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Jak pouzivat tuto pfirucku
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Predpoklady

Prace s textem

Upozornéni
pro uzivatele

Tato piirucka je urcena védeckym a ostatnim laboratornim pracovnikiim provadéjicim
absolutni kvantifikaci pomoci Real-Time PCR systémti Applied Biosystems 7300/7500/
7500 Fast.

Tato pfirucka predpokladd, Ze mate nasledujici znalosti:
» Jste obeznameni s operacnim systémem Microsoft® Windows® XP.
» Jste obezndmeni s technikami pro pfipravu a manipulaci se vzorky DNA a
RNA a jejich piipravou pro PCR.
* Mite vSeobecné znalosti tykajici se pevnych diskd, uklddani dat, pfenosi a
kopirovani soubort.

Pro lepsi pochopeni pracuje tato ptirucka s textem ndsledujicim zptisobem:

* Tuéné jsou vyznaceny aktivni zasahy uZivatele. Napiiklad:
Napiste 0, poté stisknéte Enter pro kazdé ze zbyvajicich poli.

* Kurzivou jsou vyznacena nova nebo dulezita slova a téZ zdiiraznéni. Napiiklad:
Pred vlastni analyzou vZdy pfipravte erstvou matrici.

* Znaménko (>) odd¢€luje po sob¢ nasledujici ptikazy, které volite z rozbalovacich
menu nebo nabidek. Napiiklad:

Zvolte File > Open.

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 ndpomocné,
ale které nejsou kritické z hlediska pouZivéni pfistroje.

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

ACAU'HON — VAROVANI Indikuje potencidlné nebezpeénou situaci, ktera,

pokud se ji nevyhnete, miize vést k malému nebo stfedné¢ t€Zkému zranéni. Lze téZ pouZit
jako varovani pfed nebezpe¢nymi ¢innostmi.
/a\

Y . o 1 x o .
m — VYSTRAHA Indikuje potencidlné nebezpecnou situaci, kterd, pokud
se ji nevyhnete, muZe zptsobit smrt nebo tézké zranéni.
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Uvodem
Kde ziskat vice informaci

Kde ziskat vice informaci

viii

Souvisejici  Vice informaci o pouZivani piistroji 7300/7500/7500 Fast naleznete v pfiruckach:

dokumentace

Pouzivani
napovedy

Poslete nam
Vas$e navrhy

* Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Online Help —

Ndpovéeda

Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Allelic
Discrimination Getting Started Guide (Kat.¢. 4347822) — Alelickd diskriminace
Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Plus/Minus
Getting Started Guide (Kat.C. 4347821) - Experimenty typu Plus/Minus
Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Relative

Quantitation Using Comparative Ct Getting Started Guide (Kat.¢. 4347824) —
Relativni kvantifikace pomoci komparativni Ct metody

Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System: User Guide for
the 21 CFR Part 11 Module in SDS Software vi1.4 (Kat.¢. 4374432) — UZivatelskd
prirucka pro modul programu SDS v 1.4 pro prdci podle normy 21 CFR cdst 11

Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Installation and
Maintenance Guide (Kat.¢. 4347828) — Instalace a vidriba

Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Site Preparation
Guide (Kat.C. 4347823) — Priprava mista

Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Performing Fast
Gene Quantitation Quick Reference Card (Kat.C. 4362285) — Strucny prehled
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System Using Expert Mode User
Bulletin (Kat.¢. 4367499) — Expertni reZim pouZivani

Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Computer Setup Guide (Kat.C.
4365367) — Priprava pocitace

Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Chemistry Guide (Kat.¢. 4348358) —
Chemizmus

TagMan Universal PCR Master Mix Protocol (Kat.¢. 4351891)

Applied Biosystems High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol
(Kat.c. 4375575)

Systém ndpovedy oteviete kliknutim na ikonu % v zahlavi hlavniho okna programu
SDS nebo pomoci volby Help > Contents and Index (Pomoc > Obsah a Rejstiik).

V Applied Biosystems vitime Vase komentafe a ndvrhy na zlepSeni uZivatelské
dokumentace. Své pripominky muiZete zaslat na adresu:

techpubs @appliedbiosystems.com
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Uvodem
Kde ziskat pomoc

Kde ziskat pomoc

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

Na strankach technické podpory miZete:

o Ziskat telefonni a faxova ¢isla v§ech oddéleni Technické podpory a prodejnich
pobocek Applied Biosystems
* Prohleddvat Casto kladené otdzky - Frequently asked questions (FAQs)

* Piimo polozit dotaz Technické podpoie

* Objednat uZivatelské dokumenty Applied Biosystems, bezpe¢nostni listy (MSDS),
certifikaty o analyze a dalSi souvisejici dokumenty

* Stahovat dokumenty ve formatu PDF
» Ziskat informace o $koleni pro zdkazniky

» Stahovat programové aktualizace a opravné balicky
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Uvodem
Spravna laboratorni praxe

Spravna laboratorni praxe

PCR — Spravna Metodika PCR vyZaduje odpovidajici postupy price, aby nedochdzelo ke vzniku falesné
laboratorni  pozitivnich vysledki (Kwok and Higuchi, 1989). Opakované provadéni PCR reakei a
praxe vysoky pocet zpracovavanych vzorki mize v principu vést k amplifikaci az jediné DNA
molekuly (Saiki et al., 1985; Mullis and Faloona, 1987).

P1i ptiprave vzorki pro amplifikaci pomoci PCR pouZzivejte Cisty laboratorni plast’
(ktery nebyl ptfedesle pouZit pti manipulaci s PCR produkty nebo béhem piipravy
vzorkil) a Cisté rukavice.

Mate-li podezieni, Ze rukavice jsou kontaminované, ihned je vyméiite.

Pouzivejte vyhrazené pracovni prostory a zatizeni pro:

Ptipravu vzorki a ptipravu PCR reakci

Amplifikaci pomoci PCR a post-PCR analyzu

Nikdy nenoste PCR produkty do pracovnich prostor vyhrazenych pro piipravu PCR.

Otevirejte a zavirejte zkumavky a desticky se vzorky opatrné. Zabrarite rozliti
vzorkl a vytvéieni aerosolll.

Uchovévejte reakce i reagencie vZdy v dokonale uzavienych zkumavkach,
destickéch apod.
Pouzivejte specidlni pipety pro pipetovani (tzv. positive displacement pipety) nebo

7 My

$picky branici iteni aerosoli (s filtrem).

Pravidelné ¢istéte pracovni plochy a zafizeni Cerstv€ pfipravenym 10% roztokem
chlornanu sodného.

Odkazy Kwok, S. and Higuchi, R. 1989. Avoiding false positives with PCR. Nature 339:237-

238.

Mullis, K.B. and Faloona, F.A. 1987. Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase-catalyzed chain reaction. Methods Enzymol. 155:335-350.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona,F., et al. 1985. Enzymatic amplification of B- globin
genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia.
Science 230:1350-1354.
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== Kapitola 1 Uvod
7~ O systémech 7300/7500/7500

O systémech 7300/7500/7500 Fast

Popis

Absolutni
kvantifikace

Real-Time PCR systémy Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast slouzi k detekci a
kvantifikaci nukleovych kyselin v redlném case a ke kvalitativni detekci nukleovych
kyselin provadéné po skonceni reakce (end-point) a pomoci analyzy disociaéni kfivky
(kfivky tani). Real-Time PCR systém Applied Biosystems 7500 Fast umozZiiuje provadét
kvantitativni real-time PCR reakce (jako napf. relativni kvantifikaci) vysokou rychlosti,
takZe celkovd doba reakce je krat$i nez 40 minut.

V systémech 7300/7500/7500 Fast se pouZivaji 96-jamkové desticky a lze na nich
provadét experimenty riznych typi. Tato piirucka popisuje metodu absolutni kvantifikace
pomoci standardni kiivky.

Vice informaci o dal$ich typech experimentl naleznete v ptirucce Real-Time PCR
Systems Chemistry Guide (Kat.C. 4348358) a v ndpovéde pro systémy 7300/7500/7500
Fast (Online Help).

O absolutni kvantifikaci

Definice

Real-time PCR

Pouzivani meto-
diky absolutni
kvantifikace pro
experimenty typu
Plus/ Minus a
alelickou
diskriminaci

Absolutni kvantifikace je postup stanovujici absolutni mnoZstvi jedné urcité cilové
sekvence nukleové kyseliny v nezndmém vzorku.

Absolutni kvantifikace se provadi metodou Real-Time PCR. Principem Real-Time PCR
je monitorovat prub¢h reakce v redlném Case. Data o pribchu reakce jsou sbirdna v jejim
prubéhu a ne az po jejim skonceni (tzv. end-point PCR).

Pti pouzivani metodiky Real-Time PCR je z hlediska vyhodnoceni jednotlivych reakci
klicovy ten bod v jejich pribéhu, kdy je poprvé detekovana amplifikace jejich produktu, a
nikoliv mnoZstvi produktu, detekované po skonceni reakce.

I kdyZ jsou experimenty typu Plus/Minus a alelicka diskriminace experimenty typu end-
point (s vyhodnocenim po jejich skonéeni), spole¢nost Applied Biosystems doporucuje je
provadét a zobrazovat jejich prub¢eh v redlném case pomoci systémt 7300/7500/7500
Fast. Doslo-li by k selhani téchto experimentll, je moZné na zaklad¢ amplifikac¢nich graft
definovat pfic¢inu tohoto selhani.

Pro provadéni experimenti typu Plus/Minus a alelické diskriminace pouZivejte

metodiku absolutni kvantifikace (dokumenty typu AQ Plate). ReSen{ piipadnych
problému spojenych s pribéhem téchto experimentli nevyZaduje provedeni standardni
kiivky.

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast



Kapitola 1 Uvod \
O provéadéni absolutni kvantifikace EENEEEE

O provadéni absolutni kvantifikace

Postup provadéni Termin “absolutni kvantifikace”, pouZivany v této piiruéce, se vztahuje k celému
absolutni procesu absolutni kvantifikace, po¢inaje syntézou cDNA z RNA (reverzni transkripce)
kvantifikace aZ po analyzu vysledki kvantifikace. Absolutni kvantifikace sestdvd z nékolika krokd,
zndzornénych na strané iii.

Pfi absolutni kvantifikaci se pouziva standardni kfivka, na jejimZ zdklad¢ se vypocitava
mnoZstvi nezndmé cilové sekvence. Vysledky absolutni kvantifikace jsou uddvany ve
stejnych jednotkdch, v jakych je definovdna standardni kfivka

Systémy 7300/7500/7500 Fast slouZi k ukladani dat, ziskanych na zdklad¢ analyzy vzorkl
metodou Real-Time PCR. V kaZzdém béhu je v ramci dokumentu typu AQ Plate
analyzovana jedna desticka. Systémy 7300/7500/7500 Fast umoznuji n¢kolik riiznych
mozZnosti analyzy dat.

Reakce v desticce Systém 7300/7500/7500 Fast Program SDS Dokument AQ Plate

Analyza vysledk

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast 3



Kapitola 1 Uvod
O provadeni absolutni kvantifikace

Pouzivané | pgjem

Definice

pojmy

Pozadi (Baseline)

Prah (Threshold)

Prahovy cyklus
(Threshold cycle - Cr)

Netemplatova kontrola
(No template control -
NTC)

Cilova nukleova
kyselina (“templat”)

Pocatecni cykly PCR v nichz dochazi k minimalnim zménam
detekované fluorescence.

Hodnota ARr—automaticky stanovena programem nebo nastavena
manualné—pouzivand pro stanoveni parametru Ctv Real-Time PCR
pokusech. Nastavuje se vy$Si nez hodnota pozadi a dostate¢né
nizko, aby se nachazela v exponencialni fazi amplifikacni kfivky. Prah
je pfimka, jejiz prasecik s amplifikacni kfivkou definuje parametr Cr.

Cislo cyklu, v némz hodnota naméFené fluorescence protina prah.

Vzorek, ktery neobsahuje templat. Pouziva se pro kontrolu
amplifikace.

Nukleotidova sekvence, kterou chcete detekovat a kvantifikovat.

Pasivni reference
(Passive Reference)

Barva, ktera funguje jako interni fluorescenéni referenéni signal, vici
némuz je béhem analyzy vysledkd normalizovan signdl ziskany
méfenim amplifikace (signal reporterové barvy). Normalizace je
nezbytna proto, aby byly odstranény vykyvy naméfené fluorescence,
zplUsobené zménami koncentrace nebo objemu.

Reportérova barva
(Reporter dye)

Normalizovany signal
reportérové barvy (Rn)

Delta Rn (ARn)

Barva na 5" konci TagMane sondy. Jeji signal je mirou specifické
amplifikace.

Pomeér fluorescenéniho signalu reportérové barvy
k fluorescencnimu signélu pasivni reference.

Velikost signélu vytvoreného za danych podminek PCR reakce.
(ARn = Rn — pozadi)

Standard

Vzorek 0 znamém mnozstvi, pouzivany pro vytvofeni standardni
kfivky

Neznamy vzorek

Vzorek obsahujici neznamé mnozstvi templatu, které chcete zjistit.

Obrézek niZe znizoriuje

graf amplifikace a jeho soucésti jsou i n€které shora uvedené

pojmy.
oo oo o o
g
Vzorek
ARn
C
o
Prah |
[ e a8s oo 88 i W T AR e A A Ak kA A A A e A A A A
} A } Netemplatova kontrola
Pozadi Cr
T T T T - . ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cislo cyklu
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Kapitola 1 Uvod
O provadeni absolutni kvantifikace I

DalSi potfebny
material Polozka Dodavatel

ABI Prisme 6100 Nucleic Acid PrepStation Applied Biosystems - (Kat.¢. 6100-01)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Applied Biosystems - (Kat.¢. 4368813)
Kit (1000 reakci)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Applied Biosystems - (Kat.&. 4368814)
Kit (200 reakci)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit with RNase Inhibitor (1000 reakci)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit with RNase Inhibitor (200 reakci)

Applied Biosystems - (Kat.€. 4374967)

Applied Biosystems - (Kat.€. 4374966)

TagMane Universal PCR Master Mix Applied Biosystems - (Kat.€. 4304437)
TagMane Fast Universal PCR Master Mix (2X) | Applied Biosystems - (Kat.&. 4352042)
No AmpErasee UNG
TagMane One-Step RT-PCR Master Mix Applied Biosystems - (Kat.&. 4309169)
SYBRe Green PCR Master Mix Applied Biosystems - (Kat.&. 4309155)
Power SYBRe Green PCR Master Mix Applied Biosystems - (Kat.&. 4367659)
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems - (Kat.€. 4306737)
with Barcode . . .

Applied Biosystems - (Kat.€. 4346906)
MicroAmpm™ Fast Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode (code 128)
MicroAmpm™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems - (Kat.€. 4311971)
(100 ks)
MicroAmp™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems - (Kat.&. 4360954)
(25 ks)
MicroAmpr Adhesive Film Applicator Applied Biosystems - (Kat.&. 4333183)
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Kapitola 1 Uvod

O provadeni absolutni kvantifikace

Polozka

Znacené primery a sondy z jednoho
z nésledujicich zdroja:

+ TagMane eseje pro kvantifikaci genové
exprese (predesignované primery a sondy)
— skladem (inventoried)

— ne skladem (na zakézku — non-
inventoried)

» Zakazkové TagMane eseje pro kvantifikaci
genové exprese (predesignované primery
a sondy)

— Small-Scale (20x, 144 x 50 pL
reakce)

— Medium-Scale (20x, 300 x 50 uL
reakce)

— Large-Scale (60x%, 1160 x 50 pL
reakce)

» Primer Expresse Software (pro navrh
vlastnich primerd a sond)

— Licence pro 1 uzivatele
— Licence pro 5 uzivatell

Dodavatel

» Applied Biosystems - (Kat.€. 4331182)
» Applied Biosystems - (Kat.€. 4351372)

» Applied Biosystems - (Kat.¢. 4331348)
» Applied Biosystems - (Kat.¢. 4332078)

+ Applied Biosystems - (Kat.¢. 4332079)

» Applied Biosystems - (Kat.¢. 4363991)
» Applied Biosystems - (Kat.€. 4363993)

6700 reakéni zkumavky, 10-mL

Applied Biosystems - (Kat.€. 4305932)

Centrifuga s adapterem na 96-jamkové
desticky

Dodavatel laboratornich potfeb (DLP)

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast

Rukavice DLP
Mikrocentrifuga DLP
Zkumavky do mikrocentrifugy, sterilni 1.5-mL | DLP
Voda prosta nukleaz DLP
Pipetovaci Spicky s filtrem DLP
Pipety, typ positive-displacement DLP
Vortex DLP



Kapitola 1 Uvod
O provadeni absolutni kvantifikace 2

Absolutni kvantifikace — vzorovy pokus

Pfehled Pro lepsi ndstin toho jak navrhnout, provést a vyhodnotit pokus absolutni kvantifikace je
jako ptiklad niZe uveden pokus vzorovy. Tento piiklad 1ze pouZit pro rychlé sezndmeni
se s jednotlivymi kroky takového pokusu. Detailni popis téchto krokti je dile uveden
v nasledujicich kapitolach pfirucky. Soucésti té€chto kapitol jsou pak i odkazy na tento

naleznete v ¢asti Piiloha E, “Absolutni kvantifikace- vzorovy pokus,” na strané 81.
Chcete-li oteviit vzorovy pokus v programu SDS:

1. Zvolte File > Open (Soubor > Otevifit).
2. Vyhledejte soubor EXAMPLE_AQ.sds v adresafi Applied

Biosystems\SDS Documents\Example Data Files\ a kliknéte Open
(Otevtit).

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast 7
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Kapitola 2

Priprava kvantifikacniho pokusu

Pfiprava
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Kapitola 2 Priprava kvantifikaéniho pokusu
Prehled

Prehled

Typicky kvantifika¢ni pokus (absolutni kvantifikace) se provadi jako jedina PCR reakce
ve zkumavce (singleplex) za pouZiti primerového paru a sondy TagMane nebo

primerového péru a barviva SYBRe Green. Ndsledujici ¢4st popisuje piipravu takového
kvantifikacniho pokusu.

Definice parametrt kvantifikacniho pokusu

Pro kazdy kvantifikacni pokus definujte:

* Neznama (Unknown) — Kvantifikovana sekvence nukleové kyseliny.

¢ Standardy - Tato piirucka predpoklada, Ze jste pripravili sadu standardd pro kazdou
sekvenci, kterou kvantifikujete. V Pi{loze B na strané 75 naleznete doporuceni
tykajici se ptipravy standardu.

* Replikaty — Pro provadéni absolutni kvantifikace doporucuje spolec¢nost
Applied Biosystems pouZivani tii nebo vice replikatli (provedeni) téZe reakce
od kazdého vzorku, aby vysledky byly statisticky signifikantni.

vvvvv

Systems Chemistry Guide (Kat.C. 4348358).

Vzorovy pokus

Ve vzorovém pokusu se provadi kvantifikace genu kodujiciho RNazu P ve dvou skupinach (populacich) vzorkd na Real
Time PCR pfistroji 7500. Jelikoz je kvantifikovan pouze jediny gen, je zapotfebi pouze jedna sada standardd (A). Kazdy
standard je kvantifikovan ve ¢Etyfech replikatech, aby vysledky byly statisticky signifikantni. V pokusech, kde je studovano
vice genl, je zapotfebi pfipravit sadu standardd pro kazdy gen (B).

A. Jeden gen, dvé skupiny vzorki B. Dva geny, dvé skupiny vzorki

5 12

6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1 12 \ 7 8 5 {0 1i

RMNase P Population 1
ST RNase P Population 2
Population 1
NTC STD 1250 STD 2500
NTC STD 1250 STD 2500 STD 5000 STD 10000 STD 20000

—

STD 5000 STD 10000 STD 20000 IL-10 Population
IL-10 Population 2
NTC STD 1250 STD 2500

STD 10000 STD 20000

RMNase P
Population 2

I & mm O O W >
I O m m O O @m I

GR234T

R
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Chemizmus

Kapitola 2 Pfiprava kvantifikacniho pokusu Q/‘

Chemizmus

O chemizmu Spolecnost Applied Biosystems nabizi pro pouziti v PCR reakci a pro detekci produktt
reakce amplifikace na Real-Time PCR piistrojich chemizmus dvou riznych typi, vysvétlenych
v nasledujici tabulce. Oba typy pouzivanych chemizmi — sondy typu TagMane a
barvivo SYBRe Green I - 1ze pouZzit v jedno- nebo dvoukrokovém provedeni RT-PCR.
Vice informaci o pouzivanych chemizmech naleznete v ptirucce Real-Time PCR
Systems Chemistry Guide (Kat.C. 4348358).

Chemizmus Popis
Reagencie a kity zalozené na sondach typu PCR a detekce cDNA
TaqMane
. a. Soucasti eseje
POpIS b. Denaturovany templat a annealing
. . L, . c. Tvorba signalu
Reagencie a kity zalozené na sondach typu LEGENDA
~ ., v v v a. Assay Components
TagMane pouzivaji fluorescenéné znagenou sondu Sk oo . .

Ny s s . g 7 o Froue Raversa pemer 4hodné primery
umozniujici detekci specifického PCR produktu tak s e e B Fovorani trancirint
. 7 . . o w . everzni transkriptaze
jak dochazi k jeho akumulaci v prdbéhu PCR. oo

; (\__}_K I TITTT [T [T E‘ B EAM™
Vyhody .
~ g @ Zhaged
+ Sonda Zajiétluje Vy\.éoél’ SpeCiﬁtU detekce b. Denatured Template and Annealing of Assay Components B
Ve s - p . ¥ 2" o prver USEY mi i
nebot jeji hybridizace s cilovou DNA je = 7 e Miner Groove Binder
sekven&né zavisla a tedy specificka. ‘ © P'—W?—wb/w A,
. . . ) , e
Moznost provadét multiplexni reakce. : «, Sonda
» K dispozici jsou optimalizované eseje. ~— — primer
©. Signal Generation
+ V pribéhu PCR probiha 5’-nukleazova g ——  Templat
reakce. \I;; I ‘":;;;'p;:g Prodiuzovany primer
S— e -
RS TTTI T
Reagencie na bazi SYBRe Green | Krok 1: Reakce Barvivo SYBR®

f Green | generuje fluorescenéni signal
Popis w je-li vdzano na dvouretézcovou DNA.
Reagencie na bazi barvy SYBR Green | (vaze se

. - . Krok 2: Denaturace
na dvoueretez.covou DNA) umoznuj detekc! PCR Je-li DNA denaturovana, barvivo
produktt tak jak dochazi k jejich akumulaci v [°) S} SYBR® Green | se uvolni a
prabéhu PCR. © [*] fluorescenéni signél se dramaticky
snizi.
Vyhody
+ Ekonomicke FeSeni (neni zapotfebi sondy). om0 o Krok 3: Polymerace Primery
» Moznost provadéni analyzy disociacni kfivky. ° ° nasednou na templat a dochazi k jejich
Yy . Y L, —'—$: prodluzovani a vzniku PCR produktu.
» VyS8i intenzita fluorescencniho signéalu s e

rostouci délkou amplifikacniho produktu.

Omezeni

Vaze se nespecificky na vesSkerou dvouretézcovou
DNA. Tvorbu nespecifickych produktt reakce
(fale$né pozitivni vysledky) Ize ovéfit pomoci
disociaéni kfivky nebo agar6zového gelu.

REVERSE
PRIMER

Krok 4: Polymerace ukonéena
Barvivo SYBR® Green | se vaze na
dvouretézcovy produkt reakce,
dochdzi k narlstu detekovaného
fluorescenéniho signalu.
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Kapitola 2 Priprava kvantifikaéniho pokusu
Volba jedno- nebo dvoukrokové RT-PCR

Volba jedno- nebo dvoukrokové RT-PCR

Pti provadéni Real-Time PCR méte moZnost provést reverzni transkripci (RT) a PCR
v jediné reakci (jednokrokova) nebo ve zvlastnich reakcich (dvoukrokovd). Volba
pouZitych reagencii zavisi na tom, pro jakou z té€chto dvou variant se rozhodnete:

* Dvoukrokova RT-PCR se provadi ve dvou zvl4stnich reakcich: Nejprve se provede
piepis (reverzni transkripce) celkové RNA do cDNA a nasledné se cDNA
amplifikuje PCR. Tato metoda je vhodna pro detekci vice transkriptli z jednoho
cDNA templatu nebo pro uchovavani alikvotit cDNA pro jejich pozd&jsi vyuZiti.
Pro zabranéni vzniku kontaminace 1ze pouZit enzym AmpErase® UNG.

UZivatel€ systému 7500 Fast mohou vyuzit TagMane Fast Universal PCR Master
Mix nebo TagMane Universal PCR Master Mix — tyto analyzy trvaji pfibliZzné 40
minut nebo 2 hodiny.

DULEZITE! Tato pfiru¢ka je vénovana zejména pokustim absolutni kvantifikace
vyuzivajicim dvoukrokovou RT-PCR, nicmén¢ jeji soucdsti jsou i informace

o jednokrokové RT-PCR. Vice informaci naleznete v ptiru¢ce Real-Time PCR
Systems Chemistry Guide.

Poznamka: TagMane Fast Universal PCR Master Mix neobsahuje enzym
AmpErasee UNG.

* Pii jednokrokové RT-PCR probihaji RT a PCR v témzZe pufra¢nim systému, coZ
umoziuje provést obé reakce v jediné zkumavce. V tomto uspotrddani nicméné neni
moZné pouZit Fast PCR Master Mix nebo AmpErase® UNG (uracil-N-glykosyldzu)
pro zabranéni kontaminace. Vice informaci o UNG naleznete v pfirucce Real-Time
PCR Systems Chemistry Guide.
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Kapitola 2 Ptiprava kvantifikacniho pokusu
Volba jedno- nebo dvoukrokové RT-PCR

Dvoukrokova RT-PCR Jednokrokova RT-PCR
Vzorek RNA Vzorek RNA
. Mastermix Mastermix pro
Master mix pro RT pro RT standardni PCR
{ L J

Inkubace RT U
Alikvot DNA
Inkubace RT a
amplifikace PCR
T o

Master mix pro standardni PCR Fast PCR Master Mix #
Amplifikace Amplifikace PCR a Vysledky
PCR a detekece detekce 2.5 hod
Vysledky Vysledky
2 hod < 40 minut

Doporucené kity pro dvoukrokovou RT-PCR

Chemizmus Krok Kit nebo reagencie Kat. €.
TagMan reagencie nebo kity RT High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4368813
Kit (1000 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4368814
Kit (200 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4374967
Kit with RNase Inhibitor (1000 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4374966
Kit with RNase Inhibitor (200 reakci)
PCR TagMane Universal PCR Master Mix 4304437
TagMane Fast Universal PCR Master Mix (2X) 4352042
No AmpErasee UNG
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Kapitola 2 Priprava kvantifikaéniho pokusu
Volba sond a primert

Doporucené kity pro dvoukrokovou RT-PCR

Chemizmus Krok Kit nebo reagencie Kat. €.
SYBRe Green | reagencie nebo | RT High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4368813
kity Kit (1000 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4368814
Kit (200 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4374967
Kit with RNase Inhibitor (1000 reakci)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 4374966
Kit with RNase Inhibitor (200 reakci)
PCR SYBRe Green PCR Master Mix 4309155
Power SYBRe Green PCR Master Mix 4367659
RT a PCR SYBRe Green RT-PCR Reagents 4310179

Vzorovy pokus

Ve vzorovém pokusu byla pouzita dvoukrokova RT-PCR s reagenciemi a kity TagMan uvedenymi v tabulce vySe.

Volba sond a primeru

Pro vasi cilovou sekvenci zvolte primery a sondu. Spolecnost Applied Biosystems vam
nabizi tfi moZnosti jak zvolit primery a sondu:

* TagMane Gene Expression Assays (TagMane eseje pro kvantifikaci genové
exprese) — Pfipravené, optimalizované (ready-to-use) TagMan eseje (5'-nukledza)
pro lidské, mysi nebo krysi transkripty. Vice informaci o primerech a sondach, které
jsou k dispozici, naleznete na http://www.allgenes.com

* Custom TagMane Gene Expression Assays (TagMane eseje pro kvantifikaci
genové exprese — na objedndvku) — Design, syntéza, sloZeni a dodavka sady primert
a sond se zarucenou kontrolou jakosti. Tato sluzba je vhodna v piipadé, Ze
poZzadovana sada primert/sond neni aktudlné k dispozici. Chcete-li vyuZit tuto
moZnost, kontaktujte vaSeho zdstupce Applied Biosystems.

¢ Primer Expresse Software — Vhodny pro navrh primert a sond pro vase vlastni
kvantifika¢ni experimenty. Vice informaci o pouZivani tohoto programu naleznete
v ptirucce Primer Express Software v3.0 Getting Started Guide (Kat.¢. 4362460).

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje pro navrh eseji specifické postupy
(Assay Design Guidelines), které, jsou-li dodrzovany, predstavuji spolehlivy systém
ndvrhu a optimalizace. Vice informaci o téchto doporucenich naleznete v piirucce
Real-Time PCR Systems Chemistry Guide.

Vzorovy pokus

Primery a sondy pro RNazu P byly navrzeny pomoci programu Primer Express.
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Provedeni reverzni transkripce
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e Kapitola 3 Provedeni reverzni transkripce
Doporuéeni pro pripravu RNA

Doporuceni pro pfipravu RNA

Izolace Spole¢nost Applied Biosystems doddva piistrojové platformy, chemizmy a protokoly pro
celkové RNA izolaci RNA z riizného vychoziho materidlu jako je krev, tkang, bun&né kultury nebo
rostlinné tkané.

Platforma, chemizmus nebo protokol Dodavatel
Pristroj pro izolaci nukleovych kyselin ABI PrismMe 6100 Applied Biosystems
Nucleic Acid PrepStation (Kat.&. 6100-01)
6100 Reagents and Disposables Starter Kit (Reagencie a Applied Biosystems
plastik pro pfistroj 6100) (Kat.¢. 4328773)
Zkumavka Tempus™ Blood RNA Tube Applied Biosystems
(Pro odbér, stabilizaci a izolaci celkové RNA z plné krve (Kat.C. 4342792)
pomoci pfistroje 6100 za Ucelem analyzy genové
exprese)
Protokol pro izolaci celkové RNA z piné krve a z bunék Applied Biosystems
izolovanych z piné krve (Kat.&. 4332809)
Protokol pro zkumavky Tempus™ Blood RNA Tube a Applied Biosystems
zkumavky na vétsi objemy (Kat.&. 4345218)
Izolace RNA z tkani: Protokol pro izolaci celkové RNA Applied Biosystems
z rostlinnych a Zivocisnych tkani (Kat.¢. 4330252)

Kvalita RNA  Celkova RNA, kterou chcete pouZit pro pokus absolutni kvantifikace, by méla:

*  Mit pomér A260/280 vétsi nez 1.9
* Byt nedegradovand (vizualizace pomoci gelové elektroforézy)

* Neméla by obsahovat inhibitory RT nebo PCR

V protokolu pro kity High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Kat.€. 4375575)
naleznete dal$i doporuceni stran pfipravy RNA.

Uprava vychozi Kity High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits jsou optimalizovany pro pfepis az
koncentrace 2 ugcelkové RNA do cDNA v jedné 20 puL reakci. PouZijte dostate€né mnozstvi celkové
celkové RNA RNA tak, aby vyslednd koncentrace celkové RNA piepisované do cDNA byla 10 az
100 ng v 5 pL pro kazdou PCR reakci o objemu 50-pL.

Poznamka: Maite-li podezieni, Ze RNA neni prostd RNazové aktivity, pfidejte do reakce
reverzni transkripce inhibitor RN4az ve vysledné koncentraci 1.0 U/uL.
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Kapitola 3 Provedeni reverzni transkripce
Prepis celkové RNA do cDNA

Prepis celkové RNA do cDNA

Pouziti kitl
High-Capacity
cDNA Reverse
Transcription Kits

Teplotni profil
pro RT

Pro provedeni prvniho kroku (RT) dvoukrokové RT-PCR pouZijte High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit. Postupujte podle metodiky pro pfepis celkové
RNA do cDNA tak, jak je uvedena v protokolu pro High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits Protocol (Kat.C. 4375575).

DULEZITE! Spolu s kitem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit se
nedodava protokol. Protokol je k dispozici na

http://docs.appliedbiosystems.com/search.taf

Do pole pro vyhledani zadejte ABI PRiSM® 6100 Nucleic Acid PrepStation a
kliknéte na tlacitko Search (Hledat) v dolni ¢asti stranky. Protokol naleznete v Casti
Protocols (Protokoly).

Pro RT provadénou pomoci kitd High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
pouZijte nasledujici teplotni profil.

Krok Doba Teplota
HOLD (Inkubace) 10 min 25°C
HOLD (Inkubace) 120 min 37 °C
HOLD (Inkubace) 5 sec 85°C

~soo2

Poznamka: Pouzivate-li PCR cykler, miZete ptidat dodatecny krok — inkubaci pfi 4 °C.
Vice informaci naleznete v piirucce Applied Biosystems High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits Protocol (Kat.¢. 4375575).

Poznamka: Teplotn{ profil pro jednokrokovou RT-PCR je popsdn na strané 30.
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Kapitola 3 Provedeni reverzni transkripce

Prepis celkové RNA do cDNA

Uchovavani cDNA Uchovavejte viechny vzorky cDNA pii teplotdch —15 az —25 °C. Aby bylo
minimalizovano opakované rozmrazovani a zamrazovani, uchovéavejte vzorky cDNA
v alikvotech.

SUZGWINER CHEMICKE RIZIKO. Pufr 10 x Reverse Transcription Buffer
mizZe zpusobit podrazdéni oci, klize a dychaciho udstroji. Prectéte si bezpecnostni list a
dodrzujte pokyny pfi manipulaci. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a
rukavice.

Vzorovy pokus — desticka typu Standard

Ve vzorovém pokusu byla celkova RNA izolovana z krve a byla stanovena jeji koncentrace (pomoci A2eo).

Podle nasledujiciho postupu a pfi dodrzeni doporuéeni uvedenych v protokolu High-Capacity cONA Reverse Transcription
Kits Protocol (Kat.¢. 4375575) byl pfipraven RT mastermix:

Slozka uL/reakci uL/27 reakeis

10x pufr pro reverzni transkripci (Reverse 2.0 54
Transcription Buffer)

25x dNTPs 0.8 21.6
10x ndhodné primery 2.0 54
MultiScribe™ reverzni transkriptaza, 50 U/uL 1.0 27
Voda prosta nukleaz 4.2 113.4
Celkem 10 270

1 Kazda RT reakce mé objem 20 ulL (viz nize). Potfebujete-li 5 uL cDNA pro kazdou PCR reakci (celkem 104 PCR reakci,
kazda o objemu 50-puL) (viz “Pfiprava mastermixu na PCR” na strané 20), je zapotrebi provést 27 reakci RT. Tato
kalkulace jiz bere v ivahu nutnost pouzit vySSi objem, aby byly eliminovany ztraty vzniklé v dusledku pipetovani a téz za
Gcelem uchovani vzorku cDNA.

Nasledné byla pfipravena desticka se vzorky cDNA- do kazdé jamky bylo pipetovano:

* 10 uL RT mastermixu
* 10 puL vzorku RNA

CNCNCNCRONORONCRONCRONG)
ONCECHCRCAONCRONCRONORT.
CRCRCNORONCHCHORCNORONG)
(ONCHONCRONCRCRORCHORORG!
ONCHONORONCRCHORCNORORE)
CHONCECHORCHCRORONCHONO.
ONOROCECNORONORORONCNONY)
CHCHOCRCHCRONCRORONCHONE

RNA byla pfepsana do cDNA za pouziti teplotniho profilu pro dvoukrokovou RT-PCR jak je popsano v ¢asti “Teplotni profil
pro RT” na strané 17.

cDNA byla az do dal$iho pouziti uchovavana pfi —20 °C.

18 Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast



Kapitola 4

Provedeni absolutni kvantifikace —
systém 7300 nebo 7500 Standard
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Dfive nez zacnete

l

Ptiprava
PCR mastermixu

l

Priprava desti¢ky

Provedeni
reverzni
transkripce
s
N7
Proqueni Provedeni
kvantifikace | neso kvantifikace —
— systéem systém 7500 Fast
7300/7500

l

!

Analyza vysledku
kvantifikace

Poznamky

Vytvofeni dokumentu desticky
pro absolutni kvantifikaci

l

Nastaveni teplotniho
profilu a spusténi béhu

| I I B |
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Drive nezZ zacnete

Drive nez zacénete

Ovéite, Ze na systémech 7300 nebo 7500 Standard je pravideln€ provadéna kalibrace
pozadi a kalibrace barev, takze je zajisténo jejich optimdlni fungovani. Vice informaci
o kalibracich systémi 7300/7500 naleznete v Napovéde (Online Help) a v piirucce
Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Installation and
Maintenance Guide.

Priprava PCR mastermixu

20

Druhym krokem (PCR) dvoukrokové procedury RT-PCR je amplifikace cDNA, ktera
se provadi pomoci mastermixu TagMan® Universal PCR Master Mix.

Pouzivani reagencii je detailné popsédno v protokolu TagMan Universal PCR Master
Mix Protocol (kat. €. 4351891). V nésledujici tabulce jsou uvedeny univerzalni
podminky experimentu (objem a vysledna koncentrace) pro pouZivani tohoto
mastermixu.

/ . ! CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix
(2x) No AmpErase UNG muZe zpUsobit podraZdéni oci a kiize. Polknuti nebo
inhalace mtZe vést k nevolnosti. Prectéte si bezpecnostni list a dodrZujte pokyny
pfi manipulaci. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

Reagencie uL/ vzorek Vysledna koncentrace
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 25.0 1x
Forward primer 5.0 50 az 900 nM
Reverzni primer 5.0 50 az 900 nM
Sonda TagMan® 5.0 50 az 250 nM
Vzorek cDNA 5.0 10 az 100 ng
Voda prosta nukleaz 5.0 —
Celkem 50.0 —

Navrhujete-li primery a sondy pomoci programu Primer Express®, musite je
optimalizovat takovym zpisobem, aby fungovaly za pouZiti univerzalnich reakénich
podminek a shora uvedenych objemtl. Optimalizace primerﬁ je popséana v piirucce
TagMan Universal PCR Master Mix Protocol (kat. €. 4351891). VSechny eseje pro
kvantifikaci genové exprese (TagMan® Gene Expression Assays) a vlastni eseje pro
kvantifikaci genové exprese (Custom TagMane Gene Expression Assays) jsou vzdy
dodavany v takovém sloZeni, aby byla dodrZena doporuceni stran vysledné koncentrace
primerti a sond.
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Priprava desticky
STAND AFI%

Priprava destiCky

Standardni DULEZITE! Ujistéte se, Ze na Real-Time PCR systému 7500 pouZivite standardni
d_estlc“:ky a optické 96-ti jamkové destiCky (Standard Optical 96-Well Plate). Optické desticky
desti¢ky Fast typu Fast nelze umistit do standardniho bloku .

Desticky Fast Standardni destic¢ky
(kat. €. 4346906) (kat. €. 4306737)

~—~.  Sikmy roh vpravo
{_—_}— nahote (A12)
P

o :

Sikmy roh
vlevo nahofe
(A1)

Maximalni objem | &= Sl \‘\ ]
e TATVATRVATRVAY VYV YV Y tam e

1. Oznacte si desticku a ujistéte se, Ze mate pro kazdou detekovanou cilovou sekvenci
ptipravenou sadu standardii. Standardy musi byt na téZe desticce.

Poznamka: Uspotfddédni reakci na desticce (vzorky a eseje) by mélo odpovidat
popisu (nazvy vzorkl a detektorti/markerti) v dokumentu desticky pro dany b¢h.

2. Pipetujte 50 uL odpovidajiciho PCR mastermixu do kazdé jamky desti¢ky.

Poznamka: Reakce obsahujici standardy pfipravujte naprosto totoZnym zptisobem
jako reakce obsahujici nezndmé vzorky. PouZivejte tytéZ primery a sondy, slozky
PCR mastermixu a objem, ale do kazdého standardu pfidejte zndmé mnoZstvi
templétu (jako je cDNA nebo plazmidovd DNA). VSechny soucésti pied
pipetovdnim do jamek desticky smichejte.

3. Uzaviete desti¢ku pomoci optické adhezivni félie.

4. Kratce destiku centrifugujte.
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Priprava desticky

5. Ovéfte, Ze se vSechny reakce nachézeji na dné jamky.

Spravné Spatné

GR1303
—

\ /

\ \

U U
Reakce je na dné jamky. Reakce je na boku jamky, | Nadné jamky je vzduchova
protoze destitka nebyla bublina — reakce nebyla

centrifugovana dostate¢né
dlouho nebo pfi dostatec-
nych otackach.

centrifugovana.

DULEZITE! Pfed spusténim b&hu se ujistéte, Ze se viechny reakce nachézeji na dné
jamky. Neni-li tomu tak, bude ovlivnéna kvalita méteni.

6. Desti¢ku s reakcemi drZte na ledu az do té doby, kdy jste pfipraveni ji umistit do
piistroje.
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Priprava desticky

TANDARD
i T ECRAN NN

Vzorovy pokus

P¥i pripravé mastermixd pro PCR byly dodrzeny univerzalni reakéni podminky.

Reagencie uL/reakci uL/5 reakcis = pL/37 reakcis kc\;,::;i?;éce
TagMan Universal PCR Master Mix (2x) 25.0 125.0 925.0 1x
Forward primer 5.0 25.0 185.0 50 az 900 nM
Reverzni primer 5.0 25.0 185.0 50 az 900 nM
Sonda TagMan 5.0 25.0 185.0 50 az 250 nM
Vzorek cDNA nebo templat standardu 5.0 25.0 185.0 10 az 100 ng
Voda prosté nukleaz 5.0 25.0 185.0 —
Celkem 50.0 250.0 1850.0 —

¥ Pro kazdy z Sesti standardu byl pfipraven jeden mastermix (4 replikaty a rezervni objem pro ztraty pfi pipetovani).
§ Pro kazdou z obou skupin (populaci) vzorkl byl pfipraven jeden mastermix (36 vzorkl a rezervni objem pro ztraty pfi pipetovani).

Vzorky obsahujici kvantifikovanou cilovou sekvenci i standardy byly uspofadany v desti¢ce. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 50 uL odpovidajiciho PCR mastermixu. Desti¢ka byla az do vlozeni do systému 7500 inkubovana na
ledu.

1 23 4 &5 6 7 8 g 10 11 12
A
Population 1
C
D NTG STD 1250 S1D 2500
E [E=sTh 5000 STH0000 STRO0000
F
G 2 ;
H
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard

i Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Pfehled Dokument desti¢ky pro absolutni kvantifikaci slouZ{ k uchovéni dat z jednoho béhu,
zaroven slouZi k uchovani dalsich tidajt o béhu jako jsou nazvy vzorkt a detektory.

Nastaveni Pro kazdy vytvareny dokument desti¢ky pro absolutni kvantifikaci musite specifikovat
b&hu detektory, standardy a dlohu detektoru (detector task):

* Detektor je virtudlné vyjadfend genové specifickd kombinace primert a sondy, které
jsou pouZzivany v dané eseji. Pro kaZdou detekovanou sekvenci vZdy zaddvate
detektor. Vytvofeni detektort je popsano v Piloze A na stran¢ 73.

» Standard je cilovd sekvence o zndmém mnoZstvi. Pro kazdou cilovou
sekvenci pouzivanou na desti¢ce musite mit sadu standardu.

* Uloha detektoru (detektor task) uddva, k ¢emu program pouZiva data namétrena
v prub¢hu analyzy. Kazdému detektoru je pfifazena jedna ze tif dloh.

Uloha Symbol Pouzijte pro detektory...
Neznamy vzorek V jamkach obsahujicich cilovou kvantifikovanou sekvenci.
(Unknown) E
Standard E V jamkach obsahujicich vzorky o0 zndmém mnozstvi.
Netemplatova E V jamkach obsahujicich PCR reagencie ale nikoliv templat (negativni kontrola).
kontrola (No Temp-
late Control - NTC)
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

S];AN6£§)M

Vytvoreni dokumentu desti¢ky pro absolutni kvantifikaci

Informace o vzorcich miZete do nového dokumentu
desticky zadat, vlozit pomoci kopirovani z jiz
existujicich dokumenti destic¢ky, importovat

z existujicich dokumentti desti¢ky nebo definovat
pomoci templatu. V této ¢asti je popsano vytvoreni
nového dokumentu desti¢ky prostiednictvim zadani
udaju. Vice informaci o kopirovani nebo importovani
informaci o vzorcich z existujicich dokumentt desti¢ek
nebo o pouzivani templatd naleznete v Napovéde.

Poznédmka: Popsany postup pouZiva vzorova
experimentalni data (viz strana 7).

Vytvoreni nového dokumentu desticky:

1. Zvolte Start > All Programs > Applied
Biosystems > 7300/7500 System > 7300/7500
System Software (J§]), ¢imZ spustite SDS
software.

2. V okné& Quick Startup document zvolte

Create New Document (Vytvofit novy dokument).

3. V rozbalovacim menu Assay (Esej) v okné New
Document Wizard (Priivodce vytvofenim nového
dokumentu) zvolte Standard Curve (Absolute
Quantitation) (Standardni kiivka — Absolutni
kvantifikace). PouZijte pfednastavené moZnosti
v nabidkdch Container (96-Well Clear — 96-ti
jamkova desticka) a Template (Templat) — Blank
document (Nevyplnény dokument). Zvolte
odpovidajici rezim béhu (Standard 7300,
Standard 7500 nebo 9600 Emulation).

DULEZITE! Pro absolutni kvantifikaci
nemuZete pouzit dokument typu RQ (Relativni
kvantifikace) a opacné.

Quick Startup document

Quick Startup
Select the quick startup document mode

Create Mew Document... I

Open Existing Document... |

Fecent Document(s] :
1.

2
&
4

Cancel |

New Document Wizard El

Define Document
Select the assay, cantainer, and template for the document, and enter the operatar name and comments

Assay ‘Standam Curve [Absolute [uantitation] j

Container. | 36-well Clear ~|

j Erowse...

Fiun Mode: | tandard 7500 ~|

Template: ‘ Blank Document

Operator: ‘Adm\msllatnl

Comments: ||

Flate Name: |Platel

Hext » I Finish Cancel

4. V poli Plate Name (Nazev desti¢ky) zadejte ndzev a kliknéte Next > (Dalsi).
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

STANDAFIH

5. Zvolte detektory, které chcete pfidat do dokumentu desticky.

a. Kliknutim oznacte detektor, napf.
RNase P (RN4zaP). (Ctrl-klik zvolite vice
detektorti.) Pokud ve Spravci detektort New Document Wizard &
(Detector Manager) nejsou zadné detektory, et e s o s e
kliknéte na New Detector (Novy detektor), e I
¢imz oteviete dialogové okno New Detector. —— [ peseriiion] Sope [ e m—
E.|zol FAM TAMRA RMase P

Vice informaci o vytvareni novych detektort Gl e e 5b
naleznete v Piiloze A na strané 73. << Remove

b. Kliknéte na Add >> (Pridat), ¢imz
pridéte detektory do dokumentu desticky,
nésledné kliknéte na Next > (Dalsi). ¢ >

Mew Detector.. 5b

5a

Poznamka: Chcete-li odstranit detektor
z okna Detectors in Document (Detektory
v dokumentu), oznacte jej a kliknéte
Remove (Odstranit).

<Back | Mew> | Finsh Concel |

6. Pro kazdou jamku definujte detektory a jejich dlohu.

a. Oznacte jamku (nebo skupinu jamek,
pro replikaty).

Mew Document Wizard

b. Kliknéte na ndzev detektoru(it), ¢imz jej
pfifadite oznacené jamce.

c. Ve sloupci Task (Uloha) zvolte tdlohu
detektoru.

d. Pro jamky obsahujici standardy
zadejte jejich mnoZstvi.

e. Kliknéte Use (Pouzit).
Uloha a barva detektoru se zobrazi ve
zvolenych jamkach.

f. Kliknéte Finish (Ukoncit).
Program SDS vytvoii dokument desticky. 6e 6f
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

7. Zadejte nazvy vzorki.

/Setup Y Instrumant ¥ Results

. v . { Plate
a. Kliknéte na B nebo zvolte View > Well TEEMN N B S S | Y
Inspector (Zobrazit > ProhliZe¢ jamek). “In ‘r ‘rn ‘r ‘rn "n ‘r.
Poznédmka: Nazvy vzorku lze zadat i tak, Ze 5
oznadite Vybrané jamky a napf§ete nazev. o m_
Wwellls)| 41-412
| ) semp{ Name: [5H]
[
b. Kliknéte na jamku nebo oznaéte vice jamek. 0 || e et | Reporter | duenaher | Task | ouny ey
c. Zadejte nazev vzorku. -
. VR m
d. Je-li zapottebi, zméiite zvolenou
. , . v . r Ot 'ell
Passive Referenclz:
E:ii]‘;nllzlgi(elrmel)‘lCL (PrednaStavena Je ?I'I'I Adl Detectar... Remove Close RO Zl
e. Opakujte kroky b az d tak dlouho, aZ zadate 0 7c 7L 7d

nazvy vzorkl, a definujete pasivni referenci
pro vSechny jamky na desti¢ce, poté
kliknéte na (xl), ¢imZ okno Well Inspector
uzaviete.

Poznamka: Zadané informace (nidzev
vzorku, detektor, tiloha detektoru) miiZete
zménit po skonéeni béhu.

DULEZITE! Pokud v pokusu nepouZivite
vSechny jamky desti¢ky, nevytazujte je nyni
z analyzy (pomoci funkce Omit - Vypustit).
MuzZete tak ucinit aZ po skonceni béhu. Vice
informaci naleznete v ndpovéde .

8. V zdlozce Setup (Nastaveni) ovéite, Ze jste
vSechny informace zadali spravné.

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast 27



Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Vzorovy pokus

Kvantifikované vzorky i standardy byly uspofadany na jedinou desticku. Kazdé jamce byl pfifazen detektor
(symbol barevného ¢&tverecku). Kazdé jamce byla rovnéz pfifazena Uloha detektoru — U (unknown — Neznamy vzorek),
S (standard) nebo N (no template control — netemplatova kontrola).

JelikoZ byl kvantifikovan pouze jeden gen, byl definovan pouze jediny detektor (nazvany RNase P — RNaza P).

Obrazek nize znazorriuje vzorovy dokument desti¢ky pro absolutni kvantifikaci poté, co byly zadany nazvy vzorkd, detektor
a Ulohy detektoru pro kazdou jamku.

j'Pld \

e e e T e e e T e e e
T = = 5 = = = = = = = =

o o m m m ] o o n ] m o
e [ 5 5 50 = E3

] o [ ] o m
Nazev vzorku

T= £ £ G = = ]

o o o ] ] m ]
e - Uloha detektoru a

m m B Boseon Beswan Bemes Besem  pharyg

54 55 E 55
B1ooeoos  Brooeoos @2ocesoos F2oce-00s  [EF2ooes00d

F |1 ] 10K o 1 10 10k 10K [ [0 10K 1K

L] ] ] ] ] ]

G [ 1w Aok 10K 0 [T 10 I 10K o v 10K 1k
] ] ] ] ]
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu

Univerzalni Pokud jste si pro va§ pokus absolutni kvantifikace zvolili dvoukrokovou RT-PCR
teplotni profil  (doporuceno), jiz jste provedli krok reverzni transkripce. Nyni provedete amplifikaci
pro PCR DNA pomoci PCR.

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile ]Auto Increment] Ramp Hate]

Stage 1 Stage 2 Stage 2
Reps: [1 | Reps:[1 | Reps: [40 ]

| [@E I\
I
2:00

AddCycle | AddHold | Add Step | £dd Dissaciation Stage Help
Settings

Sample Yolume [pL] : ’50—

Fiun Mode | Standard 7500 ~|

Data Collection : | Stage 3. Step 2 (0.0 @ 1:00) |

V zdlozce Instrument (Pfistroj) se zobrazi pfednastaveny teplotni profil PCR, viz
ndasledujici tabulka Casy a teploty (Dvoukrokova RT-PCR).

Casy a teploty (Dvoukrokova RT-PCR)

1) RT HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace)
10 min pfi 25 °C 120 min pfi 37 °C 5 sec pfi 85 °C
Pocatecni kroky PCR (40 cykl()
Aktivace AmpErasee Aktivace AmpliTaq Denaturace Annealing/Polymerace
2) PCR UNG Golde DNA polymerazy
HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace) CYCLE (Cyklovani)
2 min pfi 50 °C 10 min pfi 95 °C 15 sec pfi 95 °C ‘ 1 min pfi 60 °C
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Kapitola 4 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7300 nebo 7500 Standard
Nastaveni teplotniho profilu a spusténi behu

Teplotni profil pro Pokud jste si zvolili jednokrokovou RT-PCR, probih4 piepis do cDNA a jeji amplifikace
jednokrokovou Vv jediném kroku.
RT-PCR

Thetmal Profil: | auta Increment | Ramp Rate |
Stage 1 2

Stage Stage 3
Reps: [1 | Reps:[1

| Reps:[am |
[E
30:00

AddCycke | AddHold | Add Step |

Add Dissociation Stage
Settings

Sample Volume (L) 50
Run Mode

Help

Standard 7500 -
Diata Caollection :

[stage 3. step 2 (0.0 @ 1:00) 3|

Nisledujici tabulka Casy a teploty (Jednokrokova RT-PCR) udava teplotni profil pro
jednokrokovou RT-PCR.

Casy a teploty (Jednokrokova RT-PCR)

Pocatecni kroky
Reverzni transkripce

PCR (40 cykla)
Aktivace AmpliTage Gold Denaturace Annealing/Polymerace
DNA polymerazy
HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace) CYCLE (Cyklovani)
30 min pfi 48 °C 10 min pfi 95 °C

15 sec pfi 95 °C 1 min pfi 60 °C

30
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Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu

Teplotni profil nastavite a béh spustite takto:

1. Zvolte zdlozku Instrument (Pfistroj).

Temperatuie

Zobrazi se pfednastaveny teplotni profil ] Esimated Tirm Fomsing e el pea Sk

(standardni podminky pro PCR pfi dvoukrokové —= Cpol— =
Siatus: Stage: Fiep:

RT-PCR). o s} Step

State:

Thatma! Cyoler Prctoss!

2. Ovgéfte, Ze: : ‘
Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate |
* Pouzivate-li dvoukrokovou RT-PCR — je Poon [ neoe [ repn ]
nastaven piednastaveny teplotni profil PCR. L

Poznamka: PouZivate-li jednokrokovou
RT-PCR, pouZijte teplotni profil uvedeny
v Casti “Teplotni profil pro jednokrokovou : : ; : : ;
RT—PCR, 5 na Strané 30 . AddCycle|  AddHold | AddStep | Add Dissociation Stage | I Help |

—

e

Run Mode i Standard 7500 -

* Objem vzorku je 50 pL. Data Cotecion

* Je nastaven poZzadovany Run Mode (ReZim
behu).

Poznamka: PouZivéte-li chemizmus SYBRe®
Green I a chcete ovéfit piitomnost kontaminaci
¢i stanovit disociacni teplotu vasich amplikond,
kliknéte na Add Dissociation Stage (Ptidat
krok disociace). Tento krok zahrnuje i
ochlazeni po skonfeni disocia¢ni analyzy. Vice
informaci naleznete v ndpovédg.

Poznamka: V systému 7300 neni k dispozici
modelovéan{ b¢hu piistroje 9600 (Emulation).
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Nastaveni teplotniho profilu a spusténi behu

3. Zvolte File > Save (Soubor > Ulozit), zadejte
nazev dokumentu desticky a kliknéte Save
(Ulozit).

(Volitelné) Chcete-li tento dokument desticky
pouzit znovu, uloZte jej jako templat. Zvolte File
> Save As (Soubor > Ulozit jako).

V rozbalovacim menu Save in (Ulozit v)
vyhledejte adresair Applied Biosystems\
7300\7500\7500 Fast System\Templates
(Templaty). Zadejte ndzev souboru, zvolte typ
souboru (*.sdt) v Save as type (UloZit jako typ)
a uloZte soubor jako templat.

4. Vlozte desti¢ku do pfistroje.

Poznamka: Pozice Al je v levém hornim rohu
zasuvky pfistroje.

5. Kliknéte Start.

Béhem provadéni PCR zobrazuje piistroj
v zdloZce Instrument (Pfistroj) informace
v redlném Case a uddvd namétené hodnoty

fluorescence. Systém 7300/7500:
Standardni desticky —
Sikmy roh vpravo
nahofe

Po skonceni béhu jsou stavové hodnoty a tlacitka
Sedd a tla¢itko Analysis (Analyza) * je aktivni.
Soucasné se objevi zprava oznamujici uspésné ¢i
netspésné ukonceni behu.

Veskera data vytvofend v priubéhu béhu jsou
uloZena do dokumentu desticky tak jak byl zad4n i ;o Systém 7500 Fast:

v kroku 3. Desticky Fast —
Sikmy roh vlevo
nahore
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Kapitola 5

Provedeni absolutni kvantifikace —
systém 7500 Fast

Dtive nez zacnete
Uvod

—

Pfiprava
PCR mastermixu

— PFiprava
 kvantifika¢niho
pokusu

—

Pfiprava desticky

——— Provedenireverzni
- transkripce

| |

Vytvoreni dokumentu destiCky |(VFRSIREEET

@ {} pro absolutni kvantifikaci

Provedeni

—| kvantifikace —
systém 7500
Fast

Nastaveni teplotniho
! ! profilu a spusténi béhu

Analyza vysledku
kvantifikace

o Provedeni
STANDARD kvantifikace — NEBO
systém 7300/7500

—

Reseni problému Viz strana 48

Poznamky
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] Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
LibFAST Drive neZ zacnete

Drive nez zacnete

Ovéite, Ze na systému 7500 Fast je pravidelné provddéna kalibrace pozadi a kalibrace
barev, takZe je zajisSténo jeho optimdlni fungovani. Vice informaci o kalibraci systému
7500 Fast naleznete v Napovédée (Online Help) a v ptirucce Applied Biosystems
7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System Installation and Maintenance Guide.

Priprava PCR mastermixu

Druhym krokem (PCR) dvoukrokové procedury RT-PCR je amplifikace cDNA, ktera
se provadi pomoci mastermixu TagMane® Universal PCR Master Mix.

UZivatelé systému 7300/7500 musi pouZzivat standardni TagMan Universal PCR Master
Mix (2x) s dobou trvani béhu 2 hod. Uzivatelé systému 7500 Fast si mohou zvolit mezi
mastermixem TagMan Universal PCR Master Mix (2x) nebo TagMan Fast Universal
PCR Master Mix (2x) s dobou trvani béhu méné neZ 40 min. Vice informaci o pouZivani
mastermixu Fast naleznete v piiru¢ce TagMan Fast Universal PCR Master Mix Protocol
(kat. ¢. 4351891).

~soo2

DULEZITE! PouZivéte-li mastermix TagMan Fast Universal PCR Master Mix, musite
beh spustit do dvou hodin od pfipravy desti¢ky. Neni-li béh zahdjen do dvou hodin, 1ze
desticku uloZit do ledni¢ky nebo zamrazit.

Névod na pouZivani reagencii, jeZ jsou soucasti kitu, naleznete v protokolu TagMan Fast
Universal PCR Master Mix Protocol (kat. ¢. 4351891). V nésledujici tabulce jsou uvede-
ny univerzalni parametry experimentu (objem a vysledna koncentrace) za pouZiti
mastermixu.

CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix
(2x) No AmpErase UNG muzZe zplsobit podrazdéni o¢i a kiiZze. Polknuti nebo inhalace

miZe vést k nevolnosti. Prectéte si bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pii manipulaci.
Pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

. Objem (uL) /
Reagencie 20-uL reakce
TagMane Gene Expression Assay Mix (20x): 1.0

+ Forward PCR primer (18 uM)

* Reverzni PCR primer (18 uM)
+ Sonda TagMan® (5 uM)

cDNA templat (10 az 100 ng RNA prepsané do cDNA + voda prosta 9.0+
RNaz)

TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x), No AmpErase UNG 10.0
Celkovy objem 20.0

1 Pouzivate-li UNG, snizte objem cDNA templatu a vody prosté RNaz na 8.8 pL na 20-uL reakci a
pridejte 0.2 uL UNG (1 U/uL).
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast Sf
o o FAST
Priprava desticky o

Priprava destiCky

Desti¢ky Fast DULEZITE! Ujistéte se, Ze na piistroji 7500 Fast pouZivite optické desti¢ky typu Fast
a standardni  (Fast Optical 96-Well Plate). V 96-ti jamkovém bloku typu Fast nefungujf standardni
destiCky desticky spravné a mize dojit k jejich poskozeni.

Desticky Fast Standardni desticky
(kat. €. 4346906) (kat. ¢. 4306737)

_J— Sikmy roh vpravo
/% nahofe (A12)

Sikmy roh
vlevo nahofe
(A1)

o [ I ]
g3 AVATRVAVATRTRY AVAVAVAVAVAVAY /i

1. Oznagte si desti¢ku a ujistéte se, Ze méte pro kaZzdou detekovanou cilovou sekvenci
ptipravenou sadu standardi. Standardy musi byt na téZe desticce.

Poznamka: Uspofaddni reakci na desti¢ce (vzorky a eseje) by mélo odpovidat
popisu (nazvy vzorkl a detektorti/markertt) v dokumentu desticky pro dany béh.

2. Pracujete-li se systémem 7500 Fast, pipetujte do kazdé jamky desticky 20 puL
piisluSného PCR mastermixu.

Poznamka: Reakce obsahujici standardy pfipravujte naprosto totoznym zptisobem
jako reakce obsahujici nezndmé vzorky. Pouzivejte tytéZ primery a sondy, slozky
PCR mastermixu a objem, ale do kaZdého standardu pfidejte zndmé mnoZstvi
templétu (jako je cDNA nebo plazmidovda DNA). VSechny soucasti pred
pipetovanim do jamek desticky smichejte.

3. Uzavrete desticku pomoci optické adhezivni félie.

4. Kratce destiku centrifugujte.
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g/ Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
#FAST Pfiprava desticky

5. Ovéfte, Ze se vSechny reakce nachézeji na dné jamky.

Spravné Spatné

GR1303
—
—

U U
Reakce je na dné jamky. Reakce je na boku jamky, | Nadné jamky je vzduchova
protoze destitka nebyla bublina — reakce nebyla

centrifugovana dostate¢né
dlouho nebo pfi dostatec-
nych otackach.

centrifugovana.

DULEZITE! Pfed spuiténim béhu se ujistéte, Ze se viechny reakce nachézeji na dné
jamky. Neni-li tomu tak, bude ovlivnéna kvalita méteni.

6. Desticku s reakcemi drZte na ledu aZ do té doby, kdy jste pfipraveni ji umistit
do pfistroje.
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast

Priprava desticky
Vzorovy pokus
P¥i pripravé mastermixd pro PCR byly dodrzeny univerzalni reakéni podminky.
Reagencie uL/reakci L/5 reakci L/37 reakcis Vysledna
H H koncentrace
TagMan Fast Universal PCR Master Mix 10.0 50.0 370.0 1x
(2x)
TagMane Gene Expression Assay Mix (20x):
» Forward PCR primer (18 uM) 50 az 900 nM
+ Reverzni PCR primer (18 uM) Celkem 1.0 Celkem 5.0 Celkem 37.0 50 az 900 nM
» Sonda TagMan® (5 uM) 50 az 250 nM
Vzorek cDNA nebo templat standardu 10 az 100 ng
Celkem 9.0 Celkem 45.0 Celkem 333.0
Voda prosta nukleaz —
Celkem 20.0 100.0 740.0 —

¥ Pro kazdy z Sesti standardu byl pfipraven jeden mastermix (4 replikaty a rezervni objem pro ztraty pfi pipetovani).
§ Pro kazdou z obou skupin (populaci) vzorku byl pfipraven jeden mastermix (36 vzork( a rezervni objem pro ztraty pfi pipetovani).

Vzorky obsahujici kvantifikovanou cilovou sekvenci i standardy byly uspofadany v desti¢ce. Pro systém 7500
Fast se pipetuje 20 pL odpovidajiciho PCR mastermixu (véetné cDNA) do kazdé jamky. Desticka byla az do
vlozeni do systému 7500 Fast inkubovana na ledu.

A
RNase P
B Population 1
| o
1] NTC STD 1250 STD 2500
E| STD 5000 STD 10000 STD 20000
&
RNasa I
a Population 2
H

GIRS4T
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o Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
\AFAST Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Vytvoreni dokumentu destiCky pro absolutni kvantifikaci

Pfehled Dokument desticky pro absolutni kvantifikaci slouZ{ k uchovéni dat z jednoho béhu,
zaroven slouZi k uchovani dalSich tidaji o béhu jako jsou ndzvy vzorku a detektory.

Nastaveni Pro kazdy vytvafeny dokument desti¢ky pro absolutni kvantifikaci musite specifikovat
béhu detektory, standardy a dlohu detektoru (detector task):

* Detektor je virtudlné vyjadfend genové specifickd kombinace primert a sondy, které
jsou pouZzivany v dané eseji. Pro kaZdou detekovanou sekvenci vZdy zaddvate
detektor. Vytvoteni detektord je popsano v Piiloze A na strané 73.

» Standard je cilovd sekvence o zndmém mnoZstvi. Pro kazdou cilovou
sekvenci pouzivanou na desti¢ce musite mit sadu standardu.

* Uloha detektoru (detector task) uddvd, k ¢emu program pouZivd data naméfena
v prub¢hu analyzy. Kazdému detektoru je pfifazena jedna ze ti{ dloh.

Uloha Symbol Pouzijte pro detektory...
Neznamy vzorek V jamkach obsahujicich cilovou kvantifikovanou sekvenci.
(Unknown). m
Standard E V jamkach obsahujicich vzorky o0 zndmém mnozstvi.
Netemplatova V jamkach obsahujicich PCR reagencie ale nikoliv templat (negativni kontrola)
kontrola (No Temp- m .
late Control - NTC)
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast =
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci fAS§

Vytvoreni dokumentu desti¢ky pro absolutni kvantifikaci

Informace o vzorcich miiZete do nového dokumentu
desticky zadat, vloZit pomoci kopirovani z jiz
existujicich dokumentd desticky, importovat

z existujicich dokumentt desticky nebo definovat
pomoci templatu. V této ¢asti je popsano vytvoreni
nového dokumentu desti¢ky prostfednictvim zadani
udaju. Vice informaci o kopirovani nebo importovani
informaci o vzorcich z existujicich dokumenti desticek
nebo o pouZivani templatd naleznete v Napovéde.

Poznamka: Popsany postup pouZivé vzorova
experimentdln{ data (viz strana 7).

Vytvoreni nového dokumentu desticky:

1. Zvolte Start > All Programs > Applied
Biosystems > 7300/7500 System > 7300/7500 Quick Startup
System Software ()’ ¢{mz Spustl’te SDS Select the quick startup document mode
software.
Create Mew Document... I

2. V okné& Quick Startup document zvolte
Create New Document (VytVOﬁt I’IOVS’ dokument). Open Existing Document... |

Fecent Document(s) :
1.

2

3
4

Cancel |
3.V rozbalovacim menu Assay (Esej) v okné New

Document Wizard (Pritvodce vytvorenim noveho | Sieb o, sntorsitto e bunet. andonts e rcomens
dokumentu) zvolte Standard Curve (Absolute U — -

Quantitation) (Standardni kiivka — Absolutni Corsie: [s5 it =

e veo v L v . Template: |Blank Document x| Browse.

kvantifikace). PouZijte pfednastavené mozZnosti o o S

v nabidkach Container (96-Well Clear — 96-ti [ e

jamkova desti¢ka) a Template (Templét) — Blank Eonrant
document (Nevyplnény dokument).

DULEZITE! Pro absolutni kvantifikaci et [Faet
nemuzZete pouzit dokument typu RQ (Relativni
kvantifikace) a opacné.

Next > Finish Caneel

4. V poli Plate Name (Nazev desti¢ky) zadejte ndzev a kliknéte Next > (Dalsi).
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Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast

5. Zvolte detektory, které chcete pridat do dokumentu desticky.

a. Kliknutim oznacte detektor, napf.
RNase P (RNazaP). (Ctrl-klik zvolite vice
detektorti.) Pokud ve Spravci detektorti
(Detector Manager) nejsou Zadné detektory,
kliknéte na New Detector (Novy detektor),
¢imz oteviete dialogové okno New Detector.
Vice informaci o vytvafeni novych detektorti
naleznete v Pfiloze A na strané 73.

b. Kliknéte na Add >> (Ptidat), ¢imz
ptidate detektory do dokumentu
desticky, nasledn¢ kliknéte na Next >
(Dalsi).

Poznamka: Chcete-li odstranit detektor
z okna Detectors in Document (Detektory
v dokumentu), oznacte jej a kliknéte
Remove (Odstranit).

6. Pro kazdou jamku definujte detektory a jejich tlohu.

40

a. Oznacte jamku (nebo skupinu jamek,
pro replikaty).

b. Kliknéte na nazev detektoru(d), ¢imz jej
pfifadite oznacené jamce.

c. Ve sloupci Task (Uloha) zvolte tlohu
detektoru.

d. Pro jamky obsahujici standardy
zadejte jejich mnoZstvi.

e. Kliknéte Use (Pouzit).

Uloha a barva detektoru se zobrazi ve
zvolenych jamkach.
f. Kliknéte Finish (Ukon¢it).

Program SDS vytvoii dokument desticky.
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Select Detectors

Select the detectors you will be using in the documert

Y — U - P — 5a

1 =] =S e =

| |petector name | Deseription | Reporter | Quencher Detectars in Document

E. |0l FAM TAMRA FNase P

& Infernal Posiiiv |FAM TAMRA

<« Remove
< b3
New Detector. 5b
cBack | Metr | Cancel
Use Detector Reporter Quencher Task | Quantity

6b
6e

6a




Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast =
Viytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci | FAST

7. Zadejte nazvy vzorki.
[ setup ¥ Instrument ¥ Results

a. Kliknéte na B nebo zvolte View > Well PI|zma EEEE a gl g |
Inspector (Zobrazit > Prohlize¢ jamek). & F ‘F ‘F F m m m m
Poznamka: Nazvy vzorku lze zadat i tak, Ze B | |
oznacite vybrané jamky a napiSete ndzev. Ll vellsen s saiasiose sacennaasaou |

wel(z):

2l

San(ple Mame:
m |

|
e DetectoP porter | GQuencher
A (none)

b. Kliknéte na jamku nebo oznacte vice jamek.

Color

Unknoswen

c. Zadejte nazev vzorku.

. ~ s v v r Oimit ‘el
d. Je-li zapottebi, zméite zvolenou || e Passive Reference
Pasivni referenci. (Pfednastavena je f g L |__femove b OO =
barva ROXm.)
e. Opakujte kroky b az d tak dlouho, az zadate
nazvy vzorkl a definujete pasivni referenci
y jete p o 7c 7d 7e

pro vSechny jamky na desticce, poté kliknéte
na (Xl), ¢imZ okno Well Inspector uzavfete.

Poznamka: Zadané informace (ndzev
vzorku, detektor, tloha detektoru) muzZete
zménit po skonceni behu.

DULEZITE! Pokud v pokusu nepouZivite
vSechny jamky desti¢ky, nevytazujte je nyni
z analyzy (pomoci funkce Omit - Vypustit).
MuzZete tak ucinit aZ po skonceni béhu. Vice
informaci naleznete v ndpovéde .

8. V ziloZce Setup (Nastaveni) ovéfte, Ze jste
vSechny informace zadali spravné.
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
Vytvoreni dokumentu desticky pro absolutni kvantifikaci

Vzorovy pokus

Kvantifikované vzorky i standardy byly uspofddany na jedinou desticku. Kazdé jamce byl pfifazen detektor
(symbol barevného ¢tverecku). Kazdé jamce byla rovnéz pfifazena uloha detektoru — U (unknown — Neznamy vzorek),
S (standard) nebo N (no template control — netemplatova kontrola).

Jelikoz byl kvantifikovan pouze jeden gen, byl definovan pouze jediny detektor (nazvany RNase P — RNaza P).

Obrazek nize znazornuje vzorovy dokument desticky pro absolutni kvantifikaci poté, co byly zadany nazvy vzorkd, detektor
a ulohy detektoru pro kazdou jamku

V5ot Y inerument ¥ Result: &
[ Pae b

| 1 1 2 1 3 1 4 1 [ Il [ 1 T 1 [ 10 0 | T [ | [
A | S £ EH K SH L3 S EH SH 5K S
m o o ] ] 1] m o m ] m ]
e 5 3 E ] 3 Eo ET 5 = ]
] ] -] ] -] o ] m ] m ]
IE3 Nézev vzorku
= = . ([ % % % = 5 %
0] ] m ] ] m m m m m
M Uloha detektoru a
0 |nrc NTC NTC ] EQ EQ ET] ET3 T3 73
] o — mrReon Bizeos Biseos Bimeon oo Besems Beses  [§2geon barva
i- 53 53 53 53 4 4 24 54 55 S5 =3 55
Booeo: Bsoeon Bscoems  @soecss  Erosecos  @rmeces Bioes  @ioowses:  Booowos  Eooecos oo 2o
i o o ¢ ] o o o o ] ] o
m ] ] ]
G | A0 10K 0 108 10K ADH 10K I [ 10K A0K
m m ] m m
H |10 A0 0K 0K 10 10K A0H 10H 03 I3 10K A0H
] ] -] L] ]
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast =
Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu FAST

Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu

Teplotni profil * Optiméln{ fungovani reZimu rychlého cyklovani (Fast mode) a mastermixu TagMan
typu Fast Fast Universal PCR Master Mix (2x), No AmpErase UNG bylo ovéfeno pouze pro
(Rychly) provadéni kvantifikace a nikoliv pro reakce s analyzou provadénou aZ po jejich

skonceni (tzv. endpoint) jako napf. alelickd diskriminace.

* Optimélni fungovéani pfednastaveného reZimu rychlého cyklovani (Fast
mode) a mastermixu TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x), No
AmpErase UNG bylo ovéteno pro TagMan Gene Expression Assays
(TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese) a Custom TagMane Gene
Expression Assays (TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese — na
objedndvku) spolecnosti Applied Biosystems.

* Pro vétSinu kvantifikacnich eseji, navrzenych podle doporuceni (Assay Design
Guidelines) spolecnosti Applied Biosystems, ziskdte pii pouZiti
pfednastaveného reZimu rychlého cyklovéni (Fast mode) a mastermixu
TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x), No AmpErase UNG srovnatelné
vysledky, jako pfi pouziti standardniho rezimu cyklovani a mastermixu
TagMane 2x Universal PCR Master Mix. Pokud nikoliv, postupujte podle ¢4sti
“Reseni problémi” na strang 48.

* Provadite-li multiplex PCR (v jedné zkumavce je amplifikovadna vice nez
jedna cilova sekvence), je moZné, Ze bude nutné esej optimalizovat. Pied
provadénim multiplex PCR si pfe¢téte informace na strané 48 v €asti
Reseni problémii.

Expertni rezZim Expertni rezim (Expert mode) vdm umozfiuje provadét méfeni pii pouZiti pouze té&ch

(Expert Mode) filtrii, které jsou ve vdmi provddéném pokusu zapotiebi, coZ zkracuje dobu trvani b&hu na
méné neZ 30 minut. Je zapotfebi dodrZovat nésledujici doporuceni. Vice informaci
naleznete v piirucce Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-Time PCR System
Using Expert Mode User Bulletin:

* V pfednastaveném teplotnim profilu v rychlém reZimu (Fast mode) je nastavena doba
polymerace 30 vtetin. MoZnost pouZiti této doby polymerace byla ovétena pro
TagMan Gene Expression Assays (TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese),
TagMan Pre-Developed Assay Reagents (reagencie pro TagMane eseje) a eseje
navrzené pomoci programu Primer Express za pouZziti pfednastaveného rezZimu
rychlého cyklovani (Fast mode).

» Pouziti krat§i doby polymerace nez 30 vtefin m4 vliv na fungovéani n&kterych eseji.
Chcete-li pouZit kratSi dobu, musite toto pouZiti validovat pro vdmi pouZivanou esej.

* Spolecnost Applied Biosystems dlirazné doporucuje pouZivani barvy ROXm pro
normalizaci fluktuaci vzniklych v disledku neptesného pipetovani.

» Pouzivite-li pasivni referenci ROX, musite zvolit oba filtry FAMma ROX.

~soo2

» Pouzivite-li vice nezZ tii filtry, prodluZte dobu polymerace (delsi doba trvani
méfeni fluorescence).

Poznamka: Filtry jsou oznaceny A a7 E, ale mlzete je pfejmenovat. Zvolte Tools >
Filter Configuration (Nastroje > Nastaveni filtri), ¢imZ oteviete okno Filter Naming
(Nazvy filtr).
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
FAST Nastaveni teplotniho profilu a spusténi behu

Pfednastaveny Pokud jste si pro vas pokus absolutni kvantifikace zvolili dvoukrokovou RT-PCR
teplotni profil pro  (doporuceno), jiZ jste provedli krok reverzni transkripce. Nyni provedete amplifikaci DNA
PCR pomoci PCR. UZivatelé systému 7500 Fast si mohou zvolit mezi pfednastavenym
standardnim reZimem cyklovani a reZimem rychlého cyklovani (Fast mode). Expertni
rezim je nastaveny jako vypnuty a lze jej zapnout pouze pro rezim rychlého cyklovani.

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile ]Auto Increment] Ramp Rate
Stage 1 Stage 2

V zdlozce Instrument (Pfistroj) se zobrazi pfednastaveny teplotni profil PCR, viz
nasledujici tabulka.

Casy a teploty Fast (Dvoukrokova RT-PCR)

1) RT HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace) HOLD (Inkubace)
10 min pfi 25 °C 120 min pfi 37 °C 5 sec pfi 85 °C
Teplotni profil Fast (pouze systém 7500 Fast)
2) PCR Aktivace enzymu Denaturace Annealing/Polymerace
Rezim Fast 20 sec pfi 95 °C 3 sec pii 95 °C 30 sec pfi 60 °C
Expertni rezim 20 sec pii 95 °C 3 sec pfi 95 °C 20 sec pfi 60 °C
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast [,
Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu

FAST

Teplotni profil nastavite a béh spustite takto:

1. Zvolte zdlozku Instrument (Pfistroj).

Zobrazi se prednastaveny teplotni profil
(standardni podminky pro dvoukrokovou RT-
PCR).

Heat Sink
Black:

2. Ovéite, Ze:

» PouZivite-li dvoukrokovou RT-PCR - Je
nastaven piednastaveny teplotni profil PCR.

Poznamka: Pouzivite-li jednokrokovou
RT-PCR, pouZijte teplotni profil uvedeny
v ¢asti “Teplotni profil pro jednokrokovou
RT-PCR” na stran¢ 44.

i
AddCycle | AddHod | AddStep | Add Dissociation Stage Heie | |

Semple Volume (). |20
Frun Wods Fast 7500 ~| T Expeitbode |

* Objem vzorku je 20 puL (pro 7500 Fast).
» Je nastaven Run Mode (ReZim b&hu) Fast 7500. [ Settings

Sample Yolume [pL]: |20

Run Mode |Fast 7500 |

Poznamka: PouZivate-li chemizmus SYBRe
Green I a chcete ovéfit pfitomnost kontaminaci
¢i stanovit disociacni teplotu vasich amplikond,
kliknéte na Add Dissociation Stage (Pridat
krok disociace). Tento krok zahrnuje i
ochlazeni po skonfeni disocia¢ni analyzy. Vice
informaci naleznete v ndpoveédé. UZivatelé
systému 7500 Fast mohou pouzivat chemizmus
SYBR Green I v reZimu b¢hu Standard nebo
9600 Emulation.

DULEZITE! Chcete-li pouzit Expertni reZim,
pokracujte krokem 3. Jinak pokracujte krokem 6.

3. Zatrhnéte policko Expert Mode (Expertni rezim).

4. Zvolte tlatitko Select/View Filters (Vybér filtrti).
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l Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast

Nastaveni teplotniho profilu a spusténi behu

| FAST

5. Vyberte filtry pro méfeni a potvrd’te OK. Filtr

zvolite zatrZzenim okénka vedle ndzvu filtru. et Pl et et Hock
° 21 TE 213 N I~ Filter &
DULEZITE! Neni-li zvolen Z4dny filtr, nebudou  Fiter B
provedena Zadnd méteni. I Fiterc
[ Filter v
I Fiter £

7 o M e N2, Ok Cancel
Pozndmka: Durazné se doporuéuje pouZzivani o | e |

barvy ROX™ pro normalizaci fluktuaci
vzniklych v disledku nepiesného pipetovani. Je
nutné zvolit filtry FAM a ROX, aby byla
excitovéna i pasivni reference ROX

v mastermixu spole¢nosti Applied Biosystems.

Poznamka: Informace o moZnosti jak zménit
nazvy filtrl naleznete v ndpoveédeé nebo piirucce
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
System Using Expert Mode User Bulletin.

6. Zvolte File > Save (Soubor > UloZit), zadejte
nazev dokumentu desticky a kliknéte Save
(Ulozit).

(Volitelné) Chcete-li tento dokument desticky
pouZit znovu, uloZte jej jako templat. Zvolte File
> Save As (Soubor > Ulozit jako).

V rozbalovacim menu Save in (UloZit v)
vyhledejte adresat Applied Biosystems\
7300\7500\7500 Fast System\Templates
(Templaty). Zadejte ndzev souboru, zvolte typ
souboru (*.sdt) v Save as type (UloZit jako typ) a
uloZte soubor jako templét.

7. Vlozte desti¢ku do zdsuvky piistroje. Ujistéte
se, Ze desticka je vloZena do pfistroje ve spravné
orientaci.

Poznamka: Pozice Al musi byt v levém
hornim rohu zasuvky pfistroje. Carovy kéd je
smérovan k ¢elnf strang piistroje.
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| FAST

Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
Nastaveni teplotniho profilu a spusténi béhu

8. Kliknéte Start.

Béhem provadéni PCR zobrazuje piistroj
v zdloZce Instrument (Pfistroj) informace
v redlném Case a uddva namétené hodnoty
fluorescence.

Po skonceni béhu jsou stavové hodnoty a tlacitka
Sedd a tla¢itko Analysis (Analyza) * je aktivni.
Soucasné se objevi zprava oznamujici uspésné ¢i
netspésné ukonceni béhu.

Veskera data vytvotend v priubéhu béhu jsou

uloZena do dokumentu desti¢ky tak jak byl zad4n
v kroku 6.
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systéem 7500 Fast
Reseni problému

FAST

Resdeni problémd

Reseni probléma

Problém Mozna pricina Napravné kroky
Vysoké hodnoty Ct/nizka Cilova sekvence se obtizné  Prodlouzeni doby annealingu/
presnost nebo nezdafené PCR amplifikuje polymerace v rezimu cyklovani.
reakce + Zvyseni teploty annealingu/

polymerace na 62 °C.

Nedostatecné mnozstvi cDNA Pouzijte 10 az 100 ng cDNA
templatu na 20-uL reakci.
Nizka kvalita cDNA 1. Provedte kvantifikaci cDNA.
2. Oveérte pritomnost inhibitor(
v cDNA templatu.

3. Oveérte, Ze je OD2so/280 > 1.8 pro
RNA nebo 1.9 pro DNA.

Degradace vzorku Zopakuijte pokus s Cerstvé
pripravenou cDNA.

Pouzili jste TagMan Universal PCR Provedte reakce za pouziti
Master Mix (2x) namisto TagMan spravného mastermixu.
Fast Universal PCR Master
Mix (2x), No AmpErase UNG

Tvorba dimert primerd. Pro dosazeni optimalnich vysledku je
nutné spustit reakce co nejdfive po
jejich pfipravé. Neni-li mozné reakce
spustit do 2 hodin od ukongeni jejich
pfipravy, umistéte desticku s
reakcemi do lednice nebo ji zamrazte
do té doby, nez je mozné ji
analyzovat na pristroji 7500 Fast.

Nizké hodnoty ARnnebo Rn Prili§ kratka doba polymerace Pouzijte pfednastaveny
teplotni profil (viz strana 44).

Tvorba dimer@ primerd. Pro dosazeni optimalnich vysledku je
nutné spustit reakce co nejdfive po
jejich pfipravé. Neni-li mozné reakce
spustit do 2 hodin od ukonceni jejich
pripravy, umistéte destiCku s
reakcemi do lednice nebo ji zamrazte
do té doby, nez je mozné ji
analyzovat na pfistroji 7500 Fast.
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Reseni probléma

Problém

Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast

Mozna pricina

Reseni problémci

FAST

Napravné kroky

Béh trva déle nez 40 minut

Je nastaven rezim cyklovani
Standard nebo 9600 Emulation

Nastavte rychly rezim cyklovani —
Fast mode (viz strana 44).

Graf zavislosti Rn na cyklu se
nezobrazi

Pfi nastaveni béhu nebyla zvolena
barva ROXm jako pasivni reference

Pfi nastaveni béhu zvolte barvu ROX
jako pasivni referenci.

PFili§ vysoké hodnoty ARn nebo Rn

Pfi nastaveni béhu nebyla zvolena
barva ROX jako pasivni reference

Pfi nastaveni béhu zvolte barvu ROX
jako pasivni referenci.

Evaporace

Ujistéte se, ze desticka je dokonale
uzaviena, zejména v rozich.

Vysoka variabilita v reakéni
desti¢ce

Pfi nastaveni béhu nebyla zvolena
barva ROX jako pasivni reference

Pfi nastaveni béhu zvolte barvu ROX
jako pasivni referenci.

Evaporace

Ujistéte se, ze desticka je dokonale
uzavrena, zejména v rozich.

Vysoka variabilita replikata

Nedokonalé promichani reakéniho
mixu

Promichejte reakéni mix
nékolikrat opatrnym otocenim,
pred rozplnénim do desticky
kratce centrifuguijte.

Multiplex PCR — Reseni probléma

DULEZITE! S ohledem na slozitost multiplex PCR a jeji komplexni charakter je nemozné v multiplexnim usporadani
garantovat optimalni pribéh eseji. Spole€nost Applied Biosystems doporucuje pfi provadéni multiplexnich aplikaci za
pouziti rychlého rezimu cyklovani a mastermixu TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x), No AmpErase UNG

provedeni nize uvedenych krok(, a to v pofadi, v jakém jsou uvedeny.

Pfi provadéni multiplex PCR:

(kat. &. 4348358).

1. Zvyste teplotu annealingu/polymerace na 62 °C.

2. Pokud ani po zvySeni teploty annealingu/polymerace na 62 °C nefunguji eseje optimalné, prodluzte dobu
annealingu/ polymerace o 5 vtefin na 35 vtefin.

3. Pokud ani po zvySeni teploty ¢i prodlouzeni doby annealingu/polymerace nefunguji eseje optimalné, je mozné, ze
bude nutné je znovu optimalizovat. Vice informaci naleznete v pfiru¢ce Real-Time PCR Systems Chemistry Guide
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Kapitola 5 Provedeni absolutni kvantifikace — systém 7500 Fast
Reseni problémti
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Kapitola 6

Analyza vysledku kvantifikace

Nastaveni parametrd
Uvod analyzy

Pfiprava

| kvantifikacniho Nastaveni pozadi a prahu

pokusu

Provedeni reverzni Analyza a zobrazeni Vi 60
transkripce vysledk( iz strana
& Provedeni & Provedeni
STANDARD kvantifikace — NEBO| |EasT| kvantifikace — Lor o
systém 7300/7500 L systém 7500 Fast Vyrlgchayl VZ? Ll Viz strana 66
v pfipadé potreby

. l

Analyza vysledku

kvantifikace Export vysledkd absolutni
kvantifikace

Poznamky

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kiivky — UZivatelska pfirucka pro systémy 7300/7500/7500 Fast 51



Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Nastaveni parametra analyzy

Nastaveni parametru analyzy

Pted vlastni analyzou dat musite nastavit
parametry této analyzy.

Pokud jste pro vas pokus dosud nestanovili
optimdln{ nastaveni pozadi (baseline) a prahu
(threshold), pouZijte automatické nastaveni téchto
parametrd, které je k dispozici v programu SDS
(Auto Ct). Bylo-li nastaveni pozadi a prahu
provedeno spravné pro vSechny jamky, pokracujte
zobrazenim vysledkd. Pokud nikoliv, musite
nastaveni pozadi a prahu provést ru¢né, viz ¢ast
“Rucni nastaveni pozadi a prahu” na strané 54. Nize
je popsano pouZiti funkce automatického nastaveni
(auto Ct).

Chcete-li nastavit parametry analyzy:

1. Kliknéte ® nebo Analysis > Analysis Settings
(Analyza > Parametry analyzy).

Analysis Settings - Standard Curve E|

2. V rozbalovacim menu Detectors (Detektory) Lt fnalysis

zvolte All (Vsechny). Detector: [ - 2
3. Zvolte funkci Auto Ct. Program SDS nastavi @ Auto 3

automaticky pozadi pro kaZzdou jamku a ¥ (e

prah pro kazdy detektor. Threshold: |0.4016

-

DULEZITE! Po provedeni analyzy musite r Start (cycle) [BW0 End (cucie], [0

ovéfit, Ze pozadi a prah byly pro kaZzdou jamku

nastaveny spravné, jak je popsano v Casti =

“Nastaveni pozadi a prahu” na strané 54. ' 4

Ok & %analyze| lTl Cancel | Apply |

Ptipadn¢ muzete zvolit Manual Ct (Ru¢ni
nastaveni prahu) a provést nastaveni prahu a
pozadi ruéné. RovnéZ je mozné zvolit funkci
Auto baseline (Automatické nastaveni pozadf)
a Manual Ct (Ru¢ni nastaveni prahu).
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4.

(Volitelné) Zvolte Use System Calibration
(PouZit soubory kalibrace systému), ¢cimz
pouZzijete kalibra¢ni soubory uloZené v pocitaci,

Nyl

ktery pravé pouzivite.

Poznamka: Nezvolite-li moZnost Use System
Calibration, budou pouzity kalibra¢ni soubory
uloZené v dokumentu vasi desticky. Tyto
soubory pochdzeji z pocitace, ktery byl pfipojen
k Real-Time PCR cykleru v okamZiku analyzy
desticky.

Vice informaci o souborech kalibrace systému
naleznete v ndpovéde.

Kliknéte OK & Reanalyze (OK & Analyzovat znovu).

Zkontrolujte graf amplifikace a v pfipadé potieby
upravte runé nastaveni pozadi a prahu tak jak je
popséno v ndsledujici ¢asti.

Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Nastaveni parametrd analyzy
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Nastaveni pozadi a prahu

Nastaveni pozadi a prahu

Automatické Funkce programu SDS Manual Ct (Ruéni nastaveni prahu) vypocitava pozadi a prah pro
nastaveni kazdy detektor na zdklad¢ predpokladu, Ze vysledkem amplifikace je “typicky” prubch

pozadi a prahu kiivek.

ARn

© ‘Cyklus
Typickd amplifikacni kiivka ma:
» F4zi plat6 (Plateau) (a)
e Fazi linearni (b)
» F4zi exponencidlni (geometrickou) (c)
* Pozadi (Background) (d)
¢ Pozadi (Baseline) (e)
Experimentalni chyby (jako napft. kontaminace, chyby pfi pipetovani apod.) mohou
vést k vysledkim, které se od typického pribéhu amplifikacnich kiivek vyrazné lisi.

Takové vysledky pak vedou k tomu, Ze softwarovy algoritmus nastavi pozadi a prah
pro dany detektor nespravneé.

Spole¢nost Applied Biosystems proto doporucuje, abyste po provedeni analyzy provedli
kontrolu nastaveni pozadi a prahu pro vSechny detektory. Je-li to nezbytné, nastavte tyto
parametry ruc¢né jak je popsano na strané 57.

Ruéni nastaveni Pokud jste pro néktery z detektorti provedli nastaveni pozadi a prahu ru¢né, proved'te pro
pozadi a prahu kazdy detektor kroky popsané na stran¢ 57.

Na nésledujicich amplifika¢nich grafech je demonstrovan vliv nastaveni pozadi a prahu.
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Kapitola 6 Analyza vysledkd kvantifikace =i rr]
Nastaveni pozadi a prahu

Spravné nastaveni pozadi (Baseline)
Amplifika¢ni kiivka zacind az po ukonceni faze
pozadi. Prah je nastaven v exponencidlni fazi
amplifika¢ni kfivky. Zadné korekce nastaveni
nejsou nutné.
i3
8
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 2 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Cycle Number
Nizké nastaveni pozadi (Baseline) e
e o Co s wetiy e o
Amplifikacni kiivka zacind piili§ daleko (vpravo)
. P v P "
od maxima pozadi. Zvyste nastaveni End Cycle pe .
(Konecny cyklus). %gfﬂ‘ﬁ 7 ! j/"iﬁ-ﬁ;
& ; :
2\ i
ﬁ% f Ii
il |
Baseline
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Cycle Number

Vysoké nastaveni pozadi

Amplifikacni kfivka zacina pfed maximem pozadi.
SniZte nastaveni End Cycle (Kone¢ny cyklus).

I|'Ea ling
13 & 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 289 31 33 35 37 39
Cyele Number

Poznamky
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==+ Kapitola 6 Analyza vysledki kvantifikace
Nastaveni pozadi a prahu

Spravné nastaveni prahu (Threshold) ‘

Préh je nastaven v exponencidlni fazi amplifikacni
kiivky.

Zména nastaveni prahu mimo tuto optimaln{
hodnotu se projevi vyssi standardni odchylkou
skupiny replikata.

RESLI"S
l_hl—l—l—l—ﬁl—
Rhase P |Unknown |2551 478697 (473219 128 616
A2 1-1 Rhase P |Unknown |25.57 D 040 458129 (473219 125616
AT 1-1 RMase P |Unknown |25.46 0040 457724 (473219 128,616
A4 1-1 RMase P |Unknown |2554 0040 4661 26 473219 126616

Nizké nastaveni prahu (Threshold)

Prédh je nastaven pred zapocetim exponencialni
faze amplifikacni kfivky. Standardni odchylka ma
vyrazné vyS$$i hodnotu neZ pti spravném nastaveni
prahu. Posuiite prdh nahoru do exponencidlni faze

kiivky.

¥ Results
Report

l—l—l—!—!—ﬁ
21 RMNase P |Unknown 514632 |4586.23 2677 575
A2 1-1 Rhase P |Unknown 21 57 U S?G 217180 |4506.23 2677 676
A3 1-1 RMaze P |Unknown |2073 0576 S097.34 |4586.23 2677 676
A4 1-1 Rhase P |Unknown |21.28 0576 292945 |4506.23 2677 676
Vysoké nastaveni prahu (Threshold)
Préh je nastaven aZ po skonceni exponencialni faze l
amplifika¢ni kiivky. Standardni odchylka ma

vyrazné¢ vyS$§i hodnotu neZ pfi spravném nastaveni Mote dowr)

prahu. Posuiite prah dolti do exponencialni faze
ktivky.

¥ Resuts
¥ Report
ﬁlililil*mlilili
RMase P |Unknown 432550 |S0M528 653655
AZ 1-1 Fhlase P [Unknown 37 81 D 481 4867.56 |5015.28 653635
A3 1-1 Fiase P [Unknown |37.05 0451 S960.34 |5015.28 653685
A4 1-1 RMase P |Unknown (3778 0401 4907 72 |S0M528 6836595
Poznamky
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Nastaveni pozadi a prahu ﬁ

/ Setup ¥ Instrurnent Y Results
/ Plate ¥ Spectra ¥ Cormpanent ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report
Delta Bnvs Cycle 1
1.0e+001
Data: |DeltaRnws Cycle w1 |
Detector: |AMNase P —-3
1.0e+000 | Line Color: [\l Colar -
\ Exponencialni faze
amplifikacni kfivky
Analysis Settings
1.0e-001 cain
DE: I tanual Ct —Sa
jad
g Threshold: [0.728583
S 1 0e-002 | ik i 56
p " Auto Baseline
% Manual Baseline: — —— —4a
i} - Start [cycle]: |3 _l
4b
End [cycle]: |15 4
1.0e-004
3 58 7 89 11 13 18 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Cycle MNurmber 4
e e lien el e e e e i e
A [ | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul | Ul
B [ | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul I
c [ | Ul | Ul I I | Ul | Ul I | Ul | Ul I I
(| | I I I | S| | S| S| | S| S| | S| | S| | S| 2
| <| S| | S| S| | S| S| S| | S| S| | S| | S| | S|
F I | Ul | Ul | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul
G [ | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul I | Ul | Ul | Ul I
H I | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul | Ul

Chcete-li ruéné nastavit pozadi a prah:

1. Zvolte zalozku Amplification Plot (Amplifikacni graf), ndsledné zvolte
v rozbalovacim menu Data Delta Rn vs Cycle (Graf zavislosti Delta Rn na
cyklu).

2. Zvolte jamky, které chcete zobrazit. (Jinak zistane graf prazdny.)

3. V rozbalovacim menu Detector (Detektor) zvolte detektor. Program SDS zobrazi
graf pro zvoleny detektor a jamky.
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Nastaveni pozadi a prahu

4. Nastavte pozadi pro dany detektor.

a. V C&asti Analysis Settings (Parametry analyzy)
zvolte Manual Baseline (Ru¢ni nastaveni
pozadi).

Delta Rn ws Cycle

Data [DehaRnvs Cocle |
Detector: |ANase P |
Line Color: [well Colar v

b. Zadejte udaje do poli Start (cycle) a End
(cycle) (Pocate¢ni a konecny cyklus) tak, aby
amplifikacni kfivka zacinala v cyklu po
nastavené hodnoté End Cycle (Kone¢ny
cyklus).

Analysis Settings
" AutaCt
@ Manual Ct

Threshold: |0.089244

" Auto Baseline

Poznamka: Jakmile zménite nastaveni
pozadi nebo prahu pro dany detektor,

' Manual Baseline:

Start (cvelel [2
tlagitko __ 4= | (Analyza) bude aktivni, s
él’mije indlkovéna nutnost prQVést 1 3 % 7 89 11 13 15 17 19 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38 Ana‘yZEJ
opakovanou analyzu dat. st

Tlagitko Analyze

4 G Posurite nastaveni prahu. Linka (Analyza) bude po
5. Nastavte prah pro dany detektor. z&ervena, coz je indikace toho, ze zméné nastaveni
X4 ot : : jste zménili nastaveni. pozadi nebo prahu
a. v cas/tl Analysis Settings (Parameztr’y aktivni.
analyzy), zvolte Manual Ct (Ru¢ni

nastaveni prahu).

b. Potazenim nastavte prah tak, aby byl:
* nad drovni pozadi
* pod platé fazi a linearni fazi
amplifika¢ni kfivky
» v exponencidlni f4zi amplifikacni
kiivky
Program SDS upravi hodnotu prahu a po
analyze ji zobrazi v poli Threshold (Prdh).

6. Zopakujte kroky 3 az 4 - proved’te nastaveni
pozadi a prahu pro kazdy pouZity detektor.

7. Klikné&te Analysis > Analyze (Analyza > Provést
analyzu) ¢imzZ zopakujete analyzu s nové
nastavenymi hodnotami pozadi a prahu.

58 Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast



Kapitola 6 Analyza vysledkd kvantifikace
Nastaveni pozadi a prahu

e

Vzorovy pokus

Vysledkem byl tento amplifikacni graf:

7 Setup Y Tumert YResuts \
[ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001 ‘

ozl

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002 |}

Delta Rn

e

1.0e-003

T0e004 4 5 5 7 g 11 13 15 17 19 21 23 25 7 29 M 33 35 37 39

Cycle Number

Po bliz§im prostudovani je zfejmé, Ze nastaveni pozadi a prahu je v pofadku a nevyzaduje dalSich Uprav:
« Amplifikacni kfivka za¢iné az po kone¢ném cyklu nastaveni pozadi (baseline).
» Prah je polozen v exponencidlni fazi amplifikacni kfivky.

Vysledky byly nejprve analyzovany pomoci funkce automatického nastaveni Ct (Auto Ct) a pozadi (Auto Baseline).

Poznamky
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Analyza a zobrazeni vysledki

Analyza a zobrazeni vysledku

Zalozka V zdlozce Results (Vysledky) jsou zobrazeny vysledky béhu a je mozné zde ménit
Results nastaveni. Napf. je mozné vypustit z analyzy nékteré vzorky nebo ru¢né nastavit pozadi a
Y rah. Zmenite-11 nastaveni, musite vysle analyzovat znovu.

(Vysledky) Pprah. Zménite-l {, musite vysledky analy

@ File Wiew Tools Instrument Analysis Window Help

D2 d SRIBEHE »E » 2
Setup ¥ Instrument Y Results \
Plate Y Spectra Y Component Y Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation Y Report

V zilozce Results (Vysledky) je n€kolik dalsich zdloZek, které jsou popsdny niZe.
Detailni popis je v napovéde.

* Chcete-li se posunout na dalsi zalozku, kliknéte na tabelator.
* Chcete-li zvolit vS§ech 96 jamek desticky, kliknéte do jejtho levého horniho rohu.

| o+ ] = ] s ] & | s [ & | ¢ ]
NES 51 5 5 5 5K 5K

m m m m m m
B | S 51 51 E3 5 5

m m m m m m m
T | E3 51 51 3 3 3

m m m m m m m

¢ Chcete-li zmenit zpiisob jak je zobrazen graf, poklepejte na osu y nebo x, ¢imz
zobrazite okno Graph Settings (Nastaveni grafu). Podle typu grafu miZete zménit
nékterd jeho nastaveni.

Graph Settings rg|
Feal Time Settings Post Run Settings

s Auto Scale Minimurns s W Auto Scale

; Il:inear Minimum: ’W ; tinear Minimum: ’—

o I awimurn: "ID— - I awimuirn: ’—
Hedwis is autozcaled in RealTime Heduis ¥ Auto Scale

* Minimum: ’—

L I awimuirn: ’—

Dizplay Options

Line Wwidth: |2 [1-10)

Defaults QK | Cancel Apply
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace

Analyza a zobrazeni vysledkt

Zalozka Plate Pro kazdou desti¢ku zobrazuje tyto vysledky:

(DestiCka) e« Nazev vzorku a tlohu a barvu detektoru pro kazdou jamku.

* Vypocitané mnozZstvi (pfednastaveno), ARn nebo Ct. Zvolte Analysis > Display
(Analyza > Zobrazeni), chcete-li zménit zobrazovany tdaj.

Poznamka: Pro detektory, pro néz nebyly definovany standardy, se v zdloZce Plate
(Desticka) zobrazuje “Undet.” (undetermined - nestanoveno).

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results
/Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Repol
1 | 2 | s | a4 | s | s | 7 | s

1-1 1-1 1-1 12 12 12 12
4.79+00 0] 4 532+00 [ 4 352+00 M # 63e+00 [ 4 84=+00 [ 4 60=+00 [ 4 65e+00 0] 4. 47e+C

4 1-4 1-4 1-4 1-5 1-5 1-5 1-5
4.35¢+00 [M] 4 57=+00 [ 4 202+00 [ # 66e+00 [ 4 73=+00 [ 5.062+00 [ 4 75e+00 [ 4 562+C

1-7 1-7 1-7 1-3 1-3 1-3 1-3
74e+00 [ 4 74e+00 [ 5.05+00 [ 5 452+00 [ 5 240+00 [ 5 54e+00 [ 5 232+00 [ 5.256+C

=:
_b"-vl

MTC MTC MTC =1 =1 =1 =1

1] 1] 1] B 1 25e+00 @ 1 252+00 B 1 25e+00 B 1 25840

Bz
(]

53 53 53 54 54 54 54
5.00e+00 B 5.00s+00 B 5.00=+00 B 5.00e+00 B 1 00=+00 B 1 .00=+00 B 1 .00e+00 B 1 00=+C

By

21 21 21 21 2-2 2-2 2-2 2-2
M 1 31e+00 [ 9 90=+00 [ 9.26e+00 0] 2 70=+00 [ 9 262+00 [ 1 .02e+00 0] 1 04e+00 [ 1 02e+C

L " " = ° = =2

1]

2-4 2-4 2-4 2-4 2-5 2-5 2-5 2-5
M 1 03e+00 [ 1 .092+00 [ 9.49+00 @] 1 00=+00 [ 9.092+00 [ 9.61e+00 0] 2 83=+00 [ 1 01e+C

Zalozka Spectra Zobrazuje fluorescenéni spektra zvolenych jamek.
(Spektra)

* Posuvnik Cycle (cyklus) vim umozniuje zobrazit spektra pro kazdy jednotlivy
cyklus.

* V poli Cycle # (Cyklus) se zobrazuje aktudlni pozice posuvniku.

Setup ¥ Instrument ¥ Results

TFiate Yspectra Y componenty arpisation Fiot ¥ Standara Gune ¥ Dissociaton ¥ Reporty,

Raw Data

1347146.00

1200000.00

1000000.00

800000.00

600000.00

Fluorescence

400000.00

200000.00

0.00

Filters

Cycle # [40

i Eyele gl
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Analyza a zobrazeni vysledki

Zalozka Component Pro jednotlivé jamky a cely priibéh PCR zobrazuje piispévek signdlu kazdé pouZité barvy
(Komponenty) do celkového spektra. Zobrazuje se vZdy pouze jedind jamka.

Setup ¥ Instrument ¥ Results
Flate ¥ Spectra ¥ C Amplification Plot Y Standard Curve )’Dlssuclal\un ¥ Report \

Component
12000
Components)
| Rt
10000 W v Rox
v TamMRs
8000
@
3
2
g
5 BO00
2
51
=
z
4000 | = T
2000 B
0
1% &6 7 9 11 13 156 17 19 2 23 25 37 20 3 33 35 37 39

Cycles

~vsoo2

Poznamka: Pouzivite-li produkty TagMane, zobrazuji se v této zaloZce signdly ti{
komponent (barva ROXm, reportérova barva a barva TAMRA™ -zh48ec). PouZivéte-li
produkty TagMane MGB, zobrazuji se pouze signdly dvou komponent (ROX a
reportérové barvy).

Zalozka Pro zvolené vzorky je mozné zobrazit tii rizné amplifikacni grafy. V téchto grafech se
Amplification zobrazuji vS§echny vzorky ze zvolenych jamek.
(Amplifikace)

Zobrazeni Rn vs. Cycle (Linearni) — Graf zavislosti Rn na cyklu

Zobrazuje zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy (Rn) na cyklu. Tento
graf miZete pouZit, chcete-li prostudovat, zda prubéh amplifikacnich kiivek neni

. ~

atypicky.

Instrument ¥ Resulls

i Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report
Rnvs Cycle

10

[ e
Detectar [RNase P -
Line Calor: el Color Bock

a
8
Analysis Settings

" Autot
@ Manual Ct

Threshold; (0.728583

" Auto Baseline

Rn

+ Manual Baseline:

Start feyele) [3
End [eycte): [15

A
g G 3 G g ] 9306 JF 99 393 35 - 3T 3

Cycle Mumber

Vice informaci o parametru Rn naleznete v ptirucce Real-Time PCR Systems Chemistry
Guide.
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Analyza a zobrazeni vysledkt

Zobrazeni ARn vs.Cycle (Logaritmické) — Graf zavislosti ARn na cyklu

Zobrazuje zavislost fluorescence barvy (ARn) na cyklu. Tento graf miZete pouZit, chcete-
li prostudovat, zda prubéh amplifikacnich ktivek nenf atypicky, a pro ru¢ni nastaveni
prahu a pozadi pro dany b¢h.

Setup Results
Flate Component Y Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report Yy

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

Dt [EEIENS
Detector: [RHaseP =]
Line Color: [wiel Color =

1.0e+000

Analysic Setings
" futo Ct
& Marual Ct

TIhreshold: |0.728583

" Auto Baseline

1.0e-001

Delta Rn

1.08-002 [

@ Manual Baseline:

Start [eycle) |3
End [eycle): [16

i |

1.0e-003

1.0e-004
13 & 7T 9 1 13 15 17 19 M 23 25 27T 20 3 33 35 37 30

Cycle Mumber

Zobrazeni Ct vs. Well Position — Graf zavislosti hodnoty Ct na pozici jamky

Zobrazuje hodnotu prahového cyklu (Ct) pro kazdou jamku. Tento graf miZete
pouZit, chcete-li pro dany detektor vyhledat odlehlé body (outliers) (viz “Vynechédni
vzorkll” na stran¢ 66).

[Eein Y Tnsment Y Resis \
[ Flate Y Spectra ¥ Companent ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Ct ve Well Position

42
40 o
Detector [ANaseP ~)
5
Line Color
0
ASmbem o e Analysis Settings
25 e i A e | s e e e s TR  AutoCt
s’
- & Manual Ct
S 20
Thieshald: [0.728583
1 " fulo Baseline
10 & Manual Baseline:
Start [eyelel: [3
5
End [epele). [15

0
T4 T1013161922262831 3437404346 40625668601R467 TOT3767A82860551 04

L

el Position
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace
Analyza a zobrazeni vysledki

Standardni kfivka Zobrazuje standardni kiivku, vytvofenou na zdkladé vzorkd, oznacenych jako standardy.

Program SDS vypocitava mnozZstvi kvantifikované cilové sekvence ze standardni kfivky
pro detektor této cilové sekvence.

Setup Y srument Y Results
Plate ¥ Spectra ¥ Companent Amplicaion Piot ¥ Standard Curve { Dissociation ¥ Report

Standard Curve

30000
I\ | » EWIREEY

29500
¥ Show all standard points.
29000 To sl deeclo]
Detecter [FareP =
28500
26000 \l\ X Uk
27.500 L
27000 Sope: 3577202
nercept 41333018
20500 A2 037550

26,000 \l

25500
3000 3200 3.400 36800 3800 4000 4200 4.400

ot

Log CO

Disociaéni kfivka  Zobrazuje kfivky teploty tanf (Tm). Tyto kiivky jsou zobrazeny pfi pouZiti barvy
SYBR® Green pokud:

* V ziloZce Instrument (Pfistroj) bylo zvoleno provedeni disociaéni kiivky

» Jako esej byla zvolena disociace (Dissociation)

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results
/ Flate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation { Report
Dissociation Curve
0186 [rata Type:
014 —
Drerivative -
01z
010 II Detectaor:
o
= 0o I:l SYBR -
T nos
2 004 ~ Tm =601 "C
= === ,
0.0z
0.00 IS
-0.02
1] 65 7o 75 a0 a5 a0 95
Temperature (C)

Analyza disociaéni kiivky je popsédna v Pfiloze C na stran¢ 77 a v ndpovédé.
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Analyza a zobrazeni vysledkt

Report (Zprava) Pro zvolené jamky zobrazuje v tabulce uspotadané vysledky. To jaké sloupce jsou
zobrazeny je dano typem eseje. Pfi provadéni absolutni kvantifikace se zobrazuji
nasledujici sloupce: Well (Jamka), Sample Name (Nédzev vzorku), Detector (Detektor),
Task (Uloha detektoru), Ct, StdDev Ct (Standardni odchylka Ct), Quantity (MnoZstvi),
Mean Qty (Primérné mnozstvi), StdDev Qty (Standardni odchylka mnozstvi), Filtered
(Chybové hlasky analyzy), Tm a tfi uZivatelsky nastavitelné sloupce (jejich nastaveni je
popséno v ndpovéde).

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results
/ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Disgociation ¥ Report %
Well | Sample Name | Detector | Task \ ct | st
21 SH Riase P Unknown 28 0.066
A2 SH RMase P Unknowen 28 0.066
A3 SH RMase P Unknowen 28 0.066
Ad SH RMase P Unknowen 28 0.066
AS S Rhase P Lnknoswen 28 0.066
A5 S Rhase P Lnknoswen 28 0.066
A7 S Rhase P Lnknoswen 28 0.066
A5 S Rhase P Lnknoswen 28 0.066
28 SH Rhaze P Linknoswen 28 0.066
210 SH Rhaze P Linknoswen 28 0.066
211 SH Rhaze P Linknoswen 28 0.066
212 SH Rhaze P Linknoswen 28 0.066
B1 SH Rhase P Linknoswen 28 0.066
B2 SH Rhase P Linknoswen 28 0.066
B3 SH Rhase P Linknoswen 28 0.066
B4 SH Rhase P Linknoswen 28 0.066

Poznamka: Chcete-li vysledky uspofddat podle ne¢kterého ze sloupcti, kliknéte do jeho
zahlavi (prvni kliknuti — uspotddéani od A do Z, druhé kliknuti — uspotadani od Z do A).

V dialogovém okné Report Settings (Nastaveni zpravy) miZete zvolit zplisob zobrazeni
vysledkd a vytisténi zpravy. Tato nastaveni 1ze pouZit i v ptipadé exportu vysledka (viz
“Export vysledkt absolutni kvantifikace” na strané 70). Vice informaci o tomto
dialogovém okné& naleznete v ndpovedé.

Standard Curve Report Settings g|
Report Orientation: " Portrait & Landscape  [Landscape recommended with 9 or more Data Columing)
[rata Colurns Graph(z] ta Print in the Report
el L Iv¥ Raw Spectra Iv Amplification Plot
Sample Mame
Detectar + Portrait + Portrait
E?Sk " Landscape " Landscape
StdDev Ct
Quantity [¥ Diszociation Iv Standard Curve
gted%neetéty + Portrait + Portrait
E'LEEIEd v © Landscape © Landscape Vice moznosti nastaveni
Chooze Data Columnz and Ordering... I se zobrazi po kliknuti na
Additional D ata ta Frint in the Repart Choose Data Columns
" Show detect Itz in detect I i
= Show © e;: DP:_:ESU # N aEeEtar eolet ¥ Document Comments W Analysis Methads alnd or;derlngh(VOIba
* Show gray/white raws
¥ Thermal Prafile v Detector Setup s OUPVC,U ,aJeJlC
# of White rows : |4 usporadani).
#of Gray rows : |4
(] 8 Cancel
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Vynechani vzorku

Vynechani vzorku

V dusledku experimentalni chyby je mozné, Ze
nekteré jamky budou amplifikovany nedostate¢né a
nebo vibec. V takovych jamkach pak ziskate Ct
hodnoty, které se vyrazné 1lisi od pruméru dané
skupiny replikatd. Pokud je zahrnete do vypoctu,
mohou tyto odlehlé body (outliers) vést ke
zkresleni vysledk méfeni.

Chcete-li dosdhnout maximalni pfesnosti, peclivé
zkontrolujte, zda v dané skuping replikatd neni
né&jaky odlehly bod. Tyto odlehlé body mtzete z
analyzy odstranit v amplifika¢nim grafu Ct vs. Well
Position — Graf zavislosti hodnoty Ct na pozici
jamky nebo v grafickém vyobrazen{ standardni
ktivky.

Vynechani odlehlych bodd v amplifikaénim grafu

1. Zvolte zédloZku Amplification Plot (Amplifikadni

gfaf)- £ Setup ¥ instrurnent YResults
f Plate ¥ Spectra ¥ Component Y Amplification Plot ¥ Standard Curve Y Dissociation ¥ Repart

Ct vs Well Position

2. V rozbalovacim menu Data zvolte Ct vs Well - T —
Position (Graf zavislosti hodnoty Ct na pozici 0 @ Odlehly bod
jamky). 35

3. Oznatte jamky a porovnejte Ct hodnoty i
pro kazdou skupinu replikati. - —

4. Naleznete-li odlehly bod, vyhledejte 2 =
odpovidajici jamku: ”

a. Na ose x odectéte o jakou jamku se pfiblizné
jedna.

1]
1 4 TAOSA61922252831 34374043 464952555801 G4BT TOTITETAE2 85889194
Well Poyition

4a
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Vynechani vzorku

b. Ve vyobrazeni desticky oznacte nékolik

jamek v rozsahu, ktery zahrnuje i pfiblizné Sl P
definovanou jamku. @ Odlehly bod
V grafu se zobrazi pouze oznacené jamky.
c. V grafu stanovte o jakou jamku ' i
(odpovidajici odlehlému bodu) se 5 am
pfesné jedna.
‘/'\;
T Y T N S b e e e
A m 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
B_|m o o o o o o o o
lc|m m m -] -] 1] o o o
CH (] | — | N 16 16 18 8 a a
Elg a a a a a a a a
4b 4c
d. Zvolte View > Well Inspector (Zobrazit > Bty ¥ Tnsturment Y Results
" v - . o Flate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve
Prohlize¢ jamek), ndsledné€ pro danou P — )
jamku zatrhnéte policko Omit Well 2 O bo:éemy
(Vynechat jamku). v grafu
35
Well Inspector
30 [ wells)
Sample Name: |NTE
25
Color
n T NTC i Zatrhnéte
@_ policko
15 L Oritel Passive Reference: Omit Well
Add Detector... | Remove | Close | il - (Vynechat
7 P 2 Jamku)
(W[ ] 0] 0] 0] m 0] ]
Lm 0] 0] o m 0] o
o m 0] 0] m
1@ o m =18 C] a Vynechana
jamka je
oznacena
kiizem
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@ Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace
Vynechani vzorku

. Kliknéte nebo Analysis > Analyz { Seb_p ¥ Inshum=nt ¥Results
5 (Anal;za > Parametryaar)lf:];zy) é?nff’z € ?ﬁﬂf Spula Y C_wpo enl mrul'ﬂnphl ¥ S.anil= i Curew ¥ Div=un alion ¥ Rup il
> Ut ws Wiell nziti-n
zopakujete analyzu bez vynechané jamky. ot O Odlehly bed adstfanén
6. Opakujte kroky 4 a 5 i pro dal3i jamky dle vasi =
VOlby. o
2 ™
15
o
a

I 4 TAM2IGI932 25383 3 27 1013161052 50 5861 6 BT TOTITETOB2 B8R 8801 OF

Wl r=aiti-n
1 f2

=====

c|e|x|s
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace

Odstranéni odlehlych bodd standardni kFivky
1. Zvolte zalozku Standard Curve (Standardn{ k¥ivka).
2. Ve vyobrazeni destiCcky oznaéte vSechny jamky.

3. Vyhledejte odlehlé body.

Poznamka: Chcete-li zobrazeni zvétsit, kliknéte na
(Zoom In), nasledné kliknéte do grafu
standardni kiivky (nebo kliknutim oznacte skupinu
jamek).

4. Naleznete-li odlehly bod, kliknéte (Select -
Zvolit), nasledné kliknéte na tento odlehly bod,
¢imz oznacite piisluSnou jamku (nebo kliknutim
oznacte skupinu jamek).

5. Kiliknéte Omit Wells (Vynechat jamky) (nebo
kliknéte pravym tlacitkem mysi a zvolte Omit
Wells — Vynechat jamky).

6. Kliknéte nebo Analysis > Analyze
(Analyza > Parametry analyzy), ¢imZ
zopakujete analyzu bez odlehlého bodu.

7. Opakujte kroky 4 az 6 pro dal3i odlehlé body,
které chcete odstranit.

Setup ¥ Instrument ¥ Results

Plate Y Spectra ¥ Companent Y Amplification Plot ¥ Standard Curve Y Dissotiation ¥ Repart 'y

Standard Curve

30.000
l\ [ E RV RVEY
20500 Omit Wells |
F|" Shew all standar| points
28,000 For selected dete ofs]
et ztor: |RNase P -
28,500
e \k“\
27.500
o
27.000 lop|x -3.677242
Inte |>=pt 41033016
26.500 337959
26.000 \I

25.500
3.000 3200 3.400 3600 3.800 4000 4200 4400

=3

vu

|- RNase P Std
Unknown

Ct

32

Log CI|

L 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | ’ | 10 | 1 | 1

0¥ u Ui Uy Ui vy fu i fu m fu Uy fu

o U} Uy Ul Uy fu) ful fu ful fu ul lu

o u U} vy U} vy U ful lu) ful lu) uy lu)

o i i i 5 TH 5} TH 5} TH s} TH

E B S| s) S| s H 5} H 5} H s} H

I o} v} U} 0 U] ul U] u} U] v} U]

Qi U} U} U} U} U] o} U] o} U] o} U]

H T U] 1T LU} LU} U] 10T U] 10T U] 0T L U]
Oznacené jamky 4 5

Vynechani vzorku

Absolutni kvantifikace pomoci standardni kfivky — Uzivatelska pfiru¢ka pro systémy 7300/7500/7500 Fast

69




Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Export vysledku absolutni kvantifikace

Export vysledku absolutni kvantifikace

Ciselné tdaje miZete exportovat ve formé textovych
soubort, které 1ze nasledné importovat do tabulkovych
editort jako napt. Microsofte Excele. Grafy lze
exportovat ve formatu prezentaci pro Microsofte®
PowerPointe nebo ve formatu JPEG.

Poznamka: Chcete-li exportovat grafy do programu
PowerPoint, musite mit tento program instalovan.

Export dat do tabulkového editoru:

1. Zvolte File > Export (Soubor > Export), nasledng BEE =+ Toos tetrumert Anahyss window Felp

zvolte, co chcete exportovat. New... i R
Open... Chr+O
e Sample Setup (*.txt) — Popis vzorki Close
¢ Calibration Data (*.csv) — Kalibra¢ni udaje Save fis...

Import Sample Setup

* Spectra (*.csv) - Spektra

Sample Setup...
Calibration Data...

* Component (*.csv) - Komponenty Pags Setup...
Prink Preview Spectra...
¢ Delta Rn (*.CSV) Print. . Chrl+P Companent. .,
Delta Rn...
e Ct(*.csv) ! RiiAsz P ct..,

Exit Dissociation »

¢ Dissociation (*.csv) - Disociace
* Results - Vysledky

Vice informaci o typech soubort pro export dat
naleznete v ndpovéde.

Results...

2. Zadejte ndzev exportovaného souboru.
3. Kliknéte Save (Ulozit).

Export dat pro zvolené jamky a/nebo vybrané
sloupce vysledki do tabulkového editoru:

1. Zvolte File > Export > Results (Soubor > Export
> Vysledky).

2. Zadejte nazev exportovaného souboru.

3. Kliknéte Save (UloZit). Otevie se dialogové
okno Export Settings (Nastaveni exportu).
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Kapitola 6 Analyza vysledku kvantifikace
Export vysledku absolutni kvantifikace

4. (Volitelné) Zvolte nastaveni exportu:

* Export only selected wells - exportuje pouze Export Settings
vybrané jamky

¢ Apply Report Settings for Data Columns
— exportuje sloupce zvolené v dialogovém
okné Report Settings (Nastaveni zprdvy,

viz “Zpréva” na strané 65).

[ Export anly selected wells

o]

[ Apply Feport Settings far Data Columng

Cancel

%]

5. Kliknéte OK.

Export grafd do programu PowerPoint:

1. Zvolte Tools > Graph Export > All to

File View | Tools Instrument Analysis Window Help

ndard Curve ( Dissociation Z
Standard Cum

PowerPoint (Nastroje > Export grafu > Vse do | (12 K| RunlistManager.. — Ctrkshift+R
. . v o, S e Detector Manager. .. Crl4+K
PowerPointu) (nebo kliknéte pravou mysi oY e MetlerManager...  Cuk
. 2 . % Dye M: Chrl+Y
v jakémkoliv grafu nebo desticce a zvolte Export sl It
. v Report Settings...
All To PowerPoint — Exportovat vSe do 30 Graph settings. .

Document Information...

PowerPointu).

2¢  Filker Configuration

Graph Export

Do PowerPointu budou exportovdny néhledy ze
vSech zaloZek aktivniho souboru (vyjma zdlozky
Results > Report — Vysledky > Zprava).

29

Poznamka: Chcete-li exportovat pouze aktudlné
zobrazenou zalozku, zvolte Tools > Graph Export
> To PowerPoint (Nastroje > Export grafu > Do
PowerPointu) (nebo kliknéte pravou mysi v
jakémkoliv grafu nebo desti¢ce a zvolte Export To
PowerPoint — Exportovat do PowerPointu).

2. Potvrd'te export do PowerPointu kliknutim OK.
PowerPoint se otevie a zobrazi vasi prezentaci.

Poznamka: Do prezentace jsou automaticky
pfiddny tvodni a informaéni snimek.

3. (Volitelné) Vasi prezentaci miZete v PowerPointu
upravit.

4. Prezentaci v PowerPointu uloZite kliknutim na =
(Save - Ulozit).

Export vyobrazeni desticek nebo grafii ve formétu JPEG:

1. Zvolte Tools > Graph Export > As JPEG (Ndstroje >
Export grafu > Jako JPEG) piipadné kliknéte pravou
mysi v jakémkoliv grafu nebo desticce a zvolte
Export as JPEG (Export ve formatu JPEG).
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Kapitola 6 Analyza vysledkud kvantifikace

Export vysledku absolutni kvantifikace

Otevie se dialogové okno Export as JPEG (Export — |[EEEEs x|
ve formétu JPEG) Selectimages pou would ke to save as JPER fles: Select Al Clear

Image JPEG File Name Note
O spects Multi Std Curve. sds_Spectrajpg
. O Companent Muli Std Curve. sds_Component.jpg
. 5
Poznamka: V tomto dialogovém okné miiZete Dl mlfostion Pl HuliSid Cirve s Aol pa
[ Gtandard Curve  Muli Std Curve.sds_StandardCurve.jpa
ML Std Curve sds_DissociationPlat.jpg

zménit prednastavené ndzvy soubori, zvolit Boy e
roleéeni ObréZku a ZVOllt, které VyObraZCnf Results Plate Multi Std Curve.sds_ResultsPlate.ipg
desti¢ek nebo grafy maji byt exportovany a kde

Type in folder path where you would like to save the JPER files:

1 c y .
maji byt exportované soubory uloZeny. Vice tGppie By G53 Dot B
informaci naleznete v napovédé. P
Note: The screen may flicker while the spstem is generating and saving the JFEG files. If it
happens, wait unli the fickering stops and the status in the lower right comer of the main
 Mamal Resolfion [Screen) window saps "Export complete’”

" High Resalution [Printer] Cancel

2. Kliknéte OK.
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Priloha A

Vytvoreni detektoru

Pred vytvofenim dokumentu desticky a spusténim béhu musite
definovat detektory pro vSechny vzorky na desti¢ce. Detektor

je virtualng vyjadiena genové nebo alelové specificka

kombinace primert a sondy, které jsou pouzivany v dané eseji.

Chcete-li vytvofit detektor:

1. Zvolte Tools > Detector Manager (Ndstroje >
Spravce detektor).

Poznamka: Nabidka Tools (Néstroje) je
piistupnd pouze je-li otevien dokument desticky
(jakykoliv).

2. 'V okné& Detector Manager zvolte File > New
(Soubor > Novy) .

3. V dialogovém okné& New Detector (Novy detektor)
zadejte nazev (Name) detektoru.

DULEZITE! Nizev detektoru musi byt unikatn{
a mé&l by souviset s cilovym lokusem dané eseje
(jako GAPDH nebo RN4za P). NepouZivejte
totéZ jméno pro vice detektort.

4. V poli Description (Popis) miZete zadat
struny popis detektoru.

Poznamky

Duplicate, ., Done |

Add to Plate Document

Import...
Expart. ..

Clear
Clear all

Properties...

2
New Detector; |§|
3
M ame: ||
Description: I N 4
Reparter Dye: IFAM LI :I
5
Quencher Dye: I[none] |
Calar: . 6
Motes:
7
Create Anather | ()8 I Cancel
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Pfiloha A Vytvofeni detektora

5. V rozbalovacich nabidkdch Reporter Dye (Reportérova barva) a Quencher Dye
(Zhésec) zvolte odpovidajici barvy detektoru.

Poznadmka: V téchto rozbalovacich nabidkach madte k dispozici pouze ty barvy,
které byly piedesle zaddny pomoci Spravce barev (Dye Manager). Pokud chcete
pouZit barvu, kterd neni na seznamu, pouZijte Spravce barev (Dye Manager) pro jeji
pfidani a vrat'te se zpét do tohoto kroku. Vice informaci naleznete v napovéde.

2N W

Poznamka: Pro sondy TagqMane zvolte zhd$e¢ TAMRA a pro sondy TagMan MGB
zvolte moZnost None (Zadny).

6. Kliknéte do policka Color (Barva) a v dialogovém okné Color (Barva) vyberte
barvu pro dany detektor, potvrd’te OK.

7. Do pole Notes (Pozndmky) mtZete zadat dal¥i tidaje pro dany detektor.

8. Kliknéte OK, ¢imz detektor uloZite a vratite se zpét do okna Spravce detektori
(Detector Manager).

9. Opakujte kroky 2 a7 8 i pro zbyvajici detektory.

10. Po pfidéni dalsich detektort kliknéte ve spravci detektorit Done (Hotovo).

Pozndmka: TaqMane Gene Expression Assays (TagMane eseje pro kvantifikaci
genové exprese) jsou doddavany s informaénim souborem (assay information file -

AITF). Tento textovy soubor obsahuje informace o vdmi objednanych esejich véetné
identifikatoru eseje (ID number), umisténi eseje v jamce, koncentrace primeri a jejich
sekvence. Rovnéz jsou zde informace o reportérovych barvach a zhasecich, pouzivanych
v dané eseji. Pti vytvareni detektorti pouZijte informaci o téchto reportérovych barvach a
zhéasecich a pripadné ndzvy gentl nebo symboly ndzvl vzorki. Obsah informa¢niho
souboru (AIF) miZete zobrazit v tabulkovém editoru jako napt. Microsofte Excele.

Vzorovy pokus

Ve vzorovém pokusu byl vytvoren jediny detektor pro jedinou kvantifikovanou cilovou sekvenci. Detektor byl nazvan
RNase P (RNaza P) a ozna¢en modrou barvou. Pouzita sonda byla typu TagMan MGB a zna¢ena barvou FAMm. Sondy
typu TagMan MGB nesou nefluorescenéni zhasec.

V pokusech, kde jsou kvantifikovany dvé nebo vice cilovych sekvenci, je nutné pro kazdou z nich vytvofit detektor.
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Doporucéeni pro vytvareni
standardnich krivek

Metodika absolutni kvantifikace pomoci systémua 7300/7500/7500 Fast poZaduje, aby
mnoZstvi pouZivanych standardl bylo stanoveno jinym nezavislym zptisobem. Pro
ptipravu standardt se béZné pouZivaji plazmidova DNA nebo in vitro transkribovana
RNA. Jejich koncentrace se stanovuje pomoci A260 a piepocitava se na pocet kopif

pomoci molekuldrni hmotnosti DNA nebo RNA.

Pro spradvné pouZivani standardnich kfivek je nutné dodrzet nasledujici pokyny:

* Musi se jednat o €isty izoldt DNA nebo RNA. Plazmidy pfipravené izolaci
z E. coli byvaji ¢asto kontaminované RNA, coz zvySuje hodnotuA2e0 a zkresluje
vypocet poctu kopii plazmidu.

» Jelikoz fedici fada standardu musi mit koncentrace v rozsahu nékolika fadd, je
zapotiebi piesné pipetovat. Plazmidovd DNA nebo in vitro transkribovand RNA
mus{ byt pro spravné stanoveni A260 dostatecné koncentrované. Tato
koncentrovand DNA nebo RNA musi byt fedéna 10°az 10'*-krat, aby méla
koncentraci srovnatelnou s koncentracemi v biologickych vzorcich.

» DileZitym faktorem je stabilita fedénych standardi, zejména RNA. Rozdé€lte
natedéné standardy do malych alikvotil, uloZte je pii —80 °C a nechte je roztat
pouze jedenkrat t€sné pied pouzitim. Ptiklad postupu jak pfipravit spolehlivé
standardy naleznete v Collins, et al. (1995), kde je popsan postup piipravy RNA
standardti pfi kvantifikaci virové ndloZe.

* Obecn¢ neni mozné pouzivat DNA jako standard pro absolutni kvantifikaci RNA,
protoZe neumoZziuje kontrolovat efektivitu kroku reverzni transkripce.
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Pfiloha B Doporuceni pro vytvareni standardnich kfivek
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Analyza disociacni kfivky

Pfehled Za pouziti systémt 7300/7500/7500 Fast 1ze provadét analyzu disociace nukleovych
kyselin pomoci barviva SYBRe Green 1. Ucelem takové analyzy (analyza disociacni
kiivky — kiivky tani) je stanovit teplotu tani (melting temperature - Tm) cilové sekvence
nukleové kyseliny v nezndmém vzorku. V typickém piipad¢ se disociacni kiivky
pouZzivaji pro analyzu ptitomnosti nespecifickych produkti a pfti optimalizaci
koncentrace primert.

Celd procedura je zahdjena piipravou PCR desticky se vzorky a barvivem SYBR
Green 1. Desticka je ndsledné analyzovéna v pfistroji, ktery byl naprogramovan tak, aby
pomalu (béhem nckolika minut) zvySoval teplotu.

Vazebné vlastnosti barviva SYBR Green I umoZiiuji monitorovat proces hybridizace
nukleovych kyselin. V priibé¢hu analyzy pfistroj zaznamenava pokles fluorescence
barviva SYBR Green vznikly v disledku disociace dvoutetézcové DNA.

Vysledky  Na nasledujicim obrdzku je zndzornén typicky priibéh disociaéni kiivky detekujici
vznik nespecifickych produktd pii amplifikaci vzorkd cDNA.

6.0 - : Hlavni produki;,
Tm =82 oC
-5.0
-4.0
c -3.0
0:: Dimery
-2.0
o e . R .
0.0 e T
60 65 70 75 80 85 90 95

Teplota (°C)
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Pfiloha C Analyza disociacni kfivky

Obrazek znazornuje dva amplifikacni piky, coZ je znamka amplifikace dimerti primert.
Amplifikace specifického produktu je signalizovana pikem o Tm 82 °C, zatimco produkt
odpovidajici dimeru primerd ma typicky niZsi Tm 75 °C.

Zobrazeni Chcete-li zobrazit disociaéni kiivku, zvolte zdlozku Dissociation (Disociace) a v poli
disociaéni Data Type (Typ zobrazeni) zvolte:
Krivky * Derivative (Derivace) — Zobrazi graf zavislosti prvni derivace rychlosti
zmény fluorescence na teploté.

* Raw (Hrub4 data) — Zobrazi graf z4vislosti fluorescence na teploté.

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results
/ Plate ¥ Spectra ¥ Cormpanent ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report '
Dissociation Curve
016 Drata Type:
014 Derivative hd
012 Detector:
SYER -
010
g 0.08
"
z
z 0.06
]
0.04
A S T _
=
0.0z
0.00 .
-0.02
1] 65 7o 75 a0 a5 a0 95
Temperature (C)

V népovéde naleznete informace o tom, jak provadét analyzu disociacni kiivky pomoci
systému 7300/7500/7500 Fast.

Pokusy zahrnujici  Podrobné vysvétleni chemizmu barviva SYBR Green I (vdZe se na dvoufetézcovou
analyzu disociaéni DNA) naleznete v piiruckéch:

KAVKY . §yBRe Green PCR and RT-PCR Reagents Protocol (kat. &. 4304965)
¢ SYBRe Green PCR Master Mix Protocol (kat. €. 4310251)

Kity pro analyzu Spole¢nost Applied Biosystems nabizi nasledujic{ kity:
disociacni kfivky

Kit Katalogoveé ¢islo
SYBR® Green RT-PCR Reagents 4310179
SYBR® Green PCR Core Reagents 4304886
SYBR® Green PCR Master Mix 4309155
Power SYBR® Green PCR Master Mix 4367659
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|zotermickeé pokusy

Na pfistrojich 7300/7500/7500 Fast lze provadét izotermické pokusy.

Zadani 1. Zvolte Start > All Programs > Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast System
izotermického > 7300/7500/7500 Fast System Software (@) ¢imz spustite SDS Software.
pokusu
.V dialogovém okné¢ Quick Startup document zvolte Create New Document
(Vytvofit novy dokument).

3. V rozbalovacim menu Assay (Esej) v okné New Document Wizard (Priivodce
vytvofenim nového dokumentu) zvolte Isothermal (Izotermicky).

New Document Wizard Pz|

Define Document
Select the azzay, container, and template for the document, and enter the operator name and comments,

Azzay |Isothermal j

Container: |98-W'e|| Clear j
Template: |Blank Document j Browse...

Fiun Mode: | Standard 7500 |

Operator: |Administrator

Comments:

Plate Mame: |Plate3

| Mest > | Finizh | Cancel |

4. Definujte parametry desti¢ky tak jak je popsdno v &ésti “Vytvofeni
dokumentu desti¢ky pro absolutni kvantifikaci” na strané€ 24 (systém 7300
nebo Standard 7500) nebo na strané 38 (systém 7500 Fast).

5. Kliknéte na zdlozku Instrument (Piistroj) ¢imZ zobrazite teplotni profil.
6. (Volitelné) Kliknéte Add Cycle (Pfidat cyklus), Add Hold (Pfidat krok

inkubace) nebo Add Step (Ptidat krok) ¢imz ptidate dalsi faze izotermického
pokusu.
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Pfiloha D lzotermické pokusy

7. (Volitelné) Chcete-li zménit pfednastavenou teplotu 60 °C, kliknéte do pole
s vyobrazenim teploty a zadejte novou hodnotu.

(] 7500 Fast System SDS Software - [Plate1 (Isothermal)]
[ Fle View Tools 21CFR11 Instrument Analysis Window Help

e d SR BEE - E(s 72

Instrument ¥ Results ¥ Audit Trail ¥ E-Signatures

Instument Control Temperature
Estimated Time Remaining (hh:mm: Sample Heat Sink:
Cover, Block:
Cycle
Disconnect | Status Stage Fiep
Time [ sc) Step
State:

Thermal Cycler Protocol

Thermal Frofile | Auto Increment | Ramp Riate |
Stage 1 Stage 2

T Kliknéte do pole s vyobrazenim teploty

a zadejte novou hodnotu

.

sddCycle | AddHold ‘ Add Step | Add Dissociation Stage | ‘ Help ‘

Settings

Sample Yolume (pL): |20
Run Mode Fast 7500 - ™ Expert Mode

Data Collection [Stage 2. Step 1 (60,0 @ 0:30) =l

Ready Connected User: byshenaj

8. (Volitelné) Kliknéte Add Dissociation Stage (Piidat krok disociace).

Poznamka: Krok disociace pouZiva standardni teplotni nastaveni a nikoliv nastaveni
izotermického pokusu.

9. Dile postupuijte tak jak je popsdno v ¢dstech “Nastaveni teplotniho profilu a
spusténi béhu” na strané 29 (systém 7300 nebo Standard 7500) nebo na strané 43
(systém 7500 Fast).
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Absolutni kvantifikace —
vZorovy pokus

Popis  Ucelem vzorového pokusu absolutni kvantifikace je stanovit po&et kopii genu pro
RN4zu P ve dvou skupinach vzorki (replikatit).

Pokus probiha jako singleplex PCR (jedina reakce ve zkumavce) a primery a
sondy jsou navrzeny za pouZiti programu Primer Express®.

Sériovym fedénim vzorku o zndmém mnoZstvi templatu se pfipravi fedici
fada standardd.

Vzorky i standardy jsou umistény v jediné desticce a vysledky jsou po provedeni
béhu analyzovany za pouZiti softwaru pro systémy 7300/7500/7500 Fast.
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Pfiloha E Absolutni kvantifikace - vzorovy pokus

Vzorovy pokus - postup

1.

Proved'te navrh pokusu. (Viz Kapitola 2 na

stran€ 10).

a. Oznacte neznamé vzorky, pripravte
standardni kfivku a definujte pocet
replikath.

Objednejte si reagencie pro provadéni
kvantifikace pomoci sond TagMane
nebo navrhnéte primery a sondy pomoci
programu Primer Expresse.

. Izolujte celkovou RNA. (Viz Kapitola 3 na strané 16.)

. Za pouziti kitu High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit ptfepiste celkovou RNA do
cDNA. (Viz Kapitola 3 na stran¢ 17.)

a. Pripravte si mastermix pro reverzni transkripci
(RT) podle tabulky vpravo. Vice informaci
naleznete v protokolu High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits Protocol (Kat. €.
4375575).

/ CHEMICKE RIZIKO.
Pufr 10 X Reverse Transcription Buffer
miiZze zpusobit podrazdéni oci, klize a
dychaciho ustroji. Pfectéte si bezpe¢nostni
list a dodrzujte pokyny pfi manipulaci.
Pouzivejte prosttedky ochrany oc¢i, ochranny
odév a rukavice.

. Pripravte desticku pro ptipravu cDNA: pipetujte
do kazdé jamky desticky

e 10 puL mastermixu RT

e 10 pL vzorku RNA
V jedné reakci o objemu 20 uLL miiZete pfepsat
az 2 ug celkové RNA do cDNA.

82

RT Mastermix — Desticka typu Standard

5 . uL/27
Slozka uL/reakci reakcit

10x pufr pro reverzni 2.0 54
transkripci (Reverse
Transcription Buffer)
25x dNTPs 0.8 21.6
10x ndhodné primery 2.0 54
MultiScribe™ reverzni 1.0 27
transkriptaza, 50 U/uL
Voda prosta nukleaz 4.2 113.4
Celkem 10 270

1 Kazda RT reakce ma objem 20 pL (viz krok 3b). Potfebujete-li 5 puL
cDNA pro kazdou PCR reakci (celkem 104 PCR reakci, kazda
0 objemu 50-uL) (viz krok 4), je zapotfebi provést 27 reakci RT. Tato
kalkulace jiz bere v Gvahu nutnost pouzit vy$Si objem, aby byly
eliminovany ztraty vzniklé v dusledku pipetovani a téz za ucelem
uchovani vzorku cDNA.

(
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¢. Nastavte piistroj pro provedeni kroku
reverzni transkripce podle uvedeného
teplotniho profilu (dvoukrokovd RT-PCR).

Poznamka: MiZete pouZit i jednokrokovou
RT-PCR jak je popsdno v ¢asti “Volba
jedno- nebo dvoukrokové RT-PCR” na
strané 12. Jednokrokovd RT-PCR se provadi
pomoci mastermixu Standard Universal
Master Mix for one-step RT-PCR nebo
reagencii EZ-RT.

d. Uchovejte cDNA pii —20 °C aZ do dalsiho pouZiti.

4. Piipravte si mastermix pro PCR podle tabulky

vpravo.

vvvvv

Poznamka: Reak¢ni objemy pro TagMane
Gene Expression Assays (TagMane eseje pro
kvantifikaci genové exprese) a TagMane
Custom Gene Expression Assays (TagMane
eseje pro kvantifikaci genové exprese — na
objednavku) jsou uvedeny v produktovych
letacich téchto vyrobkda.

CHEMICKE RIZIKO.
TaqMan Universal PCR Master Mix (2x) No
AmpErase UNG muze zpUsobit podrazdéni oci
a ktize. Polknuti nebo inhalace miiZe vést

k nevolnosti. Pfectéte si bezpecnostni list a
dodrzujte pokyny pfi manipulaci. PouZivejte
prostfedky ochrany oc¢i, ochranny odév a
rukavice.

Pfiloha E Absolutni kvantifikace - vzorovy pokus

Krok Doba Teplota
HOLD (Inkubace) 10 min 25°C
HOLD (Inkubace) 120 min 37 °C
HOLD (Inkubace) 5 sec 85°C

PCR Master Mix#
; Standard Fast uL/ Vysledna
Reagencie uL/ vzorek koncentrace
vzorek

TagMan 25.0 10.0 1%

Universal PCR

Master Mix (2x)

nebo TagMan

Fast Universal

PCR Master Mix

Forward primer 5.0 2.0 50 az 900
nM

Reverzni primer 5.0 2.0 50 az 900
nM

Sonda TagMan® 5.0 2.0 50 az 250
nM

Vzorek cDNA 5.0 2.0 10 az 100
ng

Voda prosta 5.0 2.0 —

nukleaz

Celkem 50.0 20.0 —

1 Pro vzorovy pokus bylo pfipraveno osm mastermixt pro PCR,
jeden pro kazdou ze dvou skupin vzorku (pro 37 reakci) a jeden pro
kazdy ze Sesti standardd (pro 5 reakci). Pocitejte s objemem navic
pro ztraty zplsobené pipetovanim. Do kazdého mastermixu se

pridava cDNA.
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Pfiloha E Absolutni kvantifikace - vzorovy pokus

5. Pripravte desticku.

a. Oznacte si desticku a ujistéte se, Ze pro
kaZdou cilovou detekovanou sekvenci mate
ptipraveny soubor standardt. Standardy
musi byt na téZe desticce jako je
amplifikovana cilov4 sekvence.

b. Pipetujte 50 uL pfislusného PCR
mastermixu (obsahujiciho cDNA) do kazdé
jamky desti¢ky typu Standard nebo 20 uLL
v ptipad¢ desticky typu Fast.

c. Desticku s reakcemi drzte na ledu aZ do té
doby, kdy jste pfipraveni ji umistit do
piistroje 7300/7500/7500 Fast.

GR2341

Standardni desticka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 140 11 12
A
B RNas_e P
Population 1
| C
NTC STD 1250 STD 2500
E STD 5000 STD 10000 STD 20000
| F
G RNase P
Population 2
H e
Desticka Fast
6. Vytvoite dokument desti¢ky pro absolutni
kvantifikaci. (Viz “Vytvofeni dokumentu Quick Startup
desti¢ky pro absolutni kvantifikaci” na strané 24.) electthe quck sarlp document mocs
a. Zvolte Start > All Programs > Applied T
Biosystems > 7300/7500/7500 Fast System
> 7300/7500/7500 Fast System Software Open Existing Document.__ |
() ¢imz spustite SDS software. Recent Documert(s):
1.
b. V okné¢ Quick Startup document zvolte 2
Create New Document (Vytvofit novy 3
dokument). 4

Cancel
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€. V rozbalovacim menu Assay (Esej) v okné
New Document Wizard (Privodce
vytvofenim nového dokumentu) zvolte
Standard Curve (Absolute Quantitation)
(Standardni kiivka — Absolutni
kvantifikace), poté kliknéte Next > (Dalsi).

DULEZITE! Pro absolutni kvantifikaci
nemuzZete pouzit dokument typu RQ
(Relativni kvantifikace) a opacné.

d. Zvolte detektory, které chcete piidat do
dokumentu desticky, poté kliknéte Next >
(Dalsi).

e. Pro kazdou jamku definujte detektory a
jejich dlohu, poté kliknéte Finish
(Ukoncit).

7. Zadejte ndazvy vzorki v okné Well Inspector —
kliknéte View > Well Inspector (Zobrazit >
ProhliZe¢ jamek).

DULEZITE! Pokud v pokusu nepouZivite viechny
jamky desti¢ky, nevyfazujte je nyni z analyzy
(pomoci funkce Omit - Vypustit). MizZete tak
ucinit aZ po skonceni béhu. Vice informaci
naleznete v ndpovéde.

Obrazek vpravo znazoriuje vzorovy dokument
desticky pro absolutni kvantifikaci poté, co byly
zadany nazvy vzorku, detektor a dlohy detektoru
pro kazdou jamku.
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New Document Wizard <

Define Document

i kvantifikace - vzorovy pokus

%)

Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and comments.

Assay: | Standard Curve [Absolute Quantitation]

Container: ‘SE-WB” Clear

Template: |Blank Document

IV ELL R 9600 E mulation

=]
El
v|  Browse

Operator: ‘Admmisllatur

Commerts:

Plate Mame: |Plate1

Mest »

Fiish | Concel |

New Document Wizard

X

Select Detectors
Select the detectors you will be using in the document.
Find: -l - Passive Reference: |ROX -
Detector Hame ‘ Description | Reporter | Quencher Detectors in Document |
Lllele & Faml (rane) FiMase P
Alele G WIC (none) “ad
53
E oo P Tame
IPC << Remave
Rhase P
< *
New Detector...
< Back Mext » Finish Cancel
Plate
= [ 2 [ s [ s [ s [ s [ 1 [ s [ s [ n [ w [ =
OE ] £ e 5 £ E3 ] &< E3 3 &<
m o ] ] o ] ] o ] ] ] ]
DES e 5K 5iC e e 5iC e 3 E3 sk 3
U] m ] ] m U] ] L] ] ] m ]
£l ] &< 5 ] 5 5 ] 5 5 ] 5
m ] ] ] L] U] ] L]
| wre NiC NTC N E) st B E) s2 s2 s2 s2
m m o Bi2seo0s  Ei125e00s  Br2se00s  B125ee003 B250e003  @250e003  @250e003  [@250e003
3E S5 53 53 st ) 54 st S5 s5 S5 S5
[Esonercos  Esoveos  Esoveors Esooeos  Hi00e04  H100000e  B100ew00e  Biooeons  E2o0esoss  Hoooerons  H200e00s 2000008
ok 3 i3 10K 3 i3 0K 3 0 10K 10¢ 10
m o o o o o o o o o o
T oK 0K i3 10K 0K i3 10K 0K 0 10K 10 0
] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
a0k 0k 10K 0K 0K 10K 0K 0K 10 10K 106 10K
@ ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]




Pfiloha E Absolutni kvantifikace - vzorovy pokus

8. Spust’te béh. / Setup ¥Instrument Y Results
a. Zvolte zilozku Instrument (Pfistroj). %ﬂ E simated Time Femaiing i
Zobrazi se pfednastaveny teplotni profil
(standardni podminky pro PCR pfi Status:
dvoukrokové RT-PCR). Viz obrdzek
vpravo.

Thermal Cycler Protocol

Na obrazku na strané 86 je vyobrazen

Thermal Profile ]Auto Increment] Ramp Hate]

teplotni profil PCR pro systém 7500 Fast. stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps: [1 | Reps:[1 | Reps: [40 ]
(50|
/lf
b. Zvolte File > Save (Soubor > Uloilt), Thermal Cycler Protocol
zadejte nazev dokumentu desticky a kliknéte Themal Profil | futo Increment | Famp Fate
Save (Ulozit). o [T et 5]
c. VloZzte desti¢ku do piistroje. Ujistéte se, [0
y x 2 v . . 0:20
ze.destlc‘ka ma v piistroji spravnou
orientaci.
d. Kliknéte Start.
Po skoncéeni béhu se objevi zprava oznamujici
uspésné ¢i neuspé$né ukonceni béhu.
9. Prove.d.te ana.ly21.1 Vysleru absolu.tm Analysis Settings - Standard Curve X
kvantifikace jak je popsédno v Kapitole 6. Ct Analysis
a. Kliknéte [ (Analysis > Analysis Settings) Detector: | - |
(Analyza > Parametry analyzy), abyste & Aol
nastavili parametry analyzy. PouZijte £ Manual
moznost Auto Ct. (Viz “Nastaveni Threshele [34076
parametrd analyzy” na strané 52.) -
b. Kliknéte OK & Reanalyze (OK & o Statt [cycle} (At End (cyels) [Auto
Analyzovat znovu) nebo zvolte Analysis
> Analyze (Analyza > Analyzovat), ¢imZ r
prOVedete anal}/lzu dat. DK&HeanaIyze| ] | Cancel | Apply |

c. V pfipadé potieby upravte ru¢né nastaveni
pozadi a prahu. (Viz “Nastaveni pozadi
prahu” na strané 54.)
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Pfiloha E Absolutni kvantifikace - vzorovy pokus

d. Kliknéte OK & Reanalyze (OK &
Analyzovat znovu) nebo zvolte Analysis >

Analyze (Analyza > Analyzovat), ¢imz

provedete analyzu dat.

sssss

Log cO

e. Prostudujte vysledky analyzy.
Zavér

Ze standardni kiivky odectéte pocet kopii genu pro
RN4zu P ve skupindch vzorkt (populacich) 1 a 2.
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Cislice

5’-nukleazova reakce 11

A

absolutni kvantifikace 2
analyza vysledku 60
chemizmus 11

parametry 10
pojmy 4

postup provadéni 3
reagencie 11

sondy a primery 14
vzorovy pokus 81
absolutn{ kvantifikace - desticky
dokument desticky 24, 38
export dat 70
graf amplifikace 60
piiprava desticky 21, 35
pifprava mastermixu 20, 34
feSeni problémi 48
spusténi béhu 32,47
typy dat 70
vynechéni vzorkti 66
vysledky 60
AIF. Viz soubor informaci o eseji
AmpFErase UNG 12
amplifikacni kiivka 54
analyza, nastaveni parametri. 52
Applied Biosystems
kontakt ix
pfipominky zdkaznikd k doku-
mentaci viii
technickd podpora ix

barvy
pasivni reference 27, 41
reportérovd 4, 62
ROX 27,41,62
SYBR Greenl 11,14
TAMRAG2, 74
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zhase¢ 62

C
cDNA
syntéza 17
uchovani 18
Ct. Viz prahovy cyklus

D

data
analyza 60
export 70
import 25, 39
vynechdni z desticky 66
delta Rn 4
derivace 78
desticky Fast a standardn{ 35
detektory
definice 38, 73
pfidani do desticky 26, 40
dloha 38
vytvoteni 73
dialogové okno Spravce detektord 73
dimery primertt 78
disociace, hruba data 78
disociacni kiivky 64, 77,79

dokument
desticky 24, 38
export 70

templaty 25, 39
dokumentace, souvisejici  viii
doporuceni
analyza disocia¢ni kiivky 77,79
piiprava RNA 16
vytvofeni standardnich kiivek 75
vyvoj eseji 14

E

endpoint PCR 2

Expertni rezim 43, 45

export vysledkd kvantifikace 70
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Rejstrik

F

Fast systém
teplotni profil 44
vytvotreni dokumentu des-
ticky 39
vzorovy pokus 37

G

graf amplifkace

typy 60

vzorovy 4
graf, nastaveni 60
graf zavislosti Ct na pozici jamky 63
graf zavislosti Delta Rn na cyklu 63
graf zavislosti Rn na cyklu 62

H

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kity 17

CH

chemizmus 11

import informaci o vzorcich 25, 39
izotermické pokusy 79

J

jak pouzivat tuto pfirucku vii
jamky, replikéty 10

K

kalibrace pfistroje 7300/7500 20
kalibrace pfistroje 7500 Fast 34
kiivky
amplifika¢ni 54
disociaéni 64,77,79
standardni 10, 75
tani 64

M
mastermix
PCR 20, 34, 83
RT 18,82
materidl 5
moznosti, graf 60
moznosti, zobrazeni 60"~

N

nastaveni, graf 60
Nastaveni, zaloZka 27,41
navrh kvantifika¢nich pokusi
primery a sondy 14
stanoveni koncentrace reagencii 11
volba chemizmu reakce 11
netemplatova kontrola (NTC) 24, 38
nezndmy vzorek 24, 38
normalizovany signdl reportérové barvy 4
novy detektor, dialogové okno 73
NTC 24,38

O

odchylka, standardn{ 56
odlehlé body 66

osax 60

osay 60

P

pasivni reference 4
PCR
endpoint 2
mastermix, piiprava 20, 34
Real-Time 2
spusténi béhu 32,47
pokus, izotermicky 79
postup

absolutni kvantifikace, ptehled 3
vzorovy pokus 82

postupy pro navrh eseji 14

pozadi (baseline) 4
nastaveni 54

ptiklady 55
Primer Express software 14
primery 14
prah
nastaveni 54
piiklady 56
prahovy cyklus
definice 4

nastaveni pro absolutn{ kvantifikaci 52
protokol, disociaéni 64
pfipominky zdkaznik k dokumentaci

Applied Biosystems  viii
pfistroj, zdlozka 31, 45
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R

reagencie 12
reference, pasivni 4
replikdty 10
reportérovd barva 4,62

reverzni transkripce
ptiprava RNA 16
High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kity 17
teplotni profil 17
Rn. Viz normalizovany signél reportérové
barvy
RNA
prepis do cDNA 17
ptiprava 16
vychozi koncentrace 16
ROX, barva 27, 41, 62
RT-PCR
dvoukrokovd 12
jednokrokova 12, 30
kity pro dvoukrokovou 13
teplotni profil 29, 44

S

sondy 14,74

soubor informaci o eseji 74
spusténi béhu 32,47

standard 24, 38

standardnf a fast desti¢ky 21
standardni kiivky 10, 75
standardni odchylka, vliv prahu 56
SYBR Green I chemizmus 11

T
TAMRA 62, 74

TagMan eseje pro kvantifikaci genové exprese

TagMan chemizmus 11
TagMan MGB sondy 62, 74

TagMan Universal PCR Master Mix 20, 34

technickd podpora, kontakt ix
templaty 25,39
teplotni profil
pfednastaveny pro PCR 29, 44
proRT 17
jednokrokovd RT-PCR 30
nastaveni 31,43, 45

tu¢né pismo, pouzivani vii

Rejstiik

U

uracil-N-glykosyldza 12

Vv

VAROVANI, popis vii, xi

vynechéni vzorkt 66

vysledky 60

vzorovy pokus absolutni kvantifikace
dokument desticky, ptiklad 28, 42

chemizmus 14
PCR mastermix 23, 37
postup 82

prehled 7

reagencie 14

reverzni transkripce 18

zhdSe¢ 62
zobrazeni, moznosti 60
zobrazeni vysledka 60
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Rejstfik
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Annealing — Annealing, nasednut{ primeri a sond
na templat

AQ - Absolutni kvantifikace

Assay information file (AIF) — soubor informaci o
eseji

Baseline- Pozadi (Baseline)

Custom TagMan Gene Expression Assays —
TagMan eseje pro kvantifikaci genové
exprese, na objedndvku

End-Point PCR — End-Point PCR, PCR
vyhodnocend aZ po skonceni reakce

Forward Primer — Forward primer

Minor Groove Binder (MGB) — Minor
Groove Binder, molekula vazici se do
malého zlabku DNA (MGB)

Anglicko-Cesky

terminologicky slovnik

No Template Control — Netempldtova kontrola

Passive Reference — Pasivni reference

Real-Time PCR — Real-Time PCR, PCR v redlném
Case

Quencher — Zhasec

Replicate — Replikat

Reporter Dye — Reportérovd barva

Reverse Primer — Reverzni primer

RNase P — RN4za P

TagMan® Gene Expression Assays - TagMan
eseje pro kvantifikaci genové exprese

Template — Templat

Threshold — Prah (Threshold)

Threshold Cycle — Prahovy cyklus

Unknown — Nezndmy vzorek
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