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Bezpecnostni informace

A

1 Bezpecénostni informace
Pred tim, nez za¢nete pouzivat Rotor-Gene Q je nezbytné, abyste si precetli
uzivatelskou pfiru¢ku a obzvlasté vénovali pozornost bezpecnostnim
informacim. Instrukce a bezpenostni informace obsazené v uzivatelské
pfiruéce musi byt dodrzovany kvdli zajisténi bezpeéného provozu pfistroje a
jeho udrzZeni ve spolehlivém stavu.
V pfirucce se objevuji bezpecnostni informace nasledujicich typu.
,,VAROVANI“ Pojem VAROVANI se objevuje, aby vas varoval pied situacemi,
které mohou vyustit ve zranéni vas nebo dalSich osob.
A Detaily o této situaci jsou uvedeny v kolonce, jako je tato.
Pojem UPOZORNENI se objevuje, aby vas informoval o situaci,
ktera muze vyustit v poSkozeni pfistroje nebo jiného zafizeni.
Detaily o této situaci jsou uvedeny v kolonce, jako je tato.
Rady v této pfiru¢ce slouzi jako podplrné pokyny. Nemaji za ukol nahradit
obvyklé pozadavky na bezpecnost platné v dané zemi.
1.1 Spravné pouzivani
VAROVANI/ | Riziko osobniho zranéni a materialnich $kod w1
UPOZORNEN]J“ | Nespravné pouZivani pfistroje Rotor-Gene Q MDx muZe zpusobit

zranéni osob nebo poSkozeni pfistroje.

S pristrojem Rotor-Gene Q MDx muze manipulovat jen
kvalifikovany, fadné vySkoleny, personal.

Opravy pfistroje Rotor-Gene Q MDx musi byt provadény vyhradné
odborniky servisniho oddéleni firmy QIAGEN.

Udrzbu provadéijte, jak je uvedeno v Sekci 9. Za nutné opravy, které vzniknou
nespravnou udrzbou, si spolecnost QIAGEN uctuje poplatky.

VAROVANI/
UPOZORNENI*

A\

Riziko osobniho zranéni a materialnich Skod [W2]
Rotor-Gene Q MDx je tézky pfistroj. Abyste se vyhnuli osobnimu
zranéni nebo posSkozeni pristroje, budte opatrni, kdyz ho zdvihate.
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VAROVANI/ | Riziko osobniho zranéni a materialnich $kod (W3]
UPOZORNENI“ | Nepokouseijte se pohybovat pfistrojem Rotor-Gene Q MDXx,
A zatimco je v chodu.
Poskozeni pristroje [c1]
"UPOZORNENI“| Vyhybejte se vyliti vody nebo chemikalii na pfistroj Rotor-Gene Q
MDx. Na Skody zpusobené rozlitim vody nebo chemikalii se
A nevztahuje zaruka.

Poznamka: V pfipadé nutnosti vypnéte pfistroj Rotor-Gene Q MDx
vypinatem na zadni strané pfistroje a odpojte napdjeci kabel od zdroje
energie.

VAROVANI/
UPOZORNENI

A

Riziko osobniho zranéni a materialnich Skod w4]
NepokousSeijte se otevrit viko v pribéhu experimentu, nebo kdyz se
Rotor-Gene Q MDx toci. V opacném pfipadé, pokud prekonate
zamek vika a sahnete dovnitf, riskujete kontakt s ¢astmi, které jsou
horké, pod proudem nebo se pohybuji vysokou rychlosti, a mizete
si pfivodit zranéni nebo poskodit pfistroj.

VAROVANi/
UPOZORNEN*

A

Riziko osobniho zranéni a materialnich skod

Pokud potfebujete experiment rychle zastavit, vypnéte pfivod
elektfiny do pfistroje, a pak otevfete viko. Nechte komoru
zchladnout, nez sahnete dovnitf. Jinak riskujete zranéni zplisobené
kontaktem s ¢astmi, které jsou horké.

W]

VAROVANI/

Riziko osobniho zranéni a materialnich skod

A

[wel
UPOZORNEN;J* | Pokud bude zafizeni vyuzivano zpusobem, ktery vyrobce neuvadi,
C ochrana, kterou zafizeni skyta, mize byt omezena.
Riziko osobniho zranéni a materialnich skod w7]
VAROVANI/ | Uvolnény papir pod pfistrojem Rotor-Gene Q MDx brani
UPOZORNENI“ | ochlazovani pfistroje. DoporuCujeme, aby v prostoru pod pfistrojem

byly odstranény vSechny nepatficné pfedméty.

A\

"UPOZORNENI*

Poskozeni pristroje . [c21
Vzdy pouzivejte zamykaci krouzek na rotoru. Ten brani tomu, aby
Cepicky odlétly ze zkumavek. Pokud by ¢epicky vylétly v prabéhu
experimentu, mohly by poskodit komoru.

1-2
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Pokud se dotknete pfistroje Rotor-Gene Q MDx béhem experimentu a jste
nabiti statickou elektfinou, mize v krajnich pfipadech dojit k resetovani
pristroje Rotor-Gene Q MDx. Nicméné software pfistroj Rotor-Gene Q MDx
opét nastartuje a bude pokracovat v experimentu.

1.2 Elektrické zabezpeceni

Odpoijte kabel pFivodu elektrické energie od zdroje pfed tim, nez pfikrocite k

opravam.
Riziko zasahu elektrickym proudem [we

VAROVAN]J*“ | Jakékoli poruseni ochranného vodice (uzemnéni) uvnitf nebo vné
pfistroje nebo odpojeni zasuvky ochranného vodite pravdépodobné
A zpusobi, ze pFistroj bude nebezpecny. Zameérné odpojeni je

zakazano.

Smrtelné napéti uvnitr pristroje.

Kdyz je pfistroj pfipojen ke zdroji energie, je mozné, Zze zasuvky
budou pod proudem, a pokud otevrete kryty nebo vyjmete nékteré
Casti, je pravdépodobné, Ze tim tyto &asti odkryjete.

Abyste zajistili uspokojivé a bezpecné fungovani pfistroje Rotor-Gene Q
MDx, drzte se nasledujicich pokyn(:
B Napdjeci kabel musi byt pfipojen ke zdroji elektfiny, ktery ma ochranny
vodi¢ (uzemnéni).
B Neupravujte ani nenahrazujte vnitini souéastky pfistroje.
Nemanipulujte s pfistrojem, pokud jsou odejmuty jakékoli kryty nebo &asti.

Pokud se uvnitf pFistroje vylila néjaka tekutina, vypnéte pfistroj, odpojte ho od
zdroje energie a kontaktujte technické sluzby spolec¢nosti QIAGEN.
Pokud se pfistroj stane elektricky nebezpeénym, zajistéte, aby s nim nikdo
nemanipuloval, a kontaktujte technické sluzby spole¢nosti QIAGEN. Pfistroj
muze byt elektricky nebezpecny, kdyz:

B Se zd4, Ze pfistroj nebo kabel ke zdroji napéti je poSkozeny.

B Byl pfistroj ulozen v nepfiznivych podminkach pfili§ dlouhou dobu.

m Byl pfistroj vystaven naronym pfepravnim podminkam.

Elektrické riziko (W]
VAROVANI“ | Pristroj ma stitek s informacemi o elektrické shodé, kde je uvedeno
jak napéti a frekvence zdroje energie, tak hodnoty pojistek. S
A pfistrojem by se mélo manipulovat jen za téchto podminek.
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1.3 Prostiedi

Operaéni podminky

_VAROVANI*

A\

Vybusna atmosféra [W10]
Rotor-Gene Q MDx neni navrZen pro fungovani ve vybusné
atmosfére.

"UPOZORNEN:I*

A\

Poskozeni pristroje [c3]
PFimé slunec¢ni svétlo miize zpusobit vyblednuti nékterych ¢asti
pfistroje a zpUsobit poskozeni plastovych dilu.

Rotor-Gene Q MDx musi byt umistén mimo pfimé slunec¢ni svétlo.

1.4 Biol

ogicka bezpecnost

Se vzorky a €inidly obsahujici materialy z biologickych zdroju by mélo byt
nakladano jako s potencialné infekénimi. VyuZzivejte bezpelnostni laboratorni
postupy, které jsou uvedeny v publikacich,

jako je Biologicka bezpecnost v mikrobiologickych a biozdravotnickych
laboratofich, HHS (www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

Vzorky

Vzorky mohou obsahovat infekéni Ccinitele. Méli byste mit na védomi
zdravotni rizika, ktera tyto Cinitelé predstavuji, a méli byste tyto vzorky
pouzivat, uchovavat a odstrafiovat podle pfislusnych bezpeé&nostnich reguli.

,VAROVANI*

A

Vzorky obsahujici infekéni €initele W11]
Nékteré vzorky, které se pouzivaji s timto pfistrojem, mohou
obsahovat infekeni Cinitele. Nakladejte s takovymi vzorky s nejvétsi
opatrnosti a v souladu s pozadovanymi bezpe&nostnimi regulemi.
Vzdy noste bezpelnostni bryle, dvoje rukavice a laboratorni plast.
Zodpovédna osoba (napf. vedouci laboratofe) musi provést
nezbytna prfedbé&zna opatfeni, aby zajistil, Ze okolni prostfedi bude
bezpeéné a ti, ktefi budou s pfistrojem manipulovat, jsou vhodné
vySkoleni a nevystavuji se riskantnim drovnim infekénich Giniteld,
jak je definovano v pfislusnych bezpecnostnich listech (MSDSs)
nebo dokumentech OSHA, * ACGIH,T nebo COSHH?.

Odvétravani vypar( a odstranéni odpadu musi byt v souladu se
vdemi narodnimi, statnimi a mistnimi zdravotnickymi a
bezpecnostnimi regulemi a zakony.

1-4
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1.5 Chemikalie
Nebezpecné chemikalie W12]
VAROVANI“ | Nékteré chemikalie, které se pouZivaji s timto pfistrojem, mohou

A\

byt nebezpeCné nebo se nebezpelnymi stanou po dokonceni
protokolarniho béhu.

Vzdy noste bezpecnostni bryle, rukavice a laboratorni plast.
Zodpovédna osoba (napf. vedouci laboratofe) musi provést
nezbytna predbézna opatieni, aby zajistil, Ze okolni prostfedi bude
bezpecné a ti, ktefi budou s pfistrojem manipulovat, jsou vhodné
vySkoleni a nevystavuji se riskantnim uUrovnim toxickych latek
(chemickych nebo biologickych), jak je definovano v pfisluSnych
bezpecnostnich listech (MSDSs) nebo dokumentech OSHA, *
ACGIH," nebo COSHH".

Odvétravani vyparl a odstranéni odpadu musi byt v souladu se
vSemi narodnimi, statnimi a mistnimi zdravotnickymi a
bezpelnostnimi regulemi a zakony.

* OSHA: Urad pro zdravi a bezped&nost prace (Spojené staty Americké).
T ACGIH: Americké sdruzeni viadnich pramyslovych hygieniki (Spojené staty Americké).
* COSHH: Ufad pro zdravi nebezpeéné latky (Spojené kralovstvi)

Toxické vypary

Pokud pracujete s t€kavymi rozpoustédly nebo toxickymi latkami, musite mit
dostacujici laboratorni odvétravaci systém, abyste odvétrali vypary, které
mohou vzniknout.

1.6 Likvidace odpadu

PouZity spotfebni material a plastové vyrobky mohou obsahovat nebezpecné
chemikalie nebo infek&ni Cinitele. Takovéto odpady musi byt fadné sebrany a
odstranény v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi regulemi.

1.7 Mechanicka rizika

Viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx musi zlstat zaviené po celou dobu
fungovani pfistroje.

VAROVANI*

A\

Pohyblivé ¢asti [W13]
Abyste se vyhnuli kontaktu s pohyblivymi ¢astmi b&éhem chodu
pfistroje Rotor-Gene Q MDXx, je nutné, aby se s pfistrojem
manipulovalo, kdyz je viko zaviené.

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010
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VAROVANI/ | Riziko osobniho a materialniho poskozeni [W14]
UPOZORNENI“| Otevirejte a zavirejte viko pfistroje Rotor-Gene Q MDx opatrng,
f abyste se vyhnuli zachyceni prstli nebo obleceni.
Rotor
Poskozeni pristroje [c4]

"UPOZORNENI“

A\

Ujistéte se, Ze jsou rotor a zamykaci krouzek spravné
nainstalovany. Pokud rotor nebo zamykaci krouzek vykazuji
znamky mechanického poskozeni nebo koroze, nepouzivejte
Rotor-Gene Q MDx, a kontaktujte technické sluzby QIAGEN.

"UPQOZORNENI®

A\

Poskozeni pristroje

PFistroj Rotor-Gene Q MDx nesmi byt pouzivan, pokud je viko
rozbité nebo pokud je zamek vika poSkozeny.

Ujistéte se, Ze rotor | zamykaci krouZek jsou instalovany spravné.
Pouzivejte pouze takové rotory, zamykaci krouzky a spotfebni
material, které jsou navrzeny pro pouziti s pfistrojem Rotor-Gene
Q MDx. Na poskozeni zpusobené jinymi pozivatinami se
nevztahuje zaruka.

[C3]

"UPQOZORNENI

A\

Poskozeni pristroje

Pokud se pfistroj Rotor-Gene Q MDx spusti ihned poté, co byl
dopraven, ve studenych podminkach, mechanické ¢asti se mohou
zablokovat.

Umoznéte pfistroji, aby se aklimatizoval na teplotu v mistnosti
alespon hodinu pfedtim, nez pfistroj zapnete

[Ce]

VAROVANI*

A\

Pohyblivé casti [W15]
V pfipadé poruchy zpUsobené chybou napajeni, vytahnéte napajeci
kabel a poCkejte 10 minut, nez se pokusite ruéné otevfit viko.

VAROVANI*

A

Riziko prehrati [W16]
K zajisténi patficného odvétravani udrzujte minimalni prostor 10 cm
po obou stranach a od zadni Casti pfistroje Rotor-Gene Q MDx.
Skviry a otvory, které zaijistuji ventilaci pfistroje, nesmi byt zakryty.

1-6
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1.8 Riziko prehrati
VAROVANI*“ | Horky povrch (W17)
Komora pfistroje Rotor-Gene Q MDx muze dosahnout teplot nad
A 120°C (248°F). Vyhybejte se kontaktu s nim, kdyz je horky.

VAROVAN]I*“ | Horky povrch [w1g]
Kdyz pozastavujete béh, pfistroj Rotor-Gene Q MDx se uplné
A neochladi na teplotu v mistnosti. Budte opatrni, nez pfistoupite k

manipulaci s rotorem nebo jakymikoli trubicemi v pfistroji.

1.9 Udrzba

Udrzbu provadaijte, jak je uvedeno v sekci 9. Spoleénost QIAGEN si Gétuje
poplatky za opravy, které jsou zpusobeny nespravnou udrzbou.

VAROVANi/
UPOZORNEN*

A

Riziko osobniho zranéni a materialniho poskozeni [W19]
Provadéjte jen takovou udrzbu, ktera je uvedena v této pfirucce.

_VAROVANI*

A\

Riziko vzniceni [W20]
Kdyz Cistite pFistroj Rotor-Gene Q MDx desinfekci zaloZenou na
alkoholu, nechte viko oteviené, aby mohly unikat vznétlivé vypary.
PFistroj Rotor-Gene Q MDx Cistéte jen tehdy, kdyz komora
vychladla.

A\

Riziko elektrického Soku W21]
VAROVANI/ | Nerozebirejte pfistroj Rotor-Gene Q MDx.
UPOZORNENI“
"UPOZORNENI*| Po$kozeni obalu pfistroje [c7]

Nikdy necistéte obal pfistroje alkoholem nebo prostfedky
zalozenymi na alkoholu. Alkohol by tento obal poskodil. K vyc€isténi
obalu pouzivejte jen destilovanou vodu.
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1.10

Symboly na pristroji Rotor — Gene Q MDx

Symbol

Umisténi

Vyznam

Blizko komory pro vzorky, objevi
se, kdyZ je oteviené viko

Tepelné riziko — teplota komory muze
dosahnout teplot nad 120°C (248°F)

Na zadni strané pfistroje

Podivejte se na navod k pouziti

Typovy §titek na zadni strané
pristroje

CE oznaceni pro Evropsky soulad

Typovy §titek na zadni strané
pfistroje

In vitro diagnostické zdravotnické
zafizeni

Typovy Stitek na zadni strané
pristroje

Znacka CSA pro Kanadu a USA

Typovy §titek na zadni strané
pfistroje

Legalni vyrobce

Typovy Stitek na zadni strané
pfistroje

Znacka WEEE pro Evropu

Typovy Stitek na zadni strané
pfistroje

Zkratka FCC pro Federalni komisi
pro komunikace Spojenych statu

Typovy §titek na zadni strané
pfistroje

C-fajfka pro Australii (identifikacni
Cislo dodavatele N17965/N15128)
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Symbol Umisténi Vyznam

‘@ Zkratka RoHS pro Cinu (omezeni
pouziti ur€itych nebezpeénych latek v

elektrickém a elektronickém zafizeni)

Typovy stitek na zadni strané
pfistroje
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Tato stranka byla umysiné ponechana prazdnou
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Uvod

2 Uvod

Dékujeme vam, Ze jste si vybrali pfistroj Rotor-Gene Q. Jsme presvédceni,
Ze se stane nepostradatelnym vybavenim vasi laboratofe.

Pfed tim, nez zaCnete pouZivat Rotor-Gene Q je nezbytné, abyste si precetli
uzivatelskou pfiru¢ku a obzvlasté vénovali pozornost bezpecnostnim
informacim. Instrukce a bezpenostni informace obsazené v uzivatelské
pfiru¢ce musi byt dodrzovany kvUli zajisténi bezpecného provozu pfistroje a
jeho udrZeni ve spolehlivém stavu.

2.1 O této uzivatelské pfiruéce

Tato uzivatelska pfiruCka poskytuje informace o Rotoru-Gene Q MDx
v nasledujicich kapitolach:

Bezpec¢nostni informace

Uvod

VSeobecny popis

Instalacni postupy

Provozni postupy — Hardware
Provozni postupy — Software
Analyza uZivatelského rozhrani
Dalsi funkce

9. Postupy udrzby

10. Optické ovéreni teploty

11. Analyza tani s vysokym rozliSenim
12. Odstranéni poruch

13. Slovnik

© NG RWON=

Dodatky dale obsahuiji:

B Technicka data

B Matematické metody

B Doplriiky Rotoru-Gene Q

B Prohlaseni o odpovédnosti

2.2 Obecné informace
221 Technicka pomoc

Firma QIAGEN klade maximalni ddraz na kvalitu a dostupnost technické
podpory. Nade oddéleni technickych sluzeb zaméstnava zkusené védce
s extenzivnimi praktickymi a teoretickymi zkuSenostmi v molekularni biologii a
v pouzivani vyrobkul firmy QIAGEN. Pokud mate jakékoli otazky nebo pokud
mate jakékoli potize s pristrojem Rotor-Gene Q MDx nebo jakymikoli vyrobky
od nasi firmy, nevahejte prosim kontaktovat nasi firmu.
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2.2.2

223

2.3

Zakaznici firmy QIAGEN predstavuji hlavni zdroj informaci tykajicich se
pokrogilého a specializovaného pouziti nasich vyrobkd(. Tyto informace
pomahaji ostatnim védcim a také vyzkumnikim v nasi firmé. Z tohoto
divodu vitame vaSe pfipominky a navrhy tykajici se vykonnosti nasich
vyrobkl nebo novych aplikaci a metod.

Pro technickou pomoc a vice informaci zavolejte prosim oddéleni
technickych sluzeb firmy QIAGEN nebo va3eho lokalniho distributora ,viz
zadni strana obalu®.

Posledni informace o pfistroji Rotor-Gene Q MDx najdete na webovych
strankach www.giagen.com/goto/RGQ-MDXx.

Programové prohlaseni

Firma QIAGEN neustale vylepSuje své vyrobky, jakmile se objevi nové
techniky a komponenty. Firma QIAGEN si vyhrazuje pravo kdykoli zménit
specifikace podle svého uvazeni.

Za ucCelem vydavani potfebné a spravné dokumentace vitdme vase
komentare tykajici se této uzivatelské prirucky. Kontaktujte prosim technické
sluzby firmy QIAGEN.

Oznacdovani verzi

Tento dokument je UZivatelska pfirucka pro Rotor-Gene MDx, verze 1.0,
revize R1 pro pfistroj Rotor-Gene Q MDx pouzivajici softwarovou verzi Rotor
G Q 2.0.2 nebo vyssi.

Rotor-Gene Q MDx je uréen pro nasledujici ukony

Pristroj Rotor-Gene Q MDx je navrzen pro vykonavani termainiho cyklovani v
realném Case, detekci a kvantifikaci za pouziti polymerazové fetézové reakce
(PCR) v Klinickych aplikacich.

Rotor-Gene Q MDx je uréen pro pouzivani pouze v kombinaci se sadami
QIAGEN urcenymi pro pouziti s pristroji Rotor-Gene Q pro aplikace popsané
v pfislusnych manualech sad QIAGEN.

Pfistroj Rotor-Gene Q MDx je ur€en pro in vitro diagnostiku v Evropé.
Pristroj Rotor-Gene Q MDx je uréen pouze pro profesiondlni uzivatele, jako

jsou technici a lékafi vySkoleni v technikach molekularni biologie a
v provozovani pristroje Rotor-Gene Q MDx.
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3.1

VSeobecny popis

Rotor-Gene Q MDx je inovativni pfistroj, ktery umoznuje provadét
polymerazovou fetézovou reakci (PCR), PCR analyzu koncového bodu
s vysokou pfesnosti a v realném Case a HRM analyzu tani s vysokym
rozliSenim. Tento pfistroj je také vhodny k analyze genové exprese,
genotypovani, detekci patogen(i a k mnoha dal$im oblastem vyzkumu.

Vykonny a uzivatelsky orientovany software nabizi jednoduchost pro
zacateCniky, ale stejné tak muze slouzit jako oteviena vyzkumna zakladna
pro pokrocilé uzivatele.

Air vents —
Lid
handle

Rotor —— |

chamber

Instrument
status lights

Popis: Vétraci otvory, DrZadlo krytu, Komora s rotorem, Kontrolky ukazujici
stav pfistroje.

Termalni vykon

Rotor-Gene Q MDx pouziva dimysiné ohfivani a chlazeni, kterd pomahaji
dosahovat nejlepSich reakenich podminek. JedineCny rotacni tvar umozhuje
idealni teplotni a optickou uniformitu mezi vzorky, coz je kritické pro pfesnou
a spolehlivou analyzu.

Vzorky kontinualné rotuji pfi 400 ot. /min b&hem jednoho béhu.

Odstrfedovani zabrariuje kondenzaci a odstrafiuje vzduchové bubliny, ale
nepeletuje (,nehrudkuje®) DNA. Vzorky také nemusi byt pfed bé&hem
odstredény.

Vzorky jsou ohfivany a ochlazovany v malé vzduchové peci. Ohfivani se
provadi nikl-chromovym télesem umisténym v krytu pfistroje. Komora je
chlazena pomoci vétracich otvord na horni ¢asti komory, zatimco okolni
vzduch je vhanén do jeho baze.
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Topeni
. ) Heater
Centrifugal fandnves 4o
air around chamber .. iie1 on
Chamber vent seals
to contain air
Chlazeni
. ; Heater
D Cenfrifugal fan dives 100 ate
air around chambear switch off

Chamber vent opens
expelling hot air

Centrifugeal fan Drives
air into chamber

Cool airin

llustrace topného a chladiciho systému.
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3.2 Opticky systém

Jelikoz ma pfistroj k dispozici 6 excitaCnich zdroji a 6 detekénich filtrd
kombinovanych s kratkymi fixovanymi optickymi drahami, Rotor-Gene Q MDx
muze byt pouzit pro Sirokou Skalu reakci. Zajistuje minimaini fluorescencni
variabilitu mezi vzorky a eliminuje potfebu pro kalibraci a upravy. Vzorky jsou
excitovany ze dna komory pomoci LED diody (diody emitujici svétlo). Energie
je prenaSena skrz tenké stény v bazi zkumavky. Emitovana fluorescence
prochazi skrz emisni filtry na strané komory a tam je sbirana fotonasobic¢em.
Stabilni optické drahy zajistuji konsistentni excitaci u kazdého vzorku, coz
znamena, Ze neni nutné pouziti pasivniho referenéniho barviva, jako je napf.
ROX.

Reaction Chamber

Detection
Filters

4

P ol e
SerFr Y

FMT Detector

Assembly
Tubes in Rotor Lglgul_rlcgeht
Spin Past Optics Sty

llustrace optického systému.
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Kanaly, které jsou k dispozici

Kanal

Excitace
(nm)
Excitace

Detekce
(nm)

Priklady detekovanych
fluoroforti

Modra

36520

460+20

Moiska modi®, Edans
Bothell Blue, Alexa
Fluor® 350, AMCA-X,
ATTO 390

Zelena

470+10

51045

FAM®, SYBR® Green |,
Fluorescein,
EvaGreen®, Alexa
Fluor 488

Zluta

53045

55715

JOE™ VIC®, HEX,
TET™, CAL Fluor®
Gold 540, Yakima

Yellow®

Oranzova

58515

61015

ROX™, CAL Fluor Red
610, Cy®3.5, Texas
Red®, Alexa Fluor 568

Cervena

62510

660+£10

Cy5, Quasar® 670,
LightCycler® Red640,
Alexa Fluor 633

Karminova

68015

712 high
pass

Quasar 705,
LightCycler Red705, Alexa
Fluor 680

High
resolution
melt
(HRM)

460+20

51045

SYBR Green |,
SYTO®9, LC Green®,
LC Green Plus+,EvaGreen

Poznamka: Sady QIAGEN urcené pro pouziti s pfistroji Rotor-Gene Q MDx

jsou optimalizované urcitymi

barevnymi

naleznete v pfislusnych manualech.

kombinacemi. Vice informaci

3-4

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010




Instala¢ni postup

Instalacni postup

4.1 Pozadavky na umisténi

Pristroje Rotor-Gene Q MDx musi byt umistény mimo pfimé slunecni svétlo,
daleko od zdroju tepla a zdroju vibraci a elektrické interference. Provozni
podminky (teplota a vlhkost) najdete v pfiloze A. PFistroj by nemél byt
umistén v oblasti s nadmérnym prdvanem, nadmérnou vlhkosti nebo
prasnosti. PFistroj by nemél byt vystaven velkym teplotnim vykyvam.

Rozméry a vahu pfistroji Rotor-Gene Q MDx najdete v pfiloze A. Ma
dostatek prostoru pro pfidavna zafizeni. DalSi informace o specifickych
pozadavcich na pracovni prostor kontaktujte prosim technické sluzby firmy
QIAGEN.

Poznamka: Je velmi dulezité, aby pFistroj Rotor-Gene Q MDx byl umistén na
stabilnim povrchu, ktery je rovny a prost vibraci. Provozni podminky najdete v
pfiloze A.

Pristroj Rotor-Gene Q MDx musi byt umistén pfiblizné 1,5 m (59 palcli) od
patficné uzemnéné elektrické zasuvky.

VAROVANI“ | Vybusné prosttedi WAo)
f Pfistroj Rotor-Gene Q MDx neni navrzen pro vybu$né prostiedi.
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Provozni postupy — Hardware

VAR OVANI“ | Abyste zaijistil spravnou ventilaci, udrzujte minimaini prostor 10 cm

A\

Riziko prehrati [W16]

(3,94 palce) mezi zadni stranou pfistroje Rotor-Gene Q MDx a
sténou.
Vétraci otvory pfistroje Rotor-Gene Q MDx nesmi byt zakryty.

4.2 PFipojeni stfidavého proudu
Prikon
Rotor-Gene Q MDx pracuje na:
B 100-240V AC at 50-60Hz, 520 VA (Spicka)
Ujistéte se, zda rating napéti rotoru je slucitelny se stfidavym napétim, které
je dostupné v misté instalace.
Kolisani napéti hlavniho zdroje nesmi pfekro€it 10% nominalniho zdrojového
napéti.
Pozadavky pro uzemnéni
QIAGEN doporucuje, aby byl Rotor-Gene Q MDx fadné uzemnén kvli
bezpe&nosti obsluhujiciho personalu. Pfistroj je vybaven 3vodiCovym
stfidavym napajecim kabelem, ktery uzemriuje pfistroj, pokud je pfipojen
k vhodnému zdroji stfidavého proudu. Chcete-li zachovat spravnou ochranu
pfistroje, nenapajejte pfistroj ze zasuvky stfidavého napéti, ktera nema
uzemnéni.
Instalace napajeci $nlry
Zapojte jeden konec napajeci Snury do zasuvky umisténé na zadni strané
pfistroje Rotor-Gene Q MDx a druhy konec do elekirické zasuvky.

4.3 Pozadavky pro poéita¢
Notebook, ktery je dodavan spole¢né s Rotor-Gene Q MDx, spliuje
pozadavky softwaru Rotor-Gene Q, které jsou uvedeny detailné v nasledujici
tabulce.
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Systémové pozadavky pocitace

Popis Minimalni pozadavky

Operacni systém Microsoft® Windows® XP

Profesionalni verze

Procesor Intel® Core™ 2 Duo T5500 1.66GHz
nebo vice

Hlavni pamét 1 GB RAM

Misto na pevném disku 10 GB HDD

Grafika Adaptér a obrazovka minimalné

1200x800 pixeld

Rozhrani Sériovy port RS-232 nebo port USB

4.4 Vybaleni pristroje Rotor-Gene Q MDx

Pfistroj Rotor-Gene Q MDx je dodavan se v8emi nutnymi komponenty pro
nastaveni a provoz. Kontejner také obsahuje seznam vSech soucasti.

Poznamka: Presvédlte se, Ze zasilka obsahuje vSechny komponenty
uvedené v seznamu.

Poznamka: PresvédCte se, ze dodany pfistroj a jeho soucasti nebyly
poskozeny béhem pfepravy.

Krabice s pfisluSenstvim se nachazi v horni Casti pénového baleni. Tato
krabice obsahuje:

B Instala¢ni pravodce (v anglickém jazyce; preklady jsou k dispozici na
disketé s manualy)

CD (software)

CD (manualy)

Ulozny stojanek na zkumavky 96 x 0,2ml

Ulozny stojanek na zkumavky 72 x 0,1ml

Drzak rotoru (za u¢elem bezpecnosti pfi dopravé je rozmontovan)
36-jamkovy rotor (ma Cervenou barvu)

Uzamykaci krouzek 36-jamkového rotoru

Nasledujici prvky jsou zabaleny po stranach pénového baleni:

B Sériovy kabel RS-232 a USB

B Sada mezinarodnich napajecich kabelu
B Zkumavky PCR, 0,2 ml (1000)

B Mikrozkumavky a €epicky, 0,1 mil (1000)
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Po vyjmuti v8ech komponent( z krabice vyjméte pénu na vrchni ¢asti
pfistroje Rotor-Gene Q MDx. Opatrné vyjméte Rotor-Gene Q MDx a sejméte
plasticky kryt. Oteviete poklop jeho posunutim dozadu, ¢imz se dostanete

k reakéni komofe.

Nasledujici prvky jsou instalovany uvnitf Rotoru-Gene Q MDx:
B 72-jamkovy rotor (ma modrou barvu)
B Uzamykaci krouzek 72-jamkového rotoru

Baleni muze obsahovat pfenosny pocitag, pokud byl soucasti vaSi
objednavky.

Po rozbaleni pfistroje Rotor-Gene Q MDx pokracujte v instalaci podle
nasledujicich pokynu.

4.5 Pridavna zafizeni
Rotory a pfidavna zafizeni mohou byt objednana zvIast.
Podrobnosti najdete v pfiloze C.
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4.6 Instalace hardwaru

Kdyz jste rozbalili pfistroj Rotor — Gene Q MDx, nasledujte instalacni postup
popsany nize:

"UPOZORNENI*

A

Poskozeni pristroje [C6]
Pokud byste zapnuli pfistroj Rotor-Gene Q MDx okamzité po jeho
dodani, v chladnych oblastech maze dojit k zablokovani nékterych
jeho soucasti.

Nechte pfistroj aklimatizovat na pokojovou teplotu nejméné hodinu
pred jeho zapnutim.

Vypina¢

Port napajeni

Umistéte Rotor-Gene Q MDx.

Ujistéte se, ze za pfistrojem je dostatek mista na pIné otevfeni krytu.
Pfesvédlte se, Ze vypinaC na zadni strané instrumentu je snadno
pfistupny.

Neblokujte zadni €ast instrumentu. PresvédCie se, ze napajeci Sndra

muze byt lehce odpojena, kdyby bylo nutné odpojit elektricky proud od
pfistroje.

Pfipojte kabel USB nebo sériovy kabel RS-232 na patficné porty na
zadni ¢asti pocitace.

Pripojte USB nebo sériovy kabel RS232 na zadni &ast Rotor-Gene Q
MDx.

Nyni zapojte Rotor-Gene Q MDx do elektrické sité. Zapojte jeden konec
napajeci Sndry do zasuvky umisténé v zadni ¢asti Rotor-Gene Q MDx a
druhy konec zapoijte do zdroje stfidavého proudu.

- i~

Sériové Cislo

Chladici vétrak  Sériovy USB port
port

Rotor-Gene Q MDx
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Poznamka: Pfipojujte pocita¢ k Rotoru-Gene Q MDx pouze kabely USB a
sériové kabely dodané s pfistrojem. Nepouzivejte jiné kabely.

4.7 Instalace softwaru

1. Vlozte disketu CD (software), ktera byla dodana s pfistrojem a vloZte ji do
CD mechaniky pocitace.

2. Zvolte “Instalace operacniho softwaru” v okénku, které se objevi
Poznamka: Nasledujte prosim instrukce v pfiru¢ce Prlvodce Instalaci
Rotoru-Gene Q MDx, kterd byla dodana s pfistrojem a ktera vas bude
provadét nasledujicimi kroky instalace softwaru.

Rotor-Gene Q — Pure Detection

\

B Install Operating Software

B Exit

Sample & Assay Technologies

3. Poté, co jste instalovali software, zapnéte Rotor-Gene Q MDx vypinacem
umisténym na levé strané zadni &asti posunutim do pozice “I”. Modré
svétlo “standby” na pfedni strané Rotoru-Gene Q MDx, coz indikuje, ze
pfistroj je pfipraven k pouZziti.
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4. Dvakrat kliknéte na ikonku “Rotor-Gene Q” na ploSe, ¢imz software
spustite.

5. P¥i prvnim pouziti softwaru se objevi okénku “vitejte”, ale pfi nasledujicich
aktualizacich softwaru se jiz objevovat nebude.

& |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

“Welcome, Before you begin, the analysis
software needs to know a couple of things
about the type of suztem vou are using.

M achine Serial Humber :

|
Part:

IEEIM1 vl Auto-Dretect |

[ Runinirtual Mode [For Demonstration)

Begin | Ewit Program |
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Sériove Cislo Zadejte sériové Cislo (sedm ¢islic), které najdete na

pfistroje: zadni ¢asti Rotoru—Gene Q MDXx.

Port: Zvolte kabel USB nebo sériovy kabel. Zvolte patficny
komunikaéni port nebo kliknéte na tla€itko ,automaticka
detekce“.

Automaticka Kdyz pouzivate tuto moznost, patficny USB nebo sériovy

detekce: port bude automaticky detekovan a ukazan

v rozbalovacim menu“port®.

Provozve  Zzatrzeni tohoto politka umoZfuje instalaci softwaru
virtualnim rezimu Rotoru-Gene Q na pogitag, ktery neni spojen s Rotorem-
(pro potieby Gene Q MDx. Software je pIné funkéni a muze simulovat
pfedvédénl'): provoz.

Poznamka: pokud je toto poli¢ko zatrzeno a Rotoru-
Gene Q MDx je zapojen do pocitace, objevi se pfed
zaCatkem spusténi nasledujici zprava: ,chystate se
spustit pfistroj ve virtualnim rezimu®. Pro spusténi
pfistroje ve skute€ném provozu musite zménit nastaveni
v okénku ,Nastaveni“ (viz sekce 7.5.4).

Zacatek: Kdyz jste vioZili viechny informace, kliknéte na“Zagatek®.
Vyckejte ukonceni inicializace, coz mlze trvat nékolik
vtefin. Pokud byl zvolen virtualni rezim, objevi se
nasledujici zprava:

Rotor-Gene () Series Software ﬂ

This software will perform basic simulation of a machine For training and demonstration purposes. You can disable this
setting via the Setup screen, accessible from the File menu.
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4.8

Pokud neni zatrzeno poli¢ko ,Provoz ve virtualnim
rezimu*, software se inicializuje a otevie automaticky.

Vystup z Kliknutim na toto tlacitko opustite program.
programu:

Softwarova verze

Vyvoj softwaru Rotoru-Gene Q neustéle pokracuje. Pokud chcete zjistit

aktualni ¢islo vasi verze, kliknéte na ,Pomoc* a potom “O tomto softwaru.

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.0.2 (Build 4) \
Machine Serial No : 0110809

Model : 5-Plex /“\/_—

Updates and addtional information available
at hittp: iy disgen . com

‘Warning: This computer program is

protected by copyright kv and internstionsl

tresties. Unauthorized reproduction of this

program, or any portion of it, may result in

severe civil and criminal penatties, and will

be prozecuted to the maximum extent

possible under the lavw. Portions of Info-Zip 3
[c] 1990-1999 Info-ZIP Pty Ltd.

System Infa... Help |

Softwarova verze: 2.0.2 (typ4)

Sériové Cislo pristroje:0110809
Model: 5plex

Aktualizace a dalSi informace najdete na http://www.giagen.com

Varovani: Tento pocCitaCovy program je chranén autorskymi pravy a
mezinarodnimi dohodami. Nezakonna reprodukce tohoto programu nebo
kterékoliv jeho ¢asti miize vyustit ve vazné civilni a trestni postih a bude
stihan v maximalnim rozsahu, ktery povoluje zékon.

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010
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4.9

4.9.1

Toto okno zobrazuje obecné informace o tomto softwaru, véetné verze,
sériového Cisla a modelu pfistroje

Software mlze byt zdarma kopirovan pro pouziti v ramci organizace, ktera
vlastni Rotor-Gene Q. Software v§ak nesmi byt kopirovan a rozsifovan
ostatnim stranam vné takové organizace.

DalSi software na pocitacich spojenych s pristrojem
Rotor-Gene Q

Software Rotoru-Gene Q fidi ¢asové kritické procesy béhem PCR postupu a
procesl sbéru dat. Z tohoto dlvodu je dllezité zajistit, aby ostatni procesy
nepouzivaly ve vétSi mife systémové zdroje a tim zpomalovaly software
Rotoru-Gene Q. Je zvlasté dulezité vénovat péci bodim, které jsou nize
uvedeny.

Spravci systému musi pamatovat na to, Ze kazda modifikace maze mit vliv na
systémové zdroje.

Antivirové snimace

Existuje nebezpedi, Ze kdyz jakykoliv pocita vymeénuje data s jinymi poditadi,
mize se do jeho systému dostat virus. Software Rotoru-Gene Q je primarné
instalovan v prostfedi, ve kterém existuji postupy, které minimalizuji tuto
hrozbu. Tyto postupy vétSinou vyzaduji pouziti patficného antivirového
programu. Diky pfitomnosti velkého mnozstvi antivirovych programu, které
jsou kdispozici, nemize firma Qiagen pfedpovidat vSechny uc€inky na
software Rotoru-Gene Q, kdyz je takovy program aktivni béhem analyzy.
Abyste dosahli konzistentnich vysledkl, spravci systému by méli béhem
provozu zajistit nasleduijici:

B Pfistup k souboru neni zachycen antivirovym programem.
B Nejsou aktualizovany virové databaze.
B Soubory nejsou skenovany.

Dlrazné  doporu¢ujeme  zablokovat antivirovy  program  béhem
shromazdovani dat PCR vrealném ¢&ase. Dulezité ukony antivirového
programu popsané vySe mohou byt bezpecné provedeny bez rizika ovlivnéni
vykonu pfistroje pouze v situaci, kdy software Rotoru-Gene Q nebézi.

4-10
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4.9.2

4.9.3

410

Systémové nastroje

Mnoho systémovych nastroji vyuziva vyznamné systémové zdroje i

v pfipadé nulové systémové interakce. Typické pfiklady takovych nastrojl

jsou:

B Indexovani soubord, které probiha na pozadi ukon u mnoha sou¢asnych
kancelafskych aplikaci.

B Defragmentace disku, ktera ¢asto vyuziva dalSi ukony v pozadi.

B Kazdy softwarovy program, ktery na internetu vyhledava aktualizace.

B Nastroje dalkového monitorovani a managementu.

Méjte prosim na paméti, Ze diky dynamickému pokroku ve svété IT nemusi
byt tento seznam uplny a Ze mohou byt k dispozici nastroje, které nejsou
v této dobé jesté znamy. Je dulezité, aby spravce systému zajistil, ze zadny
podobny nastroj neni béhem procesu PCR aktivni.

Aktualizace operaéniho systému

Dlrazné doporu¢ujeme vypnout vSechny automatické aktualizace opera¢niho
systému v pocitaci, ktery je pouzivan pro sbér dat Rotoru-Gene Q. Nase
firma peclivé monitoruje aktualizace, které jsou k dispozici, a upozorfiuje své
zakazniky, kdykoliv povazujeme aktualizaci za bezpe¢nou a dllezitou.

Aktualizace softwaru

Aktualizace jsou kdispozici na webovych strankach firmy QIAGEN-
www.giagen.com /goto/RGQ-MDx, které jsou pfistupné také v menu ,Pomoc*
v tomto softwaru. Pokud chcete stahnout tento software, musite se
registrovat on-line.
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Tato stranka byla umysiné ponechana prazdnou
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5 Provozni postupy - Hardware

Tato kapitola popisuje provoz Rotoru-Gene Q MDx.

5.1 Typy rotort

Nejdfive si zvolte typ zkumavky a rotoru, které chcete pouzit. Pfistroj ma
k dispozici 4 rotory pro rizné druhy zkumavek.

Poznamka: 36-jamkovy a 72-jamkovy rotor jsou dodavany spolu
s instrumentem, jako prisluSenstvi.

DULEZITE: U jedné série pouzijte identické zkumavky. Nemichejte rozdilné
typy zkumavek ani zkumavky od rtiznych vyrobct, nebot’ by to mohlo ovlivnit
optickou uniformitu. Doporu€ujeme pouzivat zkumavky od firmy QIAGEN,
které jsou specialné navrzeny pro pouziti s Rotor-Gene Q (viz pfiloha C).
Zkumavky od jinych vyrobc mohou vykazovat autofluorescenci, coz maze
ovlivnit spolehlivost vysledkd. Navic se mohou zkumavky od jinych vyrobcu
liSit délkou a tloustkou, coz by mohlo zpUsobit vychyleni z osy optické drahy
Rotoru-Genu Q a nasledné negativné ovlivnit reakci ve zkumavce. Firma
QIAGEN si vyhrazuje pravo odmitnout technickou podporu pro problémy
zavinéné pouzitim plastovych materiala, které nejsou dodavany firmou
QIAGEN.

Dulezité: Pouziti plastovych material( na pristroji Rotor-Gene Q MDx, které
nejsou certifikovany firmou QIAGEN, m{iZe zrusit zaruku.

36-jamkovy rotor

36-well rotor ma c&ervenou barvu. Tento rotor a 36-well Locking Ring
umoznuji pouziti PCR zkumavek 0,2 ml s plochymi vicky. Tyto zkumavky
nemusi mit opticky prihledné vicka, protoze Rotor-Gene Q c¢te fluorescenci
ze dna zkumavky misto z jeji horni ¢asti.

Je také mozné pouzit konické zkumavky.
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72-jamkovy rotor

72-well rotor ma modrou barvu. Tento rotor a 72-well Locking Ring se
pouZivaji se stripy po 4 o 0,1 ml s vicky, které mohou byt pouzivany pro
objemy nizké az 10 pl. Cepicky poskytuji bezpecné a spolehlivé tésnéni.

Rotor-Disk 72 rotor

Rotor rotorového disku 72 ma Sedou barvu. Tento rotor a Locking Ring se
pouziva s Rotor-Diskem 72. Rotor-Disk 72 je krouzek se 72 jamkami.
K utésnéni Rotor-Disku 72 se pouziva prahledny polymerovy film (félie),
ktera je teplem natavena na jeho vrchni ¢ast. Tato félie diky rychlé aplikaci
zabrafiuje kontaminaci tim, Ze poskytuje pevné, trvanlivé a neporusitelné
utésnéni. Pro vice informaci o Rotor-Disku 72 se podivejte do sekce 5.3.

5-2
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Rotor-Disku 100 rotor

Rotor Rotor-Disku 100 ma zlatou barvu. Rotor Disk 100 a jeho Locking Ring
je pouzivan s Rotor-Diskem 100. Rotor-Disk 100 je krouzek se 100 jamkami.
Rotor-Disk 100 je rotaCni ekvivalent destiCky 96-jamkového formatu
s pfidanymi Ctyfmi referenénimi jamkami.

Umoznuje integraci Rotor-Genu Q s 96-jamkovymi laboratornimi postupy.
Prebytecné jamky mohou byt pouzity pro vice vzork(l a kontrolni nebo
orientaéni reakce bez toho, aby zabiraly pozice v 96-jamkovém procesu. Pro
bezproblémovou kompatibilitu s 96-jamkovymi procedurami pouzivaji jamky
Rotor-Disk 100 96-jamkové konvencni znaceni, tedy A1-A12 az H1-H12.
Ctyfi prebyvaijici referenéni jamky jsou oznageny R1 — R4. Vice informaci o
Rotor-Disku 100 viz sekce 5.3.

t‘_\ Y
P —N
Specifikace rotort
Typy rotorti Kapacita Pocet Typ zkumavky Doporuceny
jamk vzorkl reakcni
) y objem
36-well Rotor 200yl 36 PCR zkumavky, 20-50 i
0,2 mi
72-well 72 10-50 pl
Rotor ooy Stripy po 4
s vicky, 0.1 ml
RotorDise oo p 72 Rotor-Disc 72 20-25 4l
rotor
Rotor-Disc 30 ul 100 Rotor-Disc 100 15-25 y
100
rotor

Poznamka: 36-well rotor a 72-well rotor pro Rotor-Gene Q nemohou byt
pouzity s instrumenty Rotor-Gene 3000, protoZe nejsou opticky osové
kompatibilni. S instrumenty Rotor-Gene 3000 pouzivejte prosim staré 36-
pozi¢ni a 72-pozi¢ni rotory.

Poznamka: Stripy o 0,1 ml mohou byt pouzivany i pro objemy reakce malé
az 5 pl s pouzitim vrstvicky (overlay) viz QIAGEN Vapor-Lock PCR.
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5.2

Nastaveni reakce

DULEZITE: Pii kazdém béhu je nutné pouzivat adekvatni kontroly, aby byla
zajiSténa spolehlivost vysledk.

Reakce se pfipravuji v chladicim (loading) bloku a to 96 x 0,2 ml (pro PCR
zkumavky 0,2 ml), nebo v chladicim bloku 72 x 0,1 ml (pro stripy s vicky po
0,1 ml) a nebo bloku na 72 x 0,1 ml pro multikanalové pipety (pro stripy
s vicky po 0,1ml), dale také v bloku k Rotor-Disku 72 (pro Rotor- Disk 72)
nebo bloku k Rotor-Disku 100 (pro Rotor-Disk 100).

VSechny chladici bloky jsou vyrobeny zhliniku a mohou byt pfedem
nachlazeny.

Do chladiciho bloku na 72 zkumavek 0,1 ml (na obrazku) se vejde 18 strip(
(po 4) o 0,1 ml a také az 8 zkumavek 0,5 ml, které mohou byt pouzity
k pfipravé pracovniho (master) mixu a dale az 16 zkumavek 0,2 ml, které
mohou byt pouzity k pfipravé standardnich kfivek.

NiZze popsana procedura popisuje pfipravu reakce pro 72-jamkovy rotor.
Stejny postup muze byt pouzit pro reakéni sestavu pfi pouziti 36-jamkového
rotoru a jeho pfislusenstvi.

1. Umistéte stripy (zkumavky) do chladiciho bloku a rozpipetujte reakéni
komponenty.

2. Pevné umistéte vicka na stripy a vizualné se prfesvédcte, ze jsou dobie
utésnéna.

5-4
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3. Viozte stripy do 72-jamkového rotoru a presvédcéte se, ze kazda
zkumavka dobfe sedi ve svém otvoru. Vzorky nebudou optimalné
zarovnany nad detektorem, pokud nebudou spravné& umistnény v rotoru.
Toto by mohlo zpUsobit snizeni ziskaného fluorescenéniho signalu a
citlivosti detekce. Drzak na rotor, ktery umoznuje snadné vkladani
zkumavek, je dodavan spolu s pfistrojem.

DULEZITE: Pro dosaZeni maximalni teplotni uniformity musi kazda pozice
vrotoru obsahovat zkumavku. Zaplnéni vSech pozic v rotoru zajistuje
stejnpomérné proudéni vzduchu ke kazdé zkumavce. Méjte pfipravenou
zasobu prazdnych uzavienych zkumavek, které Vam budou k dispozici
k zaplnéni v3ech volnych pozic.

4. Vlozte Locking Ring pro 72-well rotor do 72-jamkového rotoru vtlaCenim
3 vodicich koli¢kl skrz vnéjsi otvory rotoru.
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Locking Ring zajiStuje, ze vicka zustanou na zkumavkach bé&hem
procesu.

&=

L

5. Nyni vlioZte celou sestavu do komory Rotor-Gene Q tak, Ze ji zacvaknete
do pozice dle koli¢ku (trnu) na centralni ¢asti rotoru. Kdyz chcete sestavu
vyndat, jednoduse zmacknéte centraini ast rotoru a sestavu vytahnéte.

6. Zavrete kryt a nastavte profil béhu za pomoci softwaru Rotor-Gene Q.

5.3 Nastaveni reakce v Rotor-Discich

Rotor-Disc 72 a Rotor-Disc 100 se skladaji ze 72, respektive 100 jamek,
umisténych v jednom plastovém krouzku.

Rotor-Disc 72 a Rotor-Disc 100 nepouzivaji vicka. Misto nich se pouziva
tepelna tésnici félie. (Rotor-Disc Heat Sealing Film), ktera je aplikovana na
horni ¢ast a tim je, diky vlastnostem félie, zabranéno kontaminaci.

Tepelné utésnéni Rotor-Discl se provadi podle postupu popsaného nize.
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DULEZITE: Predtéte si prosim navod dodavany s pfistrojem na tepelné
utésfiovani (zatavovani) - Rotor-Disc Heat Sealer, nez zaCnete nasledujici
proceduru.

1. Zapnéte Rotor-Disc Heat Sealer pomoci vypinace, ktery je umistén na
zadni levé strané. Tlacitko je ¢ervené iluminovano. Trva asi 10 minut, nez
Rotor-Disc Heat Sealer dosahne provozni teploty; toto je signalizovano
rozsvicenim zeleného tlacitka ,Ready” (pfipraven).

Poznamka: Jakmile je Rotor-Disc Heat Sealer pfipraven, je mozno ho
nechat priubézné zapnuty.

2. Vlozte Rotor-Disc do jeho chladiciho (loading) bloku, tak aby prvni jamka
byla na oznacéeni dirkou.

3. Napipetujte reagencie do Rotor-Discu manualnim pipetovanim nebo
pomoci automatického pipetovaciho systému QlAgility ™.

4. Vyjméte stfedni ¢ast jedné vrstvy tésniciho filmu Rotor-Discu tak, ze ho
pfehnete v poloviné, prolisovany stfedni dil a opatrné odtrhnéte.

5. Umistéte film na Rotor-Disc ve spravné pozici podle napisu ,SIDE UP*
(nahoru). Presvédcte se, ze Stitek ,SIDE UP* je umistén ve spodni ¢asti
chladiciho (loading) bloku Rotor-Discu. Stfedni otvor filmu by mél lehce
sklouznout pfes cylidr loading bloku Rotor-Discu a na jeho vrchol.
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7.

10.

Zasunte cely blok do letovacky Rotor-Disc Heat Sealeru za pomoci
navadécich kolejni¢ek na strané loading bloku Rotor-Discu. Presvédcte
se, Ze loading blok Rotor-Discu je kompletné zasunut.

Pro aktivaci tésniciho mechanismu nejdfive zatlatte na modrou
anodizovanou pficku na horni ¢asti letovacky Heat Sealer a potom
zatla¢te zpatky na ¢ernou zaklopku.

Kdyz byl tésnici mechanismus spustén, rozsviti se oranZové svétlo
,=Utésnovani“. Pokud neni loading blok Rotor-Discu ve spravné pozici,
ozve se varovny signal.

Kdyz je tésnéni dokon€eno, ozve se pipnuti a rozsviti se oranzové svétlo
.Ready“. Zatlatte na modrou anodizovanou pfic¢ku, &imz zvednete a
uzamknete tésnici mechanismus zpét do své pulvodni pozice.
NepokraCujte v utésfiovani déle, nez je naznaleno pipnutim nebo by
mohlo dojit k po8kozeni Rotor-Discu.

Vysurite loading blok Rotor-Discu z Rotor-Disc Heat Sealeru. Nechte film
ochladnout po dobu pfiblizné 10 vtefin a potom jemné odstrarite
prebytecny film.
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11. Vyjméte Rotor-Disc z loading bloku Rotor-Discu. Vlozte Rotor-Disc do
rotoru za pomoci navadéciho zoubku pro spravné umistnéni.
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Tato stranka byla umysiné ponechana prazdnou
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6.1

Provozni postupy — Software

Nové béhy mohou byt nastaveny pomoci Quick Start Wizardu nebo
Advanced Wizardu, coz jsou programy, které se objevi pfi spusténi softwaru.
Quick Start Wizard je navrzen tak, aby umoznil uzivateli zacit pracovat, jak
nejrychleji je to mozné. Advanced Wizard poskytuje vice moznosti, jako
napriklad konfiguraci Gain Optimisation (optimalizace vynosu) a nastaveni
objemu. Wizard obsahuje mnoho Sablon s vychozimi cyklovacimi
podminkami a vstupnimi kanaly. Pokud chcete zménit typ wizardu, zvolte
patficné tlacitko ve vrchni ¢asti okna ,New Run®.

Quick Start Wizard

Quick Start Wizard umoZziuje uZivateli zacit pracovat tak rychle, jak jen to je
mozné. UzZivatel si mize zvolit ze sady bézné uzivanych $ablon a zadat
minimalni parametry nutné pro =zacCatek prace. Quick Start wizard
automaticky pocita s tim, Ze reakéni objem je 25 pul. Pro jiné objemy reakci
pouzivejte Advanced wizard (kapitola 6.2).

Jako prvni krok si zvolte pozadovanou Sablonu tak, ze dvakrat kliknete na
Sablonu ze seznamu v okné ,New Run*.

[Wnewron x|

Quick Start | &dvancadl

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

'8 Three Step with Melt ﬁ'om the last run open
in the software.

erform Last Run

.1 3
STwo Step
*e
S Quenched FRET
e
& Nudieic Add Concentration Measurement
L . _JHRM"-

I_| Other Runs

?J | Open A Template In Another Folder...

New

Cancel
Help

i

¥ Show This Screen When Software Opens
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Perform Last Run: Tato moznost pouzivd cyklovani, ¢teni
(fluorescence) dat a popis vzorkdl z posledniho
béhu otevieného v softwaru.

Three Step with Melt: Toto je tfikrokovy cyklovaci profil s kfivkou tani a
se ¢tenim dat v zeleném (green) kanalu.

Two Step: Toto je dvoukrokovy cyklovaci profil s daty
ziskanymi ze zeleného, Zlutého, oranZového a
Cerveného kanalu. (green, yelow, orange, red)

Quenched FRET: Toto je tfikrokovy cyklovaci profil s kfivkou tani.
Na rozdil od Three step with Melt je c&teni
fluorescence (dat) na konci annealing kroku.

Nucleic Acid Toto je wvychozi Sablona pro méfeni
Concentration koncentrace nukleové kyseliny za pomoci
Measurement: interkalacni barvicky.

HRM: Tato sloZzka obsahuje high resolution melt

profily (tani s vysokym rozlisenim).
DalSi béhy: Tato slozka obsahuje dalSi profily.

Cyklovaci a akvizi¢ni profily pro vSechny Sablony mohou byt obménény
pomoci wizardu.

Poznamka: Sablony (templaty) teplotnich profili definovanych uZivatelem
mohou byt pfidany do seznamu $ablon v Quick Start Wizard kopirovanim
nebo ulozenim jako soubor s pfiponou *.ret do C:\Program Files\Rotor-
Gene Q\Software\Templates\Quick Start Templates. Po zkopirovani
souboru do této sloZky se Sablona objevi jako ikona v seznamu. Pokud
chcete mit vlastni ikonu pro vasi Sablonu, vytvofte obraz *.ico se stejnym
jménem souboru jako méla Sablona.

PFfibuzné Sablony (templaty) si mlzete ulozit do podslozek. Toto umozniuje
organizaci Sablon, coz mlze byt uzite€né, napfiklad, kdyz nékolik uzivateld
pouziva stejny pfistro;.

6.1.1 Volba rotoru
V pfistim okné zvolte ze seznamu typ rotoru.
Zatrhnéte ,Locking Ring Atached (Vlozen)“ a kliknéte ,Next (Dal3i)“.
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I Quick Start

1. Ratar Selection | 2. Confirm Profile

-Fiotor Type -

36-Well Rotar

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

v Locking Ring Attached

coce_|

6.1.2 Nastaveni profilu

Cyklovaci podminky a vstupni kanaly pro sbér dat zvolenych Sablon jsou

importovany. Mohou byt obmé&nény v okné& ,Edit Profile/Uprava profilu* (viz
kapitola 6.2.4).

Pro zahajeni béhu stisknéte tlacitko ,Start Run®. Je také mozné ulozit
Sablonu pfed zacatkem bé&hu zmacknutim ,Save Template/Ulozit Sablonu®.
x|
1. Rotor Selection 2 Conlfirm Profile |
i R~ | | @ ‘
MNew Open Save As | Help

The run will take approximately 77 minute(s) to complete, The graph below represents the mn ta be perfaimed

LA,

Click on a cycle below to madify it :

Insert after
Cycling
telt Inzert before.
Remove

Hold Temperature: 95 | dag

Hold Time 2 |ming 0 |secs

< Back. Save Template Start Run Cancel
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6.1.3 Ulozeni béhu

Kdyz kliknete na tlacitko ,Start Run®, objevi se okno ,Save As Ulozit jako...".
Béh mize byt uloZzen v misté podle pfani uzivatele. Soubor dostane
automaticky jméno, které se sklada z pouzité Sablony a data b&hu. Pofadové
Cislo (1, 2, atd.) je také obsazeno v nazvu souboru, aby bylo umoznéno
automatické pojmenovavani rliznych béhu, které byly provedeny s pouzitim
stejné Sablony.

21
[ s =
My Network File name: IThree Step with Melt 2008-12-04 (1) j Save I
Saveastpe:  |Run File ("rex) =l Cancel /|
%
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6.1.4 Popis vzorku

Jakmile byl béh zahajen, okno ,Edit Samples Editovat vzorky“ umozni vzorky
definovat a popsat.

(EECT i

Ele Edt Eormat Security

Standard |Fh:mr 5|:_l,iE|

—Seftings

Biven Conc. Fomat: [123.457 =] Uru R | Mo Options

—Sampes

M | Edi | ResetDefauk| Graient | EEEEET E

C (IO |Name |Tylpe | Gioup: |Ei\uen Caone | Selected ﬂ
&1 R 1000 Crardad 1,000 ez =]
&2 | F 1000 Stardaid 1,000/ ez

M rim Stardaid 100 ez

-M R 100 Stardand 100/ ez

lAE R0 Stardand 10) Ve
A5 A 10 Stardaid 10 ‘ez

| EGE Stardaid 1 res

-;’.'AB Hi Stardand 1 e:
E1 ANWTC MTC Vs
B2 |ANTC MTC Yoz

e 10m Stardaid 1.000 ez

Mc 100 Chardaid 1000 ez |~

Fage .

Hama: IF'age1 2| =] Mew | Jeite I Senchronize pages

Unde | ok | cance | Hew |

Okno ,Edit Sample® se objevi po spusténi béhu, takze uzivatel mize vyuzit

vzorkl v okné ,Edit Sample® najdete v kapitole 7.8.4.

6.2 Advanced Wizard

Advanced Wizard poskytuje moznosti, které nejsou k dispozici v Quick Start
Wizard, jako je napfiklad konfigurace optimalizace gainu (citlivosti k
fluorescenci).

Kdyz chcete pouzit Advanced Wizard, zvolte Sablonu dvojitym kliknutim na
jméno Sablony v seznamu, ktery naleznete v listé ,Advanced” v okné ,New
Run*.
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x
Quick Stat  Advanced |

[imports the cycing |
land acquisition and
sample definitions

"% Empty Run from the last run open
in the software.

Perform Last Run

!-
'S Three Step with Melt
‘:I
'8 Two Step
l ’_J HRM™
-l_ JOHﬂer Runs

m Instrument Maintenance

ﬁJ’J Cpen A Template In Another Folder...

Cancel

i

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Moznosti slozek nabidnuté v tomto okné jsou podobné jako ty
poskytované Quick Start Wizard (kapitola 6.1.).
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Perform Last
Run:

Empty Run:

Three Step with
Melt:

Two Step:

HRM:

Other runs:

Instrument
Maintenance:

Tato moznost pouziva cyklovani, ¢teni (fluorescence)
dat a popis vzorkll z posledniho béhu otevieného
v softwaru.

Toto je ,prazdny” béh, ktery umoznuje uzivateli definovat
vSechny parametry profilu.

Cili nic neni prednastaveno.

Toto je tfikrokovy cyklovaci profil s kfivkou tani a se
¢tenim dat v zeleném (green) kanalu.

Toto je dvoukrokovy cyklovaci profil s daty ziskanymi ze
zeleného, Zlutého, oranzového a Cerveného kanalu.
(green, yelow, orange, red)

Tato slozka obsahuje dva high resolution melt profily
(tani s vysokym rozliSenim).

Tato slozka obsahuje dalsi profily.

Zde jsou obsazeny Sablony pouzivané béhem Optickeé
verifikace teploty (OTV). Vice informaci najdete
v kapitole 10. Tato Sablona je uzamdcena, aby bylo
zajisténo, ze tento profil vzdy funguje spravné.

Poznamka: Sablony definované uzivatelem mohou byt pfidany do seznamu
Sablon v Advance Start Wizard kopirovanim nebo ulozenim jako soubor

s pfiponou *.ret do C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\.
Po zkopirovani soboru do této sloZky se Sablona objevi jako ikona

VvV seznamu.

6.2.1 New Run Wizard - Okno 1

V pristim okné vyberte ze seznamu typ rotoru.

Zatrhnéte ,Locking Ring Attached, VioZen“ a kliknéte ,Next, DalSi“ pro

pokracovani.
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X

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

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

[ Locking Ring &ttached

I Mext »> |

6.2.2 New Run Wizard - Okno 2

V tomto okné lIze vlozit jméno uzivatele a poznamky o béhu. Také je nutné
vlozit objem reakce.

Pokud byl vokné& 1 vybran 72-well rotor, jsou k dispozici tfi mozZnosti
rozlozeni vzork( v rozbalovacim menu. ,1,2,3...“ jsou vychozi volby. VétSina
uzivatell voli tuto moznost. ,1A, 1B, 1C...“ by mélo byt zvoleno, kdyz jsou
vzorky pipetovany v sousedicich 0,1 ml stripech osmikanalovou pipetou.
Také si muzete zvolit rozlozeni ,A1, A2, A3...,
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New Run Wizard rz|

This screen dizplays miscellaneous options for the un. Complete the fields, This bor displays

icking N help o elements in
clicking Next when you are ready to move to the next page. s el Frv ok

on an item, howver
your mouse over the
item for help. “You
can also click on a

Operator |

Makes

combo box to display

help about its
availlable settings.

Reachon =1
Wolume [uL]; =l

Sample Layout: [1.2.3.. |
Skip Wizard J << Back | Mext »» |
6.2.3 New Run Wizard - Okno 3

V tomto okné muze byt modifikovan ,Temperature Prolile, Teplotni profil“ a
» Channel Setup, Nastaveni kanalu“. Kdyz kliknete na tlacitko ,Editovat
profil“, objevi se okno ,Edit profile, Editovat profil“, kde je umoznéna zména
cyklovacich podminek a volba kanall (Kapitola 6.2.4).

Po nastaveni profilu kliknéte na tlacitko , Gain Optimisation/Nastaveni
citlivosti k fluorescenci...“, €¢imz se toto okno objevi (viz strana 6-21).
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New Run Wizard El

Temperature Profile - This box displays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
your mouse over the

itemn for help. You
can also chick on a
combo box to display
help about its

available settings.
Edit Profile ...
Channel Setup :

Hame Source | Detector | Gain Create Mew... |
Yelow 530mm  555hm 7 _ Ea. |
Orange 585nm E10rm 7 Edit Gain...
Red G25nm  BEONm 7
Comzon  B30nm  710hp 7 Bemove

7

HRM 470nm  510nm Reset Defaults
Gain Dptinization... |

Skip “Wizard | << Back Nest 2> |

6.2.4 Editovani profilu
Okno ,Edit Profile, Editovani profilu® umoznuje nastaveni cyklovacich
podminek a ¢étecich kanalG. Uvodni profil, ktery se ukaze, je zaloZen na
Sabloné, ktera byla vybrana pfi nastaveni béhu (viz kapitola 6 -1). Profil je
graficky znazornén. Seznam krok( profilu se objevi pod grafem a obsahuje
moznosti: Hold (Drzet) (kapitola 6-11), Cyklovani (kapitola 6-12), Melt (Tani)
(kapitola 6-15) nebo HRM, pokud je pfistroj vybaven kanalem HRM (kapitola
6-16).
Kazdy krok profilu mGze byt editovana kliknutim na pfisluSnou oblast
v grafickém znazornéni nebo na nazev vseznamu. Poté milzete ménit
nastaveni, které se vam objevi.
Insert after, Tato volba umozriuje pfidat novy cyklus po
Vlozte po...: zvoleném cyklu.
Insert before, Tato volba umozriuje pfidat novy cyklus
Vlozte pfed...:  pred zvoleny cyklus.
Remove, Touto volbou odstranite zvoleny cyklus
Vyjmout: z profilu.
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Hold - Drzeni

Tato volba pfikazuje Rotor-Genu Q, aby zUstal v ur¢ené teploté po urcitou
dobu. Pokud chcete zménit teplotu, kliknéte na tlacitko ,Hold Temperature,
Drzet teplotu® a bud napiSte zvolenou hodnotu teploty nebo pouZijte
posuvnou listu. Kdyz chcete zménit dobu retence, kliknéte na ,Hold time*
(Cas retence), a dale na tlacitka ,mins" a ,secs” pro nastaveni minut a vtefin.

T A
I S @
M Dpen SoveAs Help

Tha run wil take zporasimatel 82 minutalz) to completa. Tha graoh Baloe rapreaests the nin o be pafamed

Chick ana cycle below b modifp &

W Insert aler..

i

E Inger! befare...
Fiermawvs

Hod Tempeidura: o5 | dag,

Helel Time - ER I!EB

PFi provadéni optického denaturaéniho cyklovani mize byt retence pouzita
jako kalibragni krok. V tomto pfipadé se kalibracni tani provadi pfed krokem
Retence. Toto je také vychozi nastaveni, které vSak muize byt zménéno,
pokud si to uzivatel preje.
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Click on a cycle below to rmodify it ;
Iha

Cycling
Inze

Hold Temperature : g5 | deg.

Hold Time : 3 |min$ 0 Isecs

Calibration Step: v

Calibration Settings
Acgunngto on

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

Offset ; 0 deqg.

Edit |

Pro vice informaci o optickém denatura&nim cyklovani najdete na strané 6-
16.

Cycling - Cyklovani

Cyklovani opakuje teplotni a ¢asové kroky definované uzivatelem v urcitych
poctech. PocCet opakovani se nastavi pouZzitim tlagitka ,This cycle repeats X
time(s), Cyklus se opakuje X-krat®.

Jednotlivy cyklus je zobrazen na displeji graficky (tak, jak je to ukazano na
obrazku nize). Kazdy krok cyklu mize byt upraven. Teplota mlze byt
zménéna potazenim teplotni ¢ary v grafu nahoru nebo dold. Trvani kroku
mulze byt zménéno potazenim teplotni hranice v grafu doleva ¢i doprava.
Nebo je také mozné na krok kliknout a pouzit tlagitka na teplotu a ¢as v levé
Casti grafu.
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Kroky mohou byt pfidany nebo odebrany z cyklu pomoci tlaCitek ,+“ a ,-*
v hornim pravém rohu grafu.

Edit Profilke

H
¥ | ]
HEw Cpen  Sawe A Help
The run il take: spprasimatel B mnckzla) fo complebs. The aiaph belos repeescats he min b be peformed
Click on 2 cycle bedow o modifp i
Hold Inzet Sfler.
Ireert befare..
Remawe
Thiz cycle repeats: 45 | bmels).
Chick anane af the slegs below bomodf b or press + or - b1 add and remove: steps lon tis cecle.
Timad Step =l =l
95 deg 35 dag. for 20 zecs
21 seconds
Mot Anounng
72 deq. for 20 sece
I~ Lora Range
™ Touchdown G0 deg bor 20 zecs
oK
Long Range: Zatrzeni tohoto policka zvysi €as retence (Hold)

zvoleného kroku o jednu vtefinu s kazdym novym cyklem.

Touchdown: Zatrzeni tohoto poli¢ka snizi teplotu o uréeny pocet stupn
po specificky pocet pocatecnich cykld. Toto je potom
vyznaceno na displeji.

Akvizice - sbér fluorescencenc¢nich dat v kanalech

Data mohou byt sbirdna na jakémkoliv kanalu na jakémkoliv kroku. Abychom
nastavili kanal na akvizici dat, klikneme na tlacitko ,,Not Acquiring“ (nepfijima)

(pokud uz byl kanal nastaven pfijimat v tomto kroku, potom jsou ¢teci kanaly
uvedeny zde).

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010 6-13



Provozni postupy — Hardware

I Timed Step » |

95 dea.

10 seconds

Mat Acquiring

[~ Long Range
[T Touchdown

Po kliknuti na tlacitko ,Not Acquiring“ (nepfijima) se objevi okno Akvizice.

Acquisition

Same as Previous : |[NewAcquisiﬁon] ﬂ
— Acquisition Configuration -
Available Channels : Acquiring Charnnets :

Hame | > Name I
Crimzon Green
HRM _<|
Orange
Red |
elow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquiring from a
channel, select it in the ight-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Dye Chart »>»

Dye Channel Selection Chart

Green  |470rm |510nm  |FAMY, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen | Alexa Fluor 488
vellow |530nm |558nm  |JOE,VIC®, HEX, TET-, CAL Fluor Gold 540, Yakima Yelow ™
585nm |B10nm  |AOXL, CAL Fluor Red 8104, Cy3.54, Texas Red ™, Alexa Fluor 568
B25nm |E660nm | Cy5Y, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
BE80nm | 710hp Quaszar?05, Alexa Fluor 680
460rm |510nm  |SYTO 9% EvaGreen

Pro nastaveni kanalu na pfijem, zvolte kanal a pfesunte ho z ,Available
Channels, kanalu, které jsou k dispozici“ do ,Acquiring Channels, pfijimacich

i

kanali“ za pomoci tlagitka * |. Zvoleny kanal je mozZno odstranit ze

seznamu
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»<Acquiring Channels* za pouziti tlaCitka LI Tlacitko i] odstrani vSechny
kanaly ze seznamu ,Acquiring Channels®. Kliknutim na tlacitko ,Don't
Acquire” také vyjmete vSechny akvizice z tohoto kroku.

Pokud je v profilu zahrnuta vice nez jedna cyklovaci sekvence, ziskana data
mohou byt pfifazena k datim ziskanym v pfedesSlych cyklovanich. Pouzijte
rozbalovaci menu ,Same as Previous ,Stejné jako minule® pro selekci
cyklického kroku, do kterého by méla byt data dopinéna.

Tabulka ,Dye Channel Selection Chart* pomaha uzivateli v rozhodnuti, ktery
kanal je vhodny pro barvi¢ku, kterou ma v umyslu pouzivat. Fluorescencni
barvicky uvedené vtabulce jsou ty, které jsou béZné pouzZivany a
nepredstavuji omezeni tohoto pfistroje.

Akvizi€ni moznosti popsané vySe se také vztahuji ke krokim ,Melt, Tani*,
pouze neni mozné doplnit akviziéni data za pouziti ,Same as Previous
,Stejné jako pfedchozi“ menu.

Melt -Tani a hybridizace

Tani je v rozsahu mezi dvéma teplotami, od nizSi do vyssi teploty. Povoleny
rozsah teplot je 35 — 99° C.

Kdyz chceme nastavit Melt, Tani, specifikujeme poc¢atecni teplotu, koncovou
teplotu, teplotni inkrementy, délku doby retence pfi prvni akvizi¢ni teploté nez
je Tani spusténo, dobu kazdého inkrementu a akvizi¢ni kanaly.

Tani je generovano mezi dvéma teplotami. KdyZ je pocéatecni teplota vy$si
nez konecna teplota, nazev tohoto kroku se zméni na ,Hybridisation,
hybridizaci®. Moznost “Acquiring To“ se nastavi na Melt A na displeji
zobrazeném nize, muze byt zménéna kliknutim na tlacitko. Objevi se okno
»<Acquisition, Akvizice“ a mohou byt navoleny kanaly.
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Ramp from |20 ﬂdeglees T EL ﬁdegrees,

Rizing by |1 ﬂ deqgree(s] each step,
W ait for IBEI seconds of pre-melt conditioning on first step,
Wait for 5 ill seconds for each step afterwards.

Acquire to Melt & | on Green

Kdyz provadime standardni tani, teplota se zvySuje o 1°C a Ceka se 5 vtefin
pfed kazdou akvizici. Rotor-Gene Q muze byt konfigurovan na tani
v pfirastcich 0,02°C. Minimaini retence mezi teplotnimi kroky se li§i podle
poctu stupfili mezi kazdym krokem.

High Resolution Melt (HRM)

Analyza HRM je zaloZena na separaci (disociaci) vzork(l dvoufetézcové
DNA. Tato metoda je podobna klasické analyze kfivky tani, ale poskytuje
mnohem vice informaci a ma uziti pro SirSi Skalu aplikaci. Zobrazi rozliseni
vzorkd, liSicich se podle sekvence, délky, obsahu GC nebo komplementarity
fetézcll a to az ke zménam v jednotlivych parech.

Analyza HRM mu(ze byt provadéna pouze na pristrojich, které maji
instalovano HRM hardware a software. Data jsou ziskavana za pouziti
specialniho HRM kanalu a detektord. Analyza HRM také zahrnuje moznost
provést Optimalizaci Gainu tésné pred tim, nez zacne tani. Po provedeni
mohou byt HRM data analyzovana pomoci HRM softwaru (kapitola 11).

Optické denaturacni cyklovani

Optické denaturacni cyklovani je velmi slibna technika proveditelna na
Rotoru-Gene Q, ktera umozfuje analyzu tani v realném Case za ucelem
zjisténi vrcholu tani referen¢niho vzorku. Toto indikuje denaturaci PCR
produktd s vétsi presnosti nez pomoci nastaveni urcité denaturacni teploty
pro Cas retence (Hold). Tato technika spoc€iva v umisténi referenéni
zkumavky s produktem PCR do pozice pro zkumavku 1 na rotoru. Referencni
zkumavka
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také musi obsahovat detekéni chemikalie, které umozniuji detekci separace
fetézcl. PFi zahfivani na pocate¢ni denaturaéni teplotu je tani provadéno na
zeleném (Green) kanalu mezi 80°C - 95°C , coZ je vychozi nastaveni.
Parametry pocatecniho tani mohou byt upraveny uzivatelem. Z téchto dat je
vytvofena kfivka tani a automaticky analyzovana.

15

1251 -

E 0.75 | / \

0s - s '

o h

ﬂ 75 a0 = an a5 10¢
i

cyklovani pfistroj zahfeje tak rychle, jak je to jen mozné a data jsou
ziskavana kontinualné. Jakmile referenéni zkumavka dosahla fluorescenéni
urovné denaturaCniho prahu, pfistroj je okamZité zchlazen a prechazi
k pfistimu naprogramovanému kroku ve svém cyklu. Vrchol neni vypocitan
pfi cyklovani. Misto toho je fluorescenéni hladina porovnavana k vrcholu tani
a toto ur€uje denaturacni prah.

V nasledujicim grafu jsou zakreslena plvodni ,raw® fluorescencni data a
prvni derivativy. Ukazuje se zde vztah mezi denaturaénim prahem a
vrcholem tani ziskanym b&hem kalibrace.
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Pro provedeni optického denatura¢niho cyklovani budete potfebovat:

B Predamplifikovany PCR produkt umistény v pozici 1 na rotoru. Tento
vzorek by mél obsahovat stejny produkt PCR jako zkoumané vzorky a
detekéni chemikalie pro monitorovani disociace PCR produktu.

B Opticky denaturovany profil. Bud mize byt vytvofen novy profil nebo
muze byt upraven profil existujici (viz detaily nize).

Opticky denaturacni cyklus vypada takika stejné jako jiné cykly. Hlavni rozdil
tkvi vtom, Ze krok tani (melt) je automaticky vloZzen na zacatku profilu a
v ostrém profilu denaturacniho kroku bé&éhem cyklovani. Opticky denaturacni
cyklus nevyzaduje definované retencni Casy, jelikoZz disociace produktl je
monitorovana pfi kazdém cyklu.

Pro provedeni této techniky jsou nutné nasledujici informace:

B Prvotni denaturaCni teplota. Toto je stejna teplota jako Denaturaéni krok
ve standardnim cyklovacim profilu.

B Pozice zkumavky se vzorkem PCR, ktery vyprodukuje kfivku tani
v zeleném (Green) kanalu.

B Profil optického denaturacniho cyklovani musi byt definovan.

Vytvorte novy opticky denaturaéni cyklus nasledujicim zplsobem:

Oteviete okno ,Edit Profile, Editace profilu“. Potom kliknéte ,New, Novy*“.
V okné&, které se objevi, kliknéte na tlacitko ,Insert after, Vlozte po* a zvolte
,New Cycling, Nové cyklovani“ z menu.

Pak zvolte teplotu kliknutim na graf. V rozeviracim menu zmeénte ,Timed
Step, Casovany krok“ na ,Optical Denature, Opticka denaturace”. Objevi se
vychozi profil obsahujici denaturaéni krok a opticky denaturacni cyklus.
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Clenéna oblast na zagatku b&hu predstavuje kalibraéni proces. Zelené tecky
predstavuji akvizice, pfijaté béhem zahfivacich cyklld. Modré tecky
predstavuji akvizice na konci chladiciho procesu pfi 60°C. VSimnéte si, Ze
zatimco profil ukazuje kazdy krok se stejnou denaturacni teplotou, toto
nemusi byt pravda. Pokud vzorek vyZaduje trochu delSi ¢as k tani ke konci
béhu, opticky denaturacni proces na tani pocka podle fluorescencnich dat a
nikoliv podle ¢asu. Z tohoto dlivodu se muze teplotni stopa liSit u kazdého
cyklu.

2. Kliknéte na prvni polovinu grafu s optickym denaturanim symbolem . Na
levé strané obrazovky se objevi informace ,Calibration Settings, Kalibra¢ni
nastaveni®.

Thiz cyche rapzatz 45 |Ii'na{31
Click. arvane al the sheps below bomadib it, o pregs + oi - b add and reinove sbeps for this cycle

Optical Denatire _;I D ﬂ

Calibration &ettingz
P.cauining to ReaTine o
fube 1. Ramp from B0 o 95
landhold for 3 minz (1 s=cs

IOtz : O daa

Edi: |

E0 dea. for 40 2eca

oK

3. Informace ,Calibration Setting, KalibraCni nastaveni“ jsou vétSinou spravné.
Pokud je nutné je upravit, kliknéte na ,Edit, Editovat®. Objevi se okno
.Kalibraéni nastaveni®.

§" Calibration Settings ' X|

— Settings :

The Optical Denature Calibration settings determine how
to perform the initial melt up to the denaturation
temperature, to determine the fluorescence level at
which the reference sample has denatured.

Tube Position : -
R amp fram IBD ﬁ to |E|5 jl deg. c.

Hold for il mins _UI secs

Denature Offset I':' jl deg. c.

Ok Cancel

4. Presvédcte se, ze:
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B Zkumavka indikovana ve ,Tube Position, Zkumavkové pozici“ obsahuje
Lseferenéni® PCR produkt, ktery vykaze vrchol tani v zeleném (Green)
kanalu.

B Posledni teplota v rozsahu nespali vzorek, ale bude dostatec¢né vysoka,
aby dovolila tani.

B Retencni ¢as (Hold) je dostatecny pro denaturaci vzorku.

B Denaturacni offset je spravné nastaven. Vychozi hodnota 0°C je vhodna
pro vétSinu tani. Vzorky s velmi ostrymi pfechody mohou vyZzadovat
denaturacni offset mezi —0,5°C do -2°C podle pfani uzivatele, aby bylo
zajisténo, Ze pfechod je detekovan.

Mlzete také definovat denaturaéni krok zavedenim nového retenéniho (Hold)

kroku. Kliknéte na ,Insert before, Viozte prfed‘ a zvolte ,New Hold at

Temperature, Nova retence pfi teploté...“ zmenu. Objevi se kalibracni
nastaveni.

Hold Temperature . g5 Ideg'
Haold Tirne : 3 |min3 1 |seu:s

Calibration Step: ™

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

Offget : 0 deq.

Edit I

Kalibra¢ni nastaveni je synchronizovano s denaturacnimi nastavenimi, takze
zména vretenénim Case denaturacniho kroku automaticky nahrazuje
kalibraéni denatura¢ni ¢as. To je ztoho dlvodu, Ze kalibraéni proces a
denaturace jsou v optickém denatura¢nim cyklovani ekvivalentni.

Zména existujiciho kroku na pouziti optického denaturacniho cyklovani

Pokud chcete zménit existujici denaturacni krok v cyklovaci sekvenci, zvolte
cyklus vseznamu okna ,Edit profile, Editace profilu“. Potom vyberte
denaturacni krok kliknutim na grafickém zobrazeni.

Timed Step - ol 5
= 96 deq. lor 20 sace —
Optical Denaiuie ¢ !
ATzecords i
Hot Acouiing /
™ Lora Rarge B0 deg for 40 zecs
™ Touchdown
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Kliknéte na rozbalovaci menu a zvolte ,Optical Denature, Opticka
denaturace®. Teplota a retenéni €as jsou vyjmuty a objevi se ikona ,Opticka

denaturace“ | .

Optimalizace Gainu

Kdyz nastavujeme Uplné novy béh, je vyhodné pouzit funkci ,Gain
Optimisation, Optimalizace Gainu“. Toto umoZzhuje optimalizovat gain pfi
nastaveni, které poskytne pozadovanou $kalu pocate¢nich fluorescenci pfi
nastavené teploté (vétSinou teploté, pfi které dochazi k akvizici dat)
v kazdém kanalu. U&el optimalizace gainu je se ujistit, Ze vSechna data jsou
sesbirana v rozmezi dynamického rozsahu detektortd. Kdyz je gain pfilis
nizky, signal bude ztracen v Sumu pozadi. Kdyz je pfili§ vysoky, vSechen
signal bude mimo skalu (=100% fluorescence).

Rozsah gainu pro kazdy kanal je -10 az 10, kde — 10 je nejméné senzitivni
hodnota a 10 nejcitlivéjsi.

Kdyz provadite reakce poprvé, doporu€ujeme pfipravit si testovaci vzorek
obsahujici vS8echny reakéni komponenty. Umistéte testovaci vzorek do
Rotor-Gene Q a pouzijte optimalizaci gainu k ur€eni nejlepSiho nastaveni
rozmezi gainu. Pokud gain zvoleny optimalizaci gainu pfinese slaby signal,
potom by ,Target Sample Range, Cilovy rozsah vzorku® mél byt zvySen.
Pokud dostanete presaturovany signal, Target Sample Range by mél byt
snizen.

Optimalizaci gainu provedete kliknutim na tlagitko ,Gain Optimisation,
Optimalizace Gainu“ v New Run Wizard okno 3 (v kapitole 6.2.3).
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New Run Wizard

Tempesature Prafile - Thiz box dizplays
help on elements n

the wizard. For help

on an item, hover
pour mouse over the
item for help. You

can also click on a
combo box to display
help about its

avalable settings.
Edit Profile ...

Charinel Setup

Source

Create Mew. ..

Dietector

470nm  510nm '

Velow 530nm 55nm 7 _ Ed. |
Orange  585nm  610nm 7 Edit Gain...
FRed E25hm  BE0nm 7
Crimson  E80nm  710hp 7 Remove
HRAM 470rm 510nm 7 Reset Defauits
Gain Optimization....

Skip Wizard | << Back | Nest »» |

Objevi se okno s ,Auto-Gain Optimisation Setup, Automatickym nastavenim
gain®. Toto okno umoznuje optimalizaci automatickou Upravou nastaveni
gain(, dokud vysledky pro vSechny zvolené kanaly nevyjdou v daném

rozmezi.
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Auto-Gain D plillli:—:dtiun Sul,up I
— Optirniz ation :
» Auto-Gain Optirization will read the fluoresence on the ingerted sample at

e differant gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends an the:

chemiztry pou are performing.
Set temperature to IEU j deagrees.
Optimise &l | Optimise Acquiring |

[¥ Perform Optimisation Before 15t &cquisition
™ Perform Optimization 4t B0 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :
| > sk |
Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 BF1 10F 10 10 Remave |
Remove Al |

I | Close | Help |

Set Pfed sbérem dat, bude RotorGene Q zahfan nebo
temperature to: ochlazen na tuto specifickou teplotu. Jako vychozi je
nastavena akvizi¢ni teplota .

Optimise ,Optimise All“ se bude snazit optimalizovat vSechny kanaly
All/Optimise znamé softwaru. ,Optimise Acquiring“ bude optimalizovat
Acquiring: pouze kanaly, které jsou pouzity v teplotnim profilu

definovaném v daném béhu (cyklovani a tani).
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Perform
Optimisation
Before 1st
Acquisition:

Perform
Optimisation
At [x] Degrees
At Beginning
of

Run:

Channel
Settings:

Edit...:

ZatrZeni tohoto boxu provede optimalizaci gainu pfi prvnim
cyklu, ve kterém dojde k akvizici dat. Tento krok je
doporucen pro Auto-Gain Optimisation.

ZatrZeni tohoto poliCka spusti optimalizaci gainu tésné pred
zaCatkem béhu. Rotor-Gene Q je zahfat na specifickou
teplotu, je provedena optimalizace gainu a cyklovani
zacina pfi prvnim kroku, coz je vétsinou denaturacni krok.
Tato volba mlze byt vybrana, pokud optimalizace gainu
béhem procesu spotfebuje pfili§ mnoho &asu na prvnim
kroku. VétsSinou se preferuje ,Perform Optimisation Before
1st Acquisition, Provadéni optimalizace pfed prvni akvizici®,
protoZze optimalizace gainu je provedena tak blizko
podminkam béhu, jak je to jenom mozné.

Toto rozbalovaci menu umoznuje pfidani kanall. Vyberte si
kanal, ktery chcete pfidat a kliknéte ,Add“ (pfidat).

Tato moznost otevira okno, ve kterém je mozné nastavit
.rarget Sample Range, Cilovy rozsah vzorku“. ,Target
Sample Range“ je rozsah uvodni fluorescence, ktery by
mél byt nastaven pro vzorek ve specifikované zkumavce.
Automaticka optimalizace gainli ¢te kazdy kanal za pouziti
nastaveni gainu v rozsahu specifikovaném v ,Acceptable
Gain Range, Pfijatelném rozsahu gainu“. Vybere prvni
nastaveni gainu, které splni fluorescenéni pozadavky
»1arget Sample Range”. V pfikladu uvedeném nize vyhleda
automaticka optimalizace nastaveni gainu mezi -10 az 10,
kterd vykazuje hodnotu mezi 5 az 10 Fl ve zkumavce 1.
Obecné plati, ze pro interkala¢ni barviva je vhodny Target
Sample Range 1 az 3 Fl, zatimco pro proby je vhodnéjsi
rozsah 5 az 10 Fl.
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Auto-Gain Optimisation Channel Settings E]

— Channel Settings :

Target Sample Range :

Channel : Green Tube Position ; I'l :II

Acceptable Gain Range: |-10 j' to |1III j

ﬂFILptu 10 jFL

0K Cancel | Heb

Remove/
Remove All:

Start:

Manual:

Changing Gain During a Run:

.,Remove, Odstranit“ odstrani oznaceny kanal.
.,Remove all, Odstranit vSe“ odstrani v3echny
kanaly.

.otart® zaCne optimalizaci gainu. Je zvolen
gain, ktery vyhovuje udrovni fluorescencniho
signalu uvnitf specifického rozsahu. Pokud
fluorescence vychazi mimo specifikované
rozhrani, gain je nastaven na nejbliz§i moZznou
hodnotu.

Tato funkce otevira okno ,Manual Gain
Adjustment, Manualni dpravy gainu® (viz
strana 6-26).

Pokud byl gain na zaCatku bé&hu pfili5 vysoky
nebo pfilis nizky, mize byt zménén béhem
prvnich deseti cyklt. Vertikalni ¢ara se objevi
tam, kde byl gain zménén. Cykly pfed zménou
jsou vyfazeny z analyzy.

Poznamka: Optimalizace gainu m(ze zvolit nastaveni, které nevyhovuje
specifickému rozsahu. Toto mlze byt zplsobeno zménami ve fluorescenci po
prvnim ,Hold“ kroku, ale vysledek optimalizace gainu poskytuje dobrou indikaci

fluorescenéni hladiny, na které béh zacne.

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual
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Manuadlni uprava gainu

Kliknéte na ,Manual Gain Adjustment, Manualni Upravu gainu“ v okné ,Auto-
Gain Optimisation Setup, Automaticka optimalizace gainu“. Objevi se okno
.,Manual Gain Adjustment®. V tomto okné jsou vysledky fluorescence pfi
kterékoliv teploté v realném Case. Toto je pouzivano, kdyz neni znam puvod
vzorku, a musi byt gain uréen, aby byl zajistén dostate¢ny signal pro detekci.
x|

File  Help

& Cwding A Green

Fliorezscance

120

100

o
=

=3
=

0
B On | Bank OFf
g : T 4 T T . Mamed On | AllOn | AlOE
ﬂ 1 2 k| 4 5 g 7 q 9 MW 11 12 13 14 15 Edk R
Tima
£ T emparahre : |BU j
100 Edit Gainz...
Slat
ag
Sicp
il B
7 .
0
n Y Y u Y Y Y Y Y Y
ﬂ 1 2 3 4 S =1 T a 9 1o 1 12 13 T4 15
Tiing

odebrany nebo pfidany na displej pomoci tla€itek vpravo. Tlalitka se skladaji
z barevnych kolonek, z nichz kazda odpovida vzorku na displeji. Vzorky
s vyrazné barevnymi kolonkami jsou na displeji, zatimco vzorky se zaSlymi
barvami se neukazuji. Vzorky mohou byt zapnuty nebo vypnuty kliknutim na
patficnou kolonku nebo potazenim kurzorem mySi pfes nékolik kolonek
soucasné.

Doporu€ujeme provadét manualni apravu gainu nasledovné

1.

V okné ,Manual Gain Adjustment® upravte teplotu na akvizi¢ni teplotu
vyzadovanou pro ten ktery béh.

Poznamka: Teplotu nelze upravit, kdyz je Rotor-Gene Q v provozu. Aby
se zmény provedené v teploté objevily, je tfeba pfistroj restartovat.

Kliknéte na ,Start“. Béh zacne. Teplota Rotoru-Gene Q je upravena na
teplotu specifikovanou v okné. Grafy v okné za¢nou ukazovat data.

Pockejte, az se teplota stabilizuje.

4, Zaregistrujte krajni bod fluorescenéni (FI) hodnoty.

5. Kdyz hodnota FlI neni na pozadované urovni, kliknéte na ,Edit Gains...,

Editovat gain® a upravte podle potfeby. Tento proces nemusi byt okamZity,
protoZze Rotor-Gene Q potfebuje asi 4 vtefiny na zaznamenani kazdého
bodu v kazdém kanalu a bé&hem tohoto Casu je uzivatelské rozhrani
deaktivovano.
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6.2.5

6.2.6

6. Opakujte tento postup, dokud FI neni na pozadované urovni.
7. Kliknéte na ,Stop“. Pokud béh stale sbira data, kdyz je tlacitko ,Stop”

zmacknuto, Rotor-Gene Q nejdfive ukonéi sbér dat a potom zastavi.
Tento proces muze trvat az 5 vtefin pro kazdy sbérny kanal.

New Run Wizard - okno 4

Toto okno poskytuje pfehled o bé&hu. Zkontrolujte parametry a kdyz jsou
spravné, kliknéte ,Start Run, Zacit béh“. Budete vyzvani k zadani nazvu
souboru. Mizete také ulozit nastaveni béhu jako $ablonu pro budouci béhy
pouzitim tlacitka ,Save Template, Ulozit Sablonu®.

MNew Run Wizard

Sormmany
Saling alle
Giesn Gan ]
A ckar bWl Rakar
Samole Lapoul 1,24
A eaction VYolume [in micrlksrs] 25

One= youtve confimed that your un s=tngs e corect, dick Skart Bunto Sawe Template |
begin the wun Click Save Templale o zqee zettings for fuboe wres.

Shiptwizad | oo Back |

New Run Wizard - okno 5

V tomto okné mizete vlozit typy a popisy vzorkll zatimco béh probiha.
Funkce tohoto okna je stejna jako okna ,Edit Samples, Editovat vzorky"
(strana 7-60). Informace o vzorcich muze byt vioZzena také az po tom, co béh
skoncil.

Tlagitko ,Finish and Lock Samples button, UkonCete a uzamknéte vzorky"
uzavie obrazovku a zabrani zménam v nazvech vzork{. Vice informaci o
tomto a dalSich bezpelnostnich prvcich najdete v menu zabezpecleni
(kapitola 7-68).
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Mewr Run Wizard

—hatings
Given Conz. Foimal : | x| Llnt:IEl:Fl'Et | Hoe DFti:lr'rs“I
Samples :
M | Edt | ResetDatauit| Graden | EECIEIREE
H":' | He | Tope |Grop: | Given Cone, |5e «|
1JOEE-34 Unkna Ya_ |
2 JOEE-ZE Unkrioee e
3 JOEE-3C Uk riciie e
4 JOEE-IHTC Unkrioss e
- 5 Lnkrices e
| G Urikmcie e
| Uniksici e
s Urik i "r'naJ
B - Linkniosn e T
KN 3]

Fagz:

=
[
=
&

:|F‘age1 _I_I hlewl Z-.-n:-.:l I Swrnchionize pages

Shipiwizad | ccBack | Firis | Finishand Lock Sanpks |
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7.1

7.2

7.3

Analyza — uzivatelské rozhrani

Tato kapitola popisuje uzivatelské rozhrani softwaru Rotoru-Gene Q.

Pracovni plocha

Pracovni plocha je na pozadi hlavniho okna. V této oblasti mohou byt
otevieny panely s ,raw” hrubymi daty i s vysledky analyz. Pokud je otevieno
nékolik oken soucasné&, mohou byt uspofddana kliknutim na tlacitko
JArrange“ na ovladaci list€. Nékolik moznosti uspofadani je k dispozici a
mohou byt zvolena kliknutim na Sipku vedle tlacitka ,Arrange®.

= |
Reports  Arrange
Srnart Tiling
Tile Horizonkally
Tile Vertically

Cascade

Ovladaci lista

Tato tlaCitka jsou zkratky k ¢asto pouzivanym funkcim. Tyto funkce mohou
také byt zpfistupnény z rozbalovacich menu.

ACHPNEO v & & ¥ & & B T B,

Mewd  OpEn Save | Slat Tause Stop Satirgs Prograss Profle Terp.  Samoks Angyss Reports Areende

|G‘Iﬂ1‘|d5 O Cycling BoGreen 0 Cycling &Yl 0 Cwcling 8 Crang= 0 Cweling & Red |

Zobrazeni fluorescenc¢nich kanalu

Kliknéte na tato tlaCitka, pokud chcete vidét ,raw” (neanalyzovana) surova
data z pfislusnych fluorescencnich kanalu z
béhu.

“d‘lam&h o Cyeling &.Green © Cyding &.Yellow © Cwcling &.Orange  ~ Cycling A.Red
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Kdyz se divate na tato data, mate k dispozici nékolik moznosti zménit jejich
prezentaci. ,Raw" surova data mohou byt transformovana pro vytvoieni
riznych typl analyz.

Adjust Scale: Kliknéte pravym tlagitkem mysSi na pfislusné okno

»LAdjust Scale“ pro upravu stupnice. Objevi se
okno, ve které muaze byt stupnice upravena.

b axirnum : I'l'IEI jl
Minirnum = [0 j

2| o |
Autoscale: LJAutomaticka stupnice* pfizblsobi  stupnici
maximalnim a minimalnim hodnotam ziskanych dat.
Default Scale: »Vychozi stupnice” resetuje stupnici na hodnoty od 0

do 100 fluorescencnich jednotek.
Spanner/wrench icon: Viz sekce 8.5 pro vice informaci.

ﬂ- 5 0 14 .'n & 0 i 0 4
oyl

hchuskBooke_ | Auic-ticde| Dielouk Bals| Dl [Page1 =1 -
Hormaskss b Crchrgs o, Yellos

Rormaskes £a Cying A, Crange
Hicrmaskse ba Cytlng . Red
Criog wharl ocies

Lt ol vl

Options: Zde se na rozbalovacim menu ukaZzou moznosti
pro transformaci surovych dat.

Normalise to ...: Toto umoznuje normalizaci amplifikacnich dat s
daty zpasivnich referencnich barviv, jako
napfiklad ROX, ziskanych v jiném kanalu.
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7.4

Crop start cycles: Toto tvofi novou sadu kanalovych dat, ve
kterych jsou nékteré prvni cykly odstranény.
Toto je uziteCné v pfipadé, kdy pocateéni cykly
vykazuji velké skoky fluorescence, které se
mohou objevit pfi pouzivani nékteré chemie.

Crop end cycles: Tato funkce tvofi novou sadu kanalovych dat,
ve kterych byly odstranény nékteré koncové
cykly.

Page 1: Toto oznacluje stranku, ktera je v souCasné

dobé zvolena pro zobrazeni surovych dat. Okno
,Edit Sample, Editovat vzorek® umoznuje tvorbu
riznych definici vzorkd. Napfiklad mohou byt
sledovana data s rGznou tloustkou ¢ar, popisky
vzorku a jinych moznosti nastaveni. Toto je
zvlasté uziteCné, kdyz se provadi analyza
pomoci relativni kvantifikace v jednom kanalu,
protoze uzivatel mlze lehce prfepinat mezi
vzorky se sledovanym a housekeeping genem.

Prepinani vzorku

Na pravé strané hlavniho okna je prepinac, ktery obsahuje popis vzorku.
Sestava z barevnych kolonek, z nichz kazda odpovida vzorku na displeji.
Prepina¢ se pouziva na volbu vzork(, které Ize sledovat na displeji. Vzorky
s jasné zbarvenymi kolonkami jsou znazornény, zatimco vzorky se zaSlymi
barvami se neukazuji. Vzorky mohou byt pfepinany kliknutim na kolonku
nebo potazenim kurzoru mysi pfes nékolik kolonek najednou. Tladitka ,Bank
On* a ,Bank Off* zobrazuji, respektive schovavaji, vSechny vzorky, které jsou
souCasné na seznamu viditelné. Dal$i skupina vzorkd mlze byt zobrazena
pomoci posuvné listy.

Poznamka: Pocet znazornénych vzorkd je dynamicky a zavisi na prostoru,
ktery je v okné k dispozici.

Kliknutim na tlacitko ,Named On“ se objevi pouze vzorky, které byly
pojmenovany. Toto je rychly zplsob, jak si prohlédnout pouze relevantni
vzorky. Kliknutim na ,All On“ nebo , All Off* ziskate zobrazeni vsSech,
respektive zadnych, vzorkd vrotoru. Kdyz zmacknete tlacitko ,Edit
Samples...“, otevie se okno ,Edit Samples®, kde Ize editovat jména, typy a
standardni koncentrace vzorku (viz kapitola 7.8.4).

Pfepinaci lista je znazornéna nize. DalSi moznosti se objevi po kliknuti
pravym tlacitkem mysSi na tladitka.
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Edit Samples...
Select Non-Empty

select Groups

Page:

Toggle Sample
ID Display

Togagle Sample ID Display

Page: Page 1

Samples

BS
BE
B7
B8
« | 3
Bank On | Bank Off
Named On | &l On | Al OFf
Edit Samples...

Tato kolonka na vrcholu pfepinaci listy indikuje
stranu, ktera je pravé na displeji. Stranky umoznuji
rizné nezavislé analyzy ze sady dat jednoho kanalu.
Mulzete napfiklad vytvofit dvé standardni kfivky
v zeleném kanalu a vygenerovat nezavislé zpravy.
Vice informaci o nastaveni stranek pro vzorky najdete
v kapitole 7.8.4

Pokud je pouzivan 72-jamkovy rotor, vzorky jsou
zobrazeny ve formatu A1 az A8, B1 az B8, atd.
Moznost »roggle Sample
ID Display® umozhuje wuzivateli pfepnout do
numerického pofadi vzorkd (1 — 72).
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Select Non-Empty
Samples

Select Groups:

7.5

7.51 Novy (New)

Tato moznost vyfazuje veSkeré vzorky, které maji
,Type*“ specifikovany jako ,None, Zadny“ v okné ,Edit
Samples®. Toto zajistuje, ze jsou zobrazeny pouze
vzorky relevantni pro analyzu.

Pokud jste definovali skupiny (Groups), je mozné
zapinat a vypinat vzorky ve skupinach na displeji
(switch on/off). Skupiny jsou libovolné sbirky vzorkd,
které umoznuji pokro€ilé zpracovani statistickych
vysledkd. Mohou byt napfiklad definovany skupiny
vzorkl léCenych a neléCenych pacientl. Skupiny
mohou byt nastaveny v okné ,Edit Samples*.

Menu Soubory (File)

Po volbé ,File*, potom ,New" a potom ,New Run“ se objevi okno. Toto okno
zobrazuje bézné uzivané Sablony organizované pod tlacitky ,Quick Start”
and “Advanced". Jakmile je Sablona zvolena, wizard vas provede nastavenim
a umozni modifikace nastaveni a profilu.

[

Quick Start | &dvancedl

erform Last Run

(1]

S Two Step

L1l
% Quenched FRET

Jrre

_| Other Runs

l
f, | Open A Template

ae
*S Three Step with Melt

e
*% Nudeic Add Concentration Measurement

X|

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

In Another Folder...

New

Cancel

[
Help |

¥ Show This Screen When Software Opens

Vice informaci o Sablonach najdete v kapitole 6.1 a 6.2.

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual
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Novy béh (New Run)

New...: Zahajuje nastaveni bé&hu pfi pouZziti zvolené
Sablony.
Cancel: Zavre okno.
Help: Otevre online pomoc.
Show This Screen  Zatrzeni tohoto poli¢ka zpUsobi, Zze okno ,New Run,
When Software Novy béh* je zobrazeno pfi spusténi softwaru.
Opens:
7.5.2 Otevieni a ulozeni (Open and Save)
Open...: Otevie dfive ulozeny Rotor-Gene Q soubor
(*.rex) nebo archiv béhli Rotor-Gene Q (soubor
*.rea).
Open Recent...; Obsahuje posledni 4 soubory, které byly
otevieny nebo ulozeny.
Save: Ulozi vesSkeré zmény, které byly udélany
v souboru béhu.
few, .,
open. ..
Open Recent, ., g
Save
RunFle. |
Import Data Erom Previows Rum, .. Template. .,
Reports. .. Run Archive. ..
Set LIMS Export...
e Excel Daka Sheet. ..
Ezxit Excel Analysis Sheet. ..
LinReq Export Format. ..
Matlab Export...
Save As... Pouzijte tuto funkci pro ulozeni soubor(
béhu nebo dat vraznych formatech.
Seznam moznosti je nize.

Run File...: Ulozi kopii souboru. Uzivatel mize zménit
jméno a ulozit umisténi. Toto je vychozi
format.
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Template...: Ulozi nastaveni profilu a s nim spojena
nastaveni, ale nikoli data béhu. Slozka
muze byt pouzita pro zahajeni budoucich
béhd.

Run Archive...: Ulozi kompaktngjsi format souboru.
Ukladejte soubor vtomto formatu pied
tim, nez ho posilate emailem. Toto
redukuje C€as vyzadovany na poslani
souboru a zajistuje, Ze soubory nejsou
poskozeny emailovymi klienty.

Export LIMS: Ulozi analyzu ve formatu kompatibilnim
s LIMS podle pozadavkll uzivatele. Pro
vice informaci prosim  kontaktujte
technické sluzby QIAGENu.

Excel Data Sheet... Exportuje v8echna surova data =z
fluorescenénich kanali do tabulky Excel.
Pouze vybrané vzorky jsou exportovany.

Excel Analysis Sheet...: Exportuje analyzu soucasného béhu do
tabulky Excel.

LinReg Export Format...: Exportuje vSechna surova kanalova data
do formatu, ktery maze byt ¢ten softwarem
LinReg (analyticky nastroj na efficiency).
Vice detaill o exportu LinReg najdete
nize.

Matlab Export...: Exportuje data do formatu, ktery je
srozumitelny pro védecky software Matlab
(nebo jeho open-source ekvivalent
Octave). Toto se muze hodit pro metody
vyzkumu.

Export do LinReg

LinReg je nastroj vyvinuty C. Ramakersem a kolektivem®. LinReg je k dispozici
na pozadani na: http://LinRegPCR.nl.

Software Rotor-Gene Q umoziiuje uZivateli exportovat surova data ve formatu,
ktery potom mulze byt importovan nastrojem LinReg za u¢elem analyzy.

* Ramakers, C., Ruijter, J.M., Deprez, R.H., a Moorman, A.F. (2003)

Assumption-free analysis of quantitative real-time polymerase chain reaction (Bezodhadova
kvantitativni analyza polymerazové fetézove reakce v realném Case).

(PCR) data. Neurosci. Lett. 339, 62.
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1. Otevrete soubor Rotor-Gene Q, ktery obsahuje surova data béhu.

2. Exportujte data do formatu LinReg zvolenim ,Save As...” a potom “LinReg
Export Format...”.

3. Microsoft Excel automaticky zobrazi exportovana surova data.

4. Spustte nastroj LinReg.

5. LinReg vas vyzve, abyste zvolili rozsah bunék, kde jsou surova data
umisténa. Tento nastroj mize analyzovat najednou pouze data z jednoho
kanalu, takze je tfeba zvolit patficnou oblast v tabulce Excel.

7.5.3 Reporty

Po zvoleni ,Reports® se otevie okno ,Report Browser“. Pokud jiz data byla

analyzovana, zprava o této analyze muze byt zobrazena z okna ,Report

Browser“. Je mozné zvolit nékolik riznych typl zprav s vysledky s rGznymi

stupni detail.

_1o(x]
— Report Categonies - — Templates :
b Melt A Green [page 1) 7
=+ (Juantitation
¢ L Cycling & Green [pags 1) ‘]
elta Delta CT Relative Quantitation % Quantitation (Full Report)
delta delta 3]
Relative Quant. Analysis » Quantitation (Standard Report)
omparative Huantitation
Cycling &, Green [page 1]
&2 Standard Curves Felative Quantitation
- 2 standrard curve
- Relative Quant, Analysis =
,WI Cancel
7.5.4 Nastaveni (Setup)

PocateCni nastaveni Rotoru-Gene Q by mélo byt provedeno béhem

instalace. Tato moznost vam vSak umozfuje zménit nastaveni zapojeni

Rotoru-Gene Q, pokud si to pfejete udélat po instalaci.
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x|
General |
— Mizcellaneous Dptions ;
i The software can simulate basic operation of the
= machine for testing and training purpozes. Ticking
o thiz box will enable a "irtual Machine zimulation.
[ irual Mode
[Intick thiz box to presvent further access ta thiz
zefup screen.
W &llow access bo this setup soreen
Pt I COb1 vI Auto-Detect |
Cancel | Help
Virtual Mode: Zvolte tuto moznost, pokud bude software pouzivan

Allow access to this
setup screen:

Port:

Automaticka detekce:

7.6 Menu Analyza
7.6.1 Analyza

bez pfipojeni Rotoru-Gene Q. Software si
zachovava vSechny funkce. Tento rezim je vhodny
pro ucely predvadéni, datové analyzy a nastaveni
Sablon.

Pokud neni tato volba zatrzena béhem nastaveni,
pfistup do tohoto okna jiZz neni mozny. Tento
bezpecnostni prvek zabranuje uzivatellm zménit
nastaveni. Pokud si pfejete znovu ziskat pfFistup,
kontaktujte svého distributora.

Zvolte spravny komunikaéni port, ktery umozni
komunikaci mezi poc¢itacem a Rotorem-Gene Q.

Pokud si nejste jisti, ktery port zvolit, kliknéte na
»+Auto-Detect* pro vyhledani vSech portu, které jsou
k dispozici.

Po kliknuti na tlacitko ,Analysis“ se objevi okno. Toto okno umoZziuje
vytvofeni novych analyz a zobrazeni existujicich analyz. Analyticka metoda
se voli pomoci tlacitek. Objevi se seznam kanalG, které mohou byt

analyzovany touto zvo

lenou metodou. RuUzné testovaci béhy na stejném

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manua
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kanalu mohou byt analyzovany nezavisle za pfedpokladu, ze byly nastaveny
jako samostatné stranky v okné ,Edit Samples®.

Analysis .

251d Curves (Rel) | Otrer.. |

T Quantitaton ] Melt Delta Delka ZT Relative Quantitation
Allelic Discriminatior
Cyclhg A Greer Comparative Quantitation
Cycling A.Orance Scatter Graph Analvsis
Cycling A Ried EndPoint Aralysis

Cycling A.Yellow: Concentration Analysis

High Resoluzion Mek Analysis
Show all Analysis Cptions. ..

Show | llide |
I~ Auto-shrirk window
Auto-shrink Tato volba zmenS$i okno, kdyZz se zrovna nepouziva.
window: Posunutim kurzoru mysi na toto okno ho opét zvétsi do

plGvodni velikosti.
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Organizace pracovni plochy

Pokazdé, kdyz zaCneme novou analyzu, jsou jeji okna usporadana tak, aby
se vesla vedle téch, ktera jiz na obrazovce jsou. Pokud je na obrazovce pfilis
mnoho oken, mulze byt obrazovka nepfehledna. Zaviete okna, ktera
nepotiebujete a potom kliknéte na tlacitko ,Arrange“ v nastrojové listé. Okna
jsou automaticky uspofadana podle metody ,Smart Tiling, Chytré
usporadani“. Muzete si také zvolit jinou metodu usporadani kliknutim na
Sipku vedle tlacitka ,Arrange®. Kliknutim pravého tlacitka mySi na jméno
analyzy také ziskate dalSi moZnosti.

Quantitation CMet | ‘

" cing .G reon (Pog=
Cucling 4.0range Shnw
Cycling A.Rec Hde

Famnve &dnalysiz

Ciycling &.%ellow

Show: Ukaze zvolenou analyzu.
Hide: Schova zvolenou analyzu.
Remove Analysis...: Kompletné odstrani zvolenou analyzu. To znamena,

Ze veSkeré normalizaCni nastaveni a sestavy tani
budou ztraceny.

7.6.2 Kvantitativni analyza

Zvolte tlacitko ,Quantitation” v okné ,Analysis“ a potom dvakrat kliknéte na
jméno kanalu nebo zvolte kanal a potom kliknéte na tlacitko ,Show* pro
otevieni pozadovaného kanalu.

Objevi se 3 okna: Hlavni obrazovka, Standardni kfivka a Vysledky.
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Reporty (Vysledky)

Reports: Tlacitko ,Reports® otevie okno ,Report Browser*,
kde je mozné vygenerovat zpravu o soucasné
analyze. Jsou nabidnuty 3 moZnosti: standardni
zprava, plna zprava a struéna zprava. Dvakrat
kliknéte na pozadovanou moznost a otevie se vam
zprava v okné ,Preview, Nahled®.

Poté, co byla zprava vygenerovana, tlaCitka na
horni ¢asti okna ,Preview“ mohou byt pouZita na
tisknuti, uloZeni nebo poslani zpravy emailem
nebo na export do MS Word.

E- Provicew

S | H = | W

Brnt | Saveds Emal | Towod

Standardni krivka

Std. Curve: Toto tlagitko otevie okno ,Standard Curve®. Jako
vychozi volba se toto okno otevie, kdyz je
oteviena ,Analyza“. Kdyz ho zaviete, mlize byt
znovu otevieno pomoci tohoto pfikazu.

k¥ standard Curve - Cycling A.G - O] =|

40 1: E :r 1: Cyeling & Green (Page 17
; ; ; ; R=0.99969
c-3 N S SRR S P R#2=0.99939
E E E hi=-3.202
- e [ B=38 543
— E E E Eflficien|:3f=l1 iyl
“ 231  Expork araph... I
Standard Error Mean
04 Owerlay J
v Show Staks
1817 Zoom Gut i i . g

10 Returm ko Defaulk Position 004 1005 1005 0007
Conceritration
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Hodnoty pro standardni kfivku jsou dynamicky
prepocitavany s tim, jak se méni uroven prahu
(treshholdu) klikdnim a tazenim prahové Cc&ary
v hlavnim okné.

Modré teCky na kfivce predstavuji vzorky, které
byly definovany jako standardni a Cervené tecCky
predstavuiji datové body neznamych vzorku.

Poznamka: Kdyz predefinujete standardy pro
vypocet standardni kfivky, prepinanim
standardniho vzorku pomoci pfepinaci liSty na
pravé strané ho odstrani z vypoctu kfivky. Vyjmuti
standardl z grafu pro zvy$eni hodnoty R*2 nema
védeckou validitu. Selhani standardu je indikaci,
ze vzorky také mohly selhat; a proto by mél byt
zahrnut do vysledka.

Efficiency: Toto je u€innost PCR reakci v béhu. Tato hodnota
je pojednana detailné na strané 7-26.

RA2 value (correlation  Hodnota R*2 neboli R? predstavuje procento dat,
coefficient): které jsou konsistentni s hypotézou, Ze standardy
tvori standardni kfivku.

Kdyz je hodnota R"2 nizka, potom standardy
nezapadnou lehce do idealni kfivky. To znamena3,
Ze vysledky (napfiklad vypocitané koncentrace)
nemusi byt spolehlivé. Dobra hodnota R*2 je
priblizné 0,999.

Poznamka: Je mozné dosahnout vysokou
hodnotu R*2 i u slabé standardni kfivky, pokud
béh obsahoval nedostateény pocet standardi.
Hodnota R*2 se zlepSuje stim, jak se pocet
standardi  snizuje. Pro pfesnéjSi indikaci
spolehlivosti vysledk(l pouzivejte jako voditko
intervaly spolehlivosti vypocitanych koncentraci.
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R value (square root of Hodnota R je odmocnina hodnoty R*2. Obecné je

correlation coefficient): hodnota R*2 uzite€néjSi pro ureni korelace.

M and B: Sklon (Slope) (M) a prasecik (Intercept) (B)
standardni kfivky jsou automaticky vypocitany
podle rovnice y = Mx + B, a jejich hodnoty jsou
ukazany v okné ,Standard Curve “.
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Export Graph...: Kliknutim pravym tla¢itkem mySi na standardni
kfivku zobrazi moznost exportovat graf (viz
kapitola 8.4).

Overlay: Pokud bylo provedeno vice kvantitativnich analyz
v jednom béhu, je mozné standardni kfivky
zobrazit pfes sebe ve stejném okné. Toto je
uzite€né pro grafické zobrazeni rozdill mezi
riznymi prahy. Tato funkce je zobrazena na
obrazku nize.

E Standard Curve - Cycling A.Green (Page 1) - |EI|5|
T T T T T T Cycling & Green (Page 17
aal T o L o o 1| R=0.99969
| | | | | | R*2=0.533333
BB T oom-ososiooo| M=-3202
i | i | | i B=35.948
e I e A R T | Efficiency=1.01
B e A et Foomeees e
L S . SOt U R
by . . . . . .
e Fe-m---- EEEEEEEEE Lt o= en- Te--
24+ Expart Graph... S e T A
221 Standard Error Mean e e g T R
a0 4 (Page 2) | S
v Show Stats Cycling A&.Orange (Page 3)
184 Zoom out Cycling A.Red (Page 4) . B g
16} Returm toDefault Position - e e R
i i i i i i i -
1040 101 1002 1003 1004 1005 10706 10407
Concentration

Vypocet standardni kfivky

“‘conc = ...* CT +...“a,, CT T =...“ jsou 2 verze této rovnice pouzivané pro
srovnani hodnot CT a koncentraci. V publikacich je nejCastéji pouzivan
vzorec “CT = ..”. Standardni kfivka muaze byt bud ,Floating, Pohybliva*
anebo ,Fixed, Fixovana“. Pokud je ,Pohybliva“, optimalni rovnice pro
standardni kfivku je vypocitavana pokazdé, kdyz je v hlavnim okné posunut
treshold. Pokud je ,Zafixovana“, rovnice se nemeéni, protoze byla
importovana z jiného béhu.

Standard Curve

conc= 107[-0.304°CT + 11.832)
CT = -3.292%oglconc] + 38.949
Type : Floating

Irmport Curve. ... Rezet
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Import krivky

Importovani standardni kfivky umozfiuje odhad koncentraci, kdyz neni
k dispozici standardni kfivka v ur€itém béhu a ucinnost PCR reakce se mezi
dvéma béhy nezménila. Kfivky mohou byt

importovany z jednoho kanalu do druhého kliknutim na ,Import Curve®.

Je mozné standardni kfivku upravit, pokud je tfeba. Uprava standardni kFivky
znamena, ze pouze ucinnost zdroje standardni kfivky je importovana do
soucasného béhu. Zda ma nebo nema standardni kfivka byt upravena, zalezi
na pouzitych chemikaliich.

Pro upravu standardni kfivky pouZijte odkaz v novém béhu se znamou
koncentraci. Definujte referen¢ni standard nastavenim typu vzorku na
~otandard“ a vlozte hodnotu koncentrace v okné ,Edit Samples®. Vice kopii
stejného standardu mize byt vlozeno pro vylepSeni pfesnosti. Neni ovSem
mozné definovat vice nez jeden odkaz na koncentraci nebo standard. Je tedy
napfiklad mozné mit 3 standardy (triplikat) o 1000 kopiich, ale neni mozné
mit jeden standard o koncentraci 1000 kopii a dalsi o 100 kopiich v jednom
béhu.

Jakmile byla standardni kfivka importovana, typ kfivky se zméni na ,Fixed,
Zafixovanou“. Kliknéte ,Reset® pro zménu standardni kfivky zpét na
.Floating, Pohyblivou®.

Obrazovka s oknem ,Import Standard Curve* je zobrazena nize.

Impont Standard Curve
— Import Standard Curve
& Cunent Run
" From Other Bun...

Channels :

Cpcling & ellow conc=107[-0.301"CT +12.525] CT = -3.322og{con:] + 41,608
Cypcling & Orange conc=107(-0.309°CT +11.185) CT = -3.235og(conc) + 36187
Cpcling & Red conc=107-0.316*CT + 11.817) CT = -3 165 og[conc] + 37.404

" From Extemal Source [Post-6.0 Standard Curve Format] ;

CT =|— * log[Conc] + I—

Efficiency = Nia
" From External Source [Pre-E.0 Standard Curve Fomat] ;
Cone =107(] “CT+ | ] =
Cancel |

Efficiency = MAd4

Help

Toto okno slouZi pro import standardni kfivky z jiného kanalu analyzované
v sou¢asném béhu nebo z jiného béhu.
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Current Run:

From Other Run...:

Channels:

From External Source:

Vypocet CT

Invert raw data:

C+ Calculation:

Threshold:

Kdyz je zvolena tato moznost, kvantitativni analyza
na jinych kanalech ztohoto bé&hu je uvedena
s odpovidajicimi standardnimi kfivkami.

Zvoleni této mozZnosti zobrazi dialog, ze kterého
muze byt zvolen a otevfen soubor jiného béhu.
Pokud byla kvantitativni analyza vykonana pro
tento béh, standardni kfivky jsou uvedeny pro
kazdy analyzovany kanal.

Poznamka: Nastaveni kvantitativni analyzy musi
byt uloZzeno v souboru béhu.

Seznam analyzovanych kanall a jejich rovnic pro
standardni kFivky.

V této oblasti mohou byt vloZzeny hodnoty M a B.
Toto je uziteCné v pfipadech, kde hodnoty pochazi
z externiho zdroje, jako napfiklad z tabulky Excelu.

Nékteré chemikalie produkuji fluorescencni signal,
ktery se exponencialné snizuje, misto, aby se
zvySoval. Tato data je mozné analyzovat pouzitim
kvantifikatni analyzy, ale je tfeba zaSkrtnout
policko ,Invert Raw Data“. Pro vSechny ostatni
kvantitativni analyzy zlstava toto poli¢ko
nezaskrtnuté.

[~ Invert Baw Data

Hodnota Cy je Cislo cyklu, ve kterém amplifikaCni
kfivka protina prah detekce (treshold). Nastavenim
prahu a vypoctu priseéiku kazdé kfivky je urc¢ena
hodnota C+ pro kazdy vzorek.

Abyste nastavili treshold, kliknéte na ikonu (mfiZzka
s Cervenou Sipkou), potom kliknéte a podrzte
tlacitko a v grafu potahnéte ¢aru na pozadovanou
urovefi. MuUzete také zadat hodnotu logaritmu.
Muzete také pouzit automatickou funkci ,Auto-Find
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Eliminate Cycles
before:

Auto-Find Threshold:

Vysledky

Threshold“. Kdyz nastavujete prah manualng,
musite ho nastavit do exponencialni faze béhu
vyrazné nad urovni doprovodného Sumu a pod
signalem plateu faze v dalSich cyklech.

CT Calculation

[~ Flip sign of normalised dats

Threszhold : 0.0253 =
Eliminate Cycles |4 =%
befare ; —

Pro nastaveni kliknéte na ikonu (mfizka s ¢ervenou
Sipkou), potom kliknéte a drzte graf a tahnéte Caru
doprava. Timto je eliminovan prah pro nizké
hodnoty cyklu.

Poznamka: Toto je vhodné pfi vyskytu Sumu
béhem pocateénich cykll, napfiklad kvl
nepromichani vzorkd.

Tato funkce prohlizi zvolenou oblast grafu a hleda
nastaveni prahu, které by vykazalo optimalni
odhady danych koncentraci. Zvolena oblast mlze
byt zménéna vlozenim novych hornich a dolnich
limitd do policka, které se objevi.

Horni a dolni limity jsou vhodné pro vétSinu analyz.
Rozsah urovni prahid je sledovan za ucCelem
nalezeni nejlepSiho pfifazeni standardni kfivky
podle vzorkd, které byly definovany jako
standardni (napfiklad, kde hodnota R je nejblizSi
1,0).

Auto-Find Theezhold

Okno ,Quantitation Results® je otevieno jako vychozi okno na obrazovce
analyza. Kdyz ho zavrete, mlze byt znovu otevieno pomoci tohoto pfikazu.
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R
Analysis No. [Colow[Name  [Type [t |t Comment | Given Conc|Cale Cone (e[ % Yar Rep. Ct_| Rep. Ct 5td] Rep. Ct (35% C) [ Rep. Cale. Conc | Rep. Cale. Conc. (352
Cyoling A Gieen (Fage 1] 1 10e8  Slandad 373 100E+08  719E+07  281% 373 0,00 [3,733,74] 7ATE+07 [1.17E+07 , 4,39 +08]
Cyclng A Green (Page 11 2 [N 10:8  Standard | 374 1.00E+08) 7A7ED7  2B3%

Cyclng A Green (Page 1) 3 [N 10e8  Standard | 374 1.00E+03)  TABE+D7  284%

Cycing A Green (Page 1) 4 00 10s7  Standad | 6,11 100E+07| 1446407 #40%  EOE 0,06 [5,31.6.21] 1.49E 407 [3,29E 406 , 6,73E +07)
Cycing & Green [Page 1] 6 (00| 10e7  Standad | 6,08 100E+07|  147E+D7 466X

Cyclng A Green (Page 11 6 || 10e7  Standard 5.9 1.00E+07)  1SBE+D7  55.9%

Cycling A Gireen (Page 1) 7 [ 10s6 Standard | 1043 1.00E+06  772E+05  228% 1038 0,03 [10.15. 10.60] B.00E+05 [2.62E+05 . 2 44E +D6]
Cycing A Gieen (Fage 1) & MMM 10s5 Standard | 10,27 100E+0B  BEBE+D5  14.2%

Cycling A Green (Page 11 9 M 10s6 Standard | 10,43 100E+08  771E+D5  22.9%

Cycling A Gireen [Page 1) 10 1065 Standard | 1349 1.00E+05  9BEE+04 32 1365 013 [1331.13.98) 8.74E+04 [2.95E+04 . 2.5BE +05)
Cyoling 4 Gireen [Fage 1] 11 10e5  Standad | 1375 100E+05  BI3E+D4  187%

Cycling & Green [Page 1) 12 10e5  Standad | 1369 100E+05  BABE+D4  152%

Cycling A Green (Page 1) 13 [ 10:4  Standard | 1566 1.00E+04)  224E+D4  1237% 1546 0,25 [14,04.16.08] 2.56E+04, [7.82E+03 . B.3BE+04)
Cycling A Gireen (Page 1) 14 [ 10=4  Standad | 1554 100E+04) 242404 141.7%

Cyoling A Green (Page 1) 15 [ 10s4  Standad | 15,18 100E+04  303E+D4  2088%

Cycling A Green (Page 11 16 WO 10e3  Standard | 21.36 100E+03)  471E+02  59% 2109 0,24 (2049, 21.69] 565E+02 [9.13E+01 . 250E+02]
Cycling A Green (Page 1) 17 B0 10e3 Standard | 2089 100E+03)  BATESDZ  35.3%

Cyoling 4 Green [Page 1] 18 (000 10e3  Standard | 21.02 100E+03)  534E+02  406%

Cycling & Gieen (Page 1) 15 [ 10:2  Standard NEG [MuliCtl 1,00E+02

Cyclng A Green (Page 1) 20 [N 10:2  Standard | 2398 1.00E+02)  7.99E+01 201%

Cycling A Gireen (Page 1) 21 [ 10s2  Standard NEG [MuliCtl 1.00E+02

Cyeling 4 Green [Page 11 22 [ NTC NTC NEG [NTC)

Cycing &.Green (Page 1) 23 [ NTC NTC MEG [NTC)

Cycling A Gireen [Page 1) 24 NTC  NTC HEG [NTC)

V okné

,Quantitation Results® jsou shrnuty vysledky béhu v tabulce.

Kliknutim na pravé tlacitko mysi a zvolenim ,Export to Excel* je tabulka
exportovana do Excelu. Excel se otevie automaticky. Pro kopirovani dat do
existujici tabulky zvolte ,Copy*, oteviete tabulku a zvolte ,Paste”.

Okno ,Quantitation Results” obsahuje nasledujici sloupecky:

Analysis
No
Colour
Type

Ct

Ct Comment

Aktualni data (nazev akvizi¢niho kanalu a stranky
s popisem vzorku)

Cislo vzorku.

Definovani barev k oznaceni jednotlivych vzorku.
Definovani typu vzorku.

Ur¢ena hodnota Ct.

Automaticka anotace CT determinace, jestlize CT
hodnoty jsou vylou€eny. Jsou mozna nasledujici
oznadeni:

NEG (Multi Ct): PrekroCeni prahu fluorescencni
kfivky nejméné dvakrat (double intersect).
Jednoznaénou hodnotu CT neni mozné urcit.

NEG (NTC): Celkovy narGst fluorescence
nespliiuje podminky definované v “NTC threshold”
funkci v menu “Outlier Removal’ (viz nize).
Napfiklad fluorescencni kfivka se protina s limitni
hranici, ale celkové mensi sklon naznaluje, Ze
non-template kontrola a CT value nebyly dany.

NEG (R.Eff): Celkovy nardst fluorescence
nespliiuje podminky definované v “Reaction
efficiency threshold” funkci v menu “Outlier
Removal” (viz nize). Vzorky, které nemaji urcitou
reakéni ucinnost jsou vyfazeny a CT hodnota neni
udana. Toto oznacCeni se pouze ukazuje, jestlize je
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% Var:

Rep. CT:

Rep. Cr Std.

Dev.:

Rep. CT 95% C. I.:

Rep. Calc.Conc:

Rep. Calc. Conc.95%
C.l:

odpovidajici funkce umoznéna.

Procentualni variace mezi vypocitanou a znamou
koncentraci. %Var = Abs (Vypocitana/Dana-1)

Primérna CT vSech vzork(i se stejnym jménem
jako tento vzorek

Standardni odchylka hodnoty CT vSech vzorka se
stejnym jménem jako tento vzorek.

Rozsah CT, ktery statisticky predstavuje 95 %
variace hodnoty CT. Toto je konzervativni
statistické méreni, které muze byt pouzito jako
méreni kvality. Tento rozsah mize byt ztuzen tim,
ze pouzijeme vice replikati nebo zmenSenim
variace v replikach.

Vypocitana koncentrace vSech vzorkl se stejnym
jménem.

Poznamka: Toto neni prosty priimér vypocitanych
koncentraci. Je to geometricky priamér, coz je
matematicky vhodnéjsi hodnota diky
exponencialnimu charakteru amplifikace realném
Case.

Rozsah koncentraci, ktery obsahuje 95 % variaci
individualniho vzorku stejné jako model zalozeny
na linearni regresi. Interpretace této hodnoty je
takova, Ze se jedna o rozsah koncentraci, které
jsou oCekavany v 95% pfipadu, kdyby tento béh
byl vykonavan opakované se stejnou hodnotou
variace. Toto je konzervativnhi odhad a rozsah
muze byt docela velky diky variaci vlastni analyzy
v realném case. Tento rozsah muze byt velky,
kdyz jsou standardy zpracovavany s pouzitim
koncentraci liSicich se od neznamych vzork(, kdyz
je pouzit maly pocet replik nebo kdyz je hodnota
variace znacna.

DULEZITE: Variace ziskané timto méfenim jsou
vlastni exponencialnimu procesu amplifikace v
realném Case a nejsou zplUsobeny Rotorem-Gene
Q. Podobné testy zalozené na cyklerech s blokem
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vykazuji vétSi variace diky nizsi tepelné uniformité
Pokud si prejete srovnavat
standardni

téchto systému.
doporucujeme

cyklery,
odchylku hodnoty CT.

Vice informaci naleznete také v Apendixu B

srovnavat

Poznamka: Kazdy sloupek mize byt ukazan nebo schovan kliknutim pravym
tlacitkem mySi na okno a naslednou selekci nebo deselekci jména sloupce.

=10l x|
Mo, |Name |T_I,I|:|e |I:t |Et Lot '_'“:""' Fms IEnle om o Gl
1 10e8  Standard AEEE j
2 10e8  Standard 20
3 10e8  Standard Colour
4 10e7? Standard MEG w Mame
] 10e? Standard MNEG w Type
G 10e7 Standard MEG w Ct
7 10e6 Standard | 171.46 v CtComment
g 10e6 Standard | 11,29 v Given Conc (copies/reaction)
3 10ek Standard | 1140 v Calc Conc (copies/reaction)
10 10e5 Standard | 15,04 o % Var
11 10eh Standard | 15,03 v Rep, Ct
12 [ 10eh Standard | 1505 v Rep. Ct Std, Dev,
13 10ed Standard | 1826 « Rep. Ct (35% CI)
14 | 10e4 Standard | 18,45 « Rep. Calc. Conc.
st o S C oo
17 10e3 Standard | 2217 1.00E+03)  1,02E+03
18 | 10e3 Standard | 22,31 1.00E+03)  941E+02
19 | 10e2 Standard | 26.01 1.00E+02)  8.92E+M
20 | 10e2 Standard | 25,72 1.00E+02)  1.07E+02
21 [ 10e2 Standard | 2594 1.00E+02|  9.33E +i|;|
4 | AW

Dulezité: Abychom zajistili pfesnost zprav a jejich zpétné vyhledavani a kdyz
je hodnota Ct automaticky vylou€ena, kolonka ,Ct Comment* by neméla
nikdy byt skryta. Kolonka ,Ct Comment“ musi byt manualné aktivovana po
prvni instalaci softwaru anebo v pfipadé, Ze predchozi uzivatel tuto kolonku
deaktivoval.

Pro usnadnéni prace Ize pouzit funkci ,AutoStat, ktera automaticky pocita
pramér, standardni odchylku a minimalni a maximalni hodnoty zkoumanych
vzorkl. Zvolte poZadované vysledky potazenim levého tla¢itka na mysSi a
hodnoty se zobrazi v tabulce na pravé strané obrazovky.
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V nasledujicim screenshotu jsou analyzovany koncentrace nékolika vzorka.

B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) M[=] StaFisti-::s

Ct | Givven Cone [Cop| Cale Conc (Copie| % Var [fa m?a:-.umum.. ;E_ﬁgggg
14.42 30000000 2 1 EE% | D';;':t”_m ' ;
14.59 30000000 2 i 16.2% '
14.40 30000000 4.2% Mean : 27328521
17.44 3000000 141% Std. Dev : 1.07537
17.58 3000000 3103391 3.4% [Drders of Mag.]
17.42 3000000 3467111 15.6%
20.99 300000 285353 4.9%
2092 300000 298898 0.4%
21.04 300000 275802 81% Copy |
247N 2NN ANEE 1 N3

Kl l B

DULEZITE: Funkce ,AutoStat‘ je naprogramovana s ohledem na obsah. To
znamena, ze tam, kde to je mozné, tak generuje pouze informace, které
vyhodnoti jako uZzite¢né.

Napf¥iklad:

B Neni mozné ziskat interval spolehlivosti 95 % ze sady vybranych
vypocitanych koncentraci, protoze musi také byt bran v ivahu regresivni

model.

B Neni mozné ziskat interval spolehlivosti 95 % ze sady vybranych
vypocitanych koncentraci, protoze musi také byt bran v uvahu regresivni

model.

B Pro vypocitané koncentrace je uvedena standardni odchylka ,Orders of
Magnitude, Pofadi vyznamu®, nikoli tedy absolutni hodnoty. Toto je
procentualni variace. Napfiklad tedy hodnota 1,07537 pfedstavuje variaci
7,54 % (278 974 — 322 611) = (300 000/1,07537 — 300 000* 1,07537).
Vykazovat absolutni hodnoty nema u standardni kfivky zadny smysl.
dojem malé chyby (+ 3 kopie) nebo u vysoké koncentrace (+ 3 000 000
kopii). Z tohoto divodu je vykazovana standardni odchylka ,Pofadi
vyznamu®.

B U vypocitanych koncentraci je pouzit geometricky primér misto
aritmetického priméru. Toto je kvuli exponencialnimu charakteru PCR
v realném Case. Napfiklad, v pfipadé dvoijité diluce s 1, 2, 8 a 16 kopiemi
by byl primér 4 kopie, protoze to je stfed dilucni série. AvSak aritmeticky
primér je 6,75. Geometricky pramér je (1*2*8*16)" (1/4)=4 kopie. Vice
informacio geometrickém priméru najdete na
http://mathworld.wolfram.com/GeometricMean.html.

Dynamicka normalizace ve zkumavce

Volba ,Dynamic Tube“ je vychozi hodnotou a pouzivd se na uréeni
primérného fluorescenéniho backgroundu (pozadi) v kazdém vzorku tésné
pfed tim, nez je spusténa amplifikace.
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Standardni normalizace jednoduse trva prvnich pét cykld a tyto potom
pouzije jako indikator hladiny pozadi kazdého vzorku. VSechny datové body
vzorku jsou potom rozdéleny pomoci této hodnoty k normalizaci dat. Toto
muze byt nepfesné, protoze u nékterych vzorkd nemusi byt hodnota pozadi
prvnich péti cykld indikativni o hladiné pozadi tésné pred amplifikaci. Na
rozdil od toho, dynamicka normalizace ve zkumavce pouziva druhy derivativ
kazdého vzorku k ur€eni zakladniho bodu pro kazdy vzorek. Hladina pozadi
je potom zprimérovana od cyklu 1 az do tohoto zakladniho ¢isla cyklu pro
kazdy vzorek. Timto zpUsobem jsou ziskany nejpfesnéjSi kvantitativni
vysledky.

VSimnéte si prosim, Zze u nékterych datovych sad neni fluorescenéni pozadi
konsistentni béhem cykll pfed zacatkem amplifikace. V téchto pfFipadech
muze byt nutné deselektovat dynamickou normalizaci ve zkumavce kliknutim
na ,Dynamic Tube®, jelikoZz bychom mohli dostat méné pfesnou kvantitativni
analyzu.

Korekce sklonu Sumu (Noise slope correction)

Bylo by idealni, kdyby pozadi (Sum, background) fluorescence (Fl) vzorku
zUstala konstantni pfed amplifikaci. Ale nékdy Fl vykaze postupné zvySovani
nebo snizovani béhem nékolika cykld nasledkem pusobeni pouzitych
chemikalii. Toto vytvafi zkreslenou hladinu Sumu. Korekce sklonu Sumu
pouziva nejlépe se hodici kfivku k uréeni hladiny Sumu misto priméru a
normalizuje k této kfivce. Zvoleni této moznosti kliknutim na tlacitko ,Slope
Correct* mlze vylepsit data z replikati, pokud jsou zakladni ¢ary vzorku
zjevné naklonéné. Korekce sklonu Sumu vylepSuje data v pfipadech, kdy se
pozadi surovych dat kloni nahoru nebo doll pfed zakladnim bodem (CT).

Ignorovat zacatek (Ignore First)

Fluorescencni signal z nékolika prvnich cykld béhu se nemusi shodovat se
zbytkem béhu. Z tohoto divodu muze byt dosazeno lepsSich vysledkd, kdyz je
nékolik prvnich cykll ignorovano. Mlze byt ignorovano az 10 cykli. AvSak
kdyz pocatecni cykly vypadaji podobné jako cykly nasledujici, je lepSich
vysledk dosazeno deselekci ,Ignore First®, protoze normalizaéni algoritmus
bude mit vétSi mnozstvi dat ke zpracovani.

Odstranéni krajnich (odlehlych) hodnot (Outlier Removal)

Abychom odlisili malé zmény ve fluorescenci a skutecné reakce ve vzorcich
bez templatu (NTC — no template controls), jsou poskytovana dvé méfeni:
.,NTC Threshold“ a ,Reaction Efficiency Threshold“. Pro vétSinu aplikaci se
doporucuje ,NTC Threshold“. Pouzity zplsob by mél byt ovéren.
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El outlier Removal ) x|

—MTC Threshold :
Percentage of largest Fl change

0% 15% a0z
A zample with a total change in fluorescence

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

—Reaction Efficiency Threshold :

I~ Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal to thiz

Threskoid= [-100 1 % walue wil be dizplayed after
' L ruormnalisation.

ak. I Cancel Help
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NTC Threshold:

Reaction Efficiency
Threshold:

UmoZziuje odstranit z analyzy vzorky nebo NTC,
které maji lehkou odchylku smé&rem nahoru. Zadné
vzorky se zménou pod ,NTC Threshold“ nebudou
vyhodnoceny. Budou oznaceny ,NEG (NTC)* a
poznaceny v ,CT Comment® sloupci. Procento je
relativni k nejvétsi maximalni zméné ve zkumavce.
Napfiklad, kdyz jeden vzorek za&al na pozadi 2 FI
a zvySil se na 47 Fl, potom 45 Fl pfedstavuje
100%. ,NTC Threshold* 10% bude povazovat
kazdy vzorek mensi nez 4,5 Fl za Sum.

.Reaction Efficiency Threshold® je alternativni
metoda vyfazeni Sumu z analyzy. Normaliza¢ni
algoritmus pouziva techniku odhadu reakéni
efektivity pouzivanou v komparativni kvantitativni
analyze (viz kapitola 7.6.6). VSechny vzorky, které
nemaji reakCni efektivitu alespor na této urovni,
jsou vyfazeny. Budou oznaceny ,NEG (R.Eff)* a
poznaceny v ,,CT Comment® sloupci.

Hladina 0 % znamena, ze béhem exponencialni
faze nedoslo k zadnym reakcim. Hodnota 100%
naopak indikuje, Zze bé&hem exponencialni faze
doslo k uplné efektivni reakci. Negativni hodnoty
znamenaji, ze béhem exponencialni faze
fluorescenéni signal klesal.

Soucasny vyzkum je nejednotny v otazce
presnych hladit efektivity potfebnych k rozliseni
skute€nych reakci od kontaminace a ostatnich
vlivl. Z tohoto dlvodu doporuéujeme pouzivani
této funkce s mirou. Musime mit na paméti, ze
kazdy vzorek ze skute¢nou reakci bude vykazovat
jistou viditelnou exponencialni fazi s ur€itym
zvySenim fluorescence. Nastaveni této hodnoty na
vic nez 0% vyfadi nékteré vzorky s neefektivnim,
ale zaznamenatelnym zvySenim ve fluorescenci,
zatimco nastaveni pod 0 % zobrazi vzorky, u
kterych fluorescence klesla b&éhem exponencialni
faze a které by urcité mély byt vyfazeny.

Poznamka: Pokud je hodnota vyfazena diky aktivaci jedné z téchto technik,
potom u hodnoty CT v okné ,Quantitation Results” nebudou vyznaceny.
Soucasné se v kolonce ,Ct Comment* objevi upozornéni (vlajecka) indikujici
pfitomnost tohoto vyfazeni. Ztohoto didvodu je tedy nutné, abyste se
presvéddili, ze kolonka ,,Ct Comment® se v kazdém pfipadé zobrazi.

V ilustraci uvedené nize byly vyfazeny vzorky 7,8 a 9 z dlivodu ,Reaction

Efficiency Threshold®

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual

10/2010 7-25



Analyza - uzivatelské rozhrani

=10/ x]
M. |Narne |T_I,I|:ue ||:t |Et Comrmemt |Given Cohc [n::u:upiesfrean:tin:ln]|
7 10eR Standard MEG [R.EFf) 1,00E +06
8 10eR Standard MEG [R.EFf) 1,00E +06
3 10e6 Standard MEG [R.EFf) 1.00E +06
10 10e5 Standard | 15.04 1.00E+05
11 105 Standard | 15,03 1.00E+05
12 10eh Standard = 15,05 1.00E+05
all v

Sklon, amplifikace, reakc¢ni ucinnost (Slope, amplification, reaction
efficiency)

Sklon (slope) (M) reakce (zobrazen v okné ,Standard Curve“) muze byt
pouzit k uréeni exponencialni amplifikace a efektivity reakce pouzitim
nasledujicich vypoctu:

Exponencialni amplifikace = 10(-1/M)
Reakéni efektivita = [10(-1/M)] — 1

Optimalni hodnoty pro M, exponencialni amplifikaci a reak¢éni efektivitu jsou —
3,322, 2 a 1. Reakéni efektivita je zobrazena v reportu o vysledcich (v aplné
a v standardni zpravé, viz strana 7-12) a v okné ,Standard Curve*.

Sklon je vypocitan jako zména v CT vydélend zménou vlog ke vstupu
(napfiklad c¢islem kopie). Hodnota 100% efektivni amplifikace znamena
zdvojnasobeni amplifikacniho produktu v kazdém cyklu, coz vyusti v hodnotu
veli¢iny M — 3,322, amplifikacniho faktoru 2 a reakéni efektivitu 1.

Pfi hodnoté M — 3,322 vypocty vypadaji nasledovné:

Exponencialni amplifikace: 10(-1/-3.322) = 2
Reakeni efektivita: [10(-1/-3.322)] - 1 =1

Alternativni pfiklad: hodnota M 3,8 znamena, Zze reakce ma exponencialni
amplifikaci zhruba 1,83 a reakéni efektivitu 0,83 (neboli 83%).

Offset

V rovnici popisujici vztah mezi dvéma proménnymi je offset vyjadfen
pismenem B (y = Mx + B). Offset se také nazyva priasecik. B pfedstavuje CT
pro danou koncentraci jedné jednotky. Substituci 1 do vzorce koncentrace

dostavame:

CT=log(1)*M+B
CT=0*M+B

Vysledek je CT =B
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7.6.3

Prisecik (intercept) se mize ménit od béhu kbéhu a je méné stabilnim
méfenim nez gradient. Z tohoto dlvodu je gradient analyzovan ¢astéji nez
prusecik.

Hlavni okno (Main Window)

Hlavni okno zobrazuje amplifika¢ni graf na logaritmické $kale. Kliknutim na
tlaCitko “ Linear Scale” ve spodni ¢asti okna zménite graf, ale nikoliv vypocty.
Toto si muzete ovéfit kliknutim pravym tlacitkem mysi na graf a vybérem
volby “Pinpointer”. Na logaritmické Skale jsou malé hodnoty viditelngjsi,
kdezto linearni Skala umoznuje SirSi pohled na celou reakci.

Poznamka: Amplifikacni graf se aktualizuje v realném Case s tim, jak Rotor-
Gene Q aktivné ziskava data béhem cinnosti. Toto monitorovani dat v
realném Case umoznuje uzivateli vidét vysledky hned, jak kfivky ukazou
exponencialni vyvoj. Toto umoznfuje ucCinit pfedbézné zavéry a rozhodnuti
pro pFisti béh.

Kvantitativni analyza Sablon (Quantitation analysis templates)

Kvantitativni analyza Sablon umoZzhuje uzivateli exportovat normalizacni a
prahova nastaveni do jediného souboru *.qut. Tento soubor mize byt
importovan a znovu aplikovan v dalSich experimentech. Vice detailll najdete
v kapitole 8.1.

Imported Settings
<hones:

| rnpart... | Expart... |

Dvé standardni krivky (Two standard curve)

Analyza relativni genové exprese, ktera pouziva normalizované geny, mlze
byt provedena pouzitim metody dvou standardnich kfivek.

Tato metoda vyzaduje standardni kfivku pro kazdy gen. Koncentrace pro
kazdy gen je kvantifikovana podle své standardni kfivky. Exprese
zkoumaného genu je potom normalizovana s normalizaCnim genem (Casto
referenéni/ housekeeping gen). Je dllezité, aby standardni a replikované
vzorky byly spravné navrzeny béhem nastaveni vzorku (viz kapitola 6.1.4).
Zvlasté je dualezité, aby korespondujici vzorky mély v kazdé analyze stejné
jméno. V multiplexnich reakcich, kde pozice zkoumaného genu a
normalizacniho genu ve zkumavce jsou stejné, je jedna sada definici vzorki
dostacujici. Pfi provadéni relativni analyzy s normalizaénim genem pfi pouziti
jediného kanalu (napfiklad, kdyz reakce probihaji v oddélenych zkumavkach
pfi pouziti stejného fluoroforu) by mély byt vytvofeny dvé stranky vzorkd.
Prvni by méla oznacit pozici ve zkumavce jménem vzorku pro zkoumany gen
a druha pozice by méla zlistat nepojmenovana. Druha potom bude oznacena
pozici pouzitou pro normalizacni gen. Software potom spoji vzorky z téchto
dvou analyz na zakladé jejich jmen.

Analyza exprese za pouziti metody dvou standardnich krivek
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Data mohou byt analyzovana pro kazdy gen za pouziti kvantitativni analyzy.
Jinak budou vysledky pro kazdy gen automaticky stanoveny nastrojem
»Autofind Threshold®.

1. V okné ,Analysis* zvolte ,2 Std Curve (Rel.)“. Kliknéte ,New Analysis..."

Cluantitation | b el I
2 5td Curves [Rel] | Other..

Show | Hide |
W &uto-shiink window

2. Zadejte jméno analyzy

Rotor-Gene ) Series Software x|

Enter a name for the relative quantitation analysiz: 0K

Cancel

Relative Quant. Analysi:

3. UrCete stranky (Page) pouzité pro normalizacni genovou analyzu
a analyzu zkoumaného genu. Napfiklad kliknuti na ,Gene of Interest
Standard Curve“ zobrazi okno ,Selection of Gene of Interest
Standard...“. Zvolte stranku, kde byl zkoumany gen kvantifikovan. Tento
postup opakujte pro normalizaéni gen. Je také mozné definovat
kalibrator. Pokud je tato moznost zvolena, kalibratoru je pfifazena
hodnota 1 a vSechny ostatni koncentrace vzorku jsou vypocitany
relativné k tomuto vzorku.
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Relative Quantitation E
==| Heports Ewpart ‘

2 Standard Curves Relative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Homalizer Standard Curve
[ Calibrator Defined

v Entaszhnink windowns

{6 Selection of Gene of Interest Standar.._ [E4

Currently Selected : [Mone)

To zelect an exizting analyzis bo uze, or to create a
neww analyziz, zelect a channel from the lizt, then click
Select, This windaw will cloze and pou will be taken to
the main window of thiz analyzis.

- ~ LCyeling A Y ellow
feng® JOE-Gene OF Interest

Select Other Bur... Cancel

Po ukonéeni téchto voleb budou mozZnosti zatrZzeny tak, jak je zobrazeno na

ilustraci nize.
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Relative Quantitation I
=:| Reports @ Export |

& Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Hormalizer Standard Curve
[ Calibrator Defined

v Auta-shiink window

4. Kliknéte na tla¢itko ,Reports®, ¢imz se zobrazi ,Report Browser®. Ze
seznamu zvolte analyzu se spravnym jménem. Kliknéte na tlacitko
~Show", coz zobrazi zpravu o relativni kvantifikaci. Volba ,Export"
exportuje vysledky do nové tabulky Excelu. Pokud byl zahrnut kalibrator,
vysledky jsou vypocitany relativné ke kalibraCnimu vzorku, jemuz
byla pfifazena hodnota 1.

EB Report Browser E _ ol =]
— Report Categories : — Templates :

-~ [General]

Ba kel Curve Analysis

- Duantitation

Ba Delta Delta CT Relative Cuantitation

Ba Comparative [uantitation

£5- 2 Stardard Curves Relative (uantitation
- 2 standrard curve
. Relative Quant. ALinalyziz

Show I Cancel I

5. Jsou zobrazeny koncentrace odvozené ze standardnich kfivek pro
zkoumany gen (GOl Conc.), koncentrace normalizatniho genu
(Norm.Conc.) a relativni koncentrace (Relative Conc.). Vysledky mohou
byt uloZeny v souboru MS Word.
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7.6.4

L& Preview 9 =] B3
2 H =

Print | SaveAz| Emal | Tolford

0000seE 1,268 3 1,311 3 1.00 fes
. 976356 634 3 B37 3 1.01

351912 321 3 in 3 1.05
. 568152 158 3 158 3 1.02 J
. 784719 52 3 g0 3 1.04

134414 40 3 4 3 0.99

Relativni kvantitace Delta Delta Ct (Delta delta Ct relative
quantitation)

Metoda Delta Delta CT umoziiuje analyzu relativni genové exprese. Ta byla
popsana Livakem a Schmittgenem®.

Tato metoda nevyZaduje zahrnuti standardni kfivky v kazdém béhu. Kazdy
vzorek je normalizovan pro mnozstvi templatu pfidané po srovnani
s normalizacnim genem. Tyto normaliza¢ni hodnoty jsou dale normalizovany
relativné ke kalibratoru. Kalibratorem mize byt napfiklad wild-type
(pfirozeny/divoky typ), untreated control (neupraveny kontrolni vzorek) nebo
time-zero vzorek (vzorek v nulovém Case).

Je nezbytné, aby amplifika¢ni efektivity zkoumanych gend a normaliza¢nich
genu byly identické a Ze toto je potvrzeno podle instrukci Livaka a
Schmittgena.

Je také dllezité, aby jména vzorku byla spravné definovana v okné ,Edit
Samples® a stejné vzorky oznaceny identicky v kazdé zvolené kvantitativni
analyze.

1. Analyzujte data pomoci ,Quantitation“. Neni nutné provadét standardni
kfivku poté, co byla provedena validace.

2. Vokné ,Analysis* zvolte ,Other* a potom ,Delta Delta Ct; Relative
Quantitation“. Zvolte ,New Analysis*.

* Livak, K. J. and Schmittgen, T. D. (2001) Analysis of relative gene expression.

data using real-time quantitative PCR and the 2*[-delta delta C(T)] method (Analyza relativni
genové exprese za pouziti kvantitativni analyzy PCR v realném Case a metody Delta Delta Ct).
Methods 25, 402.
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Analysiz x|

2 5td Curves (Rel) | or--- !

Luantitation '[I M Allelc Digcrirination

«" Cycling &.Grzen [Page
o Cueling & Nrange [Pag

Clearing Poin: Analysis

Comparative Juantitation
Corcentration Analysis

Delta Delta CT Relative Quantitation

EndPaint Analysis

High Fiesolution Melt Analysis
Scater Graph Analysis

Show all Andysis Oplions...

Stow | Hiee |
[ Autoshrink window

3. Zadejte jméno analyzy.

Rotor-Gene Q Series Software X|
Enter a name for the relative quantitation analysis: oK I

Cancel

Relative Quant. Analysis

4. Policko ,Validation Run Performed® musi byt zatrzen, aby analyza mohla
pokracovat. Definujte stranky, kde bude analyzovan zkoumany gen a
normaliza¢ni gen.
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Relative Quantitation x| I
| Flzmer Erpot |
Delta Delta CT Rielative Quantitation |

[ alidation Fun Performed

[ Gene of Interest Quantitation
[ Mommaliser Quantitation

[ Calibrator Defined

W Auto-shink windows

f0 Selection of Normaliser Standard Curve |

Currently Selected : [None)

To select an existing analysis to use, or bo create a
new analysis, select a channel from the list, then click
Select. This window will close and you will be taken ta
the main window of this analpsis.

Cycling A Green

e Nomalizer

=t Cycling A.Orange
iaf Gene of Interest

Select Other Run... I Cancel

5. Kliknéte tlagitko ,Reports, ukaze se ,Report Browser‘. Ze seznamu
zvolte analyzu s poZadovanym jménem. Kliknéte tlacitko ,Show*, &imz se
zobrazi zprava o relativni kvantifikaci. Volba ,Export* exportuje vysledky
do nové tabulky Excelu. Pokud byl pouzZit kalibrator, vysledky jsou
relativni ke vzorku kalibratoru, jehoZ hodnota byla stanovena na 1.
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7.6.5

— Report Categones :

« [General)
Ba Melt Curve Analysis
Bi Quantitation
- Delta Delta CT Relative Quantitation
delta delta
Relative Quant. Analysis
- Comparative Quantitation
£8- 2 Standard Curves Relative Quantitation

] 3

Show I

Cancel

Priklad vysledk(l z této analyzy je ukazan nize. Zobrazi se hodnoty CT pro
zkoumany gen (GOI CT), hodnoty CT pro normalizacni gen(Norm.CT), Delta
CT, Delta Delta CT a relativni koncentrace (Relative Conc.). Exprese je
relativni ke kalibraénimu vzorku, ktery ma pfifazenu relativni expresi 1.

I Preview =100 >
g H | = Close
Print | Save&s| Emal | Toword
Colour Rep ] 5 ount Marm. CT Morm. Count Delta © : 3

000086 2219 |3 19.51 3 2.68 0.00 1.00 Yes
. 976356 2328 |3 2055 3 272 0.04 097

381912 2430 |3 21.56 3 274 0.06 0.96
. 568152 2525 |3 2261 3 2.64 -0.04 1.03 J
. 754719 2627 |3 23.58 3 2.69 0.01 0.99

134414 2731 |3 24 B6 3 265 -0.03 1.02

Analyza kiivky tani (Melt curve analysis)

Analyza kfivky tani analyzuje derivativ surovych dat po jejich ,uhlazeni®. Tato
analyza se bézné pouzZiva pro genotypovani a alelickou diskriminaci.
Vrcholky kfivek jsou sdruzeny do binli a vSechny vrcholy (peaky) pod prahem
(threshold) jsou vyfazeny. Biny jsou nasledné mapovany do genotypl
pomoci pfikazt ,Genotypes®.

Po skonéeni béhu mulze byt u nékteré uzité chemie pfidan dalSi krok ,Melt,
tani“ pro vizualizaci disociace amplifikovanych produktd. Teplota je linearné
zvySena a fluorescence kazdého vzorku je zaznamenana. Typicka kfivka
analyzy tani je zobrazena nize.
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Thep: ® 3

Peak Bing
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113 [Hin ]

Crone
L |

Fiotoe Gene 0 Series Software 1,7 Buld 34]

(Mstort| |[) &  & * [ roter-Gene g series . (VIR - [ e

Peak Calling
v Flip sign of dFAdT

Threzhald 0.30821

T emperature
Threshald &

Peak Bins
Name | Yalus | width | «

Bind 8042 4 —
BinE 8955 4 hd

=0 E dit Hemove

ﬂ
ﬂ

Imported Settings

LNOnes
Irnpaort.... E=part....

Flip sign of dF/dT: Pfed definici vrcholu se presvédéte, ze oznaceni
dF/dT je spravné nastaveno pro ziskani pozitivnich
peakd.

Defining peaks: V analyze kfivky tani mohou vrcholy byt definovany a

reportovany  rdznymi  metodami. Jedna je
automaticky oznacit v8echny vrcholy vkazdém
vzorku. DalSi je seskupit vrcholy do bind, coz je
vyhodné pfi genotypovani.

Biny definuji oblast, kde o¢ekavame, Ze se vrcholy
objevi. Software pro analyzu kfivky tani seskupuje
clustry peakd do skupin bin{l, na zakladé skute¢nych
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hodnot vrcholl v kfivce. Biny mohou byt editovany,
pokud je to vyzadovano.

Kazdy vrchol, ktery se nachazi uvnitf definovaného
rozsahu binu, bude pfifazen do tohoto binu. Pokud
jsou dva biny blizko sebe, potom bude vrchol
pfifazen k nejblizSimu binu.

Poznamka: Biny by nemély byt vizualné umistény
tak, aby odhadovaly pozice vrcholl. Nastavte biny
v pfiblizné oblasti zkoumani, protoze potom jsou
vlastni hodnoty vysledkd vtabulce mnohem
presnéjsi.

Peak Bins: Bin definujeme tak, Ze klikneme na tlacitko ,New
Bin“, potom klikneme a drzime graf pro definici
stfedu binu. Pro pfidani dalSiho binu proces
opakujeme. Pro odstranéni binu zmacknéte tlacitko

-Remove.

Threshold:
bra_nastaveni prahu (osa y) kliknéte na ikonu ,
\l,n kliknéte a drzte graf a potahnéte prahovou
Krvku na pozadovanou uroven.

TemperatL.Jre Nastavte prah teploty (osa x), kliknéte na ikonu _-“,

Threshold: gy % s
potom kliknéte a drzte graf a potahnéte prahovou
kiivku doprava. Toto eliminuje prahovou linku pro
niZsi teploty.
Poznamka: Toto je uziteCné, kdyz signal vykazuje
Sum pfi nizkych teplotach.

Reporty

Zde se otevie ,Report Browser, kde je mozZno zvolit zpravu s vysledky,
kterou si chceme prohlédnout. Zprava mulze byt generovana na zakladé
pravé zvoleného kanalu nebo mize byt vytvofena zprava o multikanalovém
genotypovani.

Vysledky

Zde se objevi okno ,Melt Curve Results“, kde jsou zobrazeny vrcholy (peaky)
vzorku.

Genotypy

Kliknéte ,Genotypes..." a provedte volbu podle obrazku nize.
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7.6.6

%@ Edit Genotypes for Melt A Green

Genotype ébbrew. : Bind Bin B
IHDmnz_l,lgnus IMM I_ _I
IHeternz_l,lgnus IMW I_ I_

|Wi|d Tupe |ww

[ =
| [
| | 1
1
1

ag.

| | | Gaeel |
[ | L Help

Toto okno umoznuje pfifadit genotypy podle vyskytu vrchol( v binech.
Vychozi konfigurace genotypu je zobrazena screenshotu. V této ilustraci
ma heterozygotni vzorek dva vrcholy, homozygotni vzorek ma vrchol
v prvnim binu a divoky typ (wild type) ma vrchol v druhém binu. Do poli¢ka
vedle jména kazdého genotypu Ize napsat zkratku. Toto se pouziva pfi tisku
multikanalovych genotypovych zprav s vysledky, aby bylo mozné lehce Cist
v8echny vzorky z vice kanalu.

Cancel

U multiplexni analyzy musi byt genotypy nastaveny pro kazdy kanal. Pokud
napriklad probiha dvojkanalova Quenched FRET analyza, kde divoky typ a
heterozygotni genotyp jsou olekavany v jednom kanalu, binové parametry
musi byt nastaveny pro kazdy kanal. Vysledky budou potom zobrazeny
v multiplexni zprave.

Sablony analyzy tani (Melt analysis templates)

Sablony analyzy tani umoZfuji uZivateli exportovat normalizaci, prahy,
genotypy a nastaveni bind (normalization, threshold, genotype and bin
settings) do jediného souboru *.met. Tato slozka mize byt importovana a
znovu aplikovana v dalSich experimentech. Vice podrobnosti najdete
v kapitole 8.1.

Imported Settings
<Nanes

Irnpairt... I Expart...

Komparativni kvantifikace (Comparative quantitation)

Komparativni kvantifikace srovnava relativni expresi vzorkd s kontrolnim
vzorkem v béhu, kdyz standardni kfivka neni k dispozici. Toto se Casto
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pouziva v microarray analyze. Warton a kolektiv (2004)* nabizi pfiklad této
techniky.

1. Tuto analyzu provedeme tak, ze zvolime ,Other” a potom ,Comparative
quantitation“ v okné ,Analysis“. Dvakrat kliknéte na kanal, ktery
chcete analyzovat.

2. Zvolte kontrolni vzorek za pomoci rozbalovaciho menu na pravé strané
obrazovky pod prepinaci listou.

3. Vysledky jsou automaticky vypocitany a zobrazeny v okné ,Comparative
Quantitation Results* pod grafem.

Prvni sloupek v okné ,Comparative Quantitation Results* zobrazuje Cislo a
jméno vzorku. Sloupec ,Takeoff* zobrazuje pocate¢ni bod vzorku. Druha
derivace amplifikace produkuje vrcholy korespondujici s maximalni mirou
narlGstu fluorescence v reakci. Pocate¢ni bod (Takeoff) je definovan jako
cyklus, pfi kterém je druha derivace na 20% maximalni hladiny a indikuje
konec Sumu a pfechod do exponencialni faze.

Graf ukazuje druhou derivaci amplifikace a také relativni pozice druhého
derivativniho vrcholu a takeoff bodu.

120%
Second derivative max mum

10032 /\

B0% / \
B0% / \
A0%
Takeoff point \
20%: \

0% T T T T T T

1 2 3 4 5 )’/J?_‘

-20%

—40%

Kolonka ,Amplification® zobrazuje efektivitu vzorku. 100% ni efektivita reakce
by znamenala amplifikac¢ni hodnotu 2 pro kazdy vzorek, coz znamena, Ze
amplikon se zdvojnasobil v kazdém cyklu. U surovych dat by se signal
zdvojnasobil v exponencialni fazi. Kdyby tedy byl signal 50 fluorescenénich
jednotek v cyklu 12 a 51 fluorescencnich jednotek v cyklu 13, mél by se
zvySit na 53 fluorescencnich jednotek vcyklu 14. VSechny hodnoty
amplifikace pro kazdy vzorek jsou zprimérovany tak, aby produkovaly
amplifikaCni hodnotu, ktera je zobrazena na pravé strané obrazovky pod
prepinaci listou. Cim vétsi je variace mezi odhadovanymi amplifikadnimi

* Warton, K., Foster, N. C., Gold, W. A., and Stanley, K. K. (2004) A novel gene
family induced by acute inflammation in endothelial cells (Novy kmen genu vyvolany akutnim
zanétem endotelialnich bunék). Gene 342, 85.
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hodnotami kazdého vzorku, tim vétSi je interval spolehlivosti (oznacen
hodnotou uvedenou za symbolem #). Interval spolehlivosti pro velky pocet
vzorkl (N) vykazuje pravdépodobnost 68,3%, ze skutecna amplifikace
vzorkl lezi vtéto vtomto rozsahu (standardni odchylka 1). Kdyz
zdvojnasobime interval +, dosdhneme pro velka N interval spolehlivosti
95,4%.

Replikaty kalibraéniho vzorku (Calibrator Replicate)

Stejné jako u metody Delta Delta CT je vyZadovan kalibracni vzorek a
méfeni jsou relativni k tomuto kalibraénimu vzorku. Replikaty kalibratoru
mohou byt analyzovany, jelikoZz se pouzivaji po¢ateéni body téchto vzorkd,
kdyz pozice raznych vzorkll maji stejné jméno. Aby byl tento postup pouzit
spravné, presvédcte se, Ze replikaty maji identicka jména.

Cahlbrator Beplicate

El

Hezults
dyerage Amplification 1.78+-0004

Pro vypocet exprese se pouziva primérna amplifikace. Napfiklad u vzorku
s nizkou hodnotou amplifikace bude trvat dosazeni jistého poctu absolutnich
kopii déle, nez u vzorku s vysSi amplifikaéni hodnotou. Kolonka ,Rep.Conc.”
v okné ,Comparative Quantitation Results* zobrazuje relativni koncentrace.
Relativni koncentrace kazdého vzorku pfirovnana ke kalibraénimu vzorku je
vypocitana na zakladé pocate¢niho bodu (Takeoff) a reakéni efektivity. Toto
je vyjadreno védeckymi symboly.

Poznamka: Hodnota zobrazena v ,Average Amplification, Primérné
amplifikaci® napravo od symboll * pFedstavuje standardni odchylku od
priimérné amplifikace po odstranéni okrajovych amplifikacnich hodnot.

Pokud je hodnota velka, potom je pravdépodobné, ze v celkovém vypoctu
hodnot koncentraci je velka chyba.

Relativni koncentrace jsou vypoditany softwarem timto zplisobem:

1. Pocatecni bod (Takeoff) kazdého vzorku je vypocitan podle vrcholu
druhé derivace.

2. Je vypocitano priimérné zvySeni v surovych datech &ty cykld po
pocatecnim bodu. Toto je amplifikacni hodnota pro vzorek.

3. Okrajové amplifikace jsou odstranény zdlvodu odstranéni Sumu
fluorescence pozadi.

Zbylé amplifikace jsou zprimérovany. Toto je prlimérna amplifikace.
Primérny pocatecni bod je vypocitan pro kazdy kalibraéni replikat.

Relativni koncentrace vzorku je vypocitana jako amplifikace * (kalibracni
Takeoff — Takeoff vzorku).
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7. Vysledek je zobrazen védeckymi symboly v kolonce ,Rep.Conc.“ v okné
~Comparative Quantitation Results®.

7.6.7 Alelicka diskriminace (Allelic discrimination)

Alelicka diskriminace pouZziva kineticka data v realném Case ze dvou &i vice
kanall genotypovych vzorkd. Tuto analyzu provedeme nasledovné: Zvolte
,Other” a potom ,Allelic Discrimination” v okné ,Analysis".
Kdyz provadime alelickou diskriminaci, nestaci pro analyzu dvakrat kliknout
na jeden kanal, protoze analyza je provadéna na mnoha kanalech
simultanné. Z tohoto dlvodu bud zmacknéte CTLR a kliknutim zvyraznéte
kanaly, ktery chcete analyzovat nebo tahnéte kurzorem mySi pfes tyto
kanaly. Kdyz byly vSechny pozadované kanaly zvyraznény, kliknéte ,Show".
Seznam bude aktualizovan a zobrazi vSechny kanaly v fadé a ty budou mit
znaménko. To znamena, Ze vSechny tyto kanaly budou pouzity v jedné
analyze. Pokud chcete odstranit jeden nebo vice z téchto kanald, kliknéte
pravou mySi na analyzu a zvolte ,Remove Analysis...“. Tyto kanaly potom
mohou byt zahrnuty do jiné alelické diskriminacni analyzy. Jeden kanal muze
byt pouzit pouze v jedné analyze soucasné.

Reports: Otevie nahled zpravy LAllelic Discrimination
Analysis*.

Results: Ukaze okno ,Allelic Discrimination Results®. Toto
okno se otevie automaticky pfi prvnim otevieni
analyzy.

Normalization Pro optimalizaci normalizace surovych dat se nabizi

options: fada moznosti.

B Dynamic Tube (dynamicka normalizace
ve zkumavce).

B Slope Correct (korekce sklonu Sumu).

M Ignore First x cycles (korekce Sumu v Uvodnich
cyklech).
Vice detaili najdete na strané 7-22.

Discrimination Do téchto poli¢ek vlozte hodnoty pro stanoveni

Threshold: pozice diskriminaéniho prahu. VSechny kfivky
prochazejici timto prahem jsou povazovany za
genotypovaci vzorky. Kliknéte na ikonu napravo od
kazdého textového politka, potom potahnéte prah
na grafu pro vizualni stanoveni téchto hodnot.

Discrimination Threshold
Thieshold : nEa0e |
Ebrminate Cpches (4 "
betote - —_—
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Genotypes: Otevie okno ,Genotyping®, které se pouZiva na
definovani genotypu detekovaného v kazdém
kanalu. Toto okno umozriuje pfifazeni genotypl
kanalum pro alelickou diskriminacni analyzu.

Na nize uvedeném pfikladé je vzorek heterozygotni,
kdyz vysledky vkanale cyklovani A. Green a
cyklovani A. Yellow protnou prah.

#i Genotyping
Genotype | Reacting Chanrels | -
‘wild Type Cycling &.Green j
Heterozygous Cycling & Green Cycling &.ellow
butamt Cycling &, elow

=]
, .............. D .K\ Cancel Help |

Allelic analysis Slozky  alelické analyzy  umozfuji  export

templates:: normalizace, prahu a nastaveni genotypu do
jediného souboru *.alt. Tento soubor muze byt
importovan a znovu pouzit v dalSich experimentech.
Vice podrobnosti najdete v kapitole 8.1.

Imported Sethings
4 Nahe:
Irnpart.. | Expart... |
7.6.8 Analyza bodového (rozptylového) grafu (Scatter graph
analysis)

Analyza bodového grafu umoZfuje genotypovani zaloZzené na relativni
expresi amplifikaénich bodd dvou kanall. Na rozdil od alelické diskriminace
je genotyp posouzen na zakladé oblasti definovanych z bodového grafu
misto na zakladé jediného prahu.

Tuto analyzu provedeme
v okné ,Analysis".

selekci ,,Other* a volbou ,Scatter Graph Analysis*

Kdyz provadime analyzu bodového grafu, nestai pro analyzu dvakrat
kliknout na jeden kanal, protoze analyza je provadéna na mnoha kanalech
simultanné. Z tohoto dlivodu bud zmacknéte CTLR a kliknutim zvyraznéte
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kanaly, ktery chcete analyzovat nebo tadhnéte kurzorem mysi pfes tyto
kanaly. Kdyz byly vSechny pozadované kanaly zvyraznény, kliknéte ,Show".

Seznam bude aktualizovan, a zobrazi vSechny kanaly v fadé a ty budou mit
znaménko. To znamena, Ze vSechny tyto kanaly budou pouzity v jedné
analyze. Pokud chcete odstranit jeden nebo vice z téchto kanald, kliknéte
pravou mySi na analyzu a zvolte ,Remove Analysis...“. Tyto kanaly potom
mohou byt zahrnuty do jiné analyzy bodového grafu. Jeden kanal mize byt
pouzit pouze v jedné analyze souCasné.

Reports: Otevie nahled zpravy ,Scatter Analysis®.

Results: Ukaze okno ,Scatter Analysis Results“. Genotyp
pro kazdy vzorek je urCen oblasti definovanou
uzivatelem bodového grafu.

Normalization Pro optimalizaci normalizace surovych dat se
options: nabizi fada moznosti.

O Dynamic Tube (dynamicka normalizace
ve zkumavce))

O Slope Correct (korekce sklonu Sumu)

O Ignore First x cycles (korekce Sumu
v uvodnich cyklech)

Vice detailli najdete na strané 7 — 25.

Genotypes...: Otevie okno “Genotyping”, které se pouziva pro
definovani genotypl detekovanych v kazdém kanalu.
V tomto okné je mozné pfifadit genotyplm kanaly,
ve kterych vzorek reaguje. Zvolené kandly budou
pouzity na oznaceni rohll bodového grafu a budou
slouzit uzivateli jako voditko k oblasti bodového
grafu, ve které by oblasti mély byt definovany.

#i Genotyping B |

Genotype | Feacting Channels | ﬂ
Wild Type Cycling A Green

Heterozygous Cycling & Green Cycling & velow

butant Cycling & velow

A

Cancel I Help |
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Scatter Graph: Bodovy graf zobrazuje relativni exprese dvou
vybranych kanall. Displej je normalizovan tak,
aby byly brany viavahu rGzné nasobky ristu
v kazdém kanalu, a zvyraznuje rozdily v expresi
mezi vzorky.

Pfi genotypovani uzivatel definuje oblasti
kliknutim a potazenim sekce grafu. Volba muze
byt oznacCena na zakladé genotypu
konfigurovanych v okné ,Genotyping®.

@ Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green, Cycling A Yellow [Page 1) B Scatter Analysis Results - C
A Heterozygous | (Mo, [Mame Genolype

ild Types : : 1 a-10ng

2 |b-10ng
AT il Tung
wild Tipe

Heterazygous

Define Genatype

el

1{

5

B |cd
7oolad
2  |b-100pg
9 | c-100pg Wwild Type
11 |b-10pg

Mone utantf i

Scatter graph Sablona analyzy bodového grafu umozfiuje export

analysis templates: genotypu a nastaveni oblasti do jednoho souboru
*.sct. Tento soubor muze byt importovan a znovu
pouzit v dalSich experimentech. Vice podrobnosti
najdete v kapitole 8.1.

Imported 5ettings
<nones

|rnpart... Export...

7.6.9 Analyza Endpoint

Analyza ,Endpoint® umoziuje diskriminaci mezi amplifikovanymi a
neamplifikovanymi vzorky na konci béhu. Vysledky jsou kvalitativni
(pozitivni/negativni), nikoli kvantitativni.

Screenshot analyzy end point je uveden nize.
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‘ Rotor-Gene Q) Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
Fie Analysis Run Gain View Security Window Help

R | =) z = E | e
7 €1 -d @ |vew # @ # E W B E B . H
New Open Save Heb Settings Progress Profle Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels

" Cyding AFAM/SYBR . Cyding A.JOE /" Cyding A{from 40).FAM/SYBR . Cyding A(from 40).JOE

B EndPoint Analysis - Cycling A{from 40).FAW/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1)  [=]  Fooe:Pose

Reports Resuls  Genotypes... wild type
1ag|Panal Level (%) Cycling A(from 40) FAMISYBR - Circles.

Cycling A(from 40).J0E - Diamonds

160

140

120 *

100[* [ |

g0 Threshold ¢ Bank.On Bank. Off

NamedOn | AlOn | AIOH
Edit Samples..

\wild typs

P Ll

o

60

Contols | Thresholds |

Positive Controls

W (1) Heterozyaous

Hegative Controls

Sample

Heterozygous | Posiive Control Fleaction Fleaction (8] Mutation

2 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction [9)'wild type:
3 Wild type Unknown Wild Reaction No Reaction
4 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5 | Heterozpgous | Unknown Het Reaction Reaction To st the defined contrals.
E Wil type Uikt wild Reaction Ma Reaction click Edit Samples.
I Rotor-Gene O Series Software 4.7 (Buid 1] WIRTUAL MODE | Curent User: CORBETT Ainsonay (Sdministrators]

Analyza endpoint je podobna alelické diskriminaci v tom, Ze vysledky jsou
kvalitativni a Ze jména mohou byt pfifazena k jistym permutacim reakci u
riznych kanall. Ale na rozdil od alelické diskriminace je u analyzy koncovych
bodl k dispozici pouze jeden vysledek, ktery pouziva udaje z jednotlivych
cykll pro kazdy vzorek. To znamena, Ze uzivatel musi definovat pozitivni
a negativni kontrolni vzorky pro provedeni analyzy. Pro surova data jsou
hladiny signalu normalizovany relativné ke znamym pozitivhim a negativnim
kontrolnim vzorkim pro kazdy kanal. Uzivatel potom zvoli procento hladiny
signalu jako prah.

Terminy pouzivané v analyze koncovych bodi.

Nékteré terminy pouzivané v analyze koncovych bod{ jsou vysvétleny nize.
Positive control: Toto je vzorek, o kterém se vi, Ze amplifikuje.

Negative control: Toto je vzorek, o kterém se vi, ze neamplifikuje.
Pfestavuje tedy typicky signal pozadi.

Threshold: Prah je droven signalu, nad kterym je vzorek
definovan jako pozitivni (amplifikovany). Toto
nastaveni musi uzivatel upravit pro kazdy béh.

Signal level: Procento fluorescenéniho signalu normalizovaného

tak, Ze nejvyssi signal pozitivniho kontrolniho vzorku

vzorku je 0%.

Genotype: Interpretace rdznych obmén reakci v rdznych
kanalech. Napfiklad heterozygotni genotyp mize byt
pfifazen ke vzorkim, které v obou kanalech zeleném
i Zlutém mély signal. Tento genotyp také mulze byt
pouzit kreportovani vysledkll reakci s internimi

7-44

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual 10/2010



Analyza — uzivatelské rozhrani

kontrolnimi vzorky. Napfiklad: vysledky mohou byt
reportovany jako inhibovan®, ,pozitivni nebo
Lnegativni“ podle toho, jestli reakce byla v jistych
kanalech zaznamenéna nebo ne.

Konfigurace profilu

Donckesar x

1. Rotar Selection 2. Confirm Profile |

.8 H @

MNew Open  Save As Help
The min will take approximately B minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cpcle below ta madify it -

|HOId Inzert after... |
Inzert before... |

Remave |
This cycle repeats 5 |time[s].

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

Timed Step j J j
50 deg.
10 seconds

Acquiring to Cpcling &

on Green
[~ Long Range
I Touchdown 50 deg. for 10 secs
< Back | Save Template | Stait Run | Cancel |

Provedeni analyzy endpoint:

Provedte profil pfi teploté 50 °C po nékolik minut, potom cyklovaci krok
s krokem 1 (50 °C po 10 vtefin) na pozadovaném kanalu. Nastavte pocet
opakovani na pocet 5, viz ilustrace vy8e. Uvedené €asy jsou pouze ilustrani
a mohou se lisit podle prislusné aplikace. Cim vice je v profilu opakovani, tim
vice je kdispozici informaci pro provedeni analyzy. Analyza bude
automaticky prameérovat vSechny Udaje, aby dosahla jediné hodnoty pro
kazdy vzorek. Neni vyzadovan zadny specificky poCet opakovani. Pokud
neni vyzadovan vysoky stupen presnosti, 5 opakovani vétSinou postaci.

Analyza

Analyza endpoint mize byt provedena na nékolika kanalech soucasné.
Novou analyzu zahgjime kliknutim na tlacitko ,Endopoint®, zvolime kanaly
potazenim kurzoru mysi a klikneme ,Show".
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[uantitation I Scatter
E ndPaint | Other.

Show | Hide |
[T &uto-shrink window

Definice kontrolnich vzorku

Kdyz poprvé oteviete analyzu endpoint, objevi se nasledujici zprava, pokud
pozitivni a negativni vzorky nebyly definovany.

Rotor-Gene { Series Software s il

\i’) To use end-point analysis you must have positive and negative contrals in each channel. To define these controls dlick
OK,

Kliknéte ,OK“. Objevi se okno ,Edit sample” umoznujici definovani
pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorkd. Kontrolni vzorek definujeme
jako pozitivni nebo negativni kliknutim na pfislusny typ v rozbalovacim menu.

Poznamka: Kontrolni vzorky musi byt zapnuty pomoci prepinaci listy na
pravé strané hlavniho okna, abychom mohli analyzu vykonat.
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if Select Positive and Negative Controls 3 x|

Fleaze select at least one positive and negative contial, then click OK. These
controlz will be uzed as references for the fluorescence required for a reaction.
“You should select positive and negative controls for each channel

Settings :
lrﬁiven Conc. Fomat : |123,45?. ;I Mare Options |
—Samples :
M | ot | ResetDetauit| Gradient | RIEEIEEEE W
H D |Mame | Tupe |Groups | Given Cone. |Selected | 2|
A1 | Optical Denaturation Ref. Unknown | Mo
A2 zample 1 unbreated Unknown | Mo
A3 zample 1 unbreated Unlenown | Mo
A4 zample 1 unbreated Unlenown | Mo
W5 Somple 1 beated Unknown No
- &6 | Sample 1 treated Unknown No
- &7 | Sample 1 treated Unknown No
- A8 Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B1  Sample 2 untreated Unknown | Mo
- BZ Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B3  szample 2 treated Unknown | Mo
- B4  zample 2 treated Unknown | Mo
- BS  zample 2 treated Unknown | Mo
E BE  Sample 3 untreated Unknown Mo j
| wemo— = == =

Page
’7Nama_ IF‘age‘I 2 | S | Mew | Delatel [~ Synchrorize pages ‘

oK Cancel |

Tato obrazovka funguje stejné jako okno ,Edit sample” (kapitola
6.1.4).

Normalizace

Normalizace dat analyzy koncovych bodl zafadi vSechny signalni hladiny do
rozsahu od 0 do 100%. Alespon jeden pozitivni a jeden negativni kontrolni
vzorek musi byt zvolen; nebo vice, kdyZz analyzujeme vice kanall a
standardy nejsou multiplexovany. Vice nez jeden pozitivni a jeden negativni
kontrolni vzorek by meély byt zpracovany, pokud existuje riziko, ze pozitivni
kontrolni vzorek nebude amplifikovan.

1. VSechny pozitivni kontrolni vzorky jsou analyzovany pro kazdy kanal a
vzorek s nejvyssi fluorescenci je nastaven jako 100%. To znamena, Ze
kdyz zaclenime duplikatni kontrolni vzorky, pozitivni kontrolni vzorek
muze selhat, aniz by ovlivnil béh.

fluorescenci je nastaven jako 0%.

3. Namérené fluorescenéni hodnoty zbyvajicich vzork(l jsou sefazeny

v poméru knejvy§§imu pozitivnimu a nejnizSimu  negativnimu
kontrolnimu vzorku.
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Napfiklad:

Vzorek Typ Fluorescence
1 Pozitivni kontrolni vzorek 56,3

2 Pozitivni kontrolni vzorek 53,0

3 Negativni kontrolni vzorek 4,5

4 Negativni kontrolni vzorek 4,3

5 Vzorek 48,1

6 Vzorek 6,4

Béh byl uspésny, kdyz dva pozitivni a dva negativni kontrolni vzorky jsou
blizko sebe a jsou mimo fluorescencni hodnoty vzorku.

Normalizované hodnoty jsou:

Vzorek Typ Exprese (%)
1 Pozitivni kontrolni vzorek 100,0

2 Pozitivni kontrolni vzorek 93,7

3 Negativni kontrolni vzorek 0,4

4 Negativni kontrolni vzorek 0,0

5 Vzorek 84,2

6 Vzorek 4,0

Vzorek €. 1 byl pozitivni kontrolni vzorek s nevySsi fluorescenci, takZze byl
nastaven jako 100%. Druhy pozitivni kontrolni vzorek byl o néco nizZsi.
zfejmé, ze vzorek 5 byl amplifikovan, zatimco vzorek ¢. 6 pravdépodobné
amplifikovan nebyl.

Poznamka: Je mozné dosahnout vysSich hladit exprese nez 100% a nizSich
nez 0% podle toho, jaké pozitivni a negativni kontrolni vzorky byly zvoleny.
Vysledky vy$Si nez 100% mohou znamenat, Ze vzorek ma vysSi expresi nez
pozitivni kontrolni vzorek. Vysledky nizsi nez 0% muze znamenat, Ze vzorek
ma mensi pravdépodobnost amplifikace nez vzorek kontrolni. Jelikoz tato
analyza je kvalitativni, podobné vysledky nejsou diivodem ke znepokojeni.
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Pokud negativni kontrolni vzorky vykazou vyssi fluorescenci nez pozitivni
kontrolni vzorky, znamena to, Ze vzorky nebyly spravné nastaveny a objevi
se nasledujici zprava:

EndPoint Analysis - Cycling A.Green [Page 1)

= O &

Reports Fesultz  Genotypes. .

Graph cannot be dizplayed as the negative controlz are either at the same level, or higher than the pozitive controls.

Normalizace na vice kanalech

Je mozné analyzovat signalni data vice kanall, ale nastaveni vzorkd je
slozitéjSi. Analyza koncovych bodld predpoklada, ze se provadi
multiplexovani a tak kazda zkumavka muze mit pouze jednu pozici.

V soucasné dobé neni mozné analyzovat sestavu, ve které je pozice vzorku
pozitivni kontrolni vzorek pro jeden kanal a negativni kontrolni vzorek pro jiny

kanal.

Ackoliv pouze jedna definice vzorku pro pozici zkumavky je k dispozici v
okné ,Edit sample®, normalizace probiha nezavisle u kazdého kanalu.

Pokud je pozice zkumavky pozitivni kontrolni vzorek pro alespori jeden kanal,
méla by byt specifikovana jako pozitivni kontrolni vzorek v kolonce ,Typ*
v okné ,Edit Sample®. Jinak by typ mél byt oznacen jako ,Vzorek, Sample®.
Toto se tyka také negativnich kontrolnich vzorkd.

Takze kdyz je napfiklad vzorek pozitivnim kontrolnim vzorkem v zeleném
kanalu, ale nikoliv ve zlutém kanalu, vzorek by stejné mél byt definovan jako
pozitivni kontrolni vzorek. Jelikoz se v kazdém kanalu pouziva nejvySSi
pozitivni kontrolni vzorek, a kdyzZ je ve zZlutém kanalu alespon jeden kontrolni
vzorek, ktery amplifikuje, definice vzorku jako kontrolniho pro zeleny kanal je
ignorovana.

Prah (Treshold)

Prah se pouziva pro stanoveni procent exprese vyzadované pro reakci
v kazdém kanalu. Jakmile byly definovany pozitivni a negativni kontrolni
vzorky, vSechny kanaly jsou normalizovany do stejné stupnice 0 az 100%.
Z tohoto ddvodu je potfeba pouze jeden prah, i kdyz je analyzovano vice
kanald.

Kliknéte a tahnéte ¢aru prahu do oblasti mezi 0 a 100. Prah by nemél byt
prilis blizko ke vzorkim ani na jedné strané c¢ary, protoZe to by znamenalo,
Ze béh byl nejednoznacny. Pokud je rozdil mezi vzorkem definovanym jako
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amplifikovany a vzorkem definovanym jako neamplifikovany pouze nékolik
procent, znamenalo by to, Ze pfi opakovani reakce by se vzorek mohl objevit
na libovolné strané prahu.

Genotypy

Tato volba otevie okno ,Genotyping®, které se pouziva pro definici genotypt
detekovanych v kazdém kanalu.

¥4 Genotyping
Genotype | Reacting Channelz | ﬂ
wild Tope Cucling &.Green
Heterozygous Cycling A.Green Cuycling & Yelow
Mutant Cuycling & Yelow
hd
Cancel | Help |

Toto okno umoznuje pfifazeni genotypll ke kanalim. Na vySe uvedeném
prikladé je vzorek heterozygotni, kdyz udaje v kanalech cyklovani A. Zelené
a cyklovani A. Zluté prekfizi prah.

Sablony analyzy Endpoint

Slozka analyzy endpoint umozriuje uzivateli exportovat nastaveni prahu a
genotypu do jediného souboru *.ent. Tento soubor mlze byt importovan a
znovu pouzit v daldich experimentech. Vice podrobnosti najdete v kapitole
8.1.

Imported Settings
<honesr

|rnpart... Expart...
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7.6.10

Analyza koncentrace

Analyza koncentrace umoziiuje, aby Rotor-Gene Q byl pouzit na méfeni
koncentraci DNA nebo na ziskani fluorometrickych udaju.

Nasledujici screenshot zobrazuje tuto analyzu:

‘ Rotor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
File Amalysis Run Gain View Security Window Help

Mew Open Save Help Setfings Progress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Amrange

Channels .7 cyding A.Green

E‘; Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

Reports  Std. Curve  Results
4v. Fluorescence 5
250010 & & Cycling A.Green - Circles
20.00
folte}
o o
15.00 1o
o
¢ Bank On Bank Off
10.00 MamedOn | &I0n | A0
Edit Samples...
o g
S L o Analysis Method
[
O D D " Linear Regression

12 39 10111314 151713 192122 2325 262729 30 31 33 3¢ 3537 35 39 41 424345 46 47 Sample | & Spfine Curve Fit

. | Mame Type Given Conc [pgh
Lambda Standard | Standard 1,000.0

Lambda Standard | Standard 1,000.0

Lambda Standard | Standard 1.000.0

Lambda Standard | Standard 500.0

Lambda Standard | Standard 5000 f
»

Faotor-Gene & Seies Software 4.7 (Build 1) YIRTUAL MODE | Current User: COREETT finsongy (Administrators)

Priprava béhu

Pfipravte si fluorescencni standardy a vzorky nejlépe trojmo.

Priprava standardu
Pro ureni koncentrace DNA z kazdého vzorku se pouziva standardni kfivka.

DNA pouzivana pro standardni kfivku by méla byt podobného typu jako DNA
ve vzorcich, které budou méfeny. Koncentrace alespoi jednoho vzorku DNA
by méla byt stanovena pomoci ultrafialové spektrofotometrie a tento vzorek
by mél byt pouzit jako standard. Minimalné tfi standardy (s replikami) by mély
byt pouzity. Standardy DNA pouzivané pro detekci fluorescence jsou
zasadné pouze linearni s rozsahem od 1 do 100 ng/ pl. Kdyz je uvnitf tohoto
rozsahu koncentrace DNA sniZena na polovinu, stejné se snizi fluorescenéni
udaje. Intervaly spolehlivosti pro jakoukoliv koncentraci vné tohoto rozsahu
jsou velmi Siroké diky nelinearité chemikalii.

Typ méifené DNA
V méfeni riznych typa DNA (napfiklad genomické DNA ve
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srovnani s plazmidovou DNA) byly pozorovany rozdily. Z tohoto divodu by
pouze podobné typy DNA mély byt méfeny spoleéné. Pouziti plazmidové
DNA jako standard je nevhodné pro méfeni genomické DNA.

Nastaveni béhu

Zvolte ,Nucleic Acid Concentration Measurement® v Quick Start wizard.

1;
Bluick Start |gdvanced I
] & default template for
a Perform Last Run measuring the
el concentration of
'S Three Step with Melt nudeic add using

intercalating dyes.
L1 3
2 Two Step

2 Quenched FRET

udeic Add Concentration Measurement

. J HRM ™

-.J__*l Other Runs

?' Open A Template In Another Folder...

Cancel

Help

i

¥ Show Thiz Screen when Software Opens

Poznamka: Pfesvédcte se, Ze pozitivni kontrolni vzorek, jako napfiklad
standard vysoké koncentrace, je v pozici zkumavky 1. Bez pozitivhiho
kontrolniho vzorku neni software schopen optimalizovat nastaveni gainu pro
maximalni sensitivitu. Pfed kazdym béhem budete vyzvani provést tento
krok.

Analyza

Analyza koncentrace je zaloZzena na srovnani fluorescenni hladiny a
koncentra¢ni hladiny. Jsou k dispozici dva analytické modely. Optimalni
volba jednoho ¢&i druhého zavisi na aplikaci a chemickém slozeni.

,Linearni regrese, Linear Regression® analyzuje data na bazi pfedpokladu, ze
se jedna o linealni vztah a odhaduje neznamé hodnoty na zakladé
vytvofeného linearniho modelu. Stanovi chybu méfeni zkoumanim odchylky
udaju od linealniho modelu.

Pokud jsou udaje koncentrace linearni, je toto nejvhodné&jSi analyza, protoze
poskytuje uzivateli statistickou analyzu variace (ANOVA).

.PFifazeni spline kfivce, Spline Curve Fit* pfedpoklada, ze se koncentracni
hodnoty zvysuji s fluorescenci. | kdyz tento pfistup vytvafi odhady pro
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7.6.11

nelinearni data presnéji, nemuze poskytnout ANOVA a to pravé proto, ze
nepredpoklada linearni model.

Analyza tani s vysokym rozliSenim HRM

Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM) rozliSuje vzorky na zakladé délky,
sekvence, obsahu GC a komplementarity. Analyza HRM se pouZiva
v genotypovacich aplikacich, jako napfiklad analyza genovych mutaci nebo
jednonukleotidového polymorfismu (SNP) a v epigenetickych aplikacich pro
analyzu stavu metylace DNA. Analyza HRM poskytuje pfesné vysledky a
také uspory v porovnani s jinymi metodami.

Postupujte nasledovné: Zvolte ,Other™ a potom ,High Resolution Melt
Analysis® v okné ,Analysis“. Dvakrat kliknéte na kanal, ktery chcete
analyzovat. Kfivky tani z kanalu jsou normalizovany zprimérovanim vSech
pocatecCnich a koncovych hodnot fluorescence a potom uUpravou koncovych
bodl kazdého vzorku na hodnotu primeéru.

‘Rutorfﬁene Q Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt d (=] 3

Fie Andlysis Run Gain Wiew ‘Window Help

7 >) 2 ] A n
T EH PN O | & & & B W im0
New Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Pragress Profie  Temp.  Samples Analysis Reports Arvange
Channels . Mel: & Farked . Melt A(from 82). FarREd‘
[BY HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (P  |oj x| | Page: Page 1

Narmalized Graph | Diferance Grapk |

100 —

- —

Normalised Fluorescence
9
2

825 B30 835 B840 845 850 855 660 865 670 675 650 885 890 895
deg

[%'

<
Bank On Bank Off
Named On | AllOn | ANDH

= Edit Samples...
i HRM Results - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) - i
. Genotype Confidence % '"f"';‘"s;"“" Fiegions

mutation 100.00 o

7 197 heterozygate | 100.00 Start: |824

4 Whm mutation 5,72 End: [E =

5 135 hetemzygole | 57.58

7 W20z heterzygate  57.80 Traiing Fiange

8 o wild type: 100.00 st [ =

a B am wid type 99.96 =

il REE heterozygate | 93.91 End: 837

12 1190 heterozyaote | 96.23

13 187 wild twpe @23 Confidence Percentage

Fotor-Gene O Series Software 1.7 [Buld 34] [VIRTUALMODE

Vybér vzorkl je dosazen kliknutim na ,Genotypes”. Zadejte jméno genotypu
a Cislo vzorku, ktery je pouzit jako pozitivni kontrolni vzorek.

¥i HRM Genotypes o m] [
Genotype Contral ﬂ

rutation 133
wild type 20
heterozygote 197

Clear | 0K | Cancel
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7.7 Menu Béh (Run)
7.7.1 Zacatek béhu (Start Run)
Tato volba spusti definovany teplotni profil se sou€asné nastavenym gainem.
Nez béh zacne, objevi se okno ,Potvrzeni profilu béhu, Profile Run
Confirmation®. Grafické vyjadfeni teplotniho profilu je zobrazeno spole¢né
s nastavenim gainu pro kazdy kanal.
7.7.2 Pozastaveni béhu (Pause Run)
Tato moznost umozriuje, aby byl b&h pferuSen a znovu obnoven. Zastaveni a
opétné rozbéhnuti muze znacéné ovlivnit vysledky béhu. Z tohoto divodu
bude na datech znacka, ktera indikuje, Ze béh byl pozastaven a také délka
zastaveni. Soucasné je umisténa zprava do kolonky zprav v okné ,Nastaveni
béhu, Run Settings” (viz strana 7-54).
E Pause Aun
Yol can pauze the run on thiz screen. &
marker will be recorded in the channel
data to zhow the duration of the pause. FESUmE |
Help |
Cloze |
VAROVANI | Horky povrch W18

A\

Kdyz pozastavite béh, Rotor-Gene Q se Uplné neochladi
na pokojovou teplotu. Budte velmi opatrni, nez se
dotknete rotoru nebo kterychkoliv zkumavek v pfistroji.

7.7.3 Zastaveni béhu (Stop Run)
Kdyz je zvolena tato moznost, objevi se Zadost o potvrzeni, Ze béh
ma skute€né byt zastaven.

7.8 Nahled menu

7.8.1 Nastaveni béhu (Run Settings)
Obecné udaje
Toto okno umoziuje nastaveni informaci o béhu, jeho jméno, datum analyzy,
jméno operatora a veSkeré dalSi poznamky.
Toto okno obsahuje veSkeré informace, kromé profilu nutného pro
konfiguraci béhu. Poté, co béh skonéi, vokné se objevi nasledujici
informace: pouzity cyklér, nastaveni gainu, pocet kanall, ¢as zacatku a
konce.
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Genera | Mashine Cptions | Maceages | Chawnels | Tube Lapout | Sesurity |

Filenarre: : FADepartmentshQACAE #penimentall ata-F 3 3KAFGREODONR 120582740 ark
Operatar : ||—

Hotes : ﬂ

Beaction Yalume = 120 = pl g eters £ the bobal walime ol the rmsture

- ifi the tube.
Other Bun Lhannels savad tor hus e ;I
|nformaton Cucling A Green

Cyeling D.v'ellows
Cyeling C.0range
Cucling D Red
Created with template
'C:ADocuments and Settingshlabpe. CORBETT \Desktop'T2mphRGEOOLC
Hun hag hrizhed.
Started at 13/1 272005 3:33:58 Ak
Firished at 1647 2:2005 0:52:4C AM
Offzet Coeficient : 0
Progiam Ye-gion ; Sotor-Gene B000 Senes Software 1.7 [Build 3]
b achine Serial Mo 000627

ok | Canczal SEply

Moznosti pristroje (Machine Options)
Toto tlacitko zobrazi nastaveni konfigurace Rotoru-Gene Q MDx.
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General § |

— Rotor Type

oK | Cancel | Apply I

Nastaveni rotoru by mélo korespondovat s rotorem instalovanym v Rotoru-
Gene Q MDx. Pokud otvirate existujici béh, nastaveni by mélo ukazovat
rotor, ktery byl instalovan v cykléru v té dobé.

Vzkazy (Messages)

Toto tlaCitko ukaze vzkazy, které indikuji, zda uzivatel proved| néjaké zmény,
jako napftiklad zastaveni cykléru nebo vynechani cykli béhem procesu. Také
zobrazuje varovani, ktera byla béhem béhu obdrzena. Toto tlacitko by mélo
byt zkontrolovano, pokud vysledky zcela neplni ocekavani.

Kanaly (Channels)

PFi konfiguraci nového béhu tlacitka na displeji soucasné konfigurace ukazuji
kanaly, které jsou k dispozici. Pokud sledujeme existujici bé&h, zobrazené
informace predstavuji konfiguraci kanald v prdbéhu tohoto béhu. Pokud
néktery béh poskodi nastaveni kanalu, vychozi hodnoty mohou byt znovu
nastaveny kliknutim na ,Reset Defaults®.
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RunSettings @

Generall tachine Options I Mezzages Channels | Tube Lapout I Security I
Mame | Source | [ etector | Gain | Create Mew... I
Green 470nm  5106m 10 E dit |
Yelow 530nm  B5Bnm a
Orange  585nhm  B10nm 10
Fed G28nm  BEOnm 9
Crimzon G20nm 710kp 7 Remave |
HRM 460nm  5100m 7

Reset Defaults |

ak Cancel Spply
Name: Nazev kanalu.
Source: Specifikuje vinovou délku excitace zdrojové LED
diody.
Detector: Specifikuje detekci vinové délky a typ filtru (hm=band

pass, hp=high pass).
Gain: Specifikuje gain pro ur€ity kanal.

Create New...: Umoznuje vytvofeni novych kanalld. Kliknuti
,Oteviete novy“ otevie okno, které se zepta na nové
jméno, zdroj a detekéni filtr. Filtry mohou byt zvoleny
za pomoci rozbalovaciho menu vedle kazdého okna.

Channels: Zeleny, Zluty, oranzovy a Cerveny kanal predstavuji
standardni konfiguraci pro 4-kanalovou
multiplexovou detekci.

Rozlozeni zkumavek (Tube Layout)

KdyZ pouzivame 72-jamkovy rotor, vzorky mohou byt uspofadany tak, aby
vyhovovaly znaceni bloku 9 x 8. Vychozi usporfadani vzorkl umoziiuje
postupné znaceni (napfiklad 1, 2, 3...). To znamena, Ze vzorky jsou znaceny
za sebou v poradi, vjakém jsou viozeny do Rotoru-Gene Q. Vzorky také
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7.8.2

mohou byt oznaceny 1A, 1B, 1C atd. Tato moznost je vhodna, kdyz byly
vzorky pipetovany multikanalovou pipetou.

Zabezpeceni (Security)

Toto tlacitko zobrazuje informace o podpisu u béhu. Tato signatura béhu je
ireversibilni klavesa, ktera je obnovena pokazdé, kdyz je soubor zménén.
Kdyz je kterakoliv sekce souboru *.rex modifikovana vné softwaru, signatura
a soubor jiz nebudou shodné. Kontrola signatury umozfiuje se presvédcit, ze
surova data nebyla modifikovana vné aplikace, Ze s profilem nebylo
manipulovano a ze teplotni graf je platny. Signatura také chrani proti
poskozeni, napfiklad chyby v systému soubor(.

Poznamka: Kdyz jsou soubory *.rex poslany emailem, kodovaci proces
muze znehodnotit signaturu. Abyste tomu zabranili, pfed emailovanim
soubory zazipujte.

C e — g

— General [nformation :
Fiun Signatures are stored within all newly zaved runs. These signatures, like a wax
zeal on a document, guarantee that no changes have been made outzide the
zoftware. I a file iz tampered with, the zsignature becomes invalid.

— Run Signature ;

The zignature iz valid.

= The zignature for thiz run file iz valid. The file contents has ot been modified
; outzide of the software.

(0] I Cancel Spply

Graf teploty (Temperature Graph)

Zvolte ,Temperature Graph® z menu ,View" nebo kliknéte na tla¢itko ,Temp.".
Objevi se okno ,Temperature®. Graf ukazuje teplotu vzorkd béhem béhu. Jak
béh pokraluje, Easy pro ,Nastaveni, ,Aktualni“ a ,Retenci“ jsou zobrazeny
pro kazdy krok programu. Pro soubor existujiciho bé&hu ukazuje okno
»leplota“ teplotni zmény béhem celého béhu. Vertikalni stupnice pfedstavuje
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7.8.3

teplotu a horizontalni stupnice znamena &as. Pouzijte posuvnou listu pro

posun tam a zpét oknem , Teplota®“.

L=
100

a0

(=]

20

00:00 00:01 on.02 0003 00:04

A [C]
Set: Actual . 27.8  Hold For: Cloge |

Progress v profilu (Profile Progress)

Zvolte ,Profile Progress zmenu ,Nahled® nebo kliknéte na tladitko
.Progress” a objevi se okno ,Profile Progress®. Toto okno zobrazuje grafickou
prezentaci teplotniho profilu spojeného s danym béhem. Kdyz provadite béh,
zastinéna ¢ast okna indikuje pocet cykll, které byly dokoncéeny. Také je zde

odhad, kolik minut bude jesté béh trvat do ukonceni.

& Profile Progress

71 minudtefs] emaining.

(AT

Skip | AddSCyoles | Cunentl nning : Cpcing @ Flepeat 1

Skip: Umozriuje vynechani kteréhokoliv kroku v profilu.

Add 5 Cycles: Pfida 5 opakovani k sou¢asnému cyklovacimu kroku.
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7.8.4 Editovat vzorky (Edit Samples)
Dy eitsamples il
File Edit Format Security
Standard | Riotor Style |
—Settings :
Given Conc. Format : |123,45?
—Samples :
._'I Editl HesetDefauItl Gradientl
C [ID |Name |T_l,lpe |Gloups |GivenE0nc. |Selected ﬂ
A1 R 1000 Standard 1.000 Yes J
-AE R 1000 Standard 1.000 Yes
-AS R 100 Standard 100 Yes
-A4 R 100 Standard 100 Yes
B:s R0 Standard 10 Yes
M R0 Standard 10 ‘ez
| ELE Standard 1 Yes
M Fi Standard 1 Ves
Bl RNTC MTC Yes
B2 RNMNTC MTC ez
-B3 11000 Standard 1,000 Yes
Mlcs 1000 Standard 1.0000 Yes LI
—Page:
Mame : IF'age'I ;I;I Mew | Delerel [~ Synchrorize pages
Undo I Ok I Cancel I Help I

Kliknutim na tlacitko ,Samples® se dostaneme do okna ,Edit Sample®. Do

tohoto okna se také muzeme dostat pravym kliknutim na seznam vzorkd na

pravé strané obrazovky. Toto okno ma stejnou funkci jako okno ,Edit

Samples“ ve wizardech, kromé toho, Ze v rozhranich soubor a edit jsou

k dispozici nastrojové listy.

V horni ¢asti okna se objevi &tyfi nabidky: File, Edit, Format, and Security

(Soubor, Editace, Format a ZabezpecCeni). Menu Soubor se pouziva na

vytvofeni novych oken ,Editace vzorkd“, na otevieni existujicich Sablon

vzorkl nebo na ulozeni nazvl( vzorkd jako $ablon pro budouci pouziti.

Pfipona téchto Sablonovych soubor( je *.smp. Menu Editace umoziuje

kopirovani a vkladani fadkd. Menu Zabezpeleni umoziuje uzamceni

definovanych vzorkd.

Given Conc. Format: Toto rozbalovaci menu se pouziva pro vybér
vhodného formatu displeje koncentrace. Koncentrace
jsou automaticky formatovany podle aktualné
zvoleného umisténi.

Unit: Toto rozbalovaci menu nastavuje jednotky méfeni pro
test.

Samples ;
lrl_j Edit I HesetDefauItl Gradientl
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Line style: Styl ¢ary muze byt upraven pro zlepSeni nazornosti
grafu na Cernobilych tiskarnach. Nékteré ¢ary mohou
byt zduraznény modifikaci jejich stylu. PFistup k této
funkci je pres kliknuti pravou mysSi vedle tlacitka

Editace.

Edit: Zmacknuti tohoto tlacitka otevie volbu barev. RGzné
fadky mohou byt zvoleny, kdyz pfifazujeme barvy ke
zkumavkam.

Reset Default: Resetuje v8echny barevné bunky zpét do vychozich
barev.

Gradient: Umoznuje zvolit gradient od prvni do posledni barvy.

Nékteré gradienty jsou definovany v nastaveni vzorku.

NEEIEREE

lkona | [ | Ikona ,New, Novy“ vynuluje okno ,Edit Samples® pfi
' pfipravé pro vloZeni novych dat.
| ﬂ Ikona ,,Open, Otevfit* otevie policko pro dialog, ve
lkona kterém muzZe byt zvolen soubor pro import z Rotoru-
Gene Q.

Poznamka: Pocet vzorki v otevieném okné a
importovanych soubor(l se musi shodovat.
[H] lkona ,Save, Ulozit“ otevie policko dialogu, ve
lkona kterém se vloZi nazev a slozka, ve kterém bude
kopie sou€asného vzorku ulozena.

lkona B Ikona ,,Copy, Kopirovat zkopiruje zvolené bunky.

lkona —_|| Ikona ,Paste, Vlozit* vlozi buriky, které byly zvoleny
pfikazem kopirovat do zvolené pozice v tabulce.

Ikona@ Ikona ,Excel* qtevfe poliékq, kam sewv_klédé nazev
souboru a slozky, do které se ulozi informace o
vzorku. Po zmacknuti ,Ulozit® se soubor Excelu
automaticky otevie.

]_1 lkona ,Append/Overwrite, PFidat/pfepsat zméni
lkona editaci bun&k vokné ,Editace vzorku“. Kdyz je
zvoleno piepsani, existujici data jsou pfi editovani

pfepsana. Kdyz je zvoleno pfidani, nova data jsou
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pfidana na konec existujicich dat.

Sample Types: Vzorky mohou byt definovany jako jeden ztypl
uvedenych v nasledujici tabulce.

Typ vzorku Popis

None Zadny vzorek v této pozici

NTC Zadny vzorek ze $ablony

Negative Control

Negativni kontrolni vzorek

Positive Control

Pozitivni kontrolni vzorek

Unknown

Neznamy vzorek k analyze

Standard

Standardni hodnoty pouZivané k vytvoreni
standardni kfivky pro vypocet koncentraci
neznamého vzorku.

Calibrator (RQ)

Kalibrator ma pfifazenu hodnotu 1 a v3echny
ostatni koncentrace vzorkl jsou vypocitany
v poméru k tomuto vzorku.

Page:

Tato funkce umozfiuje uzivateli mit rizné definice
vzork(l a také razné experimenty v rizném béhu.
Tato funkce je vhodna pro analyzu rdznych
produktd v rdznych kanalech. Pouzivejte tlacitka
s Sipkou pro pohyb mezi strankami vzork(. Na
vytvofeni a vymazani strdnek pouZijte tlacitka
.New, Novy“ a ,Delete, Vymazat‘. Je mozné mit
nékolik definici vzorka pro stejny kanal, aby bylo
mozné pouzivat vice standardnich kfivek bez
multiplexovani. Definujte zkoumané vzorky a k nim
patfici standardni kfivky na rdznych strankach.
Jeden kanal mize potom byt analyzovan kazdou
sadou definic nezavisle. Stranky vzorkd mohou byt
oznaceny ,Stranal®, ,Strana 2“ atd. nebo mohou
byt pojmenovany (napfiklad ,Housekeeper”). Toto
jméno se potom objevi ve zpravach.

PFi prohlizeni surovych dat mohou byt zvoleny
definice pouzité kdispleji dat za pomoci
rozbalovacich menu umisténych vedle tlacitka
,Options, Moznosti“.
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"0 "5 20
Ak Scale| Options I Page j
T

Stranka pro vzorek na analyzu muze byt zvolena
v okné , Analysis" (viz kapitola 7.6.1)

g

2 5td Curves (Rel] | Other.. |
[luantitation | bl

- Bpcling A.FAM

Show | Hide |
[ &uto-shrink window

Given Conc.: Ukazuje koncentraci pro kazdy standard. Jednotky
mohou byt definovany jako decimalni nebo
logaritmicka Ccisla. Pokud jsou standardy diluéni
sérii, staCi napsat pouze prvni dva standardy.
Zmacknutim ENTER program automaticky pfida
pfisti logickou diluci v sérii.

Line style: Styl ¢ary muze byt upraven pro zlepseni nazornosti
grafll na cernobilych tiskarnach. Nékteré c&ary
mohou byt zdlraznény modifikaci jejich stylu.
PFistup k této funkci je pfes kliknuti pravou mysi
vedle tladitka Edit.

.j Edit | HesetDefauItI Gradientl
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Multiple row entry:

Sample type hotkey:

Save it, reuse it
UlozZit, znovu pouzit:

Nastrojova lista ukazuje vychozi styl ,Solid, PIny*“.
Toto muze byt zménéno na ¢aru "Dashed",
"Dotted", “Hairline”, “Thin” or “Thick“Tj.Caru
~PreruSovanou®,, Teckovanou®, ,Ultratenkou®,
»1enkou“ nebo , Tlustou®. Pfi ukoncéeni kliknéte na
tlacitko levé Sipky pro navrat do Edit, Reset Default
nebo Gradient view.

I ]

Pokud néjaka informace potfebuje byt vloZena
najednou v nékolika Fadcich, zvolte v8echny fadky a
zaCnéte psat. Informace bude vloZzena do kazdého
fadku. Toto funguje stejné jako volba typl vzorku,
volba barev nebo vkladani koncentraci.

Pro rychlou selekci typu vzorku, vlozte prvni
pismeno jeho nazvu. Napfiklad pro nastaveni 5
vzorku tak, aby nebyly Sablonové kontrolni vzorky,
zvolte je v kolonce typ vzorku a potom zmacknéte N
pro NTC. VSechny vzorky budou konvertovany do
NTC.

Kompletni popis vzorku miize byt uloZzen jako soubor
vzorku (*.smp) a nacéten do budoucich béhl se
stejnou konfiguraci.

Styl rotoru (Rotor Style)

Toto tlacitko v okné ,Edit Sample“ poskytuje alternativni moznost vkladani
nazvud vzorkd. Zvolte replikaty kliknutim a tazenim kurzoru mysi pfes obrazek
rotoru. Seznam na pravé strané okna se zaktualizuje. Nazev vzorku muze
byt vlozen a tak bude zvoleno jméno pro soucasnou volbu. Software
rozpoznava tyto jamky jako replikaty.
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[medasamples ~lojx|
Fle Edk Format Security
Standard Folor Siyle |
wgs " " " o-
Ty I e
1 g 1 4
De 1 sangle] Standaid
- e el 2
57 “-‘;
7 Slrpie 3
9 sample 3
’ 10
49 13
17
#1
L
tay e o bt
 Labelweb: 851, 2,3,
Page :
‘Nm: IF'agel _I_I Hew .'".'f.'-:I ™ Synchionize pages
Undo | ok | cencal | Hew |

Tlagitko ,Rotor Style* poskytuje omezenou verzi tlacitka ,Standard” a je
uréen pro uzivatele, ktefi chtéji nastavit jména vzorkd a barvy rychle. Néktera
nastaveni zde nelze definovat, jako napfiklad jestli vzorek predstavuje
standard nebo znamou koncentraci kazdého standardu. Pokud tyto
skute€nosti musi byt definovany, toto standardni tlacitko nemuize byt pouzito.

Vhodnost stranky vzorku (Sample Page Suitability)

Pro pFistup do tohoto okna kliknéte na ,More Options* v okné ,Edit Sample® a
potom na ,Define Suitabilities , Definujte vhodnost stranky vzorku“, coz
umoznuje uzivateli pfifadit stranky vzorkl ke kanaldm. Napfiklad stranka
vzorku pro zkoumany gen se mulze vztahovat k zelenému kanalu, zatimco
stranka pro housekeeper gen je aplikovana ke Zlutému kanalu. V tomto
pfikladu redukuje nastaveni vhodnosti stranky poCet moznosti analyz na ty,
které jsou relevantni pro ten ktery test.

Okno ,Sample Page Suitability“ je zobrazeno nize.
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i Sample Page Suitability x|

& Sample Page Suitabilities enable you to hide zample pages
when they are not relevant in the current context. For example,

by defining a Sample Page to apply anly ta the Yellow channel,
you will not be prompted to zelect it during an analysiz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular uze for uzers of
multiplexed azsays.

Page : |Page 1 =]

— Suitabilities for Selected Page

= Always dizplay this sample page.

o Orly dizplay thiz zample page when analysing
data acquired on the following channels ;

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
Red -
- —I Help |

Poznamka: Kdyz nastavujete test, vytvofte vSechny vzorkové stranky a
vhodnosti stranky vzorku a potom je uloZte jako Sablonu. Tento krok snizuje
naroc¢nost nastaveni vyZadovanou pro kazdy béh.

Skupiny (Groups))

Skupiny vzorkd umozniuji statistické vypocty pro libovolny vybér vzork({. Na
rozdil od replikatt, které musi mit identické nazvy, vzorky mohou mit
jakékoliv jméno, mohou byt umistény kdekoliv v rotoru a mohou patfit k vice
skupinam.

1. Skupinu definujeme tak, Ze vlozime plny nazev skupiny vedle vzorku a
zmackneme ENTER.
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=
File Edit Format Security
Standard | Ratar Stylel
— Settings :
Given Conc. Format : I j Unit : IEDpies j ore Options |
— Samples :
ITreated
C |[ID |Name | Type | Groups | Given Conc. |Selected |«
Al | Tissue Unkhown Ve
A2 Tissue Unknown [ YVes
A3 Tissue Unknown [ Yes
Ad | Tissue Unknown _ e
s Lung Unknown [ Yes
- AB | Lung Lnknown _ Yes
W7 Lung Unknown [ YVes
- A8 Lung Unknown _ Yes
B1 Naone Mo
B2 MNane Mo
B3 Naone Mo
B4 MNane Mo
BS MNane Mo ;I
— Page :
Mame : IF'age 1 < I > | Mew I [elete [~ Swnchronize pages
Unda I Ok | Cancel Help

2. Objevi se okno ,Edit Group®.

® Edit Group |

Group Properties ;

Code: |TF=EM| ak

M ame: |Treated Cancel

Help |

ik

3. Definujte vhodnou zkratku a kliknéte ,OK®. Tato zkratka mdze nyni byt
pouzita k nastaveni skupin. Celkové vysledky, jako napfiklad primérna
hodnota a intervaly spolehlivosti 95%, jsou automaticky vypocitany pro
skupiny v kterékoliv analyze.

1=

No, Name Type Ct Given Conc [Cop| Calc Conc [Copig) % War Rep. Ct |Hep Ct Stc| Rep. Ct[95% CI] |F\ep.
Al Tissue Unknowrn 18.82 1875 017/ [18.42,19.02]

A2 Tissue Unknown 1875

A3 Tissue Unknown 1882

Ad Tiszue Unknown 1852

A Lung Unkniown 1873 18.70 009 1855, 16.85]

AR Lung Unknawn 18,62

a7 Lung Unknawn 18.81

A8 Lung Unknown 18.63

AlAE | Treated Group 18.72 013 [18.62,18.83]

7.8.5 Moznosti displeje (Display options)

Moznosti menu displeje je zobrazeno nize.
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7.9

|£iew Window Help

Run Settings
Temperature Graph
Profile Editor
Profile Frogress

Samples. ..
Gain Calibration, ..,

Display Options

Yiew t‘:: 6 m‘_‘. m ﬁ

Settings Frogress  Profile Temp,  Samples

Show at Most 2 Analysis Windows
Show ak Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Show at Most 2
Analysis Windows:

Show at Most 6
Windows:

Reset All “Don't Show
This Message Again”
Dialogs:

Kdyz je zatrZzena tato volba, otevfou se najednou
maximalné 2 okna najednou. Pokud je otevieno
vice oken, prehlednost muze byt negativné
ovlivnéna. Volba této moznosti zavie posledni
oteviené okno, kdyz se dalSi okno otevie. Pokud
tato volba neni zatrZzena, je mozné otevfit vice nez
2 okna analyzy.

Pro zlepSeni prehlednosti odstranuje software
nepouzivana okna, kdyZz se oteviou nova. Tato
volba je vychozi moznosti Rotoru-Gene Q. Pokud
je nutné sledovat vice nezZ 6 oken sou¢asné, nechte
tuto volbu nezatrzenou.

PFfi volbé této moznosti software znovu zobrazi
vSechna dialogova okna, u kterych bylo zatrzeno
policko ,Do not display this message again,
Neukazovat znovu tuto zpravu®. Toto zahrnuje
zpravy o podezielych nastavenich, které byly dfive
vyfazeny ze zobrazovani. Tato moznost mGze mit
vyznam pro noveho uzivatele, ktery neni podrobné
obeznamen z Rotorem-Gene Q nebo jeho
softwarem.

Menu zabezpeceni (Security Menu)

Software Rotoru-Gene Q obsahuje prvky, které zarucuji bezpe€nou funkci.
Kdyz je spravné konfigurovan, software zajiStuje nasledujici:

B Pristup k Rotoru-Gene Q a analytickému softwaru je omezen pouze pro

skupiny uzivatel.

Modifikace souborll béhu jsou zaznamenavany.
Neautorizované modifikace jsou detekovany (signatury).
Sablony pouzivané k provedeni b&hu jsou zaznamenavany.
Jména vzorkl jsou chranéna.
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7.9.1

Integrace se zabezpecenim Windows

Za ucelem zabezpeceni vysoké urovné odpovédnosti, software Rotoru-Gene
Q nefidi zabezpedeni intern&. Usty, skupiny a hesla jsou vSechna fizena
pouzitim vnitfné zabudovaného bezpecnostniho modelu Windows (Windows
NT Security). Integrace dovoluje Fidit pfFistup k softwaru Rotoru-Gene Q
stejnymi hesly jako pfistup k souborim sité a programlim, coZ snizuje
administraci. U vétSich organizaci mohou napfiklad administratofi siti lehce
odstranit pfistup byvalym uzZivatelim diky tomuto centralizovanému
bezpecnostnimu modelu.

Z tohoto duvodu spociva nastaveni zabezpeceni softwaru Rotoru-Gene Q
primarné ve spravné konfiguraci bezpe€nostnich funkci Windows.

Pozadavky

Pro vyuziti bezpeénostnich prvkl je nutné pouzivat Windows NT4 Service
Pack 6, Windows 2000 nebo XP Professional. Bezpeénostni prvky nemohou
byt pouZity s Windows XP Home, protoZe tento operaCni systém nema
patficné sofistikovany model pouzivany softwarem Rotor-Gene Q. Software
musi byt nainstalovan s pouzitim volby ,Force Authentication through
Windows NT Logon, Zajisténi autenticity pfes Windows NT Logon®.

Poznamka: BezpecCnostni menu se nezobrazi, pokud jste pfihlaSeni do
domény Linux Samba. Musite mit bud lokalni logon nebo server Windows,
pokud chcete pouzivat bezpecénostni funkce.

Konfigurace (Configuration)

Tato kapitola popisuje, jak systém nastavit, aby software Rotoru-Gene Q
pracoval bezpecné. Software musi byt nainstalovan s pouzitim volby ,Force
Authentication through Windows NT Logon, Zajisténi autenticity pfes
Windows NT Logon®. Timto krokem je doména Windows nakonfigurovana
pro vasi Uroven pfistupu a povéfeni. Tento krok je také nutny pro zajisténi
odpovédnosti a bezpeénosti.

Funkce administratora

Mnoho uzivatelll pouziva svoje poCitate ve funkci administratora bez
zadnych hesel. Toto je sice pohodIné, ale je potom zcela nemozné urcit, kdo
pocitaé pouziva. Toto eliminuje zodpovédnost a zabranuje bezpecnostnimu
softwaru Rotoru-Gene Q v aktivaci zabezpeceni. PFi pouziti softwaru ve
funkci administratora jsou vSechny prvky softwaru k dispozici. Takze
uzivatelé ve funkci administratora, ktefi nepotfebuji bezpecnosti prvky,
mohou pouzivat vSechny funkce softwaru.

Vytvoreni uctu pro nového uzivatele

Pro kazdého nového uzivatele softwaru vytvofte novy ucet. Pro kazdého
uzivatele opakujte vSechny nize uvedené kroky, dokud nebyly vytvoreny
vSechny ucty.

1. Zvolte ,Start/ Nastaveni/ Ovladaci panely*.

2. Dvakrat kliknéte na ,Uzivatelé a hesla“.

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010 7-69



Analyza - uzivatelské rozhrani

Users and Passwords | ﬂﬂ

Users | Advanced |

Llze the kst below ko grant or deny users access o your
computer, and ko chanoe passwords and other sattings,

Lsrs For this computer:
Lizer Marme | D &in | Group |
L Sendministrator STEW Administrators
€ cuest STEW Guests
QIUSR_NEWLAPTOP STEW Guests
T AR_MEWLAPTOR STEW Guests
matthewz STEW Administrators
Add, .. Remnove Propertiss
Password For Administrator

Tao change the password For Administrator, click Set
Sk Password.

Set Password. .. J

3. Kliknéte na tab ,Pokrocilé“, potom na tlacitko ,Pokrocilé®.
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Users and Passwords . 2] x|

sers  Advanced |

—Certificate Management

~ IUse certificates to positively identify yourself, certification
autharities and publishers,

Mew Certificate, ., Certificates

—advanced User Management

Local Users and Groups can be used to perform advanced
user management kasks,

—Secure Book Settings

It is recommended that vou require users to press
Ztrl-Alt-Delete before logging on. This ensures passwiord
security and helps prokect the system From harmFul
programs,

¥ Require users ta press Chrl-alk-Delete before logging an,

QI Zancel Al

4. V okné, které se objevi, zvolte slozku ,UzZivatelé®. Kliknéte pravou mysi
na okno vpravo a zvolte ,Novy uZivatel®.

fslocalUsersandGroups =101x|
J&ction Wie |J®#|||@ ‘

Tree I Mame | Full Warme | Description
Local Users and Groups (Local) m.ﬁ.dministrator Euwilt-in account
23] Users Qanalyst Rotor-zene analyst
L [ Groups SGuest Built-in account
EIUSR_NEWLP.. . Inkernet Guesk Account Built-in account
QIWAM_NEWL. .. Inkernet Guest Account Built-in account
lgmatthew Makthews Herrmann
moperator Raotor-Gene Operakar
lgtestuser Rotar-Gene Analyst and ...
IQ\I'USF‘,_NE'\I’\-'L. . WSA Server Account Account For the
Mew Lset, ., I LI

Creates a new Local User account Refresh |
Export List...

Wiewy 3

Arrange Icons  #
Line up Icons
Help
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6.

Zadejte jméno uZivatele a heslo. Jako vychozi moznost bude uZivatelsky
ucet vytvoren s béznymi uzivatelskymi pravy. To znamena, Ze uzivatelé
mohou pouzivat software, ale nemohou instalovat nové programy nebo
ménit nastaveni systému.

Newuser 2/ x|

Uszer name: Inewuser
Eull narne:; INEW zer
Dezcription: I
Pazzviord: I’“"“‘
Confirm pazsword: I’“““‘

v Uszer must change password at next logon
™| User cannat change passwarnd

™| Fassword never expires

[ Account iz disabled

Create I Cloze

Kliknéte ,Vytvofit‘. Nyni se mazete pfihlasit jako tento uzivatel.

Urceni roli pro kazdého uzivatele

Nyni urCete role pro kazdého uzivatele. Pfistup je rozdélen do nasledujicich
oblasti:

Rotor-Gene Q operator — mize provadét béhy, ale nemlze generovat
zpravy (Reporty) nebo provadét analyzy.

Rotor-Gene Q analytik — mize analyzovat data z béhd a tvofit zpravy, ale
nem0ze provadét nové béhy.

Rotor-Gene Q operator a analytik — je zpusobily provadét oboji.
Administrator — mize odemknout nazvy vzork(l a provadét vSechny
operace analytika a operatora.

Z&dné — pristup k softwaru je odepren.

Urcéeni roli:

1.

Pfihlaste se do Windows jako administrator nebo pouzZijte ikonu ,Rotor-
Gene Q Software Login®.
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#x Run Rotor-Gene As Other User

Dorisin: [CORIT138
Izernarme ; ||insu:ung_l,l Cancel
Faszword : |

2. Kdyz se software otevfe, kliknéte na menu ,, Zabezpeceni®. Kdyz poprvé
vstoupite do menu ,Zabezpeceni“, software Rotoru-Gene Q konfiguruje
pocet systémovych skupin, které budou fidit pfistup k softwaru.

Rotor-Gene () Series Software ﬂ

@ RG Groups do nok exist on the domain, Would you fike them to be created?

Yes Mo |

3. Kliknéte ,Yes, Ano“. Objevi se okno ,User Admin®. V horni ¢asti panelu
jsou zobrazeni vSichni uzivatelé pocitate. Nékteré Ucty jsou pouzivany
systémem. Spodni tabulka zobrazuje skupiny pfifazené uzivatelim.

x

Current Uzer: lingongy

—zers

— Groups
Dramain Groups Selected Uzer's Groups
RG Analyst Adrinistratars
B RG Operator »

Show Advanced Cloze
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4. Skupina je pfifazena k uzivateli tak, Zze zvolime uzivatelovo jméno ze
seznamu. Spodni panel se aktualizuje. Pokud uzivatel neni ve skuping,
nem(ze spustit software. V pfikladu, ktery je uveden nize, pfifadime
uzivatele “linsongy” do skupiny RG Analyst zvolenim této skupiny na levé

strané a naslednym kliknutim tlacitka “>“. Skupiny mohou byt
odstranény volbou a kliknutim tlacitka ,<".
x|
Current Uzer: linzongy
—zers

Adrniniztrator
GEuest

labpc
linzongy

— Groups :
Domain Groups Selected Uzer's Groups :
Adminiztrators ARG Analpst
B FG Operator Py i

Shaow Advanced I Cloze I

5. Nyni se pfihlaste jako uzivatel. Pro RG Analytika (RG Analyst) jsou menu
» Run, Béh* a tlacitko ,Profil“ nepfistupna. Ale existujici soubory mohou
byt otevieny a analyzovany, jak znazorfiuje screenshot uvedeny nizZe.
Statutarni lista indikuje, ze uzivatel ,CORIT198/linsongy” je RG Analytik.
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‘Rotm-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - melt analysis demo
File Analesss Gain View Window Help

fkH 9 vew &@ @ B W W B B .
Open Save  Help | Settings Frofile  Temp. Samples Analysic Reports Arrange
_Channsls A7 Cychog A FAMISYBR 7 Cyding AJOE 7 Melt ACHL 7 Melt ACHZ

Bl Melt Curve Analysis - Melt A,CH1 (Page 1) EEX

EEX

L - B - R I FUR

»]

BarkOn | Bank Off

Named On | ANOn | ANOHK
Edit Samples...

Peak Calling

W Fipsign of dF/dT
Theeshold: | bl
T | |

O %/ (e vy
m|

RolorGene 0 Series Software 4.7 (Buld 1) 'VIRTUAL MODE™ Current Uses: CORIT198/insongy (R Anslyst) Y

6. Kdyz se pfihlasime znovu jako administrator, prava RG operatora mohou
byt pfifazena k ,CORIT198/linsongy“ a software m(ize byt znovu spustén.
Tentokrat menu Analyza a tladitko ,Reports, Zpravy“ chybi a menu
Run(Béh) je k dispozici.

7. Stavovy fadek indikuje, Zze uzivatel ,CORIT198/linsongy*“ patfi do skupiny
RG Operator.
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B Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - melt analysis demo
File Run Gain View ‘Window Help

ZEEHA PO |vw® &
Mew  Open  Save Help

Settings Progress  Profile

F Temperature

WL

|Eurrent Uger: CORIT198/lingongy (ARG Operator) |

AN AN

Rotor.Gene  Series Soltwase 4.7 Buld1) | VIRTUAL MODE ® Currert User: CORIT1 98/insongy (RG Operator N y

8. Kdyz se prihlasite jako administrator a odstranite vSechny skupiny od
uzivatele ,CORIT198/linsongy“, objevi se nasledujici zprava, kdyz
»,CORIT198/linsongy” otevfe software.

Rotor-Gene ) Series Software

‘fou have insufficent rights to use the software, Please contact the domain adminiskrator to set up groups,

7.9.2 Pouzivani stejného pocéitace vice uzivateli

Aby bylo mozné pouzivat software Rotoru-Gene Q vice uzivateli, vytvorte
uzivatelsky ucet, ktery nema pfistup k softwaru Rotor-Gene Q. Pfihlaste se
do Windows pomoci tohoto uctu, takze uzivatelé nemohou anonymné
vstoupit do Rotoru-Gene Q.

1. Pomoci ikony ,Rotor-Gene Q Software Login“ mohou uzivatelé otevfit
svUj Ucet v softwaru Rotor-Gene Q.
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2. Zadejte uZivatelské jméno a heslo do patfiénych poliek.

#x Run Rotor-Gene As Other User

Darnair : ICORIT198 Ok
I zernarme ; ||insu:ung_l,l Caricel
Fasszwiord ; |

3. Doména je bud pocita€ do kterého jste pfihlaSeni nebo jméno vasi lokalni
sité. Pokud si nejste jisti, kterou doménu zadat do tohoto policka,
zeptejte se administratora vasi sité.

Poznamka: Po pfihlaseni budou uzivateli k dispozici vSechny uzivatelské
soubory. Kazdy uzivatel mize ukladat soubory ve své vlastni oblasti. Toto
zajiStuje vysoky stupen bezpecénosti.

Poznamka: Kazdy uzivatel by se mél odhlasit po dokon&eni svého béhu, aby
zabranil ostatnim uzivatelim provadéni béhd pod jejich jménem.

7.9.3 Auditorské zaznamy

Pokazdé, kdyZ je soubor uloZzen uZivatelem, detaily jsou zaznamenany v
»Run Settings, Nastaveni béhu“ pod tabem ,Messages, Vzkazy“ jako ,Shrnuti
bezpecénostnich zaznamud pro ucely auditu® a ,Detaily bezpeénostniho
auditu®. Security Audit Trail Summary and Security Audit Trail Detail
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i Rotor-Gene 0 Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 {1) 151 X[

v F 9 ¥ B W B . ‘

File Run Gain View Window Help

HeLHPHEB O

Mew Open Save | Gtart Pauss Stop | Help Settings Progress Profle  Temp, Samples Arrangs
Fi Temperature =] B3
100 /_\
E/TM\E_ 2
Goneral| Makine Options  Messages | Chamels | Tube Lovout | Securty |
0 E]
- T Run Wizard Advanced
=) Secuy Aut Trail Summary
o | i Saved At 26/11 /2006 2:47.45 PM By CORITOD /RGO User 2
|| Experiment Started 4t 25/11/2008 2.47-45 PM By CORITOON /RGQ User 2
| -Saved A1 26/11/2008 3:36:00 PH By CORITO0T/RGQ Lser 2
20 | - Saved At 26/11/20068 3.35:12 PM By CORITOD /RGO User 2
(= Securty Audit Trail Detail
o4 | © - Saved &l 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITON RGO User 2 (515-21-1177238915195 0048 048
L wperient Started At 26/11 /2006 2:47:46 PM By CORITON /RGO User 2 (51521117 |
TR - Baved Al 26/11/2008 3:36.00 PM By CORITON /RGO User 2 (5-165-21-1177238315-19
© |- Saved A 26/11/2008 3:36:12 P By CORITODT/RGU User 2 [51:5-21-1177238915-19¢ Cose_|
= Warmings =
OEm (=, Lo
‘.- Operator skipped end of cycle for Cycling @ Fiepeat 25
& minute(s) 1 perato sipped end of cyce or Cyoling @ Repea! Premek Condiioning., &)
4 | |
oK | cencel | |

Skip | Add 5 Degiess| Cunenty running - Melt @ 72 deg

Rotor-Gene () Series Software 1.7 (Build 94) |VIRTUAL MODE |Eunem User CORITO0M/RGH User 2 (RG Operator)

Tento prvek slouzi k monitorovani osoby, ktera modifikovala obsah souboru.
.Security Audit Trail Detail, Detailni zaznam bezpecnostniho auditu®
obsahuje vice podrobnosti, jako napfiklad specifickou identifikaci uzivatele.
Tato identifikace je dulezita, aby bylo uzivateli zabranéno vytvofit stejné
jméno na jiném pocitaéi a tak predstirat jiného uzivatele. V téchto pfipadech
bude uzivatelské jméno stejné, ale identifikace uctu se bude lisit.

Specificka identifikace pro u¢et CORIT001/RGQ User 2, S-1-5-21-
1177238915-195, je zde detailné zobrazena v nasledujici ilustraci.

B otor-Gene § Series Softwore YIRTUAL MODE - Three Step with Felt 2000-11-26 {1}

D e & I ¥ d W B

L Profle  Temp. Samples Arange

General| Machine Dgtions Messages | Channels || Tube Lsos | Secuity |
5 [Fr==r]
A Wieand Advarced
Secunty Aude Trad Summary
Saved &1 26/11/2008 247,45 PM By CORITO0V /RGN User 2
Experiment Stuted At 26/11/2000 247.46 PH By CORITOON/AGA User 2
Saved A1 26/11/2000 335,00 PM By CORITO0V/AGN Use: 2
Saved A 26/11/2000 30612 PH By CORITO0V/AGA User 2
Saved A0 26/11/2008 341,38 PM By CORITO0V/RE Use 2
D0 | = Sty ke Tesd Dotsd 052 )
.I Sarnd A1 25110008 2 47 45 PM By CORITONAGD L 2 (51521177280 515% I b
T Exprorrroerd Slarted &1 26117008 2 &7 46 P By CORITOMARGE Uss 2 53521117
faal f Sarvnd A1 2601 1/008 3 3500 PM By CORITO/AGE L 2 S NTTIENS1E Close
Saved A1 25/11/2008 3 3512 PM By CORITO01BG0 Urer 2151 TEE
Saved At 251 1/2000 41 ': QRIT O 30 Uses 2 [5-1-5-21-1177; "'Ln'lﬂ

Thennbs: |,

rings
Qpeestin chipged end of cyche far Cycling (& Alepest 25

L i MW

| Foden-Giorn 3 Sioums Scltvaen 1.7 [Buskd 54 [VIRTUAL MODE | Cunet User: CORITOUN/RGE Uses 2 [RG Dpaater]
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7.9.4

Signatury béhu (Run Signatures)

Auditorsky (revizni) zaznam je ulozen v souboru béhl Rotor-Gene Q. Aby
bylo zabranéno nezadoucim modifikacim téchto souborli, mély by byt
ulozeny na bezpecném misté, do kterého maji pfistup pouze majitelé
povéfenych Uéta ve Windows. Ale kdyz jsou tyto soubory uloZzeny v oblasti se
spoleénym pfistupem, signatura béhu poskytuje zvySené zabezpeceni.
Nasledujici screenshot zobrazuje tab ,Security, Zabezpeceni“ v ,Nastaveni
bé&hu“ pro soubor se signaturou b&hu

General Information :
Run Signaturez are stored within all hewly saved ns. Thesze signatures, like 5 wax
zeal on a document, guarantee that no changes have been made outzide the
zoftware. If a file iz tampered with, the signature becomes inwvalid.

Generall bt achine Options l Meszages ] Channels ]

Run Signature :

The signature iz valid.

The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
outzide of the zoftware.

Signatura béhu je dlouhé heslo, které je vytvofeno pokazdé, kdyz je soubor
ulozen a je spojeno s obsahem tohoto souboru. Napfiklad signatura pro tento
soubor je 517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Kdyz je tento soubor
otevien v Notepadu a je provedena uprava (napfiklad, kdyZz je datum
zménéno o 3 dny zpét), pfi nasledujicim otevfeni se objevi tato zprava:

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
Thiz means the file has either been corupted, or tampered with zsince it was
written by the Rotar-Gene O Senies Software.

Run file gigning ensures the integrity of your run results. Information about a un's
zignature can be found in the Bun [nfo window,
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7.9.5

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Flle Analysis Run Gain View Security Window Help

ZEHAPINEO oo & & @ W & B . g
New Open Sawe | Stark Pause Stop Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

JChanneL‘- 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Run Settings

Gereral| Machin Dptions | Messages | Channels | 100e oo § Securiy

i~ General Information
Fun Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures, lke a wax
seal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
software: If a fle is tampered with, the signature becomes invalid

~ Fun Signature

There is no signature.

_ Theie is no signature available for this run. Runs saved in previous versions may
niot be signed. This means the file contents can nat be quaranteed as free fram
unauthorized modification

Bank On Bank Off
Mamed On | &l On | ANDF

Edit Samples

I Rotar-Gene 0 Series Software 4.7 [Build 1) ‘V\F\TUAL MODE |Eurrant User: CORBETT flinsongy [Administrators] él

Poznamka: Kdyz jsou soubory zasilany emailem, kédovaci proces muze
signaturu znehodnotit. Abyste tomu zabranili, zazipujte soubor pred
emailovanim.

Uzamceni vzork(l (Sample Locking)

Je velmi dllezité zajistit, aby nebylo mozné nazvy vzorklli nahodné nebo
umysiné zménit, jakmile uzivatel zahajil béh. Z tohoto dudvodu poskytuje
software Rotoru-Gene Q prvek uzamykani vzorkd. Nazvy vzork( mohou byt
uzamceny kterymkoliv uzZivatelem, ale mohou byt odemceny pouze
administratorem. Pro uzivatele, ktefi pouzivaji své pocitaCe v rezimu
administratora, ma tato moznost omezenou platnost. Pro pIné vyuZiti této
moznosti musi byt pocitaC bezpecné konfigurovan tak, jak je to popsano
v predeslych kapitolach.

Poznamka: Pokud si prejete zamykat vzorky, neprovozujte software jako
administrator. Vytvorte ucet u skupin RG Operator a RG Analyst a uchovejte
hesla administratora v tajnosti. Uzivatelé potom budou potfebovat povéreni
administratora k odemceni souboru.

Vzorky mohou byt odemdceny pied zahajenim béhu, kdyZz pouzivate
Advanced wizard kliknutim na ,Finish and Lock Samples*.
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New Run Wizard |E|

Settings :
Given Conc. Faormat : | ﬂ Unit : |CDDiBS ﬂ tore Options
Samples :
B | ot | ResetDetaut | Gradient | NECIEIEEED
C|ID |Name |T_I,Ipe |Gru:uups |Given Conc, |SEA

1 250bp |k nown e

2 2A0bp |k rown e
| R Unkrown Ve
B 500 Unknown e

5 B00bp |k nown e
B 5000 Unknown e
- 7 nknown e
- g nknown e

g nknowm ‘e T
4 »
Page :
Mame : |Page Mew [~ Spnchionize pages

SkipWizard | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

Objevi se nasledujici varovani. Potvrdte kliknutim na ,Yes, Ano“.

Rotor-Gene Q Series Software

] ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlodk them once this has been done.
P ]

Yes Mo

Jakmile jsou vzorky uzamceny, nebude mozné vzorky editovat v okné
.Editace vzork(“.
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7.9.6

—13lx|
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style |
— Settings :
Given Conc. Format : I j Uit ICopies j More Dptiohs |
—Samples :
I
C [ID |Mame | Type | Groups | Given Cone. | selected | 2]
1) 250bp Utknawn ez
2 250bp Unknaown Yes
| R Unknawn “es
- 4 500bp Unknown e
5 A00bp Unknown Yes
- & G00bp Unknown e
B - Urkniwn “es
ay g Unknawn Yes
B - Urknown “es
B 0 Unknown “es
- 1 Unknown ez
N - Unkrnown Yes LI
—Page:
Name : IPage'I 4 | ” | RI=0] I Delerel ™ Shnchronize pages
ldhda | ok | Cancel | Help |

Vzorky také mohou byt zaméeny a odemcéeny v okné ,Editace vzork(“. AvSak
pouze administrator mize vzorky odemknout poté, co byly uzamceny.

Jakakoli neautorizovana zména v souboru znehodnoti signaturu béhu.

Uzamcéené Sablony

Slozka ,Uzamcené Sablony” v programu Advanced wizard obsahuje Sablony
pro sady a testy QIAGEN, které nemohou byt modifikovany uzivatelem.
Pokud chcete pouzivat tyto Sablony, software Rotor-Gene Q musi byt
nainstalovan za pouziti volby ,Force Authentication through Windows NT
logon“(Zadejte nucenou autentizaci pfes logon Windows NT).

Podrobny popis funkci téchto Sablon a pozadavkl riznych testd najdete
v pfislusnych manualech.

V sou€asné dobé software Rotoru-Gene Q neumozZhuje uzivateli vytvofit
read-only (nepfepisovatelé) soubory. Avsak pokud si to uzivatel pfeje, je
mozné specifikovat pozadavek, aby vSechny béhy byly provedeny s pouzitim
specifického souboru Sablon. Abychom zaijistili pfistup read-only k této
Sabloné, musi byt uloZzena v siti na disku, na kterém uZivatelé nemohou
modifikovat data. Uzivatelé pofad mohou provozovat a modifikovat své
vlastni profily, zatimco Sablona na takovém sitovém disku je chranéna.
Abychom mohli zjistit, ktera Sablona byla pouzita, ukldda software Rotoru-
Gene Q jméno souboru Sablony, ktera byla pouzita. Tato informace je

7-82

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010



Analyza — uzivatelské rozhrani

710

7.1

pristupna kliknutim na tlacitko ,Nastaveni, kde je mozné zobrazit okno ,Run
Settings®. Informace o Sablonach je ulozena v ,Other Run Information,
Ostatni informace o béhu*.

Dther Aun R file has 3 valid signature

Infoamation ; Template was signed.

Using 72-well carousel

Charrel: saved for this mur:

Created with lemplake
'To\Dhal Labeled Probes.ret!

Ruri iz currenily m progress.

Starbed at 160272008 11:16:36 AM

Menu Gain

Pro nahled ,Gain Settings, Nastaveni gainu® pro sou€asny béh kliknéte na
menu ,Gain“. Zde nastavime gain specifického kanalu pfed béhem.
Nastaveni gainu jsou zachovana z posledniho béhu. Toto nastaveni mulze
byt modifikovano, pokud béh jesté nezacal nebo pokud se nachazi
v pocatecnich cyklech. Pouzijte Sipky nahoru/ doli vedle kazdého textového
pole pro modifikaci udaju. Potom kliknéte ,OK".

Gain mlze byt zménén béhem uUvodnich cykld. V pfislusném kanalu se
objevi Cervena €ara oznacuijici, kde byl gain zménén. Cykly, které probéhly
pfed zménou gainu, budou z analyzy vyfazeny.

Gireen =
Yellow =
Oange  [f =
Fed =
Cimon  [F =
HFiM =

2|

Menu Okno (Window)

Toto menu umoZiuje uspofadat okna vertikalné nebo horizontalné, pfipadné
kaskadové. Dalsi moznosti jsou pfistupné kliknutim na Sipky na pravé strané
tlacitka ,Arrange” (usporadat).
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7.12

7121

Menu Pomoc (Help)

V tomto menu je pomoc pod tlac¢itkem ,Contents, Obsah®. Tlagitko ,What's
New?... Co je nového?“ poskytuje strucny prehled novych prvkd, které byly
pfidany od posledni instalace softwaru. Tlacitko ,Website, Webova stranka*
otevie webovou stranku QIAGEN v novém okné. Sekce ,About This
Software, O tomto softwaru® poskytuje informaci o pfipojeném pfistroji,
sériovém Cisle Rotoru-Gene Q a verzi softwaru.

Poslani emailu pro podporu (Support)

Volba ,Send Support Email“ v menu ,Pomoc” umoznuje zaslani emailu
QIAGENu, v&etné vSech informaci o daném béhu. Volba ,Save as, Ulozit
jako* ulozi vSechny informace do souboru, ktery mizete zkopirovat na disk
nebo do sité, pokud nemate pfistup k emailu na pocitaci, na kterém bézi
software Rotor-Gene Q.
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8.2

8.3

Dalsi funkce

Sablony pro analyzy (Analysis templates)

Néktere analyzy vyzaduji, aby uzivatel definoval prahy, nastaveni
normalizace nebo nastaveni genotypu. Casto se tato nastaveni pouzivaji
znovu v mnoha experimentech.

Sablony pro analyzy umoZfuji uZivateli ukladat a znovu pouzivat tato
nastaveni. Toto sniZzuje pracnost opakovaného nastavovani a redukuje riziko
chyb.

Kvantifikace, tani, alelicka diskriminace, analyza bodového grafu a analyza
endpoint podporuji analyzacni Sablony. Tyto analyzy umozZnuji uZivateli
exportovat Sablonu, ktera je jedine¢na pro danou analyzu (napfiklad
Kvantifikaéni analyza umozriuje export a import soubord *.qut, které obsahuji
kvantifikaCni nastaveni).

Po importu ¢€i exportu analyza¢ni Sablony zlstava jméno této Sablony
zobrazeno pro budouci pouziti.

Imported Settings «“
HATemplates\BC. qut

Irnport... Expaort. .

Otevieni druhého béhu

Zatimco probiha jeden béh, je mozZné otevfit a analyzovat béhy, které byly
provedeny dfive. Rizné funkce, napfiklad tlaCitka ,New, Novy“ nebo ,Start
Run, Zacit béh", nejsou v druhém okné aktivni. Novy béh mlze byt zahajen
z prvniho okna poté, co prvni béh skondil.

Moznosti stupnic (Scaling Options)

Kliknéte na ,Adjust Scale..., Uprava stupnice* na spodni stran& hlavniho
okna nebo kliknéte pravym tlagitkem na graf a zvolte ,Adjust Scale..., Uprava
stupnice na menu, které se objevi. V tomto okné mulze byt stupnice
manualné vliozena.
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8.4

Adjust Scale

b asinriarn ; |'|'||:| jl

Minirwurm : |0 ill
2] o |

Pro vstup do ,Automatické stupnice” kliknéte na spodni strané hlavniho okna
nebo kliknéte pravou mysi na graf a zvolte ,Auto-Scale...“ na rozbalovacim
menu. Funkce ,Automaticka stupnice® ma za ukol upravit stupnici podle
maximalnich a minimalnich Gdajl v datech.

Pro vstup do ,Vychozi stupnice® kliknéte na spodni strané hlavniho okna
nebo kliknéte pravou mysi na graf a zvolte ,Default Scale” na rozbalovacim
menu. Funkce ,Default Scale“ resetuje stupnici na rozsah od 0 do 100
fluorescencnich jednotek.

Exportovani grafa
Export obrazki
Nasledujici kroky popisuiji, jak uloZit obrazek.
1. Kliknéte pravou mySi na obrazek a zvolte ,Export z rozbalovaciho menu.
2. Objevi se okno ,Export Dialog“. Zvolte pozadovany format ze seznamu
~Formats®.
Export Dialog
Ficture | Native | Data |
Fﬁmmai DmMHSISQE I
i3z Bitmap
o e Colas Defar ]
:2 EE}E [T Monochrome
az IF

az PHG
az JPEG

Copy Save... Send.. Cloze

3. Zvolte tab ,Size" a specifikujte poZzadované rozméry.
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Export Dialog
Piciire | Native | Data |
r— : Options ~ Size |

az Bitmap

as Metafile AL |

az PoztScrnipt width: 833 =

az FDF

as PO Height: [540 j

az GIF

:2 .lJ:.IE'JEGG ¥ Eeep aspect ratio

LCopy Save.. Send... Cloze

4. Zatrhnéte policko ,Keep aspect ratio, Zachovat pomér stran“ pro
zachovani spravnych rozmérd obrazk( po Upravé jeho rozméru.

5. Kliknéte , Save, Ulozit* a zvolte jméno a umisténi pro soubor
v dialogovém rdmecku, ktery se objevil.

Pokud je vyzadovano vys3i rozliSeni obrazku, doporu€ujeme bud zvy3ovat
rozmér obrazku dokud nevyhovuje vasim pozadavkim nebo ulozit graf jako
Metafile (*.emf,, *.wmf). Toto je vektorovy format, ktery mize byt otevien
v softwarovych programech, jako je napfiklad Adobe lllustrator, které
umoznuji uzivateli vytvofit obrazky jakéhokoliv rozliseni.

Export nativniho formatu

Grafy v softwaru Rotor-Gene Q uzivaji komponenty TeeChart tfeti strany,
vyvinuté spoleCnosti Steema software. Pro ulozeni obrazku v nativnim
formatu zvolte tab ,Nativni“ v okné ,Export Dialog“ (viz pfedesly screenshot)
a kliknéte ,Save, Ulozit“. Nativni format je standardni format pro soubory
TeeChart. Toto umoznuje uzivateli pouzit software TeeChart Office, ktery je
k dispozici jako freeware a je instalovan jako soucast softwaru Rotor-Gene
Q. Pristup ktomuto softwaru je mozny kliknutim na pfislusnou ikonu na
plose.

i

TeeChart
Office

TeeChart Office umozfiuje manipulovat exportované grafy v€etné zmény
barev kfivek, pfidani anotaci, zmény fontd a Upravy datovych bodu.
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& TeaChart Difice - test tes

Fle Edt Miew Jook Help
De@golr|o- Qb= KB [+ aBre|- -~ o
| 7l H B s === = ||@|E;|| 2|

5G s IR AT El;

& ¥ — 2-Heleroaygous
Kz B 3-widiype

i 7 — 4~ Heterozpgous
b — 5-He|uoz5mfsj- 1

i e
EE— _— 0
Property Walue 812 1 ,—"_;—;_..——

s CHENNN © ., <= ||l

Backlmage | |[none] . a _

Bevel Rsised . i | ,»_/

Border f— /1

oo e | 0 7y ]

Coloimode  Coloes 7 i/

2 i [ /4 ]

Gradhent [~ ]irare) 5 _,c,:_;_/ — -

Whew 30 ™ Ha

At Size [ ez . 5 10 %5 20 l:\mlezs 30 5 40 45 hlﬂ.“
Chat [Data | br-;l

[ [l [Modéed | HUM| -

Export dat

Pro export dat v riznych formatech zvolte tab ,Data“ v okné ,Export Dialog*“.

Exportovany soubor obsahuje surova data pouzita v grafu.

Export Dialog
F'il:turel Mative Data |

Series:  [all | | fi':'ﬁi?,;t Indes
—Format: v Fuaint Labels
e O Header
L [~ Paint Colars
" HTML Table Dielimiter;
" Excel _Tal:u | | I

Copy Save.. Send... | Cloze

Export surovych dat a jejich analyza mizou také byt provedeny

zvolenim ,Save as...,Ulozit jako® v menu ,File, Soubor” (viz kapitola 7.5).
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8.5 lkona Klié

Tuto ikonu = najdete na levé spodni strané hlavniho okna. Kliknuti na
tuto ikonu nabidne nékolik moZnosti. Tyto moznosti Ize také nalézt pravym

kliknutim na graf.

Adjust Scale. ..
Autoscale
Rewvert to Defaulk Scale

Expart...
Copy Chark o Clipboard

Edit Chart in TeeZhart OFFice. .,

Prink...

Digital Filker, ..

Seleck All Mamed Samples
Showe Pinpoinker
GErouping

Adjust Scale,
Autoscale, Revert
to Default Scale

Viz kapitola 8.3.

Export...: Ulozi graf v raznych formatech (viz kapitola 8.4).

Copy Chart to Kopiruje obrazek grafu do schranky ve Windows.

Clipboard::

Edit Chart in Otevira graf pfimo v TeeChart Office pro editaci (viz

TeeChart Office...:  kapitola 8.4).

Print: Tiskne graf.

Digital Filter...: Modifikuje zvoleny digitalni filtr grafu. Tento digitalni
filtr uhlazuje data za pouziti posuvného bodového
okna.
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x|
|N|:une
b exdivarmn
Heawy
Canicel |
Show Pinpointer: Otevie okno, které zobrazi pfesné soufadnice pozice
kurzoru mysi.
Grouping: Vizualné seskupuje vzorky, které maji identicka
jména. Toto je uziteCné v bézich s plnym rotorem.
Volba této moznosti nema Zadny vliv na vypocet
hodnot.
8.6 Moznosti volby oblasti

Oblast grafu mize byt zvolena kliknutim a drzenim levého tlacitka mysi a
potazenim kurzoru. Objevi se nasledujici moznosti:

Select Only These Samples
Deselect These Samples
Filuluy |

Zancel

Select Only These Samples: Vzorky mimo zvolenou oblast
Jsou deselektovany.
Deselect These Samples : VSechny vzorky v této oblasti
jsou deselektovany.
Zoom: PFiblizi zvolenou oblast grafu.

Kliknéte na tladitko ,Default Scale® pro
oddaleni.
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9 Postupy udrzby

Udrzba pracovnich funkci Rotoru-Gene Q je snadna. Opticka vykonnost je
zaruCena zabezpecenim, Zze €ocky, umisténé na obou stranach emisniho a
detekéniho zdroje, jsou &isté. Cocky jemné otfeme ty&inkou s bavinénym
hrotem navihéenou etanolem®.

Poznamka: Cistéte ¢o¢ky nejméné jednou mésiéné nebo podle frekvence
pouziti. Také otifete komoru rotoru.

Udrzujte pracovni prostor Cisty a prosty od prachu a listd papiru. Saci otvor
vzduchu Rotoru-Gene Q je umistén na jeho spodni strané a nasati volné
leziciho materialu, jako napfiklad papiru nebo prachu, mize negativné
ovlivnit vykon pfistroje.

L N

Abyste zabranili ukladani prachu, vzdy zavfete kryt Rotoru-Gene Q,
kdyZ pfistroj nepouzivate.

Kdyz dojte ke kontaminaci komory rotoru, vycistéte jeji stény prachovkou
navihéenou (ale nikoli namocéenou) vroztoku 0,1% (objem/objem)
desinfekce. * Potom vytfete komoru prachovkou navlhéenou v sterilni vode
prosté DNA (PCR Grade Water) a odstrarite vSechny stopy desinfekce.

*Kdyz pracujete s chemikaliemi, vzdy na sobé méjte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno
pouziti a ochranné bryle. Vice informaci o bezpecném zachazeni s materidly najdete na
bezpecnostnich listech, které jsou k dispozici od dodavatel( téchto produkt(.

Rotor-Gene Q MDx User Manual 10/2010 9-1






Opticka verifikace teploty

10 Opticka verifikace teploty

Opticka verifikace teploty (OTV) je metoda, ktera verifikuje teplotu uvnitf
zkumavek v pfistroji Rotor-Gene Q MDx. Validace teploty uvnitf zkumavky
muze byt dilezitym ukonem v certifikovanych laboratofich. OTV se provadi
za pouziti sady Rotor-Disc OTV (viz pfiloha C). Nasledujici pojednani
obsahuje pouze stru¢né seznameni s principem OTV. Provedeni postupu
OTV je vysvétleno na softwaru Rotoru-Gene Q MDx. Podrobnéjsi popis
postupli OTV véetné prlvodce feSeni problém( najdete v UZivatelské
pfiru¢ce k Rotoru-Discu OTV, OTV princip.

10.1 Princip OTV

OTV vyuziva optickych vlastnosti tfi termochromatickych tekutych krystalt
(TLC)* jako absolutnich teplotnich odkazu. Kdyz jsou tyto krystaly zahraty,
méni se z neprihlednych na prihledné ve velmi pfesnych teplotnich bodech
(15°C,75°C a 90°C). Samotné krystaly TLC nefluoreskuiji. Z tohoto dlivodu je
nutné zakryt excitaéni zdroje fluorescenéni vlozkou, aby tranzitni body
krystald TLC mohly byt detekovany optickym systémem pfistroje Rotoru-
Gene Q MDx. Krystaly TLC, které maiji teplotu nizSi nez je teplota tranzitni,
jsou neprihledné a odrazi svétlo. Jista ¢ast odrazeného svétla narazi na
detektor a zvySuje fluorescenci. Kdyz teplota uvnitf zkumavky dosahne
tranzitnihno bodu TLC, krystaly TLC se zméni na prihledné (prlsvitné) a
svétlo prochazi vzorkem, misto aby se odrazelo na detektor, coz zpUsobi
pokles ve fluorescenci. Tato zména ve fluorescenci se pouziva na
determinaci pfesné tranzitni teploty kazdého krystalu TLC. Tranzitni teplota je
nasledné porovnana s teplotnim odkazem ze souboru tovarnich kalibraci
OTV, za ulelem zjisténi, zda Rotor-Gene Q MDx je v mezich teplotnich
specifikaci.

10.2 Komponenty sady Rotoru-Gene MDx
Nasledujici komponenty jsou nutné pro provadéni OTV:

B Sada Rotor-Disc OTV obsahuje:

m Utésnény Rotor-Disk 72 OTV (obsahuje TLC)

B Fluorescenéni odrazova vkladaci desti¢ka (pfistroj Rotor-Gene 3000
nebo Rotor-Gene Q /6000)

B CD obsahujici tyto soubory: Sériové Cislo Rotoru OTV a expiracni
datum (*.txt), testovaci templat (*.ret), vyrobni list (*.pdf), soubor
tovarni kalibrace (*.rex)

m Vyrobni list

B Verze 1,7 softwaru série Rotor-Gene nebo vyssi, obsahujici pomocnika

OTV Rotor Wizard

B Rotor-Disc 72 pro Rotor-Disk
B Uzamykaci krouzek Rotor Disku 72

*Kdyz pracujete s chemikaliemi, vzdy noste vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouziti a
ochranné bryle. Vice informaci naleznete v bezpec€nostnich listech, které jsou k dispozici od
dodavatel(l téchto vyrobka.

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010 10-1



Opticka verifikace teploty

10.3 Postup OTV

1. Umistéte fluorescentni viozku na emisni ¢o€ku na spodni ¢asti komory
Rotoru-Gene Q MDx.

2. Vlozte Rotor-Disk OTV do rotoru Rotor- Discku72. Zajistéte Rotor-Disk 72
uzamykacim krouzkem a vlozte do Rotoru-Gene Q MDx a zacvaknéte na
své misto. Zaviete poklop Rotoru-Gene Q MDXx.

3. Vstupte do modulu ,Pokrocila pomoc* (Wizard) volbou tlagitka ,,Pokrocily*
v okné& ,Novy b&h*“. V modulu Wizard kliknéte na , Udrzba pfistroje” a
potom na OTV. Sériové Cislo OTV muzete precist ze Stitku na Rotor-
Disku OTV nebo ho mizete importovat z CD kliknutim na ,Vyhledavani® a
volbou souboru OTV z tohoto CD. Jakmile zadate toto &islo, kliknéte
Lotart”.
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Opticka verifikace teploty

x|
Guick Start Advanced |
41 Contains templates
= Perform Last Run that perfarm
o instrument
'S Empty Run maintenance.

L 1]

‘% Three Step with Melt
*8

2 Two Step
1_hmw

g
T'".I_, ‘ Other Runs

nstrument Maintenance

?J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

I

Help

V¥ Show This Screen When Software Opens

ptical Temperature Verification Rotor

oo Thistemplate alloves you to perform in-tube temperature verification with the QIAGEN
: OTY Rotor. For more information, see our website available from the Help menu,

Raotor Details :
[~ Fluorescent insert

placed comectly Please enter the serial number of the rotor you are using :

OTW-C172-31F4-2D0-384-306-38 30

Temperatures :  50-72-90
Expiry D1ate : Mar 2006
Validity Check :  Walid

Start | E it |

4. Nyni bude software vyZzadovat jméno souboru pro nasledujici béh. Jeho
zadanim spustite béh.

5. Béh provede sérii tani, které urci termalni charakteristiky Rotoru-Gene
QMDx.
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Opticka verifikace teploty

IF 0T¥ Temperature Yerification Results x|

— Sumrmarny

Verfication Rezult:  Adjustment Recommended

— Details :

Lower Point: Mo Adjustment Required
Middle Paint : Mo Adjustment Bequired

Upper Paoint :  Adjustment B equired

Apply Adjuzstment...

Cloze |

6. Kdyz béh skonci, software indikuje, zda Rotor-Gene QMDx vyhovuje
specifikaci.

7. Pokud jsou nutné upravy, kliknéte na ,Aplikujte upravy“ Systém vas
pozada o provedeni verifikacniho béhu. Po ukonéeni verifikacniho béhu
by nemély byt Zadné dalsi apravy nutné. Pokud jsou v8ak vyZadovany
dalSi upravy, kontaktujte prosim svého dodavatele.

8. Pokud se Rotor-Gene QMDx nachazi uvnitf specifikaci, sprava obéhu
muze byt zkontrolovana a vytisténa.
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11 Analyza tani s vysokym rozliSsenim (HRM)

HRM analyza je inovativni technika zaloZzena na analyze tani DNA. Metoda
HRM charakterizuje vzorky DNA podle jejich separaéniho chovani béhem
pfechodu  zdvouvlaknové (dvouSroubovicové) DNA (dsDNA) na
jednovlaknovou DNA (ssDNA), ke kterému dochazi pfi zvySovani teploty (viz
ilustrace nize). Pfistroj HRM zaznamenava fluorescentni signaly s extrémné
vysokou optickou a termalni pFesnosti, ¢imz vytvafi mnoho aplikaCnich
moznosti.

Melt curve

/ T
= Melt phase

-

kt':

£

248

1]

]
= 2l
T
#=| Premelt phase Postmelt phase
o » “ >
.

£

I|I|-‘-‘-\-l—_
:-". a a me -4 . =R L ma ) aig L4}

Typicky graf HRM. Kfivka tani znazorfuje pfechod z vysoké fluorescence
v Uvodni fazi pfed tanim, pfes snizovani fluorescence ve fazi tani, do bazalni
urovné fluorescence ve fazi po tani. Fluorescence se snizuje s tim, jak se
uvoliuje interkalacni barvivo DNA z dsDNA pfi tani do jednoviaknové DNA.
Stfedni bod faze tani, pfi které je rychlost zmény fluorescence nejvétsi,
definuje teplotu tani (Tm) analyzované DNA.

Nez provedeme analyzu HRM, cilova sekvence musi byt amplifikovana do
velkého poctu kopii. Toto se vétSinou provadi pomoci PCR v pfitomnosti
interkala¢niho fluorescentniho barviva dsDNA. Barvivo nereaguje s ssDNA,
ale aktivné interkaluje s dsDNA a jasné pfi interkalaci fluoreskuje. Zména ve
fluorescenci muze byt pouzita k méfeni zvyseni koncentrace DNA béhem
PCR a nasledné pfimo méfena termalné indukovanym tanim DNA pomoci
HRM. Béhem HRM je nejdfive fluorescence vysoka, protoze vzorek zacina
jako dsDNA. Fluorescence klesa se stoupajici teplotou, jak DNA separuje do
jednotlivych vliaken. Toto chovani b&éhem tani je charakteristické pro kazdy
partikularni vzorek DNA.

Rotor-Gene Q muze pomoci HRM urc€it vzorky na zakladé délky sekvence,
obsahu GC a komplementarity sekvence DNA. HRM se pouziva
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11.1

v genotypovacich aplikacich, jako napfiklad analyza inzerci/deleci nebo
jednonukleotidovych polymorfizméi (SNP) nebo také pfi vySetfovani
neznamych genetickych mutaci. DalSi pouZziti zahrnuje epigenetické aplikace
pro detekci a analyzu metyla¢niho stavu DNA. HRM také muze byt pouzita
na kvantitativni detekci malé Casti variant DNA v pozadi wild-type sekvence
pfi senzitivitdch dosahujicich 5%. Toto se napfiklad pouziva pfi studiu
somaticky ziskanych mutaci nebo zmén v metylacnim stavu CpG Islands
(metylace CpG oligonukleotid().

Analyza HRM na Rotoru-Gene Q umoznuje mnoho aplikaci, napfiklad tyto:

Identifikace kandidatniho genl predispozice.

Asociaéni studie (porovnavani pfipadu a kontrolnich vzorku, genotypt a
fenotypu).

Urceni prevalence alely uvnitf populace nebo podskupiny.
VyS&etfovani SNP a validace.

Vy8&etfovani ztraty heterozygotnosti.

Geneticka daktyloskopie (DNA fingerprinting).
Charakterizace haplotyp(.

Analyza metylace DNA.

DNA Mapovani.

Identifikace druhu.

Objevovani mutaci.

Ur€eni poméru somaticky ziskanych mutaci.

Typizace HLA

HRM je jednodussi a financné efektivnéjSi metoda nez genotypovaci testovani a na
rozdil od konvenénich metod zabrafuje systém uzavienych zkumavek kontaminaci
produkty PCR. Vysledky jsou srovnatelné s konven&nimi metodami, jako je napfiklad
SSCP, DHPLC, RFLP a sekvenovani DNA. *

Schopnosti pristroje

Rotor-Gene Q ma tyto vynikajici termo-optické schopnosti v realném Case,
které jsou pro HRM nutné.

lluminace s vysokou intenzitou.

Opticka detekce s vysokou senzitivitou.

Rychly sbér dat.

Jemné kontrolovana teplota vzorku.

Minimalni termalni a opticka variace mezi vzorky.

* White, H. and Potts, G. (2006) Mutation scanning by high resolution melt analysis. Evaluation of
Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science), HR-1 and 384 well LightScanner (Idaho Technology).
National Genetics Reference Laboratory-Wessex.
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11.2

11.3

Chemikalie

QIAGEN nabizi sadu Tgpe—it® HRM PCR Kit pro analyzu SNP a mutaci za
pouziti HRM a EpiTect™ HRM PCR Kitu pro metylacni analyzu za pouziti
HRM. Oba Kity obsahuji interkalacni fluorescentni barvivo tfeti generace
EvaGreen. Tyto kity kombinuji optimalizovany HRM buffer a HotStarTaq®
Plus za uCelem vyfazeni nespecifickych amplifikacnich produktl a
poskytovani spolehlivych vysledka.

Genotypovaci priklad SNP

V prikladu, ktery uvadime, byla pouzita sestava Type-it® HRM PCR Kit

v analyze HRM pro diferenciaci mezi homozygotnim pfirozenym (wild-type)
typem, homozygotnim mutantem a homozygotni lidskou formou SNP
rs60031276. Technické detaily naleznete v manualu Type-it® HRM PCR Kit.

Heterozygote

Homorygote
mutant

a L] L] L] ]
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

B

4 Homozygote
mutart

B HRM Results - HRM A.HRM (Page 1)

Mo. |C|MName | Genotype | Confidence %
22 A4 Human SMP rs60031276  homo A8 100,00

23 [ urknown homo &4 59,43

24 . unknown homao Ad, 99,76

28 M AG Human SNP rsB0031276  hetero AG 100,00

29 [ unknown hetero 4G 99,49

30 ¥ unknown hetero Al 96,47

34 | GG Human SNP 60031276 homo GG 100,00

35 [l unknown homo GiE 58,80

36 unknown homo GG 99,53

Genotypovani SNP pomoci HRM. Lidsky SNP rs60031276 (substituce A do G)
v genu PPP1R14B (protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14B) byl
analyzovan na Rotoru-Gene Q za pouziti 10ng genomické DNA rlznych
genotypu a Type-it® HRM PCR Kitu. Homozygotni wild-type (AA), homozygotni
mutant (GG) a hetorozygotni vzorky (AG) jsou zobrazeny na [ standardni
normalizované kfivce tani a [ diferenéni grafu normalizovaného do wild-type
vzorku. [§ Genotypy pro neznamé vzorky byly pfifazeny softwarem Rotoru-Gene
Q.
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11.4 Pfiklad metylacni analyzy

V nasledujicim pfikladu byla pouzita sada EpiTect HRM PCR Kit v analyze
HRM pro diskriminaci rdznych pomérd metylované a nemetylované DNA.
Technické detaily najdete v manualu EpiTect HRM PCR Kit.
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

100% methylated

bl [ A L]

Kvantitativni metylaéni analyza pomoci HRM. R(zné poméry metylované a nemetylované
DNA-APC (adenomatosis polyposis coli) byly analyzovany a diskriminovany pomoci metylacni
analyzy HRM na Rotoru-Gene Q pFi pouziti EpiTect HRM Kit (brzy k dispozici). Je zobrazena [}
standardni normalizovana kfivka tani a [f] diferenéni graf normalizovany do 50% metylovaného
vzorku.
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11.5

Pokyny pro uspésnou analyzu HRM

Uspéch analyzy HRM do velké miry zavisi na partikularni sekvenci, kterou
zkoumame. Nékteré sekvencni motivy, jako napfiklad vlasenka (hairpin loop)
nebo jiné sekundarni struktury, dale lokalni oblasti s neobvykle vysokym
nebo nizkym obsahem GC, nebo opakujici se sekvence, mohou ovlivnit
vysledek. Pouziti standardizovanych kitd a optimalizovanych protokold od
firmy QIAGEN mohou prekonat mnoho potencionalnich problému. Nékteré
jednoduché navody, které mohou zajistit Uspéch, jsou uvedeny nize.

Analyzujte malé fragmenty DNA

Neanalyzujte fragmenty vétsi nez 250 bp. VétSi produkty mohou byt
analyzovany Uspésné, ale vétsinou poskytuji mensi rozlieni. To je z divodu,
Ze napfiklad single-base variace maji vétsi vliv na proces tani 100 bp
amplikonu nez na tani 500 bp amplikonu.

Ujistéte se, ze PCR obsahuje pouze specificky produkt

Vzorky kontaminované post-PCR artefakty, jako napfiklad primer-dimery
nebo nespecifickymi produkty, mohou zpUsobit, Ze vysledky HRM budou
obtizné interpretovatelné. Kity od QIAGENu pro analyzu HRM zajistuji
maximalni specificitu bez nutnosti optimalizace.

Pouzivejte dostate€nou preamplifikaci templatu

Analyza dat PCR vredlném c&ase mulze byt velmi uzite€na pFi FeSeni
problém0( v analyzach HRM. Amplifikacéni grafy by mély mit CT (prahovy
cyklus) rovny nebo mensi nez 30 cykld. Produkty, které amplifikuji pozdéji
(diky nizkému poctu templatd nebo degradaci templatu), vétSinou produkuji
razné vysledky HRM kvdli artefaktim PCR.

Normalizujte koncentraci templatu

MnozZstvi templatu pfidaného do reakce by mélo byt konsistentni.
Normalizujte po¢atecni koncentrace tak, aby vSechny amplifikacni ploty byly
nejdale 3 CT hodnoty od sebe. Tim je zajisténo, zZe vstupni koncentrace
nepfesahnou desetinasobny rozsah.

Zkontrolujte prfitomnost aberantnich amplifikacnich ploti

Nez spustite analyzu HRM, zkontrolujte amplifikaéni ploty dat peclivé, zda
neobsahuji abnormalni amplifikaéni tvary plotl. Ploty s logaritmicko-linearni
fazi, které nejsou strmé, jsou zubaté nebo dosahuji nizké signalni urovné
v porovnani s ostatnimi reakcemi, mohou znamenat Spatnou amplifikaci nebo
fluorescenéni signal, ktery je pfilis nizky (k tomu maze dojit napfiklad, kdyz je
koncentrace primerd pfili§ nizka). Slabé reakce mohou byt zplsobeny
reakénimi inhibitory nebo Spatnym nastavenim reakce. Data HRM z takovych
vzorkll mohou byt nejednoznacna nebo maji nizké rozliSeni. Abyste se

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010 11-7



Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

11.6

11.7

vyhnuli nespolehlivym vysledkim, doporu€ujeme pouzivat kity QIAGEN pro
pFipravu vzorkd a analyzu HRM.

Udrzujte koncentrace post-amplifikacnich vzork(i podobné

Koncentrace fragmentu DNA ma vliv na teplotu tani (T,,). Ztoho duvodu
koncentrace vzorkG DNA musi byt udrzovany tak podobné, jak je to jen
mozné. Kdyz analyzujete produkty PCR, pfesvédCte se, ze kazda reakce
byla amplifikovana do faze plateau (faze stagnace). V plateau budou
vSechny reakce amplifikovat do podobného rozsahu nezavisle na svém
pocatecnim mnozstvi. Nicméné slabé reakce nemusi dosahnout této hladiny
(plateau) se stejnym amplifikovanym mnozstvim 2z ddvodu napfiklad
nejednotného nastaveni testu (napfiklad koncentrace primert byla pfilis
nizka).

Zajistéte jednotnost vzorku

VSechny vzorky musi mit stejny objem a mély by obsahovat stejnou
koncentraci barviva. Mechanismus tani DNA je ovlivnén obsahem soli
v reakénim mixu, takze je dulezité, aby koncentrace bufferu, Mg a jinych soli
byla tak stejna u vSech vzorkd, jak je to jenom mozné. Pouzivejte také stejné
reakéni zkumavky od stejného vyrobce, aby se zabranilo variacim vzniklych
tloustkou plastiku &i vlivem autofluoerescencnich viastnosti.

Zajistéte dostatecny sbér dat pro faze pred tanim a po tani.

Zaznamenejte datové body HRM v pfiblizné 10°C rozsahu soustfedénym
okolo bodu Ty, (viz obrazek na str. 11-1). Tento rozsah poskytuje dostatecny
zaklad pro efektivni normalizaci kfivky a umozni lépe reprodukovatelné

Priprava vzorku

Béhem purifikace a skladovani musi byt zabranéno degradaci vzorkd.
Vyhnéte se pfiliSnému mnozstvi inhibitord, napfiklad z pfenosu etanolu. Pro
vylepSeni vysledkd HRM doporu€ujeme udrzovat mnozstvi pouzivanych
templatd ve stejném mnozstvi mezi vzorky. Pro uréeni koncentrace DNA a
Cistoty doporucujeme spektrofotometrickou analyzu. Pro pfipravu vzorku
doporucujeme sady QIAGEN.

Poznamka: Jedna absorpcni jednotka se rovna 50 pg/ml DNA pfi 260 nm.
Cista DNA vykazuje pomér 260 nm ke 280 nm 1,8.

Nastaveni softwaru

1. Otevfete novy soubor volbou ,New, Novy“ z menu Soubor. V Advanced
wizard zvolte HRM.

2. Nastavte typ rotoru (v tomto pfikladu je pouzit 72-jamkovy rotor).
PfesvédCte se, Ze tésnici krouzek je spravné umistén a Ze poli¢ko
,Locking Ring Attached” je zatrzené pfed tim, nez budete pokraCovat
k dal$imu kroku.
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New Run Wizard E x|

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Fatar Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring &ttached

Skip Wizard |

¢ Bach | Mewt x> |

3. Nastavte detaily béhu. Zadejte jméno operatora (volitelné) a pridejte
poznamky tykajici se experimentu (volitelné). Zvolte objem reakce
(nutné) a pozadované rozvrzeni vzorku.

clicking Next when

Mewrunwzard x|

This screen displays miscellaneous options for the run, Complate the fislds,

you are ready to move to the next page.

Operator : |

Rator-Gene ( Operator

Notes :

Erter any notes for the particular HRM experiment |

Reaction | =1
Volume [pL): e =

Sample Layout : |

1:2.3.. =

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an iten, hover
vour mouse over the
item for help, You
can also click on a
combo bas to display
help about its
available setiings.

Skip Wizard |

<Back | Mewt» |

4. Kliknéte na tlacitko ,Edit Profile* a modifikujte Casy a teploty reakce.
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New Run Wizard

Temperature Profile ;

Edit Profile ...

Channel Setup

3

Thiz box dizplays

help on elements in
the wizard. For help
on an ikem, hower
waLr mouze aver the
itern for help, You
zan alzo click on a
combo box to display
help about itz
avallable settings.

Marne | Source | D etechor | Gain | Cieate Mew... |
Green 470nm  510nm 267 Edit
Tellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585hm  B10nm a3 AL
Red E28nm  BEDnm 5 :
Crimzon  B30nm  F10hp 7 Bemove
HRM 470nm 510nm .33 Reset Defaults
Gain Optimization. ..

Skipwizard | <<Back | New»» |

5. Nastavte patficny pocatecni retencni €as. Tento €as zavisi na typu
pouzité polymerdzy DNA. Sady Type-it HRM PCR Kit a EpiTect HRM
PCR Kit vyzaduji aktivacni ¢as 5 minut. Vychozi aktiva¢ni ¢as je 10

minut.
A
.9 H &
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the wn to be performed :

"

Click on a cycle below to modify it ©

H MI

&;Hg Insert before... |
Remove |

Hold Temperature : il deq.

Hold Time : 2 |mins_ 0 [secs

6. Modifikujte cyklovani tak, aby vyhovovalo amplikonu.

11-10
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Edit Profile

L]

Mew T Open  5ave As

The un will take approximately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the wn to be performed :

A"

Click an a cycle belows to madify it

Hald
HFi

This cycle repeats 45 | times).

Insert after. . |
Insert before... |
Remove |

Click. an one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remave steps for this cycle.

Timed Step
B0 deg.

=z

10 seconds

Acquinng ta Cycling &

on Green

[~ LongRange
[~ Touchdown

95 deqg. for B zecs

B0 deg. for 10 secs

oK |

7. Presvédcte se, ze fluorescencni data budou vytéZena. Sbirejte data do
zeleného kanalu na konci ochlazovaciho kroku.
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Same az Previous : I[New Acquisition) j

—Acquizition Configuration :
Ayailable Channels | Acquinng Channels :

M ame | 5 M ame
Crimzon

HRk ﬂ

Orange

Red «

Tellow

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

[iye Chart > | ok I Dian't Acquire I Help I

Dye Channel Selection Chart

Green 470nm | 510nam FAM, SybrGreen, alexad8s

JOE, CalGald, Caldrange', TET, *akima v ellow, YIC
W HEX, alexah32

Orange | 585nm | 610nm RO, Redmond Bedd', alexabhs
B25nm | BBOnm | Cy5, QuasarG?0, LCR edBa0
E20nm | ¥10hp Quazar7054 LCRed705, slexakll
HFk 460nm | 510nm | LCGreen-!

rellow B30nm | 555nm

Nastavte podminky béhu HRM. Upravte podminky tak, aby vyhovovaly
amplikonu. Pro prvni sadu experimentl stanovte Sirokou doménu tani.
Pouzijte teoreticky Tm jako voditko pro stanoveni vhodného rozsahu.
Jakmile jste urcili, kde produkt bude tat, zredukujte doménu tani na
rozsah maximalné 10°C. Ujistéte se, Ze k zac¢atku tani dochazi 5°C pred
prvnim pfechodem k tani. Vychozi hodnoty pro kazdy krok jsou
nastaveny na 0,1°C s retenci 2 vtefiny. Minimalni hodnota tranzice pro
kazdy krok je 0,05°C sretenci 1 vtefina. Data jsou automaticky sbirana
kandlem HRM. Automatickd optimalizace gainu je provadéna
automaticky. Software vyhledava optimaini nastaveni gainu, takze
nejvysSi vykazana hodnota fluorescence neni vy$Si nez . 70 jednotek na
stupnici 0 — 100. Tato hodnota mize tedy byt zvySena maximalné na
100.

11-12
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£\ @

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(z] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click an a cycle below ta modify it ;

Hald Inzert after... |
Cyclin

Ingert befare... |

Remaove |

Fiamp from I?D jl degrees to ISS ﬂ degrees,
Rising by 0.1 ﬁ degree(s) sach step,
wait for ISD zeconds of pre-melt conditioning on first step,

Wit far 2 ::II secands for each step afterwards.

Acquire ta HEE & | on HRHK

Gain Optimization

[v Optimize gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fuarescence lezs than I?D :II

will be selected -‘
|

A"

9. Volitelnd moznost: Nastaveni optimalizace ,Auto-Gain Optimisation®.
Toto se tyka pouze amplifikacniho kroku v redlném Case a je nastaveno
pro zeleny kanal. Kliknéte na tlacitko ,Optimize Acquiring*

optimalizaci pouze kanald pouzivanych v tom

(pro

kterém  béhu).

Doporu€ujeme provadét optimalizaci tésné pfed prvnim sbé&rem, takze
doporucujeme zatrhnout policko ,Perform Optimization Before First
Acquisition“. Doporuéeny rozsah fluorescence pozadi pro interkala¢ni
barviva je mezi 1 az 3 fluorescencénich jednotek. Pokud chcete toto
nastaveni zménit, kliknéte na jméno kanalu v seznamu a potom na

tlacitko ,Edit".
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

Auto-Gain Optimisation Setup ﬂ

r— O ptimnization ;
o Auto-Gain Optimization will read the Auorezence on the inzerted samplz at
Ce different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence vou are looking for depends on the
chemistry you are perfarming.

Set termperature to |50 illdegrees.

Optimize All | Optimize Acquinng |

v Perfarm Optimisation Before 1t Acquisition
™ Perform Optimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings

! T

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |

Green 1 1FI 3F1 -10 10 Eaowe |
Femawe All |

Start I fanual... | Close | Help |

10. Spustte béh kliknutim na ,Start Run® a ulozte soubor béhu do vaseho

pocitace.
New Run Wizard E|
Summary :
Setting | Walug |
Green Gain 7
Rotar F2udell Rotor
Sample Lawaut 1.2.3...
Reaction Valume [in microliters] 25

Start Run

Once pou've confirned that wour run settings are correct, click Start Fun to Save Template
begin the in. Click Save Template to zave settings for future runs.

<< Back

11. Editujte jména vzork( (volitelné). Jména vzorkll mohou byt editovana
béhem nebo po skonceni béhu.

11-14 Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010
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~lol x|
File Edit Format Security
Standard | Rator St_l,llel
— Settings :
Given Conc. Format @ I j Uit : Icopies.-"ul j More Options |
—Samples :
I
C|ID |Mame | Type | Groups | Given Core. |Selected |+
1 wild bype 1 § Unknawn Mo
B 2 widippe Unknown Mo
- 3 wild type 1 Unknown Mo
B 2 outationd Unknown Mo
- 5 mutation 1 Unknowin Mo
B G mutation Unknown Mo
7 heterozpgote 1 Unknown Mo
8| heterozpgote 1 Unknown Mo
9| heterozpgote 1 Unknown Mo
10 Unknown Mo
1 Unknown Mo
12 Unknown Mo LI
—Page:
Mame : IF'age 1 < I > | MHew | [elete [~ Synchronize pages
Undo | 0K Cancel Help
” e e w
11.8 Analyza dat PCR v realném ¢éase

Analyza dat PCR v realném Case pfed analyzou dat HRM je velmi vyhodna.
Data PCR v realném &ase mohou upozornit na Spatné probihajici testy.
Identifikace odlehlych hodnot a jejich filtrovani pfed naslednou analyzou
HRM vyrazné vylepsi celkovou efektivitu analyzy HRM, protoZe analyzovani
produktit PCR Spatné kvality pochopitelné vyusti v malo kvalitni vysledky
HRM. Doporucujeme analyzovat kvantitativni data PCR v realném case
nasledujicim zplsobem:

1. Analyzujte data v redlném ¢ase pomoci volby ,Quantitation z okna
»Analysis“. Pokud jsou nékteré hodnoty CT 30 a vysSi, pfislusné reakce
se povazuji za prili§ pozdé amplifikované. Tyto vzorky musi byt
analyzovany s podezienim nebo vyfazeny z analyzy jako Sum. Pozdni
amplifikace je vétSinou zplUsobena pfili§ malym pocate¢nim mnozstvim
templatd a/nebo vysokymi hodnotami degradace vzorku.

2. Zhodnotte koncovou fluorescenéni hladinu. Pokud je koncovy bod
fluorescence v jakémkoliv amplifikacnim plotu nizky ve srovnani
s vétSinou plotd v datové sadé, vynechejte tyto vzorky z analyzy, i kdyz je
jejich hodnota CT menSi nez 30. Nizky koncovy bod fluorescence muze
znamenat nespravny objem barviva, nespravné hladiny reak&nich
komponentd (napfiklad primer() nebo pisobeni inhibitord.

3. Pouzijte volbu ,Comparative Quantitation® v okné ,Analysi® pro ziskani
reakéni efektivity kazdého vzorku. Pokud neni efektivita podobna
reakcim ve stejném experimentu nebo je méné nez priblizné 1,4,
vynechejte tuto reakci jako odlehlou hodnotu.
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11.9

B4 Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) - 1of x|

= ]

Reparts,,, Results

oF 2/d2C

ﬂ 5 10 15 0 25 a0 35 a0
Cycle
Adjust Scale Auko-Scale Default Scale ‘
B Comp. Quant Results - Cycling A.Gre =3 x|
No_ [Name Take Dif | Amplification | Comparative Conc. |Rep. Takeoff | Rep. Takeoff (35% CI) [Fiep &mp._|Fiep. &mp_ (352 Cl)_|Rep. Conc [Rep C
1 mutation 1 11.2 1.66 1.00E+00 1.2 1.66 1.00E+00 Calibra
2 mulation 2 11.4 1.E5 9.04£-01 1.4 1.E5 9.04E-01
3 mutation 3 114 164 3.04E-01 114 164 3.04E-01
4 wildtype 1 1.9 1.6 7OIED 113 1.6 F.OTE-D
5 wildtype 2 1.8 186 7.38E-01 1138 186 73800
6 wildtype3 1.4 1.6 7.OIE01 118 1.6 T.OTE-0
7 heterozygote 1 11.4 1E7 9.04£-01 1.4 1E7 9.04E-01
3 heterozygote 2 115 166 859601 115 166 859E-01
9 | heterozygots 3 1.3 157 95E0 113 157 9.51E-01
‘ 2

Vysledky komparativni kvantitace. Efektivita reakce se zobrazuje v kolonce
~<Amplifikace® jako skére z 2 (2 = 100% efektivita).

Poznamka: Pokud podezfivate pfitomnost primer-dimerl  nebo
nespecifickych produktll, vyhodnotte reakce derivativnim grafem za pouziti
moznosti ,Melt“ v okné ,Analysis”. PfesvédCte se, Ze existuje jeden jediny
vrchol, znazorfujici jeden jediny produkt. Pokud je to mozné, pfesvédcte se
pomoci gelu, ze se jedna o produkt s jedinou amplifikaci. Pokud se jedna o
vice nez jeden produkt, reakce by méla byt opakovana nebo
neoptimalizovana.

Analyza dat HRM

Analyza HRM umoznuje vizualni i automatické zkoumani genotyp(. Vysledky
mohou byt zobrazeny na normalizovaném nebo diferencialnim grafu tani.
Normalizované kfivky poskytuji zakladni reprezentaci rdznych genotypl
zalozenych na pozici kfivky (pro homozygoty) a zménach tvaru kfivky (pro
heterozygoty).

Diferencialni grafy pfedstavuji pomoc pro vizuaini interpretaci. Plotuji rozdily
ve fluorescenci vzorku do zvolenych kontrolnich vzorkd pfi kazdé teplotni
tranzici. Diferencialni ploty poskytuji alternativni nahled na rozdily mezi
tranzicemi v kfivkach tani.

Poznamka: Analyza prvni derivace kfivky tani (tak jak ji pouziva standardni
volba ,Melt* v okné ,Analysis“ se nepovazuje za vhodnou pro analyzu HRM
z toho duvodu, Ze derivace dat pfidava umély Sum a ztéZuje interpretaci dat.

Nasledujici kroky popisuji vysledky analyzy HRM pfi pouziti softwaru Rotor-
Gene Q.

1. Zvolte moznost ,HRM" v okné ,Analysis*.

11-16
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

analysis x|
2 5td Curves [Fel] | Other.. |

Guantitation kel

" HRM & HRM [Page 1)

Show | Hide |
v Buto-shonk window

2. Objevi se okna zobrazujici surova data, normalizovany graf a vysledky.
Okno surovych dat umoznuje Upravy oblasti normalizace. Normalizace
umozniuje porovnani vSech kfivek ze stejnymi zacinajicimi a konc&icimi
hladinami fluorescentnich signalll pro ulehc¢eni interpretace a analyzy.
Kazda oblast je opatfena dvéma kurzory, jejichz vychozi nastaveni je na
koncich kfivky. Datové body uvnitf oblasti jsou pouzivany k normalizaci
fluorescence (pouze osa y) zacatku (Oblast 1) a konce (Oblast 2) grafu
tani. Data vné nastavenych oblasti jsou ignorovana. Upravte oblasti tak,
aby zahrnovaly reprezentativni data pro faze pfed tanim a po tani.
RozSifeni oblasti (kliknutim a potazenim mysi) umozriuje softwaru upravit
sklon zakladni &ary. Za ucelem zaijisténi efektivni normalizace kfivek se
vyhnéte normalizaci oblasti do faze tani.
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f‘HbIIl@H-—&

How Open Seve | 5ol Pose 9
|Choents " Mk A Forked " Mk Affrom 62) Farfed |

Nossuakend Grgh | Diteronce Giogh |

§1m — — — L
i
ﬁ L] B £

Flotoe Giere 0 Sevns Soltware 1.7 [Bukd 39

Poznamka: Doporucujeme pohybovat kurzory, pouze kdyz si prejete vyhnout
se oblastem v kfivce tani. Pohyb kurzort smérem do faze tani maze ovlivnit
subtrakéni ploty a procenta spolehlivosti.

3.

Okno ,Difference Graph“ zobrazuje normalizované kfivky tani. Vzorky
mohou byt také zobrazeny jako diferencni grafy proti nékterému
kontrolnimu vzorku.

frotor Gene g Series Software  high pesalistion melt dema - [HRM Soemalised Geaph - Helt Alfeom 82) Farfied (Page 17]
WL Fle andvsis Run Gan Yiew Window Heb

ZOHPUE Y [P O W § W BB
T St P Stom Profie  Temp. Samples Anolyss Repots Amange
]mmlf Mok AFaRed mmmmnm|
[ Momsined Gasgh | Ditevercs Giagh |
100
- "\.
a0
&0
mn
g
g w
3 1
g"‘“ | BakOn | Bank O
i NMON AIO AROIT
2
au Hormalization Regions:
Lasdiea o
E N
End: [28
0 Teaea lanae
S:[F7 =
" End: [T o
Confidencs: Percentage
ﬂ |ﬂ‘.‘4 ‘I'J.ll lrJ..'J [E 2] [ R4 wn [E254) u:lﬂ’ [LER oo s lll.ll IIII.'J Il!..ll "!.-5 [I"M - jz —|
Rotor Gene ) Sesies Softvare 1.7 [Budd 34)
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Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM)

4. Kliknéte na tlacitko ,Genotypes* pro definovani genotypu. Zadejte jméno
kazdé genotypové kategorie a pro kazdou z nich zvolte reprezentativni
vzorek ze seznamu vzorkd.

ol x|
Genotype Control ﬂ
mukation 138
wild type 2m
heterozygote 197

Clear | Ok Cancel
x
Pleaze select the contral that is representative of this
genakype.
Currently Selected : 198
Wi : —
21197
[3] neqgl
(41196
[B]195
[B] neg2
[¥] 202
(81201 -
ran nn
: | ;IJ
Select I Select Naone | Cancel |

5. Nahled diferenéniho grafu naleznete pod stejnojmennym tabem. Zvolte
genotyp, ktery si prejete porovnat k ostatnim vzorkim pomoci
rozbalovaciho menu v horni &asti okna. Ve znazornéném pfikladé jsou
zakreslené polohy (ploty) vSech vzork(li odecteny z primérnych plotd
vSech vzorkd oznacenych ,Mutace 1°.
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Enotor Gene Q Series Soltuare  high resolution mveR deme - [HRM Nermalised Gragh - Ml A{irom 82) Farfied (Page 1] SIS |
L Fie andy Run Gan e Wide help =lal x|
ff--lnlblll|9|ma§’2)t’ i &% 5 1 B. & i
New Cpen Savw | et Frean Sio | wel || Geltrg Progreds Profi  Temp.  Sanplel Ansbeod Eerargn

|charrets -~ ok aFRet ok Ao 821 Foshed |

e | Page: Pon 1

-

Hormaies mias mutton

e e o

- o v
= T ———
A, /
i
\\~ A

’ﬁ ws wo wns o Hs wo s wo Wi wo ws
oy

WO WS w0 ws

Fiotoe Giore O Senes Sofwane 1.7 (B 4]

6. Genotypy jsou softwarem automaticky zafazeny do okna ,Results®.
Hodnota spolehlivosti je zobrazena jako kontrola integrity automaticky
zafazenych vysledkd. Hodnota prahu, nad kterou probiha automatické
zafazeni, mize byt upravena. Vzorky, které spadaji pod stanoveny prah,
budou oznaceny jako variace pro bliz§i zkoumani nebo retestovani.

[ HRM Results - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) o =13 N Mormalisation Regions —
= Leading R ange
Genotype Confidence % Td =
mutation 100.00 Sl
2 197 heterozpgote | 100.00 End: [82.8 j
4 W= mutation 95,72
5 1% heterozpgote | 97.58 Trailing Bange
7 2oz heterozygote | 97,80 Start: |33.3 j
g8 0am wild type 100.00 =l
. End: |83.7
I E wild ype 99.85 =
n 193 heterozygote | 98.91 -
12 0190 heterozygnte | 95.23 - Confidence Pe'“"“_flage 7
13 147 wild bype 93.23 Threshold |30 =i k4
15 189 wild lype 37.59
- [ R, P . ————
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12 ReSeni problému

12.1 Archiv zdznamu
Software zachovava nemodifikovany z&znam kazdého béhu spolu
s diagnostickou informaci v archivu zaznamu (Log Archive repository).
Muzete poslat email spolu s veskerymi nutnymi diagnostickymi informacemi
technické sluzbé firmy QIAGEN pouzitim volby Help, Send Support Email
option (Pomoc a potom volby PoSlete email podpofe) (viz sekce Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Abyste uSeffili misto na disku, pfistroj uchovava zaznamy pouze 60
nejnovéjsSich béhud. Starsi zaznamy béhl budou pfepsany v poradi, v jakém
jsou nové archivni zaznamy tvofeny

12.2 Reseni problémt

Komentare a navrhy
Neschopnost

spustit béh HRM

Rotor-Gene Q MDx Kontaktujte vaSeho lokalniho dodavatele firmy
neni vybaven modulem QIAGEN.

HRM

Data HRM se nezobrazi

Nespravné nastaveni  Zkontrolujte nastaveni filtra.

Zkontrolujte, zda mate spravny typ rotoru.
Zkontrolujte, zda pouzivate spravna reakéni
Cinidla.

Zkontrolujte, zda reakce byla spravné nastavena.

Provedte kontrolni pozitivni experiment
(napfiklad u vzorku, u kterého jsou znamy
vysledky).
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Komentare a navrhy

Grafy vypadaji trhané

Slaba nebo zadna Zkontrolujte, zda byly pouzity spravné protokoly
amplifikace a reagencie. Doporuéujeme pouzivat sady
QIAGEN pro analyzu HRM.

Zkontrolujte, zda reakce byla spravné nastavena.

Zkontrolujte podminky cyklovani.

Zkontrolujte pocatecni kvalitu a kvantitu
templatu. Pro pfipravu vzork{ doporucujeme
pouZivat sady QIAGEN.

Grafy amplifikace nebo tani jsou saturované

Gain je nastaven pfili§  Pouzijte automatickou optimalizaci gain (Auto-
vysoko Gain Optimisation) (viz strana 6-26).

Procenta spolehlivosti se zménila

Normalizaéni oblasti Posunujte normaliza¢ni oblasti pouze, kdyZ je to
byly posunuty klikanim nutné, abyste se vyhnuli oblastem kfivky tani.
a potahovanim

V datech jsou pfitomna chybna (okrajova) data

Inkonsistentni Zkontrolujte, zda byly pouzity spravné reagenty.

nastaveni reakce. Zkontrolujte, zda pouzité zkumavky jsou stejné.

Ve vzorku jsou

pfitomny inhibitory. Zkontrolujte, zda byl pouzit stejny vzorovy mix

pro vSechny vzorky.
Dsgvradov’any nel?o Zkontrolujte po¢atecni kvalitu a kvantitu
pfilis maly templat. X

templatu.
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12.3 Obecné chyby pfistroje

Hlaseni chyby Komentare a navrhy

Nelze otevfit sériovy K této chybé dochazi pfi spusténi softwaru, kdyz
port <COMPORT> software nem(ze komunikovat s pfistrojem skrz
konfigurovany COM port. Toto je vétSinou
zpusobeno poskozenymi kabely, uvolnénymi
kabely, poSkozenymi sériovymi porty,
poskozenymi porty USB, problémem s driverem
USB nebo problém s driverem konvertoru USB
na sériovy.

(Can’t open the serial
port <COMPORT>)

Pfipojte nebo vyménte kabel. Pfeinstalujte
patfi¢né drivery. Spustte software ve ,virtualnim
rezimu® “Virtual Mode” a zvolte ,Setup/Auto-

Detect button” v menu ,Soubor®, “File” &imz
resetujete konfigurovany port COM.

Otevieny kryt komory K této chybé dochazi, kdyz software detekoval
(Chamber Lid Open) otevieny kryt b&éhem béhu.

Nelze pokracovat

v béhu; kryt komory byl
otevien béhem béhu.
Resetujte prosim
pfistroj a restartujte
software.

Resetujte pfistroj a restartujte software.

(Could not continue
run; the chamber lid
was opened during a
run. Please reset the
machine, and restart
the software.)

Kryt komory je otevien. K této chybé dochazi, kdyz se uzivatel pokousi
(Chamber Lid Open) spustit béh, zatimco je kryt pfistroje otevien.

Kryt komory pfistroje je
otevien. Zavfete
prosim kryt a kliknéte
Pokracovat. (The
instrument chamber lid
is open. Please close
the lid and then click
Continue.)

Zavrete kryt komory pfistroje a kliknéte
"Pokracovat” “Continue”.
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Hlaseni chyby

Komentare a navrhy

Chybna komunikace
(Communication
Corrupted)

Komunikacni sekvence
je porusena
(Communication Out
Sequence)

Pristroj obdrzel data od
pfistroje, jehoz
sekvence je porusena.
(Instrument has
received data from the
machine that is out of
sequence.)

Chyba v komunikaénim
protokolu
(Communication
Protocol Error)

V tomto béhu doslo

k chybé

v komunikaénim
protokolu. (A
communication
protocol error occurred
with this run)

Ucpany motor
detektoru, pfistroj se
zastavil (Detector
motor jam, stopped
machine)

K této chybé dochazi, kdyz data obdrzena od
pfistroje nesouhlasi s o¢ekavanymi vysledky.

Tato situace vyzaduje hlubSi vySetifeni servisnim
specialistou firmy QIAGEN, ktery provede
diagnézu problému.

Kontaktujte prosim vaSeho dodavatele nebo
technické sluzby firmy QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz obdrzena dat
z pfistroje nenasleduji ve spravném pofradi.

Tato situace vyZaduje hlubSi zkoumani servisnim
specialistou firmy QIAGEN, ktery bude
diagnostikovat problém pfistroje.

Kontaktujte prosim vaseho dodavatele nebo
technicky servis firmy QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz konfigurovany
komunikaéni protokol neni stejny jako protokol
oCekavany.

Tato situace vyzaduje hlubSi zkoumani servisnim
specialistou firmy QIAGEN, ktery bude
diagnostikovat problém pfistroje.

K této chybé dochazi, kdyz je Rotor-Gene MDx
spustén bezprostfedné po doruceni v chladnych
oblastech. V tomto pfipadé umoznéte pfistroji,
aby se aklimatizoval na pokojovou teplotu po
dobu alespori jedné hodiny, nez pfistroj zapnete.

Pokud problém pfetrvava, kontaktujte prosim
vaSeho dodavatele nebo technické sluzby firmy
QIAGEN.
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Hlaseni chyby

Komentare a navrhy

Totalni selhani
hardwaru Fatal
(Hardware Malfunction)

Pfistroj detekoval, ze
doslo k totalnimu
selhani hardwaru.
NepokouSejte se
pfistroj znovu pouzit,
dokud nebyl opraven
vasim dodavatelem.

Chyba pfistroje
(Machine Error)

Béh byl zastaven,
jelikoz doslo k chybé
pfistroje, kterou nebylo
mozno napravit. Pokud
k této chybé dojde
opakované, kontaktujte
prosim vaseho
dodavatele a pfiloZte
prislusny archivni
soubor.

PFistroj neni zapnut do
sité. (Machine
Unplugged)

Pfistroj nereaguje
nebo selZze a ukazuje
zpravu <ERROR
MESSAGE > (zprava o
chybé). Jedna se o
neopravitelnou
poruchu, resetujte
prosim pfistroj a
restartujte software.

K této chybé dochazi, kdyz software zjistil totalni
selhani hardwaru a aktivoval bezpe¢nostni
ochranny postup, ktery vypnul pfistroj.

Okamzité vypnéte pristroj a kontaktujte vaseho
dodavatele nebo technické sluzby firmy
QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz software zjistil chybu,
kterou pfistroj nemUze opravit. Software zastavil
béh.

Zkuste dalsi béh. Pokud problém pfetrvava,
kontaktujte vaseho dodavatele nebo technické
sluzby firmy QIAGEN a pfilozte pfisluSny archivni
soubor.

K této chybé dochazi, kdyz pfistroj nekomunikuje
se softwarem po urcitém definovaném ¢asovém
intervalu. Toto je Casto zplisobeno chybou
pfistroje nebo nadmérnou aktivitou PC, jejimz
nasledkem jsou ztraceny ¢asti komunikace.
Bézné priciny zavinéné selhanim softwaru jsou
napfiklad intenzivni poZzadavky na procesor, jako
napfiklad antivirova ochrana nebo planované
antivirové skeny, bezdratové karty nebo
infraCervené karty.

Zablokujte nebo odinstalujte pfislusné
softwarové ukony naro¢né na kapacitu
procesoru.

Resetujte pfistroj a restartujte software.

Pokud problém pretrvava, kontaktujte prosim
vaSeho dodavatele nebo technické sluzby firmy
QIAGEN.
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Hlaseni chyby

Komentare a navrhy

Pfistroj je odpojen ze
sité (Machine
Unplugged)

Pfistroj neni pfipojen

k pocitai na <PORT
NAME> (nazev portu).
Pfipojte sériovy kabel
do zadni ¢asti pocitace
a kliknéte Pokracovat.

Cilova proménna nebo
celkova proménna
nejsou nastaveny
(Object variable or with
block variable not set)

Selhani rychlosti rotoru
(Rotor Speed Failure)

Pfestavka béhem
nastaveni rychlosti
rotoru. (Time out while
setting the rotor speed)

Sériovy port je
pouzivan Serial Port In
Use

Sériovy port je
aktualné pouzivan
jinou aplikaci. Zavfete
ostatni aplikace jako
napfiklad komunikaéni
nebo synchronizaéni
software a zmacknéte
"Opakovat".

K této chybé dochazi, kdyz sériova nebo USB
komunikaci k pfistroji jsou ztraceny.

Pfipojte sériovy nebo USB kabel do zadni ¢asti
pocitace a kliknéte na tlagitko ,Pokraovat®.

K této chybé dochazi pfi spusténi softwaru, kdyz
soubor templatd pokusu byl poSkozen. K tomuto
jevu muze dojit, kdyz je software nebo pocitac
vypnut nespravné, napfiklad pfi vypadku
elektrického proudu

Vymazte soubor C:\Program Files\Rotor-Gene
Q Software\Templates\normal.ret a potom
restartujte software.

K této chybé dochazi, kdyz se software pokousi
nastavit rychlost rotoru a nepodafi se mu nastavit
cilovou rychlost béhem pozadovaného ¢asového
intervalu.

Tato situace vyZaduje hlubSi zkoumani servisnim
specialistou firmy QIAGEN, ktery bude
diagnostikovat problém pfistroje.

Kontaktuje prosim vaseho dodavatele nebo
servisni sluzby firmy QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz se software pokousi
spoijit pfistroj na konfigurovaném portu COM a
ten je sou€asné pouzivan jinym softwarem.

Zavrete vSechny komunikaéni a synchronizacéni
aplikace a operaci opakujte.
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Hlaseni chyby

Komentare a navrhy

Pfestavka pfi
sou€asném vypnuti
(Shutdown timeout)

Pristroj prekrodil
oCekavany Cas vypnuti.
Resetujte prosim
pristroj a software.

Teplotni ochrana byla
aktivovana
(Temperature
Protection Activated)

Pristroj zjistil, Ze
teplota v komore se
zvysila nad bezpecénou
hranici. Z tohoto
dlvodu pfistroj vstoupil
do ochranného rezimu.
KdyZz problém
pretrvava, vypnéte
prosim pfistroj a
kontaktujte vaseho
distributora.

Termistor je otevieny
(Thermistor Is Open)

Pristroj zjistil, Ze
termistor je otevieny a
z dlivodu zabranéni
poskozeni pfistroje ho
vypnul. KdyZ problém
pretrvava, kontaktujte
vaseho distributora.

K této chybé dochazi, kdyz software vydal pfikaz
k vypnuti pfistroje a pfistroj posila data zpét po
oCekavaném ¢asoveém intervalu.

Resetujte pfistroj a restartujte software.

K této chybé dochazi, kdyz software zjistil, ze
teplota v komore vystoupila nad bezpecnou
hladinu a nasledné aktivoval ochranny postup.

Okamzité vypnéte pfistroj a kontaktujte vaseho
dodavatele nebo servisni sluzby firmy QIAGEN.

K této chybé dochazi, kdyz software detekoval,
Ze termistor je otevien a tudiz nemuze ukazovat
teplotu. Software nasledné aktivoval ochranné
postupy, které vypnuly pfistroj.

Okamzité vypnéte pfistroj a kontaktujte vaseho
dodavatele nebo servisni sluzby firmy QIAGEN.

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual

10/2010 12-7



Reseni problémi

Hlaseni chyby Komentare a navrhy

Doslo k nenapravitelné K této chybé dochazi uprostfed béhu poté, co
chybé. (Unrecoverable vSechny dostupné pokusy softwaru opravit chybu
errors occurred) selhaly.

Tato situace vyZzaduje hlubSi zkoumani servisnim
specialistou firmy QIAGEN, ktery bude

Béh byl zastaven, diagnostikovat problém pristroje.

jelikoz doslo k chybé,
kterou nebylo mozno Kontaktuje prosim vaseho dodavatele nebo
opravit. Pokud se tato  servisni sluzby firmy QIAGEN.

situace opakuje,

kontaktujte vaseho

distributora

s pfislusnym archivnim

souborem.
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12.4 Zpravy softwaru Rotor-Gene Q

Nasledujici seznam obsahuje varovani a jiné zpravy, které se mohou objevit v softwaru
Rotor-Gene Q b&hem provozu hardwaru a softwaru. Jakakoli ¢ast zpravy, ktera je

proménna, jako napfiklad charakteristika popisu chyby, je uvedena v zavorkach (napfiklad <
ERROR DESCRIPTION >) (popis chyby).

Text zpravy

Obecné zpravy

Pro tuto stranku jiz existuje primarni
kanal. Pokud chcete tuto stranku
predélat, musite nejdfiv vymazat
primarni kanal pomoci tlacitka
MoZnosti a potom operaci opakovat.

Doslo k vaznému problému, ktery
vyzadoval ukonceni softwaru. Po
kliknuti na OK bude vase soucasna
prace uloZena, pokud je to mozné, a
pristroj bude vypnut. Pokud problém
pretrvava, kontaktujte svého
dodavatele.

Tuto stranku nelze vymazat. Musi
vzdy existovat alespon jedna stranka
pro vzorky.

Nelze navazat spojeni s pristrojem
pres sériovy port <COMPORT>.
Zkontrolujte, zda je pfistroj spravné
zapojen do zadni ¢asti pocitaCe a
operaci opakuijte.

Nelze otevfit sériovy port
<COMPORT> pro spojeni s
pfistrojem. Zkontrolujte, zda neni
otevieny zadny komunikacni
software a operaci opakujte.

Nelze uloZit béh, protoZe néktera
data jsou neplatna. Zkontrolujte
prosim Udaje, které jste vioZili a
operaci opakujte.

Nelze uloZit soubor. Pfesvédcte se,
zda je na disku dostatek mista a ze
neni poskozen.

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.

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.

Cannot delete this page. There must
always be at least one sample page.

Can't connect to instrument on serial
port <COMPORT>. Check the
machine is correctly plugged into the
back of the computer, then retry

Can't open the serial port
<COMPORT?> to connect to the
instrument. Check you do not have
any communications software open,
then retry.

Could not save to run because some
data on the form was invalid. Please
check your entries then try again.

Couldn't save file. Confirm the disk
has enough space and that it is free
of errors.
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Text zpravy

Nelze spustit e-mailovou aplikaci.
Presvédcte se, Ze tato aplikace byla
spravné nainstalovana do vaseho
pocitace.

Bé&hem béhu se objevi chyba:
<POPIS CHYBY>. Béh bude
pokraCovat a zprava bude
zaznamenana v seznamu chyb
v informacich o béhu.

PFistroj nebyl detekovan. Prosim
ujistéte se, Ze jste spravné pfistroj
zapojili a Ze je pfistroj zapnut.

Logovani je v sou¢asné dobé
zablokovano nasledkem pfedchozi
chyby. Archivni zadznamy nemohou
byt prohlizeny, dokud nebude
software restartovan.

Ne vSechny vzorky mohou byt
normalizovany, protoZze
fluorescenéni hladiny mohly byt pfilis
nizkeé.

Pouze béhy vykonané na stejném
rotoru jako souc¢asny béh mohou byt
importovany.

VSimnéte si prosim, Ze logovaci
soubory (Log files) sou¢asného bé&hu

E-mail application could not be
started. Confirm that it has been
correctly installed on your computer.

Encountered an error during run:
<ERROR DESCRIPTION>. The run
will continue, and a message will be
logged in the messages tab of Run
Info.

Instrument was not detected. Please
ensure you have correctly connected
the instrument, and that the
instrument is turned on.

Logging is currently disabled due to
a previous error. Archived logs
cannot be viewed until the software
has been restarted.

Not all samples could be normalised
as the fluorescent level was too low.

Only runs performed with the same
rotor as the current run may be
imported.

Please note that log files for the
current run will not be available until

nebudou k dispozici, dokud tento béh it has completed.

nebyl ukonéen.

Zadejte prosim platny pocet
opakovani. Musi byt vic nez 0.

Doslo k problému pfi aktualizaci
logovacich dat. Logovani bylo
zablokovano, ale bude odblokovano
v pfistim béhu.

Podpis (signatura) souboru béhu
zabezpecuje integritu vaSich

podpisovani béhu naleznete
v okénku Informace o béhu.

Please type valid number of times to
repeat. It should be more than 0.

Problem encountered while updating
log data. Logging has been disabled,
but will be renabled on the next run

Run file signing ensures the integrity
of your run results. Information about
a run's signature can be found in the
Run Info window.
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Text zpravy

Identifikace vzorku (ID) je uzamc&ena.
Neni mozné nic vkladat do
uzamcenych vzork.

Software TeeChart Office nebyl na
vaSem pocitaci instalovan.
Pfeinstalujte prosim software Rotor-
Gene.

Neni zvolen port COM konfigurovan
pro tento pfistroj. Musite zvolit port
COM.

Nacteny soubor daného béhu
obsahuje signaturu, ktera nesouhlasi
s obsahem souboru. To znamen4, Ze
soubor je bud’ poskozen nebo s nim
bylo manipulovano, jelikoz byl
napsan softwarem Rotor-Gene.

Nacdteny soubor daného béhu
neobsahuje signaturu. Obsah tohoto
souboru nemuze byt zarucen.

Sériove Cislo pfistroje je neplatné.
Sériova Cisla musi byt alespon 6
Cislic dlouha.

Pfistroj musi byt ochlazen na
<TEPLOTA> stupnd. Komora a
povrch budou stale velmi horké, kdyz
otevrete pfistroj. Budte prosim velmi
opatrni a noste ochranné rukavice,
pokud se budete dotykat kterékoli
Casti pfistroje nebo zkumavek.

Lokalni nastaveni vaseho pocitace
muze byt v rozporu s tovarnim
nastavenim. Pfesvédcte se, Ze ména
a numericka délici znaménka jsou
spravné zadana.

Sériové Cislo vlozené na uvodni
strance <SERIOVE CISLO1> se lisi
od sérioveého ¢isla uloZzeného

v pfistroji <SERIOVE CiSLO2>.
Sériové Cislo pocitace bylo nyni
aktualizovano, aby se shodovalo

s Cislem pfipojeného pfistroje.

Sample ID is locked. Cannot paste
over locked samples.

TeeChart Office has not been
installed on this computer. Please re-
install the Rotor-Gene software.

The COM port configured for the
instrument is not selected. You must
select a COM port.

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.

The loaded run file has no signature.
The contents of this file cannot be
guaranteed.

The Machine serial number is not
valid. Serial numbers must be at
least 6 digits long.

The machine will now be be cooled
to <TEMPERATURE> degrees. The
chamber and surfaces will still be
very hot when opening the machine.
Please exercise due caution and
wear protective gloves if touching
any of the surfaces or tubes.

The regional settings for your
computer are conflicting. Ensure
your currency and numeric decimal
placeholders are matching.

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.
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Text zpravy

Doslo k problému v komunikaci se
zakladnou. Provedte reboot vaseho
pocitae a operaci opakuijte.

Doslo k pfestavce béhem pokust
komunikovat s pfistrojem.
Presvédcte se, Ze je spravné
zapojen.

Tento ukon nemuze byt provadén ve
virtualnim rezimu.

Tento profilovy soubor byl vytvoren
v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene.
Nékteré ¢asti softwaru se nemusi
nacitat spravné.

Tento soubor béhu byl vytvoien

v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene.
Nékteré ¢asti softwaru se nemusi
nacitat spravné.

Tento soubor vzorku byl vytvoren

v novéjsi verzi softwaru Rotor-Gene.
Nékteré ¢asti softwaru se nemusi
nacitat spravné.

Tento software muze vykonavat
zakladni simulaci pfistroje pro Skolici
a pfedvadéci ucely. Toto nastaveni
muzete zablokovat na obrazovce
Nastaveni, do které mlzete vstoupit
pfes menu soubory.

Tento templat byl vytvofen v novéjsi
verzi softwaru Rotor-Gene. Nékteré
Casti softwaru se nemusi nacitat
spravné.

Pristroj nemiize nacist soubor
vzorkU, protoze rozlozeni zkumavek
se neshoduje. Nactéte tyto vzorky
pred spusténim béhu.

Neschopnost spustit komunikaci

s pfistrojem, protoze jina aplikace
pouzivda <COMPORT>. Zkontrolujte,
Ze nebézi Zadné jiné aplikace
pouZivajici stejny sériovy port a
operaci opakujte.

There was a problem communicating
with the communication board. You
should reboot the computer and then
retry.

There was a timeout attempting to
talk to the instrument. Check it is
correctly plugged in.

This feature cannot be used in virtual
mode.

This profile file was created in a
more recent version of the Rotor-
Gene software. Certain aspects may
not load correctly.

This run file was created in a more
recent version of the Rotor-Gene
software. Certain aspects of the run
may not load correctly.

This sample file was created in a
more recent version of the Rotor-
Gene software. Certain aspects may
not load correctly.

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.

This template was created in a more
recent version of the Rotor-Gene
software. Certain aspects of the
template may not load correctly.

Unable to load this sample file as
tube layouts do not match. Load
these samples before starting the
run.

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.
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Text zpravy

Béhem nacitani souboru se objevily
neopravitelné chyby. Soubor nebyl
nacten.

NemUzete zastavit program, kdyz je
béh spustén.

Nemate dostateéna prava pouZzivat
software. Kontaktujte prosim
administratora domény za ucelem
nastaveni skupin.

Musite provést kvantifikacni analyzu
pro export vzorkd.

Unrecoverable errors were
encountered while attempting to load
the file. The file was not loaded.

You cannot stop the program while
the run is in progress.

You have insufficient rights to use
the software. Please contact the
domain administrator to set up
groups.

You must have performed a
quantitation analysis to export
samples.

Pred pokracovanim musite zvolit port You must select a COM port before

COM.

Vas béh nemohl byt ulozen na své
vychozi umisténi. V nasledujicim
okné zvolte alternativni umisténi pro
vas béh.

VaSe nastaveni bylo uloZeno.
Kliknéte na OK pro opusténi
softwaru.

continuing.

Your run could not be saved to its
default location. On the following
window, select an alternative location
to save your run.

Your settings have been saved. Click
OK to close the software.

Nez budete pokraCovat, musite zvolit You must select a rotor before

rotor.

Nemuzete spustit béh, dokud
nezatrhnete poli¢ko potvrzujici, ze
byl umistén uzamykaci krouzek.

Zpravy tykajici se automatické
upravy gain

Manualni uprava gain pouziva
kanaly, které jste definovali ve svém
profilu. Pokud jste ve vasem profilu
nedefinovali Zzadné sbérné body,
nemuzete provést manualni Upravy.

Teplota, kterou jste zadali, nebyla
ulozena, protoze se nachazela mimo
rozhrani vaseho pfistroje. Zadejte
prosim platnou teplotu.

continuing.

You cannot start the run until you tick
the checkbox to confirm that the
locking ring has been attached.

Autogain adjustment messages

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.

The temperature you entered was
not saved because it was outside the
range of the machine. Enter a valid
temperature.
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Text zpravy

Editorské zpravy

Zadejte prosim platny kod skupiny.
Skupinové kdody nesmi mit vic nez 5
znakl a nesmi obsahovat mezery a
Carky.

Zadejte prosim platné jméno
skupiny. Jména skupin nesmi
obsahovat ¢arky ani nesmi byt
prazdna.

Zpravy kalibrace optické
denaturace

Pfistroj neni schopen nastavit
opticky denaturacéni bod z dlivodu
kalibraniho selhani. Zadejte prosim
platnou hodnotu vtefin. Musi se
jednat o kladnou hodnotu.

Béhem kalibrace optické denaturace
nelze stanovit horni bod tani. Toto
muze byt z dvodu nespravného
vybéru zkumavky pro kalibraci nebo
byly zvoleny nespravné chemikalie
pro tento vzorek. Misto toho byl
vykonan ¢asovany profil.

Zpravy tykajici se OTV

Abyste mohli spustit béh, musite
vlozit platné sériové Cislo OTV.

Verifikacni soubor pro teplotu je
poskozen. Tuto chybu opravite, kdyz
odinstalujte a znovu nainstalujte
software Rotor-Gene.

Soubor tohoto béhu neni spravné
signovan. Vysledky nemohou byt
zobrazeny.

NemUzete zagit, dokud nebylo
zatrzeno poli¢ko potvrzujici, ze
fluorescencni vlozka byla spravné
umisténa.

Editor messages

Please enter a valid group code.
Group codes must be a maximum of
5 characters, and contain no spaces
or commas.

Please enter a valid group name.
Group names cannot contain
commas or be empty.

Optical denature calibration
messages

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.

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.

OTV messages

You must enter a valid OTV serial
number to perform the run

This temperature verification file has
been corrupted. Please uninstall and
re-install the Rotor-Gene software to
correct this error.

This run file is not correctly signed.
Results cannot be displayed.

You cannot start until you tick the
checkbox to confirm that the
fluorescent insert has been placed
correctly.

Zivotnost rotoru vyprsela. Kontaktujte This rotor has expired. Please

prosim vaseho dodavatele za
uc¢elem dodani nového rotoru.

contact your distributor to obtain a
replacement.
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Text zpravy

Zpravy tykajici se menu
zabezpeceni

Nelze oteviit okna manazera
uzivatele/skupiny.

Neni mozné vytvaret skupiny.

Neni mozné modifikovat pfistup
k zabudovanym uctim.

Menu analyzy

Zvolili jste pouze jeden kanal pro
analyzu. Pro volbu vice kanald
potahnéte obdélnikem okolo kanald,
které si pfejete zobrazit v okénku
volby analyz.

Zvolili jste vice kanall pro analyzu.
Tato analyticka technika umoznujte
analyzu pouze jednoho kanalu.

Zpravy tykajici se méreni
koncentrace

Méreni koncentrace vykonava
automatickou optimalizaci gain na
pozici prvniho rotoru. Pfesvédcte se,
Ze na pozici prvniho rotoru mate
nejvyssi koncentrani standard.

Security menu messages

Could not open the Windows
user/group manager.

Could not create groups.

Cannot modify access of inbuilt
accounts.

Analysis menu

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.

You have selected multiple channels
for analysis. This analysis technique
only allows single channels to be
analysed.

Concentration measurement
messages

Concentration Measurement
performs auto-gain optimisation on
the first rotor position. Ensure you
have your highest concentration
standard in the first rotor position.

Zpravy tykajici se koncové analyzy End-point analysis messages

Abyste mohli pouzivat analyzu

To use end-point analysis you must

koncového bodu, musite mit pozitivni have positive and negative controls

a negativni kontrolu u kazdého
kanalu. Pro definovani téchto kontrol
kliknéte na OK.

Nedefinovali jste zadné pozitivni
kontroly. Musite definovat pozitivni
parametry pro kazdy kanal, ktery
analyzujete.

Nedefinovali jste zadné negativni
kontroly. Musite definovat negativni
kontroly pro kazdy kanal, ktery
analyzujete.

in each channel. To define these
controls click OK.

You have not defined any positive
controls. You must define positive
controls for each channel you are
analysing.

You have not defined any negative
controls. You must define negative
controls for each channel you are
analysing.
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Nedefinovali jste zadné NTC
kontroly. Musite definovat NTC
kontroly pro kazdou skupinu

Zpravy tykajici se analyzy HRM

Genotyp <NAZEV GENOTYPU>
nema definované parametry.

Duplicitni genotypové kombinace
nejsou povoleny.

Tento pfistroj nepodporuje tani
vysokého rozlieni. Kontaktujte
prosim svého distributora pro blizsi
informace.

Zpravy tykajici se analyzy tani

Genotypy nemohou byt definovany,
dokud nebyly vSechny subjekty

You have not defined any NTC
controls. You must define NTC
controls for each group.

HRM analysis messages

Genotype <GENOTYPE NAME>
does not have a control defined.

Duplicate genotype combinations are
not allowed.

High resolution melts are not
supported on this instrument. Please
contact your distributor for more
information.

Melt analysis messages

The genotypes can not be defined
until bins have been placed. Please

umistény. Definujte vSechny subjekty define all bins and then try again.

a opakujte operaci.

Musite vloZit zkratku pro <NAZEV
GENOTYPU>.

Zpravy tykajici se analyzy grafu
rozptylu

Analyza rozptylového grafu vyzaduje
volbu pfesné dvou kanald. Pokud
chcete zvolit vice kanalu, potahnéte
obdélnikem okolo kanald, které si
pfejete ukazat v okné volby analyz
nebo kliknéte na kazdy kanal za
soucasného drzeni klavesy SHIFT.

Zpravy tykajici se kvantitativni
analyzy

Funkce automatického nalezeni
prahu vyzaduje, abyste definovali
alespon dva zvolené standardy.
Nastavite je tak, Ze kliknete pravym
tlacitkem mysi na seznam vzorkl a
zvolite ,Editovat vzorky*.

You must enter an abbreviation for
<GENOTYPE NAME> genotype.

Scatter plot analysis messages

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.

Quantitation analysis messages

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...”

12-16
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Terminy

Slovnik pouzitych termin

Popis

Acqusition

Bins

CE-IVD

Channel

Gain

Gain
optimisation

Loading block

Locking ring

Rotor

Rotor-Disc

Akvizice je sbirani fluorescenénich dat. Kazda akvizice (sada
fluorescencnich dat) z kanalu je zobrazena v softwaru jako série
neanalyzovanych dat v okné ,Raw channel’. Tato data mohou byt
analyzovana pomoci moznosti v menu ,Analysis“ (Analyza).

V analyze tani jsou biny nastaveny pro definovani oblasti, kde je
oCekavan vyskyt vrcholu tani. Genotypy mohou byt definovany na
zakladé vyskytu vrchold v urcitych binech nebo jejich kombinaci.

Shoda s evropskym nafizenim 98/79/EC tykajici se zdravotnickych
pFistroju pro diagndzu in vitro.

Kanal se sklada zdiody emitujici svétlo (LED) s excitanim filtrem
sparovanym s emisnim filtrem. LED a excitacni filtr excituji vzorky v urcité
vinové délce. Vzorky emitovana fluorescence prochazi pfes emisni filtr a
nasledné je detekovana fotonasobiCem.

Rotor-Gene Q MDx pouziva multiplikator ke sbéru fluorescenénich fotonu
a konvertuje je do elektronickych signaltd. ,Gain“ je nastaveni, které
uréuje senzitivitu fotonasobice. Kdyz je gain nastaven pfilis vysoko, signal
je pfesycen. Kdyz je gain nastaven pfili§ nizko, je nemozné rozlisit signal
od Sumu pozadi.

gain optimisation je proces, ktery dynamicky upravuje nastaveni vynosu a
umoziiuje volbu spravného nastaveni s optimalni detekci signalu.

Loading bloky jsou hlinikova télesa dodavana v rlznych formatech, ktera
se pouzivaji pro ulozeni zkumavek nebo Rotor-Disct béhem nastaveni
reakce. Vkladaci bloky Rotor-Disci se také pouzivaji s teplotnimi
tésnénimi Rotor-Disc Heat Sealer.

Locking rings jsou kovové krouzky, které sedi na rotoru a zabrariuji
zkumavkam a viékim v uvolnéni béhem provozu pfistroje rotoru-Gene
MDx. Uvolnéna vicka a zkumavky by mohly zavinit poSkozeni pfistroje.

V kovovém rotoru Rotoru-Gene Q jsou ulozeny zkumavky nebo Rotor-
Disky. Tim je umoznéna rotace (odstfedovani) vzorkl v komofe pfistroje
a zajisténo, ze vzorky jsou spravné alignovany (osové zarovnany)
s optickym systémem.

Rotor-Disky jsou kruhové desky s vertikalné orientovanymi reakénimi
jamkami. Rotor-Disky jsou dodavany ve verzich pro 72 nebo 100 reakci.
Rotor-Disky jsou utésnény pomoci zatavovaciho filmu Rotor-Disc Heat
Sealing Film a Rotor-Disc Heat Sealer.
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Priloha A

Technicka data
Firma QIAGEN si vyhrazuje pravo kdykoliv zménit specifikace.
Environmentalni podminky

Provozni podminky
Napajeni 100-240 V AC, 50—-60Hz, 520 VA (max)
Spotieba elektfiny 8 VA (standby)

Fluktuace elektrické sité nesmi pfesahnout 10% nominalniho
napajeciho napéti.

Pojistka F5A 250 V pojistka

Disipace tepla/ Primér: 0,183 kW (632 BTU/hodinu) (1 BTU = 1 055 Joul()
Termalni Max.: 0,458 kW (1578 BTU/hodinu)

zatizeni

Kategorie I

pretizeni napéti
Teplota vzduchu 18 to 30°C (64 az 86°F)
Relativni vihkost 10-75% (nekondenzuijici)

Nadmorska Az 2000 m (6500 stop)

vyska

Umisténi Pouze pro vnitini pouziti
pfistroje

Stupen 2

znecisténi

Environmentalni 3K2 (IEC 60721-3-3)
tfida 3M2 (IEC 60721-3-3)

Prepravni podminky
Teplota vzduchu —25°C az 60°C (—13°F to 140°F) v tovarnim kontejneru

Relativni vihkost Max. 75% (nekondenzuijici)

Environmentalni 2K2 (IEC 60721-3-2)
tfida
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Skladovaci podminky

Teplota vzduchu 15°C az 30°C (59°F to 86°F) v kontejneru vyrobce

Relativni vihkost Max. 75% (nekondenzujici)

Environmentalni 1K2 (IEC 60721-3-1)

tfida

Mechanicka data a vlastnosti hardwaru

Rozméry Sitka: 37 cm (14,6 in.)
Vyska: 27,5 cm (10,8 in.)
Hloubka (bez kabelu): 42 cm (16,5 palch)
Hloubka (s otevienymi dvefmi): 56 cm (22 palcu)

Vaha 12 kg (26,5 liber) standardni konfigurace

Kapacita Az 100 vzorkl na jeden béh pfi pouziti Rotor-Disc 100

Software Rotor-Gene Q software (verze 2.0.2 nebo vy3$8i), dodana se
zasilkou na instalacnim CD.

Teplotni specifikace

Popis

Specifikace

Rozmezi teploty
Pfesnost teploty

Teplotni rozliSeni

Teplotni uniformita

Optické specifikace

Popis

35°C az 99°C (95°F az 210,2°F)
+0,5°C

10,02°C (nejmensi programovatelny
krok)

+0,02°C (standardni odchylka)

Specifikace

Zdroje excitace

Detektor

Akviziéni ¢as

Vysokoenergetické dioda emitujici
svétlo

Fotomultiplikator

4s
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Prohlaseni FCC

.Federalni komunikaéni komise Spojenych stat(“ (USFCC , ¢lanek 47 CRF
15. 105) prohlasila, Zze uZivatelé tohoto vyrobku musi byt informovani o
nasledujicich skuteCnostech a okolnostech.

“Tento pfistroj je ve shodé se sekci 15 FCC:

Provoz musi splfiovat nasledujici dvé podminky: (1) Tento pFistroj nesmi
zapficinit Skodlivou interferenci a (2) tento pfistroj musi byt schopen
akceptovat kazdou interferenci, v€etné interference, ktera by mohla mit
nezadouci ucinky.”

“Tento pfistroj tfidy B je v souladu s kanadskymi pfedpisy ICES-0003.”

Nasledujici prohladeni se vztahuje na vyrobky popsané v této pfiru¢ce, pokud
neni uvedeno jinak. Prohlaseni pro jiné vyrobky jsou uvedena v pfislusné
pfiloZzené dokumentaci.

Poznamka: Toto zafizeni bylo testovano a shledano v souladu s limity pro
digitalni zafizeni tfidy B ve shodé se sekci 15 pravidel FCC a v souladu se
v8emi pozadavky kanadskych standardd pro digitalni zafizeni, zplUsobuijici
interferenci podle standardu ICES-003. Tyto limity maji za uUkol poskytovat
opravnénou ochranu proti Skodlivé interferenci v obydlenych oblastech. Toto
zafizeni generuje, pouziva a mlze vyzarovat radiosekvenéni energii a pokud
neni spravné instalovano a pouzivano v souladu s instrukcemi, mize zavinit
Skodlivou interferenci s radiovymi komunikacemi. Nelze v3ak zarucit, ze
nedojde k interferenci v té které lokalité. Pokud toto zafizeni bude interferovat
s radiovym nebo televiznim pfijmem, coz muze byt zjiSténo zapnutim a
vypnutim pfistroje, doporu¢ujeme uzivatellm vyzkou$et jeden nebo vice
z nasledujicich krok( za u¢elem odstranéni této interference:

B Pfesmérujte nebo pfemistéte anténu.

B ZvétSete vzdalenost mezi pfijimacem a pfistrojem.

B Zapnéte pfistroj do zasuvky, ktera je zapnuta na jiny okruh nez pfijimac.

Poradte se s dodavatelem nebo zkuSenym technikem z oboru radio/T.V.

Firma QIAGEN GmbH Némecko, nenese zadnou zodpovédnost za zadnou
radiovou ani televizni interferenci zpisobenou neopravnénymi modifikacemi
na tomto zafizeni nebo za nahradni nebo pfipojené spojovaci kabely a
zarizeni, které nejsou specifikované firmou QIAGEN GmbH, Némecko.
Opravy takovych interferenci zplUsobené neopravnénymi modifikacemi,
nahrazenimi nebo pfidavnymi zafizenimi spada do zodpovédnosti uzivatele.

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010 A-5



Piiloha A

Prohlaseni o shodé

Declaration of Conformity

MName and address of the company

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
D-40724 Hilden
Germany

‘We herewith declare that the product
Rotor-Gene Q MDx
Accessories: Rotor-Gene Heat Sealer
meets all applicable requirements of the Evropean Directive on
In vitro diagnostic medical devices (IVDD) 98/79/EC
Classification
Other Device, Annex Il

—U

Hombrechiikon, 01 November 2010

Pit Muggli ‘
‘ € Senkor Dirsctor Guality & Complionce Aulemated Systems

00000

Firma QIAGEN prohlaSuje, Ze vySe uvedeny vyrobek a viechny jeho soucasti
jsou v souladu se vSemi aplikovatelnymi poZadavky vy3e uvedenych
evropskych predpist a klasifikacemi
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Odpad z elektrickych a elektronickych zarizeni
(WEEE)

Tato sekce uvadi informace o likvidaci elektrického a elektronického odpadu
pro uzivatele v Evropské unii.

Evropské nafizeni 2002/96/EC tykajici se WEEE, vyzaduje spravnou likvidaci
elektrického a elektronického zafizeni po ukonceni jejich Zivotnosti. Symbol
preskrtnuté popelnice (viz ilustrace nize) indikuje, Ze tento vyrobek nesmi byt
likvidovan s béZnym odpadem; musi byt doru¢en na patficné misto nebo na
ufedné schvalené recyklacni centrum, jak to nafizuji vaSe lokalni zakony.
Zvlastni sbérna a recyklaCni centra sbéru elektronického zafizeni po
ukonceni jejich Zivotnosti, pomaha chranit pfirodni zdroje a zajistuje, Ze
vyrobek je recyklovan zplsobem, ktery chrani zdravi a Zivotni prostfedi.

Firma QIAGEN pfijima plnou zodpovédnost, v souladu se specifickymi
pozadavky WEEE, a v pfipadé vymény vyrobku dodavaného firmou QIAGEN,
poskytuje bezplatnou recyklaci veSkerého elektronického zafizeni v Evropé
oznaceného WEEE. Pokud neni nahradni vyrobek zakoupen od firmy
QIAGEN, recyklace mlze byt provedena na zadost zakaznika za poplatek.
Pokud chcete recyklovat elektronické zafizeni, kontaktujte prosim vaseho
lokalniho distributora firmy QIAGEN, ktery vam doda vyzadované formulare.
Poté co vyplnite nalezity formulafr, budete kontaktovani firmou QIAGEN a
budete informovani o krocich, které musite podniknout, nebo vam sdélime
naklady recyklace.
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Priloha B

Tato pfiloha detailné popisuje pouzité matematické metody.

Kvantifikace

Vypocitané koncentrace jsou ziskdny zjednoduchého linearniho
regresivniho modelu odvozeného ze znamych hodnot logaritmickych
koncentraci (x) a experimentalnich hodnot CT (y).

Logaritmické koncentrace a hodnoty CT standardu jsou pouzity ke konstrukci
nasledujiciho modelu:

y=Mx+B

Intervaly spolehlivosti pro vypoditané koncentrace

Pro odhad nového vyskytu x0 ze standardni kfivky pouZivame nasledujici
interval spolehlivosti 100(1- a)%.

Yo—0FGFg 0 5 | (g — )2 1

£ —(1+ — + )3ty g0y
Zill Iill L rr

Toto je interval spolehlivosti pro koncentraci jedné neznamé.

Predpokladejme, Ze mame k pozorovani v x = x0 a Zze oznaéime primér ¥ .
Potom

- - I-T2
Yo ~ N{/5 flﬁ"n.T]

postupem jako vyse
Yo— 40 S 1
0T 2

fl fl ke

Tento vzorec urCuje, jak jsou determinovany intervaly spolehlivosti pro
koncentrace neznamych replikatu.

Pro odhad standardt mize byt ziskan uzsi interval spolehlivosti:

Yo— /3 S 1 (xg—x)2 1
. r_] A n Py
i TERL Dpr
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Tento vzorec implikuje, ze pfidani replikatd do standardni individualni
koncentrace redukuje Sifku intervalu pro vSechny odhady stim, jak se
zvySuje n. PFidani velkého poctu replikatd k neznamé redukuje nejistotu az
do hodnoty jediného standardu. Tyto pfidané replikaty redukuji nejistotu diky
tomu, Ze neznama netvofi ¢ast linearniho modelu.

Intervaly spolehlivosti pro hodnoty C+

Predpokladame, Ze chyba v hodnotach CT replikatu je linearni a ma normalni
distribuci.

Z tohoto divodu pouzivame interval spolehlivosti jednoho vzorku t. Zvolime p
za stfedni hodnotu CT replikatd.

\F0 - - Tn-1) potom je interval spolehlivosti 100(1- a)% pro CT
hodnotu p:.

Dékujeme timto panu Peter Cokovi z matematického oddéleni Univerzita
NSW, Sydney, Australie, jehoZz pomoc byla neocenitelna pfi ovéfovani
matematickych pos

B-2
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Priloha C

Vyrobek Rotor Gene MDXx, prislusenstvi a spotirebni zbozi

Vyrobek

Obsah

C. kateg.

Rotor-Gene Q MDx 2plex

Rotor-Gene Q MDx 2plex HRM

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Rotor-Gene Q MDx 6plex

Prislusenstvi

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Real-time PCR cykler s dvéma kanaly
(zeleny, Zluty), pfenosny pocitac,
software, pfisluSenstvi, jednoroéni
zaruka na soucastky a praci.

Real-time PCR cykler s HRM, s 2
kanaly (zeleny, zluty) plus kanalem
HRM, pfenosny pocitac, software,
prisludenstvi, jednoro¢ni zaruka na
soucastky a praci.

Real-time PCR cykler, s 5 kanaly
(zeleny, Zluty, oranzovy, Cerveny,
karminovy), pfenosny pocitac,
software, pfislusenstvi, jednoro¢ni
zaruka na soucastky a praci.

Real-time PCR cykler s HRM, s 5
kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
cerveny, karminovy) plus kanalem
HRM, pfenosny pocitac, software,
pfisluSenstvi, jednoroC¢ni zaruka na
soucastky a praci.

Real-time PCR cykler se 6 kanaly
(modry, zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, karminovy), v€etné
prenosného pocitace, softwaru,
prislusenstvi, jednorocni zaruky na
soucastky a praci.

Sada obsahuje: 2 Rotor-Disc 100
packs, Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-
Disc Heat Sealing film, , Rotor-Disc
100 Rotor and Locking Ring, Rotor-
Disc 100 Loading Block, Rotor-Disc
Pipetting Aid

30 individually wrapped discs for 3000
reactions

10 x 30 individually wrapped discs for
30,000 reactions

Zavolejte
nam

Zavolejte
nam

Zavolejte
nam

Zavolejte
nam

Zavolejte
nam

Zavolejte
nam

981311

981313
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Vyrobek

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking Ring

Rotor-Disc 100 Loading Block

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Locking Ring

Rotor-Disc 72 Loading Block

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250)

Obsah C. kateg.
For holding Rotor-Disc 100 discs in 9018895
the Rotor-Gene Q MDx; requires

Rotor-Disc 100 Locking Ring

For locking a Rotor-Disc 100 in the 9018896
Rotor-Disc 100 Rotor .

Aluminum block for manual and 9018909
automated reaction setup in Rotor-

Disc 100 discs

Aid for marking well during manual 9018897
reaction setup on a Rotor-Disc

Loading Block

Heat sealing instrument for use with 9018898

Rotor-Discs; requires Rotor-Disc 72 or
100 Loading Block.

60 films for sealing Rotor-Disc 100 or 981601
Rotor-Disc 72 discs

10 x 60 films for sealing Rotor-Disc 981604
100 or Rotor-Disc 72 discs

Sada obsahuje: 3 Rotor-Disc 72 Zavolejte
packs, Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor- nam
Disc Heat Sealing Film, Rotor-Disc 72

Rotor and Locking Ring, Rotor-Disc

72 Loading Block, Rotor-Disc

Pipetting Aid

24 individually wrapped discs for 1728 = 981301
reactions

10 x 24 individually wrapped discs for 981303
17,280 reactions

For holding Rotor-Disc 72 discs in the 9018899
Rotor-Gene Q MDx; requires Rotor-
Disc 72 Locking Ring

For locking a Rotor-Disc 72 in the 9018900
Rotor-Disc 72 Rotor

Aluminum block for manual and 9018910
automated reaction setup in Rotor-

Disc 72 discs

250 strips of 4 tubes and caps for 981103

1000 reactions

C-2
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Vyrobek Obsah C. kateg.

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (2500) 10 x 250 strips of 4 tubes and caps for 981106
10,000 reactions

72-Well Rotor For holding Strip Tubes and Caps, 0.1 9018903
ml; requires Locking Ring 72-Well
Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor For locking Strip Tubes and Caps, 0.1 9018904

ml, in the 72-Well Rotor

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes Aluminum block for manual reaction 9018901
setup with a single-channel pipet in 72
x 0.1 ml tubes.

Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel  Aluminum block for reaction setup 9018902
with multichannel pipets in 72 x 0.1 ml
tubes

PCR Tubes, 0,2 ml (1000) 1000 thin-walled tubes for 1000 981005
reactions

PCR Tubes, 0,2 ml (10000) 10 x 1000 thin-walled tubes for 10,000 981008
reactions.

36-Well Rotor For locking PCR Tubes, 0.2 ml, in the 9018907
36-Well Rotor

36-Well Rotor Locking Ring For locking PCR Tubes, 0.2 ml, in the 9018906
36-Well Rotor

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes Aluminum block for manual reaction 9018905

setup in a standard 8 x 12 array using
96 x 0.2 ml tubes

Rotor-Disc OTV Kit Kit for optical temperature verification 981400
of Rotor-Gene systems, includes a
Rotor-Disc preloaded with
thermochromatic liquid crystals,
fluorescent inserts, CD with calibration
files; requires Rotor-Disc 72 Rotor and
Locking Ring or Rotor-Disc 72 Starter
Kit

Rotor Holder Metal free-standing holder for 9018908
assembling tubes and Rotor-Discs
into rotors.

Certifikované sady QIAGEN CE-IVD doporucené pro pouZiti s pfistrojem Rotor-
Gene Q MDx
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Vyrobek

Detekce patogentl

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit (96) CE

artus HBV RG PCR Kit (96) CE

artus CMV RG PCR Kit (96) CE

artus EBV RG PCR Kit (96) CE

artus VZV RG PCR Kit (96) CE

artus BK Virus RG PCR Kit (96) CE

artus HSV-1/2 RG PCR Kit (96) CE

artus M.tuberculosis RG PCR Kit (96) CE

artus C.trachomatisPlus RG PCR Kit (96)
CE

Obsah

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: 2 Masters, 4
Quantitation Standards, Internal
Control, Water (PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, 5 Quantitation
Standards, Internal Control, Water
(PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, Mg-Solution, 4
Quantitation Standards, Internal
Control, Water (PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, 4 Quantitation
Standards, Internal Control, Water
(PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, 4 Quantitation
Standards, Internal Control, Water
(PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, 4 Quantitation
Standards, Internal Control,
Magnesium Solution, Water (PCR
grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, Mg Solution, 2
Positive Controls, Internal Control,
Water (PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, Mg Solution, 4
Quantitation Standards, Internal
Control, Water (PCR grade)

For 96 reactions on Rotor-Gene Q
instruments: Master, Mg-Solution,
Positive Control, Negative Control,
Water (PCR grade)

C. kateg.

4513265

4506265

4503265

4501265

4502265

4514265

4500265

4555265

4559265
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Geneticka analyza

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24) For 24 reactions: 1 Control Assay, 7 870111
Mutation Assays, Positive Control,
Taq DNA Polymerase

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Coming soon Zavolejte
nam

Pro aktualni informaci o licencovani a odpovédnosti za vyrobky konzultujte
pfislusné pfirucky a uzivatelské manudly od firmy QIAGEN. Uzivatelské
pfirucky QIAGEN jsou k dispozici na www.giagen.com nebo je mizete poptat
od technickych sluzeb firmy QIAGEN nebo vaseho lokalniho dodavatele.
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Priloha D

Klauzule o zodpovédnosti

Firma QIAGEN je zprosténa vSech povinnosti uvedenych v zaruce v pfipadé,
Ze opravy nebo modifikace byly provedeny osobami jinymi nez povéfenymi,
kromé pfipad, kdy firma QIAGEN dala pisemny souhlas k vykonani
takovych oprav &i modifikaci.

VSechny soucastky a materidly, které byly vyménény &i nahrazeny v dobé
trvani zaruky, jsou pod zarukou pouze po dobu trvani plvodni zaruéni doby,
a v zadném pfipadé neprodluzuji pGvodni zaruéni |hatu, pokud tak neni
vyslovné specifikovano zastupcem nasi firmy. VesSkera zafizeni, rozhrani a
prislusny software jsou pod zarukou pouze po dobu specifikovanou
puvodnim vyrobcem téchto produktid. Prohlaseni a zaruky vyslovené
jakoukoli osobou, véetné zastupcl firmy QIAGEN, které jsou inkonzistentni
nebo v rozporu s podminkami v této zaruce nebudou vnimany jako zavazné
pro firmu QIAGEN, pokud nejsou doloZzeny pisemné a schvaleny zastupcem
firmy QIAGEN.
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Piiloha D

Tato stranka byla umysiné ponechana prazdnou
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Rejstrik

Rejstik
A

Adjust scale 7-2

Advanced wizard 6-5

Akvizice - sbér fluorescencenénich dat v
kanalech 6-13

Alelicka diskriminace 7-40

Archiv zaznamu 12-1

Auditorské zaznamy 7-77

Autoscale 7-2

AutoStat 7-21

B
Béh
ulozeni 7-6
zahajeni 7-6
Béh
novy 7-6
Béh
zaCatek 7-54
Béh
pozastaveni 7-54
Béh
zastaveni 7-54
Béh
nastaveni 7-54
Béh
signatury 7-79
Bezpecnost
biologicka 1-4
elektricka 1-3
chemicka 1-5
likvidace odpadu 1-5
mechanicka rizika 1-5
riziko prehrati 1-7
rotor 1-6
spravné pouzivani 1-1
toxickeé vypary 1-5
udrzba 1-7
vzorky 1-4

Cc

Correlation coefficient 7-13
Crop cycles 7-3

Ct Comment 7-19
Cyklovani 6-12

D

Default scale 7-2

Delta delta C relativni kvantitace 7-31

Dynamicka normalizace ve zkumavce 7-
22,7-42

E

Editace okna vzork(i 7-60
styl rotoru 7-64
Editace profilového okna 6-27
Editovani profilového okna 6-10
Efficiency 7-13
Empty run 6-7
EndPoint, analyza 7-43
kontrola 7-46
Exponencialni amplifikace 7-26
Export
data 8-4
grafy 8-2
LinReg 7-7
plGvodni format 8-3

F

Fluorescencni kanaly 7-1

G
Gain
nastaveni 7-83
Genotypy
alelicka diskriminace 7-41
bodovy graf, analyza 7-42
endpoint, analyza 7-44
EndPoint, analyza 7-50
kfivka tani, analyza 7-36
Graf teploty 7-58

H

Hardware
provoz 5-1

Hold 6-11

HRM
advanced wizard 6-7
analyza 7-53, 11-1, 11-16
cyklus 6-16
genotypovani SNP 11-3

Rotor-Gene Q MDx UZivatelsky manual

D-1



Rejstrik

kity 11-3
metylacni analyza 11-5
PCR v realném Case 11-15
pokyny 11-7
primer-dimery 11-16
quick start wizard 6-2
fedeni problému 12-1
software 11-8

Hybridizace 6-15

CH
Chladici blok 5-4
Chybové hlaseni 12-3

Ignore First 7-42

Ignorovani zaCatku 7-23

Instalace 4-1
hardware 4-5
pozZadavky na napajeni 4-2
poZadavky na umisténi 4-1
pozadavky pro PC 4-2
pozadavky pro uzemnéni 4-2
software 4-6

Intervaly spolehlivosti 13-2

K
Kalibraéni vzorek, replikaty 7-39
Kanaly 7-56
Kli¢, ikona 8-5
Komparativni kvantifikace 7-37
Koncentrace, analyza 7-51
Koncentra¢ni analyza
standardy 7-51
Korekce sklonu Sumu 7-23
Kfivka tani, analyza
bins 7-36
peaks 7-35
Kfivka tani, analyza 7-34
Kfivka tani, vysledky 7-36
Kvantifikace 13-1
Kvantitativni analyza 7-11

L

Likvidace odpadu 1-5
LinReg

export 7-7
Long Range 6-13

Maintenance
advanced wizard 6-7

Menu
analyza 7-9
béh/run 7-54
dispej - moznosti 7-67
gain 7-83
nahled 7-54
okno 7-83
pomoc 7-84
soubory 7-5
zabezpecleni 7-68
Mé&feni koncentrace nukleoveé kyseliny 6-
2
Mé&feni koncentrace nukleové kyseliny 7-
51
Metoda dvou standardnich kfivek 7-27
Moznosti pfistroje 7-55

N

Nastaveni 7-8
Nastaveni citlivosti 6-9
Nastaveni reakce 5-4
Normalizace
dynamicka ve zkumavce 7-22, 7-42
EndPoint, analyza 7-47
Normalization 7-2

(o)
Odstranéni krajnich hodnot 7-23
Operace
podminky 1-4
Opticka verifikace teploty 10-1
Optické denaturac¢ni cyklovani 6-16
Opticky systém 3-3
Optimalizace Gainu 6-21
manualni 6-26
OTV 10-1
Ovladaci lista 7-1

P
Page 7-3, 7-4, 7-62
Perform last run 6-2, 6-7
Podpora 7-84
Port 4-8, 7-9
Profil, progress 7-59
Prostfedi 1-4
Provoz
podminky 1
software 6-1
Pfepina¢ 7-3
Pfeprava 1

Rejstiik-2

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual 10/2010



Rejstrik

Q

Quantitation results 7-18
Quenched FRET 6-2
Quick start wizard 6-1

R

Report browser 7-8
Report Browser 7-12
Reporty

browser window 7-36
Rotor

36-jamkovy 5-1

72-jamkovy 5-2

Rotor-Disk 100 5-3

Rotor-Disk 72-jamkovy 5-2

specifikace 5-3

typy 5-1

volba 6-2, 6-7
Rotor-Disk

nastaveni 5-6

tepelné zataveni 5-6
Rotor-Disk 100 5-3
Rotor-Disk 72 5-2
Rotor-Gene MDx 10-1
Rozptylovy graf, analyza 7-41
Reseni problému

HRM 12-1

Rotor-Gene Q MDx 12-3
Reseni problémii 12-1

S

Sample types 7-62
Sériové gislo 4-8
Skladovani 2
Sklon 7-26
Sklon Sumu - korekce 7-42
Skupiny 7-66
Software
aktualizace 4-11
chybové hlaseni 12-9
verze 4-9
specifikace
opticka 2
Specifikace
hardware 2
teplotni 2
Standardni kfivka 7-12
export 7-15
import 7-16
metoda dvou standardnich kfivek 7-27
overlay 7-15
rovnice 7-14

vypocet 7-15
vzorec 7-26

Stupnice 8-1

Symboly 1-8

Sablony
advanced wizard 6-7
alelicka diskriminace 7-41
alelicka diskriminace 8-1
bodovy graf, analyza 7-43
bodovy graf, analyza 8-1
endpoint analyza 8-1
EndPoint, analyza 7-50
kvantifikace 8-1
kvantitativni analyza 7-27
quick start wizard 6-2
tani, analyza 8-1
tani, analyzy 7-37

T
Tani 6-15

TeeChart Office 8-5
Technicka pomoc 2-1
Termalni vykon 3-1

Three step with melt 6-2, 6-7
Threshold 7-17

Touchdown 6-13

Two step 6-2, 6-7

U

Uginnost 7-26

Udrzba 9-1

Upozornéni 1-1

Uprava profilového okna 6-3

Uzamceni
Sablony 7-82
vzorky 7-80

Uzamykaci krouzek
72-jamkovy rotor 5-2
Rotor-Disk 100 5-3
Rotor-Disk 72-jamkovy 5-2

Uzamykaci krouzek
36-jamkovy rotor 5-1

UzZivatel
uréeni roli 7-72
vice uctl 7-76
vytvoreni uctu 7-69

\'

Varovani 1-1

Verze 2-2

Vhodnost 7-65

Vhodnost stranky vzorku 7-65
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Rejstrik

Virtual mode 7-9
Virtualni rezim 4-8
Vybaleni 4-3
Vypocet CT 7-17
Vyuziti pfistroje 2-2
Vzkazy 7-56
Vzorky

pfiprava 11-8

Z
Zabezpeceni 7-58, 7-68
Zkumavky, rozlozeni 7-57

Rejstiik-4

Rotor-Gene Q MDx UzZivatelsky manual

10/2010






www.qiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

ltaly = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999

Sample & Assay Technologies
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