Sada mezinarodnich napajecich kabell
® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Po vyjmuti vSech téchto sou€asti z krabice vyjméte pénovy obal na pfistroji Rotor-Gene Q MDx.
Opatrné vyjméte pristroj Rotor-Gene Q MDx z krabice a vybalte jej z plastového obalu. Oteviete
viko jeho posunutim dozadu, abyste ziskali pfistup k reakéni komofe.

Uvnitf pfistroje Rotor-Gene Q MDx jsou jiz instalovany tyto polozky:

e 72-Well Rotor (tento rotor je modry)
e 72-Well Rotor Locking Ring

V zavislosti na obsahu objednavce muze byt pfibalen i pfenosny pocitac.
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4.6.1 Aktualizace softwaru

Aktualizace  softwaru  jsou kdispozici na webu spoleénosti QIAGEN na
https://lwww.qgiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-
gene-g-mdx/, ktery Ize také otevfit v nabidce Help (Napovéda) v softwaru. Chcete-li stahnout

software, je nutné se online zaregistrovat.
4.7  PrisluSenstvi

Rotorové kotouce a pfisluSenstvi je mozné objednat samostatné pro pouziti s pfistrojem Rotor-

Gene Q MDx. Dal$i podrobnosti naleznete v ¢asti 16.

4.8 Opétovné baleni a odeslani pfistroje Rotor-Gene Q MDx

PFi opétovném baleni pfistroje Rotor-Gene Q MDx v pfipravé na pfepravu je nutné pouzit pavodni
obalové materidly. Pokud pavodni pfepravni materidly nejsou vhodné, kontaktujte oddéleni
technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN. Pfed zabalenim se ujistéte, Ze byl pfistroj adekvatné
pripraven (viz &ast Udrzba) a Ze nepredstavuje biologicka ani chemicka rizika.

4.9 ZacCiname

4.9.1 Zapnuti pfistroje Rotor-Gene Q MDx a pracovni stanice

Ovéfte, Ze je pfistroj Rotor-Gene Q pfipojeny k notebooku kabelem USB nebo RS-232

a notebook i pfistroj Rotor-Gene Q jsou zapojené do sité a zapnuté.
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5  Provozni postupy

Nez budete pokracovat, doporu€ujeme seznamit se s prvky pfistroje uvedenymi v &asti 3.

UPOZOR- | Poskozeni pristroje
NENi S pfistrojem Rotor-Gene Q MDx pouZivejte pouze pritokové kyvety a spotfebni
material spolecnosti QIAGEN. Poskozeni zplsobené pouzitim jinych typl
A pratokovych kyvet nebo spotfebniho materialu zneplatni vasi zaruku.

UPOZOR- | Riziko materialni Skody
NENi Nepohybujte pracovnim stolem a nezpUsobujte vibrace pfistroje Rotor-Gene

f Q MDx, ktery je v chodu, aby nebyla naruSena citliva optickd méfeni.

5.1  Pouziti softwaru pfistroje Rotor-Gene Q MDx

Nova zpracovani Ize nastavit pomoci privodce Quick Start (Rychlé spusténi) nebo privodce
Advanced (RozSifené moznosti), ktery se objevi po spusténi softwaru. Priivodce Quick Start
(Rychlé spusténi) je uren k tomu, aby uzivatel mohl co nejrychleji spustit zpracovani. Privodce
Advanced (RozSifené moznosti) poskytuje vice moznosti, napfiklad konfiguraci optimalizace
zesileni a nastaveni objemu. Pravodci pro usnadnéni obsahuji fadu $ablon s vychozimi
podminkami cyklovani a akvizi¢nimi kanaly. Chcete-li zménit typ prlvodce, vyberte pfislusnou

kartu v horni ¢asti okna New Run (Nové zpracovani).
5.1.1  Prlvodce rychlym spusténim

Priivodce Quick Start (Rychlé spusténi) uzivateli umoznuje co nejrychlejsi spusténi zpracovani.
Aby mohl uzivatel zacit, mize si vybrat ze souboru bézné pouzivanych Sablon a zadat minimalni
parametry. Privodce Quick Start (Rychlé spusténi) pfedpoklada, ze reakéni objem je 25 pl.
V pfipadé jinych reakénich objem( pouzijte privodce Advanced (RozSifené mozZnosti)
(viz ¢ast 5.1.2).
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Nejdfive vyberte pozadovanou Sablonu pro zpracovani dvojitym kliknutim na Sablonu v seznamu

v okné New Run (Nové zpracovani).

Guick Start I Advanced |

L

(1]

T"xl__xf

form Last Run

"% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

L1

'S Two Step

L 1]

*% Quenched FRET

*% Mudleic Add Concentration Measurement
g

L ’_J HRM™

Other Runs

’?_J Open A Template In Another Folder...

i x|

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Perform Last Run
(Provést posledni zpracovani):

Three Step with Melt
(T¥ikrokovy s tanim):
Two Step (Dvoukrokovy):

Quenched FRET
(Zhaseni FRET):

Nucleic Acid Concentration
Measurement (Méfeni

koncentrace kyseliny nukleové):

HRM:

Other Runs (Jina zpracovani):

Moznost Perform Last Run (Provést posledni zpracovani) pouziva
cyklovani, akvizici a definice vzorku ze zpracovani, které bylo v softwaru
otevieno naposledy.

Jedna se o tfikrokovy profil cyklovani a kfivku tani s pofizovanim dat
v zeleném kanalu.

Jedna se o dvoukrokovy profil cyklovani s akvizici dat v zeleném, Zlutém,
oranzovém a ¢erveném kanalu.

Jednd se o tfikrokovy profil cyklovani a kfivku tani. Na rozdil od moznosti
Three Step with Melt (Tfikrokovy s tanim) dochazi k akvizici na konci kroku
nasedani primeru.

Jedna se o vychozi Sablonu pro méreni koncentrace kyseliny nukleové
pomoci interkalacnich barviv.

Tato slozka obsahuje profily kfivek tani s vysokym rozliSenim.

Tato slozka obsahuje doplrujici profily.
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Profily cyklovani a akvizice vSech Sablon Ize zménit pomoci pravodce.

Poznamka: Sablony definované uZivatelem Ize pfidat do seznamu $ablon v privodci Quick Start
(Rychlé spusténi) kopirovanim nebo uloZzenim soubort *.ret do slozky C:\Program Files\Rotor-Gene
Q Software\Templates\Quick Start Templates. Po zkopirovani souboru do této cesty se Sablona
objevi jako ikona v seznamu. Kdybyste chtéli vlastni ikony pro své Sablony, vytvofte obrézek ve

formatu *.ico se stejnym nazvem jako Sablona.

Podslozky je mozné vytvaret do $ablon tykajicich se skupiny. Umozriuje to uspofadani Sablon,

coz mulze byt uzite€né napfiklad kdyz stejny pfistroj pouziva nékolik uzivateld.

Vybér rotoru

V dal§im okné vyberte ze seznamu typ rotoru.

Zaskrtnéte pole Locking Ring Attached (Pfipevnén pojistny krouzek) a pak kliknéte na tlacitko
Next (Dalsi).

[* Quick Start

1. Rotor Selection | 2 Canfirm Profile1

Rotor Type -
36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

coce_|

Potvrzeni profilu

Jsou importovany podminky cyklovani a akviziéni kanaly zvolené Sablony. Lze je zménit v okné
Edit Profile (Upravit profil) (viz ¢&st ,Edit Profile (Upravit profil)“).

Chcete-li zahajit zpracovani, kliknéte na tlacitko Start Run (Spustit zpracovani). Dale mizete

ulozit Sablonu pfed spusténim zpracovani kliknutim na tlacitko Save Template (Ulozit Sablonu).
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J» Quick Start

1. Rotor Selection 2 Canfir Prafie |
no, 8 W @
New Open SaveAs | Help

The run wil tske approximately 77 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click an & cpele below to medify it

Insait after,
Cycing
Melt Ingert before..
Ramove

Hold Temperature: g5 | geg

Hold Time 2 fmine 0 |secs

< Back Save Template Start Run

Cancel

Ulozeni zpracovani

Po kliknuti na tlacitko Start Run (Spustit zpracovani) se objevi okno Save As (Ulozit jako).
Zpracovani Ize ulozit v umisténi, které si uzivatel zvoli. Zpracovani dostane nazev souboru, ktery
obsahuje pouzitou Sablonu a datum zpracovani. Nazev souboru téZz obsahuje pofadové Cislo

(1, 2 atd.), které umoznuje automatické pojmenovani rlznych zpracovani provadénych se stejnou
Sablonou téhoz dne.

savens 2]

© & cf BB~

File name IThree Step with Melt 2008-12-04 {1} j Save I

Save as type: IHun File {7 rex) j o
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Nastaveni vzorku

Po spusténi zpracovani je mozné definovat apopsat vzorky vokné Edit Samples

(Upravit vzorky).
Dy catsomples ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : |123,45? j Uit : |52 i More Options |
—Samples :
I | Edt | ResetDetat| Gradent | REIEIEEE B
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
Al R 1000 Standard 1.000 Yes
W:: riooo Standard 1,000 es
W rio Standard 100 “es
MW R Standard 100 “es
W ruo Standard 0 Vs
W R0 Standard 0 Vs
B r Standard 1 Vs
| EBEGE Standard 1 Vs
Bl RNTC NTC Tes
B2 RNTC NTC Tes
Wc: 1000 Standard 1,000 es
Mlc: 1000 Stardard 1.000 Yes hd|
Page :
’7Name' IPageW % | b | Mew | Deletel [ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

Okno Edit Samples (Upravit vzorky) se objevi po spusténi zpracovani, aby uzivatel mohl tento
Cas vyuzit k zadani nazvl vzork(. Budou-li ndzvy vzorkl zadavany bé&hem zpracovani pfili§
rychle (napf. pomoci ¢tecky ¢arovych koda), mize to vést k prekryvani pismen v nazvech vzork.
Doporuduje se proto &tecku ¢arovych kédud nepouzivat a je-li to mozné, zadat nazvy vzork( po
dokonceni zpracovani. Informace o nastaveni definic vzorkd v okné Edit Samples (Upravit
vzorky) si pfectéte v ¢asti 6.8.4.

5.1.2 Prlvodce rozsifenymi moznostmi

Privodce Advanced (Rozs$itené moznosti) poskytuje moznosti, které nejsou v privodci Quick

Start (Rychlé spusténi) k dispozici, napfiklad konfiguraci optimalizace zesileni.

Chcete-li pouzit prlivodce Advanced (RozSifené moznosti), vyberte Sablonu dvojitym kliknutim
na jeji ndzev v seznamu na karté Advanced (RozSifené moznosti) v okné New Run (Nové

zpracovani).
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x

Quick Statt  Advanced I

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions
fram the last run open
in the software,

rform Last Run

# Empty Run

1]

2 Three Step with Melt

L

H
s Two Step

I_FJ HRMT™

7-..]_ | Other Runs

@ Instrument Maintenance

ﬁTJ Cpen & Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

i

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Moznosti Sablony uvedené v tomto okné jsou podobné jako moznosti pfi pouziti prdvodce Quick
Start (Rychlé spusténi) (¢ast 5.1.1).

Perform Last Run Moznost Perform Last Run (Provést posledni zpracovani) importuje
(Provést posledni zpracovani): cyklovani, akvizici a definice vzorku ze zpracovani, které bylo v softwaru
otevieno naposledy.

Empty Run Jedna se o prazdné zpracovani, které uzivateli umoznuje definovat vSechny
(Prazdné zpracovani): parametry profilu.

Three Step with Melt Jedna se o dvoukrokovy profil cyklovani s pofizovanim dat pouze v zeleném
(Ttikrokovy s tanim): kanalu pro urychleni zpracovani.

HRM: Tato slozka obsahuje 2 profily kfivek tani s vysokym rozliSenim.

Other Runs (Jina zpracovani): Tato slozka obsahuje doplfujici profily.
Instrument Maintenance Obsahuje $ablonu pouzivanou béhem optického ovéreni teploty (Optical

(Udrzba pistroje): Temperature Verification, OTV). Dal$i informace naleznete v ¢asti 9. Tato $ablona
je zamknuta, aby bylo stale zajisténo spravné fungovani tohoto profilu.

Poznamka: Sablony definované uzivatelem Ize pfidat do seznamu $ablon kopirovanim nebo
uloZzenim souborld *.ret do slozky C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\.
Po zkopirovani souboru do této cesty se Sablona objevi jako ikona v seznamu.
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Okno 1 priivodce novym zpracovanim

V dal$im okné vyberte ze seznamu typ rotoru.

Chcete-li pokracovat, zaskrtnéte pole Locking Ring Attached (Pfipevnén pojistny krouzek)
a kliknéte na tlacitko Next (DalsSi).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

-Rator Type

72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100 : . o
A -, 5an
NELLALIH,

[ Locking Ring Attached

CSkipWizad ) o0 Back ] Mext »>

Okno 2 priivodce novym zpracovanim

V dal§im okné je mozné zadat jméno uzivatele a poznamky o zpracovani. Také je nutné zadat
reakéni objem.

Pokud byla v 1. okné zvolena moznost 72-Well Rotor (72jamkovy rotor), v rozeviraci nabidce budou
k dispozici tfi moZnosti pro Sample Layout (Rozvrzeni vzorkd). Vychozi moznost je ,1, 2, 3...“. Tuto
moznost voli vétSina uzivatel(d. Moznost ,1A, 1B, 1C...“ je vhodné vybrat, kdyZ byly vzorky viozeny
do sousednich stripti se zkumavkami Strip Tubes 0,1 ml pomoci vicekanalové pipety s 8 kanaly. Je-
li to vhodné, Ize vybrat rozvrzeni ,A1, A2, A3..."
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New Run Wizard

Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou
can also click on a
combo box to digplay
help about itz
available zettings.

This screen dizplays mizcellansous options for the mwn. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operator ]

Motes

Reaction ] iJ.J

Yolume [plL]:
Sample Lapout : ]'I, 2 _:_J
Skipwizad | c<Back | Mest»> |

Okno 3 priivodce novym zpracovanim

V tomto okné je mozné zménit parametry Temperature Profile (Teplotni profil) a Channel Setup
(Nastaveni kanalu). Pokud kliknete na tlacitko Edit Profile... (Upravit profil...), objevi se okno Edit
Profile (Upravit profil) umozZnujici zménu podminek cyklovani a vybér akviziénich kanall (¢ast
Edit Profile (Upravit profil)).

Po nastaveni profilu kliknutim na tlacitko Gain Optimisation... (Optimalizace zesileni...) oteviete
okno Gain Optimisation (Optimalizace zesileni) (viz strana 62).
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New Run Wizard E|
Temperature Profile : Thizs box displays
help on elements in

the wizard. For help
on anitem, hover
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can also click on a
combo box to digplay
help about itz

available settings.
Edit Praofile ...

Channel Setup :

M ame Source | Detectar | Gain Create New.. |
470nm 510nm 7 ;
“rellow 530nm  555nm 7 Edit..
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gair...
Red E28nm  BBOnm 7
Crimsan  680nm  710kp 7 Remave
HRM 470nm 510nm 7 Reset Defauits
Gain Optimization...
Skipwizard | << Back Net>> |

Upravit profil

Okno Edit Profile (Upravit profil) umozruje zadat podminky cyklovani a akvizi¢ni kanaly. Vychozi
zobrazeny profil zavisi na zvolené $abloné pfi nastavovani zpracovani (viz strana 45). Profil se
zobrazi graficky. Pod grafickym zobrazenim se objevi seznam segmentl. Tento seznam muize
obsahovat polozky Hold (Vydrz) (strana 53), Cycling (Cyklovani) (strana 55), Melt (Tani)
(strana 55) nebo HRM, pokud ma pfistroj kanal HRM (strana 57).

Kazdou fazi profilu Ize upravit kliknutim na pfisluSnou oblast grafického zobrazeni nebo na nazev
v seznamu a pak zménit zobrazené nastaveni.

Insert after... (Vlozit za...): Umozniuje pfidat novy cyklus za zvoleny cyklus.
Insert before... (Vlozit pfed...): Umoznuje pfidat novy cyklus pred zvoleny cyklus.
Remove (Odebrat): Odebere vybrany cyklus z profilu.

Parametr Hold (Vydrz) dava pfistroji Rotor-Gene Q MDx pokyn zUstat na uréené teploté po
nastavenou dobu. Chcete-li zménit teplotu, kliknéte na tla¢itko Hold Temperature (Vydrz)
a napiste pozadovanou teplotu, nebo ji vyberte pomoci posuvniku. Chcete-li zménit dobu trvani
vydrze, kliknéte na tla¢itka Hold Time (Doba vydrze), mins (minuty) a secs (sekundy).
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El
.8 H | e

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 89 minute(s) to complete. The graph belaw represents the in to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Inseit after

Cyeling
Irsert before...
Femove

Hold Temperature: g5 deg
Hold Time : 3 |mins 0 |secs

PFi provadéni optického denatura¢niho cyklovani mize byt vydrz pouzita jako kalibraéni krok.
V takovém pfipadé se pred vydrzi provede kalibraéni tani. Ve vychozim nastaveni se konfigurace
provadi pro prvni vydrz ve zpracovani, ale parametry Ize dle potfeby zménit.

Click. an a cycle below ta madify it

Ins:

Cycling

Inze

R

Haold Temperature : 95 |u:|eg.
Haold Time 3 ||-|-|ir|3 ] |sec:$

Calibration Step: [+
Calibration Settings

Acquinhg to on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 ming 0 secs.

Offzet : 0 deq.

E dit |

DalSi informace o optickém denaturaénim cyklovani najdete na strané 58.
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Cyklovani provadi zadany pocet opakovani krokl teploty a ¢asu definovanych uzivatelem. Pocet

opakovani se nastavuje pomoci tlaCitka This cycle repeats X time(s). (Tento cyklus se opakuje
Xkrat.).

Jednotlivy cyklus se zobrazi graficky (jako na snimku obrazovky dale). Kazdy krok cyklu Ize
obmeénit. Teplotu je mozné zménit tazenim bodu na teplotni ¢afe v grafu nahoru nebo dold. Dobu
trvani kroku je mozné zménit tazenim hranice teploty v grafu doleva nebo doprava. Nebo kliknéte
na krok a pomaoci tlagitek pro teplotu a ¢as na levé strané grafu.

Kroky Ize pfidat nebo odebrat z cyklu tladitky ,-“ a ,+* v pravém hornim rohu grafu.

Edit Profile E|
T @
Mew Open  Save As Help:

The un will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph below represents the un to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after...
Insert before...
Remove
This cycle repeats il time(s].

Click on ane of the steps below to modify it. or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step =l EB
95 deq. 95 deg. for 20 secs
20 seconds
Mot Acquinng
— 72 deq. for 20 secs
[~ Long Range

[ Touchdown 60 deg. for 20 secs Y

Ok

Long Range (Dlouhy rozsah): Zaskrtnutim tohoto poli¢ka se s kazdym novym cyklem prodlouzi doba vydrze
vybraného kroku o 1 s.

Touchdown (Snizeni): Zaskrtnutim tohoto policka se snizi teplota o zadany pocet stupriti béhem

zadaného poctu po¢atecnich cykli. Ten se pak zobrazi na displeji.

Data Ize pofizovat v libovolném kanalu v libovolném kroku cyklovani. Chcete-li u nékterého
kanalu nastavit akvizici dat, kliknéte na tladitko Not Acquiring (Neprovadi akvizici) (pokud byl
kanal jiz nastaven na pofizovani v tomto kroku, budou zde uvedeny akvizié¢ni kanaly).
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lTimeu:I Step 'l

95 deg.

10 zeconds

Mat Acguinng

[~ Long Range
[T Touchdown

Po kliknuti na tlacitko Not Acquiring (Neprovadi akvizici) se objevi okno Acquisition (Akvizice).

Same az Previous : I[New Acquizition] j
—dequizition Configuration :
Aivailable Channels ; Acguiring Channels ;

M ame I Ll Mame I
Crimzan Green
HFiM Ll
Qrange
Fied «
elow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquing from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remowve all acquizitions, click <<

Dion't Acquire Help

Dpe Chart >3 |

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm | FAME, SYBR Gresn 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4885

Velow  [530nm [586nm  [JOES,VICY, HEX, TETY, CAL Fluor Gold 5407, Yakima Yellow
Orange | 585nm |E10nm | ROY, CAL Fluor Red 6104, Cy3 59, Texas Red, Alexa Fluor 5684
E26nm |BEOnm | CySY, Quasar 670, Alewa Fluor 6334
B20nm | 710hp | QuasarF05Y, Alswa Fluor 6807
460nm | 510nm | 5YTO 94, EvaGresn®

Chcete-li u kanalu nastavit akvizici, vyberte kanal a pfesurite jej ze seznamu ,Available Channels*®
(Dostupné kanaly) do seznamu ,Acquiring Channels” (Kanaly provadéjici akvizici) tlaCitkem ﬂ
Chcete-li odebrat vybrany kanal ze seznamu ,Acquiring Channels” (Kanaly provadéjici akvizici),
pouzijte tlagitko ﬂ Tlagitkem ﬂ odeberete vSechny kanaly ze seznamu ,Acquiring Channels®
(Kanaly provadéjici akvizici). Kliknutim na tlaéitko Don‘t Acquire (Neprovadét akvizici) také

odebere vSechny akvizice z tohoto kroku.
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Je-li soucasti profilu vice nez jedna sekvence cyklovani, pofizena data lze pfipojit k datim

predchozi) vyberte krok cyklovani ke kterému maji byt data pfipojena.

Dye Channel Selection Chart (Tabulka pro vybér kanalu barviva) je pomuckou pro uzivatele pfi
rozhodovani, ktery kanal je vhodny pro barvivo, jez hodl4 pouzit. Barviva uvedena v tabulce jsou

bézné pouzivana barviva a pfistroj timto vyétem neni omezen.

VysSe popsané moznosti akvizice se také vztahuji na kroky ,Melt“ (Tani) s tou vyjimkou, Ze neni
mozné pfipojit ziskana data pomoci nabidky Same as Previous (Stejné jako pfedchozi).

Téani je ndb&hovy pfechod mezi 2 teplotami, z nizSi na vy$Si teplotu. Dovoleny rozsah teplot je
35-99 °C.

Chcete-li nastavit parametr Melt (Tani), zadejte pocatecni teplotu, koncovou teplotu, pfirtstky
teploty, dobu vydrZe na prvni akvizi¢ni teploté pfed zahgjenim nabé&hu, dobu vydrze kazdého

prirastku a akvizi¢ni kanaly.

Nabéh se vytvofi mezi 2 teplotami. Bude-li po¢atecni teplota vy$Si nez koncova, nazev kroku se
zméni na Hybridisation (Hybridizace). Moznost Acquiring To (Provést akvizici do) nastavena
v zobrazeném snimku obrazovky na Melt A (Tani A), Ize zménit kliknutim na tlacitko. Objevi se

okno Acquisition, ve kterém Ize vybrat kanaly.

R armnp fram |5|:| :II degrees to IHU j degrees,

Rizmgby |1 :II deqres(z] each step,
W aik fior IE“] geconds of pre-melt conditioning on firzt step,
W ait For ] j gecohdz for each step aftenwards.

Acquire to P et & | on Green

P¥i provadéni standardniho tani se teplota zvySuje o pfirtstky 1 °C s ¢ekanim 5 sekund pred kaZzdou
akvizici. Na pfistroji Rotor-Gene Q MDx je mozné nastavit provadéni tani s pfirlstky 0,02 °C.
Minimalni doba vydrZze mezi teplotnimi kroky se li§i podle poctu stupfit mezi jednotlivymi kroky.

Analyza kfivek tani s vysokym rozliSenim (high resolution melt, HRM) charakterizuje vzorky
dvouvldknové DNA podle jejich chovani pfi disociaci (tani). Je podobna analyze klasickych kfivek
tani, ale poskytuje daleko vice informaci pro SirSi spektrum aplikaci. Vzorky Ize rozliSovat podle
sekvence, délky, obsahu GC nebo komplementarity vidkna az po zmény jednotlivych pard bazi.
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Analyzu HRM Ize provadét pouze v pfistrojich, které maji hardware a nainstalovany software pro
HRM. Data jsou pofizovana pomoci specializovanych zdroj a detektord HRM. Analyza HRM téz
obsahuje moznost provést optimalizaci zesileni tésné pred zahajenim tani. Po provedeni HRM je
mozné analyzovat data pomoci softwaru pro analyzu HRM (&ast 10).

Optické denaturacni cyklovani je technika excitace dostupna v pfistroji Rotor-Gene Q MDx, ktera
provadi analyzu kfivek tani v realném Case ke stanoveni vrcholu tani referenéniho vzorku. Udava
denaturaci produktu PCR s vy$8i pfesnosti nez nastaveni urcité denaturacni teploty pro dobu
vydrze. Chcete-li provést tuto techniku, jednoduSe umistéte referenéni zkumavku s produktem
PCR do pozice 1 pro zkumavku v rotoru. Referenéni zkumavka musi také obsahovat detekéni
chemikalii umoZhujici detekci disociace viakna.

Pfi ohfevu na pocateéni denaturaéni teplotu se tani provadi v zeleném kanalu s vychozim
nastavenim od 80 do 95 °C. Parametry tohoto po¢atecniho tani maze uzivatel upravit. Z téchto

udajii se vygeneruje a automaticky analyzuje kfivka tani.

15

1,25}
1]

0,75 |

dF/dT

0,5 |
0,25 |
0
g 74 g0 a5 a0 95 100
°c

Vrchol tani je vztazen k nezpracovanym datim, aby byla ziskana prahova hodnota denaturace.

Pak se pfistroj v kazdém kroku optického denaturaéniho cyklovani co nejdfive zahfeje a data jsou
pofizovana kontinualné. Jakmile referenéni zkumavka dosahne Urovné fluorescence pfi prahové
hodnoté denaturace, pfistroj se ihned ochladi a pfejde k dalSimu naprogramovanému kroku
v cyklu. Vrchol se béhem cyklovani nevypocita. Misto toho je uroven fluorescence vztazena
k vrcholu tani, coz oznacuje prahovou hodnotu denaturace.

V nasledujicim grafu se piekryvaji nezpracované hodnoty fluorescence a prvni derivace. Znazorfiujte

to vztah mezi prahovou hodnotou denaturace a vrcholem tani ziskanym béhem kalibrace.
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K provedeni optického denaturacniho cyklovani budete potfebovat:

Predamplifikovany produkt PCR, ktery umistite do pozice 1 v rotoru. Tento vzorek by mél
obsahovat stejny produkt PCR jako zkoumané vzorky a detekéni chemikalii pro monitorovani
disociace produktu PCR.

Opticky denaturaéni profil. Bude vytvofen novy profil nebo je mozné upravit existujici profil

(podrobnosti viz dale).

Opticky denaturacéni cyklus vypada témér stejné jako ostatni cykly. K hlavnim rozdilim patfi krok

tani automaticky viozeny na zacatek profilu a ostry profil kroku denaturace béhem cyklovani.

Opticky denaturacni cyklus nevyzaduje definované doby vydrze, protoze disociace produktu je

monitorovana v kazdém cyklu.

Chcete-li provést tuto techniku, jsou potfeba tyto informace o zpracovani:

Pocate¢ni teplota denaturace. Jedna se o stejnou teplotu jako v kroku denaturace ve
standardnim profilu cyklovani.

Pozice zkumavky se vzorkem pro PCR, ze kterého se vytvofi kfivka tani v zeleném kanalu.

Je nutné definovat profil optického denaturaéniho cyklovani.

Nasledujicim postupem vytvoite novy opticky denaturacni cyklus.

1.

Oteviete okno Edit Profile (Upravit profil). Pak kliknéte na tlacitko New (Novy). Zobrazi se
okno, v némz kliknéte na tlacitko Insert after (Vlozit za) a z nabidky vyberte polozku New
Cycling (Nové cyklovani). Kliknutim na graf vyberte jeden z teplotnich krokd. V rozeviraci
nabidce zménite polozku Timed Step (Casovany krok) na Optical Denature (Opticka
denaturace). Objevi se vychozi profil obsahujici krok Denature (Denaturace) a objevi se krok
Optical Denature Cycle (Opticky denaturacni cyklus).
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Oblast s nabéhem na zacatku zpracovani predstavuje proces kalibrace. Zelené tecky
pfedstavuji akvizice pofizené pfi ohfevu v kazdém cyklu. Modré tecky pfedstavuji akvizici na
konci kroku nasedani primer( pfi 60 °C. PovS§imnéte si, Ze pfestoze je v profilu zobrazen
kazdy krok se stejnou teplotou denaturace, v tomto pfipadé tomu tak nemusi byt. Pokud
vzorek potfebuje na konci zpracovani ponékud delSi ¢as tani, proces optické denaturace na
tani pocka podle dat o fluorescenci a nikoli podle ¢asu. Proto se teplotni stopa u jednotlivych
cyklld maze lisit.

2. Kliknéte na prvni polovinu grafu se symbolem optické denaturace . Na levé strané
obrazovky se objevi informace v poli Calibration Settings (Nastaveni kalibrace).

This cycle repeats 45 | timefs].

Click on ine of the steps below to madify it o press + or - b add and remeve steps for this cyele

Optical Denature j B j
Calibration Settings f E 7
{cquiing to RealTime on JI

land hold far 3 mins 0 secs
Offzet: 0 deg.

Edit i

tube 1. Ramp from 80 to 95 f
!
rof

B0 deg. for 40 secs

oK

3. Informace v poli ,Calibration Settings“ (Nastaveni kalibrace) jsou obvykle spravné. Chcete-li
je zmeénit, podle potfeby kliknéte na tlacitko Edit (Upravit). Objevi se okno Calibration
Settings (Nastaveni kalibrace).

x

— Settings ;

The Optical Denature Calibration setings determine how
to perfiorm the initial melk up to the denaturation
temperature, to determing the fluorescence level at
vhich the reference sample haz denatured.

Tube Position : >

Famp from IEU ill to |55 illu:leg. =

Hald Far 3 Imins ] |$ecs

Denature Offset ID jl deg. c.

k. Cancel

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

60



4. Oveérte tyto skute€nosti:

o Zkumavka uvedena v poli Tube Position (Pozice zkumavky) obsahuje produkt PCR,

ktery zobrazi vrchol tani v zeleném kanalu.

o Koncova teplota nabéhu vzorek nespali, ale bude dost vysoka na jeho roztaveni.

o Doba vydrze postacuje k denaturaci vzorku.

o Posunuti denaturace je spravné nastaveno. Vychozi hodnota 0 °C je pro vétSinu tani

dostate¢na. KFivky tani s velmi ostrymi pfechody mohou vyzadovat posunuti denaturace

—-0,5 °C az -2 °C stanovené uzivatelem, aby bylo zajis§téno detekovani pfechodu k tani.
Krok denaturace miizete také definovat zavedenim nového kroku vydrze. Kliknéte na tlacitko
Insert before (Vlozit pfed) a v nabidce vyberte polozku New Hold at Temperature (Nova vydrz
pfi teploté). Objevi se nastaveni kalibrace

Haold Temperature : 95 ||:|Eg|.
3 |mins 1 |SE'33

Hald Time :

Calibration Step

v

Calibration Settings
Acquinng to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 minz 0 zecs.

Offzet ;0 deqg.

E dit I

Nastaveni kalibrace jsou synchronizovana s nastavenimi denaturace, a proto se pfi zméné doby

vydrze v kroku denaturace automaticky aktualizuje doba vydrze kalibrace. Je to proto, Ze proces

kalibrace a denaturace jsou v optickém denatura&nim cyklovani ekvivalentni.

Zména existujiciho kroku pro pouziti optického denaturaéniho cyklovani
Chcete-li zménit existujici krok denaturace v sekvenci cyklovani, vyberte cyklus v seznamu v okné

Edit Profile (Upravit profil). Pak vyberte krok Denature (Denaturace) kliknutim na néj na displeji.

Timed Step

Optical Denature

=

U seconds

Nat Acquiring

[~ Touchdown

[~ Long Range

95 deq. for 20 secs

HE

il deg. for 40 secs /

Ok

Kliknéte na rozeviraci nabidku avyberte moznost Optical Denature (Opticka denaturace).
Teplota a doba vydrze se odstrani a zobrazi se ikona Optical Denature (Opticka denaturace) .
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Pfi nastavovani nového zpracovani je uzite¢né pouzit funkci Gain Optimisation (Optimalizace
zesileni). Mate tak moznost optimalizovat zesileni, abyste docilili poZadovaného rozsahu
pocatecni fluorescence pfi nastavené teploté (obvykle teploté, pfi niz se provadi pofizovani dat)
v kazdém z akvizi¢nich kanall. Cilem optimalizace zesileni je zajistit, aby vSechna data byla
shromazdéna v dynamickém rozsahu detektoru. Bude-li zesileni pfili§ nizké, signél se ztrati
v Sumu na pozadi. Bude-li pfili§ vysoké, signal bude mimo rozsah (saturovany) a ztrati se.

Rozsah zesileni pro kazdy kanal je —10 az 10, kde —10 je nejnizsi citlivost a 10 je nejvySSi citlivost.

PFi provadéni reakci poprvé doporu€ujeme pfipravit testovaci vzorek obsahujici vSechny reakéni
slozky. Vlozte testovaci vzorek do pfistroje Rotor-Gene Q MDx a pomoci funkce Gain
Optimisation (Optimalizace zesileni) urCete nastaveni pro nejlepsi zesileni. Pokud zesileni
zvolené funkci Gain Optimisation (Optimalizace zesileni) vede ke slabému signalu, je tfeba zvysit
hodnotu Target Sample Range (Cilovy rozsah vzorkd). Pokud vede k signalu, ktery je
saturovany, je tfeba hodnotu Target Sample Range (Cilovy rozsah vzork() snizit.

Chcete-li provést optimalizaci zesileni, kliknéte na tlaCitko Gain Optimisation... (Optimalizace
zesileni...) v okné New Run Wizard (Prlvodce novym zpracovanim) 3 (viz ¢ast Okno New Run
Wizard (Pravodce novym zpracovanim) 3).

New Run Wizard E|

Temperature Profile : This box displays

help on elements in
the wizard. For help

an an item, howver
pour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can also click on a
combo box to dizplay
help about itz

available settings.
Edit Prafile ...

Channel Setup :

M ame Source | Detectar | Gain Create New... |
A470nm  510nm 7 "

“rellow 530nm  555nm 7 Edit
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gair...
Fed E28nm  BEOnm 7
Crimson 680nm 710kp 7 Remaove
HRM 470nm 510nm 7 Reset Defauits
Gain Optimization...

Skipwizad | <<Back | Newt» |

Objevi se okno Auto-Gain Optimisation Setup (Nastaveni optimalizace automatického
zesileni). Toto okno umoZruje optimalizaci automatickou Upravou nastaveni zesileni, dokud
hodnoty u v8ech vybranych kanall nebudou na uréité prahové hodnoté nebo pod ni.
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Auto-Gain Optimisation Setup

— Optimization :
. Y Auto-Gain O ptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
™ different gain lewvels until it findz one at which the fluorezcence levels are
% acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigty you are performing.

Set temperature to ISD ::II degrees.

Optimize All I Optimise Acquining |

¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisition

[~ Perform Optimisation At 60 Degress At Beginning Of Fun

—Charnel Settings :

=l add. |

MHame I Tube Position I Iin Reading I ax Reading I tin G ain I tax Gain Edit... I

Green 1 5F1

10FI -10 10 [ |
Remaove &l |

Gtark I FErLal I

Cloze Help

Set temperature to
(Nastavit teplotu na):

Optimise All/Optimise
Acquiring (Optimalizovat vSe /
Optimalizovat akvizi¢ni):

Perform Optimisation Before
First Acquisition (Provést

optimalizaci pfed prvni akvizici):

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of Run
(Provést optimalizaci pfi [X]
stupnich na za¢atku
zpracovani):

Channel Settings
(Nastaveni kanal():

Edit (Upravit):

PFed odec¢tenim hodnot se pfistroj Rotor-Gene Q MDx zahfeje nebo ochladi,
aby dosahl specifikované teploty. Ve vychozim nastaveni je nastavena jako
teplota pfi akvizici.

Funkce Optimise All (Optimalizovat vSe) se pokusi optimalizovat vS8echny
kanaly, které software zna. Funkce Optimise Acquiring (Optimalizovat
akviziéni) bude optimalizovat pouze kanaly pouzivané v tepelném profilu
definovaném ve zpracovani (cyklovani a tani).

Zaskrtnéte toto poli¢ko, chcete-li provést optimalizaci zesileni v prvnim cyklu,
vnémz dochazi k pofizovani dat. DoporuCuje se to pro optimalizaci
automatického zesileni.

Zaskrtnéte toto poli¢ko, chcete-li provést optimalizaci zesileni tésné pred
spusténim zpracovani. Pfistroj Rotor-Gene Q MDx se zahfeje na
specifikovanou teplotu, provede se optimalizace zesileni a pak se v prvnim
kroku zahaji cyklovani, obvykle v kroku denaturace. Tuto moznost Ize zvolit,
kdyz by optimalizace zesileni béhem zpracovani vedla k tomu, Ze prvni krok
bude pfili§ dlouhy. Obvykle se preferuje moznost Perform Optimisation
Before 1st Acquisition (Provést optimalizaci pfed 1. akvizici), protoze
optimalizace zesileni se provede v podminkach co nejpodobnéjSich
podminkam zpracovani.

Tato rozeviraci nabidka umozruje pfidani kanal. Zvolte pozadovany kanal
a kliknéte na tlacitko Add (PFidat).

Otevie se okno, v némz Ize nastavit Target Sample Range (Cilovy rozsah
vzorku). Target Sample Range (Cilovy rozsah vzorku) je rozsah po¢ate¢ni
fluorescence, ktery je tfeba nastavit pro vzorek ve specifikované zkumavce.
Optimalizace automatického zesileni naéte kazdy kanal pouzivajici nastaveni
zesileni v rozsahu zadaném v parametru Acceptable Gain Range (Pfijatelny
rozsah zesileni). Zvoli prvni nastaveni zesileni, které vede k hodnotam
fluorescence spadajicim do hodnot Target Sample Range (Cilovy rozsah
vzorkl). V zobrazeném pfikladu funkce Auto-Gain  Optimisation
(Optimalizace automatického zesileni) vyhleda nastaveni zesileni od —10 do
10, které dava hodnotu od 5 do 10 Fl ve zkumavce 1. Pro interkalaéni barviva
jsou obecné vhodné hodnoty Target Sample Range (Cilovy rozsah vzorku)
1-3 FI, kdezto rozsah 5-10 FI je vhodnéjsi pro chemikalie sond.
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Auto-Gain Optimisation Channel Setkings x|

Channel Settings :
Channel : Green Tube Pozition ; I'l ::II

Target Sample Bange : |5 ill Flup ta |'| o ﬁ Fl.

Acceptable Gain Rangs: |10 j to I'ID j

QK I Cancel I Help

Remove/Remove All
(Odebrat / Odebrat vse):

Start:

Manual (Manualni):

Changing Gain During a Run
(Zména zesileni béhem
zpracovani):

Poznamka: Optimalizace zesileni mdze zvolit nastaveni, které nebude spadat do zadaného
rozsahu. Mlze to byt zpusobeno zménami fluorescence po prvnim kroku vydrze. Vysledek
optimalizace zesileni v8ak poskytuje dobrou indikaci urovné fluorescence, na které bude

zahajeno zpracovani.

Manualni uprava zesileni

Chcete-li provést akci ,Manual Gain Adjustment® (Manualni Uprava zesileni), kliknéte na tlagitko
Manual... (Manualni...) v okné Auto-Gain Optimisation Setup (Nastaveni optimalizace
automatického zesileni). Objevi se okno Manual Gain Adjustment (Manualni Uprava zesileni).
V tomto okné se zobrazuji hodnoty fluorescence pfi kterékoli dané teploté v realném case.

Pouziva se, kdyz je pozadi vzorku neznamé, a proto je nutné urcit zesileni, aby bylo zajisténo,

Funkce Remove (Odebrat) odebere zvyraznény kanal. Funkce Remove All
(Odebrat v§e) odebere vSechny kanaly.

Stisknutim tlacitka Start zahajite optimalizaci zesileni. Zvoli se zesileni, které
ma za nasledek urovné fluorescenéniho signalu v zadaném rozsah. Bude-li
fluorescence mimo zadany rozsah, zesileni se nastavi tak, aby bylo co
nejblize zadanému rozsahu.

Otevre se okno Manual Gain Adjustment (Manualini Uprava zesileni).
Pokud bylo zesileni na zacatku zpracovani pfili§ vysoké nebo pfili§ nizké,

béhem prvnich deseti cykld je Ize zménit. V misté zmény zesileni se objevi
svisla ¢ara. Cykly pred touto zménou budou z analyzy vylou€eny.

ze signal vzorku bude dostate¢ny pro detekci.
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B Manual Gain Adjustment B x|

File Help

o Cycling &.Green

)

Page: Fage 1
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Time
190 Temperaue: [60 =

Edit Gains...

Start

Stop
§ ” ﬁ
40 [%

0 T T T T T T T T T T T T T T
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Time

Na displeji se ve vychozim nastaveni zobrazuji vSechny vzorky. Vzorky Ize ze zobrazeni odebrat
nebo do néj pfidat pfepinaem vpravo. Pfepina¢ obsahuje barevna polic¢ka, z nichz kazdé
odpovida vzorku na displeji. Vzorky s jasné zbarvenymi poli¢ky jsou zobrazené, kdezto vzorky
s tlumené zbarvenymi poli¢ky nejsou zobrazené. Vzorky Ize zapinat nebo vypinat kliknutim na
policko nebo pretazenim nékolika poliek ukazatelem mysi najednou.

Doporucujeme provést manualni Upravu zesileni nize uvedenym postupem.

1. Upravte teplotu v okné Manual Gain Adjustment (Manualni Uprava zesileni) na akvizi¢ni
teplotu potfebnou pro zpracovani.

Poznamka: Dokud bude pfistroj Rotor-Gene Q MDx v chodu, teplota se neupravi. Chcete-li
pouzit zmény teploty, pfistroj Rotor-Gene Q MDx znovu spustte.

2. Kliknéte na tlacitko Start. Zahaji se zpracovani. Teplota v pfistroji Rotor-Gene Q MDx se
upravi na teplotu uvedenou v okné. V grafech v okné se za¢nou zobrazovat data.

3. Pockejte, dokud se nestabilizuje teplota.

4. Poznamenejte si hodnotu konec¢né fluorescence (Fl).

5. Pokud hodnota FI nebude na poZadované urovni, kliknéte na tlacitko Edit Gains... (Upravit
zesileni...) a provedte potfebné Upravy. Tento proces se nemusi projevit okamzité, protoze
pfistroji Rotor-Gene Q MDx trva akvizice kazdého bodu v kazdém kandlu pfiblizné 4 s a v této
dobé je uzivatelské rozhrani deaktivované.

6. Opakujte proces, dokud hodnota FI nebude na pozadované drovni.

7. Kliknéte na tlacitko Stop. Pokud pfi stisknuti tlaitka Stop jeSté dochazi k akvizici dat pro
zpracovani, pfistroj Rotor-Gene Q MDx nejdfive dokonéi akvizici a pak se zastavi. Tento

proces muze trvat az 5 s pro kazdy akviziéni kanal.
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Okno 4 priivodce novym zpracovanim

V tomto okné jsou souhrnné udaje o zpracovani. Zkontrolujte parametry a jsou-li spravné,
kliknéte na tlagitko Start Run (Spustit zpracovani). Budete vyzvani, abyste zadali nazev souboru.
Tlagitkem Save Template (Ulozit Sablonu) mazete také ulozit nastaveni zpracovani jako Sablonu

pro budouci zpracovani.

New Run Wizard E|
Summary :
Sefting | Walue |
Green Gain ]
Riator 3E-well Rotor
Sample Layaut 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Fun

Once you've confirmed that your run setiings are comect, click Start Rurn to Save Template
beqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip'wizard | << Back

Okno 5 priivodce novym zpracovanim

V tomto okné se zadavaiji typy a popisy vzorki béhem zpracovani. Funkénost tohoto okna je
stejna jako u okna Edit Samples (Upravit vzorky) (strana 127). Informace o vzorcich je téz mozné

zadat po dokonc&eni zpracovani.

Tlacitkem Finish and Lock Samples (Dokoncit a uzamknout vzorky) se zavie obrazovka
a nebude mozné zménit nazvy vzork(. Dalsi informace o této a dalSich funkcich zabezpeceni si

prectéte v Easti ,Ochrana pFistupu k softwaru Rotor-Gene Q" (strana 133).

UzZivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022



New Run Wizard E|

Settings :

Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options

Samples :

B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER

C[ID |Name |T_l,l|:e |Groups |Given Cane. |SeA
1JOEE-34 Uriknown e
2 JOEE-3B Unknown e

I :.o0EEaC Unknown e

I  #J0EE3NTC Unknown e
] Unknown e

- 3 Urknown e

- 7 Unknown e
g Unknown e
3 kg e T

4 3

Page :

Mame: |Page1 MNew [ Synchronize pages

Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

5.2  Pouziti hardwaru pfistroje Rotor-Gene Q MDx
5.2.1 Typy rotoru

Nejdfive vyberte, ktery typ zkumavek a rotor chcete pouzit. K dispozici jsou 4 rotory, do nichz Ize

vkladat rizné typy zkumavek.

Poznamka: S pfistrojem se dodava 36-Well Rotor a 72-Well Rotor. Rotory Rotor-Disc® jsou

pfisluSenstvi.

Dulezité: V ramci jednoho zpracovani pouzivejte stejné zkumavky. Nekombinujte razné typy
zkumavek ani zkumavky od riiznych vyrobcu, protozZe to ovlivni jednotnost optickych parametrd.
Doporu€ujeme pouzivat zkumavky znacky QIAGEN, které jsou specialné uréené pro pouziti
s pristrojem Rotor-Gene Q MDx (viz €¢ast Informace pro objednani). Zkumavky od jinych vyrobct
mohou vykazovat autofluorescenci, coz by ovlivnilo spolehlivost vysledkd. Zkumavky od jinych
vyrobcl mohou mit téZ rlznou délku a tloustku, coz vede k poruSeni souososti optické drahy
pristroje Rotor-Gene Q MDx a reakce ve zkumavce. Spole¢nost QIAGEN si vyhrazuje pravo
odmitnout technickou podporu u problémi zpusobenych plastovymi materidly neschvalenymi
spolecnosti QIAGEN v pfistroji Rotor-Gene Q MDx.

Dilezité: Pouziti plastovych materiald neschvalenych spolecnosti QIAGEN v pfistroji

Rotor-Gene Q MDx miZe zneplatnit zaruku na vas pfistroj.
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UPOZOR- | Poskozeni pfistroje

NENI Pfed kazdym zpracovanim rotor vizualné zkontrolujte a ujistéte se, Ze neni

ijf poskozeny nebo deformovany.

36-Well Rotor

36-Well Rotor ma ¢ervenou barvu. 36-Well Rotor a 36-Well Rotor Locking Ring umozniuji pouziti
zkumavek o objemu 0,2 ml. Zkumavky nemusi mit opticky &iré uzaveéry, protoze pfistroj Rotor-
Gene Q MDx odecita fluorescenci ze dna zkumavky a nikoli z jeji horni ¢asti. Rovnéz Ize pouzivat

zkumavky s vypouklymi uzavéry.

72-Well Rotor

72-Well Rotor ma modrou barvu. 72-Well Rotor a 72-Well Rotor Locking Ring se pouzivaji
s produkty Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, které Ize pouzivat pro objemy od 20 pl. Uzaveéry zajistuji

bezpectné a spolehlivé uzavieni.
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Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Rotor ma tmavé Sedou barvu. Rotor-Disc 72 Rotor a Rotor-Disc 72 Locking Ring
umoznuji pouziti produktu Rotor-Disc 72. Rotor-Disc 72 je kotou¢ se 72 jamkami pro
vysokokapacitni pouziti. Rotor-Disc 72 Ize uzavfit pfilozenim félie z ¢irého polymeru na horni
povrch a zatavenim. Pouziti félie je rychlé a zabrafiuje kontaminaci zajiSténim pevného
a trvanlivého utésnéni odolného proti nezadouci manipulaci. DalSi informace o produktu
Rotor-Disc 72 si prectéte v ¢asti 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Rotor ma zlatou barvu. Rotor-Disc 100 Rotor a Rotor-Disc 100 Locking Ring
umoznuji pouziti produktu Rotor-Disc 100. Rotor-Disc 100 je kotou¢ se 100 jamkami pro
vysokokapacitni pouZiti. Rotor-Disc 100 je rotani ekvivalent 96jamkové desti¢ky s dalSimi
4 referenCnimi jamkami. Umozriuje integraci pfistroje Rotor-Gene Q MDx s laboratornimi
pracovnimi postupy pro 96 jamek. Pfidavné jamky Ize s vyhodou pouzit pro dalSi vzorky, reakce
dalSich kontrol nebo orientani reakce, aniz by bylo nutné zabrat nékterou z pozic
96 standardnich jamek. Za uc€elem bezproblémové kompatibility s pracovnim postupem pro
96 jamek se pfi oznaCovani jamek v produktu Rotor-Disc 100 pouzivaji konvence pro 96 jamek,
tedy A1-A12 az H1-H12. Dodate¢né 4 referencni jamky jsou oznaéené R1-R4. Dalsi informace

o produktu Rotor-Disc 100 si prectéte v ¢asti 5.2.3.
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Specifikace rotoru

Typ rotoru Kapacita jamky €. vzorku Typ zkumavky Doporuceny reakéni
(1) objem (pl)
36-Well Rotor 200 36 PCR Tubes, 0.2 ml 20-50
72-Well Rotor 100 72 Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 20-50
Rotor-Disc 72 Rotor 100 72 Rotor-Disc, 72 20-25
Rotor-Disc 100 Rotor 30 100 Rotor Disc, 100 15-20

Poznamka: Produkty 36-Well Rotor a 72-Well Rotor pro pristroj Rotor-Gene Q MDx nejsou
ureny pro pouZiti v pfistrojich Rotor-Gene 3000 z ddvodu nekompatibilniho optického vyrovnani.

S pristroji Rotor-Gene 3000 prosim dale pouzivejte starsi rotory se 36 a 72 pozicemi.

5.2.2 Pf¥iprava reakce

Dulezité: Aby byly zajistény spolehlivé vysledky, v kazdém zpracovani je nutné pouzit vhodné
kontroly.

Reakce Ize pfipravit s vyuzitim produktl Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (pro PCR Tubes,
0.2 ml), Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (pro nastaveni Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
s jednokanalovou pipetou), Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (pro nastaveni Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml s vicekanalovou pipetou), Rotor-Disc 72 Loading Block (pro Rotor-Disc 72)
nebo Rotor-Disc 100 Loading Block (pro Rotor-Disc 100). V8echny bloky jsou vyrobeny z hliniku

a Ize je pfedem vychladit.

Do produktu Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (na obrazku) Ize vlozit 18 zkumavek Strip Tubes
ataké az osm zkumavek 0,5 ml, které lze pouzit pro pfipravu master mixu, a az Sestnact
zkumavek 0,2 ml, které lze pouzit pro pfipravu standardnich kfivek. Nize uvedeny postup
popisuje pfipravu reakce s vyuzitim produktu 72-Well Rotor. Stejny postup je mozné pouzit pro
pfipravu reakce s vyuzitim produktu 36-Well Rotor a vhodného pfisluSenstvi.
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1. Umistéte zkumavky Strip Tubes do bloku Loading Block a pfipravte alikvoty reak&nich slozek.

2. Umistéte uzaveéry Caps bezpecné na zkumavky Strip Tubes a vizualné zkontrolujte, Ze jsou
pevné uzaviené.

3. Vlozte zkumavky Strip Tubes do produktu 72-Well Rotor a ovéfte, Ze kazda zkumavka je na
spravném misté ve spravné orientaci.
Pokud vzorky nejsou spravné umisténé v rotoru, nevyrovnaji se optimalné nad systémem
detekce. To mize vést k zeslabeni ziskaného fluorescenéniho signalu a snizeni citlivosti
detekce. S pfistrojem se dodava Rotor Holder, ktery umoznuje snadné vkladani zkumavek.
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Dilezité: Pro dosazeni maximalni rovnomérnosti teploty musi kazda pozice v rotoru
obsahovat zkumavku. Zaplnéni vSech pozic v rotoru zaru€uje rovhomérné proudéni vzduchu
ke kazdé zkumavce. Méjte vzdy k dispozici sadu prazdnych zavi¢kovanych zkumavek, abyste
je mohli pouzit k zaplnéni pfipadné nepouzitych pozic.

4. Vlozte 72-Well Rotor Locking Ring na 72-Well Rotor prostréenim 3 vodicich kolikd vnéjSimi

otvory v rotoru.

Locking Ring zajistuje, Ze uzavéry zGstanou béhem zpracovani na zkumavkach.
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5. Vlozte sestavu do komory v pfistroji Rotor-Gene Q MDx tak, aby zacvakla na misto, pomoci
vodiciho koliku na hlavé rotoru. Chcete-li ji vyjmout, jednoduse zatlaéte hlavu rotoru dolt, aby
se uvolnila, a vytahnéte ji.

e
o

6. Zavrete viko a nastavte profil zpracovani v softwaru Rotor-Gene Q.

5.2.3 P¥iprava kotouc€e Rotor-Disc

Kotou€e Rotor-Disc 72 nebo Rotor-Disc 100 obsahuji 72 respektive 100 jamek v jednodilném
kotouci uréeném pro vysoké kapacity. V kotoucich Rotor-Disc 72 a Rotor-Disc 100 se nepouzivaji
uzavéry. Misto toho se na horni povrch pfilozi félie Rotor-Disc Heat Sealing Film, ktery se zatavi
pristrojem Rotor-Disc Heat Sealer. Pouziti folie zabrafiuje kontaminaci zajisténim pevného
a trvanlivého utésnéni odolného proti nezadouci manipulaci. Zataveni kotou¢e Rotor-Disc se
provadi nize uvedenym postupem.

Dulezité: Pred zahajenim tohoto postupu si prectéte informace o produktu dodané s pristrojem
Rotor-Disc Heat Sealer.

1. Zapnéte Rotor-Disc Heat Sealer vypinaem, ktery se nachazi vzadu vlevo.

Rozsviti se Cervena kontrolka ,Power® (Napajeni). Rotor-Disc Heat Sealer se zahfiva na

provozni teplotu pfiblizné 10 min, kdy se rozsviti zelena kontrolka ,Ready” (Pfipraveno).
2. Zvolte trvalé nebo odstranitelné utésnéni.

Poznamka: Jakmile je pfistroj Rotor-Disc Heat Sealer pfipraveny, je bezpecné nechat ho
Vv nepfetrzitém provozu.

3. VloZte kotou€ Rotor-Disc do bloku Rotor-Disc Loading Block pomoci vystupku pozice Cislo jedna
na kotouc¢i Rotor-Disc a vodicich otvor( pro zkumavky v bloku Rotor-Disc Loading Block.
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4. Pripravte reakce v kotouci Rotor-Disc ruénim pipetovanim nebo pomoci automatického
systému pro manipulaci s kapalinami.

5. Sejméte stfedovou Cast z jednoho listu félie Rotor-Disc Heat Sealing Film jejim pfehnutim
napul, propichnutim stfedového dilu a jeho opatrnym odtrhnutim.

6. Polozte folii na Rotor-Disc ve spravné orientaci, ktera je znazornéna na Stitku s napisem
»SIDE UP“ (Horni strana). Ovérte, ze je Stitek s napisem ,SIDE UP* (Horni strana) umistén

ve spodni ¢asti bloku Rotor-Disc Loading Block.

Stredovy otvor ve félii by se mél snadno posouvat po valci bloku Rotor-Disc Loading Block na
vrchni stranu kotou€e Rotor-Disc.
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7. Celou sestavu zasurite do pfistroje Rotor-Disc Heat Sealer pomoci vodicich list po strané bloku
Rotor-Disc Loading Block. Ovéite, Ze je Rotor-Disc Loading Block zcela zatlageny dovnitr.

8. Chcete-li aktivovat zatavovaci mechanismus, nejdfive stlacte dold modrou eloxovanou listu

v horni ¢asti pfistroje Heat Sealer, pak zajistéte ¢ernou zapadku.

9. Kdyz zatavovaci mechanismus sjede dol(, rozsviti se oranzova kontrolka ,Sealing” (Probiha
zatavovani). Pokud blok Rotor-Disc Loading Block neni ve spravné poloze, ozve se varovné
pipani.

10. Kdyz je zataveni dokoneno, ozve se nepfetrzité pipani a oranzova kontrolka ,Sealing*

(Probiha zatavovani) za¢ne blikat. Stlatenim modré eloxované liSty zvednéte a uvolnéte

zatavovaci mechanismus do pavodni polohy

Dulezité: Jakmile se ozve pipani, jiz nezatavujte, protoZze by se kotou¢ Rotor-Disc mohl

zdeformovat.
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Poznamka: Pokud omylem neuvolnite zajiStovaci mechanismus, upozorni vas na to
oranzova kontrolka ,Sealing“ (Probiha zatavovani), ktera misto blikani zagne trvale svitit
a neprerusované pipani se zmeéni na prerusované.

11. Vysunite blok Rotor-Disc Loading Block z pfistroje Rotor-Disc Heat Sealer. Nechejte fdlii
chladnout cca 10 s. Zatazenim dol(i odstrante prebyte¢nou tésnici folii. Za prebyteénou folii
netahejte smérem nahoru.

12. Vyjméte kotou¢ Rotor-Disc z bloku Rotor-Disc Loading Block.

13. Vlozte kotou€ Rotor-Disc do rotoru pomoci vystupku pozice €islo jedna, ktery je voditkem pro

spravnou orientaci.
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6  Uzivatelske rozhrani pro provadeni analyz

6.1 Pracovni prostor

Pracovni prostor tvofi pozadi hlavniho okna. Na této ploSe je mozné otevfit grafy nezpracovanych
dat a vysledky analyz. Je-li otevieno nékolik oken najednou, miZzete je usporadat kliknutim na
tlacitko Arrange (Uspofadat) na panelu nastroji. K dispozici je nékolik moznosti usporadani

oken, které Ize vybrat kliknutim na Sipku dol( vedle tlacitka Arrange (Usporadat).

=T

Reports  Arrange

Smart Tiling

Tile Horizonkally
Tile Mertically
Cascade

6.2  Panel nastroju

Tato tlacitka jsou zkratky k ¢asto pouzivanym operacim. K témto operacim mate také pfistup

v rozeviracich nabidkach.

il 0 *. =7 : &= —
JNCH PN O | & O & £ W B = B
Mew Open Sawve | Start Pause Stop Help Settings Progress  Profile  Temp. Samples Analysis Reports  Arrange
JChanneIs . Cycing AGreen . Cycling A.Yellow . Cycling A.Orange . Cycling A.Red

6.3  Zobrazeni kanall pro nezpracovana data

Kliknutim na tato tlaGitka se zobrazi nezpracovana (neanalyzovana) data z urcitych kanall
v daném zpracovani.

-

“ Channels 7 Cycling &.Green 7 Cycling & ¥ellow 7 Cycling &.0range 7 Cyeling &.Red ‘

Pfi prohlizeni téchto dat je k dispozici fada moznosti jejich znazornéni. Nezpracovana data je

také mozné transformovat pro usnadnéni riznych druhd analyz.
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Adjust Scale (Upravit stupnici):  Chcete-li vybrat moznost Adjust Scale (Upravit stupnici), kliknéte pravym
tlacitkem mysi na pfislu§né okno. Stisknutim tlacitka Adjust Scale (Upravit
stupnici) se otevie okno, v némz Ize zadat stupnici.

Adjust Scale B4
b i ; |'| 1a j
b e ; ID j

2| ok |

Autoscale Tlacitko Autoscale (Automaticka stupnice) se pokusi pfizpusobit stupnici
(Automaticka stupnice): podle maximalni a minimalni naméfené hodnoty.
Default Scale Default Scale (Vychozi stupnice) nastavi stupnici zobrazeni zpét od 0 do
(Vychozi stupnice): 100 jednotek fluorescence.
Ikona s montaznim kli¢em: Dalsi informace naleznete v ¢asti 7.5.

ﬂ- s 10 15 ol - = 30 33 40 45

cle
Adyist Sesle. | AutoSeals| Defaud Scale| Opbons| [Page 1 - y

Normalse to Cyclng A, Yellow
Narmalise to Cycing A.Crangs
Normalise: to Cycing A, Red
Crop start cycles

Cropend cydes

Options (Moznosti): Zobrazi se rozeviraci nabidka uvedena na obrazku nahore, ktera obsahuje
moznosti transformace nezpracovanych dat.

Normalise to... Tato funkce umoziiuje normalizaci amplifikacnich dat na data z pasivniho
(Normalizovat na...): referen¢niho barviva, napfiklad ROX, ziskana v jiném kanale.

Crop start cycles Vytvofi se novy soubor dat z kanalu, ve kterém byly odebrany nékteré
(Smazat poc¢atecni cykly): pocateéni cykly. To je uzite€né, kdyz jsou v po€atecnich cyklech pozorovany

velké skoky, k nimz mlze dochazet pfi pouziti ur€itych chemikalii.

Crop end cycles Vytvofi se novy soubor dat z kanalu, ve kterém byly odebrany nékteré
(Smazat koncové cykly): koncové cykly.
Page 1 (Strana 1): Udava stranu, ktera je aktualné zvolena pro zobrazeni grafi nezpracovanych

dat. Okno Edit Sample (Upravit vzorek) umozriuje vytvoreni nékolika definic
vzorkl. Data Ize zobrazit napfiklad s rdznymi tlouStkami ¢ar, definicemi
vzorkl a dal$imi moZnostmi zobrazeni. To je zvlasté uzitecné, kdyz se
provadi relativni kvantifikace v jednom kanalu, protoZe uzivatel mize snadno
prepinat zobrazeni mezi zkoumanym genem a referenénimi vzorky
definovanim 2 stran se vzorky.

6.4  Prepinani mezi vzorky

Na pravé strané hlavniho okna je pfepinac s legendou ke vzorkim. Obsahuje barevna policka,
z nichz kazdé odpovida vzorku na displeji. Pfepina¢ slouzi k Fizeni toho, které vzorky se na
displeji zobrazi. Vzorky s jasné zbarvenymi poli¢ky jsou zobrazené, kdezto vzorky s tlumené
zbarvenymi poli¢ky nejsou zobrazené. Vzorky Ize zapinat nebo vypinat kliknutim na poli¢ko nebo
pfetazenim nékolika poli¢ek ukazatelem mySi najednou. Pomoci tlacitek Bank On (Zobrazit
skupinu) a Bank Off (Skryt skupinu) Ize skryt, respektive zobrazit, vSechny vzorky aktualné

viditelné v seznamu. Dal$i skupiny vzork( Ize zobrazit pomoci posuvniku.
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Poznamka: Pocet zobrazenych vzorkUl je dynamicky a zavisi na tom, kolik je v okné volného mista.

Kliknutim na tlacitko Named On (Zobrazit pojmenované) se zobrazi pouze vzorky, které dostaly
nazev. Takto rychle zobrazite pouze relevantni vzorky. Kliknutim na tlagitko All On (Zobrazit vSe)
nebo All Off (Skryt vSe) se zobrazi vSechny, respektive zadné vzorky v rotoru. Stisknutim tlacitka
Edit Samples... (Upravit vzorky...) se otevie okno Edit Samples (Upravit vzorky), v némz lze
upravit nazvy vzorkd, jejich typy a standardni koncentrace (viz ¢ast 6.8.4).

Pfepinac je na obrazku dole. Po kliknuti pravym tlacitkem mysi na pfepinac se zobrazi dalSi moznosti.

Page: Page 1
Al
A2
A3 Farn
A4
AR
fils
b7
AH

Edit Samples. ..
Select Mon-Empty Samples
Toggle Sample ID Displaw

Select Groups

Farmn
4« | *
Bank On | Bark O
Mamed On | AllOn | Al O
Edit Samples...

Page (Strana): Toto oznaceni v horni ¢asti pfepinace udava stranu se vzorky, ktera je zobrazena.
Pouziti stranek umoZriuje zobrazeni rdznych nezavislych analyz sady dat
z jednoho kanalu. MlzZete napfiklad vytvofit dvé standardni kfivky v zeleném
kanalu a vygenerovat nezavislé protokoly. Dalsi informace o nastaveni stran se
vzorky najdete v ¢asti 6.8.4.

Toggle Sample ID Display PFi pouziti produktu 72-Well Rotor se vzorky zobrazi ve formatu A1 az A8, B1 az
(Prepnout zobrazeni ID vzorku): B8 atd. Volba Toggle Sample ID Display (Pfepnout zobrazeni ID vzorku) uzivateli
umoziiuje pfepnout na ¢iselné oznaceni vzorkl (1 az 72).

Select Non-Empty Samples Tato volba zrusi vybér vzorkl, které maji Type (Typ) specifikovany jako None
(Vybrat neprazdné vzorky): (Zadny) v okné Edit Samples (Upravit vzorky). Zajisti se tak, Ze se zobrazi jen
vzorky relevantni pro danou analyzu.

Select Groups (Vybrat skupiny): Mate-li definované skupiny, touto funkci mulzete prepinat (vypnout/zapnout)
zobrazeni vzorkd ve skupinach. Skupiny jsou volitelné sbirky vzorku, které
umozniuji rozSifené oznamovani statistickych vysledkd. Napfiklad Ize definovat
skupiny vzork(i od léSenych a neléenych pacienti. Skupiny je mozné nastavit
v okné Edit Samples (Upravit vzorky).
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6.5 Nabidka Soubor
6.5.1 Novy

Po vybéru nabidky File a poté moznosti New (Novy) se objevi okno New Run (Nové zpracovani).
Toto okno obsahuje bézné pouzivané Sablony uspofadané na karté Quick Start (Rychlé

spusténi) a Advanced (Rozsifené moznosti). Po vybéru Sablony vas priivodce provede pfipravou

zpracovani a umozni Upravu nastaveni a profild.

x

Guick Start I Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

"% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

erform Last Run

(1]

'S Two Step

2 Quenched FRET

(1]

*% Mudleic Add Concentration Measurement

e
T"-.L’-J HRM™

T"xl__xf

il_J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Informace o poskytovanych Sablonach naleznete v ¢asti 5.1.1 a &asti 5.1.2.

Nové zpracovani

New (Novy): Zahaji se pfiprava zpracovani pomoci zvolené $ablony.

Cancel (Zrusit): Okno se zavre.

Help (Napovéda): Otevie se online napovéda.

Show This Screen When Pokud se zaskrtne toto policko, po spusténi softwaru se zobrazi okno New
Software Opens (Zobrazit tuto Run (Nové zpracovani).

obrazovku po otevieni softwaru):
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6.5.2 Otevrit a Ulozit

Open... (Oteviit...):

Otevfe se dfive uloZzeny soubor zpracovani v softwaru Rotor-Gene Q (*.rex)
nebo archiv zpracovani v softwaru Rotor-Gene Q (*soubor .rea).

Open Recent... (Oteviit posledni...): Zobrazi se 4 soubory, které byly naposledy oteviené nebo ulozené.

Save (Ulozit):

Ulozi se pfipadné zmény provedené v souboru zpracovani.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

MNew... r
Open... . View ‘)l-:};
Crniccent » [2top Settine
Run File...
Impoerk Bata Erom Frevious B, . Template...
Reports... Run Archive...
Preferences... Excel Analysis Sheet...
Excel Data Sheet...
= LIMS Export...
Exit LinR.eg Export Format...
Matiab Export...
N e

Save As... (Ulozit jako...):

Run File... (Soubor zpracovani...):

Template... (Sablona...):

Run Archive...
(Archiv zpracovani...):

LIMS Export (Export do LIMS):
Excel Data Sheet...

(Datovy list v aplikaci Excel...):

Excel Analysis Sheet...
(List analyz v aplikaci Excel):

LinReg Export Format...
(Exportovat do formatu
pro LinReg...):

Matlab Export...
(Export do formatu
pro Matlab...):

RDML Export (Export do RDML):

Pomoci této funkce se ulozi soubor zpracovani nebo data v riznych
formatech. Nize je uveden seznam moznosti.

Ulozi se kopie souboru. Uzivatel mize zménit nazev a uloZit umisténi. Jedna
se o vychozi format.

Ulozi se nastaveni profilu a souvisejici nastaveni, ale nikoli data zpracovani.
Sablonu je mozné pouzit k zahajeni budoucich zpracovani.

Provede uloZeni v kompaktnéjSim formatu souboru. Soubory uloZte v tomto
formatu pfed jejich odeslanim e-mailem. Zkrati se ¢as nutny k odeslani
souboru a zajisti se, Ze soubory nebudou e-mailovymi klienty poskozeny.

Analyza se ulozi ve formatech kompatibilnich se systémem LIMS podle pozadavkd
uzivatele. Vice informaci vam poskytnou technické sluzby QIAGEN.

Provede se export vSech kanalll pro nezpracovana data do listu v aplikaci
Excel®. Exportovany budou pouze vybrané vzorky.

Provede se export v8ech analyz v aktualnim zpracovani do jednoho listu
v aplikaci Excel.

Provede se export vSech nezpracovanych dat z kanalu do formatu ¢itelného
pro LinReg (nastroj pro analyzu t¢innosti). Dal§i podrobnosti naleznete dale
v €asti ,Export do nastroje LinReg".

Provede se export dat do formatu Citelného pro védecky bali¢ek Matlab (nebo jeho
opensourcovy ekvivalent Octave). MUze to byt uzite¢né pro vyzkum metod.

Provede export do souboru vyhovujiciho softwaru RDML v1.1. Vytvofeny soubor
exportu do RDML je zkomprimovany soubor ZIP ve formatu XML s pfiponou *.rdml
a vyhovuje dokumentu se schématem RDML (https://frdml.org/rdml_v_1_1.html)
na webu: https:/frdml.org/rdml_v_1_1.html.
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Export do nastroje LinReg

LinReg je nastroj vyvinuty C. Ramakersem a jeho kolegy.* Nastroj LinReg je k dispozici na:
https://medischebiologie.nl/files/.

Software Rotor-Gene Q uZivateli umoZriuje exportovat nezpracovana data ve formatu, ktery pak

muze nastroj LinReg importovat pro analyzu.

1. Oteviete soubor zpracovani Rotor-Gene Q s nezpracovanymi daty.

2. Exportujte data do formatu pro export do nastroje LinReg vyb&rem moZnosti Save As...

(Ulozit jako...) a pak LinReg Export Format... ... (Exportovat do formatu pro LinReg...).
3. Microsoft Excel automaticky zobrazi exportovana nezpracovana data.
4. Spustte nastroj LinReg.

Nastroj vas pozada o vybér rozsahu bunék, v nichz se nachazeji nezpracované udaje. Nastroj
dokaze analyzovat vzdy pouze jeden kanal pro nezpracovana data, takze je nutné vybrat vhodnou
oblast listu Excel.

6.5.3 Protokoly

Po vybéru moznosti Reports (Protokoly) se zobrazi okno Report Browser (Prohlize¢ protokolu).
Pokud byla data jiz analyzovana, protokol o dané analyze Ize zobrazit v okné Report Browser

(Prohlize¢ protokolt). V nabidce je nékolik typl protokoll s riznou Urovni podrobnosti.

EB Report Browser ) ) =] |
—Report Categories : — Templates :
| L Melt & Green [page 1] ;I
Quantitation

Cycling & Green [page 1] ] o
Delta Delta CT Relative Quantitation % Quantitation (Full Report)
delta delta se
Relative Quant. Aralpsis = Quantitstion {Standard Report)
Comparative Quantitation

1 Cycling &.Green [page 1]

2 Standard Curves Relative Quantitation
2 standrard curve

- Relative Quant, Analysis

Show I Cancel

* Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M., Karlen, Y., Bakker, O., van den Hoff, M.J., and Moorman, A.F. (2009)
Amplification efficiency: linking baseline and bias in the analysis of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res. 37, e45.
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6.5.4 Nastaveni

Pocatecni nastaveni pfistroje Rotor-Gene Q MDx je nutné provést béhem instalace. Tato volba vSak
dava moznost zménit nastaveni pfipojeni pfistroje Rotor-Gene Q MDx, budete-li si to po instalaci prat.

setup x|

General |

— Mizzellaneous Optionz :

The zoftware can simulate basic operation of the
machine for testing and training purpozes. Ticking
thig box will enable a *"irtual M achine zimulation.

[ Wirtual Made

Untick thiz box to prevent further access to this
sefup screen.

¥ fllow access ta this setup screen

Part I COmM1 - I Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Virtualni rezim): Zaskrtnéte tuto moznost, pokud se software bude pouzivat bez pfipojeného
pfistroje Rotor-Gene Q MDx. Software si zachové vSechny funkce. Tento
rezim je uzite¢ny pro demonstracni Ucely, analyzu dat a nastaveni $ablon.

Allow access to this setup Nebude-li tato moznost béhem instalace zaskrtnuta, k tomuto oknu jiz nebude

screen (Umoznit pfistup k této pFistup. Toto bezpecnostni opatfeni zamezuje uzivateldm zménit nastaveni.

obrazovce nastaveni): Chcete-li pFistup znovu umoznit, kontaktujte distributora.

Port: Vyberte spravny komunikaéni port pro umoznéni komunikace mezi
pocitacem a pfistrojem Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect (Detekovat Nejste-li si jisti, ktery port vybrat, kliknutim na tlacitko Auto-Detect

automaticky): (Detekovat automaticky) vyhledejte vSechny dostupné porty.

6.6 Nabidka Analyza
6.6.1 Analyza

Po kliknuti na nabidku Analysis (Analyza) se zobrazi okno Analysis (Analyza). Toto okno
umozniuje vytvofeni novych analyz a zobrazeni stavajicich analyz. Metoda analyzy se vybira
pomoci karet. Zobrazi se seznam kanalu, které lze zvolenou metodou analyzovat. Je mozné
nezavisle provést nékolik analyz provadénych ve stejném kanalu za predpokladu, Ze byly
nastaveny jako samostatné stranky v okné Edit Samples (Upravit vzorky). Vedle stranek, které
uz byly analyzovany, je zeleny symbol zaskrtnuti. Znamena to, Ze pro tuto analyzu byla ulozena
nastaveni prahu a normalizace. Chcete-li néktery kanal zobrazit nebo analyzovat, dvakrat na néj
kliknéte. Objevi se okno konkrétni analyzy.
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Analysis =
25td Curves [Fel] | Other..
T Huaniaion Melt Delka Delta CT Relative Quantitation
.................................................. Allelic Discrimination
Compatative Quankitation
Scatter Graph Analysis

Cycling &.Green
Cycling &.Orange
Cycling & Red
Cycling A ellow

EndPoint Analysis
Concenkration Analysis

High Resolution Melt Analysis
Show &l Analysis Options. ..

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Auto-shrink window Zaskrtnutim polozky Auto-shrink window (Automaticky zmensit okno) se okno
(Automaticky zmensit okno): zmenS$i, kdyZ se nepouziva. Kdyz pfes okno pfejedete kurzorem, znovu se zvétsi.

Usporadani pracovniho prostoru

Pfi kazdém spusténi nové analyzy se jeji okna usporadaji tak, aby se vesla k tém, ktera jsou jiz
na obrazovce. Zobrazeni pfili§ velkého poctu oken mize byt nepraktické. Zaviete okna, ktera
nepotfebujete, pak kliknéte na tlacitko Arrange (Uspofadat) na panelu nastroji. Okna se
automaticky usporadaji podle metody Smart Tiling (Chytré dlazdice). Nebo vyberte jinou metodu
usporadani kliknutim na Sipku vedle tlaCitka Arrange (Uspofadat). Dalsi moznosti se také
nabidnou, kdyz kliknete tladitkem pravé mysSi na nazev analyzy.

Huantitation ; P el I

MEIRG )
Cyzling A Orange Show
Cyzling A Fed Hide

Cycling A eliow Remove Analysis...

Show (Zobrazit): Zobrazi se vybrana analyza.

Hide (Skryt): Skryje se vybrana analyza.

Remove Analysis... Zvolena analyza se zcela odebere. Znamena to, Ze budou ztracena nastaveni
(Odebrat analyzu...): normalizace nebo biny kfivek tani nastavené v analyze.

6.6.2 Kvantifikace

Vyberte kartu Quantitation (Kvantifikace) v okné Analysis (Analyza) a pak dvakrat kliknéte na
nazev kanalu nebo vyberte kanal a pak stisknutim tlacitka Show (Zobrazit) oteviete pozadovany
kanal. Objevi se tfi okna: hlavni obrazovka, standardni kfivka a vysledky.
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Protokoly

Reports (Protokoly):

Stisknutim tlacitka Reports (Protokoly) se otevie okno Report Browser
(Prohlize¢ protokolll), v némz Ize vygenerovat protokol o aktualni analyze.
Existuji 3 moznosti: standardni protokol, kompletni protokol a struény
protokol. Dvojitym kliknutim na poZadovanou moznost oteviete protokol
v okné Preview (Nahled).

Po vygenerovani protokolu je mozné pomoci tlacitek v horni ¢asti okna

Preview (Nahled) protokol vytisknout, uloZit, odeslat e-mailem nebo
exportovat do aplikace Word.

S =

Frint | Save Az

o

Email | To'word

Standardni krivka

Std. Curve (Standardni kfivka):

k¥ standard Curve - Cycling - 10| x|

Timto tlacitkem se otevie okno Standard Curve (Standardni kfivka). Ve
vychozim nastaveni se toto okno otevie pfi otevieni analyzy. Kdyz okno
zavrete, |ze je znovu otevfit timto pfikazem.

40

ast-t-

304+

—
L
25t

20t

15 4.
L
1

------------------------------ R~2=0.89939

v Show Skats E

Cyeling A .Green (Page 10
R=0.99969

h=-3.292
B=33.949
Efficiency=1.01

Export Graph... f-iTeego-- HEEEEEEE EEEEEEE TR

Standard Error Mean

Owerlay

-
'
.
l
'
|
'
'
|
|
|
'
'
I
+
'
'
|
'
'
|
[ S R —

Lo Sk

Return be Default Position 004 10705 1046 10407

Concentration

Efficiency (Uginnost):

R”2 value (correlation
coefficient) (Hodnota R"2
(korela¢ni koeficient)):

Hodnoty na standardni kfivce se dynamicky pfepocitavaji se zménou urovné
prahu kliknutim na ¢aru prahu a jejim pfetazenim v hlavnim okné.

Modré tecky na kfivce predstavuji vzorky, které byly definovany jako
standardy, a ¢ervené tecky predstavuji neznamé datové body vzorku.

Poznamka: Pokud redefinujete standardy pro prepocitani standardni kfivky,
vypnutim viditelnosti standardniho vzorku pfepinatem na pravé strané obrazovky
jej odeberete z vypoctu standardni kiivky. Odebrani standardud z grafu ke zvySeni
hodnoty R*2 neni védecky platné. Neplatny standard naznacuje, Ze vzorky jsou
mozna také neplatné, a takto by mély byt zafazeny do vysledku.

Jedna se o reakéni uéinnost zpracovani. Tato hodnota je podrobnéji popsana
na strané 93.

Hodnota R*2 neboli R2 je procentudlni pomér dat, ktera odpovidaji hypotéze, Zze
standardy tvofi standardni kfivku. Je-li hodnota R2 nizka, standardy budou v okoli
pfimky nejlepsi shody pfili§ rozptylené. To znamend, Ze vysledky (tj. vypoctené
koncentrace) nemusi byt spolehlivé. Dobra hodnota R2 je pfiblizné 0,999.
Poznamka: Je mozné dosahnout vysoké hodnoty R*2 se slabou standardni
kfivkou, pokud byl testovan nedostate¢ny pocet standardd. Hodnota R*2 se
zlepSuje se snizujicim se poétem standardl. Spolehlivost vysledkd presnéji
indikuji intervaly spolehlivosti na vypoctenych koncentracich.
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R value (square root of Hodnota R je odmocnina hodnoty R*2. Obecné je ke stanoveni korelace
correlation coefficient) uzite¢ngjsi hodnota R"2.
(Hodnota R (odmocnina

korela¢niho koeficientu)):

Mand B (M a B): Smérnice (M) a usek (B) standardni kfivky se automaticky vypocitaji ze
vzorce y = Mx + B a zobrazi se v okné Standard Curve (Standardni kfivka).

Export Graph... Kliknutim pravym tlagitkem mySi na standardni kfivku se zobrazi moznost

(Exportovat graf...): exportovat graf (viz ¢ast 7.4).

Overlay (Prekryv): Kdyz bylo ve stejném zpracovani provedeno nékolik kvantifikacnich

zpracovani, je mozné prekryt standardni kfivky v témze okné. To je uzite¢né
pro grafické zobrazeni rozdilu mezi riznymi prahy. Tato funkce je znadzornéna
dale na snimku obrazovky.

ﬁstandard Curve - Cycling A.Green (Page 1) - |EI|5|

Cycling & Green (Page 1
R=0.99969

R#2=0.99939

hi=-3.292

B=35.949

Efficiency=1.01

24 1 Export Graph...

224 Standard Error Mean

04

v Show Stats Cycling A&, Orange (Page 3)
1811 Zoom out Cyeling A.Red (Page 4)
16| Returnbo Default Pasition J=-F--------- e e e
10400 1040 10402 10403 10704 10705 1006 10407
Concentration

.konc = ..*CT + .. a ,CT = ..." jsou 2verze rovnice pouzivané ke vztazeni hodnot CT
a koncentraci. V publikacich se nej¢astéji pouziva vzorec ,CT = ...“. Standardni kfivka mize byt

budto ,Floating” (Plovouci), nebo ,Fixed“ (Pevnd). Je-li ,Floating“ (Plovouci), optimalni rovnice
pro standardni kfivku se vypocte pfi kazdém posunuti prahu v hlavnim okné. Je-li ,Fixed” (Pevna),

rovnice se neméni, protoZe byla importovana z jiného zpracovani.

Standard Curve

conc= 107[-0.304°CT + 11.832)
CT = -3.292%oglconc] + 38,949
Type : Floating

Impork Curve..... I Fezet |

Importovani standardni kfivky umozfiuje odhad koncentraci, kdyz v uréitém zpracovani neni
standardni kfivka k dispozici a u€innost reakce se mezi 2 zpracovanimi neliSi. Kfivky je mozné
importovat z jiného kanalu nebo zjiného zpracovani kliknutim na tlacitko Import Curve
(Importovat kfivku).
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Standardni kfivku je mozné v pfipadé potfeby upravit. Uprava standardni kiivky znamena, Ze do
aktualniho zpracovani bude importovana pouze ucinnost zdrojové standardni kfivky. Zda ma byt

standardni kfivka upravena nebo ne, zavisi na pouzitych chemikaliich.

Chcete-li standardni kfivku upravit, pouzijte referenci v novém zpracovani se znamou
koncentraci. Definujte referenci nastavenim typu vzorku na ,Standard” (Standardni) a zadanim
hodnoty koncentrace v okné Edit Samples (Upravit vzorky). Ke zvySeni pfesnosti je mozné zadat
nékolik kopii téZe reference. PovSimnéte si, Ze neni mozné definovat vice nez jednu referenéni
koncentraci nebo standard. Napfiklad je mozné mit ve stejném zpracovani 3 reference replikat(
1 000 kopii, ale neni mozné mit jednu referenci 1 000 kopii a jinou se 100 kopiemi.

Po importovani standardni kfivky se jeji typ zméni na ,Fixed“ (Pevna). Kliknutim na tlacitko Reset

(Obnovit) zménite typ standardni kfivky zpét na ,Floating“ (Plovouci).

NiZe je uveden snimek obrazovky s oknem Import Standard Curve (Importovat standardni kfivku).

Import Standard Curve
— Import Standard Curve :
@ Curent Flun

€ From Other Bun...

LChannels :

Cycling & Yellow conc=107°(0.3001CT + 12525) CT =-3.3220gjconc) + 41.608
Cypcling & Orange conc= 107-0.209°CT +11.185) CT = -3.2350g(conc) + 36.187
Cypcling & Red conc=107(-0.316*CT + 11.817) CT = -3.165%0g(conc) + 37.404

€ From Egternal Source [Post-6.0 Standard Curve Format) :
CT =| * log[Conc) +|
Efficiency = MAA

" Fram External Source [Ere-6.0 Standard Curve Farmat) :

Conc =10 [I *CT + I ] Cancel |

Efficiency = MN/& Help I

Pomoci tohoto okna Ize importovat standardni kfivku z jiného kanalu analyzovaného v aktualnim

zpracovani, nebo z jiného zpracovani.

Current Run Kdyz je zvolena tato moznost, kvantitativni analyzy v jinych kanalech z tohoto
(Aktualni zpracovani): zpracovani budou uvedeny s odpovidajicimi standardnimi kfivkami.

From Other Run... Po zaskrtnuti této moznosti se otevie dialogové okno, ve kterém Ize vybrat
(Z jiného zpracovani...): a otevfit soubor zpracovani. Pokud byla pro dané zpracovani provedena

kvantitativni analyza, pro kazdy analyzovany kanal budou uvedeny
standardni kfivky.

Poznamka: V souboru zpracovani musi byt uloZzeno nastaveni kvantitativni

analyzy.
Channels (Kanaly): Zobrazi se seznam analyzovanych kanall a vzorc jejich standardnich kfivek.
From External Source V této oblasti je mozné pfimo zadat hodnoty M aB. To je uzite¢né
(Z externiho zdroje): v pfipadech, kdy tyto hodnoty pochazeji z externiho zdroje, napfiklad

z tabulky aplikace Excel.

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

87



Vypocet hodnoty Cr

Invert Raw Data Nékteré chemikalie produkuji fluorescenéni signal, ktery se exponencialné

(Prevratit nezpracovana data): snizuje, misto aby se zvySoval. Tato data Ize analyzovat metodou
»Quantitation” (Kvantifikace), ale je nutné zaskrtnout polozku Invert Raw
Data (Prevratit nezpracovana data). U vSech ostatnich kvantitativnich analyz
by tato moznost méla zlstat nezaskrtnuta.

[T lrwert Raw Data

Cr Calculations Hodnota Cr je pocet cykld v okamziku, kdy amplifikacni kfivka protne prah
(Vypocty hodnoty Cr): detekce. Nastavenim pfimky prahu a vypoctem priseciku s kazdou z téchto
kfivek se ur¢i hodnota Cr kazdého vzorku.

Threshold (Prahova hodnota): Chcete-li nastavit prahovou hodnotu, kliknéte na ikonu (mfizku s Eervenou
Sipkou), pak kliknéte na graf a tahnéte ¢aru na pozadovanou uroven. Nebo
zadejte logaritmickou hodnotu. Také je mozné prah urcit automaticky pomoci
funkce Auto-Find Threshold (Automaticky najit prah). PFi ru¢nim nastaveni
prahové hodnoty ji nastavte v exponencidlni fazi zpracovani, vyrazné nad
zakladni drovni, aby nevznikl Sum, a pod zacatkem stabilni Urovné signalu
v pozdéjsich cyklech.

CT Calculation

[ Flip =ign of nomalized dats

Threzhold ; IW 1'
Elirninate Cycles |1—1|

befare
Eliminate Cycles before Chcete-li je nastavit, kliknéte na ikonu (mfizku s €ervenou Sipkou), pak
(Eliminovat cykly pred): kliknéte na graf a podrzte jej a nakreslete ¢aru doprava. Eliminujete tak

prahovou hodnotu pro nizké pocty cykld.

Poznamka: To je uzite¢né, kdyz bé&hem pocatecnich cykld vznika Sum
napfiklad vlivem michani vzorkd.

Auto-Find Threshold Tato funkce skenuje vybranou oblast grafu, aby bylo nalezeno nastaveni

(Automaticky najit prah): prahové hodnoty, jehoZz vysledkem budou optimalni odhady danych
koncentraci. Vybranou oblast Ize zménit zadanim nové horni a dolni hranice
v zobrazenych textovych polich.

Vychozi horni a doIni hranice je vhodna pro vétSinu analyz. Naskenuje se
rozsah prahovych Urovni k ziskani nejlep$i aproximace standardni kfivky
podle vzorku, které byly definovany jako standardy (tj. s hodnotou R nejblizsi
hodnoté 1,0)

Auto-Find Thieshold
Vysledky
Stisknutim tohoto tlaitka se otevie okno Quantitation Results (Vysledky kvantifikace). Ve

vychozim nastaveni se toto okno otevfe pfi otevieni analyzy. KdyZ se zavfe, |ze je znovu otevfit

timto pfikazem.
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BEE
Andlysis Mo |ColoufName [Type Ot |CtComment [Given Cono| Cale Conc[c] % Viar | Fep. Ct_|Rep. Ct5td] Aep. L [95% O] [ lep. Cale. Cone.| Fiep. Cale. Cone. [sszl
Cycling A ieen (Page 1) 1 1068 Standad 373 TOOE+DE  7A%E+07  281% 373 000 1373, 3.74] TATE+7 [1ATE+07 , 4 35E +08]
Cyciing A Green (Page 1 2 [ 10e8 Standard | 3.74 100E+08  7.17E+07 26.3%

Cycling A Green (Page 1) |3 [N 1023 Standad 374 100E+08  7.16E+07 284%

Cyeling AGrzen (Page 1) |4 1067 Standad 611 TOOE7  LMES07  440%  BD6 0.06 [591,6.21] AGE7 [3,29E 405 , 6,736 407]
Cycling A Green (Page 1) | & 107 Standad | 608 T0ESD7  1A7E-07  486%

Cyoling A fireen (Page 1) |6 1067 Standad | 538 TO0E+D7  1SGE+07 G5k

Cycing AGreen (Paoe 1) 7 [ 106 Standad | 1043 TOOEWDE 7726405 2% 103 0,09 10,15 1060] .00E+D05 [262E +05 , Z44E +06]
Cycling A Green (Page 1) |8 [N 10e6 Standad 10,27 100E+08  858E+05 142%

Cycling AGreen (Page 1) |9 [N 106 Standad 10,42 100E+06  7,F1E+05 29%

Cycing &Green (Page 1) 10 W 105 Standard | 1349 1006405 9,58E+04 32 138 013 (1331,1358] 9.74E+04 [2.98E 404 , 2506 405
Cycling & Green (Page 1 11 L 1065 Standard | 13.75 100E+05  B.13E+04 18.7%

Cycling AGreen (Page 112 L 1065 Standard 1359 100E+05  B.4BE+04 15.2%

Cycling A Green (Page 1) | 13 o4 Standad | 1566 TOOESD4 2246404 1237% 1546 0.25 1464 16.08] 256E+4 [7.62E +03 , 8,36E +04]
Cyeling AGreen (Page 1] | 14 0ot Standad | 1554 TOESDE 2426404 1417%

Cyoling & Gireen (Pags 1) | 15 10ed  Standad | 1518 TOOE+D4  AD9E+04)  20BA%

Cyciing & Green (Page 1) | 16 1063 Standad | 2136 TOOED3  47IE0Z] 3% 2L 0.24 20432163 565602 [3.13E 401 , 350E +03]
Cyoiing A Green (Page 1) | 17 1063 Standad | 2089 TOOESD3  BATE0Z  35.3%

Cyeling AGrzen (Page 1) | 18 1063 Standad | 2102 TOOEDZ  E.OME02  406%

Cyeling AGreen (Page 1] | 19 1062 Standard NEG (MuliCy 1,00E+02

Cyoing &Green (Paoe 1) 20 [ 1022 Stendad | 2336 TO0E+D2  7HE0T 20i%

Cyciing AGreen (Page 1] 21 [ 1062 Standard NEG [MuliCt]  1.00E+02

Cycling A Green (Page 1]/ 22 [ NTC NTC NEG INTC)

Cycling A Green (Page 1) |23 I NTC NTC NEG INTC)

Cyeling AGreen (Pagz 1) 24 [T NTC  NTC NEGNTC)

V okné Quantitation Results (Vysledky kvantifikace) jsou vysledky zpracovani shrnuty v tabulce.
Kliknutim pravym tlac¢itkem mysi a vybérem polozky Export to Excel (Exportovat do Excelu) se
tabulka exportuje do aplikace Excel. Excel se otevie automaticky. Chcete-li zkopirovat data do
stavajici tabulky, misto toho vyberte moznost Copy (Kopirovat), otevrete tabulku a pak vyberte
moznost Paste (Vlozit).

Okno Quantitation Results (Vysledky kvantifikace) obsahuje nasledujici sloupce.

Analysis (Analyza):
No. (C.):

Color (Barva):
Type (Typ):

Cr:

Cr Comment
(Komentar k hodnoté Cr):

%Var (%0Odch.)

Rep. Ct (Rep. Ct):

Rep. Ct Std. Dev.
(Rep. Ct smér. odch.):

Rep. Ct. 95% C.I.
(Rep. Ct 95% ClI):

Aktualni datovy soubor (akvizi¢ni kanal a strana se vzorky).
Cislo vzorku.

Definovana barva grafu jednotlivého vzorku.

Definovany typ vzorku.

Stanovena hodnota Cr.

Automaticka anotace ke stanoveni hodnoty Cr, jsou-li hodnoty Cr vylou€eny.
Mohou se objevit nasledujici pfiznaky:

NEG (Multi Ct): Prah protina fluorescenéni kfivku alespori dvakrat (dva
pruseciky). Nelze uréit jednoznaénou hodnotu Cr.

NEG (NTC): Celkové zvyseni fluorescence nespliiuje podminky definované
ve funkci ,NTC threshold® (Préah NTC) v nabidce Outlier Removal
(Odstranéni odlehlych hodnot) (viz nize). Fluorescenéni kfivku napfiklad
protina dany prah, ale z mensiho celkového zvétSeni smérnice vyplyva
kontrola mimo $ablonu a neni uvedena hodnota Cr.

NEG (R.Eff): Celkové zvyseni fluorescence nesplriuje podminky definované
ve funkci ,Reaction efficiency threshold“ (Prah G¢innosti reakce) v nabidce
Outlier Removal (Odstranéni odlehlych hodnot) (viz nize). Vzorky, které
nemaiji urcitou ucinnost reakce, jsou vylou¢eny a hodnota CT neni uvedena.
Tento pfiznak se zobrazi, jen kdyz je aktivni odpovidajici funkce.

Procentudini  odchylka mezi vypoétenou aznamou koncentraci.
%Var=Abs(Calculated/Given—1)

Primérna hodnota CT vSech vzorku se stejnym nazvem jako u tohoto vzorku.

Smérodatna odchylka hodnoty CT vSech vzorkll se stejnym nazvem jako
u tohoto vzorku.

Rozsah hodnot Cr, ktery statisticky predstavuje 95 % variace hodnoty Cr. Jedna
se o konzervativni statistickou hodnotu, kterou Ize pouzit jako méfitko kvality.
Tento rozsah Ize zUZit testovanim vice replikattd nebo mensi variaci u replikatu.
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Rep. Calc. Conc. Vypodtena koncentrace vSech vzorkl se stejnym nazvem.

(Rep. vypoct. konc.): Poznamka: Nejedna se oprosty primér vypodtenych koncentraci. Jde
o geometricky primeér, ktery je matematicky vhodnéj$i vzhledem k exponenciaini
povaze amplifikace v redlném Case.

Rep. Calc. Conc. 95% C.I. Rozsah koncentraci, ktery pfedstavuje 95 % variace u jednotlivého vzorku

(Rep. vypoct. konc. 95% Cl): i linearné regresni model, na némz je zaloZen. Interpretace tohoto mémého Udaje
je, Ze se jedna o rozsah koncentraci, které Ize o¢ekavat v 95 % €asu, kdyby toto
zpracovani bylo provadéno opakované se stejnou mirou variace. Jedna se
o konzervativni odhad arozsah muize byt pomémé velky vlivem variace
charakteristické pro kazdou analyzu v redlném Case. Tento rozsah mize byt velky,
jsou-li testovany standardy s jinymi koncentracemi nez koncentrace neznamych
vzorkd, je-li pouzit maly pocet replikétti nebo existuje-li vyznamna variace.
Dulezité: Variace hlasené timto mémym Udajem jsou charakteristické pro
exponencidlni proces amplifikace v redlném ¢ase a nejsou zplsobené pristrojem
Rotor-Gene Q MDx. Podobné testy provadéné na cyklerech blokového typu by
davaly vétsi variaci vlivem nizsi jednotnosti teplot v blokovych systémech. Pro
pfipadné porovnani cyklerd doporu€ujeme porovnat smérodatnou odchylku
hodnoty CT.

Poznamka: Podrobnéjsi informace o intervalech spolehlivosti jsou k dispozici v pfiloze B.

Poznamka: S vyjimkou sloupcll Color (Barva), Name (Nazev), Ct a Ct Comment (Komentar
k hodnoté Ct) je mozné kazdy sloupec zobrazit nebo skryt kliknutim pravym tla¢itkem mysSi na

okno a poté vybérem ¢i zruSenim vybéru nazvu sloupce.

RET
Mo MName Ct Lt Comment | Given Canc [Cop| Calc Canc [Copie| % Var [=]
1 I Analysis 00000000, 324 345065, aiz|
2 Prars v 00000000, 301264230, 0.4%
3 Waars .y color 300000000,  308.453.920, 2,8%
4 W0E oy Name 00000000, 296.576.301, 0,5%
5 W07 Ty 30000000, 27524578, 8.3%
N Era 0000000, 26405444  120%
A B 0000000, 28701296 43%
5 W07 o cone (Copied) 30000000, 23847613 205%
3 W0 ey 3.000.000, 3392142 131%
I ES P 3.000.000, 3.170.880, 5.7%
Il B 3000000, 313075 447
i B 3,000,000, 3.166.396, 55%
13 | i0's e R 300,000, 21913, 7%
14 WG v Rep. Ct (35%CI) 300,000, 305,744, 1.9%
15 1075 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312,045, 40%
16 05 Rep. Calc. Conc. (85% CI) 300,000, 324,696, 8.2%
17 [l 30 1947 30000, 32.420, B1%
i ESIR 1959 30.000, 29672, 0.4%
il ESR 1353 30.000, 31102, 37
20 [l 0t 1352 30.000, 31.301, 43%
21 073 293 3.000, 2,850, 5,0%
2 0d 229 2000 2793 B.9%
F I Al 294 3000 2625 5.6%
24 W03 241 3000 2,688 37
Sl 26,03 300 322 7 5%
Al 11 300 305 1,6%
z Pz 26,26 300, 275, B 5%
E Al 2618 300, 291, 31_/l;|
4] | v 4

Funkce AutoStat pro usnadnéni automaticky vypocitd prumér, smérodatnou odchylku
a minimalni a maximalni hodnoty zkoumanych vzorkl. Vyberte pozadované vysledky jejich
pretazenim levym tlacitkem mysSi a hodnoty se zobrazi v tabulce na pravé strané obrazovky.
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Na tomto snimku obrazovky jsou analyzovany koncentrace nékolika vzorkd.

@ Quant. Results - Cycling A.Green {Page 1) (_ O] Statistics

= = SERIN 28730050
Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie Mirimum - 5142950

14.42 30000000; . :
1453 30000000 : Count: 3
14.40 30000000 Mean: 27528521
17.44 3000000 #2624 141% Std, Dew : 1.07537
17.58 3000000 3103391 34% (Orders of Mag ]

17.42 3000000 467111 156%

20.99 300000 255353 49%

20.92 300000 298338 0.4%

21.04 200000 27ha02 81% Copy |
a4 N 20 el gl ng 1 HW_ILI
[« N 2w

Dulezité: Funkce AutoStat zavisi na kontextu. To znamena, Ze kde je to mozné, generuje jen

informace, které jsou uzitecné.
Napfiklad:

® Neni mozné ziskat 95% interval spolehlivosti ze sady vybranych vypoctenych koncentraci,

protoZe je téZ nutné vzit v Uvahu regresni model.

e Smérodatna odchylka ,Orders of Magnitude® (Radova velikost) se uvadi u vypoétenych
koncentraci a nikoli u absolutni hodnoty. Jedna se o variaci v procentech. Napfiklad hodnota
1,07537 predstavuje 7,54% variaci (278 974 — 322 611) = (300 000/1,07537 — 00 000 * 1,07537).
Uvadéni absolutni hodnoty nema u standardni kfivky smysl. Hodnota by mohla byt uvadéna pfi
(+3 000 000 kopii). Smérodatna odchylka ,Orders of Magnitude* (Radova velikost) se uvadi
z tohoto dGvodu.

e U vypoctenych koncentraci se misto aritmetického priméru pouziva geometricky pramer.
Odrazi exponencialni povahu real-time PCR. Napfiklad v pfipadé dvojnasobnych fedéni s 1,
2, 8 a 16 kopiemi by primeér meély byt 4 kopie, protoZe se jedna o stfed Fady fedéni. Nicméné
aritmeticky pramér je 6,75. Geometricky pramér je (1 *2 * 8 * 16)"(1/4) = 4 kopie.

Normalizace dynamické zkumavky

Moznost Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka) je ve vychozim nastaveni zaSkrtnuta a slouzi

ke stanoveni primérného pozadi kazdého vzorku tésné pred zacatkem amplifikace.

Standardni normalizace prosté trva prvnich 5 cyklt a pouziva je jako indikatoru urovné pozadi
jednotlivych vzork(. Normalizace dat se pak provede vydélenim vSech datovych bodl vzorku
touto hodnotou. MiiZze to byt nepfesné, protoze u nékterych vzorkd nemusi Urover pozadi béhem

prvnich 5 vzorkd svédcit o Urover pozadi tésné pred amplifikaci. Naproti tomu normalizace

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

91



dynamické zkumavky vyuziva druhé derivace stopy jednotlivych vzorkld ke stanoveni jejich
startovaciho bodu. Urovefi pozadi je pak pramér z cyklu 1 aZ do po&tu startovacich cykll

u kazdého vzorku. Vysledky kvantifikace jsou takto nejpfesnéjsi.

Povsimnéte si, Ze u nékterych datovych soubort neni fluorescence pozadi béhem cyklG pred
zacatkem amplifikace konzistentni. V téchto pfipadech mlze byt nutné zrusSit zaSkrtnuti
normalizace dynamické zkumavky kliknutim na polozku Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka),
protoze by to mohlo vést k méné presné kvantifikaci.

Korekce smérnice Sumu

Fluorescence pozadi (Fl) vzorku by méla idealné zUstat pfed amplifikaci konstantni. Parametr Fl
vSak nékdy znazorfiuje postupné zvySovani nebo snizovani béhem nékolika cykld vlivem
pouzitych chemikalii. Vysledkem je Sikma hladina Sumu. Korekce smérnice Sumu ke stanoveni
urovné Sumu vyuziva namisto praméru ¢aru nejlepSi aproximace a provadi normalizaci k této
¢are. Vybérem této moznosti kliknutim na tlacitko Slope Correct (Korekce smérnice) Ize zlepsit
data z replikatl, pokud jsou zakladni linie vzorkd vyrazné zeSikmené. Korekce smérnice Sumu
zlepSuje data, kdyz pozadi nezpracovanych dat pfed bodem startu stoupa nebo klesa (Cr).

Jestlize sklon neni rovnomérny nebo pocate€ni cykly vykazuji vyrazné zvySeni nebo snizeni
signalu oproti zbyvajici ¢asti kfivky, korekce smérnice Sumu muize vést k nékterym nezadoucim
jevam, napfiklad k protnuti prahu kfivkami negativnich kontrol vlivem aproximace zakladni linie
jako ¢ary nejlep$i aproximace a pfislusné normalizaci nezpracovanych dat. Tato funkce
v dusledku toho vzdy nezlepSuje kvalitu dat a méla by se pouzivat, jen kdyZz maji kfivky

nezpracovanych dat rovnomeérny sklon.
Uprava startovaciho bodu

Algoritmus Upravy startovaciho bodu Ize pouzit k definovani minimalni délky zakladni linie pouzité
pro normalizaci. Pro pouziti upravy startovaciho bodu je nutné definovat dva parametry. Pokud
je startovaci bod vypocitan podle parametru Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka), ktery je
niz8i nez prvni parametr, jako startovaci bod se pouZije druhy parametr. Upravu startovaciho

bodu Ize pouzit jen ve spojeni s normalizaci parametru Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka).
Ignorovani prvnich
Fluorescenéni signal z prvnich nékolika cyklt ve zpracovani nemusi byt pro zbyvajici ¢ast béhu

reprezentativni. Proto Ize dosahnout lepSich vysledkl, bude-li nékolik prvnich cykll ignorovano.

Ignorovat je mozné az 10 cykld. Budou-li vSak prvni cykly vypadat podobné jako nasledujici cykly,
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lepsSich vysledkl se dosahne zrusenim vybéru funkce Ignore First (Ignorovat prvni), protoze
algoritmus normalizace bude moci pracovat s vice daty.

Odstranéni odlehlych hodnot

KrozliSeni mezi menSimi zménami fluorescence a pravymi reakcemi v beztemplatovych
kontrolach (NTC) jsou k dispozici 2 parametry: NTC Threshold (Prah detekce NTC) a Reaction
Efficiency Threshold (Prah ucinnosti reakce). NTC Threshold (Prah detekce NTC) se
doporucuje pro vétSinu pouziti. Pouzity pfistup je tfeba validovat.

x
—MTC Threzhold :
Percentage of largest Fl change

0% 15% 0%
A zample with a total change in fluorezcence

I 2 % |ezz than thiz percent [relative ta the largest
change in any tube] will not be displayed.

— Reaction Efficiency Threshold ;

[T Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal to this
Thieshald: [100 = % value wil be displayed after
; == normalization.

ok, I Cancel Help

NTC Threshold Umozriuje, aby byly zanalyzy vylou¢eny vzorky nebo NTC mély mirny sklon
(Prah detekce NTC): vzharu. Nebudou uvedeny Zadné vzorky se zménou nizsi nez ,NTC Threshold*
(Prah detekce NTC) a ve sloupci ,CT Comment* (Komentar k hodnoté CT) se
zobrazi pfiznak ,NEG (NTC)".
Procentualni hodnota je vztazena k nejvétsi maximaini zméné zjisténé v libovolné
zkumavce. Pokud napfiklad jeden vzorek zacal na pozadi 2 Fl a zvysil se na 47 Fl,

pak 45 Fl pfedstavuje 100 %. ,NTC Threshold“ (Prah detekce NTC) rovny 10 % by
povazoval kazdy vzorek mensi nez 4,5 Fl za Sum.

Reaction Efficiency Threshold ,Reaction Efficiency Threshold® (Prah Gcinnosti reakce) je alternativni metoda
(Prah uéinnosti reakce): vylou€eni Sumu z analyzy. Tento normaliza¢ni algoritmus vyuziva techniky odhadu
ucinnosti reakce pouzivané v komparativni kvantifikaci (viz ¢ast 6.6.6). VSechny
vzorky, které nemaiji ucinnost reakce alespor na této urovni, budou vylou¢eny a ve
sloupci ,CT Comment” (Komentar k hodnoté CT) se zobrazi pfiznak ,NEG (R.Eff)".

Uroveri 0% udava, Ze v exponencidlni fazi nedoslo k zadné reakci. Hodnota
100 % udava, Ze v exponencidlni fazi doslo ke kompletné ucinné reakci. Zaporné
procentualni hodnoty znamenaiji, Ze se v exponencialni fazi zeslabil signal.

Ze soucasného vyzkumu nevyplyvaji jednoznacéné a presné urovné ucinnosti
nezbytné k rozliSeni pravych reakci od kontaminace a jinych vlivi. Proto
doporucujeme tuto funkci pouzivat konzervativné s pfedpokladem, Ze kazdy
vzorek s pravou reakci bude mit ur€itou viditelnou exponencialni fazi
s ur€itym zvySenim fluorescence. Bude-li nastavena hodnota vys$si nez 0 %,
budou vylouc¢eny nékteré vzorky s neucinnym, avSak znatelnym zvySenim
fluorescence, kdezto po nastaveni hodnoty nizsi nez 0 % se zobrazi vzorky,
u nichz v exponencidlnim fazi doslo ke snizeni fluorescence a které by mély
byt jednoznacné vylouceny.

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

93



Poznamka: Bude-li néktera hodnota vylou€ena z diivodu aktivace nékteré z téchto technik,
v okné Quantitation Results (Vysledky kvantifikace) se nezobrazi odpovidajici hodnota CT.
Soucasné se ve sloupci ,Ct Comment* (Komentar k hodnoté Ct) zobrazi pfiznak oznadujici toto
vylou€eni. Je proto dllezité zajistit, aby sloupec ,Ct Comment” (KomentaF k hodnoté Ct) byl stale

zobrazeny.

Na obrazku byly vylou¢eny vzorky 7, 8 a9 z divodu ,Reaction Efficiency Threshold“ (Prah

ucinnosti reakce).

_iojx
Mo, [Mame  [Typs | ot | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10ek Standard MEG [R.EH] 1,00E+05
8 10e6 Standard MEG [R.EH] 1.00E +08
3 10e6 Standard MEG [R.EF 1.00E+0&
10 10e5 Standard | 15,04 1,00E+05
11 10e5 Standard | 15,03 1,00E+05
1 2I I'I Oed Standard | 15,05 1,|:||:IE+I:IEI
4 [ 3

Smérnici (M) reakce (zobrazena v okné Standard Curve (Standardni kfivka)) Ize pouZit ke

stanoveni exponencialni amplifikace a u€innosti reakce pomoci téchto vypodctu:

Exponencialni amplifikace = 10-")
Uginnost reakce = [10C"M)] — 1

Optimalni hodnoty M, exponenciéini amplifikace a Ucinnost reakce jsou —3,322, 2 a 1 v uvedeném
poradi. Uginnost reakce se zobrazi ve zpravé (v Gplné a standardnim protokolu, viz strana 82)
a v okné Standard Curve (Standardni kfivka).

Smeérnice se vypocte jako zména hodnoty Ct délena zménou logaritmického vstupu (nap¥. poctu
kopii). 100% ucinna amplifikace znamena zdvojnasobeni produktu amplifikace v kazdém cyklu
vedouci k hodnoté M rovné —3,322, koeficientu amplifikace 2 a ucinnosti reakce 1.

Za predpokladu, ze hodnota M je rovna —3,322, budou vypocty nasledovné:

Exponencialni amplifikace: 10-1-3322) = 2

Uginnost reakce: [10C-1-3322)] — 1 = 1

Alternativni pfiklad: hodnota M rovna 3,8 znamena, Ze reakce ma exponencialni amplifikaci
pfiblizné 1,83 a uc€innost reakce 0,83 (nebo 83 %).
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Ve vzorci popisujicim vztah mezi 2 proménnymi je posunuti vyjadfeno pismenem B (y = Mx + B).
Posunuti se nékdy oznacuje jako usek. B pfestavuje Cr pro danou koncentraci 1 jednotky.
Substituci 1 ve vzorci pro vypocet koncentrace ziskame:

Cr=log(1)*M+B
Cr=0*M+B
Vysledek je Ct =B

Usek se mlZe mezi jednotlivymi zpracovanimi ménit a jedna se o méné stabilni veliginu nez
gradient. Gradient se proto analyzuje ¢asté&ji nez Usek.

Hlavni okno
V hlavnim okné jsou zobrazeny grafy amplifikace na logaritmické stupnici.

Kliknutim na moznost Linear Scale (Linearni stupnice) ve spodni ¢asti okna se stupnice zméni
z logaritmické na linearni a obracené. Zménou téchto stupnic se zméni pouze zobrazeni grafu,
nikoli vypocty. Lze to ovéfit pouzitim nastroje lokalizatoru kliknutim pravym tlagitkem mysi na graf
a vybérem moznosti Show pinpointer (Zobrazit lokalizator). Pfi pouziti logaritmické stupnice jsou
v grafu lépe viditelné mens$i hodnoty, kdezto na linearni stupnici je |épe vidét cela reakce.

Poznamka: Amplifikacni grafy se aktualizuji v realném &ase s tim, jak pfistroj Rotor-Gene Q MDx
béhem zpracovani aktivné pofizuje data. Toto monitorovani dat vrealném cCase uzivateli
umoznuje vidét vysledky, jakmile se na kfivkach zobrazi exponencialni rast. Lze vyvodit
predbézné zavéry a rozhodnuti pro dalSi zpracovani.

Sablony kvantitativni analyzy

Sablony kvantitativni analyzy uZivateli umoZfuji exportovat nastaveni normalizace a prahové
hodnoty do jednoho souboru ve formatu *.qut. Tento soubor je mozné importovat a znovu pouzit
v jinych experimentech. Dal$i podrobnosti naleznete v ¢asti 7.1.

Imported Settings
=

Impaort. .. Export...
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6.6.3 Dve standardni kfivky

Analyzu relativni genové exprese pomoci normalizacniho genu lze provést metodou
2 standardnich kfivek.

Tato metoda vyzaduje standardni kfivku pro kazdy gen. Koncentrace se pro kazdy gen
kvantifikuje podle této standardni kfivky. Exprese zkoumaného genu se pak normalizuje pomoci
normalizaéniho genu (€asto housekeeping genu).

Je dllezité, aby standardy a replikaty vzork( byly béhem pfipravy vzorkd spravné oznaceny (viz
¢ast ,Nastaveni vzorku“). Odpovidajici vzorky musi mit hlavné stejny nazev v kazdé analyze.
U multiplexni reakce, kde jsou pozice zkumavek se zkoumanym genem a normalizaénim genem
stejné, postaCuje jedna sada definici vzorku. Pfi provadéni relativni analyzy s normalizaénim
genem pomoci jednoho kanalu (tj. reakce probihaji v samostatnych zkumavkach s pouzitim téhoz
fluoroforu) je nutné vytvofit 2 strany se vzorky. Na prvni by mély byt oznaceny pozice zkumavek
s nazvy vzorkd zkoumaného genu a ostatni pozice by mély byt bez nazvu. Na druhé by mély byt
oznaceny pozice pouzité pro normalizacni gen. Software pak pfifadi vzorky z téchto 2 analyz
podle jejich nazvu.

Analyza exprese metodou dvou standardnich krivek
Data mohou byt nejdfive analyzovana pro kazdy gen pomoci kvantitativni analyzy. Jinak budou
vysledky pro kazdy gen automaticky stanoveny pomoci nastroje Autofind Threshold

(Automatické vyhledani prahu).

1. V okné Analysis (Analyza) vyberte kartu 2 Std Curve (Rel.) (2 kalibr. kfivky (rel.)). Kliknéte
na polozku New Analysis... (Nova analyza...).

Show | Hide |

V' Auto-shrink windaw

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

96



2. Zadejte nazev analyzy.

Rotor-Gene { Series Software ) x|
Enter a name faor the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Quant. Analysi:

3. Oznacte strany pouZzité pro analyzu normalizaniho genu a analyzu zkoumaného genu.
Napfiklad po kliknuti na polozku Gene of Interest Standard Curve (Standardni kfivka
zkoumaného genu) se otevie okno Selection of Gene of Interest Standard... (Vybér
standardu zkoumaného genu...). Vyberte stranu, na které byl zkoumany gen kvantifikovan.
Postup zopakujte pro normalizaéni gen. Volitelné Ize definovat kalibrator. Bude-li tato moznost
zaskrtnuta, kalibratoru se pfifadi hodnota 1 akoncentrace vSech ostatnich vzork(l se
vypocitaji ve vztahu k tomuto vzorku.

Relative Quantitation | x| |
=¢| Flepnrts Evpart |

2 Standard Curves Relative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Momalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined
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{G Selection of Gene of Interest Standar. .. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

Cycling A Green

El Cycling &, vellow

Select | Other Run... | Cancel I

Po provedeni vybéru budou moznosti zaskrtnuté, jak je vidét na obrazku.

Relative Quantitation E |
=X Reports @ E=port |

& Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
O Calibrator Defined

¥ aAuto-zhrink windaw

4. Kliknutim na tlacitko Reports (Protokoly) zobrazte Report Browser (Prohlize¢ protokol().

V seznamu vyberte analyzu se spravnym nazvem. Kliknutim na tlaéitko Show (Zobrazit)

zobrazte protokol o relativni kvantifikaci. Funkce Export (Exportovat) pak vysledky exportuje

do nové tabulky v aplikaci Excel. Je-li zafazen kalibrator, vysledky se vypoctou vzhledem ke

vzorku kalibratoru, ktery ma pfifazenu hodnotu 1.
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B Report Browser ol x|

— Report Categories — Templates :

- [General]

- Melt Curve Analysis

CH Comparative Quantitation

&-Delta Delta CT Relative Quantitation
- Relative Huant. Analysis

B2 Standard Curves Relative Quantitation
i Relative Quant. Analpsis

& MIQE Report {2 Standard Curves Full Repart)

1)
*% Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel I

5. Zobrazi se koncentrace odeltené z standardnich kfivek zkoumaného genu (GOl Conc.)
a normalizacniho genu (Norm. Conc.) a dale relativni koncentrace (Relative Conc.). Vysledky

se pak ulozi do souboru ve formatu Word.

el
e

ity s yagenzom
e
Relative Quant. Analysis
T Staotrd Cunss
Exparimant Information
Gene Expression Graph (Logarithmic)

g s )|
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6. Hodnoty Rel Min a Rel Max se vygeneruji vypoctem smérodatné odchylky kvocientu ze
smérodatnych odchylek zkoumaného genu (GOIl) a normalizaéniho genu z tohoto vzorce:

2

2
Cvrelconc = \/CVGOI + CvNorm
kde:
Ky stddev
cV=—=——————
X meanvalue

6.6.4 Relativni kvantifikace delta delta Ct

Metoda delta delta CT umoznuje analyzu relativni genové exprese. Popisuji ji autofi Livak
a Schmittgen (2001).*

Tato metoda nevyzaduje zafazeni standardnich kfivek do kazdého zpracovani. Kazdy vzorek je
nejdfive normalizovan na mnozstvi templatu pfidaného porovnanim s normalizaénim genem.
Tyto normalizované hodnoty jsou dale normalizovany vzhledem ke zpracovéani kalibratoru.

Kalibrator miize byt napfiklad divokého typu, neoSetfena kontrola nebo vzorky z ¢asu nula.

Je dulezité, aby Gcinnosti amplifikace zkoumaného genu a normaliza¢niho genu byly totozné
a aby to bylo validovano podle pokynu autorut Livak a Schmittgen.

Je dulezité, aby nazvy vzork( byly v okné Edit Samples (Upravit vzorky) spravné definovany

a stejné vzorky byly totozné oznaceny v kazdé kombinované kvantitativni analyze.

1. Analyzujte data pomoci funkce ,Quantitation (Kvantifikace). Po provedeni validace jiz neni
nutné vytvofit standardni kFivku.
Na karté¢ Other (Jiné) vokné Analysis (Analyza) vyberte moznost Delta Delta CT Relative

Quantitation (Relativni kvantifikace delta delta CT). Vyberte moznost New Analysis (Nova analyza).

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
2\[—delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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Analysis ___________H|
i
Allelic Discrimination
Clearing Paint Analysis
Comparative Quantitation
Cancentration Analysiz
Delta Delta CT Rel Quantitation

25td Curves [Rel) | Of---
I
" Cycling A Green [Page
%" Cycling &.Orange [Pam

EndPaint Analysis

High R esolution kelt Analysiz
Scatter Graph Analysiz

Show All Analyziz Options....

Show | Hide

™ Auta-shiink windaw

2. Zadejte nazev analyzy.

Rotor-Gene () Series Software

Enter a name for the relative quantitation analyziz:

Cancel

x|
==

3. Abyste mohli pokra¢ovat v analyze, musi byt zaskrtnuta polozka Validation Run Performed

(Provedeno validacni zpracovani). Definujte strany, na kterych byl analyzovan zkoumany gen

a normalizacni gen.

Relative Quantitation E |
= Hepors Erpart |

Delta Delta CT Felative Quantitation |

[ alidation Fiun Performed

[ Gere of Interest Quantitation

[ Mormalizer Quantitation

[ Calibrator Defined

I Buto-shink windov
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{0 Selection of Normalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

10 A& 15
E Long® Mormalizer
- Cycling & Orange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Run... | Cancel I

4. Kliknutim na tlacitko Reports (Protokoly) zobrazte Report Browser (Prohlize¢ protokol().

V seznamu vyberte analyzu se spravnym nazvem. Kliknutim na tlaéitko Show (Zobrazit)

zobrazte protokol o relativni kvantifikaci. Funkce Export (Exportovat) pak vysledky exportuje

do nové tabulky v aplikaci Excel. Je-li zafazen kalibrator, vysledky budou vztazeny ke vzorku

kalibratoru, ktery ma hodnotu 1.

—Report Categories :

- [General]

Ei Melt Curve Analysis

- Comparative Quartitation

= Delta Deka CT Relative Quantitation

.. Rielative Quant, Analysiz

&- 2 Standard Curves R elative Quantiation
- Relative Quant. Analysis

— Templates :

IQE Report (Delta Delta

IQE Report (Delts Delta Ct Ful Repart)

s
2 Relative Quant{Delta Delta)

Show I

Cancel |

PFiklad vysledk( z této analyzy je uveden nize. Zobrazi se hodnoty Cr zkoumaného genu

(GOI Cr), hodnoty Ct normaliza¢niho genu (Norm. Crt), Delta Cr, Delta Delta Cr, a relativni

koncentrace (Relative Conc.). Exprese je vztaZzena ke vzorku kalibratoru, kterému je pfifazena

relativni exprese s hodnotou 1.

DalSi informace o derivaci vypoctd hodnot Rel Min a Rel Max uvadéji autofi Litvak

a Schmittgen (2001).*

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the

2\[—delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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C|Replcate Mame  [GOICT  [Mom CT  |DekaCT | Delts Delta CT | Relalive Conc. [RelMin | RelMax | Calibrator

Dilution & 2837
Dilutian 7 36 28.39 9.22 4.40 0.04726 004128 005414
 Dilution & |72 2828 744 282 016226 014304 017663
Dilution & 35.04 2824 B.80 1.98 0.25232 011715 0.54605
Dilution 4 3294 2812 482 0.00 1.00000 063432 1.44025 Yes
Dilutian 3 3166 28.23 343 .38 260925 216257 314579
Dilutian 2 30,08 2802 203 279 £.92153 E.49040 738130
Dilution 1 2881 27.92 0E3 412 1741838 1B.47833 1841322
QS 011U 2811
0316 (Ul 3762 2810 951 4.70 0.03857 003633 004094
T 36.84 2815 869 2.88 0.08805 0.04415 010488
316 U 34.45 28.05 E.40 1.53 033305 0.282068 039325
054 3267 2829 438 0.43 1.34325 1.09820 165770
Q53 30,07 27.98 209 273 661982 616688  7.00076
Q52 2608 2764 0.78 557 4761474 4502202 50.35677
Q51 24.07 2710 Redie) 785 23060440,  208.45384 ) 25510870

6.6.5 Analyza kfivky tani

Analyza kfivky tani analyzuje derivaci nezpracovanych dat po vyhlazeni. Tato analyza se bézné
pouziva pro genotypovani a alelickou diskriminaci. Vrcholy na kfivce jsou seskupeny do bin(
a v8echny vrcholy pod prahovou hodnotou budou vylouéeny. Biny pak Ize zmapovat do genotypt
pfikazem ,Genotypes® (Genotypy).

Po dokonceni zpracovani Ize u nékterych chemikalii pfidat krok tani pro vizualizaci kinetiky
disociace amplifikovanych produktl. Teplota se zvySuje linearné a zaznamenava se fluorescence

jednotlivych vzorkud. Typicka kfivka tani je znazornéna na obrazku dole.

B Rotor-Gene Q Series Software - GybrMelts =181 X
Fle Andlyss Run Gan View window Help
2 @ 7 7 : -
ZOH PR W & O ¥ & W : :
New Open Save | St Pase Siop | Help Settings Progress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
|chamets o verach o eacre
B4 Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) _|oj x| | Page: Page1
Reports...  Resuks | Genotypes..
BinG,
0s [
Bin 4|
04
= in
Fo3 Tvesror]
02
01 .
BarkOn | BankOff ||
NamedOn_| AlOn | AlDH |
E S B0 3 70 75 80 8 Eil £ Edit Samples. |
Tempersture
e a [Eem
PEEED [V Flip sign of dF/dT
i Melt Curve Result: age 1) Theshold:  [03021 | %]
W ool Tempestae. 5
1 Helerozyoous | 88.5 (Bin B) ;”Ei“;‘“ |
2 250bp. Heterozygous 88,5 (Bin B) eax Jis
3 5lbp Heletozygous  86.7 Bin ) e [ Wit [ =]
4 500bp wid Type 0.2 [BinC) it S 2]
5 S00bp Wid Type 903 8inC) Bnf 8855 4 o
3 S00bp Wid Type 0.2 (Bin ) New | Edk | Remove
13 NTC Homozygous | 805 (Bin A) m‘dmls—l
17 Homozpgous 80,3 (Bin 4) m:m o
Iport Export
Flotor-Gene [ Series Softwre 1.7 (Build 34]
start|| ) @ © @ »||[ “rotor-ene g seriess.. B2 DB S worem
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Peak Calling
[+ Flip sign of dFAQT

Thieshold:  [0.30821 1|
Temperature

Threshaold : I55 1'
Peak Bins

Mame | Value | width | <
Bind& 8042 4 —
BinB 8255 4 hd
Mew I Edit | Femove |

Imported Settings
<hones

Irmpaoit. .. I E=port... |

Flip sign of dF/dT Pred definovanim vrcholu se ujistéte, ze znaménko dF/dT je u datového
(Prevratit znaménko dF/dT): souboru spravné, aby byly ziskany kladné vrcholy.

Defining peaks

PFi analyze kfivky tani Ize definovat vrcholy a uvadét je ruznymi zpUsoby.
(Definovani vrcholt: i analyze Kfivky tani Ize definovat vrcholy a uvadét je rdznymi zpisoby

Jednim z nich je automatické vyvolani v8ech vrcholl pro kazdy vzorek.
Druhym je pfifazeni vrchold k binim, coz je uzite¢né pro genotypovani.

Biny vymezuji oblast, v niz se pfedpoklada vyskyt vrchold. Software pro
analyzu kfivky tani seskupuje vrcholy do bin podle skute¢nych vrcholovych
hodnot na kfivce. Biny je mozné v pfipadé potfeby upravit.

Kazdy vrchol, ktery je v definovaném rozmezi binu, bude do binu pfidélen.
Existuji-li 2 biny blizko u sebe, vrchol bude pfidélen do nejblizSiho binu.

Poznamka: Biny by nemély byt vizualné umistény pro odhad pozic vrchol(.
Nastavte biny do pfiblizné oblasti zajmu, pak pomoci skute¢nych hodnot
udavanych v tabulce vysledkl uréete presnégjsi vysledek.

Peak Bins (Biny vrchol(): Chcete-li definovat bin, kliknéte na tlacitko New Bin (Novy bin), pak kliknutim na
urgité misto v grafu a jeho podrzenim definuijte stfed binu. Chcete-li pfidat dalSi bin,
postup opakuijte. Tlacitkem Remove (Odebrat) muzete biny odstranit.

Threshold (Prahova hodnota): 1'

Chcete-li nastavit prah (na ose y), kliknéte na ikonu , pak kliknéte na graf

a tahnéte ¢aru prahu na pozadovanou uroveri.

Temperature Threshold

Y =%
(Teplotni prah): Chcete-li nastavit teplotni prah (na ose x), kliknéte na ikonu _I pak kliknéte na
graf a tahnéte ¢aru prahu doprava. Tim se eliminuje ¢ara prahu pro nizsi teploty.

Poznamka: Je to uzitené, pokud se pfi nizkych teplotach vyskytuje v signalu Sum.

Protokoly

Otevie se Report Browser (Prohlize¢ protokoll), ve kterém |ze zvolit protokol a zobrazit jeho
nahled. Protokol je mozné vygenerovat podle aktualné zvoleného kanalu, nebo Ize vygenerovat
protokol o genotypovani vicekanalovou technikou.

Vysledky

Zobrazi se okno Melt Curve Results (Vysledky kfivky tani) se zobrazenymi vrcholy vzorku.
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Genotypy

Kliknéte na moznost Genotypes... (Genotypy...) a vyberte genotypy podle nize uvedeného
obrazku.

% Edit Genotypes for Melt A Green |

Genotype ; Abbrev. ;. Bind BinB
IH:::mu:-z_l,lgcuus Ih-'IM I_ _I
IHeternz_l,lgDus Ih-'l"v'v" I_ I_

|Wi|u:| Type |ww

ok |
Canicel |
| ] Hep |

V tomto okné Ize pfifadit genotypy k vyskytlim vrcholl v binech. Na snimku obrazovky je zobrazena

U=
A

vychozi konfigurace genotypu s heterozygotnimi vzorky se 2 vrcholy, homozygotnimi vzorky
s jednim vrcholem v prvnim binu a vzorky divokého typu s vrcholem ve druhém binu. Do pole vedle
nazvu kazdého genotypu lze napsat zkratku. Pouziva se pfi tisku protokold o genotypovani
vicekanalovou technikou, takze Ize snadno precist vSechny vysledky z nékolika kanald.

V pfipadé multiplexni analyzy je nutné genotypy nastavit v kazdém kanalu. Pokud se provadi
napfiklad analyza zhaSeni FRET ve dvou kanélech, kdy se v kazdém kanale olekava genotyp
divokého typu a heterozygotni genotyp, parametry binu se musi nastavit pro kazdy kanal.
Vysledky pak budou uvedeny v multiplexnim protokolu.

Sablony analyzy kivky tani

Sablony analyzy kfivky tani uZivateli umoZfiuji exportovat nastaveni normalizace, prahu,
genotypu a bind do jednoho souboru ve formatu *.met. Tento soubor je mozné importovat
a znovu pouzit v jinych experimentech. Dal3i podrobnosti naleznete v ¢asti 7.1.

Imported Settings
<hones

Imnpart... Export...
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6.6.6 Komparativni kvantifikace

Komparativni kvantifikace porovnava relativni expresi vzorkd s kontrolnim vzorkem pfi
zpracovani, kdyZ standardni kfivka neni k dispozici. Casto se pouziva pfi mikrogipové analyze.

Priklad pouziti této techniky uvadéji Warton a kolegové (2004)*.

1. Chcete-li provést analyzu, vyberte moznost Other (Jiné) a pak Comparative quantitation
(Komparativni kvantifikace) v okné Analysis (Analyza). Dvakrat kliknéte na kanal pro analyzu.

2. V rozeviraci nabidce na pravé strané obrazovky pod pfepinaem vyberte kontrolni vzorek.

3. Vysledky se automaticky vypo itaji a zobrazi v okné Comparative Quantitation Results
(Vysledky komparativni kvantifikace) pod grafem.

V prvnich sloupcich v okné Comparative Quantitation Results (Vysledky komparativni
kvantifikace) je zobrazeno Cislo a nazev vzorku. Ve sloupci Takeoff (Start) je startovaci bod
vzorku. Vysledkem druhé derivace amplifikaéniho grafu jsou vrcholy odpovidajici maximalni
rychlosti narlstu fluorescence v reakci. Startovaci bod je definovan jako cyklus, v némz je druha

derivace ve 20 % maximalni trovné, a oznacuje konec Sumu a pfechod do exponencialni faze.

Tento graf znazorfuje druhou derivaci amplifikaéniho grafu a zobrazuje relativni polohy vrcholu
druhé derivace a startovaci bodu

120 %
Maximum druhé derivace
100 %

80 % /¢\
60 % / \
40 % / \

20 % Startovaci bod \
0
0% L - . . . \ . . i
1 2 3 4 E ).,/7
-20 %
—
-40 %

Sloupec ,Amplification” (Amplifikace) obsahuje uc€innost vzorku. 100% ucinna reakce by vedla
k hodnoté amplifikace rovné 2 pro kazdy vzorek, coz znamena, Ze amplikon se v kazdém cyklu
zdvojnasobil. U nezpracovanych dat by se mél signal zdvojnasobit v exponencialni fazi.

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, K.K. (2004) A novel gene family induced by acute inflammation in
endothelial cells. Gene 342, 85.
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Kdyby byl signal napfiklad 50 jednotek fluorescence ve 12. cyklu a pak 51 jednotek fluorescence
ve 13. cyklu, mél by se ve 14. cyklu zvySit na 53 jednotek fluorescence. VSechny hodnoty
amplifikace pro jednotlivé vzorky se zpraméruji, aby byla ziskana hodnota amplifikace, ktera je
zobrazena na pravé stran& obrazovky pod prepinagem. Cim vétsi je variace mezi odhadovanymi
hodnotami amplifikace jednotlivych vzorkd, tim bude vétsi interval spolehlivosti (udavany
hodnotou za znaménkem =). Interval spolehlivosti u velkého poétu vzorkl (N) dava 68,3%
pravdépodobnost, Ze skutec¢na amplifikace vzorku lezi v tomto rozmezi (1 smérodatna odchylka).
Zdvojnasobenim intervalu * je dosazeno 95,4% intervalu spolehlivosti pro velky pocet N.

Replikat kalibratoru

Stejné jako u metody delta delta Cr je nutny vzorek kalibratoru a méfeni jsou vztaZzena k tomuto
vzorku kalibratoru. Replikaty kalibratoru je mozné analyzovat, protoze pokud ma nékolik pozic
vzorkl stejny nazev, pouzije se pramér startovacich bodl téchto vzorkl. Chcete-li tuto funkci

spravné pouzit, ovéfte, Ze replikaty maji totozné nazvy.
Calibrator Heplicate
(I

Results
Average Amplification 1.78+-0.04

=

Pro vypocet exprese se pouziva prameérna amplifikace. Napfiklad u vzorku s nizkou hodnotou
amplifikace bude trvat déle, nez bude dosazeno urcitého absolutniho poctu kopii, nez u vzorku
s vy$8i hodnotou amplifikace. Ve sloupci ,Rep. Conc.“ v okné Comparative Quantitation
Results (Vysledky komparativni kvantifikace) je uvedena relativni koncentrace. Relativni
koncentrace kazdého vzorku ve srovnani se vzorkem kalibratoru se vypocita podle startovaciho
bodu a ucinnosti reakce. To je vyjadfeno ve védecké notaci.

Poznamka: Hodnota zobrazena v poloZzce Average Amplification (Primérna amplifikace)
napravo od znaménka + pfedstavuje smérodatnou odchylku primérné amplifikace po odstranéni
odlehlych hodnot amplifikace. Je-li tato hodnota vysoka, muze existovat velka chyba celkovych

vypoctenych hodnot koncentrace.

Software vypocita relativni koncentrace takto:

1. Startovaci bod kazdého vzorku se vypocte z vrcholl druhé derivace.

2. Vypocte se pramérné zvySeni ve 4 cyklech nezpracovanych dat za startovacim bodem. To je
hodnota amplifikace vzorku.

3. Amplifikace odlehlych bodu se odstrani z dlivodu Sumu ve fluorescenci pozadi.
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4. Vypocte se pramér ze zbyvajicich amplifikaci. To je primérna amplifikace.
5. Pro kazdy replikat kalibratoru se vypocte primérny startovaci bod.

6. Relativni koncentrace vzorku se vypocte jako Amplifikace*(Startovaci hodnota kalibratoru —

Startovaci hodnota vzorku).

7. Vysledek se zobrazi ve védecké notaci ve sloupci ,Rep. Conc.“ v okné Comparative

Quantitation Results (Vysledky komparativni kvantifikace).
6.6.7 Alelicka diskriminace

Alelicka diskriminace vyuziva kineticka data vrealném Case ze 2 nebo vice kanall ke
genotypovani vzork(. Chcete-li provést tuto analyzu, vyberte moznost Other (Jiné) a pak Allelic
Discrimination (Alelicka diskriminace) v okné Analysis (Analyza). PFfi provadéni alelické
diskriminace nestaci dvakrat kliknout na kanal pro analyzu, protoze tato analyza se provadi
pomoci nékolika kanalli sou¢asné. Chcete-li provést tuto analyzu, budto podrzte klavesu CTRL
a kliknutim zvyraznéte kazdy kanal, ktery chcete analyzovat, nebo tahnéte ukazatelem mysi nad
témito kanaly. Po zvyraznéni pozadovanych kanalG kliknéte na moznost Show (Zobrazit).
Seznam se aktualizuje a zobrazi se v ném vSechny kanaly na jednom Fadku, vedle se symbolem
zaskrtnuti. Znamena to, Ze vSechny budou pouZity v jedné analyze. Chcete-li jeden &i vice téchto
kanalti odebrat, kliknéte pravym tlacitkem na analyzu a vyberte moznost Remove Analysis...
(Odebrat analyzu...). Tyto kandly pak Ize zafadit do jiné analyzy alelické diskriminace. UrCity kanal

muze byt vzdy pouzit jen v jedné analyze.

Reports (Protokoly): Otevie se protokol ,Allelic Discrimination Analysis® (Analyza alelické
diskriminace) pro nahled.

Results (Vysledky): Zobrazi se okno Allelic Discrimination Results (Vysledky alelické
diskriminace). Toto okno se standardné otevie pfi prvnim zobrazeni analyzy.

Moznosti normalizace: K dispozici je fada moznosti, jak optimalizovat normalizaci nezpracovanych dat:

. Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka) (normalizace dynamické
zkumavky)

. Slope Correct (Korekce smérnice) (korekce smérnice Sumu)

. Ignore First x cycles (Ignorovat prvnich x cykld) (korekce Sumu
v prvnich cyklech)

. Takeoff point adjustment (Uprava startovaciho bodu)
DalSi podrobnosti naleznete na strané 91.

Discrimination Threshold Zadanim hodnot do téchto textovych poli umistéte prah diskriminace.

(Prah diskriminace): V8echny kfivky protinajici tento préh budou povazovany za vzorky pro
genotypovani. Kliknéte na ikonu po pravé strané kazdého textového pole, pak
tazenim prahu v grafu tyto hodnoty vizualné nastavte.

Discrimination Threshold
Theshold:  [005502 % |
Eimal:ydu |— _l
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Genotypes (Genotypy): Otevie se okno Genotyping (Genotypovani), v némz Ize definovat, ktery
genotyp je v jednotlivych kandlech detekovan. Toto okno umoziuje pfifazeni
genotypl k jednotlivym kanalim pro analyzu alelické diskriminace.

V nize uvedeném pfikladu je vzorek heterozygotni, pokud hodnoty namérené
v kanalech Cycling A.Green a Cycling A.Yellow protnou prah.

#i Genotyping
Genotype | Reacting Channelz | ﬂ
“wild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling A.Green Cycling A vellow
Mutant Cucling A ellow
, .............. D K\ Eancel ﬂelp I
Sablony alelické analyzy: Sablony alelické analyzy umozfiuji exportovat nastaveni normalizace, prahu

a genotypll do jednoho souboru ve formatu *.alt. Tento soubor je mozné
importovat aznovu pouzit v jinych experimentech. Dal$i podrobnosti
naleznete v ¢asti 7.1.

Imported Settings
Lhones:

Irmpart.... Export...

6.6.8 Analyza bodového grafu

Analyza bodového grafu umoziiuje genotypovani na zakladé relativni exprese amplifikacnich
grafi ve 2 kanalech. Na rozdil od alelické diskriminace se o genotypu rozhoduje podle oblasti
definovanych v bodovém grafu a nikoli podle jedné prahové hodnoty. Chcete-li provést tuto
analyzu, vyberte moznost Other (Jiné) a pak Scatter Graph Analysis (Analyza bodového grafu)
v okné Analysis (Analyza).

PFi provadéni analyzy bodového grafu nestaci dvakrat kliknout na kanal pro analyzu, protoze tato
analyza se provadi pomoci 2 kanalt soucasné. Chcete-li provést tuto analyzu, budto podrzte
klavesu SHIFT a kliknutim zvyraznéte kanaly, které chcete analyzovat, nebo nad nimi tahnéte

ukazatelem mysi. Po zvyraznéni pozadovanych kanalu kliknéte na moznost Show (Zobrazit).

Seznam se aktualizuje a zobrazi se v ném vSechny kandly na jednom fadku, u kazdého se
symbolem zaskrtnuti. Znamena to, Ze v8echny budou pouzity v jedné analyze. Chcete-li jeden i
vice téchto kanald odebrat, kliknéte pravym tlacitkem na analyzu a vyberte moznost Remove
Analysis... (Odebrat analyzu...). Tyto kanaly pak Ize zafadit do jiné analyzy bodového grafu.
Urcity kanal muze byt vzdy pouzit jen v jedné analyze.
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Reports (Protokoly):

Results (Vysledky):

Moznosti normalizace:

Genotypes (Genotypy):

Otevre se protokol Scatter Analysis (Analyza bodu) pro nahled.

Zobrazi se okno Scatter Analysis Results (Vysledky analyzy bod). Toto okno
se standardné otevfe pfi prvnim zobrazeni analyzy.

K dispozici je fada moznosti, jak optimalizovat normalizaci nezpracovanych dat:

. Dynamic Tube (Dynamicka zkumavka) (normalizace dynamické
zkumavky)

. Slope Correct (Korekce smérnice) (korekce smérnice Sumu)

. Ignore First x cycles (Ignorovat prvnich x cykld) (korekce Sumu
v prvnich cyklech)

. Takeoff point adjustment (Uprava startovaciho bodu)
Dal$i podrobnosti naleznete na strané 91.

Otevie se okno Genotyping (Genotypovani), v némz Ize definovat, ktery
genotyp je v jednotlivych kanalech detekovan. Vtomto okné Ize pfifadit
genotypy podle kanalli, v némz vzorek reaguje. Zvolené kanaly budou pouZity
k oznaCeni rohd bodového grafu a uzivatele zavedou do obecné c&asti
bodového grafu, ve které je tfeba oblasti definovat.

¥# Genotyping
Genotype |F|eacting Channels | ﬂ
wiild Type Cycling &.Green

Heterozygous Cycling A.Green Cycling A.Yellow

Mutant

Cycling A vellow

Cancel Help I

Scatter Graph (Bodovy graf):

V bodovém grafu je zobrazena relativni exprese ve 2 vybranych kanalech.
Zobrazeni se normalizuje, aby byla zohlednéna rdzna nasobna zvyseni
v jednotlivych kanalech a logaritmuje se ke zduraznéni rozdilnych expresi
u rGznych vzorkd.

Chcete-li provést genotypovani, definujte oblasti kliknutim na zvoleny bod
grafu ajeho tazenim. Vybér je pak mozné oznalit podle genotypu
konfigurovanych v okné Genotyping (Genotypovani).

# Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green, Cyeling A Yellow [Page 1] I Scatter Analysis Resulls - C|

ld Types

No. | Mame Genotype
1 a10ng
2 bllng
3ol il Ture

Scatter graph analysis
templates (Sablony analyzy
bodového grafu):

Sablony analyzy bodového grafu umozfiuji export nastaveni genotypu
aoblasti do jednoho souboru ve formatu *.sct. Tento soubor je mozné
importovat aznovu pouzit v jinych experimentech. DalSi podrobnosti
naleznete v ¢asti 7.1.

Imported Settings
Lhones:

Irmpart.... Export...
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6.6.9 EndPoint analyza

EndPoint analyza umozriuje diskriminaci mezi amplifikovanym a neamplifikovanym vzorkem na
konci zpracovani. Vysledky jsou kvalitativni (pozitivni/negativni), nikoli kvantitativni.

EndPoint analyza je znazornéna dale na snimku obrazovky.

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
Fle Analysis Run Gan View Searity Window Help

2 & @ O ¥ B W B
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange
7| Cyding A(from 40).J0E

Channels 7 Cyding AFAM/SYER 7/ Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).FAM/SYER

&
Resdlts  Genotypes...

Cycing A(from 40).FAM/SYBR - Circles.
Cycing A(from 40).J0E - Diamonds

Widtype

Bank On Bank Off
MNamedOn | &1 0On | &0 OF
Ecit Samples

Contials | Thresholds |

Positive Controls

1) Heterozvgous

Negative Controls

Helerozpgous | Postive Control Reaction Reaction (8] Mutation
2 |Heterozpgous | Unknown Het FRieaction FRisaction [3)wild type:
3 | widtype Urkngwn wild Reattion No Reaction
4 | Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5
B

Heterozygous | Unknown Het Fiaction Feaction To et the defined contiols.
wild type Unknawn wild Reaction Ho Reaction olick Edit Samples.

FRotor-Gene O Series Software 4.7 (Build 1] WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (Administrators)

EndPoint analyza se podoba alelické diskriminaci v tom, Ze vysledky jsou kvalitativni a Ze nazvy
Ize pfifadit uréitym permutacim reakci v riznych kanalech. V EndPoint analyze je vSak k dispozici
jen jedna naméfena hodnota, na rozdil od alelické diskriminace, v niz se pouzivaji naméfené
hodnoty kazdého vzorku po jednotlivych cyklech. To znamena, Ze uzivatel musi pro usnadnéni
analyzy ur€it pozitivni a negativni kontroly. U nezpracovanych dat jsou urovné signalu
normalizovany vi¢i znamym pozitivnim a negativnim kontroldm pro kazdy kanal. UzZivatel pak
vybere uroven signalu v procentech jako prahovou hodnotu.

Pojmy pouzivané v EndPoint analyze

Dale jsou vysvétleny nékteré pojmy pouzivané v EndPoint analyze.

Pozitivni kontrola: Jedna se o vzorek, o némz je znamo, ze v ném doslo k amplifikaci.

Negativni kontrola: Jednad se ovzorek, onémz je zndmo, Ze v ném nedoslo k amplifikaci.
Predstavuje typicky signal pozadi.

Prahova hodnota: Prahova hodnota je uroven signalu, nad kterou je vzorek povazovan za pozitivni
(amplifikovany). UzZivatel musi toto nastaveni upravit pro kazdé zpracovani.

Urovei signalu: Fluorescenéni signal v procentech, normalizovana tak, aby nejvyssi signal
z pozitivnich kontrol byl 100 % a nejniz$i signal z negativnich kontrol byl 0 %.

Genotyp: Interpretace riznych permutaci reakci v riiznych kanalech. Napfiklad ,heterozygotni*
genotyp Ize pfifadit vzorkdm, které reagovaly jak v zeleném, tak Zlutém kanalu.
Genotyp Ize také pouzit ke hlaSeni vysledku reakci s internimi kontrolami. Napfiklad
vysledky by mohly byt uvadény jako ,inhibovany*, ,pozitivni“ nebo ,negativni‘ podle
toho, zda byla reakce v urcitych kanalech pozorovana nebo ne.
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Konfigurace profilu

x
1. Fiotar Selection 2. Canfim Profile |
. g @
New Open  Save As Help

The run will take approsimately B minutels)] to complete. The graph below represents the iun ta be perfomed

Click on a cpcle below to modify it :

Haold Inzert after...
Insert before:
Remove
Thiz cycle repeats il time(s).

Click on one of the steps belaw ta modify it, or press + or - ko add and remave steps for this cpcle.

Timed Step j J ;I
B0 deq

10 seconds

Aequiring ta Cycling &

on Green
[~ Long Range
I~ Touchdown 50 deg. for 10 secs
< Back | Save Template I Start Run | Cancel I

Chcete-li provést EndPoint analyzu, vytvorte profil s vydrzi na 50 °C po dobu nékolika minut, pak
krok cyklovani s 1 krokem (50 °C po dobu 10 s), s akvizici v pozadovaném kanalu. Nastavte
pocCet opakovani na 5 dle obrazku nahofe. Tyto €asy jsou jen orientaéni a pro vase konkrétni
Usely se mohou ligit. Cim vice opakovani v profilu, tim vice informaci bude k dispozici pro
provedeni analyzy. Analyza automaticky vypocte pramér vSech naméfenych hodnot, aby byla pro
kazdy vzorek ziskana jedna hodnota. Nepozaduje se urcity poCet opakovani. Pokud neni

vyzadovana velmi vysoka pfesnost, obvykle postaci 5 opakovani.
Analyza
EndPoint analyzu Ize provadét v nékolika kanalech soucasné. Chcete-li vytvofit novou analyzu,

kliknéte na kartu EndPoint, vyberte kanaly tazenim ukazatelem mysi nad nimi a pak kliknéte na
tlagitko Show (Zobrazit).
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[uantitation I Scatter
EndPoint | Other.

Cycling &.G

Cycling & vellow

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Definovani kontrol

Kdyz EndPoint analyzu otevrete poprvé, zobrazi se nasledujici zprava, pokud nebyla definovana
pozitivni a negativni kontrola.

Rotor-Gene Q Series Software . x|

i) To use end-paint analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
OK.

Kliknéte na tlacitko OK. Zobrazi se okno Edit Samples (Upravit vzorky), v némz Ize definovat
pozitivni a negativni kontrolu. Chcete-li urcity vzorek definovat jako pozitivni nebo negativni

kontrolu, kliknéte na buriku typu vzorku, pak z rozeviraci nabidky vyberte pfislusny typ kontroly.

Poznamka: Aby bylo mozné provést analyzu, kontroly musi byt ,zapnuté” pomoci pfepinace na
pravé strané hlavniho okna.
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!5 Select Positive and Negative Controls ) x|

Fleaze select at least one positive and negative contral, then click OK. These
controls will be used as references for the fluorescence required for a reaction.
You should select positive and negative contiols for each channel.

" Settings :

Given Conc. Format |T23,45?. LI Uit : |[= Mare Options |
~ Samples :
I ¢| et | ResetDetaut| Gradent | BRI
H [0} \ Marne | Type |Gr0ups | Given Conc. | Selected :l
Al Optical Denaturation Ref. Unknown | Mo
A2 sample 1 unbreated Unknown | Hao
A3 zample 1 unbreated Unknawn | Mo
A4 zample 1 untreated Unknawn | Mo
- AS Sample 1 treated Unknown | No
- AE Sample 1 treated Unknown | No
- A7 Sample 1 treated Unknown | No
B 22 Sample 2 untreated Unknown | No
- B1  Sample 2 untreated Unknawn | Mo
- B2  Sample 2 untreated Unknown | HNo
- B3 sample 2 reated Unknown | Mo
- B4 sample 2 reated Unknown | No
- BS  sample 2 reated Unknown | No
- BE  Sample 3 untreated Unknown No ;I
. ravor =

Page :
’7Name_ IF‘ageT % | > Mew | Dielete [~ Swnchronize pages

Ok | Cancel |

Tato obrazovka funguje stejné jako okno Edit Samples (Upravit vzorky) (¢ast ,Nastaveni vzorku®).

Normalizace

Normalizace dat EndPoint analyzy pfevede vSechny urovné signalu do rozmezi 0—100 %. Je nutné
vybrat alespori jednu pozitivni a jednu negativni kontrolu, pfipadné vice, pokud se analyzuje v nékolika
kanalech a standardy nejsou multiplexované. Existuje-li riziko, Ze u pozitivni kontroly nedoSlo
k amplifikaci, je tfeba otestovat vice nez jednu pozitivni a jednu negativni kontrolu.

1. V kazdém kanalu jsou analyzovany v8echny pozitivni kontroly a pozitivni kontrole s nejvyssi
fluorescenci se nastavi hodnota 100 %. Znamena to, Ze budou-li testovany duplicitni kontroly,
pozitivni kontrola mGze selhat, aniz by ovlivnila celé zpracovani.

2. Jsou analyzovany vsechny negativni kontroly a negativni kontrole s nejniz$i urovni
fluorescence se nastavi hodnota 0 %.

3. Nezpracované hodnoty fluorescence zbyvaijicich vzorkl jsou Skalovany vzhledem k nejvyssi

Napfiklad:
Vzorek Typ Fluorescence
1 Pozitivni kontrola 53,6
2 Pozitivni kontrola 53,0
3 Negativni kontrola 4,5
4 Negativni kontrola 4,3
5 Vzorek 48,1
6 Vzorek 6,4
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Toto zpracovani bylo Uspésné, protoze 2 pozitivni a 2 negativni kontroly jsou blizko u sebe a jsou
mimo hodnoty fluorescence vzorka.

Normalizované hodnoty jsou:

Vzorek Typ Exprese (%)
1 Pozitivni kontrola 100,0

2 Pozitivni kontrola 97,3

3 Negativni kontrola 0,4

4 Negativni kontrola 0,0

5 Vzorek 84,2

6 Vzorek 4,0

Vzorek 1 byl pozitivni kontrola s nejvétsi fluorescenci, a tak byl nastaven na 100 %. Druha pozitivni

ve vzorku 5 pravdépodobné doslo k amplifikaci, kdezto ve vzorku 6 pravdépodobné ne.

Poznamka: V zavislosti na zvolenych pozitivnich a negativnich kontrolach Ize dosahnout drovni
exprese veétSich nez 100 % nebo menSich nez 0 %. Vysledek vétsi nez 100 % je mozno
interpretovat tak, Ze ve vzorku doslo k vétSi expresi nez v pozitivnich kontrolach. Vysledek mensi
nez 0 % je mozno interpretovat tak, Ze je méné pravdépodobné, Ze ve vzorku doslo k amplifikaci,
nez ze doSlo k amplifikaci v negativnich kontrolach. Protoze je tato analyza kvalitativni, tyto
vysledky nepfedstavuji problém.

Pokud negativni kontroly vedou k vy3Si fluorescenci nez pozitivni kontroly, vzorky byly nespravné

nastaveny a zobrazi se nize uvedena zprava.

EndPoint Analysis - Cycling A.Green [Page 1)
=| = &

Reports Resultz:  Genotypes...

Graph cannot be displayed as the negative controlz are either at the same level, or higher than the positive controls.
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Normalizace v nékolika kanalech

EndPoint analyza predpoklada provedeni multiplexovani, a proto mize mit kazda zkumavka
pouze jednu pozici. Aktualné neni mozné analyzovat nastaveni, v némz pozice vzorku
pfedstavuje pozitivni kontrolu pro jeden kanal a negativni kontrolu pro jiny.

PfestoZe je v okné Edit Samples (Upravit vzorky) uvedena jen jedna definice vzorku na jednu

pozici zkumavky, normalizace se provadi nezavisle u kazdého kanalu.

Pokud je pozice zkumavky pozitivni kontrola alespon pro jeden kanal, méla by byt zadana jako
pozitivni kontrola ve sloupci ,Type* (Typ) v okné Edit Samples (Upravit vzorky). V opacném
pripadeé by jeji typ mél byt Sample (Vzorek). Totéz plati pro negativni kontroly.

Je-li napfiklad néktery vzorek pozitivni kontrolou v zeleném kanalu, ale ne ve Zlutém kanalu,
vzorek by mél byt stale definovan jako kontrola. ProtoZe se pouziva nejvy$si pozitivni kontrola
v kazdém kanalu, pak pokud existuje alespon jedna pozitivni kontrola ve Zlutém kanalu
s amplifikaci, definice vzorku jako kontroly pro zeleny kanal bude ignorovana.

Prahova hodnota

Prahova hodnota slouzi ke stanoveni exprese v procentech, potiebné k reakci v jednotlivych
kanalech. Po definovani pozitivni a negativni kontroly budou v§echny kanaly normalizovany podle
stejné stupnice 0-100 %. Proto je i pfi analyze nékolika kanalG potfeba jen jedna prahova
hodnota.

Kliknéte na ¢aru prahové hodnoty a tahnéte ji do oblasti mezi 0 a 100. Prahova hodnota by
neméla byt pfili$ blizko u vzork( na obou stranach ¢ary, protoze by to znamenalo, Ze zpracovani
nebylo jednoznac¢né. Pokud rozdil mezi vzorkem definovanym jako amplifikovany nebo
neamplifikovany €ini jen nékolik procent, znamena to, Ze kdyby byla reakce opakovana, vzorek

by se mohl objevit na druhé strané prahové ¢ary.

Genotypy

Tato moznost otevie okno Genotyping (Genotypovani), v némz Ize definovat, ktery genotyp je
v jednotlivych kanalech detekovan.
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#¢ Genolyping

LI f]x

Genotype |Heacting Channels |

wiild Type Cycling &.Green

Heterozugous Cycling &.Green Cycling A.ellow
tutant Cycling AMvellow

]

e W Cancel | Help |

V tomto okné Ize pfifadit genotypy ke kanalim. Ve vySe uvedeném piikladu je vzorek
heterozygotni, pokud hodnoty namérené v kanalech Cycling A.Green a Cycling A.Yellow protnou
prah.

Sablony EndPoint analyzy

Sablony EndPoint analyzy uZivateli umoZ#uji exportovat nastaveni genotypu a prahové hodnoty
do jednoho souboru ve formatu *.ent. Tento soubor je mozné importovat a znovu pouzit v jinych

experimentech. DalSi podrobnosti naleznete v ¢asti 8.1.

Imported Settings
<hones

Impaort... Export...

6.6.10 Analyza koncentraci

Analyza koncentraci umozriuje pouziti pfistroje Rotor-Gene Q MDx pro méfeni koncentraci DNA

nebo k ziskani hodnot nameéfenych fluorometrem.

Tato analyza je zobrazena dole na snimku obrazovky.
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BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help

€ = @ liw & @ ¥ B B . i
New Open Save Help Setfings Progress Profie  Temp. Samples Analyss Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

Page: Page 1
La

EBX

H; Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

1
S I
Reports  Sid. Curve  Results ]
[av. Fluorescence 4
B000O & 4 Cycling A Green - Circles. i
[
20.00 7
o0 s

4+ o
15.00 T :

»

& Bank On Bank Off

MNamedOn | AIlOn | A0
Edit Samples..

10.00

Analysis Method
¢ Linear Regression

@ Spline Curve Fit

Tvpe Given Conc [pgh
1 Lambda Standard | Standard 1.000.0
2 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standard | Standard 500.0

Lambda Standard | Standard 500.0 _‘ﬂ
»

I Rator-Gene Q Series Software 4.7 [Build 1] WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (Administrators)

Priprava zpracovani

Chcete-li provést analyzu koncentraci, nejdfive pfipravte fluorescenéni standardy a vzorky,

idealné ve tfech replikatech.

Priprava standardt

Standardni kfivka slouzi ke stanoveni koncentrace DNA z kazdého méfeného vzorku.

DNA pouzita pro standardni kfivku by méla byt podobného typu jako DNA v méfenych vzorcich.
Koncentrace alespor jednoho vzorku DNA by méla byt stanovena ultrafialovou spektrofotometrii
atento vzorek by mél byt pouzit jako standard. Je nutné pouzit minimalné 3 standardy
(s replikaty). Je dllezité, aby standardy DNA pouzité pfi fluorescenéni detekci byly pouze linearni
v rozmezi 1-100 ng/ul. Pokud je v tomto rozmezi koncentrace DNA vydélena dvéma, plati to i pro
naméienou hodnotu fluorescence. Intervaly spolehlivosti koncentraci mimo toto rozmezi jsou

velmi Siroké vlivem nelinearity chemikalii.
Typ méirené DNA
Byly pozorovany rozdily v méfeni riznych forem DNA (napf. genomové DNA oproti plazmidové

DNA). Spole¢né by se tedy mély méfit jen podobné typy DNA a pfi mé&feni genomové DNA by se

jako standardu neméla pouzivat plazmidova DNA.
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Nastaveni zpracovani

Chcete-li nastavit zpracovani, vyberte moznost Nucleic Acid Concentration Measurement

(Méreni koncentrace kyseliny nukleové) v priivodci Quick Start (Rychlé spusténi).

x

Guick Start I Advanced |

'!."
% Perform Last Run

L1l
'% Three Step with Melt

(1]

'S Two Step

(1]

2 Quenched FRET

niration Measurement

‘l__:| Other Runs

f_J Open A Template In Another Folder...

A default template for
measuring the
concentration of
nucleic add using
intercalating dyes.

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Poznamka: Ovéfite, Ze v pozici 1 pro zkumavku se testuje pozitivni kontrola, napfiklad standard

s vysokou koncentraci. Bez pozitivni kontroly software nedokaze optimalizovat nastaveni zesileni

pro maximalni citlivost. Budete k tomu vyzvani pfed kazdym zpracovanim.

Analyza

Analyza koncentraci se provadi vztazenim urovné fluorescence k hodnoté koncentrace.

K dispozici jsou dva modely analyzy. Volba optimalni analyzy zavisi na chemikalii a u€elu pouziti.

.Linear Regression“ (Linearni regrese) analyzuje data na zakladé predpokladu linearniho vztahu

a odhadu neznamych hodnot z vygenerovaného linearniho modelu. Stanovuje chybu méfeni

zkoumanim odchylky naméfenych hodnot od linearniho modelu. Pokud jsou naméfené hodnoty

koncentraci linearni, jedna se o nejvhodné&jsi analyzu, protoze uzivateli poskytuje statistickou

analyzu rozptylu (ANOVA).

UzZivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022



»Spline Curve Fit* (Aproximace kfivky) predpoklada jen to, ze hodnoty koncentraci se zvySuji
s fluorescenci. Pfestoze tato metoda poskytuje prfesnéjSi odhady nelinearnich dat, neumozfuje
analyzu ANOVA, protoze neuvazuje linearni model.

6.6.11 Analyza kfivky tani s vysokym rozliSenim

Analyza kfivek tani s vysokym rozliSenim (High resolution melt, HRM) charakterizuje vzorky podle
délky sekvence, obsahu GC a komplementarity. Analyza HRM se pouziva pfi genotypovani,
napfiklad jako analyza genovych mutaci nebo jednonukleotidovych polymorfismG (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP), a v epigenetice pro analyzu stavu metylace DNA. Analyza HRM

oproti jinym metodam poskytuje presné vysledky a Uspory nakladi na sondy a oznaceni.

Chcete-li provést analyzu, vyberte moznost Other (Jiné) a pak High Resolution Melt Analysis
(Analyza kfivky tani s vysokym rozliSenim) v okné Analysis (Analyza). Dvakrat kliknéte na kanal
pro analyzu. Kfivky tani z kanalu nezpracovanych dat se normalizuji zprimérovanim vSech
pocate€nich a koncovych hodnot fluorescence a poté vynucenim, aby koncové body kazdého

vzorku byly stejné jako primér.

B Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt demo oy [ 5
File Analysis Run Gan Yiew Window Help

7l > % A B o
TEH PNE O bW @ ¢ ¥ & iy [ :
New Open Save | Shart Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reporks Arrange

Channels  melk A.FarRed . Mel Alfrom 82).FarRed ‘

B HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed (Page: _|of x| | Page: Page1

Wormalised Graph | Diterence Graph |

100

o
g

ormalised Fluorescence

=

[e

v v u T T 4 4 u u 4 4 4 — T d
825 830 835 840 845 B850 @55 860 B6S5 B0 G7TS &80 &85 830 885 Bank On Banl OFff
dey.

Named On | 41l On | AIlDf

Edit Samples...

e
= - ~Nomalisation Regions
enolype Confidence %
mutation 00,00 lemtalibes

2 197 heterozygate 100,00 Start: [824 =

4+ Wl mutation 9572 End: [828 j

5 195 heterozygote  37.58

7 Wez heterozygote | 97.80 Traiing Rangs

[ 2o wild type 100.00 |

El E] wild tpe 3085 Star: 533 j

10 19 heterozygote | 98.91 End: 887 =

12 130 heterozygote | 96.23

13 g7 wild type 93,23 Confidence Percentage

FiotorGene  Series Software 1.7 [Build 34) [VIRTUAL MODE 2

Automatického vyvolani vzorkl se dosahne kliknutim na tlac¢itko Genotypes (Genotypy). Zadejte
nazev genotypu, po ném ¢&islo vzorku, které slouzi jako pozitivni kontrola pro automatické vyvolani
neznamych vzorkd.
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_lolx
Genatype Canitrol ﬂ

mutation
wild type

heterozygate

LClear |

138
2m
1597

oK | Cancel = HBTD

Podrobnosti o analyze HRM naleznete v ¢asti 10.

6.7 Nabidka Zpracovani

6.7.1  Spustit zpracovani

Tato moznost spusti definovany teplotni profil s aktualnim nastavenim zesileni. Pfed spusténim

zpracovani se objevi okno Profile Run Confirmation (Potvrzeni zpracovani profilu). Zobrazi se

grafické znazornéni teplotniho profilu spole¢né s nastavenim zesileni pro kazdy kanal.

6.7.2 Pozastavit zpracovani

Tato volba umoZfiuje pozastavit zpracovani a poté v ném pokracovat. Pozastaveni a nasledné

pokraGovani mohou mit vyrazny vliv na vysledky zpracovani. Proto budou data obsahovat znacku

udavajici, Ze zpracovani bylo pozastaveno, a délku pozastaveni. Dale se v okné Run Settings

(Nastaveni zpracovani) zobrazi zprava na karté zprav (viz ¢ast 6.8.1).

1l Pause Bun ]

f'ou can pauze the run on thiz screen. &

marker will be recorded in the channel

data to show the duration of the pause. B ESUTE |
Help |
Cloze |

VAROVANI

A

Horky povrch
P¥i pozastaveni zpracovani se Rotor-Gene Q MDx neochladi az na pokojovou

teplotu. PFi manipulaci s rotorem nebo zkumavkami v pfistroji budte opatrni.
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6.7.3 Zastavit zpracovani

Po vybéru této moznosti se zobrazi zadost o potvrzeni, Ze ma byt zpracovani zastaveno.
6.8 Nabidka Zobrazeni

6.8.1  Nastaveni zpracovani

VSeobecné

Toto okno umoznuje nastavit informace o zpracovani, nazev souboru zpracovani, datum analyzy,

oznaceni operatora a souvisejici poznamky.

Toto okno obsahuje vSechny informace kromé profilu potfebného pro konfiguraci zpracovani. Po
dokoné&eni zpracovani se v tomto okné zobrazi nasledujici informace: pouzity cykler, nastaveni

zesileni, pocet kanall a ¢as zacatku a konce.

General | Machine Options I Messages I Chatinels | Tube Layout I Security I

Filename P:\Departrmentsh QCAE sperimentalliata-R G 3KARGEO00NRT 2052740 ark.
Operator : ||—

haotes : ﬂ
Reaction Yolume ; lfj ul ;[-.Tﬁﬁ[ﬂ;to the tatal valume of the misture J
Other Bun Channels saved for this mn: ;I

Information : Cyeling A Green
Cycling B vellow
Cycling C.0range
Cycling D.Red
Created with template
'C:ADocuments and Settingshlabpe. CORBET ThDesktophT ermp R GEOOD
Run has finished.
Started at 16/12/2005 3:38:58 A
Finished at 16/12/2005 3:53:40 AM
Offzet Coefficient : O
Frogram Yersion : Rotor-Gene B000 Series Software 1.7 [Build 3)
Machine Serial Mo 000627 —

oK Catcel I Anpl
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Moznosti pristroje

Na této karté jsou zobrazena nastaveni ke konfiguraci pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

Runsettings £l
General | Messages I Charitels | Tube Layout | Security I
—Rator Type
36-ell Rotor

Ratar-Disc 72
Rator-Disc 100

[¥ Locking Ring Attached

]9 | Cancel I Spply I

Nastaveni rotoru musi odpovidat tomu, ktery je aktualné instalovany v pfistroji Rotor-Gene Q
MDx. PFi otevieni existujiciho zpracovani bude v tomto nastaveni uveden rotor, ktery byl v té

dobé v cykleru instalovan.

Zpravy

Na této karté jsou zobrazeny zpravy udavajici, zda uzivatel provedl zmény, napfiklad pozastavil
cykler nebo béhem zpracovani preskocil nékteré cykly. Jsou zde také zobrazena varovani vznikla

béhem zpracovani. Pokud vysledky neodpovidaji oekavani, zkontrolujte tuto kartu.

Kanaly

P¥i konfigurovani nového zpracovani se na karté s kanaly zobrazi aktualni konfigurace dostupnych
kanall. PFi zobrazeni existujiciho zpracovani uvedené informace predstavuji konfigurace kanal(i
v dobé& daného zpracovani. Pokud pfi zpracovani dojde k poSkozeni nastaveni kanalu, Ize obnovit

vychozi kanaly kliknutim na tlacitko Reset Defaults (Obnovit vychozi).
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General | 14

achine Options I Meszages Channels I Tube Layout I Security I

Hame |

Source | Detector | Gain | Create Mew...

Green
“ellow
Orange
Red
Crimzon
HRk

470nm  510nm 10 Edit |
530nm  555nm @
E0Snm  B10mm 10
B2Bbrm  BEOnm 3

E20nm  F10hp 7 Remove |
460nm. - 510nm 7 Reset Defaultsl

g Cancel Al

Name (Nazev):
Source (Zdroj):

Detector (Detektor):

Gain (Zesileni):

Create New... (Vytvofit novy):

Channels (Kanaly):

Rozvrzeni zkumavek

Pfi pouziti produktu 72-Well Rotor Ize vzorky uspofadat tak, aby odpovidaly oznaceni na bloku 9
x 8. Ve vychozim nastaveni je mozné na karté rozvrzeni zkumavek oznacit vzorky postupné (tj.
1, 2, 3...). To znamena, Ze vzorky budou oznaceny postupné v poradi, ve kterém byly do pfistroje
Rotor-Gene Q MDx vlozeny. Jinou moznosti je oznagit vzorky 1A, 1B, 1C atd. Tato moZnost mlze

Jedna se o nazev kanalu.
Udava excitacni vinovou délku LED zdroje.

Udava detekéni vinovou délku a typ filtru (nm = pasmova propust, hp = horni
propust).

Udava zesileni pro konkrétni kanal.
Tato funkce umozriuje vytvofeni novych kanald. Kliknutim na tlacitko Create
New... (Vytvofit novy...) se otevie okno pro zadani nového nazvu, zdroje

a detekéniho filtru. Filtry I1ze vybrat z rozeviraci nabidky vedle kazdého okna.

Standardni konfigurace pro 4kanalovou multiplexni detekci je zeleny, Zluty,
oranzovy a ¢erveny kanal.

byt uzite€na, pokud byly vzorky pfipraveny vicekanalovou pipetou.
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Zabezpeceni

Na karté zabezpeceni jsou zobrazeny informace o signatufe zpracovani. Signatura zpracovani je
nevratny kli¢, ktery se obnovi po kazdé zméné souboru. Bude-li néktera &ast souboru *.rex
zménéna mimo software, signatura a soubor si jiz nebudou odpovidat. Zaskrtnuti signatury
umoznuje potvrdit, Ze nezpracovana data nebyla zménéna mimo aplikaci, ze s profilem nebylo
manipulovano a zZe je teplotni graf platny. Signatura téz chrani pfed poskozenim, napfiklad
chybami systému soubor(.

Poznamka: Jsou-li soubory *.rex odesilany e-mailem, Sifrovani mdze signaturu zneplatnit. Aby
k tomu nedoslo, soubor pfed odeslanim e-mailem zazipujte.

e —— A

Genelall M achine Options I Messages I Chariels | Tube Layoul

r— General Infarmation :
Fun Signatures are stored within all newly zaved runs. These signatures, like a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
software, IF a file is tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The signature is valid.

= The signature for this run file iz valid. The file contents has not been madified
outgide of the software,

(].4 Cancel Apply

6.8.2 Teplotni graf

Vyberte moZnost Temperature Graph (Teplotni graf) v nabidce View (Zobrazit), nebo kliknutim
na tlaCitko Temp. (Tepl.) oteviete okno Temperature (Teplota). V grafu je zobrazen prubéh
zadanych teplot béhem cyklovani. Neodrazi méfeni teplot v redlném ¢ase. V pribéhu zpracovani
se pro kazdy krok programu zobrazuji hodnoty Set (Nastavené), Actual (Skutecné) a ¢as Hold
(Vydrz). V pfipadé existujiciho souboru zpracovani se v okné Temperature (Teplota) zobrazi
historie teplot béhem zpracovani. Svisla stupnice pfedstavuje teplotu a vodorovna ¢as. Pomoci
posuvniku muzete v okné Temperature (Teplota) rolovat tam a zpét.
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6.8.3  Prbéh profilu

Vyberte moznost Profile Progress (Prabéh profilu) v nabidce View (Zobrazit), nebo kliknutim na
tlaCitko Progress (Pribéh) oteviete okno Profile Progress (Pribéh profilu). V tomto okné je
grafické znazornéni tepelného profilu souvisejiciho se zpracovanim. Bé&hem zpracovani
vystinovana ¢ast okna oznacuje pocet cykll, které byly dokonceny. Je zde téz uveden odhad
poctu minut do konce zpracovani.

71 minwtels] iemaining.

Skip I Add 5 Cycles Imm:mﬁﬂw1
Skip (Pfeskodit): Funkce Skip (Pfeskocit) umoznuje pfeskocit libovolné kroky v profilu.

Add 5 Cycles (Pridat 5 cyklu): Funkce Add 5 Cycles (Pfidat 5 cyklu) k aktualnimu kroku cyklovani pfida
5 opakovani.
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6.8.4  Upravit vzorky

memsompes ~loix]
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁwen Cone. Format |‘|23,45? = BLopies/ reaction More Dptionsl
—Samples :
W | it | Fse Default| Gradient | BRI
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
Al R 1000 Standard 1.0000 Yes
W:: riomo Standard 1,000 es
BW:: rio Standard 100 *res
B R Standard 100 *res
W ri0 Standard 10 es
W R0 Standard 10 es
B R Standard 1/'es
e R Standard 1 Ves
Bl RNTC NTC VYes
B2 RNTC NTC VYes
ez 1000 Standard 1,000 es
Ble: (1000 Standard 1.000 Yes Ad|
Page -
’7Name: IF‘ageT % | > | Mew | Delerel [~ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

Kliknutim na tlacitko Samples (Vzorky) vyvolate okno Edit Samples (Upravit vzorky). Okno Edit
Samples (Upravit vzorky) Ize také otevfit kliknutim pravym tlacitkem na seznam vzork(l na pravé
strané obrazovky. Toto okno ma stejnou funkci jako okno Edit Samples (Upravit vzorky) v priivodcich
az na to, Ze funkce panelu nastroju jsou téz k dispozici v nabidce File (Soubor) a Edit (Upravit).

V horni ¢asti okna se zobrazi tyfi nabidky, File (Soubor), Edit (Upravit), Format (Format) a Security
(Zabezpeceni). Nabidka File (Soubor) slouzi k vytvofeni nového (prazdného) okna Edit Samples
(Upravit vzorky), k otevreni existujici Sablony vzorkd nebo k ulozeni nazvd vzorkd ve formé Sablony
pro pozdgjsi pouziti. Tyto soubory Sablon maji pfiponu *.smp. V nabidce Edit (Upravit) je mozné
kopirovat a vkladat fadky. Nabidka Security (Zabezpeceni) umoziuje uzamknout definice vzorku.

Poznamka: Budou-li nazvy vzorkt zadavany béhem zpracovani pfili$ rychle (napf. pomoci ¢tecky
¢arovych kédua), maze to vést k prekryvani pismen v nazvech vzorkd. Doporucuje se proto ¢tecku

¢arovych kodi nepouzivat a je-li to mozné, zadat nazvy vzorkd po dokonéeni zpracovani.

) Tato rozeviraci nabidka slouzi k vybéru vhodného formatu pro zobrazeni
Settings : koncentrace. Koncentrace se automaticky formatuji podle aktualné

: zvoleného umisténi.
Given Conc. Format ;

V této rozeviraci nabidce se nastavuji jednotky méfeni pro danou analyzu.

Samples :
’VI_j Edit | HesetDefauItI Gradientl
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Tlacitko

Vyznam

Styl ¢ary:

Edit

Rezet Oefault

EfE

Gradient

L]

€]

oy
|

2|
=

Ll

=l &

Typy vzorku:

Zménou stylu ¢ary je mozné zlepsit itelnost grafli na ¢ernobilych tiskarnach.
Nékteré ¢ary je mozné zménou jejich stylu zvyraznit. Chcete-li tuto funkci
pouzit, kliknéte na tlacitko se Sipkou doprava vedle tladitka Edit (Upravit).

Po stisknutim tla¢itka ,Edit* (Upravit) se otevfe voli¢ barev. PFi pfifazovani
barev zkumavkam lIze vybrat nékolik radku.

Kliknutim na tlacitko ,Reset Default” (Obnovit vychozi) se obnovi vychozi
hodnoty barev v8ech vybranych barevnych bunék.

Tlacitko ,Gradient* umozriuje vybrat gradient od prvni do posledni vybrané
barvy. V nastaveni vzorku Ize definovat nékolik gradient(.

IRIEEICEIREE]

Ikona New (Novy) vymaze okno Edit Samples (Upravit vzorky) pfi pfipravé
pro zadani dat.

Kliknutim na ikonu Open (Otevfit) se otevie dialogové okno, v némz Ize
vybrat soubor Rotor-Gene Q MDx pro import.

Poznamka: Pocet vzorkd v okné Open (Otevfit) a v importovaném souboru
musi byt stejny.

Stisknutim ikony Save (Ulozit) se otevre dialogové okno, v némz Ize zadat
nazev a slozku, do které bude uloZena kopie aktualnich definic vzorka.

Ikonou Copy (Kopirovat) se kopiruji vybrané buriky.

Ikonou Paste (Vlozit) se vlozi buriky, které byly vybrany piikazem ke
kopirovani do aktualné zvolené pozice v mfizce.

Ikonou aplikace Excel se otevie dialogové okno s vyzvou k zadani nazvu
souboru a slozky, do které se maji ulozit informace o vzorku. Po stisknuti
tlacitka Save (Ulozit) se automaticky otevie soubor aplikace Excel.

Ikona Append/Overwrite (PFipojit/Pfepsat) zméni editaci bunék v okné Edit
Samples (Upravit vzorky). Bude-li zvolena moznost pfepsani, pfi Upravach
budou stavajici data pfepsana. Bude-li zvolena moznost pfipojeni, na konec
stavajicich dat budou pfi Upravach doplnéna nova data.

Pro vzorky Ize definovat jeden z nékolika typd uvedenych v nasledujici tabulce.

Typ vzorku

Popis

None (Zadny)

V dané pozici neni zadny vzorek

NTC Beztemplatova kontrola
Negative Control (Negativni kontrola) Negativni kontrola
Positive Control (Pozitivni kontrola) Pozitivni kontrola

Unknown (Neznamy)

Standard

Calibrator (RQ) (Kalibrator (RQ))

Ma byt analyzovan neznamy vzorek

Ke konstrukci standardni kfivky pro vypocet koncentraci
neznamého vzorku se pouziji standardni hodnoty

Kalibratoru se pfifadi hodnota 1 a koncentrace v§ech
ostatnich vzorkl se vypogitaji ve vztahu k tomuto vzorku

UzZivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

128



Page (Strana): Tato funkce uzivateli umoZzriuje mit rizné definice vzorkd a také oddélené
experimenty vtémze zpracovani. To je uzite€né pro analyzu rlznych
produktd v riznych kanalech. Pomoci Sipek muzete prechazet mezi stranami
se vzorky. Pomoci tlacitek New (Nova) a Delete (Odstranit) mizete vytvofit
nové strany nebo odstranit stavajici. Mizete mit nékolik definic vzorku pro
stejny kanal, abyste mohli vytvofit nékolik standardnich kfivek bez
multiplexovani. Prosté definujte poZadované vzorky a jejich standardni kfivky
na samostatnych stranach. Jeden kanal pak Ize analyzovat s kazdou sadou
definic nezavisle. Strany se vzorky je mozno oznacit Page 1 (Strana 1), Page
2 (Strana 2) atd., nebo je Ize libovolné pojmenovat (napf. ,Housekeeper).
Tento nazev se objevi v protokolech.

Pfi prohlizeni nezpracovanych dat je mozné vybrat definice vzork( pouzité
pro zobrazeni dat v rozeviraci nabidce vedle tla¢itka Options (MoZnosti):

0 "5 20
At Scale | Options I FPage 1

age 1
Fage 2

Stranu se vzorky, kterd se ma pouzit pfi provadéni analyzy, Ize vybrat v okné
Analysis (Analyza) (viz ¢ast 6.6.1).

Analysis |
25tdCurves [Rel] | Other. |

Gluartitation | el

E-  Cpcling A Fak
J Page 1

Show | Hide |
[~ Auto-shrink window

Given Conc. (Uvedena konc.): Udava koncentraci jednotlivych standardlt. Jednotky Ize definovat jako
desetinné Cislo nebo logaritmus. Pokud standardy tvofi fadu fedéni, staci
napsat jen prvni 2 standardy. Po stisknuti kldvesy ENTER program automaticky
do Fady pfida dalSi logické fedéni.

Styl ¢ary: Zmeénou stylu ¢ary je mozné zlepsit itelnost grafli na €ernobilych tiskarnach.
Neékteré ¢ary je mozné zménou jejich stylu zvyraznit. Cheete-li tuto funkci
pouzit, kliknéte na tlacitko se Sipkou doprava vedle tlacitka Edit (Upravit).

.j Edit | HesetDefauItI Eradientl

Na panelu nastrojl se zobrazi vychozi styl Solid (PIna). Styl ¢ary Ize zménit
na Dashed (Carkovana), Dotted (Teckovana), Hairline (Vliasova), Thin
(Tenka) nebo Thick (Tlusta). Nakonec kliknéte na tlacitko s levou Sipkou
a vratte se k zobrazeni tlacitek Edit (Upravit), Reset Default (Obnovit vychozi)
a Gradient.

W .
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Zadani nékolika radku: Je-li tfeba zadat stejnou informaci do nékolika fadkd najednou, vyberte
vSechny fadky a za¢néte psat. Informace se zadaji do kazdého fadku. Stejné
to funguje pfi vybéru typl vzorkd, vybéru barev nebo zadavani koncentraci.

Klavesova zkratka typu vzorku: Chcete-li rychle vybrat urcity typ vzorku, zadejte prvni pismeno jeho nazvu.
Chcete-li napfiklad nastavit 5 vzork(i na beztemplatové kontroly, vyberte je ve

sloupci pro typ vzorku, pak stisknéte N jako NTC. V8echny vzorky se zméni
na NTC.

UloZeni, opakované pouZziti: Uplny popis vzorku Ize uloZit jako soubor vzorku (*.smp) a nagist do
budoucich zpracovani se stejnou konfiguraci vzorku.

Styl rotoru

Tato karta v okné Edit Samples (Upravit vzorky) poskytuje alternativni zpUsob zadavani nazvu
vzorkl. Vyberte replikaty kliknutim ukazatelem mysi a tazenim po obrazku rotoru. Seznam na
pravé strané okna se aktualizuje. MlzZete do néj napsat nazev vzorku a tim se nastavi stejny
nazev pro aktualni vybér. Software tyto jamky rozezna jako replikaty.

" Edit Samples " =10 =
Fle Edk Format  Security
Standard Flotos Stie |
& . ==
e D [ [T ]
Loe 1 samplel  Standard
- “dmmple 2
o oS
. "
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
43 13
17
#“
.25
¥ LabelWels £51,2.3,
Page:
o o | e [ D] T Synctrize pages
Undo | 0K | cencd | He |

Na karté Rotor Style (Styl rotoru) je zkracena verze karty Standard ur¢ené uzivatelim, ktefi
chtéji rychle nastavit nazvy vzork(l a barvy. Néktera nastaveni na této karté nelze definovat,
napfiklad to, zda vzorek pfedstavuje standard nebo znamou koncentraci jednotlivych standardu.
Potfebujete-li je definovat, pouzijte standardni kartu.
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Vhodnost strany se vzorky

Chcete-li otevfit okno Sample Page Suitability (Vhodnost strany se vzorky), kliknéte na okno
More Options (Dal3i moznosti) v okné Edit Samples (Upravit vzorky) a pak kliknéte na tlacitko
Define Suitabilities (Definovat vhodnost). Okno Sample Page Suitability (Vhodnost strany se
vzorky) uzivateldm umoznuje pfifadit strany se vzorky ke kanaldm. Napfiklad strana se vzorky se
zkoumanym genem mize platit pro zeleny kanal a strana se vzorky s housekeeper genem muze
platit pro zluty kanal. V tomto pfikladu nastaveni vhodnosti strany se vzorky sniZuje pocet

dostupnych mozZnosti analyzy tak, aby zahrnovaly jen ty, jeZ jsou pro konkrétni analyzu relevantni.

Okno Sample Page Suitability (Vhodnost strany se vzorky) je na obrazku nize.

- Sample Page Suitability x|

Sample Fage Suitabilities enable you to hide zample pages
when they are not relerant in the current context. For example,

by defining a 5 ample Page to apply only ta the Yelow channel,
oL will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular use for users of
multiplered azzays,

Fage: |Page 1 j

— Suitabilities for Selected Page

" Alwaps display this sample page.

= Only dizplay thiz sample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
- —I Help |

Poznamka: Pfi nastaveni analyzy vytvorte vSechny strany se vzorky a vhodnost stran se vzorky

a pak je ulozte jako $ablonu. Bude tak méné prace s pfipravou jednotlivych zpracovani.
Skupiny
Skupiny vzork( umozriuji vypocet statistickych udaji pro volitelnou sbirku vzorkd. Na rozdil od

replikata, které musi mit totozné nazvy, mohou mit vzorky libovolné nazvy, mohou byt v rotoru

umistény kdekoli a mohou patfit do nékolika skupin.
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1. Chcete-li definovat skupinu, vedle vzorku napiste cely nazev skupiny a stisknéte klavesu ENTER.

i& Edit Samples

File Edit Format Security

Standard | Ratar Style I

i [m] 3

— Settings :
Given Conc. Format ; I j Uit ; ICUpies j More Options |
— Samples :
ITreated 1= |
C |ID_ |Mame | Type | Groups | Given Cone. | Selected |«
A1 Tissue Unknown Yes
&2 | Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn ] es
A4 Tissue Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B L Unknawn ] es
- A7 Lung Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B1 None Mo
B2 None Mo
B3 None Mo
B4 None Mo
BS Mone Mo LI

Page :
’7Name: IF'age1 ;I;I Mew | Delelel

[~ Synchronize pages

Unda

[}
=

Cancel Help

Objevi se okno Edit Group (Upravit skupinu).

 Edit Group

Group Froperties ;

Code; ITHE.l'l".Tl

M ame: IT reated

L’?‘

LCancel

Help |

3. Definujte vhodnou zkratku, pak kliknéte na tlacitko OK. Zkratku Ize nyni pouzit pro nastaveni
skupin. Pro skupiny v libovolné analyze se automaticky vypo€itaji souhrnné vysledky,

napfiklad primérna hodnota a 95% intervaly spolehlivosti.

B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1)
Ha Hame Type Lt Given Conc [Cop| Calc Conc (Copie] % Yar Rep. Ct | Rep CtSic|Rep Ct (35% OI) [Fep

=10Jx]

Al Tissue
A2 Tissue
A3 Tissue
Ad Tissue
45 Lung
LB Lung
AT Lung
AR Lung
Al48 | Treated

Unknown
Unknown
Unknown
Unkrown
Unknown
Urnknown
Unknown

Unknown
Group

1882
1875
1892
1852
1873
1862
1281
1862

1875 017 [18.48,15.02]
18.70 0.09/[18.55. 18.89]
1872 0.13[18.62, 18.83]
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6.8.5 Moznosti zobrazeni

Nabidka moznosti zobrazeni je na obrazku nize.

Yigw Window  Help

Run Settings

e o & B0 W@

i
Temperature Graph Sektings Frooress  Profile Temp,  Samples
Profile Editor

Brofile Progress
Samples. ..
zain Calibration. ..

Show at Most 2 Analysis
Windows (Zobrazit max. 2 okna
analyzy):

Show at Most 6 Windows
(Zobrazit max. 6 oken):

Reset All “Don‘t Show This
Message Again” Dialogs
(Resetovat vSechny dialogy
,Tuto zpravu jiz nezobrazovat®):

k| v Show at Most 2 !
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Je-li tato moznost zaskrtnuta, najednou se zobrazi maximalné 2 okna
s analyzou. Nékolik otevienych oken muze ovlivnit pfehlednost. Po zaskrtnuti
této moznosti se zavfe okno prvni analyzy a nahradi se naposledy otevienym
oknem. Neni-li tato moznost zaskrtnuta, Ize zobrazit vice nez 2 okna
s analyzou.

Software pfi otevieni novych oken pro vétsi prehlednost odstrani
nepouzivand okna. Tato moznost je ve vychozim nastaveni povolena,
protoze ponechava obrazovku softwaru Rotor-Gene Q volnou. Je-li nutné
vidét vice nez 6 oken najednou, zruste zaskrtnuti této moznosti.

Po zaskrtnuti této moznosti software znovu zobrazi vSechna dialogova okna,
u nichZ bylo zaskrtnuto policko Do not display this message again (Tuto
zpravu jiz nezobrazovat). Patfi k nim zpravy o podezielém nastaveni, které
mohly byt dfive nastaveny tak, aby se pfisté nezobrazovaly. Midze to byt
uzite€né pro nového uzivatele, ktery neni obeznamen s pfistrojem Rotor-
Gene Q MDx nebo softwarem Rotor-Gene Q.

6.9 Ochrana pristupu k softwaru Rotor-Gene Q

Poznamka: V této kapitole je popsana ochrana pfistupu k softwaru Rotor-Gene Q. Informace
o relevantnim softwaru Rotor-Gene AssayManager naleznete v dokumentech UzZivatelska

prirucka Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application nebo UZivatelska pfirucka Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application.

Software Rotor-Gene Q obsahuje funkce, které zajistuji jeho bezpeéné fungovani. Je-li software

Rotor-Gene Q spravné nakonfigurovan, mize zajistovat:

® omezeni pfistupu k pfistroji Rotor-Gene Q MDx nebo softwaru pro analyzu na urcité skupiny

uzivatel(,

® protokolovani zmén v souborech zpracovani,

® detekci neopravnénych zmén (signatur),

® protokolovani Sablon pro provadéni zpracovani,
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® ochranu nazvl vzork(.
Integrace se zabezpecenim systému Windows

Software Rotor-Gene Q za ucelem zajiSténi vysoké urovné odpovédnosti nespravuje
zabezpedeni intern&. Ugty, skupiny a hesla jsou spravovany pomoci integrovaného modelu
zabezpeceni v ramci systému Windows (Windows Security). Integrace umozriuje mit stejné heslo
pro pfistup k sitovym soubordm a program(im pro Fizeni pfistupu k softwaru Rotor-Gene Q, coz
snizuje pracnost spravy. Ve vétSich organizacich mohou spravci siti snadno odebrat pfistup

byvalym uzivatelim diky centralizovanému modelu zabezpeceni.

Bezpecné nastaveni softwaru Rotor-Gene Q proto v prvé fadé zahrnuje konfiguraci roli

zabezpedeni systému Windows podle osvédéenych postupu.
Predpoklady

Pro spravné zabezpeceni je nutné mit systém Windows 10 nebo Windows 7 Professional. Funkce
zabezpecleni nelze pouzivat se systémem Windows 10 nebo Windows 7 Home, protoze edice
Home nemaji propracovany model spravy pfistupu, ktery pouziva software. Software musi byt
nainstalovan s moznosti Force authentication through Windows domain (Vynutit ové&fovani

prostfednictvim domény systému Windows).

Poznamka: Nabidka Security (Zabezpeceni) se nezobrazi, budete-li pfihlaseni k doméné Linux
Samba. Abyste mohli pouzivat funkce zabezpeceni, musite mit budto mistni pfihlaSeni, nebo
server Windows.

6.9.1  Konfigurace pro systém Windows 7

Tato Cast popisuje, jak nastavit systém pro bezpeéné fungovani softwaru Rotor-Gene Q.

Aby bylo mozné pouzivat funkce zabezpeceni, software musi byt nainstalovan s moznosti Force
authentication through Windows domain (Vynutit ovéfovani prostfednictvim domény systému

Windows). Dotaze se na doménu Windows pro Uroven vaseho pfistupu a pfihlasovaci udaje a je
nezbytna z divodl odpovédnosti a zabezpeceni.
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Spusténi v roli spravce

Mnoho uzivatell spousti svij pocitac v roli spravce, ale bez hesla. Je to sice pohodiné, ale nelze
urcit, kdo zrovna pocita¢ pouziva. Je vylouc¢ena odpovédnost a neni mozné aktivovat fadu funkci
zabezpeceni softwaru Rotor-Gene Q. V pfipadé spusténi v roli spravce jsou aktivni vSechny
funkce softwaru. Spusténi softwaru v roli spravce proto zajisti, Ze uZivatelé, ktefi nepotfebuji

funkce zabezpeceni, budou mit pFistup ke véem jeho funkcim.

Vytvoreni nového uzivatelského uctu

Pro kazdého uzivatele softwaru vytvofte uzivatelsky Ucet. U kazdého uzivatele provadéjte nize
uvedeny postup, dokud nebudou vytvoreny vSechny ucty.

1. Chcete-li vytvofit nového uzivatele, zvolte moznost Start/Control Panel/Administrative
Tools/Computer Management (Start/Ovladaci panely/Nastroje pro spravu/Sprava pocitace)
a vlevo prejdéte k polozce Local Users and Groups (Mistni uzivatelé a skupiny).

2. Zobrazi se okno, v némz vyberte slozku Users. Pravym tlaCitkem kliknéte na okno vpravo
a vyberte moznost New User (Novy uzivatel).

o

s = [Em |
= [Fatare = T [Actions

P4 administrator Built-n account for administering the. _

. Guest Built-in account for quest access to t.

#IRGQ_Analyst  RGQ_Analyst ns.

#RGQ_Operator RGQ_Operator

& Testuser Admin

& Computer
& [k System Tools
() Task scheduler
Viewer

3. Zadejte uzivatelské jméno a heslo. Ve vychozim nastaveni bude vytvoren uzivatel s béznymi
pFistupovymi opravnénimi. Znamena to, Ze mlze spustit software, ale nesmi instalovat nové

programy nebo zmeénit nastaveni systému.
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New User [ll-ﬁ_hJ

|zer name: newLser

Full name: Mew User
Description:

Password: sense
Confirm password: ssene

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[7] Account is disabled

Help [ Create ]I Close ]

. -

4. Kliknéte na tlacitko Create (Vytvofit). Nyni se mlzete prihlasit jako tento uzivatel.

Prifazovani roli uzivateliim

Kazdému uzivateli nyni pfifadte roli. Pfistup je rozdélen na tyto oblasti:

® operator softwaru Rotor-Gene Q — smi provadét zpracovani, ale nesmi generovat protokoly

nebo provadét analyzy,

e analytik softwaru Rotor-Gene Q — smi analyzovat data zpracovani a generovat protokoly, ale

nesmi provadét nova zpracovani,
® operator a analytik softwaru Rotor-Gene Q — ma moznosti obou roli,
® spravce — smi odemknout nazvy vzork( a provadét vSechny operace analytikd a operatord,

® 7adna — pfistup k softwaru je zamitnut.
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Prifazeni roli:

1.

Pfihlaste se do systému Windows jako spravce, nebo stisknutim ikony Rotor-Gene Q

Software Login (Prihlaseni k softwaru Rotor-Gene Q) otevfete software a pfihlaste se.

£5: Run Rotor-Gene As Other User

S

|5

Damain |HILZIMMERE-L2
Usemanme : Ilinsnng_l,l Cancel !
Password : ]

Poznamka: Chcete-li vytvorit v softwaru Rotor-Gene Q skupiny RG, musite jej spustit s pravy
spravce. Provadi se to kliknutim pravym tlagitkem mysi na ikonu plochy a vybérem moznosti
Run as administrator (Spustit jako spravce) v kontextové nabidce.

2. Po otevieni softwaru kliknéte na nabidku

Security (Zabezpeceni). Pfi prvnim otevieni

nabidky Security (Zabezpeceni) software Rotor-Gene Q nakonfiguruje pocet systémovych

skupin, které budou fidit pfistup k softwaru.

-
Rotor-Gene Q Series Software

created?

.

@ RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be

A

3. Kiiknéte na tlacitko Yes (Ano). Zobrazi se okno User Admin (Spravce uzivateld). V hornim
podokné se zobrazi vSichni uzivatelé pocitace. Nékteré Ucty pouziva systém, a proto budou
neznameé. Ve spodnim podokné se zobrazi skupiny, k nimz je urcity uZivatel pfifazen.

Curent User: Zimmerd

 Users:

_tdktemplate W deHIL FicbertHorit o FDEHILGath
|2 _RDE-STOBE ] FDEHIL2SWTeamFioom ™2 _RDEHILGem
I RDE-STORG ) RDEHIL3SwTeamRoom B8 RDEHILHomt
|3 _RDE-STOGK 9 RDEHILCravleyRoom ) RDEHILacq
| _RDE-STOKR ¥ RDEHILEDTER aom ! FRDEHILlacq
|=%_RDE-STOKT ¥ ROEHILFrancais) Foom = ROEHILIohr

« [ v
— Groups :

Diomain Groups :

Selected Uszer's Groups

Adrniniztrators
RG Analyst ¥
ARG Operator

<

LClaze
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4. Chcete-li uzivatele pfifadit ke skupiné, v seznamu vyberte jméno uzivatele. Spodni podokno
se aktualizuje. Pokud uzivatel neni v zadné skupiné, nebude moci software spustit.

5.

6. Nyni se pfihlaste jako tento uZivatel. V roli RG Analyst budou nabidka Run (Zpracovani) a tlagitko
Profile (Profil) nedostupné. Je vS§ak mozné oteviit a analyzovat existujici soubory, jak je vidét ve
snimku obrazovky dole. Stavovy fadek udava, Ze uzivatel linsongy ma roli RG Analyst.

V nize uvedeném pfikladu pfifadime uzivatele linsongy ke skupiné RG Analyst vybérem
skupiny vlevo a pak kliknutim na tlagitko >. Skupiny Ize odebrat tak, Ze je vyberete a pak

kliknete na tlagitko <.

Current User: Zimmnerd

—sers

= deHIL RoberHorit = FDEHILGaith
] RDEHILZSWTeamFoom M8 RDEHILGem
M RDEHILISWT eamPacm %2 RDEHILHamt
9] RDEHILCrawleyRaom ¥ RDEHILlacg
) RDEHILEDSRoam 2 RDEHILlacy
] RDEHILFrancoislRoom 8 RDEHILIohn

+

—Groups
Cromain Groups Selected User's Groups :

Administrators

B8 Rl Analyst » |
B4 RG Operator
< |

LCloze I

¥ Roter-Gene Q Sei SoRWare VIRTUAL VODE - Y diltion with ybe LT i)
Fie Arays Gon_View Window Ao

“H o v F # B & W B B i
Open Sove | i Seogs Proe_Temp._Samples A Repors Arange i
Chamels L7 Cycing ASAMISYBR 7 Cycing AOE 7 Met ACHI 2* Mek ACHE

= Melt Curve Analysis - Melt ACHI (Page 1) |E=z o ==

L] =]
Reports..  Resuts | Genatypes.

00

R R T

AdustScle  Auto-Sale

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

oo Gene 0 Ses Setwae 231 VIRTUAL MODE | Cuserd User HIL ZMMER L2insorgy (G Ansys)

Kdyz se znovu prihlasite jako spravce, uzivateli linsongy budou pfifazena prava RG Operator
a prava RG Analyst je mozné znovu odebrat. Pak je nutné software znovu spustit. Tentokrat budou
chybét nabidka Analysis (Analyza) a tlacitko Reports (Protokoly) a nabidka Run (Zpracovani)
bude aktivni. Stavovy fadek udava, Ze uzivatel linsongy patfi do skupiny RG Operator.
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Fle Run Gan View Window Help |

7 €

e
i Tempersture =ty =)

I

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator) ‘

UUJUUUULIUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU\

Roo Gene @ Ses Sltware 231 VIRTUAL MObE Opmaol

8. Kdyz se pfihlasite jako spravce a odeberete uzivateli linsongy vSechny skupiny, pak se
zobrazi nize uvedena zprava, kdyz uzivatel linsongy otevre software.

F s l
Rotor-Gene Q Series Software M

You have insufficent rights to use the software, Please contact the domain
administrator to set up groups.

6.9.2 Konfigurace pro systém Windows 10

Tato Cast popisuje, jak nastavit systém pro bezpeéné fungovani softwaru Rotor-Gene Q.

Aby bylo mozné pouzivat funkce zabezpeceni, software musi byt nainstalovan s moznosti Force
authentication through Windows domain (Vynutit ovéfovani prostfednictvim domény systému
Windows). Dotaze se na doménu Windows pro Uroven vaseho pfistupu a pfihlasovaci udaje a je
nezbytna z divodl odpovédnosti a zabezpeceni.

Spusténi v roli spravce

Mnoho uzivatell spousti svij pocitac v roli spravce, ale bez hesla. Je to sice pohodiné, ale nelze
urcit, kdo zrovna pocita¢ pouziva. Je vylou¢ena odpovédnost a neni mozné aktivovat fadu funkci
zabezpeceni softwaru Rotor-Gene Q.

V pfipadé spusténi v roli spravce jsou aktivni vSechny funkce softwaru. Spusténi softwaru v roli
spravce proto zajisti, Ze uzivatelé, ktefi nepotfebuji funkce zabezpeceni, budou mit pfistup ke
v§em jeho funkcim.
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Vytvoreni nového uzivatelského uctu

Pro kazdého uzivatele softwaru vytvofte uzivatelsky ucet. U kazdého uzivatele provadéjte nize
uvedeny postup, dokud nebudou vytvofeny vSechny Gcty.

1. Chcete-li vytvofit nového uZivatele, zvolte moZnost Start, zadejte Computer Management
(Sprava pocitace), stisknéte klavesu Enter a vlevo prejdéte k poloZzce Local Users and
Groups (Mistni uzivatelé a skupiny).

2. Zobrazi se okno, v némz vyberte slozku Users. Pravym tlaCitkem kliknéte na okno vpravo
a vyberte moznost New User... (Novy uZivatel...).

& computer Management = O X%
File Adion View Help

= 2wl 6= HE

& Computer Management (Local) Name Full Name Description Actions.

v [ System Tools B Admin P "

) ol
e Scheduer i Administrator Builtin sccount for sdministering
@ Event Viewer

&) Shared Folders
~ I Local Users and Groups

More Actions »
. DefauitAccount A user account managed by the 5.
Blcves Buit in ccount for guest accesst

£ Disk Management
£, Services and Applications

3. Zadejte uzivatelské jméno aheslo. Ve vychozim nastaveni budou vytvofeni uZzivatelé
s béznymi pfistupovymi opravnénimi. Znamena to, ze mlze spustit software, ale nesmi

instalovat nové programy nebo zménit nastaveni systému.

New User ? x
User name: ‘HEW'-ISE’

Full name: ‘New User

Description: ‘

Easmrd: (ITT]]

Corfirm password: veene|

[+ User must change password at next logon
|

r cannot change

Password never ex

[] Account is disabled

Help Create Close

4. Kliknéte na tlacitko Create (Vytvofit). Nyni se mlzete prihlasit jako tento uzivatel.
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Pfifazovani roli uzivatelim
Kazdému uzivateli nyni pfifadte roli. Pfistup je rozdélen na tyto oblasti:

® operator softwaru Rotor-Gene Q — smi provadét zpracovani, ale nesmi generovat protokoly
nebo provadét analyzy,

e analytik softwaru Rotor-Gene Q — smi analyzovat data zpracovani a generovat protokoly, ale
nesmi provadét nova zpracovani,

® operator a analytik softwaru Rotor-Gene Q — ma moznosti obou roli,

® spravce — smi odemknout nazvy vzork( a provadét vSechny operace analytikd a operatord,

® 7adna — pfistup k softwaru je zamitnut.

Poznamka: V systému Microsoft Windows 10 nelze pro software Rotor-Gene Q tvofit uzivatelské
skupiny. Skupiny musi vytvofit v doméné spravce domény a taktéz pfifadit uzivatele ke konkrétni
skupiné. Nabidka Run (Zpracovani) je aktivni. Stavovy fadek udava, ze uzivatel linsongy patfi

do skupiny RG Operator.

6.9.3 Spusténi nékolika uzivatell ve stejném pocitadi

Chcete-li pouzivat software Rotor-Gene Q s nékolika uZivateli, vytvofte uzivatelsky ucet, ktery
nema pristup k softwaru Rotor-Gene Q. Pfihlaste se k systému Windows pod timto uétem, aby

uzivatelé nemohli software Rotor-Gene Q MDx otvirat anonymné.

1. Uzivatelé budou moci stisknutim ikony Rotor-Gene Q Software Login (PfihlaSeni k softwaru

Rotor-Gene Q) software Rotor-Gene Q otevfit.

Login

2. Zobrazi se okno, do kterého zadejte uzivatelské jméno a heslo (povinné).

Run Rotor-Gene As Other User X
g
Domain: [QIAGEN-PC
Usemame : [!ﬁdrnin Cancel
Password |
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3. Doména je budto pocitac, ke kterému se pfihlaSujete, nebo nazev vasi mistni sité spolecné
s nazvem hostitele. Pokud si nejste jisti, kterou doménu do tohoto pole zadat, zeptejte se

spravce sité.

Poznamka: Po pfihlaSeni bude mit tento uzivatel k dispozici v8echny uzivatelské soubory.

Kazdy uzivatel mlze ukladat soubory na své vilastni misto. Je tak zajisténa vysoka uroven

zabezpeceni.

Poznamka: Kazdy uzivatel by se mél po dokonceni svého zpracovani odhlasit, aby jini
uzivatelé nemohli provést zpracovani jeho jménem.

6.9.4 Auditové stopy

Pokazdé, kdyz uzivatel ulozi soubor, se Udaje oném zaznamenaji v okné Run Settings
(Nastaveni zpracovani) na kart¢ Messages (Zpravy) jako Security Audit Trail Summary
(Souhrnna auditova stopa zabezpeceni) a Security Audit Trail Detail (Podrobna auditova stopa

zabezpeceni).

f Rotor-Gene ( Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) =] x|
Fle Run Gan View Windaw Help
B : 2 7 g
HEHPHUDB O . @ 9 & i & B .
iew Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Progress Profie  Temp. Samples Arrange
e ol x|

- Run Wizard Advanced

£} Secuity Audi Tral Summary

o Saved At 26/11/2008 2:47.45 PM By CORITOD1 /RGN User 2

Experiment Started At 26/11/2008 2:47.46 PM By CORITO01/AGQ User 2

Saved At 26/11/2006 3:36:00 PM By CORITODT/RGE User 2

0 Saved At 26/11/2008 336:12 PM By CORITODT/RGA User 2

=} Secuity Audi Tral Detai

04 Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITODT /RGO User 2(5-1-5:21-1177238915.198

] /_\
B/Tn;;m_ o
Gononl] Mckine Opons Messogss | Charnol | Tubo Loyt | Secury |

00:48 0043

3 Experiment Started At 26/11 /2008 2:47.45 PM By CORITO01/RGA User 2 (51521117

I ]

o000 8 Gaved At 26/11/2008 33600 PM By CORITODT/RGO User 2(3-1-521-1177238915-19
Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITODT/RGA User 2(5-1-5211177238315- 198

Close

) Warrings
o Operator skipped end of cycle for Cycling @ Repeat 25

=lolx|

Premelt Condiioring.. 3

« | l
oK Cancel Bl

T

Skip | Add 5 Degrees| Curently wnning : Mek @ 72 deg.

Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 34) VIRTUAL MODE | Current User: CORITO01/RGQ User 2 (RG Dperator)
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Ty slouzi ke sledovani, kdo pozménil obsah souboru. Security Audit Trail Detail (Podrobna
auditova stopa zabezpecleni) obsahuje vice podrobnosti, napfiklad jedineCny identifikator
uzivatele. Tento identifikator je dllezity proto, aby uzivatel nemohl v jiném pocitaci vytvorit ucet
se stejnym nazvem a vydavat se za dalSiho uzivatele. V takovém pfipadé budou uzivatelska
jména stejna, ale identifikacni Cisla uctu se budou lisit.

V podrobnostech je zobrazen identifikator pro u¢et CORIT001/RGQ User 2, S-1-5-21-1177238915-195.

B Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) 18] X
Fle Run Gan Uiew window Help

.-uf,‘HDIII-J‘v@W&’an’ d W B . ‘
MNew Open Save Start Pause Stop Help Settings Progress Profile  Temp.  Samples Arrange
BEE]
00 J_’_/_/_,_,_,_—/—/—’_’_/J
o [Runsettings x|
General| Mashine Oplions Massages | Chermele | Tube Layeut | Secuity |
&0 = General
“- Run Wizard Advanced
1=+ Secuity Audit Tral Summary
40 £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOO1/RGA User 2
- Experiment Started At 26/11/2008 2:47:46 PM By CORITO01/RAGO User 2
Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO0T /RGO User 2
20 - Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITO01 /RGO User 2
°- Saved At 26/11/2008 3:41:28 PM By CORITOD1 /RGO User 2
04 | = Secuity Audt Tral Detal w52 053
LI: ‘- Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01 /RGO User 2 (5-1-5-21-1177238315195 Jﬂ
Set » B - Experiment Started At 26/11/2008 2:47:46 P By CORITO01/RGO User 2[5-1-5:21-117.
Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOD1/RGO User 2 5-21-1177238915-195 Close

Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOD1 /RGO User 2 (5-1-5.21-1 177238315198
A E:

JRT=TE]

= = o
Operalor skipped endl of cycle for Cyclng @ Repeat 25 5
Bl | o
oK Cancel Leply
Ruotor-Gene O Series Software 1.7 (Build 34) VIRTUAL MODE | Current User. CORITO0T/RGE User 2 (RG Operator]

6.9.5 Signatury zpracovani

Auditova stopa se uklada do souboru zpracovani softwaru Rotor-Gene Q. Aby nedoSlo
k nechténé zmeéné téchto souborli, musi byt uchovavany na bezpe¢ném misté pristupném jen
osobam s uréenym ucétem v systému Windows. Ale itehdy, kdyz jsou soubory ve sdileném
prostoru, signatury zpracovani poskytuji vy$si irover zabezpec&eni. Na snimku obrazovky je karta
Security (Zabezpeceni) v nabidce Run Settings (Nastaveni zpracovani) pro soubor s funkci Run
Signature (Signatura zpracovani).

UzZivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

143



General] M aching Options ] Messages ] Charnelz ]

General Information :

Fiun Signatures are stared within all newly zaved runs. These signatures, like a wax
zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a file is tampered with, the signature becomes invalid.

Run Signature

The signature is valid.

The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
{ outside of the software.

n]:4 | Cancel | |

Run Signature (Signatura zpracovani) je dlouhy vyraz, ktery se vygeneruje pfi kazdém ulozeni
souboru apropoji se sjeho obsahem. Napfiklad signatura pro tento soubor je
517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Je-li soubor otevien v nastroji Notepad a zde upraven
(napf. datum zpracovani je posunuto o 3 dny zpét), po opétovném otevieni souboru se objevi

nize uvedena zprava.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
Thiz means the file has either been cormupted, or tampered with zsince it was
written by the Rotor-Gene [ Senes Software.

Fiun file gigning ensures the integrity of vour run results, [nformation about a run's
signature can be found in the Run Info window,
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BE Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help

ZeEd Pl @ | ? @ # B 5 . :
New Open Save | Siaf Pause Siop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange

I Channels 7 Cyding A.Green /7 HRM A.HRM

Run Settings

General| Machine Options | Messages | Channels | Tube Layout | Seouiy ;

 General Information:
Run Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures, lke awas
seal on a document, guarantze that no changes have bezn made outside the
software. I 3 fleis tampered with, the signature becomes invaiid

~Run Signature

There is no signature

B There s na signature avaiable for this run, Funs saved in previaus versians may
et be signed. This means the file contents can not be guaranteed as hies from
uralthorised modification

4
Bank On Bank Off

MNamedOn | AlOn | AlOK

Ecit Samples

Cancel

| Fator-Gene O Series Software 4.7 (Buld 1) |VIRTUAL MODE | Cunient User: CORBETT /linsangy [Administratars) A

Poznamka: Jsou-li soubory odesilany e-mailem, Sifrovani mdze signaturu zneplatnit. Aby k tomu
nedoslo, soubor pfed odeslanim e-mailem zazipuijte.

6.9.6 Uzamknuti vzorkl

Je dulezité zajistit, aby nazvy vzorkl nebyly poté, co uzivatel spusti zpracovani, omylem nebo imysiné
zménény. Software Rotor-Gene Q proto poskytuje moznost uzamknuti vzorkld. Nazvy vzorkd mize
zamknout kterykoli uzivatel, ale odemknout je muze jen spravce. Pro uzivatele, ktefi spusti pocita
V rezimu spravce, ma tato moznost omezenou hodnotu. Aby bylo mozné tuto moznost vyuzit, pocita

musi mit nakonfigurovano zabezpeceni, jak je popsano v predchozich ¢astech.

Poznamka: Chcete-li uzamknout vzorky, nespoustéjte software jako spravce. Vytvorte Gcet se
skupinami RG Operator a RG Analyst a heslo spravce drzte v tajnosti. UZivatelé pak budou od

spravce potfebovat opravnéni k odemknuti souboru.

Vzorky je mozné zamknout pred spusténim zpracovani pfi pouziti privodce Advanced (Rozsifené

moznosti) kliknutim na tlacitko Finish and Lock Samples (Dokoncit a zamknout vzorky).
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New Run Wizard E|

Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options
Samples :
B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER
aID |Name |T_l,l|:e |Groups |GivenEonc. |SeA
1| 250bp Uk rown e
2| 250bp Unknown e

3 250bp Unknaown e
4| h00bp Uk rown e
5| h00bp Unknown e
B 500bp Unknaown e
7 Unknown e

Unknown e

8
3 kg e T
3
Page :

Mame: |Page1 JJ MNew [ Synchronize pages

Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

EIII ||

Zobrazi se nasledujici varovani. Potvrdte stisknutim tlacitka Yes (Ano).

Rotor-Gene Q Series Software

L] ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
-

Yes Mo

Vzorky po jejich zamknuti jiz nebude mozné upravovat v okné Edit Samples (Upravit vzorky).

_ioix

Fle Edit Format Security
Standard | Rotor Stle |

Settings :
’75iven Conc. Faormat : I j Urit : ICUDies j taore Options |
—Samples :
R = e ]
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
1 250bp Unknown Yes
2 250bp Unknown ‘Yes
- 3 Z50bp Unknowin es
- 4 500bp Unknowin es
5 500bp Unknawn Yes
| E Unknowin es
B - Unknowin es
= 8 Unknawn YYes
B - Unknovin Yes
B ¢ Unknown Yes
B Unknown Yes
K Unknown Yes j
Page :
’7Name: IF‘ageT 2 | » | [ew | Deletel [T Synchronize pages
Uhde | Ok Cancel Help |
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Vzorky je také mozné zamknout a odemknout v okné Edit Samples (Upravit vzorky). Zamknuté

vzorky v8ak smi odemknout pouze spravce.

Kazda neopravnéna zména souboru zneplatni jeho signaturu zpracovani.

6.9.7 Zamknuté Sablony

Uzivatel v sou¢asné dobé& nema moznost pomoci softwaru Rotor-Gene Q tvofit soubory Sablon
jen pro ¢teni. Je-li potfeba, Ize zadat jako pozadavek, aby v§echna zpracovani byla provadéna
pomoci urcitého souboru Sablony. Aby byl zajiStén pfistup k této Sabloné jen pro &teni, méla by
byt ulozena na sitové jednotce, kde uzivatelé nemohou zménit data. UZivatelé budou moci
spoustét a upravovat své vlastni profily, kdezto Sablona na sitové jednotce bude chranéna. Aby
bylo mozné sledovat, ktera $ablona byla pouzita, software Rotor-Gene Q ulozi nazev spusténého
souboru Sablony. Ktémto informacim lIze ziskat pfistup kliknutim na tlacitko Settings
(Nastaveni), které pak umozni zobrazeni okna Run Settings (Nastaveni zpracovani). Informace
o Sabloné jsou ulozeny pod polozkou Other Run Information (DalSi informace o zpracovani).

(ither Flun Rur file has 5 valid signature
Inboemnation ; Template was signed.
Using 72-well catousel
Charinels saved for this nn:
Creabed with lemplate
'T:hDual Labeled Probes. et
Run iz currenlly i progress.
Sharbed at 16/02/2008 11:16:36 AM

6.10 Nabidka Zesileni

Kliknutim na nabidku Gain (Zesileni) zobrazite ono Gain Settings (Nastaveni zesileni) pro
aktualni zpracovani. Zde se nastavuje zesileni v urCitém kanale pfed zpracovanim. Nastaveni
zesileni je zachovano z posledniho zpracovani. Lze je zménit, pokud jesté zpracovani nezacalo,
nebo b&hem prvnich cykld. Udaje v polickach miizete ménit Sipkami nahoru/dolt vedle textovych
poli. Pak kliknéte na tlacitko OK.

Zesileni je mozné zménit béhem pocatecnich cykld. V pfislusném kanalu se zobrazi Eervena ¢ara

zobrazujici, kde bylo zesileni zménéno. Cykly pfed zménou zesileni budou z analyzy vylouceny.
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Gain Settings K|
Green =
Yellow =
Oange  [5 =
Fed =
Cimson [T =
HFiM =

9 ok |

6.11 Nabidka Okno

V této nabidce mulzete nastavit uspofadani oken svisle nebo vodorovné, pfipadné kaskadovité.

DalSi moznosti jsou dostupné kliknutim na Sipku po pravé strané tlacitka Arrange (Usporadat).
6.12 Funkce napovédy

Po stisknuti tlacitka Help (Napovéda) nebo nabidky Help (Napovéda) se otevie nasledujici
rozeviraci nabidka.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo
Software Version History...

‘Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (Obsah): PFistup k funkci Help (Napovéda).

Virtual Demo Odkaz na webovou stranku spole¢nosti QIAGEN s interaktivni ukazkou
(Virtualni ukazka): softwaru.

Software Version History... Zobrazi se struény prehled novych funkci pfidanych od predchozi
(Historie verzi softwaru...): nainstalované verze softwaru.

Web Resources Otevie se webova stranka spole¢nosti QIAGEN v novém okné prohlizece
(Webové prostredky): s cennymi nejnovéjSimi informacemi o pfistrojich Rotor-Gene Q MDx

a odpovidajicich reagenciich.

About This Software... Udava informace o pfipojeném pristroji, sériovém ¢isle pfistroje Rotor-Gene
(O tomto softwaru...): Q MDx a verzi softwaru.
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6.12.1 Odeslat e-mail podpory

Moznost Send Support Email (Odeslat e-mail podpory) v nabidce Help (Napovéda) umozriuje
spole¢nosti QIAGEN zaslat e-mail podpory obsahujici v8echny relevantni informace
0 zpracovani. Pouzitim moznosti Save As (Ulozit jako) ulozite vSechny informace do souboru,
ktery mazZete zkopirovat na disk nebo do umisténi na siti, pokud nemate pfistup k e-mailu

v pocitaéi pro pfistroj Rotor-Gene Q MDx.

PFi prvni pouziti funkce e-mailu podpory v pfenosném pocitaci dodavaném volitelné s pfistrojem
Rotor-Gene Q MDx (v zavislosti na dané zemi) musite nakonfigurovat nastaveni e-mailu.

Poznamka: MlzZete zadat udaje o IT manazerovi vasi spolecnosti.

Konfigurace nastaveni e-mailu

Kliknéte na moznost Send Support Email... (Odeslat e-mail podpory...). Otevie se nasledujici okno.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your HName

‘wihen vou send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Napiste své jméno a kliknéte na tlacitko Next (Dalsi). Otevie se okno Internet E-mail

Address (Internetova e-mailova adresa).

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

149



Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“r'our e-mail address iz the address other people uze to send e-mail messages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft. com

< Back I Tewt > I Cancel |

2. Napiste svou e-mailovou adresu a stisknéte tlaCitko Next (Dalsi). Otevie se okno E-mail

Server Names (Nazvy e-mailového serveru).

Internet Connection Wizard 1'

E-mail Server Names

My incoming mail zerver iz a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IMAP or HT TR server:

An SMTP server iz the server that iz used for pour outgoing e-mail.

DOutgoing mail [SMTP) server:

< Back I Tewt > I Cancel |

3. Vyberte typ postovniho serveru pro pfichozi poStu a zadejte nazvy server( pro pfichozi
a odchozi e-maily. Pak stisknéte tlaCitko Next (Dalsi). Otevie se okno Internet Mail Logon

(PrihlaSovani k posté Internetu).
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pazsword your Internet service provider has given pou.

Account name; I

Password: I
¥ Remember password
If your Internet service provider requires you to uze Secure Pazsword Authentication

[5P&)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I Tewt > I Cancel |

4. Zadejte nazev svého e-mailového uctu a heslo, pokud server pouziva zabezpecéené ovéfovani
hesel. Pak kliknéte na tladitko Next (Dal$i). Otevie se okno s napisem Congratulations
(Blahopiejeme).

Internet Connection Wizard 1'

Congratulations

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

< Back Cancel |

5. Stisknutim tlaCitka Finish (Dokoncit) potvrdte dokonéeni nastaveni e-mailového uctu.

Nastaveni v aplikaci Outlook

1. Oteviete aplikaci Outlook Express v nabidce Start (Start > All programs (VSechny
programy) > Outlook Express).

2. Vyberte moznost Tools (Nastroje) a pak Options (Moznosti). Otevie se nize uvedené okno.
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Signatures I Security I Conhection I I aintenance
General | Read I Receiptz I Send I Compoze

General

Send / Beceive Meszsages

F=t

[~ wihen starting, go directly b ‘nboy’ Folder
¥ Maotify me if there are any new newsaroups
v Automatically display folders with unread messages

¥ Automatically lag on b wWindows Messenger

¥ Plap sound when new messages arive

[™ Send and receive messages at startup

" Check for new messages every IBD 3: mninute] ]

Default Meszaging Programs

Thiz applization is the default tail khandler fdake Diefault |
Thizs application is the default Mews handler fake Default |

i

[t oy zarmplter 1z nat connected at this bne:

IDD not connect j

Ok, I Cancel |

Apply |

Dulezité: Chcete-li zabranit nacitani e-maild béhem zpracovani PCR, zruste zaskrtnuti
vychozi polozky na obrazovce Send/Receive Messages (Odesilat/Pfijimat zpravy).

3. Deaktivujte polozku Send and receive messages at startup (Odesilat a pfijimat zpravy pfi

spusténi).

4. Deaktivujte polozku Check for new messages every 30 minutes (Kontrolovat nové zpravy

jednou za 30 minut).

5. Potvrdte zmény stisknutim tlacitka OK.
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7  DalSi funkce

7.1 Sablony analyz

Nékteré analyzy vyzaduji, aby uzivatel definoval prahové hodnoty, nastaveni normalizace

a nastaveni genotypu. Tato nastaveni se béZné €asto pouzivaji v nékolika experimentech.

Diky $ablonam analyz m(ze uzivatel tato nastaveni ulozit a znovu pouzit. Neni tak nutné znovu

zadavat nastaveni a snizuje se riziko chyby.

Sablony analyz je mozné pouzit pro analyzy typu Quantitation (Kvantifikace), Melt (Kfivka tani),
Allelic discrimination (Alelicka diskriminace), Scatter graph (Bodovy graf) a EndPoint. PFi téchto
analyzach muZe uZivatel exportovat Sablonu, kterd je pro analyzu jedineéna (napf. analyza
kvantifikace umozrfiuje export a import souborl ve formatu *.qut, které obsahuji nastaveni
kvantifikace).

Po importovani nebo exportovani Sablony analyzy se zobrazi nazev souboru Sablony pro

budouci pouziti.

Imported Settings i |
AT emplateshBC. qut

[rnpart.... | Export... |

7.2  Otevfeni druhého zpracovani

V prabéhu zpracovani je mozné oteviit a analyzovat zpracovani, ktera byla provedena dfive.
V druhém okné neni aktivovano nékolik funkci, napfiklad tlacitko New (Novy) nebo Start Run
(Spustit zpracovani). Nové zpracovani Ize zahajit z prvniho okna po dokonceni prvniho zpracovani.

7.3 Moznosti Skalovani

Chcete-li otevfit okno Adjust Scale (Upravit stupnici), kliknéte na tlaitko Adjust Scale... (Upravit
stupnici...) ve spodni ¢&asti hlavniho okna, nebo kliknéte pravym tlacitkem mysi na graf
a v zobrazené nabidce vyberte moznost Adjust Scale... (Upravit stupnici...). Zobrazi se okno,

do néhoz Ize ruéné zadat stupnici.
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Chcete-li otevfit okno Auto-Scale (Automaticka stupnice), kliknéte na tlacitko Auto-Scale...
(Automaticka stupnice...) ve spodni ¢asti hlavniho okna, nebo kliknéte pravym tlacitkem mysi na
graf a v zobrazené nabidce vyberte moznost Auto-Scale... (Automaticka stupnice...). Tlacitko
Auto-Scale (Automaticka stupnice) se pokusi pfizpusobit stupnici podle maximalni a minimaini

namérené hodnoty.

Chcete-li otevrit okno Default Scale (Vychozi stupnice), kliknéte na tlacitko Default Scale...
(Vychozi stupnice...) ve spodni ¢asti hlavniho okna, nebo kliknéte pravym tlacitkem mysi na graf
a v zobrazené nabidce vyberte moznost Default Scale... (Vychozi stupnice...). Default Scale
(Vychozi stupnice) nastavi stupnici zobrazeni zpét od 0 do 100 jednotek fluorescence.

7.4  Exportovani graft

Export obrazkt

Adjust Scale
b airnurn ; |'| 10 :II
Mirirnam ; ID j

o] o

Nasledujici kroky popisuiji, jak ulozit obrazek.

1. Pravym tla¢itkem mySi kliknéte na obrazek. Zobrazi se nabidka, ve které vyberte

moznost Export.

2. Objevi se okno Export Dialog (Dialog exportu). V seznamu Format (Formét) vyberte

pozadovany format.

Export Dialog

Picture | Nativel Data I

Format

(8= DILAR
az Metafile
az PostScript
az POF

az PCx

az GIF

az PMG

az JPEG

Optionz | Cize |

Colors:  Defaul =
[~ Monochrome

Copy

Save...

Send.. Cloze
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3. Vyberte kartu Size (Velikost) a urCete velikost.

Export Dialog

Options ~ Size |

az Metafile o —
az PostScript tdidth: |533 =
az POF

as PCX Height: [540 j
az GIF

32 FEEGG ¥ Eeep aspect ratio

Caopy Save... Send.. Close

4. ZaSkrtnutim policka Keep aspect ratio (Zachovat pomér stran) zachovate pfi Upravach

velikosti obrazku spravné proporce.

5. Kliknéte na tlacitko Save (Ulozit) a v zobrazeném dialogovém okné vyberte nazev a umisténi
souboru.

Je-li potfeba obrazek s vy$Sim rozliSenim, doporucujeme budto obrazek zvétsit podle pozadavkd,
nebo ulozit graf jako metasoubor (*.emf, *.wmf). Jedna se o vektorovy format, ktery Ize otevfit
v programu jako Adobe® lllustrator®, ktery uzivateli umozfiuje vytvofit obrazek s libovolnym
rozlisenim.

Export v nativnim formatu

V grafech v softwaru Rotor-Gene Q se pouziva externi komponenta TeeChart® vytvofena
spole¢nosti Steema software. Chcete-li ulozit graf v nativnim formatu, vyberte kartu Native
(Nativni) v okné Export Dialog (Dialog exportu) (viz pfedchozi snimek obrazovky) a pak kliknéte
na tlacitko Save (Ulozit). Nativni format je standardni format soubor v nastroji TeeChart. Uzivatel
tak mlze pouzivat aplikaci TeeChart Office od spolecnosti Steema software. TeeChart Office je
k dispozici jako freeware a je nainstalovan jako soucéast baliku softwaru Rotor-Gene Q. Chcete-li
software otevfit, kliknéte na ikonu TeeChart na plose.

TeeChart Office umoznuje manipulaci s exportovanymi grafy, v€etné zmén barev kfivek,
pfidavani anotaci, zmén fez(l pisma a Uprav datovych bod{.
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& TesChart Difice - test tee

Ele Ede Miew Tooks Help

DeRIonloloal o KB

o |

[oa ™ B
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Galr 4R A T - =
bii F— 2-Hetesozygous ::S L.I
ki 3 Wikl type: ®
it 7 — 4-Heleroaygous - !
iz 7 — 5-Heteozyous||
fchat R4 g /i’_:f__ 0
Property Walae g2 P
e CHENE : ||
Backlmage |- |[nane) = ///// =
Bevel Alsiced i K
Border =l | ﬁ"; /
Color White & i/ .
Colrmods  Colors 7 i/
Fiame o]— 3 ;,Q" / l[l
Gracient [=](rore) 5 44 —
View 30 " Mo
fuloSice 7 Yes 5 w1’ oW X W B W s Mm
Cyche

Chat [Data ] S

[ [l Modiied | HUM |/

Export dat

Chcete-li exportovat data v rGznych formatech, vyberte kartu Data v okné Export Dialog (Dialog

exportu). Exportovany soubor obsahuje nezpracované datové body pouzité v grafu.

Export Dialog B3

F'iu:turel Mative Data |

. Include:
sefies: | [all = [ Point Index
Format: v Paint Labels

Il [ Header
ML [ Paint Calors
= HTHL Table Dielimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

Export nezpracovanych dat a dat analyzy Ize také provést vyb&rem moznosti Save As (UloZit
jako) v nabidce File (Soubor) (viz ¢ast 6.5).
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7.5 lkona s montaznim klicem

Ikona s montaznim kli¢em J se zobrazuje v levém dolnim rohu hlavniho okna. Po kliknuti na
ikonu s montaznim kli€em se nabizi nékolik moznosti. K t&tmto moznostem Ize také ziskat pfistup

kliknutim pravym tlaCitkem mysi na graf.

Adjust Scale (Upravit stupnici),
Autoscale (Automaticka
stupnice), Revert to Default
Scale (Zpét na vychozi stupnici):

Export...:

Copy Chart to Clipboard
(Kopirovat graf do schranky):

Edit Chart in TeeChart Office...
(Upravit graf v nastroji TeeChart
Office...):

Print (Tisk):

Digital Filter... (Digitalni filtr...):

i Select digital filter for graph i 5[

adjust Scale. .
Butoscale
Revert ko Defaulk Scale

Export. ..

Copy Chart ko Clipboard

Edit Chart in TeeChart Office. ..
Prink...

Digital Filker. ..

select All Mamed Samples

Showe Pinpainker

(arauping g

Viz ¢ast 7.3.

Graf Ize ulozit v riznych formatech (viz ¢ast 6.4).

Obrazek grafu se zkopiruje do schranky.

Graf se otevre pfimo v nastroji TeeChart Office pro Upravy (viz ¢ast 6.4).

Graf se vytiskne.

Zméni se aktualné vybrany digitalni filtr na grafu. Digitalni filtr vyhlazuje data
posouvajicim se oknem s body.

Maone

b edium
Heawy

Cancel |

Show Pinpointer
(Zobrazit lokalizator):

Grouping (Seskupovani):

Otevre se okno, v némz se zobrazi pfesné soufadnice pozice ukazatele mysi.

Vizudlné seskupi vzorky s totoznymi ndzvy. MizZe to byt uzite¢né pfi zpracovanich
s plnym rotorem. Vybér této moznosti nema vliv na vypoétené hodnoty.
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7.6 Moznosti vybrané oblasti

Oblast v grafu je mozné vybrat kliknutim a pfidrzenim levého tlaitka mysi a pretazenim
ukazatele mySi. Objevi se nasledujici moznosti.

ect Cnly These Samples

Deselect These Samples

2o
Cancel
Select Only These Samples Zrusi se vybér vzorkl mimo vybranou oblast.
(Vybrat pouze tyto vzorky):
Select Only These Samples Zrusi se vybér vzork( mimo vybranou oblast.
(Vybrat pouze tyto vzorky):
Zoom (Lupa): PFiblizi se vybrana oblast grafu. Oddaleni provedete kliknutim na tlacitko

Default Scale (Vychozi stupnice).
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8 Udrzba

Udrzovani pfistroje Rotor-Gene Q MDx v provozuschopném stavu je snadné. Opticka vykonnost
se udrzuje zajisténim Cistoty Cocek, které se nachazeji u zdroje emisi i zdroje detekce. Toho Ize
dosahnout jemnym otfenim CoCek aplikatorem s bavinénym tamponem navihéenym v etanolu

nebo izopropanolu*.

Poznamka: Codky &istéte alespo jednou za mésic podle &etnosti pouzivani. Pfitom otfete

i komoru rotoru.

Udrzujte prostor pracovniho stolu v Gistoté a zbaveny prachu a archl papiru. Pfivod vzduchu do
pfistroje Rotor-Gene Q MDx je na spodni strané a volny material, napf. papir nebo prach, mize

ohrozit fungovani.

Aby se neusazoval prach, nechejte viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx zaviené, kdyz se pfistroj

aktualné nepouziva.
Poznamka: Pouzivejte pouze dily dodané spole¢nosti QIAGEN.
8.1  Cisténi povrchu pfistroje Rotor-Gene Q MDx

VnéjSi povrchy pfistroje Rotor-Gene Q Ize Cistit b&Zné dostupnymi laboratornimi chemikaliemi.

" Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dal3i informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpeénostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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8.2  Dekontaminace povrchu pfistroje Rotor-Gene Q MDx

Dojde-li ke znecisténi komory rotoru, Ize ji vycistit otfenim povrchl utérkou nepoustéjici vlas,
navlhéenou (nikoli namoc€enou) v 0,1% (obj.) roztoku bélidla.* Zbytky bélidla z komory odstrarite

otfenim utérkou nepoustéjici vlas, navihéenou ve vodé pro PCR.
8.3  Oprava pfistroje Rotor-Gene Q
Potfebujete-li opravu nebo servis prfistroje Rotor-Gene Q, kontaktujte technické sluzby

spoleénosti QIAGEN na adrese https://lwww.giagen.com/service-and-support/technical-
support/technical-support-form/.

" Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dalsi informace si
vyhledejte v pfislusnych bezpe¢nostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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9  Optické ovéreni teploty

Optické ovéreni teploty (Optical Temperature Verification, OTV) je metoda pro ovéreni teploty ve
zkumavce uvnitf pfistroje Rotor-Gene Q MDx. Validace teploty ve zkumavce miize byt ddlezitym
postupem v certifikovanych laboratofich. OTV se provadi pomoci soupravy Rotor-Disc OTV Kit
(viz ¢ast 16). Nasledujici text obsahuje jen kratky uvod do principu OTV. Provedeni postupu OTV
je vysvétleno v softwaru pfistroje Rotor-Gene Q MDx. Podrobnéjsi popis postupu OTV véetné

pokyn( pro feSeni potizi naleznete v dokumentu Priru¢ka pro OTV produktu Rotor-Disc.
9.1 Princip OTV

OTV vyuziva optické vlastnosti 3 termochromatickych kapalnych krystalt (thermochromatic liquid
crystals, TLC)*, které slouzi jako reference absolutni teploty. TLC se po zahfati zméni za velmi
pfesnych teplot (50, 75 a 90 °C) z neprusvitnych na prasvitné. TLC samy o sobé nefluoreskuiji.
Je proto nutné zakryt excitaéni zdroj fluorescencni vlozkou, aby opticky systém pfFistroje
Rotor-Gene Q MDx mohl detekovat pfechodové body TLC. TLC, které maji nizSi nez
prechodovou teplotu, jsou neprihledné a odrazeji svétlo. Cast odrazeného svétla se rozptyli
smérem k detektoru a zvysi fluorescenci. Kdyz teplota ve zkumavce dosahne pfechodového
bodu TLC, TLC zpruhledni a svétlo bude vzorkem prochazet, misto aby se odrazelo k detektoru,
coz vede ke snizeni fluorescence. Zména fluorescence slouzi ke stanoveni presné prechodové
teploty kazdého TLC. Pfechodova teplota se porovna s teplotou uvedenou v kalibraénim souboru
vyrobce pro OTV Rotor-Disc, aby bylo mozné ovéfit, zda pfistroj Rotor-Gene Q MDx splfiuje
specifikaci teploty.

9.2  Soucasti soupravy Rotor-Disc OTV Kit
K provedeni OTV jsou potfeba tyto soucasti:

® souprava Rotor-Disc OTV Kit, ktera obsahuje:

o utésnény Rotor-Disc 72 OTV Rotor (obsahuje TLC),

o vlozka s fluorescenéni rozptylovou desti¢kou (pfistroj Rotor-Gene 3000 nebo pfistroje
Rotor-Gene Q/6000),

o jednotka Removable Media obsahujici tyto soubory: sériové €islo produktu OTV Rotor
a soubor s datem pouzitelnosti (*.txt); soubor Sablony testu OTV (*.ret); produktovy list
(*.pdf); kalibra&ni soubor vyrobce (*.rex),

o  produktovy list,

* Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle. DalSi informace si
vyhledejte v pfislu§nych bezpecnostnich listech (BL), které obdrzite od dodavatele vyrobku.
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e software fady Rotor-Gene verze 1.7 nebo vy$si, ktery obsahuje pravodce pro OTV Rotor,
® Rotor-Disc 72 Rotor,

® Rotor-Disc 72 Locking Ring.
9.3 Spusténi OTV

1. Polozte fluorescencni viozku na emisni ¢ocku ve spodni ¢asti komory pfistroje Rotor-Gene Q MDx.
2. Vlozte OTV Rotor-Disc do produktu Rotor-Disc 72 Rotor. Zajistéte jej pojistnym krouzkem
Rotor-Disc 72 Locking Ring. Sestavu vlozte do pfistroje Rotor-Gene Q MDx a zaklapnéte na

misto. Zavrete viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx.

3. Otevrete privodce Advanced (RozSifené moznosti) vybérem karty Advanced (RozSifené
moznosti) v okné New Run (Nové zpracovani). V privodci Advanced (RozSifené moznosti)
kliknéte na polozku Instrument maintenance (Udrzba pfistroje) a pak na OTV. Privodce
vyzve k zadani sériového Cisla OTV, které se nachazi na krouzku OTV. Pak kliknéte na
tlacitko Start.
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x|
Quick Stat Advanced I

-+ Contains templates
= Perform Last Run ik g e

. instrument

44 Empty Run maintenance.

L 1]

'S Three Step with Melt

L 1]

2 Two Step

J_ J HRM™
_—

l_ J_J Other Runs

ﬁkj Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

I

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

‘fs Optical Temperature Verification Rotor

s® Thiz template allows you to perform in-tube temperature verification with the QIAGEM
.‘ OTY Ratar. Far mare infarmation, see our website available fram the Help menu,

Ruotor Details :
[~ Fluorescent insert

placed corectly Flease enter the serial number of the rator you are using :

0T-C172-31F4-2D0-384-306-3830

Temperatures :  B0-72-90
Expiry Date : ar 2006
Walidity Check :  Walid

Start | Exit |

4. Software pak vyzve k zadani nazvu souboru zpracovani. Pak se zahgji zpracovani.

5. Provede se série kfivek tani, které urcuji tepelné charakteristiky pfistroje Rotor-Gene Q MDx.
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I§ oT¥ Temperature Yerification Results |

— Surnmary :

Yerification Result:  Adjustment Recommended

— Details -

Lower Paoint: Mo Adjustment Required
Middle Point : Mo Adjustment Required

Upper Point ;. Adjustment Regquired

Apply Adjustment... |

T Hepart Close |

6. Po dokonCeni zpracovani software uvede, zda pfistroj Rotor-Gene Q MDx spliuje
predepsané hodnoty.

7. Jsou-li nutné upravy, kliknéte na tlaitko Apply Adjustment (Pouzit dpravy). Uzivatel bude
vyzvan k provedeni ovéfovaciho zpracovani. Po ovéfovacim zpracovani by jiz zadna Uprava
neméla byt nutna. Bude-li nutna dal$i uprava, kontaktujte distributora.

8. Kdyz pristroj Rotor-Gene Q MDx splfiuje specifikaci, Ize zkontrolovat a vytisknout protokol

0 zpracovani.
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10 Analyza krivky tani s vysokym rozlisenim

Analyza kfivky tani s vysokym rozliSenim (High resolution melt, HRM) je inovacni technika
zalozena na analyze tani DNA. HRM charakterizuje vzorky DNA podle jejich disociaéniho
chovani, kdyZ se pfi zvySovani teploty méni z dvouvlaknové DNA (double-stranded DNA, dsDNA)
na jednovlaknovou DNA (single-stranded DNA, ssDNA) (viz obrazek dole). Pfistroj HRM
shromazduje fluorescenéni signaly s mimoradné vysokou optickou a tepelnou presnosti, takze
ma velké moznosti vyuziti.

]
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Kfivka tani
" T
& / Faze tani
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=
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£.| Faze pied tanim Féaze po tani
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Typicky graf HRM. Kfivka tani vykresluje pfechod od vysoké fluorescence béhem pocate¢ni faze pred tanim pres snizeni
fluorescence ve fazi tani po bazalni uroven fluorescence ve fazi po tani. Fluorescence se sniZzuje s tim, jak se uvolfiuje
interkala¢ni barvivo DNA z dsDNA, ktera se rozpousti na jednotlivd vldkna. Stfed faze tani, v némz je rychlost zmény
fluorescence nejvétsi, ur€uje teplotu tani (Tm) analyzované DNA.

Pfed provedenim analyzy HRM je nutné amplifikovat cilovou sekvenci na vysoky pocet kopii.
Obvykle se to provadi pfi PCR za pfitomnosti interkalacniho fluorescenéniho barviva dsDNA.
Barvivo neinteraguje s ssDNA, ale aktivné interkaluje s dsDNA a pfi interkalaci vyrazné
fluoreskuje. Zménu fluorescence Ize vyuzit k méfeni narUstu koncentrace DNA béhem PCR
a poté k pfimému méfeni tepelné indukovaného tani DNA pfi HRM. Béhem HRM je fluorescence
zpocatku vysoka, protoze ve vzorku je nejdfive dsDNA. Se zvySovanim teploty se fluorescence
snizuje a DNA se 3tépi na jednotliva vlakna. Pozorované chovani pfi tani je pro konkrétni vzorek
DNA charakteristické.

Pomoci HRM mduze pfistroj Rotor-Gene Q MDx charakterizovat vzorky podle délky sekvence,
obsahu GC a komplementarity sekvence DNA. Metodu HRM je mozné pouZzit pro genotypovani,
napfiklad pro analyzu inzerci/deleci nebo jednonukleotidovych polymorfism( (Single Nucleotide

Polymorphism, = SNP), pfipadné ke screeningu neznamych genovych mutaci.
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Lze ji také pouzit v epigenetice pro detekci a analyzu stavu metylace DNA. Dale ji Ize pouzit ke
kvantitativni detekci malé Casti variantni DNA na pozadi sekvence divokého typu s citlivosti
blizkou 5 %. To Ize pouzit napfiklad ke zkoumani somaticky ziskanych mutaci nebo zmén stavu
metylace ostrivka CpG.

HRM v pfistroji Rotor-Gene Q MDx ma fadu moznosti vyuziti, napfiklad:

identifikaci kandidatnich predispozi¢nich gent,

® asociacni studie (porovnani pfipadd a kontrol, genotypu s fenotypem),
@ stanoveni prevalence alel v populaci nebo podskuping,
® screening a validace SNP,

® screening ztraty heterozygotnosti,

e identifikace pomoci DNA,

e charakterizace haplotypovych bloki,

® analyzu metylace DNA,

® mapovani DNA,

e urcovani druhl organisma,

e zjistovani mutaci,

® urcovani poméru somaticky ziskanych mutaci,

e typizace HLA.

Metoda HRM je snaz&i a méné nakladna nez analyzy genotypovani pomoci sond a na rozdil od
konvenénich metod se jedna o systém s uzavienymi zkumavkami, ktery zabranuje kontaminaci
produkty PCR. Vysledky jsou srovnatelné s konvenénimi metodami, napfiklad SSCP, DHPLC,
RFLP a sekvenovanim DNA.

10.1 Pfistrojové vybaveni

PFistroj Rotor-Gene Q MDx nabizi nize uvedené moznosti analyz v realném case a tepelné
a optické vybaveni pro HRM:

® vysokou intenzitu osvétleni,

® vysoce citlivou optickou detekci,
® rychlé pofizovani dat,

® precizni Fizeni teploty vzorkd,

® minimalni rozptyl tepelnych a optickych hodnot mezi vzorky.
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10.2 Chemikalie

Spole¢nost QIAGEN nabizi soupravu Type-it® HRM PCR Kit pro analyzu SNP a mutaci pomoci
HRM a soupravu EpiTect® HRM PCR Kit pro analyzu metylace. Ob& soupravy obsahuji
interkalacni fluorescenéni barvivo tfeti generace EvaGreen. Tyto soupravy kombinuji
optimalizovany pufr HRM alatku HotStarTag® Plus DNA Polymerase, aby nevznikaly
nespecifické amplifikacni produkty a byly ziskany spolehlivé vysledky.

Poznamka: VSechny soupravy a reagencie spolecnosti QIAGEN pro HRM jsou indikovany pro
pouziti s pfistroji Rotor-Gene Q pouze pro aplikace popsané v pfisludnych pfiruckach
k soupravam QIAGEN.

10.3 Priklad genotypovani SNP

V uvedeném pfikladu byla pfi analyze HRM pouzita souprava Type-it HRM PCR Kit pro rozliSeni
mezi homozygotnimi formami divokého typu, homozygotnimi mutantnimi a heterozygotnimi
formami lidského SNP rs60031276. Technické podrobnosti si pfectéte v dokumentu Pfiruc¢ka pro
PCR pomoci HRM Type-it.

a

Heterozygotni

Homozygotni
mutantni

a & 8 &

El

Divokého typu
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Homozygotni
i\ mutantni

Heterozygotni

Divokého

i HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

. |ﬂ t ame | Genotype | Confidence &
22 A8 Hurnan SMP rsB0031276 | homo A4 100,00

23 [ unknown hiomo A, 93,49

24 [ unknown horno A, 99,76

28 . &G Human SNP rs60031 276 | hetero AG 100.00

29 [l unknown hetero AG 93.49

a0 . unknown hetero AG 35.47

34 [ GG Human SMP :60031276  homo GG 100,00

35 [ unknown homo GG 92,80

36 uriknown homo GG 93,53

Genotypovani SNP pomoci HRM. Byla analyzovana lidska SNP rs60031276 (substituce A az G) v genu PPP1R14B
(proteinfosfataza 1, regulacni (inhibi¢ni) podjednotka 14B) v pfistroji Rotor-Gene Q s pomoci 10 ng genomové DNA rliznych
genotypl a soupravy Type-it HRM Kit. Homozygotni vzorky divokého typu (AA), homozygotni mutantni vzorky (GG)
a heterozygotni (AG) vzorky jsou znazornény na standardni normalizované kfivce tani H a diferenénim grafu E normalizovaném
podle vzorkl divokého typu. [§ Genotypy u neznamych vzorki byly pfifazeny softwarem Rotor-Gene Q.
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10.4 Priklad metylacni analyzy

V uvedeném prfikladu byla pfi analyze HRM pro rozliSeni riznych pomérli metylované
a nemetylované DNA pouzita souprava EpiTect HRM PCR Kit. Technické podrobnosti si pfectéte
v dokumentu Prirucka pro PCR pomoci HRM EpiTect.

a

100% metylovana

e res Ttz ma ms m: m: e ms m:  ne m: =@ i ms mr =

Kvantitativni metylaéni analyza pomoci HRM. V pfistroji Rotor-Gene Q byly s pomoci soupravy EpiTect HRM Kit
analyzovany a rozli$eny rizné poméry metylované a nemetylované DNA-APC (adenomatosis polyposis coli). Zobrazena je
standardni normalizovana kfivka tani E a diferenéni graf B normalizovany podle 50% metylovaného vzorku.
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10.5 Pokyny pro uspésnou analyzu HRM

Uspésnost analyzy HRM do zna&né miry zavisi na konkrétni zkoumané sekvenci. Nékteré
sekvenéni motivy, napfiklad tzv. vlidsenky nebo jiné sekundarni struktury, lokalizované oblasti
s nezvykle vysokym nebo nizkym obsahem GC ¢&i opakovanymi sekvencemi, mohou ovlivnit
vysledek. PouzZiti standardizovanych souprav a optimalizovanych protokol( spole¢nosti QIAGEN
muze vyfesit fadu uvedenych potencialnich potizi. Nize je uvedeno nékolik jednoduchych pokyn(

k zajisténi uspéSnosti analyzy.
Analyzujte malé fragmenty DNA

Analyzujte fragmenty do velikosti cca 250 bp. Vétsi produkty Ize ispéSné analyzovat, ale obvykle
davaji nizsi rozliSeni. Je to proto, Ze napfiklad jednobazova variace ma vétsi vliv na chovani pfi
tani amplikonu o velikosti 100 bp nez na amplikon o velikosti 500 bp.

Ovéite, ze PCR obsahuje pouze specificky produkt

Vzorky kontaminované artefakty po PCR, napfiklad dimery primert nebo nespecifické produkty,
mohou ztizit interpretaci vysledkd HRM. Soupravy od spole¢nosti QIAGEN pro analyzu HRM
zajistuji maximalni specificitu bez nutnosti optimalizace.

Pouzivejte dostatec¢ny predamplifikacni templat

Analyza dat real-time PCR mUze byt velmi uzite€na pfi feSeni potizi s HRM. Amplifikacni grafy
by mély mit Cr (prahovy cyklus) mensi nebo roven 30 cyklim Produkty, které amplifikuji pozdéji
(z davodu malého pocatecniho mnozZstvi templatu nebo degradace templatu), nejCastéji davaji

rozdilné vysledky HRM vlivem artefakt( pfi PCR.
Normalizujte koncentraci templatu
Mnozstvi templatu pfidavaného do reakce by mélo byt konzistentni. Normalizujte vychozi

koncentrace tak, aby vSechny amplifikaéni grafy mély navzajem 3nasobek hodnoty Cr. Tim se

zajisti, ze vstupni koncentrace budou v 10nasobném rozmezi.

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

170



Zkontrolujte aberantni amplifikacni grafy

Pred spusténim HRM peclivé prohlédnéte data amplifikaéniho grafu, zda nema abnormalni tvar.
Grafy s logaritmicko-linearni fazi, ktera neni strma, je zubata nebo ma oproti jinym reakcich nizké
platé signalu, mohou naznacovat slabou amplifikaci nebo pfili§ nizky fluorescenéni signal (napf.
mohlo by to nastat, kdyby koncentrace primeru byla pfili§ nizka). Slabé reakce mohou byt
zpusobeny inhibitory reakce nebo nespravnou pripravou reakce. Data HRM z téchto vzorku
mohou byt nejednoznaéna nebo mit nizké rozliSeni. Aby se zabranilo nespolehlivym vysledkim,

pro pfipravu vzork( a analyzu HRM doporu€ujeme pouzivat soupravy spole¢nosti QIAGEN.

Udrzujte podobné koncentrace ve vzorcich po amplifikaci

Koncentrace fragmentu DNA ma vliv na jeho teplotu tani (Tm). Proto musi byt koncentrace DNA
ve vzorcich co nejpodobnéjsi. PFi analyze produktd PCR ovéfte, Ze kazda reakce amplifikovala
do faze platé. Ve fazi platdé budou vSechny reakce amplifikované v podobné mife bez ohledu na
pocate€ni mnozstvi. PovSimnéte si vSak, Ze slabé reakce nemusi dosahnout faze platdé se
stejnym amplifikovanym mnozstvim, napfiklad vlivem nekonzistentniho nastaveni analyzy (napf.
koncentrace primeru byla pfili§ nizka).

Zajistéte jednotnost vzorku

VSechny vzorky musi mit stejny objem a mély by obsahovat stejnou koncentraci barviva. Chovani
DNA pfi tani je ovlivnéno solemi v reakéni smési, a proto je dllezité, aby koncentrace pufru, Mg
a jinych soli byly ve vSech vzorcich pokud mozno jednotné. Podobné také pouzivejte jen stejné
reakéni zkumavky od stejného vyrobce, aby nevznikly odchylky vlivem tloustky plastu
a autofluorescenénich vlastnosti.

Umoznéte dostatec¢ny sbér dat pro fazi pred tanim a po tani
Datové body HRM pofizujte v rozmezi cca 10 °C, se stfedem kolem pozorované hodnoty Tm (viz

obrazek na strané 10). Zaijistite tak dostatek datovych bod( pocatecni Urovné pro efektivni
normalizaci kfivky, reprodukovatelng&jsi replikaty a snazsi interpretaci dat.
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10.6 Pfiprava vzorku

Béhem purifikace a skladovani je tfeba zamezit degradaci vzorkd. Nepouzivejte pfilis velka
mnozZstvi inhibitor(, napfiklad z pfenosu ethanolu. Chcete-li zlepsit vysledky HRM, doporuéujeme
udrzovat mnozstvi templatu pouzittho ve vzorcich konzistentni. DoporuCuje se
spektrofotometricka analyza ke stanoveni koncentrace DNA a &istoty. Pro pfipravu vzorkd

doporucujeme soupravy QIAGEN.

Poznamka: Pii 260 nm je jedna jednotka absorbance rovna 50 pg/ml DNA. Cistd DNA ma

v rozmezi 260 nm az 280 nm pomér 1,8.
10.7 Nastaveni softwaru

1. Oteviete soubor nového zpracovani vybé&rem mozZnosti New... (Novy...) v nabidce File
(Soubor). V pravodci Advanced (RozSifené moznosti) vyberte moznost HRM.

x

Quick Stat Advanced I

i j Corbett Life Science
W, JUp High Resolution Melt

run.

'S HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens
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2. Nastavte typ rotoru (vtomto pfikladu se pouziva 72-Well Rotor). Nez prejdete k dalSimu
kroku, ujistéte se, ze je pojistny krouzek na misté a je zaskrtnuté policko Locking Ring

Attached (Pfipevnén pojistny krouzek).

New Run Wizard x|

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Roator Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |

¢ Hack I Hest »» |

3. Nastavte podrobnosti o zpracovani. Zadejte jméno operatora (voliteIné) a dopliite poznamky
o experimentu (volitelné). Vyberte reakéni objem (povinné) a pozadované rozvrzeni vzork.

New Run Wizard ] _;[

This screen displays miscellaneous options for the un. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : [Reter-Gene O Operator

Notes :

Ertter any notes for the particular HRM experiment|

This bo displays

help on elements in
the wizard, For help
on an item, haver
your mouse over the
tern for help, ‘You
can also click on a
combo box to display
Fielp about its
available settings,

Reaction =l

Volume (uL} -

Sample Layout= [1.2.3.. |
Skipwizaid | <cBack | New» |
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4. Kliknutim na tlacitko Edit Profile... (Upravit profil...) upravte ¢asy a teploty reakce.

New Run Wizard fg

Temperature Profile : Thizs box displays
help on elements in
the wizard. For help

on anitem, hover
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can also click on a
combo box to digplay
help about itz
available settings.

Edit Praofile ...

Channel Setup :
Mame | Source | Detectar | Gain | Create Hew... |
Green 470nm  5100m 267 L
“rellow 530nm  555nm =
Orange  585nm  E10nm 3

Red E28nm  BBOnm

Crimzon  B80nm  710kp
HRM 470nm  510nm

Gain Optimization...

Skipwizad | <<Back | Mest»> |

Bemove
43 Reset Defaults

R E NS |

5. Nastavte vhodnou pocatec¢ni dobu vydrze. Tato doba zavisi na typu pouZzité DNA polymerazy.
Souprava Type-it HRM PCR Kit a EpiTect HRM PCR Kit potfebuje aktivacni ¢as 5 min.
Vychozi aktivacni ¢as je 10 min.

E|
.8 H =]
Mew Open  Save As Help

The run will take approvimately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the run ta be performed

IR

Click on a cycle below to modify it
e N |
Insert befare... I
Remove I

Hold Temperature: g5 deg
Hold Time - 2 |mins 0 |secs
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6. Upravte cyklovani podle amplikonu.

7 8 H| @

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
HRM Irisert before...

Femove
This cycle repeats il tirne(z].

Click on one of the steps below to madify it. or press + of - to add and remove steps for this cycle

AR, - "

Timed Step k4
60 deq.
10 seconds

95 deg. for 3 sece

Aequiring to Cyeling A

on Green

™ LonaR B0 deg. for 10 secs
ong Range

[~ Touchdown

Ok

7. Oveéfte, ze budou pofizovana fluorescencni data. Data ziskejte v zeleném kanalu na konci

kroku nasedani primerd.

Acquisition

Same az Previous : I [Mew Acquisition) j

— Acquizition Configuration :
Aivailable Channels - Acguiing Channels :

M ame I LI Mame

Crimzan
HFiM LI
Qrange
Fied «

ellow

channel, zelect it in the right-hand list and click <. Tao remove all acquisitions, click <<.

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquining from a

Dpe Chart »> | ak. I Don't Acquire

Help

Dye Channel 5election Chart

470nm  |510nm | FAM, SybiGreen, alexadds

elow B30nm | 555nm 5 HE®. alewat iz

JOE, CalGold, Callrange'™, TET, Yakima Yelow, WIC

Orange | 585nm | B100m RO, Redmond Fed™, alexated

B25nm | BE0nm Cy5, QuasarE70Y, LCReds40Y

E80nm | 710hp Quazarf05, LCRed 705, alexafal

460nm [510nm [ LCGreend!
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8. Nastavte podminky zpracovani HRM. Upravte podminky podle amplikonu. V prvni sadé
experimentd pocitejte s Sirokou oblasti tani. Jako voditko pro vhodné rozmezi pouzijte
teoretickou Tm. Po uréeni bodu tani produktu omezte oblast tani na max. 10 °C. Ovérte, ze
zalatek tani nastane 5 °C pfed prvnim pfechodem k tani. Vychozi nabéh je nastaven na
0,1 °C s vydrzi 2 s vkazdém kroku. Minimalni nabéh pfechodu k tani je 0,05 °C s druhou
vydrzi pfi kazdém kroku. Data se automaticky pofizuji do kanalu HRM. Ve vychozim nastaveni
se provadi Automatic Gain Optimisation (Automaticka optimalizace zesileni). Software bude
hledat optimalni nastaveni zesileni, aby nejvy$Si hodnota hlaSena fluorescence nebyla vétsi

nez 70 jednotek na stupnici 100. PovSimnéte si, Ze tuto hodnotu Ize zvySit maximalné na 100.

Edit Profile 2]
I @
New Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

MR "

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
Cycliny
Irisert before...
Femove

Ramp from |70 j degiees ta |39 j‘ dedrees.

Rising by lrj degree(s) each step,

“wait for ISU— seconds af pre-melt conditioning on first step,
Wait for 2 ﬂ seconds for each step aftenwards,

Acquire to HEH & on HRM

Gain Dptimisation

[v Dptimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluorescence less than I?El ::II
will be selected.

9. Volitelné: Nastavte funkci Auto-Gain Optimisation (Automaticka optimalizace zesileni). Plati

pouze pro krok amplifikace v realném Case a nastavuje se pro zeleny kanal. Kliknéte na
tlaCitko Optimize Acquiring (Optimalizovat akvizi¢ni) (aby se optimalizovaly pouze kanaly
pouzité ve zpracovani). Optimalizace se nejlépe provadi tésné pred prvnim krokem akvizice,
zaSkrtnéte tedy policko Perform Optimization Before First Acquisition (Provést
optimalizaci pfed prvni akvizici). Doporu¢eny rozsah fluorescence na pozadi pro interkalaéni
barviva je 1 az 3 jednotky fluorescence. Chcete-li toto nastaveni zménit, kliknutim na nazev
kanalu jej vyberte v seznamu a pak kliknéte na tlacitko Edit (Upravit).
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Auto-Gain Optimisation Setup x|

— Optimization :

o Auto-Gain Dptimization will read the Huoresence on the inzerted sample at

I\‘Q different gain lewvels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the

chemistry pou are performing.

Set temperature to IBD jl degrees.

Optimise Al | Optimise Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 15t Acquisition

™ Perform Dptimisation At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

! o __aw |

MHame I Tube Position I tin Reading I Max Reading I tin Gain I Max Gain Ed... |

Green 1 1FI 3Fl 10 10 B |
Remowve Al |

Start I I Etual.. | Claze I Help I

10. Spustte zpracovani kliknutim na tlaCitko Start Run (Spustit zpracovani) a ulozte soubor
zpracovani v pocitaci.

New Run Wizard E

Summary ;
Sefting | Walue
Green Gain 7
Ratar 7244l Rotar
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Waolume [in microliters] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Rurn to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future wns.

[ Shp'Wizad )| << Back
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11. Upravte nazvy vzorku (volitelné) Nazvy vzorku je mozné upravit béhem zpracovani nebo po ném.

i
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁwen Cane. Format : I j Lrit : Icopies.v‘u\ j tore Optiohs |
—Samples :
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
LR - R L1 14112 o No
2 wild type 1 Unknown Mo
- 3 wild type 1 Unknown Mo
- 4 mutation 1 Unknown Mo
- 5 mutation 1 Unknowin Mo
- B mutation 1 Unknowin Mo
7 heterozygote 1 Unlenawn Mo
8 heterozygote 1 Unlenawn Mo
9 heterozygote 1 Unknawn Mo
10 Unknovin Mo
1 Unknown Mo
12 Unknown Mo j
Page -
{Name: IF‘ageT % I > | Mew | Deierel [~ Synchronize pages
Undo I oK Cancel Help I

10.8 Analyza dat real-time PCR

Analyza dat real-time PCR pfed analyzou dat HRM je vyhodna. Data real-time PCR mohou

upozornit na nespravné fungujici analyzy. Uréeni téchto odlehlych hodnot a jejich vyfiltrovani

z nasledné analyzy HRM znaéné zlepSi celkovou ucinnost analyzy HRM, nebot analyzovani

nekvalitniho produktu PCR vede ke Spatnym vysledkim HRM. Doporu€ujeme analyzovat data

z kvantitativni real-time PCR nize uvedenym postupem.

1.

Analyzujte data v realném ¢ase pomoci moznosti Quantitation (Kvantifikace) v okné Analysis
(Analyza). Budou-li nékteré hodnoty Ct rovny 30 nebo vyssi, ma se za to, ze odpovidajici reakce
amplifikovaly pfiliS pozdé. Tyto vzorky je nutné analyzovat obezfetn&, nebo je z analyzy vyloucit

mnozstvim templatu a/nebo vysokou mirou degradace vzorku.

Zhodnotte uroven konecné fluorescence. Bude-li kone¢na fluorescence v kterémkoli
amplifikaénim grafu oproti vétSiné grafl v datové sadé nizkd, tyto vzorky z analyzy
vynechejte, bude-li jejich hodnota Cr menSi nez 30. Nizkd konecna fluorescence muze
naznaCovat nespravné mnozstvi barviva, nespravné urovné reakénich slozek (napfiklad
primerd) nebo Uc€inek inhibitord.

K ziskani ucinnosti reakce jednotlivych vzork(l pouzijte moznost Comparative Quantitation
(Komparativni kvantifikace) v okné Analysis (Analyza). Nebude-li u¢innost podobna jako
u jinych reakci v experimentu nebo bude nizsi nez pfiblizné 1,4, reakci z davodu odlehlych
hodnot vynechejte.
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Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) T =101 x|

Reports...  Results

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Adijusk Scale Auto-Scale Default Scale |
BB Comp. Quant Results - Cycling A Green | g 0 =] 3
Mo [Name Take Off [Amplfication | Comparative Conc. | Rep. Takeoff | Rep. Takeoff (35% CI) | Rep. Amp. | Rep. Amp. (35%C1) | Rep. Conc. [Rep C
1 mutation 1 1.2 1.66 1.00E+00 11.2 1.66 1.00E+00 Calibra
2 mutation 2 1.4 1.65 S.04E-M 1.4 165 AEN
3 mutation 3 1.4 164 S.04E-0 1.4 164 Q04E0
4 widiype 1 14 1.66 701EM 14 166 7ED
5 widiype2 1.8 1.66 7.38E-01 18 166 7.38E01
6 widiype3 1.8 1.66 701EM 14 166 TOIEDI
7 heterazygote 1 1.4 167 90460 1.4 167 904E0
2 heterazygote 2 15 1.66 8.59E-01 15 166 85901
3 heterazygote 3 13 167 S.51E01 13 167 a51E0
‘ 3

Vysledky komparativni kvantifikace. Uginnost reakce je uvedena ve sloupci ,Amplification” (Amplifikace) jako skore ze 2
(2 = 100% uginnost).

Poznamka: Mate-li podezfeni na pfitomnost primerd-dimert nebo nespecifickych produkta,
posudte reakce na grafu derivaci pouzitim moznosti Melt (Kfivka tani) v okné Analysis
(Analyza). Ovéfte, Ze je zde jen jeden vrchol svédgici o jednom produktu. Je-li to mozné,
provedte zpracovani gelu pro kontrolu, ze je zde jeden produkt amplifikace. Zjistite-li vice nez
jeden produkt, reakci je tfeba opakovat nebo znovu optimalizovat.

10.9 Analyza dat HRM

Analyza HRM umoznuje vizualni i automatické vyvolani genotypl. Vysledky Ize zobrazit budto
jako normalizovanou kfivku tani, nebo jako diferen¢ni graf. Normalizované kfivky poskytuji
zakladni znazornéni riiznych genotypl na zakladé posunuti kfivky (u homozygott) a zmény tvaru
kfivky (u heterozygot).

Diferenéni grafy jsou pomdckou pfi vizualni interpretaci. Vykresluji rozdil ve fluorescenci vzorku
na vybrané kontrole pfi kazdém teplotnim pfechodu. Diferen¢ni grafy umozriuji alternativni pohled
na rozdily mezi pfechody na kfivce tani.

Poznamka: Analyza prvni derivace kfivky tani (jak ji pouziva standardni volba Melt (Kfivka
tani) v okné Analysis (Analyza)) se povazuje pro analyzu HRM za nevhodnou. Je to proto,
ze kazda derivace dat vnasi umeély Sum a znesnadnuje interpretaci dat.

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

179



Analyzu vysledkt HRM pomoci softwaru Rotor-Gene Q popisuji nasledujici kroky.

1. Vyberte moznost HRM v okné Analysis (Analyza).

B

25td Curves (Rel) | Other... |
Quantitation kel

%" HRM AHRM [Page 1)

Show | Hide |

2. Objevi se okna snezpracovanymi Udaji, normalizovanym grafem a vysledky. Okno
s nezpracovanymi Udaji umoznuje Upravu regiontl normalizace. Normalizace umozriuje porovnani
vSech kfivek se stejnou pocatecni a konecnou urovni fluorescenéniho signalu, coz usnadnuje
interpretaci a analyzu. V kazdém regionu jsou dva kurzory standardné umisténé na konce kfivky.
Datové body v regionech slouzi k normalizaci fluorescence (pouze osa y) pro zacatek (Region 1)
a konec (Region 2) kfivky tani. Data mimo nastavené regiony jsou ignorovana. Upravte regiony
tak, aby obsahovaly reprezentativni po¢ate¢ni data pro fazi pfed tanim a po tani. Rozsiteni regionu
(kliknutim a potazenim) umozriuje softwaru Upravu sklonu zakladni linie. Chcete-li zajistit ucinnou
normalizaci kfivek, nerozsifujte regiony normalizace do faze tani.

B Rotor-Gene 0 Series Software - high resolution melt demo METET
Fle Andlyss Run Gan View indow Help
7 p & : 7 g =
ACH PHUERO W & 9 & 8 & & & B .
New Open Save | Stxt Paue Siop | Help Settings Frogress Profle  Temp, Samples Analysis Reports Arrange
|chammets . vk aFarRed . wel agron 52) Ferked
B4 HRM Analysis - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) {0 x| Page: Page 1
= 1
Reports Resuts  Hormalied Graph | Genotypes. 5 157
i
— T 4
80 g 5 155
& 6
o EE H 7
== 3
— 2 g n
0l | £ El
3 2 10
250 Jul i
2 12
30| < 13 187
14 nead
EY 15 169
18 188
BankOn | BankOff ||
10 NamedOn | AIDn | AlIDH |
20 w5 w0 ms  mo  ss o s w0 wms @0 o5 w0 es w0 s o Edi Samples. |
deg
AdistScsle  Auto-Scale
BY HRM Normalised Graph - Melt -[of x|
Nomalised Graph | Diffeence Graph | N
Pl 1 mutalion
£100 2 157 heterozygote | 100.00 Traling Range
4 + W% mutation 72 Statt: [393 :ll
3 5 195 heterozygote | 97.58 _|
% 50 7 W2 heterozygole  37.80 End: [837 T}
2 - [] 201 wild type 100.00 -
g _| s W wid type EX Confidence Percentage
3 - o - - s - - 10 M1 helerozygote | 9691 Theshold [0 =%
deg. 12 [ heterozygote | 96.23
Fiotor-Gene [} Series Softwre 1.7 (Bulld #4)
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Poznamka: Doporucujeme posouvat kurzory jen v pfipadé, Ze se chcete vyhnout nékterym
oblastem kfivky tani. Pfesun kurzord smérem k pfechodim do faze tani maze ovlivnit grafy
odcitani a procenta spolehlivosti.

3. V okné Normalised Graph (Normalizovany graf) jsou zobrazeny normalizované kfivky tani.
Vzorky je také mozné zobrazit jako diferenéni kfivku ve srovnani s jednou z kontrol.

fRotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melk A{fram 82).FarRed (Page 1)] |
O Fle Analysis Run Gan View Window Help [Restore 31X
| 5 3 3 7 : =
A0H PINR O W & 9 ¥ B W . b
New Open Save | Siat Pause Siop | Help Seltings Progress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Arangs
|chanmets " vk s Farmed i el arom a2) Favﬂed‘
| Difterence Graph | Page: Page 1
7
2 197
2 i
100 +
- 5 195
~ &
EY = 7
& 201

Normslised Fliorescence

End: 28 5

Traiing Range
Start: [893 :|'
End: [B7

. Confidence Percentage
Thieshald [0 <%
g = me ws e ms w0 s wo  ms w0 s @0 ms e @ =
deg.

Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 33)

-0

4. Kliknutim na tlacitko Genotypes... (Genotypy...) definujte genotypy. Zadejte nazev jednotlivyc
kategorii genotypl a ze seznamu vzorku pro kazdy vyberte reprezentativni vzorek.

-ioix]

Genatype Control -
mutation 198
wild type: 20
heterozpgote 197

Clear | K | Cancel I "
'y Select a Control x|

Pleaze select the control that is representative of this
genaltype.

Curently Selected : 198

211597
[3] negl
41156
[5]1535
[E] negZ
[7)202

(8) 201 .
ol | »r'

Select I Select None Cancel I
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5. Zobrazte diferencni graf vybérem karty Difference Graph (Diferen¢ni graf). Pak v rozeviraci

nabidce v horni ¢asti okna vyberte genotyp, ktery chcete porovnat se vSemi ostatnimi vzorky.

V uvedeném pfikladu jsou vSechny vzorky vykresleny jako odectené od primérného grafu

vSech vzork(l ozna€enych jako Mutation 1 (Mutace 1).

 Rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)1 =15 x|
O Fle fnalysis Run Gain View Window Help ETES
7 = P / =
A HPINRO ||w & 9 & & ) N }
Open Save | Start Pause Stop | Help Seltings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arange
| chanmets vk Foried ek fom 52)Farked |
Nomalised Graph  Dfference Giraph | Page: Page1
T
Genotypes | [VE=g] 2 157
3 e
15 &
5 195
&
7
& Fi]

Normalized minus mutation

T —
Bark On Bark Off
NamedOn | AlOn | AlGH

Exit Samples.

ion Regions

Leading Range
star:[f24 =]

erd: 28 =
Trailing Range

Start: 893 =
end: 87 =

deg

J &8 80 835 840 845 80 88§ @0 885 870 &8 880 885

Confidence Percentage
Thieshald [30 4%
830 838 =

Flotor Gene O Series Software 1.7 (Buid 94)

6. Genotypy budou automaticky vyvolany softwarem v okné Results (Vysledky). Hodnota

spolehlivosti je uvedena pro kontrolu integrity automaticky vyvolanych vysledk(. Prahovou

hodnotu, nad kterou se provadi automatické vyvolani, Ize upravit. Vzorky spadajici pod

nastavenou prahovou hodnotu budou oznaéeny jako odchylka pro bliz8i zkoumani nebo

opakovani testu.

Genotype Confidence %

mutation 100.00
2 heterozygote 100,00
1 W mutation 9572
5 195 heterozpgate | 97.58
7 . 202 heterozygote | 97.80
8 20 wild type 100,00
5 Meam wild type 99,66
10 W heterozygote | 98.91
12 019 heterozygote | 96.23
13 187 wild type 93.23
15 189 wild type: 9759
Fr— P P . e

Mormalisation Regions
Leading Range

; =
start: 224 =
End: [B28 =

Traling Ranae

Start : |89.3 j
=
Erd: [837

Confidence Percentage
Thieshoid [30 =%
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11 Re3eni potiZi

Tato kapitola obsahuje informace o tom, co délat, kdyz dojde k chybé pfi pouziti systému Rotor-
Gene Q MDx system.

Pokud potfebujete dal§i pomoc, obratte se na oddéleni technickych sluzeb spoleénosti QIAGEN
za pouziti nize uvedenych kontaktnich udaju:

Internetové stranky: support.qiagen.com

Az budete oddéleni technickych sluzeb spoleénosti QIAGEN informovat o chybé systému
Rotor-Gene Q MDx, poznameneijte si kroky vedouci k chybé a pfipadné informace v dialogovych
oknech. Tyto informace pomohou pracovnikim technickych sluZzeb spole¢nosti QIAGEN
problém vyfesit.

Nez se obratite na oddéleni technickych sluzeb spolecnosti QIAGEN s dotazem na chyby,
pfipravte si nasledujici informace:

sériové Cislo, typ a verzi pfistroje Rotor-Gene Q MDx,
verzi softwaru (je-li relevantni),

Casovy bod, kdy se chyba poprvé objevila,

Cetnost chyby (tzn. ob&asna nebo trvala chyba),
podrobny popis chybové situace,

fotografii chyby, je-li to mozné,

kopie souboru protokolu.

Tyto informace pomohou vam a specialistovi z oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN
vyresit problém co nejefektivnéji.

Poznamka: Informace o nejnovéjSich verzich softwaru a protokolu Ize nalézt na adrese
www.giagen.com. V nékterych pfipadech mohou byt k dispozici aktualizace pro feSeni
specifickych problém.
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11.1  Archivy protokolu

Software v ulozisti Log Archive (Archiv protokoll) uchovava neupraveny zaznam kazdého
zpracovani spole¢né s diagnostickymi udaji. Kdyz stisknete tlacitko Help (Napovéda) a pak
moznost Send Support Email (Odeslat e-mail podpory), miizete oddéleni technickych sluzeb

spole¢nosti QIAGEN zaslat e-mail se vSemi potfebnymi diagnostickymi udaiji (viz ¢ast 6.12.1).

Aby se usetfilo misto na disku, do archivu protokold se uklada 60 nejnovéjsich zpracovani. Starsi
zpracovani jsou v archivu protokolu pfi vytvofeni novych zpracovani v archivu protokoll prepisi.

11.2 Hardwarové a softwarové chyby

11.2.1 Res$eni potizi s analyzou HRM

Komentare a navrhy

Nelze spustit HRM

Model pfistroje Rotor-Gene Q MDx  Kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti QIAGEN.
neni vybaven pro HRM

Nebyla ziskana zadna data HRM
Nespravné nastaveni Zkontrolujte nastaveni filtru.

Zkontrolujte, zda je spravny typ rotoru.

Zkontrolujte, zda byly pouzity spravné reagencie.

Zkontrolujte, zda byla reakce spravné nastavena.

Provedte experiment s pozitivni kontrolou (tj. analyzu se znamymi vysledky).
Krivky maji rozeklany vzhled

Slaba nebo zadna amplifikace Zkontrolujte, zda byly pouzity spravné protokoly a reagencie. Pro analyzu
HRM doporu¢ujeme soupravy QIAGEN.

Zkontrolujte, zda byla reakce spravné nastavena.
Zkontrolujte podminky cyklovani.

Zkontrolujte poc¢ate¢ni kvalitu a mnozstvi templatu. Pro pfipravu vzorkl
doporucujeme soupravy QIAGEN.

Grafy amplifikace nebo tani jsou saturované

Nastavené zesileni je pfili§ vysoké  PouZijte funkci Auto-Gain Optimisation (Automaticka optimalizace zesileni)
(viz strana 62).

Procentualni hodnota spolehlivosti se zménil

Regiony normalizace byly Regiony normalizace presouvejte, jen kdyz je to nutné, abyste se vyhnuli
presunuty kliknutim a potazenim urcitym Castem kfivky tani.
Data obsahuji odlehlé hodnoty
Nekonzistentni nastaveni reakce Zkontrolujte, zda byly pouzity spravné reagencie.
Zkontrolujte, Ze pouzité zkumavky jsou jednotné.
Inhibitory ve vzorku Zkontrolujte, Ze byla u v8ech vzorkd pouzita stejnd smés master mix.
P¥ili§ malo templatu nebo Zkontrolujte pocatecni kvalitu a mnozstvi templatu.
degradovany templat
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11.3 Chybova a varovna hlaseni

’

11.3.1 Obecné chyby pfistroje

Chybova zprava

Komentare a navrhy

Can’t open the serial port
<COMPORT> (Nelze otevfit sériovy
port <COMPORT>)

Chamber lid open (Oteviené viko
komory)

Could not continue run; the chamber
lid was opened during a run. Please
reset the machine, and restart the
software. (Nelze pokracovat ve
zpracovani; viko komory bylo béhem
zpracovani otevieno. Resetujte
pristroj a znovu spustte software.)

Chamber lid open (Oteviené viko
komory)

The instrument chamber lid is open.
Please close the lid and then click
Continue. (Viko komory v pfistroji je
oteviené. Zavrete viko a pak kliknéte
na tlac¢itko Continue (Pokracovat).)

Communication corrupted
(Poskozena komunikace)

Communication out of sequence
(Komunikace mimo sekvenci)

Instrument has received data from
the machine that is out of sequence.
(Pristroj obdrzel z procesoru data,
ktera jsou mimo sekvenci.)

Communication protocol error
(Chyba protokolu komunikace)

A communication protocol error
occurred with this run. (U tohoto
zpracovani doslo k chybé protokolu
komunikace.)

Detector motor jam, stopped
machine (Zablokovani motoru
detektoru, stroj se zastavil)

Fatal hardware malfunction
(Zavazna zavada hardwaru)

The instrument detected that there
was a fatal hardware malfunction.

Do not attempt to re-use the machine
until the machine has been serviced
by your distributor. (Pfistroj detekoval
zavaznou zavadu hardwaru.
Nepokousejte se jej znovu pouzit,
dokud jej neopravi distributor.)

K této chybé dochazi pfi spusténi softwaru, pokud software nemuze
komunikovat s pfistrojem prostfednictvim nakonfigurovaného portu
COM. Nejcastéji ji zplUsobuji vadné kabely, uvolnéné kabely, vadné
sériové portu, vadné porty USB, problém s ovladaéem rozhrani USB
nebo problém s ovladacem prevodniku z rozhrani USB na sériové.

Znovu pfipojte nebo vyménte kabel. Znovu nainstalujte vhodné ovladace.
Spustte software pomoci funkce Virtual Mode (Virtualni rezim)
a vybérem tlacitka Setup/Auto-Detect (Nastavit/Detekovat automaticky)
v nabidce File (Soubor) resetujte nakonfigurovany port COM.

K této chybé dochazi, kdyz software béhem zpracovani zjisti, Ze je oteviené
viko.

Resetujte pfistroj a znovu spustte software.

K této chybé dojde, kdyz se uzivatel pokusi spustit zpracovani a viko
pristroje je oteviené.

Zavrete viko komory pfistroje a pak kliknéte na tlacitko Continue
(Pokracovat).

K této chybé& dochazi, pokud data pfijata z pfistroje neodpovidaji
ocekavanému vzoru.

K diagnostice problému s pfistrojem je zapotfebi, aby specialista
terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN proved| dalsi Setfeni.

Kontaktujte distributora nebo technické sluzby spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi, pokud data pfijatd z pfistroje nemaji spravné
poradi.

K diagnostice problému s pfistrojem je zapotfebi, aby specialista
terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN proved| dal$i Setfeni.

Kontaktujte distributora nebo technické sluzby spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz komunikaéni protokol nakonfigurovany ve
firmwaru neodpovida oéekavanému protokolu.

K diagnostice problému s komunikaénim protokolem pfistrojem je
zapottebi, aby specialista terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN provedl|
dal$i Setfeni.

K této chybé mulze dojit, kdyz byl pfistroj Rotor-Gene Q MDx spustén
ihned po jeho dodani v chladném prostfedi.

V takovém pfipadé nechte pfistroj pfed zapnutim aklimatizovat nejméné
hodinu na pokojovou teplotu.

Pokud chyba pretrvava, kontaktujte distributora nebo technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.

Ktéto chybé dochazi, kdyz software detekoval zavaznou zavadu
hardwaru a automaticky aktivoval ochranny postup vypnuti pfistroje.
PFistroj okamzité vypnéte a kontaktujte distributora nebo technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.
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Chybova zprava

Komentare a navrhy

Machine error (Chyba pfistroje)

This run was stopped as machine
errors occurred that could not be
recovered from. Please contact
your distributor if this occurs again,
attaching a support archive file.
(Toto zpracovani bylo zastaveno,
protoZe u pfistroje doslo k chybam,
které nebylo mozné odstranit. Pokud
se tato chyba objevi znovu,
kontaktujte distributora a pfilozte
pomocny archivni soubor.)

Machine unplugged (Pfistroj
nezapojen)

The instrument is not responding
and failed with the message
<ERROR MESSAGE >. This is an
unrecoverable failure, please reset
the instrument and restart the
software. (PFistroj neodpovida

a zobrazila se zprava <CHYBOVA
ZPRAVA>. Tuto zavadu nelze
odstranit. Resetujte pfistroj

a znovu spustte software.)

Machine unplugged

(Pristroj nezapojen)

The instrument is not connected to
your computer on <PORT NAME>.
Reconnect the serial cable to the
back of the computer and then click
Continue. (Pristroj neni pfipojen

k pogitagi na <NAZEV PORTU>.
Znovu zapojte sériovy kabel do zadni
Casti pocitace a pak kliknéte na
tlacgitko Continue (Pokracovat).)
Object variable or with block variable
not set (Proménna typu Object nebo
blok With neni nastavena)

Rotor speed failure (Chyba otacek
rotoru)

Time out while setting the rotor
speed. (Vypr§eni ¢asového limitu
pfi nastavovani otacek rotoru.)

Serial port in use (Pouziva se
sériovy port)

The serial port is currently being used
by another application. Close any
applications such as communications
or synchronization software and then
retry. (Sériovy port aktualné pouziva
dal$i aplikace. Zaviete vSechny
aplikace, napfiklad komunika¢ni nebo
synchronizacni software, a pak pokus
opakujte.)

Shutdown timeout (Casovy limit pro
vypnuti)

The instrument has exceeded the
expected time to shutdown. Please
reset the machine, and reset the
software. (Pfistroj prekrogil
predpokladanou dobu do vypnuti.
Resetuite pfistroj a resetujte software.)

K této chybé dochazi, kdyz software detekuje chyby, které neni mozné
odstranit. Software zastavil zpracovani.

Zkuste dalsi zpracovani. Pokud problém pfetrvava, kontaktujte
distributora nebo technické sluzby spolec¢nosti QIAGEN a pfilozte
pomocny archivni soubor.

K této chybé dochazi, kdyz pfistroj po definovaném intervalu ¢asového
limitu nekomunikuje se softwarem. Casto ji zpUsobuje zavada pfistroje
nebo nadmérna aktivita v pocitaci, ktera vede ke ztraté paketu.

K Gastym pfi¢inam souvisejicim se softwarem patfi Ulohy zatézujici
procesor, napfiklad antivirovd ochrana nebo naplanované antivirové
kontroly, bezdratové karty nebo infraervené karty.

Deaktivujte nebo odinstalujte pfislusny software nebo Ulohu zatéZujici
procesor.

Resetujte pfistroj a znovu spustte software.

Pokud problém pretrvava, kontaktujte distributora nebo technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz selze sériova nebo USB komunikace s pfistrojem.
Znovu zapojte sériovy kabel nebo kabel USB do zadni €asti poditace
a pak kliknéte na tlacitko Continue (Pokracovat).

Ktéto chybé dochazi pfi spusténi softwaru, pokud byl poskozen soubor
vychozi §ablony experimentu. To se mUZe stét, kdyZ je software nebo pocitac
vypnut bez spravného ukonéeni, napfiklad pfi vypadku napajeni.

Odstrarite soubor C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\
normal.ret a pak znovu spustte software.

K této chybé dochazi, kdyz se software pokusi nastavit otacky rotoru
a nepodafi se nastavit cilové otacky v €asovém limitu.

K diagnostice problému s pfistrojem je zapotfebi, aby specialista
terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN proved| dalsi Setfeni.

Kontaktuijte distributora nebo technické sluzby spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz se software pokousi pfipojit k pFistroji na
nakonfigurovaném portu COM, ale tento port je pravé pouzivan jinym
softwarem.

Zavrete vSechny aplikace, napfiklad komunika¢ni nebo synchronizaéni
software, a pak pokus opakujte.

K této chybé dochazi, kdyz software vydal pfikaz k vypnuti pfistroje
a procesor stale odesila data zpét i po pfedpokladaném ¢asovém limitu.

Resetujte pfistroj a znovu spustte software.
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Chybova zprava

Komentare a navrhy

Temperature protection activated
(Aktivovana tepelna ochrana)

The instrument detected that the
chamber temperature increased
above a safe level. It has therefore
entered a self-protection mode.
Please turn off the instrument and
contact your distributor if the problem
persists. (Pristroj zjistil, Ze teplota
komory se zvySila nad bezpe¢nou
uroven. Pfistroj proto preSel do
rezimu automatické ochrany. Pokud
problém pretrvava, vypnéte pfistroj
a kontaktujte distributora.)

Thermistor is open (Je otevieny
termistor)

The instrument detected that the
thermistor is open, and so to prevent
damage to the machine, it has been
turned off. Please contact your
distributor if this occurs again.
(Pristroj zjistil, Ze je otevieny
termistor, a aby nedoslo k poskozeni
pristroje, vypnul se. Pokud se tato
chyba objevi znovu, kontaktujte
distributora.)

Unrecoverable errors occurred
(Doslo k neodstranitelnym chybam)

This run was stopped as machine
errors occurred that could not be
recovered from. Please contact your
distributor if this occurs again,
attaching a support archive file.
(Toto zpracovani bylo zastaveno,
protoZe u pfistroje doslo k chybam,
které nebylo mozné odstranit.
Pokud se tato chyba objevi znovu,
kontaktujte distributora a pfilozte
pomocny archivni soubor.)

K této chybé dochazi, kdyz software zjisti, Ze teplota komory se zvysila
nad bezpecnou uroven, a proto aktivoval automaticky postup ochrany.

Pristroj okamzité vypnéte a kontaktujte distributora nebo technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz software zjisti, Ze je otevieny termistor,
a proto nemize odecist teplotu; software tedy aktivoval automaticky
postup ochrany na vypnuti pfistroje.

Pristroj okamzité vypnéte a kontaktujte distributora nebo technické sluzby
spole¢nosti QIAGEN.

K této chybé dochazi béhem zpracovani poté, co software ucinil véechny
mozné pokusy o jeji odstranéni a nepodafilo se to.

K diagnostice problému s pfistrojem je zapotfebi, aby specialista
terénniho servisu spole¢nosti QIAGEN proved| dalsi Setfeni.

Kontaktuijte distributora nebo technické sluzby spole¢nosti QIAGEN.

11.3.2 Zpravy softwaru Rotor-Gene Q

NiZe uvadime pfehled zprav tykajicich se pouzivani, varovnych a jinych zprav, které se mohou
objevit v softwaru Rotor-Gene béhem Cinnosti hardwaru a softwaru. VSechny &asti zpravy, které
pfedstavuji proménnou, napf. charakteristicky popis chyby, jsou uvedeny v zavorkach (napf.

<POPIS CHYBY>).

Text zpravy

Obecné zpravy

1 A raw channel already exists for this page. If you would like to recreate this page, you must first delete
the raw channel via the Options button and then try again. (Pro tuto stranu jiz existuje kanal
nezpracovanych dat. Chcete-li tuto stranu vytvofit znovu, musite nejdfive odstranit kanal
nezpracovanych dat pomoci tlagitka Options (Moznosti) a pak pokus zopakovat.)

2 A serious problem has occurred which requires shutting down the software. After you click OK, your
current work will be saved, and the machine will be turned off, if possible. If this problem persists,
please contact your distributor. (Do$lo k vaznému problému, ktery vyzaduje vypnuti softwaru. Po
kliknuti na tlagitko OK se va$e aktualni prace ulozi a bude-li to mozné, pfistroj se vypne. Bude-li tento
problém pretrvavat, kontaktujte distributora.)

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample page. (Tuto stranu nelze odstranit.
Vzdy musi existovat alespori jedna strana se vzorky.)
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Text zpravy

20

21

22

23

24

25

26

Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into
the back of the computer, then retry (Nelze se pfipojit k pfistroji na sériovy port <COMPORT>.
Zkontrolujte, zda je pFistroj spravné zapojen na zadni strané pocitace, pak pokus zopakujte.)

Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any
communications software open, then retry. (Nelze otevfit sériovy port <COMPORT> pro pfipojeni
k pfistroji. Zkontrolujte, zda neni otevieny néjaky komunikaéni software, pak pokus zopakuijte.)

Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try
again. (Nepodafilo se uloZit zpracovani, protoZze néktera data ve formulafi jsou neplatna. Zkontrolujte
zadané hodnoty, pak pokus zopakuijte.)

Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors. (Nepodafilo se uloZzit
soubor. Potvrdte, Ze je na disku dost mista a Ze na ném nejsou chyby.)

E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer.
(E-mailovou aplikaci nebylo mozné spustit. Potvrdte, Ze je v pocitaci spravné nainstalovana.)

Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message
will be logged in the messages tab of Run Info. (BEéhem zpracovani doslo k chybé: <POPIS CHYBY>.
Zpracovani bude pokraCovat a zprava bude ulozena na kartu se zpravami v okné Run Info (Informace
0 zpracovani).)

Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the
instrument is turned on. (Nebyl detekovan pfistroj. Ovéfte, Ze je pfistroj spravné pfipojeny a Ze je
zapnuty.)

Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software
has been restarted. (Protokolovani je aktualné neaktivni z divodu prfedchozi chyby. Archivované
protokoly bude mozné zobrazit az po restartovani softwaru.)

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low. (Nebylo mozné normalizovat
v8echny vzorky z divodu pfili§ nizké trovné fluorescence.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported. (Lze importovat pouze
zpracovani provedena se stejnym rotorem jako v aktualnim zpracovani.)

Please note that log files for the current run will not be available until it has completed. (Upozorfiujeme,
Ze soubory protokolu pro aktualni zpracovani budou dostupné az po jeho dokonceni.)

Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0. (Napiste platny pocet opakovani.
Cislo musi byt vy$Si nez 0.)

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the
next run. (Pfi aktualizaci dat protokolu doslo k problému. Protokolovani je deaktivovano, ale bude
znovu aktivni v pfistim zpracovani.)

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run‘s signature can be
found in the Run Info window. (Podpis souboru zpracovani zajistuje integritu vysledk( vaseho
zpracovani. Informace o podpisu zpracovani jsou uvedeny v okné Run Info (Informace o zpracovani).)

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples. (ID vzorku je uzamknuté. Nelze vkladat pres
uzamknuté vzorky.)

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software.
(Nastroj TeeChart Office neni v tomto pocitaci nainstalovany. Preinstalujte software Rotor-Gene.)

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port. (Port COM
nakonfigurovany pro pfistroj neni zvoleny. Musite zvolit port COM.)

The loaded run file contains a signature which does not match the file contents. This means the file
has either been corrupted, or tampered with since it was written by the Rotor-Gene software. (Nacéteny
soubor zpracovani obwsahuje podpis, ktery neodpovida obsahu souboru. To znamen3, Ze soubor je
budto poskozeny, nebo s nim bylo od jeho zapisu softwarem Rotor-Gene manipulovano.)

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed. (Naéteny soubor
zpracovani nema podpis. Obsah tohoto souboru nelze zarucit.)

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long. (Sériové Cislo
pristroje neni platné. Sériova ¢isla musi mit alespori 6 €islic.)

The machine will now be be cooled to <TEMPERATURE> degrees. The chamber and surfaces will
still be very hot when opening the machine. Please exercise due caution and wear protective gloves if
touching any of the surfaces or tubes. (Pfistroj se nyni ochladi na <TEPLOTA> stuprii. Komora
a povrch budou pfi otevirani pfistroje stale velmi horké. Budete-li se dotykat povrchli nebo zkumavek,
postupuijte opatrné a naviéknéte si ochranné rukavice.)

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal
placeholders are matching. (Regionalni nastaveni pro vas pocita¢ jsou konfliktni. Ovéfte, Ze odpovidaji
zastupné symboly pro ménu a desetinna &isla.)

The serial number entered in the welcome screen <SERIAL NUMBER1> does not match the serial
number stored in the attached machine <SERIAL NUMBER2>. The computer’s serial number has now
been updated to match the connected machine. (Sériové Cislo zadané na Uvodni obrazovce
<SERIOVE CiSLO1> neodpovida sériovému &islu ulozenému v pfipojeném pfistroji <SERIOVE
CiSLO2>. Sériové &islo pogitage bylo nyni aktualizovano podle pfipojeného pfistroje.)
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Text zpravy
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There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer
and then retry. (Doslo k problému komunikace s komunikaénim panelem. Restartujte pocita¢ a zkuste
to znovu.)

There was a timeout attempting to talk to the instrument. Check it is correctly plugged in. (Pfi navazovani
komunikace s pfistrojem vyprsel Casovy limit. Zkontrolujte pfipojeni pfistroje.)

This feature cannot be used in virtual mode. (Tuto funkci nelze pouzit ve virtualnim rezimu.)

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may
not load correctly. (Tento soubor profilu byl vytvofen v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene. Nékteré
aspekty se nemusi nacist spravné.)

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
run may not load correctly. (Tento soubor zpracovani byl vytvofen v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene.
Nékteré aspekty zpracovani se nemusi nadist spravne.)

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects
may not load correctly. (Tento soubor vzorku byl vytvofen v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene. Nékteré
aspekty se nemusi nacist spravné.)

This software will perform basic simulation of a machine for training and demonstration purposes. You
can disable this setting via the Setup screen, accessible from the File menu. (Tento software provede
zakladni simulaci pfistroje pro nacvik a na ukazku. Toto nastaveni muzete deaktivovat na obrazovce
Setup (Nastaveni) pfistupné z nabidky File (Soubor).)

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
template may not load correctly. (Tato Sablona byla vytvofena v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene.
Nékteré aspekty Sablony se nemusi nacist spravne.)

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the
run. (Nelze nacist tento soubor vzorku, protoZe rozvrzeni zkumavek vzajemné neodpovidaji. Nactéte
tyto vzorky pfed zahajenim zpracovani.)

Unable to open communications with the machine because another application is already using
<COMPORT>. Check you do not have any applications running that use the same serial port, then
retry. (Nelze navazat komunikaci s pfistrojem, protoze port <COMPORT> je jiz pouzivan jinou aplikaci.
Zkontrolujte, zda nejsou spusténé aplikace, které pouZzivaiji stejny sériovy port, pak to zkuste znovu.)
Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded. (P¥fi
pokusu o naéteni souboru doslo k neodstranitelnym chybam. Soubor nebyl nacten.)

You cannot stop the program while the run is in progress. (Nelze zastavit program v prabéhu zpracovani.)
You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator to set up
groups. (Nemate opravnéni pouzivat software. Pozadejte spravce domény o nastaveni skupin.)

You must have performed a quantitation analysis to export samples. (Pro export vzork(i musite provést
kvantitativni analyzu.)

You must select a COM port before continuing. (Abyste mohli pokraovat, musite vybrat port COM.)
Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative

location to save your run. (Zpracovani nebylo uloZzeno do vychoziho umisténi. V nasledujicim okné
vyberte alternativni umisténi pro ulozeni zpracovani.)

Your settings have been saved. Click OK to close the software. (Nastaveni bylo uloZeno. Kliknutim na
tlacitko OK zavfete software.)

You must select a rotor before continuing. (Abyste mohli pokracovat, musite vybrat rotor.)

You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached.
(Zpracovani Ize spustit az po zaskrtnuti policka pro potvrzeni, Ze byl pfipevnén pojistny krouzek.)
Zpravy o upravach automatického zesileni

Manual gain adjustment uses the channels you have defined in your profile. As you have not defined
any acquisition points in your profile, you cannot perform manual gain adjustment. (Pfi manualni Gpravé

zesileni se pouzivaji kanaly definované ve vasem profilu. ProtozZe jste ve svém profilu nedefinovali
zadné akvizi¢ni body, manudlini Upravu zesileni nemuZete provést.)

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a valid
temperature. (Zadana teplota nebyla uloZena, protoZe je mimo rozsah pfistroje. Zadejte platnou teplotu.)
Zpravy editoru

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no
spaces or commas. (Zadejte platny kéd skupiny. Kédy skupiny musi mit maximalné 5 znak a nesmi
obsahovat mezery ani ¢arky.)

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty. (Zadejte platny
nazev skupiny. Nazvy skupin nesmi obsahovat ¢arky a nesmi byt prazdné.)

Zpravy o kalibraci optické denaturace

Unable to set as optical denature point due to calibration failure. Please enter a valid number of

seconds to hold. It should be a positive value. (Nelze nastavit jako bod pro optickou denaturaci
z duvodu chyby kalibrace. Zadejte platny pocet sekund vydrze. Hodnota musi byt kladna.)
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Text zpravy
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A melt peak could not be detected during Optical Denature Calibration. This may be because the
incorrect tube was selected for calibration, or that an inappropriate chemistry was used for this sample.
A timed step profile was run instead. (Béhem kalibrace optické denaturace nebyl detekovan vrchol
tani. Muze to byt z divodu vybéru nespravné zkumavky pro kalibraci nebo pouZiti nevhodné
chemikalie pro tento vzorek. Misto toho byl proveden profil s ¢asovanymi kroky.)

Zpravy o OTV

You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (Abyste mohli provést zpracovani, musite
zadat platné sériové ¢islo OTV.)

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene

software to correct this error. (Tento soubor ovéfeni teploty je poskozeny. Tuto chybu odstranite, kdyz
odinstalujete a znovu nainstalujete software Rotor-Gene.)

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed. (Tento soubor zpracovani neni
spravné podepsany. Vysledky nelze zobrazit.)

You cannot start until you tick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed
correctly. (Bude mozné zacit az po za$krtnuti policka pro potvrzeni, Zze byla spravné umisténa
fluorescenéni viozka.)

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement. (Uplynula doba
pouzitelnosti tohoto rotoru. Pozadejte distributora o nahradni.)

Zpravy nabidky zabezpeceni

Could not open the Windows user/group manager. (Nelze otevfit spravce uzivatelt/skupin systému
Windows.)

Could not create groups. (Nelze vytvorit skupiny.)

Cannot modify access of inbuilt accounts. (Nelze zménit pfistup k pfeddefinovanym uétiim.)

Nabidka Analyza

You have only selected one channel for analysis. To select multiple channels, drag a rectangle around
the channels you wish to display in the analysis selection window. (Pro analyzu jste vybrali jen jeden

kanal. Chcete-li vybrat nékolik kanall, nakreslete obdélnik kolem kanalu, které se maji zobrazit v okné
vybéru pro analyzu.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels
to be analysed. (Pro analyzu jste vybrali nékolik kanalli. Tato technika analyzy umoziuje analyzu jen
jednoho kanalu.)

Zpravy o méreni koncentrace

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you
have your highest concentration standard in the first rotor position. (Méfeni koncentrace provadi
automatickou optimalizaci zesileni v prvni pozici na rotoru. Oveérte, Ze v prvni pozici na rotoru mate
standard s nejvyssi koncentraci.)

Zpravy o analyze konec¢né fluorescence

To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define

these controls click OK. (Abyste mohli pouzit analyzu kone¢né fluorescence, musite mit v kazdém
kanalu pozitivni a negativni kontrolu. Chcete-li tyto kontroly definovat, kliknéte na tlacitko OK.)

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing. (Nedefinovali jste zadné pozitivni kontroly. Musite definovat pozitivni kontroly pro kazdy
analyzovany kanal.)

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you
are analysing. (Nedefinovali jste Zadné negativni kontroly. Musite definovat negativni kontroly pro
kazdy analyzovany kanal.)

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group. (Nedefinovali
jste zadné kontroly NTC. Musite definovat kontroly NTC pro kazdou skupinu.)

Zpravy o analyze HRM

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined. (Genotyp <NAZEV GENOTYPU>
nema definovanou kontrolu.)

Duplicate genotype combinations are not allowed. (Duplicitni kombinace genotypu nejsou povoleny.)

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more
information. (Kfivky tani s vysokym rozli§enim nejsou v tomto pfistroji podporovany. Dal$i informace
obdrzite od distributora.)

Zpravy o analyze kfivek tani

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try
again. (Genotypy Ize definovat az po umisténi binu. Definujte vSechny biny a pak to zkuste znovu.)

You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype. (Musite zadat zkratku pro genotyp
<NAZEV GENOTYPU>.)
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Text zpravy

Zpravy o analyze bodového grafu

72 Scatter plot analysis requires exactly 2 channels to be selected. To select multiple channels, drag a
rectangle around the channels you wish to display in the analysis selection window, or click while
holding the SHIFT key on each channel. (Analyza bodového grafu vyzaduje vybér pfesné 2 kanalu.
Chcete-li vybrat nékolik kanald, nakreslete obdélnik kolem kanalu, které se maji zobrazit v okné vybéru
pro analyzu, nebo stisknéte klavesu SHIFT a pfitom kliknéte na jednotlivé kanaly.)

Zpravy o kvantitativni analyze
73 The auto-find threshold feature requires that you have defined at least 2 selected standards. To set this up,
right-click on the sample list and select “Edit Samples...” (Funkce automatického vyhledani prahové hodnoty

vyZzaduje, abyste definovali alespori 2 vybrané standardy. Nastaveni provedte kliknutim pravym tlacitkem
mysi na seznam vzorkd a vybérem moznosti ,Edit Samples...“ (Upravit vzorky...).)
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12 Glosar

Termin

Popis

Akvizice

Biny

CE-IVD

Kanal

Zesileni

Optimalizace zesileni

Loading Block

Locking Ring

Rotor

Rotor-Disc

Akvizice je sbér dat o fluorescenci. Kazda akvizice (soubor daty o fluorescenci) z urcitého
kanalu se zobrazi v softwaru jako neanalyzovana data v okné ,Raw channel* (Kanal pro
nezpracovana data). Tato data Ize analyzovat pomoci moznosti v nabidce ,Analysis”
(Analyza).

V analyze kfivek tani biny ur€uji oblast, vnémz se pfedpoklada vyskyt vrcholu tani.
Genotypy Ize definovat podle pfitomnosti vrcholl v urcitych binech nebo kombinacich binu.

Shoda s evropskou smérnici 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro.

Kanal se sklada z diody emitujici svétlo (LED) s excitaénim filtrem sparovanym s filtrem
emisnim. LED dioda a excita¢ni filtr excituji vzorky pfi dané vinové délce. Fluorescence
emitovana ze vzork( prochazi emisnim filtrem a pak je detekovana fotonasobi¢em.

Rotor-Gene Q MDx pouziva fotonasobi¢ ke shromaZdovani fluorescenénich fotond
a k jejich pfevadéni na elektronické signaly. Zesileni je nastaveni, které uréuje citlivost
fotonasobice. Pokud je zesileni nastaveno pfili§ vysoké, je signal presyceny. Je-li zesileni
nastaveno pfili§ nizké, nelze odlisit signal od Sumu pozadi.

Optimalizace zesileni je proces, ktery dynamicky upravuje nastaveni zesileni a umoznuje
zvolit vhodné nastaveni, coz vede k optimalni detekci signald.

Jedna se o hlinikové bloky dodavané v rliznych velikostech, které drzi zkumavky nebo
kotouce Rotor-Disc béhem pfipravy reakce. Bloky Loading Block pro kotou¢e Rotor-Disc
se také pouzivaji se zafizenim Rotor-Disc Heat Sealer k zataveni kotouc¢d Rotor-Disc.

Jednad se o kovové krouzky, které se umistuji na rotor abrani uvolnéni zkumavek
a uzavérd béhem provozu pfistroje Rotor-Gene Q MDx. VoIné zkumavky nebo uzavéry
mohou zpUsobit poskozeni pfistroje.

Kovovy rotor drzi zkumavky nebo kotouce Rotor-Disc v pfistroji Rotor-Gene Q MDx.
Umozriuje otaceni vzorkl v komofe pfistroje a zajiStuje, aby vzorky byly spravné
vyrovnané s optickym systémem. Rotor je zajistény krouzkem Locking Ring.

Kotou€e Rotor-Disc jsou kruhové desky se svisle orientovanymi reakénimi jamkami.
K dispozici jsou formaty kotou¢l Rotor-Disc pro 72 a 100 reakci. Kotou¢e Rotor-Disc jsou
utésnéné pomoci tepelné svafované félie Rotor-Disc Heat Sealing Film a zafizeni Rotor-
Disc Heat Sealer.
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13 Technické specifikace

Spolecnost QIAGEN si vyhrazuje pravo technické udaje kdykoliv zménit.

13.1 Podminky prostfedi — provozni podminky

Napajeni 100-240 V AC, 50-60 Hz, 520 VA (Spicka)
Napajeci pfikon 60 VA (pohotovostni rezim)
Kolisani sitového napéti nesmi prekrocit 10 % nominalni hodnoty napéti.
Pojistka Pojistka F5A 250 V
Rozptyl tepla / tepelné zatizeni Pramér: 0,183 kW (632 BTU/h)
Spicka: 0,458 kW (1578 BTU/h)
Kategorie prepéti 1

Teplota vzduchu 18 az 30 °C

Relativni vihkost 10-75 % (bez kondenzace)
Nadmorska vyska Do 2 000 m

Misto provozu Pouze pro pouziti uvnitf budov
Uroven znegisténi 2

Klasifikace podminek prostiedi 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Podminky transportu

Teplota vzduchu —25 °C az 60 °C v obalu od vyrobce
Relativni vihkost Max. 75 % (bez kondenzace)
Klasifikace podminek prostredi 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Podminky skladovani

Teplota vzduchu 15 °C az 30 °C v obalu od vyrobce
Relativni vihkost Max. 75 % (bez kondenzace)
Klasifikace podminek prostredi 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Mechanické udaje a charakteristiky technického vybaveni

Rozméry Sitka: 370 mm
Vyska: 286 mm
Hloubka (bez kabel(l): 420 mm

Hloubka (oteviena dvirka): 538 mm

Hmotnost Standardni konfigurace 12,5 kg
Kapacita Az 100 vzorkud v jednom zpracovani pfi pouziti kotou¢e Rotor-Disc 100
Software Software Rotor-Gene Q verze 2.3.x (kde x je 2 0)
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13.5 Specifikace (hardware a software)

13.5.1 Tepelné specifikace

Popis Specifikace
Rozsah teplot 35°Caz99°C

(50 °C az 99 °C u aplikaci s cyklovanim)
PFesnost hodnot teploty 10,5 °C

(kalibrovano postupem Rotor-Disc OTV)
Rozliseni teploty 10,02 °C

(nejmensi naprogramovatelny pfirlstek)
Stejnomérnost teploty 10,02 °C

13.5.2 Optické specifikace

Popis Specifikace

Excita¢ni zdroje Vysokoenergetické svételné diody
Detektor Fotonasobic

Doba akvizice 4s
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14 Priloha A — Pravni informace

14.1 Prohlaseni FCC

,=United States Federal Communications Commission“ (Federalni komise Spojenych stati pro
komunikace, USFCC) (hlava 47 ¢ast 15.105 zakona CFR) vyhlasila, Ze uzivatelé tohoto vyrobku
musi byt informovani o nasledujicich skute€nostech a okolnostech.

,Toto zafizeni je ve shodé s ¢asti 15 FCC: Provozovani podléha témto dvéma podminkam: (1)
Toto zafizeni nesmi zpusobovat Skodlivé ruSeni a (2) toto zafizeni musi odolat jakémukoliv

pfijatému ruseni véetné ruseni, které mize zplsobit nezadouci provoz.”
»1ento digitalni pfistroj tfidy B splfiuje kanadskou normu ICES-0003.*

Nasledujici prohlaseni se vztahuje na vyrobky zahrnuté v této pfirucce, pokud neni stanoveno
jinak. Prohlaseni ohledné jinych vyrobkd bude uvedeno v pfilozené dokumentaci.

Poznamka: Toto zafizeni bylo testovano a bylo zji§téno, Zze je ve shodé s limity pro digitalni
zafizeni tfidy B, podle ¢asti 15 Pravidel FCC a splnuje vSechny pozadavky kanadské normy o
zafizeni zplUsobujicim ruSeni ICES-003 pro digitalni pfistroje. Tyto limity poskytuji dostate¢nou
ochranu proti $kodlivému ruseni v domovnim prostfedi. Toto zafizeni vytvafi, pouziva a mize
vyzarovat vysokofrekvenéni energii, a pokud nebude instalovano a pouzivano v souladu s
pokyny, mize zpUsobovat Skodlivé ruSeni radiovych komunikaci. Nicméné nelze zarucit, ze se
toto rudeni neobjevi pfi urcité instalaci. Pokud toto zafizeni rusi rozhlasovy nebo televizni pfijem,

coz Ize zjistit zapnutim a vypnutim zafizeni, pokuste se ruseni napravit nasledujicimi opatfenimi:

e Otocenim nebo pfemisténim pfijmové antény.
® ZvétSenim oddélovaci vzdalenosti mezi zafizenim a pfijimacem.
® Pfipojenim zafizeni k jinému obvodu, nez ke kterému je pfipojen pfijimac.

Poradte se s prodejcem nebo zkusenym radio/TV technikem.
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14.2 Shoda s normou IEC EN 61326

PFistroj Rotor Gene-Q MDx vyhovuje pozadavkim na ruSivé emise a odolnost vuci ruseni
popsanym v normé IEC 61326-1 a IEC 61326-2-6.

QIAGEN GmbH Germany neodpovidd za zadné radiové Ci televizni ruSeni zplsobené
neopravnénymi Upravami tohoto zafizeni nebo nahradou &i pfipojenim propojovacich kabell
a jinych zafizeni, nez jsou zafizeni specifikovana spolec¢nosti QIAGEN GmbH Germany.
Za opravu ruSeni zpusobeného takovou neopravnénou Upravou, nahradou nebo pfipojenim bude

zodpovidat uzivatel.
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14.3 Prohlaseni o shodé
Nazev a adresa zakonného vyrobce
QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden
Némecko

Aktualni prohlaseni shody si mzete vyzadat od technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN.
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14.4 Odpadni elektricka a elektronicka zafizeni (OEEZ)

Tato €ast uvadi informace o nakladani s pouzitym elektrickym a elektronickym zafizenim ze

strany uzivateld.

Preskrtnuty symbol popelnice na kole¢kach (viz nize) znamena, Ze tento vyrobek nesmi byt
likvidovan s jinym odpadem; musi se odevzdat do schvaleného zpracovatelského zafizeni nebo
do ur€eného sbérného mista k recyklaci podle mistnich zakon( a pfedpisu.

Oddéleny sbér a recyklace elektronického odpadu v dobé likvidace pomaha chranit pfirodni
zdroje a zajistuje, ze bude vyrobek recyklovan zpusobem, ktery chrani lidské zdravi a Zivotni

prostfedi.

Recyklaci muze zajistit spolec¢nost QIAGEN na pozadani za pfiplatek. V Evropské unii v souladu
se specifickymi recykla¢nimi pozadavky na OEEZ av pfipadé, Ze nahradni vyrobek dodava
spole¢nost QIAGEN, je zajisténa recyklace elektronického zafizeni oznaéeného OEEZ zdarma.

Pro recyklaci elektronického vybaveni kontaktujte mistni prodejni zastoupeni QIAGEN s Zadosti
o pozadovany formulaf pro vraceni vyrobku. Po podani formulafe se s vami spoji zastupce
spole¢nosti QIAGEN, ktery bud pozada o dopliujici informace pro naplanovani sbéru

elektronického odpadu, nebo vam poskytne individualni nabidku.
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14.5 Dolozka o odpovédnosti

Spole¢nost QIAGEN bude zbavena vSech povinnosti podle této zaruky v pfipadé, ze opravy Ci
Upravy provadi jiné osoby nez jeji vlastni personal s vyjimkou pfipadu, kdy spole¢nost udélila

pisemny souhlas k provedeni takovych oprav a Uprav.

Veskery material vyménény v ramci zaruky ma zaruéni dobu totoZznou s plvodni zaruéni dobou
atato v Zadném pfipadé neprekracuje puvodni dobu zaruky, pokud neni pisemnou formou
zastupcem spolecnosti ujednano jinak. Délka zaru¢ni doby odecitacich a pfidavnych zafizeni
a pfidruzeného softwaru se fidi podminkami, které poskytuje vyrobce té&chto zafizeni. Ujisténi a
zaruky poskytnuté jakoukoliv osobou, vEetné zastupcd spolecnosti QIAGEN, které neodpovidaji
témto podminkam této zaruky nebo jsou s nimi v rozporu, nebudou pro spole¢nost zavazné,

pokud je vedouci pracovnik spole¢nosti QIAGEN nevyda v pisemné podobé a neschvali.
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14.6 Licendéni smlouva k softwaru

1. ,Qiagen® v nasledujicim textu oznacuje spole¢nost Qiagen GmbH a jeji pfidruzené spolecnosti
a ,softwarem"“ se rozumi programy a data dodané na tomto fyzickém médiu (napf. CD-ROM) ¢i
po internetu za téchto podminek. (Nejste-li si jisti nékterym aspektem této smlouvy nebo mate-li
dotazy, zaslete je e-mailem na adresu support@giagen.com.) Software a pfipadna doprovodna
dokumentace byly vyvinuty zcela na soukromé naklady. Jsou dodavany a licencovany jako

.komeréni pocitaovy software”.

2. Licence

Vase licence nezaklada zadné vlastnické pravo k softwaru a nepfedstavuje prodej jakychkoli prav
k softwaru. Spole¢nost Qiagen vam udéluje nepfenosnou nevyhradni licenci za téchto podminek:

2.1 V ramci své organizace smite pouzivat libovolny pocet kopii softwaru za pfedpokladu, ze
software bude pfistupny pouze zaméstnanciim organizace a Ze va$e organizace je aktualnim
vlastnikem pfistroje Rotor-Gene Q. Zpfistupnéni tohoto softwaru pro pouziti mimo vasi organizaci

predstavuje poruseni této smlouvy.

2.2 Kopie softwaru smite pofizovat pouze v pfipadé, Ze je to nezbytné pro ucely zalohovani nebo
pokud je kopirovani nezbytnym krokem pfi autorizovaném pouzivani softwaru. Na v§ech kopiich
musite uvést vS8echna oznameni o autorskych pravech v puvodnim softwaru. Za Zadnych
okolnosti nesmite software kopirovat na zadnou nasténku, internetové stranky nebo podobny

vefejny ¢i soukromy distribuéni systém.

2.3 Software nesmite dat k dispozici Zadné tieti strané formou daru, vypujcky nebo pronajmu.

2.4 Software nebo jakoukoli jeho ¢ast nesmite zaclenit do programu nebo pocitacovych systému,

které vyvijite nebo pouzivate.

2.5 Nesmite pouzivat ani jinak vytvafet datové soubory nebo jiné soubory zpracovavané
softwarem (kromé ptipadu, kdy k tomu dochazi pfi béZném provozu softwaru).

2.6 Nesmite rozebirat, zpétné analyzovat, zpétné kompilovat, odemykat nebo prekladat Zadnou
¢ast softwaru ani se pokouset zjistit zdrojovy kdd &i zakladni algoritmy softwaru. Nesmite ménit
zadné datové soubory ani jiné soubory, které tvofi software (kromé pfipadu, kdy k tomu dochazi

pfi béZném provozu softwaru).

Uzivatelska pfirucka k pfistroji Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

200


mailto:support@qiagen.com

2.7 Pokud se jedna o demonstra¢ni nebo zkusebni verzi softwaru, mate pravo ji pouzivat pouze
pro ucely hodnoceni a v ramci popsanych omezeni (napf. Casovy limit nebo omezené spusténi Ci
jina omezeni). Software se mlze, ale nemusi pokouset tato omezeni vymahat, a to, Ze software

tato omezeni nevymaha, neznamena, ze mate pravo tato omezeni piekracovat.

2.8 Souhlasite s tim, Zze potfebny registracni/licenéni kli¢ ziskate pouze od spole¢nosti Qiagen
nebo autorizovaného distributora a Ze budete tento kli¢ uchovavat v tajnosti pfed vsemi tretimi
stranami.

3. Ukoncéeni

3.1 Pokud nedodrzite podminky této licence, spole¢nost Qiagen muze tuto licenci ukongit, aniz
by byla dotéena jakakoli jina prava.

3.2 Do 7 dnli od ukonceni této licence predlozite spolecnosti Qiagen dopis potvrzujici zni¢eni
originalu a vS8ech kopii softwaru a zni€eni v8ech kopii registraniho/licenéniho kli¢e. Tuto licenci
muzete kdykoli ukong¢it pfedlozenim takového potvrzeni.

4. Omezena zaruka/odpovédnost

4.1 Spole¢nost Qiagen vam zarucuje pouze to, Ze:

a) Pokud je software dodavan na disku CD-ROM, je CD-ROM bez vad materialu a zpracovani pfi
béZném pouzivani po dobu devadesati dni ode dne zakoupeni. (Jakykoli vadny disk CD-ROM
vam bezplatné vyménime.)

b) Pfi spravném pouzivani bude software po dobu devadesati dni ode dne zakoupeni v zasadé
odpovidat dokumentaci dodané se softwarem nebo jiné specifikaci zvefejnéné spolecnosti Qiagen.

4.2 Celou odpovédnosti spole¢nosti Qiagen a vasim vyhradnim prostfedkem napravy je dle
rozhodnuti spole¢nosti Qiagen bud nahrada Skody v hodnoté 250 USD (dvé sté padesat

americkych dolard), nebo vyména softwaru, ktery nespliiuje podminky omezené zaruky.

4.3 SVYJIMKOU ZARUK UVEDENYCH V CASTI 4.1 VYSE AV MAXIMALNIM ROZSAHU
POVOLENEM ZAKONEM SPOLECNOST QIAGEN NEPOSKYTUJE ZADNE DALSI ZARUKY
TYKAJICI SE SOFTWARU.
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4.4 V MAXIMALNIM ROZSAHU POVOLENEM ZAKONEM A ZA ZADNYCH OKOLNOSTI A NA
ZAKLADE ZADNE PRAVNI TEORIE, DELIKTNI, SMLUVNI ANI JINE, NEBUDE SPOLECNOST
QIAGEN ODPOVEDNA VAM ANI ZADNE JINE OSOBE ZA JAKEKOLI NEPRIME, ZVLASTNI,
NAHODNE NEBO NASLEDNE SKODY JAKEHOKOLI CHARAKTERU, MIMO JINE VCETNE
S8KOD ZE ZTRATY DOBRE POVESTI, ZASTAVENI PRACE, SELHANIi NEBO PORUCHY
POCITACE NEBO JAKEKOLI JINE OBCHODNI| SKODY NEBO ZTRATY, A TO |V PRIPADE,
ZE SPOLECNOST QIAGEN BYLA O MOZNOSTI TAKOVYCH SKOD INFORMOVANA.
V KAZDEM PRIPADE JE VESKERA ODPOVEDNOST SPOLECNOSTI QIAGEN PODLE TETO
SMLOUVY OMEZENA NA LICENCNi POPLATEK, KTERY JSTE ZA SOFTWARE ZAPLATILI.
TOTO OMEZEN|I ODPOVEDNOSTI SE NEVZTAHUJE NA ODPOVEDNOST ZA SMRT NEBO
UJMU NA ZDRAVI, POKUD PLATNE PRAVNI PREDPISY TAKOVE OMEZENI ZAKAZUJI.
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15 Priloha B — Matematicke techniky

V této pfiloze jsou podrobnéji popsany pouzivané matematické techniky.
15.1 Kvantifikace

Vypoctené koncentrace se ziskaji z jednoduchého linearné regresniho modelu, pficemz znamé

hodnoty jsou logaritmické koncentrace (x) a experimentalni hodnoty jsou hodnoty CT (y).
Logaritmické koncentrace a hodnoty CT standard(l se pouziji k vytvofeni modelu ve tvaru:
y=Mx+B

15.1.1 Intervaly spolehlivosti pro vypoé&tené koncentrace

Pouzivame nasleduijici interval spolehlivosti 100(1- a)% pro odhad nového pozorovani x0 ze
standardni kfivky.

11"[] — .fl:l “:
- - | _
H 1 i e

Jedna se o interval spolehlivosti pro koncentraci jedné nezname.

Pfedpokladejme, ze mame k dalSich pozorovani pfi x = x0 a jejich primér oznacime jako }D . Pak

2
. . ()
}'D ~ N I: 'jl|:| | 'fl.!'u. T:I

a argumenty podobné vySe uvedenému davaji

S5 | (g — 2
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Tento vzorec uréuje, jak se stanovi intervaly spolehlivosti pro koncentrace neznamych replikata.
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Pro odhad standardu Ize ziskat uzSi interval spolehlivosti:

Yo— /3 5 1 (xg — )2 . 1
S A RN
. q P22

] L Dpr

Z tohoto vzorce vyplyva, Ze pfidanim replikatd ke standardni individudini koncentraci se
s rostouci hodnotou n zmenS8uje Sifka intervalu pro vSechny odhady. Pfidanim velkého poctu
replikatd k neznamé se jeji nejistota snizi na nejistotu jediného standardu. Dal$i replikaty snizuji
nejistotu zpusobenou neznamou, ktera neni souéasti linearniho modelu.

15.1.2 Intervaly spolehlivosti pro hodnoty CT

Predpokladame, ze chyba hodnot CT replikatu je linearni a normalné rozlozena.

Pouzijeme tedy interval spolehlivosti jednoho vzorku t. Necht p je stfedni hodnota hodnot CT
replikétu (' .. . 'y 1 | . Interval spolehlivosti 100(1— a)% pro hodnotu CT p pak bude:

(J' —lajan-1-—= T tlajan-1- —)
VAL Vo

Chtéli bychom podékovat Peteru Cookovi z katedry matematiky University of NSW v Sydney

v Australii za neocenitelnou pomoc pfi ovéfovani pouzitych matematickych pristupu.
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16 Informace pro objednani

16.1 Produkty, pfisluSenstvi a spotfebni material k pfistroji

Rotor-Gene Q MDx

Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx 6plex

Ptislusenstvi

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Cykler pro real-time PCR s 5 kanaly

(zeleny, Zluty, oranzovy, erveny, purpurovy),
notebook, software, pFislusenstvi, roéni
zaruka na soucasti a servis

Cykler pro real-time PCR a analyzator kfivek
tani s vysokym rozliSenim s 5 kanaly

(zeleny, Zluty, oranzovy, Cerveny, purpurovy)
plus kanal HRM, notebook, software,
prislusenstvi, roéni zaruka na soucasti a servis

Cykler pro real-time PCR s 6 kanaly (modry,
zeleny, Zluty, oranzovy, €erveny, purpurovy)
plus notebook, software, pfislusenstvi, ro¢ni
zaruka na soucasti a servis

Souprava obsahuje: 2 baleni Rotor-Disc
100, Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-Disc
Heat Sealing Film, Rotor-Disc 100 Rotor
a Locking Ring, Rotor-Disc 100 Loading
Block, Rotor-Disc Pipetting Aid

30 jednotlivé balenych kotoucu pro
3 000 reakci

10 x 30 jednotlivé balenych kotou¢ud pro
30 000 reakci

Pro drzeni kotoucli Rotor-Disc 100
v pfistroji Rotor-Gene Q MDXx; je nutny
krouzek Rotor-Disc 100 Locking Ring

Pro zajisténi kotou¢e Rotor-Disc 100
v zafizeni Rotor-Disc 100 Rotor

Hlinikovy blok pro manualni a automatickou
pfipravu reakce v kotoucich Rotor-Disc 100

9002022

9002032

9002042

Na vyzadani

981311

981313

9018895

9018896

9018909
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Locking
Ring

Rotor-Disc 72 Loading
Block

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well
Rotor

Pomdcka pro oznaéeni jamky béhem
manualni pfipravy reakce na bloku Rotor-
Disc Loading Block

Pristroj na zatavovani pro pouziti s kotouci
Rotor-Disc; je nutny Loading Block pro
Rotor-Disc 72 nebo 100

60 folii pro zataveni kotou¢t Rotor-Disc 100
nebo Rotor-Disc 72

10 x 60 folii pro zataveni kotou€t Rotor-
Disc 100 nebo Rotor-Disc 72

Souprava obsahuje: 3 baleni Rotor-Disc 72,
Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-Disc Heat
Sealing Film, Rotor-Disc 72 Rotor a Locking
Ring, Rotor-Disc 72 Loading Block, Rotor-
Disc Pipetting Aid

24 jednotlivé balenych kotouél pro
1 728 reakci

10 x 24 jednotlivé balenych kotou¢u pro
17 280 reakci

Pro drzeni kotoucl Rotor-Disc 72 v pFistroji
Rotor-Gene Q MDx; je nutny krouzek
Rotor-Disc 72 Locking Ring

Pro zajisténi kotou€e Rotor-Disc 72
v zafizeni Rotor-Disc 72 Rotor

Hlinikovy blok pro manualni a automatickou
pfipravu reakce v kotoucich Rotor-Disc 72

250 stript po 4 zkumavkach s uzaveéry, pro
1 000 reakci

10 x 250 stripd po 4 zkumavkach s uzavéry
na 10 000 reakci

K drzeni Strip Tubes and Caps, 0.1 ml;
je nutny Locking Ring 72-Well Rotor

K zajisténi Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
v rotoru 72-Well Rotor

9018897

9018898

981601

981604

Na vyzadani

981301

981303

9018899

9018900

9018910

981103

981106

9018903

9018904
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Produkt Obsah Kat. €.
Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro manualni nastaveni 9018901
0.1 ml Tubes reakce pomoci jednokanalové pipety

s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 ml
Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro nastaveni reakce pomoci 9018902
0.1 ml Multi-channel vicekanalové pipety s vyuzitim zkumavek
72 % 0,1 ml
PCR Tubes, 0.2 ml 1 000 tenkosténnych zkumavek pro 981005
(1000) 1 000 reakci
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1 000 tenkosténnych zkumavek pro 981008
(10000) 10 000 reakci
36-Well Rotor K drzeni PCR Tubes, 0.2 ml; je nutny 9018907
36-Well Rotor Locking Ring
36-Well Rotor Locking K zajisténi PCR Tubes, 0.2 ml, v rotoru 9018906
Ring 36-Well Rotor
Loading Block 96 x Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni reakce 9018905
0.2 ml Tubes ve standardni sestavé 8 x 12 s vyuzitim
zkumavek 96 x 0,2 ml
Rotor-Disc OTV Kit Souprava pro optické ovéreni teploty 981400
systému Rotor-Gene, obsahuje kotou¢
Rotor-Disc s integrovanymi
termochromatickymi kapalnymi krystaly,
fluorescenénimi vliozkami, je nutny
Rotor-Disc 72 Rotor a Locking Ring
nebo Rotor-Disc 72 Starter Kit
Rotor Holder Kovovy samostatné stojici drzak pro 9018908

Aktualni licenéni udaje a prohlaseni o odmitnuti odpovédnosti specifické pro dany produkt jsou
uvedeny v pfiru¢ce pro soupravu QIAGEN nebo v uzivatelské pfirucce. Prfiru¢ky k soupravam
QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.qiagen.com nebo

umistovani zkumavek a kotoucl
Rotor-Disc do rotort

si je |ze vyzadat od oddéleni technickych sluzeb spolec¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.
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Ujednani o omezené licenci k pfistroji Rotor-Gene Q MDx
Pouzivanim tohoto produktu vyjadiuje kazdy kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento produkt se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto produktem a timto navodem k pouZiti a pro pouziti pouze s komponentami
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni komponent, které jsou obsaZzeny v této
soupraveé, spole¢né s kterymikoliv komponentami, které v této soupravé obsazeny nejsou, s vyjimkou pfipadi popsanych v tomto navodu k pouZiti a dal3ich protokolech
dostupnych na webovych strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokolt byly poskytnuty uZivateli produktt spoleénosti QIAGEN pro jiné uzivatele
produktti QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spolecnosti QIAGEN dukladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zaruku na to,
Ze neporusuji prava tretich stran.

Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti nenarusuje prava tfetich stran.
Tato souprava a jeji soucasti jsou licencovany k jednordzovému pouziti a nesméji se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

o wN

Kupuijici a uZivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora zakazané
¢innosti anebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muize prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu a bude vyzadovat kompenzaci za
veskeré naklady vynaloZené na vySetifovani a soudni vylohy, v&etné poplatkll za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem prosadit toto ujednani
0 omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou a/nebo jejimi komponentami.

Aktualizované licen¢ni podminky viz www.qiagen.com

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTag® Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (QIAGEN Group); Adobe®,
llustrator® (Adobe Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific nebo jeji pobocky);
CAL Fluor®, Quasar® (Biosearch Technologies, Inc.); Core™, Intel® (Intel Corporation); Cy® (GE Healthcare); EvaGreen® (Biotium, Inc.); Excel®, Microsoft®, Windows® (Microsoft
Corporation); LC Green® (Idaho Technology, Inc.); LightCycler® (Roche Group); Symantec® (Symantec Corporation); TeeChart® (Steema Software SL); Yakima Yellow®
(Nanogen, Inc.). Registrované nazvy, ochranné znamky atd., pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ takto nejsou konkrétné oznaceny, nesméji byt povazovany za nechranéné
zakonem. Registrované nazvy, ochranné znamky atd., pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ takto nejsou konkrétné oznaceny, nesméji byt povazovany za nechranéné zakonem.

TeeChartOffice: Copyright 2001-2013 vlastni David Berneda. VSechna prava vyhrazena.

Pro pfislusné zeme:

Tento termocykler pro analyzy v realném Ease je licencovan v ramci probihajicich fizeni patentovych prav USA na pfistroj nebo systém zahrnujici automatizované termocyklery
s fluorescenénimi detektory a usilujici o prioritu k sériovému &islu 07/695,201 v USA a odpovidajicim narokim v jakémkoli jeho zahraniénim protéjsku, ktery viastni spolecnost
Applied Biosystems LLC, a to ve v8ech oblastech, v&etn& vyzkumu a vyvoje, viech aplikovanych oblasti a diagnostiky in vitro u &lovéka a zvitat. Zadna prava nejsou vyslovnég,
implicitné nebo zprostfedkované prevedena na patenty na metody analyz v realném ¢ase, mimo jiné véetné 5' nukledzovych analyz, ani na patenty na ¢inidla nebo soupravy.
Dalsi informace o nakupu dalSich prav poskytne Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, Kalifornie 94404, USA.

Pro prislusné zemé:

Zakoupeni tohoto produktu zahrnuje omezenou, nepfenosnou licenci na jeden nebo vice patenti USA &. 6,787,338; 7,238,321; 7,081,226; 6,174,670; 6,245,514; 6,569,627;
6,303,305; 6,503,720; 5,871,908; 6,691,041; 7,387,887; 7,273,749; 7,160,998; prihlasku k patentu USA ¢. 2003-0224434 a 2006-0019253 a piihlasku k patentu PCT ¢. WO
2007/035806 a vSechna pokracovani a rozdéleni a odpovidajici naroky v patentech a patentovych pfihlaskach mimo Spojené staty, které vlastni University of Utah Research
Foundation, Idaho Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH a/nebo Roche Diagnostics GmbH pouze pro diagnostiku in vitro u lovéka a zvifat. Vyslovng, implicitné ani
zprostiedkované se nepfevadi zadné pravo na jakoukoli reagencii nebo soupravu ani na zakladé jakéhokoli jiného patentu nebo patentovych naroku, které viastni University
of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH nebo jakakoli jina strana. Tento produkt se smi pouzivat pouze se schvalenymi reagenciemi,
napriklad pIné licencovanymi soupravy a analyzami spole¢nosti QIAGEN. Informace o zakoupeni licenci na aplikace ¢i reagencie pro diagnostiku in vitro poskytne Roche
Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, USA.

HB-3090-001 02/2022 © 2022 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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