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Predmluva

Jak pouzivat tuto pfirucku

Ugel této  Tato pfirucka je urcena védeckym a ostatnim laboratornim pracovnikiim zodpovédnym
pFiru¢ky  za udrzbu Real-Time PCR systémi Applied Biosystems 7500/7500 Fast. Tato piirucka
dopliluje piirucky popisujici piipravu mista instalace a ovladaciho pocitace:
* Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System Site Preparation Guide
* Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System Computer Setup Guide

Komu je ur€ena  Tato piirucka je urena zacate¢nikiim i zkuSenym uZivatelim Real-Time PCR systémil
Applied Biosystems 7500/7500 Fast, kteti provadéji jejich ddrzbu.

Pfedpoklady  Tato prirucka predpokladd, ze vas systém 7500/7500 Fast byl instalovan technikem firmy
Applied Biosystems, a Ze mate nasledujici znalosti:

* Jste obezndmeni s opera¢nim systémem Microsoft® Windows® XP.
* Jste obeznameni s technikami pro pfipravu a manipulaci se vzorky DNA.

* Mite vSeobecné znalosti tykajici se pevnych disktl, ukladani dat, pfenosi a
kopirovani soubort.

Prace s textem Pro lepsi pochopeni pracuje tato pifrucka s textem nasledujicim zptsobem:

* Tuéné jsou vyznaceny aktivni zdsahy uZivatele. Napiiklad:
Napiste 0, poté stisknéte Enter pro kazdé ze zbyvajicich poli.
* Kurzivou jsou vyznacena nova nebo dilezitd slova a téZ zdlraznéni. Naptiklad:

Pred spusténim béhu musite provést kalibrace piistroje — ROI kalibraci, kalibraci
pozadi a kalibraci barev.

* Znaménko (>) oddéluje po sobé¢ nasledujici piikazy, které volite z
rozbalovacich menu nebo nabidek. Napiiklad:

Zvolte File > Open > Spot Set.

Upozornéni V dokumentaci Applied Biosystems se pouZivaji dvé slova pro upozornéni uzivatele.
pro uzivatele Kazdé slovo vyZaduje ur€itou miru pozornosti nebo aktivity, jak je popsdno niZe:

Poznamka (Note) — Poskytuje informace, které mohou byt zajimavé nebo ndpomocné,
ale které nejsou kritické z hlediska pouzivani ptistroje.

DULEZITE! IMPORTANT!) — Poskytuje informace, které jsou nezbytné pro
spravné ovladani pfistroje, pouzivani reagencii nebo bezpecné pouzivani chemikalif.
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Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Priklady upozornéni uzZivatele:

Poznamka: Funkce Kalibrace je rovnéz k dispozici v Ovladacim panelu.

DULEZITE! Pii manipulaci s halogenovou Zarovkou pouZivejte rukavice bez pudru.

Vystrazna Soucasti uZzivatelské dokumentace jsou i vystraznd upozornéni. Podrobné&ji viz “Vystrazna
upozornéni  upozornéni” na strané xii.

Kde ziskat vice informaci

Souvisejici  Vice informaci o pouzivani piistroje 7500/7500 Fast naleznete v piiruckach:

dokumentace
Prirucka Uéel a komu je uréena Kat.é.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Navody na provadéni experimentd na pfistrojich 7500/7500 4387784

Real-Time PCR System Getting Started Fast. VSechny navody funguji sou¢asné jako:

Guide for Genotyping Experiments  Instruktazni pfirucka, ktera za pomoci vzorovych dat

; ; demonstruje pouziti softwaru pro pfistroje Applied
Applied B t 7500/7500 Fast 43877
Rggll-%'iméolg}ésﬂeé‘nysstem Getting gtsarted Biosystems 7500/7500 Fast (7500 software). 387785
Guide for Presence/Absence Experiments | * Pravodce vasimi viastnimi experimenty.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Uréepexégieckym a ostatnim Iabg@to[,mm Rracovnlkum 4387783
Real-Time PCR System Getting Started provadeéjicim experimenty za pouziti pfistroji 7500/7500
Guide for Relative Standard Curve and Fast.
Comparative C Experiments
Applied Biosystems 7500/7500 Fast 4387779
Real-Time PCR System Getting Started
Guide for Standard Curve Experiments
App/ieo_l Biosystems 7500/7500 Fast Popisuje instalaci a udrzbu systém@ 7500/7500 Fast. 4387777
gsle[;gme PCR Systémy - Navod na Ur€ena laboratornim pracovnikiim zodpovédnym za instalaci a
Udrzbu pfistroju 7500/7500 Fast.

Applied Biosystems 7500/7500 Fast 4387778
Real-Time PCR System Computer Setup
Guide
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Poskytuje informace o reagenciich, které Ize pouzit pfi praci 4387787

p prip

Real-Time PCR System Reagent Guide s Real-Time PCR systémy Applied Biosystems, zejména:
« Uvod do pouzivani reagencii TagMan®a SYBR® Green
» Popis a doporuéeni pro nasledujici typy experiment:
— Kvantifikace
— Genotypizace
— Pokusy typu Pfitomnost/Nepfitomnost (Kvalitativni eseje)
Ur¢ené védeckym a ostatnim laboratornim pracovnikiim
E;os\{édéjicim experimenty za pouziti pfistroji 7500/7500
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Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Prirucka Uéel a komu je uréena Kat.é.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Vysvétluje jak pfipravit vasi laboratof pro dodavku a instalaci 4387776
Real-Time PCR System Site Preparation systémuU 7500/7500 Fast.
Guide N . N . e .
Ur€ena osobam zodpovédnym za planovani, fizeni a provedeni
ukonu k pfipravé vasi laboratofe na instalaci systému 7500/7500
Fast.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Vysvétluje jak pouzivat 7500 software k:

Real-Time PCR Software v2.0 Help » Zadani a spusténi experimentd a analyze vysledkd na
pristrojich 7500/7500 Fast.

» Monitorovani pfistroju 7500/7500 Fast pfipojenych do sité.
» Kalibraci pfistroji 7500/7500 Fast.

« Ovéfeni funkénosti pfistroja 7500/7500 Fast pomoci
kontrolniho béhu (kvantifikace genu pro RNazu P).

Ur€ena pro:

» védecké a ostatni laboratorni pracovniky provadéjici
experimenty za pouziti pfistrojd 7500/7500 Fast.

« laboratorni pracovniky zodpovédné za instalaci a
Udrzbu pfistrojd 7500/7500 Fast

Poznamka: Chcete-li oteviit uzivatelskou dokumentaci, kterd je na dodaném CD,
pouZijte program Adobe® Acrobat® Reader®, k dispozici na www.adobe.com.

Poznamka: Dalsi dokumentace viz “Kde ziskat pomoc™ na strané x.

Ziskani informaci Népovéda programu 7500 popisuje pouZivani viech ndstrojli uZivatelského rozhrani.
v napoveédé Napovédu Ize oteviit pfimo z prostfedi programu takto:

programu . Kiiknéte @ v ovlddaci li§té
« Zvolte Help (Pomoc) > 7500 Software Help
o Stisknéte F1

V ndpovéde vyhledéte potfebné:
* Podle obsahu.

* Pomoci vyhledavani.

* Podle rejstiiku.

Souvisejici dokumentace k piistrojim Applied Biosystems 7500/7500 Fast ve formatu
PDF je k dispozici v napovéde.

Poslete ndm  V Applied Biosystems vitime VaSe komentaie a ndvrhy na zlepSeni uZivatelské
Vase navrhy dokumentace. Své pfipominky muliZete zaslat na adresu:

techpubs@appliedbiosystems.com

DULEZITE! Shora uvedend emailovd adresa je uréend pouze pro zasilani pfipominek
vztahujicich se k uzivatelské dokumentaci. Chcete-li si dokumentaci objednat, stdhnout
ve formatu PDF nebo kontaktovat technickou podporu, kliknéte na strance
www.appliedbiosystems.com na odkaz Support. (Viz “Kde ziskat pomoc™ niZe).
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Pfedmluva
Kde ziskat pomoc

Kde ziskat pomoc

Technickou podporu ziskdte na strince www.appliedbiosystems.com kliknutim na
odkaz Support (Technicka podpora).

Na strankach technické podpory muiZete:

Prohledavat Casto kladené otdzky - Frequently asked questions (FAQs)
Piimo polozit dotaz Technické podpote

Objednat uzivatelské dokumenty Applied Biosystems, bezpecnostni listy (MSDS),
certifikaty o analyze a dal$i souvisejici dokumenty

Stahovat dokumenty ve formatu PDF
Ziskat informace o skolen{ pro zdkazniky

Stahovat programové aktualizace a opravné balicky

Kromé toho zde muzete ziskat telefonni a faxova ¢isla vSech oddéleni Technické
podpory a prodejnich pobocek Applied Biosystems.
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BezpecCnost a normalizace
v oblasti elektromagnetické
kompatibility

Tato Cast textu popisuje:

m Bezpecnostni upozornéni pouzivand v tomto dokumentu ............cocccevvveeeeennnis xii
B Symboly na prStrOfiCh. .......uiiiiiiiiiiiiie e Xiii
m  Bezpecnostni oznaceni na pristrojich .........coceevvieeniiiniiiniiiiiicicee xiv
m Obecnd pravidla bezpecnosti pfi praci s priStrojem .........oeccevveeeeeerrvuveeeeeeennnnne XVi
m Bezpecnd manipulace s chemikdliemi ...........cccovviiiiiiiiiiniiiiieeieeeeeee XVvii
m Bezpecnd manipulace s chemickym odpadem...........ccoceevciiniiiiniicnneinieeennee. Xix
m Bezpecnd manipulace s elektrickymi zaffzenimi .......c.c.ccoceeevviiinniinniciniienncens XX
B POhYDIIVE SOUCASH .eeieiiiiiiiiiiieeeiiiee et e e e e XX
B BioloZICKE T1ZIKO ...eiiiiiiiiiiiii e XXi
B BezZpelnd PraCe .......cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e XXi
m Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagnetické kompatibility (EMC) . xxii
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita
Bezpecnostni upozornéni pouZivana v tomto dokumentu

Bezpecnostni upozornéni pouzivana v tomto dokumentu

Vystrazna V uzivatelské dokumentaci Applied Biosystems jsou pouZivina Ctyfi vystraznd
upozornéni upozornéni, a to na té&ch mistech dokumentt, kde je zapotfebi upozornit na odpovidajici
rizika. Kazdé z téchto slov —- DULEZITE (DULEZITE), VAROVANI (CAUTION),
VYSTRAHA (WARNING), NEBEZPECI (DANGER) - vyZaduje potfebu urité
urovné pozornosti nebo aktivity, jak je popsano niZe.

Definice

DULEZITE! (DULEZITE!) — Poskytuje informace, které jsou nezbytné pro spravné
ovladani piistroje, pouZivani reagencii nebo bezpecné pouzivani chemikalii.

A (o \NI[el] - Indikuje potencidlné nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji nevyhnete,

muZze vést k malému nebo stiedné t€zZkému zranéni. Lze téZ pouzit jako varovani pied
nebezpecnymi ¢innostmi.

AWARNING — Indikuje potencidlné nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji

nevyhnete, mtiZze zpasobit smrt nebo t&Zké zranéni.

A PL[e]35) - Indikuje bezprostiedni nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji

nevyhnete, zptisobi smrt nebo vazné zranéni. PouZivani tohoto vystrazného upozornéni je

omezeno jen na nejzavaznéjsi situace.

Vyjma IMPORTANT! (DULEZITE) se kazdé vystrazné upozornéni v dokumentaci
Applied Biosystems objevuje spolu s bezpe¢nostnimi symboly ve vystrazném
trojuhelniku. Tyto vystrainé symboly jsou totoZné se symboly na pristrojich Applied
Biosystems (viz “Symboly na pfistrojich” na strang xiii).

Piiklady

Priklady niZze demonstruji pouZiti bezpecnostnich upozornéni:

DULEZITE! Pfi manipulaci s halogenovou Zarovkou pouZivejte rukavice bez pudru.

A CAUTION RiyZ 7y 'e je velmi horkd. Nedotykejte se ji, dokud nevychladne na

pokojovou teplotu.

AWARNlNG CHEMICKE RIZIKO. Etanol je hoflavé kapalina. Zptisobuje

podrazdéni o¢i, klize a dychaciho tstroji, mize zpusobit poskozeni centralniho
nervového systému a jater. Seznamte se s bezpec¢nostnim listem a dodrzujte pokyny
v ném uvedené stran manipulace s chemikdliemi. Pouzivejte prostfedky ochrany oci,
ochranny odév a rukavice

A pE\{{e]3i] ELEKTRICKE RIZIKO. Nespravné uzemnény piistroj miize

zpisobit traz elektrickym proudem. Uzemnéte piistroj podle ptipojeného navodu.

Xii Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu



Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita
Symboly na pfistrojich

Symboly na pfristrojich

Elektrické symboly Nasledujici tabulka popisuje elektrické symboly, které mohou byt pouZity na piistrojich
na p‘h’stroj ich Applied Biosystems.

Symbol Popis Symbol Popis
Oznaduije polohu hlavniho spinace l Svorka uzemnéni. NeslouZi jako
I Zapnuto. —te ochrannd svorka.

Ochrannd svorka - oznaéuje
chranény uzemnény vystup, ktery
- lohu hlavnih P musi byt uzemnén pfedtim, nez je
eznifﬁf polofiu hiavnino spinace @ provedeno jakékoliv jiné elektrické
yp ’ pfipojeni pfistroje (pfipojeni
hlavniho ochranného vodice).

— - —— - Oznaduje vystup, ktery muaze byt
Oznaduje spinac¢ slouzici k prepnuti pfipojen na stfidavy napajeci zdroj.

pfistroje do pohotovostniho rezimu

(Standby). V pfistroji muze stale byt
vysoké napéti. Oznacuje vystup, ktery muze byt
pfipojen na stfidavy nebo
stejnosmérny napajeci zdroj.

Oznacuje polohu hlavniho spinace
Zapnuto/Vypnuto (tyka se spinace,
ktery se ovlada stlacenim).

©C O

Bezpec€nostni  Nasledujici tabulka popisuje bezpe&nostni symboly, které mohou byt pouZity na
symboly piistrojich Applied Biosystems. Kazdy symbol miize byt pouZit sém o sob& nebo
v kombinaci s textem, ktery vysvétluje piipadné riziko (viz “Bezpecnostni oznaceni na
pristrojich” na strané xiv). Tyto bezpe¢nostni symboly se mohou rovnéz objevit v textu
tohoto nebo dal§ich dokument vedle oznaceni DANGER (NEBEZPECT), WARNING
(VYSTRAHA) a CAUTION (VAROVANT)

Symbol Popis

Indikuje, Ze byste méli ziskat dalsi informace z manualu a pokracovat
s patfiénou obezfetnosti.

Indikuje mozny Graz elektrickym proudem a nutnost pokracovat
s patfiénou obezfetnosti.

Indikuje horky povrch nebo jiné riziko souvisejici s vysokou teplotou a
nutnost pokrac¢ovat s patfi€énou obezfetnosti.

Indikuje pfitomnost laseru v pfistroji a nutnost pokracovat s patfi¢nou
obezfetnosti.

Indikuje pfitomnost pohyblivych sou€ésti a nutnost pokracovat
s patfinou obezfetnosti.

> P>
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Bezpecénostni oznaceni na pfistrojich

Environmentalni
symboly

Nasledujici symbol se vztahuje ke vSem elektrickym a elektronickym zatfizenim
spolecnosti Applied Biosystems, které byly uvedeny na evropsky trh po 13. srpnu 2005.

Symbol Popis

= Tento vyrobek nelze odstranit jako bézny komunalni odpad. Postupuijte
podle mistnich pfedpisli o nakladani s odpadem s ohledem na minimalizaci

\ 4 ’ rizika vlivu elektrického a elektronického odpadu na Zivotni prostiedi.

—d Zakaznici z Evropskeé unie:
Kvuli odstranéni pfistroje a jeho recyklaci kontaktujte mistni zastoupeni

] spole¢nosti Applied Biosystems. Seznam kancelafi spole¢nosti v Evropské unii

naleznete na www.appliedbiosystems.com.

Bezpecnostni oznaceni na pristrojich

Nisledujici prohldseni CAUTION (VAROVANI), WARNING (VYSTRAHA) a
DANGER (NEBEZPECI) mohou byt pouZita na piistrojich Applied Biosystems
v kombinaci s bezpecnostnimi symboly popsanymi v ptedchozi ¢asti.

English

Cesky

CAUTION Hazardous chemicals. Read the
Material Safety Data Sheets (MSDSs) before
handling.

VAROVANI Nebezpeé&na chemikalie. Pred
pouzitim ¢téte bezpecnostni list (MSDS).

CAUTION Hazardous waste. Refer to
MSDS(s) and local regulations for handling
and disposal.

WARNING Hot lamp.

WARNING Hot. Replace lamp with an
Applied Biosystems lamp.

CAUTION Hot surface.

VAROVANI Nebezpeény odpad. Pfi
manipulaci a likvidaci postupuijte podle pokynu
v bezpecnostnim listu a mistnich pfedpisu.
VAROVANI Horka Zarovka.

VAROVANI Horké. Vymérite Zarovku za

zarovku Applied Biosystems.

VAROVANI Horky povrch.

DANGER High voltage.

NEBEZPECI Vysoké napéti.

WARNING To reduce the chance of electrical
shock, do not remove covers that require tool
access. No user-serviceable parts are inside.
Refer servicing to Applied Biosystems
qualified service personnel.

VYSTRAHA Neodstrariujte kryty, na jejichz
odstranéni je zapotfebi nastrojl — riziko Urazu
elektrickym proudem. Potfeba uZivatelskych
zasahU v prostoru pod krytem je vyloucena.
Servis provadi pouze kvalifikovany technik
Applied Biosystems.

CAUTION Moving parts.

VAROVANI Pohyblivé sougasti.

WARNING This instrument is designed for
12V, 75 W Halogen lamps only.

VYSTRAHA V tomto pfistroji Ize pouzit
pouze halogenovou Zarovku 12 V, 75 W.
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita
Bezpecnostni oznaceni na pristrojich

Umisténi Bezpecénostni oznaéeni na piistrojich Applied Biosystems 7500/7500 Fast jsou umisténa
bezpe&nostnich jak je vyobrazeno niZze.
oznaceni
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Obecna pravidla bezpecnosti pri praci s pristrojem

Obecna pravidla bezpednosti pfi praci s pristrojem

Premistovani
a zvedani
pristroje

Premistovani
a zvedani
pocitacu a
monitord

Ovladani
pristroje

Cisténi nebo
dekontaminace
pristroje

XVi

AWARNlNG RIZIKO PORANENI. PouzZivejte tento vyrobek pouze v souladu

s postupy uvedenymi v tomto dokumentu. Jiné pouZivani nez v souladu s instrukcemi
Applied Biosystems miiZe vést ke zranéni nebo k poSkozeni piistroje.

A X RIZIKO PORANENI. Piistroj smi pfemist'ovat pouze osoby nebo

dodavatelé uvedeni v ndvodu na pifpravu mista. Rozhodnete-li se piistroj pfemistovat
nebo zvedat poté, co byl instalovan, provadéjte to vZdy v dostate¢ném poctu osob, za
pouziti piislusného vybaveni a odpovidajicim zptisobem. Nespravnd manipulace mtize
zpusobit bolestiva a trvald poranéni zad. V zdvislosti na jeho hmotnosti mtize
pfemist'ovani nebo zvedani piistroje vyZadovat dveé a vice osob.

AWARNlNG Zvedani nebo prendseni pocitaci a monitor provadéjte vzdy

v dostate¢ném poctu osob. V zavislosti na hmotnosti pocitace a/nebo monitoru mtize
jejich pfemistovani nebo zvedani vyzadovat dvé a vice osob.

Pred zvedanim pocitace a/nebo monitoru:
» Ujistéte se, Ze méte ke zvedani pocitace nebo monitoru vhodné ndstroje.

» Ujistéte se, Ze na predpoklddané draze pohybu prenaseného objektu se nenachazeji
74dné prekazky.

* Pfi zvedani pfedmétu se soucasné neoticejte.

* Dbejte, aby vaSe patef byla pfi zvedani pfedmétu ve stabilni neutrdlni poloze.

* Vsechny ziucastnéné osoby musi postup zvedani a prenaseni vzdjemné
koordinovat.

* Nevyjimejte pfedmét z krabice, namisto toho poloZte krabici na bok a ptidrzte
ji, zatimco n€kdo jiny nechd jeji obsah opatrné vyklouznout ven.

Ujistéte se, Ze kazdy kdo ovlada pfistroj:

* byl obezndmen s obecnymi pravidly bezpecnosti pro praci v laboratofi a
zvlastnimi bezpecnostnimi pravidly tykajicimi se tohoto pfistroje.

* Cetl a pochopil veskeré souvisejici bezpecnostni listy (MSDS). Viz
“O bezpecnostnich listech” na strané xvii.

AWARNlNG RIZIKO PORANENI. Pouzivejte tento vyrobek pouze v souladu

s instrukcemi spole¢nosti Applied Biosystems. Jiné pouZivani nez v souladu
s instrukcemi Applied Biosystems muiiZe vést ke zranéni nebo k poskozeni pfistroje.

A o7\ J[e]{] Pred pouzitim jiné neZ vyrobcem doporucené metody Cisténi ¢i

dekontaminace si u vyrobce ovéite, Ze zvolend metoda nemiiZe zptisobit poskozeni
pristroje.
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Bezpeé¢na manipulace s chemikaliemi

Bezpecna manipulace s chemikaliemi

Vystraha — CHEMICKE RIZIKO. Pied manipulaci s jakymikoliv

chemické riziko chemikaliemi si prostudujte piislu$ny bezpe¢nostni list - Material Safety Data Sheet
(MSDS), poskytnuty dodavatelem chemikalie, a fidte se jeho pokyny.

AWARNING CHEMICKE RIZIKO. Veskeré chemikilie v piistroji vietnd

ndplné v hadickach predstavuji potencidlni riziko. Pfed vyménou reagencii nebo soucasti
pristroje se vZdy informujte, jaké chemikalie byly v pfistroji pouzivany. Pii praci
s piistrojem pouzivejte prostiedky ochrany oc¢i, ochranny odév a rukavice.

AWARNING RIZIKO UCHOVAVANI CHEMIKALIL. Nikdy neuchovavejte

odpad ve sklenénych nadobach kvili moznosti jejich rozbiti. Lahve na reagencie a odpad
se mohou rozbit a vytéct. KaZdou odpadni 1dhev je zapotiebi umistit do bezpecnostniho
polyetylénového zdsobniku s dotaZenym vikem a tchyty zajiSténymi ve svislé poloze. Pti
manipulacich s ldhvemi obsahujicimi reagencie a odpad pouZivejte prostfedky ochrany
oCi, ochranny odé€v a rukavice.

O bezpecnostnich Vyrobci chemikalif poskytuji novym zakaznikiim s dodavkou chemikalii bezpe&nostni
listech listy (MSDS). Bezpe¢nostni list je rovn&z poskytnut spolu s doddvkou chemikali
v pripadé, Ze byl aktualizovan. Bezpecnostni listy obsahuji informace, které potfebujete
pro bezpecné ukladdni, manipulaci, pfepravu a odstranéni chemikalie.

ObdrZzite-1i s doddvkou chemikdlie i bezpecnostni list, vZdy jej zaloZte — udrZujte tyto
listy aktudlni.

Ziskani Bezpecnostni listy pro chemikélie doddvané spole¢nosti Applied Biosystems ziskate vzdy
bezpe€nostniho od Applied Biosystems. Tato sluzba je bezplatné a dostupnd 24 hodin denné:
listu
1. Otevrete stranku www.appliedbiosystems.com, kliknéte na Support (Technicka
podpora), poté na MSDS Search (Vyhledani bezpecnostniho listu).

2. V poli hledani zadejte ndzev chemikdlie, ndzev vyrobku, katalogové ¢islo
bezpecnostniho listu nebo dalsi informaci z bezpe¢nostniho listu, ktery vas zajima.
Zvolte jazyk a kliknéte Search (Hledat).

3. Zvolte dokument, ktery vas zajimd, kliknéte pravym tlac¢itkem mysi na jeho ndzev a
zvolte jednu z nasledujicich moznosti:
* Open - Otevieni dokumentu
e Print Target — Vyti$téni dokumentu
* Save Target As — StaZeni dokumentu ve verzi PDF do zvoleného adreséte

Poznamka: Potfebujete-li bezpecnostni listy k chemikaliim nedoddvanym spolecnosti
Applied Biosystems, kontaktujte jejich vyrobce.
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Bezpeé¢na manipulace s chemikaliemi

XViii

Pravidla Abyste minimalizovali riziko plynouci z pouZivani chemikalif, musite:

manipulace
s chemikaliemi

Precist a pochopit bezpecnostni listy doddvané vyrobci chemikalii, a to jesté pred
tim, neZ zaCnete tyto chemikdlie nebo rizikové materidly uklddat nebo s nimi
manipulovat ¢i pracovat. (Viz “O bezpecnostnich listech” na strané xvii.)

Minimalizovat kontakt s chemikaliemi. PouZivejte odpovidajici osobni ochranné
pomticky pro praci s chemikdliemi (napf. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpecnostni opatieni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

Minimalizovat inhalaci chemikalii. Neponechdvejte nddoby s chemikdliemi
oteviené. Pouzivejte odpovidajici vétrani (napiiklad digestot). Dalsi bezpeCnostni
opatieni naleznete v bezpecnostnim listu.

Pravidelné kontrolovat, zda nedoslo k vyliti nebo rozsypani chemikalii. Pokud

k tomu dojde, postupujte podle Cisticich procedur doporucenych vyrobcem
chemikalie v bezpeCnostnim listu.

Dodrzovat v§echna mistni nebo narodni nafizeni a predpisy tykajici se uchovavani
chemikalii, manipulace s nimi a jejich odstranovani.
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Bezpeéna manipulace s chemickym odpadem

Bezpecna manipulace s chemickym odpadem

Vystraha - A [T NEBEZPECNY ODPAD. Pii manipulaci s nebezpeénym odpadem

chemicky odpad a pfi jeho odstrafiovani se fid'te pokyny v bezpe¢nostnim listu.

AWARN'NG NEBEZPECNY ODPAD. Odpady produkované piistroji Applied

Biosystems predstavuji potencidlni riziko a mohou zpisobit zranéni, nemoc nebo smrt.

AWARNING RIZIKO UCHOVAVANI CHEMIKALIL. Nikdy neuchovavejte

odpad ve sklenénych nadobach kvili moznosti jejich rozbiti. Lahve na reagencie a
odpad se mohou rozbit a vytéct. Kazdou odpadni ldhev je zapotiebi umistit do
bezpecnostniho polyetylénového zdsobniku s dotaZzenym vikem a uchyty zajiSténymi
ve svislé poloze. Pii manipulacich s ldhvemi obsahujicimi reagencie a odpad
pouZzivejte prostiedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

Pravidla Abyste minimalizovali riziko plynouci z manipulace s chemickym odpadem, musite:

manipulace
s chemickym  °
odpadem

Ptecist a pochopit bezpecnostni listy, doddvané vyrobci chemikalii, z nichZ odpad
vznikd, predtim neZ zacnete chemicky odpad uklddat, manipulovat s nim nebo ho
odstrafiovat.

Mit k dispozici primarni i sekunddrni nddoby na odpad. (Primdrni nddoba na
odpad je pro jeho okamZzité shromazdovani. Sekundarni nddoba na odpad
obsahuje to co vyteCe nebo se vysype z primdrni niddoby. Ob& nddoby musi
odpovidat typu uklddaného odpadu a spliiovat nafizeni mistnich i nédrodnich
predpisi.)

Minimalizovat kontakt s chemikdliemi. Pii praci s chemikdliemi pouZivejte
odpovidajici osobni ochranné pomticky (napi. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpeCnostni opatfeni naleznete v bezpecnostnim listu.

Minimalizovat inhalaci chemikalii. Neponechdvejte nadoby s chemikaliemi
oteviené. Pouzivejte odpovidajici vétrani (napiiklad digestot). Dalsi bezpecnostni
opatieni naleznete v bezpecnostnim listu.

Manipulovat s chemickym odpadem v digestofi.
Pytle s odpadem zajistit svorkou.

Odstranovat odpad z odpadni misky a odstraiiovat odpadni ldhve v souladu se
spravnou laboratorni praxi a mistnimi i ndrodnimi predpisy.

Odstranovani odpadu Pokud pfi praci s piistrojem vznikne potencialné nebezpeény odpad, musite:

Charakterizovat (analyzovat, pokud je to nutné) tento odpad, reagencie a
substraty pouzivané ve vasi laboratofi.

Zajistit ochranu zdravi a bezpecnost vSech pracovnikl vasi laboratofe.

Zajistit, Ze odpad z pfistroje je uklddan, prenasen, transportovan a odstraiilovan
v souladu se v§emi mistnimi i ndrodnimi ptedpisy.

DULEZITE! Radioaktivni nebo biologické odpady mohou vyzadovat zvlstni zptisoby
zachdzeni a mohou se na né¢ vztahovat omezeni stran moZnosti jejich odstranovani.
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Bezpec¢na manipulace s elektrickymi zafizenimi

Bezpecna manipulace s elektrickymi zafizenimi

Pojistky

Zdroj

Vysoké
napéti

A pY:\\[e]3:] NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pii ovladani

systému bez ochrannych krytd mtiZze dojit k vaZnému udrazu elektrickym proudem.
Neodstrafiujte kryty piistroje. Po jejich odstranéni je mozny pfistup ke zdrojim vysokého
napéti.

AWARNING NEBEZPECI POZARU. Pouziti nespravnych pojistek nebo zdroje
vysokého napéti mize vést k poskozeni pfistroje a vzniku pozaru. Pred zapnutim piistroje
ovétte, zda pojistky byly spravné zapojeny, a Ze zdroj elektrického napéti ve vasi
laboratofi splituje pozadavky pftistroje.

AWARNING NEBEZPECI POZARU. V zdjmu nepfetrité ochrany pied rizikem

vzniku poZdru pouZzivejte pouze pojistky typu a jmenovitého proudu odpovidactho
pozadavkiim piistroje.

A pY\el3:] NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pro

bezpecny provoz zafizeni je nezbytné jeho uzemnéni. Nikdy nepouZivejte piistroj, ktery
neni sprdvnym zpusobem uzemnén.

NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. PouZiveijte

pouze schvilené elektrické kabely odpovidajici napéti ve vasi elektrické siti.

A pIX{[e]4:] NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Piipojte
pristroj pouze do uzemnéné zasuvky s odpovidajicim elektrickym napétim.

Real-Time PCR pfistroje Applied Biosystems 7500/7500 Fast spadaji do tidy II (pfepéti)
a jsou klasifikovany jako pfenosné pfistroje.

Pohyblivé soucasti

Pohyblivé soucasti

XX

i ~ .2
m RIZIKO PORANENTI. Pohyblivé sousti se mohou zlomit &i jinak

poskodit. Pfi ovlddani pfistroje nesahejte na pohyblivé soucdsti. Pfed servisnim zdsahem
Vypojte pristroj ze site.
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Biologické riziko

Biologicke riziko

Biohazard &WARNING BIOHAZARD. Biologické lidské nebo zvifeci vzorky jako napf.

tkéné, t€ln{ tekutiny a krev mohou byt zdrojem infekénich onemocnéni. Postupujte
podle vSech mistnich/ndrodnich ptedpist. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny
Stit, odév a rukavice. Veskeré Cinnosti je zapotiebi provadét v prostorach k tomu
urcenych a odpovidajicim zpiisobem vybavenych. Zaméstnanci musi byt fadné
proskoleni podle mistnich piedpist jesté pfed zapocetim prace s infekénim materidlem.
Prostudujte si a postupujte podle pokynt v nasledujicich publikacich:

* Doporuceni U.S. Department of Health and Human Services publikované
v Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (¢. 017-040-00547-4;
bmbl.od.nih.gov)

* Occupational Safety and Health Standards, Bloodborne Pathogens (29 CFR
§1910.1030; www.access.gpo.gov/ nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.html).

* Bezpecnostni dokumenty vasi spolecnosti/instituce, tykajici se biologického
rizika pii praci s potencidlné infek¢nimi materidly.

Dalsi informace tykajici se biologického rizika naleznete na:

http://www.cdc.gov

Bezpecna prace

Spravnd ergonomie vaseho pracovniho mista miZe sniZit nebo eliminovat inavu,
bolest a ndmahu. Tyto priivodn{ jevy miZete omezit nebo odstranit takovym
umisténim vaseho systému, které umozni jeho pohodlné ovladani.

ACAUTION NEBEZPECI SVALOVEHO PORANENI. Toto nebezpedi je

zpuisobeno napf. ale nikoliv vylué¢né opakovanymi pohyby, nevhodnym umisténim,
vysokou naméhavosti, udrZovanim téla ve statickych pozicich, tlakem a dal$imi
faktory.

Abyste toto nebezpeci sniZzili:

* Pouzivejte zafizeni, které vdm umozni pracovat v neutralnich pozicich s dobrou
dostupnosti kldvesnice, monitoru a mysi.

* Umistéte kldvesnici, mysS a monitor tak, aby byla umoZnéna relaxovand poloha
hlavy a téla.
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Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagnetické kompatibility (EMC)

Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagneticke
kompatibility (EMC)

Bezpecnostni
predpisy v USA
a Kanadé

Kanadské
normy EMC

Evropské
bezpecnostni
predpisy a normy

C€

Australské
normy EMC

C

XXii

V této ¢asti naleznete informace o:
e Bezpecnostnich predpisech v USA a Kanadé
e Bezpecnostnich predpisech v Evropé
* Bezpecnostnich predpisech v Austrélii

Tento pfistroj byl testovan podle a spliiuje pozadavky norem UL 61010A-1 “Safety
Requirements for Electrical Equipment for Laboratory Use, Part 1: General
Requirements” a UL 61010-2-010 “Particular Requirements for Laboratory
Equipment for the Heating of Materials.”

Tento piistroj byl testovan podle a spliiuje poZadavky normy CSA 1010.1 “Safety
Requirements for Electrical Equipment for Measurement, Control, and Laboratory Use,
Part 1: General Requirements.”

Tento pfistroj byl testovan podle a spliiuje pozadavky normy ICES-001, vydani 3:
Industrial, Scientific, and Medical Radio Frequency Generators.

Bezpecnost

Tento ptistroj splituje bezpecnostni pozadavky evropské Smérnice pro nizké napéti
2006/95/EC. Tento piistroj byl testovan podle a spliiuje pozadavky normy EN 61010-
1:2001 “Bezpecnostni pozadavky na elektrickd méfici, fidici a laboratorni zafizeni, ¢ast
1: Obecné pozadavky” a EN 61010-2-010 “Zvlastni poZadavky pro laboratorn{ zafizeni
pro ohiev materidlu” a podle EN 61010-2-081:2002+A1:2003 “Zvlastni poZadavky pro
automaticka a poloautomaticka laboratorni zafizen{ pro analytické a jiné ucely”.

EMC

Tento piistroj splituje pozadavky smérnice Rady Evropské unie pro elektromagnetické
ruseni a odolnost vii¢i nému (EMC smérnice 2004/108/EC). Tento piistroj byl testovan
podle normy EN 61326 (Skupina 1, Ttida B) “Elektricka zafizeni pro méfeni, kontrolu a
laboratorni pouZiti — poZadavky EMC”.

Tento pfistroj byl testovan podle a splituje pozadavky normy AS/NZS 2064 “Limits and
Methods Measurement of Electromagnetic Disturbance Characteristics of Industrial,
Scientific, and Medical (ISM) Radio-frequency Equipment”.
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Kapitola 1

Poznédmky

V této kapitole naleznete:

m O systémech 7500/7500 FaSt .....ccoeiiiiiiiiiieeiiieee ettt 2
m Jak pouZivat tuto PHIUCKU.........oiiiiiiiiiiiiiii e 4
B Pravidelnd GdIZba..........cooioiiiiiiiiiiiii e 5
m Sprava pevného disKu POCTEACE .....ceveuvviiiiiei it 6

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
napoveéde programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.
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O systémech 7500/7500 Fast

O systémech 7500/7500 Fast

Ptistroje Applied Biosystems 7500/7500 Fast jsou 96-jamkové systémy pro provadéni
Real-Time PCR, umoziiujici detekci péti fluorescenénich barev. Tyto piistroje umoziuji:

» Kbvantifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin (tzv. targets) v redlném case.

» Kbvalitativni detekci cilovych sekvenci nukleovych kyselin pomoci post-PCR analyzy

(tzv. analyza typu endpoint).

¢ Kvalitativni analyzu produktd PCR (pomoci analyzy kiivky tani provadéné po
skonceni PCR).

Sbér dat Systémy 7500/7500 Fast zaznamendvaji fluorescenci v riznych fazich pribshu PCR
v zdvislosti na typu behu:

Real-time

Typ béhu

Standardni krivka

Relativni
standardni kfivka

Komparativni Ct
(AACT)

Sbér dat

Sbér dat probiha po kazdém kroku polymerace.

Post-PCR
(endpoint)

Genotypizace

Ano /Ne

(PFfitomnost/
Nepfitomnost)

Sbér dat probiha:

» Pred PCR (Pro experimenty typu Ano/Ne se jedna o
volitelny nicméné doporuceny krok)

+ (Volitené) V prabéhu PCR. Pfistroj miZze sbirat data
béhem béhu (real-time); to muze byt napomocné pfi
feSeni pfipadnych problému.

+ PoPCR

Bez ohledu na typ béhu se kazdy bod sbéru dat (tzv. ¢teni — read) na pfistrojich

7500/7500 Fast sklada ze ti{ fazi:

1. Excitace — Piistroj ozaf{ vSechny jamky desticky a excituje fluorofory v jamkéch.

2. Emise — Optické zafizen{ pfistroje zaznamena fluorescenci vyzarenou z jamek
desticky. Vysledny zdznam zahrnuje pouze to fluorescencniho zéateni, které
odpovida rozsahu emisnich filtrt.

3. UloZeni — Piistroj digitdlné zaznamena fluorescenci detekovanou v pevném ¢asovém
intervalu. Program 7500 uloZi tato tzv. hrubd data pro naslednou analyzu.

Po skonceni beéhu pouzije program 7500 kalibra¢ni soubory ziskané béhem kalibrace
ROI (region of interest), optické kalibrace, kalibrace barev a pozadi ke stanoveni

intenzity fluorescencniho signalu jednotlivych jamek v kazdém ¢teni, k ureni barev
emitujicich dany fluorescencni signdl a ke stanoveni zda je dany signdl signifikantni.

Poznamky
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O systémech 7500/7500 Fast

O filtrech  Systémy 7500/7500 Fast pouzivaji ndsledujici filtry:

Filtr 1 Filtr 2 Filtr 3 Filtr 4 Filtr 5
+ FAM™ + JOE™ + TAMRA™ + ROX™ Cy5®
+ SYBR® + ViIC® + NED" + Texas Red®

Green . CY3®

Vice informaci Vice informaci o:

* Systémech 7500/7500 Fast ziskdte v ndpoveéde€ programu Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR.

Poznamka: Napovédu v programu oteviete pomoci Help > 7500 Software Help
(Napoveéda > Napovéda programu 7500).

* Genotypovani naleznete v ptirucce Applied Biosystems 7500/7500 Fast
Real-Time PCR System Getting Started Guide for Genotyping Experiments.

* Experimentech typu Ano/Ne (Pfitomnost/Nepfitomnost) naleznete v piirucce
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System Getting Started Guide
for Presence/Absence Experiments.

* Metod¢ relativni standardni kiivky a komparativni Ct (AACT) metodé€ naleznete
v ptirucce Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systems Getting
Started Guide for Relative Standard Curve and Comparative CExperiments.

¢ Metod¢ standardni kiivky naleznete v ptirucce Applied Biosystems 7500/7500 Fast
Real-Time PCR System Getting Started Guide for Standard Curve Experiments.

Poznamky
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Jak pouzivat tuto priru¢ku

Jak pouzivat tuto pfirucku

Tato piirucka popisuje jak provadét idrzbu Real-Time PCR systémut Applied Biosystems
7500/7500 Fast. V kapitoldch 2 az 5 této pfirucky jsou popsany kalibrace, které musite

v ramci pravidelné tdrzby Real-Time PCR systémi 7500/7500 Fast provadét. V kapitole
6 a v ptilohach je pak popsano feSeni méné Castych problémd, s nimiz se miiZete setkat.

Poznamky

Kapitola/ . ;
Pfiloha Nazev Popis
2 Provedeni kalibrace ROI | Popisuje jak provadét kalibraci ROI, ktera slouzi ke
(Regions of Interest) zmapovani pozic jamek v bloku tak, aby program
7500 byl schopen pfifadit nardst fluorescence
v prubé&hu béhu urcité specifické jamce na desticce.
3 Provedeni kalibrace Popisuje jak provadét kalibraci pozadi a optickou
pozadi a optické kalibraci, kde:
kalibrace + Kalibrace pozadi umoziuje programu 7500
provadét odecet fluorescence pozadi z naméfenych
hodnot.
» Opticka kalibrace slouzi ke kompenzaci viivu
patého filtru v systémech 7500/7500 Fast.
4 Provedeni kalibrace Popisuje jak provadét kalibraci barev, ktera umozriuje
barev softwaru odlisit pfispévek jednotlivych barev do
pristrojem celkové namérené fluorescence.
5 Ovéfent funkénost Popisuje jak provést béh s destickou TagMan®
pristroje RNaza P pro ovéfeni funk&nosti piistroje 7500/7500
Fast.
6 Udrzba pfistroje Popisuje:
provadéna uzivatelem + Vyménu nahradnich dili pfistrojti 7500/7500 Fast,
které smi ménit uzivatel.
+ Reseni méné &astych probléma, které se mohou
objevit pfi praci s pfistrojem.
A UloZeni, pfemistovania | Popisuje jak ukladat, pfemistovat a instalovat
instalace systému soucasti systému 7500/7500 Fast.
7500/7500 Fast
B Vytvoreni vlastni desticky | Popisuje jak vytvofit desti¢ku pro kalibraci systému
pro kalibraci barev 7500/7500 Fast pro pouziti fluorescenéni barvy
nevyrabéné spolecnosti Applied Biosystems.
C Vytvoreni viastni desticky | Popisuje jak vytvorit desticku pro kalibraci pozadi
pro kalibraci pozadi neni-li zadna k dispozici.

Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu



Pravidelna udrzba

V naésledujici tabulce je seznam a doporucend Cetnost jednotlivych krok tidrzby systému
7500/7500 Fast a pocitace. Kroky uvedené v tabulce by mél provadét uzivatel systému

Kapitola 1 PFehled [ 4

Pravidelna udrzba

7500/7500 Fast. Chceete-li zajistit spravné fungovani vaseho pristroje, provadéjte uvedené
kroky s tydenni, mé&si¢ni a pilroéni frekvenci.

DULEZITE! Jsou-li kroky uvedené v tabulce &slovany, musi byt provedeny

v uvedeném poftadi.

Kazdy ... Krok Viz strana
tyden + Ovéfte volné misto na disku. Je-li potfeba, archivujte nebo 6
zalohuijte vasSe data - experimenty.
» Vypnéte pocitac pfipojeny k pfistroji a po 30 sec jej —
zapnéte
» Otfete povrch pfistroje. -
DULEZITE! Pro gisténi systému 7500/7500 Fast nepouziveijte
organicka rozpoustédia.
mésic 1. Zkontrolujte stav zarovky, v pfipadé potreby ji vymérite. 58
2. Provedte kalibraci pozadl'.¢ 20
3. Vycistéte a defragmentujte pevny disk pFistroje. 6
pilrok 1. Zkontrolujte stav zarovky, v pfipadé potfeby ji vymérite. 58
(6 mésicu) 2. Provedte kalibraci ROI (Regions of interest). 7
3. Provedte kalibraci pozadi. 20
4. Provedte optickou kalibraci. o5
5. Provedte kalibraci barev. 31
6. Provedte ovéfovaci béh RNaza P. 45
Podle + Dekontaminujte systém 7500/7500 Fast. 59
potreby « Vyméiite Zarovku. 63
« Vymérite pojistky systému 7500/7500 Fast. 66
+ Aktualizujte operaéni systém Windows. 67
« Aktualizujte software 7500. 68

1 Kalibraci pozadi mizete pouzit pro kontrolu mozné kontaminace. Je-li provedena vyména
nékterych soucasti optického systému, musite provést kalibraci ROI, kalibraci pozadi, optickou
kalibraci, kalibraci barev a ovéfit funkénost pfistroje pomoci béhu s destickou RNazaP.

Poznamky
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Kapitola 1 Prehled
Sprava pevného disku pocitace

Sprava pevného disku pocitaCe

Kdy  * Alespon jedenkrit mési¢né

devf.ralgmentqva.’[ a  Kdykoliv opera¢ni systém Windows zobrazi zpravu pozadujici provedeni
Cistit pevny disk defragmentace

Vice Na plose zvolte Start > Help and Support, ¢imZ oteviete ndpovédu systému Windows.
informaci  Vyhledejte informace o ¢isténi disku (“Disk Cleanup”) a defragmentaci (“Disk
Defragment”).

DULEZITE! Neprovadgjte spravu disku je-li pouZivan program 7500.

Archivace a zalohovani souboru EDS

Pravidelnd Abyste usetiili misto na vasem pevném disku, miZete star$i soubory EDS archivovat
archivace soubor(i pomoci néstroje pro kompresi dat. MiZete pouZit rizné komerén¢ dostupné kompresni
EDS nastroje. PKZIP a ARC jsou formaty archivii béZné v operacnim systému Microsofte
Windowse.

Zalohovani Spole¢nost Applied Biosystems diirazné doporuduje zélohovat vase experimenty.

soubort EDS

Zalohujte experimenty provedené vaSim piistrojem, abyste:

¢ se ochranili pfed piipadnou ztratou dat zptisobenou neptedpokladanym selhanim
pocitace nebo jeho pevného disku/diskd.

 uSetfili misto na vaSem pevném disku a optimalizovali vykon, pokud stara data po
zélohovani vymazete.

Sprava dat Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje, abyste si vypracovali postupy pro spravu dat,
generovanych softwarem 7500.

Poznamka: Provadite-li experimenty v redlném Case, generujete mnohem vice dat nez
pfi genotypovani nebo experimentech Plus/Minus (Pfitomnost/Nepiitomnost).
Jednodenni provadéni experimentii v redlném case vede k vytvofeni souborti o velikosti
vice nez 10 MB.

Pravidelnd Provadite-li experimenty v redlném &ase, ovéfujte volné misto na vaSem pevném
kontrola mista disku kazdy tyden. Zbyvé-li na pevném disku 20% jeho maximadlni kapacity,
na disku preved'te stard data na zdlohovaci médium.

Poznamky
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Kapitola 2

N | Provedeni kalibrace ROI
(Regions of Interest)

V této kapitole naleznete:

B OPTEIIEA .. 8
m Piiprava desti¢ky pro kalibraci ROI.........c.cccooiiiiiiiiiiiiiicccec e 9
m Provedent Kalibrace ..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiicc e 12
m Provedeni kalibrace ROI automaticky..........ccoovcuiieieeiiiiiiiiiie e 12
m Provedeni kalibrace ROI manualng..........cccooueeerniiiiiniiiinniiiiiniceceeeeee 13
m ReSeni problémil s Kalibraci ROI ............cccovvvuiviveieeieceeeeeeeeeie e 17

Poznadmka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
napoveéde programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.

Poznédmky
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“ Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
Prehled

Prehled

Kalibrace ROI (Regions of Interest, plosnd kalibrace) slouzi ke zmapovani pozic jamek v
bloku systému Applied Biosystems 7500/7500 tak, aby program 7500 byl schopen
pfifadit narist fluorescence v pribéhu béhu urcité specifické jamce na desticce. Jelikoz
pristroj pouziva pro rozliSeni emise fluorescence v prubéhu béhu sadu optickych filtrd, je
nutné provést kalibraci ROI pro kazdy jednotlivy filtr, abyste eliminovali vliv moZnych
minoritnich rozdil v optické draze.

Poznamka: Kalibraci ROI provadi uZivatel v rdmci béZné udrzby.

Potfebna doba 30 minut

Potfebné
pomucky
N
Ochranné
bryle
Spektralni kalibra&ni kit pro Rukavice bez Centrifuga s .
Real-Time PCR systém pudru adapterem na desticky

Applied Biosystems
7500/7500 Fast

Kdy provadét Kalibraci ROI (Regions of Interest) proved'te:
kalibraci ROI « Piiinstalaci systému 7500/7500 Fast. Musite provadét kalibrace v pofadi ROI,
pozadi, optickd, barev a nasledné ovétovaci béh.
» Kazdych 6 mésict nebo podle potieby, v zdvislosti na pouZzivani piistroje.

v v oz

* Po vymeéné Zarovky.

DULEZITE! Po provedeni kalibrace ROI musite vzdy provést kalibraci pozadi,
optickou kalibraci, kalibraci barev a ovéteni funkénosti piistroje.

Poznamky
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)

PFiprava desti¢ky pro kalibraci ROI

Standardni
desticky a
desticky Fast

Pfiprava desticky

Poznamky

Priprava desticky pro kalibraci RO/

Pouzijte desticku podle typu vaseho systému.

Standardni desticky — systém 7500

Desticky Fast — Systém 7500 Fast

Sikmy pravy horni roh

A1 nadruhé -~
strané nez jg
Sikmy roh
(A12).

Maximalni
reakéni I

objem
100-pL

Pfi promichavani standardni desticky
vortexujte a nasledné centrifugujte, aby se
v8echny reagencie dostaly na dno jamek.

ACAUTDN Optické 96-jamkové

desti¢ky Fast nelze umistit do standardniho
bloku.

T

Sikmy levy horni roh

Al
A1 v Sikmém
levém
hornim

rohu

roaken | [ ]
oV AVAVAVAVAVAYAY

Desti¢ky Fast centrifugujte, aby se vSechny
reagencie dostaly na dno jamek.

Desti¢ky Fast nevortexujte. Vortexovani
muze vést ke ztraté objemu.

CAUTION Standardni desticky nejsou
kompatibilni se systémem 7500 Fast a mohou se
v 96-jamkovém Fast bloku po$kodit.

DULEZITE! Pii manipulaci s desti¢kou pro kalibraci ROI pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vyjméte spektralni kalibra¢ni kit z mrazaku a vyjméte desti¢ku pro kalibraci ROI.

2. Nechte desti¢ku pro kalibraci ROI ohtdt na pokojovou teplotu (pfiblizné 5 minut).

DULEZITE! Nevyjimejte desti¢ku pro kalibraci ROI z obalu dokud nejste piipraveni
ji spustit. Fluorescenéni barva v jamkdch destic¢ky je fotosenzitivni. Je-1i desticka
delsi dobu vystavena svétlu, mtize to vést k poklesu fluorescenéniho signélu.

Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu




Poznédmky

Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
Priprava desticky pro kalibraci RO/

3. Vyjméte desticku pro kalibraci ROI z obalu. Optickou félii ponechte na desticce.

DULEZITE! Obal desti¢ky pro kalibraci ROI nevyhazujte. Pokud desti¢ku
uchovavite v jejim obalu, mizZete ji pouzit az tfikrat.

2,
/

4. (Pouze pro standardni desticky) Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

DULEZITE! Desti¢ky Fast nevortexuite.

(Nasledujici kroky se vztahuji na standardni desticky i desticky Fast.)

5. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vyse nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku pro kalibraci ROI je nutné dobie promichat a centrifugovat.

6. Ovéite, ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desti¢ku znovu

Vv,

pii vysSich otackach a delsi dobu.

Spravné Spatné

\ Tekutina na + Nedostate¢né otacky
dné jamky. nebo

» Nedostate¢na doba centrifugace

10
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest) m
Priprava desticky pro kalibraci RO/

Vlozeni desticky AWARNING RIZIKO PORANENIL. Je-li p¥istroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtaty az na 100 °C. Pfed provedenim nasledujicich krokl vyckejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Stiskem oteviete zasuvku.

2. Umistéte desti¢ku pro kalibraci ROI do zasuvky. Ujistéte se, Ze desticka je
v drzédku umisténa spravné.

Standardni desti¢ky Desticky Fast (systém
(systém 7500) se 7500 Fast) se Sikmym
Sikmym rohem v pozici rohem v pozici A1

A12 vpravo nahofte. vlevo nahofre.

Poznamky
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
Provedeni kalibrace

Provedeni kalibrace

Automatickd a Program 7500 umoZiuje provést kalibraci ROI automaticky nebo manuéalng.

manualni :
kalibrace Kalébcl)'?ce Popis Pouziti Viz strana
Automaticka | (Zacatec¢nici) Pravodce vas Bézné kalibrace 12
provede celym postupem
kalibrace.
Manualni (Pokrogili uzivatelé) Rozhrani + Bézné kalibrace 13
podobné tomu z pFedchozi « Kalibrace viastni barvy
verze programu umozni (viz strana 75)
provést kalibraci manualné.

Provedeni kalibrace ROl automaticky

Spusténi 1. V programu 7500 zvolte Instrument >  Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Ptistroj > Spravce udrzby piistroje).

2. Na obrazovce ROI Spravce udrzby pfistroje kliknéte Start Calibration (Spustit
kalibraci).

3. Proved'te kalibraci podle pokynil pritvodce.

Dialogové okno kalibrace ROI zobrazuje tfi zalozky:

* Setup (Zadani) — Pokyny pro zadan{ kalibrace ROI. Kliknutim na Next (Dalsi)
se otevie zdloZka Run.

* Run (B¢h) — Kliknutim na START RUN spustite kalibraci. Kliknutim na
Next (Dalsi) se otevie zdloZka Analysis (Analyza).

* Analysis (Analyza) — Stav kalibrace (Passed - [jspé§né/Failed - Neudspesnd).

Je-li kalibrace netisp&sn4, postupuijte podle pokynil v &asti “Reseni problémii
s kalibraci ROI” na strané 17.

Poznamky
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest) m
Provedeni kalibrace

Provedeni kalibrace ROl manualné

Spusténi 1. V programu 7500 zvolte Instrument >  Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Ptistroj > Spravce udrzby pfistroje).

2. Na obrazovce ROI Spravce tdrzby pfistroje kliknéte Start Manual Calibration
(Spustit kalibraci manudlng).

3. V dialogovém okné ROI Inspector:

a. Nastavte dobu expozice (Exposure Time) na 2048.

b. Zvolte Filter A (Filtr 1).

&
CCD Control/Settings

Exposure Time (ms) |2D-18 '—

3a

Lamp Control
ide v] _ MoveBlock |

Capture Image Fiom

3b

Fiter.

A
]
CC
® (1
E

4. Kliknéte Snapshot (Snimek) ¢imz vytvotite obraz ROI.
5. Ovéite, zda je vami vytvofeny obraz ROI pfijatelny (obrdzky niZe znazornuji obraz
nenasyceny a presyceny). V pfijatelném obrazu ROI jamky:

* musi byt co nejjasnéjsi ale bez presyceni. (Provadite-li kalibraci ROI, zobrazi se
v ptipad¢ pfesyceni varovna hlaska.)

* mohou ale nemusi obsahovat n€kolik ¢ervenych pixeld, coz je zndmka

nasyceni.
Nenasyceny Normalni Presyceny
nasyceni
Dobré Piijatelné Spatné

6. Je-li vami vytvoreny obraz ROI pfijatelny, pokracujte krokem 7.

Je-li vami vytvoteny obraz ROI ptfesyceny, sniZte dobu expozice (Exposure
Time) na polovinu a kliknéte Snapshot (Snimek). Opakujte tento postup
dokud nedostanete piijatelny obraz ROIL.

Pokud se vam nedaif dostat piijatelny obraz ROI, postupujte podle “Resent
problému s kalibraci ROI” na strané 17.

Poznamky
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Provedeni kalibrace

7. Kliknéte Generate Calibration (Vytvorit kalibra¢ni data).

Program 7500 zpracuje snimek a zobraz{ informativni hlaSku nebo obraz ROL:

Zobrazi-li program: Provedte:
a. Kliknéte OK.
7500 v2.0 ~ )
b. Snizte dobu expozice (Exposure
Q) T s it boedtacores the tumer. Time) na polovinu (viz krok 3a na
strané 13).
c. Opakuijte kroky 4 a 5.
nebo
7500 v2.0 X
@ Image exposure is too low For valid calibration, possible causes:
(1) Low exposure
(2) Missing calibration plate
(3) Lamp is of f or burned out
(4) Shutter is closed
The calibration process will not continue with the current image.
Flease increase the exposure time and kry again.
Velmi slaby obraz ROI nebo se vam nedafi Viz “Reseni problému s kalibraci ROI”
provést Uspésnou kalibraci. na strané 17.
Ptijatelny obraz Ovéfte, ze :
Poznamka: Uspésna kalibrace — véechny  Bylo detekovano véech 96 jamek.
jamky maji zelené krouzky. et
Fiter &
]
cc
& o
 F XX E TR CE
L vl rtersh ’ Yy s .
eeee e i | Uspésna kalibrace—
e | 96 detekovanych
jamek
Save Calibation
YYrI T + Vobrazu ROl je okolo kazdé
OB jamky zeleny krouzek.
Poznamka: Zeleny krouZek oznaduje, Zze dana
jamka (region of interest) je jasné detekovatelna .

8. Kliknéte Save Calibration (Ulozit kalibraéni data).

Program uloZi vytvotenou kalibraci ROI pro filtr 1. V ¢asti Masks Loaded
dialogového okna ROI Inspector se vedle filtru 1 zobrazi “OK”.

Poznédmky
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest) m
Provedeni kalibrace

9. Opakujte kroky 3 az 8 pro vSechny zbyvajici filtry, pfed provedenim kalibrace
kazdého filtru nastavte dobu expozice (Exposure Time) na 2048. Kalibrace ROI je
provedena pokud se v ¢asti Masks Loaded zobrazuje u vsech filtri OK.

CCD Contral/Settings
Exposure Time [ms]  |2048 ﬂ

Lamp Contral

Idle = tdowe Block

Capture Image From
Filter: € &

B

CC

D

+ E

Fizel Intensity 138
Wwells Found 96

Shapshat
Generate Calibration

Save Calibration

Filter M asks Loaded

4 0K,

B: OK ) ) .
oK Kalibrace je provedena pokud se v Casti
DOk Masks Loaded zobrazuje u vSech filtri OK
E: OK

Dione

10. Kliknéte Done (Konec).

Poznamky
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m Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
Provedeni kalibrace

Vyjmuti desticky RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtaty az na 100°C. Pied provedenim nésledujicich krokti vy¢kejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Vyjméte kalibra¢ni desticku:
a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjmeéte kalibracni desticku.

c. Zasunte zasuvku zpét do pfistroje.

L
J/\Tiasit

2. Umistéte kalibra¢ni desti¢ku zpét do obalu. Budete-li provadét kalibraci
pozadi a optickou kalibraci:

* Beéhem nésledujicich osmi hodin, ponechte desticku pro kalibraci ROI v obalu
ale pti pokojové teploté. Pti optické kalibraci budete pouzivat tuto desticku pro
kalibraci ROL

* Nasledujici den, uloZte zabalenou desti¢ku do spektralniho kalibra¢niho kitu
do mrazaku.

DULEZITE! Desti¢ku pro kalibraci ROI nevyhazuijte. Pokud desti¢ku uchovavite
v jejim obalu, muZete ji pouZit po otevieni az tiikrat.

Pokracujte ¢asti “Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace” na strané 19.

DULEZITE! Po provedeni kalibrace ROI musite rovn&Z provést kalibraci pozadi (viz
strana 20), optickou kalibraci (viz strana 25), kalibraci barev (viz strana 32) a ové&feni
funk¢nosti piistroje (viz strana 46).

Poznédmky
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Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest) m
Reseni problému s kalibraci ROI

Redeni problému s kalibraci ROI

Problém/Symptom Mozna pficina Krok
Kalibrace ROI Blok na vzorky by mohl 1. Pokud je v nastaveni CCD Control Settings v okné& ROI Inspector “Block Up”
se nezdafrila byt ve spodni pozici. kliknéte Block Up (Blok nahoru), abyste pfesunuli blok do horni pozice.

CCD Cantral/Settings
Expozure Time [ms] |1024 =]

="

Lamp Contral
1 A
e v _ BlcklUp Kliknéte

Capture Image Fram

Filter. & &

2. Ovéfte, ze vyhfivany vnitfni kryt je vytazen Uplné dopfedu a nebrani
zasunuti zasuvky. Ma-li systém 7500/7500 Fast zapadku

Velmi slaby obraz vyhFivaného krytu, ovétte, ze zapadka je uzavrena.

ROI

ANRNRANAAVANMAR ALY

Vyhfivany vnitfni kryt

3. Pokud se kalibrace ROI nedafi ani nadale, ovéfte stav zarovky
v pfistroji 7500/7500 Fast (viz “Sledovani stavu zarovky” na
strané 58), v pfipadé potfeby zarovku vymérite (viz “Vyména
halogenové zarovky” na strané 63).

Poznédmky
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m Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
Reseni problémui s kalibraci ROI

Poznédmky
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Kapitola 3

N | Provedeni kalibrace pozadi
a optickeé kalibrace

V této kapitole naleznete:

m Provedeni Kalibrace pozadi ...........coovouiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
m Piiprava desti¢ky pro kalibraci pozadi ...........ccoceeviiiniiiiiiiiniiiinice 21
m Provedeni kalibrace pozadi..........cccceeeviiiiiiiiiiiiiie e 23
m Provedeni optické Kalibrace ...........ooecuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
m Priprava kalibrani destiCKy.........oovviiiiiiiiiiiiiiee e 25
m Provedeni optické Kalibrace...........cccooveiiiiiiiiiiiiiiiiee e 28
= Reseni problémi s Kalibraci pozadi..............ccoceeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenene 30

Poznamka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
ndpoveéde programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.

Poznédmky
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| Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Provedeni kalibrace pozadi

Provedeni kalibrace pozadi

V prubéhu kalibrace pozadi systém 7500/7500 Fast:

* Provadi po dobu 10 minut pii 60°C kontinudlni odecitani signdlu z desticky pro
kalibraci pozadi obsahujici PCR pufr.

¢ Spocita primérnou hodnotu zaznamenanych spekter a na jejich zakladé generuje
vysledny kalibra¢ni soubor.

Systém 7500 béhem nasledné provadénych béhti pouziva tento kalibra¢ni soubor pro
odecet fluorescence pozadi z namétrenych hodnot.

Poznamka: Kalibraci pozadi provadi uZivatel v rdmci béZzné udrzby.

Potfebna doba 30 min

Potreobne Desticka pro
pomucky kalibraci pozadi Ochranné
),;, - s bryle
/ fl
/‘)‘/ ' ‘l\l\ %
Spektralni kalibra¢ni kit pro Real-Time PCR Rukavice bez Centrifuga s adslpterem
pudru na desticky

systém Applied Biosystems 7500/7500 Fast

Kdy provadét Kalibraci pozadi proved'te:

kalibraci pozadi  « Py instalaci systému 7500/7500 Fast. Musite provadét kalibrace v poradi ROI,
pozadi, optickd, barev a ndsledn¢ ovétovaci béh.

3%

* Mésicné nebo podle potieby, v zdvislosti na pouZivani pfistroje.

» Po vyméné Zarovky.

Fluorescence V ramci méfeni fluorescence Real-Time PCR systémy Applied Biosystems 7500/7500
pozadi Fast je zaznamendvéna i fluorescence, kterd je systému vlastni a b&Zné se oznaduje jako
fluorescence pozadi. Fluorescence pozadi je sloZeny signdl, ktery je detekovdn v celém

spektru. Tento signdl sestava z fluorescence, kterd pochazi z riznych zdroja:

* Elektronicky Sum pozadi

¢ Kontaminace v bloku na vzorky
* Spotfebni plast (desticky a vicka)
Doporuceni » Ujistéte se, Ze centrifuga, kterou pouZzivdte, je Cistd. Pred centrifugaci vytiete zavésy
pro kalibraci centrifugy pomoci papirového ruéniku.
* Abyste zabranili kontaminaci, manipulujte s kalibra¢nimi destickami opatrné.
Nepokladeijte je na laboratorn{ sttil, nebot’ by mohlo dojit ke kontaminaci. VZdy je
uloZte zpé&t do jejich piivodnich obald.

Poznamky

20 Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu



Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace m
Provedeni kalibrace pozadi

Pfiprava desti¢ky pro kalibraci pozadi

Pfiprava desticky =~ DULEZITE! P¥i manipulaci s desti¢kou pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vyjméte desti¢ku pro kalibraci pozadi ze spektralniho kalibraéniho kitu z mrazaku.
2. Nechte desti¢ku pro kalibraci pozadi ohfat na pokojovou teplotu (alespori 5 minut)

3. Vyjméte desticku pro kalibraci pozadi z obalu.

DULEZITE! Obal desti¢ky pro kalibraci pozadi nevyhazujte. Desti¢ku pro kalibraci
pozadi muzZete pouZit az tiikrat pokud je uchovavéna v origindlnim obalu.

4. (Pouze pro standardni desticky) Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

DULEZITE! Desti¢ky Fast nevortexuite.

(Nésledujici kroky se vztahuji na standardni desticky i desticky Fast.)

5. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vyse nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku je nutné dobfe promichat a centrifugovat.

6. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud nenf, centrifugujte desticku

znovu pii vysSich otdckach a delsi dobu.

DULEZITE! Zabratite zneéisténi spodni strany desti¢ky pro kalibraci pozadi.
Tekutiny a dal$i kontaminujici latky, které pfilnou ke spodni strané desti¢ky, mohou
kontaminovat blok na vzorky a zptsobit abnormaln¢ vysoky signal pozadi.

Spravné Nespravné
y; ‘\ Tekutina na +  Nedostatecné otacky
‘»\ \ dné ]amky nebo

| » Nedostate¢na doba centrifugace

Poznamky
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m Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Provedeni kalibrace pozadi

Vlozeni desticky AWARNING RIZIKO PORANENIL. Je-li piistroj v provozu, miiZze byt blok na

vzorky ohfaty aZ na 100 °C. Pred provedenim nasledujicich krokd vyckejte
dostatecnou dobu, neZ se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Stiskem oteviete zasuvku.

2. Umistéte desticku do zasuvky. Ujistéte se, Ze desticka je v drzaku umisténa
spravne.

Standardni desticky Desticky Fast (systém 7500
(systém 7500) se Fast) se Sikmym rohem

gikmym rohem v pozici v pozici A1 vlevo nahofe.
A12 vpravo nahore.

Poznamka: Pokud se vdm nedaii zdsuvku otevfit, je mozné, Ze blok je v horni pozici a
branf jejimu vysunuti. Blok pfesunete do doln{ pozice zvolenim Instrument > Calibrate

N

(Ptistroj > Kalibrace), poté zaviete okno ROI Inspector (Prohlize¢ ROI).

Poznédmky

22 Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na tdrzbu



Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace ey
Provedeni kalibrace pozadi

Provedeni kalibrace pozadi

Provedeni 1. V programu 7500 zvolte Instrument >  Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Ptistroj > Spravce udrzby pfistroje).

2. Ve Spravci udrzby piistroje zvolte zalozku Background (Pozadi).
3. V zdlozce Background (Pozadi) kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

4. Provedte kalibraci podle pokynii privodce.
Dialogové okno kalibrace pozadi zobrazuje Ctyfi zdlozky:
* Overview (Piehled) — Informace o kalibraci.

* Setup (Zadani) — Pokyny pro zaddni kalibrace pozadi. Kliknutim na Next
(Dalsi) se otevie zalozka Run.

* Run (B¢h) — Kliknutim na START RUN spustite kalibraci. Kliknutim na
Next (Dalsi) se otevie zdloZka Analysis (Analyza).

* Analysis (Analyza) — Stav kalibrace (Passed - ﬁspé§né/Failed - Netspesna).

Je-li kalibrace netisp&snd, postupujte podle pokynt v &dsti “Reseni problémil
s kalibraci pozadi” na strané 30.

Poznamka: Spusténi béhu miiZe pfedchdzet pauza (az 10 minut) béhem niz dochazi
k ohfevu vyhtivaného vnitiniho vika na nastavenou teplotu.

Poznamky
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m Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Provedeni kalibrace pozadi

Vyjmuti desticky RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtaty az na 100°C. Pied provedenim nésledujicich krokti vy¢kejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Vyjméte kalibra¢ni desticku:
a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjmeéte kalibracni desticku.

c. Zasunte zasuvku zpét do pfistroje.

2. Umistéte kalibra¢ni desti¢ku zpét do obalu a poté do spektralniho kalibra¢niho kitu do
mrazéku.

DULEZITE! Desti¢ku pro kalibraci pozadi nevyhazuijte. Desti¢ku pro kalibraci
pozadi mizZete pouZit az tiikrat pokud je uchovavéna v origindlnim obalu.

Je-li to potieba, pokracujte ¢asti “Provedeni optické kalibrace” na stran¢ 25.

Optickou kalibraci (viz strana 25), kalibraci barev (viz strana 32) a ovéteni funkénosti
pfistroje (viz strana 46) musite provést, provadite-li kalibraci pozadi:

» Jako soucdst ptlro¢ni udrzby
* Po vyméné nebo setizeni soucasti optického systému

Vice informaci viz “Pravidelna tdrzba” na stran€ 5.

Poznamky
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Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace “
Provedeni optické kalibrace

Provedeni optické kalibrace

Optickad kalibrace slouzi ke kompenzaci vlivu patého filtru v systémech 7500/7500 Fast.

Poznamka: Optickou kalibraci provadi uZzivatel v rdmci béZné udrzby.

Potfebna doba 10 minut

Potfebné Destic¢ka pro kalibraci ROL
pomucky

Kdy provadét Proved'te optickou kalibraci:
optickou
kalibraci  Pfi instalaci systému musite provést vSechny kalibrace v tomto potadi: ROI > Pozad{
> Opticka (pouze systém 7500/7500 Fast) > Barvy > Ovéfeni funkénosti piistroje.

» KaZdych 6 mésict nebo podle potieby, v zdvislosti na pouZivani piistroje.

PFiprava kalibra¢ni desti¢ky

PFiprava desti¢ky Pokud jste po provedeni kalibrace ROI ponechali desti¢ku pro kalibraci ROI pii pokojové
teploté (viz Kapitola 2), pokracujte krokem 5 na strané 26 — stocte veskeré kondenzéty,
které se mohly vytvorit béhem doby, po kterou byla desticka pfi pokojové teplot€. Je-li
desticka pro kalibraci ROI v mrazdku, pokracujte krokem 1.

DULEZITE! Pfi manipulaci s destickou pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vyjméte spektralni kalibra¢ni kit z mrazdku a vyjméte desticku pro kalibraci ROL
2. Nechte desticku pro kalibraci ROI ohtdt na pokojovou teplotu (nejméné 5 minut).

3. Vyjméte desticku pro kalibraci ROI z obalu

DULEZITE! Obal desticky pro kalibraci ROI nevyhazujte. Pokud desticku
uchovavite v jejim obalu, miZete ji pouzit az tfikrat.

Poznamky
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Poznédmky

Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Provedeni optické kalibrace

4. (Pouze pro standardni desticky) Vortexujte desticku po dobu 5 vtefin.

DULEZITE! Desti¢ky Fast nevortexuite.

(Nasledujici kroky se vztahuji na standardni desticky i desticky Fast.)

5. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vyse nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku pro kalibraci ROI je nutné dobfe promichat a centrifugovat.

6. Ovéite, ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desti¢ku znovu
pii vysSich otackach a delsi dobu.

Spravné Nespravné
) Tekutina » Nedostate¢né otacky
/ y 7 na dné jamky. nebo

» Nedostate¢na doba centrifugace
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Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace m
Provedeni optické kalibrace

Vlozeni desticky AWARNING RIZIKO PORANENIL. Je-li p¥istroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtaty az na 100 °C. Pfed provedenim nasledujicich krokl vyckejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Stiskem oteviete zasuvku.

2. Umistéte desticku do zasuvky. Ujistéte se, Ze desticka je v drzaku umisténa
spravnge.

Standardni desticky Desticky Fast (systém
(systém 7500) se 7500 Fast) se Sikmym
Sikmym rohem v pozici rohem v pozici A1
A12 vpravo nahore. vlevo nahofre.

Poznamky
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| Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Provedeni optické kalibrace

Provedeni optické kalibrace

Provedeni 1. V programu 7500 zvolte Instrument >  Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Ptistroj > Spravce udrzby pfistroje).

2. Ve Spravci udrzby piistroje zvolte zalozku Optical (Opticka).
3. Na obrazovce Optical kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

4. Provedte kalibraci podle pokynii privodce.
Dialogové okno optické kalibrace zobrazuje Ctyfi zalozky:
¢ Overview (Prehled) — Informace o kalibraci.

* Setup (Zadani) — Pokyny pro zaddni optické kalibrace. Kliknutim na Next
(Dalsi) se otevie zalozka Run.

* Run (B¢h) — Kliknutim na START RUN spustite kalibraci. Kliknutim na
Next (Dalsi) se otevie zdloZka Analysis (Analyza).

* Analysis (Analyza) — Stav kalibrace (Passed - ﬁspé§né/Failed - Netspesna).

Je-li kalibrace netisp&snd, postupujte podle pokynti v &dsti “Reseni problémil
s kalibraci pozadi” na strané 30.

Poznamka: Spusténi béhu miiZe pfedchazet pauza (az 10 minut) béhem niz dochazi
k ohtevu vyhtivaného vnitiniho vika na nastavenou teplotu.

Vyjmuti desticky AWARNING RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtity az na 100°C. Pfed provedenim nasledujicich kroki vyckejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Vyjméte kalibra¢ni desticku:
a. Stiskem otevfete zdsuvku.

b. Vyjméte kalibracni desticku.

c. Zasuite zasuvku zpét do pfistroje.

O\ Tiait

Poznamky
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Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace m
Provedeni optické kalibrace

2. Vlozte kalibraéni desti¢ku zpét do obalu a poté do spektralniho kalibra¢niho kitu do
mrazdku.

DULEZITE! Desti¢ku pro kalibraci nevyhazuijte. Desti¢ku miiZete pouZit a7 t¥ikrat
pokud je uchovdvéna v originalnim obalu.

Pokracujte casti “Provedeni kalibrace barev” na strané 31.

Poznédmky
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Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
Reseni problémii s kalibraci pozadi

Reseni problém s kalibraci pozadi

Problém/Symptom Mozna pfi¢ina Krok
Kalibrace pozadi se | V jedné Civice jamkach 1. Opakujte kalibraci za pouziti téze desticky.
nezdafila desticky pro kalibraci pozadi

2. Pokud se kalibrace znovu nezdari, opakujte kalibraci za

byla naméfena spekira pouziti jiné desti¢ky pro kalibraci pozadi.

presahujici maximalni

povoleny limit. 3. Pokud se kalibrace znovu nezdafi, identifikujte pficinu
kontaminace podle popisu v ¢asti “Uréeni kontaminace”
nize.

Uréeni Signély piesahujici limit normalni fluorescence pozadi mohou znagdit pfitomnost
kontaminace fluorescen¢nich kontaminaci v kalibrac¢ni desticce nebo bloku na vzorky. BéZné
kontaminace jsou napf. ndpisy fixou, pudr z jednordzovych rukavic a prach.

Chcete-li urit zdroj a misto kontaminace:

1. Zobrazte hruba data (spektra) a zjistéte, kterd jamka je kontaminovan4, tak, Ze
vybirite stile mensi oblasti desticky.

2. Otocte desticku pro kalibraci pozadi o 180° a proved'te kalibraci znovu.

3. Opakujte krok 1, abyste nasli polohu kontaminace. Jsou-li
kontaminované jamky v krocich 1 a 3:

* Identické — Blok na vzorky je kontaminovan. Dekontaminujte blok na
vzorky podle popisu v ¢asti “Dekontaminace bloku na vzorky” na strané 59.

» Protilehlé — Destic¢ka pro kalibraci pozadi je kontaminovdna. Vyhod'te ji a
proved’te novou kalibraci za pouziti nové desticky pro kalibraci pozadi.

Pokud se kalibrace nezdaii ani po vyméné desticky pro kalibraci pozadi a
dekontaminaci bloku na vzorky:

1. Vlozte do piistroje 7500/7500 Fast desticku prekrytou kusem cerného papiru.
Proved’te kalibraci pozadi podle popisu v této kapitole.

Po skonéeni béhu zvolte vSechny jamky desticky.

> DN

Zobrazte spektra. Pokud spektrdlni signél:
* Vidite — Opticky systém piistroje 7500/7500 Fast miZe byt kontaminovéan.
Kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems - viz “Kde ziskat pomoc” na
strané X.
* Nevidite — Blok na vzorky je kontaminovan. Dekontaminujte blok podle popisu
v ¢asti “Dekontaminace bloku na vzorky” na strané 59.

Poznamky
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Kapitola 4

Provedeni kalibrace barev

V této kapitole naleznete:

B OPTERIEA . e 32
m Piiprava destiCek pro kalibraci barev.............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 35
m Provedeni Kalibrace barev............ccccevviiiiiiiiiiiiiiiiinicce e 36
m ReSeni problémil s Kalibraci barev.............cco.ovevveveieevereeeeeiesieeeeeeseseeeee e 43

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
ndpovédé programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem klavesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.

Poznédmky
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1 Kapitola 4 Provedeni kalibrace barev

Prehled

Prehled

Potfebna doba

Potfebné
pomucky

Kdy provadét
kalibraci barev

Poznamky

V ramci kalibrace barev systém Applied Biosystems 7500/7500 Fast:
¢ Odecte spektra sérif standard jednotlivych barev.
* UloZzi informace o spektrech v kalibra¢nim souboru.

Pii nasledné provadénych bézich pak program tato kalibraéni data pouZiva pro uréeni
jednotlivych barev a jejich piispévki do pristrojem celkové naméfené fluorescence

v ramci béhu. Po ukonceni béhu je kazdé snimani provedené v jeho prubéhu ulozeno v
programu 7500 ve formé nezpracovanych spektralnich dat. Pfispévek emise jedné kazdé
fluorescencni barvy je v daném vzorku stanoven porovnanim nezpracovanych
spektralnich dat a spektralnich dat této barvy uloZenych v kalibraénim souboru. Ukladate-
li po ukonceni analyzy dokument desticky, program uloZi kalibra¢ni soubor i
fluorescen¢ni data namétend v prib&hu daného experimentu.

Poznamka: Kalibraci barev provadi uzivatel v rdmci béZné udrzby.

1 hod

Spektralni kalibraéni kit pro Real-
Time PCR systém Applied |
Biosystems 7500/7500 Fast Ochranné

Desti¢ky pro kalibraci barev
(barvy CY3®, CY5°, FAM™, JOE™, NED™, ROX™, Rukavice bez Centrifuga s adapterem
SYBR®Green, TAMRA™, TEXAS RED® a VIC®) pudru na desticky

Poznamka: Pokud uchovavite desti¢ky pro kalibrace barev systému Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR v jejich origindlnim obalu v mrazdku, miZete s nimi
provést kalibraci piistroje 7500/7500 Fast az 3-krat béhem 6 mésici po prvnim otevieni.

Kalibraci barev proved'te:

* Pfi instalaci systému 7500/7500 Fast. Musite provadét kalibrace v poradi ROI,
pozadi, optickd, barev a ndsledn¢ ovétovaci béh.

» Kazdych 6 mésict nebo podle potieby, v zdvislosti na pouZzivani piistroje.

2z

DULEZITE! Pied provedenim kalibrace barev musite provést vzdy kalibraci pozadi. Staif
a mira pouZivani pfistroje miZe ovlivnit odecet barevnych spekter, spole¢nost Applied
Biosystems proto doporucuje provedeni kalibrace barev alespon kazdych 6 mésicu.

32
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Prehled

Soubory barev  Pro kalibraci Real-Time PCR systému Applied Biosystems 7500/7500 Fast se pouZivaji
nasledujici barvy: CY3®, CY5®, FAM™, JOE™, NED™, ROX™, SYBR® Green,
TAMRA™, TEXAS RED® a VIC® . Nasledujici obrazek ukazuje emisni spektrum pro
kaZdou barvu a soucasné i filtry a vinové délky, pfi nichZ je dand barva snimdna.

Filtry

Spektrum
(nm)

spektra

— N T T,

Barvy  ~520 nm ~550 nm  ~580 nm ~610 nm ~650 nm
* FAM * JOE * TAMRA ¢« ROX CY5
*SYBR Green  * VIC * NED * TEXAS RED
*CY3

Vlastni barva Systém 7500/7500 Fast podporuje pouzivani eseji vyuZivajicich jiné barvy (barvy
nedoddvané Applied Biosystems). Chcete-li na vaSem piistroji 7500/7500 Fast pouZit
jinou barvu, musite vytvofit a spustit vlastni desti¢ku pro kalibraci této barvy. Software
7500 pouzije tuto desti¢ku pro vytvoreni spektralniho standardu tak, aby tuto barvu odlisil
ve fluorescen¢nich datech naméfenych béhem béhu. Vice informaci o vlastnich barvich
viz Ptiloha B.

DULEZITE! Chcete-li na vasem piistroji 7500/7500 Fast pouZit jinou barvu, musi byt
jeji fluorescence v rozsahu 520 az 650 nm, cozZ je méfitelny rozsah piistroje 7500/7500
Fast.

Poznamky
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Prehled

O analyze

Poznamky

Kapitola 4 Provedeni kalibrace barev

Vysledkem kalibrace barev je soubor spektralnich profilt, které 1ze chapat jako jakysi
fluorescencni podpis kazdé barvy. Kazdy profil sestava z 96 linek, jez predstavuji
fluorescenci namétenou v kazdé z 96 jamek destic¢ky pro kalibraci dané barvy. Program
7500 vyndasi vyslednd data kazdého spektrdlniho profilu do grafu zobrazujiciho zavislost
namétené fluorescence na pouzitém filtru.

Pti extrakci kalibracnich dat z kalibracniho béhu, kterou program provadi, je
vyhodnocovén fluorescen¢ni signdl generovany v kazdé jamce v kontextu spekter celé
destic¢ky. Spektra jsou obecné pfijatelna pokud maji piky v tomtéz filtru jako celd skupina
a lisi se jen mirn€ pii jinych vlnovych délkich (viz niZe).

Program 7500 mtize kompenzovat ur€ité problémy ve spektralnim profilu ziménou
(automaticka oprava) nespravného spektra urcité jamky spektrem sousedni jamky. Je
nicméné povoleno pouze n¢kolik takovych zdmén a kalibrace miiZe byt zamitnuta, pokud
se spektra sousednich jamek lisf vyrazné.

Poznamka: JelikoZ jamky v desti¢ce pro kalibraci barev obsahuji danou barvu v identické
koncentraci, vysledné signdly by mély byt pro vSechny jamky obdobné. Drobné variace
spekter a piki jsou zptisobeny malymi rozdily v optické a excitacni energii mezi
jednotlivymi jamkami.

Spravné spektrum

@ Spektralni piky totozné vinové délky a témér
shodné

1K)

08

0.4

Hormalized Fluorescence

0.0

Nespravné spektrum
Spektralni piky pfi rozdilnych vinovych délkach

0.8
0.8

0.4

Hormalized Fluorescence

0.0
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Priprava desti¢ek pro kalibraci barev

Pfiprava desti¢ek pro kalibraci barev

Pfiprava
desticek

Poznamky

DULEZITE! Pied provedenim kalibrace barev musite provést kalibraci ROI (viz strana 8),
kalibraci pozadi (viz strana 20) a optickou kalibraci (viz strana 25).

DULEZITE! Pii manipulaci s desti¢kou pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vyjméte spektralni kalibracni kit z mrazdku a vyjmeéte desticky pro kalibraci barev.
2. Vratte spektralni kalibra¢ni kit do mrazédku.

3. Nechte desticky pro kalibraci barev ohi'dt na pokojovou teplotu (pfiblizn€¢ 5 minut).

DULEZITE! Nevyjimeijte desti¢ky pro kalibraci barev z obalu dokud nejste piipraveni je
spustit. Fluorescencni barva v jamkéch desticek je fotosenzitivni. Jsou-li desticky delsi
dobu vystaveny svétlu, mtize to vést k poklesu fluorescenc¢niho signdlu.

Poznamka: Pokud uchovavite desti¢ky pro kalibrace barev systému Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR v jejich origindlnim obalu v mrazdku, mizete s nimi
provést kalibraci piistroje 7500/7500 Fast az 3-krdt béhem 6 mésicii po prvnim otevieni.

Pokracujte v ¢asti “Provedeni kalibrace barev’” na strané 36.
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Provedeni kalibrace barev

Provedeni kalibrace barev

Provedeni 1. V programu 7500 zvolte Instrument >  Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Ptistroj > Spravce udrZby pfistroje).

Ve spravci udrzby piistroje zvolte zdlozku Dye (Barva).
Zvolte System Dye Calibration (Kalibrace systémovych barev).

Kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

o M 0D

Proved'te kalibraci pro kazdou desti¢ku podle pokyni pravodce.

DULEZITE! Privodce vis vede kalibraci kazdé barvy samostatné.
Kazdou desti¢ku musite zadat, spustit a analyzovat nezavisle.

Dialogové okno kalibrace barev zobrazuje Ctyfi zdloZKy:
* Overview (Piehled) — Informace o kalibraci.
Jste-1i vyzvani k ptipravé pozadovaného materidlu, zvolte barvy, které chcete
kalibrovat.
* Setup (Zadani) — Pokyny pro zadan{ kalibrace barev. Kliknutim na Next (Dalsi)
se otevie zdloZka Run.
Jste-li vyzvani k vloZeni desticky, pfipravte a vloZte desticky podle postupu
v ¢asti “Vlozenf desticky” na strané 37.
* Run (B¢h) — Kliknutim na START RUN spustite kalibraci. Kliknutim na Next
(Dalsi) se otevie zdloZka Analysis (Analyza).
« Analysis (Analyza) — Stav kalibrace (Passed - Usp&$na/Failed - Netdsp&$na).
Jste-li vyzvani k analyze spekter jednotlivych barev, ovéfte stav kalibrace:

v 2

« Passed (Usp&snd) — Kalibrace piistroje 7500/7500 Fast se zdafila. Pokracujte
¢asti “Analyza vysledki kalibrace” na stran¢ 39.

* Failed (Nedspésnd) — Kalibrace pfistroje 7500/7500 Fast se nezdaftila.
Postupujte podle pokynil v ¢asti “Reseni problému s kalibraci barev” na
strané 43.

Poznamka: Spusténi béhu miiZze pfedchazet pauza (az 10 minut) béhem niz dochézi
k ohfevu vyhtivaného vnitiniho vika na nastavenou teplotu.

Poznamky
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Provedeni kalibrace barev

Vlozeni desticky Poznamka: Jelikoz priivodce vés vede kalibraci kazdé barvy samostatng,
proved'te nasledujici kroky pro kaZzdou barvu, kterou kalibrujete.

1. Vyjméte desticku pro kalibraci barvy pozadovanou softwarem z obalu.

DULEZITE! Obal pro desti¢ku nevyhazujte. Desti¢ku pro kalibraci pozadi miZete
pouzit az tiikrat pokud je uchovavana v origindlnim obalu.

2. (Pouze pro standardni desticky) Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

DULEZITE! Desti¢ky Fast nevortexujte.

(Nésledujici kroky se vztahuji na standardni desticky i desticky Fast.)

3. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vyse nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku je nutné dobie promichat a centrifugovat.

4. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desticku

znovu pii vysSich otackach a delsi dobu.

Spravné Nespravné
“ Tekutina na + Nedostate¢né otacky
; \ dné jamky. nebo
|
i

/ | » Nedostate¢né doba centrifugace

5. Ovéite, ze desticka, kterou se chystate pouzit, odpovida desti¢ce poZzadované
programem 7500.

Oznadeni desticky

6. Stiskem oteviete zdasuvku.

Poznamky
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Provedeni kalibrace barev

7. Umistéte desticku do zasuvky. Ujistéte se, Ze desticka je v drzaku umisténa spravné.

Standardni desticky Destick 4
- y Fast (systéem 7500

(f'let?m 75hOO) s Fast) se Sikmym rohem

sikmym rohem v pozici v pozici A1 vlevo nahofte.

A12 vpravo nahofte.

8. Uzaviete zasuvku. Zatlate na jeji pravé stran¢ a pod thlem.

Poznamka: Pokud se vdm nedaii zdsuvku otevfit, je moZzné, Ze blok je v horni pozici a
brani jejimu vysunuti. Blok pfesunete do dolni pozice zvolenim Instrument > Calibrate

v v

(Pristroj > Kalibrace), poté zaviete okno ROI Inspector (Prohlize¢ ROI).

Poznamky
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Provedeni kalibrace barev

Analyza vysledk(l Poznamka: JelikoZ priivodce vds vede kalibraci kazdé barvy samostatng,
kalibrace proved'te nasledujici kroky pro kazdou barvu, kterou kalibrujete.

1. Ovéite stav kalibrace:
« Passed (Usp&snd) — Kalibrace piistroje 7500/7500 Fast se zdafila. Viz krok 2.

* Failed (Nedspésnd) — Kalibrace pfistroje 7500/7500 Fast se nezdaftila.
Postupujte podle pokynil v ¢asti “Reseni problémil s kalibraci barev’” na
stran¢ 43.

2. Oveite seskupeni spekter:
a. Zvolte vSechny jamky desticky.

b. Zkontrolujte hrub4 data (spektra). Ovéite pro kazdé spektrum, Ze:
* Pik je v detekovatelném rozsahu piistroje 7500/7500 Fast.
* Nejsou pfitomny nepravidelné piky.
* Pik je ve spravném kandlu pro danou barvu (viz Tabulka 1 na strané 41).

Nespliuje-li spektrum tato kritéria, postupujte podle pokynii v &4sti “Reseni
problému s kalibraci barev” na stran¢ 43.

Poznamka: Drobné variace spekter a pikti u jamek obsahujicich tutéz barvu jsou
zpusobeny malymi rozdily v optické a excitaéni energii mezi jednotlivymi jamkami.

3. Jsou-li vSechna spektra pfijatelna, kliknéte Next (Dals).

4 Dye Calibration

Analysis Analysis Help &)
=
e — ﬂ Instructions: FEVIEW the pure dye spectra. Ifthe calibration passed, click"Mext' to continue. Results are saved ifthe calibration passes. Click"Save Results’

to save the failed calibration results

=]
. Setup

Ul L <[ View Plate Layout | Wwell Table |

‘J Show in Walls ¥
|

08 A

Hormalized Fluorescence

2b E

3
Filter

Cancel Previous Next_
1 | | Next | | |

Poznédmky
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4. Vyjméte desticku:

. A WG] RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok

na vzorky ohfaty aZ na 100°C. Pied provedenim nasledujicich krokl vyckejte
dostate¢nou dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjmeéte kalibracni desticku.

c. Zasuite zasuvku zpét do pfistroje.

d. Vlozte kalibra¢ni desticku zpét do obalu a poté do spektralniho kalibra¢niho kitu
do mrazaku.

Poznamka: Pokud uchovéavite desti¢ky pro kalibrace barev systému Applied
Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR v jejich origindlnim obalu

v mrazaku, muzete s nimi provést kalibraci piistroje 7500/7500 Fast a7 3-krdt
béhem 6 mésicti po prvnim otevieni.

5. Po vyjmut{ desti¢ky kliknéte Finish (Konec).

6. Pripravte a spustte dalsi desti¢ku podle pokynt v ¢asti “Priprava desti¢ek” na strané
35.

Poznamky
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Reseni problémii s kalibraci barev

Resdeni problému s kalibraci barev

Problém/Symptom Mozna pfi¢ina
Jedno &i vice » Desti¢ka nebyla dostate¢né
hrubych spekter je centrifugovana.
pod detekovatelnym . pesticka obsahuje staré
prahem citlivosti reagencie nebo reagencii je
kalibrace. mélo.

» Provédite-li kalibraci vlastni
barvy, jeji koncentrace neni

dostatecna.
Jedno ¢i vice « Fluorescenéni kontaminace
hrubych spekter v bloku na vzorky nebo
prekracuje maximalni v kalibra¢ni desticce.
limit pro pfistroj « Provadite-li kalibraci vlastni
7500/7500 Fast. barvy, jeji koncentrace je
prili§ vysoka.
Spektra obsahuji Fluorescencéni kontaminace
piky ve vice v bloku na vzorky nebo
filtrech. v kalibra¢ni desticce.

Poznamky

Krok

1. Vyjméte desti¢ku z pfistroje 7500/7500 Fast a zkontrolujte
jamky desti¢ky. Neni-li tekutina v jamkach:

— Na dné, centrifugujte desti¢ku delSi dobu a zopakujte
kalibraci.

— Stejného objemu, desticka nebyla dobfe uzaviena a
reagencie se odpafrily. Vyhodte ji a pouzijte novou.

2. Zda-li se desticka pro kalibraci barvy normalni, vyhodte ji a
pouzijte novou.

3. Pokud problém pretrva, kontaktujte Applied
Biosystems - viz “Kde ziskat pomoc” na strané x.

Poznamka: Provadite-li kalibraci vlastni barvy, pfipravte
novou desticku ale zvySte koncentraci barvy.

Ovétte, Ze systém neni kontaminovan podle pokynt

v Kapitole 3 “Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace.”
Ukaze-li kalibrace pozadi, Ze blok na vzorky neni
kontaminovan, maze byt kontaminovana desticka pro
kalibraci barvy.

Poznamka: Provadite-li kalibraci vlastni barvy, pfipravte novou
desti¢ku ale snizte koncentraci barvy.
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Poznamky
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Kapitola 5

Ovéreni funkénosti pfistroje

V této kapitole naleznete:

B PRI . 46
B ZdANT @XPETIMENTU ....vviiieeeeiiiieeeeee ettt eeeeeiiteeeeeeeetibreeeeeeeantaeeeeeeesnnnneeeesennnns 48
B SPUSEENT EXPETIMENTUL ..eeiiieiiiiiiiieeeeeeiiiiieeeeeeiiieeeeeeeeiiteeeeeeeeentbreeeeeeeanteeeeeseannes 49
B ANAlYZa EXPEITMENTU .....eeiiiiiiieeiiienie ettt ettt ettt ettt st e eeae e ens 51
B ReSenT ProbIEMIL...........o.ivvievieceecee e 54

Pozndmka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
ndpovédeé programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.

Poznamky
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Prehled

Prehled

Proved’te b¢h s destickou TagMane RN4za P, abyste ovéfili funkénost piistroje Applied
Biosystems 7500/7500 Fast.

Potfebna doba 1 hod

Potfebné Destitka TagMan®
° RNé&za P pro
pomUCky ovéreni funkénosti Ochranné ~C
pfistroje bryle
). = === .
] ' [ S
f rl |
Q;_T_\,\’
) } Rukavice bez Centrifuga s adaptérem
Kit TagMane RNaza P pudru na desticky

pro ovéfeni funkénosti
pfistroje
Kdy provadét béh  Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje provést béh s RN4zou P:

s RNazou P * Pfi instalaci systému 7500/7500 Fast. Musite provést kalibraci ROI, pozadi, optickou,
barev a béh pro ovéteni funkEnosti piistroje.

* Po pfemisténi piistroje.

» Kdykoliv je-li zapotiebi ovéfit fungovani piistroje 7500/7500 Fast.

Ugel b&hu Destitka RNéza P obsahuje rozplnéné reagencie potiebné pro detekci a kvantifikaci
RNéazy P genomovych kopii lidského genu pro RNézu P (jednokopiovy gen kodujici RNazovou
podjednotku enzymu RN4aza P).

Kazd4a jamka obsahuje:

¢ 1x TagMane Fast univerzalni PCR mastermix, bez AmpErase® UNG

* Primery pro amplifikaci genu pro RNazu P

* Sonda zna¢end FAMm

* Lidskd genomovd DNA o zndmé koncentraci (templat)
Obrazky niZe znazoriuji uspofadani standardli a skupin nezndmych vzorkl na desticce
RN4za P. Desticka RN4dza P obsahuje pét skupin standardt (1250, 2500, 5000, 10000 a

20000 kopii), dvé skupiny neznamych vzorka (5000 a 10000 kopii) a ¢tyfi netemplatové
kontroly (NTC).

1.2 34,5 .6 7.8 9,10, 1112

: 5000 kopii - skupina
! neznamych vzorku 1 ‘

D NC STD 1250 STD 2500
£f{ STD 5000 STD 10000 STD 20000

10000 kopii - skupina
neznamych vzorkui 2

Poznamky
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Prehled

Po skonceni béhu program 7500:

1. Vytvoii standardni kiivku na zdkladé priméru hodnot Cr (threshold cycle) pro
jednotlivé replikaty standardi.

2. Vypocita koncentraci dvou skupin neznamych vzorki za pouZiti této standardni
ktivky.

3. Ovéif funkEnost piistroje 7500/7500 Fast pomoci ndsledujiciho vypoctu:

[ ( CopyUnk, ) —3( S copyunia) 1> 1 ( CopyUnk; ) + 3( S CopyUnk 1) 1

kde:
e CopyUnki1 = Prdmérny pocet kopii skupiny 1 (Obsahuje 5000 kopif)
e oCopyUnkl = Standardni odchylka skupiny1 (Obsahuje 5000 kopii)
e CopyUnk2 = Prdmérny pocet kopii skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)
® oCopyUnk2 = Standardni odchylka skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)
Specifikace

Pristroj 7500/7500 Fast spliiuje parametry instalace plati-li shora uvedeny vzorec a
pristroj uspesné rozlisi 5000 a 10000 kopii na hladin€ vyznamnosti 99.7%.

Aby byly splnény parametry instalace, miZete z kazdé skupiny neznamych vzorkt
vyloucit omezeny pocet odlehlych bodi (tzv. outlier).

Maximalni pocet odlehlych bodi, které Ize vyloucit
Piistroi .
fistroj Neznamé vzorky Standardy Negativni
5000-kopii | 10000- kopii (STD) kontroly (NC)
7500
6 6 0 0
7500 Fast

Poznamky
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Zadani experimentu

Zadani experimentu

Ptipravte desti¢ku TagMan® RNdza P Fast pro ovéfeni béhu piistroje.

Pfiprava desticky DULEZITE! Pfi manipulaci s destic(kou RN4zaP pouZivejte rukavice bez pudru.
RNaza P

1. Vyjméte desticku RNaza P z mrazdku a vyckejte, nez se desticka ohfeje na pokojovou
teplotu (asi 5 minut).

2. Vyjméte destiCku RNaza P z obalu.

y

-] ===

3. (Pouze pro standardni desti¢ky) Vortexujte desticku po dobu 5 vtefin.

DULEZITE! Desti¢ky Fast nevortexuite.

(Nasledujici kroky se vztahuji na standardni desticky i desticky Fast.)

4. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vyse nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku je nutné dobfe promichat a centrifugovat.

5. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desticku
znovu pii vysSich otdckach a delsi dobu.

DULEZITE! Zabraiite zneéisténi spodni strany desti¢ky pro kalibraci pozadi.
Tekutiny a dalsi kontaminujici latky, které pfilnou ke spodni stran¢ desticky, mohou
kontaminovat blok na vzorky a zpisobit abnormalné vysoky signél pozadi.

Spravné Nespravné

Tekutina na dné » Nedostate¢né otacky nebo
4 | jamky.

» Nedostate¢na doba centrifugace

Poznamky
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Kapitola 5 Ovéfeni funk&nosti pfistroje ﬂ
Spusténi experimentu

Spusténi experimentu

Poté co pripravite desticCku TagMan® RNaza P Fast pro ovéfeni funk¢nosti pristroje,
vlozte ji do pfistroje 7500/7500 Fast a spust’te béh.

VloZeni desticky AWARNING RIZIKO PORANENTL. Je-li pfistroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohtdty az na 100 °C. Pied provedenim nasledujicich krokti vyckejte dostate¢nou
dobu, neZ se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. Stiskem oteviete zasuvku.

2. Umistéte desticku do zasuvky. Ujistéte se, Ze desticka je v drzaku umisténa
spravne.

Standardni desticky Desti¢ky Fast (systém
(systém 7500) se 7500 Fast) se Sikmym
Sikmym rohem v pozici rohem v pozici A1 vlevo
A12 vpravo nahore. nahore.

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 OvéFeni funkénosti pristroje

Spusténi experimentu

Spusténi béhu 1. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager
(Pristroj > Spravce udrzby pfistroje).

2. Ve Spravci 4drzby piistroje zvolte zaloZku RNase P (RNazaP).
3. Na obrazovce RNase P kliknéte Start RNase P Run (Spustit b¢h).

4. Proved'te kalibraci podle pokyni pravodce.
Dialogové okno RNase P zobrazuje ¢tyii zalozky:
¢ Pfehled — (Pfehled) — Informace o kalibraci.

* Setup (Zadani) — Pokyny pro zadani béhu RNaza P. Kliknutim na Next
(Dalsi) se otevie zalozka Run.

* Run (B¢h) — Kliknutim na START RUN spustite kalibraci. Kliknutim na
Next (Dals{) se otevie zdlozka Analysis (Analyza).

* Analysis (Analyza) — Stav kalibrace (Passed - Usp&$na/Failed - Nedsp&sna).

Poznamka: Spusténi béhu mizZe pfedchazet pauza (az 10 minut) béhem niZ dochazi
k ohfevu vyhiivaného vnitfniho vika na nastavenou teplotu.

1 rie cail Instrument  Analysis  Tools  Help
[E] New Experiment - 5 Open.. B 522 - 5 Close 4 Evport B Frint Report
RNase P Perform an RNase P run to verify the performance of your instrument system.
To perform a new RNase P run, click"Start RNase P Run.” To open an existing RNase P run, browse and selectthe file to open, then click "Open."
RNase P Run
3 "\ Start RMase P Run OR Open Existing RMase P Run |ilams\?ﬁﬂﬂ\expaHmenls\ah-cahh-masep eds | | Browse _] | Open
RNase P Run Data

Status:

LastRun

Exp. Date:

Status:

LastRun

Exp. Date

- System Dye -

Status:

LastRun

Exp. Date

- Custam Dye -

Status: 0

RNase P
2 185 Status; Not Run
Last Run
A Home | Instrument Maintenance >
7500 : connected.
Poznamky
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Kapitola 5 Ovéfeni funk&nosti pfistroje ﬂ
Analyza experimentu

Analyza experimentu
Ovéite vysledky experimentu.

Ovéreni vysledkl Poznamka: Jakmile program 7500 dokonéi béh s RNézou P, automaticky analyzuje a
analyzy zobrazi vysledky na obrazovce Analysis (Analyza).

1. Na obrazovce Analysis (Analyza) ovéite stav béhu:

« Passed (Usp&snd) — Piistroj splnil kritéria béhu RN4za P. Pokradujte krokem 5
na strané 53.

v 2

* Failed (NeudspésSnd) — Piistroj nesplnil kritéria béhu RN4za P. Pokracujte
krokem 2 — ovéite vyskyt odlehlych bodi.

Pokud se béh nezdaii, je mozné, Ze soucdsti analyzy jsou i odlehlé body, které
jsou pfi€¢inou nedspéchu. V disledku experimentdlni chyby mohou byt nékteré
jamky amplifikovany nedostate¢né nebo vibec. Takové jamky vétSinou vedou
k Ct hodnotam, které jsou vyrazné odlisné od priméru dané skupiny replikatd.
Pokud budou takovéto jamky (odlehlé body) zahrnuty do analyzy, mohou chybné

ovlivnit jeji vysledky.
2. V amplifika¢nim grafu zvolte Ct vs. Well (Zavislost Ct na pozici jamky).

3. Oveéite uniformitu kazdé skupiny replikati porovnanim seskupeni hodnot Ct
(kontroly, standardy, nezndmé vzorky):

a. V zobrazeni desticky zvolte jamky obsahujici 10000 kopii (fddky F, G, a H).

1.2 .3 4.5 6.7 _.8_9 10 1112

A

X 5000 kopii — skupina

B neznamych vzorku

C

D NC STD 1250 STD 2500

£l STD 5000 STD 10000 STD 20000

F

10000 kopii — skupina \

G neznamych vzorku

_

b. V grafu ové&ite, ze hodnoty Cr skupiny replikatii jsou stejné-

Poznamka: Cisla na ose X odpovidajf jednotlivym jamkdm. Po¢inaje jamkou
Al jsou jamky ¢islovany zleva doprava a shora dolt .

Poznamky
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Analyza experimentu

Odlehly bod

Poznamky

U anawss

c. Naleznete-li ve zvolené skupiné vzorka odlehly bod, vyberte odpovidajici
jamku ve vyobrazeni desti¢ky, poté kliknéte Omit (Vynechat), ¢imz jamku
z analyzy vypustite.

Maximalni pocet odlehlych bodu, které Ize vyloucit

Pristroj Neznamé vzorky Standardy Negativni
5000 kopii 10000 kopii (STD) kontrola (NC)
7500
6 6 0 0
7500 Fast

DULEZITE! Detekujete-li piili§ mnoho odlehlych bodii, objednejte novou
desticku RN4aza P a zopakujte pokus.

d. Opakujte kroky 3a az 3c pro kazdou skupinu replikati (nezndmé vzorky,
standardy, negativni kontroly) na desticce.

4. Kliknéte Reanalyze, ¢imz zopakujete analyzu vysledkd bez odlehlych bodu.

Pokud po provedeni krokt 2 az 4 nesplni b¢h RN4za P poZzadovand kritéria (stav
“Failed”), zopakujte béh za pouziti nové desticky RN4za P. Pokud problém pretrva,
kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc™
na strang X.

RNase P Analysis Analysis Help @

8 instructions: Review the results fram the RNase P run. If the run failed, omit outliers, then click"Reanalyze." Repeat until the run passes. Click Finish to save and
" applythe results.

Status: Passed \ Omit || Reanalyze H Analysis Semngsj
= g

<| View Plate LayouTT Restits }”x‘\'@ W/ ~
Amplification Plot | Standard Curve M ) !\ o} /: /l
T SelectWells With: |- Select tem® /| |

PlotTyps:[Crvs T'uen | Graph Type: PlotColor [well | B show i Wells v |

(] View Legend

< i

i (s

|
2P AWK
@ Amplification Plot g nnnnnn|
o 3. lvlvjejojolofojuloiefo|
Am |m [m |m = = (=== ===

=]
m

= Q
\J
| [ [
u u u u u
10 F
0 5§ 10 15 20 25 3N 35 40 45 50 55 60 8 0 75 B0 85 90 95
e « I o o o
Options
= | g oo jolufo BMu fo oo o]
Target: |RNase P ¥ Threshold: l:l [ |
b

| [

[

Wells: m72 Unknown EZI] Standard th MNegative Contral 0 Empty

| cancel | | Previous | | mest | | |
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5b

5¢c

Poznamky

Kapitola 5 Ovéfeni funkénosti pfistroje ﬂ
Analyza experimentu

5. Vyhodnot'te parametry standardni kiivky:
a. Zvolte zilozku Standard Curve (Standardni kiivka).

b. Kliknéte do levého horniho rohu vyobrazeni desti¢ky, ¢imZ zvolite vSechny
jamky.

Vv s

c. Ovéite, Ze parametr R2 je vyssi nebo roven 0.990.

Je-li hodnota parametru R2 niZsi nez 0.990, opakujte pokus s RNazou P za pouZit{ jiné
desticky RNéaza P. Pokud problém pietrvd, kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems
podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc” na strané x.5.

U anawss

RNase P Analysis Analysis Help @

8 instructions: Review the results from the RNase P run. Ifthe run failed, omit outliers, then click "Reanalyze.” Repeat until the run passes. Click Finish to save
"_and apply the results.

Status: Passed | Omit || Reanalyze H Analysis Semngsj
[ .
<| View Plate Layout T Results Table 1
Amplification Plot | Standard Curve | |
o N
T Select Wells With: |- Selzcttem - ] |
Target [al +|  Piot Color [Derautt v | 7 show in wells v | B view Legend ‘ | Bl | = |

a i = =

Standard Curve
3o fofo o fofofofofofo o fo |
|- 1 O D E M
20 ;
» g [w |w [w [ (s [ [ [ [ ([ |
27
-AOO000000000)
'w i g oo volofofuloloolo]
Quantity
- I I
Target: RNase P Slope: -3.502 Y-Inter: 40.933(g2. 0.998 Hff%: 93.012 %
£ SlE o o o oo fo PO oo oo
Legend

(. Standard . Unknown . Unknown (Flagged)

cr

| B[

Wells: m?z Unknown EZD Standard th MNegative Control 0 Empty

| cancel | | Previous | | mext | | |

6. Kliknéte Next (Dalsi), poté vyjméte kalibracni desticku.

AWARNING RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok

na vzorky ohfaty aZ na 100°C. Pied provedenim nasledujicich krokl vyckejte
dostate¢nou dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu.

a. Stiskem oteviete zasuvku.
b. Vyjméte kalibracni destic¢ku.

c. Zasunte zasuvku zpét do pfistroje.

7. Desti¢ku vyhod’te.

8. Kliknéte Finish, poté kliknéte Yes (Ano) jste-li vyzvani k uloZeni experimentu.
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Reseni problémui

Redeni problémd

Problém/Symptom Mozna pficina Krok

Vice nez povoleny + Kontaminace Kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems a objednejte si
poégt odlehlych - Chyba pipetovani nahradni destic¢ku TagMan® RNaza P pro ovéfeni pristroje.
bodu Pokud se béh znovu nezdafi, kontaktuijte technickou podporu

nebo servis spoleénosti Applied Biosystems.

Béh RNaza P se * Nedostatecna centrifugace
nezdafil + Destitka nebyla dobfe zaviena AW IS RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj

v provozu, muze byt blok na vzorky ohfaty az na 100°C.
Pred provedenim nasledujicich krokti vyckejte
dostate¢nou dobu, nez se blok ochladi na pokojovou
teplotu.

1. Vyjméte desticku RNaza P z pfistroje:
a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjméte kalibraéni desticku.

c. Zasunte zasuvku zpét do pfistroje.

2. Podrzte destiCku proti svétlu a ovérfte, Zze ve vSech jamkach
je stejny objem tekutiny. Pozorujete-li rozdily v objemu,
oveéfte tésnost uzavreni desticky u jamek s niz8§im
objemem, pfipadna poskozeni ¢i odpar.

Rovnéz porovnejte pozice jamek s niz§im objemem
tekutiny s odlehlymi body. Jedna-li se o tytéz jamky, nebyla
desticka pravdépodobné dobfe uzaviena a doslo k odparu.

3. Kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems a objednejte si
nahradni desti¢ku TagMan® RNaza P pro ovéfeni pfistroje.
Pokud se béh znovu nezdafri, kontaktujte technickou podporu
nebo servis spole€nosti Applied Biosystems.

Poznamky
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Kapitola 6

A Udrzba pfistroje

V této kapitole naleznete:

= Monitorovani systému 7500/7500 Fast.........ccoceeriiiriiiiniiiiieiiiceicenecceceeens 56

m Zobrazeni zAZnamu (10) ......ccocuuiiiieeiiiiiiiie e 56

®m Monitorovani Stavi PIStIOJ......eevuvieruieriieiiie ettt 57

B Sledovani StaVu ZATOVKY ..coc.ueiviiiiiiiiiicniceriec e 58
m Dekontaminace bloKu Na VZOTKY ......oc.uviiiiiiiiiiiiiiiee et 59
= Monitorovani pistroje 7500/7500 Fast ........ccocveriiriiiniiiiiiciiceiceeceecee e 58
m Vymeéna halogenoveé ZATOVKY ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiic e 63
B Vymeéna pojistek PIISIIOJE ...covuvririieriiiiiieriee ettt 66
= Aktualizace operacniho systému WIndOWs.........coceevveiriiiiiieiniiinnieeneccieceeens 67
m Aktualizace programu 7500 ..........cooceiriiiiriiiiiiiiiiii e 68

Poznamka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
ndpovédé programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem klavesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.

Poznamky
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| Kapitola 6 Udrzba pfistroje

Monitorovani systému 7500/7500 Fast

Monitorovani systému 7500/7500 Fast

Stav Real-Time PCR systému Applied Biosystems 7500/7500 Fast miZete sledovat
pomoci néstrojii Function Test (Funkeni test), Lamp Status/Replacement (Stav
Zarovky/Vymeéna) a Instrument Log (Zaznam ¢innosti piistroje) v programu 7500. Tyto
ndstroje umoziuji sledovat, zda je ptistroj v potfadku, kontrolovat stav Zarovky a
zobrazovat aktudlni zdznamy o ¢innosti pfistroje.

Zobrazeni zdznamu (log)

Zaznam ¢innosti piistroje (Instrument Log) umoziluje zobrazit aktudlni zdznamy o
¢innosti piistroje 7500/7500 Fast. Zobrazuje hlavni udalosti béhem poslednich 25 béha
(vCetné kalibracf), nebo udalosti vztahujici se pouze ke specifickému souboru EDS.

Zobrazeni 1. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Events Log (Pfistroj > Zaznam
zadznamu ¢innosti).
2. V dialogovém okné zvolte jednu z moZnosti:

¢ System Log — Zobrazuje hlavni udélosti béhem poslednich 25 b&ht
(experimenti) nebo kalibraci.

* Document Log — Zobrazuje udalosti vztahujici se k aktudln¢ otevienému
experimentu.

3. V piipad¢ potieby miZete data zobrazena v tabulce filtrovat nebo ptidavat ¢i
vymazévat sloupce.

Chcete-li... Krok

Filtrovat Gdaje v 1. V rozbalovaci nabidce Filter (Filtr) zvolte vlastnost.
tabulce udalosti 2. V rozbalovaci nabidce zvolte podminky.
3. Kiliknéte Apply, ¢imz data filtrujete .

Poznamka: Chcete-li filtr vymazat, zvolte Filter > Show All
Records (Filtr > Zobrazit vSechny zaznamy).

Pridat nebo vymazat Kliknéte Show Columns (Zobrazit sloupce), poté zvolte
sloupce v tabulce pozadovany sloupec z nabidky.
Tridit data v tabulce Kliknéte do zahlavi sloupce, ¢imz data setfidite vzestupné.

Kliknéte do zahlavi sloupce znovu, ¢imz data setfidite v
opac¢ném poradi.

Exportovat obsah 1. Zvolte radky v tabulce,

zaznamu 2. Stiskem Ctrl+C kopirujte data.

3. Vlozte data do tabulkového editoru nebo textového souboru.
Poznamka: Exportovana data jsou oddélena tabelatorem.

4. Chcete-li ukoncit zobrazeni zaznamu, zaviete dialogové okno.

Poznamky

56 Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na tdrzbu



Monitorovani stavu pfistroje

Kapitola 6 Udrzba pfistroje [
Monitorovani systému 7500/7500 Fast

Dialogové okno Function Test (Funk¢ni testy) umoZiuje provedeni diagnostiky hlavnich

s N

soucdsti pfistroje 7500/7500 Fast. Funkénf testy neni zapotiebi provadét, nemate-li
podezieni na selhdani hardwaru nebo vas k tomu nevyzve zastupce spolec¢nosti Applied

Biosystems.

Provedeni 1. V programu 7500 zvolte Instrument > Function-Test (Ptistroj > Funkéni testy).

funkcénich testl

2. Proved’te funkéni testy podle potieby.

Chcete-li testovat:

* Vsechny soucdsti systému — Kliknéte All Tests (VSechny testy), poté vyckejte,
nez program provede vSechny funkéni testy.

* Jednu ¢i vice soucdsti systému — zvolte:

USB - Testuje USB spojeni mezi pfistrojem 7500/7500 Fast a poc¢itacem. Test
je uspésny, pokud program 7500 navdze komunikaci s pfistrojem 7500/7500

Fast.

CCD - Testuje CCD kameru piistroje 7500/7500 Fast. Test je tispésny,
pokud kamera snimd obraz.

Filter Wheel — Testuje filtry pfistroje 7500/7500 Fast. Test je dspésny, pokud je
k dispozici spravnd verze firmware.

Shutter — Testuje optickou zdvérku piistroje 7500/7500 Fast. Test je
uspesny, pokud je k dispozici spravna verze firmware.

Lamp - Testuje halogenovou Zarovku pfistroje 7500/7500 Fast. Test je
uspésny, pokud je k dispozici spravna verze firmware.

Thermal Cycler — Testuje teplotni cykler piistroje 7500/7500 Fast. Test je

uspésny, pokud je k dispozici spravna verze firmware.

Po skonceni testll program 7500 ohlas{ jejich tspésnost (Pass) /netispésnost (Fail).

Function Test

| USB Pass

| cco Pass

|
e |
| Fiterheel | Pass
|
|

|W Pass
| Lamp Pass
[ Thermocycer | Pass
|W\ Pass

Test FassiFail Description

9

|USB check passed.

|cCD check passed.

|Fi|terWheeI check passed.

|Shutter check passed.

|Lamp check passed

[Thermo Cyclercheck passed.

| Close |

3. Po ukonceni testd kliknéte Close (Zavfit).

Poznamky
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Monitorovani systému 7500/7500 Fast

Sledovani stavu zarovky

Funkce Lamp Status/Replacement (Stav Zarovky) umoziuje sledovat stav Zarovky,

v, oz

kterou pfistroj 7500/7500 Fast vyuZziva k osviceni vzorkl v pribéhu béhu.

Ovéreni stavu  V programu 7500 zvolte Instrument > Lamp Status/Replacement (Pfistroj > Stav
zarovky Zarovky), abyste ovéfili stav halogenové Zarovky.

Lamp Status / Replacement !|

Current Lamp Status
Condition:

Usage (Hours):
Lamp Current:

Date Last Replaced:

Replace Lamp

You must resetthe lamp timer
after replacing the lamp.

[MOTE: The lamp timer can only be
resetwhenthe instrument is idle ]

Good

1]

Unknown
10/01/2007

| Reset Lamp Timer

| Close |

V dialogovém okné Lamp Status/Replacement (Stav Zarovky):

* Condition — oznacuje jednu z nésledujicich moZnosti:

— Good -

(Dobry) Zarovka funguje normélng&. Nenf potieba ji ménit. Kliknéte Close

(Zavrit).

— Failed — (Spatny) Zarovku je nutné vyménit. Kliknéte Close (Zaviit), poté vyméiite
zarovku podle popisu v ¢4sti “Vymeéna halogenové Zarovky” na strané 63.

— Change Soon — (Vymeéna brzy) Zarovka je pouZivdna vice neZ 2000 hodin. Je
doporuceno ji brzy vyménit. Kliknéte Close (Zaviit), poté se rozhodnéte, zda
zarovku vymeénite. Rozhodnete-li se Zarovku vyménit, postupujte podle pokynii
v ¢asti “Vymeéna halogenové zarovky” na strané 63.

* Usage (Hours) — (Doba pouZzivani — hod) Celkovy pocet hodin, kdy byla Zarovka
pouZivana.

e Lamp Current — (Proud) Vystupni proud v ampérech (A). Nizké hodnoty mohou
naznacovat brzké selhani Zarovky.

* Date Last Replaced — Datum posledni vymény.

Vystraha  Program 7500 muiZe b&hem béhu zobrazit ndsledujici varovani:

Zprava

Warning — Cannot detect sufficient
current from lamp. Either lamp is not
installed properly or needs to be replaced.

Popis

Na zacatku béhu je proud zarovky pfili§ nizky. Béh nelze provést, dokud
nevyménite zarovku podle popisu v &asti “Vyména halogenové zarovky” na
strané 63.

Warning — Cannot detect sufficient
current from lamp. Either lamp is not
installed properly or needs to be replaced.

Warning - The lamp usage has exceeded
2000 hr. We recommend replacing the
lamp soon to ensure optimal assay
performance.

Program 7500 zastavil béh, ponévadz proud Zarovky poklesl béhem béhu pod
pfijatelnou Uroven. Béh nelze provést, dokud nevymeénite zarovku podle popisu
v €asti “WVymeéna halogenové zarovky” na strané 63. Kliknéte OK, zkontrolujte
zaznam (log), poté vymérite zarovku.

Zarovka je pouzivana déle nez 2000 hod (pred zahajenim béhu). Kliknéte
Cancel Run (Zrusit béh), vymérite zarovku, nebo kliknéte Continue Run
(Pokraovat v béhu). Provedte znovu kalibrace ROI, pozadi, optickou a barev.

Poznamky
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Dekontaminace bloku na vzorky

Dekontaminace bloku na vzorky

Potfebna doba

Potfebné
pomucky

Cisténi bloku na
vzorky

Poznamky

Nasledujici procedura vysvétluje jak odstranit fluorescenéni kontaminace z bloku na
vzorky piistroje 7500/7500 Fast. Proved'te tuto proceduru maji-li béhy pro kalibraci
pozadi problematicky prub¢h s jednou nebo vice jamkami s abnormalné vysokymi
signdly, coZ je znamka piitomnosti fluorescen¢ni kontaminace.

ACAUTION RIZIKO PORANENI. Neodstrafiujte kryt piistroje. Uvniti systému.

7500/7500 Fast nejsou Zadné soucasti, které miZete bezpecné sami opravit. Domnivate-li
se, Ze existuje néjaky problém, kontaktujte servisniho technika spolecnosti Applied
Biosystems.

A (JXTHI[e]] RIZIKO PORANENIL. Je-li pfistroj v provozu, miZe byt blok na

vzorky ohtaty az na 100 °C. Pred provedenim nasledujicich krokti vyckejte dostate¢nou
dobu, nez se blok ochladi na pokojovou teplotu

ACAUTION Pred pouzitim jiné neZ vyrobcem doporucené metody Cisténi i

dekontaminace si u vyrobce ovéfte, Ze zvolend metoda nemuZe zptsobit poskozeni
pristroje.

30 minut

95% etanol 10% chlornan
sodny Ochranné

bryle Sroubovak

) Tyc€inky s bavinou
nebo nylonem a utérka

Pipetman (100-pL)
se Spickami

Rukavice bez pudru

Deionizovana voda

DULEZITE! Pii provadéni této operace pouZivejte rukavice bez pudru..

1. Identifikujte kontaminované jamky bloku na vzorky (viz “Uréeni kontaminace”
na stran¢ 30).

2. Vyjméte desti¢ku a drzéak z ptistroje 7500/7500 Fast:

a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjméte desticku a drzak.
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Dekontaminace bloku na vzorky

c. Uzavfete zasuvku. Zatlacte na jeji pravé stran¢ a pod dhlem.

O/ Tiacit

3. Manudlné presuiite blok do horni pozice:

a. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance
Manager (Pfistroj > Spravce udrzby pftistroje).

b. V ziloZzce ROI okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Start Manual
Calibration (Spustit ru¢ni kalibraci).

c. V dialogovém okné ROI Inspector kliknéte Move Block (Presunout blok).

d. Jakmile dialogové okno ROI Inspector zobrazi “Block Down” (Blok dole),
kliknéte Done (Hotovo).

4. Vypnéte a vypojte systém 7500/7500 Fast ze zdsuvky. Nechte jej vychladnout 15 min.

5. Otevrete dviika pristroje 7500/7500 Fast.

a. Vlozte tenky Sroubovédk do otvoru na okraji dvifek a tlakem oteviete dviika.

b. Otevrete dvitka.

i

Poznamky
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Dekontaminace bloku na vzorky

7. Vycistéte kontaminované jamky bloku na vzorky pomoci malého mnozstvi
deionizované vody:

a. Pipetujte maly objem deionizované vody do vSech kontaminovanych jamek.
b. Vyplachnéte jamku nékolikrat pipetovanim vody nahoru a dold.
c¢. Pipetujte vodu do odpadu.

d. Pomoci ty€inky s bavlnou nékolikrat vytfete vnitiek kazdé kontaminované
jamky.

e. Vysuste zbytky deionizované vody utérkou, kterd nepousti vladkna.

8. Tazenim vysunte vyhfivany vnitfni kryt piistroje ipln¢ dopiedu. Zvednéte zapadku a

zajistéte vyhiivany vnitfni kryt do pfi¢né listy.

10. Pripojte sytém 7500/7500 Fast do zasuvky a zapnéte jej.

11. Provedte béh pro kalibraci pozadi, abyste ovéfili, Ze se vam podatilo
kontaminaci odstranit (viz “Provedeni kalibrace pozadi” na stran¢ 20).

Poznamky
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Dekontaminace bloku na vzorky

Poznamky

12.

13.

14.

15.

16.

Je-li kontaminace stdle pfitomna, opakujte kroky 1 az 6, poté vycCistéte
kontaminované jamky bloku na vzorky pomoci malého objemu 95% etanolu:

a. Pipetujte maly objem 95% etanolu do vSech kontaminovanych jamek.
b. Vyplachnéte jamku nékolikrat pipetovanim etanolu nahoru a dold.

c. Pipetujte etanol do odpadu.

DULEZITE! Po ¢isténi pomoci chlornanu sodného nebo etanolu vzdy vyplachnéte
jamky pomoci deionizované vody.

Opakujte kroky 7 az 11 — oplachnéte jamky bloku na vzorky a ovéite, Ze jste
kontaminaci odstranili.

Je-li kontaminace stdle pfitomna, opakujte kroky 1 az 6, poté vycCistéte
kontaminované jamky bloku na vzorky pomoci 10% roztoku chlornanu sodného:

a. Pipetujte maly objem 10% roztoku chlornanu sodného do vsech
kontaminovanych jamek.

b. Vyplachnéte jamku nékolikrat pipetovanim roztoku chlornanu sodného nahoru
a dolt.

c¢. Pipetujte roztok chlornanu sodného do odpadu.

DULEZITE! Po ¢&isténi pomoci chlornanu sodného nebo etanolu vzdy vyplachnéte
jamky pomoci deionizované vody.

Opakujte kroky 7 aZ 11 — oplachnéte jamky bloku na vzorky a ovéite, Ze jste
kontaminaci odstranili.

Je-1i kontaminace stdle pfitomna, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti
Applied Biosystems (viz “Kde ziskat podporu™ na stran¢ x).

Ujistéte se, Ze je vyhfivany vnitfni kryt dplné uzavfen a zajistén. Pokud ne, zobraz{
se chybova hlaska.
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Vyména halogenové Zarovky

Vyména halogenové zarovky

Vymeéiite halogenovou Zarovku po zhruba 2000 hodinach provozu.

I

AWARNING RIZIKO VZNIKU PORANENI. Systém 7500/7500 Fast

a zarovka jsou horké! Je-li Zdrovka pouzivana, miize byt velice horkd. Vyckejte
dostate¢n¢ dlouhou dobu, nez se zarovka ochladi, a pii manipulaci s ni pouZivejte
ochranné rukavice bez pudru.

]

ACAUTION RIZIKO VZNIKU PORANENI. Pii manipulaci se Zdrovkou
pouzivejte jednordzové rukavice bez pudru, abyste zabranili popdleni a zkraceni

z N~z

Zivotnosti instalované Zarovky.

I

AWARNlNG V pfistroji se smi pouZivat pouze 12V, 75W halogenova Zarovka.

Potfebna doba 30 min

Potrebné
pomucky %

Halogenova  &roubovak, Rukavice Ochranné
Zarovka maly bez pudru bryle
(12V,75 W)

Vymeéna zarovky ~ DULEZITE! Pfi manipulaci se Z4rovkou pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vypnéte a vypojte systém 7500/7500 Fast ze zasuvky. Nechte jej vychladnout 15 min.

2. Otevrete dvitka piistroje 7500/7500 Fast:

a. Vlozte tenky Sroubovak do otvoru na okraji dvifek a tlakem oteviete dvitka.

b. Oteviete dvitka.

Poznamky
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Vyména halogenové Zarovky

3. Vyjméte zarovku z pifstroje:
a. Vyklopte packu, zajistujici Zarovku, smérem dopiedu.

b. Pevné uchopte Zarovku a vyjméte ji smérem vzhlru a ven z tchytu,

DULEZITE! Nedotykejte se zirovky nemite-li rukavice bez pudru. Zkracujete tak
jeji Zivotnost.

Dobra zarovka

Spatna zarovka
Vyménte

5. Vlozte do piistroje novou Zarovku:
a. Zaklopte packu, zajist'ujici Zarovku, smérem nahoru.
b. Pevné uchopte zarovku, vloZzte ji do tdchytu a opatrné zasufite smérem dold na

jeji misto.

Poznamky
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Vyména halogenové Zarovky

6. Uzaviete dviika.

7. Pripojte systém 7500/7500 Fast do zasuvky a zapnéte jej.

8. Otevrete dialogové okno ROI Inspector:

a. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance
Manager (Ptistroj > Spravce tidrzby pfistroje).

b. V ziloZzce ROI okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Start Manual
Calibration (Spustit ru¢ni kalibraci).

9. V dialogovém okné ROI Inspector kliknéte Lamp Control > Idle (Kontrola Zarovky
> Necinna).

10. Za béhu piistroje se podivejte skrze otvory jeho dvitek a ovéite, Ze zarovka sviti, poté
kliknéte Done (Hotovo).

1::——————________4 - o .
| =E—==—=———=— " Mélibyste vidétsvétlo

11. Pokud Zarovka sviti, zvolte Instrument > Lamp Status/Replacement (Piistroj >
Kontrola stavu zZarovky), poté kliknéte Reset Lamp Timer (Vynulovat ¢asovac
zarovky), poté kliknéte OK.

Pokud Zarovka nesviti, miiZze byt vadnd. Vyméiite ji za novou. Nesviti-li ani ta,
zkontrolujte pojistky pfistroje (viz strana 66).

N4

12. Po vyméné Zarovky proved'te niZze uvedené kalibrace. Viz:
» Kapitola 2 Provedeni kalibrace ROI (Regions of Interest)
» Kapitola 3 Provedeni kalibrace pozadi a optické kalibrace
» Kapitola 4 Provedeni kalibrace barev

» Kapitola 5 Ovéfeni funkénosti piistroje

Poznamky
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Vyména pojistek pristroje
Vymeéna pojistek pfistroje

V piipadé jejich selhdani vyménte pojistky piistroje 7500/7500 Fast.

ACAUTION NEBEZPECI POZARU. Z divodu ochrany pred rizikem vzniku

pozaru pouzivejte pro vymeénu pouze certifikované pojistky typu a jmenovitého proudu
shodného s pojistkami, které jsou v piistroji umistény.

Potfebna doba 30 min

Potfebné '
pomucky '
Vg
1 2P50 JIASﬂ;)é(()z\)/ Plochy Rukavice Ochranné
520 mm  Sroubovak  bez pudru bryle

Vyména 1. Vypnéte piistroj a vypojte jej ze zasuvky.
pojistek

2. Pomoci plochého Sroubovéaku vySroubujte a vyjméte drzaky pojistek z pfistroje.

3. Vyjméte kazdou pojistku z jejiho drzdku a ovéite zda je v poradku. Vnitiek Spatné
pojistky byva ¢erné potazen.

? Dobra pojistka

kL
= . Spatna pojistka
/) Vyméite
/ ]

Poznamky
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Aktualizace operacniho systému Windows

4. Vymeéte Spatné pojistky za nové 12.5 A, 250 V, 5 x 20-mm fuse.

Poznadmka: Hodnoty napéti a proudu jsou na drzaku pojistky.

5. Vratte drzék pojistek zpét do piistroje.

6. Pfipojte systém do zasuvky a zapnéte jej.
Pokud se piistroj zapne, byla instalace dspesna.
Poznamka: Defekt pojistek miZe byt disledkem kolisani elektrické sité. Chcete-li tento

vliv eliminovat, zvazte pouZzivani elektrického ochranného zatfizeni. Vice informaci o
pojistkach viz piirucka 7500/7500 Fast Site Preparation Guide.

Aktualizace operacniho systému Windows

Neaktualizujte opera¢ni systém Microsoft Windows® pocitace s programem 7500
pokud jste nekonzultovali dokumentaci programu (release notes) nebo internetové
stranky spolec¢nosti Applied Biosystems. Novéjsi verze operac¢niho systému Windows®
a jeho aktualizace nemusi byt kompatibilni s programem 7500.

Kompatibilita 1. Oteviete adresai D:\Applied Biosystems\7500 Software v2.0, dvakrat kliknéte
aktualizaci na soubor release-notes.html a ov&ite kompatibilitu.

2. Neni-li v tomto souboru informace, kterou hledate, vyhledejte tuto informaci na
strankdach www.appliedbiosystems.com.

3. Neni-li pozadovand informace ani tam, kontaktujte spole¢nost
Applied Biosystems (viz “Kde ziskat pomoc” na stran¢ x).

Poznamky
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Aktualizace programu 7500

Aktualizace programu 7500

Chcete-li aktualizovat program 7500, proved’te export tidajt, uloZenych v knihovnach
vasi stavajici verze programu, a zdlohujte vysledky experiment.

Internetovd Aktualizace programu 7500 ziskéte piimo na internetové strance Applied
stranka Applied Biosystems. Nejnovéjsi servisni informace a informace technické podpory pro piistroj
Biosystems 7500/7500 Fast ziskate:

1. Oteviete stranku https://www2.appliedbiosystems.com/support/software/
2. Na strance ke staZeni softwaru zvolte z rozbalovaci nabidky typ pfistroje.

3. Na nasledujici strance zvolte Updates — Patches (Aktualizace — Opravné balicky).

Mo s

Priprava na Pred aktualizaci programu 7500:

aktualizaci
1. Zalohujte knihovny:

a. V hlavni nabidce programu 7500 zvolte Tools <desired library> (Nastroje
<poZadovand knihovna>.

b. Otevre se dialogové okno pfislusné knihovny, zvolte, které polozky chcete
exportovat, a kliknéte Export.

c. V dialogovém okné Export kliknéte Save (Ulozit), ¢imZ archivujete vybrané
polozky.

d. Opakujte kroky la az Ic pro kazdou knihovnu.

2. Zalohujte vysledky experimentti — vytvorte kopii adresafe, ktery pouzivate pro
uchovani soubort s vysledky experimentti.
Prednastaveny adresar pro soubory experimentt je:

D:\Applied Biosystems\7500\experiments

Poznamky
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Priloha A

A

Poznamky

Ulozeni, pfemistovani a zprovoznéni
systemu 7500/7500 Fast

A

V této kapitole naleznete:

m Dlouhodobé uloZeni systému 7500/7500 FasSt.......cccovveuiiiiieieiiiiiiiieeeeeiiiieee e 70
m Premistovani systému 7500/7500 Fast..........cocveriiiniiiiniiiiieiiiceiceeeccecee e 71
m Zprovoznéni systému 7500/7500 Fast ........coeeruiiiieiiiiiiiieiee et 73

Poznamka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
ndpovédé programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,
do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.
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Dlouhodobé uloZeni systému 7500/7500 Fast

Dlouhodobé ulozeni systému 7500/7500 Fast

Systém Applied Biosystems 7500/7500 Fast lze vypnout a na del$i dobu vyfadit
z provozu. Délka tohoto vyfazeni z provozu ovlivni postup jak pfistroj vypnout.

Potfebna doba 5 min

Potfebné  ABI PrisM® optickd 96-jamkova desti¢ka nebo optickd 96-jamkova desti¢ka Fast (novd).
pomucky

Priprava pristroje 1. Otevfete zdsuvku pfistroje.
2. Je-li v zasuvce desticka, vyjméte ji.

3. Planujete-li systém 7500/7500 Fast odstavit z provozu na vice neZ tyden nebo
planujete pfistroj pfemistit, vlozte do piistroje nepouZzitou desticku.

Poznadmka: NepouZita desticka chrani vnitini soucasti ptistroje 7500/7500 Fast
béhem piemist'ovani nebo béhem odstavky trvajici déle nez jeden tyden.

4. Uzaviete zdsuvku.

5. Vypnéte piistroj.
6. Vypnéte pocita¢ a monitor:
a. Zvolte Start > Shut Down (Start > Vypnout).

b. V dialogovém okné& Shut Down (Vypnout pocitac) zvolte Shut Down
(Vypnout).

c. Vypnéte monitor.

Poznamky
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Premistovani systému 7500/7500 Fast

Pfemistovani systému 7500/7500 Fast

Timto zptisobem bezpeéné premistite systém 7500/7500 Fast na kratké vzdalenosti (napf.
mezi dvéma laboratofemi v téZe budove).

ACAUTION RIZIKO VZNIKU PORANENI. Nepokousejte se zvedat pfistroj

nebo jiné tézké predméty, pokud nejste pouceni o sprdvném postupu této ¢innosti.
Nespravny postup zvedani miZe vést ke vzniku bolestivého a nékdy i trvalého poranéni
zad. PouZivejte proto pii zvedani nebo prendseni piistroje spravny postup. Pro zvedani
piistroje 7500/7500 Fast je zapotiebi minimalné dvou osob.

A

DULEZITE! Piemistovéni vaseho Real-Time PCR piistroje Applied Biosystems
7500/7500 Fast mtize zpusobit drobné zmény v nastaveni optického systému.

Potfebné  ABI Prism® optickd 96-jamkovd desticka nebo optickd 96-jamkova desti¢ka Fast (novd).
pomucky

—

Priprava pfistroje . Vlozte do piistroje 7500/7500 Fast nepouZitou desti¢ku.
2. Manudlné ptesurite blok do horni pozice:

a. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager
(Ptistroj > Spravce udrzby piistroje).

b. V zilozce ROI okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Start Manual
Calibration (Spustit ru¢ni kalibraci).

c. V dialogovém okné ROI Inspector kliknéte Move Up (Blok nahoru)
3. Vypnéte piistroj 7500/7500 Fast a pocitac.

4. Odpojte vSechny soucdsti systému 7500/7500 Fast.

5. Premist'ujte systém 7500/7500 Fast podle téchto
doporuceni:

* Ove¢ite, Ze plocha, na kterou chcete piistroj
umistit, ma nosnost alespon 54,5 kg (120 liber).

» Oveéite, Ze na trase predpokladaného transportu
pristroje nejsou Zadné prekazky.

» Udrzujte svou patet v neutralni pozici.
* Podfepnéte v kolenou a zvedejte propnutim nohou.
* Nezvedejte predmét pii souasném otaceni se.

* Pfed zvedanim a pfendsenim se na jednotlivych krocich domluvte s tim,
kdo s vami tuto ¢innost provadi.

Poznamky

Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu 71



“ Priloha A UloZeni, pfemistovani a zprovoznéni systému 7500/7500 Fast
Premistovani systému 7500/7500 Fast

6. Propojte jednotlivé soucasti systému 7500/7500 Fast (viz “Zprovoznéni
systému 7500/7500 Fast ” na stran¢ 73).

7. Proved’te béh s desti¢kou pro ovéfeni funkénosti piistroje TagMane RNéza P (viz
strana 45).

a. Pokud se b¢h zdafi, neni nutné piistroj znovu kalibrovat.

b. Pokud se béh nezdaii, proved’te novou kalibraci piistroje podle krokt 8 az 12.

RNase P Analysis Analysis Help @/}

a Instructions: Review the results from the RMase P run. Ifthe run failed, omit outliers, then click "Reanalyze " Repeat until the run passes. Click Finish to save
*and applythe results.

Status: Passed | Omit [ Reanalyze ]‘ Analysis Settings J
<| View Plate Layout T Results Table ]
' Bnalysis Amplification Plot | Standard Curve b3

Plot Settings Select Wells With: ‘ Selectltem - v| | E |
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View Legend ‘ ‘

e iy & =

Standard Curve
- 1 I R R
g © v o lv]efoiofo]o oo

20 H

- gu [m m |m [= [ |= (= (= ===
” -AO0000000000|
- = - 1 O A A R

Quantity
- 1 I A R R

Target: RNase P Slope: -3.502 Y-Inter: 40.933 ﬁz; 0.998 Eff%: 93.012 = n n n n & n n n n
= H
Legerd

[. standard [l Unknown [l Unknown (Flagged) -

Ct

Wells: [ 72 Unknown [£] 20 Standard [1] 4 Negative Contral 0 Empty
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8. Proved’te kalibraci ROI (viz strana 13).

9. Proved’te kalibraci pozadi (viz strana 23).
10. Provedte optickou kalibraci (viz strana 25).
11. Provedte kalibraci barev (viz strana 32).

12. Provedte ovéfeni funk¢nosti ptistroje (viz strana 45).

Poznamky
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Zprovoznéni systemu 7500/7500 Fast

Zprovoznéni Informace o zprovoznéni po&itade k piistroji 7500/7500 Fast naleznete v pifrucce
pocitaCe Applied Biosystems Real-Time System Computer Setup Guide.

Ptiloha A Ulozeni, pfemistovani a zprovoznéni systému 7500/7500 Fast A
Zprovoznéni systému 7500/7500 Fast

prrolvoznéni DULEZITE! Nepfipojujte USB kabel k piistroji 7500/7500 Fast dokud vés k tomu tato
pfistroje 7500/  prfrucka nevyzve.

7500 Fast
Potfebné pomucky
* maly a tenky Sroubovik
¢ piivodni $ndra
Zprovoznéni systému 7500/7500 Fast

1. Pfipravte misto instalace podle popisu v piirucce Applied Biosystems 7500/7500 Fast
Real-Time PCR System Site Preparation Guide.

2. Oteviete dvitka piistroje 7500/7500 Fast.

a. Vlozte tenky Sroubovék do otvoru na okraji dvitek a tlakem oteviete dviika.
b. Otevrete dvitka.

3. Ovéite, Ze vnitini vyhfivany kryt je pln€ vysunut do predni pozice. Je-li piistroj
7500/7500 Fast vybaven zdpadkou vyhiivaného krytu, ujistéte se, Ze zapadka je
zajisténa.

4. Oveite, ze béhem piremistovani nedoslo k poskozeni piistroje 7500/7500
Fast.

Doslo-li k poskozeni pfistroje, poznamenejte si misto a rozsah poskozeni a
kontaktujte technickou podporu nebo servis Applied Biosystems.

5. Uzavtete dvitka.

6. Pripojte piivodni $itiru k piistroji 7500/7500 Fast a poté do zasuvky.

Poznamka: Jsou dodavany piivodni $idry pro rtizné napéti. Zvolte $idru
odpovidajici vasi elektrické siti a ostatn{ Sitiry vyhod'te.

7. Stisknéte hlavni spina¢ vlevo dole na pfednim panelu, poté vyckejte nabéhu piistroje
7500/7500 Fast (asi 30 sec).

Poznamky
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Priloha A UloZeni, pfemistovani a zprovoznéni systému 7500/7500 Fast

Zprovoznéni systému 7500/7500 Fast

Poznamky

11.

12.

. Rozsviti-li se stavova dioda na pfednim panelu vlevo dole, stiskem oteviete zasuvku

piistroje.

. Vyjméte transportni desticku a odloZte ji stranou.

. Uzavfete zdsuvku a vypnéte pfistroj.

Poznadmka: Instalujte dals$i hardware.

DULEZITE! Nepiipojujte zatim kabel USB k pfistroji 7500/7500 Fast.

Ovéite, Ze v pocitaci je instalovan program 7500.
Pokud v pocitaci neni instalovan program 7500, instalujte program Applied
Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System Software v2.0 Software z CD.

Poté co jste ovéfili, Ze v pocitaci je instalovan program 7500, ptipojte USB kabel
k pfistroji 7500/7500 Fast.

74
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Priloha B

Vytvoreni vlastni desticky
pro kalibraci barvy

Real-Time PCR systémy 7500/7500 Fast spole¢nosti Applied Biosystems lze
vyuZit pro reakce pouzivajici vlastni barvy (barvy nevyrabéné spolecnosti
Applied Biosystems). Tyto barvy musi emitovat fluorescenci ve spektralnim
rozsahu 520 az 650 nm méfitelném témito systémy.

PFed pouzitim Pfed pouZitim vlastnich barev na piistrojich 7500/7500 Fast musite:
vlastnich * Stanovit optimdlni koncentraci barvy
barev * Vytvofit vlastni desti¢ku pro kalibraci barvy
 Pridat tuto barvu do programu

» Provést kalibraci barvy (viz Kapitola 4 “Provedeni kalibrace barev.”)

Potrebné Pipetman se Vod - ) erranne
° Spickami oda, umavky chranné
pomUCky (200-pL a 1000-pL) deionizovana (2-mL a 10-mL) bryle

Vlastni

o \ == bara(y)

|
|

ABI Prism®opticka 96- Optické adhezivni félie Rukavice bez

jamkova desticka a opticka nebo opticka plocha pudru
96-jamkova desticka Fast vicka

Centrifuga s adaptérem na desti¢ky

Poznamky

Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systémy - Navod na udrzbu

75




D | Priloha B Vytvofeni viastni desti¢ky pro kalibraci barvy

Stan_ovlen[ DULEZITE! Pii vytvafen{ vlastni desti¢ky pro kalibraci barvy pouZivejte rukavice bez

optimalni pudru.
koncentrace
barvy

1. Ve stiednich jamkach 96-jamkové desticky pfipravte fedici fady vlastnich barev
(naptiklad 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 a 3200 nM) v objemu 50-uL pro
systém 7300/7500 a 20-pL pro systém 7500 Fast.

i’o"o"o°o°o°5°c7>°6“5°8°5"5° 25 50 100 200

1000000000000,
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ooooooooo

H0,0,0,00/0000000] 400 800 1600 3200
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2. Uzavfete jamky reakén{ desticky pomoci optické adhesivni félie.
3. Vlozte ptipravenou desticku:
a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Umistéte desticku pro kalibraci barvy do drzdku desticky.

c. Uzaviete zasuvku.

4. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager (Pfistroj
> Spravce udrZby pfistroje).

5. V zéloZce ROI okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Start Manual
Calibration (Spustit ru¢ni kalibraci).

6. V okné ROI Inspector vytvoite obraz ROI pro kazdy filtr, za¢néte filtrem 1:
a. Nastavte dobu expozice (Exposure Time) na 1024.
b. Kliknéte Block Up (Blok nahoru).
c. Zvolte Filter 1 (Filtr 1).
d. Kliknéte Snapshot (Snimek).

Poznamky
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Priloha B Vytvofeni viastni desti¢ky pro kalibraci barvy m

e. Ovéfte nasyceni obrazu.

Nenasyceny Normalni Presyceni
nasyceni

Dobie Spatné

f. Zaznamenejte, kterd jamka d4va nejjasnéjsi signdl bez saturace. Tato jamka
obsahuje nejlepsi koncentraci vasi vlastni barvy pro filtr 1.

ROI Inspector gl

CCD Cantral/Settings
Exposure Time [ms] 1024 ﬂ

Larnp Contral

Idle = Elack Dawn

Capture Image From
Fiter: & &

(8]

o

&[0

®E

Pixel Intensity 138
Wells Found 56

Shapshat
Generate Calibration
Save Calibration

Filter Masks Loaded
Az 0K
B: 0K
C: 0K
D: Ok
E: 0K

Done

7. Opakujte kroky 6¢ az 6f pro zbyvajici filtry.

8. Poté co stanovite optimalni koncentraci pro kazdy filtr, stanovte optimaln{
koncentraci pro vlastni barvu:

a. Porovnejte vysledky ze vSech filtri.

b. Zvolte koncentraci, kterd ddva nejjasngjsi signdl ve vSech filtrech, ale bez
saturace.

Poznamky
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m Priloha B Vytvofeni viastni desti¢ky pro kalibraci barvy

Vyjmuti desticky ACAUTION RIZIKO PORANENT. Je-li piistroj v provozu, miize byt blok na

vzorky ohfaty az na 100 °C. Pfed provedenim nasledujicich krokl vyckejte dostate¢nou
dobu, nezZ se blok ochladi na pokojovou teplotu.

1. V dialogovém okné ROI Inspector kliknéte Block Down (Blok doli).
2. Vyjméte desti¢ku z piistroje:

a. Stiskem oteviete zasuvku.

b. Vyjméte desticku.

c. Zasuiite zasuvku zpét do piistroje.

Poznadmka: Pokud se vdm nedaii zdsuvku oteviit, je mozné, Ze blok je v horni pozici
a brani jejimu vysunuti. Kliknéte Move Down (Piesun dolt), poté kliknéte Block

s v

Down (Blok dolt), ¢imZ blok piesunete dolt.

3. Kliknéte Done (Hotovo).

VytvoFeni vlastni  DULEZITE! Pri vytvateni desticky pouZivejte rukavice bez pudru.
desticky pro

kalibraci barvy

1. Pfipravte 5 mL (systém 7500) nebo 2 mL (systém 7500) vlastni barvy
v koncentraci stanovené v kroku 8 na stran¢ 77.

2. Pipetujte 50 uL (systém 7500) nebo 20 uL (systém 7500 Fast) takto fedéné vlastni
barvy do vSech jamek optické reakéni desticky.

3. Pomoci optické adhezivni félie desticku uzavfete.

4. Centrifugujte desticku 2 min pfi ne vice nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ka musi byt dobie promichana a centrifugovana.

Poznamky
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Priloha B Vytvofeni viastni desti¢ky pro kalibraci barvy m

5. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud nenf, centrifugujte desticku
znovu pii vysSich otackach a delsi dobu.

Spravné Spatné
Tekutina na + Nedostate¢né otacky
dné jamky. nebo

» Nedostate¢na doba centrifugace

PFidani vlastni 1. V programu 7500 zvolte Instrument > Instrument Maintenance = Manager
barvy do  (Ptistroj > Spravce tdrzby piistroje).
programu
2. Ve spréavci udrzby pfistroje:

a. Zvolte zélozku Dye (Barva).
b. Zvolte Custom Dye Calibration (Kalibrace vlastni barvy).
c. Kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

3. V dialogovém okné Dye Calibration (Kalibrace barvy) zvolte barvu ze seznamu,
nebo vytvoite novou barvu takto:

a. Kliknéte New Dye (Nova barva).
b. V dialogovém okn¢€ Dye Manager (Spravce barev) kliknéte New (Nova).
c. Vyplnte dialogové okno New Dye (Novd barva), poté kliknéte OK.

Pole Krok

Name Zadejte nazev vlastni barvy.

Wavelength Zadejte vinovou délku, pfi niz barva emituje fluorescenci.

Type Zvolte:
» Reporter pokud barva funguje se zhasecem jako reportérova
indikujici akumulaci PCR produktu.

* Quencher (Zhase€) pokud barva zhdasi fluorescenci reportéru
az do amplifikace PCR produktu.

» Both (Obé) pokud barva indikuje akumulaci PCR produktu aniz
potfebuje zhasec.

d. Kliknéte Close (Zavfit).

Poznamky
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Priloha B Vytvofeni viastni desti¢ky pro kalibraci barvy

Poznamky

. Na obrazovce Setup (Zadéani) dialogového okna Dye Calibration (Kalibrace barvy)

zadejte teplotu, pfi niZ se ma provadeét kalibrace.

Poznadmka: Nastavte takovou teplotu, pfi niz hodlate méfit fluorescenci. Napf.
teplota pro vSechny systémové barvy Applied Biosystems je 60 °C, protoZe
meéfeni fluorescence za pouziti reagencii TagMan® probiha béhem extenze PCR
produktu pii 60 °C.

. Zvolte The custom dye plate is loaded in the instrument (Desticka pro kalibraci

vlastni barvy je vloZena do piistroje), poté kliknéte Next (Dalsi).

. Na obrazovce Run kliknéte Start Run (Spustit béh), poté vyckejte, nez systém

7500/7500 Fast dokon¢i kalibraci barvy.

Poznamka: Zobrazi-li program 7500 béhem b&hu chybové hlasky, postupujte podle
pokynti v ¢asti “ReSeni problémd s kalibraci barev” na strané 43.

. Zobrazi-li ptistroj 7500/7500 Fast hlavni nabidku (Main Menu), vyjméte desti¢ku

pro kalibraci vlastni barvy z piistroje.

. Analyzujte vysledky kalibrace vlastni barvy podle postupu v ¢ésti “Analyza vysledki

kalibrace’ na strané 39.
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Potrebné
pomucky

Vytvoreni
desticky pro
kalibraci pozadi

Poznamky

Pfiloha C

Vytvoreni vlastni desticky
pro kalibraci pozadi

Kdykoliv je to mozné pouZivejte destiCku pro kalibraci pozadi, kterd je soucasti
spektralniho kalibra¢niho kitu. Desti¢ky, které jsou soucasti kitu, obsahuji pufr, ktery
presné napodobuje reagencie pouzivané pii PCR, takZe vysledkem jsou kalibracni data
vysoké kvality. Neni-li nicméné desti¢ka ze spektralniho kalibra¢niho kitu k dispozici,
muzZete si vytvofit vlastni podle postupu niZe.

Pipetman, 200-uL  Deionizovana o
(se $pickami) voda Ochranné bryle

=

Opticka
adhezivni folie
nebo opticka
plocha vicka

Rukavice
bez pudru

Applied Biosystems opticka
96-jamkova desticka nebo
96-jamkova desticka Fast

DULEZITE! Pii vytvateni vlastni desti¢ky pro kalibraci pozadi pouZivejte rukavice bez
pudru.

1. Vyjméte optickou 96-jamkovou desti¢ku nebo optickou 96-jamkovou desticku
Fast z krabice a poloZte ji na €isty, rovny povrch.

2. Pipetujte 50 pL (systém 7500) nebo 20 pL (systém 7500 Fast) deionizované vody
do vsech jamek optické reakéni desticky.

3. Pomoci optické adhezivni f6lie nebo optickych plochych vicek desti¢ku uzaviete.

Pouzijte desticku pro kalibraci pozadi stejn¢ jako jste pouZili desticku pro
kalibraci pozadi ze spektrdlniho kalibra¢niho kitu. Viz Kapitola 3 “Provedeni
kalibrace pozadi a optické kalibrace,”
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m Priloha C Vytvoreni vlastni desti¢ky pro kalibraci pozadi

Poznamky
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A

aktualizace, operacni systém 67
analyza
kalibrace barev 39—42
kalibrace pozadi 23
opticka kalibrace 28
RNéaza P 51-53
ROI kalibrace (automatickd) 12
ROI kalibrace (manualni) 13—15
Applied Biosystems
kontakt x
Technicka podpora x

B

barva FAM™ 33, 41, 46
barva CY3® 33, 41
barva CY5® 33, 42
barva JOE™ 33, 41
barva NED™ 33, 41
barva ROX™ 33, 42

barva SYBR® Green I 33, 41
barva TAMRA™ 41
barva TEXAS RED 42
barva VIC® 33, 41
bezpecna manipulace s chemikdliemi xvii, xviii
bezpecna manipulace s odpadem xix
bezpecnost
biologické riziko xxi
doporuceni xviii, Xix
elektrickd zafizeni xx
ergonomie xxi
chemicky odpad xix
chemikalie xvii
pohyblivé soucdsti xx
provoz pfistroje xvi
pred spusténim piistroje xvi
pfemistovani a zvedani pfistroje xvi
standardy xxii
bezpecnostni listy
popis xvii
ziskani x, xvii
bezpecnostni oznaceni na pfistrojich xiv
bezpecnostni standardy xxii
bezpecnostni symboly, na pristrojich xiii
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84

Rejstfik

C

CCD funk¢ni test 57

D

dekontaminace
Cisténi bloku na vzorky 59—62
identifikace kontaminace 30
potiebné pomticky 59
desticka
Fast 9
kalibrace barev 35
kalibrace pozadi 21
RNaza P 46, 48
ROI 9, 25
standardni 9
desticka pro kalibraci pozadi
piiprava 21
vytvoreni 81
dokumentace, souvisejici viii
doporuceni, chemicka bezpecnost xviii
DULEZITE, popis xii
dvitka, otevieni 63

E
EMC standardy xxii
ergonomie, bezpe€nost xxi

F

Fast desticka, popis 9
nevortexovat 9
fluorescence, pozadi 20
funkéni test cykleru 57
funk¢éni test USB 57
funkéni test zavérky 57
funkeni testy 57

CH

chemicky odpad, bezpecnost xix

instalace

halogenova Zarovka 63—65
operacni systém, aktualizace 67

pojistky pfistroje 66—67

K

kalibrace
barev 32—42
barvy (vlastni) 75—80
optickd 25-29
pozadi 2024
ROI 8-17
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Rejstiik

kalibrace barev

analyza 39—42

potiebné pomticky 32

provedeni 36

ptfiprava 35

feSeni problému 43

spektra, 7500 41

vyhodnoceni spekter 34
kalibrace pozadi 20-24

analyza 23

fluorescence pozadi 20

potiebné pomticky 20

provedeni 23

piiprava 21

feSen{ problémi 30
kolecko s filtry, funkéni test 57

N
Népovéda ix
nasyceni, ROI kalibrace 13

O
odlehlé body 51
odpad biologicky, manipulace xix
odstrailovani odpadu xix
operacni systém, aktualizace 67
opravné balicky, aktualizace 67
opticka kalibrace 25-29
analyza 28
potiebné pomticky 25
provedeni 28
piiprava 25
feSeni problému 30

P

pojistky ptistroje
specifikace 66
vyména 66—67
potiebné pomticky
dekontaminace 59
kalibrace barev 32
kalibrace pozadi 20
opticka kalibrace 25
RN4éza P experiment 46
ROI kalibrace 8
vymeéna pojistek 66
vymeéna Zarovky 63
pouZzivani této piirucky vii
provedeni
kalibrace barev 36
kalibrace pozadi 23
opticka kalibrace 28
RNaéza P experiment 49
ROI kalibrace 12
pfemistovani piistroje 71
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Rejstfik

piepéti xx

piiprava
kalibrace barev 35
kalibrace pozadi 21
opticka kalibrace 25
RNéza P experiment 48
ROI kalibrace 9
ROI desticka 25

pristroj
kalibrace barev 32—42
kalibrace barvy (vlastni) 75—80
kalibrace pozadi 20—24

opticka kalibrace 25—29
pfemist'ovani 71

piiprava odstaveni z provozu 70
RNaéza P experiment 46—53

ROI kalibrace 8—17
vloZeni desticky 49
zprovoznéni 73

R
R2 53
radioaktivni odpad, manipulace xix

RNiza P experiment 46—53

analyza 51-53
potiebné pomticky 46
provedeni 49
piiprava 48
R2 53
feSen{ problémi 54

ROI kalibrace 8—17
analyza (automatickd) 12
analyza (manudlni) 13—15
nasyceni 13
potiebné pomticky 8
provedeni 12
piiprava 9
feSen{ problémi 17
uspeésna 14

R

feSeni problémi
dekontaminace bloku na vzorky 59
funkeni testy 57
kalibrace barev 43
kalibrace pozadi 30
opticka kalibrace 30
pojistky piistroje 66—67
RN4éza P experiment 54
ROI kalibrace 17
stav zarovky 58
vymeéna Zarovky 63—65
zdznam 56
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z Nz

specifikace, halogenova Zarovka 63
spektra

CY3® 41

CY5® 42

FAM™ 41

JOE™ 41

NED™ 41

ROX™ 42

SYBR® Green 1 41
standardni desticka, popis 9
systémové barvy

CY3® 33,41

CY5® 33,42

FAM™ 33, 41, 46

JOE™ 33, 41

NED™ 33, 41

ROX™ 33,42

SYBR® Green I 33, 41

TAMRA™ 33, 41

TEXAS RED® 33, 42

VIC® 33, 41

T

Technicka podpora, kontakt x
test fungovani zZarovky 57

U

upozornéni
bezpecnost xii
DULEZITE! vii
popis piikazi vii
Poznamky vii
text vii

Vv

vlastni barva
desticka, jak vytvofit 75—80
kalibrace 79—80
pridani do programu 79
vymeéna
pojistky 66—67
zZarovka 63—65
vymeéna pojistek 66—67
potiebné pomticky 66
vymeéna Zarovky 63—65
bezpecnost 63
potiebné pomticky 63
resetovani Casovace zarovky 58
feSeni problémi 65
stav zarovky 58
Zivotnost zarovky 63
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Rejstfik

88

vynechdni jamky 51
vynechani odlehlych bodti z béhu RNaza P 51
vynulovéni Casovace Zarovky 58
vytvoreni
desticky pro kalibraci pozadi 81

desti¢ky pro kalibraci vlastni barvy 75—80

Z

zprovoznéni pifstroje (po pfemisténi) 73
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