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1 Uvod

Hvala vam na odabiru instrumenta Rotor-Gene Q MDx. Sigurni smo da ¢e postati sastavni dio
vasSeg laboratorija.

Prije nego $to krenete s radom na instrumentu Rotor-Gene Q MDx, morate pazljivo procitati ovaj
korisni¢ki priru¢nik i obratiti posebnu pozornost na sigurnosne informacije. Morate slijediti upute i
sigurnosne informacije iz korisni¢kog priru¢nika da biste osigurali siguran rad instrumenta i odrzali
instrument u sigurnom stanju.

Imajte na umu da instrument Rotor-Gene Q MDx dolazi u viSe konfiguracija. Pojedinosti,
ukljucujuéi informacije o narucivanju, potrazite u odjeljku 16.

1.1 O ovom korisni¢kom priru¢niku

Ovaj korisnicki priruénik sadrzava informacije o instrumentu Rotor-Gene Q MDx raspodijeljene u
odjeljke u nastavku:

e Uvod

e Sigurnosne informacije
® Opcenit opis

® Postupci instaliranja

® Radni postupci

o Odrzavanje

® RjeSavanje problema
® Tehnicke specifikacije

® Prilozi

Prilozi sadrzavaju sljedeée informacije:

e Dodatak A — Pravni dokumenti

® Prilog B — Matematicke tehnike
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1.2 Opcenite informacije
1.2.1  Tehnicka podrska

Mi u tvrtki QIAGEN® ponosni smo na kvalitetu i dostupnost svoje tehnicke podrske. U nasim
odjelima Tehni¢ke sluzbe rade iskusni znanstvenici s bogatim praktiénim i teorijskim znanjem iz
podrucja molekularne biologije i uporabe proizvoda tvrtke QIAGEN. Ako imate bilo kakvih pitanja
ili iskusite bilo kakve poteSkoc¢e u vezi s instrumentom Rotor-Gene Q MDx ili proizvodima tvrtke

QIAGEN opcenito, slobodno nam se obratite.

Klijenti tvrtke QIAGEN glavni su izvor informacija o naprednoj ili specijaliziranoj uporabi nasih
proizvoda. Te informacije pomazu drugim znanstvenicima kao i istrazivaima tvrtke QIAGEN.
Stoga vas potiCemo da nam se obratite ako imate bilo kakvih prijedloga u vezi s radnim

znacajkama proizvoda ili novim primjenama i tehnikama.

Za tehniCku podrsku obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Za najnovile informacije o instrumentu Rotor-Gene Q MDx posjetite stranicu
https://www.qiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-gene-
q-mdx/.

Web-mjesto: support.qiagen.com

Kada se javljate Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN u vezi s pogreSkama, pripremite sljedece

informacije:

serijski broj, vrstu i verziju instrumenta Rotor-Gene Q MDx

® Kkéd pogreske (ako je primjenjivo)

e trenutak u kojem se pogreSka prvi put pojavila

e ucestalost javljanja pogreske (ij. povremena ili trajna pogreska)

® Kopiju datoteka zapisa.

1.2.2 Izjava o pravilima

Prema pravilima tvrtke QIAGEN proizvodi se poboljSavaju kada postanu dostupne nove tehnike i
komponente. QIAGEN zadrzava pravo na izmjenu specifikacija u bilo kojem trenutku. U nastojanju
za pruzanjem Kkorisne i odgovaraju¢e dokumentacije cijenimo va$e komentare o ovom
korisni€kom priru€niku. Obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.
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1.2.3 Informacije o inacici

Ovaj dokument jest Korisni¢ki prirucnik za Rotor-Gene Q MDx, revizija R1, za instrumente
Rotor-Gene Q MDx koji upotrebljavaju softver Rotor-Gene Q, inacica 2.3.x (pri ¢emu je x 2 0).

1.3  Predvidena uporaba instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Instrument Rotor-Gene Q MDx osmisljen je za izvodenje toplinskog cikliranja, otkrivanja i/ili
kvantificiranja u stvarnom vremenu primjenom lan¢ane reakcije polimerazom (polymerase chain
reaction, PCR) u klini¢kim postupcima.

Rotor-Gene Q MDx namijenjen je za uporabu samo u kombinaciji s kompletima tvrtke QIAGEN
indiciranima za uporabu s instrumentima Rotor-Gene Q za primjene opisane u priru¢nicima za

odgovarajuci komplet tvrtke QIAGEN.

Ako se instrument Rotor-Gene Q MDx upotrebljava s kompletima osim kompleta tvrtke QIAGEN,

odgovornost je korisnika potvrditi uinak takve kombinacije proizvoda za odredenu primjenu.
Instrument Rotor-Gene Q MDx namijenjen je za in vitro dijagnosti¢ku uporabu.

Predvideno je da instrument Rotor-Gene Q MDx upotrebljavaju profesionalni korisnici, kao $to
su tehnicari i lije€nici osposobljeni za molekularno-bioloske tehnike i rukovanje instrumentom
Rotor-Gene Q MDx.

1.3.1  Zahtjevi za instrument Rotor-Gene Q MDx

Tablica u nastavku obuhvac¢a op¢u razinu kompetencija i stru€nosti potrebnu za prijevoz,

postavljanje, uporabu, odrzavanje i servisiranje instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

Rutinska uporaba
(pokretanje protokola)

Rutinsko odrzavanje

Servisiranje i godisnje
odrzavanje

ekvivalent

Laboratorijski tehnicari ili
ekvivalent

Laboratorijski tehnicari ili
ekvivalent

Samo struénjaci Terenske sluzbe

tvrtke QIAGEN

Zadatak Osoblje Osposobljavanje i iskustvo
Isporuka Nema posebnih zahtjeva Nema posebnih zahtjeva
Instaliranje Laboratorijski tehni¢ari ili Odgovarajuc¢e osposobljeno i iskusno osoblje

upoznato s uporabom radunala i automatizacijom
opcenito

Profesionalni korisnici, kao $to su tehnicari ili lijecnici,
osposobljeni za molekularno-bioloske tehnike

Profesionalni korisnici, kao $to su tehnicari ili lijecnici,
osposobljeni za molekularno-bioloske tehnike

Redovito osposobljavanje, certificiranje i odobrenje
tvrtke QIAGEN
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1.4  Potrebni materijali
Napomena: upotrebljavajte samo dodatnu opremu koji isporucuje tvrtka QIAGEN.

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

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

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

e Laptop (kat. br. 9026760)

® 72-Well Rotor (kat. br. 9018903)

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

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

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

1.5  Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

e Zastitne naocale
® Rukavice
® |aboratorijska kuta

Za uporabu instrumenta Rotor-Gene Q MDx potreban je komplet za lan€anu reakciju polimerazom
(polymerase chain reaction, PCR) koji se mora kupiti odvojeno. Da biste otkrili asortiman
dostupnih kompleta, posjetite QIAGEN.com.
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2  Sigurnosne informacije

Prije nego Sto krenete s radom na instrumentu Rotor-Gene Q MDx, morate pazljivo procitati ovaj

korisnicki priruénik i obratiti posebnu pozornost na sigurnosne informacije. Morate slijediti upute i

sigurnosne informacije iz korisni¢kog priru¢nika da biste osigurali siguran rad instrumenta i odrzali

instrument u sigurnom stanju.

Sljedece se vrste sigurnosnih informacija pojavljuju u Korisni¢kom prirucniku za Rotor-Gene Q MDx.

UPOZORENJE | Pojam UPOZORENJE upotrebljava se za obavjestavanje o situacijama
f koje bi mogle dovesti do tjelesne ozljede vas ili drugih osoba.
Pojedinosti o tim okolnostima navedene su u okviru poput ovoga.
OPREZ Pojam OPREZ upotrebljava se za obavjeStavanje o situacijama koje bi
mogle dovesti do oste¢enja instrumenta ili druge opreme.
& Pojedinosti o tim okolnostima navedene su u okviru poput ovoga.

Smijernice navedene u ovom priruéniku nadopunjuju, a ne zamjenjuju uobi¢ajene sigurnosne

zahtjeve koji se primjenjuju u drzavi korisnika.

Imajte na umu da Cete ozbiljne Stetne dogadaje koji su nastali u vezi s uredajem, ovisno o lokalnim

propisima koje je potrebno prouciti, mozda morati prijaviti proizvodacu i/ili njegovu ovlastenom

predstavniku i regulatornom tijelu koje je nadlezno za korisnika i/ili pacijenta.
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2.1 Pravilna uporaba

UPOZORENJE | Rizik od tjelesne ozljede i oStecenja materijala
j Nepravilna uporaba instrumenta Rotor-Gene Q MDx moze uzrokovati

tielesne ozljede ili oSte¢enje instrumenta.

Instrumentom Rotor-Gene Q MDx smije rukovati samo kvalificirano
osoblje koje je na odgovarajuéi nagin osposobljeno.

Servisiranje instrumenta Rotor-Gene Q MDx smije provoditi samo
stru€njak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN.

Odrzavanje provodite kako je opisano u odjeliku 8. QIAGEN naplacuje popravke koji su potrebni

zbog neispravnog odrzavanja.

UPOZORENJE | Rizik od tjelesne ozljede i oSte¢enja materijala

Instrument Rotor-Gene Q MDx pretezak je da bi ga podigla jedna osoba.
A Da biste izbjegli tielesnu ozljedu ili oSte¢enje instrumenta, instrument

nemojte podizati sami.

Obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN da biste premijestili

instrument.

UPOZORENJE | Rizik od tjelesne ozljede i oSte¢enja materijala

f Nemojte pokusavati pomicati Rotor-Gene Q MDx za vrijeme rada.
OPREZ Ostecenje instrumenta
Izbjegavaijte prolijevanje vode ili kemikalija po instrumentu Rotor-Gene Q
& MDx. Ostec¢enje uzrokovano prolijevanjem vode ili kemikalija ponistit ¢e

jamstvo.

Napomena: u hitnim slu€ajevima iskljucite instrument Rotor-Gene Q MDx na prekidadu za
napajanje koji se nalazi na straznjoj strani instrumenta i iskop€ajte kabel napajanja iz strujne

utiCnice.
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OPREZ

Rizik od tjelesne ozljede i oStecenja materijala

Nemojte pokusavati otvoriti poklopac tijekom ispitivanja ili dok se instrument
Rotor-Gene Q MDx vrti. U suprotnome, ako otklju¢ate bravu poklopca i
posegnete u instrument, postoji rizik od kontakta s dijelovima koji su vruéi, pod
naponom ili koji se kreéu velikom brzinom te mozete ozlijediti sebe i ostetiti

instrument.

OPREZ

Rizik od tjelesne ozljede i oStecenja materijala

Ako morate brzo zaustaviti ispitivanje, iskljucite napajanje instrumenta i potom
otvorite poklopac. Pri¢ekajte da se komora ohladi prije nego $to posegnete u nju.
U suprotnome postoji rizik od ozljede zbog dodirivanja dijelova koji su vrugi.

OPREZ

Rizik od tjelesne ozljede i oStecenja materijala
Ako se oprema upotrebljava na nacin koji nije odredio proizvodac, moze doéi
do naruSavanja zastite koju ta oprema pruza.

OPREZ

Rizik od tjelesne ozljede i oStecenja materijala
Listovi papira ispod instrumenta Rotor-Gene Q MDx ometaju njegovo
hladenje. Preporucuje se pripaziti na to da podrucje ispod instrumenta bude

uredno.

OPREZ

Ostecenje instrumenta
Uvijek upotrebljavajte prsten za zaklju¢avanje na rotoru. To onemogucuje
ispadanje ¢epova s epruveta tijekom ispitivanja. Ako ¢epovi ispadnu tijekom

ispitivanja, mogu ostetiti komoru.
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OPREZ Rizik od oSte¢enja materijala
Prije svake uporabe vizualno pregledajte rotor i provjerite je li oStecen ili
A deformiran.

Ako instrument Rotor-Gene Q MDx dotaknete tijekom ispitivanja, a nabijeni ste statiCkim
elektricitetom, u teSkim se sluCajevima instrument Rotor-Gene Q MDx moze resetirati. No softver
¢e ponovno pokrenuti instrument Rotor-Gene Q MDx i ispitivanje ¢e se nastauviti.

2.2  Elektri¢na sigurnost

Prije servisiranja iskop&ajte kabel linijskog napajanja iz strujne uticnice.

UPOZORENJE | Elektricna opasnost
Svaki prekid zastitnog vodi¢a (voda za uzemljenje) unutar ili izvan
& instrumenta ili odvajanje terminala zastithog vodi€a moze instrument
uciniti opasnim.

Zabranjeni su namjerni prekidi.

Smrtonosni naponi unutar instrumenta

Kada je instrument priklju€en na linijsko napajanje, terminali mogu biti
pod naponom, a otvaranjem poklopaca ili uklanjanjem dijelova moze
dodi do izlaganja dijelova pod naponom.

Da biste osigurali zadovoljavajuci i siguran rad instrumenta Rotor-Gene Q MDx, pridrzavajte se
savjeta navedenih u nastavku:

e Kabel linijskog napajanja mora biti priklju¢en na uti¢nicu linijskog napajanja sa zastitnim
vodi¢em (za uzemljenje).

® Nemojte podeSavati niti mijenjati unutrasnje dijelove instrumenta.

® Nemoijte rukovati instrumentom ako je bilo koji pokrov ili dio instrumenta uklonjen.

® Ako se unutar instrumenta prolije tekucina, iskljucite instrument, iskopCajte ga iz strujne

utiCnice i obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Ako instrument postane opasan u pogledu elektricne struje, sprije€ite ostalo osoblje da rukuje
njime i obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.
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Instrument moze biti opasan u pogledu elektri¢ne struje u sljedec¢im situacijama:

e Cini se da su instrument ili kabel linijskog napajanja o$teéeni.
® Instrument je dulje vrijeme pohranjen u nepovoljnim uvjetima.

® Instrument je podvrgnut jakom naprezanju tijekom prijevoza.

UPOZORENJE | Elektricna opasnost
Na instrumentu se nalazi oznaka o elektricnoj sukladnosti na kojoj su
& navedeni napon i frekvencija napajanja, kao i nazivna snaga osiguraca.
Opremom se treba rukovati samo u tim uvjetima.

2.3 Bioloska sigurnost

Ispitcima i reagensima koji sadrzavaju materijale iz bioloSkih izvora potrebno je rukovati kao da
su potencijalno zarazni. Upotrebljavajte sigurne laboratorijske postupke navedene u
publikacijama kao $to je Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(https:/lwww.cdc.gov/labs/BMBL.html).

Uzorci
Uzorci mogu sadrzavati infektivne agense. Morate biti svjesni opasnosti po zdravlje koju

predstavljaju takvi agensi te takve uzorke upotrebljavati, Cuvati i zbrinjavati u skladu s obveznim
sigurnosnim propisima.
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UPOZORENJE | Uzorci koji sadrzavaju infektivhe agense

ﬁ Neki uzorci koji se upotrebljavaju s ovim instrumentom mogu sadrzavati
infektivne agense. Takvim uzorcima rukujte na najpazljiviji moguci nacin i
u skladu s obveznim sigurnosnim propisima.

Uvijek nosite zastitne naocale, 2 para rukavica i laboratorijsku kutu.

Odgovorno tijelo (npr. voditelj laboratorija) mora poduzeti potrebne mjere
opreza kako bi osiguralo da je okolno radno mjesto sigurno i da su
rukovatelji instrumentima primjereno osposobljeni te da nisu izlozeni
opashim razinama infektivnih agensa definiranima u primjenjivim
sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS) ili dokumentima
organizacija OSHA*, ACGIH T ili COSHH*.

Ventiliranje zbog para i odlaganje otpada moraju biti u skladu sa svim
nacionalnim, drzavnim i lokalnim propisima i zakonima u podrucju zdravlja
i sigurnosti.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Agencija za sigurnost i zdravlje na radu) (Sjedinjene Americke Drzave).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americka konferencija vladinih struénjaka za
industrijsku higijenu) (Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola tvari opasnih po zdravlje) (Ujedinjena Kraljevina).

2.4  Kemijska sigurnost

UPOZORENJE | Opasne kemikalije
Neke kemikalije koje se upotrebljavaju s ovim instrumentom mogu biti
& opasne ili postati opasne nakon zavrSetka postupka protokola. Uvijek
nosite zastitne naocale, rukavice i laboratorijsku kutu. Odgovorno tijelo
(npr. voditelj laboratorija) mora poduzeti potrebne mjere opreza kako bi
osiguralo da je okolno radno mjesto sigurno i da rukovatelji instrumentima
nisu izloZzeni opasnim razinama otrovnih tvari (kemijskih ili bioloskih)
definiranima u primjenjivim sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data
Sheet, SDS) ili dokumentima organizacija OSHA*, ACGIHT ili COSHH?.

Ventiliranje zbog para i odlaganje otpada moraju biti u skladu sa svim
nacionalnim, drzavnim i lokalnim propisima i zakonima u podru¢ju zdravlja
i sigurnosti.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Agencija za sigurnost i zdravlje na radu) (Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Americka konferencija vladinih strunjaka za
industrijsku higijenu) (Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

+ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Kontrola tvari opasnih po zdravlje) (Ujedinjena Kraljevina).

Korisnic¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022



Otrovne pare

Ako radite s hlapljivim otapalima ili otrovnim tvarima, morate osigurati u¢inkovit sustav ventilacije
laboratorija da biste uklonili pare koje mogu nastati.

2.5 Odlaganje otpada

KoriStena laboratorijska oprema moze sadrzavati opasne kemikalije. Takav se otpad mora

propisno prikupiti i odloziti u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima.

ViSe informacija o nacinu odlaganja instrumenta Rotor-Gene Q MDx pogledajte u odjeljku
,Otpadna elektri¢na i elektroni¢ka oprema (Waste Electrical and Electronic Equipment, WEEE)”,
stranica 200.

2.6 Mehanicke opasnosti

Poklopac instrumenta Rotor-Gene Q MDx mora ostati zatvoren tijekom rada instrumenta.

UPOZORENJE | Pomicni dijelovi
Da biste izbjegli kontakt s pomiénim dijelovima za vrijeme rada
A instrumenta Rotor-Gene Q MDx, instrumentom morate rukovati dok je
poklopac zatvoren.

UPOZORENJE | Rizik od tjelesne ozljede i oSte¢enja materijala
Poklopac instrumenta Rotor-Gene Q MDx pazljivo otvarajte i zatvarajte
A da biste izbjegli zahvaéanje prstiju ili odjece.

UPOZORENJE | Ostecenje instrumenta
Pobrinite se da rotor i prsten za zaklju¢avanje budu ispravno postavljeni.
A Ako rotor ili prsten za zaklju¢avanje pokazuju znakove mehanitkog
ostecenja ili korozije, nemojte upotrebljavati instrument Rotor-Gene Q
MDx. Obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.
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UPOZORENJE

A

Ostecenje instrumenta
Ako se instrument Rotor-Gene Q MDx pokre¢e odmah nakon isporuke u

hladnim klimatskim uvjetima, mehanicki se dijelovi mogu blokirati.

Ostavite instrument najmanje sat vremena da se prilagodi sobnoj
temperaturi prije nego Sto ga ukljucite.

UPOZORENJE

A

Ostecenje instrumenta

U slu€aju kvara uzrokovanog prekidom napajanja, uklonite kabel
napajanja i pricekajte 10 minuta te potom pokuSajte ru¢no otvoriti
poklopac.

UPOZORENJE

A

Rizik od pregrijavanja

Da bi se zajam¢ila odgovarajucéa ventilacija, odrzavajte minimalni razmak
od 10 cm na bo€nim stranama i na straznjoj strani instrumenta Rotor-
Gene Q MDx.

Prorezi i otvori za ventilaciju proizvoda Rotor-Gene Q MDx ne smiju se
prekrivati.

Opasnost od topline

A

UPOZORENJE | Vruéa povrsina
Komora instrumenta Rotor-Gene Q MDx moze dosegnuti temperature
& viSe od 120 °C. Nemojte je dodirivati dok je vruca.
UPOZORENJE | Vruéa povrsina

Kad pauzirate postupak, instrument Rotor-Gene Q MDx neée se u
potpunosti ohladiti na sobnu temperaturu. Poduzmite mjere opreza prije

rukovanja rotorom ili bilo kakvim epruvetama u instrumentu.
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2.7  Sigurnost pri odrzavanju

Odrzavanje provodite kako je opisano u odjeljku 8. QIAGEN naplacuje popravke koji su potrebni

zbog neispravnog odrZavanja.

UPOZORENJE/
OPREZ

A

Rizik od tjelesne ozljede i oStec¢enja materijala
Provodite samo ono odrzavanje koje je posebno opisano u ovom
korisni€kom prirucniku.

UPOZORENJE

A

Rizik od pozara
Kada instrument Rotor-Gene Q MDx Cistite dezinficijensima na bazi
alkohola, ostavite vratasca instrumenta Rotor-Gene Q MDx otvorena da

bi se zapaljive pare mogle rasprsiti.

UPOZORENJE/
OPREZ

A

Rizik od strujnog udara

Nemojte rastavljati instrument Rotor-Gene Q MDx.

OPREZ

A

Ostecenje kucista instrumenta

Nikada nemojte Cistiti kuciste instrumenta alkoholom ili otopinama na
bazi alkohola. Alkohol ¢e ostetiti kuciSte. Za &iSéenje kucista
upotrebljavajte samo destiliranu vodu.
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2.8  Simboli na instrumentu Rotor-Gene Q MDx

U korisnickom priruéniku ili na ambalazi i oznakama mogu se pojaviti sliedeci simboli:

Simbol

Lokacija

Opis

U blizini komore za uzorke, vidljivo
kad je poklopac otvoren

Opasnost od topline — temperatura komore moze
dosegnuti temperature vise od 120 °C

Straznja strana instrumenta

Procitajte upute za uporabu

m~ = P

Natpisna plocica sa straznje
strane instrumenta

Oznaka CE europske sukladnosti

IVD

Natpisna plocica sa straznje
strane instrumenta

In vitro dijagnosti¢ki medicinski uredaj

Natpisna plocica sa straznje
strane instrumenta

Oznaka popisa CSA za Kanadu i SAD

Natpisna plo¢ica na desnoj ploci

Proizvodac.

Natpisna plocica na desnoj ploci

Oznaka OEEO o odlaganju otpadne elektriéne i
elektroniCke opreme za Europu i ostatak svijeta.

Natpisna plocica na desnoj ploci

Oznaka FCC Ameri¢kog saveznog povjerenstva za
komunikacije

Natpisna plocica na desnoj ploci

Oznaka RCM (prethodno C-Tick) za Australiju
(identifikacija dobavljata N17965)

N
31

® P 8 1<k A

Natpisna plocica na desnoj ploci

Oznaka RoHS za Kinu (ograni¢enje uporabe
odredenih opasnih tvari u elektri¢noj i elektronickoj
opremi)

Korisnic¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

21



3  Opcenit opis

Rotor-Gene Q MDx inovativan je instrument koji omogucéuje vrlo precizni real-time PCR te koji je
u kombinaciji s kompletima s oznakom QIAGEN IVD iznimno prilagoden za in vitro dijagnosticke

primjene.

Snazan i korisniku prilagoden softver poCetnicima nudi jednostavnost, a naprednim korisnicima

otvorenu ispitivacku platformu.
3.1 Nacelo instrumenta Rotor-Gene Q MDx
3.1.1  Toplinske radne znacajke

Rotor-Gene Q MDx upotrebljava sofisticiran dizajn zagrijavanja i hladenja da bi postigao optimalne
uvjete reakcije. Jedinstven rotacijski oblik osigurava optimalnu toplinsku i opti¢ku ujednagenost

medu uzorcima koja je klju€na za precizno i pouzdano analiziranje.

Uzorci se za vrijeme rada kontinuirano okreéu brzinom od 400 o/min. Centrifuga onemogucuje
kondenzaciju i uklanja mjehuri¢e zraka, ali ne talozi DNK. Osim toga, brzinu okretanja uzoraka

nije potrebno usporiti prije poCetka postupka.

Uzorci se zagrijavaju i hlade u zragnoj pecnici male mase. Zagrijavanje se postize zahvaljujuci
nikal-krom elementu u poklopcu. Komora se hladi ispustanjem zraka prema van kroz vrh komore,

dok se okolni zrak upuhuje kroz bazu.

Zagrijavanje

) : . Uklju€uju se
Centrifugalni ventilator elementi
potiskuje zrak po komori grijaca

e -
Zatvara se otvor komore ﬁ"' PEEFA,
i

da bi zadrzao zrak Iy 1 PiNTE
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Hladenje

Iskljuéuju se
Centrifugalni ventilator elementi
e potiskuje zrak po komori grijaca

Otvara se otvor komore i
ispuhuje vruci zrak

Centrifugalni ventilator
upuhuje zrak u komoru

Ulaz hladnog zraka

llustracija sustava za grijanje i hladenje.

3.1.2  Opticki sustav

Uz izbor do ¢ak Sest ekscitacijskih izvora i Sest detekcijskih filtara u kombinaciji s kratkim, fiksnim
optiCkim putom, Rotor Gene Q MDx moze se upotrebljavati za multipleksne reakcije, ¢ime se
osigurava najmanja varijabilnost fluorescencije medu uzorcima te se uklanja potreba za
kalibracijom ili kompenzacijom.

Uzorci se svjetlecom diodom ekscitiraju s dna komore. Energija se prenosi kroz tanke stijenke pri
bazi epruvete. Emitirana fluorescencija prolazi kroz emisijske filtre na strani komore i tada se
prikuplja fotomultiplikatorom. Fiksni opticki put osigurava dosljednu ekscitaciju za svaki uzorak,
$to znaci da nema potrebe za uporabom pasivne unutarnje referentne boje kao $to je ROX™.
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Reakcijska komora

Epruvete u rotoru vrte
se oko optike

Detekcijski
filtri

Sklop PMT
detektora

Sklop s
izvorom LED
svjetla

llustracija optickog sustava.

3.1.3 Dostupni kanali
Kanal Ekscitacija Detekcija Primjeri detektiranih fluorofora
(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 5305 557 +5 JOE™, VIC®, HEX™, TET™, CAL Fluor® Gold 540,
Yakima Yellow®

Orange 585+ 5 6105 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 6805 712 visoka Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680

propusnost
Taljenje velike razlucivosti 460 + 20 5105 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green
(High Resolution Melt, HRM) Plus+, EvaGreen

Napomena: kompleti tvrtke QIAGEN indicirani za uporabu s instrumentima Rotor-Gene Q MDx

optimizirani su s obzirom na odredene kombinacije boja. Vise informacija potrazite u pripadajuc¢im

priru¢ni

cima za komplete.
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3.2  Vanjske znacajke instrumenta Rotor-Gene Q MDx

1 Ventilacijski otvori na poklopcu 3 Komora rotora

2 Rugka poklopca 4  Svjetla pokazatelja stanja instrumenta

3.2.1  Ventilacijski otvori na poklopcu

Rotor-Gene Q ima ventilacijske otvore na straznjoj strani poklopca instrumenta. Ti otvori
omogucuju instrumentu da tijekom rada ispusta toplinu iz komore. Blokiranje ili nedovoljan razmak
oko otvora mogu utjecati na radni u€inak instrumenta.

3.2.2 Rucka poklopca

Rucka poklopca upotrebljava se za povlagenje poklopca instrumenta unatrag. Nije namijenjena
da podrzava teZinu instrumenta i ne bi se trebala upotrebljavati za podizanje instrumenta.

3.2.3 Komora rotora

U komoru rotora postavljaju se rotori te prolaze korake programiranog zagrijavanja i cikliranja.
3.2.4 Svjetla pokazatelja stanja instrumenta

Dva su svjetla pokazatelja stanja na instrumentu Rotor-Gene Q. Svjetlo stanja mirovanja ukazuje

na to da se instrument ne upotrebljava. Svjetlo koje ukazuje na to da instrument radi treperi kad
se Rotor-Gene Q upotrebljava.

Korisnicki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 25



3.3  Unutrasnji dijelovi instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Unutarnji prikaz komore instrumenta Rotor-Gene Q

1 Srediste rotora 2 Opticka le¢a

3.3.1  Srediste rotora

Srediste rotora drzi rotor na mjestu unutar instrumenta.

3.3.2 Opticka le¢a

Opticka le¢a, gdje se svjetlo ekscitacijske diode usmjerava na epruvete.
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4  Postupci instaliranja

4.1 Isporuka i instaliranje sustava

Osoba koja je upoznata s vasom laboratorijskom i raunalnom opremom treba biti prisutna tijekom
instaliranja.

Isporuuju se sljedece stavke:

® instrument Rotor-Gene Q MDx
® Korisnicki priru¢nik za Rotor-Gene Q MDx
® radna stanica

e softver instrumenta Rotor-Gene Q MDx (instalirat ¢e ga struénjaci Terenske sluzbe tvrtke

QIAGEN tijekom pocetnog postavljanja).
4.1.1 Raspakiravanje instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Instrument Rotor-Gene Q MDx isporuCuje se sa svim potrebnim dijelovima za postavljanje i
pokretanje instrumenta. U kutiji se nalazi i popis isporu€enih dijelova.

Napomena: provjerite je li popis potpun kako biste bili sigurni da imate sve dijelove.

Napomena: prije instaliranja provjerite da na instrumentu i dostavljenoj dodatnoj opremi nema

oStec¢enja nastalih tijekom transporta.
Kutija s dodatnom opremom nalazi se na pjenastoj ambalazi. Kutija s dodatnom opremom sadrzava:

e vodi¢ za instalaciju (na engleskom; prijevodi su dostupni na prijenosnim medijima uz priru¢nike)
® prijenosne medije (softver)

® prijenosne medije (prirucnici)

® |oading Block 96 x 0.2 ml Tubes

® |oading Block 72 x 0.1 ml Tubes

® Rotor Holder (rastavljen radi sigurnog transporta)

® 36-Well Rotor (crveni rotor)

® 36-Well Rotor Locking Ring.

Sljedec¢i predmeti nalaze se sa svake strane pjenaste ambalaze:
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e USB i serijski kabel RS-232

® Kkomplet kabela za napajanje za medunarodnu uporabu
® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

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

Nakon $to sve dijelove izvadite iz kutije, skinite pjenastu ambalaZu s instrumenta Rotor-Gene Q
MDx. Pazljivo izvadite instrument Rotor-Gene Q MDx iz kutije i odmotajte plasti¢ni omot. Otvorite

poklopac tako da ga povucete prema natrag da biste pristupili reakcijskoj komori.

Sljededi predmeti ve¢ su instalirani u instrumentu Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (plavi rotor)
e 72-Well Rotor Locking Ring.

Ovisno o pojedinostima narudzbe, u pakiranje moze biti ukljuceno prijenosno racunalo.

4.1.2 |Instaliranje hardvera

Nakon $to raspakirate instrument Rotor-Gene Q MDx, nastavite s instaliranjem kako je opisano u

nastavku.

OPREZ Ostecenje instrumenta

Ako se instrument Rotor-Gene Q MDx pokrene odmah nakon isporuke u
& hladnim klimatskim uvjetima, moze doc¢i do blokade mehanickih dijelova.

Ostavite instrument najmanje sat vremena da se prilagodi sobnoj temperaturi
prije nego Sto ga ukljucite.

Postupite kako slijedi:

1. Postavite Rotor-Gene Q MDx na ravnu povrSinu.

2. Pobrinite se da iza instrumenta ima dovoljno prostora kako bi se poklopac mogao u potpunosti
otvoriti.

3. Pobrinite se da se prekida¢ na straZnjoj strani instrumenta moze lako dohvatiti.

4. Nemojte blokirati straznju stranu instrumenta. Pobrinite se da se kabel napajanja moze
jednostavno odvojiti ako je to potrebno za isklju€ivanje napajanja instrumenta.

5. Isporuceni USB kabel ili serijski kabel RS-232 spojite na USB ili komunikacijski priklju¢ak na

straznjoj strani racunala.
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6. USB ili serijski kabel RS-232 spojite na straznju stranu instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

7. Potom instrument Rotor-Gene Q MDx poveZite s izvorom napajanja. Spojite jedan kraj AC
kabela napajanja u uti¢nicu koja se nalazi sa straznje strane proizvoda Rotor-Gene Q MDx, a
drugi kraj u AC strujnu uti¢nicu.

i~

Prekida¢ za
uklju¢ivanje/
isklju¢ivanje

Priklju¢ak za
napajanje

; il
Natpisna plogica sa / /

serijskim brojem Ventilator Serijski USB
priklju¢ak  prikljueak

Napomena: instrument Rotor-Gene Q MDx povezite s raCunalom samo USB i serijskim kabelima
isporu¢enima s instrumentom. Nemojte upotrebljavati druge kabele.

4.1.3 Instaliranje softvera

1. Da biste instalirali softver Rotor-Gene Q, preuzmite ga s internetske stranice QIAGEN.com i
prenesite na raCunalo na prijenosom mediju bez virusa ili u racunalo umetnite prijenosni medij
(softver) isporu¢en s instrumentom.

2. Ako se instaliranje softvera automatski pokrene, u prozoru koji se pojavi odaberite Install
Operating Software (Instaliraj operacijski softver) ili otvorite mapu softvera RGQ na
prijenosnom mediju.

Napomena: procitajte Vodic za instalaciju instrumenta Rotor-Gene Q isporu¢en uz instrument
kako biste jednostavno instalirali instrument i kako bi vas vodio kroz sljedece korake
instaliranja softvera.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B Exit

3. Nakon instaliranja softvera automatski ¢e se izraditi ikona na radnoj povrsini.

4. Ukljugcite instrument Rotor-Gene Q MDx pomicanjem prekidaca koji se nalazi s lijeve straznje
strane u polozaj ,I”. Plavo svjetlo ,Standby” na prednjoj strani instrumenta Rotor-Gene Q MDx
ukazuje na to da je instrument spreman za uporabu.

Napomena: kad se instrument Rotor-Gene Q MDx prvi put pokrece povezan na racunalo,
operacijski ¢e ga sustav prepoznati i pojavit ¢e se niz poruka. Smjernice potrazite u Vodicu za
instalaciju instrumenta Rotor-Gene Q koji je isporucen uz instrument (prijenosni medij i tiskano
izdanje).
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5. Dvaput kliknite ikonu na radnoj povrSini Rotor-Gene Q Series Software (Softver serije

Rotor-Gene Q) da biste pokrenuli softver.

6. Pri prvom pokretanju softvera pojavljuje se prozor Welcome (Dobro dosli), ali se ne pojavljuje

pri sliede¢im nadogradnjama softvera.

€ |ntroductory Screen and Initial Setup |

Welcome!

Welcome. Before pou begin, the analysis
software needs to know a couple of things
about the type of aystem youw are using.

Machine S erial Murnber :

Fart:

COm1 | Auto-Detect

™ Burn in Yirtual Mode [For Demanstration)

Biegin | Exit Program |

Machine Serial Number (Serijski
broj uredaja):

Port (Priklju¢ak):

Auto-Detect (Automatsko
detektiranje)

Run in Virtual Mode (Pokreni u

virtualnom nacinu rada) (za
demonstraciju):

Begin (Zapocni):

Unesite serijski broj (sedam znamenki) koji moZete pronaci sa straznje strane
instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

Odaberite ili USB ili serijski kabel. Odaberite odgovaraju¢i komunikacijski
priklju¢ak ili kliknite gumb Auto-Detect (Automatsko detektiranje).

Kad upotrebljavate ovu mogucnost, automatski ¢e se detektirati odgovarajuci
USB ili serijski priklju¢ak te se prikazati u padaju¢em popisu Port (Priklju¢ak).

Oznacivanjem ovog okvira dopusta se instaliranje softvera Rotor-Gene Q na
racunalu koje nije povezano s instrumentom Rotor-Gene Q MDx. Softver je u
cijelosti funkcionalan i moze simulirati postupke.

Napomena: ako je oznacen ovaj okvir i ako je instrument Rotor-Gene Q MDx
povezan na racunalo, prije pokretanja postupka pojavljuje se sljede¢a poruka:
You are about to run in Virtual mode (Pokrenut ¢ete virtualni nacin rada).
Za izvodenije stvarnog postupka morate promijeniti postavke u prozoru Setup
(Postavljanje) (pogledaijte odjeljak 6.5.4).

Nakon unosa svih informacija kliknite Begin (Zapoc¢ni). Pricekajte dok
inicijalizacija ne zavrsi, Sto moze potrajati nekoliko sekundi. Ako je odabran
virtualni nacin rada, pojavljuje se sljedec¢a poruka:

Rotor-Gene ) Series Software ﬂ

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

Exit Program (Izlaz iz programa):

Ako okvir Run in Virtual Mode (Pokreni u virtualnom nacinu rada) nije
oznacen, softver se automatski pokrece i otvara.

Klikom na ovaj gumb izlazi se iz programa.
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4.1.4 Inacica softvera

Da biste saznali broj svoje inacice, kliknite Help (Pomo¢), a potom About This Software...

(O ovom softveru...).

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:/fwww giagen.com

‘Warning: This computer program is
protected by copyright law and international
treaties. Unauthorized reproduction of this
program, or any portion of it, may resuft in
severe civil and criminal penafties, and will
be prosecuted to the maximum extent
possible under the law. Portions of Info-Zip
(c) 1990-19599 Info-ZIP Pty Ltd

Sample & Assay Technologies

U ovom se prozoru prikazuju opéenite informacije o softveru, uklju€ujuci inacicu softvera te serijski

broj i model instrumenta.

Softver se moze besplatno umnazati za uporabu unutar organizacije koja posjeduje instrument
Rotor-Gene Q MDx. Softver se ne smije kopirati i distribuirati ostalima izvan organizacije.

415 Dodatni softver na racunalima povezanima s instrumentima Rotor-Gene Q MDx

Softver Rotor-Gene Q upravlja vremenski kriti€énim procesima tijekom postupka lan¢ane reakcije
polimerazom (polymerase chain reaction, PCR) i procesima prikupljanja podataka. Stoga je vazno
osigurati da nijedan drugi proces ne upotrebljava zna€ajne resurse sustava usporavajuéi tako
softver Rotor-Gene Q. Posebno je vazno obratiti pozornost na stavke navedene u nastavku.

Administratorima sustava savjetuje se da prije implementacije bilo kakve izmjene sustava

razmotre ucinke koje bi mogla imati na resurse.
Antivirusni softver

Tvrtka QIAGEN svjesna je prijetnje koju racunalni virusi predstavljaju za svako racunalo koje
razmjenjuje podatke s drugim racunalima. Ocekuje se da ¢e se inacica 1.0 ili 2.1 softvera Rotor-
Gene AssayManager prvenstveno instalirati u okruzenjima u kojima su na snazi lokalna pravila
koja minimiziraju tu prijetnju. Ipak, tvrtka QIAGEN u svakom slu€aju preporucuje uporabu

antivirusnog softvera.
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Kupac je odgovoran za odabir i instalaciju odgovaraju¢eg alata za skeniranje virusa. Medutim,
tvrtka QIAGEN odobrila je softver Rotor-Gene Q s prijenosnim racunalom QIAGEN u kombinaciji

sa sljedec¢im antivirusnim softverom kako bi potvrdila kompatibilnost:

® Microsoft Defender, inacica klijenta 4.18.2005.5

Na stranici proizvoda na internetskoj stranici QIAGEN.com potraZite najnovije inacice antivirusnog
softvera koje su potvrdene u kombinaciji sa softverom Rotor-Gene Q i inacicom 1.0 ili 2.1 softvera
Rotor-Gene AssayManager.

Ako je odabran antivirusni softver, provjerite moze li se konfigurirati na nacin da se put mape u
bazi podataka moze izuzeti iz skeniranja. U suprotnome postoji rizik od pogresaka pri povezivanju
s bazom podataka. Buduéi da inacice 1.0 i 2.1 softvera Rotor-Gene AssayManager dinamicki
kreiraju nove arhive baza podataka, potrebno je izuzeti put mape do datoteka, a ne pojedinacne
datoteke. Ne preporu€ujemo uporabu antivirusnog softvera koji omoguéuje izuzimanje samo
pojedinacnih datoteka, npr. McAfee Antivirus Plus V16.0.5. Ako se racunalo upotrebljava u
okruzenju u kojem nema mreznog pristupa, provjerite podrzava li antivirusni softver aZuriranja

izvan mreze.

Da bi se nakon instaliranja antivirusnog softvera dobili dosljedni rezultati, administratori sustava
trebali bi se pobrinuti za sljedece:

e Kao Sto je prethodno opisano, iz skeniranja datoteka potrebno je iskljuciti put mape u bazi
podataka softvera Rotor-Gene AssayManager 1.0 i 2.1 (C:\Program Files\Microsoft SQL
Server\MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA).

® Azuriranja virusne baze podataka ne provode se kad se upotrebljava softver Rotor-Gene
AssayManager 1.0 ili 2.1.

® Provjerite jesu li tijekom prikupljanja podataka o real-time PCR-u onemoguéena potpuna ili
djelomi¢na skeniranja tvrdog diska. U protivnome postoji rizik od Stetnog ucinka na rad

instrumenta.

Pojedinosti o konfiguraciji procitajte u priru¢niku odabranog antivirusnog softvera.

Vatrozid i mreze

Softver Rotor-Gene Q moze raditi ili na raCunalima bez mreznog pristupa ili u mreznom okruzenju
ako se upotrebljava daljinski posluZitelj baze podataka. Vatrozid na prijenosnom ra¢unalu koje
isporucuje tvrtka QIAGEN za umrezeni rad konfiguriran je tako da je ulazni promet blokiran za sve

prikljucke osim za one koji su potrebni za uspostavu mrezne veze.
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Imajte na umu da blokiranje ulaznih veza ne utjeCe na odgovore na zahtjeve koje aktivira korisnik.
Izlazne veze dopustene su jer mogu biti potrebne za dohvacanje azuriranja.

Ako se vaSa konfiguracija razlikuje, tvrtka QIAGEN preporucuje konfiguriranje vatrozida na
prethodno opisani nacin. Da bi se to ucinilo, administrator sustava mora se prijaviti i izvesti
sljedec¢e korake:

1. Otvorite Control Panel (Upravljacka plo¢a) i odaberite Windows Firewall (Vatrozid sustava
Windows).

GE =[5 > Conolpunel » Al Controlpaeiems » B E

Adjust your computer’s settings Viewby: Smallicons

¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay W Backup and Restore
Bl Color Management [E Credential Manager D Date and Time @ Default Programs
@ Desktop Gadgets @ Device Manager &5 Devices and Printers. B Display
N @ Esse of Access Center Flder Optons B Forts & Getting Stated
& HomeGroup & Indexing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Internet Options & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
£ Network and Sharing Center Notification Area lcons. & Parental Controls B Performance Information and Tools
| = pesomaiiotion 5 Phone and Modem B Power Opions Programs and Features
& Recovery ® Region and Language % RemoteApp and Desktop Connections & Sound
& Specch Recognition @ Sync Center 1 System [ Taskbar and Start Menu
& Troubleshosting 88 User Accounts &, Windows Anytime Upgrade 3 Windows Cardspace f

i Windows Defender P Windows R Windows Mobility Center & Windows Update ]

R Wireess Confguraton Usity

Set firewal
protect your computer from hackers
and malicious software,

2. Odaberite Use recommended settings (Upotrijebi preporuc¢ene postavke).

@)~/ » Corv P + A0 o P s+ Vindows v

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program o festure Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer

through Windows Firewal through the Internet or 2 networl
&) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@) TumWindows Firewallon o What are network locations?

off
® Restore defauts Update your Firewal settings

@ Advanced settings Windows Firewall s not using the recommended ) Use resommended setings
settings to protect your computer. S =
Troubleshoot my network

What are the recommended settings?

I [l % Home orvork (private) networks Not Connected (v)
% Pubiic networks Connected ()
I
Networks in public places such as airports or coffee shops. I
I Vindows Firewal sate ot I
Incoming eonnections: Block all connections to programs that zre not on the
list o allowed programs I
Active publc networks Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
program
S

Action Center

Network and Sharing Center
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3. Provijerite jesu li sliedece postavke aktivne:

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

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or festure Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer

through Windows Firewall through the Intemet or a network.
) Change notification settings How does 3 firewsl help protect my computer?
® TumWindows Firewallon or  What e netwark locations?
ot .
) et B @ Home or vork private) networks Not Connected (&)
) Advanced settings Networks at home or work where you know and trust the people and devices on the network
Troubleshoot my network
Vindows Firewal sate on
Incoming connections: lock ll connections o programs thatae not on the
list of allowed programs N
I Active home orwork private)networks: Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
I program i
l @ Public networks Connected () f

Networks in public places such as airports or coffee shops

Windows Firewall state: on
Incoming connections: Block all connections to programs that are not on the
lstof allowed programs
Active public networks: None
. Notification state: Notify me when Windows Firewal blocks a new
seesks program

Action Center
Network and Sharing Center

Zbog sigurnosti i pouzdanosti upotrebljavat ¢e se pristup mrezi kabelom umjesto tehnologijom Wi-Fi.
Wi-Fi prilagodnik onemogucen je na prijenosnim racunalima koja isporucuje tvrtka QIAGEN. Ako se
vaSa konfiguracija razlikuje, administrator sustava mora ruéno onemoguciti Wi-Fi prilagodnik
izvodenjem sljedecih koraka:

4. Otvorite Control Panel (Upravljacka plo¢a) i odaberite Network and Sharing Center
(Centar za mreze i zajednicko koristenje).

(=& i

(=[5 » ControlPanel » Al Contol Panel ez » [ 43 ][ sear

Adjust your computer's settings Viewby:  Smallicons
¥ Action Center Administrative Tools 5 AutoPlay W Backup and Restore
K3 Color Management Credential Manager 5 Date and Time @ Defautt Programs
& Desktop Gadgets @ Device Manager &5 Devices and Printers B Display

I @ Eese of Access Center Folder Options. A Fonts & Getting Started
& HomeGroup & Indeing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
€ Intemet Options @ Keyboard Location and Other Sensors. &P Mouse
52 Network and Sharing (renter Notification Area Icons & Parental Controls M Performance Information and Tools

[ &l personalization ‘Network and Sharing Center jem 3@ Power Options Programs and Features
B Recovery E:;;zm;;‘::“;; g:gzwes quage 95 RemoteApp and Desktop Connections & Sound

I & Specch Recognition | forsharing files and printers. 183 System L Teskbar and Start Menu
[ Troubleshoting 8 User Accounts 22 Windows Anytime Upgrade B Windows Cardspace !
8 Windows Defender P Windows Firewall R Windows Mobility Center & Windows Update ]

S Wireless Configuration Utilty
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5. Odaberite Change adapter settings (Promijeni postavke prilagodnika).

@Q.\:; » Control Panel » All Control Panel ltems » Network and Sharing Center <[4 ][ s n P
Control Panel Home . . . . . o
View your basic network information and set up connections
Manage wireless networks L.s‘ v3 EQ Seefull map
Change adapter seitings Qacnee Itemet
i h .
setings
View your active networks Connectto a network
ou are curently not connected to any networks
[
t  point,
[
setting (]
I 0

6. Drzite miSa iznad mogucnosti Wireless Network Connection (Veza s bezicnom mrezom),
pritisnite desni gumb miSa i u kontekstnom izborniku odaberite Disable (Onemoguci).

G ()~ » ControlPanel » NetworkandIntemet » Network Co <[4 [ s
Organize v ConnectTo  Disable thi Di th i R th i £ thi " = 0 @

7. Provjerite je li moguénost Wireless Network Connection (Veza s beZinom mrezom)
onemogucena.

e
&) =[F + ContralPoncl + Netmork andlninet » Hetrork Connections + + [ 43 ][ Search Net_
Organize = -0 @

53 Netwark Connection

BCMI43228HMB 802.1.
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Alati sustava

Mnogi alati sustava mogu upotrebljavati znacajne resurse sustava, ¢ak i bez ikakve interakcije s

korisnikom. Uobi€ajeni primjeri takvih alata jesu:

® indeksiranje datoteka, koje se izvodi kao pozadinski zadatak mnogih suvremenih uredskih
aplikacija

e defragmentacija diska, koja se takoder Cesto izvodi kao pozadinski zadatak

® bilo kakav softver koji provjerava azuriranja na internetu

e alati za daljinsko pracenje i upravljanje.

Imajte na umu da zbog dinamicke prirode IT svijeta ovaj popis mozda nije potpun i mozda su

objavljeni alati koji nisu bili poznati u vrijeme pisanja ovog priru¢nika. Vazno je da se administratori

sustava pobrinu da takav alat ne bude aktivan tijekom postupka lan€ane reakcije polimerazom

(polymerase chain reaction, PCR).

Azuriranja operacijskog sustava

Prijenosna ra€unala koja isporucuje tvrtka QIAGEN konfigurirana su tako da su automatska
azuriranja operacijskog sustava onemogucena. Ako se vasa konfiguracija razlikuje, administrator
sustava mora onemoguciti sve postupke automatskog azZuriranja operacijskog sustava s pomocu

sljedecih koraka:

1. Otvorite Control Panel (Upravljacka plo¢a) i odaberite Windows Update (AZuriranje sustava
Windows).

(O -[B» convoirue + MCoruairnd tems »

Adjust your computer's settings

¥ Action Center Administrative Tools [ig AutoPlay W Backup and Restore
© D @ Default Programs
B Dipl.

@ Intel® Rapid Storage Technology
>
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2. Odaberite Change settings (Promijeni postavke).

()= > Cortn P » A Corrt ol e » Vindows Upie

Control Panel Home.

Windows Update
Check for updates
Change setigs ,
v‘ewimﬁmw ‘@ Check for updates for your computer I

Always installthe latest updates to enhance your computer's security and

Restore hidden updates performance.

Updtes equently sked
questions. Ehedkforpt

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

et updatesfor other Microsoft products. Find out more

secalso
Installed Updates
&, Windows Anytime Upgrade

3. Odaberite Never check for updates (Nikad ne provjeravaj aZuriranja).

= | B [

@Q.\‘:; » Control Panel » All Control Panel ltems » Windows Update » Change seftings 43 ][ Search Con... P

Choose how Windows can install updates

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

How does automatic updating help me?

Important updates
I \@ | e e 3
7 Install updates automatically (recommended)

Dowload updates but e e choose whethr o nstall them

Check for ypdtes but et me choose whether to download and nstal them

Never check for updates (not recommended)

Recom]
- L

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

Note: Windows L ly checking for other updates. Read our
privacy statement online,

4. Provjerite je li mogucénost Never check for updates (Nikad ne provjeravaj azuriranja) aktivha
u odjeljku Important updates (Vazna azuriranja).

= [

()= [E » ContrlPanel » Al Control Paneltems » Windows Update » Change settings <[4 |[ Search Con.. £

Choose how Windows can install updates

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

Important updates

I @ [Never check for upda -

Install new updates: [Every day at 300 AM

Recommended updates

updates
Who can install updates

[7] Allow al usersto install updites on this computer

Note: Windows Update might update itseff automatically first when checking for other updates. Read our
‘privacy statement online,
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Ako su azuriranja potrebna zbog neotkrivenih sigurnosnih ranjivosti, tvrtka QIAGEN omogucuje
mehanizme za instaliranje definiranog skupa provjerenih sigurnosnih zakrpa sustava Windows
preko mreze (ako je na prijenosnom racunalu tvrtke QIAGEN dostupna internetska veza) ili u

obliku izvanmreznog paketa pripremljenog na zasebnom ra€unalu s internetskom vezom.
Za dodatne informacije posjetite stranicu proizvoda na stranici QIAGEN.com.
4.2 Zahtjevi za lokaciju

Instrument Rotor-Gene Q MDx mora se nalaziti dalje od izravne Sunceve svjetlosti, dalje od izvora
topline i dalje od izvora vibracija i elektricnih smetnji. Za radne uvjete (temperatura i vlaznost)
pogledajte Dodatak A. Na mjestu instalacije ne smije biti prekomjernog propuha, prekomjerne

vlage, prekomjerne prasine te ono ne smije biti izlozeno velikim promjenama temperature.

Tezinu i dimenzije instrumenata Rotor-Gene Q MDx potrazite u Dodatku A. Radna povrsina mora
biti suha, Cista i imati dodatnog prostora za dodatnu opremu. Dodatne informacije o potrebnim

specifikacijama radne povrSine zatrazite od Tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN.

Napomena: iznimno je vazno da se instrument Rotor-Gene Q MDx nalazi na stabilnoj povrsini
koja je ravna i koja nije izlozena vibracijama. Procitajte radne uvjete — pogledajte Dodatak A.

Instrument Rotor-Gene Q MDx mora se postaviti unutar otprilike 1,5 m od propisno uzemljene AC
strujne uti¢nice.

UPOZORENJE | Eksplozivna atmosfera
Instrument Rotor-Gene Q MDx nije predviden za uporabu u eksplozivnoj
A atmosferi.

UPOZORENJE | Rizik od pregrijavanja
/\ Da bi se zajam¢ila odgovarajuc¢a ventilacija, odrzavajte minimalni razmak

od 10 cm na straznjoj strani instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

Prorezi i otvori za ventilaciju instrumenta Rotor-Gene Q MDx ne smiju se
prekrivati.
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4.3 AC priklju¢ak napajanja
4.3.1 Zahtjevi u pogledu napajanja

Instrument Rotor-Gene Q MDx radi na:

e 100 -240V AC pri 50 — 60 Hz, 520 VA (vrdno)

Provjerite je li nazivni napon instrumenta Rotor-Gene Q MDx kompatibilan s AC naponom
dostupnim na mjestu instalacije. Kolebanja napona mreznog napajanja ne smiju premasivati 10 %
nazivnog napona napajanja.

4.3.2 Zahtjevi za uzemljenje

Da biste zastitili osoblije koje rukuje instrumentom, tvrtka QIAGEN preporuéuje pravilno
uzemljivanje instrumenta Rotor-Gene Q MDx. Instrument je opremljen AC kabelom napajanja s
trima vodic¢ima koji, kada ga se priklju¢i na odgovaraju¢u AC strujnu uti¢nicu, uzemljuje instrument.
Da biste zadrzali ovu zastitnu znacajku, nemoijte raditi na instrumentu prikljuéenom na AC strujnu
utinicu koja nije priklju¢ena na uzemljenje.

4.3.3 Instalacija AC kabela napajanja

Spojite jedan kraj AC kabela napajanja u uti¢nicu koja se nalazi sa straznje strane instrumenta
Rotor-Gene Q MDx, a drugi kraj u AC strujnu uti¢nicu.

4.4  Konfiguracija za sigurnost sustava Windows

Na prijenosnim racunalima koja isporuCuje tvrtka QIAGEN za uporabu s instrumentom
Rotor-Gene Q MDx moze biti predinstaliran sustav Microsoft Windows 7 ili Windows 10, a
raCunala su konfigurirana sa standardnim (neadministrativnim) Windows korisni¢kim racunom i s
administratorskim racunom. Tijekom rutinske uporabe sustava upotrebljava se standardni racun
jer su softver Rotor-Gene Q i inacica 1.0 ili 2.1 softvera Rotor-Gene AssayManager predvidene
za rad bez administratorskih prava. Administratorski ra€un, onaj s crvenom radnom povrsinom,
upotrebljava se samo za instaliranje softvera Rotor-Gene Q ili Rotor-Gene AssayManager inacica
1.0 ili 2.1 i u skladu s odjeljkom Dodatni softver na raunalima povezanima s instrumentima
Rotor-Gene Q MDx (pogledajte odjeljak ,,Antivirusni softver”). Crvena radna povrsina ukazuje na
to da se upotrebljava administratorski racun. Svaki put provjerite jeste li se za rutinsku uporabu
prijavili kao standardni korisnik.
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Zadana lozinka administratorskog racuna glasi Q1a#g3n!A6. Administratorsku lozinku promijenite
nakon prve prijave. Lozinka mora biti sigurna i ne smijete je izgubiti. Za racun rukovatelja nema
lozinke.

Ako se izgubi administratorska lozinka za prijenosno racunalo, savjetovali bismo vam da se
obratite tvrtki Microsoft za podrsku.

Ako se va$a konfiguracija razlikuje i ne sadrzava neadministrativni raCun, administratori sustava
postavit ¢e dodatni standardni korisnicki racun sustava Windows da bi sprijecili pristup kljuénim
podrugjima sustava kao Sto su programske datoteke, direktorij sustava Windows (npr. pristup
funkciji instaliranja ili deinstaliranja, ukljuujuéi aplikacije, komponente operacijskog sustava,
postavke datuma/vremena, azuriranja sustava Windows, vatrozid, korisni¢ka prava i uloge,

aktivacija antivirusne zastite) ili postavke vazne za rad poput ustede energije.

Da biste izradili standardni korisnicki racun u sustavu Windows 7, slijedite korake opisane u
odjeljku ,lzrada novog korisni¢kog racuna”:

Putem izbornika Start otvorite Windows Control Panel (UpravljaCka plo¢a sustava Windows) i
odaberite User Accounts (Korisni¢ki racuni) > Manage Accounts (Upravljaj racunima).

1. Odaberite Create a new account (Izradi novi racun).
¥ ‘ e

@. jow B, User hoccunes o Mlansge Accosndt = | iy . o
st - —

Choose the acoount you would like to change

] |
Admin 4| Cuest
Bfeveresti e Guil Boeunt o it

2. Dajte naziv racunu i odaberite Standard User (Standardni korisnik) kao vrstu racuna.
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Ehe decunty of thet Comngabes, |
Adrranclr o
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mtificafion pettings, sdminittrators may be asked to provide thew passwond or confirmation befon
enpling changes that sfect othey users
| W retemimand that yeu peoteet every sceount with 8 18rong paimwerd

(CEreste dccours ] [ Cance

3. Kliknite Create Account (lzradi racun).
4.5 Zahtjevi radne stanice

Prijenosno racunalo, koje se opcionalno isporu€uje s instrumentom Rotor-Gene Q MDx,
zadovoljava zahtjeve softvera Rotor-Gene Q, koji su detaljno navedeni u tablici u nastavku.

Zahtjevi sustava radne stanice

Opis Minimalni zahtjev

Operacijski sustav Microsoft® Windows® 10 Professional edition (64 bita); Microsoft Windows 7
Professional edition (32 bita ili 64 bita)* (servisni paket 1)

Procesor Intel® Core™ 2 Duo 1,66 GHz ili jadi

Glavna memorija
Prostor na tvrdom disku
Grafika

Prikljucci

Pokazivacki uredaj
Bluetooth

PDF preglednik ili slicno

Moguénosti napajanja

Najmanje 1 GB RAM-a

Najmanje 10 GB HDD-a

Adapter i zaslon s najmanje 1200 x 800 piksela

Serijski priklju¢ak RS-232 ili USB priklju¢ak

Potrebni su dodirna plocica, mis ili ekvivalentan uredaj
Mora biti isklju¢en

Mora biti instaliran; nije dio paketa za instaliranje softvera

Nikad nemojte iskljuciti tvrde diskove, hibernirati ili i¢i u stanje mirovanja

Sustav Microsoft Windows 10 ili Windows 7, Professional edition potreban je za pokretanje softvera Rotor-Gene Q sa
sigurnosnim znacajkama (pogledajte odjeljak 6.9). Sigurnosne znacéajke nisu dostupne ako se upotrebljava izdanje Home
sustava Windows 10 ili Windows 7.

T Kada se upotrebljava inacica 1.0 ili 2.1 softvera Rotor-Gene AssayManager®, razlikuju se sljede¢i minimalni zahtjevi
osobnog racunala: Procesor Intel Core i3-380M, glavna memorija 4 GB RAM-a, prostor na tvrdom disku 250 GB, potreban
USB priklju¢ak.
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4.6

Instrument Rotor-Gene Q MDx isporuCuje se sa svim potrebnim dijelovima za postavljanje i

pokretanje instrumenta. U kutiji se nalazi i popis isporu€enih dijelova.

Napomena: provjerite je li popis potpun kako biste bili sigurni da imate sve dijelove.

Napomena: prije instaliranja provjerite da na instrumentu i dostavljenoj dodatnoj opremi nema

oStec¢enja nastalih tijekom transporta.

Kutija s dodatnom opremom nalazi se na pjenastoj ambalazi. Kutija s dodatnom opremom

sadrzava:

vodi€¢ za instalaciju (na engleskom; prijevodi su dostupni na prijenosnim medijima uz

priru¢nike)

prijenosne medije (softver)

prijenosne medije (prirucnici)

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Rotor Holder (rastavljen radi sigurnog transporta)
36-Well Rotor (crveni rotor)

36-Well Rotor Locking Ring.

Sljedec¢i predmeti nalaze se sa svake strane pjenaste ambalaze:

Nakon $to sve dijelove izvadite iz kutije, skinite pjenastu ambalaZu s instrumenta Rotor-Gene Q
MDx. Pazljivo izvadite instrument Rotor-Gene Q MDx iz kutije i odmotajte plasti¢ni omot. Otvorite

poklopac tako da ga povucete prema natrag da biste pristupili reakcijskoj komori.

Sljeded¢i predmeti ve¢ su instalirani u instrumentu Rotor-Gene Q MDx:

Ovisno o pojedinostima narudzbe, u pakiranje moze biti uklju¢eno prijenosno racunalo.

USB i serijski kabel RS-232

komplet kabela za napajanje za medunarodnu uporabu
PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000).

72-Well Rotor (plavi rotor)
72-Well Rotor Locking Ring.
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4.6.1 Nadogradnja softvera

Azuriranja  softvera  dostupna su na internetskoj stranici  tvrtke = QIAGEN
https://lwww.qgiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-
gene-g-mdx/, kojoj se moze pristupiti i iz izbornika Help (Pomo¢) u softveru. Da biste preuzeli
softver, morate se registrirati na mrezi.

4.7 Dodatna oprema

Rotirajuci diskovi Rotor-Discs i dodatna oprema mogu se zasebno naruiti za uporabu s

instrumentom Rotor-Gene Q MDx. Dodatne pojedinosti potrazite u odjeljku 16.

4.8 Ponovno zapakiravanje i otprema instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Pri ponovnom zapakiravanju instrumenta Rotor-Gene Q MDx za otpremu mora se upotrijebiti
originalna ambalaza. Ako se originalna ambalaza ne moZe upotrijebiti, obratite se TehniCkoj sluzbi
tvrtke QIAGEN. Provjerite je li instrument pravilno pripremljen (pogledajte odjeljak Odrzavanje)
prije zapakiravanja te se uvjerite da ne predstavlja biolo$ku ili kemijsku opasnost.

4.9 Pocetak
4.9.1 UkljuCivanje instrumenta Rotor-Gene Q MDx i radne stanice

Provjerite je li Rotor-Gene Q povezan s prijenosnim racunalom USB-om ili RS-232 kabelom te

jesu lii prijenosno racunalo i Rotor-Gene Q uklju€eni i napajaju li se.
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5  Radni postupci

Preporu€ujemo da prije nastavka procitate odjeljak 3 i upoznate se sa zna€ajkama instrumenta.

Ostecenje instrumenta
OPREZ S instrumentom Rotor-Gene Q MDx upotrebljavajte samo proto€ne éelije i
é potroSni materijal tvrtke QIAGEN. Osteéenje uzrokovano uporabom drugih

vrsta proto¢nih Celija ili potroSnog materijala ponistit ¢e jamstvo.

Rizik od oste¢enja materijala
OPREZ Izbjegavajte pomicanje radne povrsine i uzrokovanje vibracija za instrument
é Rotor-Gene Q MDx tijekom rada kako biste sprijecili ometanje osjetljivih

opti¢kih mjerenja.

5.1 Uporaba softvera instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Novi postupci mogu se postaviti s pomoéu €arobnjaka Quick Start (Brzi pocCetak rada) ili
&arobnjaka Advanced (Napredno), koji se pojavljuju pri pokretanju softvera. Carobnjak Quick Start
(Brzi pocetak rada) osmislijen je tako da korisniku omoguci da $to brze pokrene postupak.
Carobnjak Advanced (Napredno) omoguéuje vise moguénosti, kao $to su konfiguracija znadajke
Gain Optimization (Optimizacija pojacanja) i postavke volumena. Kako bi bili prakti¢ni, €arobnjaci
imaju niz predlozaka sa zadanim uvjetima cikliranja i kanalima za prikupljanje. Da biste promijenili

vrstu ¢arobnjaka, odaberite odgovarajucu karticu na vrhu prozora New Run (Novi postupak).
5.1.1  Carobnjak Quick Start (Brzi po&etak rada)

Carobnjak Quick Start (Brzi pocetak rada) omogucuje korisniku da $to brze pokrene postupak.
Korisnik moze odabrati iz skupa ¢esto upotrebljavanih predlozaka i unijeti minimalne parametre
da bi pogeo s radom. Carobnjak Quick Start (Brzi po&etak rada) pretpostavlja da volumen reakcije
iznosi 25 ul. Za ostale volumene reakcije upotrijebite Carobnjaka Advanced (Napredno)
(pogledajte odjeljak 5.1.2).

Kao prvi korak odaberite Zeljeni predloZak za postupak tako Sto ¢ete dvaput kliknuti na predloZzak
s popisa u prozoru New Run (Novi postupak).
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& Three Step with Melt

MNudeic Acid Concentration Measurement

E_J Open A Template In Another Folder. ..

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions
from the last run open
|in the software.

New
Cancel

Help

i

¥ Show This Screen 'When Software Opens

Perform Last Run (Izvedi zadnji postupak):

Three Step with Melt (Tri koraka s taljenjem):

Two Step (Dva koraka):

Quenched FRET (Priguseni FRET):

Nucleic Acid Concentration Measurement
(Mjerenje koncentracije nukleinske kiseline):

HRM (Taljenje velike razlugivosti):

Other Runs (Ostali postupci):

Perform Last Run (lzvedi zadnji postupak) upotrebljava
definicije cikliranja, prikupljanja i uzoraka iz zadnjeg postupka
otvorenog u softveru.

Ovo je profil cikliranja u tri koraka s krivuljom taljenja uz
prikupljanje podataka na zelenom kanalu.

Ovo je profil cikliranja u dva koraka s podacima prikupljenima
na zelenom, zutom, naran¢astom i crvenom kanalu.

Ovo je profil cikliranja u tri koraka s krivuljom tajenja. Za
razliku od profila Three Step with Melt (Tri koraka s taljenjem),
do prikupljanja dolazi na kraju koraka sparivanja.

Ovo je zadani predloZak za mjerenje koncentracije nukleinske
kiseline interkalirajuéim bojama.

Ova mapa sadrzava profile taljenja velike razlucivosti.

Ova mapa sadrzava dodatne profile.

Profili cikliranja i prikupljanja za sve predloske mogu se mijenjati s pomocéu ¢arobnjaka.

Napomena: predlosci koje odreduje korisnik mogu se dodati popisu predlozaka u ¢arobnjaku
Quick Start (Brzi pocCetak rada) kopiranjem ili spremanjem *.ret datoteka u C:\Program
Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\Quick Start Templates. Nakon kopiranja datoteke na
ovaj put predlozak ¢e se pojaviti kao ikona na popisu. Ako biste za svoje predloSke Zeljeli korisnicki

prilagodene ikone, izradite sliku u formatu *.ico i datoteku nazovite kao i predlozak.
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Podmape se mogu izraditi za predloSske povezane sa skupinama. To omogucuje organiziranje
predlozaka koje moze biti prakti¢no ako, na primjer, nekoliko korisnika upotrebljava isti instrument.

Odabir rotora

U sljede¢em prozoru s popisa odaberite vrstu rotora.

Oznadite potvrdni okvir Locking Ring Attached (Prsten za zaklju€avanje pri€vrséen) i kliknite
Next (Sljedece).

[* Quick Start

1. Rotar Selection | 2 Canfirm Prafile

-Rotor Type -
36-Well Rotor

[v Locking Ring &ttached

cocs_|

Potvrda profila

Uvoze se uvijeti cikliranja i kanali prikupljanja odabranog predloska. Mogu se mijenjati u prozoru
Edit Profile (Uredi profil) (pogledajte odjeljak ,,Uredivanje profila®).

Da biste pokrenuli postupak, kliknite gumb Start Run (Pokreni postupak). PredloZzak se moze

spremiti i prije pokretanja postupka klikom na moguénost Save Template (Spremi prediozak).
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1. Rator Selection 2. Cerfirn Prcfile |
@8 W @
MNew Open SaveAs | Help

The run will take approvimately 77 minutels] to complete. The araph below represents the un to be performed

Click on 2 cycle belaws to modiy it

Insert after,
Cycling
Melt Insert before...
Remave

Hold Temperature: a5 | geg
Hold Time: 2 |mins 0 |secs

< Back Save Template Start Run Cancel

Spremanje postupka

Nakon $to kliknete na gumb Start Run (Pokreni postupak), pojavljuje se prozor Save As (Spremi
kao). Postupak se moze spremiti na lokaciju koju korisnik Zeli. Postupku se daje naziv datoteke
koji sadrzava upotrijebljen predlozak i datum postupka. Naziv datoteke uklju€uje i serijski broj (1,

2 itd.) kako bi se omogucilo automatsko imenovanje brojnih postupaka koji istog dana
upotrebljavaju isti predlozak.

21|
D

he:

& @& of B

File name: IThree Step with Met 2008-12-04 (1) ﬂ Save I

Saveastipe:  [Run File (red) | Cencel
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Postavljanje uzorka

Nakon $to postupak zapocne, u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) mogu se definirati i opisati

uzorci.
B EditSamples ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Sty\el
Settings
(Givan Conc. Format : |123,457
—Samples :
. _>i Edit | Feset Default | Gradient |
C I |Mame | Tupe |Groups | Given Conc. |Selected | |
A1 R 1000 Standard 1,000 Yes
W R0 Standard 1,000 Yes
B riw Standard 100 ‘ez
W riw Standard 100 ‘ez
B R Standard 10 Yes
B R0 Standard 10 Yes
' EEEGE Standard 1 Ves
B R Standard 1 Ves
Bl RNTC NTC Yes
BZ RNTC NTC Tes
Wce: 100 Standard 1,000 ez
Mlce: 1000 Standard 1,000 Yes hd|
Page :
’7Name' IPage1 2 3 | MNew | Delerel I~ Sunchronize pages
Undo | Ok I Cancel I Help I

Prozor Edit Samples (Uredi uzorke) pojavljuje se nakon $to postupak zapocne kako bi korisnik
to vrijeme mogao iskoristiti za unos naziva uzoraka. Ako se nazivi uzoraka unose jako brzo tijekom
postupka (npr. s pomocu citaca crticnih kodova), to moze rezultirati transponiranim slovima u
nazivima uzoraka. Stoga se preporucuje izbjegavati uporabu ¢itaca crtinih kodova i, ako je to
primjenjivo, unositi nazive uzoraka nakon $to postupak zavrsi. Informacije o postavljanju definicija
uzoraka u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) potrazite u odjeljku 6.8.4.

5.1.2 Carobnjak Advanced (Napredno)

Carobnjak Advanced (Napredno) omogudéuje moguénosti koje nisu dostupne u &arobnjaku Quick

Start (Brzi pocetak rada), kao $to je konfiguracija optimizacije poja¢anja.

Da biste upotrebljavali ¢arobnjak Advanced (Napredno), odaberite predlozak tako da dvaput
kliknete na naziv predloska na popisu u kartici Advanced (Napredno) unutar prozora New Run
(Novi postupak).
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Quick Start Advanced |

[imports the cyding |
and acquisition and
sample definitions

» Empty Fun _fr-:-m the last run open
|in the software,

erform Last Run

-

2 Thres Step with Melt

a

1
& Two Step

JHRM™

l_ | Other Runs
@ Instrument Maintenance

Open A Template In Another Folder. ..

Mew

Cancel

i

Help

¥ Show This 5creen 'When Software Opens

Mogucnosti predloska ponudene u ovom prozoru slicne su onima koje se nude pri uporabi
Carobnjaka Quick Start (Brzi poCetak rada) (odjeljak 5.1.1).

Perform Last Run (Izvedi Radnjom Perform Last Run (Izvedi zadnji postupak) uvoze se definicije
zadnji postupak): cikliranja, prikupljanja i uzoraka iz zadnjeg postupka koji je otvoren u softveru.

Empty Run (Prazan postupak):  Ovo je prazan postupak koji korisniku omogucuje definiranje svih parametara

profila.
Three Step with Melt Ovo je profil cikliranja u dva koraka s prikupljanjem podataka samo na
(Tri koraka s taljenjem): zelenom kanalu da bi se postupak ubrzao.
HRM (Taljenje velike Ova mapa sadrzava dva profila taljenja velike razlucivosti.
razlucivosti):
Other Runs (Ostali postupci): Ova mapa sadrzava dodatne profile.
Instrument Maintenance Sadrzava predloSke upotrijebljene tijekom postupka opticke potvrde
(Odrzavanje instrumenta): temperature (Optical Temperature Verification, OTV). Vise informacija

potrazite u odjeljku 9. Ovaj je predloZzak zaklju¢an kako bi se osiguralo da
profil uvijek ispravno radi.

Napomena: predloSci koje odreduje korisnik mogu se dodati na popis predloZaka kopiranjem ili
spremanjem *.ret datoteka u C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\. Nakon
kopiranja datoteke na ovaj put predloZak ¢e se pojaviti kao ikona na popisu.
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Prozor ¢arobnjaka za pokretanje novog postupka 1

U sljedeéem prozoru s popisa odaberite vrstu rotora.

Oznacite potvrdi okvir Locking Ring Attached (Prsten za zaklju¢avanje priévr§éen) i kliknite Next
(Sljedece) da biste nastauvili.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

-Rotor Type

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

[ Locking Ring Attached

Cokpwiad]  cpek | News |

Prozor ¢arobnjaka za pokretanje novog postupka 2

U sljede¢em se prozoru mogu unijeti ime korisnika i napomene o postupku. Morate unijeti i
volumen reakcije.

Ako je u prozoru 1 odabran 72-Well Rotor, u padajuéem su izborniku dostupne tri mogucnosti
Sample Layout (Raspored uzoraka). Zadana je mogucnost ,1, 2, 3...". Vecina korisnika odabere
tu mogucnost. Mogu¢nost ,1A, 1B, 1C...” treba izabrati kada su uzorcima napunjene susjedne
epruvete 0.1 ml Strip Tubes s pomocu viSekanalne pipete s 8 kanala. Po potrebi se moze odabrati
raspored ,A1, A2, A3...".
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Wolume [pL]: 2=
Sarmple Layaut : l1, 253 :_]
Skipwizard | <cBack | Next»> |

Prozor ¢arobnjaka za pokretanje novog postupka 3

U ovom se prozoru mogu izmijeniti moguc¢nosti Temperature Profile (Temperaturni profil) i
Channel Setup (Postavke kanala). Ako se klikne gumb Edit Profile... (Uredi profil), pojavljuje se
prozor Edit Profile (Uredi profil), Sto omogucuje izmjenu uvjeta cikliranja i odabir kanala
prikupljanja (odjeljak Uredivanje profila).

Nakon postavljanja profila kliknite gumb Gain Optimisation... (Optimizacija pojacanja) da bi se
otvorio prozor Gain Optimisation (Optimizacija pojacanja) (pogledajte stranicu 63).
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New Run Wizard El

Temperature Frofile : This box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
wour mouse aver the
item for help. v'ou

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

available settings.
Edit Prafile ...

Channel Setup :

M ame Source | Detector | Gain Create New... |
470nm &1 0nm 7 ?

Yellow 530nm  555nm 7 Edt..
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gair...
Red E28nm  BEORm 7
Crimson B80nm  710hp 7 Bemaove
HRM 470nm 510nm 7 Reset Defauls
Gain Optimigation. .

Skipwizard | << Back Net>> |

Uredivanje profila

Prozor Edit Profile (Uredi profil) omoguéuje specificiranje uvjeta cikliranja i kanala prikupljanja.
Prikazani pocetni profil temelji se na predloSku odabranom pri postavljanju postupka (pogledajte
stranicu 45). Profil je graficki prikazan. Popis segmenata profila prikazuje se ispod grafickog
prikaza. Taj popis moze uklju€ivati mogucénosti Hold (Zadrzavanje) (stranica 53), Cycling
(Cikliranje) (stranica 55), Melt (Taljenje) (stranica 55) ili HRM (Taljenje velike razluCivosti) ako
instrument ima kanal za taljenje velike razlu€ivosti (High Resolution Melt, HRM) (stranica 58).

Svaka faza profila moze se urediti tako da se klikne na odgovarajuc¢e podrucje grafickog prikaza
ili na naziv popisa te da se potom promijene postavke koje se pojave.

Insert after... (Umetni nakon...):  Omogucuje dodavanje novog ciklusa nakon odabranog ciklusa.
Insert before... (Umetni prije...):  Omogucuje dodavanje novog ciklusa prije odabranog ciklusa.

Remove (Ukloni): 1z profila se uklanja odabran ciklus.

Mogucnost Hold (Zadrzavanje) daje instrumentu Rotor-Gene Q MDx uputu da tijekom
postavljenog vremena ostane na oznacenoj temperaturi. Da biste promijenili temperaturu, kliknite
gumb Hold Temperature (Zadrzi temperaturu) te utipkajte ili s pomoénu klizne trake odaberite
Zeljenu temperaturu. Da biste promijenili trajanje zadrzavanja, kliknite gumbe Hold Time (Vrijeme

zadrzavanja), mins (minute) i secs (sekunde).
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@l . 8 H | e

News Open Saveds | Help

The run will kake approsimately 89 minute[z] to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on & cycle below ta modify it :

Insest after

Cucling
Inser before...
Fiemove

Hald Temperature 95 Ideg_
Hald Time : 3 |mins O Isacs

Ako se izvodi postupak Optical Denature Cycling (Cikliranje opticke denaturacije), moguénost
Hold (Zadrzavanje) moze se upotrijebiti kao korak kalibracije. U tom se slu¢aju kalibracijsko
taljenje izvodi prije mogu¢nosti Hold (Zadrzavanje). Prema zadanim postavkama, to je

konfigurirano za prvu moguénost Hold (Zadrzavanje) u postupku, ali se, po potrebi, moze

promijeniti.
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Click on a cycle below to modify it ;

Ins

Cycling

Inze

R

Hold Temperature : 95 | deq.
Hald Time : 3 | mine 0 | TBCE

Calibration Step:

Calibration Settings
Acquinng ko an

tube 1. Ramp from 30 to 95
and hold for 3 ming 0 secs.

Dffzet : 0 deg.

E dit I

Vise informacija o postupku Optical Denature Cycling (Cikliranje opticke denaturacije) potrazite
na stranici 59.

Tijekom cikliranja odredeni se broj puta ponavljaju korisnicki definirani koraci povezani s
temperaturom i vremenom. Broj ponavljanja postavlja se gumbom This cycle repeats X time(s).
(Ovaj ciklus ponavlja se X puta).

Pojedinacni je ciklus graficki prikazan (kako je prikazano na snimci zaslona u nastavku). Svaki
korak ciklusa moze se izmijeniti. Temperatura se mozZe mijenjati povlacenjem temperaturne linije
na grafikonu prema gore ili prema dolje. Trajanje koraka moze se mijenjati povlacenjem
temperaturne granice na grafikonu ulijevo ili udesno. Alternativno mozete kliknuti korak i

upotrijebiti gumbe za temperaturu i vrijeme s lijeve strane grafikona.

Gumbima ,~" i ,+” s gornje desne strane grafikona mogu se dodavati ili uklanjati koraci u ciklusu.
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E|
I @
M Cpen Saveds | Help
The run will kake approwimately 89 minute[s] to complete. The graph belaw represents the run to be performed
Click on a cycle below ta modify it -
Hold Insert after
Insert before...
Femove
This cucle repeats 45 | time(s],
Click an ane of the steps below to madity it, or press + or - to add and remove steps for this cycle
Timed Step =l =]
95 deg 9 deq. for 20 secs
20 seconds
Mot Acquiing
—_——— 72 deg for 20 secs
I” LongRange
™ Touchdown 60 deg. for 20 secs
oK I

Long Range (Dugi raspon):

Touchdown (Spustanje):

Podaci se mogu prikupljati

Oznacivanjem ovog okvira vrijeme zadrzavanja odabranog koraka povec¢ava
se za 1 s sa svakim novim ciklusom.

Oznacivanjem ovog okvira temperatura se spusta za odredeni broj stupnjeva
tijekom odredenog broja pocetnih ciklusa. Ovo se potom prikazuje na zaslonu.

na bilo kojem kanalu u bilo kojem koraku cikliranja. Da biste postavili

kanal za prikupljanje podataka, kliknite gumb Not Acquiring (Ne prikuplja se) (ako je kanal veé
postavljen da u ovom koraku prikuplja, ovdje su popisani kanali koji prikupljaju).

lTimed Step v|

35 deq.

10 zeconds

Mot Acquiring

[~ LongRange
[T Touchdowrn

Nakon $to kliknete gumb Not Acquiring (Ne prikuplja se), pojavljuje se prozor Acquisition

(Prikupljanje).
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Same az Previous : I [Mew Acquisition] j
— Aequizition Configuration :
Awailable Channels : Acguiing Channels :

Mame | 5 [ Name |
Crimzon Green
HF 4 d
Orange
Red «
‘rellow

To acquire from a channel, select it fram the list in the left and click >, To stop acquiing from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

Don't Acquire Help

Dye Chart »» |

Dye Channel Selection Chart

470nm | B10nm  [FAMY, SYBR Gresn 14, Flucrescein, EvaGresn’, Alexa Fluor 488

Yellow  |530nm | 5550m JOEY WICE, HER, TETY, CaL Fluor Gold 540+, % akirna “ellow-L’
Orange | 585hm [ E10nm R CAL Fluar Fed 5104, Cp3 54 Tewas Red . Alera Fluor 5E3E
E25nrm | BEORm Cy5Y, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
E80nm | 710hp Quasarf05+, Alewa Fluar 630+
4B0nm | 510nmm S5YT0 94, EvalGreen

Da biste postavili kanal za prikupljanje, odaberite kanal te ga s pomocéu gumba ﬂ premjestite s
popisa ,Available Channels” (Dostupni kanali) na popis ,Acquiring Channels” (Kanali za
prikupljanje). Da biste odabrani kanal uklonili s popisa ,Acquiring Channels” (Kanali za
prikupljanje), upotrijebite gumb ﬂ S pomoc¢u gumba ﬂ uklanjaju se svi kanali s popisa
»+Acquiring Channels” (Kanali za prikupljanje). Klikom gumba Don’'t Acquire (Nemoj prikupljati)
uklanjaju se sva prikupljanja iz koraka.

Ako profil uklju€uje viSe od jedne sekvence cikliranja, prikupljeni podaci mogu se dodati podacima
prikupljenima iz prethodnog cikliranja. U padaju¢em izborniku Same as Previous (Isto kao
prethodno) odaberite korak cikliranja kojemu treba dodati podatke.

Tablica Dye Channel Selection Chart (Tablica odabira kanala za boju) pomaze korisniku da
odabere koji je kanal primjeren za boju koju namjerava upotrijebiti. U tablici su prikazane boje koje
se obi¢no upotrebljavaju i ne naznacuju ogranienja instrumenta.

Prethodno opisane mogucénosti prikupljanja takoder se primjenjuju na korake ,Melt” (Taljenje),
osim $to se podaci o prikupljanju ne mogu dodati s pomocéu izbornika Same as Previous (Isto
kao prethodno).

Melt (Taljenje) predstavlja poveéanje izmedu dvije temperature, s nize na viSu temperaturu.
Dopusteni raspon temperature iznosi 35 — 99 °C.
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Da biste postavili postupak Melt (Taljenje), specificirajte pocetnu temperaturu, zavrSnu
temperaturu, uve¢anja temperature, trajanje drzanja temperature prvog prikupljanja prije nego sto

se pokrene povecanje, vrileme drzanja svakog povecanja i kanale prikupljanja.

Izmedu dvije temperature generirat ¢e se povecanje. Ako je pocetna temperatura visa od zavrsne
temperature, naziv koraka promijenit ¢e se u Hybridisation (Hibridizacija). Moguc¢nost Acquiring
To (Prikupljanje u), postavljena na Melt A (Taljenje A) na snimci zaslona u nastavku, moze se

mijenjati klikom gumba. Pojavit ¢e se prozor Acquisition (Prikupljanje) gdje se mogu odabrati kanali.

R arnp from |5|:| ﬂ degrees to IE“] ﬂ deqrees,

Rizing by | ill deqgree(z] each step,

it fiar IE“:' gecondz of pre-melt conditioning on firzt step,
Wi ait fiar 4] ill geconds for each step aftenwards.

Acquire ko Melt & | oh Green

Kada se provodi standardno taljenje, temperatura se povecava u koracima od 1 °C, uz ¢ekanje
od 5 sekundi prije svakog prikupljanja. Rotor-Gene Q MDx moze se konfigurirati tako da taljenja
provodi u koracima od 0,02 °C. Minimalno vrijeme zadrzavanja izmedu temperaturnih koraka

razlikuje se ovisno o broju stupnjeva izmedu svakog koraka.

Analiza taljenja velike razlu€ivosti (High Resolution Melt, HRM) karakterizira dvolan€ane uzorke
DNK na temelju njihova disocijativnog ponasanja (taljenja). Sli¢na je klasi¢noj analizi krivulje
taljenja, no pruza mnogo vi$e informacija za S$iri raspon primjena. Uzorci se mogu razlikovati
prema sekvenci, duljini, sadrzaju GC-a ili komplementarnosti lanca, sve do promjena na razini

pojedinaénog baznog para.

Analiza taljenja velike razluCivosti moze se provoditi na instrumentima na kojima su instalirani
hardver i softver za taljenje velike razlu€ivosti. Podaci se prikupljaju specijaliziranim izvorima i
detektorima za taljenje velike razlu€ivosti. Analiza taljenja velike razlucivosti takoder uklju€uje
mogucnost izvodenja postupka Gain Optimisation (Optimizacija pojacanja) netom prije nego sto
zapocCne postupak Melt (Taljenje). Nakon izvodenja taljenja velike razlu€ivosti (High Resolution
Melt, HRM) podaci se mogu analizirati softverom za analizu taljenja velike razluCivosti
(odjeljak 10).
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Cikliranje opticke denaturacije uzbudljiva je tehnika dostupna na instrumentu Rotor-Gene Q MDx
tijekom koje se provodi analiza taljenja u stvarnom vremenu da bi se utvrdila vrSna vrijednost
taljenja referentnog uzorka. To naznacuje denaturaciju PCR produkta s ve¢om precizno$¢u od
postavljanja odredene temperature denaturacije za vrijeme zadrzavanja. Da biste izveli ovu
tehniku, jednostavno postavite referentnu epruvetu PCR produkta u polozaj za epruvetu 1 na
rotoru. Referentna epruveta mora sadrzavati i detekcijska kemijska sredstva koja omogucuju
detekciju disocijacije lanca.

Kada zagrijavate na poCetnu temperaturu denaturacije, taljenje se po zadanim postavkama izvodi
na zelenom kanalu na temperaturama od 80 do 95 °C. Korisnik moze prilagoditi parametre tog
pocetnog taljenja. Na temelju tih podataka generira se krivulja taljenja te se automatski analizira.

1,5

1,25
1

0,75

dF/dT

0,5

0,25

0
g 74 &0 ) o a0 95 100

Vr$na tocka taljenja ponovno se povezuje s neobradenim podacima da bi se dobio prag

denaturacije. Potom se u svakom koraku postupka Optical Denature Cycling (Cikliranje opticke
denaturacije) instrument $to brze zagrijava i podaci se kontinuirano prikupljaju. Nakon S$to
referentna epruveta dosegne razinu fluorescencije praga denaturacije, instrument se trenutaéno
hladi i prelazi na sljedeéi programirani korak ciklusa. Vr8na vrijednost ne izraunava se tijekom
cikliranja. Umjesto toga razina fluorescencije referira se na vrdnu vrijednost taljenja, $to oznacuje
prag denaturacije.

Na sljede¢em grafikonu preklopljena su neobradena ocitanja fluorescencije i prvi derivat. To
pokazuje korespondenciju izmedu praga denaturacije i vrSne vrijednosti taljenja dobivene tijekom
kalibracije.
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Da biste izveli postupak Optical Denature Cycling (Cikliranje opticke denaturacije), trebat ¢e vam:

Prethodno amplificiran PCR produkt koji ¢ete staviti u polozaj 1 u rotoru. Ovaj uzorak treba
sadrzavati isti PCR produkt kao i uzorci od interesa te detekcijska kemijska sredstva za
pracenje disocijacije PCR produkta.

Profil opticke denaturacije. Moze se izraditi novi profil ili se moze urediti postojeci profil
(pogledajte pojedinosti navedene u daljnjem tekstu).

Postupak Optical Denature Cycle (Ciklus opti¢ke denaturacije) ¢ini se gotovo identi¢an drugim

ciklusima. Najvaznije razlike uklju€uju korak taljenja koji se automatski umece na pocetku profila

te ostar profil koraka denaturacije tijekom cikliranja. Postupak Optical Denature Cycle (Ciklus

opticke denaturacije) ne zahtijeva definirana vremena zadrzavanja jer se disocijacija produkta

prati u svakom ciklusu.

Za izvodenje ove tehnike potrebne su sljedeée informacije o postupku:

Pocetna temperatura denaturacije. To je ista temperatura kao u koraku Denature
(Denaturacija) u standardnom profilu cikliranja.

Polozaj epruvete PCR uzorka koji ¢e proizvesti krivulju taljenja na zelenom kanalu.

Mora se definirati profil Optical Denature Cycling (Cikliranje opticke denaturacije).

Izradite novi postupak Optical Denature Cycle (Ciklus opticke denaturacije) kako slijedi.

1.

Otvorite prozor Edit Profile (Uredi profil). Potom kliknite New (Novo). U prozoru koji se pojavi
kliknite gumb Insert after (Umetni nakon) i u izborniku odaberite New Cycling (Novo
cikliranje). Klikom na grafikon odaberite jedan od temperaturnih koraka. U padaju¢em
izborniku promijenite Timed Step (Vremenski definiran korak) u Optical Denature (Opticka
denaturacija). Pojavit ¢e se zadani profil koji sadrzava korak Denature (Denaturacija) i korak
Optical Denature Cycle (Ciklus opticke denaturacije).
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Povec¢ana regija na pocetku postupka predstavlja proces kalibracije. Zelene toCkice
predstavljaju prikupljanja u svakom ciklusu tijekom zagrijavanja. Plave tockice predstavljaju
prikupljanje na kraju koraka sparivanja pri 60 °C. Imajte na umu da profil pokazuje svaki korak
s istom temperaturom denaturacije, iako to mozda nije slucaj. Ako uzorak zahtijeva nesto vise
vremena za taljenje pri kraju postupka, proces optiCke denaturacije ¢eka na taljenje u skladu

s podacima o fluorescenciji, a ne u skladu s vremenom. Stoga se temperaturni trag moze
razlikovati za svaki ciklus.

2. Kiiknite na prvu polovicu grafikona sa simbolom Optical Denature (Opticka denaturacija) .
Na lijevoj strani zaslona pojavljuju se informacije Calibration Settings (Postavke kalibracije).

This cycle repeats 45 | time(s).

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

Optical Denature j B ﬂ
Calibration Settings f E
{scquining to FealTime on j

tube 1. Ramp from 80 to 35 f
jatd hold for 3 mins 0 sece /
i

[Dffzet : 0 deg.

H B0 deqg. for 40 secs
Eddit

o |

3. Informacije ,Calibration Settings” (Postavke kalibracije) obi¢no su ispravne. Da biste ih

izmijenili, ako je to potrebno, kliknite Edit (Uredi). Pojavljuje se prozor Calibration Settings
(Postavke kalibracije).

x

— Settings ;

The Optical Denature Calibration settings determine how
to perform the initial melt up to the denaturation
temperature, to determing the fluorezcence level at
which the reference zample haz denatured.

Tube Pozition : >
Famp from IED :II to |E|5 :II deq. c.
Hald far 3 | rhiFE ] | SECE

Denature Offzet I':I :|I deg. c.

k. Cancel
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4. Provjerite sliedece:

o Epruveta naznaena u Tube Position (Polozaj epruvete) sadrzava PCR produkt Cije ¢e
se vrine vrijednosti taljenja prikazati na zelenom kanalu.
o Konacno povecanje temperature nece spaliti uzorak, ali ¢e biti dovoljno visoko da omogucgi
njegovo taljenje.
o Vrijeme zadrZavanja dovoljno je za denaturaciju uzorka.
o Pomak denaturacije ispravno je postavljen. Zadana vrijednost od 0 °C primjerena je za
vecinu taljenja. Taljenja s vrlo ostrim prijelazima mogu zahtijevati pomak denaturacije od
-0,5 °C do -2 °C, kako je definirao korisnik, da bi se osigurala detekcija prijelaza taljenja.
Takoder moZete definirati korak Denature (Denaturacija) uvodenjem novog koraka Hold
(Zadrzavanje). Kliknite Insert before (Umetni prije) i u izborniku odaberite New Hold at

Temperature (Novo zadrzavanje pri temperaturi). Pojavit ¢e se postavke kalibracije.

Haold Temperature ; 95 | deg.
Hold Time : 3 ||-|-|ir|3 1] |sec:s

Calibration Step: &

Calibration Settings
Acquining ko RealTime an
tube 1. Ramp from 80 to 55
and hold for 3 mins 0 secs.

Offzet - 0 deq.

Edit |

Postavke kalibracije sinkroniziraju se s postavkama denaturacije, stoga ¢e se promjenom

vremena zadrzavanja u koraku Denature (Denaturacija) automatski aZurirati vrijeme zadrzavanja
kalibracije. To je rezultat ¢injenice da su proces kalibracije i denaturacija ekvivalentni u postupku
Optical Denature Cycling (Cikliranje opti¢ke denaturacije).

Promjena postojeceg koraka da bi se upotrijebio postupak Optical Denature Cycling
(Cikliranje opticke denaturacije)

Da biste u sekvenci cikliranja promijenili postojec¢i korak Denature (Denaturacija), odaberite ciklus
s popisa u prozoru Edit Profile (Uredi profil). Potom odaberite korak Denature (Denaturacija) tako

Sto ¢ete ga kliknuti na prikazu.
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Timed Step =l BE

95 deq. for 20 secs

Optical Denature:
T seconds
Nat Acquiing
™ LongRange B0 deg for 40 secs

™ Touchdown

oK

Kliknite na padajuci izbornik i odaberite Optical Denature (Opticka denaturacija). Uklanjaju se
temperatura i vrijeme zadrzavanja i prikazuje se ikona Optical Denature (Opticka denaturacija) .

Pri postavljanju novog postupka korisno je upotrijebiti funkciju Gain Optimisation (Optimizacija
pojacanja). To vam omogucuje da optimizirate pojaanje na postavku koja ¢e pruZiti zeljeni raspon
pocCetne fluorescencije pri postavljenoj temperaturi (obi¢no temperatura pri kojoj dolazi do
prikupljanja podataka) na svakom kanalu prikupljanja. Cilj postupka Gain Optimisation
(Optimizacija pojacanja) jest osigurati da se svi podaci prikupljaju unutar dinamickog raspona
detektora. Ako je pojacanje preslabo, signal ée se izgubiti u pozadinskom Sumu. Ako je preveliko,

svi ¢e signali biti izvan skale (zasiceni).

Raspon pojaCanja za svaki kanal iznosi od -10 do 10, pri Cemu je -10 najmanje osjetljiv, a 10

Kad prvi put pokrecete reakcije, preporu¢ujemo da pripremite testni uzorak sa svim reakcijskim
komponentama. Testni uzorak postavite u Rotor-Gene Q MDx i upotrijebite postupak Gain
Optimisation (Optimizacija pojaanja) da biste odredili najbolju postavku pojac¢anja. Ako pojacanje
odabrano postupkom Gain Optimisation (Optimizacija pojacanja) rezultira loSim signalom,
potrebno je povecati moguénost Target Sample Range (Ciljani raspon uzorka). Ako rezultira
signalom koji je zasi¢en, tada je potrebno smanijiti moguc¢nost Target Sample Range (Ciljani

raspon uzorka).

Da biste izveli postupak Gain Optimisation (Optimizacija pojacanja), kliknite gumb Gain
Optimisation... (Optimizacija pojaganja) u prozoru New Run Wizard (Carobnjak za pokretanje
novog postupka) 3 (pogledajte Prozor Carobnjaka za pokretanje novog postupka 3).
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New Run Wizard r‘s_<

Temperature Frofile : This box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
wour mouse aver the
item for help. v'ou

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

available settings.
Edit Prafile ...

Channel Setup :

M ame Source | Detector | Gain Create New... |
470nm &1 0nm 7 ?

Yellow 530nm  555nm 7 Edt..
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gair...
Red E28nm  BEORm 7
Crimson B80nm  710hp 7 Bemaove
HRM 470nm 510nm 7 Reset Defauls
Gain Optimigation. .

Skipwizad | <cBack | Mewt»> |

Pojavljuje se prozor Auto-Gain Optimisation Setup (Postavljanje automatske optimizacije
pojacanja). Taj prozor omogucuje optimizaciju automatskim prilagodavanjem postavki pojacanja
sve dok ocitanja za sve odabrane kanale ne padnu unutar ili ispod odredenog praga.

Auto-Gain Oplimisation Setup x|

— Optimization -
- Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
L98 different gain lewvels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.

Set temperature ta |50 ::Ildeglees.

Optirige Al I Optimige Acqguiing |

¥ Perform Optimisation Before 1t Acquisition
[~ Perform Optimisation At 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Charnel Settings :

! i

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

Green 1 5FI 10FI -10 10 e |
Remave Al |

Sitart I fEmual.. Close Help
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Set temperature to (Postavi
temperaturu na):

Optimise All/Optimise
Acquiring (Optimiziraj sve /
Optimiziraj prikupljeno):

Perform Optimisation Before
First Acquisition (Izvedi
optimizaciju prije prvog
prikupljanja):

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of Run
(Izvedi optimizaciju pri [x]

stupnjeva na pocetku postupka):

Channel Settings
(Postavke kanala):

Edit (Uredi):

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings :
Channel : Green Tube Position : |1 ill

Target Sample Fange ;|5 j Flupta (10 j Fl.

Acceptable Gain Range: |10 j to |1EI j

Prije ocitanja Rotor-Gene Q MDx zagrijat ¢e se ili ohladiti da bi se podudarao
sa specificiranom temperaturom. Prema zadanim postavkama, ova
mogucnost postavljena je na temperaturu prikupljanja.

Moguénost Optimise All (Optimiziraj sve) pokus$at ¢e optimizirati sve kanale
koji su softveru poznati. Moguénost Optimise Acquiring (Optimiziraj
prikupljeno) optimizirat ¢e samo kanale koji se upotrebljavaju u toplinskom
profilu definiranom u postupku (cikliranje i taljenje).

Oznacite ovaj okvir da biste postupak Gain Optimisation (Optimizacija
pojac¢anja) izveli u prvom ciklusu u kojem dode do prikupljanja podataka.
Preporu¢uje se za moguénost Auto-Gain Optimisation (Automatska
optimizacija poja¢anja).

Oznacdite ovaj okvir da biste izveli postupak Gain Optimisation (Optimizacija
pojacanja) prije pokretanja postupka. Instrument Rotor-Gene Q MDx
zagrijava se na specificiranu temperaturu, izvodi se postupak Gain
Optimisation (Optimizacija poja¢anja) i tada zapocinje cikliranje u prvom
koraku, obi¢no korak Denature (Denaturacija). Ta se moguénost moze
odabrati ako bi postavka Gain Optimisation (Optimizacija pojac¢anja) tijekom
postupka dovela do toga da se previSe vremena troSi na pocetni korak.
Obicno se preferira postavka Perform Optimisation Before 1st Acquisition
(Izvedi optimizaciju prije prvog prikupljanja) jer se postupak Gain Optimisation
(Optimizacija pojacanja) izvodi $to je blize moguée uvjetima izvodenja
postupka.

Ovaj padajuci izbornik omogucuje dodavanje kanala. Odaberite kanal od
interesa i kliknite Add (Dodaj).

Otvara prozor u kojem se moze postaviti postavka Target Sample Range
(Ciljani raspon uzorka). Postavka Target Sample Range (Ciljani raspon uzorka)
jest raspon pocetne fluorescencije koji treba postaviti za uzorak u specificiranoj
epruveti. Postupak Auto-Gain Optimisation (Automatska optimizacija pojacanja)
ocitava svaki kanal s pomocéu postavki pojacanja u rasponu specificiranom u
mogucnosti Acceptable Gain Range (Prihvatljivi raspon poja¢anja). Bira prvu
postavku pojacanja koja rezultira o€itanjem fluorescencije u okviru raspona
Target Sample Range (Ciljani raspon uzorka). U prikazanom primjeru postavka
Auto-Gain Optimisation (Automatska optimizacija pojacanja) trazi postavku
pojac¢anja izmedu -10 i 10 koja daje ocitanje izmedu 5 i 10 Fl u epruveti 1.
Opcenito, za interkalirajuée boje prikladan je raspon Target Sample Range
(Ciljani raspon uzorka) 1—3Fl, dok je raspon 5— 10 FI prikladniji za probe
kemijskih sredstava.

0K I Cancel | Help

Remove/Remove All (Ukloni /
Ukloni sve):

Start (Pokreni):

Manual (Ruéno):

Changing Gain During a Run
(Mijenjanje pojacanja tijekom
postupka):

Moguénost Remove (Ukloni) uklanja istaknuti kanal. Mogué¢nost Remove All
(Ukloni sve) uklanja sve kanale.

Moguc¢nost Start (Pokreni) pokrec¢e postupak Gain Optimisation (Optimizacija
pojacanja). Bira se pojacanje koje rezultira razinama signala fluorescencije u
okviru odredenog raspona. Ako fluorescencija izlazi iz odredenog raspona,
pojacanje se postavlja da daje najblize moguce podudaranje.

Ovime se otvara prozor Manual Gain Adjustment (Ru¢no prilagodavanje
pojacanja).

Ako je pojacanje na pocetku postupka bilo previsoko ili prenisko, moze ga se
promijeniti tijekom prvih deset ciklusa. Na mjestu promjene pojacanja
pojavljuje se okomita linija. Ciklusi prije promjene isklju¢uju se iz analize.
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Napomena: postupak Gain Optimisation (Optimizacija pojac¢anja) moze odabrati postavku koja
ne spada u okvir odredenog raspona. Razlog tome mogu biti promjene u fluorescenciji nakon
prvog koraka Hold (Zadrzavanje). Medutim, rezultat postupka Gain Optimisation (Optimizacija
pojacanja) daje dobru naznaku razine fluorescencije na kojoj ¢e se pokrenuti postupak.

Ruéno prilagodavanje poja¢anja

Da biste izveli postupak ,Manual Gain Adjustment” (Ru¢no prilagodavanje pojac¢anja), kliknite
Manual... (Ruéno) u prozoru Auto-Gain Optimisation Setup (Postavljanje automatske
optimizacije pojac¢anja). Pojavljuje se prozor Manual Gain Adjustment (Ru¢no prilagodavanje
pojacanja). U prozoru su prikazana ocitanja fluorescencije pri svakoj danoj temperaturi u stvarnom
vremenu. Upotrebljava se kada pozadina uzorka nije poznata i stoga se mora odrediti pojacanje
da bi se osiguralo da je signal uzorka dovoljan za otkrivanje.

BB ~anual Gain Adjustment x|

File Help

£ Cyeling &, Green

120

Page: Page 1

4 5
5 Sample 5

[
it

8 Sample 8
e [ |
Bank On Bank Off |
0 T T T T T T T s u T T T y T Named On | AllOn | AllOK
ﬁ 1 2 3 4 5 3 7 & 9 10 1 12 13 14 18 Edit Samples.
Time:
120 Temperaie: [60 =
100 Edit Gains...
Start
a0
Stap
o ﬁ
40 k
20
a T T T T T T T T T T T T T T
ﬂ 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 " 12 13 14 15
Time

Prema zadanim postavkama na zaslonu se prikazuju svi uzorci. Uzorci se mogu ukloniti sa
zaslona ili dodati na zaslon s pomocu preklopnika na desnoj strani. Preklopnik se sastoji od
obojenih celija, a svaka celija odgovara uzorku na zaslonu. Prikazuju se uzorci s jarko obojenom
¢elijom, dok se uzorci s izblijedjelim éelijama ne prikazuju. Uzorci se mogu ukljucivati ili iskljucivati
klikom na celiju ili povlaéenjem pokazivaca miSa preko nekoliko ¢elija u isto vrijeme.

Preporu€ujemo da postupak Manual Gain Adjustment (Ru¢no prilagodavanje pojacanja) izvedete
na nacin opisan u nastavku.

1. U prozoru Manual Gain Adjustment (Ruc¢no prilagodavanje pojacanja) prilagodite
temperaturu na temperaturu prikupljanja potrebnu za postupak.

Napomena: temperatura se nece prilagoditi dok instrument Rotor-Gene Q MDx radi. Ponovno
pokrenite instrument Rotor-Gene Q MDx da biste primijenili promjene temperature.
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2. Kiiknite Start (Zapocni). Zapocinje postupak. Temperatura instrumenta Rotor-Gene Q MDx
prilagodava se temperaturi odredenoj u prozoru. Grafikoni u prozoru pocinju prikazivati podatke.

3. Pricekajte da se temperatura stabilizira.

4. Zabiljezite ocitanje fluorescencije zavr$ne tocke (FI).

5. Ako ocitanje Fl-a nije na potrebnoj razini, kliknite na Edit Gains... (Uredi poja¢anja) i uredite
po potrebi. Ovaj proces mozda nece biti trenutan jer su instrumentu Rotor-Gene Q MDx
potrebne priblizno 4 s da prikupi svaku to¢ku u svakom kanalu, a tijekom tog vremena
korisni€ko je sucelje deaktivirano.

6. Ponavljajte proces dok Fl ne bude na Zeljenoj razini.

7. Kliknite Stop (Zaustavljanje). Ako se u postupku jo$ prikupljaju podaci kad kliknete gumb Stop
(Zaustavljanje), instrument Rotor-Gene Q MDx najprije dovr8ava prikupljanje, a potom se
zaustavlja. Taj proces moze trajati do 5 s za svaki kanal prikupljanja.

Prozor €arobnjaka za pokretanje novog postupka 4
U ovom prozoru sazeto je prikazan postupak. Provjerite parametre i, ako su to¢ni, kliknite Start

Run (Pokreni postupak). Od vas Ce se zatraZiti da navedete naziv datoteke. Postavke postupka
mozete spremiti i kao predlozak za buduée postupke s pomoc¢u gumba Save Template (Spremi

predlozak).
New Run Wizard E|
Summary :
S etting | W alue |
Green Gain ]
Ratar 364l Rotor
Sample Lapout 1.2, ..
Reaction Yolume [in microliters) 25

Start Fun

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Gave Template
begin the mn. Click Save Template to zave settings for future runs.

Skip \Wizard ¢ Back
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Prozor ¢arobnjaka za pokretanje novog postupka 5

U ovaj prozor unesite vrste i opise uzoraka dok je postupak u tijeku. Funkcija ovog prozora
identi¢na je funkciji prozora Edit Samples (Uredi uzorke) (stranica 128). Informacije o uzorku
takoder se mogu unijeti i nakon zavrSetka postupka.

Gumbom Finish and Lock Samples (ZavrSi i zakljuCaj uzorke) zakljucava se zaslon i
onemogucuje se izmjena naziva uzoraka. Za viSe informacija o ovoj i drugim sigurnosnim
znacCajkama pogledajte ,Zastita pristupa za softver Rotor-Gene Q” (stranica 134).

New Run Wizard El

Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ Mare Options
Samples :
I | Edi | ResstDefaut | Gradent | NEEIERER
C|D |Name |T5J|:e |Groups |Given Canc. |SEA

1JOEE-34 Unknown e

2 JOEE-3B Unknown e
I :.oEEaC Unknown e
I J0EE3NTC Unknown Te

] Unknown e
- 3 Unknown e
- 7 Unknawn e

g Unknown e

3 Unknawn e T
4 »
Page :
MName : |Page Mew [ Senchronize pages

SkipWizard | <cBack | Finish | Finish and Lock Samples |

5.2 Uporaba hardvera instrumenta Rotor-Gene Q MDx
5.2.1  Vrste rotora

Najprije odaberite koju ¢Cete vrstu epruveta i rotora upotrebljavati. Dostupna su &etiri rotora u koje
se mogu smijestiti razli¢ite vrste epruveta.

Napomena: rotori 36-Well Rotor i 72-Well Rotor isporu¢uju se s instrumentom. Rotori Rotor-Disc®
Rotors dodatna su oprema.

Vazno: u jednom postupku upotrebljavajte identiCne epruvete. Nemojte mijesati razlicite vrste
epruveta ili epruvete razliCitih proizvodaCa jer ¢e to utjecati na optiCku ujednacenost.
Preporu€ujemo uporabu epruveta tvrtke QIAGEN koje su posebno dizajnirane za uporabu s
instrumentom Rotor-Gene Q MDx (pogledajte Informacije za narucivanje). Epruvete drugih
proizvodaca mogu biti autofluorescentne, $to moze utjecati na pouzdanost rezultata. Dodatno,
epruvete drugih proizvoda¢a mogu se razlikovati po duljini i debljini, Sto rezultira nepodudarnoscu
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optiCkog puta instrumenta Rotor-Gene Q MDx i reakcije u epruveti. Tvrtka QIAGEN zadrzava
pravo odbiti tehni¢ku podrsku za probleme koje uzrokuju plasti¢ni materijali koje nije odobrila
tvrtka QIAGEN na instrumentu Rotor-Gene Q MDx.

Vazno: svaka uporaba plasti¢nih materijala koje nije odobrila tvrtka QIAGEN na instrumentu
Rotor-Gene Q MDx moze ponistiti jamstvo instrumenta.

OPREZ Ostecéenje instrumenta

é Prije svake uporabe vizualno pregledajte rotor i provjerite je li oSteéen ili
deformiran.

36-Well Rotor

36-Well Rotor crvene je boje. 36-Well Rotor i prsten za zaklju¢avanje 36-Well Rotor Locking Ring
omogucuju uporabu epruveta od 0,2 ml. Epruvete ne trebaju imati opticki prozirne ¢epove jer
Rotor-Gene Q MDx ocitava fluorescenciju s dna epruvete umjesto s njezina vrha. Mogu se
upotrebljavati i epruvete s kupolastim ¢epom.

72-Well Rotor

72-Well Rotor plave je boje. 72-Well Rotor i prsten za zaklju€avanje 72-Well Rotor Locking Ring
upotrebljavaju se s opremom Strip Tubes and Caps, 0.1 ml koja se moZe upotrebljavati ve¢ za
volumene od 20 pl. Cepovi omoguéuju sigurnu i pouzdanu zastitu.
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Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Rotor tamnosive je boje. Rotor-Disc 72 Rotor i prsten za zaklju€avanje Rotor-Disc
72 Locking Ring omogucuju uporabu rotiraju¢eg diska Rotor-Disc 72. Rotor-Disc 72 jest disk sa
72 jaZice za uporabu s velikim protokom. Da bi se zatvorio Rotor-Disc 72, na vrh se stavlja prozirna
polimerska folija i toplinski se zatvara. Folija se brzo postavlja i sprie€ava kontaminaciju pruzanjem
¢vrste i trajne zastite koja onemogucuje neovlasteno rukovanje. Za viSe informacija o rotiraju¢éem
disku Rotor-Disc 72 pogledajte odjeljak 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Rotor zlatne je boje. Rotor-Disc 100 Rotor i prsten za zaklju€avanje Rotor-Disc
100 Locking Ring omogucuju uporabu rotiraju¢eg diska Rotor-Disc 100. Rotor-Disc 100 jest disk
sa 100 jaZica za uporabu s velikim protokom. Rotor-Disc 100 rotirajuéi je ekvivalent ploCice s 96
jazica, no uz dodatne Cetiri referentne jaZice. Omogucuje integraciju instrumenta Rotor-Gene Q
MDx s laboratorijskim tijekovima rada s 96 jazica. Dodatne jazice mogu se po potrebi
upotrebljavati za dodatne uzorke, dodatne kontrolne reakcije ili orijentacijske reakcije, a da se
pritom ne zauzima nijedan od standardnih polozaja 96 jazica. Za neometanu kompatibilnost s
tijekom rada s 96 jazica, Rotor-Disc 100 primjenjuje konvencije oznacivanja koje vrijede za plocicu
s 96 jazica, to jest A1 —A12 do H1 - H12. Dodatne cetiri referentne jazice oznacuju se kao
R1 — R4. Za viSe informacija o rotiraju¢em disku Rotor-Disc 100 pogledajte odjeljak 5.2.3.
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Specifikacije rotora

Vrsta rotora Kapacitet jazice  Br. uzoraka Vrsta cijevi Preporuceni volumen
(ml) reakcije (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

Napomena: 36-Well Rotor i 72-Well Rotor za instrument Rotor-Gene Q MDx ne smiju se upotrebljavati
na instrumentima Rotor-Gene 3000 zbog nekompatibilnosti s opti¢kim poravnanjem. S instrumentima
Rotor-Gene 3000 nastavite upotrebljavati starije rotore s 36 i 72 polozaja.

5.2.2 Postavljanje reakcije

Vazno: da bi se osigurali pouzdani rezultati, u svakom postupku trebaju se primijeniti
odgovarajuce kontrole.

Reakcije se mogu pripremiti s pomocu bloka za postavljanje Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (za
epruvete PCR Tubes, 0.2 ml), bloka za postavljanje Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (za dodatnu
opremu Strip Tubes and Caps 0.1 ml s jednokanalnom pipetom), bloka za postavljanje Loading
Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (za dodatnu opremu Strip Tubes and Caps, 0.1 ml s viSekanalnom
pipetom), bloka za postavljanje Rotor-Disc 72 Loading Block (za Rotor-Disc 72) ili bloka za
postavljanje Rotor-Disc 100 Loading Block (za Rotor-Disc 100). Svi blokovi izradeni su od
aluminija i mogu se prethodno rashladiti.

Blok za postavljanje Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (na slici) prima 18 epruveta Strip Tubes kao
i do osam epruveta od 0,5 ml, koje se mogu upotrebljavati za pripremu glavne mjeSavine, te do
16 epruveta od 0,2 ml, koje se mogu upotrebljavati za postavljanje standardnih krivulja. Postupak
u nastavku opisuje postavljanje reakcije s pomocu rotora 72-Well Rotor. Isti postupak moze se

primijeniti za postavljanje reakcije s pomocu rotora 36-Well Rotor i odgovarajué¢e dodatne opreme.
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1. Epruvete Strip Tubes postavite u blok za postavljanje Loading Block i alikvotirajte reakcijske

komponente.

2. Cvrsto postavite Sepove Caps na epruvete Strip Tubes i vizualno pregledajte da biste potvrdili
¢vrsto prianjanje.

3. Umetnite Strip Tubes u rotor 72-Well Rotor te provjerite da je svaka epruveta ispravno
postavljena na svoje mjesto u ispravnom smijeru.
Ako ih se ne postavi ispravno u rotor, uzorci se nece optimalno poravnati nad sustavom za
detekciju. To bi moglo rezultirati smanjenjem prikupljenog signala fluorescencije i osjetljivosti
detekcije. S instrumentom se isporucuje Rotor Holder koji omoguéuje jednostavno
postavljanje epruveta.
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Vazno: da biste postigli maksimalnu temperaturnu ujednacenost, na svakom polozaju u rotoru
mora se nalaziti epruveta. Popunjavanje svih polozaja u rotoru osigurava ravnomjerni protok
zraka prema svakoj epruveti. Neka vam bude dostupan komplet praznih epruveta s ¢epom
koje mozete upotrijebiti za punjenje svih neiskoriStenih polozaja.

4. Umetnite prsten za zaklju¢avanje 72-Well Rotor Locking Ring na 72-Well Rotor tako da kroz
vanjske otvore na rotoru pritisnete tri pozicionirajuca klina.

Prsten za zaklju¢avanje Locking Ring osigurava da €epovi ostanu na epruvetama tijekom
postupka.
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5. Umetnite sklop u komoru instrumenta Rotor-Gene Q MDx tako da ga s pomocu
pozicionirajuéeg klina u sredistu rotora pritisnete na mjesto dok ne zaCujete klik. Da biste ga

izvadili, srediSte rotora jednostavno pritisnite prema dolje da biste otkljucali sklop i izvadite ga.

6. Zatvorite poklopac i postavite profil postupka s pomocu softvera Rotor-Gene Q.

5.2.3 Postavljanje rotirajuceg diska Rotor-Disc

Rotor-Disc 72 ili Rotor-Disc 100 sastoje se od 72 odnosno 100 jaZica u jednodijelnom disku
osmisljenom za visoki protok. U rotirajuéim diskovima Rotor-Disc 72 i Rotor-Disc 100 ne
upotrebljavaju se €epovi. Umjesto toga, na vrh se postavlja folija Rotor-Disc Heat Sealing Film te
se toplinski brtvi s pomoéu instrumenta Rotor-Disc Heat Sealer. Folija sprje€ava kontaminaciju
pruzanjem Cvrste i trajne zastite koja onemogucuje neovlasteno rukovanje. Toplinsko brtvljenje

rotiraju¢eg diska Rotor-Disc izvodi se kako je opisano u nastavku.

Vazno: prije nego $to pocnete izvoditi ovaj postupak, procitajte specifikacijski list isporucen s
instrumentom Rotor-Disc Heat Sealer.

1. Rotor-Disc Heat Sealer ukljucite prekidacem koji se nalazi na straznjoj lijevoj strani.
Svijetli crveno svjetlo ,Power” (Napajanje). Instrumentu Rotor-Disc Heat Sealer potrebno je otprilike
10 minuta da dosegne radnu temperaturu. Tada ¢ée svijetliti zeleno svjetlo ,Ready” (Spremno).

2. Odaberite trajno ili uklonjivo brtvljenje.
Napomena: kad je Rotor-Disc Heat Sealer spreman za rad, moze ga se sa sigurno$cu ostaviti
da neprestano radi.

3. Umetnite Rotor-Disc u blok za postavljanje Rotor-Disc Loading Block koriste¢i se oznakom za
prvi poloZaj na rotiraju¢em disku Rotor-Disc i otvorima vodilicama za epruvete na bloku za

postavljanje Rotor-Disc Loading Block.
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4. Reakcije u rotirajuéem disku Rotor-Disc postavite ruc¢nim pipetiranjem ili s pomocu
automatiziranog sustava za rukovanje tekuc¢inama.

5. Uklonite sredisnji dio jednog lista folije Rotor-Disc Heat Sealing Film tako $to ¢ete foliju lagano
preklopiti na pola, kaZiprstom i palcem primiti srediSnji dio i paZljivo ga istrgnuti van.

6. Foliju postavite na rotiraju¢i disk Rotor-Disc u ispravhom smjeru, kako je prikazano na
naljepnici ,SIDE UP” (Gornja strana). Provjerite je li naljepnica ,SIDE UP” (Gornja strana)
pozicionirana na dnu bloka za postavljanje Rotor-Disc Loading Block.

Sredisnji otvor folije trebao bi jednostavno kliznuti preko cilindra bloka za postavljanje
Rotor-Disc Loading Block te na vrh rotirajuceg diska Rotor-Disc.
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7. Sklop gurnite u instrument Rotor-Disc Heat Sealer s pomocu vodilica na bo¢noj strani bloka
za postavljanje Rotor-Disc Loading Block. Provjerite je li blok za postavljanje Rotor-Disc
Loading Block u potpunosti umetnut.

8. Da biste aktivirali mehanizam brtvljenja, prvo pritisnite prema dolje plavu anodiziranu traku na

vrhu instrumenta Heat Sealer, a potom potisnite crnu sklopku prema natrag.

9. Kad se mehanizam brtvljenja spusti, svijetli naran¢asto svjetlo ,Sealing” (Brtvljenje). Ako blok
za postavljanje Rotor-Disc Loading Block nije u ispravnom poloZaju, oglasit e se zvuéni signal
upozorenja.

10.Kad brtvljenje zavrsi, javljaju se kontinuirani zvucni signali i pocinje treperiti narancasto svjetlo
.oealing” (Brtvljenje). Plavu anodiziranu traku pritisnite prema dolje da biste podigli

mehanizam brtvljenja i otpustili ga natrag u originalni polozZaj.
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Vazno: nemojte nastaviti brtviti nakon zvuénog signala jer se rotirajuéi disk Rotor-Disc moze
deformirati.

Napomena: da bi vas upozorilo ako slu¢ajno ne otpustite mehanizam zaklju¢avanja, treperavo
naranc¢asto svjetlo ,Sealing” (Brtvljenje) svijetlit ¢e bez prestanka, dok ¢e kontinuirani zvuéni
signal prije¢i u povremeni.
11.Izvucite blok za postavljanje Rotor-Disc Loading Block iz instrumenta Rotor-Disc Heat Sealer.
Pri¢ekajte otprilike 10 s dok se folija ne ohladi. Potom uklonite viSak folije za brtvljenje tako Sto
¢ete je povuci prema dolje da se odvoji. Visak folije nemojte povlaéiti prema gore.
12.Uklonite rotirajuci disk Rotor-Disc iz bloka za postavljanje Rotor-Disc Loading Block.

13.Postavite rotiraju¢i disk Rotor-Disc u rotor koriste¢i se oznakom lokatora za prvi poloZaj kao
vodilicom do ispravne orijentacije.
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6  KorisniCko sucelje analize

6.1 Radni prostor

Radni prostor jest pozadina glavnog prozora. Na tom se podru¢ju mogu otvoriti grafikoni s
neobradenim podacima i rezultati analize. Ako je istodobno otvoreno nekoliko prozora, mozete ih
organizirati klikom gumba Arrange (Rasporedi) na alatnoj traci. Dostupno je nekoliko mogucnosti
rasporeda prozora koje se mogu odabrati klikom strelice okrenute prema dolje uz gumb Arrange
(Rasporedi).

-

Reporks  Arrange

Smark Tiling
Tile Harizontally

Tile Wertically

Cascade

6.2 Alatna traka

Ovi su gumbi pre€aci do €esto upotrebljavanih radnji. Tim radnjama moze se pristupiti i iz
padajucih izbornika.

I €]

Mew Open Save

PU N

Stark Pause  Stop

g‘ JVlew "'«'5} Kfj J&‘{ -ﬂ % E EE- E -

Help Settings Progress Profle  Temp,  Samples An‘alys\s Reports  Arrange

Jchanne\s " Cycling &.Green 0 Cyding A fellw 7 Cycling A.Orange . Cyeling A.Red |

6.3 Prikaz neobradenih kanala

Kliknite ove gumbe da biste vidjeli neobradene (neanalizirane) podatke iz odredenih kanala u
postupku.

H Channels " Cydling &.Green 0 Cycling & Yellow 7 Cveling A.Crange 0 Cyeling A.Red

Pri pregledu tih podataka dostupan je niz mogucnosti za promjenu prikaza podataka. Neobradeni
podaci mogu se preoblikovati i tako da olakSaju razliCite vrste analiza.
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Adjust Scale (Prilagodi skalu): Da biste odabrali Adjust Scale (Prilagodi skalu), kliknite desnom tipkom misa
na odgovarajuéi prozor. Mogu¢nost Adjust Scale (Prilagodi skalu) otvara
prozor u kojem mozete odrediti skalu.

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

o| ok |

Autoscale (Automatski skaliraj): Moguénost Autoscale (Automatski skaliraj) pokuSava prilagoditi skalu
najviSim i najnizim ocitanjima podataka.

Default Scale (Zadana skala): Moguénost Default Scale (Zadana skala) vra¢a skalu na prikaz od 0 do 100
jedinica fluorescencije.

Ikona mati¢nog/francuskog klju¢a:  Vise informacija potraZzite u odjeljku 7.5.

ﬂ 5 10 15 F F] 30 35 40 45
Cycle

Adyst Scale.. | Aulo-Scale Defa.lsrale_ Oplion| | Page 1 = i
Normalse to Cyclng A, Yellow
Narmalise to Cycing A.Crangs
Normalise: to Cycing A, Red
Crop start cycles
Cropend cydes

Options (Moguénosti): Prikazuje se prethodno prikazan padajuéi izbornik koji nudi moguénosti
preoblikovanja neobradenih podataka.

Normalise to... (Normalizirajna): Omogucéuje normalizaciju podataka o amplifikaciji na podatke iz pasivne
referentne boje, kao $to je ROX, prikupljene u drugom kanalu.

Crop start cycles Izraduje se novi skup podataka kanala u kojemu su uklonjeni neki pocetni
(Skrati pocetne cikluse): ciklusi. Korisno je ako su u poc&etnim ciklusima uoceni veliki skokovi do kojih
moze do¢i kad se upotrebljavaju odredena kemijska sredstva.

Crop end cycles Izraduje se novi skup podataka kanala u kojemu su uklonjeni neki zavr$ni
(Skrati zavr$ne cikluse): ciklusi.
Page 1 (1. stranica): Naznaluje stranicu koja je trenutacno odabrana za prikaz grafikona

neobradenih podataka. Prozor Edit Sample (Uredi uzorak) dopusta izradu
definicija viSe uzoraka. Na primjer, podaci se mogu pregledavati s
promjenjivom debljinom linije, definicijama uzoraka i drugim moguénostima
prikaza. To je posebno korisno ako se na jednom kanalu provodi relativha
kvantifikacija jer korisnik moze jednostavno mijenjati prikaz izmedu gena od
interesa i uzoraka konstitutivnih gena definiranjem dviju stranica uzoraka.

6.4  Prebacivanje uzoraka

S desne strane glavnog prozora nalazi se preklopnik koji ukljuuje i legendu uzoraka. Sastoji se
od ¢elija u boji, a svaka ¢elija odgovara uzorku na zaslonu. Preklopnik se upotrebljava za
kontroliranje koji se uzorci mogu vidjeti na zaslonu. Prikazuju se uzorci s jarko obojenom c¢elijom,
dok se uzorci s izblijedjelim ¢elijama ne prikazuju. Uzorci se mogu ukljucivati ili isklju€ivati klikom
na celiju ili povlacenjem pokazivaca miSa preko nekoliko ¢elija u isto vrijeme. Gumbi Bank On
(Uklju¢i banku) i Bank Off (Isklju¢i banku) skrivaju, odnosno prikazuju sve uzorke koji su
trenutacno vidljivi na popisu. Kliza¢ se moze upotrebljavati za prikaz sljede¢e skupine uzoraka.

Napomena: broj prikazanih uzoraka dinamic¢an je te ovisi o dostupnom prostoru u prozoru.
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Ako kliknete Named On (Uklju¢eno imenovanje), prikazuju se samo oni uzorci koji su imenovani. Ovo
je brz nacin prikaza samo relevantnih uzoraka. Ako kliknete All On (Sve ukljuceno) ili All Off (Sve
iskljuceno), prikazuju se svi uzorci u rotoru, odnosno ne prikazuje se nijedan uzorak u rotoru.
Pritiskanjem gumba Edit Samples... (Uredi uzorke) otvara se prozor Edit Samples (Uredi uzorke) u
kojemu se nazivi, vrste i standardne koncentracije uzoraka mogu uredivati (pogledaijte odjeljak 6.8.4).

Preklopnik je prikazan u nastavku. Dodatne prikazane moguénosti pojavljuju se nakon Sto kliknete
desnom tipkom miSa nad preklopnikom.

Page: Page 1
A1
A2
A3
Ad
A5 Fam
AR
AT
AR

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

Select Groups

Fam
4« | 5
Bank On |  Bark OF
Mamed On | AllOn | All OFf
Edit Samples...

Page (Stranica): Ova oznaka na vrhu preklopnika upucéuje na to da se prikazuje stranica uzorka.
Stranice dopustaju razne neovisne analize iz jednog skupa podataka kanala. Na
primjer, mozete pokrenuti dvije standardne krivulje u zelenom kanalu i generirati
neovisna izvjeS¢a. ViSe informacija o postavljanju stranica uzoraka dostupno je u
odjeljku 6.8.4.

Toggle Sample ID Display Ako se upotrebljava 72-Well Rotor, uzorci se prikazuju u formatu od A1 do A8, od

(Prebacuj izmedu prikaza ID broja  B1 do B8 itd. Mogu¢nost Toggle Sample ID Display (Prebacuj izmedu prikaza ID

uzorka): broja uzorka) omogucuje korisniku da se prebaci na numericki redoslijed uzoraka
(od 1do 72).

Select Non-Empty Samples U ovoj moguénosti ponistava se odabir svih uzoraka ¢iji je Type (Vrsta) odreden kao

(Odaberi uzorke koji nisu prazni): None (Nema) u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke). Time se osigurava prikaz

samo uzoraka koji su relevantni za analizu.

Select Groups (Odaberi skupine):  Ako ste definirali skupine, ova ¢e znacajka prebacivati (ukljucivati/iskljucivati) prikaz
uzoraka u skupinama. Skupine su proizvoljne zbirke uzoraka koje omogucéuju
napredno izvjes¢ivanje statisti¢kih rezultata. Na primjer, mogu se definirati skupine
uzoraka lije¢enih i nelije¢enih pacijenata. Skupine se mogu postaviti u prozoru Edit
Samples (Uredi uzorke).
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6.5 Izbornik datoteka
6.5.1 Novo

Nakon $to odaberete File (Datoteka) i potom New (Novo), pojavljuje se prozor New Run (Novi
postupak). Taj prozor prikazuje Cesto upotrebljavane predlosSke organizirane u kartice Quick Start
(Brzi pocetak) i Advanced (Napredno). Nakon odabira predloSka Carobnjak vas vodi kroz

postavljanje postupka te dopusta izmjenu postavki i profila.

x

Guick Start | Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

form Last Run

1)

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

1)

'% Two Step

2 Quenched FRET

1)

*% Mudleic Acid Concentration Measurement

e
L ] HRM™

g ,l Other Runs

"-.l___.—
?J Open A Template In Another Falder, ..

Cancel

Help

I

v Show Thiz Screen When Software Opens

Informacije o pruZzenim predloScima potrazite u odjeljku 5.1.1 i odjeljku 5.1.2.

Novi postupak

New (Novo): Pokrece se postavljanje postupka s pomoc¢u odabranog predloska.

Cancel (Otkazi): Zatvara se prozor.

Help (Pomo¢): Otvara se pomo¢ na mrezi.

Show This Screen When Ako je ovaj okvir oznacgen, prikazuje se prozor New Run (Novi postupak) kad
Software Opens (Prikazi ovaj se softver pokrene.

zaslon kad se softver otvori):
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6.5.2 Otvaranje i zatvaranje

Open... (Otvori...):

Open Recent...
(Otvori nedavno...):

Save (Spremi):

Otvara se prethodno spremljena datoteka postupka instrumenta Rotor-Gene
Q (*.rex) ili arhiva postupka instrumenta Rotor-Gene Q (*.rea datoteka).

Prikazuju se zadnje Cetiri datoteke koje su otvorene ili spremljene.

Spremaju se sve promjene unesene u datoteku postupka.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

Mew... . A7

Open... View >

Crcniiocent i Stop Setting

Save |

5 As... Run File. ..

Innpoerk Daba From Preyiows B, . Template...

Reparts... Run Archive...

Preferences... Excel Analysis Sheet. ..
Excel Data Sheet...

i o LIMS Export...

Exit LinR.eg Export Format...
Matlab Export...

N

Save As... (Spremi kao...):
Run File... (Datoteka
postupka...):

Template... (Predlozak...):

Run Archive... (Arhiva
postupaka...):

LIMS Export (Izvoz u LIMS):

Excel Data Sheet...
(Podatkovni list programa
Excel...):

Excel Analysis Sheet...
(List analize programa Excel...):

LinReg Export Format...
(Format izvoza LinReg...):

Matlab Export... (Izvoz u
Matlab...):

RDML Export (I1zvoz u RDML):

Ovu funkciju upotrijebite za spremanje datoteke postupka ili podataka u
razli¢itim formatima. Mogué¢nosti su popisane u nastavku.

Sprema se kopija datoteke. Korisnik moze promijeniti naziv i spremiti lokaciju.
To je zadani format.

Spremaju se profilna postavka i povezane postavke, ali ne i podaci postupka.
Predlozak se moze upotrebljavati za pokretanje buducih postupaka.

Spremanje u kompaktnijem datote€nom formatu. Spremite datoteke u ovom
formatu prije njihova slanja e-postom. Time se skracuje vrijeme potrebno za
slanje datoteke i osigurava se da klijenti e-poste ne oStete datoteke.

Sprema analizu u formatima kompatibilnima s LIMS-om, u skladu sa
zahtjevima korisnika. Obratite se Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN da biste
dobili vise informacija.

Izvozi sve neobradene kanale u list programa Excel®. Izvoze se samo
odabrani uzorci.

Sve analize trenutanog postupka izvoze se u jedan list programa Excel.

Svi neobradeni podaci kanala izvoze se u format koji LinReg (alat za analizu
ucinkovitosti) moze ocitavati. Vise pojedinosti potrazite u odjeljku ,lzvoz u
LinReg” u nastavku.

Podaci se izvoze u format koji moze ocitati znanstveni paket programa Matlab
(ili njegov ekvivialent otvorenog koda; Octave). To moze biti korisno za
istrazivanje metoda.

Omogucuje izvoz datoteke koja je sukladna s inacicom 1.1 RDML-a. Kreirana
izvozna datoteka RDML jest datoteka formata XML koja je komprimirana u
ZIP paket, s ekstenzijom datoteke *.rdml te je uskladena s dokumentom
sheme RDML (https://rdml.org/rdmi_v_1_1.html) koji je dostupan na web-
mjestu: https://rdml.org/rdmi_v_1_1.html.
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lzvoz u LinReg

LinReg je alat koji su razvili C. Ramakers i suradnici.* Alat LinReg dostupan je na stranici:
https://medischebiologie.nl/files/.

Softver Rotor-Gene Q omogucéuje korisniku da neobradene podatke izveze u formatu koji alat

LinReg potom moze uvesti za analizu.

1. Otvorite datoteku postupka instrumenta Rotor-Gene Q koja sadrzava neobradene podatke.

2. lzvezite podatke u format za izvoz u LinReg odabirom Save As... (Spremi kao) i potom

LinReg Export Format... (Format izvoza LinReg...).
3. Microsoft Excel automatski prikazuje izvezene neobradene podatke.
4. Pokrenite alat LinReg.

Alat ¢e od vas traziti da odaberete raspon ¢elija u kojem se nalaze neobradeni podaci. Alat moze

analizirati samo po jedan neobradeni kanal, stoga je potrebno odabrati odgovarajucu regiju Excel lista.
6.5.3 lzvjeSca

Nakon $to odaberete Reports (IzvjeS¢a), pojavijuje se prozor Report Browser (Preglednik izvjeS¢a).
Ako su podaci ve¢ analizirani, izvieS¢e te analize moze se prikazati iz prozora Report Browser
(Preglednik izvjeS¢a). Ponudeno je nekoliko vrsta izvje$¢a s razli¢itim stupnjevima pojedinosti.

{5l

— FReport Categaries : =

i Melt A Green (page 1] ;I
: Quantitation
¢ - Cycling A.Green [page 1]
Delta Delta CT Relative Quantitation
delta delta
¢ Relative Quart. Analysis
EI Comparative Quantitation
H Cycling A Green [page 1)
&- 2 Standard Curves Relative Guartitation
2 standrard curve
Rielative Quant. Analysis

uantitation (Condse)

iy
S Quantitation (Full Report)

e
*% Quantitation (Standard Report)

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 Postavljanje

Pocetno postavljanje instrumenta Rotor-Gene Q MDx treba biti dovr§eno tijekom instaliranja.
Medutim, ova moguc¢nost omoguéuje vam da mijenjate postavke povezivanja instrumenta
Rotor-Gene Q MDx ako to Zelite nakon instaliranja.

setup x|

General |

— Mizcellaneous Dptions :

The software can simulate basic operation of the
maching for testing and training purpozesz. Ticking
thiz box will enable a "irtual Machine simulation.

[ Wirtual Maode

[ntick this bowx bo prevent further access to this
zetup screen.

W allow acoess to this setup screeh

F"u:nrtIEEIM'I *I Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Virtualni na¢in  Odaberite ovu moguc¢nost ako ée se softver upotrebljavati bez povezanog
rada): instrumenta Rotor-Gene Q MDx. Softver zadrzava sve funkcije. Taj je nacin rada
koristan u svrhe demonstracije, analize podataka i postavljanja predlozaka.

Allow access to this setup Ako se ova moguénost ne oznadi tijekom postavljanja, ovom se prozoru viSe ne

screen (Dozvoli pristup ovom moze pristupiti. Ova sigurnosna mjera sprjeava da korisnici mijenjaju postavke.

zaslonu za postavijanje): Da biste ponovno dobili pristup, obratite se svojem distributeru.

Port (Priklju¢ak): Odaberite ispravni komunikacijski priklju¢ak da biste omogucili komunikacije
izmedu racunala i instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect (Automatsko Ako niste sigurni koji prikljuéak trebate odabrati, kliknite na moguénost Auto-

detektiranje): Detect (Automatsko detektiranje) da biste traZili sve dostupne prikljucke.

6.6 Izbornik za analizu

6.6.1 Analiza

Nakon Sto kliknete Analysis (Analiza), pojavijuje se prozor Analysis (Analiza). Ovaj prozor
omogucuje izradu novih analiza i prikazivanje postoje¢ih analiza. Metoda analize odabire se s
pomocu kartica. Prikazuje se popis kanala koji se mogu analizirati odabranom metodom. ViSestruki
postupci ispitivanja u istom kanalu mogu se analizirati neovisno, pod uvjetom da su u prozoru Edit
Samples (Uredi uzorke) postavljeni kao zasebne stranice. Kraj stranica koje su ve¢ analizirane
nalazi se zelena kvacica. To znaci da su za tu analizu spremljene postavke praga i normalizacije.
Da biste vidjeli ili analizirali kanal, dvaput ga kliknite. Pojavljuje se prozor odredene analize.
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E

2 Std Curves [Rel] | Other. |
tation i Mel

Delta Delka CT Relakive Quantitation
fllelic Discrimination

Comparakive Quankitakion

Scatter Graph Analysis

Cycling & Green
Cycling &, Orange
Cycling & Red
Cycling & ellow

EndPoint Analysis
Concentration Analysis

High Resolution Melk Analysis
Shiowe &ll Analysis Options.

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Auto-shrink window (Automatsko Odaberete li mogu¢nost Auto-shrink window (Automatsko smanjivanje
smanjivanje prozora): prozora), prozor se smanjuje kad se ne upotrebljava. Prozor se ponovno
povecava kad se pokazivatem prijede preko prozora.

Organiziranje radnog prostora

Svaki put kad se pokrene nova analiza, njezini se prozori rasporede tako da se uklope s prozorima
koji su ve¢ na zaslonu. Ako se prikazuju brojni prozori, to moze biti nepregledno. Zatvorite prozore
koji vam nisu potrebni, a potom kliknite Arrange (Rasporedi) na alatnoj traci. Prozori se
automatski rasporeduju u skladu s metodom Smart Tiling (Pametno rasporedivanje plocica).
Alternativno, drugu metodu odredivanja rasporeda moZzete odabrati klikom na strelicu uz gumb
Arrange (Rasporedi). Kliknete li desnom tipkom miSa na naziv analize, takoder ¢e vam se ponuditi

dodatne mogucnosti.

Guantitation ; Melt |

| cling & Green | -:gv:em'il:.
Cycling A Orange Show

Cycling A Red Hide

Cycling A.velow Remove Analysis...

Show (Prikazi): Prikazuju se odabrane analize.

Hide (Sakrij): Skrivaju se odabrane analize.

Remove Analysis... Odabrana analiza u cijelosti se uklanja. To znadi da ¢e se izgubiti sve
(Ukloni analizu...): postavke normalizacije ili intervali taljenja postavljeni u analizi.
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6.6.2 Kvantifikacija

Odaberite karticu Quantitation (Kvantifikacija) u prozoru Analysis (Analiza) i potom dvaput
kliknite naziv kanala ili odaberite kanal i pritisnite gumb Show (PrikaZi) da biste otvorili Zeljeni

kanal. Pojavljuju se tri prozora: glavni zaslon, standardna krivulja i rezultati.
lzvjeSca

Reports (Izvjes¢a): Ako kliknete Reports (Izvjesca), otvara se prozor Report Browser (Preglednik izvie$¢a)
u kojem se moze generirati izvje§¢e za trenutacnu analizu. Tri su moguénosti:
standardno izvjeS¢e, cjelovito izvjeS¢e i sazeto izvjeSce. Dvaput kliknite Zeljenu
mogucnost da biste otvorili izvjeS¢e u prozoru Preview (Pretpregled).

Nakon $to se izvje$c¢e generira, gumbi na vrhu prozora Preview (Pretpregled) mogu se
upotrebljavati za ispis, spremanije ili slanje izvje$¢a e-postom, ili za izvoz izvje$¢a u Word

T o x|
& =] E‘ﬂ i Cloge |

Frint | Save Az| Email | To'word

Standardna krivulja

Std. Curve Ovim gumbom otvara se prozor Standard Curve (Standardna krivulja). Prema zadanim
(Standardna krivulja):  postavkama ovaj se prozor otvara kad je analiza otvorena. Ako zatvorite prozor, mozete
ga ponovno otvoriti s pomoc¢u ove naredbe.

B standard Curve - Cycling o ]

40

Cycling A Green (Page 10
R=099369
R e i e EEE LR EEEEEEE EEEEE FA2=0.99939

E ! 5 M=-3.292
ant L ______ ' ___________________ ' _____ B=35.949

Efficiency="1.01

—
o

254 ExpotkGraph.,. 0 f-iTesgo- R R L EEE CEEE

Standard Error Mean I
20 Overlay ppo T o
v Showe Skats ;
1S4 Zaom Out — s
10 Retuen ko Default Pasition 0404 10405 100§ 1007
Cancentration

L

Vrijednosti na standardnoj krivulji dinamiéki se ponovno izrac¢unavaju jer se razina praga
mijenja klikom na liniju praga u glavnom prozoru i njezinim povlacenjem.

Plave tockice na krivulji predstavljaju uzorke koji su definirani kao standardi, a crvene
tockice predstavljaju podatkovne toc¢ke nepoznatog uzorka.

Napomena: ako ponovno definirate standarde da biste ponovno izracunali standardnu
krivulju, isklju¢ivanje vidljivosti standardnog uzorka s pomocéu preklopnika s desne
strane zaslona uklonit ¢e krivulju iz izrauna standardne krivulje. Uklanjanje standarda
s grafikona da bi se povecala vrijednost R*2 nije znanstveno valjano. Neuspjeli standard
ukazuje na to da su i uzorci mozda neuspjeli te bi stoga trebali biti ukljueni u rezultate.

Efficiency To je u€inkovitost reakcije postupka. O ovoj se vrijednosti detaljnije raspravlja na
(Ucinkovitost): stranici 94.
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R”2 value (correlation
coefficient)
(Vrijednost R*2
(koeficijent
korelacije)):

R value (square root
of correlation
coefficient)
(Vrijednost R
(kvadratni korijen
koeficijenta
korelacije)):

Mand B (MiB):
Export Graph...
(Izvezi grafikon...):

Overlay (Preklopi):

[ standard Curve - Cycling A Green (Page 1} Ol x|

CT

Vrijednost R*2 ili vrijednost R2 jest postotak podataka koji je u skladu s hipotezom da
standardi ¢ine standardnu krivulju. Ako je vrijednost R2 niska, standardi se ne uklapaju
lako na liniju najbolje prilagodbe. To znaci da rezultati (tj. izracunane koncentracije)
mozda nisu pouzdani. Dobra vrijednost R2 priblizno iznosi 0,999.

Napomena: visoka vrijednost R"2 moZe se posti¢i uz loSu standardnu krivulju ako se
ispituje nedovoljan broj standarda. Vrijednost R*2 pobolj$ava se kako se smanjuje broj
standarda. Da bi indikacija pouzdanosti rezultata bila tocnija, kao smjernicu
upotrebljavajte intervale pouzdanosti na izraunanim koncentracijama.

Vrijednost R je kvadratni korijen vrijednosti R*2. Op¢enito je vrijednost R*2 korisnija za
odredivanje korelacije.

Nagib (M) i sjeciste (B) standardne krivulje automatski se izradunavaju formulom
y = Mx + B te se prikazuju u prozoru Standard Curve (Standardna krivulja).

Klikom desnom tipkom mi$a iznad standardne krivulje prikazuje se mogu¢nost izvoza
grafikona (pogledajte odjeljak 7.4).

Kada je u istom postupku provedeno vise kvantificiranja, standardne krivulje mogu se
preklopiti u istom prozoru. To je korisno za grafi¢ki prikaz razlika izmedu razli¢itih
pragova. Ta je znacajka prikazana na snimci zaslona u nastavku.

Cycling A.Green (Page 10
F=0.99969

R*2=0.999359

M=-3.252

B=35.949

°| Efficiency=1.01

241 Export Graph, .. A e i T (A

224 Standard Error Mean P SRRt L TR e :

Phpl  © ng A geZ) |
Show Stats Cycling A.Orange (Page 3)

181 Zoom out Cycling A.Red (Page ) | 7777 TR TR

164 Return bo Default Position I——:L ————————— ARRRRERE P R b

T T T T T T T T
10400 1001 1002 1003 10404 10405 10408 10407

,conc = .. *CT + ...
vrijednosti CT i koncentracija. U publikacijama se najéeSée upotrebljava formula ,CT =...".
Standardna krivulja moze biti ,Floating” (Plutajuc¢a) ili ,Fixed” (Fiksna). Ako je krivulja ,Floating”
(Plutajuca), optimalna jednadzba za standardnu krivulju izraCunava se svaki put kad se u glavhom
prozoru promijeni prag. Ako je krivulja ,Fixed” (Fiksna), jednadzba se ne mijenja jer je uvezena iz

drugog postupka.

Concentration
”i,CT = ..."” dvije su verzije jednadzbe koje se upotrebljavaju za povezivanje
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Standard Curve

conc= 107-0.304°CT + 11,832
CT =-3.292%og[canc] + 38.949
Type : Floating

Irpart Curve. ... | Feszet |

Uvoz standardne krivulje omogucuje procjenu koncentracija kad standardna krivulja nije dostupna u
odredenom postupku i kad se ucinkovitost reakcije nije mijenjala izmedu dvaju postupaka. Krivulje

se mogu uvesti iz drugog kanala ili iz drugog postupka klikom na Import Curve (Uvezi krivulju).

Ako je to potrebno, standardna krivulja moze se prilagoditi. Prilagodba standardne krivulje znadi
da se u trenutacni postupak uvozi samo ucinkovitost izvorne standardne krivulje. O kemijskim
sredstvima koja se upotrebljavaju ovisi treba li se standardna krivulja prilagodavati.

Da biste prilagodili standardnu krivulju, u novom postupku upotrijebite referencu poznate
koncentracije. Definirajte referencu postavljanjem vrste uzorka na ,Standard” (Standardni) i unosom
vrijednosti koncentracije u prozor Edit Samples (Uredi uzorke). Moguée je unijeti viSe kopija iste
reference radi pobolj$anja to¢nosti. Imajte na umu da nije moguce definirati viSe od jedne referentne
koncentracije ili standarda. Na primjer, moguce je imati tri ponovljene reference s 1000 kopija, ali
nije moguce imati jednu referencu s 1000 kopija i drugu sa 100 kopija u istom postupku.

Nakon uvoza standardne krivulje vrsta standardne krivulje mijenja se na ,Fixed” (Fiksna). Kliknite
Reset (Resetiraj) da biste vrstu standardne krivulje ponovno vratili na ,Floating” (Plutajuéa).

U nastavku je prikazana snimka prozora Import Standard Curve (Uvezi standardnu krivulju).

Import Standard Curve
— Import Standard Curve
& Cument Fun
" From Other Run...

LChanrels :
Cycling & vellow conc= 107(-0.301*CT +12.625] CT = -2.322|og(conc) + 41.608

Cycling &.Orange conc= 107[-0.209°CT + 11.185) CT =-3.235"0g(conc) + 36,157
Cycling & Red conc= 1070.216°CT + 11.817) CT = -3.1658%0g(zanc] + 37.404

" From External 5 ource (Post-6.0 Standard Curve Format) :

CT =|— * log[Conc] + l—

Efficiency = N/
" From Estemal S ource [Pre-6.0 Standard Curve Farmat] : 7
Conc = 107(] “OT + ] =
Canecel |

Help

Efficiency = M/A |

S pomoc¢u ovog prozora standardna krivulja moze se uvesti iz drugog kanala koji se analizira u
trenutaCnom postupku ili iz drugog postupka.
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Current Run (Trenutacni
postupak):

From Other Run...
(Iz drugog postupka...):

Channels (Kanali):

From External Source
(Iz vanjskog izvora):
Izraéun vrijednosti Ct

Invert Raw Data (Obrni
neobradene podatke):

Cr Calculations (Izracuni
vrijednosti Cr):

Threshold (Prag):

Eliminate Cycles before
(Eliminiraj prethodne cikluse):

Auto-Find Threshold
(Automatski pronadi prag):

Kad je odabrana ova mogué¢nost, analize kvantifikacije na drugim kanalima iz
ovog postupka uvrstavaju se s odgovarajuéim standardnim krivuljama.

Odabirom ove mogu¢nosti otvara se dijaloSki okvir iz kojeg se moze odabrati
datoteka postupka koja ¢e se otvoriti. Ako je za postupak provedena bilo
kakva kvantifikacijska analiza, za svaki analizirani kanal navedeni su popisi
standardnih krivulja.

Napomena: postavke kvantifikacijske analize moraju biti spremljene u
datoteci postupka.

Popisani su analizirani kanali i formule njihove standardne krivulje.

Vrijednosti M i B mogu se izravno unijeti na ovo podrugje. To je korisno u
sluajevima u kojima vrijednosti potje€u iz vanjskog izvora, kao $to je
proracunska tablica programa Excel.

Neka kemijska sredstva proizvode fluorescentni signal koji se
eksponencijalno smanjuje umjesto da se povecava. Ti se podaci mogu
analizirati s pomoc¢u mogucnosti ,Quantitation” (Kvantifikacija), ali potvrdni
okvir Invert Raw Data (Obrni neobradene podatke) mora biti oznacen. Ova
mogucénost treba ostati neoznacena za sve ostale kvantifikacijske analize.

[T lrevert Baw Data

Vrijednost Cr je broj ciklusa u to¢ki u kojoj amplifikacijska krivulja prelazi prag
detekcije. Postavljanjem linije praga i izraunavanjem sjeciSta sa svakom
krivuljom utvrduje se vrijednost Cr za svaki uzorak.

Da biste postavili prag, kliknite ikonu (mreza s crvenom strelicom), a potom
kliknite grafikon i drzite ga te povucite liniju na Zeljenu razinu. Alternativho
mozete unijeti vrijednost zapisa. Alternativno moZzete upotrijebiti mogu¢nost
Auto-Find Threshold (Automatski pronadi prag) da biste automatski utvrdili
prag. Kad ruéno postavljate prag, trebalo bi ga postaviti u eksponencijalnoj
fazi postupka, znatno iznad pozadinske razine da bi se izbjegao Sum i ispod
pocetka platoa signala u kasnijim ciklusima.

CT Calculation

[ Flip sign of nomalized dats

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

before

Da biste postavili ovu postavku, kliknite ikonu (mreza s crvenom strelicom), a
potom kliknite grafikon i drzite ga te povucite liniju udesno. Time se eliminira
prag za cikluse nizeg broja.

Napomena: ovo je korisno ako tijekom pocetnih ciklusa postoji Sum, na
primjer, zbog ucinaka mijeSanja uzoraka.

Ova funkcija skenira odabranu regiju grafikona da bi se pronas$la postavka
praga koja daje optimalne procjene za dane koncentracije. Odabrana regija
moze se mijenjati unoSenjem novih gornjih i donjih granica u tekstne okvire
koji se pojavljuju.

Zadane gornje i donje granice za vec¢inu su analiza primjerene. Raspon razina
praga skenira se da bi se na temelju uzoraka koji su definirani kao standardi
dobila najbolja prilagodba standardne krivulje (tj. vrijednost R najbliza
vrijednosti 1,0).

Auto-Find Theeshold
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Rezultati

Otvara se prozor Quantitation Results (Rezultati kvantifikacije). Prema zadanim postavkama
ovaj se prozor otvara kad je analiza otvorena. Ako je zatvoren, ovom ga naredbom mozete
ponovno otvoriti.

=1B1x]
Analysis Mo |Colow|Mame [Type Ot [t Comment |Given Conc|Cale Cone [c] Var___|Riep Ct | Fep. CtStd] Fep. Ct [(95% CI] | Rep. Calo. Conc | Aep. Cale. Cone [aszl
Cying A freen Page 1) 1 06 Standerd 373 OB 7ASEA0T  2B1% 473 000 (373, 3741 TATE+07 [1AE+07 433E+08]
Cycling Green(Page 1) 2 M 106 Standad | 374 VO0E+08 7I7E07 283%

CyclngAGreenPage 1) 3 [ 108 Standad | 374 VO0E408 7IEEDT  284%

Cyeing A Green [Page 1) 4 107 Standed 611 VOOEA7 LAGENO7 ad0% 605 006 (5.91,6.21] TASE 7 (3296405 , 6.73E+07]
Cyeing Green [Page 1) |5 107 Standawd | 608 VUE07  147EA07 ABE%

Cyoing A freen [Page 1) | 6 10s7  Standed | 533 100E+07  1BEEWDT  553%

CyclingAGreen(Page 1) 7 M 106 Standsd | 1043 VOB 7IZEW0S  228% 1038 003 110,15, 10,60] 8.00E+05 [262E+05, ZAE+06]
CyclngAGreen(Page 1) 8 [ 106 Standaid | 1027 VOOE406 BEEEWDS  142%

CychngA Green[Page 1) 9 [ 10=6 Standad 10,43 1,00E+06  7.71E+06 229%

Cyoling 4 Green [Page 1) 10 105 Standad | 1349 T00E05  9BEEL04 3% 1365 013 12.91,12.98] 8746404 [2.36E+04, 258E+05]
Cycling & Green (Page 1) | 11 105 Standed | 1375 VO0E405 BI04 187%

Cycling A Gireen [Page 1) 12 105 Standed | 1363 VO0ES05  BABESD4  152%

CyclingAGreen (Page 1) 13 [ 10=¢  Stendaid | 1566 V008 220EW04 1237% 1545 025 (14584 16.0] 256E+04)[7.826403 , B 36E+04]

Cychng 4 Green [Page 1) 14 [ 10=4 Standad 1554 1,00E+04  242E+04  141,7%
Cyoling 4 Gireen Page 1) 15
Cycling 4 Gireen [Page 1) 16
Cycling A Gireen [Page 1) 17
Cysing A Green [Page 1) 18
Cyeing A Green [Page 1) 19

10st  Standed | 1518 100E+04  303E+04  2088%

10e3 Standed | 2136 VO0E+03 471Es0Z  523% 2108 024 2043 2163 565E+02 [313E+01 , 350E+03]
10e3 Standad | 2083 VO0E403 BA7EZ  353%

10e3 Stendad | 2102 VO0E403 BIME2 406X

102 Standerd NEG (Muli CY 1,00E+02

CycingA freen Page 1) 20 I 102 Standard | 2338 D0EDZ  TEEEAT 201%
Cycling A Green Page 1) 21 [ 10e2 Standard NEG (Mulii Ct) 1.00E+02
Cycling A Green Page 1) 22 [N NTC HTC NEG NTC)

Cycling A Green [Page 1) 23 [ NTC MNTC MEG [NTC)

Cyeling A.Green [Page 1) 24 [T NTC _ NTC HEG [NTC)

U prozoru Quantitation Results (Rezultati kvantifikacije) rezultati iz postupka sazeto su prikazani
u tablici. Kliknete li desnom tipkom mi$a i odaberete li mogu¢nost Export to Excel (Izvezi u Excel),
rezultati se izvoze u Excel. Excel se automatski otvara. Da biste podatke kopirali u postojecu
proradunsku tablicu, umjesto navedenog odaberite moguénost Copy (Kopiraj), otvorite
proracunsku tablicu i potom odaberite Paste (Zalijepi).

Prozor Quantitation Results (Rezultati kvantifikacije) ima sljedece stupce.

Analysis (Analiza):
No. (Br.):

Color (Boja):

Type (Vrsta):

Cr:

Cr Comment (Komentar za Cr):

%Var (Postotak varijacije):

Trenutacni skup podataka (kanal prikupljanja i stranica uzorka).
Broj uzorka.

Definirana boja grafikona pojedina¢nog uzorka.

Definirana vrsta uzorka.

Utvrdena vrijednost Cr.

Automatska bilieSka za odredivanje vrijednosti Cr ako su vrijednosti Ct
isklju¢ene. Moguce su sljedeée oznake:

NEG (Multi Ct): prag prelazi krivulju fluorescencije barem dva puta (dvostruko
sjeciste). Ne moze se odrediti nedvosmislena vrijednost Cr.

NEG (NTC): ukupno poveéanje fluorescencije ne zadovoljava zahtjeve
definirane u funkciji ,NTC threshold” (Prag NTC-a) u izborniku Outlier
Removal (Uklanjanje sumnjive vrijednosti) (pogledajte u nastavku). Na
primjer, krivulja fluorescencije presijeca navedeni prag, ali manje ukupno
povecanje nagiba ukazuje na kontrolu bez predloska i ne navodi se vrijednost
Cr.

NEG (R.Eff): ukupno povecéanje fluorescencije ne zadovoljava zahtjeve
definirane u funkciji ,Reaction efficiency threshold” (Prag ucinkovitosti
reakcije) u izborniku Outlier Removal (Uklanjanje sumnjive vrijednosti)
(pogledajte u nastavku). Uzorci koji nemaju odredenu uginkovitost reakcije
isklju¢uju se i ne navodi se vrijednost CT. Ova oznaka prikazuje se samo ako
je omoguéena odgovarajuca funkcija.

Postotak  varijacije izmedu izraunane i poznate koncentracije.
%Var = Abs (Izracunano/Dano — 1)
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Rep. Ct. (Vrijednost Ct replika):  Prosje¢ni CT svih uzoraka istog naziva kao ovaj uzorak.

Rep. Ct Std. Dev. (Standardna Standardna devijacija vrijednosti CT svih uzoraka istog naziva kao ovaj
devijacija vrijednosti Ct replika):  uzorak.

Rep. Ct. 95% C.I. (95-postotni Raspon vrijednosti Cr koji, statisticki gledano, obuhvac¢a 95 % varijacije u

Cl vrijednosti Ct replika): vrijednosti Cr. Ovo je konzervativna statisticka mjera koja se moze
upotrebljavati kao mjera kvalitete. Ovaj se raspon moze smanijiti izvodenjem
postupka na vise replika ili manjim brojem varijacija u replikama.

Rep. Calc. Conc. (Izra¢unana Izra€unana koncentracija za sve uzorke istog imena.

koncentracija replika): Napomena: ovo nije jednostavna prosjeéna vrijednost izradunanih

koncentracija. Rije¢ je o geometrijskoj sredini koja je matematicki primjerenija
prosje¢na vrijednost zbog eksponencijalne prirode amplifikacije u stvarnom

vremenu.
Rep. Calc. Conc. 95% C.I. Raspon koncentracija koji obuhvac¢a 95 % varijacije u pojedinaénom uzorku
(95-postotni Cl izracunane kao i model linearne regresije na kojem se temelji. Ova mjera tumaci se kao
koncentracije replika): raspon koncentracija koji se moze ocekivati 95 % vremena ako se postupak

opetovano ponavlja s jednakom varijacijom. Rije¢ je o konzervativnoj procjeni
i raspon moze biti priliéno velik zbog varijacije koja je inherentna svakoj analizi
u stvarnom vremenu. Taj raspon moze biti velik ako se standardi odreduju u
koncentracijama koje se razlikuju od nepoznatih uzoraka, ako se upotrebljava
malo replika ili ako postoji znatna varijacija.

Vazno: varijacije prijavliene na temelju ove mjere inherentne su
eksponencijalnom procesu amplifikacije u stvarnom vremenu, a ne uzrokuje
ih instrument Rotor-Gene Q MDx. Da se sli¢ni testovi provedu na ciklerima
na bazi bloka, to bi rezultiralo ve¢om varijacijom zbog nize temperaturne
ujednacenosti sustava temeljenih na blokovima. Ako Zelite usporediti ciklere,
preporuc¢ujemo usporedbu standardne devijacije vrijednosti CT.

Napomena: detaljnije informacije o intervalima pouzdanosti dostupne su u Dodatku B.

Napomena: osim stupaca Color (Boja), Name (Naziv), Ct i Ct Comment (Komentar za Ct), svaki
stupac moguce je prikazati ili sakriti tako da desnom tipkom kliknete na prozor i potom odaberete

ili ponistite odabir naziva stupca.

Korisnic¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022



=lol x|
Mo, |C|MName Ct Ct Comment | Given Conc [Eopl Calc Conc [Eopiel War |:|
1 08 Analysis 300.000.000,  324.345.068, 81%_|
: BW3I0% v 300000000, 301.264.230, 0,4%
5 E3A0E oy color 300000000, 308453920, 28%
4 W08, Name 300000000, 298576301, 05%
5 Wiy Ty 000000, 27524578, 8.3%
B ESa T 0000000, 26405444 120%
7 W7 cecomment 0000000, 2870129, 43%
8 W07 e cone (Copies) AN000000,  Z3E47E13. Z05%
5 Waans s 3,000,000, 3392142, 131%
10 Waos ¥ P 3,000,000, 3.170.880, 5.7
I G 3000000, 3130752 44%
B B 3.000.000, 3.166.39%, 55%
13 WIS v Rep. CtStd. Dev. 300,000, 21913, 7.3%
14 | 075 | ¢ Rep.CE(35%CD) 300,000, 305744, 1.9%
15 W05 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312,045, 40%
15 WG Rep. Calc. Conc. (35% CI) 300,000, 324,696, 8.2%
17 [l 3ante 19,47 30,000, 32.420, 8.1%
15 W0 19,59 30,000, 23872, 0.4%
13 Wz 1953 30.000, 31102, 37%
il Al 19,52 30,000 31,301 43%
71 103 22,43 5.000 2850 5,0%
2 a0t 2.9 3.000 2793 6.9%
2| Wit 2294 3.000 2625 5,02
24 | w03 2291 3.000 2,588 37%
= Pz 26,03 300 322 75%
% W30z 2611 300 308 16%
7 W3z 26,26 300, 275, 85%
2 W30z %18 200, 291, 31_/I;|
K | o 4

Radi vece prakti¢nosti, znacajka AutoStat automatski izraCunava prosjek, standardnu devijaciju
te minimalne i maksimalne vrijednosti uzoraka od interesa. Odaberite rezultate od interesa tako

Sto ¢ete ih povudi lijevom tipkom misa. Vrijednosti se prikazuju u tablici s desne strane zaslona.

Na ovoj snimci zaslona analiziraju se koncentracije nekoliko uzoraka.

[ Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) H[=] Statistics

Ct | Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie| % War [Fa m;::mur;n ;gﬁgggg
14.42 30000000 : 5% :
1453 30000000 B | ot 3
14.40 30000000 0 42% Mean: 27328521
17.44 3000000 22624 141% Std. Dev: 1.07537
17.58 2000000 3103391 1.4% (Qrders of Mag ]
17.42 3000000 467111 15.6%
2099 300000 265353 4.9%
20,92 300000 299895 0.4%
21.04 300000 275802 B81% Copy |
24N einlnl ANMAE 1 N%

<] r >

Vazno: znac¢ajka AutoStat prilagodava se kontekstu. To znaci da, kad je to moguce, generira
samo informacije koje su korisne.

Na primjer:

® Nije mogucée dobiti 95-postotni interval pouzdanosti (confidence interval, Cl) iz skupa
odabranih izraunanih koncentracija jer se u obzir mora uzeti i regresijski model.
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e Standardna devijacija ,Orders of Magnitude” (Redovi veli¢ina) iskazuje se za
izra¢unane koncentracije umjesto za apsolutnu vrijednost. To je postotna varijacija. Na primjer,
vrijednost od 1,075637 predstavlja varijaciju od 7,54% (278,974 —322,611) =
(300,000 / 1,07537 — 00,000 * 1,07537). Iskazivanje apsolutne vrijednosti nema smisla za
standardnu krivulju. Vrijednost bi se mogla iskazati pri najnizoj koncentraciji kako bi se kreirala
percipirana niska gresSka (+ 3 kopije) ili pri visokoj koncentraciji (£ 3 000 000 kopija). Stoga se
iskazuje standardna devijacija ,Orders of Magnitude” (Redovi velicina).

® Za izraCunane koncentracije upotrebljava se geometrijska sredina umjesto aritmeticke
sredine. Time se u obzir uzima eksponencijalna priroda postupka real-time PCR. Na primjer,
u slu€aju dvostrukih razriedivanja s 1, 2, 8 i 16 kopija, prosjek treba biti Cetiri kopije jer je to
sredina serije razrjedivanja. Medutim, aritmeticka je sredina 6,75. Geometrijska sredina iznosi
(1*2*8*16) " (1/4) = 4 kopije.

Normalizacija dinamicke epruvete

Moguénost Dynamic Tube (Dinamicka epruveta) odabrana je prema zadanim postavkama te se
upotrebljava za odredivanje prosjeCne pozadine svakog uzorka netom prije nego $to zapoéne
amplifikacija.

Standardna normalizacija jednostavno uzima prvih pet ciklusa i upotrebljava ih kao pokazatelj
pozadinske razine svakog uzorka. Sve podatkovne toCke za uzorak tada se dijele tom vrijedno$éu
da bi se podaci normalizirali. To moZze biti neto€no jer za neke uzorke pozadinska razina tijekom
prvih pet ciklusa ne mora ukazivati na pozadinsku razinu neposredno prije amplifikacije. Nasuprot
tome, normalizacija dinamicke epruvete upotrebljava drugu derivaciju traga svakog uzorka da bi
se utvrdila po€etna toCka za svaki uzorak. Pozadinska razina zatim se uprosjecuje od ciklusa 1
do broja po€etnog ciklusa za svaki uzorak. Tako se dobivaju najprecizniji rezultati kvantifikacije.

Imajte na umu da za neke skupove podataka pozadinska fluorescencija nije dosljedna tijekom
ciklusa prije nego Sto zapo€ne amplifikacija. U tim slu€ajevima moze biti potrebno ponistiti odabir
normalizacije dinamicke epruvete klikom na znacajku Dynamic Tube (Dinami¢ka epruveta) jer to
moze rezultirati u manje preciznoj kvantifikaciji.

Ispravak nagiba Suma

Pozadinska fluorescencija (Fl) uzorka treba idealno ostati konstantna prije amplifikacije. Medutim,
ponekad Fl pokazuje postupno povecanije ili smanjenje tijekom nekoliko ciklusa zbog upotrijebljenih
kemijskih sredstava. To proizvodi iskrivljenu razinu Suma. Ispravak nagiba Suma upotrebljava liniju
najbolje prilagodbe da bi se utvrdila razina Suma umjesto prosjeka i normalizira tu liniju. Odabir te
mogucénosti klikom gumba Slope Correct (Ispravak nagiba) moze poboljSati podatke replika ako su
osnovne linije uzorka primjetno nagnute. Ispravak nagiba Suma poboljSava podatke kad su pozadine
neobradenih podataka nagnute prema gore ili prema dolje prije pocetne tocke (Cr).
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Ako nagib nije ravnomjeran ili ako pocetni ciklusi osnovne linije pokazuju znatno povecanije ili
smanjenje signala u usporedbi s ostatkom krivulje, zna€ajka Noise Slope Correction (Ispravak
nagiba Suma) moze dovesti do nezeljenih ucinaka kao $to su krivulje negativne kontrole koje
prelaze prag zbog odredivanja priblizne vrijednosti osnovne linije kao linije najbolje prilagodbe i
normaliziranja neobradenih podataka u skladu s time. Posljedi¢no, ova funkcija ne poboljSava
uvijek kvalitetu podataka te bi se trebala upotrebljavati samo ako krivulje neobradenih podataka
pokazuju ravnomjeran nagib.

Prilagodba pocetne tocke

Algoritam prilagodbe pocetne tocke mozZe se upotrebljavati za definiranje minimalne duljine
osnovne linije koja se upotrebljava za normalizaciju. Da bi se primijenila prilagodba pocetne tocke,
moraju se definirati dva parametra. Ako se pocetna tocka izraunava s pomoéu mogucénosti
Dynamic Tube (Dinamicka epruveta) koja je niza od prvog parametra, tada se kao po¢etna tocka
uzima drugi parametar. Prilagodba pocCetne toCke moZe se upotrebljavati samo u vezi s

normalizacijom moguénosti Dynamic Tube (Dinamicka epruveta).

Zanemarivanje prvih

Fluorescentni signal iz prvih nekoliko ciklusa u postupku mozda nece biti reprezentativan za
ostatak postupka. Stoga se bolji rezultati mogu posti¢i ako se prvih nekoliko ciklusa zanemari.
Moguce je zanemariti do 10 ciklusa. Medutim, ako prvi ciklusi nalikuju sljede¢im ciklusima, bolji
rezultati posti¢i ¢e se ako se ponisti odabir moguénosti ,Ignore First” (Zanemari prve) jer ¢e

algoritam normalizacije imati viSe podataka za obradu.

Uklanjanje sumnjive vrijednosti

Da bi se razlikovale manje promjene u fluorescenciji i stvarne reakcije u kontrolama bez
predlozaka (no template contols, NTC), omogucene su dvije mjere: NTC Threshold (Prag za
NTC) i Reaction Efficiency Threshold (Prag uclinkovitosti reakcije). Za vecinu aplikacija
preporucuje se mjerenje NTC Threshold (Prag za NTC). Treba potvrditi primijenjeni pristup.
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El outlier Removal i x|

—MNTC Threshold ;
Fercentage of largest Fl change

0z 15% a0z
Ay zample with a total change in fuorescence

I 2 B |zzs than thiz percent [relative ta the largest
change in any tube] will not be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threshold ;

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

Threshalss [0 o0z walue will be dizplayed after
3 == normalization.

| k. I Cancel Help

NTC Threshold (Prag za NTC):  Omogucuje da se iz analize isklju¢e uzorci ili NTC-ovi koji imaju mali pomak
prema gore. Svi uzorci s promjenom ispod praga ,NTC Threshold” (Prag za
NTC) nece biti iskazani te ¢e se u stupcu ,CT Comment” (Komentar za CT)
prikazivati oznaka ,NEG (NTC)".

Postotak se odnosi na najve¢u maksimalnu promjenu utvrdenu u bilo kojoj
epruveti. Na primjer, ako je jedan uzorak zapogeo s pozadinom od 2 Fl i
narastao na 47 Fl, tada 45 F| predstavlja 100 %. Znacajka ,NTC Threshold”
(Prag za NTC) od 10 % smatrala bi svaki uzorak manji od 4,5 FI Sumom.

Reaction Efficiency Threshold Metoda ,Reaction Efficiency Threshold” (Prag ucinkovitosti reakcije)

(Prag ucinkovitosti reakcije): alternativna je metoda isklju¢ivanja Suma iz analize. Ovaj normalizirajuéi
algoritam upotrebljava tehnike procjene ucinkovitosti reakcije koje se
primjenjuju u komparativnoj kvantifikaciji (pogledajte odjeljak 6.6.6). Isklju¢eni
su svi uzorci ¢ija ucinkovitost reakcije nije barem na ovoj razini te ¢e se u
stupcu ,CT Comment” (Komentar za CT) prikazivati oznaka ,NEG (R.Eff)".

Razina od 0 % ukazuje na to da tijekom eksponencijalne faze uopce nije
doSlo do reakcije. Razina od 100 % ukazuje na to da je tijekom
eksponencijalne faze doslo do reakcije koja je bila potpuno ucinkovita.
Negativni postotci ukazuju na to da se tijekom eksponencijalne faze smanjio
fluorescentni signal.

Trenutacno istrazivanje ne donosi nikakav zaklju¢ak o preciznim razinama
ucinkovitosti koje su potrebne za razlikovanje pravih reakcija od
kontaminacije i ostalih u¢inaka. Stoga preporu€ujemo konzervativnu uporabu
ove znacajke, pod pretpostavkom da ¢e svaki uzorak s pravom reakcijom
imati neku vidljivu eksponencijainu fazu s odredenim poveéanjem
fluorescencije. Postavljanje ove vrijednosti iznad 0 % iskljucit ¢e neke uzorke
s neucinkovitim, ali primjetnim pove¢anjem fluorescencije, dok ¢e postavljanje
ispod 0 %prikazivati uzorke u kojima je do$lo do smanjenja fluorescencije
tijekom eksponencijalne faze i za koje je jasno da ih treba iskljuciti.

Napomena: ako je vrijednost isklju¢ena zbog aktivacije bilo koje od ovih tehnika, neée se prikazivati
odgovarajuca vrijednost CT u prozoru Quantitation Results (Rezultati kvantifikacije). Istodobno ¢ce
se u stupcu ,,CT Comment” (Komentar za CT) prikazivati oznaka koja ukazuje na iskljuCivanje. Stoga
je vazno osigurati da se stupac ,,CT Comment” (Komentar za CT) stalno prikazuje.

Na slici u nastavku uzorci 7, 8 i 9 iskljueni su zbog znacajke ,Reaction Efficiency Threshold”

(Prag ucinkovitosti reakcije).
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_ioix
Mo. [Mame | Type |t | Ct Comment | Given Conc [copiesdreaction] |
7106 Standard WEG [R.EF] 1.00E+06
8 10=6 Standard MWEG [R.EF] 1,00E +06
5 10e6 Standard MWEG [R.EF] 1,00E+08
10 10e5 Standard | 15,04 1.00E+05
11 105 Standard | 1503 1.00E+05
1 2I I1 =5 Standard | 15,05 1.00E +D5I
4 13

Nagib (M) reakcije (prikazan u prozoru Standard Curve (Standardna krivulja)) moze se
upotrebljavati za utvrdivanje eksponencijalne amplifikacije i ucinkovitosti reakcije primjenom

sliedecih izraCuna:

Eksponencijalna amplifikacija = 10"
Uginkovitost reakcije = [106"M)] — 1

Optimalne vrijednosti za M, eksponencijalnu amplifikaciju i u€inkovitost reakcije jesu —3,322, 2 i 1.
UcCinkovitost reakcije prikazuje se u izvjeS¢éu (u potpunim i standardnim izvje$¢ima, pogledajte
stranicu 83) i u prozoru Standard Curve (Standardna krivulja).

Nagib se izraCunava kao promjena u vrijednosti Ct podijeljena s promjenom iz unosa u zapishiku
(npr. broj kopija). Ako amplifikacija ima ucinkovitost od 100 %, to znaci da udvostru¢avanje
produkta amplifikacije u svakom ciklusu rezultira vrijednos¢u M od —3,322, faktorom amplifikacije

od 2 i u€inkovito$¢u reakcije od 1.

Ako vrijednost M iznosi —3,322, izracuni su kako slijedi:

Eksponencijalna amplifikacija: 10¢-1-3322) = 2
Uginkovitost reakcije: [10-1/-3:822)] — 1 = 1

Alternativni primjer glasi: vrijednost M od 3,8 znaci da reakcija ima eksponencijalnu amplifikaciju
od priblizno 1,83 i u€inkovitost reakcije od 0,83 (ili 83 %).

U formuli koja opisuje odnos izmedu dviju varijabli pomak se iskazuje slovom B (y = Mx + B).
Pomak se ponekad naziva i sjeciStem. B predstavlja vrijednost Cr za danu koncentraciju od 1

jedinice. Zamijeni li se 1 u formuli koncentracije kako je prikazano u nastavku:

Cr=log(1)*M+B
Cr=0*M+B
Rezultat je Ct=B
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Sjeciste se moze mijenjati od postupka do postupka te je manje stabilna mjera od gradijenta.
Stoga se gradijent analizira Ce3¢e od sjecista.

Glavni prozor

U glavnom prozoru prikazuju se grafikoni s amplifikacijskim krivuljama na logaritamskoj skali.

Kliknete li na mogucnost Linear Scale (Linearna skala) na dnu prozora, logaritamska skala
mijenja se u linearnu, i obrnuto. Promjenom izmedu tih dviju skala mijenja se samo prikaz
grafikona, a ne mijenjaju se izrauni. To se moze potvrditi uporabom alata za pokazivanje klikom
desnom tipkom na grafikon i odabirom moguénosti Show pinpointer (Pokazi pokazivac). Pri
uporabi logaritamske skale na grafikonu su vidljivije manje vrijednosti, dok linearna skala olak3ava

prikaz cijele reakcije.

Napomena: grafikoni s amplifikacijskom krivuljom azuriraju se u stvarnom vremenu jer uredaj
Rotor-Gene Q MDx aktivno prikuplja podatke tijekom postupka. Takvo praéenje podataka u
stvarnom vremenu omogucuje korisniku da vidi rezultate ¢im krivulje pokazu eksponencijalni rast.
Mogu se izvesti preliminarni zaklju€ci i mogu se donijeti odluke za sljedeéi postupak.

Predlosci za kvantifikacijsku analizu

PredloSci za kvantifikacijsku analizu omogucuju korisniku izvoz postavki normalizacije i praga u
jednu datoteku formata *.qut. Datoteka se moze uvesti i ponovno upotrijebiti u drugim
eksperimentima. Vise pojedinosti potrazite u odjeljku 7.1.

Imported Settings
< nones

Imnpaot... Export...

6.6.3 Dvije standardne krivulje

Analiza relativne ekspresije gena u kojoj se upotrebljava normaliziraju¢i gen moze se izvoditi

primjenom metode dviju standardnih krivulja.

Metoda zahtijeva standardnu krivulju za svaki gen. Koncentracija svakog gena kvantificira se u
skladu s njegovom standardnom krivuljom. Ekspresija gena od interesa potom se normalizira

normaliziraju¢im genom (Cesto konstitutivni gen).
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Vazno je to¢no oznaditi standarde i uzorke replika tijekom postavljanja uzoraka (pogledajte
odjeljak ,Postavljanje uzorka”). Posebno je vazno da odgovarajuéi uzorci obavezno imaju isti
naziv u svakoj analizi. U viSestrukoj reakciji, u kojoj su polozZaji epruvete gena od interesa i
normaliziraju¢ega gena jednaki, dovoljan je jedan skup definicija uzorka. Ako izvodite relativnu
analizu s normaliziraju¢im genom koristeci se jednim kanalom (tj. reakcije se odvijaju u zasebnim
epruvetama primjenom istog fluorofora), potrebno je izraditi dvije stranice uzoraka. Na prvoj treba
oznaditi poloZaje epruveta s nazivima uzorka za gene od interesa, a ostale poloZaje ne treba
imenovati. Na drugoj treba oznaditi poloZaje upotrijebljene za normalizirajuci gen. Softver Ce tada
upariti uzorke izmedu dvije analize na temelju njihovih naziva.

Analiza ekspresije primjenom metode dviju standardnih krivulja
Podaci se najprije mogu analizirati za svaki gen s pomocu kvantifikacijske analize. U suprotnome
Ce rezultati za svaki gen biti automatski odredeni primjenom alata Autofind Threshold

(Automatski pronadi prag).

1. U prozoru Analysis (Analiza) odaberite karticu 2 Std Curve (Rel.) (2 stand. krivulje (Rel.)).

Kliknite New Analysis... (Nova analiza...).

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

Show | Hide |
W Auto-shrink window

2. Unesite naziv analize.

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

Cancel

Relative Guant. Analysi:
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3. Odredite stranice koje se upotrebljavaju za analizu normaliziraju¢ega gena i za analizu gena
od interesa. Na primjer, ako kliknete Gene of Interest Standard Curve (Standardna krivulja
gena od interesa), otvara se prozor Selection of Gene of Interest Standard... (Odabir
standarda gena od interesa...). Odaberite stranicu na kojoj je gen od interesa kvantificiran.
Ponovite postupak za normaliziraju¢i gen. Ako zZelite, mozete definirati kalibrator. Ako je
odabrana ova moguénost, kalibratoru se dodjeljuje vrijednost od 1, a koncentracije svih ostalih
uzoraka izracunavaju se u odnosu na taj uzorak.

Relative Quantitation = |
=5 Hepons Erport |

2 Standard Curves Felative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Momalizer Standard Curve
[ Calibratar D efined

{6 Selection of Gene of Interest Standar. .. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to uze, or ta create a
new analvsiz, select a channel from the list, then click
Select. This window will close and you will be taken to
thie main window of this analyzis.

El Cycling &.vellow

------ w" JOE-Gene OF Interest

Select Other Bur... Cancel

Nakon dovrSetka odabira moguc¢nosti ¢e biti oznacene kvacicom kako je prikazano u nastavku.
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Relative Quantitation = |
=X Fieports @ Export |
2 Standard Curves Felative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar D efined

W Auto-shrink window

4. Kliknite gumb Reports (Izvje$¢a) da bi se prikazao Report Browser (Preglednik izvjesc¢a). S
popisa odaberite analizu s toénim nazivom. Kliknite gumb Show (Pokazi) da bi se prikazalo
izvjesce relativne kvantifikacije. Moguc¢nost Export (Izvoz) izvozi rezultate u novu proracunsku
tablicu programa Excel. Ako je uklju€en kalibrator, rezultati se izraCunavaju u odnosu na
uzorak kalibratora kojemu se dodjeljuje vrijednost 1.

E Report Browser

— Report Categories : — Templates

+ [General]

Ei el Curve Analysis

Ei Comparative Quantitation

= Dela Delta CT Relative Quantitation

. Relative Quant. Analyziz

2 Standard Curves Relative Quantitation
.. Relative Quant Analyzis

MIQE Report (2 Standard Curves Full Report)

o
2 Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel I

5. Prikazuju se koncentracije oCitane sa standardnih krivulja za gen od interesa (GOI Conc.) i
normalizirajuc¢i gen (Norm. Conc.), kao i relativna koncentracija (Relative Conc.). Rezultati se
mogu spremiti kao datoteka programa Word.
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6. Vrijednosti Rel Min i Rel Max generiraju se izracunom standardne devijacije kvocijenta od

P

standardnih devijacija GOl-ja i normalizatora primjenom sljede¢e formule:

2

CVreicone = \/ CVoor + CVrom
pri éemu je:
s stddev
X meanvalue

cv =

6.6.4 Delta delta Cr relativna kvantifikacija

Metoda delta delta CT omoguéuje analizu relativne ekspresije gena. Opisali su je Livak i
Schmittgen (2001).*

Ta metoda ne zahtijeva uklju€ivanje standardnih krivulja u svaki postupak. Svaki se uzorak najprije
normalizira prema Kkoli€ini predloSka dodanog u usporedbi s normalizirajuéim genom. Te
normalizirane vrijednosti dodatno se normaliziraju ovisno o obradi kalibratora. Na primjer,

kalibrator moze biti divljeg tipa, neobradena kontrola ili uzorci u nultom vremenu.

Kljuéno je da ucinkovitosti amplifikacije gena od interesa i normalizirajuéega gena budu identi¢ne
i da se to potvrdi u skladu sa smjernicama koje su dali Livak i Schmittgen.

Kljuéno je da se nazivi uzoraka to€no definiraju u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) te da isti
uzorci budu identi€no oznaceni u svakoj sloZenoj kvantifikacijskoj analizi.

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001.) Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
2M[-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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1. Analizirajte podatke s pomoc¢u postavke ,Quantitation” (Kvantifikacija). Nije potrebno pokretati

standardnu krivulju nakon $to je izvrSena provjera.

Iz kartice Other (Ostalo) u prozoru Analysis (Analiza) odaberite Delta Delta CT Relative
Quantitation (Delta delta CT relativna kvantifikacija). Odaberite New Analysis (Nova analiza).

25t Curves (Rel) | or— Y
Allelic: Discrimination

e

« Cycling &.Green [Page
o Cycling &.0range [Pagl

Clearing Paint Analysis

Comparative Quantitation
Concentration Analysis

Delta Delta CT Relative Quantitation

EndPaint Analyzis

High Resolution Melt Analysiz
Scatter Graph Analyziz

Show Al Analysis Ophions...

Show | Hide |
[ Auto-shrink window

2. Unesite naziv analize.

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

Cancel

Relative Quant. Analysis

3. Da biste nastavili s analizom, mora biti oznacena moguénost Validation Run Performed
(lzveden postupak provjere). Definirajte stranice na kojima su analizirani gen od interesa i
normalizirajuci gen.

Relative Quantitation =] |
=z| Blennrts Bt |

Delta Delta CT Relative Quantitation |

[ #alidation Fun Performmed
[ Gere of Interest Quantitation
O Momalizer Buarntitation

O Calibrator Defined

v 8,
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@ Selection of Hormalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz tao uze, or ta create a
new analvsiz, select a channel from the list, then click
Select. This window will claze and pau will be taken ta
thie main windaow of this analyzis.

1 =]

Select | Other Bur.... Cancel |

oo Nomalizer
F-  Cecling A Orange
------ w" Gene of Interest

4. Kliknite gumb Reports (Izvje$¢a) da bi se prikazao Report Browser (Preglednik izvje$céa). S
popisa odaberite analizu s toénim nazivom. Kliknite gumb Show (Pokazi) da bi se prikazalo
izvjeSce relativne kvantifikacije. Mogucnost Export (Izvoz) izvozi rezultate u novu proracunsku
tablicu programa Excel. Ako je uklju€en kalibrator, rezultati su razmjerni uzorku kalibratora koji

ima vrijednost 1.

_pix

— Feport Categories :

- [General)

E! Melt Curve Analysis

&- Comparative Quantitation

EI Delta Delta CT Relative Quantitation

i - Relative Quant. Analysis

&-2 Standard Curves Relative Quartitation
- Aelative Quart. Analysis

—Templates :

IQE Report (Delta Delta

AIQE Repart (Delta Delts Ct Full Report)

»e
 Relative Quant{Delta Delta)

Show I Cancel |

U nastavku je prikazan primjer rezultata dobivenih ovom analizom. Prikazuju se vrijednosti Ct
za gen od interesa (GOI Cr), vrijednosti Ct za normalizirajuci gen (Norm. Cr), Delta Cr, Delta
Delta Cr i relativna koncentracija (Relative Conc.). Ekspresija je razmjerna uzorku kalibratora
kojemu je dodijeljena relativna ekspresija 1.

Dodatne informacije o derivaciji izratuna Rel Min i Rel Max potrazite kod autora Litvak and

Schmittgen (2001).*

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

27N [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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C|Replicate Name_[BOICT  [Mom CT [DeltaCT  |Delta Delta CT | Relative Conc. [RelMin _ |RelMax | Calibrator

Dilution 8 28.37

Dilution 7 3761 2831 9.22 4.40 004728 004128 0.05414
Dilution § 3572 2828 744 262 016223 014304 017663
Dilution 5 35.04 2824 £.80 198 025292 011715 054605
Dilution 4 32.94 2812 482 0.00 1.00000 063432 1.44025 Yes
Diution 3 31.66 28.23 3.43 1.38 260025 216257 314579
Dilution 2 30.05 2802 2.03 273 692153 E49040  7.33120
Diltion 1 2881 2792 069 412 1741896 1647833 18.41322

05 0.1 Ul 2811

0316 1Al 3762 2810 251 4.70 0030957 003633 0.04004
1A .84 2815 8.59 288 008205 0.04415 010489
3761 34.45 28,05, E.40 159 033305 028206 0.39325
054 3267 28.29) 438 043 134925 1.09820  1.65770
053 30.07 27.98 2.09 273 651982 618888 T.08076
052 26.60 2754 -0.76 557 4761474 4502202 5035677
0s1 24.07 27.10 -303 7.85 23060440, 20845384 25610870

6.6.5 Analiza krivulje taljenja

Analizom krivulje taljenja analizira se derivat neobradenih podataka nakon izgladivanja. Ova se
analiza obi¢no upotrebljava za genotipizaciju i alelnu diskriminaciju. Vr8ne vrijednosti krivulje
grupiraju se u intervale i sve se vrdne vrijednosti ispod praga odbacuju. Intervali se tada mogu

mapirati u genotipove s pomocu naredbe ,Genotypes” (Genotipovi).

Nakon dovrSetka postupka za neka se kemijska sredstva moze dodati korak taljenja da bi se
vizualizirala kinetika disocijacije amplificiranih produkata. Temperatura se linearno povecava i
biljiezi se fluorescencija svakog uzorka. U nastavku je prikazana analiza uobiCajene krivulje

taljenja.
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Flip sign of dF/dT
(Okreni znak dF/dT):

Definiranje vr$nih vrijednosti:

Peak Bins (Vr$ni intervali):

Threshold (Prag):

Temperature Threshold
(Temperaturni prag):

Peak Calling
[+ Flip sign of dF /DT

Threshald - |n.3nsz1 1|
Temperature I—
Threshald & 1'
Peak Bins

Name | Walue | Widh | =

Bind 8042 4 —
BnE 9355 4 x|

e | Edit | Hem-:wel

Imported Settings
<Nones

[rpart.... | Ewspart... I

Prije definiranja vr$nih vrijednosti provjerite je li znak dF/dT to¢an za skupinu
podataka koja daje pozitivne vr§ne vrijednosti.

U analizi krivulje taljenja vrSne se vrijednosti mogu definirati i o njima se
moze izvijestiti primjenom razli¢itih metoda. Jedna je metoda automatsko
pozivanje svih vr8nih vrijednosti za svaki uzorak. Druga je metoda

dodjeljivanje vrsnih vrijednosti intervalima, $to je korisno za genotipizaciju.

Intervali definiraju podrucje na kojem se ocekuje da ¢e pojaviti vrSne
vrijednosti. Softver za analizu krivulje taljenja grupira vrdne vrijednosti u
skupine intervala na temelju stvarnih vrSnih vrijednosti krivulje. Intervali se

po potrebi mogu uredivati.

Svaka vr8na vrijednost koja je unutar definiranog raspona intervala bit ¢e
dodijeljena tom intervalu. Ako su dva intervala blizu jedan drugome, tada ¢e

se vrsna vrijednost dodijeliti najblizem intervalu.

Napomena: intervali ne bi smjeli biti vizualno postavljeni za procjenu vrsnih
poloZaja. Intervale postavite u pribliznom podruéju od interesa, a potom
upotrijebite vrijednosti koje su zaista prijavljene u tablici rezultata da biste
dobili to¢niji rezultat.

Da biste definirali interval, kliknite gumb New Bin (Novi interval), a potom
kliknite grafikon i drzite ga da biste definirali sredi$te intervala. Da biste dodali
jo$ jedan interval, ponovite postupak. Da biste izbrisali intervale, upotrijebite
gumb Remove (Ukloni).

=
Da biste postavili prag (os y), kliknite ikonu —l potom kliknite grafikon i
drzite ga te povucite liniju praga do Zeljene razine.

=

Da biste postavili temperaturni prag (os x), kliknite ikonu _I potom kliknite
grafikon i drzite ga te povucite liniju praga udesno. Time se linija praga
eliminira za nize temperature.

Napomena: to je korisno ako postoji Sum u signalu pri niskim temperaturama.
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lzvjeSca

Otvara se Report Browser (Preglednik izvjeS¢a) u kojem mozete izabrati izvieSée koje zelite
pregledati. 1zvie§¢e se moze generirati na temelju trenutatno odabranog kanala ili se moze
generirati izvje$c¢e viSekanalne genotipizacije.

Rezultati

Prikazuje se prozor Melt Curve Results (Rezultati krivulje taljenja) u kojem se prikazuju vrsne
vrijednosti uzorka.

Genotipovi

Kliknite Genotypes... (Genotipovi...) i odaberite genotipove kako je prikazano u nastavku.

¥i Edit Genotypes for Melt A Green |
Genotype Abbrev. ;. Bind Bin B

IH:::mu:uz_l,IgDus IMM I_ _I

IHetercuz_lrlgu:uus IM'W'

|wnd Tvpe |ww

Ok

E;'n::el |
A Hep |

Ovaj prozor omogucuje dodjeljivanje genotipova incidenciji vrSnih vrijednosti u intervalima.

T T
Y Y

Zadana konfiguracija genotipa prikazana je na snimci zaslona. Pritom heterozigotni uzorci imaju
dvije vrSne vrijednosti, homozigotni uzorci imaju vr$nu vrijednost u prvom intervalu, a uzorci divljeg
tipa u drugom intervalu. Kratica se moze utipkati u polje pokraj naziva svakoga genotipa.
Upotrebljava se pri ispisivanju izvje$¢a o visSekanalnoj genotipizaciji kako bi se svi rezultati iz vise
kanala mogli jednostavno o¢itati.

Za multipleksne analize genotipovi se moraju postaviti u svakom kanalu. Ako se, na primjer,
provodi dvokanalna analiza priguSenog FRET-a, u kojoj se u svakom kanalu ocekuju genotip
divljeg tipa i heterozigotni genotip, za svaki kanal moraju biti postavljeni parametri intervala.
Rezultati ¢e se tada predstaviti u multipleksnom izvjeScu.

Korisnic¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 106



Predlosci za analizu taljenja

PredloSci za analizu taljenja omogucuju korisniku da u jednu datoteku formata *.met izveze
postavke normalizacije, praga, genotipa i intervala. Datoteka se moze uvesti i ponovno upotrijebiti

u drugim eksperimentima. ViSe pojedinosti potrazite u odjeljku 7.1.

Imported Settings
£hOnEs:

Irnpart.... Expart...

6.6.6 Komparativna kvantifikacija

Komparativnom kvantifikacijom usporeduje se relativna ekspresija uzoraka s kontrolnim uzorkom
u postupku kad standardna krivulia nije dostupna. Cesto se upotrebliava u analizi

oligonukleotidnih mikrocipova. Warton i suradnici (2004.)* pruzili su primjer za ovu tehniku.

1. Da biste proveli analizu, odaberite Other (Ostalo) i potom Comparative quantitation
(Komparativna kvantifikacija) u prozoru Analysis (Analiza). Dvaput kliknite kanal da biste ga
analizirali.

2. Odaberite kontrolni uzorak koriste¢i se padajuéim izbornikom s desne strane zaslona, ispod
preklopnika.

3. Rezultati se automatski izraGunavaju i prikazuju u prozoru Comparative Quantitation

Results (Rezultati komparativne kvantifikacije) ispod grafikona.

U prvim stupcima prozora Comparative Quantitation Results (Rezultati komparativne
kvantifikacije) prikazuju se broj i naziv uzorka. U stupcu Takeoff (PoCetna tocka) navedena je
poCetna tocka uzorka. Drugi derivat grafikona s amplifikacijskom krivuljom proizvodi vrine
vrijednosti koje odgovaraju maksimalnom povecanju stope fluorescencije u reakciji. Po¢etna tocka
definira se kao ciklus u kojemu je drugi derivat na 20 % od maksimalne razine te ukazuje na

zavrSetak Suma i prijelaz na eksponencijalnu fazu.

Ovaj grafikon prikazuje drugi derivat grafikona s amplifikacijskom krivuljom prikazujuéi relativhe

polozaje vrSne vrijednosti drugog derivata i pocetne tocke.

* 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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U stupcu ,Amplification” (Amplifikacija) navodi se ucinkovitost uzorka. Reakcija koja je 100-postotno
ucinkovita rezultirala bi amplifikacijskom vrijednoS¢u 2 za svaki uzorak, $to znaci da se amplikon
udvostruc¢io u svakom ciklusu. U neobradenim podacima signal bi se trebao udvostruavati u
eksponencijalnoj fazi. Na primjer, ako je signal bio 50 fluorescentnih jedinica u ciklusu 12 i potom 51
fluorescentna jedinica u ciklusu 13, trebao bi se povecati na 53 fluorescentne jedinice u ciklusu 14.
Sve se vrijednosti amplifikacije za svaki uzorak svode na prosje¢nu vrijednost da bi proizvele
vrijednost amplifikacije prikazanu s desne strane zaslona, ispod preklopnika. Sto je veéa varijacija
izmedu procijenjenih vrijednosti amplifikacije svakog uzorka, to ée interval pouzdanosti biti veéi
(naznacen je vrijednoS¢u nakon znaka ). Za velik broj uzoraka (N) interval pouzdanosti navodi
vjerojatnost od 68,3 % da je prava amplifikacija uzoraka unutar tog raspona (1 standardna
devijacija). Udvostru€enjem intervala + postiZe se interval pouzdanosti od 95,4 % za veliki N.

Repliciranje kalibratora

Kao i u metodi delta delta Ct potreban je uzorak kalibratora, a mjerenja su razmjerna tom uzorku
kalibratora. Repliciranja kalibratora mogu se analizirati jer ¢e se, ako viSe polozaja uzoraka ima
isti naziv, upotrebljavati prosjek poCetnih to€aka tih uzoraka. Da bi se ova znacajka ispravno

upotrebljavala, provjerite imaju li repliciranja identi¢ne nazive.

Calibrator Replicate

=]

Reszults
Ayerage Amplification 1.78+-0.04

Za izracun ekspresije upotrebljava se prosje¢na amplifikacija. Na primjer, uzorku niske vrijednosti
amplifikacije trebat ¢e dulje da dostigne odreden apsolutan broj kopija nego uzorku visoke
vrijednosti amplifikacije. U stupcu ,Rep. Conc.” (Konc. rep.) u prozoru Comparative Quantitation
Results (Rezultati komparativne kvantifikacije) navodi se relativna koncentracija. Relativha
koncentracija svakog uzorka u usporedbi s uzorkom kalibratora izraCunava se na temelju pocetne
tocke i u€inkovitosti reakcije. To se navodi u znanstvenoj biljesci.
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Napomena: vrijednost prikazana pod Average Amplification (Prosje¢na amplifikacija) s desne
strane znaka + predstavlja standardno odstupanje od prosjeéne amplifikacije nakon uklanjanja
sumnjivih vrijednosti amplifikacije. Ako je ta vrijednost velika, moze postojati velika greska u

ukupno izraCunanim vrijednostima koncentracije.

Relativne koncentracije izracunavaju se softverom na sljedeci nacin:

1. PocCetna tocka svakog uzorka izracunava se uzimajuc¢i u obzir vrSne vrijednosti drugog
derivata.

2. lzraGunava se prosjecno povecanije u Cetiri ciklusa neobradenih podataka nakon zapodinjanja.

To je amplifikacijska vrijednost uzorka.
Sumnjive amplifikacije uklanjaju se na ra¢un Suma u pozadinskoj fluorescenciji.
Preostale se amplifikacije svode na prosjecnu vrijednost. To je prosjecna amplifikacija.

Prosje¢na poc€etna tocka izraunava se za svako repliciranje kalibratora.

S

Relativna koncentracija za uzorak izraunava se kao Amplifikacija * (PoCetna tocka

kalibratora — Poc¢etna vrijednost uzorka).

7. Rezultat se prikazuje u znanstvenoj biljesci u stupcu ,Rep. Conc.” (Konc. rep.) u prozoru
Comparative Quantitation Results (Rezultati komparativne kvantifikacije).

6.6.7 Alelna diskriminacija

Alelna diskriminacija upotrebljava kineticke podatke u stvarnom vremenu s dva ili viSe kanala da
izradi genotip uzoraka. Da biste izveli ovu analizu, odaberite Other (Ostalo) i potom Allelic
Discrimination (Alelna diskriminacija) u prozoru Analysis (Analiza). Pri izvodenju alelne
diskriminacije nije dovoljno dvaput kliknuti na jedan kanal da bi se analiziralo jer se ova analiza izvodi
istodobnom uporabom viSe kanala. Da biste izveli ovu analizu, morate ili pritisnuti i drzati CTRL i
kliknuti da biste oznadili svaki kanal koji Zelite analizirati ili morate povuci pokaziva¢ misa preko tih
kanala. Nakon $to oznacite Zeljene kanale, kliknite Show (Pokazi). Popis ¢e se azurirati tako da na
jednoj liniji prikazuje sve kanale, s kvacicom pored njih. To ukazuje na to da ¢e se svi oni
upotrebljavati u jednoj analizi. Da biste uklonili jedan od tih kanala ili viSe njih, kliknite desnom tipkom
na analizu i odaberite Remove Analysis... (Ukloni analizu...). Ti se kanali tada mogu ukljuéiti u drugu

analizu alelne diskriminacije. Kanal se moze istovremeno upotrebljavati samo u jednoj analizi.

Reports (Izvjes¢a): Otvara se izvjesc¢e ,Allelic Discrimination Analysis” (Analiza alelne diskriminacije) za
pregled.
Results (Rezultati): Prikazuje se prozor Allelic Discrimination Results (Rezultati aleine diskriminacije).

Ovaj prozor otvara se prema zadanim postavkama pri prvom prikazu analize.

Korisni¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

109



Moguc¢nosti
normalizacije:

Discrimination
Threshold (Prag
diskriminacije):

Genotypes (Genotipovi):

#i Genotyping

Dostupan je niz moguénosti za optimizaciju normalizacije neobradenih podataka:
. Dynamic Tube (Dinamicka epruveta) (normalizacija dinamicke epruvete)
. Slope Correct (Ispravak nagiba) (ispravak nagiba Suma)

. Ignore First x cycles (Ignoriraj prvih x ciklusa) (ispravak Suma u
pocetnim ciklusima)

. Takeoff point adjustment (Prilagodba pocetne tocke)
Za dodatne pojedinosti pogledajte stranicu 93.

Unesite vrijednosti u ove tekstne okvire da biste pozicionirali prag diskriminacije. Sve
krivulje koje prelaze ovaj prag smatraju se genotipizacijskim uzorcima. Kliknite ikonu
s desne strane svakog tekstnog okvira, a potom povucite prag na grafikonu da biste
ove vrijednosti vizualno postavili.

Dizcrimination Threshold

Theshod:  [005502 | % |
Ei-wacmaa'—_'

Otvara se prozor Genotyping (Genotipizacija) koji se upotrebljava za definiranje
koji se genotip otkriva u kojem kanalu. Ovaj prozor omogucuje dodjelu genotipova
kanalima za analizu alelne diskriminacije.

U primjeru u nastavku uzorak je heterozigotni ako ocitanja u kanalima Cycling
A.Green i Cycling A.Yellow prelaze prag.

Genatype

“wild Type
Heterozygaous

Mutant

| Feacting Channels | ﬂ
Cycling A.Green

Cycling A.Graen Cycling A vellaw
Cucling 4. ellow

J llllllllllllll U K‘ Cancel ﬂelp I

PredloSci za alelnu
analizu:

Predlosci za alelnu analizu omogucuju izvoz postavki normalizacije, praga i genotipa
u jednu datoteku *.alt. Datoteka se moze uvesti i ponovno upotrijebiti u drugim
eksperimentima. Vise pojedinosti potrazite u odjeljku 7.1.

Imported Settings
<nanes

Irnpart... Export...

6.6.8 Analiza grafikona rasprdenosti

Analiza grafikona rasprsenosti omogucuje genotipizaciju na temelju relativne ekspresije grafikona
s amplifikacijskom krivuljom medu dvama kanalima. Za razliku od alelne diskriminacije, genotip
se utvrduje na temelju regija definiranih iz grafikona rasprSenosti umjesto na temelju jednog praga.
Da biste izveli ovu analizu, odaberite Other (Ostalo) i potom Scatter Graph Analysis (Analiza

grafikona rasprSenosti) u prozoru Analysis (Analiza).
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Priizvodenju analize grafikona rasprsenosti, nije dovoljno dvaput kliknuti na jedan kanal za analizu
jer se ova analiza provodi istodobnom uporabom dvaju kanala. Da biste izveli ovu analizu, morate
ili pritisnuti i drzati SHIFT i kliknuti da biste oznadili kanale za analizu ili morate povuéi pokaziva¢
miSa preko tih kanala. Nakon $to oznacite Zeljene kanale, kliknite Show (Pokazi).

Popis ¢e se azurirati tako da na jednoj liniji prikazuje sve kanale, s kvacicom pored njih. To ukazuje
na to da ¢e se svi oni upotrebljavati u jednoj analizi. Da biste uklonili jedan od tih kanala ili vise
njih, kliknite desnom tipkom na analizu i odaberite Remove Analysis... (Ukloni analizu...). Ti se
kanali tada mogu ukljuiti u drugu analizu grafikona raspr§enosti. Kanal se moze istovremeno
upotrebljavati samo u jednoj analizi.

Reports (Izvjesca): Otvara se izvjeS¢e Scatter Analysis (Analiza rasprSenosti) za pregled.

Results (Rezultati): Prikazuje se prozor Scatter Analysis Results (Rezultati analize rasprSenosti).
Ovaj prozor otvara se prema zadanim postavkama pri prvom prikazu analize.

Moguénosti normalizacije: Dostupan je niz moguénosti za optimizaciju normalizacije neobradenih
podataka:

. Dynamic Tube (Dinamicka epruveta) (normalizacija dinamicke
epruvete)

. Slope Correct (Ispravak nagiba) (ispravak nagiba Suma)

. Ignore First x cycles (Ignoriraj prvih x ciklusa) (ispravak Suma u
pocetnim ciklusima)

. Takeoff point adjustment (Prilagodba pocetne tocke)
Za dodatne pojedinosti pogledajte stranicu 93.

Genotypes (Genotipovi): Otvara se prozor Genotyping (Genotipizacija) koji se upotrebljava za
definiranje koji se genotip otkriva u kojem kanalu. U ovom se prozoru
genotipovi mogu dodijeliti na temelju kanala u kojima uzorak reagira.
Odabrani kanali upotrebljavat ¢e se za oznacivanje kutova grafikona
raspréenosti i usmjeravat ée korisnika na opée podru¢je grafikona
raspréenosti u kojem se trebaju definirati regije.

#i Genotyping
Genotype | Reacting Channels | ﬂ
wild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling A.Green Cucling 4. ellow
butant Cucling 4. ellow
=l
, .............. D .K\ Cancel Help I
Scatter Graph (Grafikon Grafikon raspr8enosti prikazuje relativnu ekspresiju dvaju odabranih kanala.
raspréenosti): Prikaz se normalizira uzimajuéi u obzir razli¢ita pove¢anja u svakom kanalu i

log koji je preoblikovan da naglasi razlike u ekspresiji izmedu uzoraka.

Da bi izveo genotipizaciju, korisnik definira regije tako da klikne odabir na
grafikonu i povuée ga. Odabir se tada moze oznaciti na temelju genotipova
konfiguriranih u prozoru Genotyping (Genotipizacija).
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@ Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green. Cycling A.Yellow [Page 1] I Scatter Analysis Results - C|
No. |Name Genatype

1 al0ng
2 bl1lng

Scatter graph analysis PredloSci za analizu grafikona rasprSenosti omogucuju izvoz genotipa i

templates (PredloSci za analizu  postavki regije u jednu datoteku formata *.sct. Datoteka se moze uvesti i

grafikona rasprsenosti): ponovno upotrijebiti u drugim eksperimentima. ViSe pojedinosti potrazZite u
odjeliku 7.1.

Imported Settings
<hones:

Imnpaort... Export...

6.6.9 Analiza krajnje tocke

Analiza krajnje tocke omogucuje diskriminaciju izmedu amplificiranih i neamplificiranih uzoraka na
kraju postupka. Rezultati su kvalitativni (pozitivni/negativni), a ne kvantitativni.

Analiza krajnje to¢ke prikazana je na snimci zaslona u nastavku.

B Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
File Analysis Run Gain View Security Window Help

7 & @ |view @ O ¥ @ W W . %
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arange

Channels 7 Cyding A.FAM/SYBR /7 Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).FAM/SYBR 4 Cyding A(from 40).1CE

B

ﬂ EndPoint Analysis - Cycling A(from 40).FAM/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1)
= ] @

Reports Results  Genotypes...

Cycing A(from 40).FAWSYER - Circles,
Cycing A(from 40).JOE - Diamonds

Bark On Bank 0K
Named On | AllOn | A10f
Edit Samples.

Contrals | Theesholds |

Positive Controls

W (1) Heterozygous

Cyeling &ffrom £] Cycling Affiom 4 Negative Controls

Hetemzygous _ Positive Control Reaction Reaction (8] Mutation
2 Heterozpgous  Urkrawn Het Reaction Reaction (30wl type
3 Wwidipe Unknown wild Reaction No Reaction
4 Heterozpgous | Urknown Het Reaction Reaction
5
3

Heterozugous | Urknown Het Reaction Reaction To set the defined contrals,
Wild type Urknown wild Reaction Mo Reaction click Edit Samples.

I RotorGiene O Series Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Current User CORBETT linsonay (Administrators]

Analiza krajnje toCke sli€na je alelnoj diskriminaciji utoliko Sto su rezultati kvalitativni i Sto se nazivi
mogu dodjeljivati odredenim permutacijama reakcija nad razli¢itim kanalima. Medutim, u analizi
krajnje toCke dostupno je samo jedno ocitanje, za razliku od alelne diskriminacije u kojoj se za
svaki uzorak upotrebljavaju o€itanja po ciklusima. To znaci da korisnik mora identificirati pozitivhe
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i negativne kontrole da bi olak$ao analizu. Kad je rije¢ o neobradenim podacima, razine signala
normalizirane su u odnosu na poznate pozitivne i negativne kontrole za svaki kanal. Korisnik
potom bira postotnu razinu signala kao prag.

Pojmovi koji se upotrebljavaju u analizi krajnje tocke

U nastavku su objasnjeni neki pojmovi koji se upotrebljavaju u analizi krajnje tocke.

Positive control (Pozitivna Uzorak za koji se zna da se amplificira.

kontrola):

Negative control (Negativna Uzorak za koji se zna da se ne amplificira. Predstavlja uobi¢ajeni pozadinski
kontrola): signal.

Threshold (Prag): Prag je razina signala iznad koje se smatra da je uzorak pozitivan (amplificiran).

Korisnik mora prilagodavati ovu postavku za svaki postupak.

Signal level (Razina signala): Postotak fluorescentnog signala koji je normaliziran tako da najvisi signal
pozitivnih kontrola iznosi 100 %, a najnizi signal negativnih kontrola iznosi 0 %.

Genotype (Genotip): Tumacenje razli¢itih permutacija reakcija na razli¢itim kanalima. Na primjer,
genotip ,heterozigotno” moze se dodijeliti uzorcima koji su reagirali i u zelenom
i u zutom kanalu. Genotip se takoder moze upotrebljavati za izvjeSéivanje o
rezultatima reakcija s internim kontrolama. Na primjer, rezultati se mogu prijaviti
kao ,inhibited” (inhibirani), ,positive” (pozitivni) ili ,negative” (negativni), ovisno
o tome je li u nekim kanalima uo€ena reakcija.

Konfiguracija profila

x
1. Rotor Selection 2. Confirmn Profile I
-8 W 2
New Open  Save As Help
The 1un will take approximately & minutels) ko complete. The graph below represents the run to be perfomed

Click on a cycle belave to madify it -

Hold Insert sfter... I
Insert before... I
Remove I

Thiz cycle repeats il tirne(s].

Click on ane of the steps below ta madify it, or press + or - to add and remaove steps for this cpcle.

Timed Step d J ;I
A0 deg.
10 seconds

Aequiring ta Cycling &

on Green

[~ Long Riange
™ Touchdawn 50 deg. for 10 secs

< Back Save Template Start Run Cancel
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Da biste izveli analizu krajnje tocke, izvedite profil sa zadrzavanjem od nekoliko minuta na 50 °C
nakon kojeg slijedi cikliraju¢i korak s 1 korakom (50 °C tijekom 10 s) tijekom kojeg se prikuplja na
potrebnom kanalu. Broj ponavljanja postavite na 5, kako je prethodno prikazano. Taj su vremena
samo smjernica i mogu varirati za vadu odredenu aplikaciju. Sto je viSe ponavljanja u profilu, to je
viSe dostupnih informacija za izvodenje analize. Analiza ¢e automatski utvrditi prosjek svih
oCitanja da bi se za svaki uzorak postigla jedna vrijednost. Ne postoji odredeni broj potrebnih
ponavljanja. Ako nije potrebna iznimno visoka razina to¢nosti, 5 ponavljanja je obi¢no dovoljno.

Analiza

Analiza krajnje tocke moze se istovremeno provoditi na viSe kanala. Da biste izradili novu analizu,
kliknite karticu EndPoint (Krajnja tocka), odaberite kanale tako Sto Cete ih povuéi pokazivacem

misa i potom kliknite Show (Pokazi).

Cluantitation I Scatter
EndPoint I Other. .

Cycling & Gree
Cycling &5 ellow

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Definiranje kontrola

Kad se analiza krajnje toc¢ke prvi put otvori, prikazivat ¢e se sljede¢a poruka ako nisu definirane

pozitivna i negativna kontrola.

Rotor-Gene ( Series Software x|

i,) To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
oK.
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Kliknite OK (U redu). Pojavljuje se prozor Edit Samples (Uredi uzorke) koji omogucuje definiranje
pozitivnih i negativnih kontrola. Da biste uzorak definirali kao pozitivnu ili negativhu kontrolu,

kliknite ¢eliju vrste uzorka, a potom iz padajuceg izbornika odaberite relevantnu vrstu kontrole.

Napomena: da bi se provela analiza, kontrole moraju biti prebacene na ,on” (uklju¢ene) s pomocu
preklopnika s desne strane glavnog prozora.

Ity Select Positive and Negative Controls N x|
Flease select at least one positive and negative contral, then click OFK. These
controls will be used as references for the fluorescence required for a reaction.
*Y'ou should select positive and negative contrals for each channel
Setftings :
lrﬁiven Conc. Format : |123,45?. hd 88 (Copies More Options
— Samples
I ;| o | FesstDeiaut| Gradient RIEEEIREE
C|ID |Name |T_upe | Groups | Given Conc: | Selected :I
Al | Dptical Denaturation Ref. Unknawn | Mo
A2 | zample 1 untreated Unknawn | Mo
A3 zample 1 untreated Unknown | Mo
Ad | zample 1 untreated Unknown | Mo
W5 Sanple 1 teated Unknown Mo
- AR Sample 1 treated Unknawn | Mo
- A7 Sample 1 treated Unknown | Mo
- AR Sample 2 untreated Unknown | Mo
- BE1 | Sample 2 untreated Unknown | Mo
- EZ2 | Sample 2 untreated Urknown | Mo
Bl e:  sample 2 treated Unknown | Mo
B e zample 2 eated Unknawn | Mo
- ES | sample 2 treated Unknawn | Mo
- EE | Sample 3 untreated Unknown Mo LI
B - - P K R [ .
Fage:
’7Name 3 lF'age 1 < | > | MNew | Deletel ™ Synchronize pages
ok | Cancel |

Ovaj zaslon funkcionira jednako kao i prozor Edit Samples (Uredi uzorke) (odjeljak ,Postavljanje
uzorka”).

Normalizacija

Normalizacija podataka iz analize krajnje to¢ke skalira sve razine signala u raspon 0 — 100 %.
Mora se odabrati najmanje jedna pozitivna i jedna negativna kontrola ili viSe ako se analizira vise
kanala, a standardi nisu multipleksirani. Ako postoji rizik da se pozitivna kontrola mozda nece

amplificirati, potrebno je izvesti viSe od jedne pozitivne i jedne negativne kontrole.

1. Za svaki kanal analiziraju se sve pozitivne kontrole i ona s najviSom fluorescencijom postavlja
se na 100 %. To znaci da bi, ako se provode duplicirane kontrole, pozitivha kontrola mogla biti
neuspjesna, a da pritom ne utjeCe na postupak.

2. Analiziraju se sve negativne kontrole i ona s najnizom razinom fluorescencije postavlja se na 0 %.

3. Neobradene vrijednosti fluorescencije preostalin uzoraka skaliraju se ovisno o najvi$oj
pozitivnoj kontroli i najniZzoj negativnoj kontroli.
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Na primjer:

Uzorak Vrsta Fluorescencija
1 Pozitivna kontrola 53,6
2 Pozitivna kontrola 53,0
3 Negativna kontrola 4,5
4 Negativna kontrola 4.3
5 Uzorak 48,1
6 Uzorak 6,4

Ovaj postupak bio je uspjeSan jer su vrijednosti dviju pozitivnih i dviju negativnih kontrola blizu te
su izvan vrijednosti fluorescencije uzoraka.

Normalizirane vrijednosti jesu:

Uzorak Vrsta Ekspresija (%)
1 Pozitivna kontrola 100,0

2 Pozitivna kontrola 97,3

3 Negativna kontrola 0,4

4 Negativna kontrola 0,0

5 Uzorak 84,2

6 Uzorak 4,0

Uzorak 1 bio je pozitivna kontrola s najviSom fluorescencijom, stoga je postavljen na 100 %.
Druga pozitivna kontrola bila je neznatno niZza. Uzorak 4, najniza negativna kontrola, bila je
postavljena na 0 %. Sada je jasno da je uzorak 5 najvjerojatnije amplificiran, dok uzorak 6
vjerojatno nije amplificiran.

Napomena: ovisno o odabranim pozitivnim i negativnim kontrolama, moguce je posti¢i razine
ekspresije vece od 100 % ili manje od 0 %. Rezultat vec¢i od 100 % moze se tumaciti kao da znaci
da je uzorak jace eksprimiran od pozitivnih kontrola. Rezultat manji od 0 % moze se tumacditi kao
da znadi da je manje vjerojatno da je uzorak amplificiran nego da su negativne kontrole

amplificirane. Buduci da je analiza kvalitativna, takvi rezultati nisu zabrinjavajuéi.

Ako negativne kontrole rezultiraju viSom fluorescencijom od pozitivnih kontrola, uzorci su
neispravno postavljeni i pojavljuje se sljede¢a poruka.
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EndPoint Analysis - Cycling A .Green [Page 1)

= = .

Feparts Fesults  Genotypes...

Graph cannot be displayed as the negative controls are either at the zame level, or higher than the positive contrals.

Normalizacija na viSe kanala

Podaci o signalu mogu se analizirati na viSe kanala, ali je postavljanje uzorka sloZenije. Analiza
krajnje toCke pretpostavlja da je provedeno multipleksiranje i da svaka epruveta mozZe imati samo
jedan polozaj. Trenutac¢no nije moguce analizirati postavu u kojoj je polozaj uzorka pozitivna
kontrola za jedan kanal i negativna kontrola za drugi.

lako se u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) navodi definicija samo jednog uzorka po epruveti,

normalizacija se neovisno odvija za svaki kanal.

Ako je polozaj epruvete pozitivha kontrola za najmanje jedan kanal, treba biti oznacena kao
pozitivha kontrola u stupcu , Type” (Vrsta) u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke). U suprotnome

njezina vrsta treba biti Sample (Uzorak). To se primjenjuje i za negativne kontrole.

Na primjer, ako je uzorak pozitivna kontrola na zelenom kanalu, ali nije na Zutom kanalu, uzorak
se treba definirati kao pozitivna kontrola. Buduéi da se upotrebljava najviSa pozitivna kontrola na
svakom kanalu, ako se na zutom kanalu nalazi barem jedna pozitivha kontrola koja se amplificira,
ignorira se definicija uzorka kao kontrole za zeleni kanal.

Prag

Prag se upotrebljava za odredivanje postotka ekspresije potrebnog za reakciju u svakom kanalu.
Nakon §to se definiraju pozitivne i negativne kontrole, svi kanali normalizirat e se na istu skalu
0 — 100 %. Stoga je potreban samo jedan prag, ¢ak i kad se analizira viSe kanala.

Kliknite liniju praga i povucite je na podru¢je izmedu 0 i 100. Prag ne bi trebao biti preblizu
uzorcima ni s jedne strane linije jer to ukazuje na to da u postupku nisu dobiveni uvjerljivi rezultati.
Ako je razlika izmedu uzorka koji se definira kao amplificirani ili neamplificirani samo nekoliko

postotaka, to znaci da bi se uzorak, ako se reakcija ponovi, mogao naci na drugoj strani praga.
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Genotipovi

Ova mogucnost otvara prozor Genotyping (Genotipizacija) koji se upotrebljava za definiranje koji
je genotip pronaden na svakom kanalu.

%4 Genotyping
Genotype | Reacting Channelz | ﬂ
wild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling & Green Cycling A% ellow
bdutant Cycling & ellow

=
Cancel | Help |

Ovaj prozor omogucuje dodjelu genotipova kanalima. U prethodnom primjeru uzorak je
heterozigotan ako oc¢itanja na kanalima Cycling A.Green i Cycling A.Yellow prelaze prag.

Predlosci za analizu krajnje tocke

PredloSci za analizu krajnje to¢ke omogucuju korisniku da postavke genotipa i praga izveze u
jednu datoteku formata *.ent. Datoteka se moze uvesti i ponovno upotrijebiti u drugim
eksperimentima. ViSe pojedinosti potrazite u odjeljku 8.1.

Imported Settings
< nones:

Imnpot... Export...

6.6.10 Analiza koncentracije

Analiza koncentracije omogucuje da se instrument Rotor-Gene Q MDx upotrebljava za mjerenje

koncentracija DNK ili za dobivanje ocitanja fluorometra.

Na snimci zaslona u nastavku prikazana je ova analiza.
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B Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
File Analysis Run Gain View Secrity Window Help

P A | @ |vew & @ & & B . #
New Open Save Help Setings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

Page: Page 1
La

EEX

ﬂ Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

1
= * g
Reports  Std. Curve  Results 3
|Av. Fluorescence 4
6
20.00 7
(] 8
[e3e] <
15.00 T & 4 3
b Bark On Bank Off
10.00 Named On | AIOn | AlOf
Edit Samples.
£00 Analysis Method
£ Linear Regression

& Spline Curve Fit

Mame Type Given Conc [pg/|
Lambda Standard | Standard 1.000.0
Lambda Standard | Standard 1.000.0
Lambda Standard | Standard 1.000.0
Lambda Standard | Standard 500.0
o[ 10 | Lambda Standard | Standard 500.0 _‘ﬂ
) »

I Fiotar-Giene O Sefies Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Current User CORBETT linsongy (Administrators]

Priprema procesa

Da bi se izvela analiza koncentracije, najprije pripremite fluorescentne standarde i uzorke, idealno

u triplikatu.

Priprema standarda

Standardna krivulja upotrebljava se za odredivanje koncentracije DNK u svakom mjerenom
uzorku.

DNK koji se upotrebljava za standardnu krivulju trebao bi biti DNK sli¢éne vrste kao u uzorcima koji
se mjere. Koncentracija najmanje jednog uzorka DNK trebala bi se odrediti primjenom
ultraljubic¢aste spektrofotometrije i taj bi se uzorak trebao upotrebljavati kao standardni. Treba
upotrijebiti najmanije tri standarda (s replikama). Vazno je da DNK standardi koji se upotrebljavaju
u detekciji fluorescencije budu linearni samo u rasponu 1 — 100 ng/pl. Ako se u tom rasponu
koncentracija DNK prepolovi, prepolovit ¢e se i ocitanje fluorescencije. Intervali pouzdanosti za
svaku koncentraciju izvan tog raspona vrlo su Siroki zbog nelinearnosti kemijskog sredstva.

Vrsta mjerenog DNK
Uocene su razlike u mjerenju razliitih oblika DNK (npr. genomski DNK u usporedbi s plazmidnim

DNK). Stoga se samo sli¢ne vrste DNK trebaju skupa mijeriti te je pri mjerenju genomskog DNK
potrebno izbjeéi uporabu plazmidnog DNK kao standarda.
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Postavljanje postupka

Da biste postavili postupak, odaberite Nucleic Acid Concentration Measurement (Mjerenje

koncentracije nukleinske kiseline) u ¢arobnjaku Quick Start (Brzi poCetak rada).

x

Guick Start | Advanced |

88 A default template for
& Perform Last Run measuring the

=i concentration of

'% Three Step with Melt pudeic add using

lintercalating dyes.

1)

'% Two Step

(1)

2 Quenched FRET

ic Acid Concentration Measurement

T'.\l_ ; ,l Other Runs

ﬁJ_J Open A Template In Another Falder, ..

Cancel

I

Help

v Show Thiz Screen When Software Opens

Napomena: pobrinite se da pozitivnha kontrola, kao &to je standard visoke koncentracije, bude
postavljena na polozaj epruvete 1. Bez pozitivne kontrole softver nece moci optimizirati postavke
pojacanja za maksimalnu osjetljivost. Bit ¢ete upozoreni na to prije svakog postupka.

Analiza

Analiza koncentracije funkcionira tako da razinu fluorescencije povezuje s vrijednoSéu
koncentracije. Dostupna su dva modela analize. Odabir optimalne analize ovisi o kemijskim
sredstvima i primjeni.

Metodom ,Linear Regression” (Linearna regresija) analiziraju se podaci tako da se pretpostavi
linearni odnos i da se nepoznate vrijednosti procijene na temelju generiranog linearnog modela.
Ona utvrduje pogresku mjerenja ispitivanjem odstupanja ocitanja od linearnog modela. Ako su
ocitanja koncentracije linearna, ovo je najprikladnija analiza jer korisniku pruza statisticku analizu
varijacije (ANOVA).
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Metoda ,Spline Curve Fit” (Prilagodavanje splajn krivulje) pretpostavlja samo da se vrijednosti
koncentracije poveéavaju zajedno s fluorescencijom. lako su procjene nelinearnih podataka u
ovom pristupu mnogo to€nije, on ne moze pruziti ANOVA-u jer ne preuzima linearni model.

6.6.11 Analiza taljenja velike razluCivosti

Analizom taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) karakteriziraju se uzorci na
temelju duljine sekvence, sadrzaja GC-a i komplementarnosti. Analiza taljenja velike razlu€ivosti
(High Resolution Melt, HRM) upotrebljava se u primjenama za genotipizaciju kao Sto su analiza
mutacija gena ili polimorfizmi jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism, SNP) te u
epigenetickim primjenama za analizu statusa metilacije DNK. Analiza taljenja velike razlucivosti
pruza to¢ne rezultate i uStede na troSkovima proba i oznaka u usporedbi s ostalim metodama.

Da biste izveli analizu, odaberite Other (Ostalo) i potom High Resolution Melt Analysis (Analiza
taljenja velike razluCivosti) u prozoru Analysis (Analiza). Dvaput kliknite kanal da biste ga
analizirali. Krivulje taljenja iz neobradenog kanala normaliziraju se odredivanjem prosjeCne
vrijednosti svih pocetnih i zavrsnih vrijednosti fluoresencije te potom prisilnim pomakom krajnjih
toCaka svakog uzorka da bi bile jednake prosjeku.

BERotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - high resolution melt de; N [=] ]
File Andlysis Run Gain View Window Help
7 2 ~ 7 e EE| — e
TOH PHNER @ | 9 & 6 W & 2 D . :
Mew Open Save | Start Pause Sop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels . Melt A.FarRed ,'ME\tA(HUmSZ)‘FarREd‘
B HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Pa _|O| x| | Page: Fage 1

1

Nomaiised Graph | Difterence Graph |

2
=}

Mormalised Fluorescence
o
2

%'

T v v T T T T v v T T T — T J
§25 830 8§35 840 845 B850 855 860 865 BYO0 875 880 885 B90 895 Bank On Bank 0K
deg

Named On | ANOn | AllCH

= Edit Samples:
i HRM Results - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) ol x|
Sr— Normalisation Regions
Gienotype Confidence % ——
mutation 100.00 e —— .
2 197 heterozgate | 100,00 Start: [824 =
4+ W rutation 9572 Erd: [az8 j
5 155 heterozpgote | 97.58
7 W20z heterozygote | 97.80 Traling Range
8 201 wild type 100.00 Stat: a3 =
3 Mzo wid type .96 j
10 19 heterozpgate | 98.91 End: [B97 =
12 190 heterozygote | 96.23
13 187 wildtyps 4923 Confidence Percentage
[EMET il e v ea ( Theshod [0 =% —‘
| Rotor-Gene O Series Saftware 1.7 [Buid 94] [VIRTUALMODE

Automatsko pozivanje uzoraka postize se klikom na moguénost Genotypes (Genotipovi). Unesite
naziv genotipa, a potom broj uzorka koji se upotrebljava kao pozitivha kontrola da bi se automatski
pozivali nepoznati uzorci.
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_lolx
Genatype Canitrol ﬂ

mutation
wild type

heterozygate

LClear |

138
2m
1597

oK | Cancel I = HBTD

ViSe pojedinosti o analizi taljenja velike razlucivosti potrazite u odjeljku 10.

6.7 lzbornik postupka

6.7.1 Pokreni postupak

Ova mogucnost pokrec¢e definirani temperaturni profil s trenutaénim postavkama pojacanja. Prije
nego Sto postupak zapocne, pojavljuje se prozor Profile Run Confirmation (Potvrda pokretanja
profila). Graficki prikaz temperaturnog profila prikazuje se uz postavke pojac¢anja za svaki kanal.

6.7.2 Pauziraj postupak

Ova mogucnost omoguéuje pauziranje i ponovno pokretanje postupka. Pauziranje i ponovno
pokretanje mogu ozbiljno utjecati na rezultate postupka. Stoga ¢e marker u podacima upucivati
na to da je postupak pauziran te na trajanje pauze. Poruka se pojavljuje i u kartici poruka prozora

Run Settings (Postavke postupka) (pogledajte odjeljak 6.8.1).

'’ Pause Run

Y'ou can pauze the run on thiz screen. &
marker will be recorded in the channel

data to show the duration of the pauze. HiEsuE |
Help |
Cloze |

UPOZORENJE

A

Vrucéa povrsina

Kad pauzirate postupak, instrument Rotor-Gene Q MDx nece se u
potpunosti ohladiti na sobnu temperaturu. Poduzmite mjere opreza prije
rukovanja rotorom ili bilo kakvim epruvetama u instrumentu.
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6.7.3 Zaustavi postupak

Ako je odabrana ova moguénost, pojavit ¢e se upozorenje u kojem ¢e se traziti potvrda da se

postupak treba zaustauviti.
6.8 Izbornik prikaza
6.8.1 Postavke postupka
Opéenito

Ovaj prozor omogucuje postavljanje informacija o postupku, naziva datoteke postupka, datuma

analize, operatora i svih povezanih napomena.

Prozor sadrzava sve informacije potrebne za konfiguriranje postupka, osim profila. Nakon
zavrSetka postupka u ovom se prozoru prikazuju sljedece informacije: koristeni cikler, postavke

pojacanja, broj kanala te vrijeme pocetka i zavrSetka.

General | Machine Optiong | Messages I Channels I Tube Layout | Security I

Filename : F:\DepartmentsiQCAE sperimentall ata-RG AR GEOOONE 1205274 D ark
Operator : ||7

Motes : ;I
Reaction Yolume : Ifj il Lﬁiﬁ;iebr;to the total volurme of the misture -
Other Fun Chatinels saved far this run: ;I

Information : Cycling & Green
Cyeling B.¥ellow
Cycling C.0range
Cycling D.Red
Created with template
'C:ADocuments and Settingsiabpe. COREETT4\DesktoptTemptRGEOON
Riun haz finished.
Started at 16/12/2005 3:38:55 &AM
Finished at 16/12/2005 3:53:40 &b
Oifzet Coefficient : 0
Program Yersion ; Rotor-Gene G000 Senes Software 1.7 [Build 3]
Machine Serial No: 000627

ok Cancel Apnly
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Moguénosti uredaja

U ovoj se kartici prikazuju postavke konfiguracije instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

— Rator Type
36-Yell Rokor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

QK I Cancel | Lol |

Rotor treba postaviti na onu koje je trenutacno instalirana u instrumentu Rotor-Gene Q MDx. Ako

otvarate postoje¢i postupak, ova ¢e postavka odrazavati rotor koji je u tom trenutku postavljen u cikler.

Poruke

U ovoj kartici prikazuju se poruke koje ukazuju na to je li korisnik napravio promjene kao $to su
pauziranje ciklera ili preskakanje ciklusa tijekom postupka. Takoder se prikazuju upozorenja
dobivena tijekom postupka. Ovu karticu treba provjeriti ako dobiveni rezultati nisu u skladu s

ocekivanima.

Kanali

Ako se konfigurira novi postupak, kartica o kanalima prikazuje trenutacnu konfiguraciju dostupnih
kanala. Ako se pregledava postojeci postupak, prikazane informacije predstavljaju konfiguraciju
kanala u vrijeme izvodenja postupka. Ako postupak kvari postavke kanala, zadani kanali mogu se
vratiti klikom na Reset Defaults (Ponovno postavi zadane postavke).
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Generall Machine Options | Messages  Channels | Tube Layout | Securty I

Mame | Source | Detectar | Gain | Create New... I
Green 470nm 510nm 10 Edit |
“rellow 530rm  555nm g
Orange  585nm  E10nm 10
Red EZ25nm  BEOnm 3

Crimson B80nm  710hp 7 Remove |
HFM 460nm 510nm 7
Reset Defaults |

ok Cancel Apnly
Name (Naziv): To je naziv kanala.
Source (Izvor): Specificira se ekscitacijska valna duljina LED izvora.
Detector (Detektor): Specificira se detekcijska valna duljina i vrsta filtra (nm = S$irina vala, hp =
visina vala).
Gain (Pojacanje): Specificira se pojacanje za taj odredeni kanal.
Create New... Ova znacajka omogucuje izradu novih kanala. Ako kliknete Create New... (Izradi
(Izradi novi...): novi...), otvara se prozor u kojem treba navesti novi naziv, izvor i filtar detekcije.

Filtri se mogu odabrati na padajuéem izborniku pored svakog prozora.

Channels (Kanali): Zeleni, Zzuti, narancasti i crveni kanali standardne su konfiguracije za
Cetverokanalnu multipleksnu detekciju.

Raspored epruveta

Ako upotrebljavate 72-Well Rotor, uzorci se mogu rasporediti tako da se blisko podudaraju s
oznakom na bloku 9 x 8. Prema zadanim postavkama, kartica s rasporedom epruveta omogucuje
njihovo uzastopno oznacivanje (f. 1, 2, 3...). To znadi da se uzorci oznacuju konsekutivno,
redoslijedom kojim se stavljaju u Rotor-Gene Q MDx. Druga je moguénost oznacivanje uzoraka kao
1A, 1B, 1C itd. Ta mogucnost moze biti korisna ako su uzorci postavljeni multikanalnom pipetom.
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Sigurnost

U kartici o sigurnosti prikazuju se informacije o potpisu postupka. Potpis postupka neponistiv je
klju¢ koji se ponovno generira pri svakoj promjeni datoteke. Ako se bilo koji dio datoteke *.rex
izmijeni izvan softvera, potpis i datoteka viSe se neée podudarati. Provjera potpisa dopusta
potvrdu da neobradeni podaci nisu mijenjani izvan aplikacije, da se profil nije neovlasteno mijenjao
te da je temperaturni grafikon valjan. Potpis takoder Stiti od oSte¢enja kao $to su pogreske u
datotecnom sustavu.

Napomena: ako se datoteke u formatu *.rex Salju e-poStom, proces Sifriranja moze ponistiti

valjanost potpisa. Da biste to izbjegli, komprimirajte datoteku prije slanja e-po$tom.

T —— A

r— General Infarmatian :
Run Signatures are ztored within all newly saved mwnz, These signatures, like a wax

Generall M achine Options | Messages I Chanrels I Tube Layout

zeal on & 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 iz valid.

~ The zignature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
outgide of the software,

ak. Cancel Apply

6.8.2 Temperaturni grafikon

Odaberite moguénost Temperature Graph (Temperaturni grafikon) iz izbornika View (Prikaz) ili
kliknite gumb Temp. da bi se otvorio prozor Temperature (Temperatura). Grafikon prikazuje tijek
postavljenih vrijednosti temperature tijekom cikliranja. Ne odraZzava mjerenje temperature u
stvarnom vremenu. Kako postupak napreduje, za svaki korak programa prikazuju se vremena Set
(Postavljeno), Actual (Stvarno) i Hold (Zadrzavanje). Za postoje¢u datoteku postupka prozor
Temperature (Temperatura) pokazuje temperaturnu povijest tijekom postupka. Vertikalna skala
predstavlja temperaturu, a horizontalna vrijeme. S pomocu klizaca klizite prema natrag i prema

naprijed kroz prozor Temperature (Temperatura).
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6.8.3 Napredak profila

Odaberite mogucnost Profile Progress (Napredak profila) iz izbornika View (Prikaz) ili kliknite
gumb Progress (Napredak) da bi se otvorio prozor Profile Progress (Napredak profila). U
prozoru je grafi€ki prikazan toplinski profil povezan s postupkom. Kad se izvodi postupak,
zasjenjeni dio prozora prikazuje broj ciklusa koji su dovrSeni. Navedena je i procjena koliko ¢e
minuta trajati postupak.

Skip | Add 5 Cycles |m«mm:m@nm|

Skip (Preskodi): Moguénost Skip (Preskoci) omogucuje preskakanje bilo kojeg koraka profila.

Add 5 Cycles (Dodaj 5 ciklusa): Moguc¢nost Add 5 Cycles (Dodaj 5 ciklusa) dodaje 5 ponavljanja trenutacnom
koraku cikliranja.
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6.8.4 Uredivanje uzoraka

ol
File Edit Format Security
Standard | Rator Style |
Settings
liﬁlvan Cone. Format : |123,45? 0pies e ackiory More Options
—Samples :
W | et | FesetDetaut | Gradien | EEEEIEEE
C|ID |Name |Tppe \Groups |Given Conc. |53Iected :I
A1 R 1000 Standard 1,000 Yes
B riooo Standard 1,000 ez
W rim Standard 100 Yes
W R Standard 100 Yes
W R0 Standard 10/ Yes
WM R0 Standard 10/ Yes
B R Standard 1/ Yes
B R Standard 1 Ve
Bl RNTC NTC Yes
B2 RNTC NTC Yes
e 1000 Standard 1,000 Yes
BlE: 1000 Standard 1,000 ez Ad|
Page -
’7Name: IF'age1 < > | Mew | Delerel ™ Synchronize pages
Undo I Ok I Cancel I Help I

Kliknite gumb Samples (Uzorci) da bi se otvorio prozor Edit Samples (Uredi uzorke). Prozoru
Edit Samples (Uredi uzorke) moze se pristupiti i tako da se desnom tipkom klikne iznad popisa
uzoraka s desne strane zaslona. Ovaj prozor ima identi¢nu funkciju kao i prozor Edit Samples
(Uredi uzorke) u ¢arobnjacima, osim $to su funkcije alatne trake dostupne i u izbornicima File
(Datoteka) i Edit (Uredi).

Na vrhu prozora pojavljuju se €etiri izbornika: File (Datoteka), Edit (Uredi), Format (Format) i
Security (Sigurnost). Izbornik File (Datoteka) upotrebljava se za izradu novog (praznog) prozora
Edit Samples (Uredi uzorke), za otvaranje postojec¢eg predlosSka uzorka ili za spremanje naziva
uzorka kao predloska za buducu uporabu. Te datoteke predlozaka imaju nastavak *.smp. Izbornik
Edit (Uredi) omogucuje kopiranje i lijeplienje redaka. Izbornik Security (Sigurnost) omogucuje

zaklju€avanje definicija uzoraka.

Napomena: ako se nazivi uzoraka unose jako brzo tijekom postupka (npr. s pomocu citaca
crticnih kodova), to moze rezultirati transponiranim slovima u nazivima uzoraka. Stoga se
preporuCuje izbjegavati uporabu Citaa crtinih kodova i, ako je to primjenjivo, unositi nazive
uzoraka nakon Sto postupak zavrsi.
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Settings :

Given Conc. Format ;

Gumb

Ovaj padajuci izbornik upotrebljava se za odabir primjerenog formata za prikaz
koncentracije. Koncentracije se automatski formatiraju u skladu sa trenuta¢no
odabranom lokacijom.

Ovaj padajuci izbornik postavlja jedinice mjerenja za ispitivanje.

Samples :
’VI_j Edit I HesetDefauItl Gradientl

Vaznost

Line style (Stil linije):

Edit

Rezet Default

Gradient

)
|5

OEEFEE

Sample Types
(Vrste uzoraka):

= \_|_\—

Stil linije moze se modificirati da se poboljSa ¢itljivost grafova na crno-bijelim
pisa¢ima. Odredene linije mogu se naglasiti modificiranjem njihova stila. Da biste
pristupili ovoj znacajki, kliknite gumb desne strelice pored gumba Edit (Uredi).

Pritiskom na ,Edit” (Uredi) otvara se selektor boja. Pri dodjeli boje epruvetama moze
se odabrati viSe redaka.

Kliknite moguénost ,Reset Default” (Ponovno postavi zadane postavke) da biste
sve odabrane celije u boji vratili na njihove zadane vrijednosti boja.

Znacajka ,Gradient” (Gradijent) omogucuje odabir gradijenta od prve do zadnje
odabrane boje. Nekoliko gradijenata moze se definirati pri postavljanju uzorka.

IREEIEEEE

Ikona New (Novo) briSe sadrzaj prozora Edit Samples (Uredi uzorke) kao
pripremu za unos podataka.

Ikona Open (Otvori) otvara dijalo$ki okvir u kojem se datoteka instrumenta Rotor-
Gene Q MDx moze odabrati za uvoz.

Napomena: broj uzoraka u otvorenom prozoru mora se podudarati s brojem
uzoraka u datoteci koja se uvozi.

Ikona Save (Spremi) otvara dijaloski okvir u koji se mogu unijeti naziv i mapa u
kojoj ¢e biti spremljene definicija trenuta¢nih uzoraka.

Ikona Copy (Kopiraj) kopira odabrane ¢elije.

Ikona Paste (Zalijepi) lijepi ¢elije odabrane naredbom kopiranja u trenutaéno
odabran polozaj u mrezi.

Ikona Excel otvara dijaloski okvir koji trazi naziv datoteke i mapu u koju treba
spremiti informacije o uzorku. Nakon §to pritisnete Save (Spremi), automatski se
otvara Excel datoteka.

Ikona Append/Overwrite (Dodaj/Prebrisi) mijenja uredenje ¢elija u prozoru Edit
Samples (Uredi uzorke). Ako odaberete prebrisavanje, postojeci ¢e podaci biti
prebrisani pri uredivanju. Ako odaberete dodavanje, novi podaci dodaju se na kraju
postojeéih podataka pri uredivanju.

Uzorci se mogu definirati kao jedna od nekoliko vrsta navedenih u sljedecoj tablici.

Korisni¢ki priruénik za Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

129



Vrsta uzorka Opis

None (Nema) Na tom poloZaju nema uzorka

NTC (Kontrola bez predloska) Kontrola bez predloSka

Negative Control (Negativna kontrola) Negativna kontrola

Positive Control (Pozitivna kontrola) Pozitivna kontrola

Unknown (Nepoznat) Nepoznat uzorak za analizu

Standard (Standardni) Standardne vrijednosti upotrebljavaju se za izradu standardne

krivulje za izracun nepoznatih koncentracija uzoraka

Calibrator (RQ) (Kalibrator (RQ)) Kalibratoru se dodjeljuje vrijednost 1, a sve ostale koncentracije
uzoraka izraCunavaju se prema tom uzorku

Page (Stranica): Ova funkcija omogucuje korisniku da ima razli¢ite definicije uzorka i zasebne
eksperimente u istom postupku. To je korisno za analizu razli¢itih produkata u
razli¢itim kanalima. Gumbima sa strelicama pomicite se medu stranicama uzoraka.
Koristite se gumbima New (Novo) i Delete (Izbrisi) za izradu i brisanje stranica.
Moguce su viSestruke definicije uzorka za isti kanal da bi se pokretalo viSe standardnih
krivulja bez multipleksiranja. Jednostavno definirajte uzorke od interesa i njihove
povezane standardne krivulje na zasebnim stranicama. Tada se jedan kanal moze
zasebno analizirati sa svakim skupom definicija. Stranice uzoraka mogu se oznaciti
kao Page 1 (Stranica 1), Page 2 (Stranica 2) itd. ili im mozete dati bilo kakav naziv
(npr. ,Housekeeper” (Konstitutivni)). Taj ¢e se naziv upotrebljavati u izvjes¢ima.

Kad se pregledavaju neobradeni podaci, definicije uzoraka upotrijebljene za prikaz
podataka mogu se odabrati iz padaju¢eg izbornika koji se nalazi uz gumb Options

(Moguénosti):
0 g 20
At Scale| Options I Fage 1 j
q

Fage #

Stranica uzorka koju treba upotrijebiti pri analizi moZe se odabrati u prozoru Analysis
(Analiza) (pogledajte odjeljak 6.6.1).

Analysis A
25td Curves (Rel) | Other.. |

Quantitation | =

- Cpcling A Fakd

J Page 1

Show | Hide |
™ Awto-shiirk window

Given Conc. (Dana konc.): Pokazuje koncentraciju za svaki standard. Jedinice se mogu definirati kao decimalni ili
logaritamski broj. Ako su standardi serija razrjedivanja, treba unijeti samo prva dva
standarda. Pritiskom na ENTER program automatski dodaje sljedec¢e logicko
razrjedivanje u seriju.
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Line style (Stil linije):

Multiple row entry (Unos u
nekoliko redaka):

Sample type hotkey (Tipkovni
pre¢ac za vrstu uzorka):

Save it, reuse it (Spremi,
ponovno upotrijebi):

Stil rotora

Sttil linije moZe se madificirati da se pobolj$a citljivost grafova na crno-bijelim pisacima.
Odredene linije mogu se naglasiti modificiranjem njihova stila. Da biste pristupili ovoj
znacajki, kliknite gumb desne strelice pored gumba Edit (Uredi).

.j E dit | HesetDefauItl Eradientl

Na alatnoj traci prikazivat ¢e se zadani stil Solid (Puno). On se moze promijeniti u
Dashed (Iscrtkano), Dotted (Istockano), Hairline (Vrlo tanko), Thin (Tanko) ili Thick
(Debelo). Kad zavrsite, kliknite gumb lijeve strelice za povratak u prikaze Edit (Uredi),
Reset Deafult (Ponovno vrati na zadano) i Gradient (Gradijent).

I ]

Ako istu informaciju treba istodobno unijeti u nekoliko redaka, odaberite sve retke i
pocnite tipkati. Informacije ¢e se unositi u svaki redak. To funkcionira i za odabir vrsta
uzoraka, odabir boja ili unos koncentracija.

Da biste brzo odabrali vrstu uzorka, unesite prvo slovo njegova naziva. Na primjer, da
biste postavili pet uzoraka da budu bez kontrole predlozaka, odaberite ih u stupcu
vrste uzorka, a potom pritisnite N za NTC. Svi uzorci prebacit ¢e se u NTC.

Potpun opis uzorka moze se spremiti kao datoteka uzorka (*.smp) i uéitati u buduce
postavke s istom konfiguracijom uzoraka.

Ova kartica u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) nudi alternativni nacin unosa naziva uzoraka.

Odaberite replike tako da kliknete i pokaziva¢ misa povucete preko slike rotora. Azurirat ¢e se

popis s desne strane prozora. Moze se unijeti naziv uzorka i time ¢e se postaviti isti naziv za

trenutacni odabir. Softver te jazice prepoznaje kao replike.

" Edit Samples —|oj x|
File Edk FEormat  Security
Standard Flotce Style |
&5 . Im
S 1D [vame [T ]
L 1 samplel Standaid
" * e 2
57 - -
. -
7 Shrple 3
9 sample 3
* 10t
43 13
17
4
L5
S
¥ LabelWels 451,23, ..
Page:
|Nm: [Page1 || New | Beteie| T Synchvarize pages
Undo | ok | cees | Hee |
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Kartica Rotor Style (Stil rotora) nudi manju verziju kartice Standard (Standard) i osmisljena je za
korisnike koji Zele brzo postaviti nazive i boje uzoraka. U ovoj se kartici neke postavke ne mogu
definirati, na primjer, ne moze se definirati predstavlja li uzorak standard ili poznatu koncentraciju
svakog standarda. Ako se te postavke trebaju definirati, treba se upotrijebiti standardna kartica.

Prikladnost stranice uzoraka

Da biste pristupili prozoru Sample Page Suitability (Prikladnost stranice uzoraka), kliknite
moguénost More Options (Vise moguc¢nost) u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke) i potom kliknite
Define Suitabilities (Definiraj prikladnosti). Prozor Sample Page Suitability (Prikladnost stranice
uzoraka) omogucuje korisnicima uparivanje stranica uzoraka s kanalima. Na primjer, stranica
uzoraka za gen od interesa moZe se odnositi na zeleni kanal, a stranica uzoraka za konstitutivni gen
moZze se odnositi na Zuti kanal. U ovom primjeru postavljanje prikladnosti stranice uzoraka smanjuje

broj dostupnih moguénosti analize samo na one koje su relevantne za odredeno ispitivanje.

Prozor Sample Page Suitability (Prikladnost stranice uzoraka) prikazan je u nastavku.

¥ Sample Page Suitability El

Sample Page Suitabilitiez enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current contest. For example,
b defining a Sample Page to apply anly to the vellow channel,
yau will not be prampted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular use for uzers of
multiplered azzays.

Page : |Page 1 |

— Suitabilitiez for Selected Page :

= alwaps dizplay this sample page.

e Only dizplay thiz zample page when analpzing
data acquired on the following channels :

O Green -

O vellow

E Orange Save & Close |
Red j

Help |

Napomena: pri postavljanju ispitivanja izradite sve stranice uzoraka i prikladnosti stranica
uzoraka, a potom ih spremite kao predloZak. To smanjuje opseg postavljanja koji je potreban za
svaki postupak.
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Skupine

Skupine uzoraka omogucéuju izracun statistiCkih podataka za proizvoljni skup uzoraka. Za razliku

od replika, koje moraju imati identicne nazive, uzorci mogu imati bilo koji naziv, mogu se

pozicionirati bilo gdje u rotoru i mogu pripadati u viSe skupina.

1. Da biste definirali skupinu, unesite puni naziv skupine pored uzorka i potom pritisnite ENTER.

it Edit Samples

File Edit Format Security
Standard | Rotor Style |

g [ 3

—Settings :
Given Conc. Format ; I j Lrit ; ICUpies j More Options |
—Samples :
|Treated i
C I |Mame | Type | Groups | Given Conc. | Selected |«
Al Tissue Unknown e
A2 Tissue Unknown ] es
A3 Tissue Unknown ] es
Ad Tissue Unknown _ ez
B Lug Unknown ] es
s Lug Unknown ] es
- A7 Lung Unknown _ e
B3 Lug Unknown [ ] es
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Deletel [~ Synchronize pages ‘
Undo | ok | Cancel Help |

2. Otvara se prozor Edit Group (Uredi skupinu).

® Edit Group

[Group Froperties ;

Code; ITHE.{".Tl

M ame: ITreatEd

I

ak.
Cancel

Help |

3. Definirajte primjerenu kraticu i potom kliknite OK (U redu). Kratica se sada moZe upotrebljavati
za postavljanje skupina. Objedinjeni rezultati, kao Sto su prosje¢na vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 %, automatski se izraCunavaju za skupine u bilo kojoj analizi.

B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1)

=10] x|

No Name Twpe Ot Given Conc [Cop| Cale Cone [Copie] % Yar Rep Ot |Rep CtStc| Rep. Ct[35% O1) | Fep
a1 Tissue Unknown 1882 1375 017 [18.48,19.02]

42 Tissue Urknown 18.75

43 Tissue Urknown 18.92

A4 Tissue Unknown 18.52

45 Lung Urikniawn 18.73 18.70 0.09 [18.55 . 18.89]

BB Lung Unknown 18.62

a7 Lung Unknawn 18.81

48 Lung Unknawn 18.63

4148 Trealed Giroup 1372 013 [18.62,18.53]
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6.8.5 Mogucnosti prikaza

U nastavku je prikazan izbornik moguénosti prikaza.

view Window Help

Bun Settings

ven o & B ] W

Temperature Graph = Settings Frooress  Profile Temp.,  Samples
Profile Editor
Brofile Progress
samples. ..

(aain Calibration. ..

Show at Maosk 2 Analy !
Show at Most & Windows
Reset All "Don't Show This Message Again” Dialogs

Show at Most 2 Analysis Ako je oznacena ova mogucnost, istodobno se prikazuju najvise dva
Windows (Pokazi najvise 2 prozora analize. Ako je otvoreno vise prozora, to moze utjecati na €itljivost.
prozora analize): Oznacivanjem ove moguc¢nosti zatvara se prvi prozor analize i zamjenjuje

ga se zadnjim otvorenim prozorom. Ako ova moguénost nije oznacena,
mogu se prikazivati viSe od dva prozora analize.

Show at Most 6 Windows Da bi se pobolj$ala ¢itljivost, softver uklanja nekoristene prozore kad se
(Pokazi najvise 6 prozora): otvore novi prozori. Ova je moguénost prema zadanim postavkama

omogucena jer odrzava zaslon softvera Rotor-Gene Q praznim. Ako je
potrebno istodobno vidjeti viSe od Sest prozora, ponistite odabir ove

mogucénosti.
Reset All ,,Don't Show This Ako je ovo odabrano, softver ¢e ponovno prikazivati sve dijaloSke okvire u
Message Again” Dialogs: kojima je oznacen potvrdni okvir Do not display this message again
(Vrati na zadano sve dijaloske (Nemoj viSe prikazivati ovu poruku). To uklju€uje ponovni prikaz poruka o
okvire ,Nemoj viSe prikazivati sumnjivim postavkama koje su prethodno mozda postavljene tako da se
ovu poruku”): viSe ne prikazuju. To moze biti korisno za novog korisnika koji nije upoznat s

instrumentom Rotor-Gene Q MDx ili softverom Rotor-Gene Q.

6.9  Zastita pristupa za softver Rotor-Gene Q

Napomena: u ovom se poglavlju opisuje zastita pristupa za softver Rotor-Gene Q. Informacije o

relevantnom softveru Rotor-Gene AssayManager potrazite u Korisnickom priruc¢niku za Rotor-

Gene AssayManager v1.0 Core Application ili u Korisnickom prirucniku za Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application.

Softver Rotor-Gene Q ima znacajke koje omogucuju njegov siguran rad. Kada je ispravno

konfiguriran, softver Rotor-Gene Q moze osigurati sljedece:

Pristup instrumentu Rotor-Gene Q MDx ili softveru za analizu ograni¢en je na korisniCke skupine.
Evidentiraju se izmjene u datotekama postupka.

Otkrivaju se neovlastene izmjene (potpisi).

Evidentiraju se predlosci koji se upotrebljavaju za izvodenje postupaka.

Nazivi uzoraka su zasti¢eni.
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Integracija sa sustavom Windows Security

Da bi pruzao visoku razinu odgovornosti, softver Rotor-Gene Q ne upravlja sigurno$cu interno.
Racunima, skupinama i lozinkama upravlja s pomo¢u ugradenog sigurnosnog modela sustava
Windows (Windows Security). Integracija omogucuje da se ista lozinka koja omogucuje pristup
mreznim datotekama i programima upotrebljava za kontrolu pristupa softveru Rotor-Gene Q, sto
rezultira s manje administracije. Na primjer, u ve¢im organizacijama mrezni administratori mogu
jednostavno ukloniti pristup bivSim korisnicima zahvaljujuéi centraliziranom sigurnosnom modelu.

Stoga sigurno postavljanje softvera Rotor-Gene Q prvenstveno uklju€uje konfiguraciju sigurnosnih
uloga sustava Windows u skladu s najboljom praksom.

Preduvijeti

Da biste upotrebljavali sigurnosne znacajke, morate raditi u sustavima Windows 10 ili Windows 7
Professional edition. Sigurnosne znacajke ne mogu se upotrebljavati u sustavima Windows 10 ili
Windows 7 Home edition jer izdanja Home nemaju model precizne kontrole pristupa koji
upotrebljava softver. Softver se mora instalirati s moguéno3¢éu Force authentication through
Windows domain (Nametni provjeru autenti¢nosti putem domene sustava Windows).

Napomena: izbornik Security (Sigurnost) ne¢e se pojaviti ako ste prijavljeni na domenu Linux
Samba. Da biste upotrebljavali sigurnosne znacajke, morate biti lokalno prijavljeni ili imati
Windows posluZitelj.

6.9.1 Konfiguracija za sustav Windows 7

U ovom se odjeljku opisuje kako postaviti sustav da bi softver Rotor-Gene Q radio sigurno.

Da biste upotrebljavali sigurnosne znacajke, softver mora biti instaliran s moguéno$éu Force
authentication through Windows domain (Nametni provjeru autenti¢nosti putem domene
sustava Windows). Tada se S$alju upiti domeni sustava Windows o va$oj razini pristupa i
vjerodajnicama. $to je kljuéno za pruzanje znacajki povezanih s odgovornoscu i sigurnoscéu.

Pokretanje u ulozi administratora

Brojni korisnici svoja raCunala pokre¢u kao administratori, bez lozinke. lako je to prakti¢no,
onemogucuje utvrdivanje korisnika racunala. Time se eliminira odgovornost i onemoguéuje se
aktivacija sigurnosnih mjera softvera Rotor-Gene Q. Kada raCunalo pokrecete kao administrator,
omogucene su sve znacajke softvera. Stoga pokretanje raunala u ulozi administratora osigurava
da korisnici kojima nisu potrebne sigurnosne znacajke mogu pristupiti svim znacajkama softvera.
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lzrada novog korisni¢ckog ra¢una

Izradite korisni¢ki raCun za svakog korisnika softvera. Za svakog korisnika ponovite korake u
nastavku dok ne izradite sve racune.

1. Da biste izradili novog korisnika, odaberite Start/Control Panel/Administrative
Tools/Computer Management (Start / Upravljacka plo¢a / Administrativni alati / Upravljanje

raCunalom) te navigirajte do moguénosti Local Users and Groups (Lokalni korisnici i skupine)
na lijevoj strani.

2. U prozoru koji se otvori odaberite mapu Users (Korisnici). Desnom tipkom misa kliknite desni
prozor i odaberite New User (Novi korisnik).

8 Computer Management =10/
fle Acton Vew el
EC R EIEIEN 7 \
& Computer Management (oca) [ Name T FullName [ Desaiption [
& [} System Tools #, administrator Buitin account for administering the.
© Tesk scheduer  uest Buitin account for guest access tot.
@ 4] Event Viener BIRCO Arclvst  RCQ_Analst Wore Actons 3

@] shared Folders &RGQ_Operator RGQ_Operator
5 & LocalUsers and Groups | & restuser i

= Groups
(®) Performance
5 Device Manager
8 €2 Storece
29 Disk Management
) Senvices and Appliations

3. Unesite korisnicko ime i lozinku. Prema zadanim postavkama izradit ¢e se korisnik s
uobiCajenim ovlastima za pristup. To znaci da takav korisnik moze pokretati softver, ali ne
moZze instalirati nove programe niti mijenjati postavke sustava.
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[ New User lﬂ&l“

Uzer name: newuser

Full name: Mew User
Description:

Passwaord: e
Corfirm password: senesl

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[7] Account is disabled

Help [ Create ][ Cloze ]

. 4

4. Kliknite Create (Izradi). Sad se mozZete prijaviti kao ovaj korisnik.

Dodjela uloga svakom korisniku

Sada trebate dodijeliti uloge svakom korisniku. Pristup se dijeli na sljedec¢a podrucja:

® Rotor-Gene Q Operator (Rukovatelj softverom Rotor-Gene Q) — moze izvoditi postupke, ali ne
moze generirati izvjesc¢a ili izvoditi analize

® Rotor-Gene Q Analyst (AnalitiCar softvera Rotor-Gene Q) — moze analizirati podatke postupka
i generirati izvje$ca, ali ne moze izvoditi nove postupke

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Rukovatelj i analitiCar softvera Rotor-Gene Q) — ima
mogucnosti obiju uloga

® Administrator — moze otklju€ati nazive uzoraka te izvoditi sve radnje analiti¢ara i rukovatelja

® None (Nijedno) — odbija se pristup softveru
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Da biste dodijelili uloge:

1. Prijavite se u sustav Windows kao administrator ili s pomoc¢u ikone Rotor-Gene Q Software
Login otvorite softver i prijavite se.

ﬁa Run Rotor-Gene As Other User

t)

Domain ; |HIL-ZIMMERE-L2
zername : |Iinsong_|,l Cancel
Pazzword : ]

b

Napomena: da biste s pomoc¢u softvera Rotor-Gene Q izradili RG Groups (RG skupine),
potrebno je pokrenuti softver s administratorskim pravima. To mozete uciniti tako da desnom
tipkom miSa kliknete na ikonu na radnoj povrSini i u kontekstnom izborniku odaberete
mogucnost Run as administrator (Pokreni kao administrator).

2. Kad se softver otvori, kliknite izbornik Security (Sigurnost). Pri prvom pristupanju izborniku
Security (Sigurnost) softver Rotor-Gene Q konfigurira broj skupina sustava koje ¢e kontrolirati
pristup softveru.

-
Rotor-Gene Q Series Software

[é‘ RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
Y created?

Yes No |

\ A

3. Kiiknite Yes (Da). Otvara se prozor User Admin (Administrator korisnika). U gornjem okviru
prikazuju se svi korisnici racunala. Neke racune upotrebljava sustav te Ce biti nepoznati. U

donjem oknu prikazuju se skupne dodijeljene korisniku.
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Current Uzer: Zimmerd

—Usgers

_ fdktemplate
#] RDE-STORE
=% RDE-STORG
| RDE-STOGK
=8 _RDE-STOKR
| RDE-STOKT

= deHIL-RobertHorvit ] RDEHILGaih
B RDEHIL2SWT samPoom 9 RDEHILGem
o7 RDEHILISWT eamPoom 3 RDEHILHamt
™) RDEHILCrawleyRaom 5] RDEHIL)acq
8 RDEHILED 5Room 2 RDEHIL)acq
] _RDEHILFrancoislRoam o7 RDEHILIahry

2

—Groups

Domain Groups :

Selected User's Groups :

Administrators
RG &nalyst
R4 A Operator

5]
E3

LCloze |

4. Da biste dodijelili skupinu korisniku, na popisu odaberite ime korisnika. Donji ¢e se okvir

azurirati. Ako korisnik nema skupina, ne moze pokrenuti softver.

ukloniti tako da ih se odabere i da se potom klikne gumb <.

Current User: ZimmerB

U primjeru u nastavku korisnika linsongy dodijelit éemo skupini RG Analyst (RG analiti¢ar)
tako Sto ¢emo s lijeve strane odabrati skupinu i potom kliknuti gumb >. Skupine se mogu

~Uzers:

E%_tdkiemplate ] d=HIL-RoberHorit 5 _RDEHILGaih
(™3 _RDE-STOBE ™) RDEHIL2SwWTeamRoom 58 RDEHILGem
I RDESTORG ™) RDEHIL3SwWTeamRoom 58 RDEHILHomt
3 _RDE-STOGK 5] RDEHILCrawleyFRoom ] RDEHILJacq
= RDE-STOKR ) RDEHILED15Racm ¥ RDEHILIzc
|™8 RpE-STOKT 5 RDEHILFrancoisFaom ) RDEHILIohn
] E| 3

—Groups :

Domain Groups

Selected User's Groups :

Adrministrators
R Analyst
B4 RG Operator

]
4]

Llaze I

6. Sad se prijavite kao ovaj korisnik. Ulozi RG Analyst (RG analiti¢ar) nisu dostupni izbornik Run
(Pokreni) i gumb Profile (Profil). Medutim, postojece se datoteke mogu otvarati i analizirati,
kako je prikazano na snimci zaslona u nastavku. Statusna traka pokazuje da je korisnik

linsongy RG Analyst (RG analiti¢ar).
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ek e @ # B % B B B, s
Open Swe | Help Settings Profile Temp. Samples Analysis Reports Amange -
Chamle 2 g ATAWSIBR U Gring ANE 2 MACHL % MRAGHR

1 Mt Curve Analysis - Mk ACHI (Page 1) [F=Ees |
o o o —E
Repots.._ Resus | Genotyes

o0 =
CEEEEEEEEEEEEEE T EEEEEEEEEEEEE

Adistscole Auo-Scale

53 Melt Curve Reols - Melt ACH Gage1) (S
T [GenohpelPesi Jeska [Pescs JPesis Jpesks
75

n7 Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

RTUAL MODE

7. Ponovnom prijavom u funkciji administratora, prava RG Operator (RG rukovatelj) mogu se
dodijeliti korisniku linsongy te se prava RG Analyst (RG analiticar) mogu ponovno ukloniti.
Softver je potom potrebno ponovno pokrenuti. Ovaj put nedostaju izbornik Analysis (Analiza)
i gumb Reports (IzvjeS¢a), a omogucen je izbornik Run (Pokreni). Statusna traka pokazuje da

korisnik linsongy pripada skupini RG Operator (RG rukovatelj).

R e ALt S0 E—
File Run Gun View Window Help |
Z2eWP U & 0 # 8 &« B.  lu
New Open Save Setlings Progress Profle _Temp. Samples Atange S
i Temperture =)
®

»

! /

pr”

)

oo w0 on oo

Set Acusl: 300 HodFor |
3 Profile Progress EEm

Theunhas corpleed.

AL

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator)

LIULIULIULIUUULIUUUUUUUULIUUUUULIULIUUULHJIJ\

Foo Gene 0 Ses Sowre 231 VIRTUAL MODE | Cutert Usex HILZMMERS L2/irvora) (3G Oporator)

8. Ako se prijavite kao administrator i korisniku linsongy uklonite sve skupine, pojavit ¢e se

sljedec¢a poruka kad korisnik linsongy otvori softver.

- - -~
Rotor-Gene Q Series Software ﬁ

You have insufficent rights te use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.
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6.9.2 Konfiguracija za sustav Windows 10

U ovom se odjeljku opisuje kako postaviti sustav da bi softver Rotor-Gene Q radio sigurno.

Da biste upotrebljavali sigurnosne znacajke, softver mora biti instaliran s moguéno$éu Force
authentication through Windows domain (Nametni provjeru autenti¢nosti putem domene
sustava Windows). Tada se Salju upiti domeni sustava Windows o vas$oj razini pristupa i

vjerodajnicama. $to je kljuéno za pruzanje znacajki povezanih s odgovorno$cu i sigurnoScu.

Pokretanje u ulozi administratora

Brojni korisnici svoja racunala pokre¢u kao administratori, bez lozinke. lako je to prakti¢no,
onemogucuje utvrdivanje korisnika racunala. Time se eliminira odgovornost i onemoguéuje se
aktivacija sigurnosnih mjera softvera Rotor-Gene Q.

Kada raCunalo pokrecete kao administrator, omoguéene su sve znalajke softvera. Stoga
pokretanje racunala u ulozi administratora osigurava da korisnici kojima nisu potrebne sigurnosne

znacajke mogu pristupiti svim znacajkama softvera.

Izrada novog korisni¢kog rac¢una

Izradite korisniCki raCun za svakog korisnika softvera. Za svakog korisnika ponovite korake u

nastavku dok ne izradite sve radune.

1. Da biste izradili novog korisnika, odaberite Start, unesite Computer Management
(Upravljane ra€unalom), pritisnite Enter i navigirajte do mogucnosti Local Users and Groups
(Lokalni korisnici i skupine) s lijeve strane.

2. U prozoru koji se otvori odaberite mapu Users (Korisnici). Desnom tipkom mi$a kliknite desni
prozor i odaberite New User... (Novi korisnik...).

& Computer Management - o x
File Action YView Help
e 2Ecz BE
& Computer Management (Local) Name Full Name. Description | Actions
~ [} System Toois W Adein
(D Tosk Scheduler >
(@ Event Viewer
i Shared Folders

i Administrator Buit-in account for administering... P o
s Defautthccount A user aceount managed by the x..
P Guest Built-in account for guest access .

& Disk Management
£y Senvices and Applicaticns.
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3. Unesite korisnicko ime i lozinku. Prema zadanim postavkama izradit ¢e se korisnici s
uobi€ajenim ovlastima za pristup. To znadi da takav korisnik moze pokretati softver, ali ne

moze instalirati nove programe niti mijenjati postavke sustava.

New User ? x

User name: ‘"EWUSEf

Full name: ‘ New User

Description: ‘

Ll Ll

Password:

Confim password:

User must change password at next logon
User cannot change password

‘assword never expires
Password never expires

[] Account is disabled

Help Create Close

4. Kiliknite Create (Izradi). Sad se mozete prijaviti kao ovaj korisnik.

Dodjela uloga svakom korisniku

Sada trebate dodijeliti uloge svakom korisniku. Pristup se dijeli na sljedeéa podrugja:

® Rotor-Gene Q Operator (Rukovatelj softverom Rotor-Gene Q) — moZe izvoditi postupke, ali ne
moze generirati izvjesca ili izvoditi analize

® Rotor-Gene Q Analyst (AnalitiCar softvera Rotor-Gene Q) — moZe analizirati podatke postupka
i generirati izvje$c¢a, ali ne moze izvoditi nove postupke

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Rukovatelj i analitiCar softvera Rotor-Gene Q) — ima
mogucnosti obiju uloga

® Administrator — moZe otklju€ati nazive uzoraka te izvoditi sve radnje analitiCara i rukovatelja

® None (Nijedno) — odbija se pristup softveru

Napomena: u sustavu Microsoft Windows 10 nije moguce izradivati korisnicke skupine s pomoéu

softvera Rotor-Gene Q. Administrator domene mora izraditi skupine na domeni te korisnike mora

dodijeliti odredenoj skupini. Omogucen je izbornik Run (Pokreni). Statusna traka pokazuje da
korisnik linsongy pripada skupini RG Operator (RG rukovatelj).
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6.9.3 Rad vise korisnika na istom ra¢unalu

Da bi viSe korisnika upotrebljavalo softver Rotor-Gene Q, izradite korisnicki racun koji nema
pristup softveru Rotor-Gene Q. Prijavite se u sustav Windows s tim ra€unom kako korisnici ne bi
mogli anonimno pristupati instrumentu Rotor-Gene Q MDx.

1. Upotrebljavaju¢i ikonu Rotor-Gene Q Software Login (Prijava u softver Rotor-Gene Q)
korisnici mogu otvoriti svoj korisni¢ki racun u softveru Rotor-Gene Q.

Login

2. U okvir koji se otvori unesite korisnic¢ko ime i lozinku (obavezno).

% Run Rotor-Gene As Other User

\_H
=
X

Domain: |QIAGEN-PC
Usemame : [!&dmin Cancel
Password : |

3. Domena je ili rac¢unalo na koje se prijavljujete ili naziv vase lokalne mreze, zajedno s nazivom
glavnog ra€unala. Ako niste sigurni koju domenu trebate unijeti u ovo polje, savjetujte se s
administratorom mreze.

Napomena: nakon prijave korisniku ée biti dostupne sve njegove korisnicke datoteke. Svaki

korisnik moze spremati datoteke na vlastitom podrucju. To osigurava visoku razinu sigurnosti.

Napomena: svaki korisnik treba se odjaviti nakon $to njegov postupak zavrsi kako bi sprijecio
da drugi korisnici izvode postupak u njegovo ime.
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6.9.4 Zapisi o nadzoru

Svaki put kad korisnik spremi datoteku, pojedinosti se spremaju pod Run Settings (Postavke

postupka) u kartici Messages (Poruke) kao Security Audit Trail Summary (Sazetak zapisa o

sigurnosnom nadzoru) i Security Audit Trail Detail (Pojedinosti zapisa o sigurnosnom nadzoru).

f Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - Three Gtep with Melt 2008-11-26 (1) —[®x]

Fle Run Gain Wiew Window Help
lﬁHbiI@Jv‘M&an’ﬁ%
iew Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Progress Profile  Temp. Samples Arrange

|

I Temperature

~=[3l x|

Gienerel| Machine Dptions Messages | Channels | Tube Lo | Seouity |

Fiun Wizard Advanced
- Secury Audit Tral Summary
Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOO1/RG( User2
Expeiiment Staited At 26/11/2008 2:47.45 PM By CORITO0T /AGG Lser 2
- Saved At 26/11/2006 3:36:00 PM By CORIT001/RGQ User 2
§aved At 26/11/2008 3:36:12 FM By CORITOD1/RG User 2
- Securty Audt Trai Detal

ii

e

Operotor skipped end of cycle for Cycing @ Repeat 25
B minute(s] 1

0.4 Saved At 26/11/2008 2:47:45 P By CORITOD1/RGQ Use: 2 (3-1-5:21-1177238915-196 0048 0043
i — Expetiment Started At 26/11/2008 2:47:46 PM By CORITO0T /RGO User 2(31521117; D
A Saved At 26/11/2008 3:35:00 PM By CORITO01/RGD User 2 (51-5-21-11772389151 3¢

© - Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORIT001/RG0 User 2 (5-1:5-21-11772389151 9% _Geee |
Wartings o/x|

Premeh Condltoning.. )

Kl |

I

i3 Cancal Al

Skip | Add 5 Degrees | Currenty running : Mek @ 72 deg.

RotorGene 0 Series Software 1.7 (Build 34]

[VIRTUAL MODE | Current User: CORITOOT/RG User 2 RG Operator]

To moze posluZziti za pracenje osoba koje su mijenjale sadrzaj datoteke. Moguénost Security Audit

Trail Detail (Pojedinosti zapisa o sigurnosnom nadzoru) ima viSe pojedinosti, npr. jedinstveni

identifikator korisnika. Taj je identifikator vazan da bi se izbjeglo da korisnik na drugom racunalo

izradi raun s istim nazivom te se tako lazno predstavlja kao drugi korisnik. U tom ¢e slu€aju

korisni¢ka imena biti jednaka, ali ¢e se ID brojevi raCuna razlikovati.
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Identifikacijski broj za racun CORIT001/RGQ User 2, S-1-5-21-1177238915-195, prikazan je u

pojedinostima.

B Rotor-Gene g ¢ Software YIRTUAL MODE - Three Step. Melt 2008-11-26 (1) 3] x|

Fle Run Gan View Window Help

W & 9 W s

Settings Progress Profie  Temp,

A il

New Open Save | Siart Pause Siop

@

Help

B . ‘

Samples _Arrange

—Ioixl

el e bl

et = General
RunWizard Advanced

- Secuity fudit Trail Summery

lao Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOD1/RGO User 2

Experiment Started At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO1/RGA User 2

Saved At 26/11/2008 33500 PM By CORITOD1/RGO User 2

el] - Saved A 26/11/2008 336:12 PM By CORITONT/RGA Liser 2

Saved At 26/11/2008 3:41:38 FM By CORITOD1/RGO User 2

o | B Secuity Audi Trai Detsi

Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITODT/RGO User 2(51-521-1177238915198

Experment Starled At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01/RGG User 2 (5-1-521-117;

Saved At 26/11/2008 335:00 PM By CORITODT/RGO User 2(51-5211177238915190

Saved At 26/11/2008 33512 PM By CORITO01/RG0 User 2 (5-1-521-1177236315-1;

The run has

[Runsettings |

0052 0053

I3
Close

- BETE

(=) Wamings [:
- Operator skipped end of cycle for Cycling @ Repeat 25
. | sl
oK Cancel Aoty
FRotarGene O Series Software 1.7 [Buid 34] ‘\/\F\TUAL MODE ‘ Curent User: CORITO01/RGE User 2 (RG Operator]
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6.9.5 Potpisi postupka

Zapis o nadzoru pohranjuje se u datoteci postupka Rotor-Gene Q. Da bi se izbjegle nezeljene
izmjene tih datoteka, trebalo bi ih €uvati na sigurnoj lokaciji kojoj mogu pristupiti samo odredeni
Windows racuni. Medutim, ako su datoteke pohranjene na zajedni¢kom podrucju, moguénost Run
Signatures (Potpisi postupka) pruza dodatnu sigurnost. Na snimci zaslona prikazana je kartica
Security (Sigurnost) u Run Settings (Postavke postupka) za datoteku sa znacajkom Runs
Signature (Potpis postupka).

General] Machine O ptions ] Messages ] Chanrels ] ;:_.§_§_§_urit l

General Infarmation :

Fun Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures, like a wax
‘ sedl on a documnent, guarantee that no changes have been made outside the
software. |f a file is tampered with, the signature becomes invalid,

Run Signature ;

The signature iz valid.

The signature for this run file is valid. The file contents has not been modified
[ outside of the software.

Ok | Cancel | |

Znacajka Run Signatures (Potpis postupka) duga je rijeC koja se generira svaki put kad se
datoteka spremi i koja je povezana sa sadrzajem datoteke. Na primjer, potpis ove datoteke jest
517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Ako se datoteka otvori u programu Notepad i ako se
uredi (npr. ako se datum postupka promijeni na tri dana raniji datum), pri ponovnom otvaranju
datoteke pojavljuje se sljedec¢a poruka.

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 cormupted, or tampered with since it was
written by the Rotor-Gene 0 Series Software.,

Run file zsigning ensures the integrity of waur rn rezulks. Infarmation about a mn's
zighature can be found in the Run Info window,
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I Rotor-Gene O Series Software YIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis

File Analysis Run Gain View Secrity Window Help

ZeEHPNE G o @ @ & @ ; ) .
New Open Save | 5ot Fause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arange

J Channels 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Run Settings

General| Machine Dptions | Messages | Chanrels | 70ke Lavou § Seouity

 General Information
Run Signatures are stored within all newly saved uns. These signatures, like a wax
seal an & document, guarante that no changes have been made outside the
soltware. If a fle is tampered with, the signature becomes invalid

~ Run Signalure

There is no signature.

. There i e signature avaiable for this run, Funs saved in previous versians may
ot be signed. This means the fi contents can ot be quaranteed as hee from
unauthorised modification.

4
Bark On Bank Off

Mamed On | AllOn | Al OfF

Edit Samples.

Cancel

| Frotar-Giene 1 Series Software 4.7 [Build 1] |VIRTUAL MODE | Cunent User: CORBETT/insangy [Administratars) A

Napomena: ako se datoteke Salju e-poStom, proces Sifriranja mozZe ponistiti valjanost potpisa. Da
biste to izbjegli, komprimirajte datoteku prije slanja e-posStom.

6.9.6 ZakljuCavanje uzoraka

Vazno je osigurati da se nazivi uzoraka slu€ajno ili namjerno ne promijene nakon Sto korisnik
pokrene postupak. Stoga softver Rotor-Gene Q omogucéuje zaklju€avanje uzoraka. Bilo koji korisnik
moze zakljucati nazive uzoraka, ali samo ih administrator moze otklju€ati. Korisnicima koji svoje
racunalo pokre¢u u nacinu rada administratora ta je moguénost ograni¢ena. Da bi se ta mogucénost
upotrebljavala, racunalo se mora sigurno konfigurirati na nacin opisan u prethodnim odjeljcima.

Napomena: ako Zelite zaklju€ati uzorke, nemojte pokretati softver u svojstvu administratora.
Izradite raun sa skupinama RG Operator (RG rukovatelj) i RG Analyst (RG analiti€ar) te Cuvajte
lozinku administratora u tajnosti. Korisnici ¢e tada zahtijevati autorizaciju administratora za

otklju¢avanje datoteka.

Uzorci se mogu zaklju€ati prije pokretanje postupka kad se upotrebljava ¢arobnjak Advanced
(Napredno) klikom na moguc¢nost Finish and Lock Samples (Zavrsi i zaklju€aj uzorke).
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New Run Wizard El

Settings :

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

Samples :

I | Edi | ResstDefaut | Gradent | NEEIERER

C|D |Name |T5J|:e |Groups |Given Canc. |SEA
1) 250bp Unknown e
2 280bp Unknown e

| Unknown e

B 5o Unknown Te
5 500bp Unknown e

| EET Unknown e

- 7 Unknawn e
g Unknown e
3 Unknawn e T

4 »

Page :

Mame: |Page1 Mew [~ Synchronize pages

SkipWizard | <cBack | Finish | Finish and Lock Samples |

Pojavit ¢e se sljedeée upozorenje. Kliknite Yes (Da) za potvrdu.

Rotor-Gene (Q Series Software

! \: Lock the samples? Only administrators will be able to unlodk them once this has been done.
.

fes Mo

Nakon $to uzorci budu zaklju€ani, neée biti moguce uredivati uzorke u prozoru Edit Samples
(Uredi uzorke).

1ol
File Edit Format Security
Standard | Ratar Sty\el
Settings
(Givan Conc. Formnat : I j Uit : ICopieS j Mare Dptions
—Samples :
NEETEE
C I |Mame | Tupe |Groups | Given Conc. |Selected | |
1| 260bp Unlnown Yes
2 280bp Unlnown Yes
B ;S Unknown Yes
- 4 500bp Unknown es
5 B00bp Unknown Yes
- B S00bp Unknown es
- 7 Unknown es
B ¢ Urknawn Yes
- | Unknown ‘es
- 10 Unknown ‘Yes
- 11 Unknown ‘Yes
N Unknown Yes LI
Page :
’7Name: IPage1 < 3 | [ | Delete [T Sunchronize pages
hda | Ok Cancel Help I
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Uzorci se takoder mogu zakljuavati i otklju¢avati u prozoru Edit Samples (Uredi uzorke).

Medutim, samo administrator mozZe otklju€ati uzorke nakon $to ih se zakljuca.

Svaka neovlastena promjena datoteke ponistit ¢e valjanost potpisa postupka.

6.9.7 Zaklju€ani predlosci

Korisnik s pomocu softvera Rotor-Gene Q trenutatno ne moze izraditi datoteke predloZaka koje su
samo za Citanje. Medutim, po Zelji se kao zahtjev moze navesti da se svi postupci izvode uz primjenu
odredenog predloska datoteke. Da bi se osigurao pristup tom predlosku koji je samo za Citanje,
potrebno ga je pohraniti na mreznom pogonu na kojem korisnici ne mogu mijenjati podatke. Korisnici
mogu i dalje pokretati i izmjenjivati vlastite profile dok je predlozak na mreZnom pogonu poput ovog
zasticen. Da bi se pratilo koji se predlozak upotrebljava, softver Rotor-Gene Q pohranjuje naziv
datoteke predloSka koja je pokrenuta. Toj se informaciji moze pristupiti tako da se klikne gumb
Settings (Postavke) koji omogucuje prikaz prozora Run Settings (Postavke postupka). Informacije
o predloSku pohranjuju se pod Other Run Information (Ostale informacije o postupku).

Other Fun Rur file has & valid signature
Inificamnation : Template was signed,
Using 72-well catousel,
Charnels saved for this nn:
Creabed with lemplate
'C:\Dual Labeled Probes. ret'
Run iz currerlly i progress.
Started at 16/02/2008 11:16:36 &AM

6.10 Izbornik pojaCanja

Kliknite izbornik Gain (Pojacanje) da biste vidjeli moguénost Gain Settings (Postavke pojacanja)
za trenutacni postupak. Tako se prije pokretanja postupka postavlja pojac¢anje odredenog kanala.
Postavke pojaanja zadrzavaju se od zadnjeg postupka. Mogu se mijenjati ako postupak jo$ nije
zapoceo ili ako je u pocetnim ciklusima. Za promjenu polja koristite se strelicama gore/dolje uz
svako tekstno polje. Potom kliknite OK (U redu).

PojaCanje se moze mijenjati tijekom pocetnih ciklusa. U odgovaraju¢em kanalu bit ¢e nacrtana
crvena linija prikazujuci gdje je pojacanje promijenjeno. Ciklusi prije promjene pojacanja bit ¢e
isklju€eni iz analize.
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Gain Settings ___FI|

Geen [0 =

“rellow IE—j

Red =

Crirnzar I?—j

HRM N~
ok,

a| ok |

6.11 Izbornik za uredivanje prozora

Ovaj izbornik omogucéuje organizaciju prozora u okomite ili vodoravne stupce ili kaskadno.
Dodatne mogucnosti dostupne su ako kliknete na strelicu s desne strane gumba Arrange

(Rasporedi).

6.12 Funkcija za pomoc¢

Kad se upotrebljava gumb Help (Pomo¢) ili izbornik Help (Pomo¢), otvorit ¢e se sljedeci padajuci

izbornik.

Table of Contents (Sadrzaj):

Virtual Demo (Virtualna
demonstracija):

Software Version History...
(Povijest inacice softvera...):

Web Resources (Mrezni
resursi):

About This Software... (O
ovom softveru...):

Help I
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version History...

Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Pristupa funkciji Help (Pomocg).

Povezuje na stranicu web-mjesta tvrtke QIAGEN s interaktivnom demonstracijom
softvera.

Daje kratki pregled novih znacajki koje su dodane od prethodno instalirane inacice softvera.
Otvara se stranica web-mjesta tvrtke QIAGEN u novom prozoru preglednika s
vrijednim najnovijim informacijama o instrumentima Rotor-Gene Q MDx i

odgovarajuc¢im reagensima.

Pruza informacije o povezanom uredaju, serijskom broju uredaja Rotor-Gene Q MDx
te o inadici softvera.
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6.12.1 Slanje e-poruke podrsci

Moguénost Send Support Email (Posalji e-poruku podrsci) u izborniku Help (Pomo¢) omogucuje
vam da posaljete e-poruku podrsci tvrtke QIAGEN sa svim relevantnim informacijama iz postupka.
Moguénost Save As (Spremi kao) spremit ¢e sve informacije u datoteku koju mozete kopirati na disk
ili medumrezno ako nemate pristup e-posti na racunalu na kojem se pokre¢e Rotor-Gene Q MDx.

Ako funkciju e-poruke podrSci prvi put upotrebljavate na prijenosnom racunalu koje moze biti
isporuceno s instrumentom Rotor-Gene Q MDx (ovisi o zemlji), morate konfigurirati postavke svoje
e-adrese.

Napomena: mozete unijeti unose IT upravitelja svoje tvrtke.

Konfiguriraj postavke e-poste

Kliknite mogucénost Send Support Email... (Po3alji e-poruku podrsci...). Otvorit ¢e se sljededi
prozor.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your Name

‘when you send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Unesite svoje ime i kliknite Next (Sljedece). Otvorit ¢e se prozor Internet E-mail Address
(Internetska adresa e-poste).
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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 meszages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft. com

< Back I Tewt > I Cancel |

2. Unesite svoju adresu e-poste i kliknite Next (Sliedece). Otvorit ¢e se prozor E-mail Server

Names (Nazivi posluzitelja e-poste).

Internet Connection Wizard ﬂ

E-mail Server Names

My incoming mail zerver iz a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IM&AP or HTTP] server:

A SMTP server iz the server that iz uged for pour outgoing e-mail.

Outgoing mail [SMTF] server:

< Back I Tewt > I Cancel |

3. Odaberite vrstu posluzitelja poste za dolaznu postu i specificirajte nazive posluZitelja za
dolazne i izlazne poruke e-poSte. Potom pritisnite Next (Sljedec¢e). Otvorit ¢e se prozor

Internet Mail Logon (Internetska prijava na postu).
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pagsword your Internet service provider has given pou.

Account name: I

Password: I
¥ Remember password
If your Internet service provider requires you to uge Secure Pazsword Authentication

[SP&] to access vour 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. Unesite naziv i lozinku za svoj racun e-poste ako va$ posluZitelj upotrebljava provjeru
autentiCnosti sigurnom lozinkom. Potom kliknite Next (Sljedeée). Otvorit ¢e se prozor
Congratulations (Cestitamo).

x|

Congratulations

Y'ou have successfully entered all of the information required to set up pour account,

To save these settings, click Finizh.

< Back Cancel |

5. Potvrdite s Finish (Zavrsi) da biste dovrsili postavljanje racuna za e-postu.
Postavljanje u programu Outlook

1. Otvorite Outlook Express u izborniku Start (Start > All programs (Svi programi) > Outlook
Express).

2. Odaberite Tools (Alati) i potom Options (Mogucnosti). Pojavljuje se prozor u nastavku.
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= Options
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 fdake Diefault |
Ny

Thizs application is the default Mews handler fake Default |

21X

QK I Cancel | Apply

Vazno: da biste izbjegli bilo kakvo dohvac¢anje poruka e-poste tijekom PCR postupaka,
onemogucite zadane unose na zaslonu Send/Receive Messages (Slanje/Primanje poruka).

Onemogudite moguénost Send and receive messages at startup (3alji i primaj poruke pri

pokretanju).

Onemogucite moguc¢nost Check for new messages every 30 minutes (Provjeri nove poruke

svakih 30 minuta).

5. Potvrdite promjene s OK (U redu).
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/  Dodatne znacCajke

7.1 PredloSci za analizu

Neke analize zahtijevaju od korisnika da definira pragove, postavke normalizacije i postavke

genotipa. Te se postavke €esto ponovno upotrebljavaju u viSe eksperimenata.

PredloSci za analizu omogucuju korisniku da spremi i ponovno upotrijebi postavke. Time se

smanjuje napor pri ponovnom uno$enju postavki te se smanjuje rizik od pogreske.

Analize Quantitation (Kvantifikacija), Melt (Taljenje), Allelic discrimination (Alelna diskriminacija),
Scatter graph analysis (Analiza grafikona raspr8enosti) i EndPoint analysis (Analiza krajnje tocke)
podrzavaju predloske za analizu. Te analize omogucuju korisniku da izveze predlozak koji je
jedinstven za analizu (npr. kvantifikacijska analiza omoguéuje izvoz i uvoz datoteka u formatu
*.qut koje sadrzavaju postavke kvantifikacije).

Nakon Sto se predlozak za analizu uveze ili izveze, naziv datoteke predloSka prikazuje se za

buduc¢u uporabu.

Imported Settings « |
AT emplateshBC. qut

[rpart.... | Expart... |

7.2  Otvaranje drugog postupka

Dok izvodite postupak, mozete otvoriti i analizirati postupke koji su prethodno izvedeni. U drugom
prozoru nece se aktivirati nekoliko funkcija, kao $to su gumbi New (Novo) ili Start Run (Pokreni
postupak). Nakon $to zavrSi prvi postupak moze se pokrenuti novi postupak iz prvog prozora.

7.3  Mogucnosti skaliranja

Da biste pristupili moguénosti Adjust Scale (Prilagodi skalu), kliknite moguénost Adjust Scale...
(Prilagodi skalu...) na dnu glavnog prozora ili desnom tipkom misa kliknite na grafikon i odaberite
mogucnost Adjust Scale... (Prilagodi skalu...) na izborniku koji se pojavi. Skala se moze ru¢no

unijeti u prozoru koji se pojavi.
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Adjust Scale
b airnuarn ; |1 10 :II
Firiirnrn ; IU j

o] ok |

Da biste pristupili moguénosti Auto-Scale (Automatski skaliraj), kliknite mogu¢nost Auto-Scale...
(Automatski skaliraj...) na dnu glavnog prozora ili desnom tipkom mi8a kliknite na grafikon i
izaberite Auto-Scale... (Automatski skaliraj...) na izborniku koji se pojavi. Moguénost Auto-Scale
(Automatski skaliraj) pokuSava prilagoditi skalu maksimalnim i minimalnim ocitavanjima u

podacima.

Da biste pristupili moguc¢nosti Default Scale (Zadana skala), kliknite mogu¢nost Default Scale...
(Zadana skala...) na dnu glavnog prozora ili desnom tipkom miSa kliknite na grafikon i izaberite
Default Scale... (Zadana skala...) na izborniku koji se pojavi. Mogu¢nost Default Scale (Zadana

skala) vrac¢a skalu na prikaz od 0 do 100 jedinica fluorescencije.
7.4  lzvoz grafikona

Izvoz slike

Sljededi koraci opisuju kako spremiti sliku.

1. Kliknite desnom tipkom sliku i odaberite Export (Izvoz) na izborniku koji se pojavljuje.
2. Pojavljuje se prozor Export Dialog (Dijaloski okvir za izvoz). Odaberite Zeljeni format s popisa
Format.
Export Dialog B3
Ficture | Native | Data |

':'”T'ai O ptions | Size |
&z Bitmap

25 Metafile _
as PostScript Colors:  Default =

az POF
g [T Monochrome

az GIF
az PMG
azJPEG

Copy Save... Send... Cloge

3. Odaberite karticu Size (Veli¢ina) i odaberite Zeljenu veli¢inu.
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Options  Size |
as PostScript didth: 1833 =
az PDF
as POX Height: [540 j
az GIF
:2 FSEGG ¥ FKeep aspect ratio
Copy Save... Send... Cllisez

4. Oznacite potvrdni okvir Keep aspect ratio (Zadrzi omjer Sirine i visine) da biste zadrZali sliku

u toénom omjeru kad prilagodavate njezinu veli¢inu.

5. Kiiknite Save (Spremi) i u dijaloSkom okviru koji se pojavi odaberite naziv datoteke i lokaciju
za datoteku.

Ako je potrebna slika veée razlu€ivosti, preporu¢ujemo da ili povecate veliinu slike dok ne
zadovolji vaSe zahtjeve ili da spremite grafikon kao metadatoteku (*.emf, *.wmf). To je format koji
se temelji na vektorima i koji se moZe otvoriti u softveru kao $to je Adobe® lllustrator®, $to korisniku
omogucuje da izradi sliku bilo koje razlucivosti.

Izvoz u nativni format

Grafikoni u softveru Rotor-Gene Q upotrebljavaju komponentu treée strane TeeChart® koju je
razvio softver Steema. Da biste grafikon spremili u nativnom formatu, odaberite karticu Native
(Nativno) u prozoru Export Dialog (DijaloSki okvir za izvoz) (pogledajte prethodnu snimku
zaslona), a potom kliknite Save (Spremi). Nativni format standardni je format datoteke TeeChart.
To omogucuje korisniku da upotrebljava alat TeeChart Office iz softvera Steema. Alat TeeChart
Office dostupan je kao besplatni softver (freeware) i instalira se kao dio softverskog paketa
Rotor-Gene Q. Da biste pristupili softveru, kliknite ikonu TeeChart na radnoj povrsini.

Alat TeeChart Office omogucuje rukovanje izvezenim grafikonima, ukljucuju¢i promjenu boja

krivulja, dodavanje biljeZzaka, promjenu fontova i prilagodbu podatkovnih to¢aka.
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& TeeChart Difice - test.tee

Fle Edt Yiew Toos Help

D RSelr|c Qb » KB

e

[ea & B
| g sl uistEEET S ||@ WA || =) e
Gl 4 % A 2

18-

b B — 2-Hetesoapgous
b 3 Wil bype:

bt F — 4-Hetesoapgous
iz @ — 5 Heterozygous x|

—
Chat R4l % 13 . i 0
Property Vaiue 82 5/,—":;_..——
Edk En o Lg
Back Imags |- |[none) 0 ,é/// =
Bevel Raissd A | :
Blorder = s AJ} /
Color White & s .
Colormode  Coloes 7 4/
Fiaene L — 3 //;j ; ‘l]-
Gradent [~ ](rroree) 5 & ——
View 30 " Na
ButoSize ¥ Yes 5 w1 oW BB T I Mm
Cycle

Chart [Data | B =

[ [l Modfied | NUM| -

lzvoz podataka

Da biste izvezli podatke u razli¢itim formatima, odaberite karticu Data (Podaci) u prozoru Export
Dialog (Dijaloski okvir za izvoz). Izvezena datoteka sadrzava neobradene podatkovne tocke koje

se upotrebljavaju na grafikonu.

Export Dialog X|
F'iu:turel Mative Data |
: Include:
Sees:  (al) [ | [ Faint [ndex

Farmat: v Faint Labels
: v Header
[ Paint Colors

" HTML Table Delimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

Izvoz neobradenih podataka i podataka analiza takoder se moze izvesti odabirom moguénosti
Save As (Spremi kao) u izborniku File (Datoteka) (pogledajte odjeljak 6.5).
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7.5 Ikona mati¢nog/francuskog kljuca

Ikona mati¢nog/francuskog klju¢a J pojavljuje se u donjem lijevom uglu glavnog prozora.
Klikom ikone mati¢nog/francuskog klju¢a omogucuje se nekoliko mogucnosti. Tim se
mogucénostima moze i pristupiti klikom desne tipke na grafikon.

Adjust Scale (Prilagodi skalu),
Autoscale (Automatski skaliraj),
Revert to Default Scale (Vrati
na zadanu skalu):

Export... (Izvoz...):

Copy Chart to Clipboard
(Kopiraj grafikon u
meduspremnik):

Edit Chart in TeeChart
Office... (Uredi grafikon u alatu
TeeChart Office...):

Print (Ispisi):

Digital Filter... (Digitalni
filtar...):

i select digital filter for graph i il

adjust Scale. ..
Autoscale
Revert ta Default Scale

Export...

Copy Chart ko Clipboard

Edit Chart in TeeChart Office. ..
Primk. ..

Digital Filker. ..

Select &ll Mamed Samples

Showe Pinpainker

(arouping 3

Pogledajte odjeljak 7.3.

Sprema grafikon u nizu formata (pogledajte odjeljak 6.4).

Kopira sliku grafikona u meduspremnik.

Grafikon se otvara izravno u alatu TeeChart Office za uredivanje (pogledajte
odjeljak 6.4).
Grafikon se ispisuje.

Izmjenjuje se trenuta¢no odabran digitalni filtar na grafikonu. Digitalni filtar
ujednacuje podatke s pomocu kliznog prozora tocaka.

Mone

G
Heawy

Cancel |

Show Pinpointer (Pokazi
pokazivac):

Grouping (Grupiranje):

Otvara se prozor koji prikazuje to¢ne koordinate polozaja pokaziva¢a misa.

Vizualno se grupiraju uzorci identiénih naziva. To moze biti korisno za
ispitivanje s punim rotorom. Odabir ove mogu¢nosti ne utje¢e na izratunane
vrijednosti.
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7.6 Mogucnosti na odabranom podrucju

Podrucje grafikona moze se odabrati tako da se klikne i drzi lijeva tipka miSa te povlaci pokazivac
misa. Pojavljuju se sljede¢e moguénosti.

Zoarm
Cancel
Select Only These Samples Ponistava se odabir izvan odabranog podrucja.
(Odaberi samo ove uzorke):
Select Only These Samples Ponistava se odabir izvan odabranog podrucja.
(Odaberi samo ove uzorke):
Zoom (Zumiraj): Zumira se odabrano podrugje grafikona. Kliknite gumb Default Scale

(Zadana skala) da biste smanijili prikaz.
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8 Odrzavanje

Odrzavanje radnih znacajki instrumenta Rotor-Gene Q MDx je jednostavno. Opticke radne
znacajke odrZavaju se provjeravanjem jesu li leée, koje se nalaze i u emisijskom i u detekcijskom
izvoru, Ciste. To se postize njeznim brisanjem le¢a aplikatorom s pamuc€nim vrhom navlazenim

etanolom ili izopropanolom*.

Napomena: ovisno o uporabi, leée Cistite barem jednom na mjesec. Istovremeno obriSite i komoru

rotora.

Pazite da radna povrSina bude Cista te da na njoj nema prasine i listova papira. Dovod zraka na
instrumentu Rotor-Gene Q MDx nalazi se s donje strane te rasuti materijal, poput papira ili prasine,

moze narusiti radne znacajke.

Da biste izbjegli nakupljanje prasSine, drzite poklopac instrumenta Rotor-Gene Q MDx zatvorenim
kad se instrument ne upotrebljava.

Napomena: Upotrebljavajte samo dijelove koje isporucuje tvrtka QIAGEN.
8.1  Ciscéenje povrsine instrumenta Rotor-Gene Q MDx
Vanjske povrSine instrumenta Rotor-Gene Q mogu se Cistiti Siroko dostupnim laboratorijskim

kemijskim sredstvima.

* Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne
naocale. Vise informacija potrazite u odgovarajuc¢im sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS) dostupnima
kod dobavlja¢a proizvoda.
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8.2  Dekontaminacija povrsine instrumenta Rotor-Gene Q MDx

Ako se komora rotora kontaminira, moze se ocistiti brisanjem povr§ina mekom krpom koja ne
ostavlja dlacice navlazenom 0,1-postotnom (v/v) otopinom izbjeljivaca (no iz nje ne smije kapati
otopina).* Komoru obriSite mekom krpom koja ne ostavlja dlacice navlazenom vodom stupnja
Cistoce za PCR da biste uklonili tragove izbjeljivaca.

8.3  Popravak instrumenta Rotor-Gene Q

Za popravaK ili servisiranje instrumenta Rotor-Gene Q obratite se Tehni¢koj sluzbi tvrtke QIAGEN na

https://www.qgiagen.com/service-and-support/technical-support/technical-support-form/.

" Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne
naocale. ViSe informacija potrazite u odgovarajuc¢im sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS) dostupnima
kod dobavlja¢a proizvoda.
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9  Opti¢ka potvrda temperature

Opticka potvrda temperature (Optical Temperature Verification, OTV) metoda je kojom se potvrduje
temperatura u epruveti u instrumentu Rotor-Gene Q MDx. Potvrda temperature u epruveti moze biti
vazan postupak u ovlastenim laboratorijima. OTV se provodi s pomoc¢u kompleta Rotor-Disc OTV
Kit (pogledajte odjeljak 16). U nastavku se navodi samo kratak uvod u naelo OTV-a. Izvodenje
postupka OTV-a objasnjeno je u softveru instrumenta Rotor-Gene Q MDx. Detaljniji opis postupka
OTV-a, ukljuéujuci vodi¢ za rieSavanje problema, potrazite u Prirucniku za Rotor-Disc OTV.

91 Nacdelo OTV

OTV upotrebljava opticka svojstva triju termokromatskih tekucih kristala (TLC)* kao apsolutnih
temperaturnih referenci. Kada se zagrijavaju, TLC-ovi se na vrlo preciznim temperaturama (50, 75 i
90 °C) mijenjaju iz neprozirnih u prozirne. TLC-ovi sami po sebi nisu fluorescentni. Stoga je nuzno
pokriti ekscitacijski izvor fluorescentnim umetkom kako bi se optickim sustavom instrumenta Rotor-
Gene Q MDx mogle detektirati tocke prijelaza TLC-a. TLC-ovi koji su ispod svoje temperature
prijelaza neprozirni su i reflektiraju svjetlo. Dio reflektiranog svjetla rasprSuje se prema detektoru,
povecavajuéi fluorescenciju. Kad temperatura u epruveti dosegne tocku prijelaza TLC-a, TLC
postaje proziran i svjetlo prolazi kroz uzorak umjesto da se reflektira prema detektoru, Sto rezultira
smanjenjem fluorescencije. Promjena u fluorescenciji upotrebljava se za utvrdivanje precizne
temperature prijelaza svakog TLC-a. Temperatura prijelaza usporeduje se s temperaturom
navedenom u datoteci tvorni¢ke kalibracije za OTV Rotor-Disc da bi se potvrdilo je li instrument
Rotor-Gene Q MDx u granicama temperaturne specifikacije.

9.2 Komponente kompleta Rotor-Disc OTV Kit
Za izvodenje OTV-a potrebne su sljedec¢e komponente:

o Komplet Rotor-Disc OTV Kit koji ukljucuje:

o  zatvoren rotirajuci disk Rotor-Disc 72 OTV Rotor (sadrzava TLC-ove)

o umetak s plogicom za fluorescentno rasprSenje (instrument Rotor-Gene 3000 ili
instrumenti Rotor-Gene Q/6000 )

o uklonjiv medij koji sadrzava sljedece datoteke: datoteku sa serijskim brojem OTV rotora
i rokom trajanja (*.txt); datoteku s predloSkom OTV testa (*.ret); specifikacijski list
proizvoda (*.pdf); datoteku tvorni¢ke kalibracije (*.rex)

o specifikacijski list proizvoda

* Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovaraju¢u laboratorijsku kutu, rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne
naocale. Vi$e informacija potrazite u odgovarajuc¢im sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS) dostupnima
kod dobavlja¢a proizvoda.
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e softver Rotor-Gene Series Software Version 1.7 ili noviji, koji sadrzava ¢arobnjaka za OTV
Rotor koiji je jednostavan za uporabu

® Rotor-Disc 72 Rotor
® Rotor-Disc 72 Locking Ring.

9.3 lzvodenje OTV-a

1. Fluorescentni umetak postavite iznad emisijskih le¢a na dnu komore instrumenta Rotor-Gene
Q MDx.

2. Postavite OTV Rotor-Disc u Rotor-Disc 72 Rotor. Osigurajte prstenom za zaklju¢avanje
Rotor-Disc 72 Locking Ring. Sklop postavite u instrument Rotor-Gene Q MDx i pritisnite ga na
mjesto dok ne klikne. Zatvorite poklopac instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

3. Pristupite ¢arobnjaku Advanced (Napredno) odabirom kartice Advanced (Napredno) u
prozoru New Run (Novi postupak). U ¢arobnjaku Advanced (Napredno) kliknite Instrument
maintenance (OdrZavanje instrumenta) i potom na OTV. Carobnjak ¢e zatraZiti serijski broj
OTV-a koji je naveden na OTV prstenu. Potom kliknite Start (Pokreni).
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Contains templates
that perform
linstrument
maintenance.

New

Cancel
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Help

¥ Show This Screen 'When Software Opens

ptical Temperature Verification Rotor

[~ Fluorescert insert
placed comectly

o® Thiz template allows you to perfarm in-tube temperature verification with the QIAGEN
.‘ OTY Rator. For mare infarmation, see our website available fram the Help menu.

Rotor Details :

Flease enter the zerial number of the rator pou are using

0TY-C172-31F4-2D00-384-306-38 30

Temperatures . 50-72-90
Expiry Date : b ar 2008
Walidity Check :  Valid

Start | Exit |

4. Softver tada trazi naziv datoteke koju treba obraditi. Tada zapoginje postupak.

5. Tijekom postupka izvodi se niz otapanja kojima se odreduju termalne karakteristike

instrumenta Rotor-Gene Q MDx.
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I§ oT¥ Tempetature Yerification Results x|

— Summary ;

Werfication Besult:  Adjustment Recommended

- Dretails :

Lower Point :  No Adjustment Required
Middle Faoint: Mo Adjustment Required

Upper Foint :  Adjustment Required

Apply Adjustment. .. |

T Hepart Cloze |

6. Kada postupak zavr$i, softver naznaduje je li instrument Rotor-Gene Q MDx unutar
specifikacije.

7. Ako ga je potrebna prilagodba, korisnik treba kliknuti Apply Adjustment (Primijeni
prilagodbu). Od korisnika ¢e se tada zatraziti da izvede postupak potvrde. Nakon zavrSetka
postupka potvrde dodatna prilagodba ne bi trebala biti potrebna. Ako je potrebna dodatna
prilagodba, obratite se svojem distributeru.

8. Kada je instrument Rotor-Gene Q MDx unutar specifikacije, moze se revidirati i ispisati

izvjeSce o postupku.
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10 Analiza taljenja velike razluCivosti

Analiza taljenja velike razluCivosti (High Resolution Melt, HRM) inovativna je tehnika koja se
temelji na analizi taljenja DNK. Taljenje velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM)
karakterizira uzorke DNK u skladu s njihovim disocijativnim ponaSanjem pri prijelazu iz
dvolanéanog DNK (dIDNK) u jednolan¢ani DNK (jIDNK) uz povecanje temperature (pogledajte
sliku u nastavku). Instrument za taljenje velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) prikuplja
fluorescentne signale s iznimno visokom opti¢kom i toplinskom precizno$éu, ¢ime stvara brojne
mogucnosti primjene.

B
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N > v »
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Uobicajeni grafikon taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM). Krivulja taljenja prikazuje prijelaz iz visoke
fluorescencije pocetne faze predtaljenja preko smanjenja fluorescencije u fazi taljenja do osnovne razine fluorescencije u fazi
posttaljenja. Fluorescencija se smanjuje ako se interkaliraju¢a boja DNK otpusta iz dIDNK dok se otapa u jednostruke lance.
Sredi$nja tocka faze tajenja, u kojoj je brzina promjene u fluorescencije najveca, definira temperaturu taljenja (Tm) za DNK
koji se analizira.

Prije izvodenja analize taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) cilianu sekvencu treba
amplificirati do velikog broja kopija. To se obi¢no provodi PCR-om u prisutnosti interkalirajuce
fluorescentne boje dIDNK. Boja ne reagira s jIDNK, ali aktivno interkalira s dIDNK i sjajno fluorescira
kad se interkalira. Promjena u fluorescenciji moze se upotrebljavati za mjerenje povecanja
koncentracije DNK tijekom PCR-a i potom za izravno mjerenje toplinski induciranog taljenja DNK
koje se provodi talienjem velike razluCivosti (High Resolution Melt, HRM). Tijekom taljenja velike
razlugivosti (High Resolution Melt, HRM) fluorescencija je na po¢etku visoka jer je uzorak u pocetku
dIDNK. Fluorescencija se smanjuje kako se temperatura pove¢ava i DNK se rastavlja u jednostruke
lance. Uo€eno ponasSanje taljenja karakteristino je za uzorak DNK u pitanju.
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Primjenom taljenja velike razluCivosti Rotor-Gene Q MDx moze karakterizirati uzorke na temelju
duljine sekvence, sadrzaja GC-a i komplementarnosti sekvence DNK. Taljenje velike razlucivosti
moze se upotrebljavati u genotipizirajuéim primjenama kao $to su analiza umetanja/brisanja ili
polimorfizmi jednog nukleotida (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP-ovi) ili za probir za
nepoznate genske mutacije. MozZe imati i epigenetiCke primjene i sluziti za otkrivanje i analizu
statusa metilacije DNK. Moze se primjenjivati i za kvantitativno otkrivanje malog dijela varijante
DNK u pozadini sekvence divlje vrste pri osjetljivostima koje se priblizavaju vrijednosti od 5 %. To
se, na primjer, mozZe upotrijebiti za istrazivanje somatski steCenih mutacija ili promjena u

metilacijskom stanju CpG otoka.

Taljenje velike razlucivosti na instrumentu Rotor-Gene Q MDx omogucuje viSestruke primjene,

uklju€ujudi:

e identifikaciju predispozicijskih gena kandidata

e studije povezanosti (usporedba slucajeva i kontrola, od genotipa do fenotipa)
® odredivanje prevalencije alela u populaciji ili podskupini

® probir i potvrdu polimorfizma jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism, SNP)
® probir za gubitak heterozigotnosti

e utvrdivanje otiska prsta DNK

® Kkarakterizaciju blokova haplotipa

® analizu metilacije DNK

® mapiranje DNK

e identificiranje vrsta

e otkrivanje mutacija

® odredivanje omjera ste€enih somatskih mutacija

e HLA tipizaciju.

Taljenje velike razlucivosti (high resolution melting, HRM) jednostavnije je i jeftinije od ispitivanja
za genotipizaciju na temelju probe te je, za razliku od konvencionalnih metoda, rije¢ o sustavu
zatvorenih epruveta koji sprje€ava kontaminaciju s PCR produktima. Rezultati se mogu usporediti

s konvencionalnim metodama kao $to su SSCP, DHPLC, RFLP i sekvenciranje DNK.
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10.1 Instrumentacija

Instrument Rotor-Gene Q MDx nudi sljede¢e zahtjevne termooptiCke moguénosti u stvarnom

vremenu koje su potrebne za taljenje velike razlu€ivosti (High Resolution Melt, HRM):

® osvjetljenje visokog intenziteta

® vrlo osjetljiva opti¢ka detekcija

® brzo prikupljanje podataka

® precizno kontrolirana temperatura uzorka

® minimalna toplinska i opti¢ka varijacija medu uzorcima.
10.2 Kemijska sredstva

Tvrtka QIAGEN nudi komplet Type-it® HRM PCR Kit za analizu polimorfizama jednog nukleotida
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) i mutacija primjenom taljenja velike razluCivosti (High
Resolution Melt, HRM) te komplet EpiTect® HRM PCR Kit za analizu metilacije. Oba kompleta
sadrzavaju interkaliraju¢u fluorescentnu boju treée generacije EvaGreen. Kompleti kombiniraju
optimizirani pufer za taljenje velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) te HotStarTaq® Plus
DNA Polymerase radi izbjegavanja nespecifi¢nih produkata amplifikacije te pruzanja pouzdanih

rezultata.

Napomena: svi kompleti i reagensi za taljenje velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM)
tvrtke QIAGEN indicirani su za uporabu s instrumentima Rotor-Gene Q samo za primjene opisane
u priru¢nicima pojedinac¢nih kompleta tvrtke QIAGEN.

10.3 Primjer genotipizacije polimorfizma jednog nukleotida
(single nucleotide polymorphism, SNP)

U prikazanom primjeru komplet Type-it HRM PCR Kit koristen je u analizi taljenja velike
razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) za razlikovanje izmedu homozigotnih oblika divlje vrste,
homozigotnih mutanata i heterozigotnih oblika humanog polimorfizma jednog nukleotida (single
nucleotide polymorphism, SNP) rs60031276. Tehnic¢ke pojedinosti potrazite u Priru¢niku za Type-
it HRM PCR.
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B HRM Results - HRM &.HRM {Page 1)

M. | C| Mame | Genotype | Caonfidence 2
22 &8 Human SHP rs60031276 | homo A 100,00

23 . unknowh oo A, 99,49

24 [ urknown hormo A, 99,76

28 4G Human SNP 60031276 | hetero 4G 100,00

23 . LIk o hetero &G 99.43

0 [l unknown hetero AG 98.47

34 [ GG Human SNP 60031276 homo GG 100,00

35 [l unknown homo GG 58,80

36 unknown homo GG 33,53

Genotipizacija polimorfizma jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism, SNP) taljenjem velike razlucivosti
(High Resolution Melt, HRM). Humani polimorfizam jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism, SNP) rs60031276
(zamjena A s G) u genu PPP1R14B (protein-fosfataza 1, regulatorna (inhibitorska) podjedinica 14B) analiziran je na
instrumentu Rotor-Gene Q uz uporabu 10 ng genomskog DNK razliitih genotipova i kompleta Type-it HRM Kit. Homozigotni
uzorci divlje vrste (AA), homozigotni mutanti (GG) i heterozigotni (AG) uzorci prikazani su na [g standardnoj normaliziranoj
krivulji taljenja i E grafikonu razlikovanja normaliziranom prema uzorcima divlje vrste. (& Genotipove za nepoznate uzorke
dodijelio je softver Rotor-Gene Q.
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10.4 Primjer analize metilacije

U prikazanom primjeru komplet EpiTect HRM PCR Kit koristen je u analizi taljenja velike
razluCivosti (High Resolution Melt, HRM) za diskriminaciju razli¢itih omjera metiliranog i
nemetiliranog DNK. Tehnic¢ke pojedinosti potrazite u Prirucniku za EpiTect HRM PCR.

E

100% metilirani

= 0%

s me  tts e ms mr m: mr mz m: ms n: =@ = m@ =R =
-

Kvantitativna analiza metilacije s pomocu taljenja velike razluéivosti (High Resolution Melt, HRM). Razli¢iti omjeri
metiliranog i nemetiliranog DNK-APC (adenomatozna polipoza kolona) analizirani su i diskriminirani u analizi metilacije s
pomocu taljenja velike razlugivosti (High Resolution Melt, HRM) na rotoru Rotor-Gene Q, pri €emu se upotrebljavao komplet
EpiTect HRM Kit. Prikazani su standardna normalizirana krivulja taljenja Hi prikaz razlikovanja normaliziran na 50 %
metiliranog uzorka E
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10.5 Smijernice za uspjeSnu analizu taljenja velike razlucivosti
(High Resolution Melt, HRM)

Uspjeh analize taljenja velike razlugivosti (High Resolution Melt, HRM) uvelike ovisi o odredenoj
sekvenci koja se istrazuje. Odredeni motivi sekvence, kao $to su petlie ukosnice ili druge
sekundarne strukture, lokalizirane regije visokog ili niskog sadrzaja GC-a ili ponavljajuce
sekvence, mogu utjecati na rezultat. Osim toga, uporabom standardiziranih kompleta i
optimiziranih protokola tvrtke QIAGEN mogu se rijeSiti mnogi od mogucih navedenih izazova. U
nastavku su navedene jednostavne smjernice koje mogu pomoci u postizanju uspjeha.

Analiziranje malih odsje¢aka DNK

Analizirajte fragmente koji nisu veéi od oko 250 bp. Veci produkti mogu se uspjes$no analizirati, ali
obiéno pruzaju nizu razlu€ivost. Razlog tome, na primjer, moze biti to Sto varijacija pojedine baze

ima veci ucinak na ponasanje taljenja amplikona od 100 bp od amplikona od 500 bp.
Osiguranje da PCR sadrzava samo odreden produkt

Uzorci kontaminirani post-PCR artefaktima, kao $to su primer-dimeri ili nespecifi¢ni produkti,
mogu otezati tumacenje rezultata taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) Kompleti
tvrtke QIAGEN za analizu taljenja velike razluCivosti (High Resolution Melt, HRM) osiguravaju

maksimalnu specifiCnost, bez potrebe za optimizacijom.
Uporaba predlosSka dostatne preamplifikacije

Analiza podataka real-time PCR-a moze biti vrlo korisna pri rjeSavanju problema povezanih s
analizama taljenja velike razlu€ivosti (High Resolution Melt, HRM). Grafikoni s amplifikacijskom
krivuljom trebali bi imati Cr (ciklus praga) koji je maniji od ili jednak 30 ciklusa. Produkti koji se
amplificiraju nakon toga (zbog niskog iznosa po¢etnog predlo$ka ili degradacije predloska) obi¢no
proizvode varijabilne rezultate taljenja velike razluCivosti (High Resolution Melt, HRM) zbog
artefakata PCR-a.

Normaliziranje koncentracije predloSka
Koli¢ina predlozaka koji se dodaju reakciji treba biti konzistentna. Normalizirajte pocetne

koncentracije kako bi grafikoni s amplifikacijskom krivuljom medusobno bili unutar 3 Cr vrijednosti.

Time se osigurava da su ulazne koncentracije unutar deseterostrukog raspona.
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Provjera postoje li pogresni grafikoni s amplifikacijskom krivuljom

Prije pokretanja taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) pazljivo pregledajte
podatke o grafikonu s amplifikacijskom krivuljom kako biste uocili neuobi¢ajeni oblik grafikona s
amplifikacijskom krivuljom. Grafikoni s logaritamsko-linearnom fazom koja nije razvu¢ena, nego
je nazubljena, ili oni koji dosezu plato niskog signala u usporedbi s drugim reakcijama, mogu
ukazivati na slabu amplifikaciju ili preniski signal fluorescencije (npr. to se moze pojaviti ako je
koncentracija poCetnice bila preniska). Slabe reakcije mogu biti rezultat reakcijskih inhibitora ili
neispravnog postavljanja reakcije. Podaci o taljenju velike razlu€ivosti (High Resolution Melt,
HRM) iz takvih primjera mogu biti neuvjerljivi ili niske razlu€ivosti. Da biste izbjegli nepouzdane
rezultate, preporu¢ujemo uporabu kompleta tvrtke QIAGEN za pripremu uzoraka i analizu taljenja
velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM).

Odrzavanje sli¢nih koncentracija uzoraka nakon amplifikacije

Koncentracija fragmenta DNK utjeCe na njegovu temperaturu taljenja (Tm). Stoga koncentracije
uzoraka DNK moraju biti $to sli¢nije. Pri analizi PCR produkata provjerite je li svaka reakcija
dosegla fazu platoa. U fazi platoa sve reakcije amplificirat ¢e se do sli€ne razine, neovisno o
pocetnoj koli€ini. No imajte na umu da slabe reakcije mozda nec¢e dosegnuti plato s istom
amplificiranom koli¢inom zbog, na primjer, nedosljednosti u pripremi ispitivanja (npr. koncentracija

pocetnice bila je preniska).

Osiguranje ujednacenosti medu uzorcima

Svi uzorci moraju biti jednakog volumena i trebaju sadrzavati jednaku koncentraciju boje. Na
ponasanje DNK pri taljenju utje€u soli u reakcijskoj mjesavini, stoga je vazno da su koncentracije
pufera, Mg i ostalih soli $to ujednacenije u svim uzorcima. Sli€éno tome, upotrebljavajte samo
identiCne reakcijske epruvete istog proizvodaca da biste izbjegli varijacije zbog debljine plastike i

svojstava autofluorescencije.

Dopustanje prikupljanja dostatne koli¢ine podataka za faze predtaljenja i posttaljenja

Dohvacajte podatkovne tocke taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) iznad
raspona od priblizno 10 °C, centrirane oko promatrane vrijednosti Tm (pogledajte sliku na
stranici 10). To pruza dovoljno pocetnih podatkovnih to¢aka za ucinkovitu normalizaciju krivulje te
Ce rezultirati replikama koje se lakSe reproduciraju i jednostavnijim tumacenjem podataka.
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10.6 Priprema uzoraka

inhibitora, primjerice, od prijenosa etanola. Da biste unaprijedili rezultate taljenja velike razlu€ivosti
(High Resolution Melt, HRM), preporu¢ujemo da se koli¢ina predloSka medu uzorcima dosljedno
upotrebljava. Preporu€uje se spektrofotometrijska analiza za odredivanje koncentracije i Cisto¢e
DNK. Preporucujemo da za pripremu uzoraka upotrebljavate komplete tvrtke QIAGEN.

Napomena: pri 260 nm jedna apsorpcijska jedinica iznosi 50 ug/ml DNK. Cisti DNK dat ée od
260 nm do 280 nm omjera 1,8.

10.7 Postavljanje softvera

1. Odaberite New... (Novo) iz izbornika File (Datoteka) da biste mogli otvoriti datoteku novog

postupka. U ¢arobnjaku Advanced (Napredno) odaberite HRM (Taljenje velike razlucivosti).

x

Buick Start Advanced |

j Corbett Life Science
5 alUp High Resolution Melt

run.

'S HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

Help

i

¥ Show This Screen 'When Software Opens
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2. Postavite vrstu rotora (u ovom primjeru upotrebljava se 72-Well Rotor). Prije prelaska na
sljededi korak provijerite je li postavljen prsten za zaklju¢avanje i je li oznacen potvrdni okvir
Locking Ring Attached (Pricvr§¢en prsten za zakljuavanje).

New Run Wizard . x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotaor Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |

<o Hack | Mext =3 |

3. Postavite pojedinosti postupka. Unesite ime rukovatelja (opcionalno) i dodajte sve napomene
o eksperimentu (opcionalno). Odaberite volumen reakcije (obavezno) i Zeljeni raspored

uzoraka.

Operator : [Rotor-Gene @ Dperator

Notes :

Enter any notes for the particular HRM experiment|

Reaction I =
Volume [uL): & =

Sample Layout: [1.2.3.. =l

New Run Wizard N _E[

This screen displays miscellaneous options for the run, Complete the fields,
clicking Next when you are ready ta move to the nest page.

[This box displays

help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
itemn for help, You
can alzo click on a
combo ba to display
help about its
available settings.

SkipWizaid |

<< Back | Nest > |
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4. Kliknite gumb Edit Profile... (Uredi profil) da biste izmijenili vremena i temperature reakcije.

New Run Wizard fgl

Temperature Frofile : This box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
wour mouse aver the

item for help. v'ou
can also click on a
combo box to dizplay
help about itz
available settings.

Edit Prafile ...

Channel Setup :
Narmne | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 267 Edit
Yellow 530nm  555nm 5 =
Orange  585nm  E10nm 5 =
Red E28nm  BEORm g
7
1.

Bemove
33 Reset Defaults

Crimzon  B80nm 710hp
HRM 470nm  510nm

Gain Optimigation. .

Skipwizad | <cBack | Mewt»> |

5. Postavite odgovarajuée pocetno vrijeme zadrzavanja. To vrijeme ovisi o vrsti DNK polimeraze
koja se upotrebljava. Kompleti Type-it HRM PCR Kit i EpiTect HRM PCR Kit zahtijevaju

vrijeme aktivacije od 5 minuta. Zadano vrijeme aktivacije iznosi 10 minuta.

E
.U H ]
Hew Dpen  Save As Help

The: run will take approximately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the run ta be performed :

AR,

Click on & cycle below to modify it :
s s |
Insert before...
Remove

Hold Temperature 95 Ideg_
Hold Time 2 Imins 0 Isacs
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6. lzmijenite cikliranje da odgovara amplikonu.

Edit Profile A
B VI | Cl
hlew: Open Saveds | Help

The run will kake approsimately 104 minute(s] ta complete. The graph belaw represents the n to be perfarmed :

AR, "

Click on a cycle below ta modify it -

Hold Insert after
HRM Insert before...
Femove

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

Timed Step =l =]

60 deg 95 deq. for 5§ secs

10 seconds

This cucle repeats 45 | time(s],

Acquiting ta Cycling &

on Gresn

™ LongRanoge
™ Touchdawn

B0 deg. for 10 secs

0K I

7. Provjerite hoce li se prikupljati podaci o fluorescenciji. Prikupljajte podatke na zeleni kanal na

kraju koraka sparivanja.

Acquisition

Same az Previous I[New Acguizition) ﬂ

— Acquisition Configuration :
Available Channels : Acquiring Channels :

Mame I 5 || Mame
Crimzan _I

HFiM ;I

Orange

Fied «

ellow

Tao acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquining from a
channel, select it in the night-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Diye Chart »» | Ok I Dion't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm  |510nm | Fa, SybiGreen-, alexad8s

J0E, Cali3 old, Caldrange, TET, Yakima Yellow, WIC
W HEX, alexahi2

Orange | 5850w | 61 00m RO, Fedmond Fed™, alexabes
E25nm | BEOnm Cy8, Quazarb70Y, LCReds40
E80nm | F10hp Quazarf05Y, LCRed P05, slexafa0
460nm  |S510nm | LCGreen

ellow B30nm | B55nm
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8. Postavite uvjete za postupak taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM). Izmijenite
uvjete da odgovaraju amplikonu. Za prvi set eksperimenata dopustite Siru domenu taljenja.
Upotrijebite teoretski Tm kao vodi€ za primjeren raspon. Nakon Sto utvrdite gdje ¢e se produkt
taliti, smanijite domenu taljenja na najviSe 10 °C. Provjerite pocinje li postupak taljenja 5 °C prije
prvog prijelaza taljenja. Zadana stopa povecanja postavljena je na 0,1 °C sa zadrzavanjem od
2 s u svakom koraku. Najmanja stopa povecanja pri prijelazu jest 0,05 °C sa sekundom
zadrzavanja u svakom koraku. Podaci se automatski prikupljaju na kanal za taljenje velike
razlucivosti (High Resolution Melt, HRM). Postupak Automatic Gain Optimisation (Automatska
optimizacija pojaCanja) provodi se prema zadanim postavkama. Softver ¢e traziti postavku
optimalnog pojacanja kako najviSa prijavljena vrijednost fluorescencije ne bi prelazila 70 jedinica

na skali od 100. Imajte na umu da se to moze povecati do najvise 100.

K
. U =]

News Open Saveds | Help

The run will kake approsimately 104 minute(s] ta complete. The graph belaw represents the n to be perfarmed :

AR "

Click on a cycle below ta modify it -

Hold Insert after
Cyclin
Insert before...
Femove

Ramp from |70 j degrees to |39 ::II degrees,

Rising by Irﬂ degree(s] each step,

it far IBD_ seconds of pre-melt conditioning on first step,
Wait for 2 ﬁ seconds for each step afterwards.

Acguire to HER A Iun HRM
Gain Optimisation
|v Optimise gain before melt on all tubes.
The gain giving the highest fuciescence less than |70 ill
will be selected.

oK

9. Opcionalno: postavite Auto-Gain Optimisation (Automatska optimizacija pojacanja). To se
primjenjuje na korak amplifikacije u stvarnom vremenu te je postavljeno za zeleni kanal.
Kliknite gumb Optimize Acquiring (Optimiziraj prikupljanje) (da biste optimizirali samo kanale
koji se upotrebljavaju u postupku). Najbolje je optimizaciju provoditi prije prvog koraka
prikupljanja, stoga oznacite potvrdni okvir Perform Optimization Before First Acquisition
(Izvedi optimizaciju prije prvog prikupljanja). Preporu¢en raspon pozadinske fluorescencije za
interkaliraju¢e boje iznosi izmedu 1 i 3 jedinice fluorescencije. Da biste promijenili tu postavku,

kliknite naziv kanala i odaberite ga na popisu te potom kliknite gumb Edit (Uredi).
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Auto-Gain Optimisation Setup ﬂ

— Ophimization :

oy Auto-Gain O ptimization will read the fluoresence on the inserted sample at

rgqx different gain levels until it finds one at which the luorezcence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

chemigtry you are performing.

Set kemperature ko IED :II degrees.

Optimize Al | Optimise Acquiiing I

¥ Perfarm Optimisation Before 13t Acquisition
[~ Perform Optimisation At 60 Degrees At Beginning OF Fiun

— Channel Settings :

| o e |

Mame I Tube Position I Min Reading I I ax R eading I Min Gain I tdax Gain Edit... I

Green 1 1FI 3FI 10 10 Bemane |
Remowve Al |

Start I 1 =1 | Cloze: | Help I

10.Pokrenite postupak klikom na gumb Start Run (Pokreni postupak) i spremite datoteku

postupka na svoje racunalo.

New Run Wizard

Summary
Setling | Value
Green Gain 7
Ratar 724 ell Rotor
Sample Layout 1.2.3
Reaction Volume [in microliterz] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
beqin the wn. Click S ave Template to save settings for future runs.

< Back
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11.Uredite nazive uzoraka (opcionalno). Nazivi uzoraka mogu se uredivati tijekom postupka ili
nakon njega.

~loix]

File Edit Format Security
Standard | Rotor Sty\el

Settings
(Givan Conc. Formnat : I j Urit ¢ Icop\esz’ul j Mare Dptions
—Samples :
I
C I |Mame | Tupe |Groups | Given Conc. |Selected | |
1 Ewald type 1 ¢ Unknawn Mo
B 2 widypet Unknown Mo
B vidypet Unknown Mo
B ¢ uationd Unknown Mo
- 5 rnutaticn 1 Unknown Mo
- B rnutaticn 1 Unknown Mo
T heterozygote 1 Unknown Mo
8 heterozygote 1 Unknown Mo
9 heterozygote 1 Unknown Mo
10 Unknown No
1 Unknown No
12 Unknown No ﬂ
Page :
’7Name' |Page1 2 3 | MNew | Delete I~ Sunchronize pages

Undo | QK I Cancel Help I

10.8 Analiza podataka postupka real-time PCR

Analiza podataka o postupku real-time PCR koja se provodi prije analiza podataka o taljenju velike
razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) ima svoje prednosti. Podaci postupka real-time PCR
mogu istaknuti ispitivanja s iznimno slabim rezultatima. Utvrdivanje takvih sumnijivih vrijednosti i
njihovo izostavljanje iz analize taljenja velike razluCivosti (High Resolution Melt, HRM) koja slijedi
uvelike ¢e poboljSati cjelokupnu ucinkovitost analize taljenja velike razlucivosti (High Resolution
Melt, HRM) jer ¢e analiziranje PCR produkta loSe kvalitete rezultirati lo§im rezultatima taljenja
velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM). Preporu¢ujemo da kvantitativne podatke o
postupku real-time PCR analizirate kako je opisano u nastavku.

1. Analizirajte podatke u stvarnom vremenu koriste¢i se moguéno$éu Quantitation
(Kvantifikacija) u prozoru Analysis (Analiza). Ako bilo koja vrijednost Ct prelazi 30 ili viSe,
smatra se da su se odgovarajuce reakcije prekasno amplificirale. Ti se uzorci moraju analizirati
sa sumnjom ili ih treba ukloniti iz analize kao sumnjive vrijednosti. Kasna amplifikacija ¢esto
je rezultat premalog pocetnog predloska i/ili visokih razina degradacije uzoraka.

2. Procijenite razinu fluorescencije krajnje tocke. Ako je fluorescencija krajnje tocke na bilo kojem
grafikonu s amplifikacijskom krivuljom niska u usporedbi s veéinom grafikona u podatkovnom
skupu, te uzorke izostavite iz analize ¢ak i ako im je vrijednost Ct manja od 30. Niska
fluorescencija krajnje tocke moze ukazivati na neispravnu koli¢inu boje, neispravne razine
reakcijskih komponenti (kao $to su poCetnice) ili na aktivnost inhibitora.

3. Primijenite mogu¢nost Comparative Quantitation (Komparativha kvantifikacija) u prozoru
Analysis (Analiza) da biste dobili u€inkovitost reakcije svakog uzorka. Ako ucinkovitost nije slicna
drugim reakcijama u eksperimentu ili ako je manja od priblizno 1,4, izostavite reakciju kao sumnjivu.
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B Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) -10] x|

Reparts...  Results

ﬂ s 10 19 20 23 30 33 40
Cycle

adiust Seale Atoscale  Defaul Scale ‘
i Comp. Quant Results - Cycling A.G =[o] x|
No. [Name. Take O [ Ampification | Comparative Cone. [Rep. Takeolt | Rep. Takeolf (35% CI) [ Rep. Amp. | Fiep. Anp. [35% CI) | Rep. Conc. [Rep.C
1 mutalion 1 112 166 1.00E+00) 12 166 1.00E+00 Calibia
2 mutation2 114 165 904E-01 114 165 S04EDT
3 mutation3 114 164 S04E-01 1.4 164 SEDT
4 widype 1.4 166 TOE0 1.8 166 ZOIED
5 widype 2 118 1.66 7IE 18 166 7IEN
6 widlype3 113 166 TOEDT 13 168 7OED
7 heterozygote 1 114 167 904E-01 114 167 S04EDT
8 heterozygote 2 1.5 166 659E-01 15 1.66 85501
9 | heterozygote 3 113 167 GE1EDT 13 167 SEIEDT
‘ 2

Rezultati komparativne kvantifikacije. Uc¢inkovitost reakcije prikazana je u stupcu ,Amplification” (Amplifikacija) kao rezultat
od 2 (2 = 100-postotna ucinkovitost).

Napomena: ako sumnjate da su prisutni primer-dimeri ili neodredeni produkti, procijenite reakcije
crtanjem derivativnog grafikona s pomoc¢u moguénosti Melt (Taljenje) u prozoru Analysis
(Analiza). Provjerite postoji li samo jedna vrSna vrijednost, indikativha za odredeni produkt. Ako je
to moguce, provedite razdvajanje na gelu da biste provijerili postoji li samo jedan produkt
amplifikacije. Ako postoji viSe produkata, reakciju treba ponoviti ili ponovno optimizirati.

10.9 Analiza podataka o taljenju velike razlucivosti (High Resolution
Melt, HRM)

Analiza podataka o taljenju velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) omogucéuje vizualno i
automatsko pozivanje genotipova. Rezultati se mogu pregledati ili kao normalizirane grafikon mek$anja
ili razlikovni prikaz. Normalizirane krivulje omogucuju osnovni prikaz razliCitih genotipova na temelju
pomaka krivulje (za homozigote) i promjene oblika krivulje (za heterozigote).

Razlikovni grafikoni pomo¢ su u vizualnom tumacenju. Prikazuju razliku u fluorescenciji uzorka
prema odabranoj kontroli kod svakog prijelaza temperature. Razlikovni grafikoni omogucuju
alternativni prikaz razlika izmedu prijelaza krivulje taljenja.

Napomena: analiza prve derivacije krivulje taljenja (koju upotrebljava standardna moguénost
Melt (Taljenje) u prozoru Analysis (Analiza)) smatra se neprikladnom za analizu taljenja velike
razlucivosti (High Resolution Melt, HRM). Razlog je Cinjenica da svaka derivacija podataka
dodaje umjetni Sum i dodatno otezava tumacenje podataka.

Sljededi koraci opisuju analizu rezultata taljenja velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM) s
pomocu softvera Rotor-Gene Q.
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1. Odaberite moguénost HRM (Taljenje velike razlugivosti)u prozoru Analysis (Analiza).

5
25td Curves [Rel] | Other. |
Quantitation bl

% HRM & HRM [Page 1]

Show | Hide |

2. Pojavijuju se prozori u kojima se prikazuju neobradeni podaci, normalizirani grafikon i rezultati.
Prozor neobradenih podataka dopusta prilagodbu regija normalizacije. Normalizacija dopusta da
se sve krivulje usporeduju s istom razinom pocetnog i zavrSnog fluorescentnog signala kako bi se
pomaoglo pri tumaceniju i analizi. Navode se dva pokazivac¢a po regiji koja su postavljena na krajeve
krivulje. Podatkovne tocke u regijama upotrebljavaju se za normalizaciju fluorescencije (samo y-
os) za pocetak (Regija 1) i kraj (Regija 2) grafikona taljenja. Podaci koji se nalaze izvan postavljenih
regija ignoriraju se. Prilagodite regije da bi ukljuCivale reprezentativne pocetne podatke za faze
predtaljenja i posttaljenja. ProSirenje regija (tako da kliknete na njih i povucete ih) dopusta softveru
da se prilagodi nagibu osnovne linije. Da bi se osigurala uCinkovita normalizacija krivulja,
izbjegavaijte Sirenje regija normalizacije u fazi taljenja.

B Rotor-Gene g Series Software - high resolution melt demo I
Fle Anslysis Run Gain Wiew ‘Window Help

7 > 3 7B

ZOH PR O W & ¢ & @ W ) ‘
Wew Open Save | St Pause Sy | Help Settings Progress Profle  Temp,  Samples Analysk Reports Anange

J(hanne\s ' Mek AFarRed ' Melt Affrom 82).Farfed ‘

_ (0] || Page: Page 1

Nermalisation R egion 2

T

16 188
n| 2
i <
H - L Bank On Bark OIf
0 — Named On_| &1 On | AIOH
JBF20 25 B0 S BaD 84S 850 855 960 86§  &7D  §7S B0 85 620 S 900 Edit Sampls.
deg
AdjustScale  AutoScale U ten e
Leating Range
z )=I[ES ] Stat: 24 =
ed Graph | Difference Graph| End: [R5 =
Trailing Range
- 4 Wim mutation Start: l—gg 3 j
5 1% heteiozygole | 3758 =
. I E4 heterozygote | 97.80 End: [B87 =
. FRED] wild type 10000
.| El E wild ype 5936 Confidence Pelc:n_l‘age
B o o s s o o 5 10 s heterozpgote 9891 Threshoid |30 et
dea. 12 e heterozygote 9623

Rotor Gene Q Series Software 1.7 Buid 34)
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Napomena: preporu€ujemo da pokazivace pomicete samo ako zelite izbje¢i podrucja krivulje
talienja. Pomicanje pokazivata prema tranzicijama u fazi talienja moze utjecati na grafikon

oduzimanja i postotke pouzdanosti.

U prozoru Normalised Graph (Normaliziran grafikon) prikazuju se normalizirane krivulje
taljenja. Uzorci se takoder mogu prikazivati kao razlikovni grafikon u odnosu na kontrole.

fRotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed {Page 1}] —5]x]
0 File mnalysis Run Gain View Window Help [Restore I XI
7 5 < % 7 (B o
ZEHPIEO |W & & # B W = B . s 3
Mew Open Save | Sl Pare o | Hep Seftings Progress Profle Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Jthanne\s ' Mok AFared 7 Mek Alfrom 82) FarRed
{ Nomalised Graph | Difference Graph | Page: Page |
7
2 197
3 i
100 4
- 5 155
~ &
@ - 7
8 20
9
& 10
il o
12
s 13 167
g 14 neat.
3 15 183
£ [ —1
By Bank On Bank OIf
4 Named On_|_AllOn | A1 0ff
5 Ecil Samples.

J 825 830 835 840 845 850 855 860 865 870 a5 880 885 8.0

-Normalisation Regions
Leading Range

=
st [224 =

end: [23 =
Tiaiing Range

Stat: 833 <
End: [837 =

Confidence Percentage
=y
Theshold [0 =%

Rotor.Gene 0 Series Software 1.7 (Build 34

4. Kliknite gumb Genotypes... (Genotipovi...) da biste definirali genotipove. Unesite naziv za
svaku kategoriju genotipa i odaberite reprezentativni primjer za svaki s popisa uzoraka.
I a

s

%@ HRM Genotypes

Genotype: Control

riLtation 138
wild type 201
heterazygate 197

Clear | oK I Cancel

I% Select a Control x|

Please select the contral that is reprezentative of this
genatype.

Currently Selected : 198

o

Select | Select Mone Cancel |
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5. Pogledajte razlikovni grafikon odabirom kartice Difference Graph (Razlikovni grafikon).

Potom u padaju¢em izborniku na vrhu prozora odaberite genotip koji Zelite usporediti sa svim

drugim uzorcima. U prikazanom primjeru svi su uzorci prikazani na grafikonu oduzeti od

prosje¢nog grafikona svih uzoraka oznacenog kao Mutation 1 (Mutacija 1).

Rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)] DS
T Fle endysis Run Gan View Window Hel ETE
7 2 B 7 7 B =
JEHPINE O | £ 9 ¥ & W ) s
Mew Open Save | Sial Panc Siop | Hep Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Arrange.
|chanels - ek Forked ;Me\m(rmmaz)ﬁamed‘
Normalised Graph _ Difierence Greph | Page: Page 1
7
Genciypes | CIETED
enclype: | 2 =
3 o
15 &
5 185
5
7
8 2

inus mutation

Normalised mir

[ —7
Bark On Bark O
Named On_| AIOn | ANOf
Edit Samples.

Regions

Leading Range

stat:[24 =

=
End: [B28

Trsiing Range
|
Stat: [B33

=
End: [B37

E @25 830 835 840

845 850

855 @0 885
den

Confidence Percentage
Theshld [ =%
870 875 880 885 89.0 895 =

Rotor-Gene O Series Software 1.7 (Build 34

6. Genotipovi ¢e automatski pozivati softver u prozoru Results (Rezultati). Vrijednost

pouzdanosti prikazuje se kao provjera integriteta automatski pozvanih rezultata. Vrijednost

praga, iznad koje se automatski poziva, moze se uredivati. Uzorci koji spadaju ispod

postavljenog praga bit ¢e oznaceni kao varijacija za poblize istrazivanje ili ponovno ispitivanje.

Genotype

B HRM Results - Melt A{from 82).FarRed (Page 1}

Confidence %

197

2 Wi

] 0
3 Mz
0 19
12 21
13 187
15 | 189

mutation
heterozygote
mukation
heterozygote
heterozygote
wild type
wild type
heterozpgate
heterozygote
wild type
wild type

100.00
100.00
95.72
97 58
97.80
100.00
99.86
98m
96.23
99.23
97.59

~=1olx]

Mormmalisation Regions
Leading Ranae

Start: [52.4 j‘
End: 28 =
Traiing Range

stat: 393 =
End: 537 =

Confidence Percentage
Thieshald [30 =%
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11 RjeSavanje problema

U ovom odjeljku navedene su informacije o tome $to treba uciniti ako dode do pogreske tijekom

uporabe sustava Rotor-Gene Q MDx System.

Ako trebate dodatnu pomoc, posluzite se kontaktnim podacima u nastavku kako biste se obratili
Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN:

Web-mjesto: support.giagen.com

Kada se javljate Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN u vezi s pogreSkom u softveru Rotor-Gene Q
MDx, zabiljezite korake koji su doveli do pogreske i sve informacije navedene u dijaloSkim
okvirima. Te ¢e informacije pomoci Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN u rjeSavanju problema.

Kada se javljate Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN u vezi s pogreskama, pripremite sliedece informacije:

serijski broj, vrstu i verziju instrumenta Rotor-Gene Q MDx
inacicu softvera (ako je primjenjivo)

trenutak u kojem se pogresSka prvi put pojavila

ucestalost javljanja pogreske (ij. povremena ili trajna pogreska)
detaljan opis slu¢aja pogreske

fotografiju pogreske, po moguénosti

kopiju datoteka zapisa.

Te informacije omoguéit ¢e vama i struCnjaku Tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN rjeSavanje

problema na najucinkovitiji moguéi nacin.

Napomena: informacije o najnovijim inacicama softvera i protokola mozete pronaci na stranici
www.giagen.com. U nekim sluajevima za rjeSavanje odredenih problema mogu biti dostupna

azuriranja.
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11.1 Arhiva zapisa

U repozitoriju Log Archive (Arhiva zapisa) softvera pohranjuje se neizmijenjeni zapis svakog
postupka zajedno s dijagnosti¢kim informacijama. Uporaba moguénosti Help (Pomoc¢), Send
Support Email (Posalji e-poruku podrsci) omogucuje vam slanje poruke e-poste Tehnickoj sluzbi
tvrtke QIAGEN sa svim potrebnim dijagnosti¢kim informacijama (pogledajte odjeljak 6.12.1).

Da bi se saCuvao prostor na disku, u repozitoriju Log Archives (Arhiva zapisa) pohranjuju se zapisi
o samo 60 najnovijih postupaka. Stariji postupci evidentirani u repozitoriju Log Archives (Arhiva
zapisa) bit ¢e prepisani kako se budu izradivali zapisi u Log Archives (Arhiva zapisa) za nove
postupke.

11.2 Hardverske i softverske pogreske

11.2.1 RjeSavanje problema na testu taljenja velike razlucivosti (High Resolution
Melt, HRM)

Komentari i prijedlozi

Nije moguce provesti taljenje velike razluéivosti (High Resolution Melt, HRM)

Rotor-Gene Q MDx model is not HRM Obratite se lokalnom predstavniku tvrtke QIAGEN.
equipped (Model instrumenta Rotor-Gene Q

MDx nije opremljen za izvodenje taljenja velike

razlucivosti (High Resolution Melt, HRM))

Nema prikupljenih podataka o taljenju velike razlucivosti (High Resolution Melt, HRM)
Neispravno postavljanje Provijerite postavke filtra.
Provjerite je li vrsta rotora ispravna.
Provijerite jesu li upotrijebljeni odgovarajuci reagensi.
Provjerite je li reakcija ispravno postavljena.

Izvedite eksperiment pozitivne kontrole (tj. ispitivanje za koje se zna da
pruza rezultate).

Grafikoni izgledaju Siljasto

Slaba amplifikacija ili nema amplifikacije Provjerite jesu li upotrijebljeni odgovarajuci protokoli i reagensi.
Preporuéujemo da za izvodenje analize taljenja velike razlugivosti (High
Resolution Melt, HRM) upotrebljavate komplete tvrtke QIAGEN.

Provijerite je li reakcija ispravno postavljena.
Provijerite uvjete cikliranja.

Provjerite po¢etnu kvalitetu i koli€¢inu predloska. Preporuéujemo da za
pripremu uzoraka upotrebljavate komplete tvrtke QIAGEN.

Zasicena grafikoni amplifikacije ili taljenja

Pojacanje je postavljeno previsoko Upotrebljavajte znacajku Auto-Gain Optimisation (Automatska
optimizacija pojacanja) (pogledajte stranicu 63).

Promijenili su se postotci pouzdanosti
Regije normalizacije pomaknute su klikanjem i  Regije normalizacije pomicite samo ako je to potrebno za izbjegavanje

povlaenjem dijelova krivulje taljenja.
U podacima su navedene sumnjive vrijednosti
Nedosljedno postavljanje reakcija Provjerite jesu li upotrijebljeni odgovarajuci reagensi.
Provijerite jesu li upotrijebliene jednake epruvete.
U uzorku su prisutni inhibitori Provjerite je li u svim uzorcima upotrijebljena jednaka glavna mjeSavina.
Premali ili degradirani predlozak Provijerite pocetnu kvalitetu i koli¢inu predlo$ka.
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11.3 Poruke o pogreSkama i upozorenjima

11.3.1 Opcenite pogreske instrumenta

Poruke o pogreSkama

Komentari i prijedlozi

Can’t open the serial port <COMPORT> (Nije
moguce otvoriti serijski prikljucéak <COMPORT> )

Chamber lid open (Otvoren je poklopac komore)

Could not continue run; the chamber lid was
opened during a run. Please reset the machine,
and restart the software. (Nije moguce nastaviti s
postupkom; poklopac komore otvoren je tijekom
postupka. Vratite uredaj na zadane postavke i
ponovno pokrenite softver.)

Chamber lid open (Otvoren je poklopac komore)

The instrument chamber lid is open. Please close
the lid and then click Continue. (Otvoren je
poklopac komore instrumenta. Zatvorite poklopac
i potom kliknite Continue (Nastavi).)

Communication corrupted (Doslo je do
problema pri komunikaciji)

Communication out of sequence (Komunikacija
se ne odvija to¢nim redoslijedom)

Instrument has received data from the machine
that is out of sequence. (Instrument je s uredaja
primio podatke koji nisu to¢nog redoslijeda.)

Communication protocol error (Pogreska
komunikacijskog protokola)

A communication protocol error occurred with this
run. (U ovom postupku doslo je do pogreske
komunikacijskog protokola.)

Detector motor jam, stopped machine (Zastoj
motora detektora, zaustavljen uredaj)

Fatal hardware malfunction (Fatalni kvar
hardvera)

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 (Instrument je otkrio fatalni kvar
hardvera. Nemojte poku$avati ponovno
upotrebljavati uredaj dok ga va$ distributer ne
servisira.)

Do ove pogreske dolazi pri pokretanju softvera ako softver ne moze
komunicirati s instrumentom preko konfiguriranog COM prikljucka.
Razlog tome Cesto lezi u oSte¢enim kabelima, labavim kabelima,
oSteéenim serijskim prikljuécima, o$te¢enim USB priklju¢cima,
problemu s USB pogonom ili u problemu s pogonom koji USB
priklju€ak konvertira u serijski priklju¢ak.

Ponovno povezite ili zamijenite kabel. Ponovno instalirajte
odgovarajuc¢e pogone. Pokrenite softver u nacinu Virtual Mode
(Virtualni nacin rada) i odaberite gumb Setup/Auto-Detect
(Postavljanje / Automatsko detektiranje) iz izbornika File (Datoteka)
da biste ponovno postavili konfigurirani COM priklju¢ak.

Do ove pogreske dolazi kad je softver detektirao da je poklopac
otvoren usred postupka.

Vratite uredaj na zadane postavke i ponovno pokrenite softver.

Do ove pogreske dolazi kad korisnik poku$a pokrenuti postupak dok
je poklopac instrumenta otvoren.

Zatvorite poklopac i potom kliknite Continue (Nastavi).

Do ove pogreske dolazi kada podaci primljeni s instrumenta nisu u
skladu s o€ekivanim obrascem.

Struénjak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN mora provesti dodatno
istrazivanje kako bi dijagnosticirao problem s instrumentom.

Obratite se svojem distributeru ili Tehni€koj sluzbi tvrtke QIAGEN.
Do ove pogreske dolazi kada podaci primljeni s instrumenta nisu
to€nog redoslijeda.

Struénjak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN mora provesti dodatno
istrazivanje kako bi dijagnosticirao problem s instrumentom.
Obratite se svojem distributeru ili Tehni€koj sluzbi tvrtke QIAGEN.
Do ove pogreske dolazi kad komunikacijski protokol konfiguriran u
firmveru nije jednak o€ekivanom protokolu.

Struénjak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN mora provesti dodatno
istrazivanje kako bi dijagnosticirao problem s komunikacijskim
protokolom ili instrumentom.

Do ove pogreske dolazi kad se Rotor-Gene Q MDx pokre¢e odmah
nakon dostave u hladnim klimatskim uvjetima.

U ovom slucaju priéekajte barem sat vremena da se instrument
prilagodi temperaturi prostorije prije nego $to ukljucite instrument.
Ako pogreska i dalje postoiji, obratite se svojem distributeru ili
Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Do ove pogreske dolazi kada softver utvrdi fatalni kvar hardvera te
aktivira postupak sigurne zastite za isklju¢ivanje uredaja.

Odmah iskljucite instrument i obratite se svojem distributeru ili
Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.
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Poruke o pogreSkama

Komentari i prijedlozi

Machine error (Pogreska uredaja)

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. (Ovaj postupak zaustavljen je
jer je doSlo do pogreSaka uredaja od kojih se nije
mogao oporaviti. Ako se to ponovi, obratite se
svojem distributeru i prilozite datoteku arhive koja
to potvrduje.)

Machine unplugged (Uredaj je iskljucen)

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. (Instrument ne reagira i
ne radi te se pojavljuje poruka <PORUKA O
POGRESCI>. Ovo je kvar od kojeg se ne moze
oporaviti, vratite uredaj na zadane postavke i
ponovno pokrenite softver.)

Machine unplugged (Uredaj je isklju¢en)

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.
(Instrument nije povezan s vasim raéunalom na
prikljugku <NAZIV PRIKLJUCKA>. Ponovno
povezite serijski kabel sa straznjom stranom
racunala i potom kliknite Continue (Nastavi).)

Object variable or with block variable not set
(Nisu postavljene objektna varijabla ili varijabla
bloka With)

Rotor speed failure (Pogreska povezana s
brzinom rotora)

Time out while setting the rotor speed. (Prekid
tijekom postavljanja brzine rotora.)

Serial port in use (Serijski priklju¢ak u uporabi)
The serial port is currently being used by another
application. Close any applications such as
communications or synchronization software and
then retry. (Serijski priklju¢ak trenutacno
upotrebljava druga aplikacija. Zatvorite sve
aplikacije kao $to su komunikacije ili
sinkronizacijski softver te potom poku$ajte
ponovno.)

Shutdown timeout (Istek vremena za
iskljucivanje)

The instrument has exceeded the expected time
to shutdown. Please reset the machine, and reset
the software. (Instrument je premasio o¢ekivano
vrijeme za isklju€ivanje. Ponovno pokrenite uredaj
i vratite softver na zadane postavke.)

Do ove pogreske dolazi kad softver utvrdi pogreske uredaja od kojih
se nije mogao oporaviti. Softver je prestao raditi.

Pokusajte izvesti jo§ jedan postupak. Ako problem i dalje postoji,
obratite se svojem distributeru ili Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN i
prilozite datoteku arhive koja to potvrduje.

Do ove pogreske dolazi ako instrument ne komunicira sa softverom
nakon definiranog vremenskog ogranienja. Razlog tome &esto je
kvar instrumenta ili prevelika aktivnost racunala, $to uzrokuje gubitak
paketa.

Cesti uzroci koji su povezani softverom ukljuéuju zadatke koji
intenzivno opterecéuju procesor poput rezidentne antivirusne zastite ili
zakazanih antivirusnih skeniranja, bezi¢ne ili infracrvene kartice.

Onemogucite ili deinstalirajte relevantni softver/zadatak koji
intenzivno optereduje procesor.

Vratite instrument na zadane postavke i ponovno pokrenite softver.

Ako problem i dalje postoji, obratite se svojem distributeru ili
Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Do ove pogreske dolazi uslijed gubitka serijske ili USB komunikacije
s instrumentom.

Ponovno povezite serijski ili USB kabel sa straznjom stranom
racunala i potom kliknite gumb Continue (Nastavi).

Do ove pogreske dolazi pri pokretanju softvera ako je zadana
datoteka predlo$ka eksperimenta oSte¢ena. To se moze dogoditi ako
se softver/racunalo ugase prije ispravno izlaska iz softvera / gaSenja
racunala, primjerice, u slu¢aju nestanka struje.

IzbriSite datoteku C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret i potom ponovno pokrenite softver.
Do ove pogreske dolazi kad softver poku$a postaviti brzinu rotora i
ne uspije postaviti ciljanu brzinu u odredenom vremenskom
razdoblju.

Struénjak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN mora provesti dodatno
istrazivanje kako bi dijagnosticirao problem s instrumentom.

Obratite se svojem distributeru ili Tehni€koj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Do ove pogreske dolazi kada se softver pokusa povezati s uredajem
preko konfiguriranog prikljuéka COM kad taj priklju¢ak upotrebljava
drugi softver.

Zatvorite sve aplikacije kao $to su komunikacije ili sinkronizacijski
softver te potom pokus$ajte ponovno.

Do ove pogreske dolazi kad je softver izdao naredbu o isklju€ivanju
da bi se instrument iskljucio, a uredaj nastavlja slati podatke nakon
ocekivanog razdoblja odgode.

Vratite uredaj na zadane postavke i ponovno pokrenite softver.
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Poruke o pogreSkama Komentari i prijedlozi

Temperature protection activated (Aktivirana je Do ove pogreske dolazi kad softver otkrije da je temperatura u
temperaturna zastita) komori narasla iznad sigurne razine te stoga aktivira nacin

The instrument detected that the chamber samozastite.

temperature increased above a safe level. It has Odmah iskljucite instrument i obratite se svojem distributeru ili
therefore entered a self-protection mode. Please  Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

turn off the instrument and contact your distributor

if the problem persists. (Instrument je otkrio da je

temperatura u komori narasla iznad sigurne

razine. Stoga je usao u nac¢in samozastite. Ako

problem i dalje postoji, iskljucite instrument i

obratite se svojem distributeru.)

Thermistor is open (Termistor je otvoren) Do ove pogreske dolazi kad instrument otkrije da je termistor otvoren
The instrument detected that the thermistor is te stoga ne moze ocitavati temperaturu. Potom softver aktivira
open, and so to prevent damage to the machine, it postupak sigurne zastite kako bi se uredaj iskljugio.

has been turned off. Please contact your Odmah iskljucite instrument i obratite se svojem distributeru ili
distributor if this occurs again. (Instrument je Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

otkrio da je termistor otvoren te se iskljucio da bi

sprijecio ostecivanje uredaja. Obratite se

distributeru ako se to ponovi.)

Unrecoverable errors occurred (Doslo je do Do ove pogreske dolazi usred postupka, nakon $to softver izvede
nepopravljivih pogresaka) sve moguénosti oporavka i ne uspije se oporaviti.

This run was stopped as machine errors occurred ~ Stru¢njak Terenske sluzbe tvrtke QIAGEN mora provesti dodatno
that could not be recovered from. Please contact istraZivanje kako bi dijagnosticirao problem s instrumentom.

your distributor if this occurs again, attachinga = opratite se svojem distributeru ili Tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.
support archive file. (Ovaj postupak zaustavljen je

jer je doSlo do pogreSaka uredaja od kojih se nije

mogao oporaviti. Ako se to ponovi, obratite se

svojem distributeru i prilozite datoteku arhive koja

to potvrduje.)

11.3.2 Poruke povezane sa softverom Rotor-Gene Q

Slijedi popis poruka o uporabi, upozorenja i ostalih poruka koje se mogu pojaviti u softveru Rotor-
Gene Q tijekom rada hardvera i softvera. U navodnicima se navode svi dijelovi poruke koji su
promjenijivi, npr. opisi karakteristi¢nih pogre$aka (npr. <OPIS POGRESKE>).

Tekst poruke

Opcenite poruke

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. (Za ovu stranicu ve¢ postoji neobradeni kanal. Ako biste Zeljeli
ponovno izraditi ovu stranicu, najprije morate izbrisati neobradeni kanal s pomo¢u gumba Options (Moguénosti), a
potom poku$ajte ponovno.)

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. (Doslo je do ozbiljnog problema koji zahtijeva gasenje softvera. Nakon $to kliknete OK (U redu),
spremit ¢e se ono na ¢emu trenutacno radite i uredaj ¢e se iskljugiti ako je to moguce. Ako problem i dalje postoji,
obratite se svojem distributeru.)

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample page. (Nije moguce izbrisati ovu stranicu.
Uvijek mora postojati najmanje jedna stranica predlo$ka.)
4 Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the back of

the computer, then retry (Nije mogucée prikljuciti instrument na serijski priklju¢ak <COMPORT>. Provijerite je li
uredaj ispravno prikljuéen na straznju stranu raéunala i potom pokus$ajte ponovno.)

5 Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any communications
software open, then retry. (Nije moguce otvoriti serijski prikljuéak <COMPORT> radi povezivanja s instrumentom.
Provijerite je li vam neki komunikacijski softver otvoren i potom pokusajte ponovno.)

6 Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try again. (Nije
moguce spremiti u postupak jer su neki podaci na obrascu nevaljani. Provjerite svoje unose i potom poku$ajte
ponovno.)

7 Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors. (Nije moguce spremiti datoteku.

Potvrdite da na disku ima dovoljno prostora i da na njemu nema pogresaka.)
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Tekst poruke

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer. (Nije uspjelo
pokretanje aplikacije e-poste. Potvrdite je li to¢no postavljena na vasem racunalu.)

Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message will be logged
in the messages tab of Run Info. (Do$lo je do pogreske tijekom postupka: <OPIS POGRESKE>. Postupak ée se
nastaviti i poruka ¢e biti zabiljezena u karticu poruka u prozoru Run Info (Informacije o postupku).)

Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the instrument
is turned on. (Nije pronaden instrument. Provjerite jeste li to¢no povezali instrument i je li instrument uklju¢en.)

Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software has been
restarted. (Zapisivanje je trenutaéno onemoguceno zbog prethodne pogreske. Arhivirani zapisi ne mogu se vidjeti
prije ponovnog pokretanja softvera.)

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low. (Nisu se svi uzorci mogli normalizirati jer
je razina fluorescencije bila preniska.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported. (Kao trenutacni postupak mogu se
uvesti samo postupci koji se izvode na istom rotoru.)

Please note that log files for the current run will not be available until it has completed. (Imajte na umu da datoteke
zapisnika za trenuta¢ni postupak nece biti dostupne dok on ne bude dovrsen.)

Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0. (Unesite valjani broj ponavljanja. Broj treba
biti ve¢i od 0.)

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the next run.
(Doslo je do problema tijekom aZuriranja podataka zapisnika. Zapisivanje je onemogucéeno, no bit ¢e ponovno
omoguceno za sljedeci postupak.)

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run's signature can be found in the
Run Info window. (Potpisivanje datoteke postupka osigurava integritet rezultata postupka. Informacije o potpisu
postupka mogu se naci u prozoru Run Info (Informacije o postupku).)

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples. (ID broj uzorka je zaklju¢an. Ne mozete lijepiti na
zaklju¢ane uzorke.)

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software. (TeeChart
Office nije instaliran na ovom racunalu. Ponovno instalirajte softver Rotor-Gene.)

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port. (Nije odabran priklju¢ak
COM konfiguriran za instrument. Morate odabrati priklju¢ak 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. (U¢itana datoteka postupka
sadrzava potpis koji ne odgovara sadrzaju datoteke. To znaci da je datoteka ili oSte¢ena ili da je neovlasteno
mijenjana otkad ju je napisao softver Rotor-Gene.)

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed. (U¢itana datoteka postupka
nije potpisana. Ne moze se jamciti za sadrzaj te datoteke.)

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long. (Serijski broj uredaja nije
valjan. Serijski brojevi moraju imati najmanje $est znamenki.)

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. (Uredaj ¢e se sada ohladiti na <TEMPERATURA> stupnjeva. Komora i povrsine i dalje ¢e biti
jako vruéi pri otvaranju uredaja. Poduzmite potrebne mjere opreza i nosite zastitne rukavice ako dodirujete bilo
koju povrsinu ili epruvetu.)

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal placeholders
are matching. (Regionalne postavke za vase ra¢unalo proturjecne su. Provjerite podudaraju li se zadana mjesta
za valutu i decimalne brojeve.)

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. (Serijski broj unesen na zaslonu dobrodoslice <SERIJSKI BROJ1> ne odgovara
serijskom broju pohranjenom u prilozenom uredaju <SERIJSKI BROJ2>. Serijski broj racunala sada je azuriran da
odgovara povezanom uredaju.)

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer and then
retry. (Doslo je do problema pri komunikaciji s komunikacijskom plo¢om. Trebate ponovno pokrenuti raéunalo i
potom pokusati ponovno.)

There was a timeout attempting to talk to the instrument. Check it is correctly plugged in. (Isteklo je vrijeme pri
pokusaju komunikacije s instrumentom. Provijerite je li ispravno priklju¢en.)

This feature cannot be used in virtual mode. (Ova znacajka ne moze se upotrebljavati u virtualnom nacinu rada.)
This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not load

correctly. (Datoteka ovog profila izradena je u novijoj inacici softvera Rotor-Gene. Odredeni aspekti mozda se
nece to¢no ucitati.)

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the run may not
load correctly. (Datoteka ovog postupka izradena je u novijoj inacici softvera Rotor-Gene. Odredeni aspekti mozda
se nece to¢no ucitati.)
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This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not load
correctly. (Datoteka predlo$ka izradena je u novijoj inacici softvera Rotor-Gene. Odredeni aspekti mozda se nece
to¢no ugitati.)

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. (Ovaj softver izvest ¢e osnovnu simulaciju
uredaja u svrhe obuke i demonstracije. Ovu postavku mozZete onemoguciti na zaslonu Setup (Postavljanje) koji je
dostupan iz izbornika File (Datoteka).)

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the template
may not load correctly. (Ovaj predloZak izraden je u novijoj inacici softvera Rotor-Gene. Odredeni aspekti mozda
se nece to¢no ucitati.)

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the run. (Nije
moguce ucitati ovu datoteku predloska jer se rasporedi epruveta ne podudaraju. Postavite uzorke prije pokretanja
postupka.)

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. (Nije moguée pokrenuti
komunikacije s uredajem jer druga aplikacija ve¢ upotrebljava <COMPORT>. Provjerite jesu li aktivne druge
aplikacije koje upotrebljavaju taj isti serijski priklju¢ak i potom pokus$ajte ponovno.)

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded. (Pri poku$aju
ucitavanja datoteke pojavile su se pogreske koje se ne mogu otkloniti. Datoteka nije ucitana.)

You cannot stop the program while the run is in progress. (Ne mozete zaustaviti program dok je postupak u
tijeku.)

You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator to set up groups.
(Nemate dovoljno prava za uporabu softvera. Obratite se administratoru domene da bi se postavile skupine.)

You must have performed a quantitation analysis to export samples. (Da biste izvezli uzorke, morate izvesti
kvantifikacijsku analizu.)

You must select a COM port before continuing. (Prije nego $to nastavite, morate odabrati COM prikljuc¢ak.)

Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative location to save
your run. (Va$ se postupak nije mogao spremiti na zadanu lokaciju. U sljede¢em prozoru odaberite alternativnu
lokaciju za spremanje postupka.)

Your settings have been saved. Click OK to close the software. (Vase su postavke spremljene. Kliknite OK (U
redu) da biste zatvorili softver.)

You must select a rotor before continuing. (Prije nego $to nastavite, morate odabrati rotor.)

You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached. (Ne moZete
pokrenuti postupak dok ne oznacite potvrdni okvir da biste potvrdili da je priloZzen prsten za zaklju¢avanje.)

Poruke o podesavanju automatskog pojac¢anja

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. (Ru¢no prilagodavanje pojac¢anja
upotrebljava kanale koje ste definirali u svojem profilu. Buduci da u svojem profilu niste definirali tocke
prikupljanja, ne mozete izvoditi ruéno prilagodavanje pojacanja.)

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a valid

temperature. (Temperatura koju ste unijeli nije spremljena jer je izvan raspona uredaja. Unesite valjanu
temperaturu.)

Poruke urednika

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no spaces or
commas. (Unesite valjani kod skupine. Kodovi skupine moraju imati najvie 5 znakova i ne sadrzavaju razmake ili
zareze.)

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty. (Unesite valjani naziv
skupine. Nazivi skupine ne smiju sadrzavati zareze ili biti prazan.)

Poruke o kalibraciji opticke denaturacije

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. (Nije moguée postaviti to¢ku opticke denaturacije zbog pogreske denaturacije. Unesite
valjani broj sekundi za zadrzavanje. Vrijednost treba biti pozitivna.)

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. (Tijekom kalibracije opti¢ke denaturacije nije bilo moguée utvrditi vr$nu vrijednost taljenja. Razlog
moze biti odabir neispravne epruvete za kalibraciju ili uporaba neodgovarajuceg kemijskog sredstva za ovaj
uzorak. Umjesto toga izveden je profil vremenski odredenih koraka.)

OTV poruke
You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (Da biste izveli postupak, morate unijeti valjani OTV
serijski broj.)

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene software to
correct this error. (Ova datoteka potvrde temperature o$tecena je. Deinstalirajte i ponovno instalirajte softver
Rotor-Gene da biste ispravili tu pogresku.)
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This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed. (Ova datoteka postupka nije to¢no potpisana.
Rezultati se ne mogu prikazati.)

You cannot start until you tick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed correctly. (Ne
mozete poceti dok ne oznadite potvrdni okvir da biste potvrdili da je fluorescentni umetak ispravno postavljen.)

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement. (Ovom rotoru istekao je rok
trajanja. Obratite se svojem distributeru da biste dobili zamjenski.)

Poruke izbornika za sigurnost

Could not open the Windows user/group manager. (Nije moguce otvoriti upravitelja korisnicima / skupinom
programa Windows.)

Could not create groups. (Nije moguce izraditi skupine.)
Cannot modify access of inbuilt accounts. (Nije moguce izmijeniti pristup ugradenih racuna.)
Izbornik za analizu

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. (Odabrali ste samo jedan kanal za analizu. Da biste
odabrali viSe kanala, povucite pravokutnik oko kanala za koje Zelite da se prikazuju u prozoru za odabir analize.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels to be
analysed. (Odabrali ste viSe kanala za analizu. Ova tehnika analize dopusta analizu samo pojedina¢nih kanala.)
Poruke o mjerenju koncentracije

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you have your

highest concentration standard in the first rotor position. (Mjerenje koncentracije izvodi automatsku optimizaciju
pojacanja na prvom poloZaju rotora. Provjerite je li na prvom poloZaju rotora standard najvece koncentracije.)

Poruke o analizi zavrSne tocke
To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls

click OK. (Da biste primjenjivali analizu zavr$ne tocke, morate imati pozitivne i negativne kontrole u svakom
kanalu. Da biste definirali te kontrole, kliknite OK (U redu).)

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are analysing.
(Niste definirali nijednu pozitivhu kontrolu. Morate definirati pozitivne kontrole za svaki kanal koji analizirate.)

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you are
analysing. (Niste definirali nijednu negativnu kontrolu. Morate definirati negativne kontrole za svaki kanal koji
analizirate.)

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group. (Niste definirali nijednu
NTC kontrolu. Morate definirati NTC kontrole za svaku skupinu.)

Poruke o analizi taljenja velike razluc¢ivosti (High Resolution Melt, HRM)

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined. (Genotip <NAZIV GENOTIPA> nema definiranu
kontrolu.)

Duplicate genotype combinations are not allowed. (Nisu dopustene duplikatne genotipske kombinacije.)

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more information.
(Ovaj instrument ne podrzava taljenja velike razlucivosti. Obratite se svojem distributeru za viSe informacija.)
Poruke o analizi taljenja

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try again.
(Genotipovi se ne mogu definirati dok nisu postavljeni intervali. Definirajte intervale i pokuSajte ponovno.)

You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype. (Morate unijeti kraticu za genotip <NAZIV
GENOTIPA>.)

Poruke o analizi grafikona rasprsenosti

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. (Analiza grafikona raspr§enosti zahtijeva da izaberete to¢no dva kanala. Da biste odabrali vise
kanala, povucite kvadrat oko kanala koje Zelite prikazati u prozoru za odabir analize ili kliknite svaki kanal
istovremeno drzedi tipku SHIFT.)

Poruke o kvantifikacijskoj analizi
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...” (Znac¢ajka automatskog trazenja praga zahtijeva da definirate

najmanje dvije odabrane norme. Za postavljanje kliknite desnom tipkom na popis uzoraka i odaberite moguc¢nost
L,Edit Samples...” (Uredi uzorke...).)
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12 Glosar

Pojam Opis

Prikupljanje Podrazumijeva prikupljane fluorescentnih podataka. Svako prikupljanje (skupa fluorescentnih
podataka) s kanala prikazuje se u softveru u obliku neanaliziranih podataka u prozoru ,Raw
channel” (Neobradeni kanal). Ti podaci mogu se analizirati s pomo¢u moguénosti u izborniku
LAnalysis” (Analiza).

Intervali U analizi taljenja intervali su postavljeni da definiraju regiju u kojoj se o¢ekuje da ¢e se pojaviti
vrsna vrijednost taljenja. Genotipovi se mogu definirati na temelju prisutnosti vr$nih vrijednosti u
odredenim intervalima ili kombinacijama intervala.

CE-IVD Sukladnost s europskom Direktivom 98/79/EZ o in vitro dijagnostickim medicinskim proizvodima.

Kanal Kanal se sastoji od svjetle¢e diode (LED) s ekscitacijskim filtrom u paru s emisijskim filtrom. LED
i ekscitacijski filtar ekscitiraju uzorke na danoj valnoj duljini. Fluorescencija koju emitiraju uzorci
prolazi kroz emisijski filtar prije nego $to je detektira fotomultiplikator.

Pojacanje Rotor-Gene Q MDx upotrebljava fotomultiplikator za prikupljanje fluorescentnih fotona i njihovo
konvertiranje u elektronitke signale. Pojac¢anje je postavka kojom se odreduje osjetljivost
fotomultiplikatora. Ako je pojacanje postavljeno previsoko, signal je prezasi¢en. Ako je pojacanje
postavljeno prenisko, nije moguce razlikovati signal od pozadinskog Suma.

Optimizacija pojacanja Optimizacija pojacanja proces je u kojem se dinamicki prilagodava postavka pojacanja, ¢ime se
omogucuje odabir odgovarajuce postavke, Sto rezultira optimalnom detekcijom signala.

Loading Block Blokovi za postavljanje Loading Blocks aluminijski su blokovi dostupni u razli¢itim formatima koji
se upotrebljavaju za drzanje epruveta ili diskova Rotor-Discs tijekom postavljanja reakcije.
Blokovi Rotor-Disc Loading Blocks takoder se upotrebljavaju s alatom Rotor-Disc Heat Sealer da
bi se toplinski zabrtvili rotiraju¢i diskovi Rotor-Discs.

Locking Ring Prstenovi za zaklju¢avanje Locking Rings metalni su prstenovi koji se postavljaju na rotor da bi
se sprijecilo da se epruvete i Eepovi olabave tijekom rada instrumenta Rotor-Gene Q MDx.
Labavi Eepovi i epruvete mogu ostetiti instrument.

Rotor Metalni rotor drzi epruvete ili rotiraju¢e diskove Rotor-Discs u instrumentu Rotor-Gene Q MDx.
Omogucuije okretanje uzoraka u komori instrumenta i osigurava to¢nu poravnatost uzoraka s
opti¢kim sustavom. Rotor je pri€vr§¢en prstenom Locking Ring.

Rotor-Disc Rotirajuéi diskovi Rotor-Discs okrugle su plo¢e okomito postavljenih reakcijskih jazica. Dostupni
su formati rotirajucih diskova Rotor-Discs za 72 i 100 reakcija. Rotiraju¢i diskovi Rotor-Discs
zabrtvljeni su folijom Rotor-Disc Heat Sealing Film i alatom Rotor-Disc Heat Sealer.
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13 TehniCke specifikacije

QIAGEN zadrzava pravo na izmjenu specifikacija u bilo kojem trenutku.

13.1  Okolisni uvjeti — radni uvjeti

Napajanje 100 — 240 V AC, 50 — 60 Hz, 520 VA (vr$no)
Potro$nja elektricne energije 60 VA (stanje mirovanja)

Kolebanja napona mreznog napajanja ne smiju premasivati 10 % nazivnog
napona napajanja.

Osigura¢ Osigura¢ F5A 250 V

Rasprsivanje topline / toplinsko Prosjek: 0,183 kW (632 BTU/sat)
opterecenje Vréno: 0,458 KW (1578 BTU/sat)
Prenaponska kategorija 1l

Temperatura zraka 18 do 30 °C

Relativna vlaZznost 10 — 75 % (bez kondenzacije)
Nadmorska visina Do 2000 m

Mjesto rada Samo za uporabu u zatvorenom prostoru
Razina oneciscenja 2

Ekolo$ki razred 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Uvijeti prijevoza

Temperatura zraka —25 °C do 60 °C u pakiranju proizvodaca
Relativna vlaznost Maks. 75 % (bez kondenzacije)
Ekoloski razred 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Uvjeti pohrane

Temperatura zraka 15 °C do 30 °C u pakiranju proizvodaca
Relativna vlaznost Maks. 75 % (bez kondenzacije)
Ekoloski razred 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Mehanicki podaci i znaCajke hardvera

Dimenzije Sirina: 370 mm
Visina: 286 mm
Dubina (bez kabela): 420 mm
Dubina (vratasca otvorena): 538 mm
Masa 12,5 kg standardna konfiguracija
Kapacitet Do 100 uzoraka u jednom postupku ako se upotrebljava Rotor-Disc 100
Softver Softver Rotor-Gene Q, inacica 2.3.x (pri ¢emu je x = 0)
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13.5 Specifikacije (hardver i softver)

13.5.1 Toplinske specifikacije

Opis Specifikacija

Raspon temperature 35°Cdo99°C

(50 °C do 99 °C za cikliraju¢e primjene)

Tocnost temperature +0,5°C

(kalibrirano primjenom OTV postupka rotora Rotor-Disc)

Razlucivost temperature +0,02 °C

(najmanje povecanje koje se moze programirati)

Ujednacenost temperature +0,02 °C

13.5.2 Opticke specifikacije

Opis Specifikacija

Ekscitacijski izvori Svjetle¢e diode visoke energije
Detektor Fotomultiplikator

Vrijeme prikupljanja 4s
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14 Dodatak A — Pravni dokumenti

14.1 lzjava FCC

AmeriCko savezno povjerenstvo za komunikacije (United States Federal Communications
Commission, USFCC) (prema 47. CRF 15. 105) izjavilo je da korisnici proizvoda moraju biti
informirani o sljede¢im €injenicama i okolnostima.

,OVvaj je uredaj u skladu s dijelom 15. FCC-a: Rad uredaja podlozan je sljede¢im dvama uvjetima:
(1) ovaj uredaj ne smije uzrokovati Stetne smetnje i (2) ovaj uredaj mora prihvatiti sve primljene

smetnje, ukljucujuc¢i smetnje koje mogu uzrokovati nezeljen rad.”
,Ovaj digitalni uredaj razreda B sukladan je s kanadskom normom ICES-0003.”

Sljedeca tvrdnja odnosi se na proizvode obuhvacéene korisnic¢kim priruénikom, ako nije navedeno

drukgije. Tvrdnja za druge proizvode nalazit ¢e se u pripadajué¢oj dokumentaciji.

Napomena: Ova je oprema testirana i utvrdeno je da je u skladu s ogranienjima za digitalne
uredaje razreda B, u skladu s dijelom 15. Pravila FCC-a te da zadovoljava sve zahtjeve kanadske
norme ICES-003 za opremu koja uzrokuje interferenciju za digitalne uredaje. Ta su ograni¢enja
osmiSliena za pruzanje razumne zastite od Stetnih smetnji instalacija u stambenom podrucju. Ta
oprema generira, upotrebljava i moze emitirati radiofrekvencijsku energiju i, ako se ne postavi i
upotrebljava u skladu s uputama, moze uzrokovati Stetne smetnje radijskoj komunikaciji. Medutim,
nema jamstva da u odredenoj instalaciji nece do¢i do smetnje. Ako ova oprema uzrokuje Stetne
smetnje radijskom ili televizijskom prijmu, Sto se moze utvrditi isklju€ivanjem i uklju¢ivanjem opreme,

korisniku se savjetuje da poku$a popraviti Stetne smetnje primjenom jedne ili viSe od sljedecih mjera:

® Ponovno orijentirajte ili promijenite lokaciju antene koja prima signal.

® Povecajte razmak izmedu opreme i prijamnika.

® Povezite opremu u prikljuc¢ak na strujnom krugu koji je razli€iti od kruga na koji je povezan
prijamnik.

Pomo¢ potrazite kod distributera ili iskusnog tehni€ara za radijske/televizijske prijamnike.
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14.2 Uskladenost s normom IEC EN 61326

Instrument Rotor-Gene Q MDx uskladen je sa zahtjevima za emisije interferencije i imunitet
interferencije koji su opisani u normama IEC 61326-1i IEC 61326-2-6.

Tvrtka QIAGEN GmbH Njemacka nije odgovorna ni za kakve radio-televizijske smetnje
uzrokovane neovlastenim preinakama ove opreme ili zamjenom ili priklju¢ivanjem priklju¢nih
kabela i opreme koju nije navela tvrtka QIAGEN GmbH, Njemacka. Za ispravljanje smetnji

uzrokovanih neovlastenom preinakom, zamjenom ili prikljuivanjem bit ¢e odgovoran korisnik.
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14.3 Izjava o sukladnosti
Naziv i adresa zakonitog proizvodaca
QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden
Njemacka

Najnoviju izjavu o sukladnosti mozete zatraziti od Tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN.
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14.4 Otpadna elektricna i elektroniCka oprema (Waste Electrical and
Electronic Equipment, WEEE)

Ovaj odjeljak sadrzava informacije o tome kako Korisnici trebaju odlagati otpadnu elektriénu i

elektroni¢ku opremu.

Simbol prekrizene kante za otpad na kotacima (pogledajte u nastavku) oznacuje da se taj proizvod
ne smije odlagati s ostalim otpadom; mora se odnijeti u odobreno postrojenje za obradu ili

predvidene sabirne toCke za recikliranje, u skladu s lokalnim zakonima i propisima.

Odvojeno sakupljanje i recikliranje otpadne elektroni¢ke opreme prilikom odlaganja pomaze u
oc€uvaniju prirodnih resursa i omogucuje recikliranje proizvoda na nacin koji stiti ljudsko zdravlje i

okolis.

Uslugu recikliranja tvrtka QIAGEN moze pruziti na zahtjev, uz dodatan troSak. U Europskoj uniji,
u skladu s posebnim zahtjevima za recikliranje otpadne elektri¢ne i elektroni¢ke opreme (OEEO)
i kada QIAGEN isporuéuje zamjenski proizvod, omoguceno je besplatno recikliranje elektronicke

opreme s oznakom otpadne elektri¢ne i elektroniCke opreme (OEEO).

Za recikliranje elektronicke opreme obratite se lokalnom prodajnom uredu tvrtke QIAGEN u
kojemu ¢Eete dobiti potrebni obrazac za povrat. Nakon $to predate zahtjev, tvrtka QIAGEN javit ¢e
vam se kako bi zatrazila daljnje informacije za zakazivanje sakupljanja elektroni¢kog otpada ili

kako bi vam pruzila pojedina&nu ponudu.
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14.5 Klauzula o odgovornosti

QIAGEN se oslobada svih obveza u okviru jamstva u slu€aju da popravke ili preinake izvrSe osobe
koje nisu njegovo osoblje, osim u sluajevima kada QIAGEN da svoje pisano odobrenje za

provodenje takvih popravaka ili preinaka.

Za sve materijale zamijenjene u okviru ovog jamstva, jamstvo vrijedi samo u trajanju izvornog
jamstvenog razdoblja i ni u kojem slu¢aju nakon datuma isteka izvornog jamstva, osim ako to
pisanim putem odobri sluzbenik tvrtke QIAGEN. Za uredaje za ocitavanje, uredaje za povezivanje
i povezani softver jamstvo Ce vrijediti samo u razdoblju koje je ponudio izvorni proizvodac tih
proizvoda. lIzjave i jamstva bilo koje osobe, ukljuujuci predstavnike tvrtke QIAGEN, koje nisu
dosljedne ili su u sukobu s uvjetima u ovom jamstvu nisu obvezujuce za tvrtku ako nisu u pisanom
obliku i ako ih ne potvrdi sluzbenik tvrtke QIAGEN.
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14.6 Ugovor o softverskoj licenciji

1. U sljedeéem ugovoru nazivom ,Qiagen” obuhvaceni su drustvo Qiagen GmbH i njegova
pridruzena drustva, a pojam ,softver” znaci programi i podaci isporu€eni na fizickom mediju (npr.
CD-ROM-u) ili preko interneta pod ovim uvjetima. (Ako niste sigurni u neki aspekt ovog ugovora
ili ako imate pitanja, trebate se obratiti porukom e-poste na adresu support@giagen.com.) Softver
i sva pripadaju¢a dokumentacija u cijelosti su razvijeno o privatnom trosku. Isporuceni su i

licencirani kao ,komercijalni racunalni softver”.
2. Licencija

VaSom licencijom ne prenosi se nikakav naslov ili vlasniStvo nad softverom te ona ne predstavlja
prodaju prava na softver. Tvrtka Qiagen jam¢i vam neprenosivu i neekskluzivnu licenciju prema

slijedecim uvjetima:

2.1 U svojoj organizaciji smijete upotrebljavati neograni€eni broj primjeraka softvera pod uvjetom
da softveru radi uporabe mogu pristupiti samo zaposlenici organizacije te da je vasSa organizacija
trenutacni vlasnik instrumenta Rotor-Gene Q. Stavljanje ovog softvera na raspolaganje za

uporabu izvan organizacije predstavlja povredu ovog ugovora.

2.2 Smijete izraditi samo onoliko kopija softvera koliko ih je potrebno u svrhe sigurnosnog
kopiranja ili kada se kopira klju€an korak u ovlastenoj uporabi softvera. Ne smijete reproducirati
napomene o autorskim pravima s izvornog softvera na kopije. Ni pod kojim uvjetima ne smijete
kopirati softver na neku oglasnu plo€u, internetsko web-mjesto ili neki sliéni javni ili privatni

distribucijski sustav.

2.3 Softver ne smijete staviti na raspolaganje nijednoj trecoj strani darovanjem, posudbom ili

najmom.

2.4 Softver ili bilo koji njegov dio ne smijete inkorporirati u programe ili racunalne sustave koje vi

razvijete ili upotrebljavate.

2.5 Ne smijete upotrebljavati ili na drugi nacin stvarati podatkovne datoteke ili ostale datoteke koje

softver obraduje (osim u slu€¢ajevima tijekom uobi¢ajenog rada softvera).

2.6 Nijedan dio softvera ne smijete rastavljati, primjenjivati obrnuti inzenjering, obrnuto kompilirati,
otklju€avati ili prevoditi te ne smijete pokuSavati otkriti izvorni kdd ili temeljne algoritme softvera.
Ne smijete izmjenjivati podatkovne datoteke ili druge datoteke koje Cine softver (osim u

slu€ajevima tijekom uobi¢ajenog rada softvera).
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2.7 Ako je ovo demonstracija ili probna inadica softvera, licencirani ste samo za uporabu softvera
u evaluacijske svrhe te u okviru opisanih ograni¢enja (kao 5to su vremensko ograniCenje,
ogranien broj izvedbi ili druga ograni¢enja). Ovaj softver moze pokusati provoditi navedena
ograni¢enja. Neuspjeh softvera pri provedbi navedenih ograni¢enja ne predstavlja licenciju za vas

koja bi vam omogudila da prelazite ta ograni¢enja.

2.8 Suglasni ste pribaviti sve nuzne registracije / licencne klju¢eve samo od tvrtke Qiagen ili
njezina ovlastena distributera. Takoder ste suglasni navedeni klju¢ Cuvati strogo povjerljivim od
svih trecih strana.

3. Raskid

3.1 Ako se ne pridrzavate uvjeta i odredbi ove licencije, tvrtka Qiagen ima pravo raskinuti ovaj
Ugovor o licenciji ne dovodedi u pitanje ostala prava.

3.2 U roku od sedam dana od raskida ovog Ugovora o licenciji duzni ste tvrtki Qiagen dostaviti
dopis potvrdujuci da ste unistili izvornik i sve kopije softvera kao i sve kopije registracije / licencnog
klju€a. Ovaj Ugovor o licenciji mozete raskinuti u bilo kojem trenutku slanjem takva dopisa.

4. Ograni¢eno jamstvo / odgovornost

4.1 Tvrtka Qiagen jam¢&i vam samo sljedece:

a) Ako je softver isporu¢en na CD-ROM-u, na tom CD-ROM-u nema greSaka u materijalima i
izvedbi tijekom uobi¢ajene uporabe tijekom razdoblja od 90 dana od datuma kupnje. (Sve CD-
ROM-ove s greSkom besplatno éemo zamijeniti.)

b) Ako se ispravno upotrebljava, softver ¢e biti u skladu s dokumentacijom isporu¢enom sa
softverom ili drugim specifikacijama koje izda tvrtka Qiagen tijekom razdoblja od 90 dana od
datuma kupnje.

4.2 O cjelokupnoj odgovornosti tvrtke Qiagen i vaSem iskljuivom pravnom lijeku odlu€uje tvrtka
Qiagen izmedu naknade u vrijednosti od dvjesto i pedeset americkih dolara (250 USD) ili zamjene

softvera koji ne zadovoljava uvjete ograni¢enog jamstva.

4.3 UZ 1IZNIMKU JAMSTAVA 1Z PRETHODNO NAVEDENE TOCKE 4.1 | U NAJVECOJ
ZAKONSKI DOPUSTENOJ MJERI TVRTKA QIAGEN NE DAJE DRUGA JAMSTVA U POGLEDU
SOFTVERA.
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4.4 U NAJVECOJ ZAKONSKI DOPUSTENOJ MJERI TE NI U KAKVIM OKOLNOSTIMA | NI POD
KOJOM PRAVNOM TEORIJOM, NI PREMA KAKVIM STETNIM RADNJAMA, UGOVORU ILI
OSTALOM TVRTKA QIAGEN NECE SNOSITI ODGOVORNOST PREMA VAMA ILI BILO KOJOJ
DRUGI OSOBI ZA BILO KAKVE NEIZRAVNE, POSEBNE, SLUCAJNE ILI POSLJEDICNE
STETE BILO KAKVE VRTSE, UKLJUCUJUCI, MEPU OSTALIM, ODSTETE RADI GUBITKA
UGLEDA (GOODWILL), OBUSTAVE RADA, OSTECENJA ILI KVARA RACUNALA ILI SVIH
OSTALIH KOMERCIJALNIH OSTECENJA ILI KVAROVA, CAK | AKO JE TVRTKA QIAGEN
INFORMIRANA O MOGUCNOSTI TAKVIH OSTECENJA. U SVAKOM SLUCAJU,
CJELOKUPNA ODGOVORNOST TVRTKE QIAGEN NA TEMELJU OVOG UGOVORA
OGRANICIT CE SE NA PLACANJE NAKNADE ZA LICENCIJU KOJU PLACATE ZA SOFTVER.
TO OGRANICENJE OD ODGOVORNOSTI NE PRIMJENJUJE SE NA ODGOVORNOST ZA
SMRT ILI TJELESNU OZLJEDU U MJERI U KOJOJ NADLEZNO PRAVO ZABRANJUJE TAKVO
OGRANICENJE.
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15 Prilog B — MatematiCke tehnike

U ovom prilogu detaljnije se opisuju primijenjene matematicke tehnike.
15.1 Kvantifikacija

IzraCunane koncentracije dobivene su jednostavnim modelom linearne regresije, s poznatim

vrijednostima log koncentracija (x) i eksperimentalni vrijednostima CT-a (y).

Log koncentracije i vrijednosti CT-a standardi su koji se upotrebljavaju za izradu modela u obliku:
y=Mx+B

15.1.1 Intervali pouzdanosti za izraunane koncentracije

Sljedeci interval pouzdanosti 100(1- a) % upotrebljava se za procjenu nove opservacije x0 od

standardne krivulje.

To je interval pouzdanosti za pojedinanu nepoznatu koncentraciju.

Pretpostavir -~ la postoji k daljnjih opservacija, pri €emu je x = x0 te ozna¢imo njihovu prosje¢nu

vrijednost s * 0. Potom

. .. -”Tz
1JII|:| ~ I\ (g + Hyag. —)
IIl.
i argumenti sli¢ni prethodnima daju
Yo — o 5 1 | (1p — 712 4 .
— (= ——— )Tty 24/2
1 1 ke n Srx '

Ovom formulom odreduje se kako se utvrduju intervali pouzdanosti za koncentracije nepoznatih

replika.
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Za procjenu normi moze se izracunati uzi interval pouzdanosti:
- e P "
Yo — o L5 I {ag — )=
] ] n Sze

Ovom formulom implicira se da se dodavanjem replika standardnoj pojedinacnoj koncentraciji
smanjuje Sirina intervala za sve procjene kako se n povecava. Dodavanje velikog broja replika
nepoznatom smanjuje njegovu nesigurnost do one pojedinaéne norme. Dodatne replike smanjuju
nesigurnost zbog nepoznatog koji ne ¢ini dio linearnog modela.
15.1.2 Intervali pouzdanosti za vrijednosti CT-a

Pretpostavljamo da je pogreska u vrijednostima CT-a replike linearna i uobi¢ajeno distribuirana.

Stoga se upotrebljava interval One-Sample t Confidence Interval. Neka je p srednja vrijednost za
vrijednosti CT-a replike I e Tada interval pouzdanosti 100(1— a) % za vrijednosti

(J' —tlajan-1-—= T tlafan 1 _)
W 7 v

Zeljeli bismo zahvaliti Peteru Cooku s Odsjeka za matematiku Sveugilista NSW-a, Sydney,

CT-a y iznosi:

Australija, €ija je pomo¢ pri potvrdi primijenjenih matematickih pristupa bila nezamjenjiva.
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16 Informacije za narucCivanje

16.1  Proizvodi, dodatne oprema i potrosni materijal Rotor-Gene Q MDx

Proizvod

Sadrzaj

Kat. br.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx 6plex

Dodatna oprema

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Cikler za Real-time PCR s 5 kanala (zeleni, zuti,
narancasti, crveni, tamnocrveni), prijenosno
raCunalo, softver, dodatna oprema, jednogodi$nje
jamstvo na dijelove te rad

Cikler za Real-time PCR i analizator High
Resolution Melt Analyzer s 5 kanala (zeleni, zuti,
narancasti, crveni, tamnocrveni) plus kanal za
taljenje velike razlucivosti (High Resolution Melt,
HRM), prijenosno racunalo, softver, dodatna
oprema, jednogodisSnje jamstvo na dijelove te rad

Cikler za Real-time PCR sa 6 kanala (plavi,
zeleni, zuti, narancasti, crveni, tamnocrveni),
ukljucujuéi prijenosno racunalo, softver, dodatna
oprema, jednogodis$nje jamstvo na dijelove te rad

Komplet uklju€uje: 2 Rotor-Disc, pakiranje od

100 komada, 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

30 pojedinaéno pakiranih diskova za
3000 reakcija

10 x 30 pojedinacno pakiranih diskova za
30 000 reakcija

Za pohranu 100 diskova Rotor-Disc u instrumentu
Rotor-Gene Q MDx; zahtijeva Rotor-Disc 100
Locking Ring

Za zaklju€avanje rotirajuéeg diska Rotor-Disc 100
u rotoru Rotor-Disc 100 Rotor

Aluminijski blok za ru¢no i automatsko
postavljanje reakcije u diskovima Rotor-Disc 100
diskova

9002022

9002032

9002042

Na upit

981311

981313

9018895

9018896

9018909
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Proizvod

Sadrzaj

Kat. br.

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Locking
Ring

Rotor-Disc 72 Loading
Block

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well
Rotor

Pomo¢ za ispravno oznacivanje tijekom ru¢nog
postavljanja reakcije na blok Rotor-Disc Loading
Block

Instrument za toplinsko brtvljenje za uporabu s
rotiraju¢im diskovima Rotor-Discs; zahtijeva
Rotor-Disc 72 ili 100 Loading Block

60 folija za brtvljenje Rotor-Disc 100 ili Rotor-Disc
72 diska

10 x 60 folija za brtvljenje Rotor-Disc 100 ili
Rotor-Disc 72 diska

Komplet uklju€uje: 3 Rotor-Disc pakiranje od

72 komada, Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-Disc
Heat Sealing Film, Rotor-Disc 72 Rotor i Locking
Ring, Rotor-Disc 72 Loading Block, Rotor-Disc
Pipetting Aid

24 pojedinacno pakirana diska za 1728 reakcija

10 x 24 pojedinacno pakirana diska za
17 280 reakcija

Za pohranu 72 diska Rotor-Disc u instrumentu
Rotor-Gene Q MDx; zahtijeva Rotor-Disc 72
Locking Ring

Za zaklju€avanije rotiraju¢eg diska Rotor-Disc 72
u rotoru Rotor-Disc 72 Rotor

Aluminijski blok za ru€no i automatsko
postavljanje reakcije u diskovima Rotor-Disc 72
diska

250 stripova po 4 epruvete i Cepova za
1000 reakcija

10 x 250 stripova po 4 epruvete i Cepova za
10 000 reakcija

Za drzanje epruveta i Cepova Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml; zahtijeva se Locking Ring 72-Well
Rotor

Za zaklju¢avanje epruveta i cepova Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml u rotor 72-Well Rotor

9018897

9018898

981601

981604

Na upit

981301
981303

9018899

9018900

9018910

981103

981106

9018903

9018904
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.
Loading Block 72 x Aluminijski blok za ru€no postavljanje reakcije s 9018901
0.1 ml Tubes jednokanalnom pipetom sa 72 epruvete od 0,1 ml
Loading Block 72 x Aluminijski blok za postavljanje reakcije s 9018902
0.1 ml Multi-channel viSekanalnim pipetama sa 72 epruvete x 0,1 ml
PCR Tubes, 0.2 mi 1000 epruveta s tankim stijenkama za 981005
(1000) 1000 reakcija
PCR Tubes, 0.2 mi 10 x 1000 epruveta s tankim stijenkama za 981008
(10000) 10 000 reakcija
36-Well Rotor Za drzanje epruveta PCR Tubes, 0.2 ml; 9018907

zahtijeva prsten za zaklju¢avanje 36-Well Rotor
Locking Ring
36-Well Rotor Locking Za zaklju¢avanje epruveta PCR Tubes, 0.2 ml, u 9018906
Ring rotoru 36-Well Rotor
Loading Block 96 x Aluminijski blok za ru€no postavljanje reakcije sa 9018905
0.2 ml Tubes standardnim rasporedom 8 x 12 s 96
epruveta x 0,2 ml
Rotor-Disc OTV Kit Komplet za opti¢ku potvrdu temperature 981400
sustava Rotor-Gene ukljuéuje Rotor-Disc
prethodno napunjen termokromatskim teku¢im
kristalima, fluorescentni umetak, zahtijeva Rotor-
Disc 72 Rotor i prsten za zaklju€avanje Locking
Ring ili komplet Rotor-Disc 72 Starter Kit
Rotor Holder Metalni samostojeci drZza€ za grupiranje epruveta 9018908

Azurirane informacije o licenciranju i izjave o odricanju odgovornosti specificne za proizvod
potrazite u odgovaraju¢em priruéniku za komplet ili korisni¢kom priruéniku tvrtke QIAGEN.
Priruénici za komplete tvrtke QIAGEN i korisnicki priru¢nici dostupni su na www.giagen.com ili ih
mozete zatraziti od TehniCke sluzbe tvrtke QIAGEN ili svojeg lokalnog distributera.

i rotirajucih diskova Rotor-Discs u rotore
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17 Povijest revizija dokumenta

Datum Izmjene

R1, veljaca 2022. Prvo izdanje
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Ugovor o ograniéenoj licenciji za Rotor-Gene Q MDx
Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sliedece uvjete:

1. Proizvod se smije upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporuceni s proizvodom i ovim Uputama za uporabu i namijenjen je samo za uporabu s
komponentama koje su sadrzane u kompletu. Tvrtka QIAGEN ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasni$tvo za uporabu ili ugradivanje komponenata ovog
kompleta s bilo kojom komponentom koja nije uklju¢ena u ovaj komplet, osim kako je opisano u protokolima koji su isporuéeni s proizvodom, ovim Uputama za uporabu
i dodatnim protokolima dostupnima na stranici www.giagen.com. Neke od tih dodatnih protokola ustupili su korisnici tvrtke QIAGEN drugim korisnicima tvrtke QIAGEN.
Tvrtka QIAGEN nije temeljito ispitala niti optimizirala te protokole. QIAGEN ne daje na njih nikakva jamstva niti jaméi da ne kr3e prava trecih strana.

Osim izri¢ito navedenih licencija, QIAGEN ne jamc¢i da ovaj komplet i/ili njegova uporaba ne krsi prava tre¢ih strana.

Ovaj komplet i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati.

QIAGEN se odri¢e svih drugih licencija, izri€itih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

ok

Kupac i korisnik kompleta potvrduju da nece poduzeti niti dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do kr§enja prethodno navedenih odredbi ili
omoguditi njihovo kréenje. QIAGEN moze provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potrazivati sve sudske trodkove i
troSkove postupka istraZivanja, ukljuCujuci troskove odvjetnika, za svaku radnju s ciliem provedbe ovog Ugovora o ogranicenoj licenciji ili bilo kojeg svojeg prava
intelektualnog vlasnistva povezanog s kompletom i/ili njegovim komponentama.

Azurirane uvjete licencije potrazite na adresi www.giagen.com

Zastitni znakovi: 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 ili njegova pridruzena drustva);
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.). Registrirani nazivi, zastitni znakovi itd. upotrijebljeni u ovom dokumentu, ¢ak i ako nisu posebno oznaceni kao takvi, ne smiju se smatrati zakonski
nezasti¢enima. Registrirani nazivi, zastitni znakovi itd. upotrijebljeni u ovom dokumentu, ¢ak i ako nisu posebno oznac¢eni kao takvi, ne smiju se smatrati zakonski nezasticenima.

TeeChartOffice: Autorsko pravo 2001. — 2013. David Berneda. Sva prava pridrzana.

Za zemlje na koje se to primjenjuje:

Ovaj real-time termocikler licenciran je u skladu s patentnim pravima u SAD-u na &ekanju za uredaj ili sustav kojim se obuhvacaju automatizirani termocikleri s fluorescentnim
detektorima i kojim se traZi prioritet prema serijskom broju u SAD-u 07/695,201 i odgovaraju¢im zahtjevima u bilo kojem stranom odgovarajuéem patentu u viasnistvu tvrtke
Applied Biosystems LLC, na svim podrucjima, ukljucujui istraZivanje i razvoj, sva primijenjena podrucja te in-vitro dijagnostiku u ljudi i Zivotinja. Nikakvo se pravo ne prenosi
izricito, implicitno ili estoppelom ni za koji patent za metode u stvarnom vremenu, uklju€ujuéi, medu ostalim, 5 ispitivanja nukleaze, ili bilo koji patent kojim se polaZe pravo na
reagens ili komplet. Za dodatne informacije o kupnji dodatnih prava obratite se direktoru za licenciranje tvrtke Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City,
California, 94404, SAD.

Za zemlje na koje se to primjenjuje:

Kupnja ovog proizvoda uklju€uje ograni¢enu licenciju koja se ne moze prenijeti na jedan ili viSe patenata SAD-a br. 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; na patentne zahtjeve u SAD-u br. 2003-0224434 i 2006-0019253 te na PCT patentni
zahtjev br. WO 2007/035806 kao i na sve nastavke prijava ili razdvojene prijave i odgovarajuce zahtjeve za patente i patentne prijave izvan Sjedinjenih Americkih Drzava u
vlasnistvu Zaklade za istrazivanje Sveudilidta Utah, tvrtki Idaho Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH i/ili Roche Diagnostics GmbH samo za in-vitro dijagnostiku u ljudi i
Zivotinja. Nikakvo se pravo ne prenosi izri¢ito, implicitno ili estoppelom ni za koji reagens ili komplet, niti pod bilo kojim drugim patentnom ili patentnim zahtjevima u vlasnistvu
Zaklade za istrazivanje Sveucilidta Utah, tvrtki Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH ili bilo koje tre¢e strane. Ovim se proizvodom moze se rukovati samo s
ovlastenim reagensima kao $to su cjelovito zasti¢eni kompleti i ispitivanja tvrtke QIAGEN. Za informacije o kupnji licencija za in-vitro dijagnosticke primjene ili reagense obratite
se drustvu Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, SAD.

HB-3090-001 02/2022 © 2022 QIAGEN, sva prava pridrzana.
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