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1 Wstep

Dziekujemy Panstwu za wybdr aparatu Rotor-Gene Q MDx. JesteSmy pewni, ze stanie sig on

integralng czescig Panstwa laboratorium.

Bardzo wazne jest, aby przed rozpoczeciem korzystania z aparatu Rotor-Gene Q MDx uwaznie
przeczyta¢ niniejszy podrecznik uzytkownika, zwracajgc szczegdlng uwage na informacje
dotyczace bezpieczenstwa. Nalezy postepowaé zgodnie z instrukcjami i informacjami
dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi w niniejszym podreczniku uzytkownika w celu
zapewnienia bezpiecznej obstugi aparatu oraz celem utrzymywania aparatu w bezpiecznym

stanie.

Nalezy zwréci¢ uwage na to, ze aparat Rotor-Gene Q MDx jest dostepny w wielu konfiguracjach.
Szczegdtowe informacje, w tym informacje dotyczace sktadania zamoéwien, mozna znalez¢ w
czesci 16.

1.1 Informacje o podreczniku uzytkownika

Niniejszy podrecznik uzytkownika zawiera informacje na temat aparatu Rotor-Gene Q MDx, ktore

zostaty podzielone na nastepujgce sekcje:

o Wstep

e Informacje dotyczace bezpieczenstwa
e Opis ogdiny

e Procedury instalacji

e Procedury operacyjne

e Konserwacja

e Rozwigzywanie problemoéw

e Dane techniczne

e Zatgczniki

Zatgczniki zawierajg informacje dotyczgce nastepujgcych kwestii:

e Zatgcznik A — zagadnienia prawne

e Zatgcznik B — techniki matematyczne
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1.2  Informacje ogdlne
1.2.1  Pomoc techniczna

W firmie QIAGEN® szczycimy sie jakoscig i dostepnoscig naszej pomocy technicznej. W naszych
dziatach pomocy technicznej pracujg do$wiadczeni naukowcy majgcy rozlegtg wiedze praktyczng
i teoretyczng w dziedzinie biologii molekularnej oraz na temat stosowania produktéow firmy
QIAGEN. W razie jakichkolwiek pytan lub trudnosci dotyczacych aparatu Rotor-Gene Q MDx lub
produktow firmy QIAGEN prosimy o kontaki.

Klienci firmy QIAGEN s3g gtownym zrodiem informacji odnosnie do zaawansowanych lub
wyspecjalizowanych zastosowan naszych produktéw. Informacje te sg pomocne zaréwno dla innych
naukowcow, jak rowniez dla badaczy z firmy QIAGEN. Dlatego zachecamy do kontaktu z nami w razie

jakichkolwiek sugestii odnos$nie do dziatania produktéw lub nowych zastosowan i technik.
W celu uzyskania pomocy technicznej prosimy o kontakt z serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Aktualne informacje o aparacie Rotor-Gene Q MDx mozna znalezé w witrynie
https://www.qgiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-

gene-q-mdx/.
Adres witryny internetowej: support.qiagen.com

Przed kontaktem z serwisem technicznym firmy QIAGEN prosimy o przygotowanie

nastgpujacych informaciji:

e Numer seryjny, typ i wersja aparatu Rotor-Gene Q MDx

e Kod btedu (w stosownych przypadkach)

e Termin pierwszego wystgpienia btedu

e Czestotliwos¢ wystepowania btedu (np. btad przejsciowy lub staty)

e Kopia plikéw dziennika
1.2.2 Oswiadczenie dotyczgce polityki firmy

Politykg firmy QIAGEN jest ulepszanie produktéw w miare pojawiania sie nowych technik i
komponentéw. Firma QIAGEN zastrzega sobie prawo do wprowadzania zmian w danych
technicznych w dowolnym momencie. Chcac tworzy¢ uzyteczng i odpowiednig dokumentacje,
doceniamy Panstwa uwagi dotyczace niniejszego podrecznika. W tym celu prosimy o kontakt z

serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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1.2.3 Zarzadzanie wersjami

Niniejszy dokument to Podrecznik uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx, wydanie R1, dla aparatow

Rotor-Gene Q MDx z oprogramowaniem Rotor-Gene Q w wersji 2.3.x (gdzie x oznacza liczbe 20).
1.3  Przeznaczenie aparatu Rotor-Gene Q MDx

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest przeznaczony do wykonywania cykli termicznych, detekc;ji i/lub
oznaczania ilosciowego w czasie rzeczywistym przy uzyciu tancuchowej reakcji polimerazy
(Polymerase Chain Reaction, PCR) na potrzeby zastosowan klinicznych.

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z zestawami firmy QIAGEN
wskazanymi do stosowania z aparatami Rotor-Gene Q do zastosowan opisanych w instrukcjach
obstugi odpowiednich zestawow firmy QIAGEN.

W przypadku uzywania aparatu Rotor-Gene Q MDx z zestawami innymi niz zestawy firmy
QIAGEN uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje dziatania takich kombinacji produktow dla
okreslonego zastosowania.

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych
uzytkownikow, takich jak technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej
i obstugi aparatu Rotor-Gene Q MDx.

1.3.1  Wymagania dotyczgce aparatu Rotor-Gene Q MDx

W ponizszej tabeli przestawiono ogélny poziom kompetenc;ji i wiedzy fachowej wymaganych do

transportu, instalacji, obstugi, konserwacji i serwisowania aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Zadanie Personel Szkolenia i doswiadczenie

Dostawa Brak szczegodlnych wymagan Brak szczegdlnych wymagan

Instalacja Technicy laboratoryjni lub osoby o Odpowiednio przeszkolony i do$wiadczony personel
réwnowaznych kwalifikacjach zaznajomiony z ogélnymi zagadnieniami z zakresu

obstugi komputeréw oraz automatyki

Rutynowa obstuga Technicy laboratoryjni lub osoby o Profesjonalni uzytkownicy, tacy jak technicy i lekarze,

(wykonywanie réwnowaznych kwalifikacjach przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej

protokotéw)

Rutynowa konserwacja Technicy laboratoryjni lub osoby o Profesjonalni uzytkownicy, tacy jak technicy i lekarze,
réwnowaznych kwalifikacjach przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej

Serwisowanie i Wytacznie technicy serwisu Regularnie szkoleni, certyfikowani i upowaznieni

coroczna konserwacja  terenowego firmy QIAGEN przez firmg QIAGEN
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1.4  Wymagane materiaty
Uwaga: Nalezy uzywaé wylgcznie akcesoriow dostarczanych przez firme QIAGEN.

e Rotor-Gene Q MDx 5Plex (nr kat. 9002020)

e Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM (nr kat. 9002030)

e Rotor-Gene Q MDx 6Plex (nr kat. 9002040)

e Laptop (nr kat. 9026760)

e 72-Well Rotor (nr kat. 9018903)

e Locking Ring 72-Well Rotor (nr kat. 9018904)

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

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

1.5 Materiaty wymagane, ale niedostarczone

e Okulary ochronne
o Rekawiczki
e Fartuch laboratoryjny

Aparatu Rotor-Gene Q MDx mozna uzywac¢ wylgcznie razem z zestawem do reakcji PCR, ktéry
nalezy kupi¢ oddzielnie. Oferte zestawdw dostepnych do uzycia mozna znalezé na stronie
QIAGEN.com.
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2 Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Bardzo wazne jest, aby przed rozpoczeciem korzystania z aparatu Rotor-Gene Q MDx uwaznie
przeczyta¢ niniejszy podrecznik uzytkownika, zwracajgc szczegdlng uwage na informacje
dotyczace bezpieczenstwa. Nalezy postepowac¢ zgodnie z instrukcjami i informacjami
dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi w niniejszym podreczniku uzytkownika w celu
zapewnienia bezpiecznej obstugi aparatu oraz celem utrzymywania aparatu w bezpiecznym

stanie.

W Podreczniku uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx stosowane sa nastepujgce typy

informacji dotyczace bezpieczenstwa.

OSTRZE- | Termin OSTRZEZENIE stuzy do informowania o sytuacjach, ktére mogg
ZENIE spowodowac¢ obrazenia ciata uzytkownika lub innych osob.

i:i Szczegoty dotyczgce tych okolicznosci sg podane w takiej ramce.

PRZE-
STROGA

Termin PRZESTROGA stuzy do informowania o sytuacjach, ktére moga
spowodowac uszkodzenie aparatu lub innego sprzetu.

A Szczegoty dotyczace tych okolicznosci sg podane w takiej ramce.

Zalecenia przedstawione w niniejszym podreczniku uzupetniajg — a nie zastepuja —
standardowe wymogi bezpieczenstwa obowigzujgce w kraju uzytkownika.

Nalezy pamietaé, Zze moze by¢é wymagane zapoznanie sie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi
zgtaszania powaznych incydentéw, ktdre wystapity w zwigzku z wyrobem, producentowi i/lub jego
upowaznionemu przedstawicielowi oraz wtasciwemu organowi panstwa, ktérego rezydentem jest

uzytkownik i/lub pacjent.
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2.1 Prawidtowa obstuga

OSTRZE-
ZENIE

A

Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
Nieprawidtowa obstuga aparatu Rotor-Gene Q MDx moze spowodowacd

obrazenia ciata lub uszkodzenie aparatu.

Aparat Rotor-Gene Q MDx moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez
wykwalifikowany, odpowiednio przeszkolony personel.

Serwisowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx moze by¢ wykonywane wytgcznie
przez technikow serwisu terenowego firmy QIAGEN.

Konserwacje nalezy wykonywa¢ w sposob opisany w sekgji 8. Firma QIAGEN pobiera optaty za

naprawy wymagane z powodu nieprawidtowej konserwac;ji.

OSTRZE-
ZENIE

A

Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest zbyt ciezki, aby mogta go podnie$¢ jedna
osoba. Aby unikng¢ obrazen ciata i uszkodzenia aparatu, nie nalezy podnosi¢
aparatu samodzielnie.

W celu zmiany lokalizacji aparatu nalezy skontaktowaé sie z serwisem
technicznym firmy QIAGEN.

OSTRZE-
ZENIE

A

Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
Nie podejmowac prob przenoszenia aparatu Rotor-Gene Q MDx podczas jego
pracy.

PRZE-
STROGA

A

Uszkodzenie aparatu
Nie dopuszcza¢ do rozlania wody lub substancji chemicznych na aparat
Rotor-Gene Q MDx. Uszkodzenie aparatu spowodowane rozlaniem na niego

wody lub substancji chemicznych powoduje uniewaznienie gwarancji.
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Uwaga: W nagtym wypadku wytgczy¢é aparat Rotor-Gene Q MDx, naciskajgc przetgcznik
zasilania z tytu aparatu, i wyciggna¢ przewdd zasilajgcy z gniazda zasilania.

PRZE- Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
STROGA | Nie podejmowac prob otwierania pokrywy podczas eksperymentu lub gdy aparat
Rotor-Gene Q MDx przeprowadza wirowanie. W przeciwnym razie, w przypadku
A otwarcia zamka pokrywy i wiozenia reki do srodka aparatu, istnieje ryzyko
kontaktu z goragcymi czesciami, czesciami pod napieciem lub czeSciami
poruszajgcymi sie z duzg predkoscia, co moze spowodowaé obrazenia ciata
uzytkownika i uszkodzenie aparatu.

PRZE- Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
STROGA | Jesli wymagane jest szybkie zatrzymanie eksperymentu, nalezy wytgczy¢
zasilanie aparatu, a nastepnie otworzy¢ pokrywe. Przed siegnieciem do
A srodka aparatu nalezy poczekaé na ochtodzenie sie komory. W przeciwnym
razie istnieje ryzyko obrazen spowodowanych dotknigciem gorgcych czesci.

PRZE- Ryzyko obrazen ciala i uszkodzenia mienia
STROGA | Korzystanie ze sprzetu w sposob, ktory nie zostat wskazany przez

producenta, moze spowodowaé pogorszenie dziatania zabezpieczeh
A zapewnianych przez ten sprzet.

PRZE- Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
STROGA | Luzne arkusze papieru pod aparatem Rotor-Gene Q MDx wptywajg na
chtodzenie aparatu. Zalecane jest, aby pod aparatem nie znajdowaty sie
A zbedne przedmioty.

PRZE- Uszkodzenie aparatu
STROGA | Zawsze uzywac pierscienia blokujgcego na rotorze. Uniemozliwia on

spadanie zatyczek z probowek podczas eksperymentu. Jesli zatyczki spadng
A podczas eksperymentu, mogg uszkodzi¢ komore.
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PRZE-
STROGA

Ryzyko uszkodzenia mienia

Przed kazdym programem przeprowadzi¢ kontrole wzrokowsg i upewnic sie,
é ze rotor nie jest uszkodzony lub zdeformowany.

W rzadkich przypadkach, jesli natadowany elektrostatycznie uzytkownik dotknie aparatu Rotor-
Gene Q MDx podczas eksperymentu, aparat Rotor-Gene Q MDx moze sie zresetowac. Jednakze
oprogramowanie uruchomi ponownie aparat Rotor-Gene Q MDx, a eksperyment bedzie
kontynuowany.

2.2 Bezpieczenstwo elektryczne

Przed rozpoczeciem serwisu nalezy odtgczy¢ przewdd zasilajgcy od gniazda zasilania.

OSTRZE- | Zagrozenie elektryczne
ZENIE Przerwanie przewodu ochronnego (uziemienie/masa) wewnatrz lub na

zewnatrz aparatu lub odtgczenie zacisku przewodu ochronnego moze
A zwiekszy¢ ryzyko porazenia prgdem podczas obstugi aparatu.

Celowe przerywanie potgczenia jest zabronione.

Napiecia wewnatrz aparatu zagrazajace zyciu

Gdy aparat jest podtgczony do zasilania, zaciski mogg by¢ pod napieciem, a
otwarcie pokryw lub wyjecie cze$ci moze spowodowac odstoniecie elementow
pod napieciem.

Aby zapewni¢ zadowalajgca i bezpieczng obstuge aparatu Rotor-Gene Q MDx, nalezy stosowacé
sie do ponizszych wskazéwek:

e Przewdd zasilajgcy nalezy podigczyé do gniazda zasilania z przewodem ochronnym
(uziemiajgcym).

e Nie dostosowywac¢ i nie wymieniaé wewnetrznych czesci aparatu.

e Nie obstugiwac aparatu, jesli ktérakolwiek pokrywa lub czes$¢ zostata usunieta.

e W przypadku rozlania ptynu do wnetrza aparatu wytgczy¢ aparat, odigczy¢ go od gniazda
zasilania i skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Jesli aparat zacznie stwarza¢ zagrozenie elektryczne, nalezy zabezpieczy¢ go przed obstuga

przez innych czlonkéw personelu i skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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Aparat moze stwarza¢ zagrozenie elektryczne, gdy:

e aparat lub przewdd zasilajgcy wyglgda na uszkodzony;
e aparat byt przechowywany przez diuzszy czas w niekorzystnych warunkach;

e aparat zostat poddany silnym wstrzgsom/obcigzeniom podczas transportu;

OSTRZE- | Zagrozenie elektryczne
ZENIE Na aparacie znajduje sie etykieta zgodnosci elektrycznej, ktéra wskazuje
napiecie i czestotliwo$¢ 2zrédta zasilania oraz parametry znamionowe
A bezpiecznikdbw. Sprzet powinien by¢ uzywany wylgcznie wtedy, gdy
zapewnione sg warunki/parametry wskazane na etykiecie.

2.3 Bezpieczenstwo biologiczne

Prébki i odczynniki zawierajgce materiaty pochodzenia biologicznego nalezy traktowac jak
substancje potencjalnie zakazne. Nalezy postepowac zgodnie z procedurami bezpieczenstwa w
laboratorium, ktére wymieniono w publikacjach takich jak Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories (Bezpieczenstwo w laboratoriach mikrobiologicznych i biomedycznych),
HHS (https://www.cdc.gov/labs/BMBL.html).

Probki
Probki mogg zawiera¢ czynniki zakazne. Uzytkownicy powinni by¢ Swiadomi zagrozen dla

zdrowia, jakie sg zwigzane z takimi czynnikami, i powinni uzywaé probek tego typu,

przechowywac je i usuwac zgodnie z obowigzujgcymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022



OSTRZE- | Proébki zawierajace czynniki zakazne

ZENIE Niektére probki uzywane z tym aparatem mogg zawiera¢ czynniki zakazne.

iji Nalezy zachowa¢ duzg ostroznos$¢ podczas postepowania z takimi prébkami i
przestrzega¢ odpowiednich przepiséw dotyczacych bezpieczenstwa.

Zawsze nalezy nosi¢ okulary ochronne, 2 pary rekawiczek i fartuch laboratoryjny.

Osoba odpowiedzialna (np. kierownik laboratorium) powinna podjg¢ wszelkie
niezbedne $rodki ostroznosci w celu zapewnienia bezpieczenstwa w miejscu
pracy oraz upewnic sie, ze operatorzy aparatow sg odpowiednio przeszkoleni i nie
sg nharazeni na dziatanie wysokich stezen czynnikéw zakaznych zgodnie
z wytycznymi w kartach charakterystyki substancji niebezpiecznych (Safety Data
Sheet, SDS) albo dokumentach organizacji OSHA*, ACGIHT lub COSHH?.

Wentylacja oparéw oraz usuwanie odpadéw powinny odbywaé sie zgodnie ze
wszystkimi krajowymi i lokalnymi przepisami w zakresie bezpieczenstwa i higieny

pracy.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Agencja bezpieczenstwa i ochrony zdrowia w pracy) (Stany
Zjednoczone).

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Amerykanska konferencja panstwowych higienistéw
pracy) (Stany Zjednoczone).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola materiatéw niebezpiecznych dla zdrowia) (Wielka Brytania).
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2.4  Bezpieczenstwo chemiczne

OSTRZE- | Niebezpieczne substancje chemiczne
ZENIE Niektére substancje chemiczne uzywane z aparatem moga byc¢ niebezpieczne lub
moga stac sie niebezpieczne po zakonczeniu protokotu. Zawsze nalezy nosi¢
A okulary ochronne, rekawiczki i fartuch laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna
(np. kierownik laboratorium) powinna podjg¢é wszelkie niezbedne Srodki
ostroznosci w celu zapewnienia bezpieczenstwa w miejscu pracy oraz upewni¢
sie, ze operatorzy aparatéw nie sg narazeni na dziatanie wysokich stezen
czynnikéw zakaznych zgodnie z wytycznymi w kartach charakterystyki substancii
niebezpiecznych (Safety Data Sheet, SDS) albo dokumentach organizacji
OSHA*, ACGIHT lub COSHH?.

Wentylacja oparéw oraz usuwanie odpadéw powinny odbywa¢ sie zgodnie ze
wszystkimi krajowymi i lokalnymi przepisami w zakresie bezpieczenstwa i higieny

pracy.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Agencja bezpieczenstwa i ochrony zdrowia w pracy) (Stany
Zjednoczone).

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Amerykanska konferencja panstwowych higienistow
pracy) (Stany Zjednoczone).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola materiatéw niebezpiecznych dla zdrowia) (Wielka Brytania).
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Toksyczne opary

W przypadku pracy z lotnymi rozpuszczalnikami lub substancjami toksycznymi nalezy zapewnic
skuteczny system wentylacji w laboratorium, aby usuwaé powstajgce opary.

2.5 Utylizacja odpadow
Zuzyty sprzet laboratoryjny moze zawiera¢ niebezpieczne substancje chemiczne. Takie odpady
nalezy zebra¢ i odpowiednio zutylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi

bezpieczenstwa.

Aby uzyskac wiecej informacji na temat usuwania aparatu Rotor-Gene Q MDx, nalezy zapoznaé¢
sie z sekcjg ,Zuzyty sprzet elektryczny i elektroniczny (WEEE)” na stronie 204.

2.6  Zagrozenia powodowane przez elementy mechaniczne

Podczas pracy pokrywa aparatu Rotor-Gene Q MDx musi pozostawa¢ zamknieta.

OSTRZE- | Ruchome czesci
ZENIE Aby unikng¢ kontaktu z ruchomymi czesciami podczas obstugi aparatu Rotor-

f Gene Q MDx, nalezy go obstugiwac przy zamknigtej pokrywie.

OSTRZE- | Ryzyko obrazen ciata i uszkodzenia mienia
ZENIE Aby unikng¢ zaklinowania palcéw lub odziezy, nalezy zachowa¢ ostroznosé
f podczas otwierania i zamykania pokrywy aparatu Rotor-Gene Q MDx.

OSTRZE- | Uszkodzenie aparatu
ZENIE Upewni¢ sie, ze rotor i pierscien blokujgcy sg prawidtowo zamontowane. Jesli
na rotorze lub pierscieniu blokujgcym widoczne sg oznaki uszkodzenia
A mechanicznego lub korozji, nie nalezy uzywa¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx;
skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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OSTRZE-
ZENIE

A

Uszkodzenie aparatu
Czesci mechaniczne mogg sie zablokowac w przypadku uruchomienia aparatu

Rotor-Gene Q MDx niezwtocznie po transporcie w warunkach chiodniczych.

Przed wigczeniem aparatu odczeka¢ co najmniej godzing, aby aparat

osiggnat temperature pokojowa.

OSTRZE-
ZENIE

A

Uszkodzenie aparatu
W przypadku awarii spowodowanej brakiem zasilania nalezy odtgczy¢ przewod
zasilajgcy i odczekaé 10 min przed prébg recznego otwarcia pokrywy.

OSTRZE-
ZENIE

A

Ryzyko przegrzania
Aby zapewni¢ prawidlowg wentylacje, nalezy zachowa¢ minimalnie 10 cm

przestrzeni przy bokach i tylnej czesci aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Nie nalezy zastania¢ szczelin i otworéw wentylacyjnych aparatu Rotor-Gene
Q MDx.

Zagrozenie cieplne

OSTRZE-
ZENIE

A

Goraca powierzchnia
Komora aparatu Rotor-Gene Q MDx moze osigga¢ temperatury powyzej
120°C. Unika¢ kontaktu z gorgcg komora.

OSTRZE-
ZENIE

A

Goraca powierzchnia

W przypadku wstrzymania programu aparat Rotor-Gene Q MDx nie zostanie
schtodzony do temperatury w petni odpowiadajgcej temperaturze pokojowe;j.
Nalezy zachowa¢ ostroznos¢ podczas kontaktu z rotorem lub ktérymikolwiek

prébkami znajdujgcymi sie w aparacie.
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2.7 Bezpieczenstwo konserwacji

Konserwacje nalezy wykonywac w sposob opisany w sekgji 8. Firma QIAGEN pobiera optaty za

naprawy wymagane z powodu nieprawidtowej konserwacji.

OSTRZE- | Ryzyko obrazen ciala i uszkodzenia mienia
ZENIE/ Wykonywac¢ wytgcznie procedury konserwaciji, ktére sg opisane w niniejszym
PRZE- podreczniku uzytkownika.

STROGA

A

OSTRZE- | Ryzyko pozaru
ZENIE Podczas czyszczenia aparatu Rotor-Gene Q MDx $rodkiem dezynfekujgcym
na bazie alkoholu drzwiczki aparatu Rotor-Gene Q MDx nalezy pozostawi¢
A otwarte, aby umozliwi¢ rozproszenie sie tatwopalnych oparéw.

OSTRZE- | Ryzyko porazenia pragdem elektrycznym
ZENIE/ Nie rozmontowywac¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx.
PRZE-

STROGA

A

PRZE- Uszkodzenie obudowy aparatu
STROGA | Nigdy nie nalezy czysci¢ obudowy aparatu za pomocg alkoholu lub roztworéw
na bazie alkoholu. Alkohol spowoduje uszkodzenie obudowy. W celu
A wyczyszczenia obudowy nalezy uzywac wytgcznie wody destylowanej.
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2.8 Symbole na aparacie Rotor-Gene Q MDx

Ponizsze symbole mogg znajdowaé sie w podreczniku uzytkownika lub na opakowaniu i

etykietach:

Symbol

Lokalizacja

Opis

W poblizu komory probek,
widoczny przy otwartej
pokrywie

Zagrozenie cieplne — temperatura komory moze osiggaé
powyzej 120°C

Tylna $cianka aparatu

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

A=

Tabliczka znamionowa na
tylnej $ciance aparatu

Znak CE informujacy o tym, ze analizator spetnia wymogi
dyrektywy Unii Europejskiej

IVD

Tabliczka znamionowa na
tylnej $ciance aparatu

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Tabliczka znamionowa na
tylnej $ciance aparatu

Oznaczenie certyfikacji CSA dla Kanady i USA

Tabliczka znamionowa na
panelu po prawej stronie

Oficjalny producent.

Tabliczka znamionowa na
panelu po prawej stronie

Dyrektywa WEEE w sprawie usuwania odpadow
elektrycznych i elektronicznych na terenie Europy oraz
innych panstw.

Tabliczka znamionowa na
panelu po prawej stronie

Znak FCC amerykanskiej Federalnej Komisji Lgcznosci

Tabliczka znamionowa na
panelu po prawej stronie

Znak RCM (dawniej C-Tick) dla Australii (numer
identyfikacyjny dostawcy N17965)

N
2J

®P 8 1< kA

Tabliczka znamionowa na
panelu po prawej stronie

Znak RoHS dla Chin (ograniczenie dotyczace
stosowania niektérych substancji niebezpiecznych w
sprzecie elektrycznym i elektronicznym)
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3  Opis ogdlny

Rotor-Gene Q MDx to innowacyjny aparat, ktory umozliwia przeprowadzenie wysokoprecyzyjnej
reakcji real-time PCR i, w potagczeniu z zestawami firmy QIAGEN posiadajacymi oznaczenie IVD,

jest odpowiedni do zastosowan diagnostyki in vitro.

Przyjazne dla uzytkownika, zaawansowane oprogramowanie zapewnia prostote obstugi dla
poczatkujgcych, jak rowniez otwartg platforme eksperymentalng dla doswiadczonych uzytkownikow.

3.1  Zasada dziatania aparatu Rotor-Gene Q MDx
3.1.1  Wydajnos¢ termiczna

W aparacie Rotor-Gene Q MDx wykorzystywany jest zaawansowany system ogrzewania i
chifodzenia, umozliwiajacy osiggniecie optymalnych warunkéw reakcji. Unikalny format rotora
zapewnia jednorodnos$¢ warunkow termicznych oraz pomiaréw optycznych miedzy probkami, co

ma zasadnicze znaczenie dla precyzyjnej i wiarygodnej analizy.

Podczas wykonywania programu probki obracajg sie ruchem wirowym w sposob ciagty przy 400
obr./min. Wirowanie zapobiega skraplaniu i usuwa pecherzyki powietrza, ale nie osadza DNA.

Ponadto eliminuje to koniecznos¢ wirowania probek przed rozpoczeciem programu.

Prébki sg ogrzewane i chiodzone w suszarce z wolnym obiegiem powietrza. Ogrzewanie jest
realizowane za pomocg elementu wykonanego ze stopu nikiel-chrom znajdujgcego sie w pokrywie.
Komora jest chfodzona poprzez wypuszczanie powietrza przez otwory wentylacyjne znajdujgce sie na
gorze komory przy jednoczesnym wdmuchiwaniu powietrza o temperaturze otoczenia przez baze.
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Ogrzewanie

Wentylator promieniowy Termo-
rozprowadza powietrze po elementy
komorze wigczajg sie

Otwor wentylacyjny
zamyka sie,
zatrzymujgc powietrze
w komorze
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Chtodzenie

Wentylator promieniowy Termo-
- — rozprowadza powietrze elementy
po komorze wytgczajg sie

Otwor wentylacyjny otwiera
sie, wypuszczajgc gorgce
powietrze z komory

Wentylator promieniowy
wprowadza powietrze
do komory

Wilot powietrza chtodzgcego

llustracja systemu ogrzewania i chtodzenia.

3.1.2 System optyczny

Aparat umozliwia wybdr do 6 zrédet wzbudzenia i 6 filirow do detekcji, co w potgczeniu z krétka,
statg Sciezkg optyczng sprawia, ze aparat Rotor Gene Q MDx moze by¢ uzywany do reakcji
multipleksowych, gwarantujgc minimalng zmiennos$¢ fluorescencji miedzy probkami i eliminujac

konieczno$¢ kalibracji lub kompensaciji.

Probki sg wzbudzane przez diode elektroluminescencyjng umieszczong w dolnej czesci komory.
Energia jest przekazywana przez cienkie $cianki podstawy probowki. Emitowana fluorescencja
przechodzi przez filtry emisji znajdujgce sie z boku komory i jest odbierana przez fotopowielacz.
Stata Sciezka optyczna zapewnia jednolite wzbudzenie kazdej prébki, co oznacza, ze nie ma
potrzeby stosowania pasywnego wewnetrznego barwnika odniesienia, takiego jak ROX™.
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Komora reakcyjna

Filtry do
detekcji

Zespot detektora/
fotopowielacza

. Zespot
Probovx_/kl w rot(_)_rz_e srédia
obracajg sie, mijajgc Swiatta LED
ukiad optyczny
llustracja uktadu optycznego.
3.1.3 Dostepne kanaty
Kanat Wzbudzenie Detekcja Przyktady wykrywanych fluoroforow
(nm) (nm)
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, filtr Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680
gornoprzepustowy
Topnienie w wysokiej 460 +20 510 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green
rozdzielczosci (HRM) Plus+, EvaGreen

Uwaga: Zestawy firmy QIAGEN wskazane do stosowania z aparatami Rotor-Gene Q MDx sg
zoptymalizowane pod katem okreslonych kombinacji barwnikéw. Wiecej informacji zawierajg
instrukcje obstugi odpowiednich zestawdw.
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3.2 Elementy na zewnatrz aparatu Rotor-Gene Q MDx

1 Otwory wentylacyjne na pokrywie 3 Komora rotora

2 Uchwyt pokrywy 4 Kontrolki stanu aparatu
3.2.1 Otwory wentylacyjne na pokrywie
Aparat Rotor-Gene Q zostat wyposazony w otwory wentylacyjne umieszczone z tylu pokrywy
aparatu. Otwory te umozliwiajg odprowadzanie ciepta z komory aparatu podczas jego pracy.
Zablokowanie otworéw lub niezapewnienie odpowiedniej przestrzeni w poblizu otworéw moze
mie¢ wptyw na dziatanie aparatu.

3.2.2  Uchwyt pokrywy

Uchwyt pokrywy stuzy do odsuwania pokrywy z aparatu. Ten uchwyt nie jest przeznaczony do
wytrzymania ciezaru aparatu, dlatego nie nalezy go uzywac do podnoszenia aparatu.

3.2.3 Komora rotora

Komora rotora to miejsce, w ktérym rotory sg tadowane i poddawane programowanym procesom

ogrzewania oraz wykonywania etapéw cykli.
3.24 Kontrolki stanu aparatu
Na aparacie Rotor-Gene Q znajdujg sie dwie kontroli stanu. Kontrolka stanu gotowosci wskazuje,

ze aparat nie jest wlasnie uzywany. Gdy aparat Rotor-Gene Q jest uzywany, kontrolka stanu

pracy miga.
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3.3 Elementy we wnetrzu aparatu Rotor-Gene Q MDx

Widok wnetrza komory aparatu Rotor-Gene Q

1 Piasta rotora 2 Soczewka optyczna

3.3.1 Piasta rotora

Piasta rotora utrzymuje rotor na pozycji w aparacie.

3.3.2 Soczewka optyczna

Poprzez soczewke optyczng swiatto generowane przez diode wzbudzajgcg ulega
skupieniu na probéwkach.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022



4  Procedury instalacji

4.1 Dostawa i instalacja systemu

Podczas instalacji systemu na miejscu powinna by¢ obecna osoba zaznajomiona

z wyposazeniem danego laboratorium oraz sprzetem komputerowym.
Dostarczane sg nastepujgce komponenty:

e aparat Rotor-Gene Q MDXx;
e Podrecznik uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx;
e stacja robocza;

e oprogramowanie Rotor-Gene Q MDx (jest instalowane przez serwis terenowy firmy QIAGEN
podczas wstepnej konfiguraciji).

411 Rozpakowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest dostarczany ze wszystkimi komponentami niezbednymi do
skonfigurowania i obstugi aparatu. Pudetko zawiera rowniez liste wszystkich dostarczonych
komponentow.

Uwaga: Sprawdzi¢, czy obecne sg wszystkie komponenty wymienione na liscie.

Uwaga: Przed instalacjg sprawdzi¢, czy aparat i dostarczone akcesoria nie zostaty uszkodzone
podczas transportu.

Pudetko z akcesoriami znajduje sie na opakowaniu piankowym. Pudetko z akcesoriami zawiera:

e podrecznik instalacji (w jezyku angielskim; ttumaczenia sg dostepne na nos$niku wymiennym
zawierajgcym podreczniki);

e nosnik wymienny (oprogramowanie);

e nosnik wymienny (podreczniki);

e blok Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes;

e blok Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes;

e uchwyt Rotor Holder (wymontowany, aby zagwarantowac¢ bezpieczny transport);

e rotor 36-Well Rotor (ten rotor ma kolor czerwony);

e pierscien blokujgcy 36-Well Rotor Locking Ring.
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Po kazdej stronie opakowania piankowego zapakowane sg nastepujgce elementy:

e kabel USB i kabel szeregowy RS-232;

e miedzynarodowy zestaw przewodow zasilajgcych;
e probdéwki PCR Tubes, 0.2 ml (1000);

e probdwki Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000).

Po wyciggnieciu wszystkich komponentéw z pudetka nalezy zdja¢ opakowanie piankowe
znajdujgce sie na aparacie Rotor-Gene Q MDx. Ostroznie wyciggng¢ aparat Rotor-Gene Q MDx
z pudetka i odpakowac ostone z tworzywa sztucznego. Otworzy¢ pokrywe, przesuwajac jg

w kierunku tylnej czesci aparatu, aby uzyska¢ dostep do komory reakcyjnej.

W $rodku aparatu Rotor-Gene Q MDx s3 juz zainstalowane nastepujace komponenty:

e rotor 72-Well Rotor (ten rotor ma kolor niebieski);
e pierscien blokujgcy 72-Well Rotor Locking Ring.

W zaleznosci od szczegotdw zamowienia do paczki moze by¢ dotgczony laptop.

4.1.2 Instalacja sprzetu

Po rozpakowaniu aparatu Rotor-Gene Q MDx nalezy wykonac instalacje w opisany ponizej sposéb.

PRZE- Uszkodzenie aparatu
STROGA | Czesci mechaniczne mogg sie zablokowac¢ w przypadku uruchomienia

aparatu Rotor-Gene Q MDx niezwtocznie po transporcie w warunkach
A chtodniczych. Przed wigczeniem aparatu odczeka¢ co najmniej godzine, aby

aparat osiggnat temperature pokojowa.

Nalezy wykonac¢ nastepujgce czynno$ci:

1. Potozy¢ aparat Rotor-Gene Q MDx na poziomej powierzchni.

2. Upewnic sie, ze przestrzen za aparatem jest na tyle duza, aby mozliwe byto catkowite otwarcie
pokrywy.

3. Upewni¢ sie, ze przetacznik zasilania z tytlu aparatu jest tatwo dostepny.

4. Nie zastania¢ tylnej czesci aparatu. Upewnic sie, ze przewod zasilajgcy bedzie mozna tatwo

odigczy¢, gdy konieczne bedzie odtgczenie zasilania od aparatu.
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5. Podtaczy¢ dostarczony kabel USB lub kabel szeregowy RS-232 do portu USB lub portu
komunikacyjnego z tytu komputera.

6. Podigczy¢ kabel USB lub kabel szeregowy RS-232 do tylnej czesci aparatu Rotor-Gene Q MDx.

7. Nastepnie podtaczy¢ aparat Rotor-Gene Q MDx do zrédta zasilania. Podigczy¢ jeden koniec
przewodu zasilania prgdem przemiennym do gniazda z tylu aparatu Rotor-Gene Q MDx, a
drugi koniec do gniazda zasilania prgdem przemiennym.

O miinmn. =

Przetgcznik
wigczania/
wytgczania

o Y

LI

Port zasilania

/I

Port USB

Tabliczka znamionowa
zawierajgca numer Wentylator
seryjny szeregowy

Uwaga: Aparat Rotor-Gene Q MDx nalezy podtgcza¢ do komputera wytgcznie za pomoca kabla
USB lub kabla szeregowego dostarczonego z aparatem. Nie uzywac innych kabli.

4.1.3 Instalacja oprogramowania

1. Aby zainstalowa¢ oprogramowanie Rotor-Gene Q, nalezy je pobra¢ z witryny QIAGEN.com,
a nastepnie przeniesc¢ je na komputer przy uzyciu wolnego od wirusow nosnika wymiennego
albo nalezy wlozy¢é do komputera dostarczony z aparatem nosnik wymienny
Z oprogramowaniem.

2. Jesliinstalacja oprogramowania rozpocznie sie automatycznie, w wyswietlonym oknie nalezy
wybra¢ opcje Install Operating Software (Zainstaluj oprogramowanie operacyjne).
W przeciwnym razie nalezy przejsé do folderu oprogramowania RGQ na no$niku wymiennym.

Uwaga: Zapoznac¢ si¢ z dokumentem Rotor-Gene Q — Podrecznik instalacji (Rotor-Gene Q
Installation Guide) dostarczonym z aparatem w celu utatwienia instalacji i przeprowadzenia
uzytkownika przez kolejne kroki instalacji oprogramowania.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

¥ Install Operating Software

B Exit

3. lkona na pulpicie zostanie automatycznie utworzona po zainstalowaniu oprogramowania.

4. Wigczy¢ aparat Rotor-Gene Q MDX, przesuwajac przetacznik znajdujacy sie z tytu, po lewej
stronie aparatu, w pozycje ,I”. Niebieska kontrolka ,Standby” (Gotowos$¢) z przodu aparatu

Rotor-Gene Q MDx wskazuje, ze aparat jest gotowy do uzycia.

Uwaga: W przypadku podtgczenia aparatu do komputera po raz pierwszy aparat Rotor-Gene
Q MDx zostanie rozpoznany przez system operacyjny i pojawi si¢ kilka komunikatow.
Informacje na temat dalszego postepowania mozna znalez¢ w podreczniku instalacji aparatu

Rotor-Gene Q dostarczonym z aparatem (na nosniku wymiennym i w wersji papierowej).
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5. Dwukrotnie klikng¢ ikone pulpitu Rotor-Gene Q Series Software (Oprogramowanie serii
Rotor-Gene Q), aby uruchomi¢ oprogramowanie.

6. Przy pierwszym uruchomieniu oprogramowania zostanie wys$wietlone okno Welcome (Ekran
powitalny). Nie pojawia sie ono jednak w przypadku aktualizacji oprogramowania do kolejnych

wersiji.
€ |ntroductory Screen and Initial Setup
Welcome!
Wwielcome. Before you begin, the analysis
software needs to know a couple of things
about the type of epstem you are uzing.
M achine Senal Mumber :
Port:
COR1 - Auto-Detect
™ Run inVitual Mode [For Demonstration]
Beaqin | E «it Pragram |
Machine Serial Number Wprowadzi¢ numer seryjny (7 znakéw), ktéry znajduje sie z tylu aparatu Rotor-
(Numer seryjny urzadzenia): Gene Q MDx.
Port: Wybra¢ kabel USB lub kabel szeregowy. Wybraé odpowiedni port komunikacyjny
lub klikng¢ przycisk Auto-Detect (Wykryj automatycznie).
Auto-Detect (Wykryj W przypadku wybrania tej opcji odpowiedni port USB lub port szeregowy zostanie
automatycznie): wykryty automatycznie i wyswietlony na liScie rozwijanej Port.
Run in Virtual Mode Zaznaczenie tego pola umozliwia zainstalowanie oprogramowania Rotor-Gene Q na
(Uruchom w trybie komputerze, ktory nie jest podtgczony do aparatu Rotor-Gene Q MDx. Oprogramowanie
wirtualnym) (w celu jest w petni funkcjonalne i mozna wykonywa¢ w nim symulacje programow.
demonstracji): Uwaga: Jesli pole to zostanie zaznaczone, gdy aparat Rotor-Gene Q MDx jest

podtaczony do komputera, przed rozpoczeciem programu zostanie wyswietlony
nastepujacy komunikat: You are about to run in Virtual mode (Program zostanie
uruchomiony w trybie wirtualnym). Aby uruchomié program w trybie rzeczywistym,
nalezy zmieni¢ ustawienia w oknie Setup (Konfiguracja) (patrz sekcja 6.5.4).

Begin (Rozpocznij): Po wprowadzeniu wszystkich informacji nalezy klikng¢ przycisk Begin
(Rozpocznij). Poczekaé na zakonczenie inicjalizacji, ktéra moze zaja¢ kilka sekund.
Jesli wybrano tryb wirtualny, zostanie wyswietlony nastepujgcy komunikat:

Rotor-Gene () Series Software x|

This software will perform basic simulation of & machine for kraining and demanstration purposes, You can disable this
setting via the Setup screen, accessible from the File menu,

Jesli pole Run in Virtual Mode (Uruchom w trybie wirtualnym) nie zostato
zaznaczone, nastepuje automatyczna inicjalizacja i otwarcie oprogramowania.

Exit Program (Wyjdz z Kliknigcie tego przycisku powoduje wyjscie z programu.
programu):
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4.1.4 Wersja oprogramowania

Aby pozna¢ numer wersji oprogramowania, nalezy klikng¢ przycisk Help (Pomoc), a nastepnie
opcje About This Software... (Informacje na temat tego oprogramowania...).

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4
Machine Serial No : 123456

Model : 5-Plex HRM /\_//*

Updates and additional information available
at http:/iwww .giagen.com

‘Warning: This computer program is
protected by copyright law and internatienal
treaties. Unautherized reproduction of this
program, or any portion of it, may result in
severe civil and criminal penalties, and will
be prosecuted to the maximum extent
possible under the law. Portions of Info-Zip
(c) 1980-1999 Info-ZIP Pty Ltd

Sample & Assay Technologies

W tym oknie wyswietlane sg informacje ogdlne na temat tego oprogramowania, w tym wersja

oprogramowania i numer seryjny oraz model aparatu.

Oprogramowanie mozna swobodnie kopiowa¢ do uzytku w obrebie organizacji posiadajgcej
aparat Rotor-Gene Q MDx. Oprogramowania nie mozna kopiowa¢ ani udostepnia¢ osobom

spoza organizaciji.

4.1.5 Dodatkowe oprogramowanie na komputerach podtgczonych do aparatéw
Rotor-Gene Q MDx

Podczas wykonywania reakcji PCR oprogramowanie Rotor-Gene Q zarzgdza procesami, dla
ktérych czas ma kluczowe znaczenie; zarzgdza réwniez procesem akwizycji danych. Z tego
wzgledu istotne jest, aby upewnic¢ sig, ze Zadne inne procesy nie korzystajg z duzej iloéci zasobow
systemowych, co powodowatoby spowolnienie dziatania oprogramowania Rotor-Gene Q.

Szczegdlnie wazne jest zwrdcenie uwagi na punkty wymienione ponize;.

Zalecane jest, aby przed wprowadzeniem zmian w systemie administratorzy rozwazyli wptyw

takiej zmiany na zasoby systemowe.
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Oprogramowanie antywirusowe

Firma QIAGEN jest Swiadoma zagrozenia, jakie stanowig wirusy komputerowe dla kazdego
komputera, ktéry wymienia sie danymi z innymi komputerami. Oczekuje sie, ze oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 lub 2.1 bedzie instalowane gtéwnie w $rodowiskach,
w ktérych obowiagzujg lokalne zasady minimalizujgce to zagrozenie. Jednakze firma QIAGEN

zaleca korzystanie z oprogramowania antywirusowego w kazdych warunkach.

Klient jest odpowiedzialny za wybdr i instalacje odpowiedniego narzedzia do skanowania wirusow.
Jednakze firma QIAGEN dokonata walidacji oprogramowania Rotor-Gene Q z laptopem QIAGEN w

kombinacji z nastepujgcym oprogramowaniem antywirusowym, aby wykaza¢ zgodno$c¢ tego produktu

e Microsoft Defender — wersja kliencka 4.18.2005.5
Informacje o najnowszych wersjach oprogramowania antywirusowego, ktére zwalidowano
w potgczeniu z oprogramowaniem Rotor-Gene Q i oprogramowaniem Rotor-Gene

AssayManager w wers;ji 1.0 lub 2.1, sg dostepne na stronie produktu w witrynie QIAGEN.com.

W przypadku wybrania oprogramowania antywirusowego nalezy upewni¢ sie, ze moze ono
zosta¢ skonfigurowane w taki sposéb, aby skanowanie nie obejmowato Sciezki folderu bazy
danych. W przeciwnym razie istnieje ryzyko wystapienia btedéw potaczenia z bazg danych. Ze
wzgledu na to, ze oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 i 2.1 dynamicznie
tworzy nowe archiwa bazy danych, zalecane jest wykluczenie $ciezki folderu do tych plikdw, a nie
do pojedynczych plikéw. Korzystanie z oprogramowania antywirusowego, ktdére umozliwia
wykluczenie jedynie pojedynczych plikow, np. McAfee Antivirus Plus V16.0.5, nie jest zalecane.
Jesli komputer jest uzywany w $rodowisku, w ktérym nie ma dostepu do sieci, nalezy réwniez

upewnic sie, ze oprogramowanie antywirusowe obstuguje aktualizacje w trybie offline.

Aby uzyska¢ spoéjne wyniki po instalacji oprogramowania antywirusowego, administratorzy

systemu powinni zatem upewnic sie, ze ze spetniono ponizsze wymogi:

e Sciezka folderu bazy danych oprogramowania Rotor-Gene AssayManager 1.0 i 2.1
(C:\Program Files\Microsoft SQL Server\MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA)
musi by¢ wykluczona ze skanowania plikow, co wyjasniono powyzej;

e aktualizacje bazy danych wiruséw nie sg wykonywane, gdy uzywane jest oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager w wersji 1.0 lub 2.1;

e nalezy upewni¢ sig, ze peine i czgsciowe skanowanie dysku twardego podczas akwizycji
danych reakcji real-time PCR jest wytaczone. W przeciwnym razie istnieje ryzyko obnizenia
wydajnosci aparatu.

Szczegdétowe informacje dotyczgce konfiguracji zawiera podrecznik wybranego oprogramowania

antywirusowego.
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Zapora sieciowa i sieci

Oprogramowanie Rotor-Gene Q mozna uruchomi¢ na komputerach bez dostepu do sieci lub
w $rodowisku sieciowym, jesli uzywany jest zdalny serwer bazy danych. W przypadku pracy w
sieci zapora sieciowa w laptopie dostarczanym przez firme QIAGEN jest skonfigurowana w taki
sposéb, ze ruch przychodzgcy jest blokowany dla wszystkich portéw poza tymi, ktére sg

wymagane do nawigzania potgczenia sieciowego.

Nalezy zauwazyé, ze blokowanie potgczen przychodzgcych nie wpltywa na odpowiedzi na
zadania wyzwalane przez uzytkownika. Potgczenia wychodzgce sg dozwolone, poniewaz moga

by¢ one potrzebne do pobierania aktualizacji.

W przypadku innej konfiguracji firma QIAGEN zaleca skonfigurowanie zapory sieciowej w sposob
opisany powyzej. W tym celu administrator systemu musi zalogowac sie i wykona¢ nastepujgce

czynnosci:

1. Otworzy¢ okno Control Panel (Panel sterowania) i wybra¢ opcje Windows Firewall (Zapora
systemu Windows).

QO T > Comarars + A1 Carrt Pt >

Adjust your computer's settings

< and Printers
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2. Wybra¢ opcje Use recommended settings (Uzyj zalecanych ustawien).
==

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

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or feature

Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall 4R gaining ¥e P

through the Interet or a network,

) Change notification settings How does & firewall help protect my computer?
&) Tum Windows Firewall on or What are network locations?

off
@ Restore defaults: Update your Firewall settings

& Advanced setiings Windows Firewallis not using the recommended
@ N settings to protect your computer. By femmended seting
Troubleshoot my network

What are the recommended settings?

I % Home or vork (rivate) networks Not Connected (v)
l 9 Public networks Connected ()
I
Networks in public places such as airports or coffee shops N
| Windows Firewall state: Off il
Incoming connections: lock ll connections o programs thatae not on the
list of allowed programs i
Active publc networks Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
program

Secalso
Action Center
Network and Sharing Center

3. Sprawdzié, czy nastepujgce ustawienia sg aktywne:

@)~/ » Corv P + A0 o P s+ Vindows vl

Control Panel Hoig Help protect your computer with Windows Firewall
e -

Windows Firewall can help prevent hackers or malicious softuare from gaining access to your computer
through Windows Firewall 44 gaining ¥ P

through the Intemnet or a network
& Change nofifcation settings How does afirewal help protect my computer?

® TumWindows Frewsllon or  Whatar metwrk ocations?

ot .
) D B @ tome orvork (private) networks Not Connected (2)
I| @ Advanced settings

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

Windows Freval stae on
ncoming connections Sloc al connections o programs thta ot o he
Tt of dlowed programs N
l Active home or work (private) networks: None
Notficaton sate oty me uhen Windows Firewll blocks a new
W program I
| B @ Pubiic netvorks Connected @) I

Networks in public places such as airports or coffee shops

Windows Firewall state: on
Incoming connections: Block oll connections to programs that are not on the
list of allowed programs
Active public networks: None
Sl Notification state: Notify me when Windows Firewall blocks 2 new
program

Action Center

Network and Sharing Center

Ze wzgledu na bezpieczenstwo i niezawodnos¢ potagczenia nalezy korzysta¢ z dostepu do sieci
kablowej zamiast z sieci Wi-Fi. Laptopy dostarczone przez firme QIAGEN majg wytaczony
adapter Wi-Fi. W przypadku innej konfiguracji administrator systemu musi recznie wytgczyc
adapter Wi-Fi, wykonujac ponizsze czynnosci:
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1. Otworzy¢ okno Control Panel (Panel sterowania) i wybra¢

Center (Centrum sieci i udostepniania).

opcje Network and Sharing

= [
& )~[ » Contrl Pancl » Al ControlPandltems » ~[4][ Search Con.. £
Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons ~
I
¥ Action Center dministrative Tools 53 Autoplay W Backup and Restore
B Color Management Credential Manager 9 Date and Time @ Defautt Programs
@ Desktop Gadgets &8 Device Manager & Devices and Printers. & Display
|| © Ease of Access Center 7 Folder Options A Forts & Getting Started
Il & HomeGroup £ Indeing Options ) intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
Internet Options. @B Keyboard Location and Other Sensors F Mouse
& Network and Sharing frenter 2 Notitication Area lcons & parental Controls W performance Information and Tools
|| B reronaimtion igtuor anaShaing Gt . B Power Options B Programs and Features
3 Check netuwork status, change
) Recove g RemoteApp and Desktop Connections | Sound
L Y network settings and set preferences % PP P b
@ Specch Recognition |for sharing files and printers 184 system L Taskbar and Start Menu I
Troubleshooting 58, User Accounts &, Windows Anytime Upgrade 5 Windows CardSpace
[ 1 oot P Windows Frewall B Windows Mobilty Center ] Windows Update fl
YR Wireless Configuration Utity

2. Wybrac¢ opcje Change adapter settings (Zmien ustawienia karty sieciowej).

= [ [

GU

5+ Control Panel »_ All Control Panel ems » Network and Sharing Center

~ [ 4] search Con.. 2]

Control Panel Home.

Manage wireless networks

Change adapter si%mgs

View your basic network information and set up connections

A % @ See full map

settings.

Seealso
HomeGroup
Internet Options

Windows Firewall

QAGEN-PC Internet
U

View your active networks Connectto a network.
You are currently ot connected to any networks.

Change your networking settings
i Set up a new connection or network
=" setup a wireless, broadband, dial-up, ad hoc, or VPN connection; or et up a router or access poit.

A Connecttoa network
Connect or reconnect to a wireless, wired, dial-up, or VPN network connection

Q@ Choosehomegroup and sharing options

on other ; or settings.

[ Troubleshoot problems
Diagnose and repair network problems, or get troubleshooting information.

o
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3. Najecha¢ kursorem na obszar Wireless Network Connection (Polgczenie sieci

bezprzewodowej), nacisng¢ prawy przycisk myszy i wybraé opcje Disable (Wytgcz) z menu

kontekstowego.

() ~[F > Cortt P » Moot and st » NebworComneciors »

Organize

~  CommectTo  Disable this network device i i 5 R th 5 Change settings of thi

Local Area Connection

WY Connection
¥ | Not conr]

\ ok cable unplugged A ot com ) sl
(%) Etheret Connection 217-V |3 il Broadeor]
“ X Connel?) Disconnect

I & Propetties

4. Upewni¢ sig, ze nastgpito wytgczenie potgczenia sieci bezprzewodowej.

()= [ » Contral Pan etk and Interr ork Connections
@\j\..zuwa.nmkdnm.wmx[ tions +
Grganize =

;_ Local Area Connection Bl Ve Nework Conneciion
= d £ bied

all 5rpeicom BCMSL328HMS 802

x

Narzedzia systemowe

Wiele narzedzi systemowych moze wykorzystywaé istotne zasoby systemu nawet bez

jakiejkolwiek interakcji ze strony uzytkownika. Do typowych przyktadéw takich narzedzi naleza:

e Indeksowanie plikdw, ktére jest wykonywane jako zadanie w tle przez wiele wspétczesnych

aplikacji biurowych.

e Defragmentacja dysku, ktéra zwykle wykorzystuje zadanie w tle.

o Wszelkie oprogramowanie, ktére sprawdza dostepnosc¢ aktualizacji w Internecie.

e Narzedzia do zdalnego monitorowania i zarzgdzania.
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Nalezy by¢ swiadomym tego, ze z powodu dynamicznego charakteru $wiata informatycznego
lista ta moze nie by¢ kompletna, a na rynku moga by¢ dostepne narzedzia, ktére nie sg znane w
momencie pisania niniejszej instrukcji. Istotne jest, aby administrator systemu zadbat o to, aby

takie narzedzia nie byly aktywne podczas wykonywania reakcji PCR.

Aktualizacje systemu operacyjnego

Laptopy dostarczone przez firme QIAGEN sg skonfigurowane w taki sposéb, ze automatyczne
aktualizacje systemu operacyjnego sg wytaczone. W przypadku innej konfiguracji administrator
systemu musi wylgczy¢é wszelkie procesy automatycznych aktualizacji systemu operacyjnego,

wykonujgc ponizsze czynnosci:

1. Otworzyé okno Control Panel (Panel sterowania) i wybra¢ opcje Windows Update

(Aktualizacja systemu Windows).

D) =[5+ Conrt P + Al oot Prerms +

Adjust your computer's settings View by

53 AutoPiay W Backup and Restore
© Date and Time © octaut Programs
&h Devices and Printers B Display.
A Fonts & Getting Strted
& Indoing Optons Intel(R) HD Graphics @ Intel® Ropid Storage Technology

B Keyboard
on and Tools

5 RemoteApp and Desktop Connections

| @ Speech Recognition 18 System L. Taskbar and Start Menu
[ Troubleshooting 8, User Accounts &, Windows Anytime Upgrade B Windows CardSpace
8 Windows Defender P Windows Firewall R Windows Mobility Center & w te [

R Wireless Configuration Utility

2. Wybra¢ opcje Change settings (Zmien ustawienia).

()~ Cortt P » A1 Cortot ol e » Windows Upite

Control Panel Home.

Windows Update

Check for updates

updates for your computer
Il the latest updates to enhan

Check for updates

Most recent check for updates: 8/8/2017 at 1:22 PM
Updates were install 8/8/2017 at 223 PM. View updlate history
You dates: For Windows only.

Get updates for other Microsoft products. Find out more
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3. Zaznaczy¢ opcje Never check for updates (Nigdy nie sprawdzaj dostepnosci aktualizacii).

_J=[E » Control Panel » All Control PanelTterns » Windows Updste » Change settings
)=l€ & EE

Choose how Windows can install updates
important updates and install them
install them before shutting down the

ur computer i online, Windows
g5, When new updat

atic updating help me?

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

Note: Wind checking for other updates. Read our
rivacy statement online.

4. Sprawdzi¢, czy w obszarze Important updates (Wazne aktualizacje) opcja Never check for

updates (Nigdy nie sprawdzaj dostepnosci aktualizacji) jest aktywna.

()= > Cortt Pt » A1 Corrt Pt e » Virdows Updi » Crange e

Choose how Windows can install updates
When your cor

mputeris online, Windows

gs. When new updat

utomatically check for important updates and instal them
ailable, you can also instal them biefore shutting down the

atic updating help me?

Important updates

) [Newrareckiorspanes ot recommenden -

Tnstall new updates: [Every day at [300AM

ed updates
e 1 updat

pdates
1l users to install updates on this computer

ote: Wind checking for other updates. Read our
‘privacy statement online.
]

W przypadku, gdy aktualizacje sg wymagane ze wzgledu na odkryte luki w zakresie
bezpieczenstwa, firma QIAGEN zapewnia mechanizmy instalowania okreslonego zestawu
sprawdzonych poprawek zabezpieczen systemu Windows w trybie online (jesli na laptopie firmy
QIAGEN jest dostepne potgczenie internetowe) lub w formie pakietu offline przygotowanego na

oddzielnym komputerze z potgczeniem internetowym.

Wiecej informacji mozna uzyskac na stronie produktu w witrynie QIAGEN.com.
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4.2 Wymagania dotyczgce lokalizacji

Aparaty Rotor-Gene Q MDx muszg by¢ umieszczone z dala od bezposredniego swiatta stonecznego,
zrédet ciepta oraz zrodet wibracji i zaktdcen elektrycznych. Informacje na temat warunkéw pracy

(temperatura i wilgotno$¢) zawiera Zatgcznik A. Miejsce instalacji nie powinno by¢ narazone na

nadmierne przeciagi, nadmierng wilgotnos¢ i zapylenie oraz duze wahania temperatury.

Informacje na temat masy i wymiaréw aparatow Rotor-Gene Q MDx zawiera Zatgcznik A.
Upewni¢ sie, ze stét do pracy jest suchy, czysty i jest na nim wolne miejsce na akcesoria. Aby
uzyskac¢ dalsze informacje dotyczagce wymaganych parametréw technicznych stotu do pracy,

nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Uwaga: Niezwykle wazne jest umieszczenie aparatu Rotor-Gene Q MDx na stabilnej, poziomej

powierzchni, wolnej od wibracji. Patrz warunki pracy — Zatgcznik A.

Aparat Rotor-Gene Q MDx nalezy umiesci¢ w odlegtosci okoto 1,5 m od prawidtowo uziemionego

gniazda zasilania pradem przemiennym.

OSTRZE-
ZENIE

A

Atmosfera wybuchowa
Aparat Rotor-Gene Q MDx nie jest przeznaczony do uzytku w atmosferze
wybuchowe;.

OSTRZE-
ZENIE

A

Ryzyko przegrzania
Aby zapewni¢ prawidtowg wentylacje, nalezy zachowaé minimalnie 10 cm
przestrzeni przy tylnej czesci aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Nie nalezy =zastaniaé szczelin ani otworéw wentylacyjnych aparatu
Rotor-Gene Q MDx.
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4.3 Podtgczenie do zasilania prgdem przemiennym
4.3.1 Wymagania dotyczace zasilania

Aparat Rotor-Gene Q MDx dziata przy:

e 100-240 V AC przy 50-60 Hz, 520 VA (szczyt)

Upewni¢ sie, ze napiecie znamionowe aparatu Rotor-Gene Q MDx jest zgodne z napieciem
zasilania pradem przemiennym dostepnym w miejscu instalacji. Wahania napiecia sieci nie mogg

przekracza¢ 10% napiecia znamionowego.
4.3.2 Wymagania dotyczace uziemienia

W celu ochrony personelu firma QIAGEN zaleca prawidtowe uziemienie aparatu Rotor-Gene Q
MDx. Aparat jest wyposazony w 3-przewodnikowy przewdd zasilania prgdem przemiennym,
ktory — gdy jest podigczony do odpowiedniego gniazda zasilania prgdem przemiennym —
uziemia aparat. Aby zachowac te funkcje ochronng, nie nalezy obstugiwaé aparatu z gniazda
zasilania prgdem przemiennym, ktére nie ma potgczenia z ziemia.

4.3.3 Instalacja przewodu zasilania pradem przemiennym

Podtaczy¢ jeden koniec przewodu zasilania pragdem przemiennym do gniazda umieszczonego
z tytu aparatu Rotor-Gene Q MDx, a drugi koniec do gniazda zasilania prgdem przemiennym.

4.4  Konfiguracja zabezpieczen systemu Windows

Laptopy dostarczone przez firme QIAGEN przeznaczone do uzycia z aparatem Rotor-Gene Q MDx
mogg miec¢ fabrycznie zainstalowany system operacyjny Microsoft Windows 7 lub Windows 10 i sg
skonfigurowane ze standardowym (nieadministracyjnym) kontem uzytkownika i kontem administratora
systemu Windows. Podczas rutynowego uzytkowania systemu nalezy korzysta¢ z konta
standardowego, gdyz oprogramowanie Rotor-Gene Q i oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
w wersji 1.0 lub 2.1 sg zaprojektowane w taki sposéb, ze do ich uruchomienia nie sg wymagane prawa
administratora. Konta administratora (konto z ttem pulpitu w kolorze czerwonym) nalezy uzywac
wytgcznie do instalowania oprogramowania Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene AssayManager w wersji
1.0 lub 2.1 oraz oprogramowania Dodatkowe oprogramowanie na komputerach podtaczonych do
aparatow Rotor-Gene Q MDx (patrz sekcja ,Oprogramowanie antywirusowe”). Podczas uzywania
konta administratora tto pulpitu jest czerwone. Uzytkownik powinien kazdorazowo upewniac sig, ze w

celu wykonania rutynowych czynnosci loguje sig jako uzytkownik standardowy.
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,Q1a#g3n!A6” to domysine hasto do konta administratora. Po pierwszym zalogowaniu nalezy
zmieni¢ hasto administratora. Nalezy upewni¢ sie, ze hasto jest wystarczajgco silne

i przechowywane w bezpiecznym miejscu. Do konta operatora nie ma hasta.

W przypadku zgubienia hasta do konta administratora laptopa zalecamy skontaktowanie sie
z firmg Microsoft w celu uzyskania pomocy.

W przypadku innej konfiguracji i braku konta nieadministracyjnego administratorzy systemu
powinni skonfigurowa¢ dodatkowe standardowe konto uzytkownika systemu Windows, aby
uniemozliwi¢ dostep do krytycznych obszaréw systemu, takich jak Pliki programéw, katalog
Windows (np. dostep do funkc;ji instalowania lub odinstalowywania, w tym aplikacji, komponentow
systemu operacyjnego, ustawien daty/godziny, aktualizacji systemu Windows, zapory sieciowej,
praw i rél uzytkownikéw, aktywacji programu antywirusowego) lub ustawien wptywajgcych na
wydajnos¢, takich jak oszczedzanie energii.

W celu utworzenia standardowego konta uzytkownika w systemie Windows 7 nalezy wykonac¢

ponizsze kroki (opisane rowniez w sekcji ,Tworzenie nowego konta uzytkownika”):

Otworzy¢ panel sterowania systemu Windows z poziomu menu Start i wybra¢ opcje User
Accounts > Manage Accounts (Konta uzytkownikow > Zarzgdzaj kontami).

1. Wybra¢ opcje Create a new account (Utwoérz nowe konto).

¥ l [
g
@. jow B, User hoccunes o Mlansge Accosndt = | iy r I
S - L —

Choose the acoount you would like to change

] |
Admin 4| Cuest
Bfeveresti e Guil Boeunt o it
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2. Podac¢ nazwe konta i jako typ konta wybra¢ opcje Standard User (Uzytkownik standardowy).

i 2 e . : e =X i Ll
@\___.'" B, o Mprage Aoogunts ¢ Creste New Acoount = | by E frod F Fe
-

Mame the account and choose an account type

Thid naime will appear on e Wislooant dcreen and on the Sie fem

fipeatsd

Sandard scoounk users Can ute most softwane sed change system settings that do ret sfect othey users o
Ehe secunty of et compuber, |

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.

I W pecemmaend that you geetect every degount with 8 1reng paitweed

[Sreste Ascoura | [ Cance

3. Klikng¢ przycisk Create Account (Utworz konto).
4.5 Wymagania dotyczgce stacji roboczej

Laptop dostarczany opcjonalnie z aparatem Rotor Gene Q MDx spetnia wymagania
oprogramowania Rotor Gene Q wyszczegdlnione w ponizszej tabeli.

Wymagania dotyczace systemu stacji roboczej

Opis Minimalne wymagania

System operacyjny Microsoft® Windows® 10 Professional (64-bitowy); Microsoft Windows 7
Professional (32-bitowy lub 64-bitowy)* (Service Pack 1)

Procesor Intel® Core™ 2 Duo 1,66 GHz lub lepszy

Pamigé gtéwna Minimum 1 GB RAM

llo$¢ miejsca na dysku twardym Minimum 10 GB wolnego miejsca na dysku twardym

Grafika Adapter i ekran o rozdzielczosci co najmniej 1200 x 800 pikseli

Porty Port szeregowy RS-232 lub port USB

Urzadzenie wskazujgce Wymagany touchpad lub mysz lub odpowiednik

Bluetooth Musi by¢ wytaczony

Przeglagdarka PDF lub podobna Musi byé zainst_alowana; nie jest czescig pakietdw instalacyjnych
oprogramowania

Opcje zasilania Nigdy n!e wytgczaé dyskow twardych ani nie przetaczac¢ w stan hibernaciji lub
czuwania

Do uruchomienia oprogramowania Rotor-Gene Q z funkcjami zabezpieczen wymagany jest system operacyjny Microsoft
Windows 10 lub Windows 7 Professional (patrz sekcja 6.9). Funkcje zabezpieczen nie sg dostepne w przypadku uzywania
wersji Home systemu operacyjnego Windows 10 lub Windows 7.

T W przypadku korzystania z oprogramowania Rotor-Gene AssayManager® w wersji 1.0 lub 2.1. nastepujace wymagania
minimalne dotyczgce komputera sg inne: procesor Intel Core i3-380M, 4 GB RAM pamieci gtéwnej, 250 GB wolnego
miejsca na dysku twardym; wymagany port USB.
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4.6

Aparat Rotor-Gene Q MDx jest dostarczany ze wszystkimi komponentami niezbednymi do

skonfigurowania i obstugi aparatu. Pudetko zawiera réwniez liste wszystkich dostarczonych

komponentéw.

Uwaga: Sprawdzi¢, czy obecne sg wszystkie komponenty wymienione na liscie.

Uwaga: Przed instalacjg sprawdzi¢, czy aparat i dostarczone akcesoria nie zostaty uszkodzone

podczas transportu.

Pudetko z akcesoriami znajduje sie na opakowaniu piankowym. Pudetko z akcesoriami zawiera:

podrecznik instalacji (w jezyku angielskim; ttumaczenia sg dostepne na nosniku wymiennym

zawierajgcym podreczniki);

nosnik wymienny (oprogramowanie);

nosnik wymienny (podreczniki);

blok Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes;

blok Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes;

uchwyt Rotor Holder (wymontowany, aby zagwarantowa¢ bezpieczny transport);
rotor 36-Well Rotor (ten rotor ma kolor czerwony);

pierscien blokujgcy 36-Well Rotor Locking Ring.

Po kazdej stronie opakowania piankowego zapakowane sg nastgpujgce elementy:

Po wyciggnieciu wszystkich komponentéw z pudetka nalezy zdjg¢ opakowanie piankowe
znajdujace sie na aparacie Rotor-Gene Q MDx. Ostroznie wyciggng¢ aparat Rotor-Gene Q MDx
z pudetka i odpakowac ostone z tworzywa sztucznego. Otworzy¢ pokrywe, przesuwajac jg

kabel USB i kabel szeregowy RS-232;
miedzynarodowy zestaw przewodow zasilajgcych;
probowki PCR Tubes, 0.2 ml (1000);

probowki Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000).

w kierunku tylnej czesci aparatu, aby uzyska¢ dostep do komory reakcyjnej.

Rozpakowywanie i instalacja aparatu Rotor-Gene Q MDx
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W $rodku aparatu Rotor-Gene Q MDx s3 juz zainstalowane nastepujace komponenty:

e rotor 72-Well Rotor (ten rotor ma kolor niebieski);
e pierscien blokujgcy 72-Well Rotor Locking Ring.

W zaleznosci od szczegotdw zamowienia do paczki moze by¢ dotgczony laptop.
4.6.1 Aktualizacja oprogramowania

Aktualizacje  oprogramowania sg dostepne na w  witrynie  firmy  QIAGEN
https://www.giagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-
gene-g-mdx/, do ktérej mozna uzyska¢ dostep réwniez z poziomu menu Help (Pomoc)

w oprogramowaniu. W celu pobrania oprogramowania konieczne jest zarejestrowanie sie online.
4.7  Akcesoria

Dyski Rotor-Discs i akcesoria mozna zaméwi¢ oddzielnie do uzytku z aparatem Rotor-Gene Q MDx.
Szczegotowe informacje mozna znalez¢é w czesci 16.

4.8 Ponowne pakowanie i wysytka aparatu Rotor-Gene Q MDx

W celu ponownego pakowania aparatu Rotor-Gene Q MDx przeznaczonego do wysytki nalezy
uzy¢ oryginalnych materiatébw opakowaniowych. Jesli oryginalne materiaty opakowaniowe s3g
niedostepne, nalezy skontaktowaé sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN. Przed
zapakowaniem nalezy upewni¢ sie, ze aparat zostat odpowiednio przygotowany (patrz sekcja
Konserwacja) oraz ze nie stanowi zagrozenia biologicznego lub chemicznego.

4.9 Rozpoczecie pracy
4.9.1 Wigczanie aparatu Rotor-Gene Q MDx i stacji roboczej
Nalezy sprawdzi¢, czy aparat Rotor-Gene Q zostat podtagczony do notebooka za posrednictwem

portu USB lub RS-232 oraz czy notebook i aparat Rotor-Gene Q zostaty podigczone do
aktywnego gniazda zasilania.
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5  Procedury operacyjne

Przed przystapieniem do dalszych dziatan zalecamy zapoznanie sie z sekcjg 3, w ktorej opisano

dziatanie aparatu.

Uszkodzenie aparatu
PRZE-

STROGA

Z aparatem Rotor-Gene Q MDx nalezy uzywa¢ wylgcznie komor
przeptywowych i materiatdbw eksploatacyjnych firmy QIAGEN. Uszkodzenie

ﬁ spowodowane  uzyciem  komor  przeptywowych  lub  materiatéw
eksploatacyjnych innych firm spowoduje uniewaznienie gwaranc;ji.

PRZE- Ryzyko uszkodzenia mienia

STROGA Podczas pracy aparatu Rotor-Gene Q MDx nie nalezy przemieszcza¢ stotu

roboczego ani generowac wibracji, aby nie dopusci¢ do wystgpienia zaktocen
& podczas wykonywania wysokoczutych pomiaréw optycznych.

5.1 Uzywanie oprogramowania Rotor-Gene Q MDx

Nowe programy mozna skonfigurowac za pomoca kreatora Quick Start (Szybki start) lub kreatora
Advanced (Zaawansowany), ktére pojawiajg sie po uruchomieniu oprogramowania. Kreator
Quick Start (Szybki start) jest zaprojektowany w taki sposéb, aby umozliwi¢ uzytkownikowi
uruchomienie programu tak szybko, jak to mozliwe. Kreator Advanced (Zaawansowany)
udostepnia wiecej opcji, takich jak konfiguracja ustawien Gain Optimization (Optymalizacja
wzmocnienia) oraz ustawien objetosci. Dla wygody w kreatorach dostepnych jest wiele
szablonéw z domysinymi warunkami wykonywania cykli oraz parametrami kanatow akwizycji. Aby
zmieni¢ typ kreatora, nalezy wybra¢ odpowiednig karte u géry okna New Run (Nowy program).
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5.1.1 Kreator szybkiego startu

Kreator Quick Start (Szybki start) umozliwia uzytkownikowi uruchomienie programu tak szybko,
jak to mozliwe. Uzytkownik moze wybra¢ program z zestawu najczesciej uzywanych szablonéw
i wprowadzi¢ minimalng liczbe parametrow wymaganych do jego uruchomienia. Kreator Quick
Start (Szybki start) zaktada, ze objetos¢ reakcyjna wynosi 25 pl. W przypadku innych objetosci
reakcyjnych nalezy uzy¢ kreatora Advanced (Zaawansowany) (patrz Sekcja 5.1.2).

W pierwszym kroku nalezy wybra¢ zgdany szablon programu, klikajgc dwukrotnie szablon na
liscie w oknie New Run (Nowy program).

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.

form Last Run

(1]

'S Two Step

(1]

2 Quenched FRET

L1}

'8 Mudleic Acid Concentration Measurement
g

L ’_J HRM™

l_ |Oﬂ1er Runs

L

f_J Open A Template In Another Folder...

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Perform Last Run (Wykonaj Szablon Perform Last Run (Wykonaj ostatni program) korzysta z definicji
ostatni program): cykli, akwizycji i prébek z ostatniego programu otwartego w oprogramowaniu.
Three Step with Melt (Trzy Jest to tréjetapowy profil wykonywania cykli oraz krzywej topnienia
etapy z krzywa topnienia): z akwizycjg danych w kanale zielonym.

Two Step (Dwa etapy): Jest to dwuetapowy profil wykonywania cykli z akwizycjg danych w kanale

zielonym, zéttym, pomaranczowym i czerwonym.

Quenched FRET Jest to trojetapowy profil wykonywania cykli oraz krzywej topnienia.
(FRET z wygaszaniem): W przeciwienstwie do szablonu Three Step with Melt (Trzy etapy z krzywa
topnienia) dane sg uzyskiwane pod koniec etapu hybrydyzacji.
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Nucleic Acid Concentration Jest to domysiny szablon do pomiaru stezenia kwaséw nukleinowych za
Measurement (Pomiar stgzenia  pomoca barwnikéw interkalujgcych.

kwasoéw nukleinowych):

HRM: Ten folder zawiera profile topnienia w wysokiej rozdzielczosci.

Other Runs (Inne programy): Ten folder zawiera dodatkowe profile.

Za pomocg kreatora mozna zmieni¢ profile wykonywania cykli i akwizycji dla wszystkich
szablonow.

Uwaga: Szablony zdefiniowane przez uzytkownika mozna dodac¢ do listy szablonéw w kreatorze
Quick Start (Szybki start), kopiujgc lub zapisujgc pliki *.ret w lokalizacji C:\Program Files\Rotor-
Gene Q Software\Templates\Quick Start Templates. Po skopiowaniu pliku do tej lokalizaciji
szablon pojawi sie na liscie w formie ikony. Jesli dla szablonédw majg by¢ uzywane

niestandardowe ikony, nalezy utworzy¢ obraz *.ico o takiej samej nazwie jak nazwa szablonu.
W celu pogrupowania powigzanych szablonéw mozna utworzy¢ podfoldery. Umozliwia to
posegregowanie szablonéw, co moze by¢ wygodne, jesli na przyktad z tego samego aparatu
korzysta wielu uzytkownikéw.

Wyboér rotora

W kolejnym oknie nalezy wybrac¢ typ rotora z listy.

Zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany), a nastepnie
klikng¢ przycisk Next (Dalej).

[* Quick Start
1. Rotaor Selection ] 2. Confirm F'rofile1

Rotor Type -

35-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Laocking Ring Attached

coce_|
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Zatwierdzanie profilu

Warunki wykonywania cykli i kanaty akwizycji sg importowane z wybranego szablonu. Mozna je
zmieni¢ za pomocg okna Edit Profile (Edycja profilu) (patrz sekcja ,Edycja profilu”).

Aby rozpoczg¢ program, klikng¢ przycisk Start Run (Uruchom program). Szablon mozna réwniez

zapisa¢ przed uruchomieniem programu, klikajgc przycisk Save Template (Zapisz szablon).

=
1. Rotor Selection 2. Confim Prafie |
Z | @
New Open Saveds | 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
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Zapisywanie programu

Po kliknigciu przycisku Start Run (Uruchom program) zostanie wyswietlone okno Save As
(Zapisz jako). Program mozna zapisa¢ w lokalizacji zdefiniowanej przez uzytkownika. Nazwa
pliku programu sktada sie z nazwy uzywanego szablonu oraz daty programu. Nazwa pliku
zawiera rowniez numer seryjny (1, 2 itd.), co umozliwia automatyczne nazywanie wielu
programoéw wykonywanych tego samego dnia za pomoca tego samego szablonu.

2]
& @ oF E-

File name: IThree Step with Melt 2008-12-04 {1) j Save I
Saveastipe:  [Run File (rex) =] Cancel |
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Konfiguracja probek

Po uruchomieniu programu mozliwe jest zdefiniowanie i opisanie probek w oknie Edit Samples
(Edycja prébek).

(hciesompies ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : |123,45? j Uit {sfa
—Samples :
. _’i Edit | Feset Default | Gradient |
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 es
B2 RNTC NTC es
Wc: 1000 Standard 1,000 es
Bl 11000 Standard 1.000 ‘es il
Page :
’7Name' IPageW % | b | Mew | Delerel [ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

Okno Edit Samples (Edycja probek) zostanie wyswietlone po uruchomieniu programu, dzieki
czemu uzytkownik moze poswieci¢ ten czas na wprowadzenie nazw prébek. Bardzo szybkie
wprowadzanie nazw prébek podczas wykonywania programu (np. za pomocg skanera kodoéw
kreskowych) moze doprowadzi¢ do przestawienia liter w nazwach prébek. Z tego wzgledu
korzystanie ze skanera kodow kreskowych nie jest zalecane i, jesli dotyczy, nalezy wprowadzaé
nazwy probek po zakonczeniu programu. Informacje na temat konfiguraciji definicji probek w oknie

Edit Samples (Edycja probek) zawiera sekcja 6.8.4.

5.1.2 Kreator zaawansowany

Kreator Advanced (Zaawansowany) udostepnia opcje, ktore nie sg dostepne w kreatorze Quick
Start (Szybki start), takie jak konfiguracja optymalizacji wzmocnienia.

Aby uzy¢ kreatora Advanced (Zaawansowany), nalezy wybra¢ szablon, klikajac dwukrotnie

nazwe szablonu z listy na karcie Advanced (Zaawansowany) w oknie New Run (Nowy program).
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x

Quick Statt  Advanced I

1]

L

rform Last Run
s Empty Run from the last run open
2 Three Step with Melt
H

s Two Step

l_ J HRM ™

l_ | Other Runs

@ Instrument Maintenance

?J Cpen & Template In Another Folder. ..

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions

in the software,

Cancel

Help

i

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Opcje szablonu dostepne w tym oknie sg podobne do opcji dostepnych w kreatorze Quick Start
(Szybki start) (sekcja 5.1.1).

Perform Last Run (Wykonaj
ostatni program):

Empty Run (Pusty program):

Three Step with Melt (Trzy
etapy z krzywa topnienia):

HRM:

Other Runs (Inne programy):

Instrument Maintenance
(Konserwacja aparatu):

Uwaga: Szablony zdefiniowane przez uzytkownika mozna dodac do listy szablonéw, kopiujgc lub

zapisujgc pliki *.ret w lokalizacji C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\. Po

Szablon Perform Last Run (Wykonaj ostatni program) importuje definicje
cykli, akwizycji i prébek z ostatniego programu otwartego w oprogramowaniu.

Jest to pusty program, ktéry umozliwia uzytkownikowi zdefiniowanie
wszystkich parametréw profilu.

Jest to dwuetapowy profil wykonywania cykli z akwizycjg danych wytgcznie
w kanale zielonym, w celu przyspieszenia wykonywania programu.

Ten folder zawiera 2 profile topnienia w wysokiej rozdzielczosci.

Ten folder zawiera dodatkowe profile.

Ten folder zawiera szablon uzywany podczas optycznej weryfikacji
temperatury (Optical Temperature Verification, OTV). Wigcej informacji

zawiera sekcja 9. Ten szablon jest zablokowany, aby zagwarantowac
prawidiowe wykonywanie profilu w kazdych warunkach.

skopiowaniu pliku do tej lokalizacji szablon pojawi sie na liscie w formie ikony.
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1. okno kreatora nowego programu

W kolejnym oknie nalezy wybrac¢ typ rotora z listy.

Zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany), a nastepnie
klikng¢ przycisk Next (Dalej), aby kontynuowac.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

-Rator Type

72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

I Locking Ring Attached

CSkipWizad ) o0 Back ] Mext »>

2. okno kreatora nowego programu

W kolejnym oknie mozna wprowadzi¢ nazwe uzytkownika i uwagi dotyczgce programu. Nalezy

réwniez wprowadzi¢ objeto$¢ reakcyjna.

Jesli w oknie 1. wybrano rotor 72-Well Rotor, w menu rozwijanym Sample Layout
(Rozmieszczenie prébek) sg dostepne trzy opcje rozmieszczenia prébek. Domysina opcja to ,1,
2, 3...”. Wiekszos¢ uzytkownikéw wybiera te opcje. Opcje ,1A, 1B, 1C...” nalezy wybra¢, gdy
probki sg tadowane do sgsiadujgcych probowek 0.1 ml Strip Tubes za pomocag pipety
wielokanatowej z 8 kanatami. W razie potrzeby mozna wybrac rozmieszczenie ,A1, A2, A3...".
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New Run Wizard

clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operator I

This screen dizplays mizcellansous options for the mwn. Complete the fields,

Motes

Reaction i
Yolume [plL]: =

Skipwizad | c<Back | Mest»> |

Sample Lapout : ]'I, 2 _:_J

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.

3. okno kreatora nowego programu

W tym oknie mozna zmodyfikowac¢ opcje Temperature Profile (Profil temperaturowy) i Channel
Setup (Konfiguracja kanatéw). Po kliknieciu przycisku Edit Profile... (Edytuj profil...) zostanie
wyswietlone okno Edit Profile (Edycja profilu) umozliwiajgce zmiane warunkéw wykonywania

cykli oraz wyboér kanatéw akwizycji (sekcja Edycja profilu).

Po skonfigurowaniu profilu nalezy klikngé przycisk Gain Optimisation...

New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Profile ..

Channel Setup :

M arne Source | Detector | Gain

Create Mew...

A70nm 51 0nm
ellow  B30nm 558nm 7
Orange  585nm  B10nm 7
Red E25nm  BEOnm 7
Crimzon  G80nm  710hp 7
HRM 470nm  5100m 7

Gain Optimisation. ..

Skip'wizad | << Back New>> |

Edit...
Edit Gain...
Bemove
Reset Defaults

Thiz box displays

help on elements in
the wizard. Far help
on anitem, hover
vour mouse over the
itern for help. You
can also click on a
cambo box to display
help abaut its
avallable settings.

(Optymalizacja
wzmocnienia...), aby otworzyé okno Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) (patrz strona 66).
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Edycja profilu

Okno Edit Profile (Edycja profilu) umozliwia okreslenie warunkdéw wykonywania cykli i kanatow
akwizycji. Wstepny profil jest oparty na szablonie wybranym podczas konfiguracji programu (patrz
strona 48). Profil jest wyswietlany w formie graficznej. Lista segmentéw profilu jest wyswietlana pod
przedstawieniem graficznym. Lista moze zawiera¢ etapy Hold (Wstrzymanie) (strona 57), Cycling
(Wykonywanie cykli) (strona 58), Melt (Topnienie) (strona 58) lub HRM, jesli aparat ma kanat HRM
(strona 61).

Kazdy etap profilu mozna edytowaé, klikajgc odpowiedni obszar na przedstawieniu graficznym
lub nazwe na liscie, a nastepnie zmieniajgc wyswietlane ustawienia.

Insert after... (Wstaw po...): Ta opcja umozliwia dodanie nowego cyklu po wybranym cyklu.
Insert before... (Wstaw przed...):  Ta opcja umozliwia dodanie nowego cyklu przed wybranym cyklem.

Remove (Usun): Ta opcja usuwa wybrany cykl z profilu.

Podczas etapu Hold (Wstrzymanie) aparat Rotor-Gene Q MDx utrzymuje wskazang temperature
przez okreslony czas. Aby zmieni¢ temperature, nalezy klikng¢ przycisk Hold Temperature
(Temperatura wstrzymania) i wprowadzi¢ zgdang temperature lub wybrac jg za pomoca suwaka.
Aby zmieni¢ czas trwania etapu Hold (Wstrzymanie), nalezy klikngé przyciski opcji Hold Time
(Czas trwania wstrzymania) — mins (minuty) i secs (sekundy).

Edit Profile E|
. g @
Mew Open  Save As 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
e ——
Cyeling

Irsert before...

Remove

Hold Temperature: a5 | geg

Hold Time : 3 |mins 0 |secs
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W przypadku wykonywania programu Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacii
optycznej), etapu Hold (Wstrzymanie) mozna uzy¢ jako etapu kalibracji. W takim przypadku przed
etapem Hold (Wstrzymanie) wykonywane jest topnienie kalibracyjne. Domyslnie czynnos¢ ta jest
skonfigurowana dla pierwszego etapu Hold (Wstrzymanie) w programie, ale w razie potrzeby mozna
to zmienic.

Click on a cycle below tao maodify i ;

[z

Cycling
Inze

Hald Termperature : 95 ||:Ieg.
Hald Time : 3 |mins 1] |seu:s

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquining to an

tube 1. Ramp from 80 ta 95
and hold for 3 ming 0 secs.

Offzet : 0 deg.

Edit I

Wiecej informacji na temat programu Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji
optycznej) mozna znalez¢ na stronie 61.

Wykonywanie cykli polega na powtarzaniu etapéw o zdefiniowanej przez uzytkownika
temperaturze i czasie trwania okreslong liczbe razy. Liczba powtdrzen jest ustawiana za pomocg
przycisku This cycle repeats X time(s) (Ten cykl jest powtarzany X raz(y)).

Pojedynczy cykl jest wyswietlany w formie graficznej (w sposéb przedstawiony na ponizszym
zrzucie ekranu). Kazdy etap cyklu mozna zmodyfikowaé. Temperature mozna zmienic,
przeciagajgc linie temperatury na wykresie w gore lub w dét. Czas trwania etapu mozna zmieni¢,
przeciggajgc granice temperatury na wykresie w lewo lub w prawo. Mozna réwniez klikng¢ etap i
uzy¢ przyciskow temperatury i czasu trwania znajdujgcych sie na lewo od wykresu.

Etapy mozna dodawa¢ do cyklu lub usuwac z niego za pomoca przyciskéw ,-" i ,+” znajdujgcych
sie w prawym gérnym rogu wykresu.
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Edit Profile

.8 OH | e

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph belaw represents the in to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
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

Timed Step k4 ==l
95 deqg. 95 deg. for 20 secs
20 seconds
Mat Acquiring
e 72 deq. for 20 secs
[~ Long Range

[~ Touchdown 60 deq. for 20 secs S

Ok

Zaznaczenie tego pola powoduje wydtuzenie czasu wstrzymania wybranego
etapu o 1 sekunde z kazdym nowym cyklem.

Long Range (Technika long-range):

Touchdown (Technika touch-down):  Zaznaczenie tego pola powoduje obnizenie temperatury o okreslong liczbe

stopni w okreslonej liczbie cykli poczatkowych. Po wybraniu tej opcji jest to
widoczne na graficznym przedstawieniu.

Dane mozna uzyskiwa¢ w dowolnym kanale podczas dowolnego etapu cyklu. Aby skonfigurowaé
kanat w celu akwizycji danych, nalezy klikng¢ przycisk Not Acquiring (Brak akwizyciji) (jesli na
tym etapie dla kanalu zostata juz ustawiona akwizycja danych, w obszarze tym zostang
wymienione kanaty, dla ktérych wykonywana jest akwizycja danych).

lTimeu:I Step v|

95 deg.

10 zeconds

Mat Acguirng

[~ Long Range
[T Touchdown

Po kliknieciu przycisku Not Acquiring (Brak akwizycji) zostanie wyswietlone okno Acquisition
(Akwizycja).
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Same az Previous : I[New Acquizition] j

—dequizition Configuration :

Aivailable Channels : Acguining Channels :
Mame | Ll Name |
Crirmzat Green
HFiM Ll
Qrange
Red «
ellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquinng from a
chatnel, select it in the right-hand list and click <. Ta remaove all acquisitions, click <<,

Dian't Acquire Help

Diye Chart = |

Dye Channel 5election Chart

470nm | 510nm  [Fak, SYBR Gresn 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4682

Yelow | 530nm | 5550m JOEY WICEY, HER, TETY, CAL Fluor Gold 540, akima Y ellowt!
Orange  |585nm | E10nm R CAL Fluor Red 6104, Cp3 54, Teras Red. Alexa Fluar 5R3-Y
E25nrn | BRORMm Cy5, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
£80nm | 710hp Quasar05+, Alewa Fluar 630+
AB0nm | 5100 SYTO 9% EvaGreent

Aby skonfigurowaé kanat w celu akwizycji danych, nalezy wybraé kanat i przeniesé go z listy
»Available Channels” (Dostepne kanaly) na liste ,Acquiring Channels” (Kanaty uzyskujgce dane)
za pomocg przycisku ﬂ Aby usungé wybrany kanat z listy ,Acquiring Channels” (Kanaty
uzyskujgce dane), nalezy uzyé przycisku ﬂ Przycisk ﬂ usuwa wszystkie kanaty z listy
»+Acquiring Channels” (Kanaty uzyskujgce dane). Kliknigcie przycisku Don't Acquire (Nie uzyskuj

danych) rowniez powoduje usuniecie wszystkich uzyskanych danych z etapu.

Jesdli profil zawiera wigcej niz jedng sekwencje wykonywania cykli, uzyskane dane mozna
dotgczy¢ do danych uzyskanych podczas wczesniejszego wykonywania cykli. Aby wybra¢ etap
wykonywania cyklu, do ktdérego majg zosta¢ dotgczone dane, nalezy uzy¢ menu rozwijanego
Same as Previous (Taki sam jak poprzedni).

Tabela Dye Channel Selection Chart (Tabela wyboru kanatéw barwnikow) pomaga
uzytkownikowi w wyborze kanatu odpowiedniego dla uzywanego barwnika. Barwniki

przedstawione w tabeli to najczesciej uzywane barwniki — nie wskazujg one ograniczen aparatu.

Opisane powyzej opcje akwizycji majg zastosowanie rowniez do etapow ,Melt” (Topnienie) —
jedyna réznica jest brak mozliwosci dotgczenia uzyskanych danych za pomocg menu Same as
Previous (Taki sam jak poprzedni).

Topnienie to szybkos$¢ zmiany miedzy 2 temperaturami, od nizszej do wyzszej temperatury.

Dozwolony zakres temperatur to 35-99°C.
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Aby skonfigurowac¢ etap Melt (Topnienie), nalezy okresli¢ temperature poczatkowg, temperature
koncowa, przyrost temperatury, czas wstrzymania przy pierwszej temperaturze akwizycji przed
inicjacjg zadanej szybkosci zmiany temperatury, czas wstrzymania po kazdym przyroscie
temperatury oraz kanaty akwizycji.

Szybkos$¢ zmiany zostanie zadana miedzy dwoma temperaturami. Jesli temperatura poczatkowa
jest wyzsza niz temperatura koncowa, nazwa etapu zostanie zmieniona na Hybridisation
(Hybrydyzacja). Opcje Acquiring To (Akwizycja do), ustawiong na Melt A (Topnienie A) na
ponizszym zrzucie ekranu, mozna zmienié, klikajgc przycisk. Zostanie wy$wietlone okno
Acquisition (Akwizycja) i bedzie mozliwe wybranie kanatéw.

Famp from |50 :II degrees to 30 j degrees,

Rizing by |1 ﬂ degree(z] each step,
" ait for IE“] geconds of pre-melt conditioning on first step,
W aik fior ] :II geconds for each step aftenwards.

Acquire o Plelt & | on Green

Podczas wykonywania standardowego topnienia temperatura przyrasta o 1°C, a czas wstrzymania
przed kazdg akwizycjg wynosi 5 sekund. W aparacie Rotor-Gene Q MDx mozna skonfigurowac
wykonywanie topnienia z przyrostami o 0,02°C. Minimalny czas wstrzymania miedzy etapami
temperaturowymi zalezy od liczby stopni temperatury miedzy poszczegdlnymi etapami.

Analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci (High Resolution Melt, HRM) umozliwia charakterystyke
probek dwuniciowego DNA na podstawie ich zachowania podczas dysocjacji (topnienia). Analiza ta
jest podobna do klasycznej analizy krzywej topnienia, ale zapewnia o wiele wigcej informacji dla
szerokiego zakresu zastosowan. Probki mozna rozrézni¢ na podstawie sekwencji, dtugosci,
zawartosci GC lub komplementarnosci nici, az do pojedynczych zmian par nukleotydowych.

Analize HRM mozna wykonywaé jedynie na aparatach, ktére majg zainstalowany sprzet i
oprogramowanie HRM. Dane sg uzyskiwane za pomocg wyspecjalizowanych detektorow i zrodet
HRM. Analiza HRM zawiera réwniez opcje wykonywania etapu Gain Optimisation (Optymalizacja
wzmocnienia) tuz przed rozpoczeciem etapu Melt (Topnienie). Po wykonaniu HRM dane mozna

analizowa¢ za pomocg oprogramowania do analizy HRM (Sekcja 10).

Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji optycznej) to technika wzbudzania
dostepna w aparacie Rotor-Gene Q MDx, podczas ktérej wykonywana jest analiza topnienia w
czasie rzeczywistym w celu okreslenia piku topnienia probki referencyjnej. Umozliwia to
wskazanie denaturacji produktu reakcji PCR z wiekszg precyzjg niz ustawienie okreslonej
temperatury denaturacji na czas wstrzymania. Aby wykona¢ te technike, wystarczy umiescic
probowke odniesienia produktu reakcji PCR w 1. pozycji probowki w rotorze. Probdwka
odniesienia musi réwniez zawiera¢ substancje chemiczne umozliwiajgce detekcje dysocjacji nici.
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Podczas podgrzewania do poczgtkowej temperatury denaturacji topnienie jest domysinie
wykonywane w kanale zielonym od temperatury 80 do 95°C. Uzytkownik moze dostosowac
parametry poczatkowego topnienia. Na podstawie tych danych generowana i automatycznie

analizowana jest krzywa topnienia.

1,5

1,25 ]
1]

075 |

dF/dT

05|

0,25 |

E ’ ?IS 8‘0 8‘5 . 9‘0 9‘5 100
W celu uzyskania progu denaturac;ji pik topnienia jest odnoszony do danych surowych. Nastepnie
na kazdym etapie programu Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji optycznej)
aparat jest podgrzewany tak szybko, jak to mozliwe, a dane sg uzyskiwane w sposéb ciggly. Gdy
w probéwce odniesienia zostanie osiggniety poziom fluorescencji wskazujacy na denaturacje,
aparat jest niezwtocznie chfodzony i przechodzi do kolejnego zaprogramowanego etapu cyklu.
Warto$¢ szczytowa nie jest obliczana podczas wykonywania cykli. Zamiast tego poziom

fluorescencji jest odnoszony do piku topnienia, a to wyznacza prég denaturacji.

Na ponizszym wykresie natozono surowe odczyty fluorescencji oraz pierwszg pochodna. Przedstawia
to zalezno$¢ miedzy progiem denaturaciji a pikiem topnienia uzyskanym podczas kalibracji.
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Do wykonania programu Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji optycznej)
potrzebny jest:

e Wstepnie zamplifikowany produkt PCR, ktory nalezy umiesci¢ w 1. pozycji rotora. Prébka ta
powinna zawierac taki sam produkt PCR, jak probki bedace przedmiotem zainteresowania, oraz
substancje chemiczne umozliwiajgce detekcje w celu monitorowania dysocjacji produktu PCR.

e Profil denaturacji optycznej. Mozna utworzy¢ nowy profil lub edytowac istniejgcy profil (patrz
szczegOly ponizej).

Cykl Optical Denature Cycle (Cykl denaturacji optycznej) przebiega niemalze w taki sam sposab,

jak inne cykle. Gtéwne réznice to etap topnienia wstawiany automatycznie na poczatku profilu

oraz ostry profil etapu denaturacji podczas wykonywania cykli. Cykl Optical Denature Cycle (Cykl

denaturacji optycznej) nie wymaga zdefiniowanych czaséw wstrzymania, gdyz dysocjacja

produktu jest monitorowana w kazdym cyklu.

Do wykonania tej techniki wymagane sg nastepujace informacje dotyczgce programu:

e Poczagtkowa temperatura denaturacji. Jest to taka sama temperatura, jak w etapie Denature
(Denaturacja) w standardowym profilu wykonywania cykli.

e Pozycja probowki z prébka PCR, ktéra wygeneruje krzywg topnienia w kanale zielonym.

e Nalezy zdefiniowa¢ profil Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji optycznej).

Aby utworzyé nowy cykl Optical Denature Cycle (Cykl denaturacji optycznej), nalezy wykonac¢
nastepujgce czynnosci.

1. Otworzy¢ okno Edit Profile (Edycja profilu). Nastepnie klikng¢ opcje New (Nowy). W
wyswietlonym oknie klikng¢ przycisk Insert after (Wstaw po) i wybra¢ z menu opcje New
Cycling (Nowe wykonywanie cykli). Wybrac¢ jeden z etapéw temperaturowych, klikajac obszar
na wykresie. W menu rozwijanym zmienic opcje Timed Step (Etap czasowy) na opcje Optical
Denature (Denaturacja optyczna). Zostanie wyswietlony profil domysiny zawierajacy etap
Denature (Denaturacja) oraz etap Optical Denature Cycle (Cykl denaturacji optycznej).

e
|

Obszar zmiany temperatury na poczgtku cyklu odpowiada procesowi kalibracji. Zielone kropki

przedstawiajg akwizycje danych wykonywane w kazdym cyklu podczas ogrzewania.
Niebieskie kropki przedstawiajg akwizycje wykonane pod koniec etapu wydtuzania przy 60°C.
Mimo ze profil wskazuje takg samg temperature dla kazdego etapu, w rzeczywistosci moze
by¢ ona rézna w poszczegolnych etapach. Jesli topnienie probki pod koniec programu
wymaga nieco wiecej czasu, proces denaturacji optycznej oczekuje na topnienie na
podstawie danych fluorescencyjnych, a nie uptywu czasu. Z tego wzgledu zapis temperatury
moze sie rézni¢ dla kazdego cyklu.
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2. Klikng¢ pierwszag potowe wykresu z symbolem Optical Denature (Denaturacja optyczna) .
Informacja Calibration Settings (Ustawienia kalibracji) zostanie wyswietlona po lewej stronie
ekranu.

Thiz cycle repeats 45 | time(s),

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

Optical Denature j = B LI
Calibration Settings fisSie
[&cquiing to RealTime on ff

tube 1. Ramp from 80 ta 95 ;ﬁ
land hold for 3 mins 0 secs

Offzet - 0 deg hy

" B0 deg. for 40 secs
Edit

OK

3. Informacja ,Calibration Settings” (Ustawienia kalibracji) zwykle jest poprawna. Aby w razie
potrzeby jg zmieni¢, nalezy klikng¢ przycisk Edit (Edytuj). Zostanie wyswietlone okno
Calibration Settings (Ustawienia kalibraciji).

x

— Settings ;

The Optical Denature Calibration zettings determine bow
to perfarm the initial melt up to the denaturation
temperature, to determing the fluorescence level at
which the reference zample haz denatured.

Tube Position ; >

Famp from IEU jl to |95 ﬂdeg. C.

Hald far 3 I mits 0 | SECE

Denature Offset IEI ﬁ deqg. o

4. Nalezy upewnic sie, ze:

o Probowka wskazana w obszarze Tube Position (Pozycja probéwki) zawiera produkt
PCR, ktory bedzie wykazywac pik topnienia w kanale zielonym.

o Kohcowa temperatura, przy ktérej zakohczg sie zmiany temperatury, nie spowoduje
spalenia probki, ale bedzie wystarczajgco wysoka, aby umozliwi¢ jej stopienie.

o Czas wstrzymania jest wystarczajgco dtugi do zdenaturowania prébeki.

o Kompensacja denaturacji jest odpowiednio ustawione. Wartos¢ domysina 0°C jest
odpowiednia dla wiekszosci topien. Topnienia z bardzo ostrymi przejSciami moga
wymagac przesuniecia denaturacji o wartos¢ od —0,5°C do —2°C, zgodnie z ustawieniami

uzytkownika, aby zagwarantowac wykrycie przejscia w topnieniu..
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Mozna réwniez zdefiniowa¢ etap Denature (Denaturacja), wprowadzajgc nowy etap Hold
(Wstrzymanie). W tym celu nalezy klikng¢ przycisk Insert before (Wstaw przed) i wybra¢ opcje
New Hold at Temperature (Nowe wstrzymanie przy temperaturze) z menu. Zostang wyswietlone
ustawienia kalibracji.

Hold Temperature ; g5 |-:Ieg.
Haold Time : 3 ||-|-|ir|g 1] |sec:s

Calbration Step: W

Calibration 5Settings
Acquinng to RealTime an
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 mins 0 secs.

Offzet : 0 deq.

E dit I

Ustawienia kalibracji sg synchronizowane z ustawieniami denaturacji, wiec zmiana czasu

wstrzymania w etapie Denature (Denaturacja) spowoduje automatyczng aktualizacje czasu
wstrzymania kalibracji. Wynika to z faktu, ze proces kalibracji i denaturacja sg réwnowazne
w programie Optical Denature Cycling (Wykonywanie cykli denaturacji optycznej).

Zmiana istniejacego etapu w celu korzystania z programu wykonywania cykli denaturacji
optycznej

Aby zmieni¢ istniejgcy etap Denature (Denaturacja) w sekwencji wykonywania cykli, nalezy
wybra¢ cykl z listy w oknie Edit Profile (Edycja profilu). Nastepnie wybra¢ etap Denature
(Denaturacja), klikajac go na ekranie.

Timed Step =l [
| e
Optical Denature
U zeconds I

Mat Acquiring |
I™ Lang Range 60 deg for 40 secs
[ Touchdown

Ok

Klikng¢ menu rozwijane i wybraé¢ opcje Optical Denature (Denaturacja optyczna). Temperatura
i czas wstrzymania zostajg usuniete i wyswietlana jest ikona Optical Denature (Denaturacja

optyczna) .
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Podczas konfiguracji nowego programu przydatna jest funkcja Gain Optimisation
(Optymalizacja wzmocnienia). Umozliwia ona zoptymalizowanie wzmocnienia do ustawienia,
ktére zapewni zadany zakres poczatkowej fluorescencji przy ustawionej temperaturze (zwykle
jest to temperatura, przy ktérej zachodzi akwizycja danych) w kazdym kanale, w ktérym
wykonywana jest akwizycja. Uzycie funkcji Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) ma
na celu zapewnienie, ze wszystkie dane zostang zebrane w obrebie zakresu dynamicznego
detektora. Jesli wzmocnienie bedzie zbyt niskie, sygnat zostanie utracony w szumie tta. Jesli
wzmocnienie bedzie zbyt wysokie, wszystkie sygnaly zostang utracone poza skalg (wysycone).

Zakres wzmocnienia dla kazdego kanatu wynosi od -10 do 10, gdzie -10 to warto$¢ najmniej
czuta, a 10 to warto$¢ najbardziej czuta.

W przypadku wykonywania reakcji po raz pierwszy zalecamy przygotowanie probki badanej
zawierajgcej wszystkie sktadniki reakcji. Aby okresli¢ najlepsze ustawienie wzmocnienia, nalezy
umiesci¢ prébke badang w aparacie Rotor-Gene Q MDx i uzy¢ funkcji Gain Optimisation
(Optymalizacja wzmocnienia). Jesli wzmocnienie wybrane przez funkcje Gain Optimisation
(Optymalizacja wzmocnienia) powoduje otrzymanie stabego sygnatu, nalezy zwiekszy¢ wartosé
Target Sample Range (Zakres probki badanej). Jesli natomiast spowoduje wysycenie sygnatu,
nalezy zmniejszy¢ warto$¢ Target Sample Range (Zakres probki badanej).

Aby skorzystac¢ z funkcji Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia), nalezy klikng¢ przycisk
Gain Optimisation... (Optymalizacja wzmocnienia...) w 3. oknie kreatora New Run Wizard
(Kreator nowego programu) (patrz sekcja 3. okno kreatora nowego programu).

New Run Wizard g|

Temperature Profile : This bax displays
help on elements in
the wizard. For help

an an item, haver
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can alzo click on a

combo bow to digplay
help about itz

available settings.
Edit Profile ...

Charinel Setup

M ame Source | Detectar | Gain Create New... |
470nm  510nm 7 .

“rellow 530nm  555nm 7 Edit..
Orange  98%mm  E10nm T Edit Gain...
Red E2Bnm  BEORm 7
Crimzon ~ 680nm  710hp 7 Bemave
HRM 470nm 510nm 7 Reset Defauls
Gain O ptimization...

SkipWizard | << Back Newt>> |
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Zostanie wyswietlone okno Auto-Gain Optimisation Setup (Konfiguracja automatycznej
optymalizacji wzmocnienia). To okno umozliwia optymalizacje poprzez automatyczng regulacje
ustawien wzmocnienia do momentu, gdy wszystkie odczyty dla wszystkich wybranych kanatéw
bedg réwne okreslonej wartosci progowej lub bedg znajdowac sie ponizej tej wartosci.

Auto-Gain Optimization 5etup

— Olptimization
w Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inzerted sample at
L% different gain levels until it finds ane at which the fluarescence levels are
acceptable. The rahge of flucrescence you are looking far depends on the
chemizty you are performing.

Set temperature ta IEU ﬂ degrees.

Optirize All I Optimize Acquiring |

¥ Perform Dptimization Before 1st Acquisition
™ Perform Dptimization At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings

=l Add... |

Mare | Tube Pasition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... I

Green 1 5FI

10F! -10 10 Eamse |
Remave Al |

Sitart I FEnual. I

Cloze Help

Set temperature to
(Ustaw temperature na):

Optimise All/Optimise
Acquiring (Optymalizuj
wszystkie/optymalizuj
uzyskujgce dane):

Perform Optimisation
Before First Acquisition
(Wykonaj optymalizacje przed
1. akwizycjg):

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of
Run (Wykonaj optymalizacje
przy [x] stopniach na poczatku
programu):

Channel Settings
(Ustawienia kanatu):

Przed odczytem aparat Rotor-Gene Q MDx zostanie podgrzany lub schtodzony
do okreslonej temperatury. Domysinie wybrana jest temperatura akwizycji.

Po wybraniu opcji Optimise All (Optymalizuj wszystkie) oprogramowanie
podejmie probe optymalizacji wszystkich znanych kanatéw. Wybranie opcji
Optimise Acquiring (Optymalizuj uzyskujace dane) spowoduje optymalizacje
wytgcznie kanatow uzywanych w profilu termicznym zdefiniowanym w
programie (wykonywanie cykli i topnienie).

Zaznaczy¢ to pole, aby skorzysta¢ z funkcji Gain Optimisation (Optymalizacja
wzmocnienia) w pierwszym cyklu, w ktérym zachodzi akwizycja danych. Jest to
opcja zalecana dla funkcji Auto-Gain Optimisation (Automatyczna
optymalizacja wzmocnienia).

To pole nalezy zaznaczy¢, aby skorzystaé z funkcji Gain Optimisation
(Optymalizacja wzmocnienia) tuz przed rozpoczeciem programu. Aparat Rotor-
Gene Q MDx jest ogrzewany do okreslonej temperatury, wykonywana jest
optymalizacja wzmocnienia, a nastgpnie rozpoczyna sie wykonywanie cykli,
zwykle od etapu Denature (Denaturacja). Opcje te¢ mozna wybraé, jesli
zastosowanie funkgcji Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) podczas
programu spowodowatoby, ze etap poczatkowy trwatby zbyt dtugo. Zazwyczaj
preferowane jest uzycie opcji Perform Optimisation Before 1st Acquisition
(Wykonaj optymalizacje przed 1. akwizycjg), poniewaz opcja ta powoduje, ze
funkcja Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) jest uruchamiana w
warunkach mozliwie najbardziej zblizonych do warunkéw programu.

To menu rozwijane umozliwia dodanie kanatéw. Wybra¢ zgdany kanat i kliknaé
przycisk Add (Dodaj).
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Edit (Edytuj): Nacisnigcie przycisku spowoduje wyswietlenie okna, w ktérym mozna ustawic¢
zakres Target Sample Range (Docelowy zakres probki). Zakres Target Sample
Range (Docelowy zakres probki) to zakres poczatkowej fluorescencii, ktory nalezy
ustawi¢ dla probki w okreslonej probéwce. Funkcja Auto-Gain Optimisation
(Automatyczna optymalizacja wzmocnienia) odczytuje kazdy kanat, wykorzystujac
ustawienia wzmocnienia o zakresie okreslonym dla opcji Acceptable Gain Range
(Akceptowalny zakres wzmocnienia). Wybiera pierwsze ustawienie wzmocnienia,
ktére daje odczyt fluorescenciji o wartosci mieszczacej si¢ w zakresie Target Sample
Range (Docelowy zakres probki). Na przedstawionym przyktadzie funkcja Auto-Gain
Optimisation (Automatyczna optymalizacja wzmocnienia) wyszukuje ustawienie
wzmochienia o wartosci od —10 do 10, ktére daje odczyt o wartosci od 5 do 10 Fl w
proboéwce 1. W przypadku barwnikéw interkalujgcych odpowiednia warto$é zakresu
Target Sample Range (Docelowy zakres probki) wynosi na ogét 1-3 Fl, natomiast
w przypadku sond ze wzgledu na ich wiasciwosci chemiczne, bardziej odpowiednia
jest wartos¢ 5-10 FI.

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 Przycisk Remove (Usun) stuzy do usuwania wybranych kanatéw. Przycisk Remove All
(Usuni/usun wszystkie): (Usun wszystkie) stuzy do usuwania wszystkich kanatéw.
Start (Uruchom): Przycisk Start (Uruchom) stuzy do uruchamiania funkcji Gain Optimisation (Optymalizacja

wzmocnienia). Wybierane jest wzmocnienie, ktére daje poziom sygnatu fluorescencyjnego
mieszczacy sie w okreslonym zakresie. Jesli fluorescencja nie miesci sie w okreslonym zakresie,
wzmocnienie jest ustawiane na wartos¢, ktéra daje najdoktadniejsze mozliwe dopasowanie.

Manual (Reczna): Nacisnigcie tego przycisku powoduje otwarcie okna Manual Gain Adjustment (Reczna
regulacja wzmocnienia).

Changing Gain During a  Jesli na poczatku programu wzmocnienie byto zbyt wysokie lub zbyt niskie, mozna je zmieni¢ w
Run (Zmiana wzmocnienia ciggu pierwszych dziesieciu cykli. W miejscu, w ktérym zmieniono wzmocnienie, pojawia sie
podczas programu): pionowa linia. Cykle, ktére wykonano przed zmiana, sa wykluczone z analizy.

Uwaga: Funkcja Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) moze wybra¢ ustawienie, ktére nie
miesci sie w okreslonym zakresie. Moze by¢ to spowodowane zmianami fluorescencji po pierwszym
etapie Hold (Wstrzymanie). Wynik dziatania funkcji Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia)
dobrze odzwierciedla jednak poziom fluorescenciji, od ktérego rozpocznie sie program.

Reczna regulacja wzmocnienia

Aby wykonaé¢ czynnos$¢ ,Manual Gain Adjustment” (Reczna regulacja wzmocnienia), nalezy klikngé
przycisk Manual... (Reczna...) w oknie Auto-Gain Optimisation Setup (Konfiguracja automatyczne;j
optymalizacji wzmocnienia). Zostanie wyswietlone okno Manual Gain Adjustment (Reczna regulacja
wzmochienia). W tym oknie w czasie rzeczywistym wyswietlane sg odczyty fluorescenciji przy dowolnej
danej temperaturze. Jest ono uzywane, gdy tlo prébki nie jest znane, co sprawia, ze konieczne jest
okreslenie wzmocnienia, aby zagwarantowac, ze sygnat probki jest wystarczajacy do detekc;ji.
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B Manual Gain Adjustment B x|

File Help

o Cycling &.Green
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Page: Fage 1
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Domyslnie na ekranie widoczne sg wszystkie probki. Probki mozna usung¢ z ekranu lub dodaé
do niego, uzywajac przetgcznika z prawej strony. Przetgcznik sktada sie z kolorowych komorek,
z ktorych kazda odpowiada prébce na ekranie. Prébki z komérkami o jasnym kolorze sg widoczne
na ekranie, natomiast prébki z wyszarzonymi komoérkami nie sg wyswietlane. Probki mozna
wigczy¢ lub wytgczyé, klikajgc komorke lub przeciagajac wskaznik myszy przez kilka komorek

jednoczeénie.

Zalecane jest, aby z opcji Manual Gain Adjustment (Reczna regulacja wzmocnienia) korzystac

w nastepujacy sposob.

1. Dostosowaé temperature w oknie Manual Gain Adjustment (Reczna regulacja wzmocnienia)
do temperatury akwizycji wymaganej dla programu.

Uwaga: Temperatura nie zostanie dostosowana podczas pracy aparatu Rotor-Gene Q MDx.
Aby zastosowac¢ zmiany wprowadzone w temperaturze, nalezy ponownie uruchomi¢ aparat
Rotor-Gene Q MDx.

2. Klikng¢ przycisk Start (Uruchom). Program zostanie rozpoczety. Temperatura aparatu Rotor-
Gene Q MDx jest regulowana do temperatury okreslonej w oknie. Na wykresach w oknie
zaczynajg pojawiac sie dane.

3. Nalezy odczekaé, az temperatura sie ustabilizuje.

4. Nalezy zapisa¢ odczyt fluorescencji w punkcie koncowym (Fluorescence, Fl).

5. Jesli odczyt FI nie osiggnie wymaganej wartosci, nalezy klikngé przycisk Edit Gains...
(Edytuj wzmocnienia...) i edytowaé wartosci odpowiednio do potrzeb. Proces ten moze nie
by¢ natychmiastowy, poniewaz akwizycja kazdego punktu w kazdym kanale aparatu
Rotor-Gene Q MDx trwa okoto 4 sekundy — w tym czasie interfejs uzytkownika nie jest
aktywny.
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6. Powtarzac¢ proces do uzyskania wartosci Fl na zgdanym poziomie.

7. Klikng¢ przycisk Stop (Zatrzymaj). Jesli w momencie nacisniecia przycisku Stop (Zatrzymaj)
trwa akwizycja danych programu, aparat Rotor-Gene Q MDx ukonczy akwizycje przed
zatrzymaniem pracy. Ten proces moze trwa¢ do 5 sekund dla kazdego kanatu uzyskujgcego

dane.

4. okno kreatora nowego programu

To okno zawiera podsumowanie programu. Sprawdzi¢ parametry i, jesli sg poprawne, klikng¢
przycisk Start Run (Uruchom program). Zostanie wyswietlony monit o wprowadzenie nazwy
pliku. Ustawienia programu mozna réwniez zapisa¢ w formie szablonu dla przysztych programéw,

uzywajac przycisku Save Template (Zapisz szablon).

New Run Wizard E|
Surmmary :
Sefling | Walue |
Green Gain ]
Rator 36 well Rotor
Sample Layout 1,23, .
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Run

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

Skipwizard | <<Back |

5. okno kreatora nowego programu

W tym oknie podczas wykonywania programu nalezy wprowadzi¢ typy i opisy prébek. To okno
zawiera takie same funkcje co okno Edit Samples (Edycja probek) (strona 131). Informacje

dotyczace probek mozna réwniez wprowadzi¢ po zakonczeniu programu.

Przycisk Finish and Lock Samples (Zakoncz i zablokuj probki) powoduje zamkniecie ekranu
i zapobiega wprowadzeniu zmian w nazwach prébek. Wiecej informacji na temat tej i innych funkgiji
zabezpieczen mozna znalez¢ w czesci ,Ochrona dostepu do oprogramowania Rotor-Gene Q”
(strona 137).
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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 Uzywanie sprzetu aparatu Rotor-Gene Q MDx
5.2.1 Typy rotoréw

Najpierw nalezy wybra¢ typ uzywanych probéwek i rotor. Dostepne sg 4 typy rotoréw, w ktorych

mozna umiesci¢ rozne typy probowek.

Uwaga: Rotory 36-Well Rotor i 72-Well Rotor sg dostarczane z aparatem. Rotory Rotor-Disc®
Rotor to akcesoria.

Wazne: Podczas programu nalezy uzywac¢ probéwek tego samego typu. Nie tgczy¢ probdowek
réznych typéw lub probdéwek od réznych producentdow, gdyz wptynie to na jednorodno$c
pomiaréw optycznych. Zalecane jest korzystanie z probowek firmy QIAGEN, ktére zostaty
zaprojektowane specjalnie do uzycia z aparatem Rotor-Gene Q MDx (patrz Dane do zamdwienia).
Probéwki innych  producentdw mogg wykazywaé autofluorescencje, ktéra moze
wptyngé na wiarygodno$¢ wynikéw. Ponadto probowki innych producentéw mogg rézni¢ sie
dlugoscig i gruboscia, co moze spowodowacC przesuniecie $ciezki optycznej aparatu
Rotor-Gene Q MDx oraz reakcji w probéwce. Firma QIAGEN zastrzega sobie prawo do odmowy
udzielenia wsparcia technicznego w przypadku probleméw spowodowanych uzyciem materiatow z
tworzywa sztucznego nieposiadajgcych certyfikatu firmy QIAGEN w aparacie Rotor-Gene Q MDx.

Wazne: Jakiekolwiek uzycie materiatdw z tworzywa sztucznego nieposiadajgcych certyfikatu
firmy QIAGEN w aparacie Rotor-Gene Q MDx moze spowodowac¢ uniewaznienie gwarancji na

aparat.
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PRZE-
STROGA

Uszkodzenie aparatu

Przed kazdym programem przeprowadzi¢ kontrole wzrokowg i upewni¢ sie,
A ze rotor nie jest uszkodzony lub zdeformowany.

Rotor 36-Well Rotor

Rotor 36-Well Rotor ma kolor czerwony. Rotor 36-Well Rotor i pierscien blokujgcy 36-Well Rotor
Locking Ring umozliwiajg korzystanie z probéwek o pojemnosci 0,2 ml. Probdwki nie muszg mie¢
zatyczek przepuszczajgcych $wiatlo, poniewaz aparat Rotor-Gene Q MDx odczytuje
fluorescencje z dna probdéwki, a nie z jej gory. Mozna réwniez uzywac probowek ze stozkowym

cylindrem zamykajgcym.

AT TS
..4 n il

&
Y
\\c.

Rotor 72-Well Rotor

Rotor 72-Well Rotor ma kolor niebieski. Rotor 72-Well Rotor i pierscien blokujgcy
72-Well Rotor Locking Ring sg uzywane z probéwkami Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, ktére mozna
stosowa¢ do objetosci tak matych jak 20 pl. Zatyczki zapewniajg bezpieczne i niezawodne

uszczelnienie.
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Rotor Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor Rotor-Disc 72 Rotor jest ciemnoszary. Rotor Rotor-Disc 72 Rotor i pierscien blokujgcy
Rotor-Disc 72 Locking Ring umozliwiajg korzystanie z dysku Rotor-Disc 72. Dysk Rotor-Disc 72 ma
72 pozycje przeznaczone do uzytku wysokoprzepustowego. W celu uszczelnienia dysku Rotor-Disc
72 na jego gorng czes¢ nakiadana jest przezroczysta folia polimerowa, ktéra nastepnie jest zgrzewana
na gorgco. Folie naktada sie szybko i chroni ona przed zanieczyszczeniami, tworzac silng, trwatg,
nienaruszalng plombe. Wiecej informacji na temat dysku Rotor-Disc 72 zawiera Sekcja 5.2.3.

Rotor Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor Rotor-Disc 100 Rotor ma zitoty kolor. Rotor Rotor-Disc 100 Rotor i pierscien blokujgcy
Rotor-Disc 100 Locking Ring umozliwiajg korzystanie z dysku Rotor-Disc 100. Dysk Rotor-Disc 100
ma 100 pozyciji przeznaczonych do uzytku wysokoprzepustowego. Dysk Rotor-Disc 100 to obrotowy
odpowiednik ptytki 96-dotkowej, ale zawiera dodatkowe 4 pozycje odniesienia. Umozliwia on integracje
aparatu Rotor-Gene Q MDx z procedurami laboratoryjnymi, w ktérych wykorzystywanych jest 96
dotkéw. Dodatkowe pozycje mozna wygodnie wykorzystaé na dodatkowe probki, reakcje kontrolne lub
reakcje wykonywane rozpoznawczo, nie zajmujgc przy tym zadnej ze standardowych pozycji 96
dotkdw. W celu uzyskania petnej kompatybilnosci z procedurami laboratoryjnymi, w ktérych
wykorzystywanych jest 96 dotkéw, pozycje dysku Rotor-Disc 100 sg oznaczone zgodnie z konwencjg
oznaczania plytki 96-dotkowej, tj. od A1-A12 do H1-H12. Dodatkowe 4 pozycje odniesienia

oznakowano jako R1-R4. Wiecej informacji na temat dysku Rotor-Disc 100 zawiera Sekcja 5.2.3.
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Dane techniczne rotora

Typ rotora Pojemnos¢ dla Liczba Typ probowki Zalecana objetos¢
pozycji (ul) prébek reakcyjna (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

Uwaga: Rotoréow 36-Well Rotor i 72-Well Rotor przeznaczonych dla aparatu Rotor-Gene Q MDx nie
nalezy uzywac w aparatach Rotor-Gene 3000 z powodu niezgodnosci w zakresie wyréwnania Sciezki

optycznej. Z aparatami Rotor-Gene 3000 nalezy uzywac starszych rotoréw z 36 i 72 pozycjami.

5.2.2 Przygotowanie reakgc;ji

Wazne: Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki, w kazdym programie nalezy uzywac¢ odpowiednich
kontroli.

Reakcje mozna przygotowaé, uzywajgc bloku Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (do probéwek
PCR Tubes, 0.2 ml), bloku Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (do konfiguracji probéwek Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml z pipetg jednokanatowg), bloku Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (do
konfiguracji probéwek Strip Tubes and Caps, 0.1 ml z pipetg wielokanatowg), bloku Rotor-Disc
72 Loading Block (do dysku Rotor-Disc 72) lub bloku Rotor-Disc 100 Loading Block (do dysku

Rotor-Disc 100). Wszystkie bloki sg wykonane z aluminium i mozna je wstepnie schtodzi¢.

Blok Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (na rysunku) miesci 18 paskéw probdwek Strip Tubes oraz
maksymalnie osiem probdwek o pojemnosci 0,5 ml, ktérych mozna uzy¢ do przygotowania
mieszaniny Master Mix oraz maksymalnie szesnascie probowek o pojemnosci 0,2 ml, ktérych
mozna uzy¢ do przygotowania krzywych wzorcowych. Ponizej opisano procedure przygotowania
reakcji za pomocg rotora 72-Well Rotor. Te samg procedure mozna réwniez wykorzystaé do
przygotowania reakcji za pomoca rotora 36-Well Rotor i odpowiednich akcesoriow.
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1. Umiesci¢ probowki Strip Tubes w bloku Loading Block i doda¢ porcje skfadnikéw reakc;ji.

2. Umiesci¢ zatyczki Caps na probowkach Strip Tubes, a nastepnie przeprowadzi¢ kontrole
wzrokowg, aby upewnic sie, ze probowki sg dobrze zamkniete.

3. Wiozy¢ probowki Strip Tubes do rotora 72-Well Rotor i upewni¢ sie, ze kazda probowka jest
poprawnie osadzona i znajduje sie w prawidtowej orientac;ji.

Jesli probowki nie zostang prawidtowo umieszczone w rotorze, probki nie bedg optymalnie
wyréownane wzgledem systemu detekcji. Moze to spowodowac obnizenie zarejestrowanego
sygnatu fluorescencyjnego i czutosci reakcji. Uchwyt Rotor Holder, ktéry utatwia tadowanie
probowek, jest dostarczony z aparatem.
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Wazne: Aby uzyska¢ maksymalng jednorodnos$¢ temperatury, kazda pozycja rotora musi
zawiera¢ probowke. Zapetnienie wszystkich pozycji rotora zapewnia réwnomierny przeptyw
powietrza do kazdej probdéwki. Wymagany jest zestaw pustych zatkanych zatyczkami
probowek, ktérych mozna uzy¢, aby zapeti¢ nieuzywane pozycje.

4. Zatozyé pierscien blokujgcy 72-Well Rotor Locking Ring na rotor 72-Well Rotor, wciskajac
3 bolce ustalajgce przez zewnetrzne otwory rotora.

Pierscien blokujacy Locking Ring zapewnia, ze zatyczki pozostang na probéwkach podczas
programu.
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5. Wiozy¢ zespdt do komory aparatu Rotor-Gene Q MDx, blokujgc go w miejscu za pomoca
bolca ustalajgcego na piascie rotora. Aby zwolni¢ i wyciggna¢ zespdt, nalezy wcisnac¢ piaste
rotora.

6. Zamkng¢ pokrywe i przygotowadé profil programu za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q.

5.2.3 Przygotowanie dysku Rotor-Disc

Rotor-Disc 72 i Rotor-Disc 100 to jednoczesciowe dyski przeznaczone do zastosowan
wysokoprzepustowych, zawierajgce odpowiednio 72 pozycje i 100 pozycji. W dyskach Rotor-Disc 72
i Rotor-Disc 100 nie sg uzywane zatyczki. Zamiast tego na gérng czes¢ dysku naktadana jest folia
Rotor-Disc Heat Sealing Film, ktdra nastepnie jest zgrzewana na gorgco za pomocg zgrzewarki Rotor-
Disc Heat Sealer. Folia chroni przed zanieczyszczeniami, tworzac silng, trwatg, nienaruszalng plombe.

Zgrzewanie cieplne dysku Rotor-Disc jest wykonywane w opisany ponizej sposéb.

Wazne: Przed rozpoczeciem tej procedury nalezy przeczyta¢ karte produktu dostarczong ze
zgrzewarkg Rotor-Disc Heat Sealer.

1. Wiaczy¢ zgrzewarke Rotor-Disc Heat Sealer, uzywajac przetacznika znajdujgcego sie z tytu,
po lewej stronie urzadzenia.
Zapali sie czerwona lampka ,Power” (Zasilanie). Zgrzewarka Rotor-Disc Heat Sealer osiaga
temperature robocza po okoto 10 minutach, gdy zapala sie zielona lampka ,Ready”
(Gotowosc¢).

2. Wybra¢ state lub zdejmowalne uszczelnienie.
Uwaga: Gdy zgrzewarka Rotor-Disc Heat Sealer bedzie gotowa do rozpoczecia pracy, mozna

ja pozostawi¢ stale wigczong — nie stwarza to zagrozenia.

3. Wiozy¢ dysk Rotor-Disc do bloku Rotor-Disc Loading Block, korzystajac z wypustki pozycji
pierwszej na dysku Rotor-Disc oraz otworéw prowadnika rurek na bloku Rotor-Disc Loading Block.
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4. Przygotowa¢ reakcje w dysku Rotor-Disc, pipetujac recznie lub uzywajac
zautomatyzowanego systemu obstugi ptynow.

5. Zdjgé srodkowg czes¢ z jednego arkusza folii Rotor-Disc Heat Sealing Film, delikatnie
sktadajgc folie na pét, przyszczypujgc palcami srodkowg czesc i ostroznie jg odrywajac.

6. Umiescic¢ folie na dysku Rotor-Disc w prawidiowej orientacji, wskazanej przez etykiete ,SIDE
UP” (T3 strong do gory). Upewnic¢ sie, ze etykieta ,SIDE UP” (Tg strong do gory) znajduje sie
u dotu bloku Rotor-Disc Loading Block.

Centralny otwdr w folii powinien przesung¢ sie swobodnie po cylindrze bloku Rotor-Disc
Loading Block i na wierzch dysku Rotor-Disc.
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7. Wsung¢ zespoét do zgrzewarki Rotor-Disc Heat Sealer, uzywajac prowadnic znajdujgcych sie
z boku bloku Rotor-Disc Loading Block. Upewnic¢ sig, ze blok Rotor-Disc Loading Block jest
catkowicie wsuniety.

8. Aby aktywowac¢ mechanizm zgrzewania, najpierw nacisng¢ niebieski anodyzowany pasek na

gornej czesci zgrzewarki Heat Sealer, a nastgpnie przesung¢ czarny zaczep.

9. Po opuszczeniu mechanizmu zgrzewajgcego zapali sie pomaranczowa lampka ,Sealing’
(Zgrzewanie). Jesli blok Rotor-Disc Loading Block nie znajduje sie w prawidiowej pozyciji,
zostanie wygenerowany dzwiekowy sygnat ostrzegawczy.

10.Po zakonczeniu zgrzewania zostanie wygenerowany cigglty sygnat dzwiekowy, a
pomaranczowa lampka ,Sealing” (Zgrzewanie) zacznie miga¢. Nalezy nacisng¢ niebieski

anodyzowany pasek, aby unies¢ i zwolni¢ mechanizm zgrzewajgcy do pierwotnej pozycji.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022

79



Wazne: Nie kontynuowac zgrzewania po wygenerowaniu sygnatu dzwiekowego. Diluzsze
zgrzewanie moze spowodowac deformacje dysku Rotor-Disc.

Uwaga: Jesli uzytkownik przypadkowo nie zwolni mechanizmu blokujacego, migajgca
pomaranczowa lampka ,Sealing” (Zgrzewanie) zacznie $wieci¢ Swiattem cigglym, a ciagly
sygnat dzwiekowy zmieni sie na sygnat przerywany, aby ostrzec uzytkownika.

11.Wysunagé blok Rotor-Disc Loading Block ze zgrzewarki Rotor-Disc Heat Sealer. Nalezy
odczekac okoto 10 s do ostudzenia folii. Usungé nadmiar folii uszczelniajgcej, pociggajac ja
w doét w celu jej oderwania. Nie pocigga¢ nadmiaru folii w gore.

12.Zdjg¢ dysk Rotor-Disc z bloku Rotor-Disc Loading Block.

13.Zatadowa¢ dysk Rotor-Disc do rotora w prawidtowej orientaciji, korzystajgc z wypustki pozycji
pierwsze;.
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6 Interfejs uzytkownika analizy

6.1  Obszar roboczy

Obszar roboczy to tto okna gtéwnego. W tym obszarze mozna otworzy¢ wykresy surowych
danych i wyniki analizy. W przypadku otwarcia kilku okien jednoczesnie mozna je uporzadkowac,
klikajac przycisk Arrange (Rozmies¢) na pasku narzedzi. Dostepnych jest kilka opgciji
uporzgdkowania okien, ktére mozna wybraé, klikajgc strzatke w dét obok przycisku Arrange
(Rozmiesc).

-

Reports  Arrange

Smart Tiling

Tile Harizonkally
Tile Yertically
Cascade

6.2 Pasek narzedzi

Te przyciski to skréty do czesto uzywanych funkcji. Dostep do tych operacji mozna réwniez

uzyska¢ z menu rozwijanych.

7 EH

Mew Open Save

PN

Start: Pause: Stay

Wigw f:? \:j ﬂ‘/ ‘fJ % E \;;é % =

Settings Progress Profle  Temp, Samples Analysis Reports  Arrange

7}

Help

JChanneIs " Cyding A.Green 0 Cycling A ¥ellow 7 Cyeling A,.Orange . Cyeling 4.Red ‘

6.3  Przegladanie surowych danych z kanatéw

Klikng¢ te przyciski, aby przejrze¢ surowe (niepoddane analizie) dane z poszczegolnych kanatéw
uzywanych w programie.

“ Charnels " Cycling &.Green 0 Cycling & Yellow 07 Cycling &.Crange 0 Cyeling A, Red

Podczas przegladania tych danych dostepnych jest wiele opcji umozliwiajgcych zmiane
prezentacji danych. Dane surowe mozna rowniez przeksztatci¢, aby ufatwi¢ wykonywanie

réznych typow analiz.
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Adjust Scale (Regulacja skali):  Aby wybrac¢ opcje Adjust Scale (Regulacja skali), nalezy klikng¢ odpowiednie
okno prawym przyciskiem myszy. Opcja Adjust Scale (Regulacja skali)
wywotuje okno, w ktérym mozna ustawi¢ skale.

Adjust Scale
b airnuann ; |'| 10 ill
FinimLan ; IU ﬁ

o] o |

Autoscale (Skalowanie Opcja Autoscale (Skalowanie automatyczne) podejmuje prébe dopasowania
automatyczne): skali do maksymalnych i minimalnych odczytéw danych.
Default Scale (Skala Opcja Default Scale (Skala domysina) powoduje zresetowanie skali do
domysina): widoku od 0 do 100 jednostek fluorescencji.
Ikona klucza: Wiecej informacji zawiera sekcja 7.5.

ﬂ- 5 10 15 0 o = 30 35 40 45

Adust Scale. | Aulo-Scale| Defaud Scale| Dpiions| [Fage 1 - 4z

Normalse to Cychng A, Yellow
Normalise to Cyclng A, Crange
Normaltse: to Cycing A, Red

Crop skart cycles

Crop end cycles
Options (Opcje): Powoduje wyswietlenie menu rozwijanego przedstawionego powyzej, ktére

udostepnia opcje przeksztatcania danych surowych.

Normalise to ... Ta opcja umozliwia znormalizowanie danych amplifikacji w stosunku do danych z
(Znormalizuj do...): pasywnego barwnika odniesienia, takiego jak ROX, uzyskanych w innym kanale.
Crop start cycles (Przytnij Ta opcja powoduje utworzenie nowego zestawu danych kanatu, z ktérego
cykle poczatkowe): usunieto niektdre cykle poczagtkowe. Opcja ta jest przydatna, jesli w cyklach

poczatkowych obserwowane sg duze przeskoki, ktére moga wystgpic w
przypadku uzywania okreslonych substancji chemicznych.

Crop end cycles Ta opcja powoduje utworzenie nowego zestawu danych kanatu, z ktérego
(Przytnij cykle koncowe): usunieto niektére cykle koncowe.
Page 1 (Strona 1): Ten obszar wskazuje strone aktualnie wybrang do przegladania wykreséw

surowych danych. Okno Edit Sample (Edycja prébki) umozliwia utworzenie
wielu definicji probek. Dane mozna wyswietli¢, na przykfad, z liniami o réznej
grubosci, z réznymi definicjami probek oraz innymi opcjami widoku. Opcja ta
jest szczegdlnie przydatna, jesli wzgledna analiza ilosciowa jest
przeprowadzana w jednym kanale, poniewaz uzytkownik moze fatwo zmienié
widok pomiedzy genem bedacym przedmiotem zainteresowania a prébkami
genu metabolizmu podstawowego, definiujgc 2 strony prébek.

6.4  Przetgczanie miedzy probkami

Po prawej stronie okna gtéwnego znajduje sie przetgcznik, ktdry zawiera legende probek. Sktada sie
ona z kolorowych komorek, z ktérych kazda odpowiada prébce na ekranie. Przetgcznik jest uzywany
do wyboru prébek wyswietlanych na ekranie. Prébki z komoérkami o jasnym kolorze sg widoczne na
ekranie, natomiast prébki z wyszarzonymi komérkami nie sg wyswietlane. Prébki mozna wigczy¢ lub
wylgczyé, klikajac komorke lub przeciagajac wskaznik myszy przez kilka komorek jednoczesnie.
Przyciski Bank On (Wigcz pule) i Bank Off (Wylacz pule) odpowiednio ukrywajg lub wyswietlajg
wszystkie probki aktualnie widoczne na liscie. Pasek przewijania moze by¢ uzywany do wyswietlania
kolejnej grupy probek.

Uwaga: Liczba wyswietlanych prébek jest dynamiczna i zalezy od obszaru dostepnego w oknie.
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Klikniecie przycisku Named On (Nazwane) powoduje wyswietlenie tylko tych prébek, ktérym
nadano nazwe. Umozliwia to szybkie wySwietlenie tylko odpowiednich prébek. Kliknigcie
przycisku All On (Wigcz wszystkie) lub All Off (Wytacz wszystkie) powoduje odpowiednio
wyswietlenie lub ukrycie wszystkich probek, ktére znajdujg sie w rotorze. Nacisniecie przycisku
Edit Samples... (Edytuj probki...) powoduje otwarcie okna Edit Samples (Edycja probek), w
ktéorym mozna edytowaé nazwy, typy prébek oraz stezenia wzorcowe (patrz sekcja 6.8.4).

Ponizej przedstawiono przetacznik. Wyswietlone opcje dodatkowe pojawiajg sie po kliknigciu
przetgcznika prawym przyciskiem myszy.

Page: Page 1
&1
i
&3
&
A5
AR
&7
&R

Edit: Samples...
Select Mon-Emply Samples
Toggle Sample ID Display

Select Groups

B5
BE
BY
Ba
« | »
Bank On | Bank OF
Marmed On | All On | Al O
Edit Samples...

Fam

Page (Strona): Ta etykieta na gorze przetacznika wskazuje wyswietlang strone prébek. Strony
umozliwiajg przeprowadzanie réznych niezaleznych analiz na zestawie danych
jednego kanatu. Na przyktad uzytkownik moze uruchomi¢ dwie krzywe wzorcowe
w kanale zielonym i wygenerowaé niezalezne raporty. Wiecej informacji na temat
konfiguraciji stron probek zawiera Sekcja 6.8.4.

Toggle Sample ID Display
(Przetgcz widok id. prébek):

Select Non-Empty Samples
(Wybierz probki, ktére nie sg
puste):

Select Groups (Wybierz grupy):

Jesli uzywany jest rotor 72-Well Rotor, probki sg wyswietlane w formacie od A1 do A8,
od B1 do B8 itd. Opcja Toggle Sample ID Display (Przetagcz widok id. prébek)
umozliwia uzytkownikowi przetgczenie na numeryczng kolejnos¢ probek (od 1 do 72).

Ta opcja powoduje usunigcie zaznaczenia probek, w przypadku ktérych w oknie
Edit Samples (Edycja prébek) dla parametru Type (Typ) wybrano wartos¢ None
(Brak). Zapewnia to, ze wy$wietlane sg tylko probki istotne dla analizy.

Jesli  uzytkownik  zdefiniowat grupy, ta funkcja bedzie przetgczac
(wtgczac/wytaczac) wyswietlanie probek w grupach. Grupy to dowolne zbiory
probek, ktére umozliwiajg zaawansowane raportowanie wynikéw statystycznych.
Na przyktad mozna zdefiniowaé grupy prébek pacjentéw leczonych i nieleczonych.
Grupy mozna skonfigurowaé¢ w oknie Edit Samples (Edycja probek).
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6.5 Menu Plik

6.5.1 Nowy

Po wybraniu opcji File (Plik), a nastepnie opcji New (Nowy) zostanie wyswietlone okno New Run

(Nowy program). W tym oknie znajdujg sie najczesciej uzywane szablony uporzgdkowane na

kartach Quick Start (Szybki start) i Advanced (Zaawansowany). Po wybraniu szablonu kreator

przeprowadza uzytkownika przez konfiguracje programu i umozliwia zmianeg ustawien i profili.

x

Guick Start I Advanced |

(1]

T"xl__xf

erform Last Run

"% Three Step with Melt from the last run open
in the software.
L1
'S Two Step
L 1]
2 Quenched FRET

*% Mudleic Add Concentration Measurement
g

L ’_J HRM™

Other Runs

iJ_J Open A Template In Another Folder...

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Informacje na temat dostepnych szablonéw mozna znalez¢ w sekcjach 5.1.1i5.1.2.

Nowy program

New (Nowy):

Cancel (Anuluj):
Help (Pomoc):

Show This Screen When
Software Opens (Pokazuj
ten ekran przy otwarciu
oprogramowania):

Ten przycisk powoduje inicjalizacje konfiguracji programu za pomocg
wybranego szablonu.

Ten przycisk powoduje zamknigcie tego okna.
Ten przycisk powoduje otwarcie pomocy online.

Jedli to pole jest zaznaczone, okno New Run (Nowy program) jest
wys$wietlane po uruchomieniu oprogramowania.
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6.5.2 Otwieranie i Zapisywanie

Open... (Otworz...):

Open Recent... (Otwoérz
ostatnie...):

Save (Zapisz):

Ta opcja powoduje otwarcie poprzednio zapisanego pliku programu Rotor-
Gene Q (*.rex) lub archiwum programu Rotor-Gene Q (plik *.rea).

Ta opcja powoduje wys$wietlenie ostatnich 4 otwartych lub zapisanych plikéw.

Ta opcja powoduje zapisanie wszelkich zmian, ktére wprowadzono w pliku
programu.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

MNew... 7
Open... . View ‘)l-:};
Crricocent » [2top Setting
Run File...
Impoert Data From Preyious B, . Template...
Reports... Run Archive...
Preferences... Excel Analysis Sheet...
Excel Data Sheet...
= LIMS Export...
Exit LinReg Export Format...

Matlab Export...
RDML Export...

Save as... (Zapisz jako...):

Run File... (Plik programu...):

Template... (Szablon...):

Run Archive...
(Archiwum programu...):

LIMS Export... (Eksport LIMS):

Excel Data Sheet...
(Arkusz danych Excel...):

Excel Analysis Sheet...
(Arkusz analizy Excel...):

LinReg Export Format...
(Format eksportu LinReg...):

Matlab Export...
(Eksport Matlab...):

RDML Export...
(Eksport RDML):

Tej funkcji nalezy uzy¢, aby zapisa¢ plik programu lub dane w réznych
formatach. Ponizej wymieniono dostepne opcje.

Ta opcja powoduje zapisanie kopii pliku. Uzytkownik moze zmieni¢ nazwe i
lokalizacje, do ktérej zostanie zapisany plik. Jest to format domysiny.

Ta opcja powoduje zapisanie konfiguracji profilu oraz powigzanych ustawien,
ale nie zapisuje danych programu. Szablon mozna uzyé do zainicjowania
programéw wykonywanych w przysztosci.

Ta opcja powoduje zapisanie programu w bardziej kompaktowym formacie
pliku. Przed wystaniem plikéw w wiadomosci e-mail nalezy je zapisa¢ w tym
formacie. Zmniejsza to czas wymagany do wystania pliku i zapewnia, zepliki
nie zostang uszkodzone przez klientéw poczty e-mail.

Ta opcja powoduje zapisanie analizy w formatach zgodnych z systemem
LIMS odpowiednio do wymagan uzytkownika. Aby uzyskac¢ wiecej informaciji,
nalezy skontaktowaé sig z serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Ta opcja powoduje wyeksportowanie wszystkich surowych danych kanatéw
do arkusza programu Excel®. Eksportowane sg tylko zaznaczone probki.

Ta opcja powoduje wyeksportowanie wszystkich analiz z aktualnego
programu do pojedynczego arkusza programu Excel.

Ta opcja powoduje wyeksportowanie wszystkich surowych danych kanatu do
formatu, ktéry moze zosta¢ odczytany przez narzedzie LinReg (narzedzie do
analizy skutecznosci). Wiecej informacji zawiera sekcja ,Eksportowanie do
formatu narzedzia LinReg” ponize;j.

Ta opcja powoduje wyeksportowanie danych do formatu, ktéry moze zosta¢
odczytany przez pakiet naukowy Matlab (lub jego odpowiednik dostepny na
zasadach otwartego oprogramowania, Octave). Moze by¢ to przydatne do
badan metod.

Ta opcja powoduje wyeksportowanie pliku zgodnego ze standardem RDML
wer. 1.1. Utworzony plik eksportu RDML to skompresowany plik XML w
formacie ZIP z rozszerzeniem *.rdml, zgodny z dokumentem schematu
RDML  (https:/irdml.org/rdml_v_1_1.html) dostgpnym w  witrynie
https://rdml.org/rdmi_v_1_1.html.
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Eksportowanie do formatu narzedzia LinReg

LinReg to narzedzie opracowane przez C. Ramakersa i wspétpracownikéw.* Narzedzie LinReg
jest dostepne w witrynie: https://medischebiologie.nlffiles/.

Oprogramowanie Rotor-Gene Q umozliwia eksportowanie surowych danych w formacie, ktéry

nastepnie moze zosta¢ zaimportowany przez narzedzie LinReg w celu analizy.

a—

Otworzy¢ plik programu Rotor-Gene Q zawierajgcy surowe dane.

N

Wyeksportowaé dane do formatu eksportu LinReg, wybierajgc opcje Save As... (Zapisz
jako...), a nastepnie opcje LinReg Export Format... (Format eksportu LinReg...).

3. Program Microsoft Excel automatycznie wyswietli wyeksportowane surowe dane.

4. Uruchomi¢ narzedzie LinReg.

Narzedzie poprosi o wybranie zakresu komoérek, w ktérych znajdujg sie surowe dane. Narzedzie

moze analizowac tylko jeden surowy kanat jednoczesnie, dlatego nalezy wybra¢ odpowiedni

obszar arkusza programu Excel.

6.5.3 Raporty

Po wybraniu opcji Reports (Raporty) zostanie wyswietlone okno Report Browser (Przegladarka
raportow). Jesli dane zostaly juz przeanalizowane, raport z analizy mozna wys$wietli¢ z okna
Report Browser (Przegladarka raportow). Dostepnych jest kilka typdw raportow o réznym

stopniu szczegdtowosci.

=T

—Report Categaries : — Templates :

- Melt A Green [page 1] ;I
antitation
Cycling &.Green [page 1] $14
Delta Dela CT Relative Quantitation 4 Quantitation (Full Repart)
- delta delta
Relative Quant. Analysis
=- Comparative Huantitation
- Cycling A.Green [page 1]
- 2 Standard Curves Relative Quantitation
i 2 standrard curve
i Relative Quant. Analysis

uantitation

°e
2 Quantitstion (Standard Repart)

Shaw 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 Konfiguracja

Wstepna konfiguracja aparatu Rotor-Gene Q MDx powinna zosta¢ ukonczona podczas instalacji.
Ta opcja pozwala jednak zmieni¢ konfiguracje potgczenia aparatu Rotor-Gene Q MDx, jesli

uzytkownik chce zrobi¢ to po instalaciji.

setup x|

General I

— Mizzellaneous Options :

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

[ Wirtual Mode

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

W Zllow access o this setup screeh

Part I COm1 - I Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Tryb wirtualny): Nalezy wybraé te opcje, jesli oprogramowanie bedzie uzywane bez
poditgczonego aparatu Rotor-Gene Q MDx. Oprogramowanie zachowuje
wszystkie funkcje. Ten tryb jest przydatny do celéw demonstracyjnych,
analizy danych i konfiguracji szablonéw.

Allow access to this setup Jesli ta opcja nie zostanie zaznaczona podczas konfiguracji, to okno nie

screen (Zezwol na dostep do bedzie juz dostgpne. Ten $rodek bezpieczenstwa uniemozliwia

tego ekranu konfiguracji): uzytkownikom zmiane ustawien. Aby ponownie uzyska¢ dostep, nalezy
skontaktowac sie z dystrybutorem.

Port: Nalezy wybra¢ odpowiedni port komunikacyjny, aby umozliwié komunikacje
migdzy komputerem a aparatem Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect (Wykryj Jesli uzytkownik nie ma pewnosci, ktory port wybra¢, powinien klikna¢ opcje Auto-

automatycznie): Detect (Wykryj automatycznie), aby wyszuka¢ wszystkie dostepne porty.

6.6 Menu analizy
6.6.1 Analiza

Po kliknieciu opcji Analysis (Analiza) zostanie wyswietlone okno Analysis (Analiza). To okno
umozliwia utworzenie nowych analiz oraz przejrzenie istniejgcych analiz. Metode analizy wybiera
sie za pomoca kart. Wyswietlana jest lista kanatéw, ktére mozna analizowa¢ za pomocg wybrane;j
metody. Wiele oznaczenn wykonywanych w tym samym kanale moze by¢ analizowanych
niezaleznie, o ile skonfigurowano je jako osobne strony w oknie Edit Samples (Edycja prébek).
Obok stron, kitére zostaly juz przeanalizowane, znajduje sie zielony symbol zaznaczenia.
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Oznacza to, ze dla tej analizy zapisano ustawienia warto$ci progowej i normalizacji. Aby
wys$wietli¢ lub przeanalizowa¢ kanat, nalezy klikng¢ go dwukrotnie. Zostanie wyswietlone okno
dotyczgce danej analizy.

Analysis kS

25td Curves [Rel] | Other.. |
I e :l Delka Delka CT Relative Quantitation

[Juantitation

Allelic Discrimination

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

Comparative Quankitakion
Scatter Graph Analysis
EndPoint Analwsis
Zoncentration Analysis

High Resalution Melk Analysis
Show All Analysis Options...

Show | Hide |
[ Auto-shrink window

Auto-shrink window Zaznaczenie pola Auto-shrink window (Automatyczne zmniejszanie okna)
(Automatyczne zmniejszanie okna): powoduje, ze okna, ktére nie sg uzywane, zostang zmniejszone. Aby
ponownie powiekszy¢ okno, nalezy przesung¢ kursor nad to okno.

Organizowanie obszaru roboczego

Za kazdym razem, gdy rozpoczyna sie nowa analiza, okna dotyczace tej analizy sg rozmieszczone
tak, aby pasowaty do okien, ktére sg juz wyswietlane na ekranie. Jesli wyswietlanych jest wiele okien,
moze to by¢ ucigzliwe. Nalezy zamkng¢ niepotrzebne okna, a nastepnie klikngé przycisk Arrange
(Rozmies$€) na pasku narzedzi. Okna sg rozmieszczane automatycznie zgodnie z metodg Smart
Tiling (Inteligentne rozmieszczanie kafelkéw). Mozna réwniez wybra¢ inng metode rozmieszczania,
klikajgc strzatke obok przycisku Arrange (Rozmies¢). Klikniecie nazwy analizy prawym przyciskiem
myszy réwniez udostepnia dodatkowe opcje.

II
Show
Hide

Cycling & FRed

Cycling A eliow Remove Analysis...
Show (Pokaz): Ta opcja powoduje wyswietlenie wybranej analizy.
Hide (Ukryj): Ta opcja powoduje ukrycie wybranej analizy.
Remove Analysis... (Usun Ta opcja powoduje catkowite usunigcie wybranej analizy. Oznacza to, ze
analize...): wszelkie ustawienia normalizacji lub przedziaty topnienia skonfigurowane w

analizie zostang utracone.
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6.6.2 Oznaczenie ilosciowe

Nalezy wybra¢ karte Quantitation (Oznaczenie ilosciowe) w oknie Analysis (Analiza), a nastepnie

klikng¢ dwukrotnie nazwe kanatu lub wybra¢ kanat i nacisna¢ przycisk Show (Pokaz), aby otworzy¢

zgdany kanat. Zostang wyswietlone trzy okna: ekran gtéwny, krzywa wzorcowa i wyniki.

Raporty

Reports (Raporty):

Opcja Reports (Raporty) powoduje otwarcie okna Report Browser
(Przegladarka raportéw), w ktérym mozna wygenerowaé raport z aktualnej
analizy. Dostepne sa 3 opcje: raport standardowy, raport petny oraz raport
zwiezly. Aby otworzy¢ raport w oknie Preview (Podglad), nalezy klikngé
dwukrotnie zadang opcje.

Po wygenerowaniu raportu przyciskéw znajdujacych sie u géry okna Preview

(Podglad) mozna uzy¢ do wydrukowania, zapisania lub wystania raportu
pocztg e-mail albo wyeksportowania go do pliku programu Word.

Breven ~loi|
& =] E‘ﬂ Cloze
Frint | Save Az| Email | To'word

Krzywa wzorcowa

Std. Curve (Krzywa wzorcowa):

k¥ standard Curve - Cycling # - 10| x|
40 . . . 1. Cyeling & .Green (Page 17
' ' ' ' R=0.93353
T NS oot RA2=0.09939
; ; ; hi=-3 282
apd o F A, S ! ... B=33.948
H H H Efficiency=1.01
— . . .
() 1 1 1 1
234 Expott Graph... ST R EEEEEE R
Standard Error Mean . . .
204 Owerlay L3 Sl Ml i
v Show Skats E E
154 Zoom Gut .... :
10 Returm ta Default Position 004 10705 1046 10407
Concentration

Ten przycisk powoduje otwarcie okna Standard Curve (Krzywa wzorcowa).
Domyslnie to okno jest otwierane po otwarciu analizy. W przypadku
zamkniecia okna mozna je ponownie otworzy¢ za pomocg tego polecenia.

Warto$ci na krzywej wzorcowej sg ponownie obliczane dynamicznie,
poniewaz poziom progowy zmienia si¢ w wyniku klikania i przeciggania linii
progowej w oknie gtéwnym.

Niebieskie kropki na krzywej reprezentujg probki zdefiniowane jako wzorce,
a czerwone kropki reprezentujg punkty danych nieznanych prébek.
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Efficiency (Wydajnos¢):

Wartos¢ R*2 (wspoétczynnik
korelacji):

R value (square root of
correlation coefficient) (Warto$¢
R (pierwiastek kwadratowy
wspotczynnika korelacji)):

MiB:

Export Graph... (Eksportuj
wykres...):

Overlay (Naktadanie):

[ standard Curve - Cycling A.Green {Page 1} o ] 4|

Uwaga: Jesli uzytkownik zdefiniuje wzorce na nowo w celu ponownego obliczenia
krzywej wzorcowej, wylgczenie widocznosci probki wzorcowej za pomocy
przetgcznika znajdujgcego sie po prawej stronie ekranu spowoduje wykluczenie
tego wzorca z obliczen krzywej wzorcowej. Usuniecie wzorcéw z wykresu w celu
zwigkszenia wartosci R*2 nie jest zasadne z naukowego punktu widzenia.
Niepowodzenie oznaczenia wzorca wskazuje, ze prébki mogty réwniez zostaé
nieprawidtowo oznaczone, i dlatego powinien on zosta¢ uwzgledniony w wynikach.

Jest to wydajnosc¢ reakcji podczas programu. Szczegdétowe omoéwienie tej
wartosci znajduje sie na stronie 97.

Wartos¢ R"2, okre$lana réwniez jako warto$¢ R2, to odsetek danych
zgodnych z hipotezg zaktadajacg, ze wzorce tworzg krzywg wzorcowa. Jesli
warto$¢ R2 jest niska, wzorce nie mogg fatwo zosta¢ dopasowane do linii
najlepszego dopasowania. Oznacza to, ze wyniki (j. obliczone stezenia)
moga nie by¢ wiarygodne. Odpowiednia warto$¢ R2 wynosi okoto 0,999.
Uwaga: Jesli nie oznaczono wystarczajacej liczby wzorcéw, mozliwe jest
uzyskanie wysokiej wartosci R*2 przy stabej krzywej wzorcowej. Warto$¢ R*2
poprawia sig¢ wraz ze zmniejszaniem liczby wzorcow. Aby uzyskaé
doktadniejsze wskazanie wiarygodnosci wynikéw, nalezy uzy¢ przedziatow
ufnosci dla obliczonych stezen jako wskazdwki.

Warto$¢ R to pierwiastek kwadratowy warto$ci R*2. Ogdlnie rzecz biorgc,
warto$¢ R*2 jest bardziej przydatna do okreslenia korelaciji.

Nachylenie (M) i punkt przecigcia (B) krzywej wzorcowej sg obliczane
automatycznie za pomocg wzoru y = Mx + B i wy$wietlane w oknie Standard
Curve (Krzywa wzorcowa).

Kliknigcie prawym przyciskiem myszy nad krzywg wzorcowg powoduje
wyswietlenie opcji eksportu wykresu (patrz sekcja 7.4).

Jesli w jednym programie wykonano wiele oznaczen ilosciowych, mozliwe
jest natozenie krzywych wzorcowych w tym samym oknie. Jest to przydatne
do graficznego przedstawienia réznic miedzy réznymi warto$ciami
progowymi. Funkcje te przedstawiono na ponizszym zrzucie ekranu.

Export Graph...

Cyling &.Green (Page 1)
F=0.99959

R#2=0.99939

h=-3.252

B=35.949

Efficiency=1.01

224 Standard Error Mean
20 4
v Show Stats Cycling A&, Orange (Page 3)

1811 Zoom out Cyeling A.Red (Page 4)
16 4 Returm bo Default Fasition P e LEECEEEE

10400 10401 10702 1003 10704 10705 10

Concentration
,stez. = ..*CT + ...” oraz ,CT = ...” to 2 wersje rownania uzywanego do definiowania zaleznosci

miedzy wartosciami CT i stezeniami. W publikacjach najczesciej uzywany jest wzor ,CT = ...".
Krzywa wzorcowa moze by¢ typu ,Floating” (Zmienna) lub ,Fixed” (Stata). Jesli jest typu ,Floating”
(Zmienna), optymalne réwnanie dla krzywej wzorcowej jest obliczane za kazdym razem, gdy prég
zostanie przesuniety w oknie gtéwnym. Jesli typ krzywej to ,Fixed” (Stata), rownanie sie nie

zmienia, poniewaz zostato zaimportowane z innego programu.
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Standard Curve

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

[mpart Curve. ... I Reszet |

Zaimportowanie krzywej wzorcowej umozliwia oszacowanie stezen, gdy krzywa wzorcowa nie
jest dostepna w okreslonym programie, a wydajno$¢ reakcji nie zmienita sie miedzy
2 programami. Krzywe mozna zaimportowac z innego kanatu lub z innego programu, klikajac przycisk
Import Curve (Zaimportuj krzywg).

W razie potrzeby mozna dostosowaé krzywg wzorcowg. Dostosowanie krzywej wzorcowej oznacza,
ze do biezgcego programu importowana jesttylko wydajnos¢ zrodiowej krzywej wzorcowej. To, czy
krzywa wzorcowa powinna zosta¢ dostosowana, zalezy od zastosowanych substancji chemicznych.

Aby dostosowaé krzywg wzorcowsg, nalezy uzyé probki odniesienia o znanym stezeniu w nowym
programie. Zdefiniowa¢ probke odniesienia, ustawiajac typ prébki jako ,Standard” (Wzorzec) i
wprowadzajgc wartos¢ stezenia w oknie Edit Samples (Edycja probek). Aby poprawi¢ doktadnosc,
mozna wprowadzi¢ wiele kopii tej samej prébki odniesienia. Nalezy pamietaé, ze nie mozna
zdefiniowaé wiecej niz jednego stezenia odniesienia lub wzorca. Na przyklad mozliwe jest
uwzglednienie 3 powtdrzen odniesienia o stezeniu 1000 kopii, ale nie jest mozliwe uwzglednienie
jednego odniesienia o stezeniu 1000 kopii, a drugiego o stezeniu 100 kopii w tym samym programie.

Po zaimportowaniu krzywej wzorcowej typ krzywej wzorcowej zmienia si¢ na ,Fixed” (Staty). Nalezy
klikng¢ opcje Reset (Resetu;j), aby przywrdci¢ typ krzywej wzorcowej ,Floating” (Zmienny).

Ponizej przedstawiono zrzut ekranu okna Import Standard Curve (Import krzywej wzorcowej).

Import Standard Curve

— Import Standard Curve :
& Curent Fun
" Fram Other Bun...

LChannels :
Cpcling & ¥ ellow conc= 10°-0.300°CT + 12525) CT = -2.3220g(cone) + 41,608

Cypcling & Orange conc=107(-0.309°CT +11.189) CT = -3.235%0g(conc) + 36.187
Cycling & Red conc=10"[-0.316*CT + 11.817) CT = -3.165%0g(conc) + 37.404

" From External Source [Post-6.0 Standard Curve Format) :

CT =|— * log[Conc) + l—

Efficiency = MA&
¢ Fram External Source [Pre-6.0 Standard Curve Format] ;
Cone =10 LT + ] =
Cancel I

Help

Efficiency = M/4 I

Za pomocg tego okna mozna zaimportowac krzywg wzorcowg z innego kanatu analizowanego w
biezgcym programie lub z innego programu.
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Current Run (Biezacy
program):

From Other Run...
(Z innego programu...):

Channels (Kanaty):
From External Source (Ze

zrodta zewnetrznego):

Obliczanie wartosci Ct

Invert raw data
(Odwré¢ dane surowe):

Cr Calculation (Obliczenie
wartosci CT):

Threshold (Proég):

Eliminate Cycles before
(Wyklucz cykle przed):

Auto-Find Threshold
(Automatyczne
znajdowanie progu):

Po wybraniu tej opcji analizy ilosciowe dla innych kanatéw z tego programu sg
wymienione z odpowiednimi krzywymi wzorcowymi.

Wybranie tej opcji powoduje wyswietlenie okna dialogowego, z ktérego mozna wybra¢
plik programu do otwarcia. Jesli przeprowadzono analize ilosciowg dla programu, dla
kazdego analizowanego kanatu wymienione sg krzywe wzorcowe.

Uwaga: Ustawienia analizy ilosciowej muszg zosta¢ zapisane w pliku programu.

W tym obszarze wymienione sg analizowane kanaty i wzory ich krzywych
wzorcowych.

W tym obszarze mozna bezposrednio wprowadzi¢ wartosci M i B. Jest to
przydatne w przypadkach, gdy warto$ci pochodzg z zrédta zewnetrznego, takiego
jak arkusz kalkulacyjny programu Excel.

Niektére substancje chemiczne emitujg sygnat fluorescencyjny, ktéry obniza sie
wyktadniczo, zamiast wzrasta¢. Takie dane mozna analizowa¢ za pomocg opcji
,Quantitation” (Oznaczenie ilo$ciowe), ale nalezy zaznaczy¢ pole wyboru Invert
Raw Data (Odwro¢ dane surowe). W przypadku wszystkich innych analiz
ilociowych ta opcja powinna pozosta¢ niezaznaczona.

[T lrevert Raw Data

Wartos¢ Cr to numer cyklu, w ktérym krzywa amplifikacji przekracza prog detekciji.
Wartos¢ Cr jest ustalana dla kazdej prébki poprzez ustawienie linii progu oraz
obliczenie przeciecia z kazdg z krzywych.

Aby ustawi¢ prég, nalezy klikng¢ ikone (siatka z czerwong strzatka), klikng¢ wykres i
przytrzymac¢ przycisk myszy, a nastgpnie przeciagna¢ linie do zadanego poziomu.
Mozna réwniez wprowadzi¢ warto$¢ log. Mozna réwniez uzy¢ opcji Auto-Find
Threshold (Automatyczne znajdowanie progu), aby automatycznie okresli¢ prog.
Podczas recznej konfiguracji progu nalezy go ustawi¢ w fazie wyktadniczej programu,
znacznie powyzej poziomu tta, aby unikng¢ szumu, a takze ponizej poczatku fazy
plateau sygnatu wystepujgcej w pdzniejszych cyklach.

CT Calculation

[~ Elip sign of normalized dats

Threshold ; W 1'
Elirninate Cycles |1—1|

before

Aby ustawi¢, nalezy klikng¢ ikone (siatka z czerwong strzatka), klikna¢ wykres i
przytrzymac przycisk myszy, a nastgpnie przeciggng¢ linie w prawg strone.
Wyklucza to prég dla cykli o niskich numerach.

Uwaga: Jest to przydatne, gdy podczas poczatkowych cykli wystepuje szum, na
przyktad z powodu wptywu wymieszania probek.

Ta funkcja skanuje wybrany obszar wykresu, aby znalez¢ ustawienie progu, ktére
zapewnia optymalne oszacowanie okreslonych stezen. Wybrany obszar mozna
zmieni¢, wprowadzajgc nowe gorne i dolne granice w wys$wietlanych polach
tekstowych.

Dla wigkszo$ci analiz odpowiednie sg domyslne gérne i dolne granice. Zakres
pozioméw progowych jest skanowany w celu uzyskania najlepszego
dopasowania krzywej wzorcowej na podstawie prébek zdefiniowanych jako
wzorce (tj. gdzie warto$é R jest najblizsza 1,0).

Auto-Find Theeshold
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Wyniki

Ta opcja powoduje otwarcie okna Quantitation Results (Wyniki oznaczen ilosciowych).
Domyslnie to okno jest otwierane po otwarciu analizy. Jesli zamknieto to okno, mozna je
ponownie otworzy¢ za pomocg tego polecenia.

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% 103 009 (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%

Cyciing &Green (Page 1) 10 1065 Standad | 1349 1006405 9,58E+04 32 138 013 (1331,1358] 9.74E+04 [2.98E 404 , 2506 405
Cyciing & Green (Page 1) 11 1065 Standard | 1375 TOOEDS  BASE+04)  18.7%

Cyciing A Green (Page 1) |12 1065 Standad | 1369 TOOEWDS  BABE+04|  15.2%

Cycing AGreen (Page 1) 13 [ 104 Stendard | 1566 TOOESD4 2246404 1237% 1546 0.25 1464 16.08] 256E+4 [7.62E +03 , 8,36E +04]
Cycling A Green (Page 1) 14 [ 104 Standard 15,54 T00E+04  2,42E+04  141,7%)

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)

W oknie Quantitation Results (Wyniki oznaczen iloSciowych) znajduje sie tabela z wynikami
uzyskanymi podczas programu. Klikniecie prawym przyciskiem myszy i wybranie opcji Export to
Excel (Eksportuj do programu Excel) powoduje wyeksportowanie tabeli do pliku programu Excel.
Plik programu Excel jest otwierany automatycznie. Aby skopiowa¢ dane do istniejgcego arkusza
kalkulacyjnego, nalezy zamiast tego wybra¢ opcje Copy (Kopiuj), otworzy¢ arkusz kalkulacyjny,
a nastepnie wybrac¢ opcje Paste (Wklej).

Okno Quantitation Results (Wyniki oznaczen ilosciowych) zawiera nastepujace kolumny.

Analysis (Analiza): Aktualny zestaw danych (kanat uzyskujacy dane i strona prébek).

No. (Nr): Numer prébki.

Color (Kolor): Zdefiniowany indywidualny kolor wykresu prébki.

Type (Typ): Zdefiniowany typ probki.

Cr: Wyznaczona warto$¢ Cr .

Cr Comment (Komentarz dot. Automatyczna adnotacja dotyczaca wyznaczenia wartosci Cr, jesli
wartosci Ct): wykluczono wartosci Cr. Mozliwe sg nastepujace flagi:

NEG (Multi Ct) (NEG (Wiele Ct)): Prog przekracza krzywa fluorescencji co
najmniej dwa razy (podwdjne przecigcie). Nie mozna wyznaczy¢
jednoznacznej wartosci Cr.

NEG (NTC): Ogolny wzrost fluorescencji nie spetnia warunkéw okreslonych
w funkcji ,NTC threshold” (Prég kontroli NTC) menu Outlier Removal
(Usuwanie wartosci odstajgcych) (patrz ponizej). Na przyktad krzywa
fluorescencji przecina sig z podanym progiem, ale niewielki ogélny wzrost
nachylenia sugeruje, ze dana prébka jest kontrolg bez matrycy, a warto$¢ Cr
nie jest podana.

NEG (R.Eff) (NEG (Wyd. reak.)): Ogdiny wzrost fluorescencji nie spetnia
warunkéw okreslonych w funkcji ,Reaction efficiency threshold” (Prog
wydajnosci reakcji) menu Outlier Removal (Usuwanie warto$ci odstajgcych)
(patrz ponizej). Probki, w przypadku ktorych reakcja nie zaszta z okreslong
wydajnoscig, nie sg uwzgledniane, a warto$¢ CT nie jest podawana. Ta flaga
jest wyswietlana tylko wtedy, gdy wtgczona jest odpowiednia funkcja.

%Var (Odchylenie procentowe):  Zmienno$¢ procentowa miedzy obliczonym a znanym stezeniem. Zmienn% =
Abs(obliczona/podana — 1)

Rep. Ct (Ct powtorzen): Srednia wartos¢ CT ze wszystkich probek o takiej samej nazwie jak dana
prébka.
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Rep. Ct Std. Dev. (Odchylenie Odchylenie standardowe warto$ci CT ze wszystkich probek o takiej samej

standardowe Ct powtorzen): nazwie jak dana prébka.

Rep. Ct. 95% C.I. Zakres wartosci Cr, ktory — statystycznie — stanowi 95% zmiennosci w

(95-procentowy CI Ct wartosci Cr. Jest to ostrozna miara statystyczna, ktérej mozna uzy¢ jako

powtdrzen): miary jakos$ci. Zakres ten mozna zawezi¢, wykonujgc wiecej powtérzen lub
zapewniajgc mniejszg zmienno$¢ w powtdrzeniach.

Rep. Calc. Conc. (Obliczone Stezenie obliczone dla wszystkich probek o tej samej nazwie.

stezenie powtorzen): Uwaga: Nie jest to zwykla $rednia obliczonych stezen. Jest to $rednia

geometryczna, ktéra jest matematycznie bardziej odpowiednig $rednig ze
wzgledu na wyktadniczy charakter amplifikacji w czasie rzeczywistym.

Rep. Calc. Conc. 95% C.I. Zakres stezen, ktéry stanowi 95% zmienno$ci w pojedynczej probce, jak
(95-procentowy Cl obliczonego réwniez model regresiji liniowej, na ktoérej sie opiera. Wg interpretaciji jest to
stezenia powtorzen): zakres stgzen, ktérych mozna by oczekiwa¢ w 95% przypadkéw, gdyby ten

program byt powtarzany z takg samg zmiennos$cig. Jest to ostrozne
oszacowanie, a zakres moze by¢ dos$é duzy ze wzgledu na zmienno$c
wiasciwg kazdej analizie wykonywanej w czasie rzeczywistym. Zakres ten
moze by¢ duzy, jesli wzorce sg oznaczane w stezeniach innych niz nieznane
probki, jesli stosowana jest mata liczba powtdrzen lub jesli wystepuja istotne
réznice.

Wazne: Zmiennosci zgtaszane przez ten pomiar sg nieodigczne od
wyktadniczego procesu amplifikacji w czasie rzeczywistym i nie wynikajg z
dziatania aparatu Rotor-Gene Q MDx. Podobne testy przeprowadzone na
cyklerach blokowych spowodowatyby wiekszg zmienno$¢ ze wzgledu na
nizsza jednorodnosc¢ temperatury systeméw blokowych. W celu poréwnania
cykleréw zalecane jest poréwnanie odchylenia standardowego wartosci CT.

Uwaga: Szczegotowe informacije na temat przedziatéw ufnosci zawiera Zatgcznik B.

Uwaga: Kazdg z kolumn, z wyjatkiem kolumny Color (Kolor), Name (Nazwa), Ct i Ct Comment
(Komentarz dot. wartosci Ct), mozna wyswietli¢ lub ukry¢, klikajagc prawym przyciskiem myszy
okno, a nastepnie wybierajgc lub anulujgc wybdr nazwy kolumny.

_oix|
Mo MName Ct [t Comment | Given Canc [Cop| Calc Canc [Copie| % Var [=]
1 108 Analysis 00000000, 324,345 068, Bz
2 Wz v 300000000, 301.264.230, 0.4%

3 W08 coor 00000000,  308.453.920, 28%
T EEE 300000000, 296.576.301, 0.5%
5 Wz Type 0000000, 27524578, 8.3%
O A 000000, 26405444  120%
7 W07 G comment 30000000, 28701296 13%
O Elaam 30000000,  23847E13]  205%
5 W#0s ey 3,000,000, 332142, 131%
T E P 3,000,000, 3.170.880, 5.7%
Il Bl 2000000, 3130752 4%
F B 3,000,000, 3.166.396, 55%
13 3I0E w Rep. Ct Std. Dev. 300,000, 21.913, T3
14 II0E v Rep. Ct (35% CI) 300,000, 05,744, 1.9%

15 W05 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312,045, 40%

16 05 Rep. Calc. Conc. (85% CI) 300,000, 324,596, 8.2%

17 [l 30 19,47 0000, 32420, 1%

N SR 1358 0,000, 29872, 0.4%

19 [l 30 1353 30.000, 31102, 7%

20 [l 0 1352 30,000, 31.301, 13%

21 a3 22,33 3.000, 2850, 50%

2 | 33 22,96 3.000, 279, 6.9%

2 Bl 2294 3.000, 2825, 5.8%

4 W 2291 3.000, 2588, NS
= Wz 26,03 300, 322, 5%

x [l 26,11 300, 305, 16%
zz Wz 26,25 300, 275, B5%

E Al 2618 00, 291, 31_/l;|

<] | v 4
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W celu zwiekszenia wygody funkcja AutoStat (Statystyki automatyczne) automatycznie oblicza

Srednig, odchylenie standardowe oraz minimalne i maksymalne wartosci probek bedacych

przedmiotem zainteresowania. Mozna wybra¢ wyniki bedgce przedmiotem zainteresowania,

klikajgc je lewym przyciskiem myszy i przeciggajgc (bez zwalniania przycisku), a warto$ci zostang

wyswietlone w tabeli po prawej stronie ekranu.

Na zaprezentowanym zrzucie ekranu widoczna jest analiza stezen kilku prébek.

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

Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie m;:::ul;:n gg_ﬁgggg

30000000 LR :
30000000 Count: 3
30000000 z Mean ; 27328521

17.44 3000000 422624 14.1% Std. Dev : 1.07537

17.58 3000000 3103391 34% (Orders of Mag ]

17.42 3000000 671N 15.6%

2099 300000 205353 4.9%

20,92 300000 295595 0.4%

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

Wazne: Dziatanie funkcji AutoStat (Statystyki automatyczne) zalezy od kontekstu jej stosowania.

Oznacza to, ze tam, gdzie jest to mozliwe, generuje tylko przydatne informacje.

Na przyktad:

Okreslenie 95-procentowego przedziatu ufnosci ze zbioru wybranych obliczonych stezen nie
jest mozliwe, poniewaz nalezy réwniez uwzgledni¢ model regresji.

Odchylenie standardowe ,Orders of Magnitude” (Rzedy wielkosci) jest podawane dla
obliczonych stezen, a nie dla wartosci bezwzglednych. Jest to zmienno$¢ procentowa. Na
przyktad warto$¢ 1,07537 reprezentuje zmiennos¢ 7,54% (278 974 — 322 611) = (300 000 /
1,07537 — 00 000 * 1,07537). Zgtaszanie wartosci bezwzglednej nie ma sensu dla krzywej
wzorcowej. Wartos¢ mozna poda¢ przy najnizszym stezeniu, aby uzyskac¢ niski bigd
postrzegany (+3 kopie) lub przy wysokim stezeniu (3 000 000 kopii). Z tego powodu
zgtaszane jest odchylenie standardowe ,Orders of Magnitude” (Rzedy wielkosci).

Dla obliczonych stezen stosuje sie $rednig geometryczng zamiast Sredniej arytmetycznej.
Odpowiada to wyktadniczemu charakterowi reakc;ji real-time PCR. Na przyktad w przypadku
rozcienczen dwukrotnych z 1, 2, 8 i 16 kopiami, $rednia powinna wynosi¢ 4 kopie, poniewaz
jest to warto$é srodkowa serii rozcienczen. Srednia arytmetyczna jest jednak réwna 6,75.
Srednia geometryczna wynosi (1 * 2 * 8 * 16)*(1/ 4) = 4 kopie.
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Dynamiczna normalizacja probowek

Opcja Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna) jest wybrana domysinie i stuzy do okreslania
sredniego poziomu tta kazdej probki tuz przed rozpoczeciem amplifikacji.

Standardowa normalizacja trwa przez pierwsze 5 cykli i wykorzystuje je jako wskaznik poziomu
tta kazdej probki. Wszystkie punkty danych dla prébki sg nastepnie dzielone przez te warto$é w
celu wykonania normalizacji danych. Normalizacja na podstawie tej wartosci moze byc¢
niedokfadna, poniewaz w przypadku niektérych prébek poziom tta w pierwszych 5 cyklach moze
nie by¢ dobrym wskaznikiem poziomu tta tuz przed amplifikacjg. Dynamiczna normalizacja
probowek korzysta natomiast z drugiej pochodnej kazdego zapisu prébki w celu okreslenia
punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego dla kazdej probki. Nastepnie dla kazdej prébki
wykonywane jest usrednienie poziomu tta migedzy cyklem 1. a cyklem startowym. Umozliwia to

uzyskanie najdoktadniejszych wynikow ilosciowych.

Nalezy pamietac, ze w przypadku niektérych zestawow danych fluorescencja tta nie utrzymuje
sie na stalym poziomie podczas cykli, ktére zachodzg przed rozpoczeciem amplifikacji. W takich
przypadkach moze by¢ konieczne wytgczenie dynamicznej normalizacji probowek poprzez
klikniecie opcji Dynamic Tube (Probowka dynamiczna), poniewaz dziatanie tej funkcji moze

doprowadzi¢ do obnizenia precyzji oznaczenia ilosciowego.

Korekta nachylenia szumu

W idealnych warunkach fluorescencja tta (Fl) probki powinna utrzymywac sie na statym poziomie
przed amplifikacjg. Czasami jednak wartos¢ F| stopniowo wzrasta lub obniza sie w ciggu kilku
cykli ze wzgledu na stosowane substancje chemiczne. Powoduje to przechylenie poziomu
szumu. Podczas korekty nachylenia szumu do okreslenia poziomu szumu, zamiast Sredniej,
wykorzystywana jest linia najlepszego dopasowania, wzgledem kidrej nastepnie jest
wykonywana normalizacja. Jesli linie odniesienia probek sg widocznie nachylone, wybranie tej
opcji poprzez klikniecie przycisku Slope Correct (Korekta nachylenia) moze poprawi¢ jakosc
danych uzyskiwanych dla powtérzen. Korekta nachylenia szumu poprawia dane, gdy przed
osiggnigciem punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego (Ct) obserwowane jest nachylenie

w gore lub w dot pozioméw tta danych surowych.

Jesli nachylenie nie jest state lub w poczgtkowych cyklach linii podstawowej obserwowany jest istotny
wzrost lub spadek sygnatu w poréwnaniu z resztg krzywej, korekta nachylenia szumu moze
spowodowacé niepozgdane efekty, takie jak krzywe kontroli negatywnych przekraczajgce prog
z powodu przyblizenia linii podstawowe;j jako linii najlepszego dopasowania i znormalizowanie danych
surowych na tej podstawie. W konsekwenc;ji funkcja ta nie zawsze poprawia jakos$¢ danych i powinna

by¢ stosowana tylko wtedy, gdy krzywe danych surowych wykazujg state nachylenie.
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Regulacja punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego

Algorytm regulacji punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego moze by¢ uzywany do okreslenia
minimalnej dtugosci linii podstawowej wykorzystywanej do normalizacji. Aby wykonac¢ regulacje punktu
wejscia w faze wzrostu logarytmicznego, nalezy okreslic dwa parametry. Jesli punkt wejscia w faze
wzrostu logarytmicznego obliczony za pomocg normalizacji typu Dynamic Tube (Probdwka
dynamiczna) jest nizszy niz pierwszy parametr, drugi parametr zostanie uzyty jako punkt wejscia w
faze wzrostu logarytmicznego. Regulacji punktu wejécia w faze wzrostu logarytmicznego mozna

uzywac wytgcznie w potaczeniu z normalizacjg Dynamic Tube (Probdwka dynamiczna).
Ignorowanie pierwszych

Sygnat fluorescencji z pierwszych kilku cykli wykonywanych w programie moze nie by¢
reprezentatywny dla reszty programu. Z tego powodu mozna osiggng¢ lepsze wyniki, jesli kilka
pierwszych cykli zostanie zignorowanych. Mozna zignorowa¢ maksymalnie 10 cykli. Jesli jednak
pierwsze cykle beda wygladac¢ podobnie do kolejnych cykli, nalezy usungé zaznaczenie opcji ,lgnore
First” (Ignoruj pierwsze), poniewaz algorytm normalizacji bedzie miat wiecej danych, co zapewni

lepsze wyniki.
Usuwanie wartosci odstajacych

Do odrézniania drobnych zmian w zakresie fluorescencji od rzeczywistych reakcji w kontrolach bez
matrycy (No Template Control, NTC) mozna uzy¢ 2 pomiaréw: NTC Threshold (Prog kontroli NTC)
oraz Reaction Efficiency Threshold (Prég wydajnosci reakcji). Opcja NTC Threshold (Prog kontroli

NTC) jest zalecana dla wigkszosci zastosowan. Nalezy zwalidowaé zastosowane podejscie.

x
—MTC Threzhold ;
Fercentage of largest Fl change

0% 15% a0
Ay zample with a total change in fluorescence

I 2 % less than thiz percent [relative to the largest
change in any tube] will not be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threzhold :

[~ Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal to this

Threshoid: 100 2oz walue will be dizplayed after
: =1 nomalization.

0k I Cancel Help
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NTC Threshold Wybranie tej opcji umozliwia wykluczenie z analizy probek lub kontroli NTC,

(Prog kontroli NTC): ktére majg niewielki dryft w goérg. Wszystkie probki ze zmianami ponizej
wartosci ,NTC Threshold” (Prég kontroli NTC) nie bedg zgtaszane, a w
kolumnie ,CT Comment” (Komentarz dot. warto$ci CT) zostanie wyswietlona
flaga ,NEG (NTC)".

Odsetek odnosi si¢ do najwigkszej maksymalnej zmiany wykrytej w dowolnej
probowce. Na przyktad jesli pomiar jednej prébki rozpoczat sig przy poziomie
tta 2 Fl i zwigkszyt do 47 Fl, warto$¢ 45 Fl reprezentuje 100%. Warto$¢ ,NTC
Threshold” (Prég kontroli bez matrycy) réwna 10% bedzie uznawa¢ pomiary
probek ponizej 4,5 Fl za szum.

Reaction Efficiency Threshold ,Reaction Efficiency Threshold” (Prég wydajno$ci reakgji) to alternatywna metoda

(Prég wydajnosci reakcji): wykluczania szumu z analizy. Ten algorytm normalizujgcy wykorzystuje techniki
oceny wydajnosci reakcji stosowane w poréwnawczym oznaczaniu ilosciowym
(patrz Sekcja 6.6.6). Wszystkie probki, dla ktérych wydajno$é reakciji nie osiagneta
co najmniej tego poziomu, sg wykluczane, a w kolumnie ,CT Comment’
(Komentarz dot. wartosci CT) bedzie widoczna flaga ,NEG (R.Eff)” (NEG (Wyd.
reak.)).

Poziom 0% wskazuje, ze podczas fazy wyktadniczej nie zaszla zadna reakcja.
100% wskazuje, ze podczas fazy wyktadniczej zaszta reakcja o petnej wydajnosci.
Ujemne warto$ci procentowe wskazujg, ze podczas fazy wyktadniczej nastgpito
obnizenie sygnatu fluorescencyjnego.

Aktualne badania nie daly jednoznacznych wynikéw na temat doktadnych
pozioméw wydajnosci wymaganych do odrdznienia rzeczywistych reakcji od
zanieczyszczenia i innych czynnikéw majgcych wptyw na reakcje. Z tego powodu
zalecamy ostrozne korzystanie z tej funkcji, przy zatozeniu, ze kazda probka, w
ktérej zaszta rzeczywista reakcja, bedzie miata pewng widoczng faze wykfadniczg
z pewnym wzrostem fluorescencji. Ustawienie tej wartosci powyzej 0% spowoduje
wykluczenie niektérych probek z nieefektywnym, ale zauwazalnym wzrostem
fluorescencji, podczas gdy ustawienie tej wartosci ponizej 0% spowoduje
wyswietlenie probek, ktorych sygnat fluorescencyjny zmniejszyt sie podczas fazy
wyktadniczej, a ktére zdecydowanie powinny by¢ wykluczone.

Uwaga: Jedli warto$¢ zostanie wykluczona z powodu wigczenia ktorejkolwiek z tych technik,
odpowiednia wartos¢ CT w oknie Quantitation Results (Wyniki iloSciowe) nie zostanie
wyswietlona. Jednoczesnie w kolumnie ,Ct Comment” (Komentarz dot. wartosci Ct) zostanie
wyswietlona flaga wskazujgca wykluczenie wartosci. Z tego wzgledu wazne jest, aby kolumna ,,.Ct

Comment” (Komentarz dot. wartosci Ct) byta zawsze widoczna.

Na ponizszym obrazie probki 7, 8 i 9 zostaly wykluczone na podstawie wartosci ,Reaction
Efficiency Threshold” (Prog wydajnosci reakcji).

_ipix
M. |Name |T_I.J|:|e |Et |Et Camrment |Gi\-'en Canc [copies.freaclion”
7 10s6 Standard MEG [R.EF 1.00E+0&
g 10e6 Standard MEG [R.EF 1.00E+06
3 [ 10e6 Standard MEG [R.EF] 1.00E+06
10 |10e5 Standard | 15,04 1.00E+05
11 10s5 Standard | 1503 1.00E+05
1 2I I1 = Standard | 15,05 1,EIEIE+I:I5I
4 3

Nachylenie (M) reakcji (przedstawione w oknie Standard Curve (Krzywa wzorcowa)) mozna
wykorzysta¢ do okreslenia amplifikacji wyktadniczej i wydajnosci reakcji za pomocg

nastepujgcych obliczen:
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Amplifikacja wyktadnicza = 10"
Wydajnos¢ reakcji = [10C1M)] — 1

Optymalne wartosci dla M, amplifikacji wyktadniczej i wydajnosci reakcji wynoszg odpowiednio
-3,322, 2 i 1. Wydajnos¢ reakcji jest wyswietlana w raporcie (w raportach petnych
i standardowych, patrz strona 86) oraz w oknie Standard Curve (Krzywa wzorcowa).

Nachylenie jest obliczane jako zmiana wartosci Cr podzielona przez zmiang wej$ciowego
logarytmu (np. liczby kopii). Amplifikacja wydajna w 100% oznacza podwojenie produktu
amplifikacji w kazdym cyklu, co daje wartos¢ M wynoszgcg —3,322, wspdiczynnik amplifikacji
réwny 2 i wydajnos¢ reakcji rowng 1.

Przy wartosci M rownej —3,322 wykonywane sg nastepujgce obliczenia:

Amplifikacja wyktadnicza: 10-1-3:322) = 2
Wydajnos¢ reakgji: [1061-3:322)] — 1 =1

Inny przyktad: warto$¢ M réwna 3,8 oznacza, ze amplifikacja wyktadnicza w reakcji wyniosta okoto
1,83, a wydajnos¢ reakcji wyniosta 0,83 (lub 83%).

We wzorze opisujgcym zalezno$¢ miedzy 2 zmiennymi przesuniecie jest wyrazane literg B (y = Mx + B).
Przesuniecie jest rowniez czasem okreslane jako punkt przeciecia. B oznacza Cr dla danego stezenia 1
jednostki. Podstawiajgc 1 do wzoru na stezenie w sposob przedstawiony ponizej:

Cr=log(1)*M+B
Cr=0*M+B
Wynik to Ct =B

Punkt przeciecia moze zmienia¢ sie miedzy programami i jest mniej stabilny niz gradient. Z tego
wzgledu gradient jest analizowany czesciej niz punkt przeciecia.

Okno gitéwne
W oknie gtéwnym wys$wietlane sg wykresy amplifikacji na skali logarytmiczne;.

Klikniecie opcji Linear Scale (Skala liniowa) u dolu okna powoduje zmiane skali ze skali
logarytmicznej na skale liniowg i na odwrot. Przetgczanie migdzy tymi skalami zmienia tylko
sposob wyswietlania wykresoéw, a nie obliczenia. Mozna to sprawdzi¢ za pomoca narzedzia
wskaznika, klikajagc wykres prawym przyciskiem myszy i wybierajgc opcje Show pinpointer
(Pokaz wskaznik). Podczas korzystania ze skali logarytmicznej mniejsze wartosci sg bardziej
widoczne na wykresie, podczas gdy skala liniowa utatwia przeglgdanie catej reakcji.
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Uwaga: Wykresy amplifikacji aktualizujg sie w czasie rzeczywistym, w miare jak aparat Rotor-
Gene Q MDx aktywnie dokonuje akwizycji danych podczas wykonywania programu.
Monitorowanie danych w czasie rzeczywistym pozwala uzytkownikowi zobaczy¢ wyniki, gdy tylko
krzywe wykazg wzrost wyktadniczy. Mozna wyciggnaé wstepne wnioski i podjaé decyzje
dotyczgce kolejnego programu.

Szablony analizy ilosciowej

Szablony analizy ilosciowej umozliwiajg uzytkownikowi wyeksportowanie ustawien normalizaciji
i progu do pojedynczego pliku *.qut. Plik ten mozna zaimportowac i ponownie zastosowac
w innych eksperymentach. Wiecej informacji zawiera sekcja 7.1.

Imported Settings
=

Impaort. .. Export...

6.6.3 Dwie krzywe wzorcowe

Za pomocg metody 2 krzywych wzorcowych mozna przeprowadzi¢ analize wzglednej ekspresji
genu z wykorzystaniem genu normalizujgcego.

W tej metodzie wymagana jest krzywa wzorcowa dla kazdego genu. Stezenie dla kazdego genu
jest oznaczane ilosciowo na podstawie jego krzywej wzorcowej. Ekspresja genu bedgcego
przedmiotem zainteresowania jest nastepnie normalizowana za pomocg genu normalizujgcego
(zwykle gen metabolizmu podstawowego).

Istotne jest, aby wzorce i powtérzenia probek zostaty poprawnie oznaczone podczas przygotowywania
prébek (patrz sekcja ,Konfiguracja prébek”). W szczegdlnosci odpowiednie probki muszg mie¢ takg
sama nazwe w kazdej analizie. W reakcji multipleksowej, w ktorej pozycje probowek zawierajgcych
gen bedacy przedmiotem zainteresowania i gen normalizujgcy sg takie same, wystarczy jeden zestaw
definicji probek. W przypadku przeprowadzania wzglednej analizy z genem normalizujgcym przy
uzyciu pojedynczego kanatu (tj. reakcje przeprowadza sie w oddzielnych probéwkach przy uzyciu tego
samego fluoroforu) nalezy utworzy¢ 2 strony prébek. Pierwsza powinna oznacza¢ pozycje probdwek
nazwami probek genu bedgcego przedmiotem zainteresowania, a pozostate pozycje pozostawi¢ bez
nazwy. Druga powinna oznacza¢ pozycie uzywane dla genu normalizujgcego. Nastepnie
oprogramowanie dopasuje probki miedzy 2 analizami na podstawie ich nazw.

Analiza ekspresji za pomoca metody dwoéch krzywych wzorcowych

Dane mogg by¢ najpierw analizowane dla kazdego genu za pomoca analizy iloSciowej. W
przeciwnym razie wyniki dla kazdego genu beda automatycznie okreslane za pomocg narzedzia
Autofind Threshold (Automatyczne znajdowanie progu).
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1. Z okna Analysis (Analiza) nalezy wybra¢ karte 2 Std Curve (Rel.) (2 krzywe wzorcowe
(wzgl.)). Klikngé opcje New Analysis... (Nowa analiza...).
[Analysis |

Ouartitation | Melt
25td Curves (Rel) | Other..

Show | Hide |
V' Auto-shrink windaw

2. Wprowadzi¢ nazwe analizy.

Rotor-Gene ( Series Software ] x|
Enter a name for the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Guant. Analysi:

3. Wyznaczyé strony uzywane do analizy genu normalizujgcego i analizy genu bedgcego
przedmiotem zainteresowania. Na przyktad klikniecie opcji Gene of Interest Standard Curve
(Krzywa wzorcowa genu bedgcego przedmiotem zainteresowania) powoduje wywotanie okna
Selection of Gene of Interest Standard... (Wybdr krzywej wzorcowej genu bedgcego
przedmiotem zainteresowania...). Nalezy wybra¢ strone, na ktérej oznaczono ilosciowo gen bedacy
przedmiotem zainteresowania. Powtdrzy¢ procedure dla genu normalizujgcego. Opcjonalnie
mozna zdefiniowa¢ kalibrator. W przypadku wybrania tej opciji kalibrator ma przypisang wartos¢ 1,
a wszystkie pozostate stezenia probek sg obliczane w odniesieniu do tej probki.

Relative Quantitation x| |
;__i] Hepmrts E ot |

2 Standard Curves Felative Quantitation |

[ Gere of Interest Standard Curve
[ Mormalizer Standard Curve
[ Calibrator 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

wyeksportowa¢ wyniki

Po dokonaniu wyboréw opcje zostang zaznaczone za pomocg znacznika wyboru, tak jak to
przedstawiono ponize;.

Relative Quantitation %] |

=z Reports @ E xport |

2 Standard Curves Belative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

¥ Auta-shiink windaw

4. Klikna¢ przycisk Reports (Raporty), aby wyswietlic okno Report Browser (Przegladarka
raportéw). Wybra¢ z listy analize o wtasciwej nazwie. Klikngé przycisk Show (Pokaz), aby

wyswietli¢ raport wzglednej analizy ilosciowej. Za pomocg opcji Export (Eksportuj) mozna

uwzgledniony jest kalibrator, wyniki sg obliczane w odniesieniu do probki kalibratora, ktérej
przypisano wartos¢ 1.

do nowego arkusza kalkulacyjnego programu Excel.
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_lalx]

— Report Categories — Templates :

- [General]
- Melt Curve Analysis
CH Comparative Quantitation

&5 Delta Deka CT Felative Quanttation & MIQE Report {2 Standard Curves Full Repart)
. Relative Quant. Analysis 23
: : e \
8- 2 Standard Curves Relative Quantitation 4 Relative Quant{Standard Curve)

i Relative Quant. Analpsis

Show I Cancel I

5. Wyswietlane s3 stezenia odczytywane z krzywych wzorcowych dla genu bedacego przedmiotem
zainteresowania (GOl Conc. — Stez. GOI) i genu normalizujgcego (Norm. Conc. — Stez. norm.)
oraz stezenie wzgledne (Relative Conc. — Stez. wzgl.). Wyniki mozna zapisac jako plik programu
Word.

Expression Ratio (Log10)

=I31x]

e

\wanw agen.cam
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6. Wartosci Rel Min (Wzgl. min.) i Rel Max (Wzgl. maks.) sg generowane na podstawie
obliczenia odchylenia standardowego ilorazu odchylen standardowych genéw GOl (Gen
bedgcy przedmiotem zainteresowania) i Normalizer (Gen normalizujgcy) za pomocag
nastepujgcego wzoru:

2

_ \/ 2
Cvrelconc - ch()] + CVNorm
gdzie:
S stddev
cV=—=————
X  meanvalue

6.6.4 Wzgledna analiza ilosciowa metoda delta-delta C+

Metoda delta-delta CT umozliwia wykonanie wzglednej analizy ekspresji gendw. Zostata ona
opisana przez Livaka i Schmittgena (2001)*.

W tej metodzie nie jest wymagane uwzglednianie krzywych wzorcowych w kazdym
wykonywanym programie. Kazda probka jest najpierw normalizowana wzgledem dodanej ilosci
matrycy poprzez poréwnanie z genem normalizujgcym. Te znormalizowane wartosci sag
poddawane dalszej normalizacji wzgledem obrébki kalibratora. Kalibratorem moze by¢ na
przykfad probka typu dzikiego, kontrola niepoddana dziataniu substancji lub prébki z punktu
zerowego.

Istotne jest, aby skutecznos¢ amplifikacji genu bedgcego przedmiotem zainteresowania i genu
normalizujgcego byta identyczna, co nalezy potwierdzi¢ zgodnie z wytycznymi Livaka
i Schmittgena.

Istotne jest, aby nazwy probek w oknie Edit Samples (Edycja prébek) byly poprawnie
zdefiniowane, a do kazdej zlozonej analizy ilosciowej byly uzywane te same, identycznie
oznakowane probki.

1. Przeanalizowa¢ dane, uzywajac opcji ,Quantitation” (Analiza ilosciowa). Po przeprowadzeniu
walidacji nie jest konieczne wykonywanie krzywej wzorcowe;j.

Z karty Other (Inne) w oknie Analysis (Analiza) wybra¢ opcje Delta Delta CT Relative
Quantitation (Wzgledna analiza ilosciowa metodg delta-delta CT). Wybra¢ opcje New Analysis
(Nowa analiza).

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
2MN[-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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25t Cuves [Rel) | or—- 11
Me Allelic Discrimination

" Cycling A Green [Page
%" Cycling &.Orange [Pam

Clearing Paint Analysis

Comparative Quantitation
Cancentration Analysiz

Delta Delta CT Rel [uantitation

EndPaint Analysis

High R esolution kelt Analysiz
Scatter Graph Analysiz

Show All Analyziz Options....

Show | Hide |
™ Auta-shiink windaw

2. Wprowadzi¢ nazwe analizy.

Rotor-Gene ( Series Software x|
Enter a name for the relative quantitation analyziz:

Cancel

3. Przed rozpoczeciem analizy nalezy zaznaczy¢ pole Validation Run Performed (Wykonano
program walidacji). Zdefiniowac strony, na ktérych analizowany jest gen bedacy przedmiotem
zainteresowania i gen normalizujacy.

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.

BB Ccling g
o Nomalizer
- Cycling & Orange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Run... Cancel I

4. Klikngé przycisk Reports (Raporty), aby wyswietli¢ okno Report Browser (Przegladarka
raportéw). Wybra¢ z listy analize o wlasciwej nazwie. Klikngé przycisk Show (Pokaz), aby
wyswietli¢ raport wzglednej analizy ilosciowej. Za pomocg opcji Export (Eksportuj) mozna
wyeksportowa¢ wyniki do nowego arkusza kalkulacyjnego programu Excel. Jesli
uwzgledniony jest kalibrator, wyniki sg obliczane w odniesieniu do probki kalibratora, ktorej
przypisano wartos¢ 1.

E8 report Browser = Ellil
—Report Categaries - — Templates :

- [General)
Ba el Curve Analysiz
- Comparative Quantitation
elta Delta CT Relative Quantitation
Relative Quant. Analysiz
- 2 Standard Curves Pelative Quantitation
. Relative Quant, Analysis

QF Report (Delta Delta Ct Condse)

& MIQE Report (Delta Delta Ct Full Report)

v
2 Relative Quant(Delta Delta)

Shaow I Cancel |

Ponizej przedstawiono przykladowe wyniki tej analizy. Wyswietlane sg wartosci Cr dla genu
bedacego przedmiotem zainteresowania (GOl Cr), wartosci Crdla genu normalizujgcego (Norm.
Cr), Delta Cr, Delta-Delta Cr i stezenie wzgledne (relative concentration, Relative Conc.).
Ekspresja odnosi sie do probki kalibratora, ktéremu przypisano ekspresje wzgledng réwnag 1.
Dalsze informacje dotyczagce wykonywania obliczen dla parametrow Rel Min (Wzgl. min.) i Rel
Max (Wzgl. maks.) zawiera publikacja Litvaka i Schmittgena (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 2628 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 45.02202  50.35677
Q51 24.07 2710 Redie) 785 23060440,  208.45384 ) 25510870

6.6.5 Analiza krzywej topnienia

Podczas analizy krzywej topnienia analizowana jest pochodna danych surowych po wygtadzeniu.
Ta analiza jest powszechnie wykorzystywana do genotypowania i dyskryminacji alleli. Piki na
krzywej sg grupowane w przedziaty, a wszystkie piki ponizej progu sg odrzucane. Przedziaty
mozna nastepnie mapowac do genotypow, uzywajac polecenia ,Genotypes” (Genotypy).

Po zakonczeniu programu dla niektérych substancji chemicznych mozna dodac etap topnienia w celu
wizualizacji kinetyki dysocjacji amplifikowanych produktéw. Temperatura rosnie liniowo,

a fluorescencja kazdej probki jest rejestrowana. Ponizej przedstawiono typowa analize krzywej

B Rotor-Gene O Series Software - SybrMelts 18] x]
Fle Andlyss Run Gan View indow Help
74l =) A3 * 7 g
ACHPHEO | & 9 & & :
New Open Save | Start Pase Giop | Hep Seftings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
|chamets 7 ek ac 7 el Az |
B Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) -[0l x|
Resuks | Genatypes...
BinC,
o [N
ain &
04
_ n
203 )
02
o 1 v
BarkOn | BankOff ||
NamedOn | AIOn | AlIDH |
g 55 60 [ L— &0 85 0 o5 Edit Samples |
erperature
Peak Calling
AdistScde  Auto-Scole | e e
i Melt Curve Results - Melt A.CH1 (Page 1) (0 %I | Thieshold:  [0.30821 1|
u. Genotype Pock 1 Tenperatue |G o
Helerozygous | 6.5 (Bin 6] l“‘*i”:d =
Helerozygous | 89,5 (Bin B) eak Bins
Helerozygous | 88.7 (BinB) Vialue [ widin [ ]
Wid Type 40.2 Bin £) EE
Wid Type 90,5 Bin £) BnB 8855 4 x|
Wid Type 02 Bin C) New | Edit | Remove
Homozygous | 80.5 Bin A) Imported Setings
Homozygous 80,3 (Bin A) Py
impor.. | Espot.. |
Flotor Gene [} Series Softwere 1.7 (Build 94]
hstert || 79 @ © ® >||[ “rotor-Gene g Series 5. B2 TERZ  woren
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Flip sign of dF/dT
(Odwré¢ znak dF/dT):

Definiowanie pikow:

Peak Bins (Przedziaty pikéw):

Threshold (Prog):

Temperature Threshold
(Prog temperatury):

Raporty

Ta opcja powoduje otwarcie okna Report Browser (Przeglgdarka raportéw), w ktérym mozna
wybra¢ raport do przejrzenia. Raport mozna wygenerowa¢ na podstawie aktualnie wybranego

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... |

Aby uzyskaé¢ dodatnie piki, przed zdefiniowaniem pikéw nalezy upewni¢ sig,
ze znak dF/dT jest odpowiedni dla zestawu danych.

W analizie krzywej topnienia piki mozna definiowa¢ i raportowa¢ za pomoca
réznych metod. Jedna polega na automatycznym wywotywaniu wszystkich
pikéw dla kazdej probki. Druga polega na przypisywaniu pikéw do
przedziatéw, co jest przydatne w celu genotypowania.

Przedzialy definiujg obszar, w ktérym oczekiwane jest wystgpienie pikow.
Oprogramowanie do analizy krzywej topnienia grupuje piki w przedziaty na
podstawie rzeczywistych wartosci pikow na krzywej. W razie potrzeby
przedziaty mozna edytowac.

Kazdy pik znajdujacy sie w zdefiniowanym zakresie przedziatu zostanie
przypisany do przedziatu. Jesli 2 przedziaty znajdujg sie blisko siebie, pik
zostanie przypisany do najblizszego przedziatu.

Uwaga: Przedziatéw nie nalezy ustawia¢ w oparciu o oceng wzrokowg w celu
oszacowania potozenia pikéw. Przedziaty nalezy ustawi¢ w przyblizonym
obszarze zainteresowania, a nastgpnie wykorzysta¢ rzeczywiste wartosci
raportowane w tabeli wynikéw, aby uzyska¢ doktadniejszy wynik.

Aby zdefiniowa¢ przedziat, nalezy klikng¢ przycisk New Bin (Nowy przedziat),
a nastepnie klikng¢ wykres i przytrzymacé przycisk myszy, aby zdefiniowac
$rodek przedziatu. Aby doda¢ kolejny przedziat, powtérzy¢ proces. Aby
usung¢ przedziaty, nalezy klikng¢ przycisk Remove (Usun).

%

Aby ustawi¢ prog (os$ y), nalezy klikna¢ ikone —I a nastgpnie klikng¢
wykres, przytrzymac przycisk myszy i przeciggna¢ linie progu do zgdanego
poziomu.

=

Aby ustawi¢ prog temperatury (0$ x), nalezy klikng¢ ikone J a nastepnie
klikna¢ wykres, przytrzymac przycisk myszy i przeciagna¢ linie progu w prawo.
Eliminuje to lini¢ progowa dla nizszych temperatur.

Uwaga: Jest to przydatne, gdy w niskich temperaturach w sygnale wystepujg
szumy.

kanatu. Mozna réwniez wygenerowacé raport genotypowania wielokanatowego.
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Wyniki

Ta opcja wyswietla okno Melt Curve Results (Wyniki krzywej topnienia), w ktérym wyswietlane
sg piki prébek.

Genotypy
Nalezy klikna¢ opcje Genotypes... (Genotypy...) i wybra¢ genotypy w sposéb przedstawiony ponize;.

% 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

OF.

E;'n::el |
| ] Hep |

To okno umozliwia przypisanie genotypow do czestosci wystepowania pikow w przedziatach.

U=
A

Domyslng konfiguracje genotypéw przedstawiono na zrzucie ekranu — probki heterozygotyczne
majg 2 piki, prébki homozygotyczne majg pik w pierwszym przedziale, a probki typu dzikiego maja
pik w drugim przedziale. W polu obok nazwy kazdego genotypu mozna wpisaé skrot. Jest to
przydatne w przypadku drukowania raportéw genotypowania wielokanatowego, dzigki czemu
mozna tatwo odczytaé wszystkie wyniki z wielu kanatéw.

W przypadku analizy multipleksowej genotypy nalezy skonfigurowaé¢ w kazdym kanale. Jesli, na
przykfad, wykonywana jest dwukanatowa analiza FRET z wygaszaniem, przy ktérej oczekuje sie,
ze genotyp typu dzikiego i genotyp heterozygotyczny wystgpia w kazdym kanale, parametry
przedziatu nalezy skonfigurowaé dla kazdego kanatu. Wyniki bedg podawane w raporcie
multipleksowym.

Szablony analizy topnienia
Szablony analizy topnienia umozliwiajg uzytkownikowi wyeksportowanie ustawien normalizacji,

progu, genotypu i przedziatu do pojedynczego pliku *.met. Plik ten mozna zaimportowac
i ponownie zastosowac¢ w innych eksperymentach. Wiecej informacji zawiera sekcja 7.1.
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Imported Settings
£RORnE}

Impaort.... Export...

6.6.6 Poréwnawcza analiza iloSciowa

W poréwnawczej analizie ilosciowej wzgledna ekspresja probek poréwnywana jest z ekspresjg
probki kontrolnej oznaczanej w programie, gdy krzywa wzorcowa nie jest dostepna. Jest ona
czesto wykonywana podczas analizy mikromacierzy. Warton i wspotpracownicy (2004)*
przedstawili przyktad tej techniki.

1. Aby wykona¢ analize, nalezy wybrac¢ opcje Other (Inne), a nastepnie opcje Comparative
quantitation (Porownawcza analiza ilosciowa) w oknie Analysis (Analiza). W celu wykonania
analizy nalezy klikng¢ dwukrotnie kanat.

2. Wybra¢ probke kontrolng z menu rozwijanego po prawej stronie ekranu pod przetgcznikiem.

3. Wyniki sg automatycznie obliczane i wyswietlane pod wykresem w oknie Comparative
Quantitation Results (Wyniki poréwnawczej analizy iloSciowej).

W pierwszej kolumnie okna Comparative Quantitation Results (Wyniki poréwnawczej analizy
ilosciowej) wyswietlane sg numer i nazwa prébki. W kolumnie Takeoff (Punkt wejscia w faze
wzrostu logarytmicznego) widoczny jest punkt wejscia w faze wzrostu logarytmicznego prébeki.
Druga pochodna wykresu amplifikacji daje piki odpowiadajgce maksymalnej szybkosci wzrostu
fluorescencji w reakcji. Punkt wejscia w faze wzrostu logarytmicznego jest definiowany jako cykl,
w ktérym druga pochodna ma 20% maksymalnego poziomu, i wskazuje koniec szumu i przejscie

do fazy wyktadniczej.

Ten wykres przedstawia drugg pochodng wykresu amplifikacji, wskazujgc wzgledne pozycje piku
drugiej pochodnej i punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego.

* 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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W kolumnie ,Amplification” (Amplifikacja) wyswietlana jest wydajnosc¢ probki. Reakcja wydajna w 100%
databy warto$¢ amplifikacji rowng 2 dla kazdej prébki, co oznacza, ze amplikon podwoit sie w kazdym
cyklu. W danych surowych sygnat powinien podwaja¢ sie w fazie wyktadniczej. Na przyktad, jesli sygnat
wynosit 50 jednostek fluorescencji w cyklu 12, a nastepnie 51 jednostek fluorescencji w cyklu 13,
powinien wzrosna¢ do 53 jednostek fluorescencji w cyklu 14. Wszystkie wartosci amplifikacji dla kazdej
probki sg usredniane w celu uzyskania wartosci amplifikacii, ktora jest wyswietlana po prawej stronie
ekranu pod przetgcznikiem. Im wigksza zmienno$¢ migdzy oszacowanymi wartosciami amplifikacji dla
kazdej probki, tym wiekszy przedziat ufnosci (wskazywany przez warto$¢ po znaku ). Przedziat ufnosci
dla duzej liczby probek (N) daje 68,3-procentowe prawdopodobienstwo, ze rzeczywista amplifikacja
probek miesci sie w tym zakresie (1 odchylenie standardowe). Podwajajgc przedziat +, uzyskuje sie
95,4-procentowy przedziat ufnosci dla duzej liczby N.

Powtodrzenie kalibratora

Podobnie jak w przypadku metody delta-delta Ct wymagana jest prébka kalibratora, a pomiary
sg odnoszone do tej probki. Powtérzenie kalibratora mozna analizowaé gdyz, jesli wiele pozycji
probek ma taka samag nazwe, zostanie uzyta $rednia punktéw wejScia w faze wzrostu
logarytmicznego tych prébek. Aby korzysta¢ z tej funkcji w prawidtowy sposéb, nalezy upewnié
sie, ze powtdrzenia majg identyczne nazwy.

Calbrator Replicate

=

Rezults
Awerage Amplification 1.78+-0.04

Srednia warto$¢ amplifikacji jest uzywana do obliczenia ekspresji. Na przyktad prébka o niskiej
wartosci amplifikacji bedzie potrzebowa¢ wiecej czasu, aby osiagng¢ pewng bezwzgledna liczbe
kopii niz prébka o wyzszej wartosci amplifikacji. W kolumnie ,Rep. Conc.” (Stez. powt.) okna
Comparative Quantitation Results (Wyniki poréwnawczej analizy ilosciowej) wyswietlane jest
stezenie wzgledne. Stezenie wzgledne kazdej probki poréwnane z probkg kalibratora oblicza sie
na podstawie punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego i wydajnosci reakcji. Jest ono
wyrazone jako notacja naukowa.
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Uwaga: Warto$é wyswietlana w obszarze Average Amplification (Srednia warto$¢ amplifikacii)
po prawej stronie znaku * reprezentuje odchylenie standardowe Sredniej warto$ci amplifikacji po
usunieciu wartosci odstajgcych amplifikacji. Jesli wartos¢ ta jest duza, w ogolnych obliczonych
wartosciach stezenia moze by¢ duzy biad.

Oprogramowanie oblicza wzgledne stezenia w nastepujacy sposob:

1. Punkt wejscia w faze wzrostu logarytmicznego kazdej prébki jest obliczany na podstawie
pikow drugich pochodnych.

2. Obliczany jest $redni wzrost surowych danych w 4 cyklu po punkcie startowym. Jest to
warto$¢ amplifikacji dla prébki.

3. Wartosci odstajgce amplifikacji sg usuwane jako szum wynikajgcy z fluorescenciji tta.

4. Pozostate warto$ci amplifikacji sg usredniane. Jest to $rednia warto$¢ amplifikacji.

5. Sredni punkt wejécia w faze wzrostu logarytmicznego jest obliczany dla kazdego powtérzenia
kalibratora.

6. Wzgledne stezenie dla probki jest obliczane za pomocg wzoru Warto$¢ amplifikacji*(Punkt
startowy kalibratora — Punkt startowy probki).
7. Wynik jest wyswietlany w formie notacji naukowej w kolumnie ,Rep. Conc.” (Stez. powt.)

w oknie Comparative Quantitation Results (Wyniki poréwnawczej analizy iloSciowej).
6.6.7 Dyskryminacja alleliczna

Dyskryminacja alleliczna wykorzystuje dane kinetyczne otrzymywane w czasie rzeczywistym z 2 lub
wiecej kanatéw w celu genotypowania prébek. Aby wykonac te analize, nalezy wybra¢ opcje Other
(Inne), a nastgpnie opcje Allelic Discrimination (Dyskryminacja alleliczna) w oknie Analysis
(Analiza). W przypadku dyskryminacji allelicznej do wykonania analizy nie wystarczy dwukrotne
klikniecie jednego kanatu, poniewaz analiza ta jest przeprowadzana jednoczesnie na kilku kanatach.
Aby wykonac te analize, nalezy nacisna¢ i przytrzymac klawisz CTRL, a nastepnie klikng¢ kazdy kanat,
ktéry ma zostaé przeanalizowany, lub przeciggng¢ wskaznik myszy nad tymi kanatami. Po
zaznaczeniu zadanych kanatéw nalezy klikng¢ przycisk Show (Pokaz). Lista zostanie zaktualizowana,
a w jednym wierszu bedg wyswietlane wszystkie kanaty, obok ktérych bedzie widoczny symbol
zaznaczenia. Wskazuje on, ze wszystkie kanaly zostang uzyte w jednej analizie. Aby usung¢ jeden
lub wigcej z tych kanatow, nalezy klikng¢ analize prawym przyciskiem i wybra¢ opcje Remove
Analysis... (Usun analize...). Kanaty te mozna nastepnie uwzgledni¢ w innej analizie dyskryminaciji

allelicznej. Kanat moze by¢ uzywany tylko w jednej analizie naraz.

Reports (Raporty): Ta opcja stuzy do otwierania raportu ,Allelic Discrimination Analysis” (Analiza
dyskryminacji allelicznej) w celu jego przejrzenia.
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Results (Wyniki):

Normalization options
(Opcje normalizacji):

Discrimination
Threshold (Prég
dyskryminacji):

Genotypes
(Genotypy):

#i Genotyping

Ta opcja powoduje wyswietlenie okna Allelic Discrimination Results (Wyniki
dyskryminacji allelicznej). To okno jest otwierane domys$lnie, gdy analiza jest
wys$wietlana po raz pierwszy.
W celu zoptymalizowania normalizacji danych surowych dostepnych jest wiele réznych opcii:
. Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna) (dynamiczna normalizacja probéwek)
. Slope Correct (Korekta nachylenia) (korekta nachylenia szumu)
. Ignore First x cycles (Ignoruj pierwsze x cykli) (korekta stuzaca do
eliminacji szumu wystepujgcego w poczatkowych cyklach)
. Regulacja punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego
Szczegotowe informacje mozna znalez¢ na stronie 96.
Aby ustawi¢ prog dyskryminacji, nalezy wprowadzi¢ wartosci w tych polach tekstowych.
Wszystkie krzywe przekraczajgce ten proég sg uwazane za probki genotypujgce. Aby

ustawi¢ te wartosci wzrokowo, nalezy klikng¢ ikone po prawej stronie kazdego pola
tekstowego, a nastepnie przeciggna¢ prog na wykresie.

Digcrimination Threshold

Theshod:  [005902 | % |
Eiumndn|—_|

Ta opcja powoduje otwarcie okna Genotyping (Genotypowanie), ktére stuzy do
zdefiniowania genotypu wykrywanego w kazdym kanale. To okno umozliwia
przypisanie genotypoéw do kanatéw w celu wykonania analizy dyskryminaciji alleliczne;j.
Na ponizszym przyktadzie probka jest heterozygotyczna, jesli warto$ci odczytow w
kanatach Cycling A.Green i Cycling A.Yellow przekraczajg prog.

Genatype

wild Type
Heterozygous
tutart

| Reacting Channels | ﬂ

Cycling A.Green

Cycling A.Green Cucling 4. ellow
Cycling A ellow

]

= TR Cancel Help I

Allelic analysis
templates (Szablony
analizy allelicznej):

Szablony analizy allelicznej umozliwiajg wyeksportowanie ustawien normalizacji, progu
i genotypu do pojedynczego pliku *.alt. Plik ten mozna zaimportowa¢ i ponownie
zastosowaé w innych eksperymentach. Wiecej informacji zawiera sekcja 7.1.

Imported Settings
<hones:

Imnpaort... Export...

6.6.8 Analiza wykresu rozrzutu

Analiza wykresu rozrzutu umozliwia genotypowanie w oparciu o wzgledng ekspresje wykresow
amplifikacji w 2 kanatach. W przeciwienstwie do dyskryminaciji allelicznej, genotyp jest ustalany
w oparciu o regiony zdefiniowane na podstawie wykresu rozrzutu, a nie w oparciu o pojedynczy
prog. Aby wykona¢ te analize, nalezy wybra¢ opcje Other (Inne), a nastepnie opcje Scatter

Graph Analysis (Analiza wykresu rozrzutu) w oknie Analysis (Analiza).
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Do wykonania analizy wykresu rozrzutu nie wystarczy dwukrotne klikniecie jednego kanatu,
poniewaz podczas wykonywania tej analizy wykorzystywane sg 2 kanaly jednoczesnie. Aby
wykonac te analize, nalezy nacisnaé i przytrzymac klawisz SHIFT, a nastepnie klikng¢ kanaty,
ktére majg zosta¢ przeanalizowane, lub przeciggng¢ wskaznik myszy nad tymi kanatami. Po
zaznaczeniu zgdanych kanatéw nalezy kliknaé¢ przycisk Show (Pokaz).

Lista zostanie zaktualizowana, a w jednym wierszu beda wyswietlane wszystkie kanaty, obok ktérych
bedzie widoczny symbol zaznaczenia. Wskazuje on, ze wszystkie kanaty zostang uzyte w jednej
analizie. Aby usung¢ jeden lub wiecej z tych kanatéw, nalezy klikngé analize prawym przyciskiem
i wybra¢ opcie Remove Analysis... (Usun analiz¢...). Kanaly te mozna nastepnie uwzgledni¢
w kolejnej analizie wykresu rozrzutu. Kanat moze by¢ uzywany tylko w jednej analizie naraz.

Reports (Raporty): Ta opcja powoduje otwarcie raportu Scatter Analysis (Analiza rozrzutu) w
celu jego przejrzenia.

Results (Wyniki): Ta opcja powoduje wyswietlenie okna Scatter Analysis Results (Wyniki
analizy rozrzutu). To okno jest otwierane domysinie, gdy analiza jest
wyswietlana po raz pierwszy.

Normalization options (Opcje W celu zoptymalizowania normalizacji danych surowych dostgpnych jest
normalizacji): wiele réznych opgciji:
. Dynamic Tube (Probéwka dynamiczna) (dynamiczna
normalizacja probowek)

. Slope Correct (Korekta nachylenia) (korekta nachylenia szumu)
. Ignore First x cycles (Ignoruj pierwsze x cykli) (korekta stuzgca
do eliminacji szumu wystepujacego w poczatkowych cyklach)
. Regulacja punktu wejscia w faze¢ wzrostu logarytmicznego
Szczegotowe informacje mozna znalezé na stronie 96.

Genotypes (Genotypy): Ta opcja powoduje otwarcie okna Genotyping (Genotypowanie), ktére stuzy
do zdefiniowania genotypu wykrywanego w kazdym kanale. W tym oknie
mozna przypisa¢ genotypy na podstawie kanatéw, w ktérych prébka reaguje.
Wybrane kanaty zostang uzyte do oznaczenia naroznikdw wykresu rozrzutu i
poprowadzg uzytkownika do ogdélnego obszaru wykresu rozrzutu, w ktérym
nalezy zdefiniowac regiony.

#i Genotyping
Genotype | Feacting Channels | ﬂ
wild Type Cycling A.Green
Heterazygous Cycling A Green Cucling A ellow
butant Cucling 4. ellow
hd
J .............. U K‘ Cancel HE|D I
Scatter Graph (Wykres Na wykresie rozrzutu wyswietlana jest wzgledna ekspresja odczytana z 2
rozrzutu): wybranych kanatéw. Widok jest normalizowany w taki sposoéb, aby

uwzgledniat rézne krotnosci wzrostu w kazdym kanale i przeksztatcany
logarytmicznie w celu podkreslenia réznic w ekspresji migdzy probkami.

W celu wykonania genotypowania uzytkownik definiuje regiony, klikajac i
przeciggajac fragment obszaru na wykresie. Fragment obszaru mozna
nastepnie oznakowa¢ na podstawie genotypéw skonfigurowanych w oknie
Genotyping (Genotypowanie).
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Szablony analizy wykresu

rozrzutu:

Szablony analizy wykresu rozrzutu umozliwiajg wyeksportowanie ustawien
genotypow i regionéw do pojedynczego pliku *.sct. Plik ten mozna
zaimportowac i ponownie zastosowac w innych eksperymentach. Wigcej
informacji zawiera sekcja 7.1.

Imported Settings
<hones:

Imnpaort... Export...

6.6.9 Analiza punktu koncowego

Analiza punktu koncowego umozliwia odréznienie probek zamplifikowanych od probek, ktore nie

ulegly amplifikacji, pod koniec programu. Wyniki tej analizy sg jakosciowe (pozytywny/negatywny),

a nie ilosciowe.

Analize punktu koricowego przedstawiono na ponizszym zrzucie ekranu.
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Analiza punktu koncowego jest podobna do dyskryminacji allelicznej, poniewaz jej wyniki sg

jakosciowe, a nazwy mozna przypisywa¢ do okreslonych permutacji reakcji w réznych kanatach.

Jednak w przeciwienstwie do dyskryminacii allelicznej, podczas ktérej w kazdym cyklu wykonywany

jest odczyt dla kazdej probki, w analizie punktu kohcowego dostepny jest tylko jeden odczyt.
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Oznacza to, ze w celu uproszczenia analizy uzytkownik musi zidentyfikowaé kontrole pozytywne
i negatywne. W przypadku danych surowych poziomy sygnatéw sg normalizowane wzgledem
znanych kontroli pozytywnych i negatywnych dla kazdego kanatu. Nastepnie uzytkownik wybiera

procentowy poziom sygnatu jako prég.

Terminy uzywane w analizie punktu koncowego

Ponizej wyjasniono niektore terminy uzywane w analizie punktu koricowego.

Positive control (Kontrola Prébka, o ktérej wiadomo, ze zajdzie w niej amplifikacja.

pozytywna):

Negative control (Kontrola Prébka, o ktérej wiadomo, ze nie zajdzie w niej amplifikacja. Reprezentuje
negatywna): ona typowy sygnat tta.

Threshold (Prég): Prég to poziom sygnatu, powyzej ktérego prébka jest uznawana za

pozytywna (zamplifikowang). Uzytkownik musi dostosowac to ustawienie dla
kazdego programu.

Signal level (Poziom sygnatu): Odsetek sygnatu fluorescencyjnego znormalizowany w taki sposob, ze
najwyzszy sygnat z kontroli pozytywnych wynosi 100%, a najnizszy sygnat z
kontroli negatywnych wynosi 0%.

Genotype (Genotyp): Interpretacja réznych permutacji reakcji w réznych kanatach. Na przyktad
genotyp ,heterozygotyczny” mozna przypisa¢ do probek, ktére reagowaty
zaréwno w kanale zielonym, jak i w kanale zéttym. Genotyp mozna réwniez
wykorzysta¢ do zgtaszania wynikéw reakcji z kontrolami wewnetrznymi. Na
przyktad, wyniki mogg by¢ zgtaszane jako ,inhibited” (zahamowana),
Lpositive” (pozytywna) lub ,negative” (negatywna) w zaleznosci od tego, czy
w danym kanale doszto do reakcji.

Konfiguracja profilu

I Quick Start E x]
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Aby przeprowadzi¢ analize punktu koncowego, nalezy przygotowaé profil z trwajagcym kilka minut
etapem wstrzymania w temperaturze 50°C, po ktérym program przejdzie do wykonywania 1 cyklu
(50°C przez 10 s), uzyskujgc dane w zadanym kanale. Ustawi¢ liczbe powtérzen na 5, tak jak to
przedstawiono powyzej. Czasy trwania sg jedynie wskazdwkami i mogg sie rozni¢ w zaleznosci od
okres$lonego zastosowania. Im wiecej powtdrzen profilu, tym wiecej informacji dostepnych do
wykonania analizy. Analiza automatycznie usredni wszystkie odczyty w celu uzyskania jednej wartosci
dla kazdej probki. Nie okreslono wymaganej liczby powtdrzen. Zwykle wystarcza 5 powtérzen, o ile

nie jest wymagany bardzo wysoki poziom dokfadnosci.
Analiza

Analize punktu koncowego mozna wykonac¢ na kilku kanatach jednoczesnie. Aby utworzy¢ nowg
analize, nalezy klikng¢ karte EndPoint (Punkt koncowy), wybra¢ kanaty, przeciggajgc nad nimi

kursor myszy, a nastepnie klikngé opcje Show (Pokaz).

[uantitation I Scatter
EndPoint | Other.
.
Cycling A velo
Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Definiowanie kontroli

Jesli nie zdefiniowano kontroli pozytywnych i negatywnych, po pierwszym otwarciu analizy punktu

koncowego zostanie wyswietlony ponizszy komunikat.

Rotor-Gene { Series Software |

i) To uge end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
OK.
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Klikng¢ przycisk OK. Zostanie wyswietlone okno Edit Samples (Edycja probek) umozliwiajgce
zdefiniowanie kontroli pozytywnych i negatywnych. Aby zdefiniowaé prébke jako kontrole
pozytywng lub negatywna, nalezy klikngé komorke typu probki, a nastepnie wybra¢ odpowiedni
typ kontroli z menu rozwijanego.

Uwaga: Aby wykonaé¢ analize, nalezy przetaczy¢ kontrole w stan ,on” (wikgczone) za pomoca
przetgcznika po prawej stronie okna gtéwnego.

!5y 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 (UHER(Copies tore Options |

~ Samples :
I ¢| et | ResetDetaut| Gradent | BRI
H [0} \ Marne | Type |Gr0ups | Given Conc. | Selected :l
Al Optical Denaturation Ref. Unknown Mo
A2 zample 1 unbieated Unknown Mo
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_ lF‘ageT % | > Mew | Dielete [~ Swnchronize pages

Ok | Cancel |

Ten ekran dziala w taki sam sposéb, jak okno Edit Samples (Edycja prébek) (sekcja
~Konfiguracja probek”).

Normalizacja

Normalizacja danych analizy punktu korcowego skaluje wszystkie poziomy sygnatéw w taki sposéb,
aby miescity sie w zakresie 0—100%. Nalezy wybra¢ co najmniej jedng kontrole pozytywng i jedng
negatywna lub, w przypadku analizy wielu kanatéw i braku multipleksowania wzorcow, wiekszg liczbe
kontroli. Jesli istnieje ryzyko, ze kontrola pozytywna moze nie ulec amplifikacji, nalezy uwzgledni¢ w
programie wiecej niz jedng kontrole pozytywng i jedng kontrole negatywna.

1. Dla kazdego kanatu sg analizowane wszystkie kontrole pozytywne, a ta o najwyzszej
fluorescencji jest ustawiana jako 100%. Oznacza to, ze je$li w programie zostang
uwzglednione powtdrzenia kontroli, oznaczenie kontroli pozytywnej moze zakonczy¢ sie
niepowodzeniem i nie bedzie to miato wptywu na program.

2. Dla kazdego kanatu sg analizowane wszystkie kontrole negatywne, a ta o najnizszym
poziomie fluorescenc;ji jest ustawiana jako 0%.
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3. Surowe wartosci fluorescenciji pozostatych probek sg skalowane wzgledem najwyzszej
kontroli pozytywnej i najnizszej kontroli negatywne;j.

Na przyktad:

Sample (Prébka) Typ Fluorescencja
1 Positive control (Kontrola pozytywna) 53,6
2 Positive control (Kontrola pozytywna) 53,0
3 Negative control (Kontrola negatywna) 4,5
4 Negative control (Kontrola negatywna) 4,3
5 Sample (Prébka) 48,1
6 Sample (Prébka) 6,4

Ten program zakonczyt sie powodzeniem, poniewaz wartosci 2 kontroli pozytywnych i 2 kontroli

negatywnych sg zblizone do siebie i znajdujg sie poza wartosciami fluorescencji prébek.

Znormalizowane wartosci to:

Sample (Prébka) Typ Ekspresja (%)
1 Positive control (Kontrola pozytywna) 100,0

2 Positive control (Kontrola pozytywna) 97,3

3 Negative control (Kontrola negatywna) 0,4

4 Negative control (Kontrola negatywna) 0,0

5 Sample (Prébka) 84,2

6 Sample (Probka) 4,0

Prébka 1 byta kontrolg pozytywng o najwyzszej fluorescenciji, wiec zostata ustawiona na 100%.
Warto$¢ drugiej kontroli pozytywnej byta nieco nizsza. Probka 4 byta kontrolg negatywng o
najnizszej fluorescencji, wiec zostata ustawiona na 0%. Wyraznie wida¢, ze w prébce 5
prawdopodobnie zaszta amplifikacja, natomiast prébka 6 prawdopodobnie nie zostata
zamplifikowana.

Uwaga: W zaleznosci od wybranych kontroli pozytywnych i negatywnych mozliwe jest osiggniecie
poziomoéw ekspresji wiekszych niz 100% lub mniejszych niz 0%. Wynik wiekszy niz 100%
wskazuje na wyzszg ekspresje probki niz w przypadku kontroli pozytywnej. Wynik mniejszy niz
0% wskazuje na mniejsze prawdopodobienstwo amplifikacji prébki niz amplifikacji kontroli
negatywnej. Takie wyniki nie stanowig problemu, gdyz jest to analiza jakosciowa.

Jesli kontrola negatywna ma wyzszg fluorescencje niz kontrola pozytywna, prébki zostaly
nieprawidtowo przygotowane i zostanie wyswietlony ponizszy komunikat.
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EndPoint Analysis - Cycling A.Green [Page 1)

= = &

Feports Fesultz:  Genotypes...

Graph cannot be dizplayed az the negative controls are either at the zame level, or higher than the positive contrals.

Normalizacja w kilku kanatach

Mozliwe jest analizowanie danych sygnatowych w kilku kanatach, ale konfiguracja prébek jest
wtedy bardziej ztozona. Analiza EndPoint (Punkt kohcowy) zaktada, ze wykonywane jest
multipleksowanie, a zatem kazda probéwka moze zajmowacé tylko jedng pozycje. Obecnie nie
jest mozliwa analiza konfiguracji, w ktorej pozycja probki jest kontrolg pozytywng dla jednego
kanatu i jednoczes$nie kontrolg negatywng dla drugiego kanatu.

Mimo tego, ze w oknie Edit Samples (Edycja probek) jest podana tylko jedna definicja probki na
pozycje probowki, normalizacja jest wykonywana niezaleznie dla kazdego kanatu.

Jesli pozycja proboéwki to kontrola pozytywna dla co najmniej jednego kanatu, nalezy jg okresli¢
jako kontrole pozytywng w kolumnie ,Type” (Typ) w oknie Edit Samples (Edycja probek). W
przeciwnym razie nalezy wybrac¢ typ Sample (Prébka). Dotyczy to rowniez kontroli negatywnych.

Na przyktad, jesli probka jest kontrolg pozytywng w kanale zielonym, ale nie w kanale zoéttym,
probke nalezy nadal zdefiniowaé jako kontrole pozytywng. Ze wzgledu na to, ze w kazdym kanale
stosowana jest najwyzsza kontrola pozytywna, jesli w kanale zéttym obecna jest co najmniej
jedna kontrola pozytywna, ktéra ulega amplifikacji, definicja probki jako kontroli dla kanatu
zielonego jest ignorowana.

Prég

Prog stuzy do okreslenia procentowej ekspresji wymaganej dla reakcji w kazdym kanale. Po
zdefiniowaniu kontroli pozytywnej i negatywnej wszystkie kanaty zostang znormalizowane do tej samej
skali 0-100%. Z tego powodu nawet podczas analizy wielu kanatéw wymagany jest tylko jeden prog.

Klikng¢ i przeciggna¢ linie progu do obszaru miedzy 0 a 100. Prég nie powinien znajdowacé sie
zbyt blisko probek po ktérejkolwiek stronie linii, poniewaz oznacza to, ze program nie dat
jednoznacznych wynikéw. Jesli réznica miedzy probka zdefiniowang jako ulegajgca amplifikacii
lub nie ulegajgca amplifikacji wynosi zaledwie kilka procent, oznacza to, ze jesli reakcja zostataby
powtdrzona, probka mogtaby pojawi¢ sie po drugiej stronie progu.
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Genotypy

Ta opcja powoduje otwarcie okna Genotyping (Genotypowanie), ktére stuzy do zdefiniowania

genotypu wykrywanego w kazdym kanale.

#i Genotyping

Genotype

| R eacting Channels

‘wild Type
Heterozypgous

tutatt

Cycling &.Green
Cycling & Green

Cycling Aellow
Cycling A ellow

Cancel

Help

=
|

To okno umozliwia przypisanie genotypéw do kanatéw. Na powyzszym przyktadzie prébka jest

heterozygotyczna, jesli wartosci odczytéw w kanatach Cycling A.Green i Cycling A.Yellow

przekraczajg prog.

Szablony analizy punktu koncowego

Szablony analizy punktu koncowego umozliwiajg uzytkownikowi wyeksportowanie ustawien

genotypu i progu do pojedynczego pliku *.ent. Plik ten mozna zaimportowa¢ i ponownie

zastosowac¢ w innych eksperymentach. Wigcej informacji zawiera sekcja 8.1.

6.6.10 Analiza stezenia

Imported Settings

(4 glulg]=x

Impaort....

Export...

Analiza stezenia umozliwia wykorzystanie aparatu Rotor-Gene Q MDx do pomiaru stezen DNA

lub uzyskania odczytéw fluorymetrycznych.

Na ponizszym zrzucie ekranu przedstawiono tg analize.
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BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help

A€ -d @ |viw & @ ¥ [B 5 . 3
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)

Przygotowywanie programu

Aby przeprowadzi¢ analize stezenia, nalezy najpierw przygotowa¢ wzorce fluorescencyjne

i prébki, najlepiej w trzech powtdrzeniach.

Przygotowanie wzorcow

Krzywa wzorcowa stuzy do okreslenia stezenia DNA w kazdej mierzonej prébce.

Do przygotowania krzywej wzorcowej powinno sie uzywa¢ DNA o podobnym typie jak DNA
w mierzonych prébkach. Stezenie co najmniej jednej prébki DNA nalezy okresli¢ za pomoca
spektrofotometrii w nadfiolecie, a probke te nalezy stosowac jako wzorzec. Nalezy zastosowac
co najmniej 3 wzorce (z powtdrzeniami). Istotne jest to, ze wzorce DNA uzywane w detekc;ji
fluorescenciji wykazujg liniowos¢ tylko w zakresie 1-100 ng/ul. W tym zakresie, jesli stezenie DNA
zmniejszy sie o potowe, wartos¢ odczytu fluorescencji rowniez zmniejszy sie o potowe. Przedziaty
ufnosci dla kazdego stezenia poza tym zakresem sg bardzo szerokie ze wzgledu na nieliniowos$é
substancji chemicznych.

Typ mierzonego DNA

Zaobserwowano réznice w pomiarach réoznych form DNA (np. genomowy DNA w poréwnaniu
z plazmidowym DNA). Z tego wzgledu jednoczesnie nalezy mierzy¢ wytgcznie DNA o podobnym
typie, a przy pomiarach genomowego DNA nalezy unika¢ uzywania plazmidowego DNA jako

wzorca.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022 122



Konfiguracja programu

Aby skonfigurowac program, nalezy wybrac opcje Nucleic Acid Concentration Measurement

(Pomiar stezenia kwasow nukleinowych) z kreatora Quick Start (Szybki start).

[CrrSSS— x

Guick Start I Advanced |

88 A default template for
s Perform Last Run measuring the

e concentration of

'2 Three Step with Melt nudeic add using

intercalating dyes.

L 1]
2 Two Step

L 1]
 Quenched FRET

Mudeic Add Concentration Measurement

LJ HRM ™

~l.=

ﬁJ_J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Uwaga: Nalezy upewni¢ sie, ze kontrola pozytywna, taka jak wzorzec o wysokim stezeniu, jest
oznaczana w 1. pozycji probowki. Bez kontroli pozytywnej oprogramowanie nie bedzie mogto
zoptymalizowaé ustawien wzmocnienia w celu uzyskania maksymalnej czutosci. Przed kazdym
programem zostanie wy$wietlony monit z prosbg o sprawdzenie pozyciji tej kontroli.

Analiza

Analiza stezenia jest wykonywana poprzez powigzanie poziomu fluorescencji z wartoscig
stezenia. Dostepne sg dwa modele analizy. Optymalny model analizy zalezy od substancji
chemicznych i zastosowania.

Metoda ,Linear Regression” (Regresja liniowa) analizuje dane, zaktadajgc liniowg zalezno$¢
i szacujgc nieznane warto$ci na podstawie wygenerowanego modelu liniowego. Okre$la btad
pomiaru, badajac odchylenie odczytéw od modelu liniowego. Jest to najodpowiedniejsza analiza,
jesli odczyty stezenia sg liniowe, poniewaz zapewnia ona uzytkownikowi statystyczng analize
wariancji (Analysis Of Variation, ANOVA).
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Metoda ,Spline Curve Fit” (Dopasowanie krzywej sklejanej) zaktada jedynie, ze wartosci stezenia
rosng wprost proporcjonalnie do fluorescencji. Chociaz to podejscie zwieksza doktadnos¢ w
przypadkudanych nieliniowych, nie zapewnia analizy ANOVA, poniewaz nie zaklada modelu
liniowego.

6.6.11 Analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci

Analiza krzywych topnienia w wysokiej rozdzielczosci (HRM) charakteryzuje prébki na podstawie
dtugosci sekwencji, zawartosci par GC i komplementarnosci. Analiza HRM jest wykorzystywana
do zastosowan genotypowania, takich jak analiza mutacji genowych lub polimorfizmow
pojedynczych nukleotydéw (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) oraz w zastosowaniach
epigenetycznych do analizy statusu metylacji DNA. Analiza HRM umozliwia uzyskanie

dokfadnych wynikéw i zmniejszenie kosztéw sond i znacznikdw w poréwnaniu do innych metod.

Aby wykonac¢ analize, nalezy wybra¢ opcje Other (Inne), a nastepnie opcje High Resolution
Melt Analysis (Analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci) w oknie Analysis (Analiza). W celu
wykonania analizy nalezy klikng¢ dwukrotnie kanat. Krzywe topnienia uzyskane na podstawie
surowych danych z kanatu sg normalizowane poprzez usrednienie wszystkich poczatkowych i
koncowych wartosci fluorescencji, a nastepnie wymuszenie, aby koncowe punkty kazdej probki
byly takie same jak warto$¢ srednia.

B Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - high resolution melk d I [=]

File Analysis Run Gain Wiew Window Help

7 ~ G 2 7 B = = -
VEH PNR O | ¢ & & & i 75 B . :
Mew Open Sawe | Start Pause =top | Help Seftings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange

Channels " Mek A FarRed . Melk Affrom 82),FarRed ‘

B4 HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed (P - |0f x| | Page: Page 1

Nermalised Graph | Diference Graph |

100

14
5
3
7
2

201

Normalised Flurescence
o
g

g 825 B30 835 840 845 850 885 860 865 &0 875 880 885 890 895 Bark On Bank Off
deg Named On | AllOn | AIDH
Edit Samples
BEE
— = ~Normalisation Regions
wpe onfidence % °
mutation 700,00 e
2z 197 heterozygote 100,00 Start: [224 =
2 W= mutation 95.72 End: [z =
5 195 heterozugote | 97.58 =
I E heterozygote | 57.80 Trailing Range
3 =01 wild type 100.00 =)
[ widpe 9386 stat: |95 =
10 W heterozvgate | 98.91 End: [297 =
12 190 heterozygote | 96.22
IERL wild typs: 3323 Confidence Percentage
FEMEET it ) (Thveshuld ERST —‘
| Rotar-Gene O Seres Software 1.7 [Build 94 [VIRTUAL MODE

Probki sg wywolywane automatycznie po kliknieciu opcji Genotypes (Genotypy). W celu
automatycznego wywotania nieznanych prébek nalezy wprowadzi¢ nazwe genotypu, a nastepnie
numer probki uzywanej jako kontrola pozytywna.
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Szczegdtowe informacje na temat analizy HRM mozna znalez¢ w sekc;ji 10.

6.7 Menu programu

6.7.1  Uruchomienie programu

Ta opcja powoduje uruchomienie zdefiniowanego profilu temperaturowego z aktualnymi

ustawieniami wzmocnienia. Przed rozpoczeciem programu zostanie wyswietlone okno Profile

Run Confirmation (Zatwierdzenie profilu programu). Wyswietlane jest graficzne przedstawienie

profilu temperaturowego wraz z ustawieniami wzmocnienia dla kazdego kanatu.

6.7.2 Wstrzymywanie programu

Ta opcja umozliwia wstrzymanie i wznowienie programu. Wstrzymywanie i wznawianie moze powaznie

wptyna¢ na wyniki programu. Z tego powodu w danych bedzie widoczny znacznik wskazujacy, ze

program zostat wstrzymany, oraz okreslajacy dtugos¢ tej przerwy. Na karcie komunikatéw w oknie Run

Settings (Ustawienia programu) pojawi sie rowniez komunikat (patrz sekcja 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 |

OTTTYTOP T PPPry Or  Pr Iy PYTTPIPIOY ;

OSTRZE-
ZENIE

A

Goraca powierzchnia

W przypadku wstrzymania programu aparat Rotor-Gene Q MDx nie zostanie
schtodzony do temperatury w petni odpowiadajgcej temperaturze pokojowe;j.
Nalezy zachowac¢ ostroznos¢ podczas kontaktu z rotorem lub ktérymikolwiek

prébkami znajdujgcymi sie w aparacie.
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6.7.3 Zatrzymywanie programu

Po wybraniu tej opcji zostanie wyswietlony monit z prosba o potwierdzenie, ze program powinien

zostac¢ zatrzymany.

6.8 Menu przegladania
6.8.1 Ustawienia programu
Ogélne

To okno umozliwia skonfigurowanie informacji o programie, nazwy pliku programu, daty analizy,

informacji o operatorze i wszelkich powigzanych uwag.

Okno zawiera wszystkie informacje, z wyjatkiem profilu, wymagane do skonfigurowania
programu. Po zakonczeniu programu w oknie tym wyswietlane sg nastepujgce informacje: uzyty

cykler, ustawienia wzmocnienia, liczba kanatéw oraz czas rozpoczecia i zakonczenia.

General I tachine Options I Messages I Channels | Tube Laywout I Security I

Filename : F:ADepartmentsi QCAE sperimentallata-B G 3KARGEOO0NRT 20527450 ark.
Operator : ||—

Motes : ;I
Reaction Yolume : Ifj il I'lr']htlﬁ eret[‘egz.to the total volurme: of the mixture -
Other Fun Channels saved for this run: ;I

Information : Cycling A Green
Cycling B ellaw
Cycling C.0range
Cycling D .Red
Created with template
‘C:ADocuments and SettingzJabpc. CORBET T\ esktoph T emphR GEOOD
Run has finished.
Started at 16/12/2005 93:38:58 AM
Finished at 16/ 2/2005 35340 Ab
Offzet Coefficient : O
Program “ersion : Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 [Build 3)
M achine Serial Mo 000627 —

oK Cancel Aoply
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Opcje urzadzenia

Na tej karcie wyswietlane sg ustawienia konfiguracji aparatu Rotor-Gene Q MDx.

General §,

—Rator Type

36-well Rokor

Ratar-Disc 72
Rator-Disc 100

[¥ Locking Ring Attached

]9 | Cancel I Spply I

Nalezy ustawi¢ rotor aktualnie zamontowany w aparacie Rotor-Gene Q MDx. Po otwarciu
istniejgcego programu ustawienie to bedzie odpowiadaé rotorowi, ktéry byt zamontowany
w cyklerze podczas wykonywania danego programu.

Komunikaty

Na tej karcie wyswietlane sg komunikaty wskazujgce, czy uzytkownik wprowadzit zmiany, takie
jak wstrzymanie cyklera lub pominiecie cykli podczas wykonywania programu. Sg tutaj réwniez
wyswietlane ostrzezenia otrzymane podczas wykonywania programu. W przypadku otrzymania

wynikéw niezgodnych z oczekiwaniami nalezy sprawdzi¢ zawartos¢ tej karty.

Kanaty

Podczas konfigurowania nowego programu na karcie kanatdw wyswietlana jest obecna
konfiguracja dostepnych kanatéw. Podczas przegladania istniejgcego programu wyswietlane
informacje przedstawiajg konfiguracje kanatldw w momencie wykonywania programu. Jesli
program spowoduje zmiane ustawien kanatu, domysine ustawienia kanatéw mozna przywrécic,

klikajgc przycisk Reset Defaults (Przywrd¢ domysine).
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Genelall M achine Dptionsl Messages  Channels I Tube La_l,loutl Security I

Marne | Source | Detector | Gain | Create Mew...

Green 470nm  510nm 10 Edit |
“ellow 530nm  555nm g
Orange  585mm  E10nm 10
Red B2Bbrm  BEOnm 3

Crimgon 680nm  F10hp 7 Remove |
HFiM 460nm 510nm 7
Reset Defaults |

g Cancel Al

Name (Nazwa):
Source (Zrédio):

Detector (Detektor):

Gain (Wzmocnienie):

Create New... (Utwdrz nowy...):

Channels (Kanaty):

Jest to nazwa kanatu.
Ta kolumna okresla dtugos$¢ fali wzbudzenia zrédtowej diody LED.

Ta kolumna okresla dtugos$c¢ fali detekcji oraz typ filtra
(nm = $rodkowoprzepustowy, hp = wysokoprzepustowy).

Ta kolumna okresla wzmocnienie dla danego kanatu.

Ta funkcja umozliwia utworzenie nowych kanatéw. Po kliknigciu przycisku
Create New... (Utworz nowy...) zostanie wyswietlone okno, w ktérym
nalezy okresli¢ nowg nazwe, zrédto i filtr do detekciji. Filtry mozna wybra¢ za
pomocg menu rozwijanych znajdujgcych sie przy kazdym oknie.

Kanaly zielony, zétty, pomaranczowy i czerwony to standardowe
konfiguracje do 4-kanatowej detekcji multipleksowe;j.

Rozmieszczenie probowek

W przypadku uzywania rotora 72-Well Rotor probki mozna rozmiesci¢ w taki sposéb, aby scisle
odpowiadaty oznaczeniom na bloku 9 x 8. Domys$Inie karta rozmieszczenia probéwek umozliwia
oznakowanie probek kolejnymi cyframi (tj. 1, 2, 3, ...). W takiej sytuacji prébki sg oznakowane
w kolejnosci, w jakiej sg umieszczane w aparacie Rotor-Gene Q MDx. Probki mogg by¢ réwniez
oznakowane jako 1A, 1B, 1C itd. Ta opcja moze by¢ przydatna, jesli probki przygotowywano za

pomocg pipety wielokanatowe;.
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Bezpieczenstwo

Na karcie bezpieczenstwa wyswietlane sg informacje o sygnaturze programu. Sygnatura
programu jest nieodwracalnym kluczem, ktory jest odnawiany po kazdej zmianie pliku. Jesli
ktorakolwiek czesé pliku *.rex zostanie zmieniona poza oprogramowaniem, sygnatura i plik nie
bedg zgodne. Kontrola sygnatury umozliwia potwierdzenie, ze dane surowe nie zostaty zmienione
poza aplikacja, profil nie byt modyfikowany, a wykres temperatury jest wazny. Sygnatura chroni
rowniez przed uszkodzeniem, takim jak btedy systemu plikow.

Uwaga: Jesli pliki *.rex sg wysylane pocztg e-mail, proces szyfrowania moze spowodowac

uniewaznienie sygnatury. Aby tego unikng¢, przed wystaniem pliku pocztg e-mail nalezy spakowac plik.

T —— #

Genelall Machine O ptions I Messages I Channels | Tube Layout

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 Wykres temperatury

Aby wywota¢ okno Temperature (Temperatura), nalezy wybra¢ opcje Temperature Graph
(Wykres temperatury) z menu View (Przeglad) lub klikngé przycisk Temp. Wykres pokazuje
przebieg ustawionych temperatur podczas wykonywania cykli. Nie odzwierciedla on pomiaréw
temperatury w czasie rzeczywistym. W trakcie programu dla kazdego etapu widoczny jest czas
Set (Ustawiony), Actual (Rzeczywisty) i Hold (Wstrzymanie). Dla istniejgcego pliku programu w
oknie Temperature (Temperatura) wyswietlana jest historia temperatur podczas wykonywania
programu. Skala pionowa reprezentuje temperature, a skala pozioma czas. Pasek przewijania

stuzy do przewijania do przodu i do tytlu zawartosci okna Temperature (Temperatura).
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6.8.3  Przebieg profilu

Aby wywota¢ okno Profile Progress (Przebieg profilu), nalezy wybra¢ opcje Profile Progress
(Przebieg profilu) z menu View (Przeglad) lub klikng¢ przycisk Progress (Przebieg). W tym oknie
wyswietlane jest graficzne przedstawienie profilu termicznego powigzanego z programem.
Podczas wykonywania programu wyszarzona czes¢ okna wskazuje liczbe cykli, ktére zostaty
ukonczone. Widoczny jest rdwniez oszacowany czas do zakoriczenia programu (w minutach).

& Piofile Progress

71 minwtels] iemaining.

Skip I Add 5 Cycles Imm:mﬁﬂw1
Skip (Pomin): Przycisk Skip (Pomin) umozliwia pominigcie dowolnego etapu profilu.

Add 5 Cycles (Dodaj 5 cykli): Przycisk Add 5 Cycles (Dodaj 5 cykli) powoduje dodanie 5 powtérzen do
biezgcego etapu wykonywania cyklu.
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6.8.4 Edycja probek

~loix]
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁwen Cone. Format |‘|23,45? = BLopies/ reaction tore Optiohs |
—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 % I > | Mew | Delerel [~ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

Aby wywota¢ okno Edit Samples (Edycja probek), nalezy kliknaé przycisk Samples (Prébki).
Dostep do okna Edit Samples (Edycja probek) mozna réwniez uzyskac¢, klikajgc prawym
przyciskiem myszy nad listg prébek po prawej stronie ekranu. Okno to ma takie same funkcje jak
okno Edit Samples (Edycja probek) w kreatorach, z wyjatkiem tego, ze funkcje paska narzedzi
sg rowniez dostepne w menu File (Plik) i menu Edit (Edytuj).

Na gorze okna widoczne sg cztery menu: File (Plik), Edit (Edytuj), Format i Security
(Bezpieczenstwo). Menu File (Plik) stuzy do tworzenia nowego (pustego) okna Edit Samples
(Edycja prébek) przeznaczonego do otwierania istniejgcego szablonu probek lub zapisywania
nazw probek jako szablonu do wykorzystania w przysztosci. Te pliki szablonéw majg rozszerzenie
*smp. Menu Edit (Edytuj) umozliwia kopiowanie i wklejanie wierszy. Menu Security
(Bezpieczenstwo) umozliwia zablokowanie definicji probek.

Uwaga: Bardzo szybkie wprowadzanie nazw probek podczas wykonywania programu (np. za
pomocg skanera kodéw kreskowych) moze doprowadzi¢ do przestawienia liter w nazwach
probek. Z tego wzgledu korzystanie ze skanera kodoéw kreskowych nie jest zalecane i, jesli
dotyczy, nalezy wprowadzaé nazwy probek po zakonczeniu programu.

) To menu rozwijane stuzy do wyboru odpowiedniego formatu wyswietlania
Settings : stezenia. Stezenia sg automatycznie formatowane odpowiednio do aktualnie

: wybranej lokalizaciji.
Given Conc. Format ; y ! !

To rozwijane menu stuzy do ustawienia jednostek miary dla oznaczenia.

Samples :
’VI_j Edit | HesetDefauItI Gradientl
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Przycisk

Znaczenie

Line style (Styl linii):

Edit

Rezet Oefault

Gradient

EfiE

=

= E EE

Sample Types (Typy
prébek):

Styl linii mozna zmieni¢ w celu zwigkszenia czytelnosci wykreséw drukowanych
w kolorach czerni i bieli. Niektére linie mozna uwydatni¢, zmieniajagc ich styl. Aby
uzyska¢ dostep do tej funkcji, nalezy klikng¢ przycisk strzatki w prawo obok
przycisku Edit (Edytuj).

Nacisnigcie przycisku ,Edit” (Edytuj) powoduje otwarcie selektora koloréw.
Podczas przypisywania koloru do probéwek mozna wybra¢ wiele wierszy.

Klikng¢ przycisk ,Reset Default” (Przywrd¢ domysine), aby przywrdécié domysine
kolory wszystkich wybranych komérek.

Przycisk ,Gradient” umozliwia wybor gradientu od pierwszego do ostatniego
wybranego koloru. Podczas konfiguracji prébek mozna zdefiniowaé kilka
gradientow.

INEEIEEEE W

lkona New (Nowy) stuzy do usuwania zawartosci okna Edit Samples (Edycja
prébek) w celu przygotowania go do wprowadzenia danych.

lkona Open (Otworz) stuzy do wywotywania okna dialogowego, w ktérym
mozna wybra¢ plik aparatu Rotor-Gene Q MDx do zaimportowania.

Uwaga: Liczba prébek w otwartym oknie musi odpowiadac liczbie prébek w
importowanym pliku.

lkona Save (Zapisz) stuzy do wywotywania okna dialogowego, w ktérym mozna
wprowadzi¢ nazwe i wybra¢ folder, w ktérym beda zapisywane kopie
aktualnych definicji probek.

lkona Copy (Kopiuj) stuzy do kopiowania wybranych komorek.

lkona Paste (Wklej) stuzy do wklejania komérek wybranych za pomocg
polecenia Copy (Kopiuj) do aktualnie wybranej pozycji na siatce.

lkona Excel stuzy do wywotywania okna dialogowego z monitem o
wprowadzenie nazwy pliku i wybranie folderu, w ktérym beda zapisywane
informacje o prébce. Po naci$nieciu przycisku Save (Zapisz) plik programu
Excel jest otwierany automatycznie.

lkona Append/Overwrite (Dotgcz/nadpisz) stuzy do zmiany sposobu edycji
komoérek w oknie Edit Samples (Edycja probek). Po wybraniu opcji Overwrite
(Nadpisz) podczas edyc;ji istniejace dane zostang nadpisane. Po wybraniu opcji
Append (Dotgcz) podczas edycji nowe dane zostang dodane pod koniec
istniejacych danych.

Dla probki mozna zdefiniowa¢ jeden z kilku typéw probek wymienionych w
ponizszej tabeli.

Typ probki Opis
None (Brak) Brak probki w tej pozyciji
NTC Kontrola bez matrycy

Negative Control (Kontrola negatywna)

Positive Control (Kontrola pozytywna)

Negative Control (Kontrola negatywna)

Positive control (Kontrola pozytywna)

Unknown (Nieznana)
Standard (Wzorzec)

Calibrator (Kalibrator, RQ)

Nieznana prébka do analizy

Wartosci wzorcéw sg uzywane do utworzenia krzywej
wzorcowej w celu obliczenia stezen nieznanych prébek.

Kalibrator ma przypisang warto$¢ 1, a wszystkie pozostate
stezenia prébek sg obliczane w odniesieniu do tej probki
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Page (Strona): Dzieki tej funkcji uzytkownik moze korzysta¢ z réznych definicji probek, a takze
osobnych eksperymentéw w jednym programie. Jest to przydatne do analizy
réznych produktéw w réznych kanatach. Aby przechodzi¢ migdzy stronami
probek, nalezy uzy¢ przyciskéw strzatek. Aby tworzy¢ i usuwacé strony, nalezy
uzy¢ przyciskow New (Nowa) i Delete (Usun). Mozna okresli¢ kilka definicji
probek dla tego samego kanatu w celu wykonania wielu krzywych wzorcowych
bez multipleksowania. Wystarczy zdefiniowa¢ prébki bedace przedmiotem
zainteresowania oraz powigzane z nimi krzywe wzorcowe na odrgbnych
stronach. Pojedynczy kanat mozna nastepnie analizowa¢ niezaleznie z kazdym
zestawem definicji. Strony prébek mozna oznakowac¢ jako Page 1 (Strona 1),
Page 2 (Strona 2) itd. lub nada¢ im dowolng nazwe (np. ,Gen metabolizmu
podstawowego”). Nazwa ta bedzie widoczna w raportach.

Podczas przegladania danych surowych definicje probek uzywane do
wys$wietlania danych mozna wybra¢ za pomocg menu rozwijanego obok
przycisku Options (Opcje):

"0 "5 20
At Scale| O ptiu:uns| I Fage 1 j
e

Page 2

Strone prébek, ktéra ma by¢ uzywana podczas wykonywania analizy, mozna
wybraé w oknie Analysis (Analiza) (patrz sekcja 6.6.1).

Analysis k|
25tdCurves [Rel] | Other. |
Quantitation | el

E-  Cpcling A Fak

Show | Hide |
™ Auto-shrink windowe

Given Conc. (Dane stez.): W tym obszarze widoczne jest stezenie dla kazdego wzorca. Jednostki mozna
zdefiniowa¢ jako liczbe dziesietng lub logarytm. Jesli wzorce to seria
rozcienczen, wymagane jest wpisanie tylko dwéch pierwszych wzorcéw. Po
nacisnieciu klawisza ENTER program automatycznie dodaje kolejne logiczne
rozcienczenie z serii.

Line style (Styl linii): Styl linii mozna zmieni¢ w celu zwigkszenia czytelnosci wykreséw drukowanych
w kolorach czerni i bieli. Niektore linie mozna uwydatni¢, zmieniajac ich styl.
Aby uzyska¢ dostep do tej funkcji, nalezy klikng¢ przycisk strzatki w prawo obok
przycisku Edit (Edytuj).

.j Edit | HesetDefauItI Gradientl

Na pasku narzedzi bedzie widoczny domysiny styl Solid (Ciagta). Styl ten
mozna zmieni¢ na Dashed (Przerywana), Dotted (Kropkowana), Hairline
(Bardzo cienka), Thin (Cienka) lub Thick (Gruba). Po zakonczeniu edyc;ji

nalezy klikna¢ przycisk strzatki w lewo, aby wréci¢ do widoku Edit (Edytuj),
Reset Default (Przywré¢ domysine) i Gradient.
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I ] |

Multiple row entry Jesli konieczne jest wprowadzenie tych samych informacji w kilku wierszach
(Wprowadzanie w wielu jednoczesnie, nalezy zaznaczy¢ wszystkie wiersze, a nastgpnie wpisa¢
wierszach): informacje. Informacja zostanie wprowadzona w kazdym wierszu. Dziata to

réwniez w przypadku wybierania typdw prébek, wybierania koloréw lub
wprowadzania stgzen.

Sample type hotkey (Klawisz ~ Aby szybko wybraé typ prébki, nalezy wprowadzi¢ pierwszg litere jego nazwy.

skrétu typu prébki): Na przyktad, aby skonfigurowa¢ 5 prébek jako kontrole bez matrycy, nalezy
wybraé je w kolumnie typu prébki, a nastepnie nacisna¢ klawisz N dla NTC.
Wszystkie prébki zostang przeksztatcone na prébki NTC.

Save it, reuse it (Zapisz, Petny opis probek mozna zapisa¢ w formie pliku prébek (*.smp) i zatadowac¢ go
ponownie wykorzystaj): podczas programu z tg sama konfiguracjg probek wykonywanego w
przysztosci.
Styl rotora

Ta karta w oknie Edit Samples (Edycja prébek) umozliwia wprowadzanie nazw probek
w alternatywny sposéb. Wybra¢ powtorzenia, klikajac i przeciggajgc wskaznik myszy nad
rysunkiem rotora. Lista po prawej stronie okna zostanie zaktualizowana. Mozna wprowadzié¢
nazwe probki, co spowoduje ustawienie tej samej nazwy dla aktualnie zaznaczonych dotkéw.

Oprogramowanie rozpoznaje te dotki jako powtérzenia.

Il
File Edk Format Security
Standard Flotos Stie |
W Tt e  Fanpie 1]
< D [hare [ Tpe ]
) . n‘-‘,_ 1 samplel  Standad
- e dunple 2
7 . -
. -
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
43 13
17
4
.25
“a .
IV LabelWel: 431,23, ..
Page:
Name:: [Fage 1 _|_| Mew | Dclete| T Spncheonize pages
Undo | ok | caed | Heo |

Karta Rotor Style (Styl rotora) udostepnia skrocong wersje karty Standard (Standardowa) i jest
przeznaczona dla uzytkownikéw, ktdrzy szybko chcg skonfigurowa¢ nazwy i kolory probek. Na
tej karcie nie mozna zdefiniowa¢ niektorych ustawien, takich jak to, czy probka reprezentuje
wzorzec lub znane stezenie kazdego wzorca. Jesli konieczne jest zdefiniowanie takich ustawien,
nalezy uzy¢ karty Standard (Standardowa).
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Przydatnosc¢ strony probek

Aby uzyskaé dostep do okna Sample Page Suitability (Przydatnos¢ strony préobek) nalezy klikngé
opcje More Options (Wiecej opcji) w oknie Edit Samples (Edycja probek), a nastepnie klikngé opcije
Define Suitabilities (Zdefiniuj przydatnos¢). Okno Sample Page Suitability (Przydatnos¢ strony
prébek) umozliwia uzytkownikowi dopasowanie stron probek do kanatéw. Na przyktad strona probeki
dotyczaca genu bedacego przedmiotem zainteresowania moze mie¢ zastosowanie do kanatu
zielonego, a strona probki dotyczaca genu metabolizmu podstawowego moze mie¢ zastosowanie do
kanatu zottego. W tym przyktadzie ustawienie przydatnosci strony prébki zmniejsza liczbe dostepnych

opcji analizy, aby uwzglednic te istotne dla danego oznaczenia.

Ponizej przedstawiono okno Sample Page Suitability (Przydatnos¢ strony prébek).

- Sample Page Suitability El

Sample Page Suitabilitiez enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current contert. For example,
b defining a Sample Page to apply anly to the Yellow channel,
wau will not be prompted ta zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular uze for users of
multiplered azzays,

Page: |Page 1 |

— Suitabilitiez for Selected Page :

= Always dizplay this sample page.

&~ Only dizplay this zample page when analyzing
data acquired on the following channels :

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
- —I Help |

Uwaga: Podczas konfigurowania oznaczenia nalezy utworzy¢ wszystkie strony prébek i okresli¢
przydatnos¢ stron prébek, a nastepnie zapisac je jako szablon. Zmniejsza to liczbe ustawien

wymaganych dla kazdego programu.
Grupy
Grupy probek umozliwiajg obliczenie statystyk dla dowolnego zbioru probek. W przeciwienstwie

do powtdrzen, ktdére musza mie¢ identyczne nazwy, probki moga mie¢ dowolng nazwe, moga byc¢

umieszczone w dowolnym miejscu w rotorze i mogg naleze¢ do wielu grup.
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1. Aby zdefiniowa¢ grupe, nalezy wpisa¢ petng nazwe grupy obok probki, a nastepnie nacisngé
klawisz ENTER.

ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Stye |
— Settings :
Given Conc. Format : I j Unit : IEDpies j More Options |
— Samples :
ITreated
C|ID [Name | Tupe |Groups | Given Cone. |Selected | o]
&1 Tissue Unknawn es
&2 Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn I es
a4 Tissue Unknawn ] es
- &5 Lung Unknown _ Yes
B L Unknawn ] es
B Lo Unknawn ] es
- &8 Lung Unknown _ Yes
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Maone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Delelel [~ Synchronize pages ‘
Undo | OK | Cancel Help |

2. Zostanie wyswietlone okno Edit Group (Edycja grupy).

 Edit Group x|

Group Properties ;

Code: ITFEE.-’-‘-.T| ok |

M arne: IT reated LCancel

Help |

3. Zdefiniowa¢ odpowiedni skrét, a nastepnie klikng¢ przycisk OK. Skrot moze by¢ teraz
uzywany do konfiguracji grup. Wyniki zagregowane, takie jak wartosci $rednie i 95-
procentowe przedziaty ufnosci, sg automatycznie obliczane dla grup w dowolnej analizie.

il Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) =] 9]
Mo, Marmne Type Ct Given Conc (Cop| Calc Conc [Copig] % War Hep. Ct \ Rep. Ct Slc| Rep. Ct(95% CI) \Hep.
Al Tissue Unknawn 1882 18.75 017 [18.48,19.02]

A2 Tissue Urnknown 1875

A2 Tissue Unknown 1852

Ad Tissue Unknown 1852

A Lung Unknown 1873 1870 0.03 [18.55, 18.85]

AR Lung Unknown 1862

AT Lung Unknown 188

Al Lung Unknown 18,63

Al-48 | Treated Group 18.72 013 [18.62, 18.83]

6.8.5 Opcje widoku

Ponizej przedstawiono menu opcji widoku.
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Yigw Window  Help
Fuun Settings vie = 6 ] m @

14
Temperature Graph Sektings Frooress  Profile Temp,  Samples
Profile Editor

Brofile Progress
Samples. ..
zain Calibration. ..

Display Options k| v Show at Most 2 analysis Windows
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Show at Most 2 Analysis Jesli ta opcja jest zaznaczona, jednoczes$nie wyswietlane sg maksymalnie 2
Windows (Wyswietlaj okna analizy. Otwarcie wielu okien moze spowodowa¢ zmniejszenie
maksymalnie 2 okna analizy): czytelnosci. Zaznaczenie tej opcji powoduje zamknigcie pierwszego okna

analizy i zastapienie go ostatnio otwartym oknem. Jesli ta opcja nie jest
zaznaczona, mozna wyswietli¢ wigcej niz 2 okna analizy.

Show at Most 6 Windows Aby poprawi¢ czytelnos¢, po otwarciu nowych okien oprogramowanie
(Wyswietlaj maksymalnie 6 zamyka nieuzywane okna. Ta opcja jest domysinie wtgczona, poniewaz
okien): zapewnia ona przejrzysto$¢ ekranu oprogramowania Rotor Gene Q. Jesli

konieczne jest wyswietlenie wigcej niz 6 okien jednoczesnie, nalezy usung¢
zaznaczenie tej opciji.

Reset All “Don't Show This Jesli ta opcja jest zaznaczona, oprogramowanie bgdzie ponownie
Message Again” Dialogs wyswietla¢ wszystkie okna dialogowe, w ktérych zaznaczono pole wyboru
(Zresetuj wszystkie okna Do not display this message again (Nie wyswietlaj tego komunikatu
dialogowe ,Nie wyswietlaj tego ponownie). Dotyczy to komunikatéw o podejrzanych ustawieniach, dla
komunikatu ponownie”): ktérych mogta zosta¢ wczesniej wybrana opcja uniemozliwiajaca ich

ponowne wys$wietlanie. Moze to by¢ przydatne dla nowego uzytkownika,
ktory nie jest zaznajomiony z aparatem Rotor-Gene Q MDx lub
oprogramowaniem Rotor-Gene Q.

6.9 Ochrona dostepu do oprogramowania Rotor-Gene Q

Uwaga: W niniejszym rozdziale opisano ochrone dostepu do oprogramowania Rotor-Gene Q.
Informacje na temat odpowiedniego oprogramowania Rotor-Gene AssayManager mozna znalez¢
w Podreczniku uzytkownika aplikacji Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application lub

w Podreczniku uzytkownika aplikacji Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Oprogramowanie Rotor-Gene Q zawiera funkcje, ktére umozliwiajg bezpieczng prace. Jesli
oprogramowanie Rotor-Gene Q jest prawidtowo skonfigurowane, moze zapewni¢ nastepujacg
ochrone:

e dostep do aparatu Rotor-Gene Q MDx lub oprogramowania analitycznego jest ograniczony
do grup uzytkownikow;

e zmiany wprowadzane w plikach programéw sg rejestrowane;

e nieautoryzowane zmiany sg wykrywane (sygnatury);

e szablony uzywane do wykonywania programow sg rejestrowane;

e nazwy probek sg chronione.
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Integracja z zabezpieczeniami systemu Windows

Aby zapewni¢ wysoki poziom odpowiedzialnosci, oprogramowanie Rotor-Gene Q nie zarzadza
bezpieczenstwem we wilasnym zakresie. Zarzadzanie kontami, grupami i hastami jest
wykonywane za pomocg wbudowanego modelu zabezpieczen systemu Windows (Windows
Security). Integracja umozliwia korzystanie z tego samego hasta, ktére zapewnia dostep do
plikéw sieciowych i programéw, do kontrolowania dostepu do oprogramowania Rotor-Gene Q,
prowadzgc do mniejszej iloSci czynnosci administracyjnych. Przyktadowo w wigkszych
organizacjach administratorzy sieci mogg tatwo uniemozliwi¢ dostep bylym uzytkownikom ze
wzgledu na scentralizowany model zabezpieczen.

Z tego powodu bezpieczna konfiguracja oprogramowania Rotor-Gene Q zapewnia przede
wszystkim konfiguracje rél zabezpieczen systemu Windows zgodnie z najlepszymi praktykami.

Wymagania wstepne

Aby korzystaé z zabezpieczen, uzytkownik musi korzysta¢ z systemu Windows 10 lub Windows
7 Professional. Funkcji zabezpieczen nie mozna uzywac w systemie Windows 10 lub Windows 7
w wersji Home, poniewaz nie posiadajg one precyzyjnego modelu dostepu uzywanego przez
oprogramowanie. Oprogramowanie musi zosta¢ zainstalowane z aktywng opcjg Force
authentication through Windows domain (Wymus uwierzytelnianie za posrednictwem domeny
Windows).

Uwaga: Menu Security (Bezpieczenstwo) nie zostanie wyswietlone, jesli uzytkownik jest
zalogowany do domeny Samba Linux. Aby uzywac funkcji zabezpieczen, uzytkownik musi mie¢
mozliwos$¢ zalogowania lokalnego lub do serwera systemu Windows.

6.9.1 Konfiguracja dla systemu Windows 7

W niniejszej sekcji opisano sposob konfiguracji systemu w celu bezpiecznego uruchamiania
oprogramowania Rotor-Gene Q.

Aby korzysta¢ z funkcji zabezpieczen, oprogramowanie musi zosta¢ zainstalowane z aktywng
opcja Force authentication through Windows domain (Wymus$ uwierzytelnianie za
posrednictwem domeny Windows). Ta opcja wysyla zapytanie do domeny systemu Windows w
celu uzyskania informacji na temat poziomu dostepu i poswiadczen uzytkownika i jest niezbedna
do zapewnienia funkcji odpowiedzialnosci i zabezpieczen.
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Uruchamianie jako administrator

Wielu uzytkownikéw uruchamia swoje komputery jako administrator, nie uzywajac hasta. Jest to
wygodne, ale jednoczesnie uniemozliwia okreslenie, kto korzysta z komputera. Eliminuje to
odpowiedzialnos$¢ i uniemozliwia aktywacje wielu srodkéw bezpieczenstwa oprogramowania
Rotor-Gene Q. W przypadku uruchamiania oprogramowania jako administrator, wszystkie funkcje
oprogramowania sg wigczone. Z tego wzgledu uruchamianie jako administrator gwarantuje, ze
uzytkownicy, ktorzy nie potrzebujg funkcji zabezpieczen, majg dostep do wszystkich funkgiji
oprogramowania.

Tworzenie nowego konta uzytkownika

Dla kazdego uzytkownika oprogramowania nalezy utworzyé konto uzytkownika. Nalezy
powtarzac ponizsze kroki, az wszystkie konta uzytkownikéw zostang utworzone.

1. Aby utworzy¢ nowe konto uzytkownika, nalezy wybraé opcje Start/Control
Panel/Administrative Tools/Computer Management (Start/Panel sterowania/Narzedzia
administracyjne/Zarzadzanie komputerem) i przejs¢ do opcji Local Users and Groups
(Uzytkownicy i grupy lokalne) po lewej stronie.

2. W wyswietlanym oknie wybra¢ folder Users (Uzytkownicy). Klikngé prawym przyciskiem

myszy okno po prawej stronie i wybra¢ opcje New User (Nowy uzytkownik).
i

Ele Action Vew Hep |

e rEld=HE |
& Computer Management (Loca) iame. [ Full Name [ Description [Actions
2 [k SystemTools %, Administrator Buit-in account for administering the. _
@ Tesk scheduer  Guest Buitn account for guestaccess to .
{4 Event viener RIRCO Aralyst  RGQ_Anahst Wore Actons »
@] shared Folders A“RGQ_Operator  RGQ_Operator
Bl & Local Users and Growps | @ Tectser i
| Users. -
3 Groups
S Performance
bevice Manager
Disk Management
s Services and Applcations

3. Wprowadzi¢ nazwe uzytkownika i hasto. Domyslnie zostanie utworzony uzytkownik
z normalnymi prawami dostepu. Oznacza to, ze taki uzytkownik moze uruchamiac
oprogramowanie, ale nie moze instalowa¢ nowych programéw ani zmienia¢ ustawieh
systemowych.
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FNewUser | 2 _Eh-‘

|zer name: newLser

Full name: Mew User
Description:

Password: L L
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

4. Klikng¢ opcje Create (Utworz). Teraz mozna zalogowac sie do konta tego uzytkownika.

Przypisywanie rél do kazdego uzytkownika

Teraz nalezy przypisac role do kazdego uzytkownika. Dostep jest podzielony na nastepujace
obszary:

e Rotor-Gene Q Operator (Operator aparatu Rotor-Gene Q) — moze wykonywac¢ programy, ale

nie moze generowac raportéw ani wykonywac analiz

e Rotor-Gene Q Analyst (Analityk aparatu Rotor-Gene Q) — moze analizowac¢ dane z programu
i generowac raporty, ale nie moze wykonywac nowych programéw

e Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operator i analityk aparatu Rotor-Gene Q) — ma
uprawnienia obu rol

e Administrator — moze odblokowywac¢ nazwy probek i wykonywaé wszystkie czynnosci
analitykéw i operatorow

e None (Brak) — brak dostepu do oprogramowania

Aby przypisa¢ role:

1. Zalogowa¢ sie do systemu Windows jako administrator lub za pomocg ikony Rotor-Gene Q
Software Login (Zaloguj sie do oprogramowania Rotor-Gene Q) otworzy¢ oprogramowanie
i zalogowac sie.
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£5: Run Rotor-Gene As Other User

Damain :

|Jzermanme :

Password :

|HILZIMMERE-L2

5

Ilinsnng_l,l Cancel

|5

Uwaga: Aby utworzy¢ grupy RG za

pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q, konieczne jest

uruchomienie oprogramowania z uprawnieniami administratora. W tym celu nalezy klikngé
ikone na pulpicie prawym przyciskiem myszy i wybraé opcje Run as administrator (Uruchom
jako administrator) z menu kontekstowego.

2. Po otwarciu oprogramowania klikngé menu Security (Bezpieczenstwo). Po pierwszym
uzyskaniu dostgepu do menu Security (Bezpieczenstwo) oprogramowanie Rotor-Gene Q
konfiguruje okreslong liczbe grup systemowych, ktére bedg sterowa¢ dostepem do

oprogramowania.

-
Rotor-Gene Q Series Software

RG Groups do not
created?

exist on the domain. Would you like them to be

Yes No |

.

A

3. Klikng¢ przycisk Yes (Tak). Zostanie wyswietione okno User Admin (Administrator

uzytkownikow). Na gornym panelu wyswietlani sg wszyscy uzytkownicy komputera. Niektére
konta sg uzywane przez system i dlatego nie bedg znane. Na dolnym panelu wyswietlane sg

grupy przypisane do uzytkownika.

Curent User: Zimmerd

 Users:

_fdktemplate
| _RDE-STORE
|5 RDE-STOBG
™) RDE-STOGK
= RDE-STOKR
| _RDE-STOKT

W deHIL FicbertHorit o FDEHILGath
) RDEHIL25W T eamPoom % RDEHILGem
] RDEHILISWTeamPioom ] RDEHILHamt
9 RDEHILCravleyRoom ) RDEHILacq
¥ RDEHILEDTER aom ! FRDEHILlacq
# RDEHILFrancois]Room ' FDEHILIahn

3

— Groups :

Diomain Groups :

Selected Uszer's Groups

Adrniniztrators
RG Analyst
ARG Operator

]
£l

LClaze I
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4. Aby przypisac grupe do uzytkownika, wybierz nazwe uzytkownika z listy. Dolny panel zostanie
zaktualizowany. Jesli uzytkownik nie jest przypisany do zadnej grupy, nie moze uruchomi¢
oprogramowania.

5. Na ponizszym przyktadzie przypisujemy uzytkownika linsongy do grupy RG Analyst (Analityk
RG), wybierajgc grupe po lewej stronie, a nastepnie klikajgc przycisk >. Grupy mozna usunag,

zaznaczajac je, a nastepnie klikajgc przycisk <.

Current User: Zimrnerk

—Usgers :
) _(deHIL RoberHorit o _RDEHILGAth
) RDE-STOBE 8 RDEHIL2SWTeamRoom M8 RDEHILGem
™) RDE-STOBG ) RDEHIL3SWTeamRoom 38 RDEHILHamt
™) RDE-STOGK ) RDEHILCrawieyR aom ] RDEHILlacy
| RDE-STOKR ) RDEHILEDSRoam 2 RDEHILlacy
|8 RDE-STOKT ¥ RDEHILFrancais) R oom ¥ RDEHILIohr
|« & -
—Groups :
Domain Groups Selected Uszer's Groups :
Administrators
E4 RG Analyst » |
B4 RG Operator
< |

Lloze I

6. Teraz nalezy zalogowac sie do konta tego uzytkownika. Dla uzytkownika z grupy RG Analyst
(Analityk RG) menu Run (Program) i przycisk Profile (Profil) nie sg dostepne. Moze on jednak
otwierac¢ i analizowac istniejgce pliki, co przedstawiono na ponizszym zrzucie ekranu. Pasek

stanu wskazuje, ze uzytkownik linsongy ma uprawnienia RG Analyst (Analityk RG).

e Software VIRTUAL Bt XY
T AniyisGin Vi WadowHep
O H e v @ # B W W B B . s
Open soe | i Seings Pofle Tomp. Sumples i Repars Arnge i
Chunnets 7 Gying AFAMISER 7 Cying AOE % MARACHT 7 NeRACHE
Ml Curve Ay - it ALCHI Gage 1)

] =] -
Reports..  Resuts | Genatypes..

00

IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
e

R

AdstScle Auto-Scale

= T
Melt Curve Resuts - Mekt ACHI (Bage1) Sl @R
9
JGecohpePesk 1 JPesi2 [Posk3 [Pesid [Pesks B
75

L Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst) | e | es | rowe |

VIRTUAL NODE
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7. Po ponownym zalogowaniu jako administrator uzytkownikowi linsongy mozna przypisac
uprawnienia RG Operator (Operator RG) i usuna¢ uprawnienia RG Analyst (Analityk RG). Po
wykonaniu tej czynnosci nalezy ponownie uruchomié¢ oprogramowanie. Tym razem
uzytkownik nie ma dostepu do menu Analysis (Analiza) i przycisku Reports (Raporty),
natomiast menu Run (Program) jest aktywne. Pasek stanu wskazuje, ze uzytkownik linsongy
nalezy do grupy RG Operator (Operator RG).

ook Y
File Run Gain View Window Help — — ‘
ZeOd b vw @ @ # B W% D pr
Now 0o S St et o et e B
£ Tempenture [F=Een
o

o

0 o

0 N

»

o

w0m w0 w0 wn e

il o
Cr T e

3P

ofe rogress
The unhascongleted

A /

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator) ‘

JUJUUUUUUUUUUUUJUUUUUUUUUUUUUUUULU\

VIATUAL MODE | Cunert

8. Po zalogowaniu jako administrator i usunieciu wszystkich przypisan uzytkownika linsongy do
grup, przy otwarciu oprogramowania przez uzytkownika linsongy zostanie wyswietlony
ponizszy komunikat.

Rotor-Gene Q Series Software I.g

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

6.9.2 Konfiguracja dla systemu Windows 10

W niniejszej sekcji opisano sposob konfiguracji systemu w celu bezpiecznego uruchamiania
oprogramowania Rotor-Gene Q.

Aby korzysta¢ z funkcji zabezpieczen, oprogramowanie musi zosta¢ zainstalowane z aktywna
opcja Force authentication through Windows domain (Wymus$ uwierzytelnianie za
posrednictwem domeny Windows). Ta opcja wysyta zapytanie do domeny systemu Windows w
celu uzyskania informacji na temat poziomu dostepu i poswiadczen uzytkownika i jest niezbedna
do zapewnienia funkcji odpowiedzialnosci i zabezpieczen.
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Uruchamianie jako administrator

Wielu uzytkownikéw uruchamia swoje komputery jako administrator, nie uzywajgc hasta. Jest to
wygodne, ale jednoczesnie uniemozliwia okreslenie, kto korzysta z komputera. Eliminuje to
odpowiedzialnos$¢ i uniemozliwia aktywacje wielu srodkéw bezpieczenstwa oprogramowania
Rotor-Gene Q.

W  przypadku uruchamiania oprogramowania jako administrator, wszystkie funkcje
oprogramowania sg wigczone. Z tego wzgledu uruchamianie jako administrator gwarantuje, ze
uzytkownicy, ktorzy nie potrzebujg funkcji zabezpieczen, majg dostep do wszystkich funkciji
oprogramowania.

Tworzenie nowego konta uzytkownika

Dla kazdego uzytkownika oprogramowania nalezy utworzyé konto uzytkownika. Nalezy
powtarzac ponizsze kroki, az wszystkie konta uzytkownikéw zostang utworzone.

1. Aby utworzy¢ nowe konto uzytkownika, nalezy wybra¢ opcje Start, przejs¢ do obszaru
Computer Management (Zarzadzanie komputerem), nacisng¢ klawisz Enter i przejs¢ do
obszaru Local Users and Groups (Uzytkownicy i grupy lokalne) po lewej stronie.

2. W wyswietlanym oknie wybra¢ folder Users (Uzytkownicy). Klikng¢ prawym przyciskiem

myszy okno po prawej stronie i wybra¢ opcje New User... (Nowy uzytkownik...).

& computer Management o X

Full Mame

Manager

£3 Storage
&7 Disk Management
F Services and Applications

3. Wprowadzi¢ nazwe uzytkownika i hasto. Domys$lnie zostanie utworzony uzytkownik z
normalnymi prawami dostepu. Oznacza to, ze taki uzytkownik moze uruchamiaé
oprogramowanie, ale nie moze instalowa¢ nowych programdéw ani zmieniaé ustawien
systemowych.
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New User ? x

User name: ‘"EWUSBf

Full name: ‘ New User
Description: ‘

Password: seeee
Confirm password: senes

User must change password at next logon

User cannot chan

0
@
o
1
L
1
=1

(=8

aSSWOrT
Password never expires

[[] Account is disabled

Help Create Close

4. Klikng¢ opcje Create (Utworz). Teraz mozna zalogowac¢ sie do konta tego uzytkownika.

Przypisywanie rél do kazdego uzytkownika

Teraz nalezy przypisac role do kazdego uzytkownika. Dostep jest podzielony na nastepujace

obszary:

e Rotor-Gene Q Operator (Operator aparatu Rotor-Gene Q) — moze wykonywac programy, ale
nie moze generowac raportéw ani wykonywac analiz

e Rotor-Gene Q Analyst (Analityk aparatu Rotor-Gene Q) — moze analizowac¢ dane z programu
i generowac raporty, ale nie moze wykonywac nowych programow

e Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operator i analityk aparatu Rotor-Gene Q) — ma
uprawnienia obu rol

e Administrator — moze odblokowywa¢ nazwy probek i wykonywaé wszystkie czynnosci
analitykow i operatorow

e None (Brak) — brak dostepu do oprogramowania

Uwaga: W systemie Microsoft Windows 10 nie mozna utworzyé grup uzytkownikéw za pomoca
oprogramowania Rotor-Gene Q. Grupy muszg zosta¢ utworzone w domenie przez administratora
domeny, ktory jest réwniez odpowiedzialny za przypisanie uzytkownikow do okreslonej grupy.
Menu Run (Program) jest aktywne. Pasek stanu wskazuje, ze uzytkownik linsongy nalezy do
grupy RG Operator (Operator RG).
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6.9.3  Uruchamianie wielu uzytkownikéw na jednym komputerze

Aby korzystaé z oprogramowania Rotor-Gene Q z wieloma uzytkownikami, nalezy utworzy¢ konto
uzytkownika, ktdre nie ma dostepu do oprogramowania Rotor-Gene Q. Aby uzytkownicy nie mogli
anonimowo uzyskac dostepu do aparatu Rotor-Gene Q MDx, nalezy zalogowac sie do systemu
Windows za pomocg tego konta.

1. Za pomocg ikony Rotor-Gene Q Software Login (Zaloguj sie do oprogramowania Rotor-
Gene Q) uzytkownicy moga otwiera¢ swoje konta uzytkownikéw w oprogramowaniu Rotor-
Gene Q.

thware
Login

2. Wprowadzi¢ nazwe uzytkownika i hasto (obowigzkowe) w wys$wietlonym oknie.

% Run Rotor-Gene As Other User

H
=
x

Domain : |DIAGEN-PC
Usemname : [!ﬂdmin Cancel
Password : |

3. Domena to komputer, do ktérego loguje sie uzytkownik, albo nazwa sieci lokalnej wraz z
nazwg hosta. W przypadku watpliwosci, ktérg domene wprowadzi¢ w polu, nalezy
skonsultowa¢ sie z administratorem sieci.

Uwaga: Po zalogowaniu wszystkie pliki uzytkownika beda dostepne dla tego uzytkownika.
Kazdy uzytkownik moze zapisywac pliki we wiasnym obszarze. Gwarantuje to wysoki poziom
bezpieczenstwa.

Uwaga: Kazdy uzytkownik powinien wylogowa¢ sie po zakonczeniu programu, aby
uniemozliwi¢ innym uzytkownikom wykonanie programu w jego imieniu.
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6.9.4 Sciezki audytu

Za kazdym razem, gdy plik jest zapisywany przez uzytkownika, szczegdty dotyczgce uzytkownika
i pliku sg zapisywane w obszarze Run Settings (Ustawienia programu) na karcie Messages
(Komunikaty) jako Security Audit Trail Summary (Podsumowanie $ciezek audytu
bezpieczenstwa) i Security Audit Trail Detail (Szczegéty dotyczace $ciezek audytu
bezpieczenstwa).

fRotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) ~18]x]
Fle Run Gan Vew Window Help

5 2 3 ] g =
HEHPIHND O |w& U ¥ & &§ B .
Mew  Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp.  Samples Arrange
T} Temperature _(ox|
100 m
/Tném_ ]
General| Machine Options Messages | Charmels | Tube Loy | Ssouriy |
k0 E
RunWizard Advanced
- Secuity Audit Tral Summay
m Saved At 26/11/2000 247.45 PH By CORITOD! /RGO User 2
Experiment Started At 26/11/2008 2:47:46 PM By CORITO01/RGE User 2
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO01/RGA User 2
20 Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOO01 /RGO User 2
) Secuity Audi Tral D etail
04t Gaved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITODT /AGT User 2(5-15:21-1177238916- 166 048 0043
O Experiment Stated At 25/11/2008 247:46 PM By CORITO01/AGA User 2 (51521 117: 0|
Set:70.00 & Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOO1 /RGO User 2(5-1-5:21-1177238315-192
- Saved At 26/11/2008 336:12 PM By CORITO01 /RGN User 2 (5+1-5:21-1177238915135 G
= ) Wamings
BT
Operator skipped end of eycle for Cpeling Repeat 25
6 mindefs)1 peretor sk oelefor Cycing @ e Premelt Condiioning.
4 | I |
OK Cancel Anpl
Gkip | Add & Degrees| Curertly nning : Mek @ 72 deg

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 34) [WIRTUAL MODE | Curert User: CORITO01/RG0 User 2 (RG Dperator

Moze to stuzy¢ do monitorowania, kto wprowadzit zmiany w zawartosci pliku. Obszar Security
Audit Trail Detail (Szczegoéty dotyczace $ciezek audytu bezpieczenstwa) zawiera wiecej
szczegotow, takich jak unikalny identyfikator uzytkownika. Identyfikator ten jest istotny, poniewaz
pozwala unikng¢ sytuacji, w ktérej uzytkownik utworzy konto o tej samej nazwie na innym
komputerze, podszywajgc sie pod innego uzytkownika. W takim przypadku nazwy uzytkownikéw
bedg takie same, ale identyfikatory kont bedg sie réznic.
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Identyfikator dla konta CORIT001/RGQ User 2, S-1-5-21-1177238915-195, jest widoczny w

szczegotach.

tor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1)

Fle Run Gan View Window Help

JEH PR W & @ ¥ & &§ B

New Open Save | Siari Pase Sicp | Help Settings Progress  Profie  Temp, Samples Arrange

Ji Temperature

ol e | oo Bl [ o [

0 = General
Rn Wizard Advanced

& Secuty Audt Tral Summary
£ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOT/RGQ User 2
- Expeiimert Stated At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01/RG0 User 2
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO0T/RGA User 2

0 + Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOOT/RGA User 2

- Saved At 26/11/2008 3:41:38 PM By CORITOT /RGO User 2

04 | = Secuity Audt Tral Detai

100
Jrunsettings J_’_’_’_P/_/_lﬁ_/_/_j

52

0053

£ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01 /RGO User 2(5-1-5:21-1177238915:196

¥

- Experiment Started At 26/11/2008 24745 PM By CORITO01/RGQ User 2(5-1521117;
- Saved Ak 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOT/RGO User 2($-1-6:21-1177238915-1%6

Close

- Saved At 26/11/2008 33612 PM By CORITO01 /GG User 2 ek .

=lolx|

The 1un has

= Warrings —

. Opsrator skipped end of cycle for Cycling @ Repeat 25

E

4 |

= = — ““““““““““‘

Fiotor-Gene f) Series Software 1.7 (Build 34]

[VIRTUAL MODE [ Current User. CORITO0T/RGE User 2 (RG Operator)
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6.9.5 Sygnatury programu

Sciezka audytu jest przechowywana w pliku programu Rotor-Gene Q. Aby unikngé wprowadzania
niepozgdanych zmian w plikach, nalezy je przechowywa¢ w bezpiecznym miejscu dostepnym
wylacznie dla wskazanych kont systemu Windows. Jednakze jesli pliki sg przechowywane we
wspotuzytkowanym obszarze, funkcja Run Signatures (Sygnatury programu) zapewnia dodatkowe
zabezpieczenie. Na zrzucie ekranu przedstawiona jest karta Security (Bezpieczenstwo) w oknie Run
Settings (Ustawienia programu) dla pliku z aktywng funkcjg Run Signature (Sygnatura programu).

Generall tachine Optiots I Messages ] Chatinelz ]

General Infarmation :

Run Signatures are ztored within all newly saved runs. These signatures, like a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a filz is tampered with, the signature becomes invalid,

Run Signature :

The signature iz walid.

= The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
; outside of the software.

Ok | Cancel | |

Sygnatura programu to diugi cigg znakow, ktéry jest generowany za kazdym razem, gdy plik jest
zapisywany, i ftgczony z zawartoscig pliku. Na przykltad sygnatura tego pliku to
517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Jesli plik zostanie otwarty w Notatniku i bedzie w nim
wprowadzona zmiana (np. data wykonania programu zostanie zmieniona na 3 dni wczesniej),

gdy plik zostanie ponownie otwarty, bedzie wyswietlony ponizszy komunikat.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
This means the file has either been corupted, or tampered with since it was
written by the Rotor-Gene O Series Software.

Run file gigning ensures the intedrity of pour run results. [nformation about a run's
gignature can be found in the Bun [nfo window,
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B Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help

ZeEHA PN | ? @ F B W &

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 is no signatue available for this run. Runs saved in previous versians may
ot be signed. This means the file contents can not be quatanteed as e from
unauthorised modiication

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

Uwaga: Jesdli pliki sg wysytane pocztg e-mail, proces szyfrowania moze spowodowaé
uniewaznienie sygnatury. Aby tego unikng¢, przed wystaniem pliku pocztg e-mail nalezy
spakowac plik.

6.9.6 Blokowanie probek

Istotne jest, aby upewni¢ sie, ze nazwy prébek nie zostaty przypadkowo lub celowo zmienione po
uruchomieniu programu przez uzytkownika. Z tego wzgledu oprogramowanie Rotor-Gene Q
umozliwia zablokowanie prébek. Nazwy prébek mogg zosta¢ zablokowane przez dowolnego
uzytkownika, ale tylko administrator moze je odblokowac. Opcja ma ograniczong wartos¢ dla
uzytkownikéw, ktoérzy uruchamiajg swoje komputery w trybie administracyjnym. Aby uzy¢ tej opciji,
nalezy skonfigurowa¢ komputer w bezpieczny sposéb, zgodnie z opisem w poprzednich

sekcjach.

Uwaga: Aby mie¢ mozliwos¢ blokowania prébek, nie nalezy uruchamia¢ oprogramowania jako
administrator. Nalezy utworzy¢ konto z grupami RG Operator (Operator RG) i RG Analyst
(Analityk RG) oraz nie ujawnia¢ hasta administratora. W celu odblokowania plikow bedzie

wymagane upowaznienie od administratora.

Probki mozna zablokowa¢ przed uruchomieniem programu, korzystajgc z kreatora Advanced
(Zaawansowany), klikajgc opcje Finish and Lock Samples (Zakoncz i zablokuj prébeki).
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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
1| 250bp Uk rown e
2| 250bp Unknown e

| EEDT Unknown e

B #500bp Unknown e
5| h00bp Unknown e

B 550 Unknown 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 |

Zostanie wy$wietlone nastepujgce ostrzezenie. Potwierdzi¢, klikajgc przycisk Yes (Tak).

Rotor-Gene Q Series Software

L] ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
-

Yes Mo |

Po zablokowaniu probek ich edycja w oknie Edit Samples (Edycja probek) bedzie niemozliwa.

=loix]

Flle Edit Format Security
Standard | Rotor St_l,llel

Settings :
’75iven Conc. Faormat : I j Uri : 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
| 2 Unknovin Yes
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 |

Probki mozna rowniez zablokowa¢ lub odblokowa¢ w oknie Edit Samples (Edycja probek).
Zablokowane probki moze odblokowac wytgcznie administrator.
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Jakakolwiek nieautoryzowana zmiana wprowadzona w pliku spowoduje uniewaznienie sygnatury
Run Signature (Sygnatura programu).

6.9.7 Zablokowane szablony

Obecnie za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q nie mozna tworzy¢ plikéw szablonéw tylko do
odczytu. Jednak w razie potrzeby mozna okresli¢ wymaganie wykonywania wszystkich programéw
przy uzyciu okreslonego pliku szablonu. Aby zapewni¢ dostep do tego szablonu w trybie tylko do
odczytu, powinien on by¢ przechowywany na dysku sieciowym, na ktérym uzytkownicy nie moga
wprowadza¢ zmian w danych. Uzytkownicy nadal mogg uruchamia¢ i modyfikowaé witasne profile,
podczas gdy szablon na dysku sieciowym jest chroniony. Aby $ledzi¢, ktory szablon zostat uzyty,
oprogramowanie Rotor-Gene Q przechowuje nazwe pliku szablonu, ktory zostat uruchomiony. Dostep
do tych informacji mozna uzyskac, klikajgc przycisk Settings (Ustawienia), ktéry nastepnie umozliwia
wyswietlenie okna Run Settings (Ustawienia programu). Informacje o szablonie sg przechowywane

w obszarze Other Run Information (Pozostate informacje dotyczace programu).

(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 Menu wzmocnhienia

Nalezy klikng¢é menu Gain (Wzmocnienie), aby wyswietli¢ ustawienia Gain Settings (Ustawienia
wzmocnienia) dla biezacego programu. Przed uruchomieniem programu w tym menu ustawiane
sg wartosci wzmocnienia dla okreslonych kanatéw. Ustawienia wzmocnienia z ostatniego
programu sg zachowywane. Mozna je zmieni¢ przed rozpoczeciem programu lub w
poczatkowych cyklach programu. Aby zmieni¢ zawarto$é pdl, nalezy uzy¢ strzatek w goére/w dot
obok kazdego pola tekstowego. Nastepnie kliknaé przycisk OK.

Wzmocnienie mozna zmieni¢ podczas cykli poczgtkowych. W odpowiednim kanale zostanie
wyznaczona czerwona linia wskazujgca, gdzie zmieniono warto$¢é wzmocnienia. Cykle wykonane

przed zmiang wzmocnienia zostang wykluczone z analizy.
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Gain Settings K|
Green =
Yellow =
Oange  [5 =
Fed =
Cimson [T =
HFiM =

9 ok |

6.11 Menu okna

To menu umozliwia uktadanie okien w pionie lub w poziomie lub uporzgdkowanie okien w kaskade.

Dalsze opcje sg dostepne po kliknieciu strzatki po prawej stronie przycisku Arrange (Rozmies¢).
6.12 Funkcja pomocy

Po Kliknieciu przycisku Help (Pomoc) lub menu Help (Pomoc) zostanie otwarte nastepujgce menu
rozwijane.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version History...

‘Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (Spis tresci):  Ta opcja umozliwia dostgp do funkcji Help (Pomoc).

Virtual Demo (Demo wirtualne): Ta opcja zawiera fgcze do strony internetowej firmy QIAGEN, na ktorej
znajduje sig interaktywna demonstracja oprogramowania.

Software Version History... Ta opcja udostepnia krotki przeglad nowych funkcji dodanych do poprzednio
(Historia wersji zainstalowanej wersji oprogramowania.
oprogramowania...):

Web Resources Ta opcja powoduje otwarcie w nowym oknie przegladarki strony internetowej
(Zasoby internetowe): firmy QIAGEN zawierajgcej cenne najnowsze informacje na temat aparatéw
Rotor Gene Q MDx i odpowiednich odczynnikéw.

About This Software... Ta opcja udostepnia informacje o podfaczonym urzadzeniu, numerze
(Informacje na temat tego seryjnym aparatu Rotor-Gene Q MDx i wersji oprogramowania.
oprogramowania...):
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6.12.1 Wysytanie wiadomosci e-mail z prosbg o wsparcie

Opcja Send Support Email (Wyslij wiadomos$¢ e-mail z prosbg o wsparcie) w menu Help
(Pomoc) umozliwia wystanie do firmy QIAGEN wiadomosci e-mail z prosbg o wsparcie,
zawierajgcej wszelkie istotne informacje dotyczace programu. Opcja Save As (Zapisz jako)
spowoduje zapisanie wszystkich informacji do pliku, ktéry mozna skopiowa¢ na dysk lub za
posrednictwem sieci, jesli na komputerze, z ktérego obstugiwany jest aparat Rotor-Gene Q MDx,
nie ma dostepu do poczty e-mail.

Jesli uzytkownik po raz pierwszy korzysta z funkcji wiadomosci e-mail z prosbg o wsparcie na
laptopie dostarczonym opcjonalnie z aparatem Rotor-Gene Q MDx (w zaleznosci od kraju),
konieczne jest skonfigurowanie ustawien poczty e-mail.

Uwaga: Mozliwe jest dokonywanie wpiséw przez menedzera IT danej firmy.

Konfigurowanie ustawien wiadomosci e-mail

Klikng¢ opcje Send Support Email... (Wyslij wiadomo$¢ e-mail z prosba o wsparcie...). Zostanie
wys$wietlone ponizsze 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 namne: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Wopisaé¢ swojg nazwe uzytkownika i klikng¢ przycisk Next (Dalej). Zostanie wyswietlone okno
Internet E-mail Address (Adres internetowej poczty e-mail).
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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. Wpisaé swoj adres e-mail i nacisngé przycisk Next (Dalej). Zostanie wy$wietlone okno E-mail

Server Names (Nazwy serwera poczty e-mail).

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. Wybrac typ serwera poczty dla przychodzgcych wiadomosci e-mail i okresli¢ nazwy serwerdw dla
przychodzacych i wychodzgcych wiadomosci e-mail. Nastepnie nacisng¢ przycisk Next (Dalej).
Zostanie wyswietlone okno Internet Mail Logon (Logowanie do internetowej poczty e-mail).
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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. Wpisa¢ nazwe konta poczty e-mail i hasto uzytkownika, jesli serwer korzysta z funkc;ji
uwierzytelniania hastem. Nastepnie klikng¢ przycisk Next (Dalej). Zostanie wyswietlone okno
Congratulations (Gratulacje).

x|

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. Potwierdzi¢, naciskajgc przycisk Finish (Zakoncz), aby ukonczy¢ konfiguracje konta e-mail.
Konfiguracja w programie Outlook

1. Otworzy¢ program Outlook Express z poziomu menu Start (Start > All programs > Outlook
Express (Start > Wszystkie programy > Outlook Express)).

2. Wybra¢ opcje Tools (Narzedzia), a nastepnie Options (Opcje). Zostanie wyswietlone
ponizsze okno.
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Signatures I Security I Conhection I I aintenance
General | Read I Receiptz I Send I Compoze

General

[~ 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

Send / Beceive Meszsages

=T ¥ Plap sound when new messages arive

[™ Send and receive messages at startup

" Check for new messages every IBD 3: mninute] ]

[t oy zarmplter 1z nat connected at this bne:
IDD not connect j

Default Meszaging Programs

Thiz applization iz the default Mail handler fake Mefault |
2
Thizs application is the default Mews handler fake Default |

QK I Cancel | Apply |

Wazne: Aby unikngé pobierania wiadomosci e-mail podczas reakcji PCR, nalezy wylgczyé
domysine wpisy na ekranie Send/Receive Messages (Wysytanie/odbieranie wiadomosci).

3. Wylgczy¢ opcje Send and receive messages at startup (Wysytaj i odbieraj wiadomosci przy
uruchomieniu).

4. Whytaczyé opcje Check for new messages every 30 minutes (Sprawdzaj dostepnosé
nowych wiadomosci co 30 minut).

5. Potwierdzi¢ zmiany, klikajgc przycisk OK.
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/7  Funkcje dodatkowe

7.1 Szablony analiz

Niektore analizy wymagajg zdefiniowania progow, ustawien normalizacji i ustawien genotypéw

przez uzytkownika. Czesto te ustawienia sg uzywane ponownie w wielu eksperymentach.

Szablony analiz umozliwiajg uzytkownikowi zapisanie i ponowne uzycie tych ustawien. Zmniejsza

to nakfad pracy zwigzany z ponownym wprowadzaniem ustawien i zmniejsza ryzyko btedu.

Analizy Quantitation (Oznaczenie ilosciowe), Melt (Topnienie), Allelic discrimination (Dyskryminacja
alleliczna), Scatter graph analysis (Analiza wykresu rozrzutu) oraz punktu koncowego obstugujg
szablony analiz. Analizy te umozliwiajg uzytkownikowi wyeksportowanie szablonu, ktory jest unikalny
dla analizy (np. analiza Quantitation (Oznaczenie ilosciowe) umozliwia eksportowanie i importowanie

plikdw *.qut zawierajgcych ustawienia oznaczenia ilosciowego).

Po zaimportowaniu lub wyeksportowaniu szablonu analizy nazwa pliku szablonu jest wyswietlana

do wykorzystania w przysztosci.

Imported Settings i |
AT emplateshBC. qut

[rnpart.... | Export... |

7.2  Otwieranie drugiego programu

Podczas wykonywania programu mozna otwiera¢ i analizowa¢ programy, ktore zostaty wykonane
wczesniej. Wiele funkgiji, takich jak przyciski New (Nowy) lub Start Run (Uruchom program), nie
jest aktywnych w drugim oknie. Nowy program mozna rozpocza¢ z poziomu pierwszego okna po
zakonczeniu pierwszego programu.

7.3  Opcje skalowania

Aby uzyskac¢ dostep do okna Adjust Scale (Regulacja skali), nalezy klikng¢ opcje Adjust Scale...
(Regulacja skali...) na dole okna gtéwnego lub klikngé wykres prawym przyciskiem myszy i
wybra¢ opcje Adjust Scale... (Regulacja skali...) w wyswietlanym menu. Skale mozna

wprowadzic recznie w wyswietlonym oknie.
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Aby uzyskac dostep do okna Auto-Scale (Skalowanie automatyczne), nalezy klikng¢ opcje Auto-
Scale... (Skalowanie automatyczne...) na dole okna gtéwnego lub klikng¢ wykres prawym
przyciskiem myszy i wybraé opcje Auto-Scale... (Skalowanie automatyczne) w wyswietlanym menu.
Opcja Auto-scale (Skalowanie automatyczne) podejmuje prébe dopasowania skali do maksymalnych
i minimalnych odczytéw danych.

Aby uzyskac dostep do okna Default Scale (Skala domysina), nalezy klikng¢ opcje Default Scale...
(Skala domysina...) na dole okna gtéwnego lub klikngé wykres prawym przyciskiem myszy i wybrac
opcje Default Scale... (Skala domyslna...) w wyswietlanym menu. Opcja Default Scale (Skala
domysina) powoduje zresetowanie skali do widoku od 0 do 100 jednostek fluorescenciji.

Adjust Scale
b airnurn ; |'| 10 :II
Mirirnam ; ID j

o] o

7.4  Eksportowanie wykresow

Eksportowanie obrazu

Ponizsze kroki opisujg sposéb zapisywania obrazu.

1. Klikngé obraz prawym przyciskiem myszy i wybra¢ opcje Export (Eksportuj) z wys$wietlonego

menu.

2. Zostanie wy$wietlone okno Export Dialog (Okno dialogowe eksportu). Wybraé zgdany format

z listy 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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Export Dialog
' | Nativel [rata I

3. Wybra¢ karte Size (Rozmiar) i okresli¢ zagdany rozmiar.

Lomat 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. Zaznaczy¢ pole wyboru Keep aspect ratio (Zachowaj proporcje), aby zachowaé prawidtowe
proporcje obrazu podczas regulacji jego rozmiaru.

5. Kiliknag¢ przycisk Save (Zapisz), a nastepnie w wyswietlanym oknie dialogowym wybraé nazwe
pliku i lokalizacje, w ktdrej ma zosta¢ zapisany plik.

Jesli wymagany jest obraz o wyzszej rozdzielczo$ci, zalecane jest zwigkszenie obrazu do
rozmiaru spetniajgcego wymagania lub zapisanie wykresu jako metapliku (*.emf, *.wmf). Jest to
format wektorowy, ktéry mozna otworzy¢ w oprogramowaniu takim jak Adobe® lllustrator®,
umozliwiajgcy uzytkownikowi utworzenie obrazu o dowolnej rozdzielczosci.

Eksportowanie w formacie macierzystym

Wykresy w oprogramowaniu Rotor-Gene Q korzystajg z komponentu TeeChart® opracowanego
przez firme Steema Software. Aby zapisa¢ wykres w formacie macierzystym, nalezy wybrac¢ karte
Native (Macierzysty) w oknie Export Dialog (Okno dialogowe eksportu) (patrz poprzedni zrzut
ekranu), a nastepnie klikng¢ przycisk Save (Zapisz). Format macierzysty to standardowy format
pliku TeeChart. Umozliwia to uzytkownikowi korzystanie z komponentu TeeChart Office firmy
Steema Software. Komponent TeeChart Office jest dostepny bezptatnie i jest instalowany jako
czes¢ pakietu oprogramowania Rotor-Gene Q. Aby uzyska¢ dostep do tego oprogramowania,
nalezy klikng¢ ikone TeeChart na pulpicie.

Komponent TeeChart Office umozliwia manipulacje wyeksportowanymi wykresami, w tym zmiane
koloréw krzywych, dodawanie adnotacji, zmiane czcionek i dostosowywanie punktéw danych.
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Eksport danych

Aby wyeksportowa¢ dane w réznych formatach, nalezy wybra¢ karte Data (Dane) w oknie Export
Dialog (Okno dialogowe eksportu). Wyeksportowany plik zawiera punkty surowych danych

uzywane na wykresie.

Export Dialog B3
F'iu:turel Mative [ata |
etes: i) i ?Clgi.iit Index
Format: v Paint Labels
(ol [+ Header
ML [ Paint Calors
" HTML Table Delirniter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

Dane surowe i dane analityczne mozna réwniez wyeksportowaé, wybierajgc opcje Save As

(Zapisz jako) w menu File (Plik) (patrz sekcja 6.5).
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7.5 lkona klucza

Ikona klucza J jest wyswietlana w lewym dolnym rogu okna gtéwnego. Klikniecie ikony klucza
umozliwia dostep do kilku opcji. Dostep do tych opcji mozna rowniez uzyskaé, klikajgc wykres
prawym przyciskiem myszy.

adjust Scale. .
Butoscale
Revert to Defaulk Scale

Export. ..

Copy Chart ko Clipboard

Edit Chart in TeeChart Office. ..
Prink...

Digital Filker. ..
Select &ll Mamed Samples
Show Pinpainker

(arauping g
Adjust Scale (Regulacja skali), Patrz sekcja 7.3.
Autoscale (Skalowanie
automatyczne), Revert to Default
Scale (Przywro¢ do skali
domysine;j):
Export... (Eksportyj...): Ta opcja umozliwia zapisanie wykresu w réznych formatach (patrz
sekcja 6.4).
Copy Chart to Clipboard Ta opcja powoduje skopiowanie obrazu wykresu do schowka.
(Kopiuj wykres do schowka):
Edit Chart in TeeChart Ta opcja powoduje otwarcie wykresu bezposrednio w komponencie TeeChart
Office... (Edytuj wykres Office w celu edycji (patrz sekcja 6.4).
w komponencie TeeChart
Office...):
Print (Drukuj): Ta opcja umozliwia wydrukowanie wykresu.

Digital Filter... (Filtr cyfrowy...): Ta opcja umozliwia zmiang aktualnie wybranego filtra cyfrowego na
wykresie. Filtr cyfrowy wygtadza dane za pomoca przesuwnego okna

punktéw.
i select digital filter for graph i il
Mone
b exdivim
Heawy
Cancel |
Show Pinpointer (Pokaz Ta opcja powoduje otwarcie okna, w ktérym wyswietlane sg dokftadne
wskaznik): wspotrzedne pozycji wskaznika myszy.
Grouping (Grupowanie): Ta opcja powoduje wizualne pogrupowanie prébek o takich samych nazwach.

Moze ona byé przydatna w przypadku programéw wykonywanych z petnym
rotorem. Wybranie tej opcji nie wptywa na obliczone wartosci.
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7.6  Opcje zaznaczonego obszaru

Obszar wykresu mozna zaznaczy¢, klikajac i przytrzymujac lewy przycisk myszy i przeciggajac

wskaznik myszy. Zostang wyswietlone nastepujgce opcje.

Select Only These Samples
(Wybierz tylko te prébki):

Select Only These Samples
(Wybierz tylko te prébki):

Zoom (Przybliz):

ect Cnly These Samples
Deselect These Samples
2o

Cancel

Wybér prébek poza zaznaczonym obszarem zostanie anulowany.
Wybér prébek poza zaznaczonym obszarem zostanie anulowany.

Ta opcja powoduje powiekszenie zaznaczonego obszaru wykresu. Aby
oddali¢ zaznaczony obszar wykresu, nalezy nacisna¢ przycisk Default Scale
(Skala domysina).
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8 Konserwacja

Utrzymanie wydajnosci roboczej aparatu Rotor-Gene Q MDx jest tatwe. Wydajnos¢ optyczna jest
zachowywana poprzez kontrolowanie czysto$ci soczewek znajdujgcych sie w zrodle emisji
i detekcji. Czystos¢ utrzymuje sie, delikatnie przecierajgc soczewki aplikatorem z bawetniang

koncéwka zwilzong etanolem lub izopropanolem™.

Uwaga: Soczewki nalezy czysci¢ co najmniej raz w miesigcu, w zaleznosci od uzytkowania

aparatu. W tym samym czasie nalezy przeciera¢ komore rotora.

Stot roboczy nalezy utrzymywaé w czystosci, bez kurzu i nie nalezy ktas¢ na nim arkuszy papieru.
Wilot powietrza znajduje sie na spodzie aparatu Rotor-Gene Q MDx, a luzny materiat, taki jak

papier lub kurz, moze obnizy¢ wydajnos¢.

Aby unikngé gromadzenia sie kurzu, gdy aparat Rotor-Gene Q MDx nie jest uzywany, jego

pokrywa musi by¢ zamknieta.

Uwaga: Nalezy uzywac wylgcznie czesci dostarczonych przez firme QIAGEN.

8.1  Czyszczenie powierzchni aparatu Rotor-Gene Q MDx

Zewnetrzne powierzchnie aparatu Rotor-Gene Q mozna czysci¢ przy uzyciu powszechnie

dostepnych laboratoryjnych srodkéw chemicznych.

" Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostgpnymi u producentéw poszczegdinych produktéw.
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8.2 Odkazanie powierzchni aparatu Rotor-Gene Q MDx

Jesli komora rotora zostanie zanieczyszczona, mozna jg wyczysci¢, przecierajgc powierzchnie
niestrzgpigcg sie Sciereczkg zwilzong (ale nie ociekajacg) 0,1-procentowym (o/o) roztworem
wybielacza*. Aby usungé¢ pozostatosci wybielacza, przetrze¢ komore niestrzepigcg sie $ciereczkg
zwilzong wodg o stopniu czystosci odpowiednim do wykonywania reakcji PCR.

8.3  Naprawa aparatu Rotor-Gene Q

Jedli wymagane jest przeprowadzenie naprawy lub serwisu aparatu Rotor-Gene Q, nalezy
skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN. Informacje kontaktowe mozna znalez¢ na
stronie https://www.giagen.com/service-and-support/technical-support/technical-support-form/.

" Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostgpnymi u producentéw poszczegdinych produktéw.
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9 Optyczna weryfikacja temperatury (OTV)

Optyczna weryfikacja temperatury (OTV) to metoda weryfikacji temperatury w probéwce
w aparacie Rotor-Gene Q MDx. Walidacja temperatury w probéwce moze by¢ wazng procedurg
w certyfikowanych laboratoriach. Procedura OTV jest wykonywana przy uzyciu zestawu Rotor-
Disc OTV Kit (patrz sekcja 16). Ponizej przedstawiono jedynie krétkie wprowadzenie do zasady
dziatania OTV. Sposéb przeprowadzania procedury OTV wyjasniono w oprogramowaniu Rotor-
Gene Q MDx. Szczegoétowy opis procedury OTV, w tym informacje o rozwigzywaniu problemow,
zawiera dokument Rotor-Disc OTV — Instrukcja obstugi (Rotor-Disc OTV Handbook).

91 Zasada dziatania OTV

Na potrzeby okreslenia bezwzglednej temperatury odniesienia w procedurze OTV
wykorzystywane sg wiasciwosci optyczne 3 termochromatycznych ciekltych krysztatow
(Thermochromatic Liquid Crystals, TLC)*. Nieprzejrzyste krysztaty TLC po podgrzaniu do $cisle
okreslonej temperatury (50, 75 i 90°C) stajg sie przezroczyste. Krysztaty TLC nie wykazujg
wihasciwosci fluorescencyjnych. Z tego wzgledu, aby punkty przejsciowe krysztatéw TLC mogty
zostac wykryte przez uktad optyczny aparatu Rotor-Gene Q MDx, konieczne jest zakrycie zrédta
wzbudzenia wkiadkg fluorescencyjng. Krysztaty TLC, kitére znajdujg sie w temperaturze nizszej
niz ich temperatura przej$cia, sg nieprzejrzyste i odbijajg $wiatlo. Cze$¢ odbitego $wiatta
rozprasza sie w kierunku detektora, zwiekszajgc fluorescencje. Gdy temperatura w probéwce
osiggnie punkt przejscia krysztatu TLC, krysztat TLC staje sie przezroczysty i Swiatto przechodzi
przez probke, a nie odbija sie w kierunku detektora, co powoduje spadek fluorescencji. Zmiana
fluorescencji stuzy do okreslenia doktadnej temperatury przejscia kazdego krysztatu TLC.
Temperatura przejscia jest porédwnywana z temperaturg raportowang w pliku kalibracji
producenta dla zestawu OTV Rotor-Disc w celu sprawdzenia, czy temperatura aparatu Rotor-
Gene Q MDx jest zgodna z temperaturg okreslong w danych technicznych.

* Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek
jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) dostgpnymi u producentéw poszczegdlinych produktéw.
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9.2 Skiad zestawu Rotor-Disc OTV Kit

Do wykonania procedury OTV wymagane sg nastepujgce elementy:

e Zestaw Rotor-Disc OTV Kit, ktory zawiera:

o  Zamkniety rotor Rotor-Disc 72 OTV Rotor (zawiera krysztaty TLC)
o  Wkiadke rozpraszajaca fluorescencje (aparat Rotor-Gene 3000 lub aparaty Rotor-Gene
Q/6000)
o Nosnik wymienny zawierajgcy nastepujgce pliki: plik zawierajgcy numer seryjny rotora
OTV Rotor oraz date waznosci (*.txt); plik szablonu testu OTV (*.ret); karta produktu
(*.pdf); plik kalibracji fabrycznej (*.rex)
o Karta produktu
e Oprogramowanie Rotor-Gene Series w wersji 1.7 lub wyzszej, ktére zawiera fatwy do obstugi
kreator OTV Rotor
e Rotor Rotor-Disc 72 Rotor

e Pierscien blokujacy Rotor-Disc 72 Locking Ring
9.3  Wykonywanie procedury OTV

1. Umiesci¢ wktadke fluorescencyjng na soczewce emisyjnej w dolnej czesci komory aparatu
Rotor-Gene Q MDx.

2. Umiesci¢ dysk OTV Rotor-Disc w rotorze Rotor-Disc 72 Rotor. Zabezpieczy¢, uzywajgc

pierscienia blokujgcego Rotor-Disc 72 Locking Ring. Umiesci¢ zespdt w aparacie Rotor-Gene
Q MDx i zablokowa¢ go w miejscu. Zamkna¢ pokrywe aparatu Rotor-Gene Q MDx.
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3. Uzyska¢ dostep do kreatora Advanced (Zaawansowany), wybierajgc karte Advanced
(Zaawansowany) w oknie New Run (Nowy program). W kreatorze Advanced (Zaawansowany)
klikna¢ opcje Instrument maintenance (Konserwacja aparatu), a nastepnie OTV. W kreatorze
zostanie wyswietlony monit o wprowadzenie numeru seryjnego OTV, ktéry znajduje sie na
pierscieniu OTV. Nastepnie nalezy klikng¢ przycisk Start (Uruchom).

[ x|

Quick Stat Advanced I

L1]

+] Contains templates
= Perform Last Run ik g e

. instrument

44 Empty Run maintenance.

»

L ]
2 Three Step with Melt

L

H
a Two Step

7-..]_ ___J Other Runs

trument Maintenance

ka Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

I

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Optical Temperatur: ication 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. Oprogramowanie wys$wietli monit o wprowadzenie nazwy pliku dla programu. Nastepnie
program zostanie rozpoczety.

5. Podczas programu wykonywana jest seria topnien, ktére okreslajg charakterystyke termiczng
aparatu 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 zakonczeniu programu oprogramowanie wskazuje, czy aparat Rotor-Gene Q MDx spetnia
specyfikacje.

7. Jesli wymagana jest regulacja, nalezy klikngé opcje Apply Adjustment (Zastosuj regulacje).
Spowoduje to wyswietlenie monitu o wykonanie programu weryfikujgcego. Po zakonczeniu
programu weryfikujgcego nie powinna by¢ wymagana dalsza regulacja. W przeciwnym razie
nalezy skontaktowac sie z dystrybutorem.

8. Jesli aparat Rotor-Gene Q MDx spetnia specyfikacje, mozna przejrze¢ i wydrukowac raport z
programu.
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10 Analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci

Analiza topnienia w wysokiej rozdzielczosci (High Resolution Melt, HRM) to innowacyjna technika
oparta na analizie topnienia DNA. Podczas analizy HRM prébki DNA sg charakteryzowane na
podstawie ich zachowania podczas dysocjacji, gdy wraz ze wzrostem temperatury przechodza
one z dwuniciowego DNA (double-stranded DNA, dsDNA) do jednoniciowego DNA
(single-stranded DNA, ssDNA) (patrz ponizszy rysunek). Aparat HRM zbiera sygnaty
fluorescencyjne z wyjgtkowo wysokg precyzjg optyczng i termiczng, tworzgc wiele mozliwosci
zastosowania.

L]
® Krzywa
" topnienia T,
o 7 Faza
= topnienia
L]
£s
g
Se
E
r=| Faza przed Faza po
§=| topnieniem topnieniu
éx o+ > ot e
o
15
M—
:-"..J e 7:‘.!1 Tae e TT‘.:‘ 73..5 '-3..: o T$- 2 3«'—-? ¥J e B"C B‘- £

P

Typowy wykres HRM. Krzywa topnienia wykresla przejscie od wysokiego poziomu fluorescencji w poczatkowej fazie przed
topnieniem, przez obnizenie poziomu fluorescencji w fazie topnienia, do podstawowego poziomu fluorescencji w fazie po
topnieniu. Poziom fluorescencji obniza sig, gdy barwnik interkalujacy do DNA jest uwalniany podczas topnienia dsDNA na
pojedyncze nici. Punkt srodkowy fazy topnienia, w ktérym szybko$¢ zmiany poziomu fluorescenciji jest najwigksza, okresla
temperature topnienia (Melting Temperature, Tm) analizowanego DNA.

Przed wykonaniem analizy HRM nalezy zamplifikowa¢ sekwencje docelowg, aby uzyskac¢ duzg
liczbe jej kopii. W tym celu zwykle wykonuje sie reakcije PCR w obecnosci barwnika
fluorescencyjnego interkalujgcego do dsDNA. Barwnik nie oddziatuje z ssDNA, ale aktywnie
interkaluje do dsDNA, a po interkalacji emituje wyrazny sygnat fluorescencyjny. Zmiane poziomu
fluorescencji mozna wykorzystaé do pomiaru wzrostu stezenia DNA podczas reakcji PCR, a
nastepnie do bezposredniego pomiaru indukowanego termicznie topnienia DNA za pomoca
analizy HRM. Poczgtkowo podczas analizy HRM obserwowana fluorescencja jest na wysokim
poziomie, poniewaz w prébce znajduje sie dsDNA. Wraz ze wzrostem temperatury poziom
fluorescencji spada, a DNA dysocjuje do pojedynczych nici. Zachowanie zaobserwowane
podczas topnienia jest charakterystyczne dla danej probki DNA.
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Za pomocg analizy HRM aparat Rotor-Gene Q MDx moze scharakteryzowac prébki na podstawie
dtugosci sekwencji, zawartosci par GC i komplementarnosci sekwencji DNA. Analize¢ HRM mozna
wykorzysta¢ do zastosowan genotypowania, takich jak analiza insercji/delecji lub polimorfizmow
pojedynczych nukleotydéw (SNP), oraz w badaniach przesiewowych w celu wykrycia nieznanych
mutacji genetycznych. Moze by¢ ona réwniez wykorzystywana do zastosowan epigenetycznych
w celu detekcji i analizy statusu metylacji DNA. Ponadto mozna jej rowniez uzy¢ do iloSciowe;j
detekcji niewielkiej liczby wariantéw DNA w tle sekwencji typu dzikiego przy czutosciach
zblizonych do 5%. Mozna to wykorzystac¢, na przyktad do badania mutacji nabytych somatycznie

lub zmian statusu metylacji wysp CpG.

Wykonanie analizy HRM w aparacie Rotor-Gene Q MDx upraszcza wiele zastosowan, w tym:

identyfikacje genow predysponujgcych genoéw kandydackich;

e badania asocjacyjne (poréwnywanie przypadkdéw i kontroli, genotyp do fenotypu);
e okreslenie czestosci wystepowania alleli w obrebie populacji lub podgrupy;
e analizy przesiewowe i walidacje SNP;

e badania przesiewowe pod katem utraty heterozygotycznosci;

e metode genetycznego odcisku palca (DNA fingerprinting);

e charakterystyke blokéw haplotypéw;

e analize metylacji DNA;

e mapowanie DNA;

e identyfikacje gatunku;

e odkrywanie mutacji;

e okreslanie stosunku mutacji nabytych somatycznie;

e typowanie HLA.

Analiza HRM jest fatwiejsza do wykonania i bardziej optacalna niz oznaczenia genotypowe oparte
na sondach i, w przeciwienstwie do metod konwencjonalnych, jest ona wykonywana w systemie
z zamknietymi probéwkami, kitéry zapobiega zanieczyszczeniu produktami PCR. Wyniki
uzyskane za pomoca tej analizy sg poréwnywalne do tych uzyskanych przy uzyciu metod
konwencjonalnych, takich jak SSCP, DHPLC, RFLP i sekwencjonowanie DNA.
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10.1 Aparat

Aparat Rotor-Gene Q MDx umozliwia wykonanie analizy HRM dzieki nastepujacym
mozliwosciom wymagajgcej rejestracji danych w czasie rzeczywistym i mozliwosciom termo-

optycznym.

e Podswietlenie o wysokiej intensywnosci

e Wysoce czuta detekcja optyczna

e Szybka akwizycja danych

e Precyzyjnie kontrolowana temperatura prébki

e Minimalna zmienno$¢ termiczna i optyczna miedzy prébkami
10.2 Warunki chemiczne

Firma QIAGEN oferuje zestaw Type-it® HRM PCR Kit do analizy SNP i mutacji metodg HRM oraz
zestaw EpiTect’® HRM PCR Kit do analizy metylacji. Oba zestawy zawierajg barwnik
fluorescencyjny trzeciej generacji — EvaGreen. W zestawach jednoczes$nie wykorzystywany jest
zoptymalizowany bufor HRM i polimeraza HotStarTaq® Plus DNA Polymerase, co zapobiega

niespecyficznej amplifikacji produktéw i gwarantuje wiarygodne wyniki.

Uwaga: Wszystkie zestawy HRM i odczynniki firmy QIAGEN s3g przeznaczone do uzytku
z aparatami Rotor-Gene Q wytgcznie do zastosowan opisanych w odpowiedniej instrukcji obstugi
zestawu firmy QIAGEN.

10.3 Przyktad genotypowania SNP

W przedstawionym przyktadzie do analizy HRM przeprowadzanej w celu rozréznienia
homozygotycznego typu dzikiego, mutacji homozygotycznej oraz form heterozygotycznych
ludzkiego SNP rs60031276 uzyto zestawu Type-it HRM PCR Kit. Szczegdly techniczne zawiera
dokument Type-it HRM PCR — Instrukcja obstugi (Type-it HRM PCR Handbook).
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B HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

M. |ﬂ M arne | Genatype | Confidence %
22 &8 Human SHP rs60031276 | homo A4 100,00

23 . unknowh hiorno A, 939,49

24 [ unknown hiomo A, 93,76

28 4G Human SNP 60031276 hetero AG 100,00

23 . unk.nown hietero AG 93.43

30 [l unknown hetero AG 9847

34 [ GG Human SMP :60031276  homo GG 100,00

35 unknown homo GG 92,20

36 unknown homno GG 93,53

Genotypowanie SNP za pomoca analizy HRM. Ludzki SNP rs60031276 (substytucja A na G) w genie PPP1R14B
(fosfataza biatkowa 1, podjednostka regulatorowa (inhibitor) 14B) przeanalizowano na aparacie Rotor-Gene Q, uzywajgc 10
ng genomowego DNA uzyskanego przy uzyciu réznych genotypdw i zestawu Type-it HRM Kit. Probki homozygotycznego
typu dzikiego (AA), mutacji homozygotycznej (GG) i heterozygotyczne (AG) przedstawiono na wykresie H — standardowej
znormalizowanej krzywej topnienia oraz wykresie [8 — wykresie réznicowym znormalizowanym wzgledem prébek typu
dzikiego. (& Genotypy zostaty przypisane do nieznanych prébek przez oprogramowanie Rotor-Gene Q.

10.4 Przyktad analizy metylacji

W przedstawionym przyktadzie do analizy HRM przeprowadzanej w celu rozréznienia réznych
stosunkdéw metylowanego i niemetylowanego DNA uzyto zestawu EpiTect HRM PCR Kit.
Szczegdty techniczne zawiera dokument EpiTect HRM PCR — Instrukcja obstugi (EpiTect HRM
PCR Handbook).

E

100% metylacji
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Analiza ilosciowa metylacji za pomoca HRM. Ro&zne stosunki metylowanego i niemetylowanego DNA-APC
(gruczolakowata polipowato$¢ okreznicy) przeanalizowano i rozrézniano za pomocg analizy metylacji HRM wykonywanej na
aparacie Rotor-Gene Q przy uzyciu zestawu EpiTect HRM Kit. Przedstawione wykresy to: H — standardowa znormalizowana
krzywa topnienia i [5] — wykres réznicowy znormalizowany wzgledem prébki metylowanej w 50%.

10.5 Woytyczne dotyczace prawidtowego wykonania analizy HRM

Pomysine wykonanie analizy HRM zalezy w duzej mierze od okreslonej sekwencji badane;j.
Niektore motywy sekwencji, takie jak petle w ksztatcie spinki do wtoséw lub inne struktury
drugorzedowe, zlokalizowane regiony o niezwykle wysokiej lub niskiej zawartosci par GC lub
sekwencje powtdérzone mogg mie¢ wptyw na wynik. Wykorzystanie zestawow poddanych
standaryzaciji i zoptymalizowanych protokotéw firmy QIAGEN umozliwia przezwyciezenie wielu
wymienionych powyzej potencjalnych trudnosci. Ponizej wyszczegdlniono kilka prostych

wytycznych, ktére pomagajg w pomysinym wykonaniu analizy.
Analizuj mate fragmenty DNA

Nalezy analizowac¢ fragmenty nie wieksze niz okoto 250 pz. Wieksze produkty rowniez mozna
analizowa¢ z powodzeniem, ale zazwyczaj z nizszg rozdzielczoscig. Wynika to z faktu, ze na
przyktad zmienno$¢ pojedynczej zasady ma wiekszy wptyw na zachowanie zaobserwowane
podczas topnienia amplikonu o wielkosci 100 pz niz amplikonu o wielkosci 500 pz.
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Upewnij sie, ze prébka po wykonaniu reakcji PCR zawiera tylko swoisty produkt

Probki zanieczyszczone po reakcji PCR artefaktami takimi jak dimery starteréw lub
niespecyficzne produkty moga utrudnia¢ interpretacje wynikow analizy HRM. Zestawy firmy
QIAGEN przeznaczone do wykonywania analizy HRM gwarantujg maksymalng swoisto$¢ bez

koniecznosci optymalizacji.

Uzywaj wystarczajacej ilosci matrycy dodawanej przed amplifikacja

Analiza danych reakcji real-time PCR moze by¢ bardzo przydatna podczas rozwigzywania
probleméw z analizami HRM. Wykresy amplifikacji powinny mieé¢ wartos¢ Cr (cykl progowy)
réowng 30 cyklom lub nizszg. Produkty, ktére ulegajg amplifikacji pdzniej (ze wzgledu na niskg
poczgtkowsg ilos¢ matrycy lub rozktad matrycy), zazwyczaj dajg zmienne wyniki analizy HRM
z powodu artefaktow PCR.

Znormalizuj stezenie matrycy

llo§¢ matrycy dodawanej do reakcji powinna by¢é spojna. Stezenia poczgtkowe nalezy
znormalizowaé w taki sposéb, aby wszystkie wykresy amplifikacji réznity sie o maksymalnie

3 wartosci Ct. Zapewnia to, ze stezenia wejsciowe mieszczg sie zakresie 10-krotnym.

Sprawdz, czy wystepuja odbiegajace od normy wykresy amplifikacji

Przed wykonaniem analizy HRM nalezy uwaznie sprawdzi¢ dane wykresu amplifikacji pod katem
nieprawidtowego ksztattu wykresu amplifikacji. Wykresy z fazg log-liniowa, ktéra nie jest stroma,
jest nieregularna lub osigga plateau o niskim poziomie sygnatu w poréwnaniu z innymi reakcjami,
mogg wskazywac na stabg amplifikacje lub zbyt niski sygnat fluorescencji (np. moze to wystgpic,
jesli stezenie starteréw bylo zbyt niskie). Stabe reakcje mogg byé spowodowane obecnoscig
inhibitoréw reakgiji lub nieprawidtowym przygotowaniem reakcji. Dane HRM otrzymane z takich
probek mogg by¢ niejednoznaczne lub mieé¢ niskg rozdzielczosé. Aby unikng¢ niewiarygodnych
wynikéw, zalecamy uzywanie zestawow firmy QIAGEN do przygotowania prébek i analizy HRM.

Utrzymuj podobne stezenia prébek po amplifikacji

Stezenie fragmentu DNA wptywa na jego temperature topnienia (Tm). Z tego wzgledu nalezy
utrzymywac stezenia probek DNA na mozliwie zblizonym poziomie. Podczas analizy produktéw
PCR nalezy upewni¢ sie, ze kazda reakcja zostata zamplifikowana do fazy plateau. W fazie
plateau wszystkie reakcje bedg amplifikowane w podobnym stopniu, niezaleznie od poczgtkowej
ilosci materiatu genetycznego. Nalezy jednak zauwazy¢, ze stabe reakcje moga nie osiggnaé
plateau z tg samg amplifikowang iloscig, na przyklad z powodu niespdjnego przygotowania
oznaczenia (np. stezenie starterow byto zbyt niskie).
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Zapewnij jednorodnos¢ miedzy probkami

Wszystkie probki muszg mie¢ jednakowg objetos¢ i powinny zawieraé takie samo stezenie
barwnika. Na zachowanie DNA podczas topnienia majg wptyw sole w mieszaninie reakcyjnej,
dlatego wazne jest, aby stezenie buforu, jondw Mg i innych soli bylo mozliwie jednorodne we
wszystkich probkach. Ponadto nalezy uzywac wytgcznie jednakowych probéwek reakcyjnych od
tego samego producenta, aby unikng¢ zmian zwigzanych z gruboscig i witasciwosciami

autofluorescencyjnymi tworzywa sztucznego.
Zapewnij zgromadzenie wystarczajacej ilosci danych dla faz przed topnieniem i po topnieniu

Punkty danych analizy HRM nalezy rejestrowaé w zakresie okoto 10°C, w ktérego centrum
znajduje sie obserwowana wartos¢ Tm (patrz rysunek na stronie 10). Zapewnia to wystarczajacg
iloé¢ punktéw danych podstawowych umozliwiajgcych skuteczng normalizacje krzywej

i spowoduje otrzymanie bardziej powtarzalnych powtérzen i fatwiejszg interpretacje danych.
10.6 Przygotowanie probki

Podczas oczyszczania i przechowywania prébek nalezy unika¢ rozkiadu préobek. Unikaé
nadmiernych iloci inhibitoréw, na przyktad pochodzgcych z zanieczyszczen spowodowanych
przeniesieniem etanolu. W celu poprawy wynikéw analizy HRM zalecamy uzywanie takiej samej
ilosci matrycy w przypadku poszczegdlnych probek. Zalecane jest przeprowadzenie analizy
spektrofotometrycznej w celu okreslenia stezenia i czystosci DNA. Zalecamy korzystanie
z zestawow firmy QIAGEN przeznaczonych do przygotowania prébek.

Uwaga: Przy 260 nm jedna jednostka absorbancji odpowiada 50 pg/ml DNA. W przypadku
czystego DNA stosunek 260 nm do 280 nm bedzie wynosit 1,8.

10.7 Konfiguracja oprogramowania

1. Otworzy¢ plik nowego programu, wybierajgc opcje New... (Nowy...) z menu File (Plik).
W kreatorze Advanced (Zaawansowany) wybra¢ opcje HRM.
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x
Quick Stat Advanced I
Corbett Life Science

o

% HRM™ with Pre-Amplification

High Resolution Melt
ruri.

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

2. Ustawi¢ typ rotora (w tym przykiadzie uzywany jest rotor 72-Well Rotor). Przed przej$ciem do
kolejnego etapu upewni¢ sie, ze pierscien blokujgcy zostat prawidiowo zatozony, a pole
wyboru Locking Ring Attached (Pierscien blokujacy zamocowany) jest zaznaczone.

New Run Wizard |

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rator Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

x|

Skip wizard ¢ Hack Hest »»
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3. Skonfigurowaé¢ szczegoély programu. Wprowadzi¢ nazwe operatora (opcjonalnie) i dodaé

wszelkie uwagi dotyczace eksperymentu (opcjonalnie).

(wymagane) i zagdany uktad prébek.

Wybra¢ objeto$¢ reakcyjna

Hew Run Wizard N

clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator: [Roter-Gene O Operator

This screen displays miscellaneous options for the run, Complete the fields,

Reaction | =t
Volume [uL} 5

Sample Layout: [1.2,3.. =]

Notes : Enter any notes for the particular HRM experiment |

X

This bo displays

help on elements in
the wizard, For help
on a item, haver
your mouse aver the
iter for help, vou
can also click on a
combo bo to display
Felp about its
available settings,

SkipWizad | <<Back | MNewt» |

4. Klikng¢ przycisk Edit Profile... (Edytuj profil...), aby zmieni¢ czas i temperature reakcji.

X

Mew Run Wizard

Temperature Prafile :

Edit Profile ...

Channel Setup

Create Mew... |

Mame | Source | Detectar | Gain |
Green 470nm  510nm 2E7
“rellow B30nm  555nm 3
Orange  585nm  E10nm I3
Red E2Bnm  BEORm ]
Crimzon  680nm  ¥10hp 7
HFit 470nm  510nm 1.33
Gain Optimization...
Skipwizad | <<Back | New» |

Edit...

Bemove
Reset Defaults

help on elements in
the wizard. For help
on anitem, hover
pour mouse over the
itemn for help, You
can also click on a
combo bow to digplay
help about itz
available settings.

Thiz box displays

5. Ustawi¢ odpowiedni poczgtkowy czas wstrzymania. Czas ten zalezy od rodzaju uzywanej
polimerazy DNA. W przypadku uzywania zestawéw Type-it HRM PCR Kit i EpiTect HRM PCR

Kit wymagany jest 5-minutowy czas aktywacji. Domysiny czas aktywacji to 10 min.
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@A 8 W e

T Open  Sawe As Help:

The: run will lake appraximately 104 minute(s) to complete. The giaph below represents the run ta be performed

Click an a cycle below ta modify it

W Insert after I
Irsert befare... I
Remove I

Cucling
HRM

Hold Temperature: g5 deg
Hald Time : 2 |mns 0 |secs

AR AR ———"

6. Zmieni¢ warunki wykonywania cykli odpowiednio do amplikonu.

7 . 8 H| e

MNew Open  Save As Help

The un will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the wn to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after...
HAM Irisert before...

Remove
This cycle repeats il tirne(z].

Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remowe steps for this cpcle.

AR, "

Timed Step j
B0 deg.

10 seconds

95 deq. for 5 secs

Acquiring to Cyeling A

on Green
I-4L A B0 deg. for 10 secs
ong Range

I~ Touchdown

Ok

7. Upewnic sig, ze dane fluorescencyjne zostang zarejestrowane. Pod koniec etapu wydtuzania

ustawi¢ akwizycje danych w kanale zielonym.
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Same as Previous : I [Mew Acquizition) j

—dwequigition Configuration :
Awailable Channels : Acguining Channels :

M ame I 5 Mame
Crimzan _l

HFiM Ll

Qrange

Fied «

Tellow

Ta acquire from a chatinel, select it from the list in the left and click >, Tao stop acquiring from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

Dpe Chart »> | ak. I Don't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FaM, SybiGreen™, alexadds

JOE, CalGold ¥, Caldrange®, TET, ¥akima r'ellaw, WIC
\HER, alexaf3?

Orange  |585nm | 610nm RO, Redmond Red', alexab6d
E28nm | BEORm Cyh. Quazars70+, LCRedB40+
ES0nm | 710hp Buazarf05+, LCRed705Y, alexabo0
4B0nm  [510nm | LCGreend

Tellow 530nm | 555nm

8. Skonfigurowa¢ warunki programu HRM. Zmieni¢ warunki odpowiednio do amplikonu.
W przypadku pierwszego zestawu eksperymentéw ustawi¢ szeroki obszar topnienia. Uzy¢
teoretycznej wartosci Tm jako wskazdwki dotyczgcej odpowiedniego zakresu. Po ustaleniu
punktu topnienia produktu zmniejszy¢ obszar topnienia do maksymalnie 10°C. Upewni¢ sie,
ze poczatek topnienia zachodzi 5°C przed pierwszym przejSciem w topnieniu. Domysinie
ustawiona jest szybkosci zmiany temperatury 0,1°C ze wstrzymaniem na 2 s przy kazdym
etapie. Minimalne przej$cie szybkosci zmiany temperatury to 0,05°C z drugim wstrzymaniem
przy kazdym etapie. Dane sg automatycznie rejestrowane do kanatu HRM. Funkcja Automatic
Gain Optimisation  (Automatyczna optymalizacja wzmocnienia) jest stosowana
automatycznie. Oprogramowanie bedzie szuka¢ optymalnego ustawienia wzmocnienia, tak
aby najwyzsza zgtaszana warto$¢ fluorescencji nie byta wieksza niz 70 jednostek w skali do

100. Nalezy zauwazy¢, ze moze ona zosta¢ zwiekszona maksymalnie do 100.
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El
.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 :

MR "

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
Cycliny
Irisert before...

Femove
Ramp from |70 j degiees lo |33 j‘ dedrees.
Fisngby [01  —] degres(s) each step,
“wait for 30 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.

Ok

9. Opcjonalnie: Nalezy skonfigurowa¢ ustawienie funkcji Auto-Gain Optimisation (Automatyczna
optymalizacja wzmocnienia). Ma ona zastosowanie wytgcznie do kroku amplifikacji w czasie
rzeczywistym i jest ustawiona dla kanatu zielonego. Klikng¢ przycisk Optimize Acquiring
(Optymalizuj uzyskiwane dane) (aby zoptymalizowa¢ wytgcznie te kanaly, kidre sg uzywane
podczas programu). Optymalizacje najlepiej wykona¢ tuz przed pierwszym etapem akwizycji,
nalezy wiec zaznaczy¢ pole wyboru Perform Optimization Before First Acquisition (Wykonaj
optymalizacje przed pierwszg akwizycjg). Zalecany zakres fluorescencji tta dla barwnikéw
interkalujgcych wynosi od 1 do 3 jednostek fluorescencji. Aby zmienic¢ to ustawienie, nalezy klikng¢
nazwe kanatu, aby zaznaczy¢ go na liscie, a nastepnie klikna¢ przycisk Edit (Edytuj).

Auto-Gain Optimisation Setup x|
— Optimization :
o Auto-Gain Dptimization will read the Huoresence on the inzerted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to |50 jdegrees.

Optimise Al | Optimise Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 15t Acquisition
[ Perform Dptimisation At B0 Degrees &t Beginning OF Fun

— Channel Settings :

! o e |

MHame I Tube Position I Iin Reading I Max Reading I tin Gain I Max Gain Edit... |

Green 1 1FI 3Fl 10 10 e |
Remowve Al |

Start I I Erwal.. Cloge Help
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10.Rozpoczg¢ program, klikajgc przycisk Start Run (Uruchom program) i zapisa¢ plik na komputerze.

New Run Wizard E|
Surnmary
Sefting | Walue |
Green Gain 7
Rator 724/l Rotor
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Waolume (in microliters] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future wns.

CShp'Wizad )| <<Back |

11.Edytowaé nazwy prébek (opcjonalnie). Nazwy prébek mozna edytowaé¢ podczas programu
lub po jego zakonczeniu.

[ editSamples ~1oi x|
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style |
Settings :
IVGiven Conc. Farmat : I j Unit : ICDDIESJ‘U\ j taore Options |
i~ Samples :
REEEREE
C |ID ‘ Marmne | Type | Groups | Given Conc |Se|ected :I
LR - N L1 14112 4 No
- 2 wild type 1 Unknown Mo
- 3 wild type 1 Unknown Mo
- 4 mukation 1 Urknown Mo
- 5 mutation 1 Unknown Mo
- B mutation 1 Unknown Mo
7 heterozygote 1 Unknawn Mo
8 heterozygote 1 Unknawn Mo
9 heterozygote 1 Unlenawn Mo
10 Unknowin Mo
1 Unknowin Mo
12 Unknovin Mo LI
Page :
’7Name_ IF‘ageT % | b | Mew | Deletel [~ Synchronize pagss
Undo | OK Cancel Help |

10.8 Analiza danych real-time PCR

Analiza danych real-time PCR przed analizg danych HRM jest korzystna. Dane real-time PCR
mogg wskazaé oznaczenia wykonane ze sftabg skutecznoscia. ldentyfikacja tych wartosci
odstajgcych i odfiltrowanie ich z dalszej analizy HRM znacznie poprawi ogolng efektywnosc
analizy HRM, poniewaz analiza produktu PCR o niskiej jakosci bedzie skutkowa¢ uzyskaniem
stabych wynikéw analizy HRM. Zalecamy analize ilosciowych danych real-time PCR w
nastepujgcy sposob.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022 183



1. Przeanalizowac¢ dane w czasie rzeczywistym, uzywajgc opcji Quantitation (Oznaczenie ilosciowe)
w oknie Analysis (Analiza). Jesli ktérakolwiek wartosé Cr jest réwna 30 lub wyzsza, odpowiednie
reakcje nalezy uznac za zamplifikowane zbyt pézno. Prébki te nalezy analizowac z ostroznoscig
lub usung¢ z analizy jako warto$ci odstajgce. P6zna amplifikacja jest zwykle spowodowana zbyt
matg poczatkowsg iloscig matrycy i/lub wysokim poziomem rozkitadu prébki.

2. Oceni¢ poziom fluorescencji w punkcie koricowym. Jesli fluorescencja w punkcie koncowym na
dowolnej z krzywych amplifikacji jest niska w poréwnaniu z wiekszoscig wykreséw w zbiorze
danych, nalezy wykluczy¢ te prébki z analizy, nawet jesli ich wartos¢ Cr jest mniejsza niz 30. Niska
fluorescencja w punkcie koncowym moze wskazywaé na nieprawidiowg ilos¢ barwnika,
nieprawidtowe stezenia sktadnikow reakgji (takich jak startery) lub dziatanie inhibitoréw.

3. Uzy¢ opcji Comparative Quantitation (Porownawcza analiza iloSciowa) w oknie Analysis
(Analiza), aby uzyskac reakcje o odpowiedniej wydajnosci w przypadku kazdej probki. Jesli
wydajnos$c¢ nie jest zblizona do wydajnosci innych reakcji w eksperymencie lub ma wartos¢

nizszg niz okoto 1,4, nalezy poming¢ te reakcje, poniewaz stanowi warto$¢ odstajgca.

Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green {Page 1) =] 5

=
Reports... Results

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Adijusk Scale Auto-Scale Default Scale |
i Comp. Quant Results - Cycling A.G =] 5]
No_[Name. Take Dff [Amplification [ Comparative Conc. [ Rep. Takeoff | Rep. Takeoff (35% CI) [ Rep. Amp._|Rep. Amp. (35%Cl) | Rep. Conc. [Rep.C
T mutation 1 11z 166 1.00E+D 112 166 1.00E+00 Calibra
2 mutation 2 1.4 165 9.04E-01 11.4 155 Q04E-D1
3 mutation 3 114 154 904601 1.4 154 904E-01
4 widiype 13 166 7OIED1 113 188 7OEDT
5 widiype2 K 166 738601 118 188 7.38E-01
6 widipe3 1.8 1.66 701EM 14 166 TOIEDI
7 heterozyot 1 1.4 1.67 S.04E-M 1.4 167 S04E-D1
8 heterozygote 2 15 168 8.59E-01 115 188 8.69E-01
3 heterozygote 3 13 167 951ED1 113 167 951E01
« o

Wyniki poréwnawczej analizy iloSciowej. Wydajnos¢ reakcji jest wyswietlana w kolumnie ,Amplification” (Amplifikacja)
w formie wyniku o maksymalnej wartosci 2 (2 = wydajno$¢ na poziomie 100%).

Uwaga: W przypadku podejrzenia obecnosci dimerdow starteréw lub nieswoistych produktow
nalezy oceni¢ reakcje, wyznaczajgc wykres pochodnej za pomocg opcji Melt (Topnienie) w oknie
Analysis (Analiza). Nalezy upewni¢ sie, ze jeden pik odpowiada jednemu produktowi. Jesli to
mozliwe, wykonac¢ analize na zelu, aby sprawdzi¢, czy obecny jest pojedynczy produkt amplifikacii.

Jesli wystepuje wiecej niz jeden produkt, reakcje nalezy powtdrzyé lub ponownie zoptymalizowac.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022 184



10.9 Analiza danych HRM

Analiza HRM umozliwia zaréwno wizualne, jak i automatyczne wywotywanie genotypow. Wyniki
mozna wyswietla¢ w formie znormalizowanego wykresu topnienia lub wykresu réznicowego.
Znormalizowane krzywe udostepniajg podstawowe przedstawienie réznych genotypéw w oparciu

o przesuniecie krzywej (dla homozygot) i zmiane ksztattu krzywej (dla heterozygot).

Wykresy réznicowe wspomagajg interpretacje wizualng. Wykreslajg one roznice fluorescencji
probki w stosunku do wybranej kontroli przy kazdej zmianie temperatury. Wykresy réznicowe

udostepniajg alternatywny widok réznic miedzy przejsciami krzywej topnienia.

Uwaga: Analiza pierwszej pochodnej krzywej topnienia (wykonywana w ramach standardowe;j
opcji Melt (Topnienie) w oknie Analysis (Analiza)) nie jest odpowiednia w przypadku analizy
HRM. Wynika to z faktu, ze wyprowadzenie pochodnej z danych powoduje dodanie

sztucznego szumu, utrudniajgcego interpretacje danych.

W ponizszych krokach opisano analize wynikéw HRM za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q.

1. Wybra¢ opcje HRM w oknie Analysis (Analiza).

Analysis ]
2 5td Curves (Fel) | Other. |
Quantitation kel

" HRM AHRM [Page 1)

2. Zostang wyswietlone okna z danymi surowymi, znormalizowanym wykresem i wynikami.
Okno danych surowych umozliwia wyregulowanie obszaréw normalizacji. Normalizacja
umozliwia poréwnanie wszystkich krzywych z tym samym poczgtkowym i koncowym
poziomem sygnatu fluorescencyjnego, aby utatwi¢ interpretacje i analize. W kazdym obszarze
dostepne sg dwa kursory, domysinie ustawione na koncach krzywej. Punkty danych w obrebie
obszaréw sg uzywane do normalizacji fluorescenciji (tylko o$ y) dla poczatku (Obszar 1) i

konca (Obszar 2) wykresu topnienia. Dane poza ustalonymi obszarami sg ignorowane.
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Obszary nalezy wyregulowa¢ w taki sposob, aby obejmowaty reprezentatywne dane
podstawowe dla faz przed topnieniem i po topnieniu. Rozszerzenie obszaréw (wykonywane
poprzez klikanie i przecigganie) umozliwia wyregulowanie nachylenia wartosci podstawowych
przez oprogramowanie. Aby zapewni¢ skuteczng normalizacje krzywych, nalezy unikac
rozszerzania obszaréw normalizacji do fazy topnienia.
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Uwaga: Zalecamy przesuwanie kursorow, tylko jesli obszary krzywej topnienia majg zosta¢
pominiete. Przesuniecie kursoréow w kierunku przejs¢ do fazy topnienia moze wplywac na
wykresy po odejmowaniu i wartosci procentowe przedziatéw ufnosci.

3. W oknie Normalised Graph (Wykres znormalizowany) wys$wietlane sg znormalizowane

krzywe topnienia. Probki mozna réowniez przegladac jako wykresy roznicowe wzgledem jednej
z kontroli.

ERotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)]

T Fle Anslsis Run Gain View Window Help RestoreB1X]
7 7 7 Vi) d
ACHPNRO W & 9 ¥ B W ) N
New Open Save | Siat Pause Siep | Help Settings Progress Profie  Temp, Samples Andlysis Reports Arange
|chanmets vk aFarmed o el Arom a2) FavRed‘
| Difterence Graph | Page: Page1
T
2 197
3 o
100 ‘
~ 5 135
— .
E >~ 7
8 201
a
E 0
11 &
12
2 13 167,
§ " nea
g 15 183
e
B K —
2 g Bank On Bark Off
g Named On | AlDn | AIDH
k] it Somples
“ - Nomalisation Regions
Leading Range
pze =
» Start =
end: [f28 =]
» Tuaiing Range
=1
stat: [p35 =
End: a7 =
i n =
Confidence Percentage
. Thieshold [0 <%
g s mo ms s wso w0 s wmp  ms w0 @c @0 @5 @0 =
den

Fictor-Gene Q Series Software 1.7 (Buid 34)

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022

186



4. Klikng¢ przycisk Genotypes... (Genotypy...), aby zdefiniowaé genotypy. Wprowadzi¢ nazwe
kazdej kategorii genotypu i wybra¢ dla kazdego genotypu probke reprezentatywng z listy
probek.

-l
Genotype Cantral el
mtation 198
wild type 20
heterozygote 197

Clear | Ok | Cancel I
Ity Select a Control x|

Please select the control that is representative of this
genatype.

Currently Selected : 198

[21197
[3] hegl
[4]156
[5]1595
[E] heg2
[7)202

[B12m =
ol -

Select I Select None | Cancel I

5. Wyswietli¢ wykres réznicowy, wybierajac karte Difference Graph (Wykres réznicowy). Nastepnie
wybraé genotyp, wzgledem ktérego bedg poréownywane wszystkie pozostate probki, korzystajac z
menu rozwijanego w gornej czesci okna. Na przedstawionym przykiadzie wszystkie probki sg
nanoszone na wykres po odjeciu ich wartosci od wartosci wykreslonych na wykresie srednich
wartosci wszystkich prébek oznakowanych jako Mutation 1 (Mutacja 1).
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6. Oprogramowanie automatycznie wywota genotypy w oknie Results (Wyniki). Jako kontrola
integralnosci wynikéw wywotywanych automatycznie dostepna jest wartos¢ poziomu ufnosci.
Wartos¢ progowg, powyzej ktdrej wykonywane sg wywotania automatyczne, mozna
edytowac. Prébki, ktérych wyniki znajdujg sie ponizej ustalonego progu, zostang oznaczone

jako wariant do doktadniejszego zbadania lub ponownego przetestowania.
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11 Rozwigzywanie problemow

Niniejsza sekcja zawiera informacje o sposobach postepowania w przypadku wystgpienia btedéw

podczas korzystania z systemu Rotor-Gene Q MDx system.

Jesli potrzebna jest dodatkowa pomoc, prosimy o skontaktowanie sie z serwisem technicznym
firmy QIAGEN, korzystajgc z informacji kontaktowych podanych ponizej:

Adres witryny internetowej: support.qiagen.com

Przed skontaktowaniem sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN w sprawie btedu dotyczgcego
aparatu Rotor-Gene Q MDx nalezy zwréci¢ uwage na to, jakie czynnosci doprowadzity do
wystagpienia btedu oraz na wszelkie informacje pojawiajgce sie w jakichkolwiek oknach

dialogowych. Informacje te utatwig rozwigzanie problemu przez serwis techniczny firmy QIAGEN.

Przed kontaktem z serwisem technicznym firmy QIAGEN prosimy o przygotowanie

nastepujgcych informacji:

e Numer seryjny, typ i wersja aparatu Rotor-Gene Q MDx

e Wersja oprogramowania (w stosownych przypadkach)

e Termin pierwszego wystgpienia btedu

e Czestotliwos¢ wystepowania btedu (np. btad przejsciowy lub staty)
e Szczegodtowy opis sytuacji, podczas ktérej wystapit btad

e Zdjecie przedstawiajgce btad, jesli jest to mozliwe

e Kopia plikéw dziennika

Te informacje utatwig uzytkownikowi oraz specjaliscie serwisu technicznego firmy QIAGEN

skuteczne rozwigzanie problemu.

Uwaga: Informacje o najnowszych wersjach oprogramowania i wersjach protokotdw mozna
znalez¢ w witrynie www.qgiagen.com. W wiekszosci przypadkow dostepne mogg by¢ aktualizacje

pozwalajgce na rozwigzywanie konkretnych problemaéw.
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11.1  Archiwa dziennikow

Oprogramowanie zachowuje niezmodyfikowany rekord kazdego programu, wraz z informacjami
diagnostycznymi, w jego repozytorium Archiwum dziennika. Korzystajgc z opcji Help (Pomoc),
Send Support Email (Wyslij wiadomos$¢ e-mail z prosbg o wsparcie) uzytkownik moze przestac¢
wiadomos$¢ e-mail zawierajgcg wszystkie niezbedne informacje diagnostyczne do serwisu

technicznego firmy QIAGEN (patrz sekcja 6.12.1).

W celu zaoszczedzenia miejsca na dysku zapisywane sg tylko archiwa dziennikéw z ostatnich 60
programoéw. Starsze archiwa dziennikdw zostang nadpisane w momencie tworzenia archiwéw
dziennika nowych programow.

11.2 Btedy sprzetowe i btedy oprogramowania

11.2.1 Rozwigzywanie probleméw z analizg HRM

Komentarze i wskazowki

Brak mozliwosci uruchomienia analizy HRM

Model aparatu Rotor-Gene Q MDx  Skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielem firmy QIAGEN.
nie jest wyposazony w funkcje

analizy HRM
Brak zarejestrowanych danych HRM
Nieprawidtowa konfiguracja Sprawdz ustawienia filtra.

Sprawdz, czy typ rotora jest prawidtowy.
Sprawdz, czy uzyto odpowiednich odczynnikéw.
Sprawdz, czy reakcja zostata prawidtowo przygotowana.

Wykonaj eksperyment kontroli pozytywnej (tj. oznaczenie, o ktérym
wiadomo, ze da wyniki).

Wykresy wygladaja na ,,postrzepione”

Staba amplifikacja lub brak Sprawdz, czy uzyto odpowiednich protokotéw i odczynnikéw. Zalecamy
amplifikaciji korzystanie z zestawow firmy QIAGEN przeznaczonych do analizy HRM.

Sprawdz, czy reakcja zostata prawidtowo przygotowana.
Sprawdz warunki wykonywania cykli.

Sprawdz poczatkowg jakos$¢ i ilos¢ matrycy. Zalecamy korzystanie z
zestawow firmy QIAGEN przeznaczonych do przygotowania probek.

Wykresy amplifikacji lub topnienia sa wysycone

Ustawiono zbyt duze wzmocnienie  Uzyj funkcji Auto-Gain Optimisation (Automatyczna optymalizacja
wzmocnienia) (patrz strona 66).

Wartosci procentowe przedziatéow ufnosci ulegty zmianie

Przesunieto obszary normalizaciji, Obszary normalizacji nalezy przesuwac, wytgcznie jesli konieczne jest
klikajgc je i przeciagajac wykluczenie czesci krzywej topnienia.

W danych obecne sa wartosci odstajace
Niejednolite przygotowanie reakcji ~ Sprawdz, czy uzyto odpowiednich odczynnikéw.
Sprawdz, czy uzywane sg jednakowe probowki.

Inhibitory obecne w prébce Sprawdz, czy dla wszystkich probek uzyto tej samej mieszaniny Master Mix.
Zbyt mata ilo$¢ matrycy lub rozklad  Sprawdz poczatkowg jakos¢ i ilo$¢ matrycy.
matrycy
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11.3 Komunikaty o btedach i komunikaty ostrzegawcze

11.3.1 Ogolne btedy aparatu

Komunikat o bledzie

Komentarze i wskazowki

Can’t open the serial port
<COMPORT> (Nie mozna
otworzy¢ portu szeregowego
<COMPORT>)

Chamber lid open (Otwarta
pokrywa komory)

Could not continue run; the
chamber lid was opened during a
run. Please reset the machine, and
restart the software (Nie mozna
kontynuowaé wykonywania
programu; pokrywa komory zostata
otwarta w czasie programu. Nalezy
zresetowac urzadzenie i ponownie
uruchomi¢ oprogramowanie).

Chamber lid open (Otwarta
pokrywa komory)

The instrument chamber lid is open.

Please close the lid and then click
Continue (Pokrywa komory aparatu
jest otwarta. Nalezy zamkng¢
pokrywe, a nastepnie nacisng¢
przycisk Continue (Kontynuuj)).
Communication corrupted (Btad
komunikaciji)

Communication out of sequence
(Btedna kolejnos¢ komunikaciji)
Instrument has received data from
the machine that is out of
sequence. (Aparat otrzymat dane z
urzadzenia poza kolejnoscia).

Communication protocol error
(Btad protokotu komunikacyjnego)

A communication protocol error
occurred with this run (Podczas
tego programu wystapit btad
protokotu komunikacyjnego).
Detector motor jam, stopped
machine (Zablokowanie silnika
detektora, zatrzymanie
urzadzenia)

Ten btad wystepuje podczas uruchamiania oprogramowania, jesli
oprogramowanie nie moze nawigza¢ komunikacji z aparatem za
posrednictwem skonfigurowanego portu COM. Jest to zwykle
spowodowane wadliwymi kablami, luznymi kablami, uszkodzonymi
portami szeregowymi, uszkodzonymi portami USB, problemem ze
sterownikiem USB Iub problemem ze sterownikiem konwertera USB na
port szeregowy.

Ponownie podtgcz lub wymien kabel. Ponownie zainstaluj odpowiednie
sterowniki. Uruchom oprogramowanie w trybie Virtual Mode (Tryb
wirtualny) i wybierz przycisk Setup/Auto-Detect (Konfiguracja/Detekcja
automatyczna) z menu File (Plik), aby zresetowac¢ skonfigurowany port
COM.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wykryje, ze pokrywa jest
otwarta w trakcie programu.

Zresetuj urzadzenie i uruchom ponownie oprogramowanie.

Ten btad wystepuje, gdy uzytkownik prébuje uruchomi¢ program przy
otwartej pokrywie aparatu.

Zamknij pokrywe komory aparatu, a nastepnie kliknij przycisk Continue
(Kontynuuj).

Ten btad wystepuje, gdy dane otrzymane z aparatu nie sg zgodne z
oczekiwanym wzorcem.

W celu identyfikacji problemu dotyczacego aparatu wymagana jest jego
dalsza analiza przez specjaliste serwisu terenowego firmy QIAGEN.

Skontaktuj sie z dystrybutorem lub serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje, gdy dane otrzymane z aparatu nie sg
uporzgdkowane we wiasciwej kolejnosci.

W celu identyfikacji problemu dotyczacego aparatu wymagana jest jego
dalsza analiza przez specjaliste serwisu terenowego firmy QIAGEN.

Skontaktuj sig z dystrybutorem lub serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje, gdy protokét komunikacyjny skonfigurowany w
oprogramowaniu wbudowanym nie jest taki sam, jak oczekiwany protokot.

Technik serwisu terenowego firmy QIAGEN musi przeprowadzi¢ dalsze
badania w celu zdiagnozowania problemu z protokotem komunikacyjnym
lub aparatem.

Ten btad moze wystgpi¢, gdy aparat Rotor-Gene Q MDx zostanie
uruchomiony niezwtocznie po transporcie w warunkach chfodniczych.

W takim przypadku przed wigczeniem aparatu odczekaj co najmniej
godzine, aby aparat osiggnat temperature pokojowa.

Jesli btad bedzie sig utrzymywat, skontaktuj sie z dystrybutorem lub
serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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Komunikat o bledzie

Komentarze i wskazowki

Fatal hardware malfunction
(Krytyczna awaria sprzetu)

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
(Aparat wykryt krytyczng awarie
sprzetu. Nie nalezy podejmowac
préb ponownego uzycia
urzgdzenia, do momentu
wykonania dziatan serwisowych
przez dystrybutora).

Machine error (Blad urzadzenia)

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
(Program zostat zatrzymany,
poniewaz doszio do btedéw
urzgdzenia uniemozliwiajgcych
przywrdcenie jego pracy. Jesli blad
ten wystapi ponownie, nalezy
skontaktowac sig z dystrybutorem i
udostepni¢ mu plik archiwum
wsparcia).

Machine unplugged (Urzadzenie
jest odtaczone)

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 (Aparat nie odpowiada i
wyswietla komunikat <KOMUNIKAT
O BLEDZIE>. Awaria uniemozliwia
przywrécenie pracy urzadzenia,
dlatego nalezy zresetowaé aparat i
ponownie uruchomi¢
oprogramowanie).

Machine unplugged (Urzadzenie
jest odtaczone)

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 (Aparat nie zostat
podigczony do komputera za
pomocg portu <NAZWA PORTU>.
Nalezy ponownie podigczy¢ kabel
szeregowy do portu z tytu
komputera, a nastgpnie klikna¢
przycisk Continue (Kontynuuj)).

Object variable or with block
variable not set (Zmienna
obiektowa lub zmienna blokowa
nie jest ustawiona)

Rotor speed failure (Btad predkosci
rotora)

Time out while setting the rotor speed
(Osiagnieto limit czasu podczas
ustawiania predkosci rotora).

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wykryje krytyczng awarie
sprzetu i uruchomi procedure bezpieczenstwa w celu wylgczenia
urzadzenia.

Niezwtocznie wytgcz aparat i skontaktuj sie z dystrybutorem lub serwisem
technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wykryto btedy urzgdzenia, po
ktorych nie mozna byto przywréci¢ sprawnosci urzadzenia.
Oprogramowanie zatrzymato program.

Sprébuj uruchomi¢ inny program. Jesli problem bedzie sie utrzymywat,
skontaktuj sig z dystrybutorem lub serwisem technicznym firmy QIAGEN i
dotacz plik archiwum wsparcia.

Ten btad wystepuje, jesli aparat nie nawigze komunikacji z
oprogramowaniem po okreslonym czasie oczekiwania. Czesto jest to
spowodowane awarig instrumentu lub nadmierng aktywnoscia z
komputera, ktéra powoduje utrate pakietu.

Typowe przyczyny zwigzane z oprogramowaniem obejmujg zadania
intensywnie wykorzystujgce procesor, takie jak stata ochrona przez
program antywirusowy lub skanowanie zaplanowane przez program
antywirusowy, karty bezprzewodowe lub karty na podczerwien.

Wytgcz lub odinstaluj odpowiednie oprogramowanie/zadanie intensywnie
wykorzystujgce procesor.

Zresetuj aparat i uruchom ponownie oprogramowanie.

Jesli problem bedzie sig utrzymywat, skontaktuj sie z dystrybutorem lub
serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje, gdy utracono potgczenie z aparatem za pomocg
portu szeregowego lub USB.

Ponownie podtgcz kabel szeregowy lub USB do portu z tytu komputera, a
nastepnie kliknij przycisk Continue (Kontynuuj).

Ten btad wystepuje podczas uruchamiania oprogramowania, jesli
domysiny plik szablonu eksperymentu zostat uszkodzony. Moze to
wystapic¢, jesli oprogramowanie lub komputer zostaty nieprawidtowo
zamkniete, na przyktad podczas przerwy w zasilaniu.

Usun plik C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret, a nastepnie ponownie uruchom
oprogramowanie.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie prébowato ustawi¢ predkosc
rotora i nie ustawito predkosci docelowej w okreslonym czasie.

W celu identyfikacji problemu dotyczgacego aparatu wymagana jest jego
dalsza analiza przez specjaliste serwisu terenowego firmy QIAGEN.

Skontaktuj sig z dystrybutorem lub serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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Komunikat o bledzie

Komentarze i wskazowki

Serial port in use (Port
szeregowy w uzyciu)

The serial port is currently being
used by another application. Close
any applications such as
communications or synchronization
software and then retry (Port
szeregowy jest obecnie uzywany
przez inng aplikacje. Nalezy
zamkna¢ wszystkie aplikacje, takie
jak oprogramowanie komunikacyjne
lub synchronizujace, a nastepnie
sprobowaé ponownie).

Shutdown timeout (Osiagnieto
limit czasu zamykania)

The instrument has exceeded the
expected time to shutdown. Please
reset the machine, and reset the
software (Aparat przekroczyt
oczekiwany czas zamykania.
Nalezy zresetowac urzadzenie i
ponownie uruchomic
oprogramowanie).

Temperature protection activated
(Wtaczono ochrone przed
temperatura)

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 (Aparat wykryt, ze
temperatura w komorze wzrosta
powyzej bezpiecznego poziomu. Z
tego wzgledu przeszedt on w tryb
autoochrony. Jesli problem bedzie
sie utrzymywat, nalezy wytgczy¢
aparat i skontaktowac sie z
dystrybutorem).

Thermistor is open (Termistor
jest otwarty)

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
(Aparat wykryt, ze termistor jest
otwarty, wiec, aby nie dopusci¢ do
uszkodzenia urzgdzenia, zostat
wytaczony. Jesli btad ten wystapi
ponownie, nalezy skontaktowac sie
z dystrybutorem).

Unrecoverable errors occurred
(Wystapily nienaprawialne btedy)

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
(Program zostat zatrzymany,
poniewaz doszto do btedéw
urzgdzenia uniemozliwiajgcych
przywrécenie jego pracy. Jesli btad
ten wystapi ponownie, nalezy
skontaktowac sie z dystrybutorem i
udostepni¢ mu plik archiwum
wsparcia).

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie prébuje potaczyé sie z
urzadzeniem za pomocg skonfigurowanego portu COM, gdy port jest
uzywany przez inne oprogramowanie.

Zamknij wszelkie aplikacje, takie jak oprogramowanie komunikacyjne lub
synchronizujace, a nastgpnie sprébuj ponownie.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wydato polecenie zamkniecia w
celu zamkniecia aparatu, a urzadzenie kontynuuje wysytanie danych po
uptywie oczekiwanego czasu.

Zresetuj urzadzenie i uruchom ponownie oprogramowanie.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wykryto, ze temperatura w
komorze wzrosta powyzej bezpiecznego poziomu, i w wyniku tego
aktywowato procedure ochrony.

Niezwtocznie wytgcz aparat i skontaktuj sig z dystrybutorem lub serwisem
technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje, gdy oprogramowanie wykryto, ze termistor jest
otwarty i dlatego nie moze odczyta¢ temperatury; nastgpnie
oprogramowanie uruchomito procedure ochrony w celu wytgczenia
urzadzenia.

Niezwiocznie wytgcz aparat i skontaktuj sie z dystrybutorem lub serwisem
technicznym firmy QIAGEN.

Ten btad wystepuje podczas trwania programu po tym, jak
oprogramowanie podjeto wszelkie mozliwe préby przywrécenia
prawidtowego dziatania, ktére zakonczyly sie niepowodzeniem.

W celu identyfikacji problemu dotyczacego aparatu wymagana jest jego
dalsza analiza przez specjaliste serwisu terenowego firmy QIAGEN.

Skontaktuj sie z dystrybutorem lub serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022

193



11.3.2 Komunikaty oprogramowania Rotor-Gene Q

Ponizej znajduje sie lista komunikatéw dotyczacych obstugi, ostrzezen i innych komunikatéw,
ktére mogg pojawi¢ sie w oprogramowaniu Rotor-Gene podczas pracy sprzetu i oprogramowania.
Kazda czes$¢ komunikatu, ktéra jest zmienna, np. charakterystyczne opisy btedéw, jest podawana
w nawiasach (np. < ERROR DESCRIPTION > (Opis btedu)).

Tres¢ komunikatu

Komunikaty ogolne

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 (Kanat surowy istnieje juz dla tej strony. W celu ponownego
utworzenia tej strony nalezy najpierw usuna¢ surowy kanat za pomoca przycisku Options (Opcje), a nastepnie
sprobowac ponownie).

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 (Wystapit powazny problem, ktéry wymaga wytaczenia oprogramowania. Po kliknieciu przycisku
OK biezaca praca uzytkownika zostanie zapisana, a urzadzenie zostanie wytgczone, jesli to mozliwe. Jesli
problem bedzie sie utrzymywat, nalezy skontaktowac sie z dystrybutorem).

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample page (Nie mozna usuna¢ tej strony.
Zawsze musi istnie¢ co najmniej jedna strona probek).

4 Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the
back of the computer, then retry (Nie mozna polaczy¢ sie z aparatem za pomoca portu szeregowego
<COMPORT>. Nalezy sprawdzi¢, czy urzagdzenie jest prawidtowo podtaczone do portu z tylu komputera, a
nastepnie sprébowaé ponownie).

5 Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any
communications software open, then retry (Nie mozna otworzy¢ portu szeregowego <COMPORT> w celu
potaczenia sig z aparatem. Nalezy sprawdzi¢, czy nie jest otwarte oprogramowanie komunikacyjne, a
nastepnie sprébowaé ponownie).

6 Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try again
(Nie mozna zapisa¢ programu, poniewaz niektére dane w formularzu sg nieprawidtowe. Nalezy sprawdzi¢
wprowadzone dane, a nastepnie sprébowac ponownie).

7 Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors (Nie mozna zapisac pliku.
Nalezy upewni¢ sie, czy na dysku znajduje sie wystarczajgca ilos¢ miejsca i nie wystepujg na nim btedy).

8 E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer (Nie
mozna uruchomi¢ aplikacji poczty e-mail. Nalezy upewni¢ sig, czy aplikacja zostata poprawnie zainstalowana
na komputerze).

9 Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message will be
logged in the messages tab of Run Info (Podczas wykonywania programu wystgpit btgd: <OPIS BLEDU>.
Program bedzie kontynuowany, a komunikat zostanie zapisany na karcie komunikatéw w obszarze Run Info
(Informacje dotyczace programu)).

10 Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the
instrument is turned on (Nie wykryto aparatu. Nalezy upewni¢ sig, ze aparat zostat prawidtowo podtgczony
oraz wigczony).

11 Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software has

been restarted (Rejestrowanie danych dziennika jest obecnie wylaczone z powodu wczesniejszego btedu.
Zarchiwizowane dzienniki nie moga by¢ wyswietlane do momentu ponownego uruchomienia

oprogramowania).

12 Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low (Nie mozna znormalizowa¢
wszystkich probek, poniewaz poziom fluorescenciji jest zbyt niski).

13 Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported (Mozna zaimportowa¢ wytgcznie
programy wykonywane za pomocg tego samego rotora, z ktérego korzysta aktualny program).

14 Please note that log files for the current run will not be available until it has completed (Nalezy zauwazy¢, ze
pliki dziennika dla biezacego programu nie beda dostepne, dopdki program nie zostanie zakornczony).

15 Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0 (Wpisz poprawng liczbg powtérzen.
Powinna by¢ wigksza od 0).

16 Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the

next run (Podczas aktualizowania danych dziennika wystapit problem. Rejestrowanie danych dziennika
zostato wytgczone, ale zostanie ponownie uruchomione przy kolejnym programie).

17 Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run's signature can be found in
the Run Info window (Dofgczanie sygnatur plikéw programu zapewnia integralno$¢ wynikéw programu.
Informacje na temat sygnatury programu mozna znalez¢ w oknie Run Info (Informacje dotyczace programu)).

Rotor-Gene Q MDx CE — Podrecznik uzytkownika 02/2022

194



Tres$¢ komunikatu
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Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples (Id. prébki jest zablokowany. Nie mozna
uzywacé funkcji wklejania wzgledem zablokowanych prébek).

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software
(Komponent TeeChart Office nie zostat zainstalowany na tym komputerze. Nalezy ponownie
zainstalowa¢ oprogramowanie Rotor-Gene).

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port (Nie wybrano
portu COM skonfigurowanego dla aparatu. Nalezy wybra¢ 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 (Zatadowany
plik programu zawiera sygnature, ktéra nie jest zgodna z zawartoscia pliku. Oznacza to, ze plik zostat
uszkodzony lub zmieniony od momentu zapisania przez oprogramowanie Rotor-Gene).

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed (Zatadowany plik
programu nie ma sygnatury. Nie mozna zagwarantowa¢ poprawnosci zawartosci pliku).

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long (Numer seryjny
urzadzenia jest nieprawidtowy. Numery seryjne musza sktada¢ sie z co najmniej 6 cyfr).

The machine will now 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 (Urzadzenie zostanie schtodzone do <TEMPERATURA> stopni. Komora i powierzchnie
aparatu podczas otwierania urzadzenia bedg nadal bardzo gorgce. Nalezy zachowa¢ ostroznos$¢ i nosi¢
rekawice ochronne w przypadku dotykania dowolnej powierzchni lub probéwek).

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal
placeholders are matching (Ustawienia regionalne komputera sg sprzeczne. Nalezy upewnic sie, ze
waluta i symbole zastgpcze separatoréw dziesigtnych sg zgodne).

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 (Numer seryjny wprowadzony na ekranie powitalnym
<NUMER SERYJNY1> nie jest zgodny z numerem seryjnym przechowywanym w podtgczonym
urzgdzeniu <NUMER SERYJNY2>. Numer seryjny w komputerze zostat zaktualizowany, aby byt
zgodny z numerem podtgczonego urzgdzenia).

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer
and then retry (Wystapit problem dotyczacy komunikacji z ptytg komunikacyjng. Nalezy ponownie
uruchomi¢ komputer, a nastepnie sprobowaé ponownie).

There was a timeout attempting to talk to the instrument. Check it is correctly plugged in (Osiggnigto
limit czasu podczas podejmowania préb potaczenia z aparatem. Nalezy sprawdzié, czy aparat jest
prawidtowo podtgczony).

This feature cannot be used in virtual mode (Tej funkcji nie mozna uzywaé w trybie wirtualnym).

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may
not load correctly (Ten plik profilu zostat utworzony w nowszej wersji oprogramowania Rotor-Gene.
Niektore elementy moga nie zatadowac sie poprawnie).

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
run may not load correctly (Ten plik programu zostat utworzony w nowszej wersji oprogramowania
Rotor-Gene. Niektére elementy programu moga nie zatadowac sie poprawnie).

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may
not load correctly (Ten plik prébek zostat utworzony w nowszej wersji oprogramowania Rotor-Gene.
Niektore elementy moga nie zatadowac sie poprawnie).

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 (To oprogramowanie przeprowadzi
podstawowg symulacje dziatania urzadzenia do celéw szkoleniowych i demonstracyjnych. Ustawienie to
mozna wytgczy¢ na ekranie Setup (Konfiguracja), dostepnym z poziomu menu File (Plik)).

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
template may not load correctly (Ten szablon zostat utworzony w nowszej wersji oprogramowania
Rotor-Gene. Niektére elementy szablonu moga nie zatadowaé sie poprawnie).

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the
run (Nie mozna zatadowac tego pliku prébek z powodu niedopasowania rozmieszczenia probowek. Te
prébki nalezy zatadowac¢ przed rozpoczeciem programu).

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 (Nie mozna nawigza¢ komunikacji z urzagdzeniem, poniewaz port <COMPORT> jest juz uzywany
przez inng aplikacjg. Nalezy sprawdzi¢, czy uruchomione sg inne aplikacje korzystajgce z tego samego
portu szeregowego, a nastepnie sprébowac ponownie).

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded
(Podczas proby zatadowania pliku wystgpity nienaprawialne btedy. Plik nie zostat zatadowany).

You cannot stop the program while the run is in progress (Nie mozna zatrzymaé programu w trakcie
jego wykonywania).
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You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator to set up
groups (Niewystarczajgce uprawnienia do korzystania z tego oprogramowania. W celu
skonfigurowania grup skontaktuj sie z administratorem domeny).

You must have performed a quantitation analysis to export samples (W celu wyeksportowania probek
nalezy wykona¢ analizeg ilosciowa).

You must select a COM port before continuing (Przed kontynuowaniem nalezy wybra¢ port COM).

Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative
location to save your run (Nie mozna zapisa¢ programu w lokalizacji domysinej. Aby zapisa¢ program,
nalezy wybra¢ inng lokalizacje w kolejnym oknie).

Your settings have been saved. Click OK to close the software (Ustawienia zostaty zapisane. Kliknij
przycisk OK, aby zamkng¢ oprogramowanie).

You must select a rotor before continuing (Przed kontynuowaniem nalezy wybra¢ rotor).

You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached
(Program nie moze zostac¢ rozpoczety, jesli nie zaznaczono pola wyboru w celu potwierdzenia
zamocowania pierscienia blokujgcego).

Komunikaty dotyczace regulacji wzmocnienia automatycznego

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 (Podczas recznej
regulacji wzmocnienia wykorzystywane sg kanaty zdefiniowane w profilu. Wykonanie recznej regulacji
wzmocnienia nie jest mozliwe, poniewaz w profilu nie zdefiniowano zadnych punktéw akwizyciji).

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a
valid temperature (Wprowadzona temperatura nie zostata zapisana, poniewaz wykraczata poza zakres
temperatur urzadzenia. Nalezy wprowadzi¢ prawidiowg temperature).

Komunikaty dotyczace edytora

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no
spaces or commas (Nalezy wprowadzi¢ prawidtowy kod grupy. Kody grup moga sktada¢ sie
maksymalnie z 5 znakdéw i nie moga zawiera¢ spacji ani przecinkéw).

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty (Nalezy
wprowadzi¢ prawidlowg nazwe grupy. Nazwy grup nie mogg zawiera¢ przecinkéw ani by¢ puste).

Komunikaty dotyczace kalibracji denaturacji optycznej

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 (Nie mozna ustawi¢ jako punkt denaturacji optycznej ze wzgledu na btgd
kalibracji. Nalezy wprowadzi¢ prawidtowg liczbe sekund wstrzymania. Powinna to by¢ warto$¢ dodatnia).

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 (Podczas kalibracji denaturaciji optycznej nie wykryto piku topnienia. Moze to by¢
spowodowane wyborem nieprawidtowej probowki do kalibracji lub uzyciem niewtasciwych substancii
chemicznych dla tej probki. Zamiast tego wykonano profil etapu czasowego).

Komunikaty dotyczace OTV

You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (W celu wykonania programu nalezy
wprowadzi¢ prawidtowy numer seryjny OTV).

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene
software to correct this error (Ten plik weryfikacji temperatury zostat uszkodzony. Nalezy odinstalowa¢
i ponownie zainstalowa¢ oprogramowanie Rotor-Gene, aby naprawi¢ ten btad).

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed (Ten plik programu nie ma prawidtowej
sygnatury. Nie mozna wyswietli¢ wynikow).

You cannot start until you tick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed
correctly (Nie mozna rozpoczaé, jesli nie zaznaczono pola wyboru w celu potwierdzenia prawidtowego
umieszczenia wktadu fluorescencyjnego).

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement (Uptynat termin
waznosci tego rotora. W celu jego wymiany nalezy skontaktowac sie z dystrybutorem).

Komunikaty dotyczace menu bezpieczenstwa

Could not open the Windows user/group manager (Nie mozna otworzy¢ menedzera
uzytkownikéw/grup systemu Windows).

Could not create groups (Nie mozna utworzy¢ grup).
Cannot modify access of inbuilt accounts (Nie mozna zmodyfikowa¢ poziomu dostepu wbudowanych kont).
Menu analizy

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 (Wybrano tylko jeden kanat do
analizy. Aby wybra¢ wiele kanatéw, nalezy rozciggna¢ prostokat nad kanatami, ktére majg zosta¢
wys$wietlone w oknie wyboru analizy).
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You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels
to be analysed (Wybrano wiele kanatéw do analizy. Za pomoca tej techniki mozna analizowac tylko
jeden kanat).

Komunikaty dotyczace pomiaru stezenia

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you
have your highest concentration standard in the first rotor position (Pomiar stezenia wykonuje
optymalizacje wzmocnienia automatycznego na podstawie pierwszej pozycji rotora. Nalezy upewni¢
sie, ze w pierwszej pozycji rotora znajduje sie wzorzec o najwyzszym stezeniu).

Komunikaty dotyczace analizy punkty koncowego

To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define
these controls click OK (Aby wykonaé analize punktu koncowego, w kazdym kanale musi znajdowac
sie kontrola pozytywna i kontrola negatywna. W celu zdefiniowania tych kontroli nalezy klikna¢ przycisk
OK).

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing (Nie zdefiniowano zadnej kontroli pozytywnej. Dla kazdego analizowanego kanatu nalezy
zdefiniowaé kontrole pozytywna).

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you
are analysing (Nie zdefiniowano zadnej kontroli negatywnej. Dla kazdego analizowanego kanatu
nalezy zdefiniowac¢ kontrole negatywna).

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group (Nie
zdefiniowano zadnej kontroli NTC. Dla kazdej grupy nalezy zdefiniowa¢ kontrole NTC).

Komunikaty dotyczace analizy HRM

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined (Genotyp <NAZWA GENOTYPU>
nie ma zdefiniowanej kontroli).

Duplicate genotype combinations are not allowed (Zduplikowane kombinacje genotypow sa
niedozwolone).

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more
information (W tym aparacie nie mozna wykona¢ analizy topnienia w wysokiej rozdzielczosci. Aby
uzyska¢ wiecej informacji, nalezy skontaktowac sie z dystrybutorem).

Komunikaty dotyczace analizy topnienia

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try
again (Nie mozna zdefiniowa¢ genotypéw do momentu ustalenia przedziatéw. Nalezy zdefiniowa¢
wszystkie przedziaty i sprobowaé ponownie).

You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype (Nalezy wprowadzi¢ skrét dla
genotypu <NAZWA GENOTYPU>).

Komunikaty dotyczace analizy wykresu rozrzutu

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 (Do analizy wykresu rozrzutu nalezy wybra¢ doktadnie 2
kanaty. Aby wybra¢ wiele kanatéw, nalezy rozciggngc¢ prostokat nad kanatami, ktére majag zostac¢
wys$wietlone w oknie wyboru analizy, lub klikng¢ poszczegdlne kanaty, przytrzymujac klawisz SHIFT).
Komunikaty dotyczace analizy ilosciowej

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...” (Funkcja automatycznego wyszukiwania

progu wymaga zdefiniowania co najmniej 2 wybranych wzorcéw. Aby to skonfigurowac, nalezy klikng¢
liste prébek prawym przyciskiem myszy i wybraé opcje edytowania probek).
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12 Stowniczek

Termin

Opis

Akwizycja

Przedziaty

CE-IVD

Kanat

Wzmocnienie

Optymalizacja
wzmocnienia

Loading Block

pierscien blokujacy
Locking Ring

Rotor

Rotor-Disc

Akwizycja to proces gromadzenia danych fluorescencyjnych. Kazda akwizycja (zbior
danych fluorescencyjnych) z kanatu jest wy$wietlana w oprogramowaniu w formie
niepoddanych analizie danych w oknie ,Raw channel” (Kanat surowy). Dane te mozna
analizowaé¢ za pomocg opcji w menu ,Analysis” (Analiza).

Podczas analizy topnienia przedziaty sg ustawiane w taki sposob, aby definiowaty obszar
w ktérym oczekiwane jest wystapienie piku topnienia. Na podstawie obecnosci pikow
w okreslonych przedziatach lub kombinacjach przedziatéw mozna zdefiniowa¢ genotypy.

Zgodnos¢ z europejskg dyrektywa 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie
wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro.

Kanat sktada sie z diody elektroluminescencyjnej (Light Emitting Diode, LED) z filtrem
wzbudzenia sparowanym z filtrem emisji. Dioda LED i filtr wzbudzenia powodujg
wzbudzanie prébek falg o konkretnej dtugosci. Przed wykryciem fluorescencji emitowanej
przez probki przez fotopowielacz fluorescencja przechodzi przez filtr emis;ji.

Aparat Rotor-Gene Q MDx wykorzystuje fotopowielacz do zbierania fotonéw
fluorescencyjnych i przeksztatcania ich w sygnaty elektroniczne. Wzmocnienie to
ustawienie, ktore okresla czuto$¢ fotopowielacza. Jesli wzmocnienie jest ustawione na
zbyt wysoka warto$¢, sygnat jest przesycony. Jesli wzmocnienie jest ustawione na zbyt
niskg warto$¢, nie jest mozliwe odréznienie sygnatu od szumu tta.

Optymalizacja wzmochnienia to proces, podczas ktérego ustawienie wzmocnienia jest
dostosowywane w sposéb dynamiczny, umozliwiajac wybor odpowiedniego ustawienia
zapewniajgcego optymalng detekcje sygnatu.

Bloki Loading Block to aluminiowe bloki dostepne w réznych formatach, ktére stuza do
przytrzymywania probéwek lub dyskéw Rotor-Disc podczas przygotowywania reakc;ji.
Bloki Rotor-Disc Loading Block sg rowniez uzywane ze zgrzewarka Rotor-Disc Heat
Sealer w celu zgrzewania na gorgco dyskow Rotor-Disc.

Pierscienie Locking Ring (Pierscien blokujacy) to metalowe pierscienie naktadane na
rotor, aby zapobiec obluzowaniu sie probéwek i zatyczek podczas pracy aparatu Rotor-
Gene Q MDx. Obluzowane zatyczki i probéwki moga spowodowaé uszkodzenie aparatu.

Metalowy rotor przytrzymuje probéwki lub dyski Rotor-Disc w aparacie Rotor-Gene Q
MDx. Umozliwia to wirowanie probek w komorze aparatu i zapewnia prawidtowe
wyréwnanie probek z uktadem optycznym. Rotor jest blokowany za pomocg pierscienia
Locking Ring.

Dyski Rotor-Disc to okragte ptytki zawierajgce dotki reakcyjne skierowane pionowo. Dyski
Rotor-Disc sg dostepne w formacie dla 72 i 100 reakcji. Dyski Rotor-Disc sg uszczelniane
za pomoca folii Rotor-Disc Heat Sealing Film oraz zgrzewarki Rotor-Disc Heat Sealer.
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13 Dane techniczne

Firma QIAGEN zastrzega sobie prawo do wprowadzania zmian w danych technicznych w

dowolnym momencie.

13.1  Warunki srodowiskowe — warunki pracy

Zasilanie 100-240 V AC, 50-60 Hz, 520 VA (szczyt)
Zuzycie energii 60 VA (czuwanie)

Wahania napigcia sieci nie mogg przekracza¢ 10% napigcia znamionowego.

Bezpiecznik Bezpiecznik F5A 250 V

Rozpraszanie ciepta / obcigzenie  Srednio: 0,183 kW (632 BTU/godz.)
ciepine Szczyt: 0,458 kW (1578 BTU/godz.)
Kategoria przepig¢ 1l

Temperatura powietrza od 18 do 30°C

Wilgotno$¢ wzgledna 10-75% (bez kondensacji)

Wysoko$¢ n.p.m. Do 2000 m

Miejsce obstugi Wytacznie do uzytku w pomieszczeniach
Poziom emisji zanieczyszczen 2

Klasa $rodowiskowa 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Warunki transportu

Temperatura powietrza od —25°C do 60°C w opakowaniu producenta
Wilgotno$é wzgledna Maks. 75% (bez kondensacji)
Klasa $rodowiskowa 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Warunki przechowywania

Temperatura powietrza od 15°C do 30°C w opakowaniu producenta
Wilgotno$¢ wzgledna Maks. 75% (bez kondensacji)
Klasa $rodowiskowa 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Dane mechaniczne i charakterystyka sprzetu

Wymiary Szeroko$¢: 370 mm
Wysoko$¢: 286 mm
Glebokos¢ (bez kabli): 420 mm

Gtebokos$¢ (otwarte drzwiczki): 538 mm

Masa 12,5 kg przy standardowej konfiguracji
Pojemnosé Do 100 prébek na program przy uzyciu dysku Rotor-Disc 100
Oprogramowanie Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3.x (gdzie x oznacza liczbe 20)
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13.5 Specyfikacje (sprzet i oprogramowanie)

13.5.1 Specyfikacje dotyczgce temperatur

Opis Specyfikacja
Zakres temperatur od 35°C do 99°C

(od 50°C do 99°C w celu wykonywania cykli)
Doktadnos$¢ temperatury +0,5°C

(skalibrowana za pomoca procedury Rotor-Disc OTV)
Rozdzielczo$¢ temperatury +0,02°C

(najmniejszy programowalny przyrost)
Jednolito$¢ temperatury +0,02°C

13.5.2 Dane techniczne elementdw optycznych

Opis Specyfikacja

Zrédia wzbudzenia Diody elektroluminescencyjne o wysokiej mocy
Detektor Fotopowielacz

Czas akwizycji 4s
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14 Zatgcznik A — zagadnienia prawne

14.1 Deklaracja FCC

Komisja ,United States Federal Communications Commission” (Amerykanska Federalna Komisja
tacznosci, USFCC) (47 CFR 15. 105) zadeklarowata, ze uzytkownicy tego produktu musza
zosta¢ poinformowani o nastepujacych faktach i okolicznosciach.

,Urzadzenie jest zgodne z czescig 15 przepiséw FCC: W czasie pracy urzgdzenie musi spetniac
nastepujgce dwa warunki: (1) urzgdzenie nie moze powodowaé szkodliwych zaktocen i (2)
urzgdzenie musi by¢ odporne na dziatanie wszelkich zaktécen pochodzacych od innych

urzgdzen, w tym takich, ktére mogg powodowacé niepozgdane dziatanie”.
»10 urzgdzenie cyfrowe klasy B jest zgodne z kanadyjskg normg ICES-003".

Ponizsze o$wiadczenie odnosi sie do produktow objetych niniejszym podrecznikiem, chyba ze
okreslono inaczej. Oswiadczenie dla innych produktow pojawi sie w dokumentacji towarzyszace;.

Uwaga: To urzgdzenie zostalo przetestowane i stwierdzono, ze spetnia ograniczenia dla
urzadzen cyfrowych klasy B, zgodnie z czescig 15 przepisow FCC, oraz spetnia wszystkie
wymogi kanadyjskiej normy dotyczgcej urzadzen powodujgcych zaktocenia ICES-003 dla
urzadzen cyfrowych. Limity te majg na celu zapewni¢ odpowiednig ochrone przed szkodliwymi
zaktoceniami w srodowisku mieszkalnym. To urzadzenie generuje, wykorzystuje i moze emitowac
energie o czestotliwosci radiowej, a jesli nie bedzie zainstalowane i uzywane zgodnie z
instrukcjami, moze powodowac szkodliwe zaktocenia komunikacji radiowej. Jednakze nie mozna
zagwarantowac, ze zakidcenia nie wystgpig w danej instalacji. Jesli to urzadzenie powoduje
szkodliwe zaktdcenia w odbiorze sygnatu radiowego lub telewizyjnego, co mozna stwierdzic,
wytgczajgc i wigczajgc urzgdzenie, zaleca sie, aby uzytkownik sprébowat usungé zakitdcenia,

wykonujgc jedng lub wiecej z ponizszych czynnosci:

e zmieni¢ orientacje lub potozenie anteny odbiorczej;

e zwiekszy¢ odlegto$¢ miedzy urzgdzeniem a odbiornikiem;

e podigczy¢ urzgdzenie do gniazdka w innym obwodzie niz ten, do ktérego podtgczony jest
odbiornik;

skontaktowac sie ze sprzedawcg lub doswiadczonym technikiem radiowym/telewizyjnym w celu

uzyskania pomocy.
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14.2 Zgodnosc¢ z normg IEC EN 61326

Aparat Rotor Gene-Q MDx spetnia wymagania dotyczgce emisji zaktocen i odpornosci na
zaktécenia opisane w normach IEC 61326-1 i IEC 61326-2-6.

Firma QIAGEN GmbH Germany nie ponosi odpowiedzialnosci za jakiekolwiek zaktdcenia radiowe
i telewizyjne spowodowane przez wprowadzenie nieautoryzowanych zmian w urzgdzeniu oraz
wymiane lub poditgczenie kabli i urzadzen innych niz te okreslone przez firme QIAGEN GmbH,
Germany. Usuniecie zaktdcen spowodowanych przez wprowadzenie nieautoryzowanych zmian,

wymiana lub podigczenie kabli lub urzadzen bedzie obowigzkiem uzytkownika.
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14.3 Deklaracja zgodnosci
Nazwa i adres oficjalnego producenta

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
Niemcy

Aktualng deklaracje zgodnosci mozna otrzymaé na zyczenie od serwisu technicznego firmy
QIAGEN.
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14.4 Zuzyty sprzet elektryczny i elektroniczny (WEEE)

Niniejsza cze$¢ zawiera informacje na temat usuwania zuzytego sprzetu elektrycznego

i elektronicznego przez uzytkownikow.

Symbol przekre$lonego kosza na Smieci (patrz nizej) wskazuje, ze tego produktu nie nalezy
wyrzucac¢ razem z innymi odpadami; nalezy go dostarczy¢ do zatwierdzonego zaktadu utylizacji
lub do wyznaczonego punktu zbiérki odpadéw przeznaczonych do recyklingu, zgodnie

z lokalnymi przepisami i wytycznymi.

Selektywna zbidrka i recykling zuzytego sprzetu elektrycznego i elektronicznego w momencie
jego usuwania pomaga chroni¢ zasoby naturalne i zapewnia, ze produkt jest poddawany

recyklingowi w sposob, ktory chroni zdrowie ludzkie i sSrodowisko.

Na zadanie firma QIAGEN moze zapewni¢ recykling sprzetu za dodatkowg optatg. W Unii
Europejskiej, zgodnie z okreslonymi wymogami dyrektywy WEEE dotyczgcymi recyklingu oraz
w przypadku dostarczenia produktu zamiennego przez firme QIAGEN, firma QIAGEN zapewnia

bezptatny recykling sprzetéw elektronicznych oznaczonych znakiem WEEE.

W celu recyklingu sprzetu elektronicznego nalezy skontaktowac sie z lokalnym biurem sprzedazy
firmy QIAGEN, aby uzyska¢ wymagany formularz zwrotu. Po przestaniu formularza firma
QIAGEN skontaktuje sie¢ z uzytkownikiem, aby uzyska¢ informacje niezbedne do ustalenia

terminu odbioru zuzytego sprzetu elektronicznego lub aby przedstawi¢ indywidualng oferte.
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14.5 Klauzula odpowiedzialnoSci

Firma QIAGEN zostanie zwolniona ze wszelkich zobowigzan wynikajgcych z gwarangiji
w przypadku przeprowadzenia napraw lub wprowadzenia zmian przez osoby inne niz personel
firmy QIAGEN, z wyjatkiem sytuacji, w ktérych Firma wyrazita pisemng zgode na
przeprowadzenie takich napraw lub wprowadzenie zmian.

Wszystkie materiaty wymienione w ramach niniejszej gwarancji bedg objete gwarancjg tylko
przez czas obowigzywania oryginalnej gwarancji, lecz nie dtuzej niz do pierwotnego terminu
waznosci oryginalnej gwarancji, chyba ze czionek kierownictwa Firmy wyrazi na to pisemng
zgode. Urzadzenia odczytujgce, urzadzenia interfejsowe i powigzane oprogramowania bedg
objete gwarancja tylko przez okres oferowany przez oryginalnego producenta tych produktow.
Oswiadczenia i gwarancje ztozone przez dowolng osobe, w tym przedstawicieli firmy QIAGEN,
ktore sg niespojne lub sprzeczne z warunkami okreslonymi w niniejszej gwarancji, nie sg wigzgce
dla Firmy, chyba zZe zostaly sporzadzone na piSmie i zatwierdzone przez czionka kierownictwa
firmy QIAGEN.
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14.6 Umowa licencyjna na oprogramowanie

1. W dalszej czesci umowy termin ,Qiagen” odnosi sie do firmy Qiagen GmbH i jej firm
stowarzyszonych, a termin ,oprogramowanie” oznacza programy i dane dostarczone na
opisanych tutaj warunkach na niniejszym nosniku fizycznym (np. CD-ROM) lub przez internet. (W
razie wystgpienia jakichkolwiek watpliwosci dotyczgcych znaczenia dowolnego aspektu niniejszej
umowy lub w razie wystgpienia jakichkolwiek pytan prosimy o ich przestanie za posrednictwem
poczty e-mail na adres support@giagen.com). Oprogramowanie i towarzyszaca mu
dokumentacja zostaly opracowane catkowicie na koszt prywatny firmy. Sg dostarczane

i licencjonowane jako ,komercyjne oprogramowanie komputerowe”.
2. Licencja

Niniejsza licencja nie stanowi o przyznaniu tytulu prawnego ani witasnos$ci wzgledem
oprogramowania i nie stanowi o sprzedazy jakichkolwiek praw do oprogramowania. Firma Qiagen
przyznaje licencje o charakterze niezbywalnym i niewytacznym, ktdrej warunki sg nastepujgce:

2.1 Licencjobiorca moze korzysta¢ z dowolnej liczby kopii oprogramowania w obrebie swojej
organizacji, pod warunkiem Ze oprogramowanie to jest dostepne do uzycia wytgcznie przez
pracownikéw tej organizacji oraz ze organizacja ta jest aktualnie wtascicielem aparatu Rotor-Gene Q.
Udostepnienie tego oprogramowania do uzytku poza organizacjg stanowi naruszenie niniejszej

umowy.

2.2 Licencjobiorca moze wykonywac kopie oprogramowania tylko w przypadku, gdy jest to
konieczne do celdéw tworzenia kopii zapasowych lub gdy kopiowanie jest istotnym etapem
autoryzowanego korzystania z oprogramowania. Licencjobiorca jest zobowigzany do powielenia
wszystkich informacji o prawach autorskich zawartych w oryginalnym oprogramowaniu
i zamieszczenia ich we wszystkich kopiach. W zadnym wypadku nie wolno kopiowaé
oprogramowania i umieszczaé go na jakiejkolwiek tablicy ogtoszen, w witrynie internetowej lub

podobnych publicznych lub prywatnych systemach dystrybuc;ji.

2.3 Nie wolno udostepnia¢ oprogramowania stronom trzecim poprzez jego przekazanie,

wypozyczenie lub dzierzawe.

2.4 Oprogramowanie lub jakakolwiek czes¢ oprogramowania nie mogg by¢ wigczane do
programow lub systemoéw komputerowych opracowanych lub uzywanych przez licencjobiorce.
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2.5 Licencjobiorca nie moze uzywac ani tworzy¢ plikéw danych lub innych plikoéw przetwarzanych
przez oprogramowanie (z wyjatkiem sytuacji, gdy ma to miejsce podczas normalnej pracy
Z oprogramowaniem).

2.6 Zabrania sie demontowania, inzynierii wstecznej, kompilacji wstecznej, odblokowywania
i tumaczenia jakiejkolwiek cze$ci oprogramowania oraz podejmowania jakichkolwiek prob
odkrycia kodu zrédtowego lub podstawowych algorytméw oprogramowania. Licencjobiorca nie
moze zmienia¢ zadnych plikéw danych lub innych plikéw wchodzgcych w sktad oprogramowania

(z wyjatkiem sytuacji, gdy ma to miejsce podczas normalnej pracy z oprogramowaniem).

2.7 W przypadku wersji demonstracyjnej lub prébnej oprogramowania, na mocy licencji
z oprogramowania mozna korzysta¢ wytacznie w celach ewaluacyjnych i w ramach opisanych
ograniczen (takich jak limit czasowy, ograniczona liczba uruchomien lub inne ograniczenia).
Oprogramowanie moze, ale nie musi, podejmowac proby egzekwowania tych ograniczen, jednak
sytuacje, gdy ograniczenia te nie sg egzekwowane przez oprogramowanie nie sg tozsame
z licencjg umozliwiajgca przekroczenie tych ograniczen przez licencjobiorce.

2.8 Licencjobiorca wyraza zgode na uzyskanie niezbednego klucza rejestracyjnego/licencyjnego
wylgcznie od firmy Qiagen lub autoryzowanego dystrybutora oraz na zachowanie tego klucza
w Scistej tajemnicy przed wszystkimi stronami trzecimi.

3. Rozwigzanie/wygasnigcie umowy

3.1 W przypadku nieprzestrzegania warunkéw niniejszej licencji przez licencjobiorce, bez
uszczerbku dla jakichkolwiek innych praw, firma Qiagen ma prawo do rozwigzania niniejszej
umowy licencyjne;.

3.2 W ciggu 7 dni od wygasniecia niniejszej umowy licencjobiorca jest zobowigzany do
dostarczenia do firmy Qiagen dokumentu poswiadczajgcego o zniszczeniu oryginalnego
oprogramowania i jego wszystkich kopii oraz o zniszczeniu wszystkich kopii klucza
rejestracyjnego/licencyjnego. Licencjobiorca moze rozwigza¢ niniejsza umowe w dowolnym
momencie, dostarczajgc do firmy dokument z takim poswiadczeniem.
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4. Ograniczona gwarancja/odpowiedzialnos$¢
4.1 Firma Qiagen moze zagwarantowac wytgcznie, co nastepuje:

a) Jesli oprogramowanie zostato dostarczone na ptycie CD-ROM, ptyta CD-ROM jest wolna od
wad materiatowych i produkcyjnych przy normalnym uzytkowaniu przez okres dziewiecdziesieciu

dni od daty zakupu. (Kazda wadliwa ptyta CD-ROM podlega bezptatnej wymianie przez firme).

b) W przypadku prawidtowego uzytkowania oprogramowanie bedzie dziatatlo w sposob zgodny
z dokumentacjg dostarczong z oprogramowaniem lub innymi informacjami opublikowanymi przez

firme Qiagen przez okres dziewieédziesieciu dni od daty jego zakupu.

4.2 Catkowita odpowiedzialnos¢ firmy Qiagen oraz przystugujace nabywcy zados$éuczynienie
ograniczajg sie wytacznie, wedtug uznania firmy Qiagen, do rekompensaty w wysokosci dwustu
pie¢dziesieciu dolarow amerykanskich (250 USD) albo wymiany oprogramowania, w sytuacji gdy
oprogramowanie nie spetnia warunkéw ograniczonej gwaranciji.

4.3 Z WYJATKIEM GWARANCJI WYMIENIONYCH W POWYZSZYM PUNKCIE 4.1 ORAZ
W MAKSYMALNYM ZAKRESIE DOZWOLONYM PRZEZ PRAWO FIRMA QIAGEN NIE
UDZIELA ZADNYCH INNYCH GWARANCJI W ODNIESIENIU DO OPROGRAMOWANIA.

44 W MAKSYMALNYM ZAKRESIE DOZWOLONYM PRZEZ PRAWO ORAZ W ZADNYCH
OKOLICZNOSCIACH ANI NA MOCY ZADNEJ PODSTAWY PRAWNEJ, PRAWA DELIKTOWEGO,
UMOWY LUB Z INNEGO TYTULU FIRMA QIAGEN NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI WOBEC
LICENCJOBIORCY LUB INNEJ OSOBY ZA JAKIEKOLWIEK SZKODY POSREDNIE,
SZCZEGOLNE, PRZYPADKOWE LUB WTORNE O DOWOLNYM CHARAKTERZE, W TYM
MIEDZY INNYMI SZKODY Z TYTULU UTRATY WEASNOSCI, WSTRZYMANIA PRAC, AWARII
LUB WADLIWEGO DZIALANIA KOMPUTERA LUB JAKIEKOLWIEK INNE SZKODY ORAZ
SZKODY LUB STRATY HANDLOWE, NAWET JESLI FIRMA QIAGEN ZOSTANIE
POINFORMOWANA O MOZLIWOSCI WYSTAPIENIA TYCH SZKOD. W KAZDYM PRZYPADKU
CALKOWITA ODPOWIEDZIALNOSC FIRMY QIAGEN NA MOCY NINIEJSZEJ UMOWY BEDZIE
OGRANICZONA DO OPLATY LICENCYJNEJ ZAPLACONEJ PRZEZ LICENCJOBIORCE ZA
OPROGRAMOWANIE. NINIEJSZE OGRANICZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI NIE MA
ZASTOSOWANIA DO ODPOWIEDZIALNOSCI ZA SMIERC LUB USZKODZENIA CIALA
W ZAKRESIE, W JAKIM OBOWIAZUJACE PRAWO ZAKAZUJE TAKIEGO OGRANICZENIA.
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15 Zatgcznik B — techniki matematyczne

W tym zatgczniku szczegdtowo opisano stosowane techniki matematyczne.
156.1 Oznaczenie iloSciowe

Obliczone stezenia sg otrzymywane na podstawie modelu prostej regres;ji liniowej, przy znanych
wartosciach logarytmicznych stezen (x) i wartosciach doswiadczalnych CT (y).

Wartosci logarytmiczne stezen i wartosci CT wzorcow stuzg do konstruowania modelu w postaci:
y=Mx+B
15.1.1 Przedziaty ufnosci dla obliczonych stezen

W celu oszacowania nowej obserwacji xO na postawie krzywej wzorcowej uzywany jest

nastepujgcy przedziat ufnosci 100(1- a)%.

11"[] — .fl:l “:
- - | _
H 1 i e

Jest to przedziat ufnosci dla stezenia pojedynczej nieznanej prébki.

Zatézmy, ze mamy k dalszych obserwaciji przy x = x0 i oznaczamy ich $rednig za pomocg }.D .

W takim przypadku

2
- . T
Yo ~ NG + B1xg. ;—\|

a argumenty podobne do powyzszych dajg

%

T4
1*in—2.a/2

Ten wzér okresla sposéb wyznaczania przedziatéw ufnosci dla stezen uzyskanych z powtérzen

nieznanej probeki.
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W celu oszacowania wzorcow mozna uzyska¢ wezszy przedziat ufnosci:

Yo— /3 5 1 (xg — )2 . 1
S A RN
. q P22

] L Dpr

Wzér ten implikuje, ze dodanie powtérzen do stezenia pojedynczego wzorca zmniejsza
szeroko$¢ przedziatu dla wszystkich oszacowan, gdyz warto$¢ n jest zwiekszana. Dodanie duze;j
liczby powtdrzeh do nieznanej probki redukuje niepewnos¢ jej oznaczenia do pojedynczego
wzorca. Dodatkowe powtdrzenia zmniejszajg niepewnosé ze wzgledu na to, ze nieznana prébka
nie stanowi czgsci modelu liniowego.

15.1.2 Przedziaty ufnosci dla wartoéci CT
Zaktadamy, ze btad wartosci CT powtdrzen jest liniowy i ma rozktad normalny.
W zwigzku z tym korzystamy z przedziatu ufnosci dla jednej probki t. Przyjmijmy, ze warto$¢ p to

$rednia wartosci CT powtorzen I [ SRV zwigzku z tym przedziat ufnosci 100
(1 — a)% dla wartosci y CT wynosi:

(J' —lajan-1-—= T tlajan-1- —)
VAL Vo

Pragniemy podziekowa¢ Peterowi Cookowi z Wydzialu Matematyki Uniwersytetu Nowej

Potudniowej Walii w Sydney w Australii, ktdry stuzyt nieoceniong pomoca w weryfikaciji
zastosowanych metod matematycznych.
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16 Dane do zamowienia

16.1 Produkty, akcesoria i materiaty eksploatacyjne dla aparatu

Rotor-Gene Q MDx

Produkt Spis tresci

Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx 5plex  Aparat do reakgc;ji real-time PCR,
5-kanatowy (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria,

1 rok gwarancji naprawy obejmujgcej
czesci i robocizne

Rotor-Gene Q MDx 5plex  Cykler do reakc;ji real-time PCR i

HRM analizator High Resolution Melt
Analyzer z 5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
z dodatkowym kanatem HRM;
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne.

Rotor-Gene Q MDx 6plex  Cykler do reakgc;ji real-time PCR z 6
kanatami (niebieski, zielony, Z6tty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy),
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne

Akcesoria

Rotor-Disc 100 Starter Kit Zestaw zawiera: Rotor-Disc 100 (2
pakiety), Rotor-Disc Heat Sealer,
Rotor-Disc Heat Sealing Film,
Rotor-Disc 100 Rotor i Locking Ring,
Rotor-Disc 100 Loading Block, Rotor-
Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc 100 (30) 30 osobno zapakowanych dyskéw na
3000 reakcji

Rotor-Disc 100 (300) 10 pakietéw po 30 osobno
zapakowanych dyskéw na 30 000 reakgji

9002022

9002032

9002042

Na Zzadanie

981311

981313
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Produkt

Spis tresci

Nr kat.

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Rotor-Disc 100 Loading
Block

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

Do podtrzymywania dyskéw Rotor-Disc
100 w aparacie Rotor-Gene Q MDx;
wymagany pierscien Rotor-Disc 100
Locking Ring

Do blokowania dysku Rotor-Disc 100
w rotorze Rotor-Disc 100 Rotor

Aluminiowy blok do recznego
i automatycznego przygotowania
reakcji w dyskach Rotor-Disc 100

W celu wspomagania oznaczania
dotkéw podczas recznego
przygotowywania reakcji w bloku
Rotor-Disc Loading Block

Aparat do zgrzewania na gorgco

do uzytku z dyskami Rotor-Disc;
wymagany blok Rotor-Disc 72 Loading
Block lub Rotor-Disc 100 Loading
Block

60 arkuszy folii do uszczelniania dyskéw
Rotor-Disc 100 lub Rotor-Disc 72

10 pakietow po 60 arkuszy folii do
uszczelniania dyskéw Rotor-Disc
100 lub Rotor-Disc 72

Zestaw zawiera: Rotor-Disc 72

(3 pakiety), Rotor-Disc Heat Sealer,
Rotor-Disc Heat Sealing Film, Rotor-
Disc 72 Rotor i Rotor-Disc 72 Locking
Ring, Rotor-Disc 72 Loading Block,
Rotor-Disc Pipetting Aid

24 osobno zapakowanych dyskow na
1728 reakc;ji

10 pakietéw po 24 osobno
zapakowane dyski na 17 280 reakcji

Do podtrzymywania dyskéw Rotor-Disc
72 w aparacie Rotor-Gene Q MDx;
wymagany pierscien Rotor-Disc 72
Locking Ring

9018895

9018896

9018909

9018897

9018898

981601

981604

Na zadanie

981301

981303

9018899
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Produkt

Spis tresci

Nr kat.

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

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

Loading Block 72 x
0.1 ml Multi-channel

PCR Tubes, 0.2 ml
(1000)

PCR Tubes, 0.2 ml
(10000)

36-Well Rotor

36-Well Rotor Locking
Ring

Loading Block 96 x
0.2 ml Tubes

Do blokowania dysku Rotor-Disc 72
w rotorze Rotor-Disc 72 Rotor

Aluminiowy blok do recznego
i automatycznego przygotowania
reakcji w dyskach Rotor-Disc 72

250 paskow po 4 probdwki i wieczka
na 1000 reakcji

10 x 250 paskow po 4 probowki
z zatyczkami na 10 000 reakc;ji

Do przytrzymywania probdwek Strip
Tubes and Caps, 0.1 ml; wymagany
pierscien Locking Ring 72-Well Rotor

Do przytrzymywania probowek Strip
Tubes and Caps, 0.1 ml, w rotorze
72-Well Rotor

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakgcji
jednokanatowg pipetg w ukfadzie
72 proboéwek o pojemnosci 0,1 ml

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji w
probowkach w ukftadzie 72 x 0,1 ml za
pomocg pipety wielokanatowej

1000 cienkosciennych probowek na
1000 reakc;ji

10 pakietéw po 1000 cienkosciennych
proboéwek na 10 000 reakgc;ji

Do przytrzymywania probowek PCR

Tubes, 0.2 ml; wymagany pierscien 36-

Well Rotor Locking Ring

Do blokowania probéwek PCR Tubes,
0.2 ml w rotorze 36-Well Rotor

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji

w standardowej matrycy 8 x 12 przy
uzyciu 96 probéwek po 0,2 mi

9018900

9018910

981103

981106

9018903

9018904

9018901

9018902

981005

981008

9018907

9018906

9018905
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Produkt Spis tresci Nr kat.

Rotor-Disc OTV Kit Zestaw do optycznej weryfikaciji 981400
temperatury systeméw Rotor-Gene,
zawiera dysk Rotor-Disc z fabrycznie
zatadowanymi termochromatycznymi
ciektymi krysztatami, wktady
fluorescencyjne; wymagany rotor Rotor-
Disc 72 Rotor i pierscien Locking Ring
lub zestaw Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor Holder Metalowy wolnostojacy uchwyt do 9018908
montazu probowek i dyskéow Rotor-
Discs w rotorach

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegolnych
produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw firmy QIAGEN sg dostepne
w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamdwic¢ w serwisie technicznym firmy QIAGEN
lub u lokalnego dystrybutora.
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Umowa ograniczonej licencji dla aparatu Rotor-Gene Q MDx
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujace warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg uzycia i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sig w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania lub tgczenia sktadnikéw zawartych
w tym zestawie ze sktadnikami nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji uzycia oraz
dodatkowych protokotach dostepnych w witrynie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z
myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie naruszajg praw stron trzecich.
Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani odsprzedawac.
Firma QIAGEN podkresla, Ze nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

o h 0D

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzujg sig¢ nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢ do
wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze egzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej Umowy
ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztéw sagdowych, w tym wynagrodzen
prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowienn Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego
sktadnikéw.

Aktualne warunki licencji s dostepne na stronie www.giagen.com

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTaq®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (QIAGEN Group); Adobe®, lllustrator®
(Adobe Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific lub podmioty zalezne); 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.). Zastrzezonych nazw, znakow towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly wyraznie oznaczone jako zastrzezone,
nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa. Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jeZeli nie zostaty
wyraznie oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

TeeChartOffice: Copyright 2001-2013 by David Berneda. Wszelkie prawa zastrzezone.

Dla stosownych krajow:

Ten termocykler do wykonywania analizy w czasie rzeczywistym jest objety licencjig na mocy amerykanskich praw patentowych dla urzadzen lub systeméw
przeprowadzajgcych zautomatyzowane cykle termiczne z detektorami fluorescencyjnymi i sg prowadzone wobec niego dziatania majace na celu przyznanie amerykanskiego
numeru seryjnego 07/695,201 i odpowiednich zastrzezen priorytetu w ramach wszelkich zagranicznych odpowiednikéw patentéw nalezacych do firmy Applied Biosystems
LLC, dotyczacych wszelkich obszaréw, w tym w dziedzinie badan i rozwoju, wszelkich obszaréw zastosowan oraz diagnostyki in vitro ludzi i zwierzat. Zadne prawa do
jakichkolwiek patentow na metody wykonywane w czasie rzeczywistym, obejmujgcych migdzy innymi oznaczenia wykonywane technikg 5' nukleazy, lub do patentéw na
odczynniki lub zestawy, nie sg przekazywane w sposéb wyrazny, domniemany lub na mocy zasady estoppel. W celu uzyskania informacji na temat nabywania dodatkowych
praw nalezy skontaktowac sie z dyrektorem ds. licencjonowania firmy Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California, 94404, Stany Zjednoczone.

Dla stosownych krajow:

Zakup tego produktu obejmuje ograniczona, niezbywalng licencje dotyczaca jednego lub wigkszej liczby amerykanskich patentéw o numerach: 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; amerykanskich zgloszen patentowych o
numerach: 2003-0224434 i 2006-0019253 oraz zgtoszenia patentowego opublikowanego w ramach PCT o numerze WO 2007/035806, a takze dotyczacg wszelkich
kontynuaciji lub odrebnych zgtoszen patentowych i odpowiadajgcych im zastrzezen w patentach i zgtoszeniach patentowych poza Stanami Zjednoczonymi, ktérych wiascicielem
jest University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH i/lub Roche Diagnostics GmbH wytacznie w ramach diagnostyki in vitro ludzi
lub zwierzat. Zadne prawa do jakichkolwiek odczynnikéw Iub zestawéw nie sg przekazywane w sposéb wyrazny, domniemany lub na mocy zasady estoppel lub jakichkolwiek
innych patentéw lub zastrzezen patentowych, ktorych wiascicielem jest firma University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH lub
inny podmiot. Ten produkt nalezy obstugiwa¢ wytgcznie z zatwierdzonymi odczynnikami, takimi jak w petni licencjonowane zestawy i oznaczenia firmy QIAGEN. W celu
uzyskania informacji na temat nabywania licencji na aplikacje lub odczynniki do diagnostyki in vitro nalezy skontaktowac sig z firmg Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda
Drive, Pleasanton, CA 94588, Stany Zjednoczone.
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