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Pouze pro vyzkumné tcely. Neni uréeno pro diagnostické ucely.

Informace obsaZené v tomto dokumentu se mohou zménit bez predchoziho ozndmeni. Spole¢nost Applied Biosystems nepiijimd Zaddnou zodpovédnost za chyby, které
se mohou v tomto dokumentu objevit. V okamziku svého vyddni je tento dokument poklddan za kompletni a pfesny. Spolecnost Applied Biosystems neni v zidném
piipad¢ zodpovédnd za ndhodné, zvlastni, opakované nebo ndsledné Skody, vzniklé ve spojeni s timto dokumentem nebo v piimé souvislosti s jeho pouZivanim.

AUTORIZOVANY TEPLOTNI CYKLER: Tento Real-Time PCR systém ABI PrisMe 7900HT, vyrobni &islo spolu s bloky na vzorky (tyto bloky lze
okam?zité pfipojit) pfedstavuje autorizovany teplotni cykler. Kupni cena systému zahrnuje zdlohovy licen¢ni poplatek vztahujici se k patentim U.S. Patent

¢. 4,683,195, 4,683,202 a 4,965,188 ve vlastnictvi spole¢nosti Roche Molecular Systems, Inc., a k narokiim vyplyvajicim z odpovidajicich patenti platnych mimo
uzemi USA, vlastnénych spolecnosti F. Hoffmann_La Roche Ltd, které se tykaji procesu polymerdzové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction - "PCR") a
jeho vyuZiti pro interni vyzkumné a vyvojové ucely za pouZiti tohoto piistroje. Pribézné licencni poplatky 1ze zakoupit od spolecnosti Applied Biosystems nebo
ziskat pouzivdnim autorizovanych reagencii. Tento piistroj je rovnéz autorizovanym teplotnim cyklerem pro provadéni procest licencovanych spolec¢nosti Applied
Biosystems. PouZivdnim tohoto piistroje spolu s autorizovanymi reagenciemi je poskytovdna omezend licence na proces PCR v souladu s ochrannymi zndmkami
takovych reagencii. Koup€ pfistroje sama o sob¢ nepiedstavuje udéleni tplné licence uZivateli nebo prava provadét PCR. Dalsi informace tykajici se koupé€ licenci
na provadéni procesu PCR poda Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California 94404, USA.

LICENCNI UJEDNANI: Zadn4 prava jakéhokoliv pouZiti, véetn¢ pouZiti v in vitro diagnostice, nejsou timto udélena, at’ jiZ vyslovné nebo nepfimo, podle zddného
patentu nebo patentové piihlasky tykajici se homogennich metod detekce nebo metod detekce v redlném Case (real_time), véetné patentli pokryvajicich metody
pouZivané ve spojitosti s procesem PCR nebo jingym amplifikacnim procesem. 5' nukledzové detekeni esej a urcité dal§i homogenni nebo v redlném Case provadéné
amplifikacni a detekéni metody jsou chranény U.S. patenty €. 5,210,015, 5,487,972, 5,804,375 a 5,994,056 ve vlastnictvi spolecnosti Roche Molecular Systems, Inc.;
odpovidajicimi patenty a patentovymi piihldSkami platnymi mimo tdzemi USA ve vlastnictvi spolecnosti F. Hoffmann_La Roche Ltd; a U.S. patenty ¢. 5,538,848 a
6,030,787 a odpovidajicimi patenty a patentovymi piihldSkami platnymi mimo tdzemi USA ve vlastnictvi spolecnosti Applera. Koupé tohoto pfistroje nepiedstavuje
udé¢leni licence uZzivateli nebo prav vyplyvajicich ze zminénych patentd.

Pouzivani téchto a dalSich patentovanych postupt ve spojitosti s PCR vyZaduje licenci. Dals{ informace tykajici se ziskani licenci podd Director of

Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California 94404 nebo The Licensing Department, Roche Molecular Systems, Inc., 1145
Atlantic Avenue, Alameda, California, 94501.

UPpZORNENi PRO KUPUJiCiHO: VICE INFORMACI O LICENCI A LICENCNICH UJEDNANICH NALEZNETE V UZIVATELSKE
PRIRUCCE K DATABAZI SDS ENTERPRISE.

JpegEncoder — Licenéni prohlaseni

JpegEncoder je chrdnén autorskym pravem Copyright © 1998, James R. Weeks a BioElectroMech. Na vyvoji tohoto programu se ¢aste¢né podilela i Independent
JPEG Group.

Dalsi Siteni a pouZivani zdrojového kédu nebo bindrni formy programu, v modifikované nebo nemodifikované podob¢, je mozné za dodrZeni ndsledujicich podminek:

1. Spolu se zdrojovym kédem musi byt Sifeno shora uvedené ozndmeni o autorskych pravech, tento seznam podminek, vSechny soubory pfipojené ke zdrojovému
kédu a ndsledujici prohlaseni.

2. Spolu s bindrni formou programu musi byt Sifeno shora uvedené ozndmeni o autorskych pravech, tento seznam podminek a nésledujici prohlaseni.

TENTO PROGRAM (JpegEncoder) JE POSKYTOVAN VE STAVU TAK JAK JE" A JAKEKOLIV VYSLOVNE NEBO NEPRIME ZARUKY, VCETNE, ALE
NIKOLIV VYHRADNE, ZARUK PRODEINOSTI NEBO VHODNOSTI PRO URCITY UCEL, NEJSOU POSKYTOVANY. ZA ZADNYCH OKOLNOSTI
NENI AUTOR NEBO OSOBY PODILEJICI SE NA VZNIKU PROGRAMU ZODPOVEDNY ZA PRIME, NEPRIME, NAHODNE, ZVLASTNI NEBO
NASLEDNE SKODY (VCETNE, ALE NIKOLIV VYHRADNE, POVINNOSTI DODAVKY NAHRADNIHO ZBOZI NEBO SLUZEB; KOMPENZACE
ZTRATY VZNIKLE V DUSLEDKU POUZIVANI, ZTRATY DAT NEBO USLEHO ZISKU NEBO NARUSENI OBCHODNICH VZTAHU) ZPUSOBENE

V JAKEKOLIV SOUVISLOSTI S POUZIVANIM TOHOTO PROGRAMU, A TO ANI PO VAROVANI O MOZNOSTI TAKOVE SKODY.

OBCHODNI ZNAMKY:
ABI PrisM, Applied Biosystems, MicroAmp, Primer Express a VIC jsou registrované obchodni zndmky spolecnosti Applera nebo jejich pobocek v USA a/nebo
v jinych zemich.

AB (Design), ABI Prism, Applera, Assays-by-Design, Assays-on-Demand, FAM, JOE, NED, ROX, TAMRA a TET jsou obchodni zndmky spole¢nosti Applera nebo
jejich pobocek v USA a/nebo v jinych zemich.

AmpErase, AmpliTaq Gold, GeneAmp a TagMan jsou registrované obchodni zndmky spole¢nosti Roche Molecular Systems, Inc.

SYBR je registrovand obchodni zndmka spolec¢nosti Molecular Probes, Inc.
Twister je registrovand obchodni zndmka spole¢nosti Zymark.

Windows a Windows NT jsou registrované obchodni zndmky spole¢nosti Microsoft.
Vsechny ostatni obchodni znamky jsou vyhradnim vlastnictvim svych opradvnénych majitelt.
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Predmluva

Jak pouzivat tuto pfirucku

Ugel této
pFirucky

Komu je pfirucka
uréena

Predpoklady

Prace s textem

Upozornéni
pro uzivatele

Vystrazna
upozornéni

UZivatelska ptiru¢ka ABI Prisme 7900HT Sequence Detection System and SDS
Enterprise Database popisuje, jakym zpisobem pfipravit k provozu, provadét ddrzbu
a feSit mozné problémy souvisejici s provozem Real-Time PCR pfistroje ABI PRISMo
7900HT, podavace mikrodesti¢ek Zymark Twistere a databdze SDS Enterprise.

Tato piirucka je ur€ena védeckym a ostatnim laboratornim pracovniklim, ktei{ budou
pouZzivat a provadét tidrZbu piistroje 7900HT s nebo bez databaze SDS Enterprise.

Tato ptirucka predpoklada, Ze servisni technik spolec¢nosti Applied Biosystems
provedl instalaci Vaseho systému 7900HT, podavace mikrodesti¢ek a databaze SDS
Enterprise, a Ze jste obezndmeni se:

» Zakladnim ovladadnim systému Microsofte Windowse ,jako je pouZivani
mysi, volba ptikazii, prace s okny a pouZzivani hierarchického systému
soubortl.

* Elektronickymi ndstroji na uchovavani dat (pevné disky) a datovymi soubory

» Piipravou reakci a zdkladnimi technikami préace v laboratofti

Pro lepsi pochopeni pracuje tato ptirucka s textem nésledujicim zptisobem:

* Tuéné jsou vyznaceny aktivni zdsahy uZzivatele. Naptiklad:
Napiste 0, poté stisknéte Enter pro kazdé ze zbyvajicich poli.
* Kurzivou jsou vyznacena nova nebo dilezitd slova a téZ zdtraznéni. Naptiklad:
Pred provedenim kalibrace barev vZdy proved'te kalibraci pozadi.
* Znaménko (>) odd¢€luje po sob¢€ nasledujici piikazy, které volite
z rozbalovacich nabidek. Napiiklad:
Zvolte File > Open > Spot Set.

V dokumentaci Applied Biosystems se pouZivaji upozornéni pro uZivatele. Kazdé
upozornéni vyZaduje urcitou miru pozornosti nebo aktivity, jak je popsdno niZe:

Poznamka (Note) — Poskytuje informace, které mohou byt zajimavé nebo

napomocné, ale které nejsou kritické z hlediska pouzivani ptistroje.

DULEZITE! (IMPORTANT!) — Poskytuje informace, které jsou nezbytné
pro spravné ovladéni piistroje, pouZivani reagencii nebo bezpec¢né pouzivani
chemikalii.

Soucésti uZivatelské dokumentace jsou i vystrazna upozornéni. Podrobnéji viz
“Vystrazna upozornéni” na strang xiv.
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Predmluva

Kde ziskat vice informaci

So uvisej ici Vice informaci o pouZivani piistroje naleznete v pfiruckach:

dokumentace

e ABI Prism 7900HT Sequence Detection System Quick Reference Cards —

Poskytuje stru¢ny popis krokd, jejichz provedeni je nezbytné pro konkrétni

pouZiti piistroje 7900HT.

* SDS Software Online Help — Popisuje software Sequence Detection System

a rady pro provadéni béZznych krokda.

* SDS Enterprise Database Administration Guide — Poskytuje informace pro

administratory databaze SDS Enterprise.

PDF verzi této ptirucky a dokumentl Quick Reference Cards naleznete na
instalaénim CD pro software SDS 2.2.

Poznamka: Dalsi dokumentace viz “Kde ziskat pomoc” na strané xii.

PosSlete nam  V Applied Biosystems vitdme Vase komentafe a ndvrhy na zlepSeni uZivatelské
Vase navrhy  dokumentace. Své pfipominky miZete zaslat na adresu:

techpubs @appliedbiosystems.com

Kde ziskat pomoc

Chcete-li kontaktovat technickou podporu Applied Biosystems v Severni Americe,
volejte 1.800.899.5858.

Nejaktudlnéjsi sluzby a informace Technické podpory (Support) naleznete na adrese
http://www.appliedbiosystems.com, kde kliknéte na odkaz Support.

Na strankach technické podpory miiZete:

Prohledévat ¢asto kladené otdzky - Frequently asked questions (FAQs)
Piimo poloZit dotaz Technické podpote

Objednat uZivatelské dokumenty Applied Biosystems, bezpecnostni listy
(MSDS), certifikity o analyze a dalsi souvisejici dokumenty

Stahovat dokumenty ve formatu PDF
Ziskat informace o Skoleni pro zdkazniky
Stahovat programové aktualizace a opravné balicky

Kromé toho je na strdnkéch technické podpory mozZné ziskat telefonni a faxova ¢isla
vSech oddéleni Technické podpory a prodejnich pobocek Applied Biosystems.
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BezpecCnost a elektromagneticka kompatibilita
(EMC)

Tato ¢4st textu popisuje:

Bezpecnostni upozornéni pouzivand v tomto doKumentu ...........cccceevueevieenieenneenne. Xiv
Symboly na pIHSrOJICH....c...eiiiiiiiee e XV
Bezpecnostni oznaceni na prStrojich..........coecueiriiiiniiiiiiiiinieciieeeeeceeeeee XVi
Obecnd pravidla bezpe€nosti pii praci s pristrojem.......cceeveeerueeenieerrieeenieenieeene Xvii
Bezpecnd manipulace s ChemiKAemi ........eevuveeeiiieiniiiniiiiieeeiecieecee e Xviii
Bezpecnd manipulace s chemickym odpadem.........c..ccoceeveiniiniiniiiiiinnciieeeee, Xix
Bezpecna manipulace s elektrickymi zaf{zenimi ..........cccceveereeniieniiiienseeneeneeee, XX
PORYDIIVE SOUCASE ..ottt st s XXi
BiolOZICKE TIZIKO....oueiiiiiiiieiieiie ettt XXi
Bezpecnd manipulace s 1aSerem ......eevveeeniiiiiiiiiiiiiniieete et XX1
Bezpecna manipulace s laserem CteCky carovych kOdul.........ccoevvvevieniinieniennnnn, xxii
BeZPECNA PIACE  ..eooeieiiiiiiiieeee ettt ettt st e xxii
Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagnetické kompatibility (EMC).....xxiii
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita

Bezpecnostni upozornéni pouzivana v tomto dokumentu

Vystraznd V uZivatelské dokumentaci Applied Biosystems jsou pouZivana Gtyfi vystraznd
upozornéni  upozornéni, a to na t&ch mistech dokumentt, kde je zapotiebi upozornit na
odpovidajici rizika. Kazdé z téchto slov — DULEZITE (IMPORTANT),
VAROVANI (CAUTION), VYSTRAHA (WARNING), NEBEZPECI (DANGER)
— vyZaduje potiebu urcité irovné pozornosti nebo aktivity jak je popséno niZe:

Definice

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

JAN

VA )\ T
YRS CAUTION]

------------ — VAROVANI Indikuje potencidlné nebezpeénou situaci, kterd,
pokud se ji nevyhnete, miiZze vést k malému nebo stfedn¢ t€Zkému zranéni. Lze téZ
pouZit jako varovéni pied nebezpecnymi ¢innostmi.
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pokud se ji nevyhnete, zptisobi smrt nebo vdzné zranéni. Pouzivani tohoto Vystrazneho
upozornéni je omezeno jen na nejzavaznéjsi situace.

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

Priklady
NiZe jsou uvedeny piiklady pouZiti vystraZznych upozornéni:

DULEZITE! Pro kazdou 96ti-jamkovou mikrodesti¢ku musite vytvofit samostatny
seznam vzorki.

M Lampa je velmi horkd. Nedotykejte se lampy dokud nevychladne

na pokojovou teplotu.
h LWLGNNE] CHEMICKE RIZIKO. Formamid. Expozice vede

k podrazdéni oci, klize a dychaciho ustroji. MoZné riziko vyvojovych vad a
poskozeni plodu. Prectéte si bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pii manipulaci.
Pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

A PENIEIS ELEKTRICKE RIZIKO. Nesprivng uzemnény piistroj

muiZe zpusobit draz elektrickym proudem. Uzemnéte pfistroj podle pfipojeného
navodu.
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Symboly na pfistrojich

Symboly na pfistrojich

Elektrické Nasledujici tabulka popisuje elektrické symboly, které mohou byt pouzity na
symboly na piistrojich Applied Biosystems.

pristrojich
Symbol Popis Symbol Popis
Oznacduje polohu hlavniho spinace Ochranna svorka - oznacuje
Zapnuto. chranény uzemneény vystup, ktery
musi byt uzemnén predtim, nez je
provedeno jakékoliv jiné elektrické
pfipojeni pfistroje (pfipojeni
Oznacduje polohu hlavniho spinace hlavniho ochranného vodice).
Vypnuto.
Oznacuje polohu hlavniho spinace Oznaduije vystup, ktery maze
Zapnuto/Vypnuto (tyka se spinace, L byt pfipojen na stfidavy
ktery se ovlada stlacenim). napajeci zdroj.
Svorka uzemnéni. Neslouzi jako -— Oznaduje vystup, ktery maze byt
J_ ochranna svorka. P pfipojen na stfidavy nebo
- stejnosmérny napajeci zdroj.
Bezpec€nostni  Nasledujici tabulka popisuje bezpeénostni symboly, které mohou byt pouZity na
symboly  piistrojich Applied Biosystems. Kazdy symbol miiZe byt pouZit sim o sob& nebo

v kombinaci s textem, ktery vysvétluje piipadné riziko (viz “Bezpe€nostni oznaceni
na piistrojich” na stran¢ xvi). Tyto bezpecnostni symboly se mohou rovnéz objevit
v textu tohoto nebo dalgich dokumenti vedle oznadeni DANGER (NEBEZPECYT),
WARNING (VYSTRAHA) a CAUTION (VAROVANI).

Popis

s patfi¢nou obezfetnosti.

Indikuje, ze byste méli ziskat dalsi informace z manualu a pokrac¢ovat

s patfi¢nou obezietnosti.

Indikuje mozny araz elektrickym proudem a nutnost pokracovat

Indikuje horky povrch nebo jiné riziko souvisejici s vysokou teplotou a nutnost
pokracovat s patfi¢nou obezfetnosti.

Indikuje pfitomnost laseru a nutnost pokracovat s patficnou obezretnosti.

> B>

obezfetnosti.

Indikuje pfitomnost pohyblivych soucasti a nutnost pokracovat s patfi¢nou

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita

Bezpecnostni oznaceni na pfistrojich

Nisledujici prohlaseni CAUTION (VAROVANTI), WARNING (VYSTRAHA) a
DANGER (NEBEZPECI) mohou byt pouZity na piistrojich Applied Biosystems
v kombinaci s bezpe¢nostnimi symboly popsanymi v piedchozi ¢4sti.

English

Cesky

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

VAROVANI Nebezpeéna chemikalie. Pfed pouzitim &téte
bezpecénostni list (MSDS).

CAUTION Hazardous waste. Read the waste profile (if
any) in the site preparation guide for this instrument
before handling or disposal.

VAROVANI Nebezpeé&ny odpad. Pfed manipulaci nebo
likvidaci ¢téte informace o odpadu (jsou-li) v navodu na
pripravu mista.

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

VAROVANI Nebezpeé&ny odpad. Pfi manipulaci a likvidaci
postupuijte podle pokynu v bezpecnostnim listu a mistnich
predpisu.

WARNING Hot lamp.

VYSTRAHA Horka lampa.

WARNING Hot. Replace lamp with an Applied
Biosystems lamp.

VYSTRAHA Horké. Zamérite lampu za lampu Applied
Biosystems.

CAUTION Hot surface.

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
zapotrebi nastroju — riziko Urazu elektrickym proudem.
Potfeba uzivatelskych zasahu v prostoru pod krytem je
vylou€ena. Servis provadi pouze kvalifikovany technik
Applied Biosystems.

DANGER Class 3B laser radiation present when open
and interlock defeated. Avoid direct exposure to laser
beam.

NEBEZPECI Laserové zafeni tfidy 3B pii otevieni a
vypnuti kontakitni pojistky. Vyhnéte se pfimému vystaveni
se laserovému paprsku.

DANGER Class 3B laser radiation when open. Avoid
direct exposure to laser beam.

NEBEZPECI Laserové zafeni tfidy 3B pi otevieni.
Vyhnéte se pfimému vystaveni laserovému paprsku.

DANGER Class 3B laser radiation present when open
and interlock defeated. Do not stare directly into the
beam

NEBEZPECI Laserové zéafeni tridy 3B pfi oteveni a
vypnuti kontaktni pojistky. Chrante svij zrak — nedivejte se
pfimo do paprsku.

DANGER Class 3B laser radiation present when open.
Do not stare directly into the beam.

NEBEZPECI Laserové zéafeni tridy 3B pfi otevfeni. Chrarite
svUj zrak — nedivejte se pfimo do paprsku.

DANGER Class 3B LED when open and interlock
defeated. Do not stare directly into the beam.

NEBEZPECI Pii otevieni a vypnuti kontaktni pojistky
tfida 3B LED. Chrarite svij zrak — nedivejte se pfimo
do paprsku.

DANGER Class 3B LED when open. Do not stare
directly into the beam.

NEBEZPECI Pii otevieni tfida 3B LED. Chrarite sviij zrak
— nedivejte se pfimo do paprsku.

CAUTION Moving parts.

VAROVANI Pohyblivé sougasti.
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Obecna pravidla bezpec¢nosti pri praci s pristrojem

Obecna pravidla bezpecnosti pfi praci s pfistrojem

Premistovani a
zvedani
pristroje

Premistovani a
zvedani pocitaci a
monitoru

Ovladani
pristroje

7\
/¥ \o——

/_« SWEGIINEY RIZIKO PORANENI. PouZivejte tento vyrobek pouze v souladu
s postupy uvedenymi v tomto dokumentu. Jiné pouZivani neZ v souladu s instrukcemi
Applied Biosystems mtize vést ke zranéni nebo k poskozeni pfistroje.

///?\‘\

/£ = NELUELSNE RIZIKO PORANENI. Pfistroj smi pfemistovat pouze osoby
nebo dodavatelé uvedeni v ndvodu na piipravu mista. Rozhodnete-li se pfistroj
premist'ovat nebo zvedat poté, co byl instalovan, provadéjte to vzdy v dostatecném
poctu osob, za pouZiti piislusného vybaveni a odpovidajicim zptisobem. Nespravna
manipulace miiZze zpasobit bolestiva a trvald poranéni zad. V zdvislosti na jeho
hmotnosti miiZze premistovani nebo zvedani piistroje vyZadovat dvé a vice osob.

v dostatecném poctu osob. V zdvislosti na hmotnosti pocitace a/nebo monitoru mize
jejich ptemistovani nebo zvedani vyzadovat dve a vice osob.

Pred zvedanim pocitace a/nebo monitoru:

» Ujistéte se, Ze mate ke zvedani pocitace nebo monitoru vhodné néstroje.

» Ujistéte se, Ze na pfedpoklddané drdze pohybu pfendSeného objektu se
nenachdzeji Zadné piekazky.

» Pii zveddni predmétu se soucasné neotacejte.

* Dbejte, aby vaSe pétet byla pfi zvedédni pfedmétu ve stabilni neutrdlni poloze.

* Vsechny zicastnéné osoby musi postup zvedani a pfendSeni vzajemné
koordinovat.

* Nevyjimejte pfedmét z krabice, namisto toho poloZte krabici na bok a pfidrzte
ji, zatimco nékdo jiny nechd jeji obsah opatrné vyklouznout ven.

Ujistéte se, Ze kazdy kdo ovlada ptistroj:

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

» cetl a pochopil veskeré souvisejici bezpecnostni listy (MSDS). Viz
,,O bezpecnostnich listech” na strané xviii.

AWARNWG RIZIKO PORANENI. PouZivejte 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 pfistroje.
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Bezpeénost a elektromagneticka kompatibilita

Bezpecna manipulace s chemikaliemi

A
/a\

Vystraha — /_« SOIA:RIE CHEMICKE RIZIKO. Pied manipulaci s jakymikoliv

chemickeé riziko

O bezpecnostnich
listech

Ziskani
bezpecfnostniho
listu

chemikéliemi si prostudujte piislusny bezpecnostni list - Material Safety Data Sheet
(MSDS), poskytnuty dodavatelem chemikélie, a fid’te se jeho pokyny.

WL CHEMICKE RIZIKO. Veskeré chemikélie nachazejici se
v piistroji véetné tekutln v hadi¢kéach predstavuji potencidlni riziko. Pfed vyménou
reagencii nebo soucdsti pfistroje si vZdy zjistéte, jaké chemikdlie v ném byly

pouzity. Pfi praci pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

/_« SWIEIINE] CHEMICKE RIZIKO. Ctyilitrové zésobni a odpadni lahve
mohou prasknout a protékat. Kazdou ctyflitrovou ldhev je nutné umistit do
polypropylenového obalu. Pfi praci pouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév
a rukavice.

L e A i€2 NEBEZPECNY ODPAD. Nikdy nesbirejte nebo neuchovavejte
odpad ve sklenenych nadobéch kvili moznému riziku jejich rozbiti. Zasobni a odpadni
lahve mohou prasknout a protékat. Kazdou odpadni 1dhev je nutné umistit do
polypropylenového obalu. Pfi praci pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a
rukavice.

Vyrobci chemikalii poskytuji novym zdkaznikim s doddvkou chemikélii bezpecnostni
listy. Bezpe¢nostni list je rovnéz poskytnut spolu s dodavkou chemikélii v piipadé, Ze
byl aktualizovan. Bezpec€nostni listy obsahuji informace, které potfebujete pro bez-
pecné ukladani, manipulaci, pfepravu a odstranéni chemikalie. ObdrZite-li s dodav-
kou chemikalie i bezpe¢nostni list, vZdy jej zaloZte — udrzujte tyto listy aktudlni

Bezpecnostni listy pro chemikalie doddvané Applied Biosystems ziskate vzdy od
Applied Biosystems. Tato sluzba je bezplatnd a dostupné 24 hodin denné. Chcete-li
ziskat bezpec€nostni list:

1. Oteviete stranku https://docs.appliedbiosystems.com/msdssearch.html

7 v

2. V poli hledéni zadejte nazev chemikalie, katalogové ¢islo nebo dalsi informaci
z bezpe€nostniho listu, ktery vas zajimd. Zvolte jazyk, kliknéte na Search
(Hledat).

3. Zvolte dokument, ktery vas zajimd, kliknéte pravym tla¢itkem mysi na jeho
nazev a zvolte jednu z nésledujicich moZnosti:
* Open — Otevieni dokumentu
* Print Target — VytiSt€ni dokumentu
» Save Target As — StaZzeni dokumentu ve verzi PDF do zvoleného adreséie
4. Chcete-li ziskat kopii dokumentu faxem nebo emailem, zvolte Fax or Email po

levé strané nadzvu dokumentu ve vysledcich hledédni, pak kliknéte na RETRIEVE
DOCUMENTS (ZISKAT DOKUMENTACI) na konci seznamu dokumentd.

5. Po zadani poZadovanych informaci kliknéte na View/Deliver Selected
Documents Now (Zobrazit/Stdhnout vybranou dokumentaci).
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Bezpec¢na manipulace s chemickym odpadem

Pravidla  Abyste minimalizovali riziko plynouci z pouZivani chemikalii, musite:

manipulace
s chemikéaliemi

 Precist a pochopit bezpecnostni listy doddvané vyrobci chemikdlii, a to jesté

pfed tim, nez zacnete tyto chemikdlie nebo rizikové materidly ukladat nebo

s nimi manipulovat ¢i pracovat. (Viz “O bezpe¢nostnich listech” na strané
Xviii.)

Minimalizujte kontakt s chemikéliemi. PouZivejte odpovidajici osobni
ochranné pomiicky pro préci s chemikaliemi (napf. ochranné bryle, rukavice,
ochranny odév). Dalsi bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

Minimalizujte inhalaci chemikalii. Neponechédvejte nddoby s chemikaliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (napiiklad digestot). Dalsi
bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

Pravidelné kontrolujte, zda nedoslo k vyliti nebo rozsypéani chemikalii. Pokud
k tomu dojde, postupujte podle €isticich procedur doporucenych vyrobcem
chemikdlie v bezpe¢nostnim listu.

Dodrzujte vSechna mistni nebo ndrodni natizeni a predpisy tykajici se
uchovavani chemikalif, manipulace s nimi a jejich odstrafiovani.

Bezpecna manlpulace s chemickym odpadem

Vystraha -

i NEBEZPECNY ODPAD. Pii manipulaci s nebezpecnym

chemické odpadem a pii ]eho odstranovani se fid'te pokyny v bezpecnostnim listu a mistnimi

riziko

NEBEZPECNY ODPAD. Odpady produkované piistroji Applied

Biosystems predstavuji potencidlni riziko a mohou zptisobit zranéni, nemoc nebo

smrt.

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

manipulace
s chemickym
odpadem

Precist a pochopit bezpe€nostni listy, doddvané vyrobci chemikalif z nichZ
odpad vznikd, pfedtim neZ zacnete chemicky odpad uklddat, manipulovat

s nim nebo ho odstranovat.

Mit k dispozici primérni i sekundédrni nddoby na odpad. (Primarni nddoba na
odpad je pro jeho okamZité shromaZd'ovani. Sekundarni nddoba na odpad
osahuje to, co vytece nebo se vysype z primdrni nddoby. Obé nddoby musi
odpovidat typu uklddaného odpadu a spliiovat pozZadavky mistnich predpisii.)
Minimalizovat kontakt s chemikaliemi. Pfi praci s chemikdliemi pouZivejte
odpovidajici osobni ochranné pomiicky (napf. ochranné bryle, rukavice,
ochranny odév). Dalsi bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

Minimalizovat inhalaci chemikélii. Neponechdvejte nddoby s chemikdliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (naptiklad digestot). Dalsi
bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpecnostnim listu.

Manipulovat s chemickym odpadem v digestofi.

Pytle s odpadem zajistit svorkou.

Odstraiiovat odpad z odpadni nddoby a odstrafiovat odpadni ldhve v souladu se
spravnou laboratorni praxi a mistnimi ptedpisy.
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita

Slozeni odpadu

SloZeni odpadu vznikajiciho v souvislosti s ¢innosti ptistroje ABI PRisM 7900HT
je uvedeno v piirucce ABI PrismM 7900HT Sequence Detection System Site
Preparation Guide.

SloZeni odpadu je uvedeno v procentudlnim zastoupeni reagencii v odpadu vzniklém
v pribéhu instalace a pfi provadéni typickych experimenti, i kdyZ ve vasi laboratofi
nemusi byt provadény typické experimenty.

Informace o sloZen{ odpadu vdm poméhaji planovat zptisoby manipulace a
odstraniovani odpadu, vytvafeného pfi provozu pfistroje. Pfed touto manipulaci ¢i
odstrafiovdnim se seznamte se sloZenim odpadu a informacemi v bezpe¢nostnim listu.

Odstranéni odpadu Pokud pfi préci s pfistrojem vznikne potencidln€ nebezpecny odpad, musite:

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

» Zajistit ochranu zdravi a bezpecnost vSech pracovniki vasi laboratote.
» Zajistit, Ze odpad z ptistroje je uklddan, pfenasen, transportovan a odstrafiovan
v souladu se v§emi mistnimi i ndrodnimi ptfedpisy.

DULEZITE! Radioaktivni nebo biologické odpady mohou vyZadovat zvl4stni zptisoby
zachédzeni a mohou se na né vztahovat omezeni stran moZnosti jejich odstrafiovani.

Bezpecna manipulace s elekirickym zafizenim

Pojistky

Zdroj

Vysoké
napéti

/ NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. P
ovladani piistroje ABI PrRisM 7900HT bez ochrannych kryti muze dojit k vaZznému
urazu elektrickym proudem. Neodstrafiujte kryty pfistroje. Po jejich odstranéni je
moZzny piistup ke zdrojim vysokého napéti

A\

/¢ [EELKEIS NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pouziti
nevhodnych pojistek nebo zdroje vysokého napéti mize zplisobit poskozeni a poZar
piistroje. Pfed zapojenim pfistroje se ujistéte, Ze byly spravné instalovany pojistky, a
Ze provozni napéti piistroje odpovida napéti v elektrické siti ve vasi laboratofi.

7\

P4 | S
/_+ QUELNINE] NEBEZPECI POZARU. V zdjmu nepfetrZité ochrany pred
rizikem vzniku poZaru pouZivejte pouze pojistky typu a jmenovitého proudu
odpovidajiciho poZadavkiim pfistroje.

PEWIEIS NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pro
bezpecny provoz zafizeni je nezbytné jeho uzemnéni. Nikdy nepouZivejte pfistroj,
ktery neni spradvnym zptisobem uzemnén.

NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pouivejte

pouze schvdlené elektrické kabely, odpovidajici napéti ve vasi elektrické siti.

/‘»'\M NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Piipojte
piistroj pouze do uzemnéné zasuvky s odpovidajicim elektrickym proudem.

Ptistroj ABI PrisM 7900HT spada do tiidy II (pfepéti) a je klasifikovan jako pfenosny
ptistroj.
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Pohyblivé soucéasti

Pohyblivé soucasti

/. \

Pohyblivé soucasti /==WILTiNiNied RIZIKO PORANENI. Pohyblivé sou&dsti se mohou zlomit &
jinak poSkodit. Pfi ovladdni pfistroje nesahejte na pohyblivé soucdsti. Pfed servisnim
zdsahem vypojte piistroj ze sité.

A

/==L:\\i€j5:8 RIZIKO PORANENI. Pti ovladéni piistroje neodstrafiujte kryt
podavace. Nedavejte ruce do podavace je-li v chodu.

|

Biologickeé riziko

/\
_La-

Biohazard /> Niii:ziiisies BIOHAZARD. Biologické (lidské nebo zvifeci) vzorky jako
napf. tkang, t€lni tekutiny a krev mohou byt zdrojem infekénich onemocnéni.
Postupujte podle v§ech mistnich/ndrodnich predpisti. PouZivejte prostfedky
ochrany oc¢i, ochranny od¢v a rukavice. Prostudujte si a postupujte podle pokynti
v nésledujicich publikacich:

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

* Occupational Safety and Health Standards, Bloodborne Pathogens
(29 CFR§1910.1030; http://www.access.gpo.gov/nara/cfr/
waisidx_01/29¢fr1910a_01.html).

Dalsi informace tykajici se biologického rizika naleznete na:
http://www.cdc.gov

Bezpecna manipulace s laserem

Laser Real-Time PCR systém ABI PrisM 7900HT pouZivd laser tfidy 3B. Za normélnich
provoznich podminek se jednd o laser tiidy 3B. Jsou-li béhem urcitych servisnich
zasahtll vyfazeny z ¢innosti kontaktni pojistky, miZe laser zpisobit trvalé poskozeni
zraku a je tudiZ za té€chto podminek zafazen jako laser tfidy 3B.

Real-Time PCR systém ABI PrisM 7900HT odpovida pozadavktim natizeni 21 CFR,
1040.10 a 1040.11.

Real-Time PCR systém ABI PrisM 7900HT byl testovédn podle a odpovida
poZzadavkim nafizen{ “Radiation Control for Health and Safety Act of 1968
Performance Standard CFR 1040.”

Real-Time PCR systém ABI PrisM 7900HT byl testovdn podle a odpovida
poZzadavkim natfizeni EN60825-1, “Bezpecnost laserovych zatizeni — Cast 1:
Klasifikace zafizeni, poZadavky a pokyny pro pouZivini.”
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Bezpecnost a elektromagneticka kompatibilita

Pravidla Pro bezpe¢ny provoz laseru:
manipulace

s laserem * Systém musi byt instalovdn a udrZovén servisnim technikem Applied Biosystems.

* Je-li piistroj v provozu, musi byt vSechny ochranné kryty na svych mistech.
V piipadé, Ze jsou vSechny kryty na svych mistech, Zddné zateni nelze
detekovat. Je-li kterykoliv z kryt sejmut béhem provozu laseru (v piipadé
servisu pii vypnuti kontaktnich pojistek), vystavujete se moznosti expozice
laserového zareni vyssiho nez tiidy 3B.

* Neodstranujte bezpecnostni oznaceni nebo nevypinejte kontaktni pojistky.

DalSi informace Dalsi informace tykajici se bezpe¢nostnich piedpisti naleznete v uzivatelské

k bezpec¢nému dolf\umentaci, poskytnuté spolecné s laserem.

Provozu 1aSerl /i \erwrseremese .. , e
/™ WIEGRNINIEY NEBEZPECI LASEROVEHO ZARENIL. Laser mize trvale
poskodit sitnici. Nikdy se nedivejte pfimo do laserového paprsku. Odstraiite Sperky a
dalsi predméty, které mohou odrizet paprsek do vasSich o¢i. Neodstranujte svrchni
nebo bocni kryty pristroje. PouZivejte odpovidajici prostfedky ochrany o¢f a
v ptipad¢€ odstranéni krytii béhem servisniho zdsahu na vstup do laboratofe umistéte
varovani o piitomnosti laseru.

/\

/T SUEGIIES NEBEZPECT POPALENT LASEROVYM PAPRSKEM. Je-li
v kontaktu s kiZi, mizZe prehtaty laserovy paprsek zpasobit t€Zké popdleniny.
NIKDY nepouZzivejte laser pokud nemtize byt ochlazovan ventilatorem. Vzdy
pouzivejte ochranné pomticky pro préci s laserem.

BezpeCna manipulace s laserem cCtecCky ¢arovych kodu

Laser Ctecka ¢drovych kodi, kterd je soudsti systému ABI PRisM 7900HT, je vybavena
laserem ttidy 2 (II).

Bezpecna Lasery tiidy 2 (II) jsou nizkoenergetické lasery s viditelnym paprskem, ktery miize
manipulace zpusobit poskozeni o¢i. Nikdy se nedivejte piimo do laserového paprsku. Skener je
s laserem konstruovin tak, aby laserovy paprsek nebyl dostupny pro operdtora piistroje pii jeho
bézném pouzivani, idrzbé nebo béhem predepsanych servisnich zasahti.

/\
/¥ XTENINE NEBEZPECT LASEROVEHO ZARENL. Lasery tiidy 2 (IT)
mohou zptisobit poSkozeni o¢i. Nikdy se nedivejte piimo do laserového paprsku
ttidy 2 (II) nebo neobracejte tento paprsek proti o¢im nékoho jiného.

BezpecCna prace

Spravna ergonomie vaseho pracovniho mista miiZe sniZit nebo eliminovat tinavu,
bolest a ndmahu. Tyto privodni jevy muZete omezit nebo odstranit takovym
umisténim vaseho systému, které umozni jeho pohodlné ovladani.

/\
/_+ \IYM NEBEZPECT SVALOVEHO PORANENI. Toto nebezpet je
zpusobeno napf. ale nikoliv vyluéné opakovanymi pohyby, nevhodnym umisténim,
vysokou namdhavosti, udrZovanim téla ve statickych pozicich, tlakem a dal$imi faktory.
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Bezpeénost a elektromagneticka kompatibilita

Abyste toto nebezpeci snizili:
* Pouzivejte zafizeni, které vdm umoZni pracovat v neutrdlnich pozicich
s dobrou dostupnosti kldvesnice, monitoru a mysi.

* Umistéte kldvesnici, myS a monitor tak, aby byla umoZnéna relaxovand poloha
hlavy a téla.

Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagnetické
kompatibility (EMC)

Bezpecnostni
predpisy v USA
a Kanadé

Kanadské
normy EMC

Evropské
bezpelnostni
predpisy a normy

C€

Australské normy
EMC

C

Tato ¢ast obsahuje informace o:

* Bezpecnostnich predpisech v USA a Kanadég

» Kanadskych normach EMC

» Evropskych bezpecnostnich ptedpisech a normdch EMC
* Australskych normach EMC

Tento piistroj byl testovan podle normy UL 3101-1 “Safety Requirements for Electrical
Equipment for Laboratory Use, Part 1: General Requirements” a spliiuje jeji poZadavky.

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

Tento piistroj byl testovan podle normy ICES-001, Issue 3: “Industrial, Scientific, and
Medical Radio Frequency Generators* a spliiuje jeji pozadavky.

Bezpecnost

Tento ptistroj spliiuje bezpe€nostni poZadavky evropské Smérnice pro nizké napéti
73/23/EEC. Tento pfistroj byl testovan podle norem EN 61010-1:2001 “Bezpecnostni
poZadavky na elektrické méfici, fidici a laboratorn{ zafizeni, ¢4st 1: Obecné pozadavky”
a EN 61010-2-010 “Zvlastni pozadavky pro laboratorni zafizeni pro ohfev materidlu” a
splituje jejich pozadavky.

EMC

Tento pfistroj spliiuje poZadavky smérnice Rady Evropské unie pro elektromagnetické
ruseni a odolnost vi¢i nému (EMC smérnice 89/336/EEC). Tento pfistroj byl testovan
podle normy EN 61326 (Ttida B) “Elektricka zafizeni pro méfeni, kontrolu a laboratorni
pouZiti — poZadavky EMC”.

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

Popis systému

O pfistroji  Real-Time PCR systém ABI PrisMe 7900HT je Real-Time PCR piistroj druhé generace
7900HT  navrZeny pro provddéni Real-Time PCR (PCR v redlném ¢ase) v automatickém reZimu
provozu a pro snadné zpracovavani velkého poctu vzorki. Pfistroj provadi eseje typu
Real-Time, eseje detekované po skonceni reakce (tzv. eseje typu end-point) a analyzu
disocia¢ni kiivky. Piistroj 7900HT je optimalizovédn pro pouzivani reagencii spole€nosti
Applied Biosystems pro kvantifikaci a detekci nukleovych kyselin.

B y

Obrazek 1-1Real-Time PCR pfistroj ABI PRISM 7900HT a jeho pfisludenstvi

Podporované Piistroj ABI PrRisM 7900HT podporuje provadéni dvou typl eseji za pouZiti reagencif
eseje a spolecnosti Applied Biosystems a pifbuznych spolecnosti.
chemizmy
Eseje detekované po skonceni reakce (End-Point)

V esejich detekovanych po skonceni reakce (end-point) se teplotni cyklovani
mikrodestic¢ek s reagenciemi a templaty provadi v teplotnim cykleru. Po skonéeni
PCR se pouzije ptistroj 7900HT pro provedeni jediného méfeni fluorescence
ukoncenych reakci. Pfikladem eseje tohoto typu je alelickd diskriminace.

Eseje detekované v redlném case (Real-Time)

V esejich detekovanych v redlném case se teplotni cyklovani mikrodesticek

s reagenciemi a templdty provadi v piistroji 7900HT. Data jsou zaznamendvéina
v prubéhu béhu pii kazdém cyklu PCR. Vysledkem je chronologicky zdznam
fluorescence jednotlivych reakci. Piikladem eseje tohoto typu je absolutni
kvantifikace, relativni kvantifikace a analyza disociacni kiivky.
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Céast 1.1 Pozndvdme hardware

Cast 1.1

Poznavame hardware

V této casti

Soucasti
pristroje

PEISLrO] TOOOHT ...ttt et 1-4
POCTEAC ..ottt sttt et 1-7
CteKY CArOVYCh KOU.......ov.veveeeeeeeeeeeeeeeee e 1-8
Podavac mikrodestiek Zymark TWISter........cccevvivievierireeneneeieneeeeneeneeeee 1-9
Spotiebni MALETIAL .......ccciieiieiieiieiieeee et 1-10
ZAPOJENT PITSITOJE ..evveenreeiieriieriieeieete et et esttesteesaeessteenseeseeseesseesseesseesnsesnsennns 1-11

Real-Time PCR systém ABI PrisM 7900HT se skladd z nésledujicich soucasti,
zobrazenych na obrazku 1-2.

Pocita¢ se systémem
Pristroj 7900HT Microsofts Windowse
(viz strana 1-4) (viz strana 1-7)

=0 v : -
. j‘\ "' = e SWS=2
Ctecka carovych Podavac¢ Dodate¢né Ruéni étecka
kéda mikrodesti¢ek drzaky mikro- &arovych kodu
(viz strana 1-8) Zymark Twisters desticek (viz strana 1-8)

(viz strana 1-9) (viz strana 1-8)

Obrazek 1-2 Soucasti Real-Time PCR systému ABI PRISM 7900HT
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Kapitola 1 Popis systému

PFistroj 7900HT

Popis Sougisti ptistroje 7900HT je zafizeni pro provadéni teplotniho cyklovéni a detekci
pristroje fluorescence (viz strana 1-2). Na obrazku 1-3 jsou vyobrazeny hlavni soucasti
pfl’stroje podrobnéji popsané niZe.

/ ' N

. Wa¥UTkdlaYND N % . v 2 Nz
AR A\ CAUTION] Neodstranujte kryty ptistroje ABI PRisM 7900HT. Vnitini soucdsti
piistroje muiZe opravovat ¢i ménit jejich nastaveni pouze kvalifikovany technik
spolecnosti Applied Biosystems. NedodrZen{ této vystrahy miZe vést k vaznému

zranéni a/nebo poskozeni pfistroje.

Laser
CCD Opticky
kamera | System
Snimac
~ Vyhfivané viko
Nositka
Systém automatické
Dvitka manipulace s mikrodesti¢kou
Blok na vzorky

Automaticky ¢ RIZIKO PORANENI. Dbejte, aby se pfi praci s piistrojem vase
podava¢ rucea volné soucasti obleceni nedostaly k nositkiim a dvitkdim pfistroje. Vnitin{
mikrodesticek soucdsti systému 7900HT mohou zpisobit vaZné zranéni.

Ptistroj 7900HT je vybaven automatickym podavacem mikrodesticek, ktery
umoziuje snadné vkladani a vyjimani desticek z piistroje. Piistroj v automatickém
reiimu provozu tak umoZziuje bezobsluZnou préci.

AN
Vyhfivané viko /2L SENINE RIZIKO PORANENI. Horky povrch. Pii praci v t&sné blizkosti

vyhiivaného vika dbejte, aby nedoslo k popéleni.

Ptistroj 7900HT m4d vyhiivané viko pro optimdlni pfenos tepla a rovhomérny ohfev
beéhem teplotniho cyklovani. Po vloZeni mikrodesti¢ky do pfistroje na ni tlaci viko
vahou 31,8 kg. V pribéhu beéhu ma viko konstantni teplotu 105°C (3°C), aby
nedochdzelo ke kondenzaci v jamkach mikrodesticky.

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 1-4



Pristroj 7900HT

Vyménitelné bloky Piistroj 7900HT je vybaven vyménitelnymi bloky na ohiev vzorkd na bézi
na vzorky peltierovych ¢lanku (technologie odvozena od pristroje GeneAmpe PCR System

9700). Soucasti bloku na vzorky jsou peltierovy ¢lanky pro ohfev/chlazeni vzorkl

(obrazek 1-4). Blok na vzorky je vyroben z hliniku, aby byl zajistén optimalni pfenos
tepla mezi blokem a mikrodesti¢kou nebo mikrofluidni kartou.
AN W ARNING.

/2 SITENIIRER RIZIKO PORANENI. Horky povrch. Pti praci dbejte, aby
nedoslo k popéleni.

PFipojeni k pFistroji
(nedotykat se)

(nedotykat se)

Blok na vzorky Vyhfivané platy
(nedotykat se) (nedotykat se)
Blok uvnitf
pFistroje Pohled shora Pohled zdola

Obrazek 1-4 Soucésti vyménitelného teplotniho bloku

Vlastnosti vyménitelného bloku na vzorky:
« Siroky rozsah teplot: 4-99.9 °C
* Piesnost: £0.25 °C v rozsahu 35-99.9 °C
* Rychlost ohfevu/chlazeni: 1.5 °C za vtefinu
e Teplotni uniformita: +0.5 °C (méteno 30 sec po spusténi casovace)
* Dlouhodoba stabilita a vysoka spolehlivost
* MoZnost pouZzivani riznych druht spotfebniho materidlu (viz strana 1-10)

Nekolik riiznych reZzimi provozu véetné reZimu simulace béhu pfistroje 9600 a
programovatelné rychlosti zmény teplot (ramping) (viz strana 3-19)

Zkracend doba mimo provoz diky moZnosti okamzité vymény bloku (viz strana
7-6)

* Snadny pfistup k bloku na vzorky (feseni problém a udrzba — viz strana 7-6)

UZivatelska priru¢ka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 1-5



Kapitola 1 Popis systému

Opticky systém  DULEZITE! Neodstrafiujte kryt piistroje 7900HT. Vnitini souédsti piistroje miize
opravovat ¢i ménit jejich nastaveni pouze kvalifikovany technik spole¢nosti Applied

Biosystems.
Opticky systém piistroje 7900HT je odvozen od optického systému Real-Time PCR
ABI PrisMe 7700. Na obrazku 1-5 je vyobrazen opticky systém piistroje 7900HT.

Poznamka: Vice informaci o optickém systému piistroje 7900HT naleznete
v piiloze A “Princip fungovani.”

CCD

-

h_ Codky -
kamery N |
4+ Mika ———F ]
31— Emisnifitr — ]

' Rozklad  EE—

Laser
paprsku

Fresnelova ¢ocka

Cogky (uvnitf desticky)

s coCkami) -
384/96-jamkova
optickéa mikrodesticka Celni pohled

Bocni pohled

Obrazek 1-5 Opticky systém pristroje 7900HT
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Pocita¢

Poditac

Funkce

Systémové
pozadavky

Rozdéleni
pevného
disku

Pro sprivné fungovani systému 7900HT a podavace mikrodesti¢ek Zymark Twister
je zapotiebi pocita¢ s opera¢nim systémem Microsoft Windows. Pomoci programil
SDS a Automation Controller pocita¢ umoziuje:

* Programovat a ovladat piistroj

* Koordinovat fungovani ptistroje 7900HT, systému automatického reZimu
provozu a cteéek ¢arovych kédia

* Uchovévani a spravu dat vzniklych ¢innosti systému 7900HT
* Propojeni mistni sit¢ (LAN) a databdze SDS Enterprise (je-li instalovdna)

Pozadavky na konfiguraci operacniho systému pocitace slouZiciho k ovlddani
piistroje 7900HT se lisi podle verze programu SDS. Chcete-li znat naroky na systém
vaSeho pocitace, naleznete je v dokumentu Release notes pro vasi verzi programu
SDS.

Tento soubor je umistén:
D:\AppliedBiosystems\SDS2.2\ReleaseNotes.txt
Poznamka: Pro ¢teni souboru je moZno pouZit programy Microsoft Notepad,

Wordpad nebo Word.

Béhem instalace piistroje 7900HT provede servisni technik spole¢nosti Applied
Biosystems rozdéleni pevného disku tak, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Pevny disk Disk Vel. Obsahuje
(GB)

—| C 2 Soubory operaéniho systému:
|
|

D >25 | « Program SDS 2.2

* Program Automation Controller

* Program pro Zymark Twister

* Program LAVA:

* Programy tfetich stran

» Datové soubory sds

* (Volitelné) Klient databaze SDS
Enterprise

-

*Spoleénost Applied Biosystems doporucéuje, abyste na disk C neinstalovali programy. Pogita¢
se spousti rychleji, je-li na disku C pouze operacni systém.

tProgram pro ovladani ¢tecky ¢arovych kéda..

Poznamka: Rozdéleni pevného disku podle tabulky viz vySe je pouze zdkladnim
rozdélenim poZadovanym programem SDS. Konkrétni konfigurace rozd¢leni
pevného disku (pevnych diskl) je zavisla na konkrétnim modelu ovladaciho
pocitace, dodaného k piistroji.
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Kapitola 1 Popis systému

Cteéky &arovych kodu

Popis Soucasti systému ABI PRisM 7900HT jsou i dvé ¢tecky carovych kédu pro nacitani
dat a rozeznani mikrodesticek:
* Rucni ¢tecka ¢arovych kodu slouzi k manudlnimu nacitani kodt
* Pevné umisténa ¢teCka carovych kodu je pouZivdna pro automatické snimani
kédu mikrodesticky umistované do piistroje (je pouZivana pouze v souc¢innosti
s automatickym podavacem vzorki)
Obe¢ ¢tecky ¢arovych koda pracuji s laserovym paprskem tiidy I o vinové délce
670 nm a podporuji format 128 ASCII znakového ¢arového kodu.

Umisténi ¢tecek
¢arovych kédu

Ke zdifce PC
Rozdélovag¢  pro klavesnici

—aok—

=

Ke klavesnici

GR2015

Obrizek 1-6 Ctedky darovych kédd pistroje 7900HT

Pouzivani m NEBEZPECT LASEROVEHO ZARENI. Pi{mé nebo odraZené
Gtecek laserové paprsky mohou poskodit sitnici, coz miZe vést k trvalém poskozeni zraku.

garovych Nikdy se nedivejte piimo do laserového paprsku. Odstraiite Sperky a dalsi predméty,
kéde  které mohou odrazet paprsek do vasich oci. Chraiite ostatni pfed laserovymi paprsky.

Vice informaci o ¢teCkdch ¢arovych kédl naleznete v :

PouZivani ruéni ¢teCky CArovych KOAU.......cocvevvieieiiiieieeeeeeceeeeee e 2-26
Sefizeni pevné umisténé ¢teCky Carovych kOdil........cocvvviiveeiiiiiiniiiiieeeeeeee 7-49
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Podava¢ mikrodesticek Zymark Twister

PodavacC mikrodestiCek Zymark Twister

Popis

Soucasti
podavace
mikrodestiCek
Zymark Twister

Ulozné véze

Pouzivani
podavace
mikrodesti¢ek
Zymark Twister

Podavac¢ mikrodesti¢ek Zymark Twistere slouZi k manipulacim s mikrodestickami, a
tak umoZznuje bezobsluZny provoz piistroje 7900HT. Rameno podavace se pohybuje
v rozsahu 310 stupiill, ¢imZ je umoZnén ptistup k zdsuvce piistroje 7900HT, az k péti

Vv o2

uloZnym véZzim na mikrodesticky a k pevné umisténé ¢tecce ¢arovych koda.

Podava¢ mikrodesti¢ek
Zymark Twister (zobrazeni v Fezu)

— il
b
Lo

=

Senzor  Uchop  Regulétor

i nastaveni
1
1
1
:
I
S
Pevné umisténa Rozsifeni Ulozna véz (drzak desticek)
Ctecka Carovych kodul podavace

Obrazek 1-7 Soucasti podavace mikrodestiCek Zymark Twister

e
NI
== -
‘ [l o .
| ’ Carovy kod
Podava¢ mikrodesti¢ek Zymark @Jamka A1l

Twister (pohled shora)

Obrazek 1-8 Ulozné véZe podavaée mikrodesti¢ek Zymark Twister

m NEBEZPECT LASEROVEHO ZARENI. Pifmé nebo

odrazené laserové paprsky mohou poskodit sitnici, coZ mize vést k trvalému
poskozeni zraku. Nikdy se nedivejte piimo do laserového paprsku. Odstrarite Sperky
a dalsi pfedméty, které mohou odraZet paprsek do vasSich o¢i. Chraiite ostatni pied
laserovymi paprsky.

Vice informaci o podavaci mikrodesticek Zymark Twister naleznete v:

Zapnuti pristroje 7900HT .......ccoooiiiiiiiiii et 2-4
Zapnut{ a nastaveni programu Automation Controller .........c...cocceeverveeneeneennee. 4-37
Udrzba podavate MIKIOAESHEEK ...........o.oveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 7-35
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Kapitola 1 Popis systému

Spotifebni material

Spotiebni Diky vyménitelnym blokiim umoziuje piistroj 7900HT pouZivéni riznych typt
material spotiebniho materidlu tak je popsdno v nasledujici tabulce.

K pFistroji o }
7900HT Tabulka 1-1 Spotiebni material

Spotiebni plastik Uzavieni (vicka)

ABI PRrismw~ optické 384-jamkové ABI PRrismw opticka adhezivni félie
mikrodesti¢ky

ABI Prismw~ optické 96-jamkové » Kompresni podlozky (Compression Pads):
mikrodesticky — Standardni podlozka pro ruéni ovladani
— Zacvakavaci podlozka
* 96-ti jamkové desticky:
— ABI Prism opticka adhezivni félie
— ABI Prismopticka vicka (pouze plocha)

Mikrofluidni karty Zadné (samozatavitelné)

Kompresni  Spole¢nost Applied Biosystems doporuduje pro dosaZeni optimélniho pfenosu tepla
podloZky pouZivat kompresni podlozky. Standardni kompresni podloZky jsou doddvény
s optickymi 96-ti jamkovymi mikrodesti¢kami a Ize je pouZit pii ruénim ovladdani
piistroje. Pro provoz v automatickém reZimu s podava¢em mikrodesti¢ek Zymark
Twister doddva spole¢nost Applied Biosystems opakované pouZitelné zacvakdvaci
podlozky.

Vice informaci Vice informaci o spotiebnim materidlu a ddaje pro jeho objednani naleznete
o spotfebnim v ptiloze C “Kity, reagencie a spotfebni material”.
materialu
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Zapojeni pFistroje

Zapojeni pfistroje

Elektrické Na obrizku 1-9 a v tabulce 1-2 je zndzornéno propojeni jednotlivych souéasti

propojeni

I —l ¥
Napéjeni = [ ]
@ ‘ =)
—_t N\
CEh——W
H
Napéjenl' H@J = . [ i Napéjenl' - =

-

=)

piistroje ABI Prism 7900HT.

Napajeni

@ Napéjeni
Komunikaéni kabel

—— Kabel napajeni

Obrazek 1-9 Propojeni soucasti pfistroje ABI PRISM 7900HT

Tabulka 1-2 Propojeni pfistroje ABI PRISM 7900HT

Kabel Typ Propojeniz ... do...

A Komunikace Pocita¢ (port pro monitor) | Monitor

B Komunikace/ o " % _ e
Napajeni Pocitac (port mysi) Mys$ — neni zobrazena

c Sériova Mol NP
komunikace Pocita¢ (sériovy port 1) Pfistroj 7900HT

D | fomunkacel | poitag (port klavesnice) | Rucni ttegka carovych kodi

apajeni

E . % i Automaticky podavac
Komunikace Pocita€ (sériovy port 2) mikrodesticek (port C)

F Ethernet Mistni pocitacova sit E%%tac (ethernetovy port) nebo

G Komunikace/ Potitad (ISA karta 1) Pevné umisténa ctecka carovych
Napéjeni kodua

H Komunikace/ Kabel ¢tecky ¢arového Klavesnice (nenf zobrazena)
Napéjeni kédu

*Viz obrazek 1-10 na strané 1-12.
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Kapitola 1 Popis systému

Pevné umisténa

CteCka carovych kapel Stecky
kodu ¢arovych kodu

/ Do karty

Lava (ISA
karta 1)

Napéajeci zdroj

Napajeci kabel

Obrazek 1-10 Pripojeni pevné umisténé ctecky carovych kodi

Univerzalni
napéjeci sada
(kat.C. 4334482)

IEC 320 4-mistny

IEC 320 Sev. Amerika x (1)

@ univerzalni panel
B @ @ @ O] pfipojeni (KAT. C.
@ 4333969)
I

(1)) G

IEC 320 Evropa

Souprava kabell x (4)

Souprava kabell pro Japonsko

IEC 320 U.K./Irsko x (1)

x (4) (viz nize)

IEC 320 Austrélie/
Novy Zéland x (1)

K po¢itaci, monitoru, ruéni ¢tecce

garovych kodl a podavadi mikrodestigek - - - -

IEC 320 Japonsko x (1)
oznaceno “JAPAN ONLY”

Poznamka: Pofadi neni dulezité.

s Severni Amerika: 250V@15A MAX
™ Evropa a ostatni zemé: 250V @ 10A MAX

Obrazek 1-11 Univerzalni panel pfipojeni

Pfi instalaci univerzalni napjeci sady kabell (v8echny zemé mimo Japonska):

1.
2.

N ok

Propojte jeden konec specidlnich propojovacich kabelti s jednotlivymi spotfebici.
Druhy konec propojovacich kabeld zapojte do panelu.

Zvolte spravnou koncovku pro napéjeci kabel podle dané zemé (pro CR plati
norma [IEC320) a kabel propojte do panelu.

Vypnéte v§echny komponenty (monitor, poc¢itac a automaticky podavac).
Napdjeci kabel propojte do napédjeci zdsuvky.
Zapnéte komponenty.

NepouZité propojovaci kabely nenechdvejte zapojené do panelu.
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Cést 1.2 Pozndvéme software

Cast 1.2 Poznavame software
V této Casti  Jednotlivé SOUCASH SOTTWATU .........cuvvveeeieieceereseicececeeie et 1-14
Program SDS - soubory a jejich formaty ...........cccooviiiniiiniiiiniiiniiceieeeeee, 1-15
SPIAVA QAL c..eiiiiiieii ettt e 1-17
1-13
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Kapitola 1 Popis systému

Jednotlivé soucasti softwaru

Programové Pro praci s piistrojem ABI PRISM 7900HT se pouZziva soubor programu, které slouZi
vybaveni knastaveni a spusténi a k analyze vysledki vytvétenych piistrojem 7900HT.

Tabulka 1-3 Standardni program SDS

Program Funkce

Program SDS » Vytvareni a editace soubor( desticek

» Provadéni vstupni a finalni analyzy dat alelické
diskriminace, relativni a absolutni kvantifikace

» Ukladani, tisk a export vysledku

Java~ Runtime Environment Pridavny software pouZivany pfi b&hu programu SDS

DULEZITE! Nemazte souéasti Java Runtime
Environment. Jsou nutné pro spravnou funkci programu
SDS.

Firmware pfistroje 7900HT » Provadi fizeni zakladnich funkci a operaci pfistroje
7900HT

» Je ovladan ptikazy z pocitace

» Spojuje pfikazy vydavané programem SDS s operacemi
provadénymi pfistrojem 7900HT

Tabulka 1-4 Programy pro praci v automatickém rezimu nebo s databazi Enterprise

Program Funkce
Program Automation + Ridi a koordinuje operace pFistroje 7900HT v rezimu
Controller automatického provozu

» Spousti a fidi provadéni jednotlivych béha
» Provadi odec¢itani dat v pribé&hu béhu

Program Zymark Twister Program pro kalibraci automatického podavace
mikrodesticek.

Program LAVA Program pro nastaveni polohy pevné instalované ctecky
¢arovych kodu.

Klient databaze SDS Zabezpecuje propojeni programu SDS a databaze

Enterprise Enterprise pomoci sitového propojeni.

Poznamka: Vice informaci viz strana 1-21.
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Program SDS — soubory a jejich formaty

Program SDS — soubory a jejich formaty

Soubory DULEZITE! Nikdy nemaZte nebo nepfemistujte programové soubory nebo adresate
pouzivané a programu SDS a souvisejicich programi vyjma piipadt, kdy jste k tomu vyzvani
vytvarené zédstupcem nebo dokumentaci spole¢nosti Applied Biosystems.
programem SDS

Program SDS pouziva rizné soubory a adresafe (Tabulka 1-5). N&které z téchto
souborti obsahuji vysledky nebo kalibracni data, jiné jsou zapotiebi pro provoz
piistroje 7900HT.

Tabulka 1-5 Bézné soubory programu SDS

Typ souboru Pripona| lkona | Popis/Komentar

Soubory dokumentu desticek

ABI PrisM SDS *sds | |g® | < Virtualni zaznam mikrodesti¢ky (nebo jiného typu
dokument LE > | spotf. materialu) se vzorky

» Obsahuje Udaje o vzorcich a esejich (nazvy,
umisténi, reportérova barva) v desti¢ce

» Obsahuje tdaje o teplotnim profilu a nastaveni pro
odecitani dat

» Uklada data zaznamenana v prabéhu béhu

ABI Prism SDS *.sdm
soubor typu sdm

» Pro analyzu vysledku relativni kvantifikace
(malé soubory dat)

ABI Prism SDS *.sdt Pro vytvareni dokumentt desticek (sds)

82 5

templat- MGze obsahovat informace o jednotlivych esejich,
teplotni profil a nastaveni pro odecitani dat

Importované/Exportované soubory

Nastaveni *ixt L Pro vytvafeni dokumentu desticky

dokumentu =

desticky =

Exportovany *ixt e | » Obsahuje exportovana hruba nebo analyzovana

datovy soubor = data pro vSechny nebo zvolenou skupinu jamek

» Pouziva format *.txt (tabelatorem oddélena data
kompatibilni s vétSinou tabulkovych editoru)

*

Graficky .jpg E: » Pro export graft nebo panelt dokumentu desticky

soubor JPEG+ « Kompatibilni s v&t$inou textovych nebo
tabulkovych editort

» Muze byt za¢lenén pfimo do soubor( typu HTML
nebo XML

*Pouzivani templatd neni nutné, ale je doporuceno kvuli ispofe €asu v pfipadech, kdy jsou
opakované pouzivany desti¢ky s identickym nastavenim jednotlivych eseji.

tJoint Photographic Experts Group

Flkona se méni podle toho, kterému programu je pfifazen soubor typu jpeg
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Kapitola 1

Popis systému

Velikost
soubort

Cinnosti programu SDS vznikaji soubory o riizné velikosti v zdvislosti na typu béhu.
V tabulce 1-6 jsou uvedeny primérné velikosti typickych souborti vzniklych ¢innosti

programu SDS.

Tabulka 1-6 Primérna velikost dokumentl desticky

Velikost souboru-
Typ béhu Aplikace
Nekomprimovany | Komprimovany
Jedno ¢&teni Alelicka diskriminace 150 az 180 KB 70 az 90 KB
Cteni v Absolutni kvantifikace
realném case 15 az 25 MB: 10 az 15 MB
(Real-Time)+ Relativni kvantifikace

*Velikost komprimovanych souborl je pouze odhad na zakladé komprese programem
WinZipe. Vice informaci viz “Archivace soubort programu SDS” na strané 7-54.
T Maximalni velikost souboru pfi éteni v redlném €ase (absolutni nebo relativni kvantifikace) je
jen priblizna. Velikost muze byt vétsi v zavislosti na nastaveni rezimu zaznamu dat.
}Velikost souborl pfi éteni v redlném Ease zavisi na délce béhu a nastaveni zaznamu dat
v dokumentu desti¢ky. DelSi béhy a béhy v nichz jsou data snimana ve vice krocich mohou
vést ke vzniku soubort vyrazné vétSich nez 15 az 25 MB.

DULEZITE! Z divodu omezeni paméti nemtize databaze SDS Enterprise ukladat
soubory, jejichz velikost ptesahuje 40 MB.

UZivatelska priru¢ka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 1-16



Sprava dat

Sprava dat

Fungovani
systému a tok dat

Standardni rezimy
provozu

m

ﬂ

ABI PRISM 7900HT

Sprava dat je klicovym prvkem tspésSné integrace piistroje ABI Prism 7900HT do
procesu ostatnich ¢innosti v laboratofi. Béhem 24 hodin provozu v reZimu ¢teni

v redlném case (Real-Time) miZze piistroj 7900HT vytvofit vice nez 200 MB dat.

K tspésné spravé dat je nutné pochopit zdkladni principy jejich zdznamu, ukladdani a
zpracovavani.

Pristroj ABI PrisM 7900HT ma tfi standardni reZimy provozu v zévislosti na
prislusenstvi, které bylo zakoupeno spolu s piistrojem

¢ Provoz samostatného pfistroje (Stand-Alone — viz niZe)
¢ Provoz v automatickém rezimu (viz strana 1-18)
¢ Provoz s databazi (viz strana 1-18)

Provoz samostatného pfistroje

V tomto reZimu provozu se pouZiva pouze piistroj ABI PrRisM 7900HT (Obréizek 1-
12) bez jakéhokoliv piislusenstvi. Jednotlivé behy spousti laborant/ka za pouZiti
programu SDS, ktery ukldda data na pevné disky pocitace.

Pocitac
Program SDS

@

Vytvorfeni dokumentu
desticky

Pevny disk

Spusténi desticky

Firmware

€©)

detekce

Teplotni cyklovani a

Zaznam dat

pomoci dokumentu >
w
[
O Tsdty
/- Ulozeni hrubych dat soubor] 17
| do dokumentu B =
: / 2
Sériovy Otevfeni a analyza e —
y dokumentu desticky
kabel

Obrazek 1-12 Samostatny provoz pristroje 7900HT
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Kapitola 1 Popis systému

ABI PRISM 7900HT

Provoz v automatickém rezimu

V tomto reZimu provozu pouziva pfistroj ABI PRisM 7900HT piisluSenstvi —
podavac mikrodesticek Zymark Twister a pevn¢ umisténou ctecku ¢arovych kéda,
coZ umoziuje zpracovavani velkého poctu vzorkli. Pomoci programu Automation
Controller tak mtZze laborant/ka zpracovat vetsi pocet destiCek aniZ je jejich
zpracovani osobné piitomen/pfitomna. Obdobné jako v reZimu samostatného
provozu ukldda pocita¢ veSkerd data a umoZziiuje jejich analyzu.

Pocditac

Program SDS

2

N
y

/" Vytvofeni dokumentﬂ\;
desticek y

(

Program Automation
Controller

¥

) .

/  Zafazeni destidek

AN

: k analyze a jejich i
\\ postupné spusténi j
-~ 4

B .

Firmware

/" Ulozent hrubych dat
do dokumentt

®

detekce

Teplotni cyklovani a

% . N iy /" Otevfeni a analyza ™\
\ Zaznam dat b Sériovy | dokumentu destigky &
. y kabel y

, y . =

Obrazek 1-13 Automaticky rezim provozu pfistroje 7900HT

Provoz s databazi Enterprise

V tomto provoznim reZimu pouziva piistroj ABI PRISM® 7900 HT databazi SDS
Enterprise a automaticky podavac¢ mikrodestic¢ek tak, aby bylo mozné zpracovéni co
nejvyssiho poctu vzorkt. V této konfiguraci (viz obrazek 1-14 na strané 1-19) ma
ptistroj 7900HT dostatecnou kapacitu pro uloZeni a dostate¢né moZnosti pro analyzu
velkého mnoZstvi vzorkd, at’ jiZz pro kvantifikaci genové exprese nebo genotypovani.
Krom¢ toho slouZi databdaze SDS Enterprise i pro tischovu vysledkil souvisejicich
analyz, vzniklych na pocitacich, které jsou pfipojeny prostiednictvim mistni sité.

1-18
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Sprava dat

ABI PRISM 7900HT Stolni pocitac (desktop)
Firmware Program Automation
Controller
7 Teplotni cyklovania Spusténi dokumentd
L detekce ‘E desti¢ek z databaze
. y
@ _—— — |y
NS T~ P NS T N
/ 74 d N\ Sériovy /UloZeni hrubych a analy-
L aznam dat 2 kabel | zovanych dat do databaze 2
. Y 4 N _ay
N 0 0 00 0 00000000000 4 N
|
]
=
Databazovy server & Ethernet
Datab&ze SDS
Enterprise
=
I
—
[——
|| —
Dokur_n'enty Analytické Vysledky
desticek parametry
T , Ethernet
Stolni pocita¢ pro analyzy (desktop)
Firmware
® D
\..J// v ’ - \‘\. 7 N
/- Otevieni aanalyza / VytvoFeni dokumentti
\\dokumentu destlckyJ \\ desticek 5.;
Program RQ Manager Pevny disk 1
(/ Analyza vysledki
N (tzv. studie)
Program SNP Manager
® taveni eseji
7" Analyza vysledki
(\ (tzv. studie)

Obrazek 1-14 Automaticky rezim provozu pristroje 7900HT s databazi SDS
Enterprise
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Kapitola 1 Popis systému
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Cést 1.3 Databdze SDS Enterprise

Cast 1.3

Databaze SDS Enterprise

V této Casti

O databdzi SDS ENterPriSe......cccuerieriiiiiiieiieenieenite sttt 1-22
O softwaru databdze SDS EnterpriSe........ccocveirieeriiieiniieniieenieeeieeeieeesiee e 1-25
Koncepce databdze a sprava dat ..........coocveeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 1-27
Podpora dokumentace AP .........coccooriiiiiiiiiiiieieeeee e 1-28
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Kapitola 1 Popis systému

O databazi SDS Enterprise

O databazi  Program SDS verze 2.2 je vybaven rozhranim pro komunikaci s databdzi SDS
Enterprise spole¢nosti Applied Biosystems jako soucdsti laboratorniho informac¢niho
a fidiciho systému (LIMS). Databaze SDS Enterprise je rela¢ni databdze zaloZend na
databazovém systému Oracle, navrZzend specialné pro ukladani dat, ktera jsou
generovdna piistrojem ABI PRISM® 7900HT. Mezi dalsi funkce databaze patii
autentizace uzivatelii, vykonny a nastavitelny systém spravy dat a nastavitelné
moZznosti archivovani. Databaze dale obsahuje programové nastroje pro zaclenéni
ptistroje 7900HT do procest spravy dat v laboratornim provozu.

Rizeni pfistupu  Databédze SDS Enterprise umoZiiuje vicetroviiové fizenf pifstupu uZivateli a diky
tomuto systému je mozné riznym uZivateliim zamezit v piistupu k funkcim nejen
samotné SDS databdze, ale i k programu SDS a k ovladan{ pfistroje 7900HT.
Souciésti databaze je také modul pro nastaveni prav jednotlivych uzivateli (SDS
User Account Manager). Tento modul dovoluje nastaveni prav a hesel jednotlivym
uzivateliim, pfidavani a mazani uZivateli, to vSe pouze uZivateli s opravnénimi
administratora. Prava piistupu k jednotlivym tkontim jsou uvedena v této piirucce
ve formé kritkych poznamek u popisu daného ukonu.

Poznamka: Uplny popis uZivatelskych &t v databdzi SDS Enterprise naleznete
v ptirucce SDS Enterprise Database Administration Guide (kat. ¢. 4346513).

Struktura Databédze SDS Enterprise je koncipovéna jako dvoupdasmové databédze
sité s architekturou klient-server v prostfedi sité Ethernet (10Base-T) nebo Fast Ethernet
(100Base-T). Databazi je moZno provozovat jako souc¢dst izolované hvézdicové sité
s vyuzitim routeru SMC dodavaného spolu s databazi (obr. 1-15) nebo jako jeden
uzel veétsi sitové sbérnice (obr. 1-16). Server databize pouziva statickou IP adresu a
je schopen obsluhovat aZ 5 klientskych stanic najednou. Stanice mohou fungovat
bud’ v rezimu DHCP nebo mohou mit ptidéleny statickou TCP/IP adresu.
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O databazi SDS Enterprise

Pfiklad architektury mistni sité (LAN)

V zakladni konfiguraci je databiaze SDS Enterprise schopna obsluhovat az ¢tyii DHCP
nebo TCP/IP klientské stanice v topologii hvézdicové site. V této konfiguraci je server

propojen s klientskymi stanicemi pfes router, doddvany spolu s databdzi, se statickou
IP adresou.

Poznamka: Router umoZiiuje propojeni i do vzdalené sit¢ (WAN).

Zaznam dat Analyza

* Z&dznamy béht ) . V):/sledky arJaIn)'Izy

« Parametry analyzy « Vysledky béht

» Dokumenty desti¢ek . « Studie

» Templaty 4 Degoaze » Nové dokumenty desti¢ek

T - - Templaty
ABI PRISM 7900HT Databazovy server Stolni PC
Operacni systém Operacni systém
Windowse 2000 Windowse 2000 Windows® 2000
TCP/IP (Port 1521)
Sit'ovy protokol Program databaze Sitovy protokol
TCP/IP SDS Enterprise TCP/IP
Software Software

Program SDS nebo
program Automation
Controller

Programy SDS, RQ
Manager, nebo
SNP Manager

—

Router

Obrazek 1-15 Zakladni architektura lokalni sité (LAN) pro databazi SDS Enterprise
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Kapitola 1 Popis systému

Priklad architektury vzdalené sité (WAN)

V konfiguraci WAN je databaze SDS Enterprise schopna obsluhovat aZ 5 klientskych
stanic jako jednotlivych sitovych uzll. Stejn¢ jako v predchozi konfiguraci musi byt
server pro identifikaci v siti konfigurovan s pevnou IP adresou a klientské stanice pak
mohou byt konfigurovany bud’ DHCP nebo pevnou TCP/IP adresou.

Z&znam dat Analyza

» Zaznamy béhl > 5 Vysledky analyzy

» Parametry analyzy « Vysledky béhl

+ Dokumenty desticek <+— | Databaze -~ Studje N

* Templaty i * Nové dokumenty desticek

* Templaty
Operaéni systém ABI PRISM 7900HT DatabéZOVy server Stolni PC Operaéni systém
Windowse 2000 Windowse 2000 Windowse 2000
Sit'ovy protokol TCP/P (Port 15321) Sit'ovy protokol
TCP/IP Program datgbaze TCP/IP
SDS Enterprise
Software Software

Program SDS nebo
program Automation
Controller

Programy SDS, RQ
Manager, nebo
SNP Manager

Laboratof Kancelar

Obrazek 1-16 Zakladni architektura vzdalené sité (WAN) pro datab&zi SDS
Enterprise
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O softwaru databaze SDS Enterprise

O softwaru databaze SDS Enterprise

Program Databaze SDS Enterprise obsahuje nastroje, které umoZziuji uZivateli zaclenit ji do
sprévy béZného provozu laboratofe tak, jak je popsdno v ¢asti:

databaze Databazové moduly pro velkokapacitni analyzu ........cc.ccooceveeniieniicineenenne 1-25

Nastroje pro spravu databaze ..........cceeveeriieiiieiiiiieeienienee e 1-26

Databazové moduly pro velkokapacitni analyzu

O modulech Spole¢nost Applied Biosystems nabizi pro provadéni stfedné- a velkokapacitnich
analyz genotypizace a genové exprese v databazi SDS Enterprise dva moduly (SNP
Manager a RQ Manager) (Obrazek 1-17).

=
T wbow o 4
2 Manager 3
7 —_— L
AR, =
SNP Manager BT S
Studie/Vysledky béha SNP/Genotypizace
Databaze SDS 4—} N —

Enterprise
~-4 L

Analyza

010 (Rel uantity)
‘<=_‘
e |
m="

-
-l

~ 1‘»”'“]*1"

11

AAAAA
5 BBEysioms

[—
—

i

RQ Manager
Relativni kvantifikace

Obrazek 1-17 Databaze SDS Enterprise — Velkokapacitni analyza

O programu  Program SNP Manager slouZi k provddéni analyzy SNP (genotypové analyzy) pro
SNP Manager stfedné velké a velké objemy dat uloZené v databazi SDS Enterprise. Program je
schopen najednou zpracovat az 5000 destic¢ek, coz znamend aZ 1,9 milionu
5 nukledzovych reakci zpracovanych na ptistroji ABI PRISM® 7900 HT. Vice
informaci naleznete v piiru¢ce SDS SNP Manager User Guide (kat. ¢. 4338776).

O programu  Program RQ Manager slouZi k provadéni analyzy relativni kvantifikace (genové
RQ Manager exprese) pro stfedné velké a velké objemy dat uloZené v databazi SDS Enterprise.
Program dokdZe provést srovnavaci analyzy pro az 97 detektort (96 cilovych gent a
1 endogenni kontrola) pro az 200 destic¢ek nebo pfiblizn€ 153600 multiplexnich
reakci zpracovanych piistrojem ABI PRISM® 7900HT. Vice informaci naleznete
v ptirucce SDS RQ Manager User Guide (kat. €. 4339753).
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Kapitola 1

Popis systému

Nastroje pro spravu databaze

Pfehled Databédze SDS Enterprise obsahuje soubor néstroju, které provad&ji spravu
pouZzivéani a obsahu databaze. Na obrazku 1-18 jsou shrnuty zdkladni funkce
kazdého z téchto nastroju a typ dat, s kterymi pracuje.

Fe
DO my SDs SDS Templaty
A Document Template
desticek Loader Loader
SDs /@i» / SDS User
Document 1 Account
Creator Dokumenty Databaze SDS Manager
desticek Enterprise
\\\“—.,///
SDS / \ SDS
Document Database
rl:: o Extractor Archiver
| 4
Dokumenty Archivy (.arc)
desticek

Obrazek 1-18 Piehled nastroji pro spravu databaze

Nastroje pro praci Souddsti programového vybaveni databéze SDS Enterprise jsou &tyfi néstroje,
s dokumenty SDS spustitelné z piikazové fadky, které zabezpecuji spravu dokumenti desticek,
templatd a vysledkd, které jsou generovany piistrojem 7900HT.

* SDS Document Creator (nastroj pro tvorbu dokumentt desticek) — Vytvaii
v databdzi pomoci templatu a souboru nastaveni eseje dokumenty desticek
(assay plate setup file) (viz “Vytvofeni dokumentu pomoci templdtu” na strané
A-51).

* SDS Document Loader (nastroj pro zavadéni dokumenti desticek) — Zavadi do
databédze obsah jiz existujicich dokumentti desticek (viz “Zavadéni dokumentd”
na stran¢ A-54).

* SDS Document Extractor (nistroj pro extrakci dokumentti z databaze) —

Vytvaii dokumenty desti¢ek z dat v databdzi (viz “Extrahovédni dokumentii” na
stran€ A-55).

* SDS Template Loader (néstroj pro zavadéni templati) — Zavadi do databaze
obsah jiZ existujicich templati (viz “Zavadéni do templati” na strané A-50).

Nastroj pro Program SDS Archiver se instaluje spolu s programem SDS, jehoZ sou¢asti je Klient
archivaci dat databdze SDS Enterprise. Tento program umoZiiuje administratorovi databdze
vytvéret archivy dat z databdze a nasledn¢ data z archivnich soubort opét do
databaze nahrat. Viz “Archivace a zpétné nahrani dat do databdze” na strané A-56.

Spravce Program SDS User Account Manager se instaluje spolu s programem SDS, jehoZ
uzivatelskych G¢th soudasti je Klient databaze SDS Enterprise. Tento program umoziuje
administratorim databdze prid€lovat ostatnim uZivateltim prava a hesla, ptiddvat a
odstranovat je. Viz “Sprava uZivatelskych Gcti” na strané A-16.
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Koncepce databaze a sprava dat

Koncepce databaze a sprava dat

Koncepce Soucdsti databdze SDS Enterprise jsou tfi primdrni typy datovych soubort,
databdze pouZivanych pro ovladani piistroje 7900HT a analyzu vysledki:

* Dokumenty desti¢ek

* Analyza

e Studie

Na obrazku 1-19 je vyobrazeno, odkud jsou ziskavany rtizné datové soubory a jejich
pouZiti pfi provozu piistroje ABI PRism 7900HT.

@

s Desticky jsou prekryty folii a narovnany
] T EoE TN do uloznych vézi podavace. Pred
Pomagi programu SDS se e g ~ spusténim iaidého FE)éhu jsou vloZeny
ha pocitaci vytvarej| Dokumenty o e, Dokumenty do pfistroje a je predten jejich darovy
dokumenty desticek a jsou desticek Databézovy desticek kéd. Program nasledné v databazi
ukladany do databaze 7 server AN vyhleda dokument desticky
SDS Enterprise I 4 AN s odpovidajicim ¢arovym kodem.
\
! i
7900HT ®
Kazda desticka je
zpracovana podle parametr(
danych dokumentem
desti¢ky. V prabéhu béhu
1 jsou naméfena data
® A\ ukladana do dokumentu
RQ Manager, SNP N\ Databaze desticky v databdzi.
Manager nebo program . ;
SDS slouzi k analyze | \S/t,“‘lj'zk + Analyza @
vysledkd ysie X\ _ Ihned po skonéeni kazdého béhu
T

—

provede program primarni analyzu
vysledkd (multikomponentni algoritmus a
normalizace). Analyzovana data jsou
nasledné uloZzena do databaze a jsou
soucasti pfislusné studie.
Obrazek 1-19 Tok dat v databazi SDS Enterprise

Typy znovu Trvalé dokumenty desticek
pouzitelnych dat

Trvalé dokumenty desti¢ek obsahuji stejné informace jaké jsou uloZeny
v dokumentech desti¢ek (SDS). Dokumenty desti¢ek pak odpovidaji mikrodestickdm

nebo mikrofluidnim kartdm. Kazdy trvaly dokument desticky zahrnuje ddaje nezbytné
pro provedeni béhu s danou desti¢kou na piistroji 7900HT:

+ Udaje o vzorku/jamce,
* Definice markert/detektort a jejich pfifazeni k destickam,

* Definice tlohy (task) pro kazdy marker/detektor a mnoZstvi,
+ Cirovy kéd desticky
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Kapitola 1 Popis systému

Analyza

Analyzou se rozumi soubor vysledki, které vznikly z hrubych dat urcitého
dokumentu destic¢ky. Pro kaZzdy dokument desticky 1ze vytvorit vice analyz. Kazda
analyza ma unikdtni ndzev, ktery ji odlisi od ostatnich.

Tento typ dat existuje v databazi ve dvou stavech: propojeny nebo nepropojeny.
Data jsou propojena v okamziku, kdy byla ptifazena ke specifické studii bud’
pomoci programu Automation Controller nebo RQ Manager / SNP Manager.

DULEZITE! Po propojeni dat a studie neni moZné tato data propojit s jinou studif,

dokud je znovu neodpojite. Vice informaci viz ptirucka SDS RQ Manager Software
User Guide nebo SDS SNP Manager Software User Guide.

RQ a SNP studie

Program databaze SDS Enterprise pouZiva pro organizaci sekundarni analyzy dat
vytvarenych piistrojem ABI PrRisM 7900HT systém tzv. studii. Hlavnim cilem
téchto studif je seskupit data pro analyzu za pouZiti programi SNP Manager nebo
RQ Manager.

Podpora dokumentace API

Technickd Soucasti databaze SDS Enterprise je i kopie ptirucky SDS Enterprise Database
podpora Administrators Guide, ktera poskytuje informace pro integraci databaze do provozu
laboratofe.

V této piirucce naleznete:

* Detailni informace o databazi SDS Enterprise API

* Podpurné informace jako jsou kédy vzork, reference javadoc, a
pozadavky pro pfipojeni do databaze.
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Kapitola 2 Zaciname

Zaciname

Dfive nez za¢nete Pokud budete pouZivat piistroj ABI PRisMe 7900HT poprvé, doporucujeme, abyste si
prosli “Basic Software Skills Tutorial” (Zakladni dovednosti pfi ovladdni programu -
cviceni) na stran€ 2-9. V tomto cvi¢eni se sezndmite se zakladnimi znalostmi
potfebnymi pro ovladani programu SDS a naucite se jej rychle a efektivné vyuZivat.

Odkazy V nasledujicim piehledu naleznete odkazy na zakladni kroky popsané v této pfirucce.

Zadavani a spousténi experimentu

Vytvoreni dokumentu destiCKY........c.eeiriiirieiiiiiiniieiiieeieeeee e 3-8
Spusténi jednoho dokumentu destiCKY .........ceeveiiriiriniiiiniierieerieeeee e 4-21
Spusténi nékolika dokumenti desticek (varka dokumentl)..........ccccoeeeeeeenene. 4-29
Zastaveni béhu z programu SDS ........coooiiiiiiiiiie e 4-26
Zastaveni béhu z programu Automation Controller..........ceceeveereeneeneeniennenns 4-39
Vysunuti destiCky z programu SDS ........coooiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 4-27
Vysunuti desti¢ky z programu Automation Controller ..........coccceveereeneeniiennnenns 4-39

Analyza vysledkud

Analyza vysledkt alelické diSKriminace ............cceceveeeerieneeieneeieeseeeeeeeeeee 5-5
Analyza vysledkl absolutni kvantifikace..........ccoecererieiinenienieeeeeeeee, 6-5
Analyza vysledkl relativni kvantifikace ..........occocevieoieninieiineeeeee e 6-15
Analyza diSOCIaACNT KFTVKY ..eovuviiiiiiiiiiiiiieiie ettt s 6-37

Udrzba pristroje 7900HT

Vymeéna adaptéru na destiCKY.......ccovuieriiiiniiiiiiieniie ettt 7-12
Vymena bloKu Na VZOTKY .....eovuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 7-6
Dekontaminace bloku Na VZOTKY .......cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiniiieeeeeeeee e 7-14
Provedeni kalibrace pozadi ...........cooceeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 7-16
Provedeni Kalibrace Darev ............cooeeiieiiiiiiiiiiiiieetetee et 7-20
Ptidéni vlastni barvy do sady barev.........ccccceeeveiiiiiiniiiniiiieieeeeeeee e 7-27
Oveéfeni funkEnosti piistroje pomoci destiCky TagMan RNédza P ....................... 7-30

Udrzba piislugenstvi pfistroje

Nastaveni citlivosti Senzort destiCek.........cocueevirniiniiniiniiiiinieeieeeesee e 7-37
Setizeni ramene POAAVACE .......c..eereeriieiiiiiiieiierteee ettt 7-41
Sefizeni pevné umisténé ¢teCky Carovych KOdu.......coovevvievieriieiiieiieieieee, 7-49
Cisténi a vymeéna podloZek FAMENE..............c..oveveveererreeeeeeeeeeeeseesessessessessessens 7-52
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Zacindme

Pouzivani Soucésti programu SDS je ndpovéda pro vSechny kroky zadavani, spousténi a
napovédy analyzy experimenti. Ndpoveda je pfistupnd kliknutim na kldvesu 2| (Help -
programu SDS  Pomoc) umisténé v okné, v kterém zrovna pracujete.

Napovédu je mozné oteviit dvéma moZnymi zplsoby:

Chcete-li... pak...

otevfit napovédu obecné, zvolte Help > SDS Online Help (Napovéda).
otevfit napovédu pro specificky tkon, kliknéte na ikonu 2] v dialogovém okné, ve
ktery zrovna provadite, kterém pravé pracujete.

Dalsi Dalsi informace o pouZivani piistroje ABI PrRisM 7900HT nebo programu SDS
informace naleznete v pifruckdch:

ABI Prism 7900HT Sequence Detection System Site Preparation and Safety
Guide (Kat. €. 4317595) — Priprava mista

ABI Prism 7900HT Sequence Detection System Quick Reference Cards for:
— Allelic Discrimination (Kat. ¢. 4342506) — Alelicka diskriminace

— Absolute Quantification (Kat. ¢. 4342507) — Absolutni kvantifikace

— Relative Quantification (Kat. ¢. 4342505) — Relativni kvantifikace

ABI Prism 7900HT Sequence Detection System Software Online Help —
Ndpovéda programu SDS

Microsoft Windows Operating System Online Help — Ndpoveda operacniho
systému Windows

SDS Enterprise Database Administration Guide — Sprdva databdze SDS
Enterprise
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Kapitola 2 Zaciname

Zapnuti pristroje 7900HT

Zapnuti  Piistroj ABI PrRisM 7900HT se zapind postupné. Kazdd ¢dst systému musi byt zapnuta

pristroje v urcitém potadi tak, aby byl cely systém uveden do chodu spravné. Pokud je toto
potadi naruseno, jednotlivé soucdsti piistroje mezi sebou nemusi navazat kontakt,
nezbytny pro jejich spravné fungovani.

) r Vypina€ pocitace
Stavové diody ol el ‘ e

Vypina¢ monitoru

Vypina¢ 7900HT

i
Podava¢ mikrodesti¢ek Zymark
Twister (vypina¢ vzadu)

Obrazek 2-1 Vypinace systému ABI PRISM 7900HT

DULEZITE! Pfistroj a podava¢ mikrodesti¢ek zapnéte alespoii 10 min pied pouZitim.
Po zapnuti dochazi k zahtat{ vyhiivaného vika bloku na vzorky na 105 °C. Pokud
spustite b¢h diive neZ teplota vika dosahne 105 °C, pfistroj nespusti béh a vy€ka na
dosaZeni této teploty.

1. Zapnéte monitor a pocitac.

2. Zapnéte podava¢ mikrodesti¢ek Zymark Twister (vypina€ je umistén na zadni
strané podavace, viz niZe).

Ie! RIZIKO PORANEKNI. Pii zapinani dbejte, abyste
neblokovali pohyb ramene. Rameno se po zapnuti automaticky pfesune do vychozi
pozice.

Vypinac

Rameno se po zapnuti automaticky pfesune do vychozi pozice (nad tloZnou v&z
na zpracované desticky).

3. Stiskem hlavniho spinace na pfednim panelu pod stavovymi diodami zapnéte
piistroj 7900HT (viz obrazek 2-1).
Po zapnuti provede pfistroj 7900HT nésledujici kroky:
* Vyda vysoky signdlni t6n, coZ oznauje spravné zapnuti.
» Stavové diody (Cervend, oranZové, zelend) zablikaji, coZ je zndmka aktivace
piistroje (podrobnéji viz “Stavové diody pfistroje” na strané 2-5).

DULEZITE! Nezapinejte piistroj 7900HT, pokud jste odstranili bo¢ni spodni kryt.
Pokud to ucinite, nebude do pfistroje z pocitace nahran firmware a objevi se chybova
hl4ska.
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Zapnuti pfistroje 7900HT

s Nz

Stavové Piistroj 7900HT je vybaven tfemi stavovymi diodami, umisténymi v levé doln{ ¢asti
diody predniho panelu (viz obrazek 2-2).

pristroje

Cervena

Zelena

T

Obrazek 2-2 Stavové diody pfistroje 7900HT

Oranzova

Stavové diody

= /l' \\:‘;
i/ VAL P
([ | v ==  Hlavni vypinad
= L NI
WA N i
W S
RNy |
¢

Tabulka 2-1 Stavové diody pfistroje
Dioda - stav Pristroj - stav Pozadovany krok
Sviti Pristroj je zapnut a pfipraven Zadny
k provozu Indikuje normalni stav
- Blika » Bezpecnostni spinace jsou pristroje.
(Zelena) rozpojeny a/nebo ¢teci
hlava neni ve své pozici.
» Otevfena dvitka pfistroje.
Blika | PFistroj pfijima/odesila data Zadny
z/do pocitace (vétSinou - o
. . Indikuje normalni stav
b&hem béhu). pfistroje.
(Oranzova) — :
Sviti Sviti-li po zapnuti déle nez 1. Zkontrolujte, Ze ovladaci
dvé minuty: poditaé je zapnuty a
+ Nebyla spravné provedena pfipojeny k pfistroji (vice
inicializace pfistroje informaci na strané 1-11)
+ Systémova chyba 2. Pokud ano, vypnéte pfistroj,
vyckejte 30 sec a znovu
zapnéte podle pokynd na
strané 2-4.
Sviti Systémova chyba. Vypnéte pfistroj, vyckejte 30

(Cervena)

sec a znovu zapnéte.

Poznamka: Pokud se situace
opakuje, kontaktujte Technickou
podporu spolecnosti Applied
Biosystems.
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Kapitola 2 Zaciname

Pouzivani programu SDS

Spusténi 1. Spustte program:
programu * Zvolte #sart| 5 mPrograms > &Applied Biosystems > &SDS 2.2 >
ESDS 2.2., nebo

* Dvakrat kliknéte na ikonu @ (SDS 2.2) na plose pocitace.

~soo2

PouZivéte-li ve vasi mistni siti databdzi SDS Enterprise, budete automaticky
vyzvani k pfihlaSeni.

2. (pouze pro datab4dzi) V okné Login (PfihldSeni) zadejte vaSe uZivatelské jméno
a heslo a potvrd’te __

Poznamka: PouZivéte-li databdzi, program SDS poZaduje, aby kazdy uZivatel

m¢l uZivatelské jméno a heslo (viz “Sprava uZivatelskych Gc¢tl” na strané A-16).
Pocitac spusti program SDS a pokusi se navdzat komunikaci s ptistrojem 7900HT.
Pokud je komunikace navdzdna, zobrazi se po otevieni dokumentu desti¢ky ve stavové
13t ikona Piipojeno ( ElCamsssiiopaisnane'])

Vice informaci viz “O stavové diod€” na strané 2-8.

O rozhrani Informace o veskerych krocich programu jsou zobrazovany v okné programu SDS.
programu Program umoziiuje rychly piistup k funkcim pomoci rozbalovacich nabidek a ikon.
Na obrazku 2-3 jsou vlastnosti programového rozhrani zevrubné shrnuty.

Menu lkony Windows
Nabidky pfikazl pro Minimalizovat ( =l), maximali-
ovladani programu zovat ( &l), zavfit ( xI) okno
| File Edit “igw Iool§ Ihstrument  Analysis  Wincdow ﬂelp| iﬂm

FEEEFIEEFIERETNEY S

Zakladni IiétaJ
Ikony pro ovladani zakladnich
funkci programu (viz

PRI EEEEEEREI=

L LiSta Zobrazeni
Ikony pro zobrazovani
rdznych informaci v rozhrani

strana 2-7) programu (viz strana 2-7)
|Ready W Cicorrected ‘
Stavova lista lkona signalizujici pripojeni
Zobrazuje zpravy o stavu pristroje Indikuje stav
pfistroje a programu SDS (viz pfipojeni k pfistroji 7900HT
strana 2-8) (viz strana 2-8)

Obrazek 2-3 Soucasti rozhrani programu SDS
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Pouzivani programu SDS

Zakladni liSta Soucdasti zdkladni listy jsou ikony odkazujici na hlavni funkce programu, tykajici se
spravy a analyzy dat. V nasledujicim seznamu jsou tyto ikony popsany vcetné odkazl
na dkony, pfi nichZ jsou ikonami odkazované ptikazy vyuzivany.

ol Vytvofeni nového dokumentu desticky (viz strana 2-12)
El — Otevieni dokumentu desti¢ky z disku (viz strana 2-18)

El — UloZeni dokumentu desticky na disk (viz strana 2-16)

El — Otevieni dokumentu desticky z databaze (viz strana 2-18)
El — UloZeni dokumentu desti¢ky do databdze (viz strana 2-16)
DULEZITE! Tkony £, 8 jsou na liSté€ zobrazeny pouze je-li program SDS
pfipojen k databazi SDS Enterprise.

El — Import dat z textového souboru (viz strana 2-15)

Dﬁl — Export dat do textového souboru (viz strana 2-13)

8|_ Tisk (viz strana 2-12)

] _ Hiedéni (viz strana 2-12)

e Vyjmout (viz strana 2-12)

— Kopirovat (viz strana 2-12)

@l — Vlozit (viz strana 2-12)

> Analyza dokumentu desti¢ky (viz strana 2-12)

= Nastaveni parametrd analyzy (viz strana 2-12)

LiSta zobrazeni Soucasti listy zobrazeni jsou ikony pouZivané pro zobrazovani dat v programu SDS.
V nésledujicim seznamu jsou tyto ikony popsany véetné odkazi na dkony, pfi nichz
jsou ikonami odkazované piikazy vyuZivany.

al_ Skryt/Zobrazit panel Well Inspector (ProhliZe¢ jamek) (viz strana 2-11)
— Skryt/Zobrazit panel Plate List (Seznam desticek) (viz strana 2-11)

B _ Skryt/Zobrazit desticku (viz strana 2-11)

Bl _ Skryt/Zobrazit tabulku (viz strana 2-11)

Bl Skryt/Zobrazit panel hrubych dat (viz strana 2-11)

— Skryt/Zobrazit multikomponentni graf (viz strana 2-11)

Bl Skryt/Zobrazit amplifikaéni graf (viz strana 2-11)

El — Skryt/Zobrazit standardni kiivku (viz strana 2-11)

2 Skryt/Zobrazit graf genové exprese (viz strana 2-11)

Bl Skryt/Zobrazit ziznam disociaéni kiivky (viz strana 2-11)

Bl _ 7Zvétgent desticky (viz strana 2-11)
|- Nastaveni zobrazeni (Display Settings) (viz strana 2-11)
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Kapitola 2 Zaciname

Stavova liSta Ve stavové listé jsou zobrazovany zprdvy o stavu pfistroje a programu. V nasledujici
tabulce jsou uvedeny vSechny zpravy, které se mohou zobrazit.

Tabulka 2-2 Stavové zpravy

Zprava Program SDS ...

Ready (Pripraven) je pFipraven a ¢eka na prikazy.
Collecting Data (Cteni dat) Cte data z aktualniho béhu..
Reanalyze data (Znovu vyzaduje analyzu dokumentu desticky.

analyzovat data) Zménilo se nastaveni parametrll analyzy a je nutné

provést analyzu znovu za pouziti téchto zmeén

Analyzing data... provadi analyzu.

(Analyza dat... + Ukazatel Ukazatel postupu vpravo od zpravy znazorfiuje postup

postupu) analyzy.

Saving data... uklada dokument desticky nebo templat.

(Ukladani dat... + Ukazatel Ukazatel postupu vpravo od zpravy znézorfiuje postup

postupu) ukladani.

Importing data... ” importuje soubor.

(Import dat + Ukazatel postupu) | Ukazatel postupu vpravo od zpravy znazorfiuje postup
importu.

Exporting data... exportuje data z dokumentu desti¢ky do souboru.

(Export dat... + Ukazatel postupu) Ukazatel postupu vpravo od zpravy znazorfiuje postup
exportu.

Ikona Ikona pfipojeni pfistroje znazorfiuje stav piipojeni programu k piistroji 7900HT.

%?P;#gjrg Bl emectesiomatetiame'] _ Pogitad je piipojen k pifstroji a odekdva piikazy
Ffoswmestes ] _ Pocita¢ se nemiiZe pripojit k pifstroji (piistroj neni pfipojen

nebo zapnut)
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Zakladni dovednosti pri ovladani programu — cviceni

Zakladni dovednosti pfi ovladani programu - cviceni

vz

PFistup Pouzivite-li po¢ita¢ pfipojeny k databdzi SDS Enterprise, musite mit pro dokon&eni
tohoto cviceni prava uZivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

O tomto V tomto cviceni se:
el * Naucite, jak vytvéret, uklddat, tisknout, exportovat a importovat dokumenty
desticek
* Seznamite, se zdkladnimi sou¢dstmi rozhrani programu SDS
* Dozvite, jak nastavit uzivatelské rozhrani tak, aby vyhovovalo vaSim potfebam
* Naucite, jak pouZivat rucni ¢tecku ¢arovych koda
* Dozvite, jak uSetfit Cas pfi prci s programem SDS
Jak spustit Soucasti ndpovedy programu SDS je i toto cviceni. Pokud ddvéte pfednost této on-
cviéeni line verzi, oteviete Ndpovédu:
1. Pokud nenf jesté spustén, spust'te program SDS podle ndvodu na strané 2-6.
2. Zvolte Help > SDS Online Help (Napovéda > Napovéda programu SDS).

3. V Népovéde kliknéte na Basic Skills Tutorial (Zakladni dovednosti pfi ovladani
programu — cviceni).

4. Postupujte podle pokynti na obrazovce.
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Kapitola 2 Zaciname

Poznamky pro uzivatele databaze

Databaze a
cviceni

Dialogové okno
Reason(s) For
Change

Dialogové

okno
Electronic
Signature

~soo2

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise pro uklddani dokumentd SDS, studif a dat, je
mozné, Ze v prubéhu tohoto cviceni budete muset provést n¢jaké dodatecné tkony.
NiZe jsou tyto Ukony popsdny (nutnost jejich provedeni zdvisi na tom, jak spravce

provedl nastaveni databaze).

Dialogové okno Reason(s) for Change (Diivod/y zmény) se objevuje pouze v piipade,
je-li databaze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje zdivodnéni provadénych
krokt (tzv. audit). Systém auditu sleduje vytvaieni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved'te jeden z nasledujicich
krokui:
» Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté kliknéte na ikonu

oK

* Zadejte diivod zmény do ptislusného pole a poté kliknéte na ikonu =

Mmmauv Eeltedl. = Rozbalovaci nabidka
Reascn For Change Marially Edited.

divodu zmeény

Atrbute  [acPiate Eritry Error.

ou e | New vasa |21 An.omaly. Prednastavené dCIVOdy
(Calculation Errar.

Enter the Reason far Change: [Meed to Change Threshold,

= Meed to Reanalyze.
Fu Edired.
Exauple of a custon description for a POpiS VIaStn I'ho dGVOdU
o | p— change. —

Obrazek 2-4 Dialogové okno Reasons for Change (Davod/y zmény)

Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze

v ptipadé, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje elektronicky
podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivateli k datim
v databazi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vase uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te

2. Program néasledné zobrazi zpravu o uspé$ném ¢i netspé€Sném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte __

]
BN ciir v or e curreac prace Popis kroku, ktery
vyzaduje elektronicky
Challenge Text J pOdplS
+—————— Uzivatelské jméno
++———Heslo

Obrazek 2-5 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Zakladni dovednosti pri ovladani programu — cviceni

Lekce 1: Pouzivani dokumentut desticek

O dokumentu Kazda desti¢ka analyzovand na piistroji ABI PRisM 7900HT vyZaduje vytvofeni
desticky dokumentu desticky v programu SDS. Dokument desti¢ky je virtudlni zaznam
mikrodesti¢ky nebo jiného typu spotiebniho materidlu se vzorky. Program pouZziva
dokument desti¢ky pro fizeni ¢innosti piistroje (teplotni cyklovéni a ¢teni dat), pro
organizaci a uklddan{ dat ziskanych béhem PCR a pro analyzu dat.

Tabulka 2-3 Typy dokumentl desticky

sdm (multiplate)

Typ souboru | Pfipona | lkona | Popis/KomentaF

ABI Prism SDS *.sds Dokumenty desticek jsou zakladni pouzivané

dokument Y| soubory. Jsou vytvareny pro kazdy experiment.
*.sdt Templaty jsou volitelné dokumenty pouzivané

ABI Prism SDS u v experimentech, v kterych se pouziva identicka

templat konfigurace eseji v destiéce. Jejich pouZivani vede

k Uspore €asu.
ABI Prism SDS *.sdm | pa | Dokumenty typu sdm se pouZivaji pro analyzu
soubor typu LE 4 vysledku relativni kvantifikace. Vice informaci viz

Kapitola 6 “Analyza vysledkd.”

Cviceni v této lekci vas naudi pracovat s t€émito typy dokumentt .
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Kapitola 2 Zaciname

Cvigeni 1: Pro kazdou desti¢ku, kterou budete chtit analyzovat na piistroji 7900HT, musite
Vytvoreni vytvorit dokument desticky.

dokumggtu DULEZITE! Program SDS umozZiiuje pracovat s nékolika dokumenty desti¢ek
destiCky pajednou. S kazdym dalsim otevienym dokumentem desticky viak Klesa rychlost
prace. Z tohoto diivodu doporucuje spole¢nost Applied Biosystems, abyste neotvirali
vice nez deset dokumentt desticek.

1. Pokud nenf jest¢ spustén, spust'te program SDS:

a. Zvolte Hstart] #Programs > FApplied Biosystems > &SDS 2.2 >
ESDS 2.2).

b. (pouze pro databazi) V okné Login (Pfihl4Sen{) zadejte vase uZivatelské
jméno a heslo a potvrd'te JOK

B

Uzer hame: I

Pazsword: I

Database Setup... | o] I Cancel |

2. Kliknéte Ql nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

3. V dialogovém okné New Document (Novy dokument) zvolte:

¢ Rozbalovaci nabidka Assay (Esej) — Zvolte Absolute Quantification
(Absolutni kvantifikace).

¢ Rozbalovaci nabidka Container (Desticka) — Zvolte 96 Wells Clear Plate
(96-ti jamkova desticka).
* Rozbalovaci nabidka Template (Templat) — Zvolte Blank Template
(Zadny templat).
* V poli Barcode (Cérovy kéd) — Zadejte Practice (Nacvik).
Poznamka: Za normdlni situace byste zadali ndzev souboru nebo ¢arovy kéd
(max. 128 znaki).

New Document E

Assay: |Abso|ute Guantification

||
Container: |384 Wells Clear Plate =l
||

Template: |El|ankTempIate
Browse. .. |

Barcode: IF'ra ctice

_?I [o]'4 I Cancel
4. Klikndte _*_|.

Program zobrazi novy dokument desticky.

5. Otevrete templat 96-ti jamkové oveéfovaci desticky RNazyP a exportujte
jej podle ndvodu na stran¢ 2-13.
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Zakladni dovednosti pri ovladani programu — cviceni

Cvi€eni 2: Dalsi moznosti jak vytvorit dokument desti¢ky (kromé& manudlniho vytvofeni podle
Export kapitoly 4 Ovladani pifstroje) je import dokumentu desti¢ky do programu SDS ze
dokumentu souboru nastaveni eseje (Assay Plate Setup File). Tento soubor l1ze z programu SDS
destiCky exportovat nebo vytvofit napf. pomoci tabulkového procesoru ¢i v systému LIMS (viz
Ptiloha A “Souvisejici programy”). V ndsledujicim cviceni exportujete soubor
nastaveni eseje (Assay Plate Setup File) jako templét, ktery nasledné v cviceni 3
importujete (viz strana 2-15).

Poznamka: Kromé souboru nastaveni eseje mtize program SDS téZ exportovat

vétSinu graf a tabulek. Viz Pifloha A, “Souvisejici programy”.

Otevieni templatu

NiZe je popsdn postup jak oteviit templdt pro ovérovaci desticku RNédza P. Program
SDS instaluje templaty do adresaie: \AppliedBiosystems\SDS2.2\Templates.
Kromé templétu pro desticku RN4zaP jsou v tomto adreséii prednastaveny i
templaty pro desticky, které jsou na piistroji 7900HT pravidelné analyzovany.
Kliknéte El nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).
2. V poli Look In (Vyhledat) dialogového okna Open (Otevtit) vyhledejte adresai:

\AppliedBiosystems\SDS2.2\Templates.

3. Zvolte File of type > ABI PrisM SDS Template Document (*.sdt) (Typ
souboru > Templat).

4. V poli Look In (Vyhledat) zvolte soubor 96 Well RNaseP Install Plate.sdt.

Loak in: IJTempIates LI gl

384 Well RMaseP Install Flate,sdt

96 Well Pure Dyes Plate 1.sdt
96 Well Pure Dyes Plate 2.sdt

Eil 96 Well RNaseP Install Plate,sdt

File: name: |96 ‘well RMaseP Install Plate,sdt Open |
Files of bype: IABI Prism 505 Template Document {*,sdt) LI Cancel |

— Zvolte

5. Kliknéte 2= _| (Oteviit).
Program otevie templat.

6. Exportujte dokument podle ndvodu na strané¢ 2-14.
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Kapitola 2 Zaciname

Export dokumentu desticky

1. Kliknéte Bl nebo zvolte File > Export (Soubor > Exportovat).
2. 'V poli Look In (Vyhledat) dialogového okna Export vyhledejte adresaf:
Applied Biosystems/SDS Documents.

V dialogovém okn¢ Export zvolte Export > Setup Table (Export > Zadani).
Zvolte All Wells (Vsechny jamky).
Zvolte SDS 2.2.

A

V poli File name (Nézev souboru) zadejte Practice (Nacvik).

Look in: I[:I Templates LI I‘j‘

Export: ISetup Tahle =~ l

Fram:
* Alwels

 selected Wz
Farmat:
& sps22

 sps 24
r Group by Replicates

File name: IPradice Expart |
Files of type: ITab-deIim'rted Text (*1xt) LI Cancel |

7. Klikndte _&e=t |,

Program uloZi zadani dokumentu desticky ve formé textového souboru, v némz
jsou data oddélena tabeldtorem, pod nizvem ‘Practice.txt’.

Poznamka: Soubor ‘Practice.txt” mliZete oteviit pomoci programil Microsoft
Notepad, Wordpad nebo Word.

8. Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit), ¢imz templat zavtete.

DULEZITE! Dokument desti¢ky, vytvoeny v “Cviceni 1: Vytvoieni dokumentu
desticky” na stran¢ 2-12 nezavirejte.

9. Importujte exportovany dokument do dokumentu desti¢ky podle postupu na
strané 2-15.
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Zakladni dovednosti pri ovladani programu — cviceni

Cvi€eni 3: Program SDS vdm umoZiiuje importovat zaddni do dokumentu desticky
Import zadani do  z exportovaného nebo piipraveného souboru nastaveni eseje (Assay Plate Setup File).
dokumentu Tim usetfite ¢as. Importujte zadani dokumentu ze souboru Practice.txt (viz “Cvi¢eni
desti¢ky 2: Export dat z dokumentu desticky” na strané 2-13) do prazdného dokumentu
desticky vytvofeného v “Cviceni 1: Vytvofeni dokumentu desticky” na strané 2-12.

1. Je-li dokument desticky z Cviceni 1 stdle otevien, postupte na krok 2. Jinak
vytvoite novy dokument desticky:

a. Kliknéte Ql nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

b. V dialogovém okn¢ New Document (Novy dokument) zvolte totéz
nastaveni jako v templatu:

Rozbalovaci nabidka Assay (Esej) — Zvolte Absolute Quantification
(Absolutni kvantifikace).

Rozbalovaci nabidka Container (Desticka) — Zvolte 96 Wells Clear Plate
(96-ti jamkova desticka).

Rozbalovaci nabidka Template (Templat) — Zvolte Blank Template
(Zadny templat).
Pole Barcode (Céarovy kéd) — nechte prazdné.

c. Klikndte __%_|.

Program zobrazi novy dokument desticky.

2. Kliknéte Bl nebo zvolte File > Import (Soubor > Import).
V poli Look In (Vyhledat) dialogového okna Import vyhledejte adresat:
Applied Biosystems/SDS Documents.

4. Zvolte soubor Practice.txt vytvoreny v cviceni 5.

x|
Look in: I[:I Templates LI I‘j‘
Practice txt

File name: IPradice.bd Impart |
Files of type: ITab-deIim'rted Text (*1xt) LI Cancel |

5. Kliknéte et |,

Program importuje zadani z dokumentu Practice.txt do nového dokumentu
desticky.

Poznamka: Vice informaci o importovéani a exportovani zaddni pomoci
programu SDS naleznete v pfiloze A “Souvisejici programy.”

6. UlozZte dokument podle postupu na stran¢ 2-16.
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Cviceni 4:
Ulozeni
dokumentu
desticky

Ptikazem Save (Ulozit) ulozite vSechny zmény dokumentu desti¢ky (zadani a

zobrazeni). PouZivate-li verzi programu SDS s databazi SDS Enterprise, mate
rovnéZ moznost uloZit dokument desticky do databaze.

Zvolte jednu z nésledujicich moZnosti:

N ayl

* PouZivite-li databdzi, uloZte dokument do databize podle postupu na strané
2-17.

v, o2

* Nepouzivate-li databazi, uloZte dokument desticky na disk vaSeho pocitace
podle postupu uvedeného niZe.

UloZeni dokumentu desticky na disk
Kliknéte =] nebo zvolte File > Save As (Soubor > Ulozit jako).
2. Zvolte File of type (Typ souboru) > ABI PrRISM SDS Document (*.sds).

3. V poli File name (Nazev souboru) zadejte Practice (Nacvik).

Loak in: |_| 5DS Documents LI | gl
ﬂ
=

File: name: IPractice.sds Save |

Files of bype: IABI Prism SD3 Document {*,sds) LI Cancel |

4. Kliknéte 2= _| (Ulo¥it).

V okné Document not properly set up (Dokument neni spravné zadan), kliknéte
QK

Document not properly sek up il

This plate does not contain any detector information.
It cannot be analyzed until detectors are defined and added to wells,

Program uloZi dokument desti¢ky jako soubor Practice.sds.

6. Uzaviete uloZeny dokument desticky podle postupu na strang 2-17.
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Ulozeni dokumentu destiCky do databaze SDS Enterprise

1. Kliknéte El nebo zvolte File > Save Document to Database (Soubor > Ulozit
dokument do databaze).

2. 'V okné Document not properly set up (Dokument neni spravné zadan), kliknéte
QK

Document not properly sek up il

This plate does not contain any detector information.
It cannot be analyzed until detectors are defined and added to wells,

3. V dialogovém okné Save Document to database (UloZit dokument do databdze)
nechte pole Comment (Komentar) prazdné nebo zadejte stru¢ny popis souboru.

Poznamka: Popis v tomto poli miiZe mit max. 256 znaki.

Save Document to Database LI

Unigue Name or Barcode: IPradice

Commetit: ”l‘his iz a practice document.

e |

4. Kliknéte o | ¢imzZ soubor ulozite.

V okn¢ Document not properly set up (Dokument neni spridvné zadan), kliknéte
Ok

Document not properly sek up il

This plate does not contain any detector information.
It cannot be analyzed until detectors are defined and added to wells,

Saved Docurment

@ Document saved to Database

7. Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit).

8. Jste-li vyzvéni k uloZeni dokumentu desticky, kliknéte o | (Ne).

Program SDS soubor zavte, aniz jej uloZi.

9. Oteviete dokument desticky podle postupu na strané 2-18.
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CviCeni 5. V tomto cvi¢eni oteviete dva dokumenty desticky (dokument z cviceni 3 a

Otevieni templat) a nasledné je pouZijete v ndsledujicich cvicenich. Ucelem tohoto cvieni

dokumentu je seznamit se s kroky, které je nutné provést, pokud chcete oteviit dokument
desticky desticky pfedesle uloZeny na disk nebo do databdaze SDS Enterprise.

Zvolte jednu z nésledujicich moznosti::

* PouZivite-li databdzi, oteviete dokument z databdze podle postupu na strané
2-17.

* Nepouzivate-li databazi, oteviete dokument desti¢ky z disku vaseho pocitace
podle postupu uvedeného niZe.

Otevieni dokumentu desticky z disku

1. Klikn&te 2l nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).
2. V poli Look In (Vyhledat) vyhledejte adresai:
Applied Biosystems/SDS Documents

3. 'V poli Look In (Vyhledat) zvolte soubor Practice.sds.

Laok in: IJSDSDocuments LI gl

File name: IPractice.sds Open |
Files of bype: IABI Prism 503 Document {*,sds) LI Cancel |

4. Kliknéte 2| (Oteviit).

Program otevie soubor Practice.sds.

5. Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit).
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Otevreni dokumentu desti¢ky z databaze SDS Enterprise
1. Kliknéte £ nebo zvolte File > Open Document from Database (Soubor >
Oteviit dokument z databaze).

2. V dialogovém okné Plate Query (Vyhleddni destiCky) nastavte parametry
vyhledavani (Find Plates Matching These Criteria) takto:

a. Kliknéte do prvni buiiky ve sloupci Variable (Volitelny) a zvolte Barcode
(Cérovy kod).

b. Kliknéte do prvni buiiky ve sloupci Conditions (Parametr) a zvolte
Contains (obsahuje).

c. Kliknéte do prvni buiiky ve sloupci Valuel (Hodnotal) a zadejte Practice
(Néacvik).

d. Kliknéte == _| (Vyhledat).

Zvolte Zvolte Zvolte
Barcode Contains Practice

Find Plates Matching These Criteria
Variable I Condition I Valuel I Value2 I
1 |Barcode |C0ntains |Practice | |
* | | | |
Se§rch | Clear Raw | Clear Al | I~ Append Query Resulks

\
Kliknutim zahajite vyhledavani

4. V seznamu vysledkt zvolte dokument Practice (Nacvik) a kliknéte _oen |

(Oteviit).
Search Results
Barcode I Run Time I Assay Type I Session 10 I Comment I Operakor I
Practice [ |absalute Quantification | [This is an example of a pr...| T=t—1 Kliknutim zvolte
- dokument

DpEn | Select Al | Deselect Al | Clear Al |

Done

:

Kliknutim oteviete dokument

5. Kliknéte _** | (Hotovo).

6. Pokracujte v Casti “Lekce 2: Zobrazovani a zména velikosti panelt’” na strané
2-20.
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Lekce 2: Zobrazovani a zména velikosti panelu

Prehled V dokumentech desti¢ek je mozné zobrazit zadani a vysledky nardz v né€kolika
ruznych zobrazenich. V této lekci se sezndmite s riiznymi moZznostmi jak
optimalizovat zobrazeni dat na obrazovce a efektivné program vyuZzivat.

Cviceni 1: Velikost panelt a grafti v dokumentu desticky mtiZzete zménit posunutim Sedé cary,
Zména velikosti kterd je horizontdlnég i vertikdlné odd€luje.

panelu a grafl

Oddélovaci ¢ara
(kliknéte a tahnéte)

L— (Oddélovaci ¢ara (kliknéte a tahnéte)

1. Kliknéte na Sedou caru, kterd oddéluje desticku a prohliZe¢ jamek (well
inspector), a tdhnéte za ni doprava.

N

Program rozsiii desticku a tabulku.

2. Procvicte si pouzivani tohoto néstroje, dokud jej dokonale neovladate.

Cviceni 2: Zobrazeni panelil a grafti mizZete rovn€Z zapnout pomoci ikon v li§t¢ Zobrazen{
Skryti a (Display).
zobrazeni | v jigt Zobrazent Kliknete B (Skryt/Zobrazit tabulku).
panelu a grafl
Tabulka bude skryta.

2. Kliknéte znovu | , ¢imZ tabulku opét zobrazite.

LiSta Zobrazeni je obzvlasté vyhodnd pro zménu zobrazeni tdajii v dokumentu
desticky. Vice informaci viz “LiSta zobrazeni” na strané 2-7.

3. VyzkouSejte si skryvani a zobrazovéni dalSich souc¢asti dokumentu desticky
klikdnim na dalS{ ikony v 1i§t€ Zobrazeni, abyste se s touto moznosti dokonale
seznamili.
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CviCeni 3: Velikost paneld a graft miZete zménit na maximum ¢i minimum kliknutim na

Maximalni/ tlacitka zmény velikosti v Sedé odd€lovaci care.

lik Mlmmal?ol Poznamka: Témito tlacitky jsou ¢erné Sipky (@—¥) mezi sousedicimi Castmi
velikost pane u dokumentu desticky. Kliknete-li na né, skryje se ta ¢ast dokumentu na niZ Sipka
a grafl ukazuje.

1. Sipkaw (ukazuje smérem dollt) v Sedé care mezi destickou a tabulkou slouZi
k maximalnimu zvétSeni desticky ve vertikdlnim sméru.

Program zvétsi desticku a odstrani (minimalizuje) tabulku.

8] 505 2.1 100 =]
T ES Yew Tads Faiu s e e
IFpRd s BB as :na T EaeeeeEs BE

[E] Practice - Abssbete Quastilication
112 24 5|8 7|8 8101012 1318 116 17|18 | | e | treurset |

ASINNENEEEEEEEEEEE N e |
cEENEEENEEEEE NN NN i [

B e e G et ] T | sy ] ke |
(T | T o -

Zména velikosti

IIIIIIIIIIIIII_,J

[ bestr [ Ta | o] ouwy

i

ibireom o -
|’ e P — |
il - ] ] | Do wkis

?

7 Mz

2. Kliknutim na Sedou li$tu ve spodni ¢dsti dokumentu desticky a potaZzenim
obnovite ptivodni velikost tabulky (viz postup v cviCeni 1).

[OETE Pl E3
Anwems pcow Hek

a@ainarr B e EEEEBE

% pew o ponee
=]

e
Clorst: wlli

3. Vyzkousejte si praci s tlacitky zmény velikosti, dokud se s jejich funkci
dokonale nesezndmite.
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Lekce 3: Zobrazeni desticky

Pfehled Zobrazeni desti¢ky (viz obrdzek 2-6) je dilleZitou soudasti programu SDS. Program
pouziva toto zobrazeni pro praci s informacemi tykajicimi se destiCky a umoZnuje
vam zvolit ur€ité jamky a zobrazit jich se tykajici informace. V nésledujicich
cviCenich se seznamite s pouzivanim a upravou udajt v zobrazeni desticky.

Zobrazeni desticky

Obrazek 2-6 Zobrazeni desticky dokumentu SDS

Cvigeni 1: Zobrazeni informaci o jamce/jamkach je v programu SDS mozZné dvéma zpisoby.
Zobrazeni Provedte jeden z nasledujicich krokd, chcete-1i zobrazit informace o n¢jaké jamce
informaci dokumentu desticky:

Ojamce .« Kliknutim zvolte jakoukoliv jamku v desticce.

Zvolend desticky je zvyraznéna ¢erné a v panelu well inspector (prohlizec¢
jamek) se v zdloZce Setup (Zadani) zobrazi souvisejici informace.

] 505 1
Fla Bit Yaw Todr fehrert A piedw He

I L L - Y =

i well(s): B2 [
Sample Mame: [51< Zalozka Setup zobrazi informace o

T g . UseI Detector I Reporter I Task I Quantity I Color ZVOIene ]amce
o W % | RMaseP | FAM  [Unknown | 0| -

& @oes s B s R
: 5‘- - : i Ak Detechor 4

H’gnwf ..»ann.]m..»’mnw.' e ]
- s | e

[ ]

» Presuiite mys nad kteroukoliv jamku v zobrazeni desticky.
Ve Zlutém vyskakovacim okn¢ se zobrazi informace o dané jamce.

Sample Mame: 5K

b 1@—Vyskakovaci okno zobrazuje
T i informace o jamce, nad niz je
kurzor

F]

[ - | ﬁ
b

) VT | | Do

EEEEEREEE

AddDetaetor ..

Facsiee Rntesence [Fi

=ETE]
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Cvi€eni 2: V programu SDS je moZné pouZit nékolik riznych zplsobii pro oznaceni nékolika
Oznacéeni jamek. V nasledujicim cviceni si vétSinu z nich osvoyjite.

nékolika jamek 1. Zvolte skupinu jamek pomoci nékteré z nasledujicich akeif:

» Kliknutim a tazenim mysi okolo skupiny jamek, nebo

» Kiliknutim na jamku vlevo nahote ve skuping jamek a nisledné kliknutim na
jamku vpravo dole ve skupin€ jamek za soucasného stisku klavesy Shift.

Zvolené jamky jsou ohrani¢eny cern¢.

L ==

Sargie P |

T R R O T |
R -

e tkroen,

addvetecar. |

T Pumibn Rafararca: [Fov. =]

ot wells)

i

2. Zvolte nékolik izolovanych jamek pomoci nékteré z nasledujicich akei:
a. Stisknéte klavesu Ctrl a klikejte na jednotlivé jamky, které chcete zvolit.
Zvolené jamky jsou ohrani¢eny cern¢.

b. Stisknéte klavesu Ctrl a klikejte na jamky, které nechcete zvolit.

N
)

T Pumibn Rafararca: [Fov. =]

ot wells)
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3. Zvolte cely sloupec nebo fadek jamek pomoci zahlavi:

a. Kliknéte do zahlavi fadku B, ¢imZ zvolite vSechny jamky v fadku.

Zvolené jamky v fadku B jsou ohrani¢eny Cerné.

. PridrZte klavesu Shift nebo Ctrl, poté kliknéte do zahlavi dalSich fadku Ci
sloupct, ¢imZ je zvolite.

Zahlavi fadku B

4. Vsechny jamky desticky zvolite kliknutim do levého horniho rohu ve schématu
desticky.

Vsechny jamky desticky jsou ohrani¢eny erné.

Zde

——————— assace,

5. Pomoci postupu popsaného v krocich 1 az 4 si procvicte zvoleni riznych oblasti
desticky, abyste si tento postup dokonale osvojili.
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CViéveUi 3 Kliknutim na ikonu B mizete zobrazent desticky zvétsit a tim zobrazit informace o
ZvétSeni  jednotlivych jamkéch.

zobrazeni
v 3 X . E . . . Yo,
desticky 1. Kliknéte na ikonu _| a sledujte, jak se jamky zvétsi.

1 2 3 4
| | | | |
A @ rNaser [ RNaser [ RNaser I RNaseP |
UMKNS K UMKNS K UMKNS K UMKNS K L
B ERNaseP [ riaser [ RHaser [ RNazer

UNKNSK UNKNSK UNKNSK UNKNSK

C | [ rNaser [ RNaser [ RNazer I RNaseR

UNKHNSK UNKHNSK UNKHNSK UNKNSK

M MM rHazeF M RNazer I RNazer | T RHaseP

b2
w
.
wm
o
~1

|

TEHNENN
EEEEENEN
EEEEENEN

|
|
|
|
|
|

2. Kliknéte na ikonu Bl znovu &mz obnovite zobrazeni desti¢ky v ptivodni
velikosti.

3. Procvicte si tuto funkci programu, abyste si ji osvojili.

CviCeni 4: Velikost zobrazenych jamek 1ze rovnéZ zménit posunutim linek v zdhlavi fadki nebo
Zmeéna velikosti  sloupct.
jamek pomoci |

v pa Umistéte mys nad linku v zahlavi oddé€lujici sloupce nebo fadky.
oddé&lovaci linky Y j P y

Z kurzoru mysi se timto stane dvojita Sipka ().
2. Kliknutim a taZzenim mys{ upravte Sitku jamky.

Program upravi Sifku vSech jamek podle vami nastavené §ifky.

Kurzor mysSi

[&l practice.sds [E Practice.sds
1 2 3 4
A H E B RN | | | | |
. A | rNaser [ RNaser [ RNazer I RNaseR |
B F . . . . . . UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK L
CF H BB B NN E - o o ||
B RMNaseP RMNaseP RMNaseP RMNaseP
D F . . . . . . UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK L
M EEEEEN ;g m o m L E
RMNaseP RMNaseP RMNaseP RMNaseP
F F . . . . . . UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK UNEHNSK L
cEEEEEEHN I
! D | M rNaser I RNaser M RNaser | RNaseR ||

3. Procviéte si tuto funkci programu, abyste si ji osvojili.
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Lekce 4: Pouzivani ruéni ¢teCky ¢arovych kodu

Prehled

Cviceni:
Zadavani
¢arovych

kédd pomoci
ruéni cteCky

Ru¢ni ¢teCka ¢arovych kéda funguje jako piidatné zatizeni ke klavesnici a slouzi

k automatickému zadani ¢arovych kédi do programu SDS. Cteka naskenuje &arovy
kéd a:

* Pfedd informaci o ¢drovém kodu v abecednécislicové forme do programu
SDS. Program vloZi ¢arovy kéd do mista v némZ je umistén kurzor.

» Pred4 signdl k potvrzeni zadaného tidaje (obdoba stisku kldvesy Enter).
Postup niZe vysvétluje jak zadat ¢arové kédy pomoci rucni ¢te¢ky ¢arovych kodu.
BéZné je zadat ¢arovy kéd do dialogového okna pfi vytvareni dokumentu desticky.

1. Zvolte Tools > Document Information (Nastroje > Informace o dokumentu).

2. V dialogovém okné Document Information kliknéte do pole Comments

(Komentar).
Joocument infemton x|
Flabe Dascription Cperator
Barcode Practics.
e 4 piate Comment = - :
nstrumert
o | I
iy Zde kliknéte
pistion:
Db coecty

The comments you enter here will appear on reports

3. PodrZte ruéni ¢tecku carovych kédu 20 az 30 cm od desti¢ky zacilenou na stied
¢arového kodu a stisknéte spoust’. Ze Ctecky vyjde laserovy paprsek, ktery se na
desti¢ce projevi jako Cervend ¢dara. Pomalu posouvejte tento paprsek pies Carovy
kod dokud ¢tecka nevyda vysoky ton signalizujici piecteni kodu.

/ \

odrazené laserové paprsky mohou poskodit sitnici, coz mize vést k trvalému
poskozeni zraku. Nikdy se nedivejte ptimo do laserového paprsku. Odstraite
Sperky a dalsi pfedméty, které mohou odraZet paprsek do vasich oci. Chraiite
ostatni pfed laserovymi paprsky.

Po odecteni ¢arového kédu je tento kéd automaticky vloZen v abecednéCislicové
formé& do zvoleného pole programu.

4. Klikndte __*_| , ¢imZ uzaviete dialogové okno Document Information.
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Lekce 5: Pouzivani kontextovych nabidek

Pfehled V programu SDS je moZné pouZivat kontextové nabidky, které umoziiuji rychly
ptistup k ptikaztim dostupnym v daném zobrazeni nebo panelu.

Chcete-li oteviit kontextovou nabidku, pfesuiite kurzor nad panel nebo zvolené
zobrazeni a kliknéte pravym tlacitkem mySi. V mist& kurzoru se zobrazi kontextova
nabidka.

=1 E3

Vawow Hep
e sy e IfEeEEEE BE

? e [10]11 12 1a]14 e

IIIIIIIIIIIII_

- EEEN]
||
% Copy Yells . . . . .

Paste iells ~EIIHf ——Kontextova nabidka
I Clear YWells . . . . ._

Fill Dty HEHEEBE
Fill Rkt : . . . . .
Hidle Pane : EEEEE
Save Grid to Image File... . . . . .v
Dizplay Settings... I— T _ﬂ_l

Obrazek 2-7 Kontextova nabidka programu SDS

Nésledujici ptikazy jsou soucdsti vSech kontextovych nabidek:

Tabulka 2-4 Standardni pfikazy kontextovych nabidek

Prikaz Vysledek Viz strana
Hide (Skryt) Skryje panel nebo zobrazeni. 2.20
<panel nebo graf>
Save <panel nebo graf> | Otevre dialogové okno Export Graphic (Ulozit jako obrazek) A-16
to Image File pro export zvoleného zobrazeni nebo panelu ve formatu
(Ulozit jako obrazek) JPEG.
Display Settings Otevre dialogové okno Display Settings (Nastaveni 3.90
(Nastaveni zobrazeni) | zobrazeni), v némz je mozné upravit vzhled panelt nebo
grafa.

Lekce 6: Pouzivani klavesovych zkratek

Cvi¢eni: Ovladani hlavnich funkci programu SDS je moZzné pomoci kldvesovych zkratek.
Zavieni Klavesova zkratka je kombinace dvou klaves (Ctrl a dalsi klavesy), které, jsou-li

dokumentu stisknuty soucasn€, vedou k provedeni urcité akce. Seznam kldvesovych zkratek je
desticky soucasti kazdé nabidky v hlavni liSté.

Zavtete otevieny dokument desticky pomoci klavesové zkratky podle nasledujiciho
postupu:

1. Stisknéte soucasné klavesy Ctrl a W (Ctrl+W).
2. Az se program zeptd, chcete-li uloZit dokument desticky, kliknéte o | (Ne).

Poznamka: Soucésti ndpovédy programu SDS je tplny vycet klavesovych zkratek
pouZzivanych v programu. Chcete-li tento vycet zobrazit, oteviete ndpoveédu podle
postupu “PouZivani ndpovédy programu SDS” na strané 2-3.
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Pouzivani dokumentl desticek

Pouzivani
nékolika
dokument
desticek

Soudasti
dokumentu
destiCky

Zobrazeni desticky

Tabulka

Ackoliv program SDS umoZiiuje pracovat s nékolika dokumenty desticek najednou,
s kazdym dalS$im otevienym dokumentem desticky klesa rychlost prace. Z tohoto

davodu doporucuje spolecnost Applied Biosystems, abyste neotvirali vice neZ deset
dokumentt desticek.

Obrazek 2-8 znazoriuje typicky dokument desticky a jeho soucdsti, popsané na

ndsledujicich strankach.

Zobrazeni desticky
(viz nize)

Zalozky
(strana 2-29)

Iedsa s +aalbFEaE

(] setup | Instrument |

[
EFEEEEEEEE

Well(s]:

Sample Name: I

i Use I Dets:turl Rspurterl Task | Quantityl Calor

I~ | RMaseP | Fam | o -

1 2 3 5 S 3 7 8 9 10 | 11 12
(0 I H B EEEEEENEN -
o Gl o o Gl o Rl o G o G o G o Gl o G G Gl (P
@ B B EEEENENEMN
[ Gl o o Kl Gl v G o o G o B
(1 B HEEEEEENENE®N
[ Rl o o GGl o Rl G o o S Gl o G Gl
;@ HHEEENENENRBN
O-0-d-0-8- -8-8~8~HB-~H-~ B~
(d B HEEENNMN
BrB-H-B8-B-8~B-H-B~H@~B-~ @~
(@ B HE EEEEDN
[ Rl o o GGl o Rl o G o o S Gl o o Gl
(1 H H EEENEN
Gl o o GGl Gl v G o ) o
L@ HHEEE . _
o B ol Ll o Gl o Rl o Bl o R Gl o il o il LS
1] _>l_I
A Y
Position Sample Detectar Task ct Qua 7
al K RhaseP lUnknown ]
Az E RNaseP Unknown =
A3 5K RMaseP Unknown
At 5K RNaseP Unknown
A5 5K RMaseP Unknown
A 5K RNaseP nknown

Add Detectar. .. | Glear: | Copy o Manager

Passive Reference: [ROX =

[ omit twells)

Prohlize¢ jamek
— (Well inspector -
strana 2-30)

Tabulka

(strana 2-28)

Obrazek 2-8 Soucéasti dokumentu desticky

Bunky zobrazené desticky odpovidaji jamkam mikrodesti¢ky. Informace v buiikdch
jsou zobrazeny podle typu dokumentu desticky. V Nastaveni zobrazeni (Display
settings) je moZné upravit obsah a vzhled idaji v buiikach.

Poznamka: Vice informaci o zméné parametrti zobrazeni desticky ziskate po
kliknuti na ikonu 2/ (ndpovéda).

V tabulce je zobrazovédno zadani a vysledky analyzy dokumentu desticky. Tabulku je
mozné exportovat ve formé textového souboru (tabeldtorem oddélena data
kompatibilni s tabulkovym editorem — vice informaci viz Pfiloha A “Souvisejici

programy”).
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Pouzivani dokumentt desticek

Zalozky V dokumentech desti¢ek miZe byt az Sest zdloZek (v zdvislosti na jejich funkci) jak
je popsano nize:

Tabulka 2-5 Zalozky programu SDS

Zalozka

Funkce

Zobrazeni/Grafy

Setup
(Zadani)

Zobrazi informace o jamkéch a
umozfuje zadavat Udaje.

Prohlize¢ jamek
(Well Inspector)

Instrument
(Pristroj)

Pouziva se k programovani teplotniho
profilu, ke spusténi béhu nebo k zarazeni
béhu do fady.

* Method Editor (Nastaveni
metody)

— Zalozka Thermal Profile
— Zalozka Auto Increment
— Zalozka Ramp Rate
— Zalozka Data Collection
» Zalozka Real-Time
» Zalozka Plate-Read

Graf Raw
Data Plot
(Hruba data)

Zobrazi namérenou fluorescenci (pfed
analyzou).

Data jsou zobrazena pouze v dokumen-
tech desticky, které byly spustény.

Chcete-li je zobrazit, otevrete spustény do-
kument desticky, kliknéte El a zvolte
zalozku Raw Data Plot.

Hruba data

Calibration
Data
(Kalibraéni
data)

Zobrazi vysledky kalibrace pozadi
(Background) a barev (Pure Spectra),
pouzivanych pro normalizaci a
multikomponentni analyzu hrubych dat.

Data jsou zobrazena pouze v dokumen-
tech desticky, které byly spustény.

Chcete-li je zobrazit, otevrete spustény do-
kument desticky, kliknéte @ a zvolte
zélozku Calibration Data.

Kalibraéni data

» Pozadi (Background Plot)
» Barvy (Pure Dyes Plot)

Results
(Vysledky)

Zobrazi vysledky béhu po analyze.

Zalozka Analysis (Analyza) je zobrazena
pouze v dokumentech desticky, které byly
analyzovany.

Alelicka diskriminace

« graf alelické diskriminace
Absolutni kvantifikace

« amplifikacni graf

+ standardni kfivka
Relativni kvantifikace

» amplifika¢ni graf

Disocia¢ni
kFivka

Zobrazi vysledky analyzy disociaéni kfivky.
Zé&lozka je zobrazena pouze v dokumen-
tech desticky, které byly analyzovany a
pochazi z béhu monitorovaného v real-
ném Case, v némz byla disociaéni kfivka
provedena.

Disociacni graf

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT

2-29



Kapitola 2 Zaciname

Prohlize€ jamek Prohlize¢ jamek (Well Inspector — obrdzek 2-9) slouZ{ k zadan{ ddajti (detektoru a
udaju o vzorku) do jamek a k zobrazeni informaci ze zvolenych jamek v zobrazen{
desticky.

Setup l Instrument]

= )
Sample Name:| 2l Nazev vzorku

Use | Detectar | Reporter Task | Gluantity | Colar
I RMaseP FAM | Mixed o) I

—— Seznam detektor(

Add Detector. .. | |

Passive Reference: [ROX Rozbalovaci menu Pasivni reference

Cmit Well(s)
? Okénko Omit Well (Vynechat jamku)

Obrazek 2-9 Soucasti prohlizece jamek

* Sample Name (Nazev vzorku) — V tomto poli (Ize jej upravit) se zobrazuje
nazev vzorku ve zvolené jamce/jamkéach

Poznamka: V poli se zobrazi *Mixed* (SmiSené) byly-li zvoleny jamky
s rozdilnymi nazvy vzorkd.

¢ Detector list (Seznam detektortl) — Seznam vsech detektor(, které jsou soucasti
dokumentu desticky.

* Omit Well (Vynechat jamku) — Je-li toto okénko zatrZeno, data ziskand métenim
této jamky jsou vynechdna pti vSech analyzach, které program provadi.

» Passive Reference (Pasivni reference) — Zobrazuje fluorescencni barvy
pouZzivané jako pasivni reference.
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Priprava béhu

V této kapitole Pozndmky pro uZivatele databaze ............cocoveveiereeiierreiieeiriieieieesesee e 3-2
DITVE NEZ ZACNELE ......eeouvieniiiiieeiieic ettt sttt 3-3
PIEhled ......coooiiiiiii 3-4
Rychlé opakovani: Zapnuti pfistroje 7900HT .........ccccoviiniiiniiiniiiiiiiiinieeeee, 3-7
Krok 1 — Vytvofeni dokumentu destiCKy ........ccccervuerviriiirniiniinienienieeieeieeieene 3-8
Krok 2 — Pridani detektortt a markeril.........occeeeerienieiienieee e 39
Krok 3 — Nastaveni Glohy deteKtori..........coccvevierierienienieeie e 3-14
Krok 4 — Nastaveni pasivni reference a vynechdni jamek ..........c..ccccceneenennee. 3-16
Krok 5 — Programovani bEhU..........cocevviiiiiiiiiiiiiiitcee e 3-17
Krok 6 — Ulozeni dokumentu desticky jako templatu...........ccceceeveeneeneinennnee. 3-22
Krok 7 — Vytvoteni dokumentu desticky z templatu ...........ccoceeeviinneiiniennnnen. 3-24
Krok 8 — Zadani ndzvli vzorki a informaci o destiéce .......oovvvvereeeeneeneeeeneene. 3-25
Krok 9 — Spusténi béhu na piistroji 7900HT .........cccccevieiiiniiiiiiieeeeeeee, 3-26
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Kapitola 3  Priprava béhu

Poznamky pro uzivatele databaze

Dodate¢né ukony

Dialogové okno
Reason(s) For
Change

Dialogové

okno
Electronic
Signature

~soo 2

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise pro uklddani dokumentd SDS, studif a dat, je
mozné, Ze v pribéhu tohoto cviceni budete muset provést néjaké dodatecné dkony.
NiZe jsou tyto tikony popsany (nutnost jejich provedeni zavisi na tom, jak spravce
provedl nastaveni databaze). Vice informaci o tikonech popsanych niZe naleznete
v piiru¢ce SDS Enterprise Database Administration Guide.

Dialogové okno Reason(s) for Change (Diivod/y zmény) se objevuje pouze v piipade,
je-li databaze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje zdivodnéni provadénych
kroki (tzv. Audit). Systém auditu sleduje vytvareni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved’te jeden z nasledujicich
krok:

* Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté klikn€te na ikonu

» Zadejte diivod zmény do piislusného pole a poté kliknéte na ikonu

M Manually Ected!. il_# P
Resson Far Change Rozbalovaci nabidka

Manually Edited. o o v
atrbute [AGPte Eriry Error, dbvodl zmeény

QK

QK

wvae [ <A el Anomaly . . L, e
e Pfednastavené davody

(Calculation Errar.

Erfer the Reasondar Change:

m
Exauple of a custon description for a . . o
o | cmen | [oenee- +—Popis vlastniho divodu

Obrazek 3-1 Dialogové okno Reasons for Change (Ddvod/y zmény)

Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze

v ptipadé, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje elektronicky
podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivatelt k datim
v databdzi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vaSe uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te —_ %

2. Program néasledné¢ zobrazi zpravu o dspé$ném ¢i netdspéSném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte %

]
Alert Text You are attempting to change the attribute i
for propercy X of the current plate
' Popis kroku, ktery vyzaduje
Shevenee feat J elektronicky podpis
+H———— Uzivatelskeé jméno
++————Heslo

Obrazek 3-2 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Drive neZ zacnete

Dfive nez zacnete

Prehled V kapitolach 5 “Analyza eseji typu End-point” a 6 “Analyza vysledkd Real-Time
PCR” jsou stru¢né popsany experimenty, které muzZete na piistroji 7900HT
provadét. Pred zahajenim se miiZete chtit sezndmit s ¢astmi téchto kapitol, které se
tykaji vami provddéného experimentu:

Alelickd diSKIIMINACE .......ccoeiuiiiieiiiiee ettt ettt e vaee e e eaaaeas 5-5
Absolutni KvantifiKace ..........ccccuviiieeiiiiiiiiiiec et 6-5
Relativini KvantifiKace ...........oooviiiiiiiiiiie e e 6-15
Analyza disocialng KFiVKY.....cooeeviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 6-37

Ziskani informaci Soudésti programu SDS je i ndpovéda, kterd vas provede piipravou, provedenim a
v ndpovédé analyzou experimentu. Napovédu ziskate kliknutim na ikonu 2|'v dialogovém okng,
ve kterém pracujete.

Zpracovani Pfi provddéni aplikaci se sbérem dat po skonceni béhu (jako je alelickd
velkého podtu  diskriminace) je mozné zvysit pocet zpracovavanych vzorki tak, Ze pouZijete
vzorkd s analyzou pfistroj ABI PrisMe 7900HT a nékolik teplotnich cykleri. Na rozdil od
vysledk(l po experimentd se sbérem dat v redlném Case je sbér‘ dat provédér.l az po
skonéeni b&hu skonceni béhu. Proto je moZné provést beh s destickou kdekoliv a analyzovat
ji na pfistroji 7900HT po jeho skonceni.

DULEZITE! Chcete-li provést teplotni cyklovéani a odeéet dat na piistroji 7900HT,
proved’te nejprve béh se sbérem dat v redlném Case a nasledné druhy béh — alelickou
diskriminaci (vice informaci viz “Krok 5 — Programovan{ béhu” na strané 3-17).
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Kapitola 3  Priprava béhu

Prehled

Experimenty/
Béhy provadéné
na pfistroji
7900HT

Absolutni
kvantifikace

AbSolutni KVantifiKaCe ..........eeeeeiuiiiiiiiiiie e et 34
Alelickd diSKIIMINACE.......cccuviiiiiiiiieeeiieee et ettt e et e et e e e ar e e e abaeeeeareas 3-6
POZAAT ... e et e st e e e snba e e e enraaeeenns 7-16
Disociacni kiivka (KFivKa tANT) ......ccoouvveiiiiiiiiiiieeieee e 3-5
Kalibrace barev (Spektralni Kalibrace).........ccoccveevieeriiiiinieiniiiiieeeiieeieeeee e, 7-20
Relativini KvantifiKace..........ccvviieiiiiiieiiec ettt et 3-5
Ovérovaci béh s destiCkou RNAzZa P.........cccooiiiiiiiieee e, 7-30

1. Vytvoite dokument absolutni kvantifikace (viz strana 3-8).

\ 4

2. Pridejte detektory do dokumentu desticky:
a. Vytvorte detektory pro sondy pro absolutni kvantifikaci (viz strana 3-9).
b. Kopirujte detektory do dokumentu desticky (viz strana 3-11).

) 4

3. Nastavte Ulohu detektorll a mnozstvi:

a. Nastavte tlohu detektord v dokumentu desticky (NTC, Standard a
Neznama) (viz strana 3-14).

b. Definujte mnozstvi pro vSechny jamky desti¢ky obsahujici standardy

(viz strana 3-15).

4. Nastavte teplotni profil absolutni kvantifikace (viz strana 3-17).

*

5. Provadite-li experiment, jehoz soucasti je i disociacni kfivka, definujte teplotni
parametry analyzy disociaéni kfivky (viz strana 3-21).

6. Zvolte jednu z moznosti:
— Provadite-li béh s jednou destickou, pokracujte krokem 2.

— Provadite-li béh prvni desticky série desti¢ek o totozné konfiguraci, ulozte
dokument desticky jako templat (viz strana 3-22).

\ 4

7. Vytvorte dokument desti¢ky z templatu vytvofeného v kroku 2 (viz strana 3-24).

v

8. Zadejte nazvy vzorkl a informace o destice (viz strana 3-25).

\ 4

9. Pripravte desticku/y a provedte béh absolutni kvantifikace (viz strana 4-1).

) 4

10.Analyzujte vysledky béhu (viz strana 6-5).

*Kroky 2 a 2 Ize vynechat tim, ze importujete zadani dokumentu desticky ze souboru.
Vice informaci viz “Import zadani dokumentu desticky” na strané A-2.
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Prehled

Relativni
kvantifikace 1. Vytvoite dokument relativni kvantifikace (viz strana 3-8).

¥

2. Pridejte detektory do dokumentu desti¢ky:
a. Vytvorte detektory pro sondy pro relativni kvantifikaci (viz strana 3-9).
b. Kopirujte detektory do dokumentu desticky (viz strana 3-11).

v

3. - Nastavte ulohu detektort v dokumentu desticky (NTC a Neznama)

(viz strana 3-14).

4. - Nastavte teplotni profil relativni kvantifikace (viz strana 3-17).

5. Zvolte jednu z moznosti:

— Provadite-li béh s jednou destickou, pokracujte krokem 2.
— Provadite-li béh prvni desticky série desticek o totozné konfiguraci, ulozte
dokument desticky jako templat (viz strana 3-22).

v

6. Vytvofte dokument desti¢ky z templatu vytvofeného v kroku 2 (viz strana 3-24).

v

7. Zadejte nazvy vzorkl a informace o destice (viz strana 3-25).

v

8. Pripravte desticku/y a provedte béh relativni kvantifikace (viz strana 4-1).

¥

9. Analyzujte vysledky béhu (viz strana 6-15).

* Kroky 2 a 2 |ze vynechat tim, ze importujete zadani dokumentu desticky ze souboru.
Vice informaci viz “Import zadani dokumentu desticky” na strané A-2.

Disociaéni kfivka V programu SDS je moZné provést analyzu disocia¢ni kfivky jako soucést béhu
(Kfivka tani) absolutni kvantifikace. Proto chcete-li provést analyzu disociacni kfivky, definujte
dokument desticky pro absolutni kvantifikaci podle postupu na strané 3-4 a zadejte
provedeni analyzy disocia¢ni kfivky podle postupu na strané 3-21.
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Kapitola 3  Priprava béhu

Alelicka
diskriminace

. Vytvorte dokument alelické diskriminace (viz strana 3-8).

¥

. Pridejte markery do dokumentu desticky:
a. Vytvorte detektory pro sondy pro alelickou diskriminaci (viz strana 3-9).
b. Pro kazdy par sond pro alelickou diskriminaci vytvofte marker (strana 3-12).
c. Kopirujte marker(y) do dokumentu desti¢ky (viz strana 3-13).

v

. Nastavte ulohu detektort v dokumentu desticky (NTC a Neznamad) (viz strana

3-14).
¥

. Chcete-li provést cyklovani desticky alelické diskriminace na pfistroji 7900HT,
vytvorte dokument se sbérem dat v redlném €ase a nastavte teplotni profil.
Jinak pokracujte krokem 2 (viz strana 3-17).

. Zvolte jednu z moznosti:

— Provadite-li béh s jednou desti¢kou, pokradujte krokem 2.
— Provadite-li béh prvni desticky série desti¢ek o totozné konfiguraci, ulozte
dokument desticky jako templat (viz strana 3-22).

v

. Vytvorte dokument desticky z templatu vytvofeného v kroku 2 (viz strana 3-24).

L4

. Zadejte nazvy vzorkl a informace o desticce
(viz strana 3-25).

a. Pripravte desticku/y alelické diskriminace a provedte jejich cyklovani na
teplotnim cykleru (viz strana 4-1).

b. Spustte desticku/y na pfistroji 7900HT.

.4

. Analyzujte vysledky béhu (viz strana 5-5).

* Kroky 2 a 2 |ze vynechat tim, ze importujete zadani dokumentu desticky ze souboru.

Vice informaci viz “Import zadani dokumentu desticky” na strané A-2.

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT



Rychlé opakovani: Zapnuti pfistroje 7900HT

Rychlé opakovani: Zapnuti pfistroje 7900HT

Zapnuti Pozndmka: NiZe je uveden zkrdceny popis zapinani soucdsti piistroje ABI PRISM
pristroje 7900HT. Zevrubny popis naleznete v ¢asti “Zapnuti piistroje7900HT” na strané 2-4.
DULEZITE! Nezapinejte piistroj 7900HT, pokud jste odstranili bo¢ni spodni kryt.

Pokud to uéinite, nebude do pfistroje z pocitace nahran firmware a objevi se chybova
hlaska.

1. Zapnéte monitor a pocitac.

2. Zapnéte podava¢ mikrodesti¢ek Zymark Twistere , pokud je souésti vaseho
systému.

(Zadni panel podavace)

3. Zapnéte pristroj 7900HT.

4. Spust'te program SDS 2.2 (zvolte #start| > & Programs >
& Applied Biosystems > & SDS 2.2 > @& SDS 2.2)

5. (pouze pro databdzi) V okné Login (PfihldSeni) zadejte vaSe uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te —_ %

B

Uzer hame: I

Pazsword: I

Database Setup... | o] I Cancel |

Zobrazi se hlavni okno programu.
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Kapitola 3 Pfiprava béhu

Krok 1 — Vytvofeni dokumentu desti¢ky

Pristupova PouZivite-li databazi SDS Enterprise, musite mit pro vytvafeni dokumentu destic¢k
P p pro vy y
prava prdva uZivatele tfidy Scientist (V&dec) nebo Administrator (Sprdvce).

O dokumentu Kazda desti¢ka analyzovana na pfistroji ABI PRisM 7900HT vyZaduje vytvoieni
destiCky dokumentu desti¢ky v programu SDS. Dokument desticky je virtudlni zdznam
mikrodesti¢ky nebo jiného typu spotfebniho materidlu se vzorky (ABI PRISMe 384/96-ti
jamkova desticka nebo AB Mikrofluidni karta).

Dokumenty desticek obsahuji tyto tdaje:

* Informace o detektorech a jejich uspotddéani v desticce

* Informace o markerech a jejich usporadéni v desti¢ce (pouze alelickd diskriminace)
* Informace o vzorcich a jejich uspotfadani v desticce

» Teplotni profil experimentu (absolutni a relativni kvantifikace)

Vytvofeni 1. Pokud neni jest€ spustén, spustte program SDS podle postupu na stran€ 3-7.
d°k“m‘?5‘ tu 2. Kliknéte Ql nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).
destiCky

V dialogovém okné New Document (Novy dokument) zvolte:

* Rozbalovaci nabidka Assay (Esej) — Zvolte esej pro vasi desticku.

* Rozbalovaci nabidka Container (Desticka) — Zvolte typ spotiebniho
materidlu, ktery zamyslite pouZit.

* Rozbalovaci nabidka Template (Templat) — Zvolte Blank Template
(Zadny templat).

* 'V poli Barcode (Carovy kéd) — proved'te jeden z kroki:
Vytvétite-li:
— Dokument desticky pro spusténi jedné desti¢ky, naskenujte nebo zadejte

carovy kod desticky.

— Templdt pro zadani vice desti¢ek, ponechte toto pole prazdné.

DULEZITE! V databazi SDS Enterprise neni moZné vytvofit dva dokumenty
destic¢ek pro rizné typy béhii s tymz ¢arovym kédem.

Poznamka: Provadite-li analyzu disociaéni kiivky, zvolte v rozbalovaci nabidce
Assay (Esej) moZnost Absolute Quantification (Absolutni kvantifikace).

Assay: [Absolute Quartification ~}-— Rozbalovaci nabidka Assay (Esej)
Container: [384 itells Clear Plate ~H— Rozbalovaci nabidka Container
(Desticka)
Template: [Blank Template ~— Rozbalovaci nabidka Template (Templat)

Browse. .. |

Barcods: | ~— Pole Barcode (Céarovy kod)

_?I [o]'4 I Cancel |
4. Klikndte __*_|.

5. Vytvoite a kopirujte detektory (a markery) do nového dokumentu desti¢ky podle
popisu v kroku 2 “Ptidani detektord a marker” na strané 3-9.
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Krok 2 — Pridani detektorti a markert

Krok 2 — Pridani detektort a markeru

Vytvafeni Pred tim nez miZete pouZit dokument desti¢ky ke spusténi béhu, musite definovat
detektorl jaké detektory (a ptipadné markery, provadite-li alelickou diskriminaci) budou
v daném experimentu pouZzivany. Detektor je virtudlné vyjadfena genové specifickd
kombinace primerti a TagMane sondy, které jsou pouZivany v dané eseji, nebo
kombinace primerti za souc¢asného pouZiti barviva SYBRe Green 1 (pouziva se pro
detekci dvouretézcové DNA). Pfed pouZitim dokumentu desti¢ky musite vytvofit a
pfidat detektory pro vSechny eseje na desticce.

1. Zvolte Tools > Detector Manager (Nastroje > Spravce detektort).

2. V dialogovém okné Detector Manager kliknéte _ew | (Novy).

3. V dialogovém okné& Add Detector (Pfidat detektor) zadejte:

Name (Ndzev) — Zadejte ndzev detektoru.

Nazev detektoru musi byt jedine¢ny a mél by odkazovat na cilovy lokus
dané eseje (napt. GAPDH nebo RNaza P). NepouZivejte totéZ jméno pro
vice neZ jeden detektor. Program SDS nerozliSuje mezi detektory stejného
jména, i kdyZ pouZivaji odli$né barvy.

Group (Skupina) — (nepovinné) Zadejte nebo zvolte skupinu, do které
detektor patii.

Description (Popis) — (nepovinné) Zadejte stru¢ny popis eseje

(max. 32 znakd).

Reporter/Quencher (Reportér a zhaSec)— Zvolte reportérovou barvu a
zhéasec podle vasi sondy.

Vytvéfite-li detektor pro esej pouZivajici barvivo SYBR Green 1, zvolte
zhase¢ nefluorescenéni (Quencher Dye - Non Fluorescent).

Pouzivate-li vlastni barvu, kterd neni doddvéana spolec¢nosti Applied
Biosystems, musite pied jejim pouZitim provést kalibraci pfistroje pro tuto
barvu (viz “Pfidan{ vlastnich barev” na strané 7-27).

Color (Barva) — (nepovinné) Kliknutim na ctverecek zvolte barvu
detektoru a potvrdte

Notes (Poznamky) — (nepovinné) Zadejte libovolny komentar k detektoru
(max. 200 znaku).

x|
Mame: I - Nézev
Group: befaun vI | Skupina
Description: I . POpiS
Reporter:  |FAM = ) o
. =L Reportér/Zhasec
Quencher: INon Fluorescent LI
Colar: - B arva
Motes: ]
———Poznamky
Crested:  Oct 10, 2003 11:36:02 AM ]77 Datum vytvoren (created)
Last Modified:  Oct 10, 2003 11:36:02 A a pos|edn|’ Zmény (last
cancel| modified)
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

Add Detector | | Add Detector B
Name: | CYP 2C8%2 (Allele 1) Nems: | RNase P
Group: IPDAR Group: IAppIied Biosystems Assays
Description: I FPre-Developed Assay and Reage Description: I Human RMNase P Gene Assay
Reporter: [FAM =l Reporter: [FAM =l
Quencher: |Non Fluorescent =l Quencher: |N0n Fluorescent =l
Color: - Color: -
Motes: | Thiz iz an exawple of a Motes: | This is an example of a -
detector constructed for detector constructed
Allelic Discrimination. for Absolute/Relative
Pearnns £ et e =
Created: Oct 24, 2002 5:24:43 PM Created: Mov 3, 2002 8:23:18 PM
Last Modified: Oct 24, 2002 5:24:43 PM Last Modified: Mov 3, 2002 8:23:18 PM
Cancel | Cancel |
Detektor alelické diskriminace Detektor absolutni nebo

relativni kvantifikace
4. Klikngte % |,
Program uloZi novy detektor a zobrazi jej v seznamu detektort.

Poznamka: Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, nemtiZete vytvorit

detektor pouzivajici kombinaci téhoZ ndzvu, reportérové barvy a zhasece jako

existujici detektor.

QpEn | Delete | Tools"l

Copy. Tio Plate Documert | Done

Detector Manager x|
Fingt: | =| 2| I Fiter ~ Fitter Settings... |

Group I Mame I Reporterl Quencher I Colorl Modification Date Cwner Creation Date I
FDAR CYP 2C19%2 (allele 1) FaM Mon Fluorescent [l Sun Mov 03 22:38:01 PST 2002 Sun Moy 03 22:38:01 PST 2002
FDAR CYP 2C19%2 {allele 23 WIC Mon Fluorescent [l Sun Mov 03 22:38:25 PST 2002 Sun Moy 03 22:38:25 PST 2002
FDAR CYP 209%2 (allele 13 FaM Mon Fluorescent [l Sun Mov 03 20:52:03 PST 2002 Thu Ock 24 17:24:43 PDT 2002
POAR CYP 2C9%2 {allele 2)  VIC Mon Fluorescent [l Sun Mov 03 22:36:54 PST 2002 Thu ©ct 24 17:25:54 PDT 2002
f e P [Fam — [Man Fluorescent S 2

5. Opakujte kroky 2 az 4, az vytvoftite detektory pro v§echny eseje na desticce.

Poznamka: Kliknutim na ikonu 2/ oteviete napovédu s informacemi o spravci

detektorii a s popisem postupti zmény, mazani nebo vyhleddvani detektord.

6. Zvolte jednu z moZnosti:

Vytvérite-li dokument desticky
pro ... Pak...

+ absolutni kvantifikaci kopirujte detektor(y) do dokumentu desticky
« relativni kvantifikaci podle postupu na strané 3-11.

+ analyzu disociacni kfivky

alelickou diskriminaci vytvofte a pfidejte do dokumentu destiCky
markery podle popisu na strané 3-12.

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT
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Krok 2 — Pridani detektorti a markert

Kopirovani a DULEZITE! Jakmile zkopirujete detektor do dokumentu desticky, nenf tento detektor
pridani detektort nijak propojen se ziznamem ve spravci detektori. Zménite-li tedy detektor ve spravci
do dokumentu detektort poté, co jste jej kopirovali do dokumentu desticky, musite jej z dokumentu
desticky desticky odstranit a kopirovat znovu, aby se tato zména v dokumentu desticky
projevila.
1. V dialogovém okné Detector Manager (Spravce detektorit) programu SDS
kopirujte detektory do dokumentu desticky:

a. Pridrzte klavesu Ctrl a zvolte detektory, které chcete pridat do dokumentu
desticky. Zvolené detektory budou zvyraznény.

b. Klikngte oy To e borument |(Kopir0vat do dokumentu desti¢ky).
Program ptida detektory do Prohlizece jamek (Well Inspector) dokumentu

desticky.
Dokument desticky
II UseI Detector I Reporter I Task I Quantity I Color , ,
A S R ST [ RMaseP | FaM | | o/mmm — Zkopirovany
i detektor

Spravce detektord

F 2o Z [ATETE 2] WIC
P Far

EIIE— Detektor vybrany
ke kopirovani

2. Kliknéte = _| (Hotovo), ¢imZ spravce detektorti uzaviete.
Ve schématu desticky zvolte jamky obsahujici esej pro prvni detektor.

Poznamka: Vybér jamek je snazsi za pomoci kldves Ctrl a Shift, které
umoziuji vybrat jednotlivé jamky nebo jejich skupiny. Vice informaci viz
strana 2-22.

4. Pridejte detektory do zvolenych jamek tak, Ze zatrhnete policko detektoru ve
sloupci Use (PouZit) v prohliZeci jamek (well inspector).

well(s): B2 |
Sample Mame: |82
A3
o , )Jse\l Detector I Reporterl Task I Quantity I Color
Detektory pridané il Rhase P o % [ Ruaser [ Fam[onknown | 0] - - ..
do zvolenych jamek B2 N2 Policko Use (PouZzit)

dokumentu desti¢ky

Opakujte kroky 3 az 4, az ptiddte do schématu desticky i ostatni detektory.

6. Nastavte tilohy detektord v dokumentu desticky podle postupu v ¢asti
“Krok 3 — Nastaveni tlohy detektorti” na stran¢ 3-14.
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

Vytvoreni Soucdsti dokumenti desticky pro alelickou diskriminaci jsou tzv. ‘markery’,
markert pro jejichz ucelem je snazsi organizace a pouZivani detektord. Marker je dvojice
alelickou detektort, pfedstavujicich dvé eseje, zacilené na dvé rtizné alely téhoZz lokusu.

diskriminaci  pyLEZITE! Dokumenty desticek pro alelickou diskriminaci musi obsahovat
alespoii jeden marker.

1. Je-li otevien Spravce detektorii (Detector Manager), kliknéte na _ooe || gfmy jej
zaviete.

2. Zvolte Tools > Marker Manager (Nastroje > Spravce markert).
V dialogovém okné Marker Manager kliknéte _ew | (Novy).

4. V poli Enter name of new Marker (Zadejte ndzev nového markeru) zadejte
nizev nového markeru a kliknéte

Novy marker se zobrazi v poli Markers (Markery).

v, o2

Poznamka: Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, nemuZete vytvofit
marker, ktery pouziva kombinaci téhoZ ndzvu a detektorii jako existujici
marker.

5. Pfidejte do nového markeru detektory:

a. V poli Markers (Markery) zvolte kliknutim novy marker. Zvoleny marker
bude zvyraznén.

b. V seznamu detektorti zatrhnéte policko Use (PouZit) u detektord, které
maji byt souc¢dsti markeru. Zvoleny detektor bude zvyraznén.

DULEZITE! V jednom markeru neni moZné pouZit vice neZ dva detektory a ty
nesmi pouZzivat tutéz reportérovou barvu.

=" CYPZCQ"...... : Non FI:
!CYP 2ce2 CYF 2007, Non Flu... PCeYt(E)ktZOé)éllzmarkel’u

am

6. Pracujete-li s vice esejemi pro alelickou diskriminaci, opakujte kroky 3 aZ 5, az
vytvofite v§echny potfebné markery.

DULEZITE! Pfed pfidanim markeru do dokumentu desti¢ky do né&j musite pfidat
dva detektory.

Poznamka: Kliknutim na ikonu 2/ oteviete napovédu s informacemi o spravci
markert nebo o mazani markert ze seznamu.

7. Pfidejte marker(y) do dokumentu destic¢ky pro alelickou diskriminaci podle
postupu v ¢asti “Kopirovani a pridani markerd” na stran¢ 3-13.
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Krok 2 — Pridani detektorti a markert

Kopirovani a DULEZITE! Jakmile zkopirujete marker do dokumentu desti¢ky, nenf tento marker
pridani marker nijak propojen se zdiznamem ve spravci markerti. Zménite-li tedy marker ve spravci
markerQ poté, co jste jej kopirovali do dokumentu desticky, musite jej z dokumentu
desticky odstranit a kopirovat znovu, aby se tato zména v dokumentu desticky
projevila.
1. V dialogovém okné Marker Manager (Spravce markerti) programu SDS
kopirujte marker do dokumentu desticky:

a. Pridrzte klavesu Ctrl a zvolte marker(y), které chcete ptidat do dokumentu
desticky..

b. Kliknéte _CoeyTerlsz bsamert | (Kopirovat do dokumentu desti¢ky)
c. V dialogovém okn¢ Copy Markers To Plate (Kopirovat markery do
desticky) kliknste |,

E Copy Markers To Plate B

The Following markers have been copied to the plate: —

CYP2C19%2 | Markery kopirované do

CHP 202 J dokumentu desticky

QK |

d. Opakujte kroky a a c, ¢imZ zkopirujete dal$i markery do dokumentu
desticky alelické diskriminace.

2. Kliknéte %= _| (Hotovo), ¢imZ spravce markerd uzaviete.

3. Ve schématu desticky zvolte jamky obsahujici esej pro marker, ktery jste
piedesle definovali.

Poznamka: Vybér jamek je snazsi za pomoci kldves Ctrl a Shift, které
umoziuji vybrat jednotlivé jamky nebo jejich skupiny. Vice informaci viz
strana 2-22.

4. Ptidejte markery do zvolenych jamek tak, Ze zatrhnete polic¢ko markeru ve

sloupci Use (PouZit) v prohliZeci jamek (well inspector).

Poznamka: Detektory, které jsou soucdsti markeru, jsou pfiddny do jamek
automaticky, jakmile je pfiddn marker.

Use Marker Detector Reporter Task Color |
M| CirCt B | Detektory pro marker
CYP 2C19%2 (Allele 2) WIC ‘PDAR CYP 2C9*2’
‘PDAR CYP 2C9*2’ CYP 2C19%2 (allele 1) FamM
¥idan d lenvch IS Unknown | I |
priaan do zvolenyc CYP 2C9%2 (Allele 2) WIC
jamek dokumentu CYP 2C9%2 (Bllele 1) | FAM

desticky E— e
| Policko Use (Pouzit)
pro marker

‘PDAR CYP 2C9*2’
(zvolen)

uuuuuuuuu

s Dstacton

5. Opakujte kroky 3 a 4, a7 pridite do schématu desticky i ostatni markery.

6. Nastavte tlohy detektorti v dokumentu desticky podle postupu v ¢asti
“Krok 3 — Nastaveni tlohy detektorti” na stran¢ 3-14.
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

Krok 3 — Nastaveni ulohy detektor

Pristupova
prava

O ulohéach
detektorl

Nastaveni Ulohy

Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro nastaveni a zménu ulohy
detektorii prava uzivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Pro kazdy detektor nebo marker pouZity v jamkach dokumentu desti¢ky musite

s v

definovat jeho tlohu (‘task’). Uloha udava specificky ti¢el nebo funkci daného
detektoru nebo markeru v desti¢ce. Program SDS pouZiva tlohy detektort k definici
toho, jakym zplsobem zpracovdvat data z jednotlivych jamek béhem analyzy. Ulohy
detektorti se méni v zdvislosti na typu dokumentu desticky.

1. Pomoci klaves Ctrl a Shift zvolte jamky ve schématu desticky, obsahujici

detektoru vzorky s danou tdlohou, jak je popsédno niZe.
Tabulka 3-1 Ulohy detektor(i v programu SDS
Experiment Uloha Pouziti pro...
Alelicka Unknown m vSechny detektory jamek obsahujicich PCR
diskriminace (Neznama) reagencie a neznamé vzorky.
NTC m v8echny detektory jamek s negativnimi kontrolami,
které obsahuji PCR reagencie ale ne templat.
Absolutni Unknown m vSechny detektory jamek obsahujicich PCR
kvantifikace (Neznama) reagencie a kvantifikované vzorky.
Standard E detektory jamek obsahujicich PCR reagencie a
vzorky o zndmém mnozstvi. (Vice informaci viz
strana 3-15.)
NTC m v8echny detektory jamek s negativnimi kontrolami,
které obsahuji PCR reagencie ale ne templat.
Relativni Target vSechny detektory jamek obsahujicich PCR
kvantifikace (Cil reagencie pro amplifikaci cilovych sekvenci.
Endogenni E v8echny detektory jamek obsahujicich PCR
kontrola reagencie pro amplifikaci endogenni kontroly.

2.V prohliZeci jamek kliknéte u kazdého detektoru do pole ve sloupci Task
(Uloha) a zvolte odpovidajici tlohu z rozbalovaci nabidky. Uloha se zobrazi ve
vSech vybranych jamkach.

D eer ERNaseP B rtaser B rnaser B RNazer Task | Quan
pio Ll Ll il ﬁ-
Zvolené jamky — Rozbalovaci nabidka Task

m|

seF E

E10 E11

ERNaseP ERNaseP ERNaseP ERNaseP

El

Standard

(Uloha)

e

_____
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Krok 3 — Nastaveni tlohy detektort

Definice
standardl pro
absolutni
kvantifikaci 1.

Zvolené jamky

3. Opakujte kroky 1 a 2, az definujete vSechny tlohy detektorti.

4. Zvolte jednu z moZnosti:

Vytvafrite-li dokument

desti¢ky pro ... Pak...

definujte mnozstvi jednotlivych standardd pouzitych
v desti¢ce podle postupu nize.

absolutni kvantifikaci

Je-li to nezbytné, definujte pasivni referenci pro
dokument desti¢ky podle postupu na strané 3-16.

» Jinak nastavte teplotni profil podle postupu na
strané 3-17.

« alelickou diskriminaci .
« relativni kvantifikaci
+ analyzu disociacni kfivky

Aby mohl program SDS vytvofit standardni kiivku pro kvantifikaci nezndmych
vzorkd, musite definovat dlohu detektoru typu Standard a zadat mnoZstvi jednotlivych
standardii do dokumentu desti¢ky absolutni kvantifikace.

Ve schématu desticky v programu SDS zvolte jamky obsahujici prvni fedéni
standardu.

2. 'V prohliZeci jamek kliknéte u pfislusného detektoru do pole ve sloupci Task
(Uloha) a z rozbalovaci nabidky zvolte Standard.

3. V prohliZeci jamek kliknéte u piislusného detektoru do pole ve sloupci Quantity
(Mnozstvi) a zadejte mnozstvi nebo koncentraci standardu ve zvolenych
jednotkéch (vychozi pocet kopii, pikogramy, nanogramy, atd.) a stisknéte Enter.

Zadané mnoZstvi se zobrazi ve zvolenych jamkach.

[ 505 20
B ER Yew Tods felumet Snsyss Wdow
Dl Bm @ % IaE s
5] Lisiitied | - Absuhste Quartification

1 - Absahste Quantifcation

MnozZstvi

| 5K, 5K 5K
u
LzeP ERNaseP ERNaseP ERNaseP ERNaseP

D0 D11 ek

T =
= = e B [ CAERRA
Fu S A Lirkroen L T |

1 B PHawd JUrkrcen - S

o I _.,J oot wellsl
| e

4. Opakujte kroky 1 aZ 3 aZ zaddte mnoZstvi i pro ostatni fedéni standardu.

Po skonceni této Cinnosti by se ve schématu desti¢ky ve vSech replikdtech
standardu mélo zobrazovat oznaceni Standard a definované mnozstvi, které
program ndsledné pouZzije pro vypocet standardni kiivky.
5. Proved'te jeden z nasledujicich krokd:
* Je-li to nezbytné, definujte pasivni referenci pro dokument desticky podle
postupu v ¢dsti
“Krok 4 — Nastaveni pasivni reference a vynechani jamek™ na stran€ 3-16.

* Jinak nastavte teplotni profil podle postupu v ¢4sti
“Krok 5 — Programovani béhu” na strané 3-17.
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

Krok 4 — Nastaveni pasivni reference a vynechani jamek

PFistupova Pouzivéte-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro zménu pasivni reference nebo
prava vynechdni jamek prava uZivatele tfidy Scientist (V&dec) nebo Administrator (Spravce).

Nastaveni PouZivéte-li kity a mixy spolecnosti Applied Biosystems, pouZijte pfednastavenou
pasivni pasivni referenci (spole¢nost Applied Biosystems pouZiva pasivni referenci ROXx).

reference PouZivite-li vlastni reagencie, zvolte pasivni referenci, kterou chcete pouZzit.

Poznamka: Spolec¢nost Applied Biosystems doporucuje pouZivat pasivni referenci
k normalizaci signélu reportérové barvy (vice informaci viz strana D-6).

1. V rozbalovaci nabidce Passive Reference (Pasivni reference) zvolte barvu.

ETE— alol=l

B BM Wew Dods Febst feys Baww den

Do dBmas s Ea@EE =}z
I

sgvetector.. | e || Rozbalovaci nabidka pasivni
Passive Reference: |ROx - I —reference

I Omit Well(s)

— Zvolte pasivni
referenci

2. Je-li to nezbytné, vynechejte jamky podle postupu niZe. Jinak nastavte teplotni
profil podle postupu na strané 3-17.

Vynechani Program SDS umoZiuje vynechat (nepouZivat) urCit€ jamky pred nebo po provedeni
j amek béhu.
DULEZITE! Vynechéte-li uréité jamky pied provedenim béhu, program SDS
nebude béhem béhu odecitat data z téchto jamek. Pokud vynechdte jamky po
provedeni béhu, bude jamka vynechédna z analyzy, ale data nebudou vymazana.

1. Stisknéte kldvesu Ctrl a zvolte ve schématu desticky jamky, které chcete
vynechat.

2. V prohliZeci jamek v zdloZce Setup (Zadéani) kliknéte do policka Omit Well(s)
(Vynechat jamku/y).

alolx|

Zvolené jamky

(nepouzivané)

Passive Reference

& omit welis) — Policko Omit Well(s) (Vynechat jamku/y)
| (zatrzené)

]
|

3. Nastavte teplotnf profil podle postupu na strané 3-17.
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Krok 5 — Programovani béhu

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro nastaveni teplotniho profilu
préva prava uZivatele tiidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

O programovani 'V pribéhu béhu je ¢innost piistroje kontrolovana z programu SDS prostiednictvim
béhu dokumentu desticky, v némz jsou naprogramovany pokyny k provedeni béhu.
Soucdsti kazdého nového behu (vyjma alelické diskriminace) je prednastaveny
program béhu (teplotni profil), ktery je pro potfeby vaseho pokusu nutné upravit.

Soucésti programu je:
* Nastaveni teplotniho profilu
* Automatické zmény nastavenych parametrti (Auto Increment)
* Nastaveni rychlosti, jakymi jsou provddény zmény teplot (Ramp Rates)
» Nastaveni sbéru dat
* Nastaveni reakéniho objemu

Programujete-li béh... Pak...
+ absolutni kvantifikace postupujte podle navodu na strané 3-19.
+ relativni kvantifikace DULEZITE! Pouzivéte-li databzi SDS Enterprise, predtéte

si odstavec nize.

alelické diskriminace viz strana 3-18.

analyzy disociacni kfivky Chcete-li provést analyzu disociacni kfivky, provedte:

1. Programujte béh absolutni kvantifikace podle
postupu na strané 3-19.

2. Pridejte krok zvySovani teploty (pro analyzu disociaéni
kfivky) podle postupu na strané 3-21.

O pouzivani Programujte béh takovym zplisobem, aby sbér dat probihal pouze v nezbytnych
databaze krocich (stage). Kvilli omezené kapacité paméti neni mozné do databaze SDS
Enterprise uklddat dokumenty desti¢ek vétsi nez 40 MB. Velikost dokumentu se
¢tenim v redlném Case zavisi na délce behu a nastaveni sbéru dat. Delsi béhy a
behy, v nichz je sbér dat nastaven ve vice krocich béhem cyklu, mohou vést ke
vzniku dokumenti s velikosti vyrazn¢ vétsi nez prumérnych 15-25 MB.
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Programovani  Aby bylo moZné na pifstroji zpracovdvat co nejvice vzorki, neni pti provadéni b&hu
bé&hu alelické alelické diskriminace k dispozici moZnost programovéni b&hu. JelikoZ experimenty
diskriminace alelické diskriminace jsou experimenty se &tenim po skonéeni reakce (end-point) a
nevyZaduji sbér dat v redlném Case, miZete teplotni cyklovani provadét na jiném PCR
cykleru a na pfistroji 7900HT provést pouze sbér dat a analyzu.

Chcete-li provést teplotni

. S Pak...
cyklovani pokusu alelické
diskriminace na...

jiném PCR cykleru pokradujte krokem 8 “Zadani nazvii vzork( a

informaci o desti¢ce” na strané 3-25

pristroji 7900HT postupuijte podle navodu nize.

Provedeni teplotniho cyklovani pokusu alelické diskriminace na pfistroji 7900HT

Chcete-li provést teplotni cyklovani a sbér dat na piistroji 7900HT, proved'te nejprve
bch se sbérem dat v redlném case a nasledné dalsi béh jako dokument alelické
diskriminace.

DULEZITE! Podle postupu uvedeného niZe postupujte pouze provadite-li PCR na
piistroji 7900HT. Jinak proved'te PCR na jiném PCR cykleru a poté pfeneste
desticku do pfistroje 7900HT pro sbér dat.

1.
2.

Spustte program SDS.

Vytvoite dokument absolutni kvantifikace se sbérem dat v redlném case podle
postupu na strané 3-8.

Poznamka: Neni nutné nastavovat v dokumentu desticky detektory.

V dokumentu desticky nastavte teplotni profil a inkuba¢ni doby podle
vaseho protokolu, jak je popsdno v ¢asti “Nastaveni b&hu absolutni nebo
relativni kvantifikace” na strané 3-19.

UloZte dokument desticky podle postupu na strané 4-22.

DULEZITE! Neuklddejte dokument se sbérem dat v redlném &ase do databdze.
V databazi nelze ulozit dokumenty desticek pro rtizné typy béhil se stejnym
carovym kédem.

Spust'te béh pomoci dokumentu se sbérem dat v redlném ¢ase podle postupu na
strané 4-23.

Poznamka: Dokumenty se sbérem dat v redlném ¢ase mohou byt velmi
uzitecné pii feSeni problému a neocekdvanych vysledku, které se ptipadné
mohou vyskytnout v pribéhu pokusu alelické diskriminace.

Po skonc¢eni béhu uzavrete dokument absolutni kvantifikace.

Pokracujte krokem 6 “Vytvofeni templatu z dokumentu desticky” na strané
3-22.
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Krok 5 — Programovani béhu

Programovani
béhu absolutni
nebo relativni
kvantifikace

Poznamka: NiZe jsou popsdny pouze zakladni kroky nastaveni béhu: teplotni profil,
objem vzorku a sbér dat. Chcete-li ziskat vice informaci o nastaveni béhu, kliknutim
na ikonu 2 v zdloZce Instrument (P¥istroj) oteviete ndpovédu, kde ziskéte informace
o nastaveni automatické zmény parametrii (auto increment) a nastaveni rychlosti,
jakymi jsou provadény zmény teplot (Ramp Rates).

V programu SDS zvolte zdlozku Instrument (Piistroj) v dokumentu desticky.

1.
2.

Je-li zapotiebi, zatrhnéte moznost 9600 Emulation.

Poznamka: Je-li zatrzena moZnost 9600 Emulation, program SDS snizi
rychlost, s jakou jsou provddény zmény teplot pii cyklovani na piistroji
7900HT tak, aby odpovidala rychlosti pfistroje ABI PRisMe 7700.

Pozméiite pfednastaveny teplotni profil podle potteby:

Chcete-li... Pak...
zménit kliknéte do pfislusného pole, zadejte novou hodnotu a kliknéte
nastaveni kdekoliv mimo toto pole.
¢asu a
teplot 2 Stage 3
Repeats ﬁﬂu
Jas.0 Jas.0
10:00 0:15
Teplota
b0.0 (4 a2 99.9 C)
1:00
Cas
(0:01 az 98:59 min)
pridat krok 1. Kliknéte na krok vlevo od mista, kde chcete pfidat novy krok.
inkubace (hold), .
cyklus nebo
ok 2. Kiiknéte 85 | (Pridat cyklus) nebo 4458 | (Pridat krok

inkubace). Program vlozi novy krok do teplotniho profilu.

Poznamka: Chcete-li pfidat novy krok do cyklu, zvolte krok
vlevo od mista, kde jej chcete pfidat a kliknéte _Addstep |

Thermal Profile ]Auto Incrementl Rarmp Ratel Data CoHection]

Stage 1 Stage 2 Stage 3

Zvoleny krok

Repeats F:Du
95.0 95.0
10:00 0:15
iED.U
50.0 o0

Zde se vytvori
novy krok

odstranit krok

1. Kliknéte na krok, ktery chcete odstranit.
Zvoleny krok bude zvyraznén.
2. Kiiknéte na ks | (Odstranit krok), &imZ krok odstranite.
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

4. Nastavte sbér dat v prib&éhu béhu:
a. Zvolte zalozku Data Collection (Sbér dat).

b. Kliknéte pod kazdy krok inkubace nebo zmény teploty v teplotnim

profilu, cheete-li v ném provadeét sbér dat.

[Thermal F‘roﬂ\eT Auto IncrementT Ramp Rate| Data Callection

Stage 1 Stage 2

95.0

50.0

=

4

Stage 3

Cycle 0 of 40

95.0

)

- — Ikony oznadujici sbér dat

| ]

DULEZITE! Sbér dat v priibéhu béhu nastavte pouze v nezbytnych krocich PCR.
Velikost dokumentu se ¢tenim v redlném Case zavisi na délce b&hu a nastaveni

sbéru dat. Del§{ behy a béhy, v nichz je sbér dat nastaven ve vice krocich béhem
cyklu, mohou vést ke vzniku dokumentt s velikosti vyrazn€ veétsi nez

prumérnych 15-25 MB
5. Kliknéte do pole Sample Volume (uL) (Objem vzorku) a zadejte objem

vzorka v desticce.

Poznamka: Objemem vzorku se rozumi celkovy objem jakékoliv jamky, vEetné

jamek neobsahujicich templat, nebo jakékoliv kombinace mastermixu a

templatu.

DULEZITE! Vsechny jamky desti¢ky musi obsahovat vzorky o totoZzném

objemu.

6. Zvolte jednu z nésledujicich moZnosti:

Provadite-li...

Pak...

relativni kvantifikace

pouze béh absolutni nebo

pokracujte krokem 6 “Vytvorfeni templatu
z dokumentu desti€ky” "na strané 3-22.

béh absolutni kvantifikace
s analyzou disociacni kfivky

definujte provedeni analyzy disociacni kfivky
podle postupu na strané 3-21.
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Krok 5 — Programovani béhu

Programovani  Abyste ziskali data pro analyzu disociacni kiivky, musite na piistroji 7900HT
disociacni kfivky naprogramovat postupné pomalé zvySovani teploty (‘temperature ramp’) vzorku za
soucasného méteni fluorescence kazdych 7-10 vtefin (detailni vysvétleni viz strana

6-38).

1. V zéloZce Instrument (Ptistroj) zvolte Thermal Profile (Teplotni profil).

2. Kliknéte na krok vlevo od mista, kde chcete zadat krok disociaéni kiivky.

3. V zéloZce Thermal Profile (Teplotni profil) kliknéte _Add Dissociaion stage_ | (Ptidat krok
disociaéni kiivky).
Program SDS vloZi krok postupného zvySovéni teploty na konec
naprogramovaného teplotniho profilu.

4. Ptedvolené nastaveni zvySovani teploty 1ze ménit, spole¢nost Applied

Biosystems vSak pro dosazeni maximalniho rozliSeni (maximdalni oddé€leni
pikt pfi analyze) doporucuje postupovat nasledujicim zptisobem.

Doporuceni Priklad
Pocatecéni a kone¢na teplota Thermal Frofile [Autn IncrememT Ramp RateT Data Cnllect\nnw
musi byt rozdilné o Stage 4

minimalné 35 °C. Kazdy krok

trva 15 vtefin (0:15). -
onec

Zacatek

Nastaveni I’yCthSti Zmény (Thermal Pmﬂ\eT Auto Increment| Ramp Rate | Data Cnllect\nnw
St 4
teploty (ramp rate) pro 298
konecny krok musi byt 2 %.
850 95.0

DULEZITE! Volba 9600 foow [ ———— Rychlost
Emulation nesmi byt zmény
zatrzena, chcete-li toto I ol teploty

nastaveni provést.

[v]

[«

Zvyéovéni tep|oty mus" b)’/t (Thermal Pmﬂ\eT Auta IncrememT Rarnp Rate| Data Collection l_
spojeno se sbérem dat Staaed

(ikona). —Ikona
e >0 sbéru dat
o
1
Al

[v]

5. Pokracujte krokem 6 “Vytvofeni templitu z dokumentu desti¢ky” na strané

3-22.
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Kapitola 3  Pfiprava béhu

Krok 6 — Vytvoreni templatu z dokumentu desticky

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro vytvoieni templdtu z dokumentu
préva desticky prava uZzivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Nastaveni Dokumenty desticek vytvorené na zakladé templatu si podrzi v templatu definované
zobrazeni nastaveni zobrazeni, nastavte proto zobrazeni templatu tak, aby se na jeho zdkladé
(volitelné) vytvorené dokumenty desti¢ek zobrazovaly, jak si piejete.

1. Kliknéte &l nebo zvolte View > Display Settings (Zobrazit > Nastaveni zobrazeni).
2. V okné Display Settings (Nastaveni zobrazeni) nastavte zobrazeni pro ElResults
Grid (Schéma desticky) a EfResults Table (Tabulka vysledka).

Display Settings ﬂ

Select Pane/View ~Resulks Grid Propertie:

£ EESU:ES ?rE Priority | Attribute | show |
F- Results Table
[~ Background Plat ! el C|°|°r [
| Raw Data Plat 2 Sample I
allelic Discrimination Pt 3 Marker Color ~
4 Marker I
5 Call I
3 Mumber of Markers I~

Move Up | Move Down |

9 | Use as defaults for "Mlelic Dizcrimination” documenits | Apply | [o]3 I Cancel |

Vice informaci o dialogovém okné Display Settings (Nastaveni zobrazeni)
ziskate kliknutim na ikonu 2I , ¢fmZ oteviete napovédu.

3. Nastaveni potvrd'te o |,

Nové nastaveni zobrazeni bude pouzito v dokumentu desticky.

4. Pokracujte ¢asti “Vytvoreni templatu z dokumentu desticky (volitelné)” na
strané 3-23.
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Krok 6 — Vytvoreni templatu z dokumentu desticky

Vytvoreni templatu DULEZITE! UloZeni dokumentu desti¢ky jako templétu je nepovinny krok, ktery je
z dokumentu doporucen, je-li mozné dokument pouZit pro vytvoreni vice dokumenti desticek
desticky (volitelné) s totoznou konfiguraci eseji. Nechcete-li vytvofit templat, pokracujte ¢asti “Zadani
nazvu vzorka a informaci o desti¢ce (volitelné)” na strané 3-25.

Chcete-li ulozit templat:

1.
2.

8.

Zvolte File > Save As (Soubor > Ulozit jako).

V poli Save in (ulozZit v) v dialogovém okné Save As (Ulozit jako) vyhledejte
adresai AppliedBiosystems > SDS2.2 > Templates.

Poznamka: Ulozite-li templat do adresafe Templates (Templaty), bude
piistupny z rozbalovaci nabidky Template v dialogovém okné New Document
(Novy dokument).

Zvolte File of type (Typ souboru) > ABI Prism SDS Template Document
(*.sdt).

Kliknéte do pole File name (Nazev souboru) a zadejte ndzev templatu.
Kliknéte _ == | (Ulozit).

Templat se uloZi.

Zobrazi-li program jedno nebo vice varovani, prectéte si je a potvrd'te o |,

Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit).
Vyzve-li vds program k uloZeni dokumentu desti¢ky, kliknéte o | (Ne).
Templét se zavie.

Vytvoite dokument desticky z templatu podle postupu na stran¢ 3-24.

Chcete-li ulozit templat do databdze SDS Enterprise:

1.

Zvolte File > Save Template to Database (Soubor > UloZit templat do
databaze).

V dialogovém okné Save Document as Template (UloZit dokument jako
templat) kliknéte _ves | (Ano).

Zobrazi-li program jedno nebo vice varovani, prectéte si je a potvrd'te o |,

V poli Template Name (Nazev templdtu) dialogového okna Save Template to
Database zadejte ndzev templdtu (max. 128 znaki) a kliknéte o |

Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit).
Vyzve-li vas program k uloZeni dokumentu desticky, kliknéte o | (Ne).
Templat se zavfte.

Vytvoite dokument desticky z templatu podle postupu na stran¢ 3-24.
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Kapitola 3  Priprava béhu

Krok 7 — Vytvofeni dokumentu desti¢ky z templatu

PFistupova
prava

Moznosti vytvareni
dokumentu
desticky

z templatu

Vytvoreni
dokumentu
destiCky

z templatu

NPl

Pouzivate-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro vytvareni dokumentu desticky
z templatu prava uZivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Program SDS nabizi dv€ moZnosti jak vytvofit dokument desticky z templatu —
jednotlivé a pro vice dokumentli najednou.

z templatu pomoci nastroje
Template Batch

DULEZITE! Pouzivate-li databazi
SDS Enterprise, musite zvolit tuto
moznost.

Batch, ktery umoznuje vytvorit naraz a
rychleji vice dokumentl desti¢ek
z templatu.

Moznost Popis Viz
Vytvofit jeden dokument desticky | Nize je popsano jak vytvofit jeden Nize.
z templatu dokument destic¢ky z templatu. Opako-
vanim tohoto postupu miZzete vytvofit
libovolny pocet dokumentud desticky.
Vytvorit vice dokumentd desticky | Soucasti programu je nastroj Template | Strana 4-34

1. 'V programu SDS kliknéte 10l nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

2. V dialogovém okné New Document (Novy dokument) zvolte:

¢ Rozbalovaci nabidka Assay (Esej) — Zvolte stejny typ jako templat.
* Rozbalovaci nabidka Container (Desticka) — Zvolte stejny typ jako

templat.

* Rozbalovaci nabidka Template (Templat) — Zvolte piislusny templat
(*.sdt) vytvoreny na strané 3-22.

Neni-li soubor templatu v rozbalovaci nabidce Template, vyhledejte jej takto:
a. Kliknéte ¥ | (Vyhledat).

b. Vyhledejte na strané 3-22 vytvoreny soubor templatu (*.sdt).

c. Kliknéte _ | (Oteviit).

V rozbalovaci nabidce Template (Templaty) se zobrazi soubor templatu.

Poznadmka: Rozbalovaci nabidka Template obsahuje vSechny soubory templati
z podadresare Templates programu SDS.

* V poli Barcode (Cérovy kod) — (volitelné) zvolte:
— Zadejte ¢arovy kdd desticky, nebo

— Naskenujte ¢arovy kéd pomoci rucni ¢tecky ¢arovych koda.

3. Kliknéte __*_| , ¢imZ vytvofite novy dokument desti¢ky z templatu.

4. Pokracujte ¢asti “Zadani nazva vzorku a informaci o desticce (volitelné)” na

strané 3-25.
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Krok 8 — Zadani nazvil vzork( a informaci o desticce

Krok 8 — Zad

PFistupova
prava

Zadani nazvu
vzorkd do
dokumentu
desticky

ani nazvl vzorku a informaci o desticce

v

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, musite mit pro zadani (zménu) nazvi vzorkl
prava uZivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

V dokumentu desticky musi byt zadany nazvy vzorki, aby byla mozné efektivni
analyza vysledkl. Program zobrazuje nazvy vzorki ve schématu desti¢ky a
v tabulkach.

Poznamka: Nézvy vzorkt lze zadat aZ po skonceni b¢hu, ale vzdy pred analyzou.

Poznamka: Program SDS umoZiuje importovat zadani (detektor, tloha detektoru
a nazvy vzorki) do dokumentu desti¢ky ze souboru txt (tabelatorem oddélena
data). Vice informaci viz “Import zadani do dokumentu desticky” na strané A-2.

1. Ve schématu desti¢ky zvolte jamky obsahujici prvni vzorek.

2. Kliknéte do pole Sample Name (Nazev vzorku), zadejte nazev a potvrd'te
Enter. Ve zvolenych jamkdach se objevi novy ndzev vzorku.

3. Opakujte kroky 1 a 2 pro v§echny zbyvajici vzorky.

A mRNaseP mRNaseP

Zde se

nazvy vzorkud

&K Population) 5K Population [

u
B mRNaseP mRNaseP

Sk Population Sk Population

objevi

R Sample Marme: |5K Population +— Pole Nazev vzorku

Position Sample Deter

Zadani
informaci o
desticce
(volitelné)

137
HHEH

At Sk Population JRMaseP =
Az 5K Population [RMaseP 0|
A3 5K Population [RMaseP
Ad 5K Population [RMaseP
AS 5K Population [RMaseP

4. Zadejte do dokumentu desti¢ky informace o desti¢ce podle popisu niZe.

1. V programu SDS zvolte Tools > Document Information (Nastroje > Informace
o dokumentu).

2. V dialogovém okné Document Information (Informace o dokumentu) upravte
informace v polich Barcode (Carovy kéd), Operator (UZivatel) nebo Plate
Comments (Komentar).

DULEZITE! PouZivite-li databdzi SDS Enterprise:
« Ciarovy kéd zadany do dokumentu desti¢ky musi byt jedineény a nesmi byt
pouZit v jiném dokumentu desticky.

* Do pole Operator (UZivatel) je automaticky pfedvyplnéno jméno uZivatele,
ktery se ptihlasil do programu SDS a spustil béh (jméno je pfedvyplnéno
pouze po provedeni béhu).

« Ciarovy kéd dokumentu desti¢ky, ktery byl jiz spustén, neméiite.

Po skoncenf kliknéte __ %[,
4. Spust'te béh podle popisu na stran¢ 3-26.
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Kapitola 3  Priprava béhu

Krok 9 — Spusténi béhu na pfistroji 7900HT

v

PFistupova Pro spusténi behu desticek uloZenych v databazi SDS Enterprise neexistuj
prava omezeni z hlediska piistupovych prav.

idna

DULEZITE! Dokument desti¢ky musi byt pfed spusténim uloZen do databize.
Spustit jej muZe uZivatel ze skupiny Operator.

Moznosti Na pfistroji 7900HT je mozné spustit béh desticky jednotlivé nebo ve skupinich za
spusténi pouZiti podavace mikrodesti¢ek Zymark Twister.

destiCek pyLEZITE! NepouZzivate-li podava¢ mikrodesticek Zymark Twister, musite spoustct
desticky jednotlive.

Zvolte jednu z moZnosti spusténi desticky:

Spoustite-li desticku...| Popis Viz strana
jednotlivé 1. PFipravte si desti¢ku nebo mikrofluidni kartu 4-5
Applied Biosystems 7900HT
2. Spustte béh pomoci programu SDS. 4-21
v ramci skupiny 1. Pfipravte si desti€ky nebo mikrofluidni karty 4-5
(automaticky) 2. Spustte skupinu desti¢ek pomoci podavace

mikrodesti¢ek Zymark Twister. 4-29

DULEZITE! Va§ systém musi byt vybaven
podavac¢em mikrodestiek, chcete-li spoustét
desti¢ky automaticky.
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Kapitola 4 Ovladani pfistroje

Poznamky pro uzivatele databaze

~soo2

Dodatecné kroky PouZivite-li databazi SDS Enterprise pro ukladani dokumentii SDS, studif a dat, je
moZzné, Ze pii vytvéieni a provadéni zmén dokumentii desticek budete muset provést
dodate¢né kroky jak je popsédno v této kapitole. NiZe jsou tyto tikony popsdny (nutnost
jejich provedeni z4visi na tom, jak spradvce provedl nastaveni databize). Vice
informaci naleznete v pfirucce SDS Enterprise Database Administration Guide.

Dialogové okno Dialogové okno Reason(s) for Change (Divod/y zmény) se objevuje pouze v pripade,
Reason(s) For je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje zdiivodnéni provadénych
Change kroktl (tzv. Audit). Systém auditu sleduje vytvareni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved’te jeden z nésledujicich
krokui:

» Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté kliknéte na ikonu

» Zadejte diivod zmény do piislusného pole a poté kliknéte na ikonu

Mmmauv Edlited. < Rozbalovaci nabidka
Feazon For Change

Manually Edited. ddavodu zmény
Atrbute  [acPiate Eritry Error.
izl Anomaly
O Vilie Hew Valie
(Calculation Errar.
[Meed to Change Threshold,

QK

Ok

Pfednastavené davody

Erfer the Reasondar Change:

Meed to Reanalyze.

Fu Edited.
Exauple of a custon description for a

| Popis vlastniho diivodu

o | p— change.

Obrazek 4-1 Dialogové okno Reasons for Change (Davod/y zmény)

Dialogové Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze
okno v ptipadé, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje elektronicky
Electronic podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivatelti k datim

Signature v databdzi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vaSe uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te —_%

2. Program néasledné¢ zobrazi zpravu o dspé$ném ¢i netdspéSném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte

T
B - orcoeoy X of the cummenc prese [ Popis kroku, ktery
vyZaduje elektronicky
Challenge Text npted is crontrollec i
e i v e e ot | | podpis.
(uzer name and paszaword to proceed.
+——UZivatelské jméno
++———Heslo

Obrazek 4-2 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Drive neZ zacnete

Dfive nez zacnete

Seznam kroku pfed Chcete-li spoustct destiCky na pifstroji 7900HT, musite nejprve provést nasledujici

spusténim bé&hu  kroky.

Vice informaci naleznete na pfisluSné strané.

Prove Uk0| Viz strana
deno

V poslednim mésici byla provedena kalibrace pozadi. 7-16

V poslednim pulroce byla provedena kalibrace barev. 7-20

V pfistroji neni desti¢ka. 4-42

DULEZITE! Chcete-li spustit béh, musi byt pfistroj prazdny. Je-i
v ném desticka, musite ji vyjmout.

Pracujete-li v automatickém rezimu, ovéite ...

Zasobnik na desticky, které jiz byly spustény, je prazdny. -

Pfehled 1.

— Priprava optické 96-ti jamkové desticky/ek ABI PRisMw (viz strana 4-7).
— Priprava mikrofluidni karty/et Applied Biosystems 7900HT (viz strana 4-9).

PFiprava pokusu na pfistroji 7900HT:

Spustte pfistroj 7900HT:

— Samostatny provoz (viz strana 4-21).

— Provoz v automatickém rezimu s databazi SDS Enterprise (viz strana 4-30).
— Provoz v automatickém rezimu bez databaze (viz strana 4-32).

v

. Analyza vysledkd.

Alelicka diskriminace (viz strana 5-5).
Absolutni kvantifikace (viz strana 6-5).
Relativni kvantifikace (viz strana 6-15).
Analyza disociacni kfivky (viz strana 6-37).
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Cdst 4.1 Priprava spotfebniho materialu

Cast 4.1

Pfiprava spotifebniho materialu

V této casti

Prevence KONtaminace..........ccc.eeveerierieiiiiieeieeieeieeite sttt 4-6
Spotfebni MAtETIAL.........eeiviiiiiiiiiiie et 4-6
Ptiprava 96-ti a 384-jamkovych mikrodestiCek...........coocervirnieniiniiiniinniieeeene, 4-7
Piiprava mikrofluidnich Karet.............cocoeiiiiiiiiiiiiiie e 4-9

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT
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Kapitola 4 Ovladani pfistroje

Prevence kontaminace

Kontaminace a
5" nukleazova
reakce

Metodika PCR vyZaduje odpovidajici postupy prace, aby nedochézelo ke vzniku
falesné pozitivnich vysledkti (Kwok and Higuchi, 1989). Opakované provadéni PCR
reakci a vysoky pocet zpracovavanych vzorkll miiZze v principu vést k amplifikaci az

jediné DNA molekuly (Saiki et al., 1985; Mullis and Faloona, 1987).

PCR — Spravna
laboratorni praxe

Pti ptipravé desticek nebo mikrofluidnich karet dodrZujte nésledujici zdsady:

 Pii ptipravé vzorkl pro amplifikaci pomoci PCR pouzivejte Cisty laboratorni

plast (ktery nebyl ptedesle pouzit pfi manipulaci s PCR produkty nebo béhem
ptipravy vzorkil) a Cisté rukavice.
» Maite-li podezieni, Ze rukavice jsou kontaminované, ihned je vyméiite.

* Pouzivejte vyhrazené pracovni prostory a zatizeni pro:

— Ptipravu vzorkd

— Sesazeni PCR reakci
— Amplifikaci pomoci PCR

— Analyzu PCR

* Nikdy nenoste PCR produkty do pracovnich prostor vyhrazenych pro piipravu

PCR.

* Otvirejte a zavirejte zkumavky a desti¢ky se vzorky opatrné. Zabraiite rozliti
vzorkl a vytvéieni aerosolll.

* Uchovdvejte reakce i reagencie vZdy v dokonale uzavienych zkumavkach,

destickéch apod.

» Pouzivejte specidlni pipety pro pipetovani (tzv. positive displacement pipety)

PN

nebo $picky branici $iteni aerosolil (s filtrem).

» Pravidelné Cistéte pracovni plochy a zafizeni 10% roztokem chlornanu sodného.

Spotfebni material

Spotiebni material Tabulka 4-1
pro pristroj

Spotrebni materidl

7900HT
Typ

Uzavieni (vicka) a kompresni podlozky

Pouzivejte...

Nepouzivejte...

Optické 384-jamkové
desticky ABI PRISMm

Optické adhezivni félie ABI PRISM

384-jamkova septa

Optické 96-ti jamkové
desticky ABI PRISMm

Kompresni podlozky:

+ Standardni podlozka pro ruéni ovladani
» Podlozka ‘Snap-On’

96-ti jamkové kryty:

+ ABI Prism optické adhezivni folie

» ABI PRrisM opticka vicka (pouze plocha)

Nepouzivejte:

» ABI Prism opticka
vicka (kulata)
* 96-ti jamkova septa

Mikrofluidni karty

Z4dnéa (samozataveni)

Z4dna (samozataveni)
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Priprava 96-ti a 384-jamkovych mikrodesticek

Pfiprava 96-ti a 384-jamkovych mikrodesticek

PFiprava desticek 1. Pripravte reakce v optické 96-ti nebo 384-jamkové desticce tak, Ze rozplnite do
pro spusténi na jednotlivych jamek desti¢ky reagencie, enzym a vzorky.

pristroji 7900HT

DULEZITE! Uspoiadani reakei (vzorki a esejf) na desti¢ce musi odpovidat
zadani nazvl vzorki a detektorii/markert v odpovidajicim dokumentu
desticky.

2. Uzavfete optickou reakéni desticku zptisobem kompatibilnim s pfistrojem
7900HT (obrazky 4-3 a 4-4 na strang 4-8).

Poznédmka: Seznam ndstrojii k uzavieni pouzitelnych na piistroji ABI PRisM
7900HT naleznete na strané 4-6 v ¢4sti “Spotfebni material”.

Desticku krétce centrifugujte, abyste odstranili piipadné vzduchové bubliny.

4. Ovéite, Ze se vSechny reakce nachazeji na dné€ jamky.

Spravné Spatné

GR1303

U U
Reakce je na dné jamky. Reakce je na boku jamky, | Na dné jamky je vzduchova
protoze desti¢ka nebyla bublina — reakce nebyla
centrifugovana. centrifugovéna dostatecné

dlouho nebo pfi dostatec-
nych otackach:

~soo2

5. PouZivéate-li 96-ti jamkovou desticku, musite pouZit i odpovidajici kompresni
podloZzku.
Spoustite-li desticku:

* Jednotlivé pomoci programu SDS, pouZijte standardni kompresni
podlozku (obrazek 4-3).

* V ramci skupiny pomoci programu Automation Controller, pouZijte
zacvakdvaci podloZku (obrézek 4-3).
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

6. Zvolte jednu z moZnosti. Provadite-li:
— Absolutni nebo Relativni kvantifikaci nebo Analyzu disociacni krivky
Spust'te desticku podle postupu v ¢asti “Spusténi desticky” na stran¢ 4-23.
— Alelickou diskriminaci
a. VloZte desticku do PCR cykleru a proved’te PCR.
b. Kratce desticku centrifugujte.

c. Spust'te desticku podle postupu v Casti “Spusténi desticky” na stran¢ 4-23.

Standardni
‘Zacvakavaci’ kompresni podlozka
kompresni (pro jednotlivy béh)
podlozka (pro
automaticky
provoz)

Opticka vicka
Opticka (pouze plocha)

adhezivni folie

. Opticka adhezivni
7 fdlie

A 384jamkova
desticka

Obrazek 4-4 384-jamkova destiCka — pfiprava ke spusténi
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Priprava mikrofluidnich karet

Pfiprava mikrofluidnich karet

O mikrofluidnich kartach

Jak funguji

Soucasti
mikrofluidnich
karet

Mikrofluidn{ karty spole¢nosti Applied Biosystems jsou ndstroj pro studium
genové exprese pomoci komparativni Ct metody relativni kvantifikace.
Mikrofluidn{ karty umoziuji stanovit genovou expresi v jednom az osmi vzorcich
cDNA syntetizované podle lidské RNA v dvoukrokovém pokusu RT-PCR.

Mikrofluidni karty funguji jako sada reak¢nich rezervodrt pro provedeni kvantitativni
Real-Time PCR. V béZném uspotrddani obsahuji jamky mikrofluidnich karet
reagencie TagMane (viz pozndmka niZe) detekujici amplifikaci cilovych sekvenci

v redlném Case. Relativni hladina genové exprese je stanovena pomoci programu
Relative Quantification na zdkladé namétenych hodnot fluorescence béhem PCR
reakce provedené na piistroji ABI PRISMe 7900HT.

Poznamka: V této pfirucce je termin reagencie TagMan pouZivéan pro oznaceni
5" exonukledzové reakce pouzivajici TagMane primery a sondy spolecnosti
Applied Biosystems (v¢etné PDAR spole¢nosti Applied Biosystems, eseji typu
Assays-By-Design= , Assays-On-Demand a jakychkoliv eseji typu TagMan
vyrabénych na zakazku.)

Mikrofluidni{ karty (obrazek 4-5) funguji jako rezervodary pro provedeni PCR

v redlném Case. Sestdvaji z 384 propojenych jamek rozdélenych do osmi sad.
Umoziuji pracovat s uZivatelem definovanym poctem replikatt. Kazd4d jamka
obsahuje lyofilizované TagMan primery a sondy spole¢nosti Applied Biosystems pro
jednu cilovou mRNA.

Rezervoar pro plnéni (1z 8)
Rezervoar pro vzorek cDNA, ktery je
nasledné pomoci centrifugace
rozplnén do jamek

Sada rezervoard

Cast mikrofluidni karty s osmi
rezervoary pro plnéni. (Po centrifugaci
a zataveni mikrofluidni karty se tato
¢ast odstfihne.)

Carovy kod

Obrazek 4-5 Mikrofluidni karta
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

Vnitini struktura  Na obrazku 4-6 je vyobrazena vnitini struktura mikrofluidni karty.

Plnici otvor  Vzduchovy otvor

— Rezervoar pro plnéni

— Hlavni kanalek

— Bo¢ni kanalek
+— Reakeni jamka

Obrazek 4-6 Vnitfni struktura mikrofluidni karty

Detektory = Mikrofluidni karta umoZziuje amplifikaci cilové a kontrolni cDNA pomoci 5°
nukledzové reakce.

Sondy pouzivané v reakci funguji nasledujicim zptisobem:

* Sondy znagené barvou FAM= detekuji amplifikaci cilové cDNA.

* Sondy znacené barvou FAM: detekuji amplifikaci externi endogenni
kontroly.

Kontaminace TagMan sondy a primery pro amplifikaci cDNA jsou navrhovany pies spojeni
genomickou exon-exon, ¢imZ je minimalizovano riziko amplifikace kontaminujici genomické
DNA DNA. Testy bylo prokazano, Ze 5 exonukleazové eseje 1ze provadét v pritomnosti
a7 10,000 kopii genomické DNA aniZ je tato detekovéna, neni-li v dokumentaci
spole¢nosti Applied Biosystems uvedeno jinak.

Amplifikace externi endogenni kontroly

Vezméte na védomi, Ze béZné€ pouzivand esej pro amplifikaci externi endogenni
kontroly neni RNA-specifickd, a proto mé na ni vliv kontaminace genomickou
DNA. Nicméné vzhledem k extrémné¢ vysokym hladindm exprese rRNA je i

v ptipad¢ velké kontaminace genomickou DNA tento vliv na vysledky relativni
kvantifikace ziskané pomoci mikrofluidni karty zanedbatelny.

Singleplexni  V mikrofluidnich kartdch je doporu¢eno provadét singleplexni reakce s reagenciemi
reakce TagMan (napiiklad barva FAM). Esej amplifikujici externi endogenni kontrolu
(naptiklad FAM-18S nebo FAM-GAPDH) se pouZiva jako kalibrator pro vypocet
vysledka relativni kvantifikace.

Poznamka: Vice informaci o relativni kvantifikaci ziskate v ptiru¢ce ABI PRISMe
7700 Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene
Expression (Kat. €. 4303859).

Kontrola jakosti  V ramci kontroly jakosti spole¢nosti Applied Biosystems je provedeno funké&ni
ovéteni sond a primerti plnénych do mikrofluidnich karet.
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Priprava mikrofluidnich karet

O centrifuze

Po naplnéni rezervoarti mikrofluidnich karet vzorky cDNA je zapotiebi tyto karty
centrifugovat, aby byl vzorek cDNA rozplnén do reak¢énich jamek. Centrifuga
umoziiuje stacet az 12 mikrofluidnich karet najednou.

Potfebna Pro spravnou centrifugaci mikrofluidnich karet budete potfebovat nasledujici
centrifuga a centrifugu a piisluenstvi:

pfislusenstvi ¢ Centrifuga Sorvalle Legend T

ﬂg

/7—
i
v
; ’ﬁ

o/

A
.’—V/

Ty

Obrazek 4-7 Centrifuga Sorvall Legend T

* Vykyvny rotor Sorvalle/Heraeus “Tool-less” 750-mL

e Sadu Ctyt specidlnich zavést Sorvalle/Heraeus, kazdy s drzakem karet
(Kontaktujte zastupce spolecnosti Applied Biosystems, chcete-li objednat tyto
specidlni zavesy.)

e Aktudlni firmware
Dokupujete-li vybaveni k centrifuze Sorvall Legend T nebo Legend RT,
kterou jiz vlastnite, miiZze byt zapotiebi provést aktualizaci firmwaru tak, aby
bylo specidlni zavésy na mikrofluidni karty mozné pouZivat.

Soucéasti Na obrézku 4-8 jsou vyobrazeny souddsti centrifugy.

centrifugy
Rotor
Roztaci sadu 4 zavésu
<R
NN
% Drzak karet

Podepira sadu rezervoaru
béhem centrifugace

Zavés
Nese mikrofluidni karty
v drzaku

Obrazek 4-8 Soucasti centrifugy
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

Umisténi  Centrifuga se umisti na standardni laboratornf stil. Vice informaci o provozu
centrifugy naleznete v navodu.

Nastaveni typu 1. Zapnéte centrifugu.

Zavesu 2. Podle pokynli v ndvodu pro centrifugu Sorvall Legend T pouZijte tlacitka
predniho panelu centrifugy pro nastaveni typu zavést 15679

Nastaveni typu zavésu

J— Volici klavesy

DULEZITE! Ujistéte se, Ze jste nastavili spravny typ zavésu. Pouze tak je
zajisténo, Ze budou dodrzeny maximalni rychlosti centrifugace, povolené
vyrobcem pro dany typ zavesu.

3. Pomoci tlacitek pfedniho panelu centrifugy nastavte ndsledujici parametry:

Parametr Hodnota

Up ramp rate (Zrychlovani) 9

Down ramp rate (Zpomalovani) 9

Rotational speed (Rychlost 1200 rpm (331 x g)
centrifugace)
Centrifugation time (Doba 1 min
centrifugace)
displej rpm
Programovaci m i non
tlacitka 1-4 { ’_1 - ggg o
Kontrola Kontrola Ngstavem’ Nastaveni
zrychlovani  zpomalovani rpm casu

4. Vypnéte centrifugu.
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Priprava mikrofluidnich karet

@) nés’[roji Na Nastroj na zaslepeni jamek mikrofluidnich karet je nezbytny pro zaslepeni
Z as|epen|’ jamek jednotlivych jamek v karté poté, co je tato naplnéna vzorky cDNA a mastermixem.
Nastrojem zaslepite hlavni distribu¢ni kanalky karty.

Soudasti Madlo  Mikrofluidni karta
4 i Pro pohyb zaslepovacich ~ Vyobrazena félii nahoru s pInicimi rezervoary vpravo
nastroje e S o e "
nozu (zaslepovaci nozZe se pfi zaslepovéani pohybuji
zleva doprava ve sméru Sipek vyznacenych
v z&kladné)

Vlis pro kartu
Drzi mikrofluidni kartu ve
spravné poloze

Zakladna

Drzi mikrofluidni kartu ve
spravné poloze a vede
zaslepovaci noze

Obrazek 4-9 Soucasti nastroje (vyobrazeno s odstranénym krytem)

YV s

Umisténi Nastroj na zaslepeni jamek mikrofluidnich karet se umist'uje na bézny laboratorni
sttil. Nevyzaduje pfipojeni do elektrické site.

PInéni mikrofluidnich karet

Pot‘r‘ebny material Pro plnéni reakénich mix® do rezervoarti mikrofluidnich karet spolec¢nosti Applied
a vybaveni Biosystems budete potifebovat nédsledujici materidl a vybaveni:
* Mikropipetu Rainin F-100 (100-uL)
* Pipetovaci $pi¢ky Rainin Fine Point (100-uL)
* Mikrofluidni{ kartu/y spole¢nosti Applied Biosystems

* Reakeni mixy PCR (ndvod na pripravu reakénich mixt naleznete v protokolu
ptiloZzeném k reagenciim pro vase mikrofluidni karty)

Doporuceni pro  Pro spravné plnéni mikrofluidnich karet je zapotiebi dodrZet ndsledujici doporucent.

pinéni karet * Nevyjimejte mikrofluidni kartu z jejtho obalu dokud se obal neohfdl na

pokojovou teplotu a vy jste pfipraveni kartu plnit reakénim mixem PCR.

DULEZITE! Dlouhodobé vystaveni fluorescenénich sond uvniti mikrofluidnich
karet vnitfnimu osvétleni miize vést k jejich fotodegradaci. Nevystavujte
mikrofluidni{ karty sluneénimu svétlu.

* Neohybejte pred plnénim ¢ast karty se sadou rezervoart (obrazek 4-5 na
stran¢ 4-9).

DULEZITE! Pro tspé$né plnéni reakénich mixti je nezbytné, aby hlavni kanalky
vedouci od sady rezervodrl k jamkam zlstaly oteviené a neposkozené.
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Plnéni 1. Ohtéal-li se obal karty na pokojovou teplotu a vy jste pfipraveni k plnéni karty,
rezervoart opatrné vyjméte kartu z obalu.

2. Umistéte mikrofluidni kartu na laboratorni stil folif dold.
Pipetujte 100 uL reakéniho mixu PCR do 100-uL mikropipety.
4. Podrzte mikropipetu v thlu a umistéte hrot Spic¢ky k plnicimu otvoru.

Poznamka: Plnici otvor je v levé ¢4sti plniciho rezervodru; je to ten veétsi
z otvoru.

PlInici otvor

Vzduchovy otvor

DULEZITE! Nedotykejte se $pi¢kou félie pod plnicim otvorem, mohlo by dojit
k jejimu posSkozeni.

5. Pipetujte reakéni mix PCR tak, Ze zaplni plnici rezervoar ve sméru ke
vzduchovému otvoru.
DULEZITE! Pipetujte do plniciho rezervodru celych 100 uL.
DULEZITE! Nedotykejte se $pi¢kou félie pod plnicim otvorem, mohlo by dojit
k jejimu poskozeni.
DULEZITE! Bud'te opatrni pfi vytladovani tekutiny ze $picky pipety kdy
stlaCujete pist pipety aZ do druhé dorazové polohy. Vytlacite-li velky objem
vzduchu, miiZze dojit k vytlaceni reakéniho mixu z plniciho rezervoaru
vzduchovym otvorem.

GR2159

6. Plnéni reakéniho mixu z plniciho rezervodru do reak¢énich jamek se provadi
centrifugacné.

Pokracujte ¢asti “Centrifugace mikrofluidnich karet” na strané 4-15.
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Priprava mikrofluidnich karet

Centrifugace mikrofluidnich karet

Potfebny material Pro spravnou centrifugaci mikrofluidnich karet budete potiebovat nésledujici
a vybaveni centrifugu a piisluSenstvi:

* Mikrofluidni kartu/y s reakénim mixem PCR (strana 4-13)

* Centrifuga Sorvalle Legend T

* Specialni zavésy Sorvalle/Heraeus (celkem Ctyfi), kazdy s drzakem karet
* Prazdné karty na vyvaZeni

Umisténi karet Poznamka: Do centrifugy se vkladaji Ctyii zaveésy Sorvall/Heraeus. Do kazdého
do zavés zavésu lze vlozit az tfi mikrofluidni karty (naplnéné a/nebo prazdné).
1. Pfipravte si prazdny zavés Sorvall/Heraeus a drzdk karet.

DULEZITE! Zavésy Sorvall/Heraeus a drzdky karet jsou specidlng vyrabény pro
sta¢eni mikrofluidnich karet. NepouZivejte Zddné jiné zavésy/drzéky.

2. Umistéte zavés na laboratorni stul ozna¢enim smérem k vam.

3. Vlozte mikrofluidni kartu do drzéku a ujistéte se, Ze:
* Plnici rezervoary smefuji vzhtiru z drzédku
* Reakéni jamky smétuji stejn€ jako ndpis “This Side Out”
DULEZITE! PouZijte prazdné karty na vyplnéni viech zbyvajicich pozic
v drZéku.

Poznamka: Drzdk karet podepird sadu rezervoari béhem centrifugace.

4. Umistéte naplnény drzdk karet do zavésu tak, Ze napis “This Side Out” smétuje
k té ¢asti zavésu, na niZ je emblém Sorvall.

Emblém Sorvall

GR2160
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Umisténi 1.
zavésu do ’
centrifugy ’
3.
4.
5.
Staceni 1.
karet
2.

Ujistéte se, Ze centrifuga je zapnuta a rotor se nepohybuje .

Oteviete viko centrifugy stiskem tlac¢itka OPEN (Otevfit).

Tlagitko OTEVRIT

Umistéte naplnény z4ves do volného ramena rotoru.
Poznamka: Ujistéte se, Ze zaveés se v rotoru mizZe volné vyklapét.

Umistéte do rotoru i ostatni zavésy podle kroku 3.
/e\
/T
/e

Ujistéte se, Ze protilehlé zavésy maji shodnou hmotnost.
Nej sou-li zavesy uplné naplnény mikrofluidnimi kartami s reakcemi, umistéte do
zavesi prazdné karty a drzaky karet.

Uzavfete viko centrifugy.

Stisknéte tlacitko START.

Tlagitko
START ——— .

Centrifuga se spusti a po jedné minuté automaticky vypne jak je
naprogramovano.

Opakujte krok 1 takZe se mikrofluidni karty budou stacet celkem dvakrit
jednu minutu, ¢imZ je zajisténo Uplné rozplnéni reakcénich mixda.

3. Oteviete viko centrifugy stiskem tlac¢itka OPEN.
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Priprava mikrofluidnich karet

4. Jakmile se viko Uplné otevie, vyjméte zavesy z centrifugy a drzdky karet ze
Zavesu.

5. Opatrné vyjméte mikrofluidni karty ze zavési.

6. Oveite, Ze v mikrofluidnich kartach doslo k iplnému rozplnéni reakénich mixda.

Objem vzorki, ktery zlistane v rezervoarech, by mél byt ve vSech rezervoarech
zhruba stejny.

* Pokud v n¢kterém z rezervodri ztstal vyrazn¢ odliSny objem (viz obrazek
niZe), rozplnéni se nezdafilo. Pokracujte nasledujicim krokem.

¢ Je-li n€ktery z rezervoart iplné prazdny (viz obrazek niZe), je moZné, Ze
nekteré jamky nebyly spravné naplnény.
— S mikrofluidn{ kartou byste neméli dle pracovat. PouZijte jinou kartu.
— Druhou moZnosti je pokracovat v préci s touto kartou, ale vysledky

z jamek plnénych z problematického rezervoaru byste neméli brat
V potaz.

L=

W @) 1
7. Oveéfte naplnéni rezervoart:
Jsou-li rezervoary... Pak...
po prvni centrifugaci centrifugujte mikrofluidni kartu znovu dal$i minutu stejnym
naplnény nerovnomérné zpasobem.
po druhé centrifugaci + S mikrofluidni kartou byste nemé&li déle pracovat.
naplnény nerovnomérné PouZijte jinou kartu.
» Druhou moznosti je pokracovat v praci s touto kartou, ale
vysledky z jamek plnénych z problematického
rezervoaru byste neméli brat v potaz.

DULEZITE! Centrifugace nesmi probihat pii otd¢kdch vyssich nez 1200 rpm
nebo déle neZ 3 min, jinak by mohlo dojit k poSkozeni mikrofluidni karty.
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

Zaslepeni jamek mikrofluidnich karet

PotFebny material Pro zaslepeni jamek mikrofluidnich karet spolecnosti Applied Biosystems potiebujete
a vybaveni nasledujici materidl a vybaveni:
* Nastroj na zaslepeni
e Pevny stil
* Mikrofluidni{ kartu/y spolecnosti Applied Biosystems, kterd byla centrifugovéana
(strana 4-15)
* Nuzky

Doporuceni pro Pfi zaslepovéni jamek mikrofluidnich karet postupujte podle ndsledujicich pokyn.
zaslepovani » Zaslepte jamky v karté co nejdiive po provedeni centrifugace. Omezite tim
riziko kontaminace.

* Vzdy umistujte mikrofluidni kartu do néstroje tak, Ze aby se zaslepovaci noze
pohybovaly smérem k plnicim rezervoartim karty.

* Vizdy zaslepujte jamky ve sméru Sipek zobrazenych na néstroji, ¢imZ zajistite, Ze
mixy jsou vytlatovany z kandlkt karty do rezervodard.

Umisténi Nastroj pro zaslepovani se nejlépe ovlada takovym zptsobem, Ze tlacite na drzak
néstroje pro ve sméru od sebe (nikoliv horizontalné, ze strany na stranu). Pii umistovani
zaslepovani ndstroje na zaslepovani postupujte podle niZe uvedenych pokyni.

1. Umistéte nastroj na zaslepovéni na pevny sttil zhruba ve vySce pasu.

2. Otocte nastroj tak, Ze jeho Celnf strana (kde zaslepovéni zacind) je co nejblize
k vdm a zadn{ strana co nejdal od vas.

Poznamka: Sipky na néstroji pro zaslepovani smétuji smérem od vés.

Vychozi
pozice

Vlozeni karty 1. Posufite madlo se zaslepovacimi noZi do vychozi pozice.

DULEZITE! Nikdy nevkladejte mikrofluidni kartu do ndstroje pro zaslepovani
neni-li madlo ve své vychozi pozici. Posunete-li madlo ptfes mikrofluidni kartu
do vychozi pozice, dojde k poskozeni karty.
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Priprava mikrofluidnich karet

2. VloZte mikrofluidni kartu do ndstroje na zaslepeni:

a. Umistéte mikrofluidni kartu do néstroje na zaslepeni ve spravné orientaci
tak, Ze rezervodry pro plnéni karty jsou co nejbliZe Sipkdm vylisovanym do
zakladny ndstroje na zaslepeni.

b. Orientujte mikrofluidni kartu do néstroje na zaslepeni f6lif nahoru.

3. Jemné na mikrofluidni kartu zatlacte, aby dosedla do néstroje na zaslepeni.

Poznamka: Dva kovové hroty na zdkladné nastroje pro zaslepeni karty
zapadaji do odpovidajicich otvori mikrofluidni karty. Pti spravném umisténi
zapadne karta do ndstroje tak, Ze jeji povrch splyva s povrchem ndstroje.

Poznamka: Ve sprdvné pozici drZi mikrofluidni kartu i ¢tyfi dchytky.

Zaslepeni karty 1. Piesuiite madlo se zaslepovacimi noZi ptes zdkladnu nastroje na zaslepenf ve
sméru Sipek. Proved'te to jedinym plynulym pohybem aZ na konec.
/a\
£_» LMK Na obou strandch néstroje jsou mechanické zébrany, které
brani pohybu madla s noZi tak, aby nedoslo k jeho vysunuti ze zdkladny
ndstroje. Pfesun neprovadéjte nadmérnou silou nebo rychlosti. Nadmérna sila
nemad vliv na kvalitu zaslepenf karty, ale pouze zatéZuje nastroj na zaslepeni.

Konec pohybu

Pohyb tl’mto/

smérem:
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Oddéleni
rezervoard pro
plnéni

Uchopte zaslepenou mikrofluidni kartu po stranach a vyjméte ji z néstroje.

Poznamka: Ve stredni ¢4sti zdkladny néstroje na zaslepeni je prohlubeii pro
snazsi pistup k boku karty.

Prohluben

—

Ovérte, Ze karta byla dobfe zaslepena. Zafezy vytvofené zaslepovacimi noZi by
m¢ely odpovidat hlavnim kanalkiim mikrofluidni karty.

Pokud tomu tak neni nebo je f6lie jakkoliv poskozena, mikrofluidni kartu
nepouzivejte.

Presuiite madlo s noZi do vychozi pozice na zdkladné ndstroje.

DULEZITE! Nepiesouvejte madlo do vychozi pozice pokud jste mikrofluidni
kartu z nastroje nevyjmuli.

Pomoci ntizek oddélte rezervoary pro plnéni od mikrofluidni karty. Odstfihnéte

. je na okraji karty.

RIZIKO PORANENI. Pii odd&lovani rezervoari od karty
dbejte opatrnosti. Pouzijte ntizky spiSe nez néjaké nastroje s nechranénymi brity.

/) hr /S
/4
=T L

S Jnl
)
Mikrofluidni karta je nyni pfipravena ke spusténi na piistroji 7900HT.
Zvolte jednu z nésledujicich moZnosti. Provadite-li:
— Absolutni nebo relativni kvantifikaci nebo analyzu disociacni kiivky
Spust'te béh podle postupu v ¢asti “Spusténi béhu” na stran¢ 4-23.
— Alelickou diskriminaci
a. VloZte desticku do PCR cykleru a proved’te PCR.
b. Kratce desticku centrifugujte, abyste odstranili pifipadné vzduchové bubliny.

c. Spust'te beéh podle postupu v ¢asti “Spusténi béhu” na strané 4-23.
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Cést 4.2 Spusténi béhu — jedna desticka

Cést 4.2 Spusténi b&hu — jedna desticka

V této Casti  Ulozeni dokumentu desti¢ky
Spusténi béhu — jedna desti¢ka (pouZivani programu SDS)
Po skonc¢eni béhu

Seznam krokU pfed Chcete-li spoustét desticky na piistroji 7900HT, musite nejprve provést nasledujici
spusténim béhu kroky. Vice informaci naleznete na pifsluSné strané.

Prove | Ukol Viz strana
deno
V poslednim mésici byla provedena kalibrace pozadi. 7-16
V poslednim pulroce byla provedena kalibrace barev. 7-20
V pfistroji neni desticka. 4-42
DULEZITE! Chcete-li spustit b&h, musi byt pfistroj prazdny. Je-i
v ném desticka, musite ji vyjmout.

Prehled

‘ 1. Ulozte dokument desti¢ky (viz strana 4-22).

¥

‘ 2. Vlozte a spustte pfipravenou desticku nebo mikrofluidni kartu (viz strana 4-23). ‘

v

3. Analyza vysledka.

Alelicka diskriminace (viz strana 5-5).
Absolutni kvantifikace (viz strana 6-5).
Relativni kvantifikace (viz strana 6-15).
Analyza disociacni kfivky (viz strana 6-37).
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UloZzeni dokumentu desti¢ky

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro uloZeni dokumentu desticky do
préva databaze prava uZivatele tiidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

UloZzeni Dokument desti¢ky musi byt pted spusténim uloZen do databaze SDS Enterprise nebo
dokumentu jako dokument SDS (*.sds).
desticky pfi
béhu s jednou Chcete-li ulozit dokument SDS:

destickou 1. 'V programu SDS zvolte File > Save As (Soubor > UloZit jako).

2. V poli Look In (Vyhledat) dialogového okna Save As (UloZit jako) vyhledejte
adresar pro uloZeni dokumentu.

3. V poli File name (Nézev souboru) bud’:
» Zadejte ndzev souboru (dokumentu desticky) nebo
» Zadejte nebo naskenujte carovy kéd desticky.

Poznamka: Nazev souboru nemusi byt ¢arovy kod desticky.
4. Kliknste == | (Ulozit).
Program uloZi dokument desti¢ky do zvoleného adresare.

5. Spustte beh podle postupu v €asti “Spusténi behu” na strané 4-23.

Chcete-li ulozit dokument do databaze SDS Enterprise:

1. Zvolte File > Save Document to Database (Soubor > UloZit dokument do
databdze).

2. V dialogovém okné& Save Document to database (UloZit dokument do databaze):

a. Zadejte stru¢ny popis souboru do pole Comment (Komentér) (max. 255
znaku).

Ukladéte-li dokument desticky do databaze, bude ndzev souboru ztracen,
nenapiSete-li jej do pole Comment.

b. Kliknéte %1
3. V okné Saved Document (Dokument uloZen) kliknéte x|,
4. Spustte béh podle postupu v ¢asti “Spusténi béhu” na strang 4-23.
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Spusténi béhu — jedna desti¢ka (pouzivani programu SDS)

s v

Pristupova Pro spusténi béhu desti¢ek ulozenych v databédzi SDS Enterprise neexistuj
prava omezeni z hlediska pfistupovych prav.

idna

Spusténi béhu 1. V programu SDS zvolte v dokumentu desti¢ky zdlozku Instrument (P¥istroj).
2.V ziloZce Real-Time nebo Plate-Read Kliknéte = _| (Oteviit/Zaviit).
Nositka pfistroje se vysunou ven.

3. Umistéte pfipravenou desticku nebo mikrofluidni kartu do nositek pfistroje
podle vyobrazeni niZe.
Pfed vlozenim desticky nebo mikrofluidni karty do nositek se ujistéte, Ze:
* V programu SDS je otevien odpovidajici dokument desticky.
* Desticka je uzaviena nebo mikrofluidn{ karta zaslepena.

Jamka A1

% Sikmy roh

Cérovy kdd

Jamka A1

Sikmy roh

Cérovy kdd

DULEZITE! Pozice Al — viz vyobrazeni.

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 4-23



Kapitola 4 Ovladani pristroje

4. Proved’te jeden z nésledujicich kroku:
e Provadite-li b&h v redlném Zase, Kliknste == |
* Provédite-li béh se &tenim po skonéeni béhu, kliknéte ﬂl
Nositka piistroje se zasunou zpét a piistroj spusti béh nebo ¢teni desticky.

Poznamka: Pred spusténim béhu muzZe pfistroj vyckat az 15 minut na ohfati
vyhiivaného vika na poZadovanou teplotu.

Poznamka: Vice informaci o zdloZzkach Real-Time a Plate-Read ziskéte po
kliknuti na ikonu 2 v ndpovédé programu SDS.

Béhem a po skonceni béhu mizZete:

Cinnost... Viz strana
Sledovani prabéhu béhu 4-25
Zastaveni béhu 4-26

DULEZITE! Musite-li z jakéhokoliv diivodu béh zastavit, pelivé si
nejprve prectéte pokyny na strané 4-26.

Otevreni nositek pfistroje (po skonéeni béhu) 4-27

Analyza vysledk( po skonéeni béhu 4-27
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Spusténi béhu — jedna desticka (pouzivani programu SDS)

Sledovani Program SDS zobrazuje v zdloZce Real-Time nebo Plate Read informace o stavu
prabéhu piistroje a priabéhu béhu. Na obrazku 4-10 jsou piiklady udajii z téchto zalozek
b&hy behem provozu piistroje 7900HT.
Real-Time l Queue] Plate Readl Queug]
il Pre Read ll
Start Stop ‘ Disconnect | Open/Cloze | Stop | Connect | Open/Close |
Status: Method Running w

Time Remaining:00:01
Termperature
Sample: 25.0
Cover: §9.5

Block: 24.9

Cycle
Stape: 1
Time: 00:00
State: Mot Started

Step: 1
Rep:1

Status: Method Running
Time Remaining: 00:01
Data Collection Stamp

Pre:
Past:

Zalozka Real-Time
(sbér dat v realném case)

Zéalozka Plate Read
(sbér dat po skonéeni béhu)

Obrazek 4-10 Zalozky Real-Time a Plate Read

» Status — Zobrazuje stav piistroje 7900HT
* Time Remaining — Zobrazuje dobu do konce béhu

Temperature - Teplota (pouze zalozka Real-Time)

* Block — Zobrazuje aktudlni teplotu bloku na vzorky
* Cover — Zobrazuje aktudlni teplotu vyhtivaného vika
* Sample — Zobrazuje vypocitanou teplotu vzorki

Cycle - Cyklus (pouze zalozka Real-Time)

* Rep — Zobrazuje pocet opakovani cyklu

» Stage — Zobrazuje v kterém kroku se beh nachazi
» State — Zobrazuje idaje o aktudlnim kroku

* Step — Zobrazuje aktudlni fazi cyklu

* Time — Zobrazuje dobu do konce kroku

Data Collection Stamp — Sbér dat (pouze zalozka Plate Read)
* Pre — Zobrazuje datum provedeni ¢teni ped zahdjenim cyklovani (pre-read).

* Post — Zobrazuje datum provedeni ¢teni po ukonceni cyklovani (post-read).

Poznamka: Vice informaci o zdlozkich Real-Time a Plate-Read ziskéte po kliknuti
na ikonu 2| v ndpovédé programu SDS.
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Zastaveni
béhu

DULEZITE! Pfed zastavenim bé&hu si prectéte ndsledujici pokyny.

Zastaveni béhu typu End-Point (Alelicka diskriminace)

V zdlozce Plate-Read dokumentu desticky kliknéte StLl

Zastaveni béhu v rezimu Real-Time (Absolutni nebo relativni kvantifikace)

Dosahla teplota vika (Cover) v zaloZce Real-Time 104 °C?

* No (teplota vika je niZsi nez 104 °C)

V zdlo%ce Real-Time kliknste |,

* Yes (teplota vika dosahla 104 °C)

Teplotni cyklovani desticky jiZ bylo zahdjeno. Postupujte podle pokynt

v néasledujici tabulce:

Dilivod zastaveni béhu

Pak...

Zapomnéli jste definovat nékteré
parametry dokumentu desticky jako
napf. pfidani detektoru, Ulohy
detektoru, nazvu vzorku

(netyka se chyb v teplotnim

profilu)

nezastavujte béh.

Nechte pfistroj dokoncit béh a zadejte udaje
pfed analyzou vysledkl. Program nepouziva

informace o nazvech vzorkd nebo

detektorech dfive nez pfi analyze vysledka.

« Zapomnéli jste néco pipetovat do
desticky (napf. enzym nebo
mastermix)

« Spatné jste definovali teplotni
profil.

1. V zalozce Real-Time kliknéte
Stop

2. Zjistéte jak dlouho jiz béh trva.

3. Rozhodnéte, zda je mozné desticku
spustit znovu.

4. Je-li to nezbytné, vyjméte desticku a
pridejte do ni co je potreba.

5. Spustte desti¢ku znovu pomoci nové

vytvofeného dokumentu desticky.
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Po skonceni béhu

Po skoncéeni béhu

v

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro uloZeni dokumentu desticky do
préva databaze prava uZivatele tiidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Vyjmuti destiCky Podle stavové ikony poznite, z jakého dokumentu desti¢ky 1ze provést vyjmuti desticky.
(Otevreni a
zavreni nositek) | stavova ikona Krok

1. V programu SDS zvolte Window (Okno) > (dokument

|E]] Connected to 'Plate Name' . it ; M .
desticky propojeny s pristrojem).

Connected to 2. V dokumentu desticky zvolte zalozku Instrument (Pfistroj)

f’éfé%’gg:% . 3. Zvolte zalozku Plate-Read nebo Real-Time podie typu b&hu.

nazev desticky) 4. Zvolte ceenichs= | (Otevfit/Zavfit).

[P oesonnecte 1. V programu SDS kliknéte Q| nebo zvolte File > New (Soubor >
Novy).

Disconnected - Kliknéte . VOK : o

(Odpojeno) . Zvolte zalozku Instrument (Pfistroj).

. Zvolte zalozku Plate-Read nebo Real-Time.

. Zvolte__“P=nides= | (Otevfit/Zaviit).

a A WON

Ulozeni Po skonc¢eni béhu musite uloZit vysledky bud’ do databdze SDS Enterprise nebo ve
béhy formé souboru SDS (*.sds).

Chcete-li ulozit vysledky ve formé souboru SDS:
1. 'V programu SDS zvolte File > Save (Soubor > UloZit).
Chcete-li ulozit vysledky do databaze SDS Enterprise:

DULEZITE! Pokud jste dokument desti¢ky ulozili do databéze jiZ pied spusténim
desticky, ulozil program SDS vysledky béhu do¢asné do adresare /temp. Pokud po
skonceni b&hu uzaviete dokument desticky aniZ jej uloZite, oteviete adresar temp a
piejmenujte doc¢asné uloZeny soubor na soubor typu *.sds, takze jej budete schopni jej
Znovu oteviit.

1. Zvolte File > Save Document to Database (Soubor > UloZit dokument do
databdze):

2. V poli Comment (Komentét) dialogového okna Save Document to Database
zadejte struény popis dokumentu desti¢ky (max. 255 znak).

Poznamka: Ukl4ddate-li dokument desticky do databdze, pfijdete o jeho ndzev
pokud jej neuvedete v poli Comment (Komentar).

Kliknéte — %1
4. V dialogovém okné¢ Saved Document (UloZeny dokument) kliknéte o |,

Analyza Cést 5.1 Alelickd diSKIIMINACE «...v.veveeeeeeeeeeeee et eeee e eee s eeen 5-5
vysledkl b8hu  Cast 6.1 AbSOlUtni KVANHTIKACE .........eveeeeeveeeeeeeeee e eeeeee e eeeseeeenes 6-5
Cist 6.2 Relativnf Kvantifikace .............ocoeveveeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 6-15

Cést 6.3 Analyza disociatni KFVKY ..........cc.ccoevvrverereeieeeeeeeeeeeeseeseseesesee e 6-37
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Odpojeni 'V programu SDS je mozné zastavit vSechnu komunikaci s piistrojem 7900HT.
programu a Ptistroj ABI PrisM 7900HT je ovladan programem SDS nebo Automation Controller,
pFistroje chcete-li ovladat pfistroj jednim z nich, musite ovladani tim druhym ukon¢it.

Chcete-li... Pak...
odpoijit program a 1. V programu SDS zvolte zaloZku Instrument (Pfistroj)
pFistroj otevieného dokumentu desticky.

2. Zvolte zalozku Real-Time nebo Plate-Read.

3. Zvolte  Disconnect (Odpoijit).

Poznamka: Po odpojeni program ani nemonitoruje ani
nekontroluje ¢innost pFistroje 7900HT.

znovu propojit program | pro propojeni otevieného dokumentu desticky:

a pristroj 1. Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit) ¢imz zavrete dokument
desticky.

2. Kliknéte El nebo zvolte File > Open (Soubor > Otevfit).

3. V poli Look In (Vyhledat) vyhledejte pozadovany dokument
desticky.

4. Kiiknéte = _| (Otevift). ,
Po otevieni dokumentu desticky program znovu navaze
spojeni s pristrojem 7900HT.

pro propojeni nového dokumentu desticky kliknéte Ql
nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

Po vytvoreni dokumentu destiCky program znovu navaze
spojeni s pristrojem 7900HT.
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Cést 4.3 Automaticky reZim provozu

Cast 4.3

Automaticky rezim provozu

V této éasti

Seznam kroku pred
spusténim béhu

Prehled

Ovladani programu s databdzi SDS Enterprise ........cccccocceeveenienieneensiennieeniens 4-30
Ovladani programu bez databdze SDS Enterprise ........ccoceeververveeneenecneennee. 4-32
Spusténi desti¢ek pomoci programu Automation Controller..............ccceeueeeneen. 4-37
PO skon€eni DENU .......cocuiiiiiiiii e 4-42

Chcete-li spoustét desticky na piistroji 7900HT, musite nejprve provést nasledujici
kroky. Vice informaci naleznete na piislu§né stran¢.

Prove Uk0| Viz strana
deno

V poslednim mésici byla provedena kalibrace pozadi. 7-16

V poslednim pulroce byla provedena kalibrace barev. 7-20

V pfistroji neni desti¢ka. 4-42

DULEZITE! Chcete-li spustit béh, musi byt piistroj prazdny. Je-i
v ném desticka, musite ji vyjmout.

Zasobnik na desticky, které jiz byly spustény, je prazdny. -

Ptistroj ABI PrRisM 7900HT je mozné pouZivat v bezobsluZzném reZimu provozu s
ovladanim pomoci programu Automation Controller. Program Automation Controller
umoznuje ovladani piistroje 7900HT, pevné umisténé ctecky carovych kodi a
podavace mikrodesticek Zymark Twister a zpracovavat pfipravené desticky

s potfebou minimalnich uzivatelskych zasahti. Program Automation Controller miiZe
spoustét dokumenty desticek uloZené na pevném disku pocitace, pfipojeného k
pfistroji, nebo v databazi SDS Enterprise.

MozZnosti automatického provozu

Obdobné jako program SDS i program Automation Controller vyZaduje vytvofeni
dokumentu desti¢ky pro kazdou spousténou desticku. Program Automation Controller
miZe spoustét dokumenty desticek uloZené na pevném disku pocitace, ptipojeného

k ptistroji, nebo v databdzi SDS Enterprise.

Postupujte podle odpovidajictho navodu:

Ovladani programu s databdzi SDS Enterprise ........cccccceveerveervicrveeneeneeneennee. 4-30
Ovladani programu bez databdze SDS Enterprise ........ccocevveervieevieeneeneeneenee. 4-32
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Cést 4.3 Automaticky reZim provozu

Ovladani programu s databazi SDS Enterprise

Pfehled  Nejjednodussim zpisobem ovlddani pifstroje ABI PRisM 7900HT je provoz pomoci
programu Automation Controller s databazi SDS Enterprise. Dokumenty desticek
uloZené v databdzi SDS Enterprise jsou pro pouZiti v programu Automation
Controller automaticky fazeny. Po vytvofeni dokumentu desti¢ky mohou byt
pfipraveny samotné desticky a vloZeny do podavace mikrodesticek Zymark Twister.

Postup

1. Spustte program Automation Controller a pfihlaste se do databaze (viz

strana 4-30).

2. Je-li to zadouci, propojte béhy relativni kvantifikace nebo alelické diskriminace
s prislusnou studii (study) (viz strana 4-31).

3. Vlozte destiCky a mikrofluidni karty do zasobnikd podavace mikrodesticek
Zymark Twister (viz strana 4-39).

4. Spustte béh (viz strana 4-41).

5. Analyza vysledka.
— Alelicka diskriminace (viz strana 5-5).
— Absolutni kvantifikace (viz strana 6-5).
— Relativni kvantifikace (viz strana 6-15).
— Analyza disociacni kfivky (viz strana 6-37).

Pfihlaseni do 1. Mate-li spustén program SDS:

programu * Zvolte Instrument > Disconnect (Piistroj > Odpojit), ¢imzZ odpojite
Automation piistroj a program, nebo
Controller * Zvolte File > Exit (Soubor > Konec), ¢imz program SDS ukondite.

2. Spustte program Automation Controller

(zvolte Hser Programs > & Applied Biosystems > & SDS 2.2 >
- Automation Controller 2.2).

3. V dialogovém okné Login (Ptfihlaseni) zadejte vase uZivatelské jméno a heslo a
Kliknéte ___| , ¢imZ se pfihlésite do databaze.

4. Propojte béh se studii podle postupu v ¢asti “Propojeni béhu a studie” na strané
4-31.

5. Vlozte desticky do podavace desticek podle postupu v ¢asti “VloZeni desticek
do podavace desticek” na strané 4-39.
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Ovladani programu s databazi SDS Enterprise

Propojeni Pfistupova prava

bsetELéI: PouZivéte-li databdzi SDS Enterprise, m4 kazdy uZivatel pradvo propojit béh a studii.

Novou studii ale mohou vytvofit pouze uzivatelé s pravy uZivatele tfidy Scientist
(Védec) nebo Administrator (Spravce).

O propojovani studii

Program Automation Controller miiZe automaticky propojit vysledky béhi (tzv.
seance - ‘sessions’) s urcitou studii. Tento krok nenf povinny a Ize je provést pozdéji
prostfednictvim programu RQ nebo SNP Manager. Vice informaci o pouZivani studif
naleznete v ¢asti “Koncepce databdze a sprava dat” na strang 1-27.

DULEZITE! Pokud jste propojili béh a studii, nemtizete dany béh propojit s jinou
studii dokud jej znovu neodpojite v programu RQ nebo SNP Manager.

Chcete-li provést propojeni se studii:

1. 'V programu Automation Controller:

* Beéhy relativni kvantifikace — Kliknéte na Ly poli Save Relative
Quantification to Study (Ulozit relativni kvantifikaci do studie) nebo
zvolte Enterprise > Select RQ Study (Zvolte RQ studii).

* Beéhy alelické diskriminace — Kliknéte na I poli Save Allelic

Discrimination to Study (UlozZit alelickou diskriminaci do studie) nebo
zvolte Enterprise > Select AD Study (Zvolte AD studii).

Studies Kliknutim propojite se
- T T | studii pfi relativni
Save Allelic Discrimination to Study:  |Example 2 tudy kVantlflkaCl
Save Relative Quantification to Study:
J Kliknutim propojite se
Ready - 16 platels) Online SFUdI.I p_” al?“Cke
diskriminaci

2. V dialogovém okné Select Study (Zvolte studii) bud”:
* Zvolte jiZ existujici studii
« Kliknéte M| (Novy) a zadejte tidaje do dialogového okna New Study
(Nov4 studie), poté kliknéte
— Name (Nazev) — Zadejte nazev studie (max. 128 znak).
— Creator (Vytvoril) — (Nelze zménit) Zobrazi vase uZivatelské jméno.
— Description (Popis) — Zadejte strucny popis studie (max. 255 znak).

3. Kliknéte __%_|.

4. Vlozte desticky do podavace desti¢ek podle postupu v ¢asti “VloZeni desticek
do podavace desticek” na strané 4-39.

DULEZITE! V dialogovém okné& Database Options (MoZnosti databdze) musi byt
zvolena volba Save Analysis Results (UloZit vysledky analyzy), chcete-li propojit
behy fizené programem Automation Controller (moZnost je pfedvolena). Je-li tato
moZznost zvolena, program automaticky provadi analyzu kazdého dokumentu desticky
a uklad4 analyzované vysledky do databaze. Okno otevfete zvolenim Enterprise >
Database Options (MoZnosti databaze).
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

Ovladani programu bez databaze SDS Enterprise

Pfehled

Postup

Prvnim krokem v reZimu automatick€ého provozu piistroje ABI PRisM 7900HT je
ptidani dokumenti desti¢ek do fady desti¢ek. Rada desticek je seznam dokumentd
desticek, ktery pouZiva program Automation Controller pfi identifikaci a provedeni
b&hu pfipravenych destic¢ek. Tim, Ze pfidate dokument desticky do fady desticek, je
tento dokument pfipraven k pouZiti programem Automation Accessory.

DULEZITE! Poté co jste pridali dokument desti¢ky do fady desti¢ek, program tento

soubor uzamkne, ¢imZ zabran{ provedeni dal§ich zmén v souboru dokud nebude
proveden béh nebo nebude tento dokument desticky vyjmut z fady desticek.

Pristroj ABI PrisM 7900HT nabizi tii rizné moZnosti jak ptidat dokument desticky
do fady desticek. Seznamte se s témito moZnostmi uvedenymi niZe a zvolte moZnost,
ktera nejlépe odpovida vaSim pottebam.

» Pridejte dokument desticky do fady desti¢ek pomoci programu SDS. (strana 4-33)

* Pomoci nastroje Template Batch vytvoite skupinu dokumentti desticek na
zaklad¢ templétu a pfidejte je do fady desticek. (strana 4-34)

» Ptidejte nebo odstraiite jednotlivé desticky nebo vice desticek do fady desticek
pomoci programu Automation Controller. (strana 4-37)

1. Pridejte dokumenty desti¢ek do Ffady desticek.
— Pridejte dokument desticky do fady desti¢ek pomoci programu SDS (viz
strana 4-33)
— Vytvotte a pFidejte dokumenty desti¢ek do fady desti¢ek pomoci nastroje
Template Batch (viz strana 4-34)

2. Spustte a nastavte program Automation Controller a pfidejte nebo odstrarite
dokumenty desticek z fady desti¢ek podle potfeby. (viz strana 4-37)

3. Vlozte pfipravené desticky nebo mikrofluidni karty do Uloznych vézi podavace
mikrodesti¢ek Zymark Twister. (viz strana 4-39)

4. Spustte pfistroj. (viz strana 4-41)

5. Analyza vysledka.

Alelicka diskriminace (viz strana 5-5).
Absolutni kvantifikace (viz strana 6-5).
Relativni kvantifikace (viz strana 6-15).
Analyza disociacni kfivky (viz strana 6-37).
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Ovladani programu bez databaze SDS Enterprise

PFidani dokumentu desti¢ky do fady desti€ek (pomoci programu SDS)

DULEZITE! Soué&dsti dokumentu desti¢ky musi byt &arovy kéd, teprve pak Ize
dokument ptidat do fady destic¢ek. Vice informaci o vloZeni ¢arového kédu do
dokumentu destic¢ky viz strana 3-25.

1.
2.
3.

V programu SDS zvolte zdlozku Instrument (Pfistroj).
V zéaloZce Instrument (Pfistroj) zvolte zdlozku Queue (Rada).

V zalozce Queue (Rada) klikn&te o | (Poslat do tady).
Ulozili jste dokument desticky?
— Ano, program dokument desti¢ky uloZi automaticky.
— Ne, proved’te nasledujici:
a. V poli Look in (Vyhledat) dialogového okna Save As (UloZit jako)
vyhledejte adresat v némZ chcete dokument destic¢ky uloZit.
b. Zvolte Files of type (Typ souboru) > ABI PrisM SDS Single Plate (*.sds).

c. Kliknéte do pole File name (Nédzev souboru) a proved’te:
— Zadejte nazev souboru dokumentu desti¢ky, nebo
— Zadejte nebo naskenujte ¢arovy kod desticky.

d. Klikngte _==_| (Ulozit). Program dokument uloZi.

Jakmile jste vyzvani, klikncte _tes | (Ano), ¢imZ7 zatadite dokument do fady
desticek.

Poté co jste ptidali dokument desticky do fady desticek, program tento soubor
uzamkne, ¢imZ zabrani provedeni dal$ich zmén v souboru dokud nebude
proveden béh nebo nebude tento dokument desticky vyjmut z fady desticek.

Poznamka: Chcete-li dokument desticky vyjmout z fady, spustte program
Automation Controller a vyjméte dokument desticky z fady podle postupu
na stran¢ 4-38.

Kliknéte __*_|.

6. Zvolte File > Close (Soubor > Zavfit). Program SDS zavie dokument desticky.

Opakujte postup uvedeny v této ¢asti tak dlouho dokud chcete vytvéret a pridavat
desticky do tady.

Po ukonceni vytvareni dokumentt desticek spust'te desticky sefazené v fade
podle postupu v €asti “Spusténi a nastaveni programu Automation Controller” na
strané 4-37.
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Vytvareni dokumentu desti¢ek pomoci nastroje Template Batch

O nastroji  Nastroj Template Batch umoziiuje rychle vytvorit mnoho dokumentt desticek
Template Batch z jediného SDS templatu (*.sdt). Tento nastroj miiZe byt vyhodné pouzit v situacich
kdy jsou analyzovéany vzorky v desti¢kach s totoZnym uspofddanim eseji.

DULEZITE! Dokumenty desti¢ek vytvofené ndstrojem Template Batch neobsahuiji
informace o vzorcich a desticce (¢arovy kéd a pole komentar). Tyto informace musite
zadat ru¢né po skonceni béhu.

Vytvofeni Poznamka: Vice informaci o jednotlivych soucdstech dialogového okna Template
dokument Batch ziskite v napovédé programu SDS po kliknuti na ikonu 2],

desticek

g .V programu SDS oteviete soubor templétu z:
z templatu

pevného disku pocitace
a. Kliknéte El nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).

b. Zvolte File of type (Typ souboru) > ABI PrisM SDS Template Document
(*.sdt).

c. V poli Look in (Vyhledat) vyhledejte a zvolte templat.
d. Klikngte _2=_| (Oteviit).
e. Pokracujte krokem 2.

databdze SDS Enterprise

a. Zvolte File > Open Template from Database (Soubor > Otevfit templat
z databéaze.

b. V poli Template Names (Nazev templatu) dialogového okna Select
Template (Zvolte templat) vyhledejte a zvolte templat

c. Kliknéte |
d. Kliknéteﬂl(Hotovo).

e. UloZte templét na pevny disk pocitace podle postupu na strané 3-23.
f. Pokracujte krokem 2.
Program SDS zobrazi soubor templatu.
2. Zatadte soubor templatu do fady:

a. Zvolte zdlozku Instrument (Pfistroj).

b. Zvolte zalozku Queue (Rada).

3. Klikngte __*miowee | (Poslat do fady).

4. V dialogovém okné Template Batch zadejte identifika¢ni udaje desticky (Plate
ID):

a. Kliknéte "] (Novy).
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Ovladani programu bez databaze SDS Enterprise

b. Do pole Plate ID (Identifikacni udaje desticky) dialogového okna New
Plate (Nova desticka) naskenujte pomoci rucni ¢tecky ¢arovych koda
N ¢arovy koéd prvni desticky.

7.\
/7 SUTGNNE NEBEZPECT LASEROVEHO ZARENI. Primé nebo
odrazené laserové paprsky mohou poskodit sitnici, coZ miZe vést k trvalém
poskozeni zraku. Nikdy se nedivejte pfimo do laserového paprsku. Odstrarite
Sperky a dalsi pfedméty, které mohou odraZet paprsek do vasich oc¢i. Chraiite
ostatni pfed laserovymi paprsky.

DULEZITE! PouZivite-li databazi SDS Enterprise musi byt ¢drové kédy unikatni
a nesmi byt pouZity jiz existujicim dokumentem desticky.

c. Opakujte krok b pro vSechny desticky.

d. Po skon&en klikngte % |

Carové kédy desticek se zobrazi v poli Plate ID.

5. Zvolte cilovy adresat pro uloZeni novych dokumentl desticky:
a. Klikndte _==_ | (Zyolit).

b. V poli Look in (Vyhledat) vyhledejte a zvolte adresér, do néhoZ chcete
ukladat nové soubory.

c. Kliknéte _sstdretoy | (Zyolit adresar).

V poli Plate Directory (Adresér desticek) dialogového okna Template Batch se
zobrazi nazev cilového adresére.

x|
2
Plate IO [
1 | 384AM0Z5TMO =
2 |33aM00LaaC
3 | 384NO0LREX
4 | 384NO0LGRD
5 | 3B4NOZE0YE
B | 384NO0LGNG
7 |384M016NE= =l
New .. i Qpeni Import... Clear 1
Plate Directory: | | I CllOVy adresar
Browse
ﬂ Create Done

6. Kliknéte _&==_| (Vytvofit).

Program vytvoii dokumenty desti¢ek pro vSechny poloZky v seznamu Plate ID,
uloZi je do cilového adresére, ptida je do fady desticek a zobrazi zpravu o
poctu dokumentti desticek, které vytvotil a zaradil do fady desticek.

7. Klikndte __*_| , ¢imZ zpravu uzaviete.
8. Kliknéte = | (Hotovo), ¢imZ uzaviete dialogové okno Template Batch.

9. Zvolte File > Close (Soubor > Zaviit), ¢imzZ zaviete templat.
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Kapitola 4 Ovladani pristroje

10. Opakujte kroky v kapitolach 3 “Ptiprava béhu” a 4 “Ovladani ptistroje” tak,
abyste vytvofili a pfidali do fady dalsi desticky podle potieby.

Poznamka: Poté co jste pfidali dokument desticky do fady desti¢ek, program
tento soubor uzamkne, ¢imz zabrani provedeni dalSich zmén v souboru dokud
nebude proveden béh nebo nebude tento dokument desti¢ky vyjmut z fady
desticek.

11. Po ukonceni vytvafeni a pfiddvani dokumenti destic¢ek do fady spust'te desticky
sefazené v fad€ podle postupu v ¢4sti “Spusténi a nastaveni programu
Automation Controller” na stran¢ 4-37.
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Ovladani programu bez databaze SDS Enterprise

Spusténi a nastaveni programu Automation Controller

Spusténi a
nastaveni
programu

Ptistroj ABI PrisM 7900HT je mozné provozovat v automatickém reZimu pomoci
programu Automation Controller. Program koordinuje fungovani piistroje 7900HT,
¢tecky carovych kédu a podavace mikrodesti¢ek a snima a uklada data v pribéhu
behu.
1. Pouzivate-li program SDS, proved'te:
* Zvolte Instrument > Disconnect (Pfistroj > Odpojit), ¢imZ ukoncite
komunikaci mezi programem a pfistrojem, nebo
» Zvolte File > Exit (Soubor > Konec), ¢imZ uzaviete program SDS.

2. Spustte program Automation Controller
(zvolte #strt| > 3 Programs > & Applied Biosystems > & SDS 2.2 >
I Automation Controller 2.2).

3. PouzZivate-li databdzi SDS Enterprise, zadejte do odpovidajicich poli
dialogového okna Log In (Pfihlasit) programu Automation Controller vase
uzivatelské jméno a heslo, poté kliknéte

4. PouZzivéte-li databazi SDS Enterprise, definujte propojeni jednotlivych b&hii a
studif podle postupu v ¢asti “Propojeni behu a studie” na strané€ 4-31.

5. PouZivate-li program Automation Controller ve spojeni s fadou desticek, ovétte,
7e pole Plate Queue (Rada desti¢ek) obsahuje viechny dokumenty desticek,
které chcete spustit.

* Chcete-li pridat dokument desticky do fady desticek — viz “Ptidan{ desticek
do fady desticek” na strané 4-38.

* Chcete-li odebrat dokument desticky z fady desti¢ek — viz “Odebrani
desticek z fady desticek” na strané 4-38.

[II SDS Automation Controller [_ [}
File Instrument Enterprise  Help
Plate Queue ] Thermal Status |
Plate Mame | Barcode | Run Type | Status
C:AProgram Files\&pplied BinspstemshS 384M00LO0A Plate Read QUEUED
C:AProgram Files\Applied BiospsternshS...  384MO0LRO0D Plate Read GUEUED
C:\Pragram Files\Applied BiosysternshS...  384MO0LG) Plate Read GUEUED .
C:hProgram Files\Applied BiospstemshS...  384M00LOZL Flate Read QUELED e
C:AProgram Files\Applied BiospstemnshS...  384MO0LR3R Plate Read GUEUED Rada, deStlcek
C:\Program Files\Applied BiosusternsAS.. 384NO0LRAS Plate Read AUELED (musi obsahovat
C:\Program Files\Applied BiosystermshS...  384NOOLRDS Plate Read GUEUED dokumenty desticek
C:AProgram Files\Applied BiospstemshS...  384MO0BHKE Plate Read GUEUED v
C\Frogram Files\Applied Biosystemst.. 384N0Z57MO Plate Read QUELED pro vSechny
C:\Program Files\Applied BiosystemshS...  384M00LQGC Plate Read QUEUED Spouéténé desnéky)
C:\Program Files\Applied BiosystemsS 3R4NO0LR S Flate Read QUEUED
C:\Program Files\Applied BiosystermshS...  384NOOLORD Plate Read GUEUED
C:AProgram Files\Applied BiospstemnshS...  384M0250%5 Plate Read GUELED
C:AvProgram Files\Applied BiosysternshS...  384M00LOMNE Flate Read DOME
C:AProgram Files\dpplied BiosysternshS...  384MO0TENS= Flate Read DOME

Instrument Control

Fobot's Active Stacks:
Open/Close
I Stack1 I~ Stack2 [~ Stack3 [ Stack 4

™ Restack when finished

Studies

Save Allelic Discrimination ta Study;  [Example Study

Save Relative Quantification to Study: J
Ready - 16 platels) Online

6. Pripravte desti€¢ky do podavace podle postupu na strané 4-39.
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Pridani desticek
do fady desticek

Odebrani
destiek z fady
destic¢ek

—

V programu Automation Controller zvolte File > Add Plates (Soubor > Pridat
desticky).

V poli Look in (Vyhledat) dialogového okna Open (Oteviit) vyhledejte adresar
obsahujici hledany soubor/y.

Za soucasného stisku klavesy Ctrl zvolte dokument(y) desticky/ek, které chcete
pfidat do fady desticek.

Vybrané soubory budou zvyraznény.

DULEZITE! Sougdsti dokumentu desti¢ky musi byt ¢arovy kéd, jinak jej nelze
pridat do tady desticek. Vice informaci o zadavani c¢arovych kédi do dokumentu
desticky viz strana 3-25.

Kliknéte @ | (Oteviit).

Program Automation Controller pfida dokument/y desticky/ek do fady desticek.

Poznamka: Poté co jste pridali dokument desticky do fady desticek, program
tento soubor uzamkne, ¢imz zabrani provedeni dalSich zmén v souboru dokud
nebude proveden béh nebo nebude tento dokument desti¢ky vyjmut z fady
desticek.

Chcete-li odebrat dokument desti¢ky z fady desticek:

Odebirate-li... Pak...

urcity dokument 1. Za soucasného stisku klavesy Ctrl zvolte dokumenty desticek,
desticky z fady které chcete odebrat.

desticek Vybrané soubory budou zvyraznény.

2. Zvolte File > Clear Selected Plate(s) (Soubor > Odstranit
zvolené desticky).

3. Kiiknéte 2= (Ano).
Program odstrani zvolené dokumenty z fady desticek.

vS8echny dokumenty 1. V programu Automation Controller zvolte File >
z fady desticek Clear All Plates (Soubor > Odstranit vSechny desticky).

2. Kiiknate 2| (Ano).
Program odstrani vSechny dokumenty z fady desticek.
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Spusténi desticek pomoci programu Automation Controller

PFistupova Pro spusténi béhu desti¢ek uloZenych v databazi SDS Enterprise neexistuji zadna
prava omezeni z hlediska pfistupovych prav.

Vlozeni desti€ek do podavace

Doporuceni Pii vklddani desti¢ek do podavace postupujte ndsledujicim zptisobem:

Pred vloZzenim desti¢ek do podavace se ujistéte, Ze:
— dokument desti¢ky pro kaZdou desticku byl pfidan do fady desticek

nebo je v databdzi SDS Enterprise
— desticka byla uzaviena pomoci optické adhezivni fdlie.
Vlozte desticky do zdsobnikli podavace v libovolném poradi. Program nacte
carovy kod kazdé destiCky pied jejim pouZitim a vyhleda odpovidajici dokument
desticky. Program Automation Controller umoZiuje provést béh az 84 desticek
(21 desticek v jednom zasobniku).

Vlozte desticky do zdsobnikli tak, Ze umisténi jamley A1 kazdé desticky
odpovida obrazku 4-11.

Neumist'ujte desticky do zdsobniku na desticky, které jiz byly spustény (X).
Tento zasobnik slouZi k umistovani jiz analyzovanych desti¢ek po skonceni
behu.

Pouzivate-li v podavaci mikrofluidni kartu/y Applied Biosystems:
— Nedavejte do zdsobniku vice nezZ 20 karet.

— Karty na sebe dobte zarovnejte. (Podava¢ nemusi nalézt kartu, neni-li balik
karet dobfe zarovnén.)

Podava¢ mikrodesti¢ek
Zymark Twister (pohled shora)

@Cérovy kod
Jamka A1

Obrazek 4-11 Umisténi destiCek v podavaci mikrodesticek Zymark Twister
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Spusténi desticek pomoci programu Automation Controller

Vlozeni destiCek 1. Vlozte uzaviené desticky nebo karty do zdsobnikd podavace podle postupu na
strané 4-39.

2. V programu Automation Controller zatrhnéte, které zdsobniky pouzivate.

DULEZITE! Pokud nepouZivite zdsobnik 1 nebo moZnost Restack
vysvétlenou niZe, odstrafite vSechny desticky ze zdsobniku 1. Pti takovémto
nastaveni bude podava¢ umist'ovat desticky z podavace 2 (po provedeni béhu)
do podavace 1. Obsahuje-li podavac 1 desticky, béh bude ukoncen.

n 5SDS Automation Controller [-]]

File Instrument Enterprise Help
Flate Queue 1 Thermal Status I
Plate Mame | Barcode ‘ Run Type | Status
C:A\Program Files\applied BiosysternshS...  384MO0LOOA Flate Read QUEUED
C:\Program Files\dpplied Biospstemsh...  334MO0LROO Flate Read GQUEUED
C:hProgram Files\Applied BiosystemshS...  384M00LO) Plate Read QUEUED
C:MProgram Files\Applied BiosystemshS...  384M00LOZL Plate Read QUEUED
C:A\Program Filesh\applied BiosystemsAS. 384MO0LR3R Plate Read GUELED
C:\Program Files\dpplied BiosystemsAS...  384MO0LRAS Flate Read GQUEUED
C:\Program Files\pplied BiosystemsAS...  334MO00LRDE Flate Read GQUEUED
C:hProgram Files\Applied BiosystemshS...  384MO0SHKE Plate Read QUEUED
C:hProgram Files\Applied BiosystemshS...  384M0257M0 Plate Read QUEUED
C:\Program Files\Applied BiosystemshS. 334M00LOGC Plate Read GUELED
C:A\Program Files\Applied BiosystemshS. 3B4MO0LRS- PFlate Read QUEUED
C:A\Program Files\applied BiosysternshS...  384MOOLORD Flate Read QUEUED
C:\Program Files\dpplied Biospstems\S...  384M025075 Flate Read GQUEUED
C:hProgram Files\Applied BiosystemshS...  384MO0LONGE Plate Read DOME
C:A\Program Filesh\applied BiosystemsAS. 384MOTENS= Plate Read DOME

Instrument Contral

Fobot's Active Stacks:
Open/Close
\IF Stack1 T~ Stack2 [ Stack3 [~ snackal

™ Restack when finished | Oznadéeni zasobniku

Studies

Save Allelic Discrimination to Study:  [Example Study

Save Relative Quantification to Study J

Ready - 16 plateis) Onling

3. Pokud chcete, aby po skonceni béhu byly desticky umistény v témZze zasobniku
jako na zacatku, zvolte moZnost Restack when finished (Po skonceni
preskladat).

Restack when finished (Po skonceni pteskladat) — Po skonceni béhu vsech
desticek v jednom zdsobniku budou tyto desticky umistény zpét do téhoz
zasobniku a v tomtéZ pofadi jako na zac¢dtku. Neni-li tato moZnost zvolena,
budou desticky umistény do nejbliz§iho volného zasobniku ve sméru
hodinovych rucicek pocinaje zasobnikem na desticky, které jiZ byly spusStény
X).

Poznamka: Zpracovavite-li vice desticek, trv4 jejich preskladani dosti dlouho.
Pouzivejte tuto moznost pouze je-li to nezbytné nutné.

4. Spustte fadu desticek podle postupu na stran¢ 4-41.
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Kapitola 4 Ovladani pfistroje

Spusténi pfistroje

Spusténi  Poté co jste pfidali vSechny dokumenty desti¢ek do fady desti¢ek nebo je uloZzili do
fady desti¢ek databaze SDS Enterprise, miZete fadu desticek spustit.

Chcete-li spustit fadu desti¢ek, kliknéte na _Stort Qe | (Spustit fadu) ze zalozky
Plate Queue (Rada desti¢ek). Program Automation Controller provede
nasledujici kroky:
1. Podava¢ mikrodesti¢ek Zymark Twister vyjme prvni desticku ze zdsobni véze 1
a vloZi ji do nositek piistroje 7900HT.

2. Pevné umisténa ctecka ¢arovych kédi nacte ¢arovy kod desticky.
3. Program Automation Controller provede ndsledujici kroky:

» Je-li program propojen s databazi SDS Enterprise, vyhleda v databazi
dokument desticky s odpovidajicim ¢drovym kédem. Jakmile jej nalezne,
stahne jej z databaze.

Pokud program nenalezne dokument desti¢ky s odpovidajicim ¢drovym
koédem, prohledd fadu desti¢ek postupem uvedenym niZe.

* Neni-li program propojen s databazi, vyhleda v fad¢ desti¢ek dokument
desticky s odpovidajicim ¢arovym kédem. Jakmile jej nalezne, pouZije
informace o parametrech béhu v ném obsaZené.

4. Ptistroj 7900HT uzavfe nositka piistroje a spusti béh podle parametrii
v dokumentu desticky.

Poznamka: Pred spusténim béhu muiize piistroj vyckat az 15 minut na ohfati
vyhiivaného vika na poZadovanou teplotu.

Pouzivate-li databdzi SDS Enterprise, program Automation Controller
automaticky provadi poc¢atecni analyzu kaZdého ukonceného béhu a ukldda
vysledky do databdze. Pokud jste definovali studii nebo studie podle postupu
“Propojeni béhu a studie” na strané 4-31, program automaticky propoji
analyzované vysledky s ptisluSnou studi.

Béhem a po skonéeni béhu jsou k dispozici nasledujici moZnosti:

Chcete-li... Viz strana
Sledovat prabéh béhu 4-42
Zastavit béh 4-42

DULEZITE! Musite-li z jakéhokoliv diivodu zastavit nedokon&eny
béh, peclivé si prectéte pokyny na strané 4-26.

Otevrit nositka pfistroje (po skonceni béhu) 4-42

Analyzovat vysledky béhu po jeho skonéeni 4-42
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Spusténi desticek pomoci programu Automation Controller

Sledovani Program Automation Controller zobrazuje informace o prub&éhu béhu v zdlozce
prﬂbéhu Real-Time nebo Plate Read. Vice informaci viz strana 4-25.

behu

Zastaveni Chcete-li zastavit piistroj, kliknéte kdykoliv na ikonu __** v programu Automation
pristroje  Controller.

Kliknete-li __*®_|.. Pristroj...

pokud podavac desti¢ek ukon¢i béh a pfesune rameno podavace do vychozi
manipuluje s desti¢kou pozice.

po vlozeni desticky do ukonéi béh, vysune desticku a pfesune rameno
pfistroje ale pfed spusténim podavace do vychozi pozice.

béhu

po zahajeni béhu ukonéi béh, vysune desticku a pfesune rameno

podavace do vychozi pozice.

DULEZITE! Zastaveni b&hu v jeho prab&hu maze mit viiv
na prubéh reakce. Pfed zastavenim béhu si peclivé
prectéte pokyny na strané 4-26.

Vysunuti destiCky Chcete-li po zastaveni b&hu vysunout destiku (nebo oteviit/zaviit nositka piistroje),
kliknéte na ikonu __M= | (Oteviit/Zaviit) v okné programu Automation
Controller.

Po skonceni béhu

Analyza Vysledky miiZete analyzovat ihned po skonceni béhu.
vysledkd Pokracujte podle typu vasi aplikace:

Cast 5.1 Alelickd diSKITMINACE .......vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e eeseeesee s eeereseeens 5-5
Cist 6.1 AbsolUtni KVANHFIKACE ..........veeeveeeeeeeeeeeeeee e 6-5
Cdst 6.2 Relativin KVANTTIKACE. ........oveveeeeeeeeeeeeeeeeeee oo eeenees 6-15
Cast 6.3 Analyza disoCiatng KFIVKY ..........oooovivevreeeeesesseeseeseeeeseeesessessessessessees 6-37
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Analyza eseji typu End-Point

V této kapitole

Eseje typu End-Point na piistroji 7900HT .........ccccoooiiiiniiiiiiiiieneeeeeceee 5-2
Poznamky pro uZivatele databaze...........cccccooveeriiniiiiiiniineeen 5-3
Cast 5.1 Alelicka diskriminace 5-5
PIERIEA ... e s 5-6
DI{VE NEZ ZACNELE ......eeeuveeiieiieriteec ettt sttt 59
SeZNAM KIOKT ..ottt 5-10
Otevieni VYSIedKl DENU ........cccieiiiiieiieeeeeceeeese e 5-11
Analyza vysledki alelické diskriminace............ccoceeveenieniieniiiiiiiieeieeeeeee, 5-12
Odecitani a kontrola vysledk alelické disSKriminace ............ccccceceveeveeneneennene 5-13
Po skon€eni analyzy...........ccocevieriiniiiiiniiiiec e 5-18
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Béhy typu End-Point na pfistroji 7900HT

Béhy End-Point Béhy typu End-point jsou takové béhy, jejichz vysledky jsou detekované - tzn.
fluorescence vzorkli méfena - piistrojem ABI PRiSMe 7900HT aZ po skonceni reakce
(cyklovani). Narozdil od béhit monitorovanych v redlném case, které poskytuji
kvantitativni idaje, umoznuji béhy typu end-point ziskani kvalitativnich vysledku.
Tento typ analyzy se béZné pouZivd v kombinaci s chemizmem TagMane pro
potvrzeni pfitomnosti ¢i nepiitomnosti urcité specifické cilové nukleové kyseliny.

Program SDS podporuje jeden typ analyzy typu end-point: Alelickou diskriminaci.
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Poznamky pro uZivatele databaze

Poznamky pro uzivatele databaze

Databaze a Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise pro ukldd4ni dokumentt SDS, studif a dat, je
alelicka mozné, ze béhem analyzy vysledki alelické diskriminace budete muset provést n&jaké
diskriminace dodate¢né tikony. NiZe jsou tyto tikony popsany (nutnost jejich provedeni zavisi na
tom, jak spravce provedl nastaveni databdze). Vice informaci naleznete v piipadé
potieby v pfirucce SDS Enterprise Database Administration Guide.

Dialogové okno Dialogové okno Reason(s) for Change (Dtivod/y zmény) se objevuje pouze v piipadé,
Reason(s) For je-li databaze SDS Enterprise nastavena tak, ze vyZaduje zdivodnéni provadénych
Change  kroki (tzv. audit). Systém auditu sleduje vytvafeni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved'te jeden z nasledujicich
kroki:

* Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté kliknéte na ikonu o |,
* Zadejte diivod zmény do ptislusného pole a poté kliknéte na ikonu o |,

Mmmauv Eoted > Rozbalovaci nabidka
Reszon For Cha"ge

Manually Edited. dlvodu zmeény

Atrbute  [acPiate Eritry Error.

ouvae [ | Newvaue| > “nomaly. —— Prednastavené divody
(Calculation Errar.

Erfter the Reasondfor m:

Meed to Change Threshold.

sily Edited. Meed to Reanalyze.
Fu Edited.
Exauple of a custon description for a POpiS Vlastnl'ho dleOdU

o | p— change.

Obrazek 5-1 Dialogové okno Reasons for Change (Davod/y zmény)

Dialogové Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze
okno v ptipadg, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyzaduje elektronicky
Electronic podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivatelti k datim

Signature v databdzi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vasSe uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te —_ %

2. Program nésledné zobrazi zpravu o uspéSném ¢i netspéSném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte __

]
B, oo  of e cucten prece . [N Popis kroku, ktery
' vyzaduje elektronicky
Challenge Text J pOdplS
| H—— Uzivatelské jméno
[ H———— Heslo

oK I Cancel |

Obrazek 5-2 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Céast 5.1 Alelickd diskriminace

Cast 5.1 Alelicka diskriminace
V této Casti PIERIEA ...ttt et 5-6
DITVE NEZ ZACNELE ......eeouveeiiiiiiriieeic ettt 59
SEZNAM KTOKUL ..ttt ettt st 5-10
Otevieni VYSIedKl DENU ........cccieiieiiiiieieetet et 5-11
Analyza vysledkl alelické diSKriminace...........cooeeveeverieriereeiese e 5-12
Odecitani a kontrola vysledki alelické diskriminace ...........cccocceevvenveneennnnnnee. 5-13
Po skon€eni analyzy.........cccooeeiiiiiiiiiiiiiit e 5-18
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Prehled

Alelicka Prtistroj ABI PrisM 7900HT umoZziuje provadéni alelické diskriminace pomoci sond
diskriminace na typu TagMane. Alelicka diskriminace je esej, pfi niZ jsou v pfipraveném vzorku
piistroji 7900HT detekovany dv¢ varianty jedné nukleové kyseliny. Lze ji pouZit pro detekci

jednonukleotidovych polymorfismi (single-nucleotide polymorphism - SNP).

5" nukledzova Alelickd diskriminace provadéna na piistroji 7900HT vyuZiva fluorogenni 5~
esej v alelické nukledzovou esej (viz strana D-2). V priitbéhu PCR nasedaji fluorogenni sondy
diskriminaci specificky na komplementérni sekvence DNA templdtu v oblasti mezi primery.

Nasledné¢ pfi prodluZovéani primertt DNA polymerdza AmpliTaq Golde rozstépi
sondy, které nasedly na alelu s odpovidajici sekvenci. Timto St€penim dochézi k
odd¢leni reportérové barvy a zhaSecCe coZ vede k naristu fluorescencniho signalu
vyzafovaného reportérem. Po skonceni PCR je desticka analyzovéna na pfistroji
7900HT a je odectena fluorescence. Kvantifikovanim a porovndnim
fluorescencnich signdlti pomoci programu SDS je mozZné stanovit, jaké alelické
varianty se nachdzeji v daném vzorku.

Nedokonalé parovani mezi sondou a cilovou sekvenci sniZuje efektivitu
AmpliTaq Gold nedokonale nasednutou sondu vytésni aniZ ji degraduje, a nedojde
tak k uvolnénfi reportérové barvy. Je-1i polymeraéni faze PCR provéadéna pii
optimdlni teplot€ z hlediska nasednuti sond, niZsi teploty tani (Tm) nedokonale
sparovanych sond sniZuji stupen jejich degradace a nasledné i fluorescenci. Na

obrazku 5-3 je popsana situace vyobrazena (Livak et al., 1995; Livak et al., 1999).

Alela ﬁ%
X ‘ Legenda
1 @ TTT@
L1 11 mﬁl.l.l.l.l.u. ® v
Dokonalé parovani Nedokonalé parovani ® rau
(vyS8i Tm) @ e
DNA
Pty
[ENENTE] con
Dokonalé parovani Nedokonalé parovani
(vySSi Tm)

Obrazek 5-3 Interakce sondy a cilové sekvence

Tabulka 5-1 uvadi souvislosti mezi fluorescenénim signilem a sekvencemi ve vzorku.

Tabulka 5-1 Souvislost signalu a sekvence

Narust ... znamena...

jen fluorescence barvy VICe homozygozitu pro alelu X.
jen fluorescence barvy FAMw homozygozitu pro alelu Y.
fluorescence obou barev heterozygozitu.
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Prehled

Algoritmické Program SDS muiZe zpracovévat hrubd data okamzité po skonéeni b&hu alelické
zpracovani diskriminace. Pojmem ‘hrubd data’ je minén spektralni signdl v rozsahu vinovych
hrubych dat  délek 500 az 660 nm zaznamenany programem SDS pro jednotlivé jamky desticky.

alelické V pribéhu analyzy pouziva program nékolik matematickych algoritmi tak, aby na
diskriminace zdklad¢ hrubych dat odvodil pfimy vztah mezi zménami spekter v nezndmych
vzorcich.

Prvnim z téchto matematickych algoritmu je pfepocet hrubych dat, vyjadienych jako
zavislost intenzity fluorescencniho signalu na vlnové délce, na signél jednotlivych
cistych barev, ktery se provadi pomoci tidajii ziskanych béhem kalibrace barev
(pouZiji se extrahovana spektra Cistych barev). Jakmile program zjisti jednotlivé barvy,
vypocita jejich ptispevek do celkového naméfeného signalu (hruba data) pomoci
multikomponentniho algoritmu. Uplny popis téchto vypoétii naleznete v &asti
“Multikomponentn{ algoritmus” na strané D-5.

O systému Po provedeni normalizace program nésledné vyuziva unikétni algoritmus spole¢nosti

odeditani Applied Biosystems, tzv. algoritmus maximdlni pravdépodobnosti (Maximum
Likelihood Algorithm), a to pro zpracovani v§ech vzorki, s nimiZ jsou spojeny n&jaké
markery, které maji byt automaticky odecitdny (angl. autocalling). Tento algoritmus
provadi klastrovou analyzu dat na zdkladé poméru normalizovaného signélu
reportérovych barev (napf. pomér barvy FAMw vii¢i VICe ). Typickym vysledkem
analyzy jsou tii hlavni klastry (shluky) odpovidajici tfem riznym genotyptim:
homozygot pro alelu X, homozygot pro alelu Y a heterozygot.

Po provedeni této klastrové analyzy program nésledné vyuzije fadu dalSich
pravdépodobnostnich testll, aby vysledky analyzy upfesnil a identifikoval odlehlé
body. Pro kazdy vzorek nasledné vypocita tzv. ukazatel kvality (“quality value”), jenz
vyjadfuje miru pravdépodobnosti, Ze vzorek patii do urc¢itého klastru. Na zaklade
prahové hodnoty ukazatele kvality pro ur¢ity marker (definované v nastaveni
parametrd analyzy — dialogovém okné Analysis Settings) jsou potom analyzovany
vzorky. Jsou-li hodnoty ukazatele kvality pro danou kombinaci vzorek — klastr vyssi
neZ definovand prahova hodnota, je dany vzorek fazen do tohoto klastru a je mu
pfifazen piislusny genotyp.

Poznamka: Jakykoliv SNP, ktery se vyznamné 1isi od piedpoklddanych frekvenci
podle Hardy-Weinberga, je zapotiebi analyzovat manudlné.

O dvouklastrové analyze

Jsou-li v dané studii pfitomny pouze dva klastry, pouZiva algoritmus automatického
odecitani pro prifazeni genotypt predpokladané frekvence genotypi téchto klastra.
Obsahuje-li studie dva velké klastry a jeden vzorek mezi nimi, bude tento vzorek
povazovan spiSe za odlehly bod nez za klastr a data budou zpracovéna jako
dvouklastrova.

Poznamka: Algoritmus maximdlni pravdépodobnosti vyuZiva netempldtovou
kontrolu a odecitani je nejefektivngjsi, jsou-li netemplatové kontroly soucasti
experimentu.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

O klastrech

Program SDS znazorniuje vysledky alelické diskriminace v grafu zobrazujicim
fluorescence obou reportérovych barev (Rn alely X viici Rn alely Y). Program
znazorni kazdou jamku 384-jamkové desti¢ky jako jediny bod v grafu. Poloha
klastrii téchto bodl se miize ménit — podél horizontdlni osy (alela X), vertikdlni osy
(alela Y) nebo diagondlné (alela X/alela Y). Tyto zmény vyplyvaji z rozdili v PCR
amplifikaci, kterd mtize byt disledkem riznych vstupnich koncentraci DNA.

Na obrazku niZe je zndzornéna variace klastri kvili rozdilné PCR amplifikaci.

Setup] Instrument RESUHS]

call DR VN il

Homozygoti pro alelu Y

| Heterozygoti

/\ alela X/alela' Y

1.0 : Legend
] ( ® Allele X
a.0-] ® Allele Y
W HTC
X Undetermined

Allele ¥ (CYP 2C19%21)

Odlehlé body

Homozygoti pro alelu X

- Zadna amplifikace

t L B B e
-1.0 oo 10 20 a0 4.0
Allele X (CYP 2C19%2.2)

Obrazek 5-4 Variace klastrt

Genotypicka segregace klastru

Obrazek 5-4 znazornuje koncept genotypické segregace vzorkt v grafu. V grafu se
nachdzeji ¢tyfi oddelené samostatné klastry, pfedstavujici netemplatové kontroly a
tfi mozné genotypy (homozygot pro alelu X, homozygot pro alelu Y a
heterozygot). Homozygotni vzorky maji zvySenou intenzitu fluorescence v jedné
ose grafu (v zdvislosti na alele, kterou obsahuji). Naopak heterozygotni vzorky se

nachdzeji ve stfedni ¢asti grafu, nebot’ obsahuji ob¢ alely a maji proto zvySenou
intenzitu fluorescence obou reportérovych barev.

O odlehlych bodech

P

Vzorky, které nejsou soucasti zddného klastru, mohou:

* Obsahovat fidce se vyskytujici sekvencni varianty
* Obsahovat sekvenéni duplikace
* Byt vysledkem chybné ptipravy (pipetovaci chyba)
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Drive neZ zacnete

Dfive nez zacnete

Vv,

Pouzivani BIlizsi informace o krocich popsanych v této ¢dsti naleznete v ndpoveédé programu
népovédy SDS. Chcete-li oteviit ndpovedu, kliknéte na ikonu 21, ktera je soucasti kazdého
(dialogového) okna, v némz pracujete.

Pouzité Vyobrazeni a nahledy, které jsou soud4sti této kapitoly, byly vytvoieny za pouZiti

priklady desticky obsahujici reagencie TaqMan pro alelickou diskriminaci dvou cili (CYP
2C9*2 a CYP 2C19%2) za pouziti Sesti vzorkt lidské genomové DNA (HD 1, 2, 3, 4,
7, 8). Kazda jamka desticky obsahuje 1 uLL. DNA, 1X TagMane Universal PCR Master
Mix, primery a sondy TagMan znacené barvami FAM a VIC.

Na obrazku 5-5 je znazornéno uspotadani eseji, testovanych vzorkid a
netempldtovych kontrol (NTC) na desticce.

i i i i il i il il il Sp

GR2107

I PDAR CYP 2C9*2
[ | PDARCYP2C19%2

Obrazek 5-5 Usporadani vzorkd a detektord na destiéce

Poznadmka: Sondy pouZivané v tomto pokusu byly navrZeny pomoci programu
Primer Expresse a pti dodrzeni pravidel popsanych v ¢asti “Pravidla pro navrh eseji”
na strané B-2.

DULEZITE! Program SDS nevyZaduje, aby souéasti experimentu absolutni
kvantifikace byly pozitivni kontroly.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Prubéh analyzy

Postupné kroky

1. Analyza vysledki béhu (viz strana 5-11).

2. Zobrazeni vysledku alelické diskriminace (viz strana 5-13).

3. Odecteni alel pro kazdy marker (viz strana 5-14).

4. Kontrola odectenych alel (viz strana 5-16).

¥

5. Volba dal$ich krokU (viz strana 5-18):
Opakovana analyza vysledka.
Uprava zobrazeni vysledku.

Tisk ¢asti dokumentu desticky.
Export vysledkl (tabulka nebo grafy).
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Otevrieni vysledkia béhu

Otevreni vysledku béhu

PFistupova Pro otevieni vysledkd béhu alelické diskriminace uloZenych v databazi SDS
prava Enterprise neexistuji Zddnd omezeni z hlediska pfistupovych prav.

Otevieni Otevieni dokumentu desticky

vysledk

Kliknéte 2 nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).

V poli Look in (Vyhledat) vyhledejte a zvolte piislusny dokument desticky.
Kliknéte @ _| (Oteviit).

Program SDS zobrazi soubor s dokumentem desticky.

Nastavte pro kazdy marker parametry analyzy (Analysis Settings) podle
postupu niZe.

Otevieni neanalyzovanych vysledkl z databdze SDS Enterprise

1.

Kliknéte £ nebo zvolte File > Open Document from Database (Soubor >
Otevrit dokument z databaze).

V dialogovém okné Plate Query (Volba desticky) upravte parametry
vyhleddvén{ destiCky (Find Plates Matching These Criteria) dle potieby.

Kliknéte _*2%_| (Vyhledat).

E Plate Query B
Find Plates Matching These Criteria
I I Variable I Condition I Valuel I Value2 I
1 |Barcode Contains Vyh|edévac|'
| 2 |Runkime 1A
. kritéria

Clear Row | Clear Al | [ Append Query Results
Kliknutim zahajite
Search Results hledani
Barcode Run Time Assay Type Session 10 Comment Operakor I
3E4MO059YZ  (3/5/02 6:31 PM  |allelic Discrimination [DEFAULT :I
3R4N00BVZ  [3/6/02 11:04 AM |Allelic Discrimination [DEFALLT =1 Vyhledané
384NO0SIVZ [5/6/02 9:38 PM_|Relative Quantific. . [DEFALLT dokumenty

DpEn Select Al Deselect Al Clear Al

Done

L

V seznamu Search Results (Vysledky vyhled4dvani) zvolte dokument, s nimz
chcete pracovat.

Kliknéte %= (Oteviit).
Kliknéte _®= | (Hotovo).

Nastavte pro kazdy marker parametry analyzy (Analysis Settings) podle
postupu niZe.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Analyza vysledku alelické diskriminace

PFistupova
prava

O analyze

Nastaveni
parametr analyzy

Analyza
vysledku

Pro analyzu vysledki béhu alelické diskriminace neexistuji Zidna omezeni z hlediska
piistupovych prav.

Soucésti analyzy SNP (neboli genotypovéni) je automatické nebo manualni
“odecitani” vysledkil pro kazdy vzorek a marker. “Odecitinim” se rozumi urceni
alelickych variant pfitomnych v kazdém vzorku.

Program SDS umoziiuje odecitani:
* Manudlni.

* Automatické, pomoci systému automatického odecitani (‘“AutoCalling”) — viz
“O systému automatického odecitani” na strané 5-7.

Pted zahdjenim analyzy je zapotiebi nastavit jeji parametry, a to pro kazdy marker, ktery
chcete pomoci algoritmu automatického odecitani analyzovat. Parametry analyzy jsou
specifické pro dany marker a musi byt tudiZ i nastaveny zvlast’ pro kazdy marker.

DULEZITE! Parametry analyzy je zapotiebi nastavit pouze hodlate-li pouZivat
systém automatického odecitani.

Nastaveni parametrt analyzy:
1. Kliknéte na ikonu = nebo zvolte Analysis > Analysis Settings (Analyza >

Parametry analyzy).

2. Chcete-li nastavit parametry analyzy:
* Pro jediny marker, zvolte tento marker z rozbalovaci nabidky.

* Pro vSechny markery, zvolte v rozbalovaci nabidce All markers (VSechny
markery).

3. V dialogovém okné Analysis Settings (Parametry analyzy):

a. Zvolte moznost Autocaller enabled (Zapnuti automatického odecitani), ¢imz
tento systém pro dany marker aktivujete.

b. Predpokladate-li, Ze data budou pouze ve dvou klastrech, zvolte moZnost
2-Cluster Calling (Dvouklastrové odecitani).

c. Do pole Quality (Kvalitativni ukazatel) zadejte procentudlné vyjadienou
hodnotu ukazatele kvality pro automatické odecitani vzorkd.

4. Opakujte kroky 2 a 3 i pro zbyvajici markery v dokumentu desticky.
5. Po ukonéeni klikn&te na ikonu %[

Béhem analyzy program pouZziva rtizné algoritmy tak, aby na zaklad¢ hrubych dat
odvodil vztah mezi zménami spektralnich signalt v jednotlivych vzorcich.

Chcete-li analyzovat vysledky:

1. Kliknéte na ikonu 2 nebo zvolte Analysis > Analyze (Analyza > Analyzovat).

Program SDS provede analyzu dat a zobrazi vysledky v zdloZce Results.
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Odecitani a kontrola vysledku alelické diskriminace

Odecitani a kontrola vysledku alelické diskriminace

O zobrazeni Program SDS zobrazuje vysledky b&hi alelické diskriminace v grafu podle intenzity
vysledk( signdlu reportérovych barev. Po provedeni normalizace signdlu a multikomponentn{
analyzy jsou normalizované vysledky zobrazeny tak, Ze kazdé jamce odpovida jediny
bod v grafu. Na obrazku 5-6 jsou zndzornény soucésti tohoto grafu.

Seznam Seznam
markeru moznosti
odecitani ) .
Nastroje
Setup]lnstru ent RESUHS]
Marker: [CYP 2.. 7]  call:] | |Tg3 VG 2]
1?.u_ =
1| x Graf
15 .0———=¢
x
x

- 13D
5 3 x
E 1103 X Legend
E : x > ® Allele X
[T X ® Allele ¥
z .
ﬁ 7.0 3 W NTC
< 3 X Undetermined

5.0

b
3.0
] S
1.0 x
3

t t L B B e
-1.0 oo 10 20 a0 4.0
Allele X (CYP 2C19%2.2)

Obrazek 5-6 Soucasti grafu alelické diskriminace

* Seznam markeri — Urcuje, kterého markeru se graf tyka.

¢ Seznam moznosti odecéitani — Pomoci tohoto seznamu muZete zvolenému
bodu v grafu pfifadit pfislusnou alelickou variantu.

* Nastroje — UmozZiiuji upravovat graf nasledujicim zptisobem:

lkona | Popis

L3 | Kliknutim nebo potazenim okolo skupiny bodd zvolite body v grafu.

& Zakrouzkovanim skupiny bodu zvolite body v grafu.

| %] | Posun zobrazeni (kliknutim a tazenim mysi).

| B | ZvétSeni ¢asti grafu (kliknutim nebo oznacenim vyseku grafu).

| & | Zobrazeni celého grafu (kliknutim do grafu).

* Graf — Graf vysledkii béhu.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Manualni 1. Zvolte zdlozku Results (Vysledky).

odecitani alel 2. Upravte zobrazeni grafu alelické diskriminace tak, abyste vidéli vSechny

vysledky (kiizky v grafu).
a. Kliknéte na ikonu L],
b. Klikné&te na graf.
c. Kliknéte na ikonu [21.

%

d. Zvolte vSechny kiizky v grafu (kliknutim a taZenim kurzoru pies vSechny
body v grafu).

Vsechny zvolené jamky budou v zobrazeni desticky zvyraznény.

e. Ovéite, Ze jsou zvoleny vSechny jamky. Pokud ne, opakujte kroky a azZ d,
dokud nezvolite v§echny jamky.

— Cerné &ara
(ohranicuje zvolené jamky)

0 ] 0 e e e e e
N £ B B B B B D B B ] B D P D o) D ] o O] B ] X ] ]
0 0 e e 9
0 P ot P

3. Zvolte klastr vzorkli odpovidajici prvni alele.

Setup' Instrument Resullsl

warker. EUEM =] ca:fueie =] ITplé"?l @le ]

" b Baa Legend
E x *g ® Rilele X

g x * Allele Y

® Allele XET
W NTC
3 Undetermined

Allele ¥ (CYP 2C19°2.1)

3 [ Homozygoti pro alelu X
] —
1 ] CL/J

T T LI L I B B
-1.0 0.0 1.0 10 20 4.0

Allele X (CYP 2C19°2.2)
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Odecitani a kontrola vysledku alelické diskriminace

4. Zvolte Call (Odecitani) > Allele X (Alela X).

Setup] Instrurment PESUIISI

Marker: [ovP 2. =] calfaieex =] |TP B EEY 2
Zvolte Allele X (Alela X)
170 llele
1] % Allele X8y
150 NTC
] X
5 o] % Undetem:med

Program automaticky oznaci vybrané vzorky a jamky jako alelu X.

= |
F3 \ Homozygoti pro alelu X

L LA B B e
-1.0 0.0 10 20 30 40
Allele X (CYP 2C19°22)

5. Opakujte kroky 3 a 4 dokud neodectete o jaké alely se jednd i ve vSech
zbyvajicich vzorcich v grafu.

Odecet Symbol | Definice
Alela X °
Homozygot pro alelu v pfislusné ose grafu.
AlelaY °
Obé (Both) Heterozygot (alely X a Y)
NTC [ Netemplatova kontrola
Undetermined 0 Neznamy genotyp (neoznaceno)
(neznamé)

Poznamka: Zpusob zobrazeni grafu vysledki alelické diskriminace miZete
upravit v dialogovém okné Display Settings (MoZnosti zobrazeni). Vice
informaci naleznete v ndpovédé.

Setup] Instrument Resullsl

Warker: [ENGEW -] Cal: ITP B EEY ll

Homozygoti pro alelu Y

. > , Heterozygoti (alely X a Y)
] /\

) Legend

( ® Allele X

* Allele Y

W NTC
3 Undetermined

Allele ¥ (CYP 2C19°2.1)

Homozygoti pro alelu X

] [
3

’ (=) ,
3 Z&ana amplifikace
A e aas e
Allele X (CYP 2C19°22)

6. Provadite-1i analyzu vice markerti:
a. V rozbalovaci nabidce Marker zvolte dalsi marker.
b. Opakujte pro tento marker kroky 2 aZ 5.
c. Opakujte kroky a a b dokud neodectete alely pro vSechny markery.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Ovéreni 1. Ovéite spravné odecteni alel v kontrolnich vzorcich.

odectenych a. V zobrazeni desti¢ky oznadte v§echny netemplatové kontroly.
alel Program oznaci odpovidajici body v grafu.

b. Ovéite, Ze body jsou v klastru v o¢ekdvaném misté grafu.

c. Pouzivite-li pozitivni kontroly, opakujte kroky a a b i pro jamky
s pozitivnimi kontrolami pro alelu X a alelu Y.

Setupl Instrument RESLI"SI

cal 1 e =lsa= ]
= L) Klastr alely Y
170 His
-
15 L d
13
g 1 1 Y Legend
§ E * Allele X
L g ® Allele Y
g o
E 7 ] W NTC
3 ] X Undetermined
= g Klastr alely X
3 o
3
- (=) .
1 — Klastr netemplatovych
-WDI IDDI o I|IIII o ‘ZI]‘ - ‘SI]I o I4D‘ ' kontro'
Allele X (CYP 2C19*2.2)

2. Vzorky, které nejsou soucdsti klastrii, oznacte jako Undetermined (neznamé).
Vzorky, které nejsou soucasti klastrii, mohou:
* Obsahovat mdlo se vyskytujici sekvencni varianty
* Obsahovat duplikované sekvence
* Obsahovat kontaminace
* Byt vysledkem chybné piipravy reakce nebo vzorku

Setup] Instrument Resullsl

Gall: DEREE ]
17 -
-
185 L d
*
*

13
g 1 E a Legend
2 * Allele X
& * Allele Y
oA
e m NTE
2 ] 3 Undetermined
=

5 7 7

€ neznamé vzorky
3
G-
! -
10 0.0 10 20 30 40
Allele X (CYP 2C19°22)
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Odecitani a kontrola vysledku alelické diskriminace

3. Vyhledejte vzorky, které se nepodatilo amplifikovat:
a. V grafu zvolte klastr netemplatovych kontrol.
Program SDS zvyrazni body v grafu a jamky v zobrazeni desticky.

b. V zobrazeni desticky zkontrolu]te jamky, které jsou soucasti klastru
netemplatovych kontrol a pfitom jsou oznaceny jako neznamé.

Vzorky, které jsou soucdsti klastru netemplatovych kontrol (NTC):
* Neobsahuji DNA
* Obsahuji inhibitory PCR
* Maji homozygotni deleci cilové oblasti

Estupi Instrument Rasuiisi
Ce—

Marker REEB -] Callcm o] |k SN alad

— IR IR Y RN

b

® allele X

= Klastr NTC
R (zvoleny)

Jamky NTC

0000001000000 00
KIS NSNS SEE

O 11 200010000000
N 0 et e e e o B
1 o
0 e e o o
N e e e o | e

Neznamé vzorky
v klastru NTC

4. Proved’te znovu PCR se vzorky, které nejsou soucasti klastru nebo jsou soucasti
klastru NTC.

5. Provadite-li analyzu vice markert:
a. V rozbalovaci nabidce Marker zvolte dalsi marker.
b. Opakujte pro tento marker kroky 1 az 4.

2

c. Opakujte kroky a a b dokud neovéfite odecet alel pro vS§echny markery.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

Po skonceni analyzy

PFistupova
prava

Volba dalSich
krokd

s

Uprava
zobrazeni
vysledki

Tisk zpravy

Export
dokumentu
desticky

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, musite mit pro ukladani vysledkl analyzy do
databaze prava uZivatele tiidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Po ukoncenf analyzy jsou k dispozici ndsledujici moZnosti:

Uprava zobrazeni VYSIEAKTL .............o.ovvvevevereeeeeeeeeeeeeeseseeseesseeeessssessees

TISK ZPTAVY -ttt ettt (viz nizZe)
Export dokumentu destiCKY ..........coveerierieniiriiiiieeeeeseeste e (viz nizZe)
Ul0ZenT VYSIEAKT ... cccuviiiieiieiieiiee ettt ettt st e eee e 5-19

Pred vytisténim nebo exportem vysledki analyzy mtiZzete pozménit vzhled nékterych
soucasti dokumentu desticky véetné tabulky vysledki, zobrazeni desticky a vétSiny
grafii (alelickd diskriminace, hruba data a pozadi).

1. Kliknéte na ikonu 2l nebo zvolte View > Display Settings (Zobrazit >
Nastaveni zobrazeni).

2. V dialigfovém okné Display Settings (Nastaveni zobrazeni) kliknéte na
ikonu 21, ¢imz ziskate vice informaci o moZnostech zmény zobrazeni.

Program SDS umoZiiuje vytisknout zpravu s vysledky analyzy. Zprava muze
obsahovat vybrané soucasti dokumentu desticky.

1. Kliknéte €l nebo zvolte File > Print Report (Soubor > Tisk zpravy).
2. 'V dialogovém okné Print Report (Tisk zpravy) klikn&te na ikonu 2/, ¢fmz
ziskate vice informaci o nastaveni a tisku zpravy.
Export dokumentu desticky ve formé souboru *.txt

Program SDS umoziiuje exportovat hruba data nebo analyzované vysledky ve formé
souboru *.txt (tabeldtorem oddélena data), a to pro vSechny nebo zvolené jamky
dokumentu desti¢ky. Exportovany soubor je kompatibilni s vétSinou tabulkovych
editord.

Chcete-li exportovat dokument desti¢ky, zvolte jednu z nasledujicich moZnosti:

* Pokracujte ¢asti “Export dokumentu desticky” na strané A-16.
» Kliknéte na ikonu 2] v zobrazenf tabulky

Position | Sample Name | Marker Name | Call ? Népovéda
Al HD1-1 CYP 208%2 Allele ¥ i‘
a7 HM1-1 P Fraey allela ¥

Export grafu jako obrazkud

Program SDS umozZiuje export vétSiny grafii z dokumentu desticky ve formé
grafickych souborti formatu JPEG (Joint Photographic Experts Group). Format
JPEG je kompatibilni s vétSinou textovych a tabulkovych editorti a 1ze jej pouzit
piimo téZ v dokumentech typu HTML.

Chcete-li exportovat graf ve formatu JPEG, ziskate vice informaci v ¢asti “Export
obrazki” na strané A-16 nebo kliknutim na ikonu 2| v piislu$ném grafu.
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Po skonceni analyzy

Ulozeni vysledk(l Program SDS uklddd vysledky analyzy riiznymi zplsoby v zdvislosti na tom, zda je
analyza ukldddna do databdze SDS Enterprise (viz niZe) nebo do dokumentu desticky
(viz strana 5-20).

UloZeni vysledk( do databdze SDS Enterprise

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, 1ze vysledky analyzy uloZit jako tzv. seance
(session).

DULEZITE! Pfi ukldddni do databaze dodrZujte nasledujici pokyny:

* Pokud jste jakkoliv upravili informace v dokumentu desticky (vypusténi jamek,
zména zpusobu zobrazeni), musite uloZit dokument desticky do databéze, chcete-
li tyto zmény zachovat (zvolte File > Save Plate Document to Database —
Soubor > UloZit dokument do databdze).

* Databdze SDS Enterprise umoziiuje dvéma nebo vice uZivateliim otevirat a
upravovat data najednou. Pokud jiny uZivatel oteviel, upravil a uloZil taz data,
kterd jste praveé analyzovali, program tyto Upravy po uloZeni v databazi ptepise.

* Vysledky analyzy uloZené v databézi jsou piimo propojeny s dokumentem
desticky, na jehoz zaklad€ byly vytvotfeny. Pokud poté, co jste vysledky
analyzy uloZili do databdze, upravite propojeny dokument desti¢ky (vypustite
jamky, pozménite ndzvy vzorku atp.), vysledky vasi analyzy nemusi byt s
timto dokumentem vice propojeny. Nédsledné¢ mize dojit ke zméné vysledkt
vas$i analyzy, pokud tuto analyzu zopakujete, ponévadz jste zménili obsah
propojeného dokumentu desti¢ky, v némzZ jsou uloZena hrub4 data.

Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje dodrZovat pii praci s vysledky

analyzy nésledujici doporucent:

— Ukladejte dokument desti¢ky jako novy dokument kdykoliv v jeho zad4ni
provedete n¢jaké zmeény (vypusténi jamek, pozménéni nazvl vzorkd, dprava
detektor nebo markert atp.)

— Pro kaZzdy uloZeny dokument uklddejte pouze jedny vysledky analyzy

— Vezméte na vé€domi, Ze pouze vysledky analyzy uloZené po provedeni
poslednich zmén v dokumentu desticky odpovidaji obsahu tohoto
dokumentu.

Chcete-li ulozit vysledky do databaze:

1. Zvolte File > Save Results to Database (Soubor > Ulozit vysledky do
databdze).

2. V poli Description (Popis) dialogového okna Save Results to Database (UloZit
vysledky do databdze) zadejte popis dokumentu desticky (max. 255 znak).

Poznamka: Program vam automaticky nabizi moznost ulozit vysledky
analyzy pod nazvem propojeného dokumentu desticky.

3. (Volitelné) V poli Add to Study (Pridat ke studii) kliknéte na ikonu e Ja
zvolte studii nebo vytvoite novou studii pomoci ikony e | (Novd) a
provedenim ndasledujicich kroku:

a. V poli Name (Nazev) dialogového okna Create New Study (Vytvofit novou
studii) zadejte nazev studie (max. 128 znaku).

b. V poli Description (Popis) zadejte stru¢ny popis studie (max. 255 znaki).

c. Klikndte _*_|
d. Kliknéte __*_|.
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Kapitola 5 Analyza eseji typu End-Point

4. V dialogovém okné Save Results to Database (Ulozit vysledky do databéze)
Klikngte % |

5. Potvrd'te jeste jednou kliknutim o |,

UlozZeni dokumentu typu *.sds

Ackoliv program ukldda zmény provedené v zobrazeni dokumentu desticky a
nastaveni parametrd analyzy, neukladd odectené alely.

1. Zvolte File > Save As (Soubor > UlofZit jako).

2. V poli Look in (Vyhledat) dialogového okna Save As (UlozZit jako) vyhledejte a
zvolte adresér, do n€hoZ chcete uloZit novy soubor.

3. V poli File name (Nazev souboru):
» Zadejte ndzev souboru dokumentu desti¢ky, nebo
» Zadejte nebo naskenujte carovy kod desticky.

Poznamka: Program SDS nepoZaduje, aby ndzev souboru odpovidal ¢drovému
kddu desticky.

4. Klikndte _ 2= | (Ulozit).
Program uloZi dokument desti¢ky do zvoleného adresare.
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Poznamky pro uzivatele databaze

Databaze a
vysledky Real-
Time PCR

Dialogové okno
Reason(s) For
Change

Dialogové

okno
Electronic
Signature

~soo2

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise pro ukladani dokumentd SDS, studif a dat, je
mozné, Ze béhem analyzy vysledkl budete muset provést n¢jaké dodatecné tkony.
NiZe jsou tyto ukony popsdny (nutnost jejich provedeni zdvisi na tom, jak spravce
provedl nastaveni databdze). Vice informaci naleznete v ptipadé potieby v piirucce
SDS Enterprise Database Administration Guide.

Dialogové okno Reason(s) for Change (Dtivod/y zmény) se objevuje pouze v piipade,
je-li databaze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje zdivodnéni provadénych
kroktl (tzv. audit). Systém auditu sleduje vytvafeni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved’te jeden z nésledujicich
krokui:
* Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté klikn€te na ikonu o,
* Zadejte diivod zmény do piislusného pole a poté kliknéte na ikonu o |

M Manually Edited. hd
Reazon For Change

Manually Edited.

Eritry Error.

izl Anomaly.

(Calculation Errar.

[Meed to Change Threshold,

Rozbalovaci nabidka
dlvodu zmeény

Atrbute  [acPiate

T Hewvake

Erfer the Reasondar Change:

O Value

Pfednastavené davody

Meed to Reanalyze.

Fu Edited.
Exauple of a custon description for a

| _Popis vlastniho divodu

change.

o | Concel

Obrazek 6-1 Dialogové okno Reasons for Change (Davod/y zmény)

Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze

v ptipadg, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje elektronicky
podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivatelti k datim
v databdzi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vase uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te —_%

2. Program néasledné zobrazi zpravu o uspé$ném ¢i netdspé€Sném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte __

X

Adert Text

You are attenpting ": zzirzjﬁlti.i‘ai:'.rr:utz N POplS kroku, kter)’/
vyzaduje elektronicky

podpis

Challenge Test |y, you ateenpred is crontrolled
I 1 igmature. Please enter your

user nawe and password to proceed.

userio | H Uzivatelské jméno
Password I 1» Heslo
oK I Cancel |

Obrazek 6-2 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Real-Time PCR experimenty na pristroji 7900HT

Real-Time PCR experimenty na pfistroji 7900HT

Real-Time PCR

Kvantitativni
RT-PCR

Absolutni
kvantifikace

Relativni
kvantifikace

Termin Real-Time PCR (PCR v redlném Case) se pouziva v piipadé téch
amplifikac¢nich experiment(, pfi nichZ se na pfistroji ABI PRisM® 7900HT provadi
méteni fluorescence biologického vzorku béhem teplotniho cyklovéani. Na rozdil od
experimentl typu end-point (s vyhodnocenim po skonceni béhu) je v experimentech
typu Real-Time mozné vyhodnocovat vysledky kvalitativné a kvantitativné. Analyzu
v redlném Case je mozné provadét v kombinaci s reagenciemi typu TagMane

nebo SYBRe Green 1 za riznym dcelem vcetné kvantitativni PCR a analyzy
disociaéni kiivky.

Kvantitativni RT-PCR je metoda kvantifikace sekvenci ribonukleové kyseliny
izolované ze vzorku biologického ptivodu. V typickém piipad¢ se jedna o buiiky,
tkan¢ a télni tekutiny. V prubéhu kroku reverzni transkripce (RT) se provede pfepis
cilové RNA do sekvence komplementarni DNA (cDNA). Nasleduje provedeni PCR v
niZ je poCatecni mnoZstvi cilové cDNA kvantifikovano zmnoZenim (amplifikaci) aZ
na detekovatelnou uroven. Dva typy kvantitativni RT-PCR, které je moZné provadét
na piistroji 7900HT, absolutni a relativni kvantifikace, jsou popsany niZe.

Cilem absolutni kvantifikace je pfesné stanovit absolutni mnozstvi cilové nukleové
kyseliny v nezndmém vzorku. Vysledky absolutni kvantifikace jsou uddvany ve
stejnych jednotkéch jako standardy pouZité pro jejich kvantifikace.

Cilem relativni kvantifikace je stanovit mnoZstvi cilové nukleové kyseliny

v nezndmém vzorku v poméru k téZe sekvenci v kalibratoru. Relativni kvantifikace
exprese cilového genu je vypocitana pomoci dat ziskanych pfistrojem ABI PRISM
7900HT jednou ze dvou niZe uvedenych metod:

Metoda relativni standardni kfivky

Metoda relativni standardni kiivky je obdobou standardni kiivky v absolutni
kvantifikaci. Ale protoZe cilem metody relativni kvantifikace je pomérnd kvantifikace,
jsou vysledky vytvofené touto metodou pouZivany odliSné. Pro vSechny
experimentdlni vzorky se stanovi mnoZstvi cilové sekvence na zdklad€ standardni
kiivky a vydéli se mnoZstvim cilové sekvence v kalibratoru. JelikoZ vysledkem je

bezjednotkové ¢islo, neni nutné pro stanoveni relativntho mnozstvi cilové nukleové
kyseliny znat absolutni mnozstvi pouZivanych standardt.

O komparativni Ct metodé

Program SDS pocita relativni hladinu genové exprese pomoci komparativni Ct
metody. Tato metoda je podobnd metodé standardni kiivky s tim rozdilem, Ze pro
dosazeni vysledk relativni kvantifikace pouZiva aritmeticky vzorec. NepouZiva
standardni kfivku, ale pocita relativni genovou expresi pomoci vzorce:

Relativni mnozZstvi = 2-AAcr
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Céast 6.1 Absolutni kvantifikace

Cast 6.1

Absolutni kvantifikace

V této Casti

S CS] 11 T USSR 6-6
DI{VE NEZ ZACNELE.....cueeiiiieiieiieeiie ettt ettt st st nbe e 6-8
SEZNAM KTOKI ...euveviiniiiiteieieet ettt sttt sttt 6-9
Otevieni vysIedkll DENU ........coouiiiiiee e 6-10
ANALYZa VISIEAKT ...eoiiiiiiiiiieieeeeee ettt 6-11
Z0brazeni VYSIEAKUL.......c.ooiiiieieiee et 6-13
PO skon€eni analyzy ........coccovieriiiiiiiiiii e 6-14
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Prehled

O absolutni  Piistroj ABI PrisM 7900HT umoZiiuje provadéni absolutni kvantifikace nukleovych
kvantifikaci kyselin v redlném ¢ase pomoci metody standardni kfivky. Cilem absolutni
kvantifikace je pfesné stanovit absolutni mnoZstvi cilové nukleové kyseliny
v nezndmém vzorku. Vysledky absolutni kvantifikace jsou uddvany ve stejnych
jednotkdch jako standardy pouZité pro kvantifikaci.

5" nukledzova Provadéni absolutni kvantifikace na piistroji 7900HT je umoznéno diky fluorogenni
esej v absolutni 57 nukledzové eseji (viz strana D-2). Nejprve jsou ptipraveny standardy, fedéné
kvantifikaci v rozpéti nékolika fadu, a nezndmé vzorky. Nésledné jsou standardy i nezndmé
vzorky pipetovany do optické desticky s mastermixem a reagenciemi TagMan pro
detekci specifické cilové sekvence nukleové kyseliny. Desticka se vloZi do pfistroje
7900HT a provede se béh s métenim fluorescence v redlném case. Béhem teplotniho
cyklovani pfistroj zaznamenava fluorescencni signal emitovany v disledku Stépeni
sondy TagMane v pfitomnosti cilové sekvence. Po skonceni béhu program SDS
zpracuje hrubd data (naméteny fluorescencni signdl) a vypocita prahovy cyklus (Ct)
pro kazdy vzorek (viz strana D-9). Nésledné program propocita standardni kfivku na
zédklad€ hodnot Crt pro fedéné standardy a na zdklad¢ této kiivky a hodnot Crt
neznamych vzorki vypocita jejich absolutni mnozstvi (viz niZe).

Poznamka: Vice informaci o fluorogenni 5” nukledzové eseji, snimani dat v redlném
case a souvisejicich matematickych vypoctech naleznete v ptiloze D “Principy
fungovani”.

Na obrazku 6-3 je vyobrazena standardni kiivka vytvofend pomoci instalacni
desticky s RN4zou P. Uspotradani vzork a standardli na desticce je vyobrazeno
v ¢asti “Priklady v této ¢4sti” na strané 6-8.

Graf standardni kfivky

28
1
26
N |
SN
Cr 24 p S NgEE —Neznamé vzorky
5 %
22
[
20
1.0 E+2 1.0 E+3 1.0 E+4 1.0 E+5
Mnozstvi

(LogN pocatecni koncentrace)

Obrazek 6-3 Standardni kfivka vytvofena na zakladé instalacni desticky s RNazou P
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Prehled

Matematické Program SDS miiZe provést analyzu hrubych dat ihned po ukonéeni béhu absolutni
zpracovani kvantifikace. Pojmem ‘hrubd data’ je minén spektraln{ signél v rozsahu vinovych
hrubych dat délek 500 azZ 660 nm zaznamenany programem SDS pro jednotlivé jamky desticky.
V priibéhu analyzy pouZiva program nékolik matematickych algoritmti tak, aby na
zakladé€ hrubych dat odvodil pfimy vztah mezi zménami spekter v nezndmych
vzorcich.

Multikomponentni algoritmus

Prvnim z téchto matematickych algoritmu je pfepocet hrubych dat, vyjadienych
jako zavislost intenzity fluorescencniho signalu na vinové délce, na signal
jednotlivych ¢istych barev, ktery se provadi pomoci tdajt ziskanych béhem
kalibrace barev (pouZiji se extrahovana spektra Cistych barev). Jakmile program
zjisti jednotlivé barvy, vypocita jejich piispévek do celkového naméteného
signdlu (hruba data) pomoci multikomponentniho algoritmu.

Nastaveni prahu a odecteni hodnot Ct

Po provedeni normalizace musi byt pro kazdy b&h stanoveny hodnoty pozadi a
prahu (vice informaci viz “Kinetickd analyza / Kvantitativni PCR” na stran¢
D-7). Vysledky pokusu lze zndzornit pomoci grafu standardni kiivky v zdloZce
Results (Vysledky). V grafu jsou zndzornény hodnoty prahového cyklu (Cr)
standardii a nezndmych vzorkt v zavislosti na mnoZstvi.
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Dfive nez zacnete

Pouzivani
napovedy

Priklady v této
casti

Blizsi informace o krocich popsanych v této ¢4sti naleznete v ndpoveéde programu
SDS. Chcete-li otevfit ndpovedu, kliknéte na ikonu 21, ktera je soucasti kazdého
(dialogového) okna, v némz pracujete.

Vyobrazeni a ndhledy, které jsou soucdsti této kapitoly, byly vytvofeny za pouZiti
ovetovaci desticky TagMane RN4aza P, coz je destiCka pouZivand pfi instalaci
ptistroje 7900HT z diivodu ovéfeni jeho funkénosti. V destice jsou predpfipraveny
reagencie pro detekci a kvantifikaci genomickych kopii lidského genu kédujicitho
RNa&zu P (gen se vyskytuje v genomu v jediné kopii a kéduje RNA podjednotku
enzymu RNaza P). Kazda jamka obsahuje reakéni smés (1X TagMane® Universal PCR
Master Mix, primery pro RN4zu P a sondu znacenou barvou FAM™) a templét.

Na obrazku 6-4 je znazornéno uspofddani standardd a vzorki na desticce RNaza P.
Jednd se o pét sloupcii standardt (1250, 2500, 5000, 10000 a 20000 kopii) a dvé
skupiny vzorkt (5000 a 10000 kopif).

YOO

)

STD 2500

O O.L STD 5000
O COOOCsTD10000 YO OT

.
@)

[ - "' - - 'J -
o QOQOQO00
NS NN NN N Y
'\ AN N N A . " W
@ o000 00
<y 0L A0S 208 S0A
@l @ oL
OO OO0 | A
|- ~O0 S0 SO0 SO0 |
0 L) OO0 l,‘|J=g
Q':’ = — ‘:'y %

Obrazek 6-4 Usporadani vzorkd na desticce
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Seznam krokl

Seznam kroku

Postupné kroky

1. Otevieni dokumentu desti¢ky (viz strana 6-10).

2

2. Nastaveni parametrli analyzy (viz strana 6-11).

¥

3. Analyza vysledkl béhu (viz strana 6-12).

v

4. Pro kazdy detektor, pro ktery jste stanovili pozadi a prah (viz strana 6-46):
— Automaticky — Ovérte, Ze hodnoty pozadi a prahu byly programem nastaveny

spravné.
Manualné — Nastavte hodnoty pozadi a prahu pro detektor.

¥

5. Zobrazeni odlehlych bodu a jejich vypusténi z analyzy vysledku
(viz strana 6-49).

v

6. Zobrazeni vysledkd absolutni kvantifikace (viz strana 6-14).

7. Volba dalSich krokd (viz strana 6-51):

Opakovang analyza vysledka.

Uprava zobrazeni vysledku (tabulka vysledku, vyobrazeni destigky,
grafy).

Tisk ¢asti dokumentu desticky.

Export vysledkil (tabulka nebo grafy).

Ulozeni analyzy.
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Otevreni vysledku béhu

PFistupova Pro otevieni vysledki béhu z databaze SDS Enterprise neexistuji Zddnd omezeni
prava z hlediska pfistupovych prav.

Otevieni Otevieni dokumentu desti¢ky
dokumentu

- 1. Kliknéte na ikonu = nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).
desticky

2. V poli Look in (Vyhledat) vyhledejte a zvolte piisluSny dokument desticky.
3. Kliknéte _ 2= | (Oteviit).

Program SDS zobrazi soubor s dokumentem desticky.
4. Nastavte parametry analyzy (Analysis Settings) pro kazdy detektor podle

postupu v Casti “Nastaveni parametrd analyzy” na stran€ 6-11.

Otevfeni dokumentu desti¢ky z databaze SDS Enterprise

5. Kliknéte £l nebo zvolte File > Open Document from Database (Soubor >
Otevrit dokument z databaze).

6. V dialogovém okné& Plate Query (Volba desti¢ky) upravte parametry
vyhleddvén{ desti¢ky (Find Plates Matching These Criteria) dle potieby.
7. Klikndte _==%_| (Vyhledat).

Find Plates Matching These Criteria

I I Variable I Condition I Valuel I Value2 I
1 |Barcode Conkains 334
3/1/02 12:13 PM

Vyhledavaci
kritéria

Clear Row | Clear Al | [ Append Query Results

Kliknutim zahajite

Search Resulks hledéni
Barcode Run Time Assay Type Session 10 Comment Operakor I
3E4MO059YZ  (3/5/02 6:31 PM  |allelic Discrimination [DEFAULT :I
. T —— | ,
i /ey S EN Reabes i EEALT vyhledane
: elative Quantific... LI d
e e e okumenty

DpEn Select Al Deselect Al Clear Al |
Done |

8. 'V seznamu Search Results (Vysledky vyhled4dvani) zvolte dokument, s nimz
chcete pracovat.

9. Kliknéte 2@ _| (Oteviit).
10. Klikn&te 2= | (Hotovo).

11. Nastavte parametry analyzy (Analysis Settings) pro kazdy detektor podle
postupu v Casti “Nastaveni parametrtl analyzy” na stran¢ 6-11.
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Analyza vysledki

Analyza vysledku

PFistupova
prava

Nastaveni
parametr analyzy

Pro analyzu vysledki absolutni kvantifikace uloZenych v databazi SDS Enterprise
neexistuji Zddna omezeni z hlediska pfistupovych prav.

Pted zahdjenim analyzy je zapotiebi nastavit jeji parametry, a to pro kazdy detektor,
ktery chcete analyzovat. Parametry analyzy jsou specifické pro dany detektor a musi
byt tudiz i nastaveny zvlast pro kazdy detektor. Program SDS pocita pro kazdy
detektor pozadi a prah automaticky pomoci algoritmu AutoCt nebo je moZzné toto
nastaveni provést rucné.

Poznamka: Analyzu je moZné provést aniZ nastavite jeji parametry, v takovém
piipadé€ budou pouZity pfednastavené hodnoty — pozadi bude kalkulovano v rozsahu
od 3. do 15. cyklu a prah bude mit hodnotu 0.2.

1. Kliknéte na ikonu = nebo zvolte Analysis > Analysis Settings (Analyza >

Parametry analyzy).
V rozbalovaci nabidce Detektor (Detektor) zvolte detektor.

.V okné Analysis Settings (Parametry analyzy) zvolte metodu analyzy

(automatickd nebo manudlni), kterd m4 byt pouZita pro stanoveni pozadi a
prahu pro zvoleny detektor:

Analysis Settings - Absolute Quantification | %]

—

- Ck Analysis o

Detector: [EEEEN

" Automatic Ct

& Manual Ct

Threshold: IU.ZU

" Automatic Baseline

{* Manual Baseling: Start: Iz_ﬂ Stap: Is_ﬂ

Apply | OF | Cancel |

Chcete-li stanovit pozadi a prah:
Automaticky — Zvolte moznost Automatic Cr.
DULEZITE! Zvolite-li pouZiti algoritmu AutoCT, ovéite po skonéeni
analyzy, Ze hodnoty pozadi a prahu byly vypocitiny spravné (podle
postupu na strané 6-46).
Poznamka: Vice informaci o algoritmu AutoCrt naleznete v ¢asti “Automatické
stanoveni prahu a pozadi” na strané 6-18.
Manudlné — Proved'te:

a. Zvolte moznost Manual Cr.

b. V poli Threshold (Prah) zadejte prahovou hodnotu platnou pro zvoleny

detektor(y) nebo ponechte toto pole prazdné a nastavte prah ru¢né podle
postupu na strané 6-46.
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

c. Zvolte jednu z moZnosti:

Automatic Baseline (Automatické stanoveni pozadi) — program vypocitd
pozadi pro zvoleny detektor(y) automaticky.

Manual Baseline (Ru¢ni stanoveni pozadi) a zadejte do poli Start
(Zacatek) a End (Konec) hodnoty pro dany detektor(y).

Manual Baseline (Rucni stanoveni pozad{) ponechte pole Start a End
prazdnd. (Nastavite tyto hodnoty ru¢né podle postupu na stran¢ 6-46.)

4. Je-li toho zapotiebi, opakujte kroky 2 a 3 pro dalsi detektory.

DULEZITE! Parametry analyzy (prah a pozadi) nastavované v kroku 3 na strané
6-11 jsou specifické pro dany detektor a musi byt tudiZ i nastaveny zvlast’ pro
kazdy detektor v dokumentu desticky.

5. Po ukonéent kliknéte na ikonu |,
6. Analyzujte vysledky podle postupu niZe.

Analyza Poté co jste nastavili parametry analyzy miZete analyzovat vysledky béhu. Béhem

vysledk(d analyzy program pouzivd rizné matematické algoritmy tak, aby na zdkladé hrubych
dat odvodil vztah mezi zménami spektralnich signdla pasivni reference a
reportérovych barev v jednotlivych vzorcich. Na zdklad¢ téchto prepocti pak
vypocitd prahovy cyklus (Ct) pro kaZzdou reakci (standardy a nezndmé vzorky).
Nasledn¢ program vynesenim hodnot standardnich vzorki do grafu zévislosti
hodnoty Crna pocatecnim poctu kopii vytvoii standardni kiivku.
Poznamka: Vice informaci o souvisejicich matematickych vypoctech naleznete
v ptiloze D “Principy fungovéni”.

1. Kliknéte na ikonu 2 nebo zvolte Analysis > Analyze (Analyza > Analyzovat).
Program SDS provede analyzu dat a zobrazi vysledky v zdloZce Results.
2. Zvolte jednu z moZnosti:

» Pouzivate-li pro nastaveni pozadi a prahu pro detektory v desticce
algoritmus AutoCr, ovéite, Ze nastaveni bylo pro kazdy detektor
provedeno spravné — viz postup na strané 6-46,

* Nastavujete-li pozadi a prdh manudlné, nastavte je pro kazdy detektor
podle postupu na stran¢ 6-46.

3. Pokud manudlné odstranujete odlehlé body, postupujte podle pokynt na strané
6-46.
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Zobrazeni vysledku

Zobrazeni vysledku

Zobrazeni Program zobrazi vytvotfenou standardni kiivku v zdloZce Results (Vysledky)
standardni dokumentu desti¢ky. Jednd se o graf zavislosti hodnot Cr (prahovy cyklus) na
kfivky mnoZstvi (LogN). Na obrdzku 6-5 jsou zndzornény soucdsti tohoto grafu.

Setun | Instrument RESUHSI Né.pOVéda
Standard Curve Plat -
Detector; [RMase P | . Nabidka Detektory
Standard Curve Plat (L
 standard Legenda
% Unknowns
i s | Hide Unknowns
\I" Standard Curve (Skry‘t neznémé Vzorky)
LS Slope: -2.3084165 L,
< inter: 37 031667 Parametry standardni
6 R2:099807143 kfivky
i3 Graf
1z
1.0 B2 1.0 B3 1.0 B+ 10 B
Quantity

Obrazek 6-5 Soucésti grafu standardni krivky

+ 2] Népovéda programu SDS.

* Nabidka Detektory — Piepindni udaji zobrazenych v grafu podle zvoleného
detektoru.

* Legenda — Vysvétleni symboli v grafu.

* Hide Unknowns (Skryt nezndmé vzorky) — Vypind a zapind zobrazeni
nezndmych vzorku v grafu.

¢ Parametry standardni kiivky:

— Slope (Sklon) — Sklon standardni kiivky. Ze sklonu standardni kiivky se
odvozuje efektivita eseje. Ma-li reakce 100% efektivitu, bude mit standardni
ktivka sklon —3.33, jelikoZ 10-tindsobny rozdil v koncentracich vede k rozdilu
3.33 v hodnotéich Cr.

— Y-Inter — Priisecik standardni kiivky a osy Y.
— R2 —Tento parametr popisuje korelaci mezi hodnotami Crt a logaritmicky
vyjadfenym mnoZstvim templatu ve standardnich vzorcich. Nabyva hodnot

v rozsahu od 1 do 0, pfi¢emZ hodnoty blizké 1 vyjadiuji lepsi korelaci mezi
hodnotami Cra logaritmicky vyjaddfenym mnoZstvim templatu.

Poznamka: Program pocita druhou mocninu parametru R umocnénim tzv.
Pearsonova korela¢niho koeficientu (téZ zndmého jako parametr r). K vypoctu
pouZziva pouze standardni vzorky, které tvoii kiivku.

* Graf — Grafické znazornén{ vysledki absolutni kvantifikace.
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

Zobrazeni Vysledky absolutni kvantifikace se zobrazuji v tabulce v dokumentu desticky. Na
tabulky vysledku obrazku 6-6 je piiklad takové tabulky s vysledky béhu s ovétovaci destickou
RNdza P.

Posit..| Sample Detector | Task Ct | Quartity | Qty rmean | Oty stddey ili Napovéda
Al ... |RMase P |[Unknown |24 65946 4641.368 490451187 478.2128 -

A2 RMasze P |Unknown |24 617865 (4774 804 490451187 478.2128

A3 Unknown Po... |[RMase P |Unknown |24 523537 |5091.7935 49051187 478.2128

Obrazek 6-6 Tabulka vysledkd béhu absolutni kvantifikace

Sloupce v tabulce:

* Position (Pozice) — Oznaceni jamky v desticce.
* Sample (Vzorek) — Ndzev vzorku v dané jamce.
* Detector (Detektor) — Nazev detektoru pouZzitého v dané jamce.

« Task (Uloha detektoru) — Uloha detektoru (NTC, Standard nebo Unknown —
Neznamy vzorek) v dané jamce.

Poznamka: Vice informaci o ulohach detektoru viz strana 3-14.

¢ Cr- Prahovy cyklus naméfeny v dané jamce v pribéhu PCR.

Poznamka: V tomto sloupci se zobrazi ‘Undetermined’ (Nestanoveno), pokud
v dané jamce nedojde k zaznamenatelnému nartstu fluorescencniho signalu
béhem PCR (fluorescencni signdl v dané jamce nikdy nepiekroci prah pro dany
detektor).

* Quantity (MnoZstvi) — V jamkach obsahujicich:

— Neznamé vzorky udav4 tento sloupec vypocitané mnoZstvi cilové nukleové
kyseliny (templétu) ve stejnych jednotkdch v jakych jsou definovéany
standardy.

— Standardy udav4 tento sloupec jejich mnoZstvi.

Poznamka: Vice informaci o zaddvani mnoZstvi jednotlivych standardii viz
strana 3-15.

Niésledujici dva sloupce obsahuji data pouze v piipadé, byla-li dand jamka
analyzovana v ramci replikétu.
* Qty Mean (Prumérné mnozstvi) — Aritmeticky primér mnoZstvi templatu
v dané skupiné replikatd.
* Qty stddev (Standardni odchylka) — Standardni odchylka mnoZstvi
templétu pro danou jamku.
» Status (Stav) — Stav analyzy.

Po skonceni analyzy

~soo 2

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro uklddani vysledkd analyzy do
prava databaze prava uZivatele tiidy Scientist (V&dec) nebo Administrator (Spravce).

Volba dalich  Uprava zobrazeni VySIEAKE ............oo.ovoveivereeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 6-51
KIOKU  TiSK ZPIAVY w.evvoveceeeceeeceee ettt nanen 6-51

Export dokumentu destiCKY ........ceeerieiriiiiiiiiiieeiie ettt 6-51

UloZenT VYSIEAKT....ccoueeiiieiieiieiieieetere ettt ettt 6-52
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Cést 6.2 Relativni kvantifikace

Cast 6.2

Relativni kvantifikace

V této casti

S CS] 11 T PRSP 6-16
KONCepee EXPerimentU .........cc.eierieeriiieiniieiiieerieeeite ettt e siteesreesbeessaeeesbee e 6-20
ZACTNAITIC ...c..eenteeiieite ettt ettt sttt ettt b e s bt e s bt e sat e e at e e bt ebeesbeesbeesbeesabeeas 6-21
SEZNAM KTOKI ....eovtiniieiieiiiiteie ettt sttt ettt s 6-22
MozZnosti analyzy vysledki relativni kvantifikace...........cocoeeevinieninincenencnee, 6-23
VYEVOTENT STUALC. ..c.uvieiiiiiiiieeiie ettt ettt ettt et e st e s sateesbee e 6-23
ANALYZA STUAIC. ....eeeitieiieeetee ettt ettt st 6-26
Z0brazeni VYSIEAKI .......ooovieiiiiriierieiie ettt 6-31
PO Skon€eni analyzy.........cooueeiiiiiiiiiiiieieeec e 6-35

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 6-15



Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

Prehled

Relativni Pfistroj ABI PrisM 7900HT umoZiiuje provadéni relativni kvantifikace nukleovych
kvantifikace na kyselin v redlném ¢ase pomoci komparativni Ct metody. Tato metoda pouZzivd pro
pristroji 7900HT  vypocet vysledk relativni kvantifikace nésledujici vzorec:

7~BACT
kde:

AACT= Normalizovany signal vzorku vyjadfeny v poméru k normalizovanému signalu
kalibratoru.

Poznamka: Odvozeni shora uvedeného vzorce je popsano v piiru¢ce ABI Prism 7700
Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative Quantification of Gene
Expression (kat. ¢. 4303859).

Poznamka: Shora zminénou normalizaci signdlu se rozumi signél vytvofeny
amplifikaci cilové sekvence v nezndmém vzorku a v kalibratoru normalizovany na
signdl vytvofeny amplifikaci endogenni kontroly.

Poznamka: Program SDS nepodporuje pouZivani metody relativni standardni
kiivky.

5" nukleazova Provéadéni relativni kvantifikace na piistroji 7900HT je umoZnéno diky fluorogenni
esej v relativni 57 nukledzové eseji. Po peclivém zvoleni endogenni kontroly jsou navrZeny sondy a
kvantifikaci primery pro cilové i kontrolni sekvence. Jakmile je ovéfeno fungovani eseji, jsou

nezndmé vzorky pipetovany do optické desticky s mastermixem a reagenciemi
TagMan pro detekci specifické cilové sekvence nukleové kyseliny. Desticka se vlozi
do pfistroje 7900HT a provede se béh s métenim fluorescence v redlném Case.

Béhem teplotniho cyklovéni pfistroj zaznamenév4 fluorescenéni signdl emitovany

v dasledku $tépeni sondy TagMane v piitomnosti cilové sekvence. Po skonceni behu
program SDS zpracuje hrubd data (naméteny fluorescencni signél) a vypocita
prahovy cyklus (Cr) pro kazdy vzorek. Program SDS nésledné vypocita relativni
kvantitu genové exprese na zakladé hodnot Ct kalibratoru a neznamého vzorku.

Poznamka: Vice informaci o fluorogenni 5” nukledzové eseji, sniméni dat v redlném
Case a souvisejicich matematickych vypoctech naleznete v ptiloze D “Principy
fungovani”.
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Prehled

Matematické zpracovani hrubych dat

Multikomponentni
algoritmus

Nastaveni prahu
a odecteni
hodnot Cr

Odlehlé body

Vypocet relativni
genoveé exprese

Program SDS muiZe provést analyzu hrubych dat ihned po ukonceni béhu relativni
kvantifikace. Pojmem ‘hrub4 data’ je minén spektralni signal v rozsahu vlnovych
délek 500 aZ 660 nm zaznamenany programem SDS pro jednotlivé jamky desticky.
V priibéhu analyzy pouziva program nékolik matematickych algoritmu tak, aby na
zakladé hrubych dat odvodil pfimy vztah mezi zménami spekter v nezndmych
vzorcich.

Prvnim z téchto matematickych algoritmt je pfepocet hrubych dat, vyjadienych jako
zavislost intenzity fluorescencniho signalu na vlnové délce, na signél jednotlivych
cistych barev, ktery se provadi pomoci tidaji ziskanych béhem kalibrace barev
(pouZziji se extrahovand spektra Cistych barev). Jakmile program zjisti jednotlivé
barvy, vypocita jejich piispévek do celkového naméteného signilu (hruba data)
pomoci multikomponentniho algoritmu.

Po provedeni normalizace musi byt pro kazdy detektor v rdmci studie stanoveny
hodnoty pozadi a prahu. Program umoZiluje nastavit pozadi a prah manudlné (viz
strana 6-49) nebo automaticky (viz strana 6-19). Hodnoty Ct vypocitané na zdklad¢
pozadi a prahu jsou zdkladem pro vypocet relativni genové exprese.

Pti kazdé PCR miZe dojit k tomu, Ze v disledku experimentalni chyby dochazi

v nékterych jamkach k nedostate¢né nebo viibec zadné amplifikaci. Vysledkem jsou
hodnoty CT, které se vyrazné li${ od priméru ostatnich jamek v rdmci skupiny
replikatt. Budou-li tyto vysledky zahrnuty do vypoct, mohou vést k chybnym
zaveérim. Pred zahdjenim analyzy proto musi byt kazdd skupina replikéti peclive
zkontrolovana z hlediska mozného vyskytu odlehlych bodt. Program umoziuje
automatické (viz strana 6-19) nebo manudlni (viz strana 6-49) odstranéni odlehlych
bodu.

Kone¢nym krokem analyzy je vypocet relativni genové exprese na zaklad¢ hodnot
Cr. Algoritmus vypoctu vysledku relativni kvantifikace je struéné popsan na strané
D-11. Zevrubny popis odvozeni vzorce AACT, matematickych operaci s vysledky
relativni kvantifikace a dalSich souvisejicich informaci o chemizmu 5” nukledzové
reakce naleznete v nasledujicich piiruckach:

* Informace o provadéni relativni kvantifikace na pfistroji 7900HT:

— ABI Prism 7700 Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative
Quantification Of Gene Expression (kat. ¢. 4303859)

— RQ Manager Software User Guide(kat. ¢. 4339753)
— Bibliografické odkazy v této pfirucce.
* Informace o odvozeni vzorce AACT:

— ABI Prism 7700 Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative
Quantification Of Gene Expression (kat. ¢. 4303859)
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Automatické
nastaveni
pozadi a prahu

Soucésti programu SDS je algoritmus AutoCr, ktery umoZnuje automatické
nastaveni pozadi a prahu pro kazdy detektor. Algoritmus vypocitavd pozadi a préh

pro kazdy detektor na zdkladé€ predpokladu, Ze vysledkem amplifikace je “typicky”
prubéh kiivek — viz obrazek 6-7.

i3
L

.| Faze platé (Plateau)
L_| Linearni faze

Exponenciélni faze

ARn

Pozadi (Background)

Ul
(! J
o 2‘]4 5 & 10 12 14 16 18 m‘iz 24 31 18 I I} 34 3/ 38 40

Cyklus Pozadi (Baseline)

Obrazek 6-7 Typicka amplifikacni kfivka

Experimentalni chyby (jako napf. kontaminace, chyby pfi pipetovdni apod.) mohou
vést k vysledktim, které se od typického pribéhu amplifikacnich kiivek vyrazn¢ lisi.
Takové vysledky pak vedou k tomu, Ze softwarovy algoritmus nastavi pozadi a prah
pro dany detektor nesprdvné. Spole¢nost Applied Biosystems proto doporucuje,

abyste po provedeni analyzy studie pomoci algoritmu AutoCrt provedli kontrolu
nastaveni pozadi a prahu pro vSechny detektory.
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Prehled

Automatické odstranéni odlehlych bodu

O odlehlych
bodech

O automatickém
odstranéni
odlehlych bodu

Reproducibilita
amplifikace

Pii kazdé PCR muzZe dojit k tomu, Ze v diisledku experimentalni chyby dochazi

v nékterych jamkach k nedostate¢né nebo viibec Zadné amplifikaci. Vysledkem jsou
hodnoty Cr, které se vyrazné lisi od priméru ostatnich jamek v rdmci skupiny
replikatt. Budou-li tyto vysledky zahrnuty do vypoctii, mohou vést k chybnym
zaveérim, nebot’ zméni primérné hodnoty pro skupinu replikatu.

Program SDS je pro studie sestavajici ze skupin alespon tif a vice replikatti vybaven
algoritmem pro identifikaci a odstranéni odlehlych bodd. Program pouziva
statistickou metodu zaloZenou na Grubbsove postupu odstraiiovani odlehlych bodt
(téZ zndmém jako Maximum Normalized Residual Test), kterd umoZiluje vyfazeni
jednoho odlehlého bodu ve skupiné nejméné tif replikatd.

Program vyuZziva tento postup podle Grubbse v riiznych fazich kalkulace AACT

v zéavislosti na typu endogenni kontroly pouzivané v rdmci studie. Ve studiich typu
singleplex dochdzi k odstranén{ odlehlych bodii ze skupiny replikatd ihned po
vypoctu prahového cyklu (Cr). Ve studiich typu multiplex po vypoctu ACT. Pfitom
ma-li zfejmy odlehly bod hodnotu Cr lisici se o ne vice nez 0.25 od pruméru dané
skupiny replikatd, program jej neodstrani.

Poznamka: Odstranéni odlehlych bodi je volitelnd moznost, kterou 1ze aktivovat
v dialogovém okné€ Analysis Settings (Parametry analyzy - viz strana 6-29). Odlehlé
body lze rovnéz identifikovat a odstranit ru¢né podle postupu na strané 6-49.

Kromé Grubbsova testu pouziva program i dal§i algoritmy pro zpracovani
vysledkt. Maji-li vzorky hodnoty Ct rovné nebo vyS$si neZ je maximalni pocet
cykld, jsou ignorovany (s vyjimkou, Ze téchto hodnot nabyva vétsina vzorkl
v ramci dané skupiny replikati).

Experimentalni reproducibilita hodnot Cr pii relativni kvantifikaci kles4, tak jak se
sniZzuje vychozi pocet kopii templétu k extrémné nizkym hodnotdm (méné nez 100
kopii). Vysledky PCR amplifikace nizkého poctu kopii a ndsledné vysoké hodnoty
Ctmohou mit vyrazné€ sniZenou statistickou reproducibilitu. Chcete-li se vyhnout
problémum s reproducibilitou kvantifikace nizce se exprimujicich genti, musite
experimentalné stanovit, pii jaké koncentraci templétu jsou vysledky jesté
reproducibilni, a to pro kaZzdou esej (vSechny cilové sekvence a endogenni
kontrola).
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

Koncepce experimentu

Endogenni  Predpokladem provedeni vSech experiment typu relativni kvantifikace je vzdy

kontrola amplifikace sekvence endogenni kontroly. V typickém piipad¢ je endogenni kontrola
cilova sekvence RNA nebo DNA, ktera ma ve vSech vzorcich v ramci daného
experimentu hladinu genové exprese na statisticky srovnatelné drovni. Endogenni
kontrola je pouZivana pro normalizaci rozdilti v mnoZstvi celkové RNA ptiddvané do
kazdé reakce. Piikladem béZn¢€ pouZivanych endogennich kontrol jsou GAPDH, 18S
rRNA a -Actin.
Endogenni kontrolu je moZné amplifikovat nezdvisle na cilové sekvenci
v samostatnych jamkdch desticky (singleplex), nebo v téZe jamce jako cilovou
kvantifikovanou sekvenci (multiplex).

DULEZITE! Pro vypodet standardni odchylky relativniho mnoZstvi cilové sekvence
musi kazda desticka obsahovat minimalné dva replikaty cilové sekvence a endogenni
kontroly.

Kalibrator Piedpokladem provedeni vSech experimentii typu relativni kvantifikace je vzdy
definice kalibratoru. Béhem analyzy vysledkt pocita program SDS genovou expresi
ve vzorcich ve vztahu ke genové expresi v kalibrdtoru. Kalibritor je tedy nezbytnou
soucasti vypoctd, nebot jsou k nému vztahovany vysledky kvantifikace genové
exprese.

Kalibratorem miZe byt:

* Vzorek odebrany v bod¢ nula néjakého experimentu provadéného v Case

* Vzorek, ktery nebyl vystaven ptisobeni experimentdlniho zdsahu (ve srovnani se
vzorkem, ktery takovému plisobeni vystaven byl)

Poznamka: Program SDS vzdy bere v tvahu vSechny vysledky kalibritoru v ramci
skupiny replikatd, at’ jiz jsou replikaty umistény na jedné nebo vice destickach.

Replikaty Pii provaddéni relativni kvantifikace doporucuje spolecnost Applied Biosystems
pouzivani tif nebo vice replikatt pro kazdy vzorek, aby vysledky byly statisticky
signifikantni.

Replikaty vadm umoZuji:

o Ziskat vysledky i v piipadé selhani amplifikace v nékteré jamce — Nedojde-li
v nékteré z jamek k amplifikaci, je mozné ziskat vysledky, byla-li tato jamka
soucasti skupiny replikatli. Zejména v piipadé endogennich kontrol je to zv1ast
dilezité, nebot pii selhani jejich amplifikace mohou byt k nepouziti vSechny
vysledky v dané desticce.

* Odstranit odlehlé body — PouZivani replikati umoZznuje zobrazeni a odstranéni
odlehlych bodd.

» Zajistit reproducibilitu vysledki — V obecném slova smyslu umoznuje
pouZzivani replikatt dosdhnout vyssi stupen reproducibility provadéného
pokusu, nebot’ umoznuje identifikovat a odstranit vysledky vzniklé v disledku
experimentdlni chyby (jako je kontaminace, pipetovaci chyby apod.).
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Zaciname

Zaciname

Pouzivani
napovedy

Priklady v této ¢asti

BIliZsi informace o krocich popsanych v této ¢4sti naleznete v ndpoveéd€ programu
SDS. Chcete-li otevtit ndpovédu, kliknéte na ikonu | , kterd je soucasti kazdého
(dialogového) okna, v némz pracujete.

Vyobrazeni a ndhledy, které jsou soucdsti této kapitoly, byly vytvofeny za pouZiti
desticek TagMane Cytokine Gene Expression Plates (kat.¢. 4304671), které slouzi
k in vitro kvantifikaci (v redlném case) genové exprese lidskych genti pro cytokiny.
Jedna desticka umoZiuje kvantifikovat expresi 24 gent pro cytokiny a endogenni
kontrolu za pouZiti vzorkli komplementarni DNA (cDNA). Desticka TagMan
Cytokine Gene Expression Plate I je vlastn¢ optickd 96-ti jamkova desticka v niZ je
24 skupin replikatt, v kazdé skupin€ sondy TagMan a primery pro kvantifikaci
mRNA jednoho lidského cytokinového genu a endogenni kontroly. Na obrazku 6-8
je vyobrazeno uspofadani jednotlivych eseji v desticce.

Studie pouzitd pro vytvoreni ndhledd, které jsou v této Casti, sestavala ze Ctyf
desticek, které byly pouZity ke kvantifikaci genové exprese 24 cilovych genti béhem
36-tihodinového intervalu.

Obrazek 6-8 Usporadani vzorkd na destickach

Poznamka: Vice informaci o pouZité desticce naleznete v piiru¢ce TagMan
Cytokine Gene Expression Plate I Protocol (kat. €. 4306744).
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Seznam kroku

Postupné kroky

. Vytvoreni dokumentu obsahujiciho vice desticek (viz strana 6-23).

2

. Pridani desticek relativni kvantifikace do analyzy (viz strana 6-24).

L4

. Nastaveni parametr(i analyzy (viz strana 6-26).

L/

. Analyza vysledka béhu (viz strana 6-30).

¥

. Pro kazdy detektor, pro ktery jste stanovili pozadi a prah (viz strana 6-46):

— Automaticky — Ovérte, Ze hodnoty pozadi a prahu byly programem nastaveny
spravné.
— Manuélné — Nastavte hodnoty pozadi a prahu pro detektor.

4

. Pro kazdy detektor, pro ktery maji byt odlehlé body odstranény ruéné - Zobrazeni

odlehlych bodu a jejich vypusténi z analyzy vysledku (viz strana 6-49).

v

. Zobrazeni vysledku relativni kvantifikace (viz strana 6-31).

. Volba dal$ich krokl (viz strana 6-35):

— Opakovana analyza vysledku.

— Uprava zobrazeni vysledku (tabulka vysledku, vyobrazeni destigky,
grafy).

— Tisk ¢asti dokumentu desticky.

— Export vysledku (tabulka nebo grafy).
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Moznosti analyzy vysledku relativni kvantifikace

Moznosti analyzy vysledku relativni kvantifikace

Dokumenty
obsahuijici vice
destiek (pro nizky
pocet vzorku)

Program RQ
Manager (pro
stfedni az vysoky
pocet vzorku)

Spole¢nost Applied Biosystems nabizi dva zptisoby jak analyzovat vysledky
relativni kvantifikace.

Pro analyzu vysledk relativni kvantifikace pouZziva program SDS odlisny typ
dokumentu desti¢ky, tzv. nasobny dokument (ABI PrRisM SDS Multiplate Document,
* sdm). Tento dokument umoznuje analyzu vysledkt ziskanych pouZitim ne vice nez
10 desticek. Narozdil od jednotlivych dokumentt desticky umoziiuje tento typ
dokumentu ukl4dat nastaveni a vysledky analyzy. Bez ohledu na to zda analyzujete
vysledky ziskané za pouZiti jedné nebo vice destic¢ek, musite pro provedeni analyzy
vytvofit tento ndsobny typ dokumentu.

Poznamka: Program SDS umoziiuje oteviit jednotlivé dokumenty desti¢ky pro
relativni kvantifikaci, ale nelze je jako takové pouZit pro vypocet relativni genové
exprese.

Program RQ Manager je samostatny software pro provadéni analyzy relativni
kvantifikace se sttednim az vysokym poctem vzorkl na zdkladé vysledkli uloZenych
v databazi SDS Enterprise. UmozZiuje srovnavaci analyzu az 97 detektord (96
cilovych sekvenci a 1 endogenni kontrola) na 200 destickach, nebo pfiblizné 153600
multiplexnich reakci provedenych na pfistroji ABI PRisM 7900HT. Vice informaci
naleznete v piirucce SDS RQ Manager User Guide (kat. €. 4339753).

Vytvoreni studie

Vytvoreni
dokumentu
obsahuijiciho vice
desticek

Chcete-li provést srovnavaci analyzu nékolika desti¢ek v rdmci studie, musite nejprve
vytvorit dokument (studii relativni kvantifikace) obsahujici vice desticek.

1.V programu SDS kliknéte na ikonu 0l nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

2. V dialogovém okn& New Document (Novy dokument) nastavte:
* Assay (Esej) — Relative Quantification (AACT) Study (Studie relativni

kvantifikace)
* Container (Desticka) — zvolte typ pouZzivané desticky.

DULEZITE! V ramci studie relativni kvantifikace nemtizete porovnavat vysledky
z béhti provedenych za pouZiti riznych typa desti¢ek (napf. vzorky analyzované
na 96-ti jamkové desti¢ce nelze porovnavat se vzorky analyzovanymi na 384-
jamkové desticce).

Kliknéte __ |, Program zobrazi novy dokument.

4. Pridejte do studie relativni kvantifikace dokumenty desti¢ek podle postupu
na strané 6-24.
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Pfidani

dokumentt
destic¢ek do
studie

Chcete-li provést srovnavaci analyzu nékolika desti¢ek v rdmci studie, musite nejprve
ptidat desticky do ndsobného dokumentu desticek.

Dokumenty desticek ptidané do studie musi:

e Mit tentyZ format (nemtiZete porovnavat vysledky z behii provedenych za
pouziti riznych typt desticek)

* Byt pfipraveny za tychZ podminek (stejny teplotni profil, objem vzorku a
nastaveni sbéru dat)

* Mit pojmenované vzorky ve vSech pouZivanych jamkach. (Pokud dokument
desticky neobsahuje nazvy vzorkl, miiZete je zadat pomoci programu SDS.)

DULEZITE! V priibéhu analyzy nebudou analyzovany nepojmenované vzorky.

DULEZITE! V ramci studie relativni kvantifikace nemtizete porovnavat vysledky
z béhti provedenych za pouZiti riznych typa desti¢ek (napt. vzorky analyzované na
96-ti jamkové desticce nelze porovndvat se vzorky analyzovanymi na 384-jamkové
desticce).
Chcete-li pfidat desticky do nasobného dokumentu relativni kvantifikace:

1.V ndsobném dokumentu kliknéte __AddPei.. | (Pridat desticku/y).

2. V dialogovém okné Add (Ptidat) proved'te:

Vite-li, kde jsou dokumenty desti¢ek uloZeny:
a. Zvolte zalozku File (Soubor).
b. Vyhledejte adresédi obsahujici dokumenty desticek.

c. Za soucasného stisku klavesy Ctrl zvolte vybrané soubory,

2 : X Add 3
poté kliknéte (Pridat).
x|
Fie | search| ~Plates To Be Added To Study
5= Locel Disk () ;I Cobpplied Biosystems'SDS Documents) [ P‘ﬁdané
B applied éiosys{ems H Chspplied Biosystems\SDS Docurmentsy dOkU menty
N I Ctpplied Biosystems'SDS Documentsi
Remaove | Citpplied BiosystemstSDE Documertsy)
I | Zvolené
4
dokumenty
Existing Plates In The Study

Murnber of Plates Study can haold: 10 - & free

OK | Cancel |

Nevite-li, kde jsou dokumenty desticek uloZeny nebo chcete vyhledat specificky
dokument/y desticky:

a. Zvolte zalozku Search (Hledat).

b. V poli Search in (Hledat v) zadejte adresat, ktery chcete prohledavat nebo
kliknéte a zvolte umisténi (adresdt nebo pevny disk), které chcete
prohledavat.

c. Chcete-li prohledat v§echny podadresate, zvolte Include Subdirectories
(Vcetn¢ podadresaii).
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d. V dialogovém okné Plate Query (Vyhledani desticky) nastavte parametry
vyhledavani (Find Plates Matching These Criteria).

e. Kliknéte == | (Hledat).

f. 'V seznamu Search Results (Vysledky vyhleddvéni) zvolte za souasného
stisku klavesy Ctrl dokumenty, které chcete pouZit, a poté kliknéte
s |(Pfidat).

x|
File Search | Plates To Be Added To Study P‘ﬂdané
Chtpplied Biosystems'SDS Docume| ||
Search in: Ioplied Bi .. | [ Inciude Subdirectoriss Crspplied Biosystems1SDS Docutme dOkUmenty

Chspplied Biosystems\SDES Docurme

~Showy Chiects Matching This Criteria————————————— Remove C\spplied Biosystems\SDS Docume
Logic | Colurn | Condition Halue | ]
1 JF |Name |c:0ntains ( |RQ ) |
Vyhledavani dokumentu . j
desticek maj icich Search | Clear | Append Resultts
v nazvu “RQ* 4 | B

Search Result

Existing Plates In The Study

Nalezené dokumenty

Clear &l |

Murnber of Plates Study can haold: 10 - & free ok | Cancel |

Poznamka: Vice informaci o vyhleddvani dokumentti desticek naleznete
v ¢asti “Vyhleddvani desticek” na strané A-20.

3. Chcete-li pridat do studie dalsi desticky, opakujte krok 2 (miZete pridat max. 10
desticek).

Poznamka: Desticky miiZete ze studie odstranit tak, Ze zvolite ptisluSny
dokument a kliknete __Femoe | (Odstranit).

4. Po skonceni pridavani destiek kliknéte o |

Nastavte parametry analyzy pro danou studii podle postupu na strané 6-26.
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

Analyza studie

PFistupova
prava

Nastaveni
parametrd
analyzy

Pro analyzu vysledki relativni kvantifikace uloZenych v databazi SDS Enterprise

neexistuji Zddna omezeni z hlediska pfistupovych prav.

Pted zahdjenim analyzy studie je zapotfebi nastavit jeji parametry, a to pro kazdy
detektor, ktery chcete analyzovat. Parametry analyzy jsou specifické pro dany
detektor a musi byt tudiZ i nastaveny zvlast’ pro kazdy detektor. NiZe jsou strucné
popsany moznosti nastaveni parametrt analyzy:

* O parametrech analyzy (viz niZe)

* Nastaveni parametrti analyzy (viz strana 6-29)

Poznadmka: Analyzu je moZné provést aniZ nastavite jeji parametry, v takovém
piipadé€ budou pouZity pfednastavené hodnoty — pozadi bude kalkulovano v rozsahu
od 3. do 15. cyklu a préh bude mit hodnotu 0.2.

O parametrech analyzy

Nastaveni pro
zvoleny
detektor

Tato nastaveni definuji, jakym zptisobem program SDS pocitd hodnoty Ct skupin
replikath pro zvoleny detektor z rozbalovaci nabidky Detector. Jak je zndzornéno na
obrazku 6-9, je mozné zvolit jak automaticky tak manualni zptisob stanoveni pozadi a
prahu.

CE Analysis

PE TS | Detectars

Automaticky vypocet Ct

" Automatic Ct

Manualni vypocet Ct

o {+ Manual Ct

GeraEne) Threshold: I 0.20

ool " Automatic Baseline
{+ Manual Baseling: Start:l:} ﬂ Stop:l?ﬂ

Esport InF TR

Raad o Carce |

Obrazek 6-9 Nastaveni pro zvoleny detektor

* Automatic Cr (Automaticky vypocet Cr) — Program stanovi rozsah cykld pro
vypocet pozadi a prah (pro zvoleny detektor) pomoci algoritmu AutoCrt (viz
strana 6-18).

DULEZITE! Zvolite-li pouziti algoritmu AutoCT, ovéite po skonéeni analyzy, e
hodnoty pozadi a prahu byly vypocitany spravné (podle postupu na strané 6-46).
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e Manual Cr (Manudlni vypocet Ct) — Program pouZije pro vypocet hodnot Ct
pozadi a préh (pro zvoleny detektor) specifikované v dialogovém okné Analysis
Settings (Parametry analyzy).

Program nabizi dvé moznosti jak manudlné nastavit pozadi a prah pro

dany detektor:

— Znate-li hodnoty, které chcete pouZit, zadejte je do odpovidajicich poli
v dialogovém okné Analysis Settings (Parametry analyzy).

— Chcete-li nastavit pozadi a prah pomoci ndstroju v zaloZce Amplification
Plot (Amplifikacni graf), ponechte tato pole prdzdna a nastavte tyto
hodnoty rué¢né podle postupu na strané 6-46.

Odstranéni Tato nastaveni definuji, jakym zptisobem program identifikuje a odstrani odlehlé
vybranych body pro vsechny detektory ve studii.
replikatl a
odlehlych
bodl ze studie

F Marcr
[T

# |- Replicate and Gutlier Remaval

Automatické odstranéni
I'L Autornatic Cutlier Removal Odlehl)'/Ch bodl

Gere Il_ Omit replicates whose ACE <= |1 .0 {mulkiples: only)

T T

Odstranéni replikatua jejichz ACT <=...

Control Tromi &
R M Corddence: [735% — =

I Export ndvadal 412

Sppky * Cared

Obrazek 6-10 Odstranéni vybranych replikatt a odlehlych bodl ze studie

¢ Automatic Outlier Removal (Automatické odstranéni odlehlych bodt) —
Program pomoci specidlniho algoritmu automaticky odstrani ze studie odlehlé
body. Vice informaci o tomto algoritmu viz “Automatické odstranéni odlehlych
bodt” na strané 6-19.

* Omit replicates whose (Odstranéni replikatt jejichz) ACt <=... — Program
automaticky odstrani ze studie vSechny jamky, jejichz hodnota ACT je mensi
nebo rovna zadané hodnoté. Tato moznost je k dispozici pouze u experimentl
typu multiplex, kde obdobné hodnoty Crt pro cilovy gen a endogenni kontrolu
mohou znamenat vzdjemnou kompetici v rdmci eseje a jeji vliv na amplifikaci.

Poznamka: Identifikaci a odstranéni odlehlych bodt je moZné provést i manudlné
podle postupu na strané 6-49.
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Nastaveni Tato nastaveni definuji nize uvedené parametry. Jejich nastaveni ma pro vyhodnoceni
daldich vysledkd zdsadni vyznam a pouziva se v ramci celé studie.
parametrd
studie

Volba kalibratoru

]l
\_‘

Is Volba detektoru endogenni kontroly

Contral Type: € Multiplexed & Mon-multiplexed ||

R MinfMax Confidence: IQQ.Q% LI _L VOIba typU kontrOIY

[~ Export Individual ACts

L Volba RQ Min/Max Confidence

Obrazek 6-11 Nastaveni parametri pro vyhodnoceni genové exprese v rdmci studie

» Calibrator Sample (Kalibritor) — Zobrazi ndzev vzorku pouzivaného v ramci
studie jako kalibrator.

* Endogenous Control Detector (Detektor endogenni kontroly) — Zobrazi
ndzev detektoru, ktery program pouZziv4 jako endogenni kontrolu v rdmci
studie.

¢ Control Type (Typ kontroly) — Moznosti Multiplexed/Non-Multiplexed
(multiplexni / singleplexni reakce) — udava, jak program zpracuje vysledky
z jamek oznacenych jako endogenni kontrola.

* RQ Min/Max Confidence — Definuje hladinu vyznamnosti, kterou program
pouZije pro vypocet standardni chyby pruméru hladiny genové exprese
(hodnoty RQMax a RQMin) pro vzorky v rdmci studie.

* Export Individual ACts (Export jednotlivych hodnot ACT) — Je-li tato
moZnost zvolena, program bude exportovat hodnoty ACT jednotlivych vzorki
(namisto primérnych hodnot ACT pro skupinu replikatd).

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 6-28



Analyza studie

Nastaveni parametrd analyzy

Nastaveni
parametr analyzy

1.

Kliknéte na ikonu = nebo zvolte Analysis > Analysis Settings (Analyza >
Parametry analyzy).

V rozbalovaci nabidce Detector (Detektor) zvolte:
* detector name (ndzev detektoru) — Abyste nastavili parametry analyzy pro
tento detektor.

* All Detectors (vSechny detektory) — Abyste nastavili parametry
analyzy pro vSechny detektory najednou.

V dialogovém okné Analysis Settings (Parametry analyzy) definujte zptsob
(automaticky nebo manudlni) vypoctu pozadi a prahu pro zvolené detektory:

Chcete-li stanovit pozadi a prah:

Automaticky — Zvolte moznost Automatic Cr. (Vice informaci o algoritmu
Automatic Ct viz strana.)

DULEZITE! Zvolite-li pouZiti algoritmu AutoCt, ovéite po skonceni
analyzy, Ze hodnoty pozadi a prahu byly vypocitany spravné (podle postupu
na stran¢ 6-46).
Manudlné — Proved'te:

a. Zvolte moznost Manual Cr.

b. V poli Threshold (Préh) zadejte prahovou hodnotu platnou pro zvoleny
detektor(y) nebo ponechte toto pole prazdné a nastavte prah ru¢né podle
postupu na strané 6-46.

c. Zvolte jednu z mozZnosti:
Automatic Baseline (Automatické stanoveni pozadi) — program vypocita
pozadi pro zvoleny detektor(y) automaticky.
Manual Baseline (Ru¢ni stanoveni pozadi) a zadejte do poli Start
(Zacatek) a End (Konec) hodnoty pro dany detektor(y).

Manual Baseline (Ru¢ni stanoveni pozadi) ponechte pole Start a End
prazdnd. (Nastavite tyto hodnoty ru¢né podle postupu na stran¢ 6-46.)

Je-li toho zapotiebi, opakujte kroky 2 a 3 pro dalsi detektory.

DULEZITE! Parametry analyzy (prah a pozadi) nastavované v kroku 3 jsou
specifické pro dany detektor a musi byt tudiZ i nastaveny zvlast pro kazdy
detektor v dokumentu desticky.

Pocitate-li vysledky pro dva nebo vice replikatii pro vzorek, zvolte nebo naopak
neoznacujte moznost Automatic Outlier Removal (Automatické odstranéni
odlehlych bodi).

Pokud chcete, zvolte moznost Omit Samples Whose (Odstranéni replikatt
jejichz) ACt <=, nésledné zadejte pfislusnou hodnotu. Vice informaci
naleznete v ¢asti “Odstranén{ vybranych replikatti a odlehlych bodl ze studie”
na stran¢ 6-27.

V rozbalovaci nabidce Calibrator Sample (Kalibrator) zvolte vzorek, ktery
chcete pouzivat jako kalibrator.
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8.

10.

11.

12.
13.

Analyza studie

V rozbalovaci nabidce Endogenous Control Detector (Detektor endogenni
kontroly) zvolte detektor, ktery reprezentuje endogenni kontrolu pouZivanou
v ramci vasi studie.

DULEZITE! Detektor pouZivany jako endogenni kontrola musi byt sou¢asti
vSech dokumentt v rdmci studie.

Zvolte moznost Multiplexed nebo Non-Multiplexed (multiplexni / singleplexn{
reakce), abyste definovali typ pouZivané endogenni kontroly.

Poznamka: MozZnosti Multiplexed nebo Non-Multiplexed jsou k dispozici pouze
pokud analyzované dokumenty obsahuji jak multiplexni tak singleplexni reakce.

V rozbalovaci nabidce RQ Min\Max Confidence zvolte hladinu vyznamnosti,
kterou ma program pouZit pro vypocet standardni chyby primérné genové
exprese (pro zobrazeni ptesnosti odhadu populaéniho priméru).

Pokud chcete, zvolte moznost Export Individual ACt (Export jednotlivych
hodnot ACT). Je-li tato moZnost zvolena, program SDS zobrazi hodnoty to
display the ACT pro jednotlivé vzorky z ptislusné skupiny replikatd. Neni-li tato
moZnost zvolena, program zobrazi priumérné hodnoty ACT skupiny replikatt.

Klikngte __* |, &imz potvrdite nastaveni parametrQ analyzy.

Analyzujte vysledky podle postupu na strané 6-30.

Analyza Béhem analyzy program pouZiva riizné matematické algoritmy tak, aby na zakladé
vysledk(l hrubych dat odvodil vztah mezi zménami spektralnich signdld pasivni reference a
reportérovych barev v jednotlivych vzorcich. Na zdklad¢ téchto prepoctl pak vypocita
prahovy cyklus (Ct) pro kazdou reakci (endogenni kontrola a nezndmé vzorky).

Poznamka: Vice informaci o souvisejicich matematickych vypoctech naleznete
v ptiloze D “Principy fungovéni”.

1.

Kliknéte na ikonu 2 nebo zvolte Analysis > Analyze (Analyza > Analyzovat).
Program SDS provede analyzu dat a zobrazi vysledky v zdloZce Results.

Zvolte jednu z moZnosti:

* Nastavujete-li pozadi a prdh manudlné, nastavte je pro kazdy detektor podle
postupu na strané 6-46.

» Pouzivite-li pro nastaveni pozadi a prahu pro detektory v desticce algoritmus
AutoCr, ovéite, Ze nastaveni bylo pro kazdy detektor provedeno spravné —
viz postup na strang 6-46.

Pokud manuéln¢ odstraiujete odlehlé body, postupujte podle pokynti na strané
6-46.
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Zobrazeni vysledku

Zobrazeni Graf genové exprese zobrazuje vysledky pro detektor(y) zvoleny z rozbalovaci
analyzovanych nabidky Detectors. Program SDS vam umozZiuje v grafu genové exprese omezit
dat zobrazeni detektoru a desticky pomoci tabulek Plates (Desticky) a Targets (Cilové
geny) v panelu Plate List (Seznam desticek). Program zobrazi vysledky pouze pro
zvolené cilové geny a desticky.

O grafu genové Program SDS zobrazuje v grafu genové exprese vysledky relativni kvantifikace
exprese (AACT). Graf je v horni ¢asti ndsobného dokumentu. Na obrazku 6-12 jsou
zndzornény duleZzité soucasti grafu.

Ukazatele standardni chyby (viz nize)

Sipka (viz strana 6-33)
Gene Expression Plot
- Samples J

| o

- _ | = —— Legenda
h-‘-l iﬁ.._-l_h 5

Graf —

=l

IRk
Detektory — | s | o |3 |s|s|s|s[E]3[8] 2] 2]
[ | 2

Obrazek 6-12 Soucasti grafu genové exprese

* Osa X — Seznam vSech kvantifikovanych gent. Program pro kazdy cilovy gen
zobraz{ relativni expresi genu v konkrétnim vzorku.

* OsaY - Vysledky vypoctu relativni kvantifikace jsou seskupeny podle cilového
kvantifikovaného genu a vyjadieny v logaritmické Skale. Hladina genové exprese
je vypocitina a zndzornéna relativné vici hladin€ exprese v kalibratoru a kazdy
ptirtstek odpovida 10-tindsobné zmén¢ genové exprese.

O hladiné genové Program SDS zobrazuje vysledky relativni kvantifikace v logaritmické Skale, kde
exprese kazdy piiristek odpovidd 10-tindsobné zmén€ genové exprese. Hladina genové
exprese je vypocitana a zndzornéna relativné vuci hladiné exprese v kalibratoru
(zvoleném v rozbalovaci nabidce Calibrator).

Poznamka: JelikoZ kalibrétor je porovndvén sdm se sebou, je jeho hladina genové
exprese vzdy 1 (1E+00).

V tabulce 6-1 na strané 6-32 jsou uvedeny rizné moznosti vyjadieni hladiny genové
exprese pro skupinu replikatt, které mohou nastat. Stinované fadky tabulky oznacuji
kombinace vysledkd, pro které program neni schopen vypocitat pfesnou troven

genové exprese.

Poznamka: Minimalni ( T) a maximalni ( 1 ) moZznd hladina genové exprese jsou
detailné popsdny na stran¢ 6-33.
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Tabulka 6-1 Hladina genové exprese

5 ACtvzorku Hladina exprese je Priklad (40 cykla amplifikace)
etektor

Kalibrator Neznamy vzorek Kalib. ACt | Nezn. ACt Vysledek
Target <a < Zobrazena 25 32 * RQ se zobrazi
Endo < < 33 35 + USC se zobrazi
Target Maxb < Minimum mozného —b 34 * RQ se zobrazi
Endo < < (zobrazi se 1) 35 30 |+ USC zobrazi T
Target < Max Maximum mozného 33 — + RQ se zobrazi
Endo < < (zobrazi se | ) 33 33 |+ USCzobrazi{
Target Max Max Nestanoveno = = * RQse
Endo Max Max (nezobrazi se) — — nevypocita

» USC se nezobrazi

Target < Max Nestanoveno 30 =
Endo Max Max (nezobrazi se) — —
Target Max < Nestanoveno = 30
Endo Max Max (nezobrazi se) — —
Target Max Max Nestanoveno — —
Endo Max < (nezobrazi se) — 30
Target Max Max Nestanoveno — —
Endo < Max (nezobrazi se) 30 —
Target < < Nestanoveno 30 20
Endo Max Max (nezobrazi se) = =
Target < Max Nestanoveno 35 —
Endo Max < (nezobrazi se) — 33
Target < Max Nestanoveno 30 =
Endo < Max (nezobrazi se) 20 —
Target Max < Nestanoveno — 30
Endo Max < (nezobrazi se) — 20
Target Max Max Nestanoveno = =
Endo < < (nezobrazi se) 20 20
Target Max < Nestanoveno = 35
Endo < Max (nezobrazi se) 33 —
Target < < Nestanoveno 30 33
Endo < Max (nezobrazi se) 35 —
Target < < Nestanoveno 33 30
Endo Max < (nezobrazi se) — 35

Target — cilovy gen, Endo — Endogenni kontrola, RQ — relativni hladina genové exprese, USC — Ukazatel standardni chyby

a < : Oznacuje pfipad, kdy je hodnota Ct niz§i nez maximalni cyklus PCR daného béhu (platna hodnota Cr).
b Max (nebo —): Oznaduje pfipad, kdy amplifikacni kfivky dané skupiny replikatl neprekroci prah (hodnota ‘nestanoveno’).
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

O Sipk&ch smérem  Program zobrazi Sipku smérem doli, aby indikoval, Ze uddvana hladina genové
doltl exprese predstavuje pro dany gen maximum mozného. Sipka dolti se zobrazi pokud:

je niz8i neZ pocet cykli PCR) a

H\[ » Kalibritor m4 platné hodnoty Cr pro cilovy gen i endogenni kontrolu (Ct
/

Sipka dolti  —|

* Hodnota Cr pro cilovy detektor nezndamého vzorku nenf stanovena
(hodnota Ct endogenni kontroly je platnd).

Za shora zminéné situace neobsahuje nezndmy vzorek dostate¢né mnozstvi cilové
cDNA, tak aby mohl byt porovnén s kalibratorem. Proto program udavd maximalné
moZznou hladinu genové exprese pro dany nezndmy vzorek.

O Sipkach smérem Program zobrazi Sipku smérem nahoru, aby indikoval, Ze uddvand hladina genové
nahoru exprese piedstavuje pro dany gen minimum mozného. Sipka nahoru se zobrazi pokud:

(CT je niz8i neZ pocet cykla PCR) a

* Hodnota Cr pro cilovy detektor kalibratoru neni stanovena (hodnota Ct
endogenni kontroly je platnd).

nahoru

Sipka ﬂ * Neznidmy vzorek ma platné hodnoty Ct pro cilovy gen a endogenni kontrolu

Za shora zminé€né situace neobsahuje kalibritor dostate¢né mnoZstvi cilové cDNA,
tak aby mohl byt porovnin s nezndmym vzorkem. Proto program uddv4 minimalné
moZznou hladinu genové exprese pro dany nezndmy vzorek.

O ukazatelich Pokud byla hladina genové exprese vypoéitdna pro skupinu dvou nebo vice replikata,
standardni chyby program zobrazuje pro kazdy sloupec v grafu ukazatele standardni chyby. Tim je

vyjadfena vypocitand maximdlni (RQMax) a minimdlni (RQMin) hladina exprese,
vyjadiujici standardni chybu primérné hladiny genové exprese (hodnota RQ).
Spole¢né tyto dva limity definuji rozsah hladiny genové exprese, v némz se skute¢na
hladina genové exprese pravdépodobné nachazi. Pro vypocet program pouZziva
nastaveni parametru RQMin/RQMax confidence (Hladina vyznamnosti)
v dialogovém okné€ Analysis Settings (Parametry analyzy).

Poznamka: JelikoZ standardni odchylku lze vypocitat pouze pti pouziti dvou a vice
replikatl, program SDS nezobrazuje ukazatele standardni chyby, hodnoty RQMin a
RQMax nebo standardni odchylku je-li cilovy gen nebo endogenn{ kontrola
kvantifikovana v jediném vzorku.

Poznamka: Ukazatele standardni chyby jsou vyjadfenim pravdépodobnosti, Ze
ndhodné zvoleny vzorek splituje kritéria definovand na zdkladé standardni populace,
stupnii volnosti a hladiny vyznamnosti RQ Min/Max. Program nezobrazuje
ukazatele standardni chyby pro kalibrator, ponévadZ ten je porovnavan sam se
sebou.

Vzorky Program nestanovi hodnotu Cr pokud amplifika¢ni kfivky replikatt v pribéhu béhu
s nestanovenou nepiekroci nastaveny préh pro dany detektor.

hodnotou CI a * Neni-li zapnuta funkce odstranéni odlehlych bodd, program ignoruje vSechny
odstranéni jamky s nestanovenou hodnotou Crta udava pramér Ct zbyvajicich jamek.

odlehlych bodd .

Je-li zapnuta funkce odstranéni odlehlych bodii a soucasné vétSina jamek v radmci
skupiny replikati nema stanovenu hodnotu Cr, program nestanovi primérnou
hodnotu Ct. M4-li polovina nebo vice jamek stanovenu hodnotu Crt, program
ignoruje vSechny jamky s nestanovenou hodnotou Cr, ze zbylych jamek odstrani
odlehlé body a znazorni primérnou hodnotu Ct zbylych jamek.
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Zobrazeni vysledk(

Zobrazeni Program zobrazuje vysledky vypoétu relativni kvantifikace v tabulce v dokumentu
tabulky vysledkl‘] desti¢ky. Na obrazku 6-13 je ptiklad takové tabulky vysledki, obsahujici tidaje
ziskané za pouziti TagMan Human Cytokine Plate I.

NETET
M B3 ew Tod behuwd S facow tee
I N T A EC EED =
1 L E B BB 10 11 12 13 14 15 18 17 1@ 19 N N N N M
A EEE EEEEEEEEEEEEEEEEEENEN -
eSS SN EEEE R EEEEEEEEEEEN H
ct i I EE EEEEEEEEEEEEEEEEEEDN -
@ EEE EEEE EEEEEEEEEEEEEN
tlE EE E EEEEEEEEEEEEEEEEDN
FEEEE EEEEEEEEEEEEEEEN -
o o
1 EClnl ATTIN A AT BT é
1 ATTIM A AT BT b
05 [Tawce g GRETIE | BRSEA AMEAD A FAIEA AT |
06 g rget L2675 BrSE A A pAaEa pame |
7 o L | ZE pom poweip [ paned o | T |
Postion | Sample |Detector| Task ct | act |avaact| actso| sact | re [ Rawin [Ramax| stetus | Rejected |
Demol:C3 [Sample 1 |K [Target  [31.008471 | 5177271 [5.9589E-1 it 11 479E-1 B.7E172 | [
Demol:Cé4 [Sample 1 |K [Target  |Undetermined | 5177271 [5.959E-1 i 1t 479E-1 [.76172 |Baseline failed [Rejected |

Obrazek 6-13 Tabulka vysledkd relativni kvantifikace

Sloupce v tabulce::

* Position (Pozice) — Oznaceni desticky a jamky v desticce

* Sample (Vzorek) — Ndzev vzorku v dané jamce

¢ Detector (Detektor) — Nazev detektoru pouZzitého v dané jamce

« Task (Uloha detektoru) — Uloha detektoru pouZitého v dané jamce.

¢ Cr- Primérny vypocitany prahovy cyklus skupiny replikatii, do niZ dany
vzorek patii.

Poznamka: V tomto sloupci se zobrazi ‘Undetermined’ (Nestanoveno), pokud
v dané jamce nedojde k zaznamenatelnému nardstu fluorescenéniho signalu
béhem PCR (fluorescenéni signal v dané jamce nikdy nepiekro¢i préh pro
dany detektor).

* ACrt- Normalizovany prahovy cyklus daného vzorku

¢ AvgACt- Primérna vypocitana hodnota prahového cyklu pro skupinu
replikatti, do niZ dany vzorek patif

¢ ACTSD - Standardni odchylka od primérné hodnoty ACT skupiny replikati, do
niZ dany vzorek patii

* AACT - Vypocitana hodnota AACT pro skupinu replikétii, do niZ dany vzorek
patii.

* RQ - Vypocitana relativni hladina genové exprese pro skupinu replikatl, do niz
dany vzorek pati{

* RQ min — Minimdlni moZn4 hladina genové exprese danych vzorkd

* RQ max — Maximalni mozna hladina genové exprese danych vzorkt

» Status (Stav) — Probihé-li vyhodnoceni vzorku automaticky a algoritmus
vyfadi vzorek z dalsi analyzy, zobrazi se zde diivod vytazeni.

* Rejected (Vytazen) — Probiha-li vyhodnoceni vzorku automaticky, zobrazi se
zde, zda byl vzorek vytazen z analyzy.
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Po skonceni analyzy

Po skonceni analyzy

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro uklddani vysledkd analyzy do
préva databaze prava uZivatele tiidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce).

Volba dalSich  Uprava zobrazeni VysIEdKL...............ovevevreeeeeeereeeeeseeeeeeeeeeeeses e seseeean 6-51
KIOKU  THSK ZPIAVY vvoreeeeeeeeeeeee e eeseee e e es e 6-51

Export dokumentu destiCKY ........cccceriiriiiiiiiniiiiieienterteee e 6-51

UloZeni VYSIEAKT ....cceevuieieiieiee e (viz niZe)

UlozZeni studie Po ukonceni analyzy je moZzné jeji vysledky uloZit v programu SDS ve formatu
Multiplate Document File (*.sdm).

Chcete-li ulozit analyzu ve formatu Multiplate Document File (*.sdm):
1. V programu SDS zvolte File > Save As (Soubor > Ulozit jako).

2. V poli Look in (Vyhledat) dialogového okna Save As (UlozZit jako) vyhledejte a
zvolte adresaf, do né&jz chcete vysledky ulozit.

3. V poli File name (Nézev souboru) zadejte ndzev souboru.
4. Klikngte _ == _| (Ulozit). Program uloZi dokument desti¢ky do zvoleného
adreséte.
Ulozeni studie do databaze SDS Enterprise

Databaze SDS Enterprise neumoZiuje uklddani{ studif relativni kvantifikace
(ABI Prism Multiplate Document File).
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Céast 6.3 Analyza disociaéni kfivky

Cast 6.3 Analyza disociaéni kfivky

V této Casti PIERIEA ...ttt 6-38
DI{VE NEZ ZACNELE .....eoueiiniieiiiiieeieeeett ettt ettt sttt esbee st 6-39
SZNAM KIOKIL ..couviiieiiiiieiietiieetesee ettt ettt st 6-40
Otevieni vysledkl DENU ........cooiiiiieieeeee e 6-41
ANAlYZa VYSIEAKT.....eieiiiiieiieieeeeeee e st 6-41
Odectens hodNOtY Tm ...cooveerierieiieieeee ettt 6-42
PO Skon€ent analyzy........c.ceeeriiiiiiiiiiiiniie ettt 6-44
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

Prehled

O analyzy Na pfistroji ABI PrisM 7900HT je moZné provadét analyzu disociaéni kiivky
disociacni kfivky nukleovych kyselin pomoci barviva SYBRe Green 1, které se vaZe na
dvoufetézcovou DNA. Cilem analyzy disociacni kifivky je piesné stanoveni teploty
tani (melting temperature - Tm) cilové nukleové kyseliny v nezndmém vzorku.
Typickym piikladem pouZiti disociacni kiivky je detekce pfitomnosti nespecifickych
produktt a stanoveni optimalni koncentrace primeru.

Barvivo Analyza disociacni kiivky na pfistroji 7900HT je proveditelnd pomoci fluorogenniho
SYBR Green 1 barviva SYBR Green 1, které se vadze na dvoufetézcovou DNA (viz strana D-3).

BéZné se provadi po skonéeni PCR reakce, v niZ bylo toto barvivo pouZzito, s cilem
detekovat piitomnost nespecifickych produktt. Po skonceni PCR se provede
dodate¢ny krok — pomalé postupné zvySovani teploty. Vazebné vlastnosti barviva
SYBR Green 1 umozZiiuji monitorovat hybridizaci nukleovych kyselin ve vzorku.
Ptistroj béhem tohoto kroku zaznamendva pokles fluorescence barviva SYBR Green,
ktery je disledkem disociace dsDNA.

Matematické Po skongeni b&hu provadi program SDS pomoci riiznych algoritmi zpracovani
zpracovani naméfeného fluorescencniho signdlu barviva SYBR Green 1. Vystupem tohoto
vysledk( zpracovani je graf zdvislosti zmény fluorescen¢niho signalu na teplotg.

Multikomponentni algoritmus a normalizace

Prvnim z téchto matematickych algoritmu je pfepocet hrubych dat, vyjadienych jako
zavislost intenzity fluorescencniho signalu na vlnové délce, na signél jednotlivych
cistych barev, ktery se provadi pomoci tidaji ziskanych béhem kalibrace barev
(pouZziji se extrahovand spektra Cistych barev). Jakmile program zjisti jednotlivé barvy,
vypocita jejich ptispévek do celkového naméfeného signalu (hruba data) pomoci
multikomponentniho algoritmu (vice informaci o multikomponentnim algoritmu
naleznete na stran€ D-5). Nasledn& program provede normalizaci signalu pomoci
signalu pasivni reference podle postupu niZe.

Rsyer)
Rn =

R(Passive Reference)

Derivace

Program SDS poté vypocita prvni derivaci normalizovaného signalu (Rn), a to pro
kazdé ptistrojem 7900HT zaznamenané méteni béhem kroku zvySovani teploty.
Vysledkem (Rn”) je rychlost zmény fluorescence v zdvislosti na teploté (viz niZe).

dRn
Rn’ =
dT

Jako posledni krok program vynese do grafu zavislost negativni hodnoty
derivovanych dat -Rn" na teploté (7), ¢imz zobrazi zménu fluorescence pii kazdé
zmeéné teploty. Tm cilové nukleové kyseliny 1ze pak odvodit z grafu — jednd se o
teplotu, pfi niZ dochazi k maximalni rychlosti poklesu fluorescen¢niho signalu
(zobrazi se jako pik) pro danou amplifikacni kiivku.
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Drive neZ zacnete

Pfiklad  Na obrédzku 6-14 je vyobrazena disocia¢ni kfivka detekujici nespecificky produkt
amplifikace ve vzorku cDNA. Jsou zde vyobrazeny dva piky, coZ je typicky signél
tvory dimerQ primerd. Amplifikace specifického produktu vede ke vzniku piku s Tm
80.5 °C, pik vznikly v disledku tvorby dimerd primertt ma niz§{ Tm 74.9 °C.

-6.0- £y
Dimer
-5.0-] . | primerd|.

Hlavni produkt
Tm =80.5 °C

-4.0-
= -3.0-
-2.0-

-1.0-

0.0 -
60

85 90 95

Teplota (°C)

Obrazek 6-14 Priklad vysledku analyzy disociacni kFivky

Dfive nez zacnete

Pouzivani BIlizsi informace o krocich popsanych v této ¢asti naleznete v ndpoveédé programu
népovédy SDS. Chcete-li otevfit ndpovedu, kliknéte na ikonu 21, ktera je soucasti kazdého
(dialogového) okna, v némz pracujete.

Priklady v této Casti Vyobrazeni a ndhledy, které jsou souddsti této kapitoly, byly vytvofeny za pouZiti
béhu ovéiujiciho specificky priabéh amplifikace fragmentu genu kédujiciho B-aktin
v nezndmych vzorcich. Kazda z jamek desticky obsahovala barvivo SYBR Green 1,
primery a genomickou DNA jako templat.
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Seznam kroku

Postupné kroky

1. Analyza vysledkl béhu (viz strana 6-41).

2. Zobrazeni vysledku analyzy disociacni kfivky (viz strana 6-42).

¥

3. Stanoveni teploty tani (Tm) pro jednotlivé piky (viz strana 6-44).

4. Volba dalSich kroki (viz strana 6-44):

Opakovang analyza vysledka.

Uprava zobrazeni vysledku (tabulka vysledki, vyobrazeni destigky,
grafy).

Tisk ¢asti dokumentu desticky.

Export vysledkl (tabulka nebo grafy).
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Otevrieni vysledkia béhu

Otevreni vysledku béhu

PFistupova Pro otevieni vysledki béhu z databaze SDS Enterprise neexistuji Zddnd omezeni
prava z hlediska piistupovych prav.

Otevieni Otevieni dokumentu desticky

neanalyzovaného
dokumentu desticky

1.
2.

3.

Kliknéte na ikonu = nebo zvolte File > Open (Soubor > Oteviit).

V poli Look in (Vyhledat) vyhledejte a zvolte piislusSny dokument desticky.
Kliknéte _2=_| (Otevit).

Program SDS zobrazi soubor s dokumentem desticky.

Nastavte parametry analyzy (Analysis Settings) pro kazdy detektor podle
postupu niZe.

Otevieni neanalyzovaného dokumentu desticky z databdze SDS Enterprise

5.

10.

Kliknéte £ nebo zvolte File > Open Document from Database (Soubor >
Otevrit dokument z databaze).

V dialogovém okné Plate Query (Volba desticky) upravte parametry
vyhledavani desticky (Find Plates Matching These Criteria) dle potieby.

Klikn&te == _| (Vyhledat).

V seznamu Search Results (Vysledky vyhleddvani) zvolte dokument, s nimz
chcete pracovat.

Klikndte | (Oteviit).
Kliknéte 2| (Hotovo).

Analyza vysledku

PFistupova Pro analyzu vysledkt disociaéni kiivky uloZenych v databézi SDS Enterprise
prava neexistuji Zddnd omezeni z hlediska pfistupovych prav.

Analyza vysledk(  Analyzu vysledku Ize provést ihned po skonceni beéhu. Vysvétleni postupu analyzy
naleznete v ¢asti “Matematické zpracovani hrubych dat” na strané 6-7.

1.

Vyberte vSechny jamky desticky.
Program ohrani¢{ vybrané jamky ¢ernou carou.

Kliknéte na ikonu 2 nebo zvolte Analysis > Analyze (Analyza > Analyzovat).

Program SDS provede analyzu dat a zobrazi vysledky v zéloZce Dissociation
Curve (Disociacni kiivka).

Stanovte Tm pro disociacni kfivky zobrazené v grafu podle postupu na strané
6-44.
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Stanoveni hodnot Tm

Zobrazeni Program SDS zobrazuje vysledky analyzy disociaéni kiivky v zaloZce Dissociation
vysledkd analyzy Curve dokumentu destiky. Zobrazi se graf zdvislosti negativni hodnoty
disociaéni kfivky derivovanych dat -Rn” na teploté (7), tedy zména fluorescence pfi kazdé zméné
teploty.

Poznamka: V grafu se zobrazuji pouze ddaje z vybranych jamek desticky. Pokud
nevidite Zddné kiivky, zvolte pfislu§né jamky ve vyobrazeni desticky.

Na obrazku 6-15 jsou zndzornény soucasti tohoto grafu.

Dissociation Curve | ZélOZKa .DiSS.OCjatliOU.
Dissoiation Plot 2 Curve (Disocia¢ni kfivka)

Setup | Instrument | Results

-5.000 E-1

Graf

-4.000 E-1

-3.000 E1

Derivative

-2.000 E1

Disociacni krivky

-1.000 E1

-0.000

Hodnota Tma posuvnik

Detector. [5v8R =] Pt [Dervafive =] Step. [Btage 6, sten 1 ] Nabidka Step (Krok)
: Nabidka Plot (Graf)
Nabidka Detector
(Detektor)

Temperature

Obrazek 6-15 Soucésti grafu disociacni krivky

* Graf — Zobrazuje data ze zvolenych jamek ve vyobrazeni desticky.

Poznamka: Zplsob zobrazeni grafu Ize zménit. Vice informaci o moZnostech
zmény zobrazeni ziskéte v napovédé programu SDS po kliknuti na ikonu 2],

¢ Nabidka Step (Krok) — Zvolte, z kterého kroku zvySovani teploty se maji data
zobrazit.

Je-li soucasti dokumentu desti¢ky vice nez jeden krok zvySovani teploty, je
mozné v nabidce Step (Krok) zvolit, z kterého z téchto krokd budou data
zobrazena.

UZivatelska prirucka pro Real-Time PCR systém ABI PRISM 7900HT 6-42



Stanoveni hodnot Tm

* Hodnota Tma posuvnik — Program SDS zobrazuje hodnotu Tm pod zelenym
posuvnikem (viz niZe).

]

365 20.0 Tm

Parametr Tm 1ze definovat dvéma zptisoby:

— Z chemického hlediska se jedna o teplotu, pfi niZ je 50% DNA
v dvouietézcové formée.

— Z matematického hlediska se jednd o maximalni hodnotu prvni derivace
kiivky pro dany pik.

* Nabidka Plot (Graf) — Zvolte, v jaké forme maji byt data zobrazena.

K dispozici jsou dv€ moZnosti:

— Raw (Hrub4 data) — Pti zvoleni této moZnosti se zobrazi normalizovany
fluorescenéni signdl reportérové barvy (Rn) v zdvislosti na teploté (graf vlevo
na obrazku 6-16).

— Derivative (Derivace) — Pfi zvoleni této moZnosti se zobrazi derivace signalu
(Rn") v zavislosti na teploté (graf vpravo na obrdzku 6-16). Jednd se o graf
zavislosti negativni rychlosti zmény fluorescence.

Na obrazku 6-16 jsou vyobrazeny oba grafy.

Setup | Instrument | Results Dissociation Curve' 8etup | Instrument | Results Dissotiation Curve |
Dissociation Plot | Dissociation Plot 2l

ol
5000 E1
-

6000

4000 E1

5000

3000 E1
000

w
Derivative

3000 2000 B1

2000
1000 £1

1000
0.000

0.000

o w00

Temperature Temperature

Detector: [SYBR =]  Plot Step: [Stage 6, step 1 ] Detestor: [SYER =]  Plok MGG ~| Ster: [Slage b, step 1 =
Hrubé data Derivace

Obrazek 6-16 Grafy v zalozce Disociacni kfivka

* Nabidka Detector (Detektor) — UmoZiiuje zvolit detektor, pro n¢jZ budou
vysledky zobrazeny.
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Stanoveni 1. Umistéte kurzor nad zelenou linku Tm vedouci ve sméru osy Y.

hodnot Tm

2. Kliknéte a tdhnéte za tuto linku tak, abyste ji umistili do maxima zvoleného
piku.

Program SDS zobrazi hodnotu Tm pro kiivku pod linkou Tm.

Setup] Instrumem] Results Dissociation Gurve }
Dissociation Plot il

-5.000 E-1

-4.000 E-1

-3.000 E-1

Derivative

-2.000 E-1

-1.000 E-1

-0.000

—Hodnota Tma posuvnik

Temperature

Detector. |SYBR = Flot: [:lEri‘-;'alix-'Eﬂ Step: |Stage 6, step1 =

Poznamka: Vrchol piku pfedstavuje maximalni rychlost zmény normalizované
fluorescence.

Po skonceni analyzy

PFistupova Pouzivite-li databdzi SDS Enterprise, musite mit pro uklddani vysledkd analyzy do
prava databdze prava uZivatele tiidy Scientist (V€dec) nebo Administrator (Spravce).

Volba dalsich f]prava Z0brazeni VYSIEAKTL ......ceeriiiiieieiieee e 6-51
KIOKU  TiSK ZPIAVY ...voveveceeeeiceeee et 6-51

Export dokumentu destiCKY ........ceeerieiriiiiniiiiieiiieeieeeec ettt 6-51

UL0ZENT VYSIEAKTL. .. .eeuiieeiieieeieeeeriee sttt ettt e e e saaesane e 6-52
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Cést 6.4 Poznamky k analyze

Cast 6.4 Poznamky k analyze

V této Casti Nastaveni pozadi @ PralU..........cooovueueueieiriiieieieeeeeee et 6-46
Odstranéni odlehlych DO ........eeveivirieiiieee e 6-49
PO SKonCeni analyzy.........c.cooeoiieiiiiiiiiiieee e 6-51

6-45
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Nastaveni pozadi a prahu

Nastaveni pozadi Rozhodnete-li se pro ur¢ity detektor nastavit pozadi a prah ru¢né, postupujte
a prahu nésledujicim zpiisobem:

1. Zvolte zdloZku Results (Vysledky).
2. Provédite-li nastaveni pozadi a prahu:

Pro experiment absolutni kvantifikace
Zvolte vSechny jamky kliknutim do levého rohu ve vyobrazeni desticky.

Zde kliknéte

Illlllllllglj

Pro experiment relativni kvantifikace (v ndsobném dokumentu)

a. Zvolte desti¢ku a zvolte vSechny jamky v desti¢ce kliknutim do levého rohu
ve vyobrazeni desticky.

b. Opakujte krok a, dokud nevyberete jamky vSech desti¢ek v rdmci studie.

iz

Kliknutim zde zvolite vSechny
jamky

Oh-Calibrator

HFFMF:FZF??Z%;_‘: 3

i rowe = ]| 24h
| zh .y
,F : Zde zvolte desticku
= =%
| - W G

3. 'V rozbalovaci nabidce Detector (Detektor) v amplifikaénim grafu zvolte
detektor, pro ktery chcete nastavit pozadi a préh.

Data vybranych jamek budou zobrazena v amplifikacnim grafu.

4. V rozbalovaci nabidce Plot (Graf) zvolte ARn vs. Cycle (Graf zavislosti ARnna
cyklu).

5. Dvakrat kliknéte na amplifikacni graf nebo jednou na ikonu =
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Nastaveni pozadi a prahu

6. V dialogovém okné& Display Settings (Nastaveni zobrazeni):

a. V poli Select Pane/View (Volba zobrazeni) zvolte Amplification Plot
(Amplifikacnf graf).

b. V ¢asti Y Axis (Osa Y) zvolte Linear (Linearni).

c. Klikndte __%_|.

7. Nastavte pozadi (baseline) tak, aby se amplifikacni kiivky za¢inaly zvedat
pozdéji, nez je Cislo cyklu v poli Stop.

Pokud ovéfujete nastaveni pozadi pro predesle automaticky analyzovany
detektor, ovéite, Ze je nastaveno spravné, a pokracujte krokem 8. Neni-li pozadi
nastaveno spravné, oteviete okno Analysis Settings (Parametry analyzy), zadejte
volbu manudlni analyzy pro dany detektor a potvrd’te —_¢__|. Poté co budou data
zobrazena, nastavte pozadi a prah ru¢né.

Vypada-li graf amplifikace takto... Pak...

S Amplifikaéni kfivka zagina pozdéji, nez
je pfednastavena horni hranice pro
vypocet pozadi (cyklus 15).

Pozadi je nastaveno spravné.

1.000 B4

EEST Y == — eSS e

00T 4 6 8 ow oz ow o om 24 om WL MW oE N

2.000 B

Vysoky rozsah nastaveni pozadi.
Upravte horni hranici pro vypocet
pozadi tazenim znacky \ doleva (nizsi
cyklus).

[N .
P =2 o [ [1[]]]
0 2z 4 £ & 10 12 14 18 Te 1w 2 ¢ A m @ 3 4 ; % 4
Nizky rozsah nastaveni pozadi.
Upravte horni hranici pro vypocet pozadi
tazenim znacky A doprava (vy$si
o cyklus).

2% doh

AN EEEEEEEEEEE]

8. Dvakrat kliknéte na amplifikacni graf nebo jednou na ikonu =
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

9. V dialogovém okné Display Settings (Nastaveni zobrazeni):

a. V poli Select Pane/View (Volba zobrazeni) zvolte Amplification Plot
(Amplifikacnf graf).

b. V ¢asti Y Axis (Osa Y) zvolte Log (Logaritmické).
c. Kliknéte %,

10. Nastavte prah tak, aby byl:

* Vys8i nez pozadi (background)

* NiZ nez je faze plat6 a linedrni faze amplifikacni kiivky

* V exponencidlni fazi amplifikacni kiivky
Pokud ovétujete nastaveni prahu pro pfedesle automaticky analyzovany
detektor, ovéite, Ze je nastaven spravné, a pokracujte krokem 11. Neni-li prdh
nastaven spravn¢, oteviete okno Analysis Settings (Parametry analyzy), zadejte

volbu manudlni analyzy pro dany detektor a potvrd’te __%_| Poté co budou
data zobrazena, nastavte pozadi a prdh ru¢né.

2.000 E+1

e Faze plat6 (Plateau)
Linearni faze

Exponenciélni faze

——Nastaveny prah
(kliknéte a tahnéte)

2.166 E1

Rn

Pozadi (Background)

o 294 & 8 W 12 1418 18 2W 2T 24 26 2@ 30 3 34 36 38 4

‘ 4 .
Cyklus Pozadi (Baseline)

11. Opakujte kroky 3 aZz 10, dokud nenastavite pozadi a prah pro vSechny zbyvajici
detektory.

12. Odstratujete-li odlehlé body
* Automaticky — Zobrazte vysledky.

* Manudlné — Zobrazte a odstraiite odlehlé body podle postupu na strané
6-49.
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Odstranéni odlehlych bodli

Odstranéni odlehlych bodu

Prehled

Zobrazeni
odlehlych bod

Pti kazdé PCR miZe dojit k tomu, Ze v disledku experimentalni chyby dochazi

v nékterych jamkach k nedostate¢né nebo viibec zadné amplifikaci. Vysledkem jsou

hodnoty CT, které se vyrazné li${ od priméru ostatnich jamek v rdmci skupiny
replikatd. Budou-li tyto vysledky zahrnuty do vypocti, mohou vést k chybnym

zaverim, nebot’ zmeéni pramérné hodnoty pro skupinu replikatt.

Abyste ziskali pfesné vypocty vysledku relativni kvantifikace, musite zjistit, zda se
v nékteré ze skupin replikati nenachdzi odlehlé body. K tomu pouZijete graf Cr vs.
Well Position (Hodnoty Ct v zdvislosti na poloze jamky).

1.
2.

Zvolte zdlozku Results (Vysledky).

Analyzujete-li vysledky v rdmci studie relativni kvantifikace, zvolte desti¢ku a
odznacte vSechny jamky v zobrazeni desticky. Opakujte tento postup pro
vSechny desticky v rdmci studie. Po ukonc¢eni tohoto kroku bude amplifika¢ni
graf prazdny.

Odstranujete-li odlehlé body v ramci experimentu:

Absolutni kvantifikace
Zvolte v§echny jamky kliknutim do levého rohu ve vyobrazeni desticky.

Relativni kvantifikace (v ndsobném dokumentu)

Zvolte desticku a zvolte vSechny jamky v desti¢ce kliknutim do levého rohu
ve vyobrazeni desticky.

V rozbalovaci nabidce Plot (Graf) zvolte Cr vs. Well Position (Graf zavislosti
hodnoty Crna poloze jamky).

V grafu ovétte uniformitu kazdé skupiny replikdtti porovnanim hodnot Ct
vSech vzorkt patticich do dané skupiny.

Odlehlé body? Pak...

Ano Poznamenejte si Cisla jamek, které odpovidaji odlehlym
bodim, a pokracujte dal§im krokem.

Ne Pokracuijte dal§im krokem.

V rozbalovaci nabidce Detector (Detektor) zvolte dalsi detektor a opakujte
kroky 3 aZ 5. Opakujte pro vSechny detektory.

Analyzujete-li pfitomnost odlehlych bodii v rdmci studie relativni kvantifikace,
opakujte kroky 3 az 6 pro vSechny desti¢ky v ramci studie.

Jsou na desticce odlehlé body?

Ano — Odstrarite je z analyzy postupem uvedenym v ¢asti “Odstranéni jamek
z analyzy” na strané 6-50.

Ne — Proved'te jeden z nasledujicich krokd:

* Analyzujete-li vysledky absolutni kvantifikace, zobrazte vysledky béhu
v grafu standardni kfivky a v tabulce Results (Vysledky).

* Analyzujete-li vysledky relativni kvantifikace, zobrazte vysledky b&hu
v grafu genové exprese a v tabulce Results (Vysledky).
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Kapitola 6 Analyza vysledki Real-Time PCR

Odstranéni jamek Program SDS umoZiiuje odstranit zvolené jamky z analyzy. Pokud jste identifikovali
z analyzy odlehlé body nebo vysledky, které nechcete zahrnout do analyzy, miZete jim
odpovidajici jamky z analyzy odstranit postupem uvedenym niZe.

DULEZITE! Odstranite-li jamku pied provedenim b&hu, program SDS nebude méfit
v dané jamce fluorescenci. Je-li jamka odstranéna aZ po provedeni béhu, program ji
vyfadi z analyzy, ale namétend data ziistanou zachovéana.

1. Chcete-li odstranit jamku v ramci studie relativni kvantifikace, zvolte nejprve
piisluSnou desticku.

2. Za soucasného stisku kldvesy Ctrl zvolte ve vyobrazeni desticky jamku(y),
kterou chcete odstranit.

3. Chcete-li odstrafiovat jamky v rdmci studie relativni kvantifikace, opakujte
kroky 1 a 2 pro vSechny desticky studie.

>

Zvolte zélozku Setup (Zadani).

W

V okn¢ Well inspector (ProhliZze¢ jamek), kliknéte do pole Omit Well(s)
(Odstranit jamku/y), ¢imZ vybrané jamky odstranite z analyzy.

Zvolené jamky e

(odstranéné) _ =2 W;'ﬁ ol OV TITTT T

Passive Reference

& omit welis) — Pole Omit Well(s) (Odstranit jamku/y)

]
B

Poznamka: Chcete-li odstranénou jamku opé&t pouZit, oznacte ji a kliknéte do
pole Omit Well(s) (Odstranit jamku/y).

6. Kliknéte na ikonu 2 nebo zvolte Analysis > Analyze (Analyza > Analyzovat).

7. Opakujte postup v ¢asti “Odstranéni odlehlych bodli” na strané 6-49, abyste
ovefili, Ze vSechny odlehlé body byly odstranény.
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Po skonc¢eni analyzy

Po skonceni analyzy

PFistupova
prava

Volba dalSich
kroku

Uprava
zobrazeni
vysledku

Tisk zpravy

Export
dokumentu
destiCky

Pouzivate-li databdzi SDS Enterprise, mohou vSichni uZivatelé provadét nize uvedené
kroky vyjma uklddani vysledki. Pro uklddan{ vysledku analyzy do databiaze musite
mit prava uZivatele tfidy Scientist (Védec) nebo Administrator (Spravce)

Uprava zobrazeni VYSIEAKTL...........o..oveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e (viz nize)
TISK ZPTAVY ettt st st s (viz nizZe)
Export dokumentu destiCKY ........coceeviriiiiieniiiiiiieeieeeeee st (viz nizZe)
U10ZeNT VYSIEAKT ..ottt st 6-52

Pred vytiSténim nebo exportem vysledkd mlzZete upravit jejich zobrazeni (tabulku
vysledkd, zobrazeni desti¢ky a vétSinu grafit).

1. Kliknéte na ikonu &l nebo zvolte View > Display Settings (Zobrazit >
Nastaveni zobrazeni).

2. V dialogovém okné& Display Settings (Nastaveni zobrazeni) kliknéte na
ikonu 2 , &im7 ziskéte vice informaci o moZnostech zmény zobrazeni.

Program SDS umoziiuje tisk zpravy o vysledcich analyzy. Tato zprava muze
sestavat z riznych ¢asti dokumentu desticky.
1. Kliknéte na ikonu 2l nebo zvolte File > Print Report (Soubor > Tisk zpravy).

2. 'V dialogovém okné Print Report (Tisk zpravy) klikn&te na ikonu 2/,
¢imz ziskate vice informaci o nastaveni a tisku zpravy.

Export dokumentu destic¢ky ve formé& souboru *.txt

Program SDS umoziiuje exportovat hrubd nebo analyzovana data ve formé textového
souboru (tabeldtorem oddé€lend data - *.txt). Exportovat 1ze vysledky vSech nebo
zvolenych jamek. Exportovany soubor je kompatibilni s vétSinou tabulkovych editorti.

Chcete-li exportovat dokument desti¢ky, zvolte jednu z nasledujicich moZnosti:

* Pokracujte ¢asti “Export dokumentu desticky” na strané A-16.
+ Kliknéte na ikonu 2] v zobrazeni tabulky.

Export grafu jako obrazkua

Program SDS umoZiiuje export vétSiny grafii z dokumentu desticky ve forme
grafickych souborti formatu JPEG (Joint Photographic Experts Group). Formét
JPEG je kompatibilni s vétSinou textovych a tabulkovych editorti a 1ze jej pouzit
piimo téZ v dokumentech typu HTML.

Chcete-li exportovat graf ve formatu JPEG, ziskdte vice informaci v ¢asti “Export

099

obrazk®” na strané A-16 nebo kliknutim na ikonu 2] v piisluiném grafu.
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Kapitola 6 Analyza vysledkt Real-Time PCR

UloZeni vysledkd Program SDS uklddd vysledky analyzy riznymi zpisoby v zévislosti na tom,
zda je analyza ukldddna do databaze SDS Enterprise (viz niZe) nebo do
dokumentu desti¢ky (viz strana 6-53).

UloZeni vysledk( do databdze SDS Enterprise

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise, Ize vysledky analyzy uloZit jako tzv. seance
(session).

DULEZITE! P#i uklddani do databaze dodrZujte nasledujici pokyny:

* Pokud jste jakkoliv upravili informace v dokumentu desticky (vypusténi jamek,

zména zpusobu zobrazeni), musite uloZit dokument desti¢ky do databaze, chcete-
li tyto zmény zachovat (zvolte File > Save Plate Document to Database —
Soubor > UloZit dokument do databaze).

Databaze SDS Enterprise umoziiuje dvéma nebo vice uzivatelim otevirat a

upravovat data najednou. Pokud jiny uZivatel oteviel, upravil a uloZil taZ data,

kterd jste pravé analyzovali, program tyto upravy po uloZeni v databdzi ptepiSe.

Vysledky analyzy uloZené v databazi jsou pfimo propojeny s dokumentem desticky,

na jehoz zaklad¢ byly vytvoreny. Pokud poté, co jste vysledky analyzy uloZili do

databdze, upravite propojeny dokument desticky (vypustite jamky, pozménite ndzvy
vzorki atp.), vysledky vasi analyzy nemusi byt s timto dokumentem vice propojeny.

Nasledné miize dojit ke zméné vysledkl vasi analyzy, pokud tuto analyzu

zopakujete, ponévadz jste zménili obsah propojeného dokumentu desticky, v némz

jsou uloZena hrubd data.

Spole€nost Applied Biosystems doporucuje dodrZovat pfi praci s vysledky

analyzy nésledujici doporucent:

— Ukladejte dokument desticky jako novy dokument kdykoliv v jeho zad4n{
provedete n¢jaké zmeény (vypusténi jamek, pozménéni nazvl vzorkd, dprava
detektortt nebo markera atp.)

— Pro kazdy uloZeny dokument uklddejte pouze jedny vysledky analyzy

— Vezméte na védomi, Ze pouze vysledky analyzy uloZené po provedeni

poslednich zmén v dokumentu desticky odpovidaji obsahu tohoto
dokumentu.

Chcete-li ulozit vysledky do databaze:

1.

Zvolte File > Save Results to Database (Soubor > Ulozit vysledky do
databdze).

V poli Description (Popis) dialogového okna Save Results to Database (Ulozit
vysledky do databaze) zadejte popis dokumentu desticky (max. 255 znak).

Poznamka: Program vam automaticky nabizi moznost ulozit vysledky
analyzy pod nazvem propojeného dokumentu desticky.

3. (Volitelné) V poli Add to Study (Pridat ke studii) kliknéte na ikonu e Ja

zvolte studii nebo vytvoite novou studii pomoci ikony e | (Novd) a
provedenim nasledujicich kroki:

a. V poli Name (N4zev) dialogového okna Create New Study (Vytvofit novou
studii) zadejte nazev studie (max. 128 znak).
b. V poli Description (Popis) zadejte strué¢ny popis studie (max. 255 znakil).

c. Kliknste __%*_|.
d. Kliknéte __ |,
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Po skonc¢eni analyzy

4. V dialogovém okné Save Results to Database (Ulozit vysledky do databéze)
Klikngte _ % |

5. Potvrd'te jesté jednou kliknutim o,

UloZeni dokumentu typu *.sds

Ackoliv program uklddd zmény provedené v zobrazeni dokumentu desti¢ky a
nastaveni parametrti analyzy, neuklada vysledky analyzy.

1. Zvolte File > Save As (Soubor > UloZit jako).

2. V poli Look in (Vyhledat) dialogového okna Save As (Ulozit jako) vyhledejte a
zvolte adresaf, do n€hoz chcete uloZit novy soubor.
3. V poli File name (Nazev souboru):
» Zadejte ndzev souboru dokumentu desti¢ky, nebo
» Zadejte nebo naskenujte ¢arovy kdd desticky.
Poznamka: Program SDS nepozaduje, aby ndzev souboru odpovidal ¢drovému
kédu desticky.
4. Kliknéte —==_| (Ulozit).
Program uloZi dokument desti¢ky do zvoleného adresére.
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Poznamky pro uzivatele databaze

Dodate¢né ukony

Dialogové okno

~soo2

Pouzivate-li databazi SDS Enterprise pro ukladani dokumentti SDS, studii a dat, je
mozné, Ze v prubéhu tohoto cviceni budete muset provést n¢jaké dodatecné tkony.
NiZe jsou tyto dkony popsdny (nutnost jejich provedeni zavisi na tom, jak spravce
provedl nastaveni databdze). Vice informaci o tkonech popsanych niZe naleznete
v piiruc¢ce SDS Enterprise Database Administration Guide.

Dialogové okno Reason(s) for Change (Diivod/y zmény) se objevuje pouze v piipade,

Reason(s) For je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje zdiivodnéni provadénych

Change

Dialogové

okno
Electronic
Signature

kroktl (tzv. Audit). Systém auditu sleduje vytvareni, zmény a mazani dat v databazi.

Objevi-li se dialogové okno Reasons for Change, proved’te jeden z nésledujicich
krokui:
* Zvolte diivod zmény z rozbalovaci nabidky a poté klikn€te na ikonu
» Zadejte diivod zmény do piislusného pole a poté kliknéte na ikonu

M Manually Edited. hd
Reazon For Change

QK
Ok .

Rozbalovaci nabidka

Marually Edited. davodu zmény

Atrbute  [acPiate Eritry Error.

ouvae [ | Newvaue| > “nomaly. —— Prednastavené divody
(Calculation Errar.

Enter the Reason far Change: Meed to Change Threshold.

sily Edited. Meed to Reanalyze.
Fu Edited.
Exauple of a custon description for a POpiS Vlastnl'ho dleOdU
o | p— change. 11—

Obrazek 7-1 Dialogové okno Reasons for Change (Ddvod/y zmény)

Dialogové okno Electronic Signature (Elektronicky podpis) se objevuje pouze

v ptipadé, je-li databdze SDS Enterprise nastavena tak, Ze vyZaduje elektronicky
podpis. Systém elektronického podpisu omezuje a sleduje piistup uzivatelti k datim
v databdzi.

Objevi-li se toto dialogové okno:

1. Do pole User ID (Jméno) a Password (Heslo) zadejte vase uZivatelské jméno a
heslo a potvrd'te

2. Program néasledné zobrazi zpravu o uspé$ném ¢i netspéSném pouZiti
elektronického podpisu. Pro pokracovani kliknéte __

X

Adert Text

You are attempting to change the attribute
for propercy X of the current plate

Popis kroku, ktery vyZzaduje

Challenge Text The £ you attempted is crontrolled J e|ektronicky pOdplS
by el igmatur Please enter your |
(user name and password to proceed.
H———— Uzivatelské jméno
1»7 Heslo

Obrazek 7-2 Dialogové okno Elektronicky podpis
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Doporuéena frekvence kroku udrzby

Doporucena frekvence kroku udrzby

Frekvence V nasledujici tabulce jsou uvedeny kroky ddrzby piistroje ABI PRisMe 7900HT, které
udrzby je doporuceno provadét pravidelné.

Tabulka 7-1 Plan adrzby pristroje 7900HT Instrument

Interval Krok Viz strana

Po Ut St Ct P4 So Ne Archivujte soubory SDS 7-54

Tyden (7 dni)

Po Ut St Ct P4 So Ne Provedte kalibraci pozadi 7-16
Zkontrolujte (a pfipadné vymeérite) podlozky 7-52
| ramene podavace
Mésic (30 dnf) Defragmentujte pevny disk pocitace 7-54
Leden Cervenec Provedte kalibraci barev- 7-20
‘SuMTWThF S‘ SuM T WTh F S‘

— =
|

I

L

7-55

Ovéfte, zda se na internetovych strankéch
Kazdy pulrok spole¢nosti Applied Biosystems nachazeji
(6 mésicu) aktualizace softwaru.

*Kalibraci pozadi provedte pred kazdou kalibraci barev.
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Cast 7.1 Udrzba pristroje 7900HT

Cast 7.1 Udrzba pfistroje 7900HT

V této Casti VymeEna bIoKU NAa VZOTKY .....cvoviuieiieieieiriiieieieiescee e 7-6
Vyména adaptéru na destiCKy .....c.eeviiriiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 7-12
Dekontaminace bloku na VZOTKY .......ccccoviiiiiiiiniiiiiiiieieceieeeeeee e 7-14
Provedeni kalibrace pozadi.........c..ccooueriiiriiiiiinieiiteeee e 7-16
Provedeni Kalibrace barev..........ccoccovviriiriiiiiiiieniiienecececece e 7-20
Pfidan{ vlastni barvy do sady barev........c..ccoceeveeiiiniiiiiniiiiieceeeee e 7-27
Ovétenti funkCnosth PHSIIOJE ...eeevveeriieiiieeniee ettt ettt e 7-30
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Vymeéna bloku na vzorky

Kdy provadét  DULEZITE! Pfed vyménou bloku na vzorky proved'te viechny poZadované
aktualizace programu SDS a firmwaru piistroje. Pokud tento krok neprovedete, mtze
se stat, Ze piistroj nebude mozné ovladat nebo dojde k poSkozeni jeho soucasti.

Blok na vzorky musite vyjmout, pokud:

* Chcete dekontaminovat jamky v bloku (viz strana 7-14)
* Chcete blok vyménit za jiny

DULEZITE! Po instalaci nového bloku vZdy proved'te kalibraci pozadi.

Postup Pokud nedostanete jiné pokyny, postupujte podle niZe uvedenych pokynti pro
instalace bloku vyménu bloku.

na vzorky .
Chcete-li instalovat blok na vzorky:

1. Proved'te vSechny poZadované aktualizace programu SDS a firmwaru piistroje
ABI PrisM 7900HT (viz strana 7-55).

Vyjméte stavajici blok na vzorky (viz strana 7-7).
Instalujte novy blok na vzorky (viz strana 7-10).

Vyméiite adapér na desticky (viz strana 7-12).

A

Proved'te béh s destickou pro kalibraci pozadi, abyste ovéftili ptipadnou
pfitomnost kontaminace v bloku (viz strana 7-16).

Ménite-li typ bloku nebo budete pouzivat novy blok, rovnéz provedte:

DULEZITE! Po vyméné bloku vzdy proved'te kalibraci pozadi a kalibraci barev, i kdyz
ménite blok za jiny blok téhoZ formatu.

6. Proved'te kalibraci barev pro novy format bloku (viz strana 7-20).

7. Proved'te ovétovaci béh s destickou TagMane RNase P Instrument
Verification Plate nebo s ovéfovaci mikrofluidni kartou TagMan~ TGF-3
Instrument Verification Micro Fluidic Card, ¢imz ovéfite spravné fungovani
bloku (viz strana 7-30).

Pouzivate-li podavac¢ mikrodesti¢ek, rovnéz provedte:

8. Meénite-li format desticek (napt. blok pro 384-jamkovou desticku za blok pro
96-ti jamkovou desticku nebo blok na mikrofluidni{ karty), nastavte citlivost
senzoru desti¢ek ramene podavace pro novy formdt (viz strana 7-37).

9. Proved'te sefizeni podavace mikrodesticek Zymark Twistere pro novy format
(viz strana 7-41).

DULEZITE! Podava¢ mikrodesti¢ek musite sefidit pouze do pozice Instrument
(Ptistroj) (Zymark pozice 2) podle pokynt na stran¢ 7-41 az 7-44.

vz w

10. Provedte sefizeni pevné umisténé ctecky ¢arovych kodl pro novy format
(viz strana 7-49).
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Vyména bloku na vzorky

Potifebné  Blok na vzorky (pokud jej ménite)
pomucky * Imbus 5/32 (pouze pro urcité piistroje)
* Imbus 5/16 (pro nékteré piistroje miZe byt potieba hasik)

Manipulace Vyménné bloky na vzorky jsou citliva zafizeni, jejichZ nékteré soucasti jsou kiehké a
s blokem na mohou se pfi nespravné manipulaci snadno rozbit. Na obrazku 7-3 je znazornéno jak
vzorky s blokem manipulovat.

Pfipojeni k pfistroji
(nedotykat se)

Zde na bocich blok uchopte

(Spodni ¢ast bloku)

Obrazek 7-3 Manipulace s blokem na vzorky

Vyjmut|' bloku 1. Spustte program Automation Controller:
na vzorky a. Zvolte zilozku Thermal Status (Teplotni parametry) a ovéite, Ze blok
funguje. Blok funguje, pokud program odecita informace o teploté.
b. Kliknste %= | (Oteviiy/Zavitt) ¢fmz vysunete nositka piistroje.
2. Zvolte File > Exit (Soubor > Konec), ¢imz program Automation Controller
ukoncite.

3. Vypnéte a vypojte pfistroj 7900HT ze sité.

/¥ SUZENINER RIZIKO PORANENI. Béhem ndsledujicich krokd mus{ byt
pristroj vypnut a vypojen ze zasuvky. NedodrZeni téchto opatfeni muze vést
k vdZnému zranéni nebo poSkozeni pfistroje.

4. Vyckejte 20 aZ 30 min, neZ se ochladi vyhtivané viko.

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

teplota bloku na vzorky az 100 °C. Pfed provedenim nasledujicich kroki vyckeijte,
neZ se blok na vzorky ochladi na pokojovou teplotu.
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

5. Jsou-li nositka vysunuta ven, zatlacte je dovnitf, abyste méli vice mista.

Pouzivate-li podava¢ mikrodesti¢ek Zymark Twister, odstranite kryty
pevné umisténé ¢tecky carovych kéda a podstavce.

Kryty pevné umisténé ctecky
¢arovych kodu a podstavce

Zasuiite nositka zpét do pfistroje, a pak odstraiite spodni kryt otvoru, abyste méli
piistup k bloku na vzorky.

DULEZITE! Spodni kryt je nasazen na dvou &epech a jeho odstranéni miiZe
vyZadovat silu (Zddné néstroje nejsou zapotiebi).

Pomoci imbusu 5/16 vySroubujte Sroub zavory, drzici blok, aby byl volny, ale
nikoliv dpln¢ povoleny.
DULEZITE! Pro uvolnéni zavory u nékterych piistrojii miize byt zapotiebi

nastavitelny hasédk.

<1 Zavora

Sroub zavory
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Vyména bloku na vzorky

9. Uvolnéte Sroub, jimzZ je zdvora piipevnéna ke kostie piistroje (na n¢kterych
pfistrojich pomoci imbusu 5/32).

Sroub

11. Vyjméte blok z pfistroje:
a. Otocte uvolilovaci pdku na spodni strané bloku o 90 stupiid.

b. Opatrn¢, abyste neposkodili topné elementy na spodni stran¢ bloku,
vysuiite blok na vzorky z pfistroje a umistéte jej na Cisty a rovny povrch
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Vyména bloku DULEZITE! Pfed vymé&nou bloku na vzorky proved'te viechny pozadované
na vzorky aktualizace programu SDS a firmwaru pfistroje. Pokud tento krok neprovedete,
miZe se stat, Ze piistroj nebude mozné ovladat nebo dojde k poskozeni jeho
soucasti.

Vlozte blok na vzorky do pfistroje:

a. Opatrné, abyste neposkodili topné elementy na spodni strané bloku,
poloZte blok na vzorky do vodicich kolejnic na stranéch jeho tloZzisté
v pristroji.

b. Opatrné zasuiite blok na vzorky do pfistroje.

c. Po jeho zasunuti na blok pevné zatlacte, abyste zajistili propojeni
kontakti s piistrojem.

Dotahnéte Sroub (z kroku 9 na strané 7-9), kterym pfipevnite zdvoru bloku ke
kostfe ptistroje (pfipadné pomoci imbusu 5/32).

Pomoci imbusu 5/16 dotdhnéte Sroub zavory.

Znovu zatlacte na pravé i levé Celni stran¢ bloku, abyste se ujistili, Ze je spravné
usazen v uloZisti.

Nasad'te zpét spodni kryt:
a. PfiloZte spodni kryt spodni stranou k otvoru v boku pfistroje.
b. Zatlacte na kryt dokud ¢epy nezacvaknou.

DULEZITE! Spodni kryt musite nasadit zpét pfedtim neZ znovu zapnete pistroj.
Pokud tak neucinite, piistroj si nestdhne z pocitace firmware a program SDS
zobrazi chybovou hlasku.
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Vyména bloku na vzorky

7. Pouzivite-li podava¢ mikrodesti¢ek, nasad’te zpct kryty pevné umisténé ctecky
¢arovych kédi a podstavee (odstranéné v kroku 6 na stran¢ 7-8).

Pevné umisténa
Ctecka ¢arovych
kodu a kryty

8. Zapojte ptistroj 7900HT do sit¢ a zapnéte jej.
9. Ovéite, Ze blok funguje:
a. Spust'te program Automation Controller.

b. Zvolte zdloZku Thermal Status (Teplotni parametry).

Odecita program

informace o teploté? Pak...

Ano instalace probéhla Uspésné.

Odecitané udaje o teploté potvrzuji, Ze pfistroj
7900HT je Uspésné propojen s blokem.

Ne pristroj 7900HT nebyl Uspésné propojen s blokem.

1. Vypnéte pristroj 7900HT a vypojte jej ze sité.

2. Odstrarite spodni kryt.

3. Zatlaéte na pravé i levé Celni strané bloku, abyste se
ujistili, ze je spravné usazen v Ulozisti.

4. Znovu zasadte spodni kryt.

5. Opakujte krok 8 dokud neuslySite toén potvrzujici
navazanou komunikaci mezi pfistrojem a blokem na
vzorky.

10. Poté co je blok v pfistroji:
a. Proved'te kalibraci pozadi (viz strana 7-16), abyste ovéfili, Ze blok na
vzorky:
— Spravné funguje
— Neni kontaminovéan fluorescen¢nimi kontaminacemi

b. Mg¢nite-li format bloku, pokracujte podle pokynt v ¢asti “Vymeéna bloku
na vzorky” na strané 7-6.

DULEZITE! Po vyméné bloku proved'te kalibraci barev a pozadi, a to i kdy#
ménite jeden blok za druhy téhoZ formétu.
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Vyména adaptéru na desticky

Kdy provadét

Potfebné
pomucky

Vyména
adaptéru
na desti¢ky

Vyjméte a vyménite adaptér na destiCky poté co vyménite blok za blok jiného formatu
(napt. 384-jamkovy blok na vzorky za 96-ti jamkovou verzi).

Poznamka: Blok urcitého formdatu 1ze pouZivat pouze s adaptérem na tytéz
desticky.

e Imbus 3/32

* Nektery z adaptéri:

Adaptér na 384-jamkové desti¢ky
Adaptér na 96-jamkové desticky
Adaptér na mikrofluidni karty

—

. Jsou-li nositka uvnitf piistroje 7900HT, vysuiite je ven:

Spust'te SDS.

Kliknéte na ikonu Ql nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

V dialogovém okné New Document (Novy dokument) kliknéte o |
V okné€ nového dokumentu zvolte zilozku Instrument (Piistroj).

e. V zédloZzce Real-Time kliknéte ﬁl (Oteviit/Zaviit).
Nositka pfistroje se vysunou ven.

B o o P

f. Zvolte File > Exit (Soubor > Konec), ¢imZ program SDS ukoncite.

2. VySroubujte Ctyfi Srouby, jimiZ je adaptér na destiCky pfipevnén k ramenu.

VySroubovat

[ o |
(S [/ N O

@\ /)

x i VySroubovat

3. Vyjméte adaptér na desticky.

Poznamka: M¢nite-li forméat bloku na vzorky (napf. 384-jamkovy blok na
vzorky za 96-ti jamkovou verzi), uloZte adaptér na desticky spolu s vyjmutym
blokem téhoZ formatu.
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Vyména adaptéru na desticky

4. Umistéte novy adaptér na rameno tak, Ze je znacka Al v zadnim levém rohu
(viz niZe).
DULEZITE! Ujistéte se, Ze instalujete adaptér spravného formétu (384-jamkov4,
96-jamkov4 desticka nebo mikrofluidni karta). Na adaptérech na desticky je
vyznaceno, pro jaky spotfebni materidl jsou uréeny.

i Jamka A1
- m e — R AN N
j Xa) [/ 1Y hd
| @ W @ Oznagdeni

5. PfiSroubujte zpét Ctyfi vyjmuté Srouby v potadi uvedeném niZe:

DULEZITE! Pofadi, v jakém jsou jednotlivé §rouby utahovany, je dilleZité pro
dodrzeni spravné pozice adaptéru na desti¢ky v bloku na vzorky uvnit
ptistroje 7900HT.

(O A O)
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Dekontaminace bloku na vzorky

Kdy provadét  Tento postup popisuje jak provadét dekontaminaci jamek bloku na vzorky. Tato
procedura slouZi k odstranéni zbytkovych kontaminujicich produkti PCR a reagencif
véetné fluorescencnich sond TagMane. Cistéte blok na vzorky tak ¢asto, jak je potieba.

DULEZITE! Planujete-li pouZivat jinou metodu &isténi nebo dekontaminace, neZ je
uvedena v této piirucce, ovéite si nejprve u spolecnosti Applied Biosystems, Ze tato
metoda neposkodi blok na vzorky nebo piistroj 7900HT.

Potrebné ¢ 10% roztok chlornanu sodného
pomucky * Izopropanol, 100 procentni

e Imbus 5/32

* Tycinky s vatou

= QUL CHEMICKE RIZIKO. 10% roztok chlornanu sodného je

tekuty dezinfek¢ni prostredek, ktery mtize poskodit pokozku a vést k jeji
depigmentaci. Piectéte si bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pfi manipulaci.

Pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.
AN

/e
/T
/

i CHEMICKE RIZIKO. Izopropanol je hotlavé kapalina a
vytvaii hotlavé vypary. Expozice vede k podrazdéni oci, kiize a dychaciho tstroji.
Delsi nebo opakovany kontakt miiZe vysusSit pokozku a zptisobit podrazdéni. Mize
téZ zpusobit ospalost, zavrate, bolesti hlavy a apod. Piectéte si bezpecnostni list a
dodrzujte pokyny pii manipulaci. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév
a rukavice.

Cisténi bloku na 1. Ottete povrch bloku (Sedy hlinik) pomoci 10% roztoku chlornanu sodného.

mikrofluidni karty 5 ete blok trikrét pomoc destilované vody.

3. Otfete blok pomoci izopropanolu a nechte jej uschnout.

0 A | Pipojeni k pfistroji
A L (nedotykat se)

. |

4. Vymeéitte blok podle postupu v €asti “Vyména bloku na vzorky” na strané 7-10.

5. Proved'te kalibraci pozadi pomoci mikrofluidni karty, abyste ovéfili, Ze se
kontaminaci podafilo odstranit.
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Dekontaminace bloku na vzorky

Cisté&ni 384- nebo 1. Vyjméte blok na vzorky z pfistroje 7900HT podle postupu v ¢4sti “Vymeéna
96-ti jamkového bloku na vzorky” na stran€ 7-7.

bloku navzorky 5 7, pomoci nésledujiciho obrdzku vyhledejte kontaminovanou jamku/y
v bloku na vzorky.

J\_,_‘_/L ﬁj— PFipojeni k pfistroji

(nedotykat se)

— Jamka A-1

3. Pipetujte odpovidajici objem 10% roztoku chlornanu sodného do kazdé
potencidlné kontaminované jamky.

* Pro 96-ti jamkovy blok pipetujte 150 pUL roztoku chlornanu sodného do
kazdé jamky.
* Pro 384 jamkovy blok pipetujte 40 uL roztoku chlornanu sodného do
kazdé jamky.
4. Nechte roztok piisobit 3 azZ 5 min.
5. Pomoci pipety roztok z jamek odstraiite.

6. Trikrat oplachnéte kazdou kontaminovanou jamku odpovidajicim objemem
destilované vody (pipetujte do jamky a odsajte).

* Pro 96-ti jamkovy blok pouZijte na oplach 150 pL deionizované vody.
* Pro 384 jamkovy blok pouZijte na oplach 40 UL deionizované vody

Poznamka: V tietim kole oplachu mtizete pouZzit absolutni izopropanol namisto
vody.

7. Odsajte zbytkovy izopropanol nebo vodu z jamek bloku na vzorky.

8. Vyméite blok podle postupu v ¢4sti “Vyména bloku na vzorky” na strané
7-10.

9. Proved'te kalibraci pozadi, abyste ovéfili, Ze se kontaminaci podatilo odstranit.
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Provedeni kalibrace pozadi

Kdy provadét Spole¢nost Applied Biosystems doporu¢uje provadét kalibraci pozadi mési¢né nebo
podle potfeby v zavislosti na vyuZiti pfistroje.

Ugel kalibrace Kalibrace pozadi slouZi ke zm&Feni drovng fluorescence pozadi v piistroji — pouZivd se
pozadi desticka nebo mikrofluidni karta s deionizovanou vodou. V pribéhu kalibrace pozadi
systém provadi po dobu 2 minut pii 60°C kontinudlni odecitan{ signélu z desticky pro
kalibraci pozadi. Poté program SDS spocitd primérnou hodnotu zaznamenanych
spekter a na jejich zdklad€ generuje vysledny kalibracni soubor. Systém béhem
nasledné provadénych béhil pouZiva tento kalibra¢ni soubor pro odecet fluorescence
pozadi z naméfenych hodnot.

JelikoZ signdl pozadi se miiZze ménit se starnutim piistroje, spole¢nost Applied
Biosystems doporucuje provadét kalibraci pozadi kazdy mésic.

Poznamka: Béhy kalibrace pozadi 1ze rovnéZ vyuZit k detekci kontaminace
v bloku na vzorky.

O signalu V ramci méfeni fluorescence piistrojem ABI PrRisM 7900HT je zaznamendvana i
pozadi fluorescence, kterd je systému vlastni a béZné se oznacuje jako fluorescence pozadi.

Fluorescence pozadi je sloZeny signdl, ktery je detekovan v celém spektru. Tento
signdl sestava z fluorescence, kterd pochdzi z riiznych zdrojii - elektronicky Sum
pozadi, blok na vzorky, voda pouZitd ve spotfebnim materilu, spotfebni plast
(desticky a vicka). JelikoZ signdl pozadi mtiZe sniZovat piesnost méteni, piistroj
7900HT byl konstruovéan tak, aby signdl pozadi byl minim4lni. Kromé toho vyuZziva
program SDS rovnéz algoritmus odpoctu signélu pozadi z kazdého vzorku, ¢imz se
zvysuje citlivost detekce (viz strana D-5).

Potfebné Jedna z nasledujicich moZnosti
pomucky » Desticka pro kalibraci pozadi, kterd je soucasti spektralniho kalibra¢niho kitu,
a centrifuga s adaptéry na desticky
* Véci pro piipravu desticky pro kalibraci pozadi:
— ABI Prism optickd 394- nebo 96-jamkova desticka
— ABI PrisMm opticka adhezivni folie nebo ABI PRISM optickd vicka
— Pipetman, 100-pL (a Spicky)
— Centrifuga s adaptéry na desticky
* Mikrofluidni karta pro kalibraci pozadi vyZaduje:
— Reagencie pro kalibraci (Micro Fluidic Card Spectral Calibration Reagents)
— Centrifuga

— Nastroj pro zaslepeni mikrofluidnich karet
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Provedeni kalibrace pozadi

Pfiprava desticky nebo mikrofluidni karty pro kalibraci pozadi

Priprava karty 1.

Priprava desticky

—

Vyjméte mikrofluidni kartu pro kalibraci pozadi z obalu a nechte ji ohf'at na
pokojovou teplotu.

Vyjméte zkumavku s roztokem pro kalibraci pozadi z mrazdku a nechte ji
roztit. Poté co roztaje ji promichejte na vortexu.

Rozpliite roztok pro kalibraci pozadi do mikrofluidni karty, vZdy 100 pL roztoku
do kazdého plniciho rezervoaru.

Centrifugujte mikrofluidn{ kartu podle postupu v ¢asti “Centrifugace
mikrofluidnich karet” na stran¢ 4-15.

Zaslepte mikrofluidni kartu podle postupu v ¢asti “Zaslepeni mikrofluidnich
karet” na strané 4-18.

Pokracujte ¢asti “Vytvoreni dokumentu desti¢ky pro kalibraci pozadi” niZe.

Zvolte jednu z moZnosti:

Pokud... pak...

pouzivate desticku vyjméte desti¢ku z mrazaku a nechte ji ohfat na
pro kalibraci pozadi pokojovou teplotu

ze spektralniho
kalibraéniho kitu

vytvarite vlastni 1. Pipetujte deionizovanou vodu do kazdé jamky.
desticku pro — 384-jamkova destitka: 20 pL do kazdé jamky.
kalibraci pozadi L . _— o 4

— 96-ti jamkova desti¢ka: 50 pL do kazdeé jamky.

2. Uzavrete desticku pomoci optické adhezivni félie nebo
optickych plochych vicek.

2. Krétce desti¢ku centrifugujte.

3

Vytvoreni dokument

Pfiprava 1.
2. Kliknéte na ikonu Ja] nebo zvolte File > New (Soubor > Novy).

dokumentu
desticky

. Pokracujte ¢4sti “Vytvofeni dokumentu desticky pro kalibraci pozadi” niZe.

u desticky pro kalibraci pozadi

Spustte program SDS.

3. V dialogovém okné New Document (Novy dokument) zvolte:

4.

* Assay (Esej) — Zvolte Background (Pozadi).

* Container (Desticka) — Zvolte odpovidajici formdt desticky.

« Template (Templit) — Zvolte Blank Template (Zidny templat).
Maé-li desti¢ka pro kalibraci pozadi nebo mikrofluidni karta ¢arovy kod, kliknéte
do pole Barcode (Carovy kod) a pomoci rucni ¢tecky ¢arovych kodu jej
naskenujte.
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Kapitola 7 Udrzba pfistroje

Kliknéte __*__|.

Program vytvoii dokument desti¢ky pro kalibraci pozadi.

DULEZITE! Dokument desti¢ky pro kalibraci pozadi neméiite. Teplotni
parametry b&hu pro kalibraci pozadi jsou uloZeny v programu SDS a zahrnuj{
jedlinou inkubaci pii 60 °C 2 min. JelikoZ desticka obsahuje pouze vodu, neni
nutné zadavat vzorky nebo detektory.

UloZte dokument desticky:

a. Kliknéte na ikonu El nebo zvolte File > Save (Soubor > Ulozit).
b. V poli File name (Nazev souboru) zadejte:
Background_<datum ve formdtu RRMMDD >
Napt. béh provedeny 31. kvétna 2001 bude pojmenovan:
Background_010531.
c. Kliknéte == _| (Ulozit).
Program dokument desticky uloZi a je pfipraven provést b&h.

Pokracujte ¢asti “Spusténi dest