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Predmluva

Jak pouzivat tuto pfirucku

Souvisejici NiZe uvedené piirucky jsou doddvany spolu s Real-Time PCR systémy Applied
dokumentace Biosystems 7500/7500 Fast.

Prirucka Komu je uréena Kat. €.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- = Navody na provadéni experimentd na pfistrojich 7500/7500 4387784
Time PCR $ystem G'etting Started Guide | Fast. VSechny navody funguji sou¢asné jako:
for Genotyping Experiments * Instruktazni brozura, kterd za pomoci vzorovych dat

; ; ] demonstruje pouZziti softwaru pro pfistroje Applied
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real - 4387785
T'/?ge PCR S))//stem Getting Started Guide Biosystems 7500/7500 Fast (7500 software).
for Presence/Absence Experiments » Prdvodce vaSimi vlastnimi experimenty.

; : _ | Ur€ené védeckym a ostatnim laboratornim pracovnikim
A}ﬁfgfcﬂogﬁ52?679?2%72?;@35&%? provadéjicim experimenty za pouziti pfistroji 7500/7500 4387783
for Relative Standard Curve and Fast.

Comparative Cy Experiments
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- 4387779
Time PCR System Getting Started Guide
for Standard Curve Experiments
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- | Popisuje udrzbu systému 7500/7500 Fast. 4387777
Time PCR System Maintenance Guide Uréena laboratornim pracovnikiim zodpovédnym za udrzbu
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- = Pfistroji 7500/7500 Fast. 4387778
Time PCR System Computer Setup Guide
Applied Biosystems Real-Time PCR Poskytuje informace o reagenciich, které Ize pouZit pfi praci 4387787
Systems Reagent Guide s Real-Time PCR systémy Applied Biosystems, zejména:
« Uvod do pouzivani reagencii TagMan®a SYBR® Green
» Popis a doporuceni pro nasledujici typy experimenta:
— Kvantifikace
— Genotypizace
— Pokusy typu Pfitomnost/Nepfitomnost (Kvalitativni eseje)
Urcené védeckym a ostatnim laboratornim pracovnikim
provadeéjicim experimenty za pouziti pfistroji 7500/7500 Fast.
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- | Vysvétluje jak pfipravit vasi laboratof pro dodavku a instalaci 4387776

Time PCR System Site Preparation Guide

systéma 7500/7500 Fast.

Uréena osobam zodpovédnym za planovani, fizeni a provedeni
Ukona k pFipravé vasi laboratofe na instalaci systéma 7500/7500
Fast.

Uzivatelska pfiruc¢ka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems
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Pfedmluva
Jak pouzivat tuto priru¢ku

Prirucka Komu je uréena Kat. €.

Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real- | Vysvétluje jak pouzivat 7500 software k: -

Time PCR Software v2.0 Help » Zadani a spusténi experimentd a analyze vysledkl na

pfistrojich 7500/7500 Fast.
+ Kalibraci pfistroju 7500/7500 Fast.

» Ovéreni funkenosti pfistroju 7500/7500 Fast pomoci
kontrolniho béhu (kvantifikace genu pro RNazu P).

Ur&ena pro:

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

+ laboratorni pracovniky zodpovédné za instalaci a
udrzbu pfistroju 7500/7500 Fast.

Pfedpoklady  Tato prirucka piedpoklada, Ze mate nasledujici znalosti:

* Jste obeznameni s operacnim systémem Microsoft® Windows® XP.

» Jste obezndmeni s pouZivanim internetu a internetovymi prohlizeci.

» Jste obeznameni s technikami pro pfipravu a manipulaci se vzorky DNA a
RNA a jejich pfipravou pro PCR.

* Mite vSeobecné znalosti tykajici se ukladani dat, ptenost a kopirovani soubort.

* Mate zkuSenosti s praci v siti (planujete-li integrovat systém 7500/7500 Fast do
pocitaCové sité).

Prace s textem Pro lepsi pochopeni pracuje tato pfirucka s textem ndsledujicim zptisobem:
e Tuéné jsou vyznaceny aktivni zdsahy uZivatele. Napiiklad:
Napiste 0, poté stisknéte Enter pro kazdé ze zbyvajicich poli.
* Kurzivou jsou vyznacena nova nebo dulezita slova a téZ zdiiraznéni. Napiiklad:
Pted vlastni analyzou vZdy pfipravte ¢erstvou matrici.

* Znaménko (>) odd¢€luje po sobé& nasledujici piikazy, které volite z rozbalovacich
menu nebo nabidek. Naptiklad:

Zvolte File > Open.

Upozornéni 'V dokumentaci Applied Biosystems se pouZivaji upozornéni pro uZivatele. Kazdé
pro uzivatele upozornéni vyzaduje urcitou miru pozornosti nebo aktivity, jak je popsano niZe:

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

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

Ptiklady pouZiti téchto upozornéni:

Poznamka: Kalibraci lze spustit téZ z ovladdaci konzole.

DULEZITE! Chcete-li ovéfit pfipojeni, musite zn4t platné uZivatelské jméno.

viii Uzivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems



Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

V)"Stl’aivné, Soucdsti uzivatelské dokumentace jsou i vystrazna upozornéni. Podrobnéji viz
upozorneénl  «vystraznd upozornéni” na strané xii.

Kde ziskat vice informaci

Souvisejici Dokumentace souvisejici s genotypizacnimi pokusy
dokumentace
Dokument Kat. ¢.

Allelic Discrimination Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Quick Reference | 4312212

Card

Custom TagMan® Genomic Assays Protocol Submission Guidelines 4367671
Custom TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4334431
Ordering TagMan® SNP Genotyping Assays Quick Reference Card 4374204

Performing a Custom TagMan® SNP Genotyping Assay for 96-well Plates Quick 4371394
Reference Card

Performing a TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay for 96-well Plates 4367636
Quick Reference Card

Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol 4312214
TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays Protocol 4362038
TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4332856

Dokumentace souvisejici s pokusy typu Pritomnost/Nepfitomnost (Kvalitativni eseje)

Dokument Kat. ¢.
DNA Isolation from Fresh and Frozen Blood, Tissue Culture Cells, and Buccal 4343586
Swabs Protocol
NucPrep® Chemistry: Isolation of Genomic DNA from Animal and Plant Tissue 4333959

Protocol

Dokumentace souvisejici s kvantifikaci pomoci relativni standardni kfivky a komparativni
C: metody

Dokument Kat. ¢.

Amplification Efficiency of TagMan® Gene Expression Assays Application Note 127AP05

Applied Biosystems High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol 4375575
Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4334429
Primer Express® Software Version 3.0 Getting Started Guide 4362460
TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4333458
User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression 4303859

UZivatelska pFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems D



Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Dokumentace souvisejici s kvantifikaci pomoci standardni kfivky

Dokument Kat. ¢.

Amplification Efficiency of TagMan® Gene Expression Assays Application Note 127AP05

Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4334429
Primer Express® Software Version 3.0 Getting Started Guide 4362460
TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4333458
User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression 4303859

Navody na pouzivani reagencii a dalSiho softwaru

Dokument Kat. €.
Applied Biosystems High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol 4375575
Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4334429
Custom TagMan® Genomic Assays Protocol: Submission Guidelines 4367671
Custom TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4334431
Power SYBR® Green PCR Master Mix and RT-PCR Protocol 4367218
Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol 4312214
Primer Express® Software Version 3.0 Getting Started Guide 4362460
SYBR® Green PCR and RT-PCR Reagents Protocol 4304965
SYBR® Green PCR Master Mix and RT-PCR Reagents Protocol 4310251
TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays Protocol 4362038
TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents Protocol 4308335
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) Protocol 4351891
TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4333458
TagMan® Gene Expression Master Mix Protocol 4371135
TagMan® Genotyping Master Mix Protocol 4371131
TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4332856
TagMan® Universal PCR Master Mix Protocol 4304449
User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression 4303859

Using TagMan® Endogenous Control Assays to Select an Endogenous Control 127AP08
for Experimental Studies Application Note

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

X UZivatelska pfFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems



Pfedmluva
Kde ziskat pomoc

Ziskani informaci Ndpovéda programu 7500 popisuje pouZzivéani viech ndstroji uzivatelského rozhrani.
v ndpovédé Niapovédu lze oteviit piimo z prostiedi programu takto:
programu . gtisknéte F1.

o Kliknéte @ v ovladaci Liste.
e Zvolte Help (Pomoc) > 7500 Software Help.

V ndpovédé€ vyhledate potiebné:
* Podle obsahu.
* Pomoci vyhleddvani.
* Podle rejstiiku.

Poslete nam VasSe V Applied Biosystems vitime Vase komentéie a ndvrhy na zlepSeni uzivatelské
névrhy dokumentace. Své pripominky muliZete zaslat na adresu:

techpubs @appliedbiosystems.com

DULEZITE! Shora uvedend emailova adresa je uréend pouze pro zasildni p¥ipominek
vztahujicich se k uzivatelské dokumentaci. Chcete-li si dokumentaci objednat, stdhnout
ve formatu PDF nebo kontaktovat technickou podporu, kliknéte na strance
http://www.appliedbiosystems.com na odkaz Support. (Viz “Kde ziskat pomoc” na
stran€ xi).

Kde ziskat pomoc

Technickou podporu ziskate na strance http://www.appliedbiosystems.com kliknutim
na odkaz Support (Technicka podpora).

Na strankach technické podpory miZete:
* Prohleddvat ¢asto kladené otdzky - Frequently asked questions (FAQs)
» Piimo poloZit dotaz Technické podpote

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

* Stahovat dokumenty ve formatu PDF
o Ziskat informace o $koleni pro zdkazniky
» Stahovat programové aktualizace a opravné balicky

s s

Kromeg toho zde miZete ziskat telefonni a faxova ¢isla vSech oddéleni Technické podpory
a prodejnich pobocek Applied Biosystems.

DULEZITE! Kontaktujte stfedisko péée o zdkazniky Applied Biosystems pokud vis

k tomu vyzve tato piirucka nebo pokud potiebujete napldnovat ddrzbu vaseho pfistroje
(napft. ro¢ni pravidelnou udrZbu nebo teplotni verifikaci/kalibraci). Chcete-li kontaktovat
stiedisko péce o zdkazniky Applied Biosystems, naleznete kontaktn{ tidaje na strance
http://www.appliedbiosystems.com/support/contact.

UzZivatelska pfFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems Xi



Pfedmluva
Bezpeénostni upozornéni pouZivana v tomto dokumentu

Bezpecnostni upozornéni pouzivana v tomto dokumentu

Vystraznd V uzivatelské dokumentaci Applied Biosystems jsou pouZivana &tyfi vystraznd
upozornéni upozornéni, a to na téch mistech dokumentt, kde je zapotfebi upozornit na odpovidajici
rizika. Kazdé z téchto slov - DULEZITE (DULEZITE), VAROVANI (CAUTION),
VYSTRAHA (WARNING), NEBEZPECT (DANGER) — vyZaduje potfebu uréité
urovné pozornosti nebo aktivity, jak je popsano niZe.

Definice

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

~eaeanisivs — Indikuje potencidlng nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji nevyhnete,
mize vést k malému nebo stiedné tézkému zranéni. Lze téZ pouZit jako varovani pred
nebezpecnymi ¢innostmi.

) — Indikuje bezprostfedni nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete, zptisobi smrt nebo vazné zranéni. Pouzivani tohoto vystraZzného upozornéni je
omezeno jen na nejzavaznéjsi situace.

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

Priklady

Ptiklady niZe demonstruji pouziti bezpecnostnich upozornéni:

DULEZITE! P#i manipulaci s halogenovou Z4rovkou pouZivejte rukavice bez pudru.

ACAU-”ON Zérovka je velmi horkd. Nedotykejte se ji, dokud nevychladne na

pokojovou teplotu.

AWARNlNG CHEMICKE RIZIKO. Etanol je hoflavé kapalina. Zpisobuje

podrazdéni oci, kize a dychaciho ustroji, miiZe zptisobit poskozeni centralniho
nervového systému a jater. Seznamte se s bezpe€nostnim listem a dodrZujte pokyny
v ném uvedené stran manipulace s chemikéliemi. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i,
ochranny odév a rukavice

A pEW[EI4i] ELEKTRICKE RIZIKO. Nespravné uzemné&ny piistroj miize

zpusobit uraz elektrickym proudem. Uzemnéte piistroj podle ptipojeného navodu.

Xii Uzivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems



Pfedmluva
Symboly na pristrojich

Symboly na pfistrojich

Elektrické symboly Nisledujici tabulka popisuje elektrické symboly, které mohou byt pouZity na piistrojich
na p‘r’istrojich Applied Biosystems.

Symbol Popis Symbol Popis
Oznacuje polohu hlavniho spinage l Svorka uzemnéni. Neslouzi jako
I Zapnuto. — ochranné svorka.

Ochranna svorka - oznaduje
chranény uzemneény vystup, ktery

Oznatuje polohu hlavniho spinace @ musi byt uzemnén predtim, nez je

Vvbnuto provedeno jakékoliv jiné elektrické
P ’ pfipojeni pristroje (pfipojeni
hlavniho ochranného vodice).

: - — - Oznacuje vystup, ktery maze byt
Oznaduje spina¢ slouzici k pfepnuti pfipojen na sttidavy napajeci zdroj.

pfistroje do pohotovostniho rezimu

pfipojen na stfidavy nebo
stejnosmeérny napajeci zdroj.

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

l (Standby). V pfistroji muze stale byt
‘ ’ vysoké napéti. Oznaduije vystup, ktery maze byt

Bezpec€nostni  Nasledujici tabulka popisuje bezpecnostni symboly, které mohou byt pouZity na
symboly piistrojich Applied Biosystems. Kazdy symbol miiZe byt pouZit sém o sob& nebo
v kombinaci s textem, ktery vysvétluje piipadné riziko (viz “Bezpe€nostni oznaceni na
piistrojich” na strané xiv). Tyto bezpec¢nostni symboly se mohou rovnéZ objevit v textu
tohoto nebo dalsich dokumenti vedle oznaéeni DANGER (NEBEZPECT), WARNING
(VYSTRAHA) a CAUTION (VAROVANI)

Popis

Indikuje, ze byste méli ziskat dalsi informace z manualu a pokrac¢ovat
s patfi¢nou obezfetnosti.

Indikuje mozny araz elektrickym proudem a nutnost pokracovat
s patfi¢nou obezfetnosti.

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

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

Indikuje pfitomnost pohyblivych soucasti a nutnost pokracovat
s patfi¢nou obezfetnosti.

> PP
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Pfedmluva
Bezpecnostni oznaceni na pristrojich

Environmentalni Nasledujici symbol se vztahuje ke viem elektrickym a elektronickym zaf{zenim
symboly spole¢nosti Applied Biosystems, které byly uvedeny na evropsky trh po 13. srpnu 2005.

Symbol Popis

Tento vyrobek nelze odstranit jako bézny komunalni odpad. Postupujte
podle mistnich pfedpist o nakladani s odpadem s ohledem na minimalizaci
rizika vlivu elektrického a elektronického odpadu na Zivotni prostfedi.

Kvuli odstranéni pfistroje a jeho recyklaci kontaktujte mistni zastoupeni
spole¢nosti Applied Biosystems. Seznam kancelafi spole¢nosti v Evropské unii
naleznete na www.appliedbiosystems.com.

—
—d Zakaznici z Evropské unie:
I

Bezpecnostni oznaceni na pfistrojich

Xiv

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

English

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

Cesky

VAROVANI Nebezpeéna chemikalie. Pred
pouzitim ¢téte bezpecénostni list (MSDS).

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

VAROVANI Nebezpeé&ny odpad. Pfi
manipulaci a likvidaci postupujte podle pokyni
v bezpec€nostnim listu a mistnich pfedpist.

WARNING Hot lamp.

VAROVANI Horka zarovka.

WARNING Hot. Replace lamp with an
Applied Biosystems lamp.

CAUTION Hot surface.

VAROVANI Horké. Vymérite zarovku za
zarovku Applied Biosystems.

VAROVANI Horky povrch.

DANGER High voltage.

NEBEZPECI Vysoké napéti.

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

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

CAUTION Moving parts.

VAROVANI Pohyblivé sougasti.

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

VYSTRAHA V tomto pfistroji Ize pouzit
pouze halogenovou zarovku 12 V, 75 W.
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Predmluva
Bezpecnostni oznaceni na pristrojich

Umisténi Bezpecnostni oznaceni na piistrojich Applied Biosystems 7500/7500 Fast jsou umisténa
bezpecnostnich jak je vyobrazeno niZe.
oznaceni
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Prfedmluva

Obecna pravidla bezpeénosti pfi praci s pristrojem

Obecna pravidla bezpecénosti pfi praci s pristrojem

Premistovani
a zvedani
pristroje

Premistovani
a zvedani
pocitacu a
monitoru

Ovladani
pristroje

Cisténi nebo

o WUZN:iNINel RIZIKO PORANENI. PouZivejte tento vyrobek pouze v souladu
s postupy uvedenymi v tomto dokumentu. Jiné pouZivdni nez v souladu s instrukcemi
Applied Biosystems muiZe vést ke zranéni nebo k poskozen{ piistroje.

A\
/a\

/ ! ST RIZIKO PORANENI. Piistroj smi pfemistovat pouze osoby nebo
dodavatelé uvedeni v ndvodu na piipravu mista. Rozhodnete-li se pfistroj ptemistovat
nebo zvedat poté, co byl instalovan, provadéjte to vZdy v dostatecném poctu osob, za
pouziti ptislusného vybaveni a odpovidajicim zptisobem. Nespravna manipulace miZe
zpusobit bolestiva a trvald poranéni zad. V zavislosti na jeho hmotnosti miZe
pfemistovani nebo zvedani piistroje vyZadovat dvé a vice osob.

, €% Zvedani nebo prendseni poéitacti a monitord provadéjte vzdy
v dostatecnem poctu osob. V zavislosti na hmotnosti pocitace a/nebo monitoru mize
jejich premist'ovani nebo zvedani vyzadovat dve a vice osob.

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

» Ujistéte se, Ze na predpoklddané draze pohybu pfenaSeného objektu se nenachazeji
Z4adné prekazky.

* Pii zvedani pfedmétu se soucasné neotacejte.

* Dbejte, aby vasSe patet byla pfi zvedani pfedmétu ve stabilni neutralni poloze.

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

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

Ujistéte se, Ze kazdy kdo ovlada pfistroj:

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

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

AWARNING RIZIKO PORANENI. PouZivejte tento vyrobek pouze v souladu

s instrukcemi spolecnosti Applied Biosystems. Jiné pouZivani nez v souladu
s instrukcemi Applied Biosystems miZe vést ke zranéni nebo k poskozeni pfistroje.

/\

mm Pred pouZitim jiné neZ vyrobcem doporucené metody Cisténi i

dekontaminace dekontaminace si u vyrobce ovéfte, Ze zvolend metoda nemiiZe zpuisobit poSkozeni
pFistroje  Pristroje.

XVi
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Bezpec¢na manipulace s chemikaliemi

Bezpecna manipulace s chemikaliemi

Vystraha —
chemické riziko

O bezpecnostnich
listech

Ziskani
bezpecnostniho
listu

//7\‘m 2 . . o
/o WiRN:iiiNies CHEMICKE RIZIKO. Pfed manipulaci s jakymikoliv
chemikéliemi si prostudujte piislusny bezpecnostni list - Material Safety Data Sheet
(MSDS), poskytnuty dodavatelem chemikalie, a fid'te se jeho pokyny.

V4 )
/o SILGNNE CHEMICKE RIZIKO. Veskeré chemikalie v pFistroji véetnd
naplné v hadickach predstavuji potencialni riziko. Pfed vyménou reagencii nebo soucdsti
piistroje se vZdy informujte, jaké chemikalie byly v pfistroji pouzivany. Pti praci
s pfistrojem pouZzivejte prostfedky ochrany oci, ochranny od€v a rukavice.

l <l.'>|

VAN
/! RIS RIZIKO UCHOVAVANT CHEMIKALIL. Nikdy neuchovavejte
odpad ve sklenénych nadobach kvtli moZnosti jejich rozbiti. Lahve na reagencie a odpad
se mohou rozbit a vytéct. Kazdou odpadni ldhev je zapotfebi umistit do bezpecnostniho
polyetylénového zasobniku s dotaZenym vikem a tchyty zajiSténymi ve svislé poloze. Pfi
manipulacich s 1dhvemi obsahujicimi reagencie a odpad pouZivejte prostfedky ochrany
o¢i, ochranny odé¢v a rukavice.

Vyrobci chemikalif poskytuji novym zakaznikiim s doddvkou chemikali{ bezpe¢nostni
listy (MSDS). Bezpecnostni list je rovnéZ poskytnut spolu s dodavkou chemikali{

v piipad¢, Ze byl aktualizovédn. Bezpecnostni listy obsahuji informace, které potfebujete
pro bezpecné ukladani, manipulaci, pfepravu a odstranéni chemikélie.

ObdrZite-li s doddvkou chemikdlie i bezpecnostni list, vZdy jej zaloZte — udrzujte tyto
listy aktudlni.

Bezpecnostni listy pro chemikalie doddvané spolecnosti Applied Biosystems ziskate vzdy
od Applied Biosystems. Tato sluZba je bezplatna a dostupné 24 hodin denné:

1. Oteviete stranku www.appliedbiosystems.com, kliknéte na Support (Technicka
podpora), poté na MSDS Search (Vyhledani bezpe¢nostniho listu).

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

3. Zvolte dokument, ktery vas zajimd, kliknéte pravym tlac¢itkem mysi na jeho nizev a
zvolte jednu z nésledujicich moZnosti:
* Open - Otevieni dokumentu
* Print Target — Vytisténi dokumentu
* Save Target As — StaZeni dokumentu ve verzi PDF do zvoleného adreséte

Poznamka: Potiebujete-li bezpecnostni listy k chemikéliim nedoddvanym spole¢nosti
Applied Biosystems, kontaktujte jejich vyrobce.

XVii
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Pfedmluva
Bezpec¢na manipulace s chemikaliemi

Pravidla Abyste minimalizovali riziko plynouci z pouZivani chemikalif, musite:
manipulace
s chemikaliemi ¢ Precist a pochopit bezpe¢nostni listy doddvané vyrobei chemikalii, a to jesté pied
tim, neZ zaCnete tyto chemikdlie nebo rizikové materidly uklddat nebo s nimi
manipulovat ¢i pracovat. (Viz “O bezpec¢nostnich listech” na strané xvii.)

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

* Minimalizovat inhalaci chemik4lii. Neponechdvejte nddoby s chemikdliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (naptiklad digestot). Dalsi bezpecnostni
opatieni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

» Pravidelné kontrolovat, zda nedoslo k vyliti nebo rozsypani chemikdlii. Pokud
k tomu dojde, postupujte podle Cisticich procedur doporuc¢enych vyrobcem
chemikélie v bezpecnostnim listu.

* Dodrzovat v§echna mistni nebo ndrodni natfizeni a ptedpisy tykajici se uchovavani
chemikdlif, manipulace s nimi a jejich odstrafiovani.
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Bezpe¢na manipulace s chemickym odpadem

Bezpecna manipulace s chemickym odpadem

Vystraha -
chemicky odpad

Pravidla
manipulace
s chemickym
odpadem

//?\‘m o . . .
» Woninileili NEBEZPECNY ODPAD. Pii manipulaci s nebezpe¢nym odpadem

i jeho odstrafiovani se fid'te pokyny v bezpecnostnim listu.

/e
apr

/_+ WLVl NEBEZPECNY ODPAD. Odpady produkované pifstroji Applied
Biosystems predstavuji potencidlni riziko a mohou zptisobit zranéni, nemoc nebo smrt,

N\
/ o\
/_« SVLGINES RIZIKO UCHOVAVANI CHEMIKALIL. Nikdy neuchovivejte
odpad ve sklenénych nddobach kvlli moZnosti jejich rozbiti. Lahve na reagencie a
odpad se mohou rozbit a vytéct. Kazdou odpadni ldhev je zapotfebi umistit do
bezpecnostniho polyetylénového zasobniku s dotaZenym vikem a dchyty zajiSténymi
ve svislé poloze. Pii manipulacich s 1dhvemi obsahujicimi reagencie a odpad

pouzivejte prostiedky ochrany oci, ochranny odév a rukavice.

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

» Precist a pochopit bezpe€nostni listy, doddvané vyrobci chemikalii, z nichz odpad
vznikd, pfedtim neZ zacnete chemicky odpad ukladat, manipulovat s nim nebo ho
odstrafovat.

* Mit k dispozici primédrni i sekunddrni nddoby na odpad. (Primdrni nddoba na
odpad je pro jeho okamZité shromazd’ovani. Sekundarni nddoba na odpad
obsahuje to co vyteCe nebo se vysype z primdrni nddoby. Obé& nddoby musi
odpovidat typu uklddaného odpadu a spliiovat nafizeni mistnich i narodnich
predpistl.)

* Minimalizovat kontakt s chemikdliemi. Pii praci s chemikdliemi pouZivejte
odpovidajici osobni ochranné pomticky (napf. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpecnostni opatieni naleznete v bezpecnostnim listu.

* Minimalizovat inhalaci chemikdlii. Neponechdvejte nddoby s chemikdliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (napfiklad digestof). DalSi bezpecnostni
opatieni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

* Manipulovat s chemickym odpadem v digestofi.

* Pytle s odpadem zajistit svorkou.

* QOdstrafiovat odpad z odpadni misky a odstrafovat odpadni ldhve v souladu se
spravnou laboratorni praxi a mistnimi i ndrodnimi pfedpisy.

Odstrafiovani odpadu Pokud pfi préci s piistrojem vznikne potencidlné nebezpeény odpad, musite:

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

» Zajistit ochranu zdravi a bezpecnost vSech pracovniki vasi laboratote.

» Zajistit, Ze odpad z pfistroje je uklddan, pfenaSen, transportovan a odstraniovan
v souladu se v§emi mistnimi i ndrodnimi ptfedpisy.

DULEZITE! Radioaktivni nebo biologické odpady mohou vyZadovat zvl4stni zplisoby
zachdzeni a mohou se na né vztahovat omezeni stran moZnosti jejich odstrafiovani.
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Bezpecna manipulace s elektrickymi zafizenimi

Bezpecna manipulace s elektrickymi zarizenimi

//iy\‘-—.!!!_-s—_ vz o~ .

/ » WEiS:8 NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pfi ovladani
systémtl bez ochrannych krytti miize dojit k vaZznému drazu elektrickym proudem.
Neodstranujte kryty piistroje. Po jejich odstranéni je moZny piistup ke zdrojim vysokého
napéti.

Pojistky /3 IS NEBEZPECT POZARU. Pouriti nespravnych pojistek nebo zdroje
vysokého napéti miiZze vést k poskozeni piistroje a vzniku pozaru. Pfed zapnutim piistroje
oveite, zda pojistky byly spravné zapojeny, a Ze zdroj elektrického napéti ve vasi
laboratofi splituje poZadavky piistroje.

P/(\— ——
/= SILGIINER NEBEZPECI POZARU. V zijmu nepfetrZité ochrany pied rizikem
vzniku poZaru pouZivejte pouze pojistky typu a jmenovitého proudu odpovidaciho
poZzadavkim pfistroje.

Zdroj / 7 SUANel=:8 NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pro
bezpecny provoz zafizeni je nezbytné jeho uzemnéni. Nikdy nepouZivejte ptistroj, ktery
neni spravnym zpiisobem uzemnén,

.
L) .>’"
-

"

DANGER I NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. PouZivejte
pouze schvalene elektrické kabely odpovidajici napéti ve vasi elektrické siti.

NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Piipojte
piistroj pouze do uzemnéné zasuvky s odpovidajicim elektrickym napétim.

Vysoké Real-Time PCR piistroje Applied Biosystems 7500/7500 Fast spadaji do tiidy II (pfepéti)
napéti ajsou klasifikovany jako pfenosné piistroje.

Pohyblivé soucasti

d —
Pohyblivé soucasti /= RIZIKO PORANENI. Pohyblivé sou¢dsti se mohou zlomit ¢&i jinak

poskodit. Pfi ovladani piistroje nesahejte na pohyblivé soucésti. Pred servisnim zdsahem
vypojte pristroj ze site.
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Biologické riziko

Biologické r|2|ko

>

I]P’:\\
\]I;//

Biohazard /=%

WAz INiNe BIOHAZARD. Biologické lidské nebo zviteci vzorky jako napf.
tkang, t€lni tekutiny a krev mohou byt zdrojem infekénich onemocnéni. Postupujte
podle vSech mistnich/narodnich ptedpist. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny
Stit, od€v a rukavice. Veskeré Cinnosti je zapotiebi provadét v prostorach k tomu
urcenych a odpovidajicim zptisobem vybavenych. Zaméstnanci musi byt fadné
proskoleni podle mistnich predpist jeste pred zapocetim prace s infekénim materidlem.
Prostudujte si a postupujte podle pokyni v nasledujicich publikacich:

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

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

* Bezpecnostni dokumenty vasi spole¢nosti/instituce, tykajici se biologického
rizika pfi préci s potencidlné infekénimi materialy.

Dalsi informace tykajici se biologického rizika naleznete na:

http://www.cdc.gov

Bezpeéna prace

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

I NEBEZPECI SVALOVEHO PORANENI. Toto nebezpedi je
zpusobeno napf. ale nikoliv vyluéné opakovanymi pohyby, nevhodnym umisténim,
vysokou namdhavosti, udrZovanim téla ve statickych pozicich, tlakem a dal§imi
faktory.

Abyste toto nebezpeci sniZili:

* Pouzivejte zatizeni, které vim umozZni pracovat v neutrdlnich pozicich s dobrou
dostupnosti kldvesnice, monitoru a mysi.

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

Bezpec€nost a normalizace v oblasti elektromagnetické
kompatibility (EMC)

Bezpecnostni
predpisy v USA
a Kanadé

Kanadské
normy EMC

Evropské
bezpecnostni
pfedpisy a normy

C€

Australské
normy EMC

C

XXii

V této C4sti naleznete informace o:
* Bezpecnostnich predpisech v USA a Kanadé
* Bezpecnostnich predpisech v Evropé

* Bezpecnostnich predpisech v Australii

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

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

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

Bezpecnost

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

EMC

Tento pfistroj spliiuje poZadavky smérnice Rady Evropské unie pro elektromagnetické
ruseni a odolnost vi¢i nému (EMC smérnice 2004/108/EC). Tento pfistroj byl testovan
podle normy EN 61326 (Skupina 1, Tfida B) “Elektrick4 zafizeni pro méteni, kontrolu a
laboratorni pouZiti — poZadavky EMC”.

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

Uvod

V této kapitole naleznete:
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m Kvantifikace pomoci standardni KFivKy ........coooeeeiiiiniiiiiiiiice e 7
m Jak pouZivat tuto PHIUCKU ....ccueiiiiiiiiiiii e 11
B VZOTOVY EXPETTIMECIL .. ..eiiuiiieritieeiieeniieeeite ettt esiteeebteesibeesbeeenseeesabeesbeeesateesnseesnsneas 12
m Provedeni vZOrového eXperimentl........cceervierieerniieeniieniieeiieesiee e esiieeeiee e 14

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této ptirucce naleznete v online
napoveéde programu Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Software v2.0,

do které se dostanete stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > 7500
Software Help.
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O systémech 7500/7500 Fast

O systémech 7500/7500 Fast

Piistroje Applied Biosystems 7500/7500 Fast jsou 96-jamkové systémy pro provadéni
Real-Time PCR, umoZiujici detekci péti fluorescencnich barev. Tyto piistroje umoZiuji:
» Kvantifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin (tzv. targets) v redlném case.

» Kvalitativni detekci cilovych sekvenci nukleovych kyselin pomoci post-PCR analyzy
(tzv. analyza typu endpoint).

» Kbvalitativni analyzu produkti PCR (pomoci analyzy kiivky tani provadéné po
skonceni PCR)).

Sbér dat Systémy 7500/7500 Fast zaznamen4vaji fluorescenci v riiznych fazich pribéhu PCR
v z4vislosti na typu béhu:

Typ béhu Sbér dat

Real-time Standardni kfivka Sbér dat probiha po kazdém kroku
polymerace.

Relativni standardni
kivka

Komparativni Ct (AACT)

Post-PCR Genotypizace Sbér dat probiha:
(endpoint)

» Pred PCR (Pro experimenty typu Ano/Ne se
Ano /Ne . . L i
jedna o volitelny nicméné doporu€eny krok)

(PFitomnosY/ « (Voliteln&) V priibshu PCR. Pfistroj muze sbirat
Nepfitomnost) data béhem béhu (real-time); to muze byt
napomocné pfi feSeni pfipadnych problémda.
+ PoPCR

Bez ohledu na typ béhu se kazdy bod sbéru dat (tzv. ¢teni — read) na piistrojich
7500/7500 Fast sklada ze tif fazi:

1. Excitace — Pristroj ozafi vSechny jamky desticky a excituje fluorofory v jamkach.

2. Emise — Optické zafizen{ piistroje zaznamena fluorescenci vyzarenou z jamek
desticky. Vysledny zdznam zahrnuje pouze to fluorescen¢niho zéteni, které
odpovidd rozsahu emisnich filtrt.

3. UlozZeni — Piistroj digitdlné zaznamena fluorescenci detekovanou v pevném casovém
intervalu. Program 7500 uloZi tato tzv. hrubd data pro ndslednou analyzu.

Po skonéeni béhu pouZzije program 7500 kalibra¢ni soubory ziskané béhem kalibrace ROI
(region of interest), optické kalibrace, kalibrace barev a pozadi ke stanoven{ intenzity
fluorescen¢niho signdlu jednotlivych jamek v kazdém Cteni, k urceni barev emitujicich
dany fluorescencni signdl a ke stanoveni zda je dany signdl signifikantni,

Poznamky
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O systémech 7500/7500 Fast

O filtrech  Systémy 7500/7500 Fast pouzivajf nasledujici filtry:

Filtr 1 2 3 4 5
« FAM™ « JOE™ « TAMRA™ « ROX™ Cy5®
Barva @+ SYBR®Green | + VIC® « NED™ + Texas Red®
+ Cy3®

Vice Vice informaci o:

informaci  « Systémech 7500/7500 Fast ziskéte v napovédé programu Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR.

Poznamka: Napovédu v programu oteviete pomoci Help > 7500 Software Help
(Népovéda > Népoveéda programu 7500).

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

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

* Metodé¢ relativni standardni kfivky a komparativni Ct (AACT) metod¢ naleznete
v ptirucce Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systems Getting
Started Guide for Relative Standard Curve and Comparative C, Experiments.

Poznamky
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Spotiebni material

Spotfebni material

Systém 7500 Na pfistroji 7500 miiZete pouZivat niZe uvedeny spotfebni materidl.

Spotiebni material Kat. ¢.
+ MicroAmp® optické 96-jamkové desticky s arovym kodem, 0.2-mL + 4306737
+ MicroAmp™ opticka adhezivni folie « 4311971
« MicroAmp™ optické 8-zkumavkové stripy, 0.2-mL « 4316567
» MicroAmp™ opticka vi¢ka ve stripech po 8 « 4323032
+ MicroAmp® optické zkumavky bez vicka, 0.2-mL + N8010933
+ MicroAmp® zkumavky s vickem, 0.2-mL + N8010540
+ Microamp® nositka + N8010531
» MicroAmp™ aplikator pro adhezivni folii + 4333183
+ MicroAmp® nastroj pro nasazovani vicek + 4330015
« MicroAmp™ néstroj pro otevirani « 4313950

# Spotiebni material # Spotiebni material
A | MicroAmp® opticka 96-jamkova desticka, E | MicroAmp™ opticky 8-zkumavkovy
0.2-mL strip
Microamp® nositka F | MicroAmp® optické zkumavky bez
vicka
C | MicroAmp™ opticka vicka ve stripech po 8,
0.2-mL G | MicroAmp™ opticka adhezivni félie

D | MicroAmp®zkumavky s vickem, 0.2-mL

Poznamky
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Spotiebni material

Systém 7500 Fast  Na pfistroji 7500 Fast miZete pouZivat nize uvedeny spotfebni materidl.

DULEZITE! Na piistroji 7500 Fast pouZivejte spotiebni materil vyhradné typu Fast
(desticky, stripy, zkumavky), a to i kdyZ provadite experimenty se standardnimi
reagenciemi.

Spotiebni material Kat. ¢.

+ MicroAmp™ Fast optické 96-jamkové desticky s arovym kodem, 0.1-mL | + 4346906

+ MicroAmp™ opticka adhezivni folie « 4311971
« MicroAmp™ Fast 8-zkumavkové stripy, 0.1-mL + 4358293
« MicroAmp™ opticka vicka ve stripech po 8 « 4323032
+ Microamp®nositka + N8010531
« MicroAmp™ aplikator pro adhezivni folii + 4333183
+ MicroAmp® nastroj pro nasazovani vicek + 4330015
» MicroAmp™ nastroj pro otevirani « 4313950

Spotiebni material

MicroAmp™ Fast opticka 96-jamkova desti¢ka, 0.1-mL
Microamp® nositka
MicroAmp™ opticka vicka ve stripech po 8

MicroAmp™ Fast 8-zkumavkovy strip

m O O W > | %

MicroAmp™ opticka adhezivni folie

Poznamky
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Spotiebni material

Standardni
destiCky a
zkumavky a
desticky a
zkumavky typu
Fast

Poznamky

Ujistéte se, Ze pouZivate spravny spotiebni material:

Systém Spotrebni material

7500

» MicroAmp® optické 96-jamkové desticky (kat.&. 4306737, tzv.
standardni desti¢ky)

+ MicroAmp® optické zkumavky bez vicek, 0.2-mL (kat.¢. N8010933, tzv.
standardni zkumavky)

+ MicroAmp® zkumavky s vicky, 0.2-mL (kat.6. N2070540)
+ MicroAmp™ optické 8-zkumavkové stripy, 0.2-mL (kat.¢. 4316567, tzv.
standardni stripy)

DULEZITE! Optické desticky a zkumavky typu Fast nelze umistit do
standardniho bloku, doSlo by ke ztraté vysledkl analyzy.

7500 Fast « MicroAmp™ Fast optické 96-jamkové desticky, (kat.¢. 4346906, tzv.

Fast desticky)
« MicroAmp™ Fast 8-zkumavkové stripy, 0.1-mL (kat.¢. 4358293, tzv.
Fast stripy)

DULEZITE! Standardni desticky a stripy nebudou fungovat a mohou byt
poskozeny, jsou-li umistény v bloku typu Fast.

Sikmy roh
vlevo
nahofe (A1)

Maximalni
objem reakce
30-uL

Desticky Fast Standardni desticky
(kat.&. 4346906) (kat.&. 4306737)

/N
__,;'\'\- \-’_}_— Sikmy roh vpravo
i T nahote (A12)

i W e .
II |r II || II || |I |I I| |I II |I I| II I| II— Maximalni
TRYRYEY; I'. .II I'. .'I I'. .'I II_ l objem reakce
100-pL
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Kvantifikace pomoci standardni kfivky

Kvantifikace pomoci standardni krivky

Real-Time PCR Kvantifikace pomoci standardni kfivky se provadi metodou Real-Time PCR (PCR
experimenty monitorovan4 v redlném &ase). Pii provddéni real-time PCR:

* Piistroj monitoruje pritbéch PCR.
* Béhem PCR jsou sbirdna data.

» Reakce charakterizuje ten bod v jejich pribéhu, kdy je poprvé detekoviana
amplifikace produktu,

Poznadmka: V této pfirucce je pojem experiment pouZivan pro cely proces provadény na
ptistrojich 7500/7500 Fast a zahrnuje sesazeni reakci a zadédni do piistroje, vlastni béh a
analyzu.

O metodé Metoda standardni kfivky se pouZiva ke stanoveni absolutniho mnoZstvi cilového
standardni kfivky templatu ve vzorcich. Program 7500 m&ii amplifikaci cilového templatu ve vzorcich a
v fedici fad¢ standardti. Na zdklad¢ dat ziskanych pomoci této fedici fady je vytvorena
standardni kfivka. Pomoci standardni kiivky pak program vypocita absolutni mnoZstvi
cilového templatu ve vzorcich..

Chcete-li pouZit metodu standardni k¥ivky, musite pfipravit:
* Vzorek — Vzorek, v némZ chcete stanovit mnoZstvi cilového templatu.

» Standard — Vzorek o zndmé koncentraci; pouziva se pii kvantifikaci pro vytvoreni
standardni kiivky.

* Redici Fada standardu — Soubor standardli o zndmé koncentraci. Pfipravuje se
sériovym fedénim standardu.

» Replikaty — Ndsobné provedeni téZe reakce (vlastné identické reakce, obsahujici
tytéZ vzorky, soucdsti a v identickych objemech).

» Negativni kontroly — Jamky, které namisto templatu obsahuji vodu nebo pufr.
V jamkéch negativni kontroly se nepiedpokladd amplifikace templatu.

Poznamky
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Kvantifikace pomoci standardni kfivky

Moznosti PCR Provédite-li real-time PCR, volite mezi riznymi moZnostmi provedent:

* Singleplexni a multiplexni PCR (niZe)

a
1-krokova a 2-krokova RT-PCR (strana 8)

Singleplex vs. Multiplex PCR

PCR reakci Ize provést v usporddani:

Singleplexni PCR Multiplexni PCR

* Singleplexni PCR - V reakén{ jamce nebo zkumavce je jeden par primert. V kazdé

reakci je amplifikovan pouze jeden cilovy templat.
nebo

Multiplexni PCR - V reak¢ni jamce nebo zkumavce jsou dva nebo vice pard
primert. Kazdy par amplifikuje specificky templat. Napiiklad pomoci sondy
znacené barvou FAM™ detekujeme amplifikaci cilového kvantifikovaného genu
a pomoci sondy znacené barvou VICe detekujeme amplifikaci endogenni
kontroly.

DULEZITE! Barvivo SYBRe Green nelze pouZit pro multiplexni PCR

[ | @)
m o AE [ 1. par primert
\/ . O 2. par primerd
~~ cDNA

1- vs. 2-krokova RT-PCR

Pti provadéni Real-Time PCR mate moZnost provést reverzni transkripci (RT) a PCR
v jediné reakci (jednokrokovd) nebo ve zvlaStnich reakcich (dvoukrokovd). Volba
pouZitych reagencii zavisi na tom, pro jakou z téchto dvou variant se rozhodnete:

Pti jednokrokové RT-PCR probihaji RT a PCR v témZe pufra¢nim systému, coz
umoziuje provést obé reakce v jediné zkumavce. V tomto uspotrddani nicméné neni
mozné pouZit Fast PCR Master Mix nebo AmpErasee UNG (uracil-N-glykosyldzu)
pro zabranéni kontaminace.

Dvoukrokova RT-PCR se provadi ve dvou zvlastnich reakcich: Nejprve se provede
ptepis (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 alikvotii cDNA pro jejich pozdéjsi vyuZiti. Pro zabranéni vzniku
kontaminace 1ze pouzit enzym AmpErase® UNG.

Poznamka: Vice informaci o AmpErase® UNG naleznete v ptirucce Applied Biosystems
Real-Time PCR Systems Reagent Guide.

Poznamky
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Kvantifikace pomoci standardni kfivky

Reagencie Reagencie TagManea SYBRe Green

Spole¢nost Applied Biosystems nabizi pro detekci produkti amplifikace na Real-Time
PCR pfistrojich 7500/7500 Fast chemizmy TagMane a SYBR® Green, popsané
v nasledujici tabulce.

Poznamka: PouZivite-li reagencie TagMan® nebo SYBR® Green, program 7500
automaticky vypocitd reakéni objemy v ¢asti Reaction Setup (Sesazeni reakce).

Chemizmus Popis
Reagencie a kity zalozené na sondach typu PCR a detekce cDNA
TagMane a. Soucasti eseje
Popis b. Denaturovany templat a annealing
Reagencie a kity zaloZené na sondach typu ¢. Tvorba signalu
TagMane pouzivaji fluorescenéné znac¢enou I —
sondu umozniujici detekci specifického PCR 5 2 T
produktu tak jak dochazi k jeho akumulaci s e T I
v prabéhu PCR. B conerngis
':L_( TTTTTTIT [T [T ": . coa LEGENDA
VyhOdy N . . . L Barva FAM™
+ Sonda zajistuje vyssi specifitu detekce. b.Densur Tl nd Anvls ot Ay Caperens s £ Jnsser
+ Moznost provadét multiplexni reakce. = i Minor Groove
. e . . ~ . Frote Bind
» K dispozici jsou optimalizované eseje pro o @ A'n Ie; o
SPOILH]S LT © e P . .
pouziti pii univerzalnich podminkéch reakce. j- £ . DNA polymorazh
« Lze pouzit pro 1- nebo 2-krokovou RT-PCR. - ~g . Sonda
; P P c. Signal Generation — primer
Nevyhody ta i - )
Syntéza specifické fluorescenéné znagené I L T Tomet
S Fevarss piimer ProdluZovany
Sondy.  Fommrawes *ﬁ'ﬂ' s primer
T OO ‘.ﬁm-ulm?m..ur
Reagencie na bazi SYBRe Green | Krok 1: Reakce Barvivo
. SYBR® Green | generuje
Popis fluorescenéni signal je-li
Reagencie na bazi barvy SYBR Green | (vaze E e S S a3 yazano na dvouretézcovou
se na dvouretézcovou DNA) umoziuji detekci
PCR produktl tak jak dochazi k jejich Krok 2: Denaturace
akumulaci v prdbéhu PCR. o) e Je-li DNA denaturovana,
5] = barvivo SYBR® Green | se
Vyhody uvolni a fluorescenéni signal
+ Ekonomické feSeni (neni zapotiebi sondy). se dramaticky snizf.
. Mv(.)inost provéadéni analyzy disociaéni e Krok 3: Polymerace
kfivky e Primery nasednou na
. oy _ N _ @ ® templéat a dochdzi k jejich
Lze pouzit pro 1- nebo 2-krokovou RT-PCR. T —= prodluZovani a vzniku PR
Nevyhody Reveas produktu.

Vaze se nespecificky na veskerou

dvouret?zcovou DNA.V Tyorbu_ .nes’pgcmckych ukon&ena Barvivo SYBR®

produktl reakce (faleSné pozitivni vysledky) Ize 3 4 Green | se vase na

ovéfit pomoci kfivky tani nebo agarézového gelu. dvouretdzcovy produkt reakce,
dochdzi k narastu
detekovaného fluorescenéniho
signalu.

Krok 4: Polymerace

Poznamky
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Kvantifikace pomoci standardni kfivky

Dalsi reagencie

Pouzivite-li fluorescenéni reagencie jiné neZ typu TagMan®, musite zadat experiment
pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani) a nikoliv Design Wizard
(Priivodce zadanim) (viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané 98).

Vice informaci Vice informaci o real-time PCR, moZnostech, reagenciich apod. naleznete v piiruéce
Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Reagent Guide.

Poznamky
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Jak pouzivat tuto pfirucku

Jak pouzivat tuto pfiru¢ku

Pouzivani
prirucky jako
navodu

Pouzivani pfirucky
jako pravodce
vasimi
experimenty

Poznamky

Tato piirucka funguje soucasné jako ndvod i priivodce vasimi vlastnimi experimenty.

Za pouziti vzorovych experimenti, dodavanych spolu s programem 7500, miiZete tuto
ptirucku pouZit jako ndvod pro provedeni kvantifikace pomoci standardni kfivky na

pristrojich 7500/7500 Fast. Postupujte podle pokynti v kapitolach 2 az 5:

Kapitola

2

Procedura

Navrh experimentu pomoci Pravodce zadanim (Design Wizard) v programu

7500.

PFiprava experimentu za pouziti reagencii a objem vypocitanych v Privodci

zadanim (Design Wizard) v kapitole 2.

Spusténi experimentu na pfistroji 7500/7500 Fast.

Analyza vysledk.

Vice informaci viz “Vzorovy experiment” na strané 12.

Po skonceni cvi¢nych kroki v kapitolach 2 az 5 mtzete pouZit tuto piirucku jako
pruvodce vasimi vlastnimi experimenty. Kazda procedura v kapitolach 2 az 5
zahrnuje soubor doporuceni pro provadéni vlastnich experimentd.

Soucésti programu 7500 jsou rtizné ndstroje, umoziujici zadani, provedeni a analyzu
experimentu. Jejich vycet je obsaZen v nésledujici tabulce.

obsahuje potfebné informace.

Nastroj Popis Viz...
Design Wizard | Zadani nového experimentu pomoci priivodce. Design Kapitola 2
(Pravodce Wizard (Pravodce zadanim) vas provede celym procesem
zadanim) vytvareni nového experimentu. Tato moznost je

doporucéena pro nové uzivatele.

Poznamka: Moznosti zadani jsou v pravodci ve srovnani

s PokroCilym zadanim omezené.
Advanced Pokrocilé zadani nového experimentu. Funkce Advanced strana 98
Setup Setup vam dava pfi zadani maximalni volnost. Tato
(Pokrocilé moznost je doporu¢ena pro zkusené uzivatele.
zadani)
QuickStart Spusténi nového experimentu bez zadani informaci o strana 100
(Rychly start) desti¢ce. Parametry Ize zadat po skonéeni béhu.
Template Zadani nového experimentu pomoci informaci strana 102
(Templat) obsazenych v templatu.
Export/Import Import zadani experimentu ve formatu ASCII, ktery strana 104

UzZivatelska pfFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems

11




[ 4 | Kapitola 1 Uvod

Vzorovy experiment

Vzorovy experiment

Poznamky

Popis

Pro lepsi néstin toho jak navrhnout, pfipravit, provést a vyhodnotit experiment
kvantifikace pomoci standardni kiivky je jako ptiklad v této pfirucce uveden experiment
vzorovy. Vzorovy experiment demonstruje typicky postup prace na systémech 7500/7500
Fast a umoziluje vam se s témito systémy rychle seznamit.

Ve vzorovém experimentu se provadi kvantifikace genu kédujictho RN4zu P ve dvou
skupinach (populacich) vzorkd.

Ve vzorovém experimentu:

Jako vzorky se pouZziva genomickd DNA izolovand ze dvou populaci.
Cilova sekvence je fragment genu pro RNéazu P.

Pro kvantifikaci cilové sekvence je vytvofena jedna standardni kiivka. Standard
pouZity pro vytvoreni fedici fady obsahuje gen pro RN4zu P ve zndmé kvantite.
JelikoZ je kvantifikovana pouze jedna cilova sekvence, je zapotiebi pouze jedina
standardni kiivka.

Poznamka: Kvantifikujete-li vice cilovych sekvenci, pro kazdou z nich musite
pfipravit standardni kiivku.

Pro mozZnost statistického vyhodnoceni vysledki jsou pfipraveny tii replikéty pro
kaZzdé fedéni standardu a pro kazdy vzorek.

Experiment je proveden jako singleplexni PCR, takZe kazda jamka obsahuje
primery/sondu pro jedinou cilovou sekvenci.

Primery/sonda jsou z eseje Applied Biosystems pro RNazu P.

Poznamka: Sonda pro kvantifikaci lidského genu RN4za P (FAMm™ znacend MGB
sonda) neni k dispozici jako souc¢dst TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese.
Lze ji objednat jako soucdst tzv. Custom TagMane eseji pro kvantifikaci genové
exprese (kat. ¢. 4331348) — eseje navrhované na zakdzku.

12
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Vzorovy experiment

Rozvrzeni reakci Program 7500 zobrazi nasledujici rozvrZeni vzorkti v 96-jamkové desticce:

v desticce
1 2 2l 4 5 1] 7 8 5 10 11 12
popi popi popt pop: pop: pop: _
A D Rhase . D RNase . D RNase . Rhase . Rhase . Rhase . m RNase . RNase . RNase . 4RNESE 1 4RNESE 1 §4RNESE 1
. THE3 2.84E3 2.81E3 531E3 5.5E3 5.54E3

RNase . RNase'. g RNase . B RNase'. RNase . RNase'. g RNase . B RNase'. RNase . RNase'. g RNase . B RNase'.
B SE L=z HES] 2.5E3 2.5E3 2 HEH 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625 625
c
[u]
E
F
G
H
wells: [ 6 Unknown [5]] 15 Standard [] 3 Negative Control 72 Empty

O vzorovém 'V této piirucce budete pouzivat dva soubory:
experimentu * V kapitole 2 vytvofite vzorovy soubor obsahujici informace k zadan{ experimentu
a uloZzite jej.
* V kapitole 5 zobrazite vysledky vzorového experimentu. Vysledky vzorového

experimentu jsou soucasti souboru, ktery se instaluje spolu s programem 7500.
Soubor naleznete na disku vaseho pocitace:

<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiments\
Standard Curve Example.eds

kde:

* <disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovan program 7500. Pfednastaveny
disk pro instalaci programu je disk D.

* <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu 7500.

Poznamky
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[ 4 | Kapitola 1 Uvod

Provedeni vzorového experimentu

Soubory v adresari Experiments (Experimenty)
Adresar s experimenty obsahuje n¢kolik souborti, které miZete pouZit jako vzor pfi
analyze vasich vlastnich vysledkil. Tyto soubory se instaluji spolu s programem 7500:
* Comparative Ct Example.eds
* Comparative Ct Study Example.edm
* Comparative Ct Study (Biological Groups).edm
* Genotyping Example.eds
* Presence Absence Example.eds
* Relative Standard Curve Example.eds

» Standard Curve Example.eds

~soo2

Poznamka: Ujistéte se, Ze pifi pouZivani této ptirucky jako ndvodu pouzivite soubor
Standard Curve Example.eds.

Provedeni vzorového experimentu

Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)
. Vytvoreni nového experimentu.
. Zadani vlastnosti experimentu.
. Definice metodiky a materiélu.
. Zadani cilovych sekvenci.
. Zadani standardd.

1
2

3

4

5

6. Zadani vzorka.
7. Zadani béhu.
8. Kontrola zadani.

9. Objednani materialu pro provedeni experimentu.
1

0.Ukon¢eni pravodce zadanim (Design Wizard).

Priprava reakci (Kapitola 3)
Redé&ni vzorkd.
Redéni standardq.
PFiprava reakéni smési pro kazdou esej.

W~

Ptiprava desticky.

(viz strana 15)

Poznamky
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Kapitola 1 Uvod [ 4

Provedeni vzorového experimentu

(viz strana 14)

Provedeni experimentu (Kapitola 4)
Pfiprava béhu.
(volitelné) Nastaveni odesilani zprav.
Spusténi béhu.
Monitorovani béhu.

o > 0 Db~

Vyjmuti desticky a pfenos dat.

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)
ast 1, Shlédnuti vysledk:
Analyza.
Zobrazeni standardni kfivky.
Zobrazeni amplifikacniho grafu.
Zobrazeni vysledku v tabulce.

ok 0N = O

Publikace vysledka.
ast 2, Reseni problému (v pripadé potreby):
. Zobrazeni parametr(l analyzy; nastaveni pozadi/prahu.

. Shlédnuti kvalitativnich ukazatelu.

c

1

2

3. Vynechéani jamek.z analyzy

4. Zobrazeni multikomponentniho grafu.
5

. Zobrazeni hrubych dat.

Konec experimentu

Poznamky
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n Kapitola 1 Uvod

Provedeni vzorového experimentu

Poznamky
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Kapitola 2

Zadani experimentu

V této kapitole naleznete:

B PTERICA. .ot 18
m Vytvoreni NOVENO EXPEriMENtU ........coueiiieiieeneeniienienie et eieeieeniee st eee e 19
B Zadani vIastnoSt eXPETIMENTUL. ......cccueeriueeeriiierieeeiieeniteesiteenieeesbeeeieeesareesbeeenaneas 20
m Definice metodiky a materidlu ........cc.eeviuiiiiiiiiiiiiiieeiece e 22
B Zadani cllovych SEKVENCT ....couiiiiiiiiiiiic e 24
B Zadant Standardll ...........ooceviiiiiiiii e 26
B Z2dANT VZOTKUL...ooeieiieieiiee ettt sttt et ae e 28
B ZadANT DERU ..ottt et 30
B Kontrola Zadant ...........oooiiiiiiiii e 32
m Objedndni materidlu pro provedeni eXperimentu...........coceeeveeeriieernieeenieesnieeennnen. 37
= Ukonceni privodce zadanim (Design Wizard) .........cocceevveeveenienienienieeieeieeieans 40

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

Poznamky
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ey Kapitola 2 Zadani experimentu

Prehled

Prehled

Vzorovy
experiment -
postup

Poznamky

V této kapitole je popsano pouZiti Priivodce zadanim (Design Wizard) programu 7500 pro
zadani vzorového experimentu kvantifikace pomoci standardni kiivky. Priivodce zaddnim
(Design Wizard) se idi pti zaddvani parametrti vzorového experimentu doporucenimi
spolecnosti Applied Biosystems.

Pti zaddvan{ vlastnich experimenti mtiZzete zvolit i jiné moZnosti zadani (viz “Pouzivani
prirucky jako privodce vaSimi experimenty” na stran¢ 11).

Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)
Vytvofeni nového experimentu.
Zadani vlastnosti experimentu.
Definice metodiky a materialu.
Zadani cilovych sekvenci.
Zadani standardd.
Zadani vzorkd.
Zadéani béhu.
Kontrola zadani.
Objednani materialu pro provedeni experimentu.

o9 e N~ LD~

0.Ukon¢eni pravodce zadanim (Design Wizard).

Priprava reakci (Kapitola 3)

Provedeni experimentu (Kapitola 4)

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

18
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Kapitola 2 Zadani experimentu m

Vytvoreni nového experimentu

Vytvofeni nového experimentu

Vytvofite novy experiment pomoci Privodce zadanim (Design Wizard) programu 7500:

Vytvoreni

. 1. Dvakrat kliknéte na ikonu g programu 7500 nebo zvolte Start > All Programs >
experimentu

Applied Biosystems > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev programu>
kde <ndzev programu> zna¢i aktudlni verzi programu 7500.

2. Na vychozi obrazovce kliknéte na ikonu Priivodce zadanim (Design

Wizard) ¢imz oteviete Priivodce zadanim (Design Wizard).

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[&] NewExperiment » 5 Open.. I Save - B Close | 4 Bvort. - B PrintReport

Analyze

R

n
Design Wizard QuickStart Analyze Experiment

P

u
K

Advanced Setup Run Experiment Create Study

E ] (]

—

Template

i
(

- )

A Home

Poznamky
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m Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani viastnosti experimentu

Zadani vlastnosti experimentu

Na obrazovce Experiment Properties (Vlastnosti experimentu) zadejte zdkladni ddaje
o0 experimentu, zvolte typ piistroje a typ experimentu, ktery chcete zadat.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:

experimentu * Experiment je pojmenovan jako example (piiklad).

* Je zvolen piistroj 7500.
 Pouzivi se 96-jamkov4 optickd desticka MicroAmp®.
e Zvoleny typ experimentu je kvantifikace.

Vyplnéni 1. Kliknéte do pole Experiment Name (Nizev experimentu), poté zadejte
obrazovky Standard Curve Example (Pfiklad standardn{ kiivky).
Vlastnosti

experimentu  Poznamka: Zihlavi experimentu se aktualizuje podle zadaného ndzvu.

A~ O =

Poznamky

2. Pole Barcode (Carovy kéd) ponechte prazdné.

3. Kliknéte do pole User Name (Jméno uZivatele), zadejte Example User (Vzorovy
uzivatel).

4. Kliknéte do pole Comments (Komentér), zadejte Standard Curve Getting Started
Guide Example (Piiklad standardni kiivky podle pfirucky)

5. Zvolte 7500 (96 Wells) — (7500 — 96 jamek).
6. Zvolte Quantitation (Kvantifikace) jako typ experimentu.

7. Kliknéte Next (Dalsi).

1A. Define: Experiment Properties Experimenrt Properties Help Q,

@ instructions: Enter an experiment name, selact the instrument type, then select the type of experiment to design.

How do you want to identify this experiment? = Required

e Standard Curve Example ‘

—SET AT oo Example User ‘

SommentsSetisnst-Standard Curve Getting Started Guide Examplal o)

Which instrument are you using to run the experiment?

|
| 1
GULUTN | WNETrTre—)

Setup, run, and analyze an experiment using a 4- or 5-color, 96-well system.

What type of experiment do you want to design?

T + Quantitation } [ Genotyping ] [ Presence / Absence ]

Design a gene quantitation experiment to determine the amount of target nucleic acid sequence in a sample.

20
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Kapitola 2 Zadani experimentu ey
Zadani vlastnosti experimentu

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

kzadani . Zadejte popisny dobie zapamatovatelny nazev experimentu. Nazev mtze byt az 100

znakti dlouhy. Nasledujici znaky nemiZete v poli Nazev experimentu pouZit: /\ > <
Iy

Poznamka: Nézev experimentu bude pouZit jako ndzev souboru.

* (Volitelné) Zadejte do pole Barcode (Carovy kéd). Do pole Barcode lze zadat a7
100 znakd.

* (Volitelné) Zadejte uzivatelské jméno (User Name), abyste identifikovali osobu,
ktera experiment provadi. Do pole User Name lze zadat az 100 znak?.

* (Volitelné) Zadejte komentar k experimentu. Do pole Comments Ize zadat az 1000
znakd.

» Zvolte piistroj, ktery pouZzivate:
- 7500 (96 jamek)

— 7500 Fast (96 jamek)

Poznamka: Program 7500 lze pouZit pro navrh experimentl pro oba typy piistroji
7500/7500 Fast.

Poznamka: Chcete-li néktery typ ptistroje piedvolit, zvolte Tools > Preferences
(Nastroje > Predvolby), poté zvolte zdloZku General (Obecné). Z rozbalovaci
nabidky Default Instrument Type (Pfedvoleny typ pfistroje) zvolte pfislusny typ.

%) preferences E

Enter a default sample volume for your experiments, select your default folders, and
selectthe type of instrument for the software to use by default

Sample Reaction Vol | 50 WL

Data Folder: ClApplied Biosystems\7500\experiments ‘ Browse

import Folder: C\Applied Biosystems\7500texperiments ‘ Browse

Export Folder CApplied Biosystems\7500\experiments | Browse

Instrument Type: 7500 A

oK ‘ ‘ Cancel )

Vice informaci  Vice informaci o:
* Obrazovce Experiment Properties (Vlastnosti experimentu) ziskate v ndpovede

programu 7500 kliknutim na @) nebo stiskem klavesy F1.
* Spotfebnim materidlu ziskdte v ¢asti “Spotfebni materidl” na strané 4.

» Kvantifika¢nich experimentech ziskate v ptirucce Applied Biosystems Real-
Time PCR Systems Reagent Guide.

Poznamky
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m Kapitola 2 Zadani experimentu
Definice metodiky a materidlu

Definice metodiky a materialu

Na obrazovce Methods & Materials (Metodika a material) zvolte kvantifika¢ni metodu,
pouZivané reagencie, rychlost rampu a pouzivany templat pro PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:
experimentu  « e pro kvantifikaci pouZ{vd metoda standardni kiivky.
* se pouzivaji reagencie TagMane.
* v pribéhu béhu se pouziva standardni rychlost rampu.

* jako templat se pouziva gDNA (izolovana ze dvou populaci). Ve vlastnich
experimentech musite gDNA nejprve izolovat z vaSeho vzorku.

Vyplnéni 1. Jako metodu kvantifikace zvolte Standard Curve (Standardni kfivka).

obrazovky ,
Metodika a 2. Zvolte reagencie TagMane.
material 3. Zvolte standardni rychlost rampu Standard (~ 2 hours to complete a run).
4. Zvolte gDNA (genomicka DNA) jako typ templatu.
5. Kliknéte Next > (Dalsi).
1B. Define: Methods & Matenials Methods & Materials Help @

n Instructions: Selectthe gquantitation method, reagents, ramp speed, and type of template for the reaktime PCR reactions

Which guantitation method are you using?

.
1 I J Standard Curve ] [ Relative Standard Curve ] [ Comparative CT (AACT) ]

‘With the standard curve method, you use standards to determine the absolute quantity of target sequence in a sample

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

.
2 [ + TagMan® Reagents ] [ SYBRE® Green Reagents ]

These real-time PCR reactions contain two primers and a TagMan® probe. The primers are designad to amplify the target sequence. The TagMan probe is designed to hybridize to the
targst sequence and gensrate fluorescence signal when the target sequence is amplified.

Which ramp speed do you want to include in the instrument run?

3 [., Standard (~ 2 hours to complete a run)]

For optimal results using the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends standard reagents for your real-time PCR reactions.

What type of template do you want to use in the real-time PCR reactions?

[ cDMA (complementary DRNA) ] [ RHA J [ + gONA {genomic DNA) ]

'ou are adding purified gDNA to the real-time PCR reactions. You have already extracted the gDNA from tissue or sgjmple

Poznamky
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Definice metodiky a materialu

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani » Jako metodu kvantifikace zvolte Standard Curve (Standardni kiivka). Metoda
standardni kiivky se pouziva pro stanoveni absolutniho mnoZstvi cilové sekvence ve
vzorcich. Pro provedeni metody standardni kiivky je zapotfebi definovat cilové
sekvence, standardy a vzorky.

* Zvolte reagencie, které chcete pouZzit:

— Zvolte moZnost TagMane Reagents chcete-1i pouZit pro detekci amplifikace a
kvantifikaci mnoZstvi cilové sekvence ve vzorcich reagencie TagMan. Reagencie
TagMan sestavaji ze dvou primerQ a sondy TagMane. Primery jsou uréeny
k amplifikaci cilové sekvence a sonda TagMan je urcena k navdzani na cilovou
sekvenci a k tvorbé fluorescen¢niho signdlu pfi jeji amplifikaci.

— Zvolte moznost SYBRe Green Reagents chcete-1i pouzit pro detekci amplifikace
a kvantifikaci mnoZstvi cilové sekvence ve vzorcich reagencie SYBR Green.
Reagencie SYBR green sestdvaji ze dvou primert a barviva SYBR Green.
Primery jsou urceny k amplifikaci cilové sekvence. Barvivo SYBR Green
generuje fluorescencni zateni je-li navazano na dvoufetézcovou DNA. Barvivo
SYBR Green byva soucasti mastermixu pfidavaného do reakce. Pouzivite-li
barvivo SYBR Green:

Zvolte moznost Include Melt Curve (Provést analyzu kiivky tan{), ¢imz
provedete analyzu kiivky tani amplikonu.

Poznamka: V systémech 7500/7500 Fast je moZné pouZit i jiné fluorescencni
reagencie, nicméné je zapotiebi zadat experiment pomoci funkce Advanced Setup
(Pokrocilé zadani) a nikoliv Design Wizard (Priivodce zadanim).

* Zvolte odpovidajici rychlost rampu:

— Zvolte Fast (~ 40 minutes to complete a run) (Rychly — b¢h trva ca 40 min)
pouzivate-li reagencie typu Fast.

— Zvolte Standard (~ 2 hours to complete a run) (Standardni — béh trva ca
2 hod) pouZivéte-li standardni reagencie.

» Zvolte odpovidajici templat pro PCR:

— Zvolte cDNA (complementary DNA — komplementdarni DNA) provadite-li 2-
krokovou RT-PCR a jiz jste provedli reverzni transkripci (pfepis RNA do
cDNA). Do PCR reakci pipetujete komplementarni DNA.

— Zvolte RNA provadite-li jednokrokovou RT-PCR. Do PCR reakci pipetujete
celkovou RNA nebo mRNA.

Poznamka: Chcete-li pouZit rychlé rychlosti rampu (Fast ramp speed) a
pracujete s templatem RNA, musite provést zadani experimentu pomoci funkce
Advanced Setup (Pokrocilé zaddni) namisto Privodce zadanim (Design Wizard)

— Zvolte gDNA (genomic DNA — genomickd DNA) pokud jste izolovali
genomickou DNA z vasSich vzorkii. Do PCR reakei pipetujete purifikovanou
genomickou DNA.

Poznamky
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ey Kapitola 2 Zadani experimentu

Zadani cilovych sekvenci

Vice informaci Vice informaci o:

* Obrazovce Methods & Materials (Metodika a materidl) ziskdte v ndpoveéde
programu 7500 kliknutim na @) nebo stiskem klavesy F1.
* Funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadéni) ziskéte v Casti “Pokrocilé zadani

experimentu” na strané 98.

* PouZivani dalSich metod kvantifikace ziskate v ptirucce Applied Biosystems
7500/7500 Fast Real-Time PCR Systems Getting Started Guide for Relative
Standard Curve and Comparative C,Experiments.

» Reagenciich TagMan a SYBR Green ziskdte v piirucce Applied Biosystems Real-
Time PCR Systems Reagent Guide.

* PCR vcetné srovndni singleplexni a multiplexni PCR a 1-krokové a 2-krokové RT
PCR ziskéte v piirucce Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Reagent
Guide.

Zadani cilovych sekvenci

Na obrazovce Targets (Cilové sekvence) zadejte pocet cilovych sekvenci, které chcete
kvantifikovat v desticce, a poté definujte esej pro kaZzdou z nich.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:
experimentu * V reakéni desticee je kvantifikovdna jedna cilova sekvence.

* Je zvolena moznost Set Up Standards (Zadani standardit). Zvolite-li tuto moZnost,
program po ukonceni zad4dvani informaci na obrazovce Targets (Cilové sekvence)
automaticky zobrazi obrazovku Standards (Standardy). Na této obrazovce miZete
definovat standardni kiivku (viz “Zadani standardd” na strané 26).

* Pro cilovou sekvenci, kterou kvantifikujete, je definovana esej (jednd se o esej pro

kvantifikaci RNazy P).
Vyplnéni 1. Kliknéte do pole How many targets do you want to quantify in the reaction plate?
obrazovky Cilové (Kolik cilovych sekvenci cheete v desti¢ce kvantifikovat) a zadejte 1.
sekvence

Poznamky

Poznamka: Pocet fadki v tabulce se aktualizuje podle poctu zadanych cilovych
sekvenci.

2. Zvolte moznost Set Up Standards (Zadani standardi).

Poznamka: Tato moZnost je nastavena jako piedvolend.

3. Zadejte esej pro cilovou sekvenci €. 1:

a. Kliknéte do pole Enter Target Name (Zadejte nazev cilové sekvence), poté
napiSte RNase P.

b. Z rozbalovaci nabidky Reporter zvolte FAM (piedvoleno).
¢. Zrozbalovaci nabidky Quencher (Zhasec) zvolte TAMRA.

d. V poli Color (Barva) ponechte pfedvolenou moznost.

24
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Kapitola 2 Zadani experimentu m
Zadani cilovych sekvenci

4. Kliknéte Next (Dalsi).

Poznamka: Ponechte pole (volitelné) Enter Gene Name (Zadejte ndzev cilové
sekvence) volné. Identifikator eseje mizete zadat pozdé&ji pii objednavani materidlu
(viz “Objednani materidlu pro provedeni experimentu” na stran¢ 37).

2A. Set Up: Targels Targets Help @

a Instructions: Enter the number oftargets to quantiy in the reaction plate, then set up the assay for each target

Set Up Targets = Required

1 * How manytag;et_sdo you wantto quﬂﬁ;m the reaction plaﬁ!" ’—1.|
Foreach target assay in the reaction plate, select whether to set up standards, enter a target name, selectthe reporter and guencher to use to detectthe target, and select a farget color
. (Optional) Enter a gene name, find Applied Biosystems gene expression assays, then select an assay tofill in the Assay 1D,
2 ‘ Set Up Standar. * Enter Target Name Reporer Quencher N_COIOI Assay 1D I (Optional) Enter Gene Name and Cliﬂ...
“RN s& P TAMRA ||FAM VIETAMRA vllt;: ] vl‘ !I | | Find |
3a 3 3|C 3!:]
Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani » Zvolte mozZnost Set Up Standards (Zadani standardt). Spole¢nost Applied
Biosystems doporucuje, abyste definovali standardni kfivku pro kaZzdou cilovou
sekvenci v desticce.

* Zadejte unikétni ndzev a barvu pro kazdou esej. Do pole Target Name (Nazev cilové
sekvence) muZete zadat az 100 znak.

* Zvolte pouZivanou reportérovou barvu. Pokud jste na obrazovce Methods &
Materials (Materidl a metodika), viz strana 22, zvolili:
— reagencie TagMane, zvolte barvu, kterou je oznacena sonda na 5" konci.
— reagencie SYBRe Green, zvolte SYBR.

» Zvolte pouzivany zhasec¢. Pokud jste na obrazovce Methods & Materials (Materidl a
metodika), viz strana 22, zvolili:
— reagencie TagMane, zvolte zhase¢ na 3” konci sondy.
— reagencie SYBRe Green, zvolte None (Zédny).

Vice informaci Vice informaci o obrazovce Targets (Cilové sekvence) ziskdte v ndpovédé programu
7500 kliknutim na € nebo stiskem klavesy F1
Poznamky
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m Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani standardd

Zadani standardu

O vzorovém

s v

Na obrazovce Standards (Standardy) zadejte pocet bodu fedici fady a pocet replikatt
pro vSechny standardni kiivky v desti¢ce. Pro kazdou standardni ktivku zadejte vychozi
koncentraci a zvolte fedici faktor.

experimentu .

—

Vyplnéni
obrazovky
Standardy

Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:

Je zaddna jedna standardni kiivka pro cilovou sekvenci (RN4aza P). Pouzity standard
obsahuje zndmy pocet kopif genu pro RNazu P. JelikoZ je studovan pouze jeden gen,
je zapotiebi pouze jedna standardni kiivka.

Standardni kiivka je vytvofena na zdklad€ péti fedéni.

Pro kazdé fedéni jsou pouZzity tfi replikaty. Replikaty jsou identické reakce,
obsahuji tytéZ komponenty i objemy.

Pocate¢ni mnozstvi je 10000 kopif a fedici faktor je 1:2.

. Kliknéte do pole How many points do you need for each standard curve? (Kolik

fedéni potfebujete pro kaZzdou standardni kiivku?), poté zadejte S.

2. Kliknéte do pole How many replicates do you need for each point? (Kolik

5.

replikatii potfebujete pro kazdé fedéni?), poté zadejte 3.

Definujte koncentraci standardt pro esej RNaza P:
a. Kliknéte do pole Enter Starting Quantity (Pocatecni mnozstvi) a zadejte
10000.
b. Z rozbalovaci nabidky Select Serial Factor (Zvolte fedici faktor) zvolte 1:2.

Prostudujte vyobrazeni Standard Curve Preview (Ndhled standardni kiivky).
Standardni kfivka ma ndsledujici body: 10000, 5000, 2500, 1250 a 625.

Kliknéte Next (Dalsi).

2B. Set Up: Standards Standards Help &)

a Instructions: ENterthe number of points and replicates for all standard curves in the reaction plate. For each standard curve, enter the starting quantity and selectthe serial factor.

Set Up Standards = Required < View Plate Layout
>
1 » How many points do you need for each standard curve? E] Arrange Plate by: [Rows ~ Place Negative Gontrols in: [UpperLeft  +
* How many replicates do you need for each point? 3 T T
‘j Shomeells v VlewLegend
2 For each standard curve, define the range of standard quantities by entering the starting
guantity and serial factor, 1 | 2 ‘ E} | 4 | 5 | B ‘ 7 ‘ a | g | 10 | 11 ‘ 12 |
3a B AR e R T F e i e iti Sam... Sam... Sam.. Sam... Sam... Sam...
3 ge of standard quantities spans the expected R. R. R S 4 R. R. R
range of quantities for the unknowns(. B D D D m i i m i B m i i Ig_ @1 g‘
Target Name Enter |Starting Quantity Select Serial Factor [
= R R R R R R R r R R R R
@ RnascpTuRs  [l1o000 [E il RN NETER
3b ‘ |
Standard Curve Preview (R
Standard Curve Preview for @ RNase P TAMRA &
1E4
5E3 N
4 2.5E3 1
1.256E3 F
6.25E2
&)
5 H
6 - Unknown 15 - standard [ 3 - Negative Gontral 72 - Empty
Poznamky

26

UZivatelska pfFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems



Kapitola 2 Zadani experimentu ey
Zadani standardd

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani » Zadejte standardni kiivku pro kaZdou cilovou sekvenci v reakcni desticce.

Cilové sekvence byly piedesle definovany na obrazovce Targets (Cilové
sekvence) (viz “Zadéni cilovych sekvenci” na stran¢ 24).

» Zadejte pocet fedéni pro kazdou standardni kiivku v desti¢ce. Spole¢nost Applied
Biosystems doporucuje alespon pét fedéni pro kazdou standardni kiivku.

» Zadejte pocet replikatt (identickych reakci) pro kazdé fedéni standardni kiivky.
Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje tfi replikaty pro kazdé fedéni.

* Jelikoz koncentracni rozsah standardi ma vliv na vypocet ti¢innosti amplifikace,
peclivé zvaZte vhodny koncentracni rozsah standardii pro vasi esej:

wev s

— Pro presnéjs$i métfeni dcinnosti amplifikace pouZijte Sirsi koncentracni rozsah
standardi (5 aZ 6 adi). Zvolite-li Siroky koncentra¢ni rozsah standardi, budete
muset pouZit PCR produkt nebo vysoce koncentrovany templdt jako napf. cDNA.

— Mate-li omezené mnoZstvi cDNA a/nebo je-li cilovou sekvenci nizkokopiovy
transkript, ptipadné je vim zndm ptredpoklddany koncentracni rozsah, miiZete

Vv s

vystacit i s uz§im koncentracnim rozsahem standardt.

* Redici faktor se pouZivé pro vypocet koncentraci ve viech bodech standardni kiivky.

P

Je-li vychozi koncentrace nejvyssi, zvolte jako fedici faktor napt. 1:2, 1:3 atd. Je-li

sV

nejnizsi, zvolte faktor 2x, 3x atd.

Vice informaci Vice informaci o:

* Obrazovce Standards (Standardy) ziskate v ndpoveédée programu 7500 kliknutim na L)
nebo stiskem klavesy F1.

« Utinnosti amplifikace ziskéte v ptiru¢ce Amplification Efficiency of TagMan® Gene
Expression Assays Application Note.

Poznamky
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Zadani vzorka

Zadani vzorkul

Na obrazovce Samples (Vzorky) zadejte pocet vzorki, replikati a negativnich kontrol
v reak¢ni desticce, zadejte ndzvy vzorkl a zvolte, v kterych vzorcich budou
kvantifikovany které cilové sekvence.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:
experimentu * Pouzivaji se dva vzorky: genomickd DNA ze dvou populaci. Vzorky obsahuji
nezndmé mnoZstvi cilové sekvence (RNéza P).
* Pouzivaji se tfi replikaty. Replikaty jsou identické reakce obsahujici tytéz
komponenty a objemy.

» Pouzivaji se tfi negativni kontroly. Negativni kontroly obsahuji vodu namisto
vzorku a v téchto reakcich by tedy nemélo dojit k amplifikaci.

Vyplnéni 1. Kliknéte do pole How many samples do you want to test in the reaction plate?
obrazovky (Kolik vzorki je v desti¢ce?) a zadejte 2.
Vzorky

Poznamka: Pocet fadki v tabulce vzorkt se aktualizuje podle zadaného poctu.

2. Kiliknéte do pole How many replicates do you need? (Kolik replikatt
potiebujete?), poté zadejte 3.

3. Kliknéte do pole How many negative controls do you need for each target
assay? (Kolik negativnich kontrol potiebujete pro kazdou cilovou sekvenci?), poté
zadejte 3.

4. Definujte vzorek (Sample) 1:
a. Kliknéte do pole Enter Sample Name (Zadejte nidzev vzorku), zadejte popl
(populace 1).
b. V poli Color (Barva) ponechte pfedvolené nastaveni.

5. Definujte vzorek (Sample) 2:
a. Kliknéte do pole Enter Sample Name (Zadejte ndzev vzorku), zadejte pop2
(populace 2).
b. V poli Color (Barva) ponechte pfedvolené nastaveni.

6. Zvolte No Biological Replicates — Zadné biologické replikaty (pfednastaveno).

7. Zvolte All Sample/Target Reactions — tim zvolite moZnost provést kvantifikaci
vsech cilovych sekvenci ve vSech vzorcich

8. V casti Well Count (Pocet jamek) ovéite, Ze je zde:
* 6 jamek Unknown (nezndmé vzorky) [
* 15 jamek standardt E1
* 3 negativni kontroly [
* 72 prazdnych jamek
9. V zidlozce View Plate Layout (Zobrazen{ desticky):

a. Zrozbalovaci nabidky Arrange Plate by (Razeni v desti¢ce) zvolte Rows
(Radky — predvolené nastaveni).

Poznamky
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Zadani vzorku

b. Z rozbalovaci nabidky Place Negative Controls in (Umisténi negativnich
kontrol) zvolte Upper Left (Nahote vlevo — pifedvolené nastaveni).

10. Kliknéte Next (Dalsi).

2C. Set Up: Samples Samples Help g

a Instructions: ENter the number of samples to test in the raaction plate, enter the number of sampleftarget reaction replicates, enter the number of negative controls, enter sample
" names, associate the samples with biological replicate groups, then select the sampleltarget reactions to set up

Set Up Samples = Required e < View Plate Layout
e 9a

1 2 How many samples doyou wantto testin the reaction plate? 3 Arrange Plate by Place Negative Confrols in: [Upper Left  + 9b
*How many replicates do you need? lj_‘ " -
2 | [~* | ShowinWells ¥ [ view Legend |
3 * How many negative controls do you need for each target assay? lj_‘ -
For each sample in the reaction plate, enter a sample name and select a sample 1 | 2 | 3 | 4 ‘ i ‘ g ‘ 7 ‘ 8 ‘ 8 | 10 | 11 | 12 |
color.
R R .| Pop1 | popl | pop1 | pop2 | pop2 | pop2 &R R R
* Enter Sample Name Color A D D D m“ mR' mR' mR' mR' mR' 4 ?‘ @J
4 :WM | ¥ R R R R R R R R R R R R R
, (B HY BB 88388 8* 88" 8
5 1pop2 | - cra |cra cra ncra acra acra aac aac oanc eac | eac | eac
c
< | >
Set Up Biological Replicate Groups ]
6 _'[ ¥ Mo Biological Replicates H Specify Biological Replicats Groups ]
/ E
Which sample/target reactions do you want to set up? .
7 _'{ < All Sample/Target Reactions ][ Specify Sample/Target Reactions ] 1
G
H
8 [ 6 - Unknown  [E]15 - Standard [ 3 - Negative Control 72 - Empty ||
b

Doporuceni  Zadavite-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardnf kfivky:
k zadani * Pro kazdy vzorek pouZijte unikatni ndzev a barvu. Do pole Sample Name (Nazev

vzorku) mizete zadat aZ 100 znak.

» Zadejte pocet replikatt (identickych reakci). Spole¢nost Applied Biosystems
doporucuje tfi replikaty pro kazdy vzorek.

» Zadejte pocet negativnich kontrol. Spolecnost Applied Biosystems doporucuje
tfi negativni kontroly pro kaZdou cilovou sekvenci.

* MiZete definovat biologické replikaty (viz “Zadéni biologickych replikati’™).
Biologické replikaty umoznuji postihnout piirozenou variabilitu vami studované.

e Zvolte, které cilové sekvence chcete ve vzorcich testovat:

— Zvolte All Sample/Target Reactions — tim zvolite moZnost provést kvantifikaci
vSech cilovych sekvenci ve vSech vzorcich.

— Zvolte Specify Sample/Target Reactions — zadejte které cilové sekvence chcete
testovat v kazdém vzorku.

DULEZITE! Pouzivate-li pro zad4ni kvantifikace pomoci standardni kiivky
Priivodce zadanim (Design Wizard), miiZete zadat pouze singleplexni reakce
(amplifikace a detekce jedné cilové sekvence v kazdé jamce). Chcete-li pouZzit
multiplexni reakce (amplifikace a detekce dvou nebo vice cilovych sekvenci v
jamce), musite pro zadani experimentu pouZit funkci Advanced Setup (Pokrocilé
zadani) (viz strana 98) a nikoliv Priivodce zadanim (Design Wizard).

Poznamky

UZivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems 29



m Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani behu

Zadani biologickych replikatl

1. Zvolte Specify Biological Replicate Groups (Zadejte skupiny biologickych
replikatl).

2. Zadejte pocet skupin biologickych replikatu, které chcete testovat.

3. Pro kazdou skupinu biologickych replikatii zadejte nazev skupiny (do sloupce
Biological Group Name). Napt. BrainGP.

4. Pritadte ke skupiné biologickych replikatd jamky:

a. Zvolte jamky v reakéni desticce, v nichZ jsou vzorky ndleZejici do skupiny
biologickych replikatd.

b. Zatrhnéte poli¢ko ve sloupci Assign (Pfitadit) pfislusné skupiny
biologickych replikatd.

Set Up Biological Replicate Groups

[ INo Biological Replicates ” + Specify Biological Replicate Groups +

* How many Biological Replicate Groups do you want to testin the reaction plate?
Select well(s) in the plate layout, then assign a hiological replicate group from the list.

Assign Biological Group Mame Color Comments
4b & ||graincP vl |

O LiverGP v |

Vice informaci Vice informaci o:
* Obrazovce Samples (Vzorky) ziskéte v ndpovéde€ programu 7500 kliknutim na L?)
nebo stiskem klavesy F1.
* Funkci Advanced Setup viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané 98.

Zadani béhu
Na obrazovce Run Method (Zadani béhu) ovéite udany reakéni objem a prednastaveny

teplotni profil. V pripad¢ potieby miZete pfednastaveny teplotni profil upravit nebo pouZzit
teplotni profil z Run Method library (Datab4dze metod).

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky se pouZivé piednastaveny teplotni profil
experimentu s jedinou vyjimkou: Reakéni objem v kazdé jamce neni 50 pL ale 25 uL.

Poznamky
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Zadani behu

Vyplnéni 1. Kliknéte bud’ na zilozku Graphical View (Grafické vyobrazeni) (pfednastaveno)
obrazovky nebo Tabular View (Vyobrazeni v tabulce).
Zadani béhu
2. Kliknéte do pole Reaction Volume Per Well (Reakéni objem v kazdé jamce), poté
zadejte 25 pL.

3. Zkontrolujte teplotni profil podle vyobrazeni niZe, podle potfeby pfidejte krok nebo
upravte teplotu ¢i Cas.

4. Kliknéte Next (Dalsi)..

2D. Set Up: Run Method Run Method Help @

ﬂ Instructions: Review the reaction volume and the thermal profile for the default run method. Ifneeded, editthe default run method ar select a run method from the library.

1 Graphical View T Tabular View ]
2 Reaction Valume Per Well ﬁ L[] Expert Mode \
Add stage v | Add step v | Deiste Selectea | 1| cotectData v | /[ @penRun Method | save Run Method . | Revertto Defautts | |
—
Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 40 2]
[ Enahle AutoDelta
Starting Cycle: [ |
A0 95.0°C 95.0°C
10:00 100%  ppis
3 75 —| Toos
00% 50.0°C
50.0°C 01:00
0 e
02:00
100%
26 —]
o
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2
< b4
Legend
@ Data Collection Gn Data Collection Off A AutoDelia On A AutoDelta Off

Doporuéem’ Zadavéte-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani * Zadejte objem reakce v kazdé jamce. Spolecnost Applied Biosystems doporucuje

pfi kvantifikaci pomoci standardni k¥ivky reakéni objem 25 pL. Na systému 7500 je
mozné pracovat v objemu 20 az 100 puL. Na systému 7500 Fast 10 az 30 uL.

* Zkontrolujte teplotni profil:
— Ujistéte se, Ze teplotni profil je vhodny pro vase reagencie.
— Provadite-li jednokrokovou RT-PCR, zahriite i krok reverzni transkripce.

Pokud je pro vas experiment zapotiebi definovat jiny teplotni profil, upravte jej
podle potieby nebo jej nahrad’te teplotnim profilem z Databdze metod (Run
Method). Databdze metod je soucdsti programu 7500 software.

Vice informaci Vice informaci o:

» Databézi metod (Run Method library) nebo o obrazovce Run Method (Zadani béhu),

ziskate v napovédée programu 7500 kliknutim na @) nebo stiskem klavesy F1.
* Funkci Advanced Setup viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané 98.

Poznamky
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Kontrola zadani

Kontrola zadani

O vzorovém
experimentu

Vyplnéni
obrazovky
Sesazeni reakci

Poznamky

~soo2

Na obrazovce Reaction Setup (Sesazen{ reakci) zvolte typ eseje (pouZivate-li reagencie
TagMan), zkontrolujte vypocitané objemy pro piipravu PCR reakci, fedéni standardti a
fedéni vzorkd. Je-li to potfeba, mlZete upravit reakéni objem, rezervni objem pro
nepiesnosti pipetovani (excess reaction volume), koncentrace jednotlivych slozek,
koncentrace standardl a/nebo koncentrace fedénych vzorkd.

DULEZITE! Proved'te tyto kroky pro kaZdou esej v reakéni destiéce.

Ve vzorovém experimentu standardni kfivky:
* Se pouziva esej Applied Biosystems pro RNazu P.
* Objem reakce v kazdé jamce je 25 pL.
* Rezervni objem pro nepiesnosti pipetovani je 10%.
» Slozky reakce jsou:

— TagMane Universal PCR Master Mix (2X) nebo TagMan® 2x Universal PCR
Master Mix, No AmpErasee UNG

— RNase P Assay Mix (20x)

— Vzorek nebo standard

— Voda
» Koncentrace zasobniho roztoku standardu je 20,000 kopii/uL.
* Koncentrace fedéného vzorku je 6.6 ng/uL.

» Koncentrace zdsobniho roztoku vzorku je 100 ng/pL.

Vyplite zaloZzku Reaction Mix Calculations (Vypocet slozeni reakéni smési) (viz strana 33)

1. Zvolte zdlozku Reaction Mix Calculations (Vypocet sloZeni reakce)
(ptednastaveno).

2. V casti Select Target (Zvolte cilovou sekvenci) zvolte RNase P TAMRA (RNéza P)
(ptednastaveno).

3. Zrozbalovaci nabidky Assay Type (Typ eseje) zvolte Inventoried/Made to Order
(Skladem/Na objednavku) (pfednastaveno).

4. Ujistéte se, Ze v poli Reaction Volume Per Well (Reakéni objem v kazdé jamce) je
25 pL.

5. Ujistéte se, Ze v poli Excess Reaction Volume (Rezervni objem pro neptesnosti
pipetovani) je 10% (pfednastaveno).

6. V casti Reactions for RNase P (Reakce pro RNazu P):

a. Ujistéte se, Ze koncentrace mastermixu (Master Mix Concentration) je 2.0x
(pfednastaveno).

b. Ujistéte se, Ze koncentrace eseje (Assay Mix Concentration) je 20.0x
(ptednastaveno).

32
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Kontrola zadani

¢. Zkontrolujte slozky a jejich objemy v PCR reakcich:

Slozka Objem (pL) na 1 reakci
Master Mix (2.0x) 12.50
Assay Mix (20.0x) 1.25
Vzorek (10x) nebo Standard 2.50%
Hz0 | 8.75
Celkovy objem 25.00

1 Objem vzorku nebo standardu nesmi prekrogit 10% celkového objemu.

3 4 5

2E. Set Up: Reaction Setup Reaction Setup Help @

. For each target assay in the reaction plate, seleftthe assaytype (ifusing Taghian reagfnts), then review the calculated volumes for preparing the standard dilution series,
a Instructions: samples, and PCR reactions. If needed, edit threaction volume, excess reaction valufhe, component concentrations, anc/or stk coneentrations. Click "Print Reaction
Setup” to print instructions on how to prepare th PCR reactions.

1 —F e action Mix CalculationsT Sarnple Dilutio Calculations ]

2 il Assay Tyne InventonadiMads to Order | Reaction Volums Per Well UL Excess Reaction Volume 5% * Print Reaction Setup
6a :
6b Master Mix Concentration: 2.0 | X Assay Mix Concentration: 20.0 [X

e C0MIpONENE Volume (uL) for 1 Reaction
12.50
1.25
60 2.50

Hz0 B.75

Total Volume 25.00

Standard Dilution Series for RNase P TAMRA

Standard Concentration in Stock | 100.0 ‘ ‘ng v| peruL

Dilution Paint Source Source Yolume (uL) DiluentVolume (uL) Total Volume (uL) Standard Concentrati

1 (10,000) | | L

2 (5,000) l l

The standard concentration in
3(2,500 stock entered is too low to
o prepare the standard dilution
i) series. Enter a number greater v
7. 'V panelu Standard Dilution Series for RNase P TAMRA (Redéni standardt pro
RNazu P TAMRA) (viz strana 34):
a. Kliknéte do pole Standard Concentration in Stock (Koncentrace zasobniho
roztoku standardu), poté zadejte 20000.
b. Kliknéte do pole jednotky (units), zadejte copies per WL (kopie na pL).
Poznamky
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Kontrola zadani

c. Zkontrolujte vypocitané objemy fedici fady standardi:

e . . Objem rozpoustédla| Celkovy objem Koncentrace standardu
Redéni Zdroj Objem (pL) (uL) (uL) (kopie/uL)
1 (10000) Zas. roztok 3.63 14.52 18.15 4000.0
2 (5000) Redéni 1 9.08 9.08 18.15 2000.0
3 (2500) Redéni 2 9.08 9.08 18.15 1000.0
4 (1250) Redéni 3 9.08 9.08 18.15 500.0
5 (625) Redéni 4 9.08 9.08 18.15 250.0
[ DA | =] W I
7a. Standard Dilution Series for RNase P TAMRA
Standard Caoncentration in Stock: | 20000.0 | lcopies v| peruL
7b Dilution Point Source Source Volume (uL) DiluentVolume (pL) Total Wolume (uL) Standard Concentration (ng/uL)
1 (10,000} Stock 363 14.52] 18.15] 4000.0
2 (5,000) Dilution 1 9.08 9.08 18.15] 2000.0
7(\ 3(2,500) Dilution 2 9.08 9.08 18.15] 1000.0
4 (1,250) Dilution 3 9.08 9.08 18.15] 500.0
5 (625) Dilution 4 9.08 9.08 18.15] 2500
Vyplite zalozku Sample Dilution Calculations (Vypocet koncentrace vzorku)
1. Zvolte zalozku Sample Dilution Calculations (Vypocet koncentrace vzorki).
2. Kliknéte do pole Diluted Sample Concentration (10x for Reaction Mix)
(Koncentrace fedéného vzorku - 10x do reakéni smési), zadejte 6.6.
3. Zrozbalovaci nabidky jednotek (unit) zvolte ng/uL (pfednastaveno).
4. Zkontrolujte vypocitané objemy pro fedéni vzorki:
Nazev Koncentrace zasobniho Objem vzorku (pL) Objem Celkovy objem rozpusténého
vzorku roztoku (ng/pL) rozpoustédla (pL) vzorku (pL)
pop1 100.0 1.00 14.15 15.15
pop2 100.0 1.00 14.15 15.15
2E. Set Up: Reaction Setup Reaction Setup Help '!/
Foreach target assay in the reaction plate, select the assay type (if using TagMan reagents), then review the calculated volumes for preparing the standard dilution series,
n Instructions: samples, and PCR reactions. If needed, edit the reaction volume, excess reaction volume, component concentrations, andior stock concentrations. Click "Print Reaction
1 2 jot [2nar PCR reactions
P Reaction Mix Calculations T Sample Dilution Calculations ]
3 Diluted Sample Concentration (10X for Reaction Mix) L -56| L|1_g_.ip£_\;_:| | Print Reaction Setup |
_Sample Mame Stock Concentration (ng/ul) Sample Volume (pL) DiluentVolume (pL) Total Volume of Diluted Sample (pL)
4 popd [100.0 | 1.00 14.15 1518
Lpupz [1o0.0 | 1.00 1415 1618
Poznamky
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Vytisknéte pokyny k pfipravé reakci

Vytisknéte si detailni pokyny k piipravé reakci, poté pokyny uloZte pro Kapitolu 3
“Ptiprava reakci.”

1. Kliknéte Print Reaction Setup (Vytisknout pokyny k piipravé reakci).

Reaction Setup Help t!/

te, selectthe assay type (if using Taglan reagents), then review the calculated volumes for preparing the standard dilution series,
editthe reaction volume, excess reaction volume, companent concentrations, and/or stock coneentrations. Click"Print Reaction

pare the PCR reactions.
ilution Calculations

66 ‘ﬂg&ﬂ | Print Reaction Setup I 1

2 Sample Volume (L) Diluent Volume (L) Total Volume of Diluted Sample (UL)

| 1.00| 14 15‘ 1515

2. V dialogovém okné zvolte:
* Detailed Reaction Setup Instructions (Detailni pokyny)
* Include Plate Layout (Vcetné vyobrazeni desticky)
» Use sample color (PouZivat barvy vzorki)

3. Kliknéte Print, ¢imz odeslete tisk na tiskarnu.

X

Print Reaction Setup Instructions
n Selectthe type of instructions to print

( summary Reaction Setup Instructions
| (® Detailed Reaction Setup Instructions

2 (

Plate Layout Print Options
(® Use sample color

) Use task calor

1
| Preview ‘M‘ Cancel

4. Kliknéte Next (Dalsi

Poznamky
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Doporuceni Zadavite-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:
kzadani  « Ppouzivéte-li reagencie TagMan, zvolte typ pouzivané eseje:

— Zvolte Inventoried/Made to Order (Skladem/Na objednavku) pokud pouzivate
TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese Applied Biosystems (Skladem
nebo Na objednavku) nebo Custom TagMane eseje pro kvantifikaci genové
exprese Applied Biosystems.

— Zvolte Custom (Vlastni) pokud navrhujete vlastn{ eseje v programu Primer
Expresse.

* Zadejte objem reakce v kazdé jamce. Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje
pfi kvantifikaci pomoci standardni k¥ivky reakéni objem 25 pL. Na systému 7500 je
mozné pracovat v objemu 20 az 100 puL. Na systému 7500 Fast 10 az 30 uL.

» Zadejte rezervni objem pro nepiesnosti pipetovani. Spole€nost
Applied Biosystems doporucuje zadat alespont 10%.

» Zkontrolujte slozky a jejich objemy v PCR reakcich: Je-li potfeba, upravte:
— Pro reagencie TagMan koncentraci mastermixu a eseje (assay mix).
— Pro reagencie SYBR Green koncentraci mastermixu, primerd forward a
reverzniho.
— Pro 1-krokovou RT-PCR koncentraci reverzni transkriptazy.
» Zkontrolujte slozky reakce pro kazdou cilovou sekvenci:
— Provédite-li reakce v reZimu Fast, ujistéte se, Ze pouzivite Fast mastermix.

— Provadite-li standardni PCR reakce, ujistéte se, Ze pouzivate standardni
mastermix.

— Provédite-li 1-krokovou RT-PCR, ujistéte se, Ze v PCR reakci je reverzni
transkriptdza a piislusny pufr.

* Zkontrolujte vypocet fedéni standardu pro kaZdou cilovou sekvenci. Je-li potfeba,
upravte koncentraci zasobniho roztoku standardu (piipadné i jednotky).

Poznamka: V poli Standard Concentration in Stock units (Jednotky koncentrace
zasobniho roztoku standardu) miZete z rozbalovaci nabidky zvolit ng nebo g

nebo muzete zadat jiné jednotky (napt. kopie, IU, [mezindrodni jednotky], nmol, pg,
atd.). Tabulka se aktualizuje podle vaSeho zadani.

» Zkontrolujte vypocet fedéni kazdého vzorku. Je-li potfeba, upravte koncentraci
fedéného vzorku (v€etné jednotek) a zdsobniho roztoku.

Vice Vice informaci o:

informaci * Obrazovce Reaction Setup (Sesazeni reakci) ziskdte v ndpoveédé programu 7500

kliknutim na € nebo stiskem klavesy F1.
* Esejich Applied Biosystems naleznete v protokolech:

— TagMan® Gene Expression Assays Protocol

— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Poznamky
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Objednani materialu pro provedeni experimentu

Objednani materialu pro provedeni experimentu

Na obrazovce Materials List (Potfebny materidl) projdéte seznam materidlu,
doporuceného k piipraveé desticky s PCR reakcemi. (Volitelné) Vytisknéte seznam
materidlu a objednejte v online obchodé Applied Biosystems.

Poznamka: Pro piistup do online obchodu Applied Biosystems potiebujete funkéni
internetové pripojeni. Dostupnost vyrobkl a jejich ceny se mohou lisit podle toho, z jaké
zemée pochazite. Objednavani zboZi online v obchodé Applied Biosystems neni

k dispozici ve vSech zemich. V piipadé potieby kontaktujte mistné piisluSnou pobocku
Applied Biosystems.

Poznamka: Doporuceny seznam materidlu zévisi na navrhu vaseho experimentu.
Predpoklada se, Ze nejprve naplanujete experiment, objednate materidl, poté pfipravite
(Kapitola 3) a spustite (Kapitola 4) béh.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky je doporucen nasledujici material:
experimentu  « MicroAmp® optické 96-jamkové desticky

¢ MicroAmp"" optickd adhezivni folie

¢ MicroAmp® nositka

¢ TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) nebo TagMan® Universal PCR Master
Mix, No AmpErase® UNG

» Esej Applied Biosystems pro RNéazu P

Vyplnéni 1. V piipadé vzorového experimentu ponechte ¢dst Find Assay (Vyhledat esej)

obrazovky prazdnou.
msaeté?lgm Sondu pro kvantifikaci lidského genu RN4za P znacenou barvou FAM™ Ize objednat

od spole¢nosti Applied Biosystems pod oznatenim TagMan® RNase P Detection
Reagents (FAM dye) (kat. ¢. 4316831).

Poznamka: Zadavéte-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky,
naleznete informace k vyplnéni ¢asti Find Assay (Vyhledat esej) v “Doporuceni
k zadani” na strané 39.

2. Zrozbalovaci nabidky Display (Zobrazit) zvolte All Items (VSechny polozky)
(ptednastaveno) a zkontrolujte seznam doporuc¢eného materialu

Poznamka: Vice informaci o specifické poloZce ziskdte kliknutim na jeji katalogové
¢islo. Spojite se s online obchodem Applied Biosystems. Pro toto pfipojeni musite
mit k dispozici ptistup do sité internet.

3. (Volitelné) Kliknéte Print Materials List (Vytisknout seznam materialu).

Poznamky
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4. (Volitelné) Vlozte polozky ze seznamu do ndkupniho kosiku:

a. Zvolte nasledujici polozky:
» MicroAmp® optické 96-jamkové desticky
¢ MicroAmp"" optickd adhezivni folie
* MicroAmp® nositka

e TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) nebo TagMan® Universal PCR
Master Mix, No AmpErase® UNG

b. Kliknéte Add Selected Items to Shopping List (Pfidat zvolené polozky do
nakupniho kosiku).

5. (Volitelné) V online obchodé Applied Biosystems zalozZte nakupni kosik. Dostupnost
vyrobki a jejich ceny se mohou lisit podle toho, z jaké zemé pochdzite. Objednavani
zboZi online v obchodé Applied Biosystems neni k dispozici ve v§ech zemich.

V ptipadé€ potieby kontaktujte mistné piisluSnou pobocku Applied Biosystems.
a. Oveéfite, Ze objedndvka obsahuje potfebny materidl v potfebném mnoZstvi a
poté kliknéte Order Materials in List (Objednat polozky seznamu).

b. V dialogovém okné Order Materials - Log In (Objedndvka materidlu —
Ptihlaseni) zadejte vaSe uzivatelské jméno a heslo do obchodu Applied
Biosystems, poté kliknéte Login and Submit (Pfihl4sit).

Poznamka: Nemate-li Gicet v obchod¢ Applied Biosystems, kliknéte
Register Now (Registrovat) pro jeho vytvofent.

Order Materials - Log In El
Log into the Applied Biosystems Store to place the selected items in your shopping basket. If you do not
have a user name and passward, click "Register Now” to create a new account,

OR i
Store Log In Register
To log into the Applied Biosystermns Stare, enter your user Ifyou do not have
name and password then click"Log In and Submit". an Applied
e Biosystems
UserMame: | 1 account, clickthe
link helow to
create a new
5b. Password: account.
| Log In and Submit Cancel |
Register Now
[] Remember my user name and passwaord for future orders

c. Iste-li ptipojeni do online obchodu Applied Biosystems, ukoncete
objednavku podle pokynti na obrazovce.

6. Pokracujte v ¢asti “Ukonceni Privodce zaddnim (Design Wizard)” na strané 40.

Poznamky
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Doporucéeni

k zadani

Kapitola 2 Zadani experimentu

Objednani materialu pro provedeni experimentu

Vyberte material potfebny pro vaSe experimenty.

— Oveéite, Ze VAas pocita¢ md internetové pfipojeni.

Zadavite-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni k¥ivky:

* Chcete-li se pfipojit do online obchodu Applied Biosystems:

— Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pro ptistup na své internetové stranky
ndasledujici verze internetovych prohliZzeci a verzi Adobe® Acrobate Reader:

Microsofte . Adobee
Operacni systém ':lzt\fic?t,g? Internet Mag;r;tac:ishc@ Acrobate
g Explorer Reader
Windowse v6.x nebo vysSi| v6.x nebo vysSi| Nepodporovano v4.0 nebo vyssi
2000/NT/XP/Vista
Macintoshe OS | Nepodporovano| Nepodporovano| v2.0.4 nebo | v4.0 nebo vysSi
9+ a vyssi vySsi

DULEZITE: Pro spravnou funkci internetové stranky je nutné povolit pouZivani
cookies a Java Script.

* Chcete-li v obchod¢ Applied Biosystems vyhledat vasi esej, vypliite ¢dst Find Assay
(Vyhledat esej):

a. Kliknéte do pole Enter Gene Name (Zadejte ndzev genu), zadejte nazev genu a
kliknéte Find Assay (Vyhledat esej).

b. V dialogovém okné Find Assay Results (Vysledky vyhleddvani eseje) zvolte
vasi esej.
c. Kliknéte Apply Assay Selection (Vybrat tuto esej).

'_l._ Find Assay Results @

7 Assays Found. Click the Assay D to view the assay inthe Applied Biosystems Stare. Select an assay to detect and quantify the target sequence. mase p

Availability Assay D Gene Symbol Gene Name RefSeq |
Made o/0 dar DmO1837058 gl Rpp30 RMaseP protein p30 WM_080010.2 |
Madz to Order Dm01837057 al Rpp30 RNaseP protein p30 MM_D80010.2 |
Madsto Ordsr  Dm01837056 g1 RPP30 RNaseP protein p30 hM_080010.2

Dm01837055 q1  RPP30 RNaseP protein p30 NM_080010.2

IMadE to Order
| LOCE85332
1CG48258
LOCE85332
1CG48258
LOCB85332
ICG48258

similar fo Ribonuclease P protein subunit p30 (RMaseP protein p30) (RMas... XM_001063377.1
Gene rCG48258 Celera Annotation |
similar fo Ribonuclease P protein subunit p30 (RMaseP protein p30) (RMas... XM_001063377.1 ‘
Gene rCGA48258 Celera Annotation

similar fo Ribonuclease P protein subunit p30 (RMaseP protein p30) (RMas.
Gene rCGA8258 Celera Annotation

Made to Order En01474852 mi

Made to Order En01473850 mi
XM_0010633771

Made to Order En01479855 mi

[ I [ Tof1 [ Next | [ est | | || cancel |

Vice Vice informaci o obrazovce Materials List (Potiebny materidl) ziskéte v ndpovédé
informaci  programu 7500 kliknutim na € nebo stiskem klavesy F1.

Poznamky
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Ukonceni pravodce zadanim (Design Wizard)

Chcete-li ukoncit Priivodce zadanim (Design Wizard), zkontrolujte vyobrazeni desticky,
poté pritvodce ukoncete.

O vzorovém Program 7500 automaticky zvoli umisténi reakci v desti¢ce. Ve vzorovém experimentu
experimentu  standardni kfivky:
* Reakce jsou uspofdddny podle vyobrazeni niZe.

1 2 3 4 5 [ 7 ] 9 10 il i1
popl popl papT pop. pop. Pop.
F; RMase , [ RNase RNase,
o | [ Rtese - [ Fhiase | [ Fiase . [] Rliese . ] Rhase Rilase . [T] Rhase . ] Rhase RMase | Ea 4 E
2 TFE 2.84E3 2.81E3 g I1E3 5.5E3 5.54E3
B RNase g RNase E RNase B RNase E RNase g RNase B RNase B RNase B RNase g RNase E RNase B RNase
= HEZ SE3 5E3 2.5E3 2.8E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625 625
c
D
E
F
G
H
wells: [[ 6 Unknown [5]] 15 Standard [0 3 Negative Control 72 Empty

» Experiment je potieba uloZit a zavfit.

Poznamka: V piipad€ vzorového experimentu nespoustéjte beh.

Poznamky
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Kapitola 2 Zadani experimentu m
Ukonceni priivodce zadanim (Design Wizard)

Ukoncete 1. Ve spodni ¢asti obrazovky programu 7500 kliknéte Finish Designing Experiment
Pravodce (Ukongit ndvrh experimentu).
zadanim
(Design Wizard) 2. V okné Review Plate for Experiment (Pfehlédnéte zobrazeni desticky) zkontrolujte
rozvrZeni reakci v desti¢ce. Ujistéte se, Ze méte:
* 6 jamek s nezndmymi vzorky [
15 standardi

3 negativni kontroly [

72 prazdnych jamek

Poznamka: Neni-li vyobrazeni desticky spravné, kliknéte Return to the Wizard
(Zpét do pritvodce) a zkontrolujte zadané parametry.

3. Kliknéte Save Experiment (UloZit experiment).

&) Review Plate Layout for, Experiment “Standard Curve Example™

a Review the plate layout, then select whatyou wantto do next.

| = i Create Another Experiment

3 | Save Experiment ‘ Start Run for This Experiment ‘ Ediit Plate Layout ‘ Using the Design Wizard ‘ Return to the Wizard ‘
Save and close this Save this experiment, then Use Advanced Setup to edit Save and close this Continue designing this
experiment startthe run. Make sure the the plate layout. experiment, then create experiment using the Design
reaction plate is loaded into another experiment using the Wizard.
the instrument Design Wizard
| 3 | showinwells v | B view Legend ‘ ‘ |
2 [ 3 | 4 [ & [ & [ 7 [ & [ a [ 1w [ 11 | 1z |
pop1 pop1 pop1 pop2 pop2 pap2
A

OI8O 5= |08 [ Fties=... [T Rhese... [I] Fiase... [ RMase.. [ R¥ase... [ Fhase.. 5 ] s Rl S Btaa

1ca 1ca 1ca

B IE RNase... RNase... RNase... RNase... IE RNase... RNase... D RNase... RNase... IB RNase... RNase... D RNase... RHNase...

3] 3= (3] aEE2 aEE2 a9 EE2 1 1EC2 1 1EC2 1 1ECa anE anE anE

4. V dialogovém okné Save Experiment (UloZit experiment) zadejte ndzev souboru
(File name) Standard Curve Example Setup.eds a kliknéte Save (Ulozit). Vzorovy
experiment se uloZi a zavfe a vrétite se na vychozi obrazovku.

DULEZITE! Neukladejte tento experiment pod predvolenym nazvem. Pokud byste to
udélali, pfepiSe se jiZ uloZeny vzorovy experiment, ulozeny v tomtéz adresafi.

Poznédmka: Vzorovy experiment se uloZi do <disk>:\Applied
Biosystems\<ndzev programu>\adresdf experiments..

Poznamky
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Ukonceni priivodce zadanim (Design Wizard)

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani * V okné& Review Plate for Experiment (Pfehlédnéte zobrazeni desti¢ky) zvolte
jednu z moZnosti:

Kliknéte Chcete-li...

Save Experiment Ulozit a zavfit experiment aniz provedete dalSi
zmény nebo spustite béh.

Start Run for This Experiment Ulozit experiment a spustit béh. Desticka musi byt
vlozena v pfistroji.

Edit Plate Layout Pomoci funkce Advanced setup (Pokrocilé zadani)
upravit parametry desticky.

Create Another Experiment UlozZit a zavfit experiment, poté vytvofit dalsi

Using the Design Wizard experiment pomoci Privodce zadanim (Design
Wizard).

Return to the Wizard Vratit se do experimentu a provést v jeho
nastaveni zmény pomoci Pravodce zadanim
(Design Wizard).

* V programu je pfednastaveno, aby se experimenty uklddaly do
<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev programu>\adresaf experiments.
Chcete-li zménit:

— Umisténi konkrétniho experimentu, vyhledejte piisluSny adresat v dialogovém
okné Save Experiment (UloZit experiment).

— Pfednastaveny adresét, zvolte Tools > Preferences (Nastroje > Predvolby), poté
zvolte zdlozku General (Obecné). V poli Default Data Folder (Pfednastaveny
adresar) vyhledejte vami zvolené umisténi,

Vice Vice informaci o funkci Pokro¢ilé zadani (Advanced Setup) naleznete v ¢4sti “Pokrocilé
informaci  zadani experimentu” na strané 98.

Poznamky
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Kapitola 3

Priprava reakci

V této kapitole naleznete:

B PTERIEA ..o 44
B REAENT VZOTKU ...ooeoeeeee e 45
m Priprava fedici fady standardll..........occoeoeririieieniee e 47
B PHprava reakCni SMEST .......eouiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 49
m Piiprava destiCky s 1€akCemi ......ccoouuiiviiiiiiiiiiiieie e 51

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

Poznamky
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Prehled

Prehled

V této kapitole je vysvétleno jak pfipravit PCR reakce pro vzorovy experiment
kvantifikace pomoci standardni kfivky a ddle zde naleznete doporuceni pro piipravu
vaSich vlastnich PCR reakci.

Vzorovy

experiment
Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)

Priprava reakci (Kapitola 3)
1. Redéni vzorku.
2. Priprava fedici fady standard.
3. Priprava reakéni smési pro kazdou esej.
4. Priprava desticky s reakcemi

Provedeni experimentu (Kapitola 4)

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

Poznamky
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Redéni vzorkii

Redéni vzorku

Pred pipetovanim vzorkl do reakcéni smési musite vzorky fedit. Redéni proved’te podle

© 99

vypocti provedenych v programu 7500 (“Vypocet koncentrace vzorkll” na stran¢ 34).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:

experimentu  « Je nezbytné vzorky fedit, nebot objem vzorkii nesmi piesdhnout 10% celkového
objemu (pii vypoctech v programu 7500). Celkovy objem jedné reakce je
25 pL, objem vzorku je 2.5 uL/reakci.
» Koncentrace zasobniho roztoku je 100 ng/uL. Poté co vzorek natedite podle
vysledki v zdloZce Vypocet koncentrace vzorkil bude mit koncentraci 6.6 ng/uL.
Tato koncentrace se po pipetovani 2.5 UL do reakce o celkovém objemu 25 pL jeste
10x sniZi.

* Objemy vypocitané v programu:

Nazev vzorku Koncentrace zas. roztoku Objem Objem Celkovy objem redéného vzorku
(ng/pL) vzorku (pL) rozpoustédla (pL) (pL)
pop1 100.0 1.0 14.15 15.15
pop2 100.0 1.0 14.15 15.15

Potfebny  * Voda k fedéni vzorka
material  « Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
* Mikropipety
* Pipetovaci Spicky
* Zasobni roztok vzorku
* Vortex
» Centrifuga

Redéni vzorka 1. Pro kazdy fedény vzorek oznadte jednu mikrozkumavku:
* Population 1 (Populace 1)
* Population 2 (Populace 2)

2. Pipetujte potfebny objem vody do kazdé zkumavky:

Zkumavka | Nazev vzorku Objem vody (pL)
1 Population 1 14.15
2 Population 2 14.15

Poznamky
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Poznamky

Redéni vzork(:

3. Do kazdé zkumavky pipetujte potiebny objem zasobniho roztoku vzorku:

Zkumavka | Nazev vzorku Objem vzorku (pL)

1 Population 1 1.0
2 Population 2 1.0

4. Kazdy fedény vzorek vortexujte 3 az 5 vtefin a kratce centrifugujte.

5. Inkubujte fedéné vzorky na ledu dokud nezacnete pripravovat desticku s reakcemi.

Doporuceni Pripravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomocf standardni kfivky:
k pfipravé * Neni vylouceno, Ze bude nutné provést fedéni vzorkdl, nebot’ pfi provadéni vypoctl
v programu 7500. Redéni vzorki je nezbytné provést pred vlastnim piidanim vzorkl
do reakéni smési.

* Pro optimdlni fungovéni eseji TagMane pro kvantifikaci genové exprese nebo
vlastnich (Custom) eseji TagMane pro kvantifikaci genové exprese pouZivejte 10 azZ
100 ng templatu cDNA pro jednu reakci o objemu 20-pL. Pfi pouZziti reagencii Fast
doporucuje spolecnost Applied Biosystems 10 ng.

» Pro fedéni vzorki pouZzivejte TE pufr nebo vodu.

Vice informaci Vice informaci o esejich Applied Biosystems naleznete v protokolech:
o TagMan® Gene Expression Assays Protocol

» Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol
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Priprava redici fady standard(i

PFiprava fedici fady standardu
Ptipravte fedici fadu standardd podle vypoctl provedenych v programu 7500
(“Vypliite zdloZku Reaction Mix Calculations (Vypocet sloZeni reakéni smési) (viz strana
33)” na strané 32).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:

experimentu  « Koncentrace zdsobniho roztoku standardu je 20000 kopii/uL.

* Objemy vypocitané v programu:

Redéni Zdroj Objem (uL) | Obiem r?;f)"”étéd'a Celkovy objem (L) K°“°e’(‘|‘(ga|;i/i‘f)“da’d”
1(10,000) | Zas. roztok 3.63 14.52 18.15 4000.0
2(5000) | Redén 1 9.08 9.08 18.15 2000.0
3(2,500) | Redéni2 9.08 9.08 18.15 1000.0
4(1,250) | Redéni3 9.08 9.08 18.15 500.0
5(625 | Redéni4 9.08 9.08 18.15 250.0

Potfebny  * Vodak fedéni standardi

material » Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
* Mikropipety
» Pipetovaci Spicky

e Zasobni roztok standardu
e Vortex
* Centrifuga

Priprava fedici 1. Pro kazdy standard oznadte jednu mikrozkumavku:
fady standard( pro « RNase P Std. 1

esej RNaza P e RNase P Std. 2

e RNase P Std. 3
e RNase P Std. 4
e RNase P Std. 5

Poznamky
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2.

8.

Pipetujte potiebny objem vody do kazdé zkumavky:

Zkumavka Nazev standardu Objem vody (uL)
1 RNase P Std. 1 9
2 RNase P Std. 2 9
3 RNase P Std. 3 9
4 RNase P Std. 4 9
5 RNase P Std. 5 9

Ptipravte fedéni 1 ve zkumavce RNase P Std. 1:
a. Vortexujte zasobni roztok 3 az 5 vtefin a kratce centrifugujte.

b. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.08 uLL zdsobniho roztoku do zkumavky RNase
P Std. 1.

c. Vortexujte Std. 1 3 aZ 5 vtefin a kratce centrifugujte.

Ptipravte fedéni 2 ve zkumavce RNase P Std. 2:
a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.08 uL fedeéni 1 do zkumavky RNase P Std. 2.

b. Vortexujte Std. 2 3 az 5 vtefin a krétce centrifugujte.

Ptipravte fedéni 3 ve zkumavce RNase P Std. 3:
a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.08 uL fedéni 2 do zkumavky RNase P Std. 3.

b. Vortexujte Std. 3 3 az 5 vtefin a kratce centrifugujte.

Pfipravte fedéni 4 ve zkumavce RNase P Std. 4:
a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.08 uL fedéni 3 do zkumavky RNase P Std. 4.

b. Vortexujte Std. 4 3 az 5 vtefin a krétce centrifugujte.

. Prfipravte fedéni 5 ve zkumavce RNase P Std. 5:

a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.08 uL fedéni 4 do zkumavky RNase P Std. 5.

b. Vortexujte Std. 5 3 az 5 vtefin a krétce centrifugujte.

Inkubujte fedéné standardy na ledu dokud nezacnete pfipravovat desti¢ku s reakcemi.

Doporuceni Ptipravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:

k pfipravé .

Poznamky

Standardy jsou pro dosaZeni pfesnych vysledkil naprosto zdsadni.

Jakékoliv chyby ¢i nepfesnosti pfi jejich piipravé budou mit piimy vliv na kvalitu
vysledkd.

Kvalita mikropipet a Spicek a péce pfi piiprave a promichdvani jednotlivych
fedéni ma vliv na pfesnost.

Pro fedéni standardt pouzivejte TE pufr nebo vodu.
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Priprava reak¢ni smési

Pfiprava reakcni smesi

Ptipravte reak¢ni smés pomoci sloZek a objemu ziskanych podle vypocti provedenych
v programu 7500 (“Vypliite zdloZku Reaction Mix Calculations (Vypocet sloZeni reakéni
smesi) (viz strana 33)” na strané 32).

Poznamka: Program pocitd objemy pro vSechny sloZky PCR reakci. Pfi piipravé
reakéni smési podle popisu v této Casti pouzijte pouze TagMan mastermix, esej a vodu.
Vzorek nebo standard ptiddvejte teprve pii piiprave desticky s reakcemi (viz “Ptiprava
desticky s reakcemi” na stran€ 51).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:

experimentu » Soudasti reakce:

— TagMane Universal PCR Master Mix (2X) nebo TagMane® 2x Universal PCR
Master Mix, No AmpErasee UNG

— RNase P Assay Mix (20x) (esej)
— Voda
* Objemy vypocitané v programu:

Slozka Objem (pL) na 1 reakci
Master Mix (2.0x) 12.50
Assay Mix (20.0x) 1.25
H20 8.75
Celkovy objem 22.50

Poznamka: V tuto chvili se nepipetuji standardy ani vzorky.

POt‘r’eb.n},’  Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
material Mikropipety

» Pipetovaci Spic¢ky

» Slozky reakéni smési (seznam viz vyse)

* Centrifuga

rava ACAUTION CHEMICKE RIZIKO. TagMan (2x) Universal PCR Master

Pfip
reakéni smési  Mix miiZe zpusobit podrazdéni o¢i a kliZze. Pti inhalaci nebo polknuti mtize dojit
k projeviim nevolnosti. Prectéte si bezpecnostni list a dodrzujte pokyny pfi
manipulaci. PouZivejte prostiedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.
Poznamky
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ey Kapitola 3 Pfiprava reakci
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/ ¢« S9NGieNa CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix
(2x), No AmpErase® UNG miiZe zplisobit podraZdéni o&i a kiiZe. Pfi inhalaci nebo
polknuti mtZe dojit k projeviim nevolnosti. Pfectéte si bezpecnostni list a dodrZujte
pokyny pfi manipulaci. PouZivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice.

1. Vyberte zkumavku o vhodném objemu pro piipravu reakéni smési a oznacte ji:
RNase P Reaction Mix (Reak¢éni smés RNaza P).

2. Pipetujte do zkumavky potiebny objem kazdé slozky:

Slozka Objem (pL) na Objem (uL) na 24 reakci
1 reakci (Plus 10% rezerva)
TagMane Universal PCR Master Mix (2x) nebo TagMane 2x 12.50 330.0
Universal PCR Master Mix, No AmpErasee UNG
RNase P Assay Mix (20x) 1.25 33.0
Voda 8.75 231.0
Celkovy objem reakéni smési 22.50 594.0

3. Promichejte reakéni smés pipetovanim nahoru a dolii a uzavrete vickem.
4. Kratce zkumavku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

5. Inkubujte reakéni smés na ledu dokud nezacnete pfipravovat desticku s reakcemi.

Dopo ruceni Pripravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni k¥ivky:
kpfipravé  « Je-li souddsti vaseho experimentu vice neZ jedna esej, piipravte reakénf smés pro
kaZzdou esej zvlast.
* Ve vypoctech pocitejte s rezervnim objemem pro ztraty zpisobené nepfesnostmi

pipetovéni. Spolecnost Applied Biosystems doporucuje rezervni objem
minimélné 10%.

* Pipetujte vSechny potiebné soucasti smesi.
* Reagencie pripravujte podle pokynt vyrobce.
» Chraite esej pied svétlem, v mrazdku, a vyjimejte ji teprve tehdy, kdy jste pfipraveni

ji pouZit. Dlouhodobé vystaveni svétlu miize ovlivnit fungovéni fluorescencnich
sond.

* Pred pouZitim:
— Promichejte mastermix otocenim zkumavky.
— Resuspendujte esej vortexovanim a kratce centrifugujte.

— Zmrzlé vzorky nechte roztat na ledu. Po roztati je resuspendujte vortexovanim a
krétce centrifugujte.

Vice informaci Vice informaci o pfipravé reakéni smési naleznete v protokolu (volte protokol podle
reagencii, které pouZzivate):

o TagMan® Gene Expression Assays Protocol

s Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Poznamky
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Kapitola 3 Pfiprava reakci m
Priprava desticky s reakcemi

Priprava desti¢ky s reakcemi

Ptipravte reakce pro kazdou skupinu replikatti, poté je pipetujte do desticky. Pouzijte
vyobrazeni destiCky v programu 7500.

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:
experimentu  « Pouzivd se MicroAmp® optickd 96-jamkové desticka.
* Reak¢ni objem je 25 pul/jamku.
* Desticka obsahuje:
6 neznamych vzorkd [
15 standardil
3 negativni kontroly [

— 72 prazdnych jamek
» PouZiv4 se vyobrazeni destiCky vytvofené automaticky v programu 7500:

"{ Review Plate Layout for Experiment "Standard Curve Example™

n Review the plate layout, then select what you wantto do next.

Create Ancther Experiment
‘ Save Experiment Start Run for This Experiment ‘ Ediit Plate Layout ‘ Using the Design Wizard ‘ Return to the Wizard ‘
Save and close this Save this experiment, then Use Advanced Setup to edit Save and close this Continue designing this
experiment. startthe run. Make sure the the plate layout. experiment, then create experiment using the Design
reaction plate is loaded into another experiment using the Wizard.
the instrument Design Wizard.
| now in Wells ¥ | ] view Legend
[z ] 3 [ 4 [ s [ & [ 7 [ 8 [ & [ 0 [ mn [ 1z |
popl popl popl pop2 pop2 aEp2 RNase RNase RNase
A D - D - D == RNase RNase... [T RNase RNase RNase RNase E E E
m m m m m = i aed
o | Rise- | Riase.. | [ Rase... [ Riase... [ Riase... [ RNase... [F] RNase... |[F] Riase... | [ RNaze... | [5] RNase... |[3] Riiase.. | [ Riiase
£ca foa Foa 2 RE2 2 RE2 2 RE2 1 95Ca 1 95Ca 1 9ECa 213 213 enr
[
D
E
F
G
H

Poznamky
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Potfebny  * Mikrozkumavky
material  « Mikropipety

* Pipetovaci Spicky
* Reakéni smés RNaza P (ze strany 49)
* Voda
» Standardy (ze strany 47)
* Vzorky (ze strany 45)
e MicroAmp® optickd 96-jamkov4 desti¢ka
e MicroAmp"" optickd adhezivni folie

* Centrifuga

Priprava reakéni 1. Pfipravte negativni kontrolu pro cilovou sekvenci:

desticky a. Do zkumavky vhodného objemu pipetujte reakéni smés a vodu podle
tabulky niZe.
Zkumavka Reakéni smés Objem reakéni smési (uL) Objem vody (uL)
1 RNaza P 74.25 8.25
b. Promichejte reakci pipetovanim nahoru a dolil a uzaviete zkumavku vickem.
c. Krétce zkumavku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.
d. Pipetujte 25 pL reakce negativni kontroly do pfislusnych jamek reak¢ni desticky.
2. Pripravte standardy:
a. Do zkumavky vhodného objemu pipetujte reakéni smés a standardy podle
tabulky niZe.
Zkumavka Reakéni smés Ot;i;rgsrie(ill(_c;:ni Standard Objem (itf)ndardu
1 RNaza P 74.25 RNase P Std 1 8.25
2 RNéza P 74.25 RNase P Std 2 8.25
3 RN4za P 74.25 RNase P Std 3 8.25
4 RNaza P 74.25 RNase P Std 4 8.25
5 RNaza P 74.25 RNase P Std 5 8.25

b. Promichejte reakce pipetovanim nahoru a dold a uzavtete zkumavky vickem.
c. Krétce zkumavky centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

d. Pipetujte 25 uL reakci standardti do piislusnych jamek reakéni desticky.

Poznamky
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Kapitola 3 Pfiprava reakci
Priprava desticky s reakcemi

3. Pfipravte reakce pro vzorky o neznamé koncentraci:

a. Do zkumavky vhodného objemu pipetujte reakéni smés a vzorky podle tabulky

niZe.
Zkumavka Reakce Reakéni smés Objenv1 feakéni Vzorek Objem vzorku (uL)
smési (uL)
1 RNase P pop1 RN&za P 74.25 pop1 8.25
2 RNase P pop2 RN&za P 74.25 pop2 8.25

b. Promichejte reakce pipetovanim nahoru a doll a uzaviete zkumavky vickem.
c. Kratce zkumavky centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

d. Pipetujte 25 puL reakei vzorkd o nezndmé koncentraci do piislusnych jamek
reakeni desticky.

4. Uzavrete reakéni desti¢ku pomoci optické adhezivni félie.
5. Kriétce desticku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

6. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce desticky na dné. Pokud neni, centrifugujte
desticku znovu pfi vyssich otackach a delsi dobu.

DULEZITE! Nedovolte, aby doslo k zneéisténi dna desti¢ky. Tekutiny a dali{
kontaminace, které pfilnou ke dnu reakéni desticky, mohou kontaminovat blok na

vzorky a zpusobit piili§ vysoky signdl pozadi.

Spravné Spatné
— — — —
1 |
|I ||
III I||
| II
IIII III
Tekutina na dné + Nedostate¢né otacky nebo
jamky. » Nedostate¢na doba centrifugace

7. Nejste-li jesté ptipraveni spustit béh, drzte desticku na ledu a ve tmé.

Doporu(":em' Ptipravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:
k pfipravé . Ujistéte se, e pouzivite sprévny spotiebni materidl.
» Ujistéte se, Ze usporddani PCR reakei v desti¢ce odpovida jejich rozvrZeni tak jak je
zobrazuje program 7500. MiZete bud”:
— Pfijmout rozvrZeni reakci automaticky vytvofené programem.

nebo
— Pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zad4ni) rozvrzeni reakci zménit.

Poznamky
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~soo 2

» Pouzivite-li optickou adhezivni félii, uzaviete desti¢ku takto:

a.

b.

g.

h.

Umistéte destiCku na 96-jamkova nositka.
Pipetujte do reak¢ni desticky vSechny reakéni smési.

Vyjméte jednu adhezivni optickou folii z krabicky.
Ohneéte jeden okraj folie dolt. Drzte f6lii zadni stranou
nahoru.

Jednim plynulym pohybem oddé¢lte bilou kryci f6lii od adhezivn{
folie. Nedotykejte se adhezivni félie.

DULEZITE! Nespravné oddé&leni bilé kryci félie povede k zneprithlednéni,
ale nebude mit vliv na vysledky. Neprtthlednost zmiz{ jakmile se félie
dostane do styku s vyhfivanym vikem pfistroje.

Drzte f6lii za oba okraje a poloZte ji na reakéni desticku
(adhezivni stranou k desticce). Ujistéte se, Ze folie uplné

pokryva vSechny jamky reakcni desticky. // - ¢
Pritlacte aplikator k desti¢ce a pomalu jim pohybujte po \\\;3 ”

celém povrchu félie, horizontdlné i vertikdlné, aby se folie
dobfe pfisdla k povrchu reakéni desticky.

Pritisknéte aplikdtor na rozhrani mezi félif a jejim
zdviZenym okrajem a tento okraj odtrhnéte smérem
vzhiiru. Opakujte tento krok i pro druhy okraj fdlie.

Opakujte krok f, abyste zajistili, Ze nebude dochédzet
k evaporaci. Pritlacte okraj aplikdtoru k desticce a
obtdhnéte vSechny Ctyfi okraje folie.

Poznamka: Optické adhezivni f6lie nepfilnou po prvnim kontaktu. Aby
dokonale pfilnuly a nedochézelo k evaporaci, je zapotiebi je pfitlacit k desticce.

Prohlédnéte si desti¢ku a zkontrolujte, Ze jsou vSechny jamky uzavieny.
Jamky by mély byt obtisknuty do félie.

Vice Vice informaci o:

informaci  « Piipravé reakeni desticky naleznete v protokolu pro vdmi pouZivané reagencie:

— TagMan® Gene Expression Assays Protocol

— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

* Spotfebnim materidlu viz “Spotfebni materidl” na strané 4.

» O funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadani) pro zménu rozvrzeni vzorki v destice

viz

Poznamky

“Pokrocilé zadan{ experimentu” na strané 98.
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Kapitola 4

Provedeni experimentu

V této kapitole naleznete:

B PTEhled. ..o 56
B PHPrava bENU.......cooiiii e 57
m Zapnuti odesilani emailovych zprav (VoliteIné) ...........coceeviiriiiiiiiniinininicneen 59
B SPUSEENT DERU ..o 61
B Sledovani pribehu DENU ........cceeeiiiiiieiieiee e e e 61
B Vyjmuti destiCKy Z PISIIOJE ....eevuviriieiieieeniteriertcee e e e 64

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

Poznamky
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Prehled

Prehled

V této kapitole je popsdno jak spustit a sledovat pribch béhu na piistrojich Applied
Biosystems 7500/7500 Fast.

Vzorovy
experiment
Postup provadéni vzorového experimentu je vyobrazen niZe.

Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)

Priprava reakci (Kapitola 3)

Provedeni experimentu (Kapitola 4)
1. PFiprava béhu.
2. (Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych zprav.
3. Spusténi béhu.
4. Sledovani prdbéhu béhu.
5. Vyjmuti destiCky z pfistroje.

Analyza vysledk( experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

Poznamky
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Priprava béhu

Priprava béhu

Oteviete soubor vzorového experimentu, ktery jste pfipravili v Kapitole 2, poté vloZte
uzavienou reak¢ni destiCku do piistroje 7500/7500 Fast.

Otevreni 1. Dvakrat kliknéte na ikonu g programu 7500 nebo zvolte Start > All

vz0 '.’oveho Programs > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>
experimentu .
kde <ndzev softwaru> je nazev vasi aktudlni verze programu 7500.

2. Na vychozi obrazovce kliknéte Open (Oteviit).

3. V dialogovém okné Open (Oteviit) vyhledejte adresar experiments (Experimenty)
(ptednastaveno):
<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev programu>\experiments

4. Dvakrat kliknéte na soubor Standard Curve Example Setup.eds, ¢imZ oteviete
soubor pro vzorovy experiment, ktery jste vytvortili v Kapitole 2.

ViozZeni . 1 RIZIKO PORANENI. Pii provozu piistroje miiZe teplota bloku na
destly(;ky C!O vzorky piekrocit 100 °C. Pfed provedenim nésledujiciho postupu se ujistéte, Ze blok na
pristroje  vzorky je vychladly na pokojovou teplotu.

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

1. Stiskem oteviete nositka pfistroje..

v 7
\._._.___m Ly

2. Umistéte desticku do drzdku desti¢ky. Ujistéte se, Ze desticka je vloZena ve
spravné orientaci.

7500 7500 Fast

Standardni desticky umistéte  Desticky Fast umistéte
Sikmym rohem (pozice A12) Sikmym rohem (pozice
doprava nahoru. A1) doleva nahoru.

Poznamky
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3. Desticka musi byt v pfistroji ve specidlnim drzaku — tzv. precision plate holder
(PPH). Pouzivate-li:

» Reak¢ni desticku — Umistéte desticku do drzaku PPH s jamkou Al
orientovanou vlevo vzadu.

Poznamka: 8-zkumavkové stripy Fast 1ze pouZit pouze na piistroji 7500 Fast.
Pro systém 7500 pouZijte MicroAmp® optické 8-zkumavkové stripy.

* Stripy — Umistéte stripy do drzdku PPH urceného pro stripy.
Poznamka: Zkumavky typu Fast nelze na pfistroji 7500 Fast pouZit.
* Zkumavky — Umistéte zkumavky do drzaku PPH.

Poznamka: Zkumavky MicroAmp® Fast (kat. ¢. 4358297) nelze na systému
7500 Fast pouZit.

DULEZITE! Neni-li blok tplné& naplnén:

Pristroj 7500

Vlozte do bloku alespon 16 zkumavek, a to nejprve do stfednich sloupcti bloku
(sloupce 6 a 7). Dalsi zkumavky vkladejte smérem k okrajim bloku (ke
sloupctim 1 a 12).

Pristroj 7500 Fast

* Do sloupcti 1 a 12 vloZte prazdné stripy, aby nedoslo k deformaci stripti
v nichzZ je reak¢ni smés.

» Stripy vkladejte do bloku ve vertikdlnim sméru pocinaje sloupci 6 a7 a
pokracujte smérem vné.

* Na pfistroji 7500 Fast 1ze pouZit maximaln¢ 6 stripd. Sloupce 2, 3, 10 a 11
ponechte prazdné.

4. Uzavrete nositka pfistroje tlakem na pravou stranu nositek ve sméru Sipky na
vyobrazeni niZe.

I
>

[? Stisknout

Poznamky
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Zapnuti odesilani emailovych zprav (Volitelné)

Zapnuti odesilani emailovych zprav (Volitelné)

Zapnuti funkce odesildni emailovych zprav umozni odesilani emailovych zprav

z programu 7500 v okamZiku, kdy je na piistroji 7500/7500 Fast spuStén nebo ukoncen
béh nebo pokud v prubéhu béhu dojde k chybé. Tato funkce je volitelna a nema vliv na
fungovani systémi 7500/7500 Fast nebo na trvani behu.

DULEZITE! Odesildni emailovych zprav je moZné pouze pokud je poéitac, ktery

pouZzivate pro ovladani piistroje 7500/7500 Fast pfipojen do sité.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu:

experimentu  « Program 7500 je nastaven tak, aby odesilal ozndmenf tfem uZivateliim (védec,
dohliZejici pracovnik a laborant v mycompany.com), a to jakmile pfistroj 7500/7500
Fast ukon¢i béh nebo dojde-li k chybé v pritbéhu behu.

* Pouzivany SMTP server uvedeny jako piiklad (www.mycompany.com) je nastaven
pro kédovéni Secure Sockets Layer (SSL) a vyZaduje autentizaci.

Nastaveni 1. V programu 7500 kliknéte na ikonu @ Run (B¢h).
odesilani _
emailovych 2. Kliknéte [3 Notification Settings (Nastaven).

zprav
3. Zvolte Yes (Ano) pro moznost Enable Notifications (UmozZnit odesilani zprav).

4. Zvolte o jakych udélostech chcete byt informovani:
a. Zvolte Instrument Error (Chyba piistroje).

b. Zvolte Run Completed (B&h ukoncen).

5. Do pole Enter e-mail addresses for notifications (Zadejte emailové adresy) zadejte:
scientist@mycompany.com, supervisor@mycompany.com,
technician @mycompany.com.

6. Do pole Outgoing Mail Server (SMTP - server pro odchozi postu) zadejte
smtp.mycompany.com.

7. Nastavte parametry autentizace :

a. Zvolte Yes (Ano) pro volbu Server requires authentication (Server poZaduje
autentizaci).

b. Do pole User Name (UZivatelské jméno) zadejte Example User (ZkuSebni
uzivatel).

¢. Do pole Password (Heslo) zadejte password.

Poznamky
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3 Notification Settings

Enable Notifications: @ ¥28 O Mo

rSE|EC1 the events to generate notifications Instrument Errar

[J Run Startsd
L Run Completed

Enter e-mail addresses for notifications: [scientist@mycompany.com, supenvisor@mycompany.com, technician@mycompany.com
Separate e-mail addresses with commas
For example: jane_smith@mydomain.com, awana@bigmailhost.com

7a

Cutgoing Mail Server (SMTP). | smtp.mycompany.com
For example: smtp.mycompany.com

Serverrequires an encrypted connection? OYes @ MNo

7b

Server requires authentication? é) Yes (O Mo

7c

(Server Authentication) User Name: | Example User |

(Server Authentication) Passward: | ******** |

Doporuceni

Poznamky

Pokud provddite tato nastaveni v systému 7500/7500 Fast:
* VA4S systém musi byt pfipojen do sité. Viz piirucka Applied Biosystems 7500/7500
Fast Real-Time PCR Systems Maintenance Guide.
* Zvolte udélosti, o nichZ maji byt odeslany emailové zpravy:
— Instrument Error (Chyba pfistroje) — Bude odesldn email o v§ech
chybdch, které se vyskytnou béhem béhu.
— Run Started (B&h spustén) — Bude odesldn email vZdy kdyZ je spustén béh.
— Run Completed (Béh ukoncen) — Bude odesldn email vzdy kdyZ je b&h ukoncen.
o Zadejte emailové adresy.

DULEZITE! Jednotlivé adresy oddélujte &arkou (,).

» Potiebujete-li nasledujici informace, kontaktujte vaseho spravce sité:

E-mailové adresy uZivatell, ktefi maji dostavat zpravy.

Sitovou adresu pro SMTP server v mistn{ siti.

UZivatelské jméno a heslo pro pfistup na server.

Secure Sockets Layer (SSL) nastaveni serveru (zapnuto nebo vypnuto).

60
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Kapitola 4 Provedeni experimentu n
Spusténi behu

Spusténi béhu

DULEZITE! Provadite-li na systému 7500/7500 Fast b&h, nezadavejte dalsf experimenty,
neprovadéjte idrZzbu, neumoznéte spusténi antivirového programu na pocitaci i
prechod pocitace do rezimu spanku. Provadéni téchto krokli mize zptisobit problémy

pfi sniménf{ dat z behu.

Chcete-li spustit béh na pfistroji 7500/7500 Fast:

1. V programu 7500 kliknéte na ikonu

2. Kliknéte START RUN (SPUSTIT BEH) J5.

2

Run Stai us

SToR RUN €3

Estimated Time Remaining:56 min 22 sec Instrument Stats éa Connected

o Run Status: 11 [J Enable Notifications
Run Method L= =4 I Cover
Temperature Plot -:i:::‘g

5}l Notification Settings

a0

Jerature

Sledovani pribéhu béhu

MizZete sledovat pribéh behu v redlném case podle postupu niZe. V prubéhu béhu
sledujte vSechny tii dostupné grafy programu 7500 kvuli pfipadnym potiZim.

Chcete-li... Krok

Zastavit béh 1. V programu 7500 kliknéte STOP RUN.
2. V dialogovém okné Stop Run zvolte:
— Stop Immediately — béh se ihned zastavi.

— Stop after Current Cycle/Hold — béh se zastavi po
skonéeni aktualniho cyklu/inkubace.

— Cancel — béh bude pokracovat.

Sledovat amplifikaci Zvolte |4/ Amplification Plot (Amplifika&ni graf).
v realném Case Viz “O amplifika¢nim grafu” na strané 62.

Sledovat prabéh béhu Zvolte ™ Run Method (B&h).
na obrazovce Run

Method (B&h) Viz “O obrazovce Béh” na strané.

Poznamky

Uzivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems 61



n Kapitola 4 Provedeni experimentu

Sledovani pribéhu béhu
Chcete-li... Krok
Zapnout/Vypnout Zatrhnéte nebo odznacte Enable Notifications (Zapnout
odesilani zprav odesilani zprav).

Viz “Zapnuti odesilani emailovych zprav (Volitelné)” na strané 59.

O amplifikaénim grafu

Amplifikaéni graf umoziuje sledovat priibéh amplifikace v prib&éhu béhu. Je-1i beh
nastaven pro méfeni fluorescence v redlném Case, zobrazi se v amplifikacnim grafu
amplifikacni kfivky jamek zvolenych v zdloZce View Plate Layout (Zobrazeni desticky).
V grafu je zndzornéna zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy (ARn) na
cyklu. Na obrazku niZe je vyobrazen ptiklad amplifikaéniho grafu béhem vzorového
experimentu.

Chcete-li v amplifika¢nim grafu zobrazit vysledky, zvolte ptislusné jamky v zdloZce
View Plate Layout (Zobrazeni desticky).

Amplification Plot < | View Plate Layout

> 5 e
A p el =

SelectWells With: |- Selecttem- || |

| B showinwells v | [ view Legend ‘ |

-

Amplification Plot

2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 I

1
popl  popt pop1l pop2  pop2  pop2
; . m|w|E [y |y |u |u |6 |v |

£

a2
m

001
=
5 WA

0001 | WA LT

0.0001

0.00001

0.000001 F
R EEEEEEEEEEEEEE Y]

Cycle

Amplifikaéni graf je vhodny pro analyzu abnormélnich vysledki amplifikace.
Mezi takovéto vysledky patii:

» Zvysend fluorescence v jamkdach negativnich kontrol.
» Absence nariistu fluorescence v urcitém cyklu (ocekdvané na zaklad€ provedeni
obdobnych experimenttli za pouZiti tychz reagencii a podminek predesle).

Pokud si pov§imnete abnormdlni amplifikace nebo signdl tplné chybi, vyfeste tento
problém podle postupu v napovédé programu 7500 (kliknéte @ nebo stisknéte F1).

Poznamky

62 Uzivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems



Kapitola 4 Provedeni experimentu n
Sledovani pribéhu béhu

O obrazovce Béh

Na obrazovce Béh se zobrazuje teplotni profil a dalsi parametry aktudlniho b&hu. Pole
Run Status (Stav béhu) se v priibéhu béhu aktualizuje. Na obrazku niZe je vyobrazen
ptiklad obrazovky Béh béhem vzorového experimentu.

‘ ‘ Chcete-li... Krok

A | Zmeénit pocet cykll V poli Extend # of Cycles zadejte pocet cyklud, které
chcete pfidat.

B | Potvrdit provedené zmény Kliknéte Send to Instrument (Poslat do pfistroje).

Run Method Edit Run Method

00 —|

75 —|

50 —|

26 —|

I G Extending cycles is only
Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage PostPC| allowed when the last
n stage is a cycling stage that
phEr : collects data A
Enabls AutoDelta
Extend # of Cycles: "1
Starting Cycle: [ | y—ljl
| Send to Instrumert ']' B

<

Step 1 Step 1 Step1 Step 2

Legend
Data Collection On

Data Collection Of A AutoDelta On A AutoDelta Off ‘

Poznamky

Objevi-li se chybova hlaska, kliknéte na ni pro ziskani vice informaci a vyfeSte tento
problém podle postupu v ndpovédé programu 7500 (kliknéte @ nebo stisknéte F1).
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n Kapitola 4 Provedeni experimentu
Vyjmuti desticky z pristroje

Vyjmuti destiCky z pristroje

Vyjmuti
desticky

Poznamky

Zobrazi-li vas piistroj 7500/7500 Fast zpravu Run Complete (B&h ukonéen), vyjméte
destic¢ku z pfistroje.

)
YRR - \WARNING

RIZIKO PORANENI. Pii provozu pfistroje miiZe teplota bloku na
vzorky piekrocit 100 °C. Pred provedenim nésledujiciho postupu se ujistéte, Ze blok na
vzorky je vychladly na pokojovou teplotu.

1. Stiskem oteviete nositka pfistroje.
2. Vyjméte desticku.

3. Stiskem uzaviete nositka piistroje.

;” Stisknout
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Kapitola 5

Analyza vysledku experimentu

V této kapitole naleznete:

B PTERICA. ..o 66
Cast 5.1 Shlédnuti vysledki 67
m Analyza vysledkll @XPerimentu .........ccueevueerieerierienieeie e esieesiee e see e eeeeseeneeens 68
m Zobrazeni standardnd KFiVKY.......ccooovveiiiiiiiiiiie e 71
m Zobrazeni amplifikacniho grafui.........ccocoiiiiiiiiiiii e, 74
m Zobrazeni tabulky VYSIEdKT ......cooeeiiiiiieiiieee e 81
B Publikovani VYSIEAKT .......ccueeruiiiiiiiiiie ettt 83
Cast 5.2 ReSeni problémii (je-li zapotiebi) 85
m Zobrazeni parametrll ANALYZY ........ccueeeveeriiereenieniiesieete ettt see st st eeeese e 86
m Zobrazeni vysledkll kontroly Kvality.........cccoooieoieiinieienieiee e 88
m Vynechdni jamek Z analyZy..........ccoooeeriiiiiiiiiiiieiiieieete e 90
m Zobrazeni multikomponentniho grafu..........cocceviiiiiiiiiiiiiiie 92
m Zobrazeni hrub¥ch dat..........ooioiiiiiiiiiii e 94

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

Poznamky
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= Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Prehled

Prehled

Program 7500 analyzuje vysledky pomoci metody standardni k¥ivky. Cast 1 této kapitoly
vysvétluje, jak shlédnout vysledky pomoci riiznych obrazovek programu a jak je
publikovat. Jsou-li vase vysledky sporné, naleznete v ¢asti 2 této kapitoly rady pro fesSeni
problémii.

Vzorovy Postup provadéni analyzy vzorového experimentu je vyobrazen niZe.
experiment
Zahajeni experimentu
Zadani experimentu (Kapitola 2)

Priprava reakci (Kapitola 3)

Provedeni experimentu (Kapitola 4)

Analyza vysledkid experimentu (Kapitola 5)
Cast 1, Shlédnuti vysledka:
1. Analyza.
2. Zobrazeni standardni kfivky.
3. Zobrazeni amplifikaéniho grafu.
4. Zobrazeni tabulky vysledka.
5. Publikovani vysledkd.

Cast 2, Reseni problému (je-li zapotiebi):
1. Zobrazeni parametrl analyzy; nastaveni pozadi/prahu.
2. Zobrazeni vysledkud kontroly kvality.

3. Vynechéni jamek. z analyzy.

4. Zobrazeni multikomponentniho grafu.

5. Zobrazeni hrubych dat.

Konec experimentu

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledku experimentu ﬂ
Cast 5.1 Shiédnuti vysledkt

Cést 5.1 Shlédnuti vysledkd

V této kapitole naleznete:

m Analyza vysledkll eXPerimentu .........cceevveerieerienieiieeie et esieeseee e eee e eneees 68
m Zobrazeni standardni KFIVKY........ccooviiiiiiiiiiiinice 71
m Zobrazeni amplifikacniho grafui.......c..ccocceoiiiiiiiiiiiiien 74
m Zobrazeni tabulky VYSIedKll ......c.eoeeiiiiiiiiiieieee e 81
B Publikovani VYSIEdKUl .......cc.eerieriiiiieiecieeeete et 83

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Analyza vysledk( experimentu

Analyza vysledku experimentu

Program 7500 provadi analyzu experimentu a vysledky zobrazuje pomoci riznych
obrazovek (napf. amplifikaéni graf, kontrola kvality atd.).

O vzorovém V priipad¢ vzorového experimentu standardni kiivky pouZijte soubor, ktery se instaluje
experimentu spolu s programem 7500. Tento soubor byl vytvofen podle postupu v Kapitole 2, poté byl
proveden béh a analyza na piistroji 7500/7500 Fast. Soubor naleznete ve vasem pocitaci:

<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiments
Standard Curve Example.eds

kde:
* <disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovan program 7500.
* <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu 7500.

Analyza 1. Dvakrét kliknéte na ikonu g programu 7500 nebo zvolte
vzorového Start > All Programs > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>
experimentu kde <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu 7500.

2. Na vychozi obrazovce kliknéte na Open (Oteviit).

3. V dialogovém okné Open (Oteviit) vyhledejte adresaf experiments:

<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiments\

4. Dvakrat kliknéte na Standard Curve Example.eds.

Poznamka: Adresar s experimenty obsahuje n¢kolik soubort, ujistéte se, Ze jste
vybrali Standard Curve Example.

5. Kliknéte Analyze (Analyzovat). Program 7500 provede analyzu vysledkt za pouZiti
prednastavenych parametru.

Viz ¢ast “Tipy pro snadnou orientaci” na stran¢ 69, kde ziskate vice informaci
o obrazovkéch zobrazujicich vysledky analyzy.

File Edit Instrument Analysis Tools Help

(=] NewExperiment - 5 Open.. [l Save - [ Close &9 Bxport. - £ PrintReport.

Experiment Menu< | Experim... standard curve example experime Ty... Standard Curvi Reage... TaqMan® Reagents [Euetes

Amplification Plot < | View Plate LayoutI Yiew Well Table 1
Plot Settings Select Wells With: - Select ftem - v || |
Plot Type:[ARn vs Cycle v GraphType:lLog | PlotCalar: Well > —
! | EShumeeHsv | V\ewLegend |
D @ B By | =
Amplification Plot ,O ,O & R \: -

2 3 4 i B T a q
B T

Standard Curve 10 Amplification Plot

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu H
Analyza vysledk( experimentu

Doporuceni Provadite-li analyzu vlastnich experimenti standardnf kiivky:

* Program 7500 automaticky ihned po skonceni béhu provede analyzu vysledk za
pouziti pfednastavenych parametrd a zobrazi na obrazovce vaseho pocitace
amplifikacni graf.

* Chcete-li vysledky analyzovat znovu, vyberte v§echny jamky ve vyobrazeni desticky
a kliknéte Analyze (Analyzovat).

Tipy pro snadnou Jak vybrat jamky

orientaci Chcete-li na obrazovkich zobrazujicich vysledky analyzy zobrazit data pro specifické
jamky, zvolte tyto jamky v zdloZce View Plate Layout (Zobrazeni desti¢ky) takto:

1. Chcete-li zvolit urcity typ jamek, pouZijte rozbalovaci nabidky Select Wells
With (Zvolit jamky): Zvolte Sample (Vzorek), Target (cilova sekvence) nebo
Task (Uloha), poté zvolte vzorek, cilovou sekvenci nebo tlohu.

2. Chcete-li vybrat jednu jamku, kliknéte na ni ve vyobrazeni desticky.

3. Chcete-li vybrat vice jamek, kliknéte a tdhnéte mysi, stisknéte CTRL+kliknéte,
nebo stisknéte Shift+kliknéte (ve vyobrazeni desticky).

4. Chcete-li vybrat vSechny jamky, kliknéte do horniho levého rohu vyobrazeni
desticky.

> [ View Plate Layout | View el Tabls | \
|
Select Wells With: |- Select e - | |

@ | showinwells ¥ |

Pl view Legend

1 2 3 4 i B 7 g q

=

m

H

Wells: [T 6 Unknown [5] 15 Standard [1] 3 Negative Control 72 Empty

Poznamky

UZivatelska pfirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems 69



ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Analyza vysledk( experimentu

Jak zobrazit vice grafd

Pomoci obrazovky Multiple Plots (Vice grafit) miiZete zobrazit az ¢tyfi grafy
najednou:

1. Na navigacnim panelu zvolte Analysis > £2] Multiple Plots View (Analyza >
Zobrazit vice grafi).

2. Chcete-li zobrazit ¢tyfi grafy, kliknéte 35 Show plots in a 2 X 2 matrix.
3. Chcete-li zobrazit dva grafy pod sebou, kliknéte = Show plots in two rows.

4. Chcete-li zobrazit dva grafy vedle sebe, kliknéte 1 Show plots in two columns.

5. Chcete-li zobrazit vybrany graf, zvolte jej v rozbalovaci nabidce v kazdé ¢asti

okna.
5 2 3
Inmplification Plot - ARn vs Cycle ~| ‘Standard Curve ~|

PP B REE

Amplification Plot

1 = B T
oy 0.01 -'% = 2 (EHe -"\.,_\_-
G e 5 -*»% e = =5
o.000001
Tn bR R T am DS S D o i mm _—
Cacle m Standard m Unknown
Logerd
’;A B gt gl g Unknauwn (Flagged)
Mutticomponent Plot v Raw Data Plot v
5 [k | —, — 5 =3 |—, —
Multicomponent Plot Raw Data Plot

Ampditick
u

2,500,000

Fluorescence

Legered
m” B gC gt
TAMRA g FAM

uE mf m® m¥

—.
[]

ER

g%

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu =
Zobrazeni standardni kfivky

Zobrazeni standardni kfivky

Obrazovka Standard Curve (Standardni kfivka) zobrazuje standardni kfivku pro
vzorky oznacené jako standardy. Program 7500 na z4klad¢ standardni kiivky
vypocitd mnozstvi cilovych sekvenci v nezndmych vzorcich.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte obrazovku standardni kfivky
experimentu atam uvedené parametry:

* Sklon/U¢innost amplifikace
« parametr R* (korela¢ni koeficient)
* Cr hodnoty

Poznamka: Ve vzorovém experimentu jsou sklon, R? a d¢innost amplifikace ovlivnény
C;hodnotou jamky B12, kterou pozdg&ji v této analyze vynechite.

Zobrazeni 1. Nanavigaénim panelu zvolte Analysis > %) Standard Curve (Analyza >
standardni kfivky Standardni kiivka)

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

2. Na obrazovce Standard Curve (Standardni kiivka) zobrazte v§echny jamky
(kliknutim do levého horniho rohu vyobrazeni desticky).

3. Zrozbalovaci nabidky Target (Cilova sekvence) zvolte All (VSechny).

4. Zrozbalovaci nabidky Plot Color (Barva grafu) zvolte Default (Pfednastavena).

5. Kliknéte . Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu - pfednastaveno).

Poznamka: Toto tlacitko je pfepinaci. Je-li legenda zobrazena, tlacitko ziska funkci
Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).

6. Shlédnéte hodnoty parametri zobrazenych pod standardni kiivkou. Ve vzorovém
experimentu nabyvaji parametry pro RN4zu P téchto pfijatelnych hodnot:

— Sklon je -3.685.
- R?je 0.992.
— Utinnost amplifikace (Eff%) je 86.81%.

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni standardni kiivky

7. Oveéfte, Ze vSechny vzorky leZi v rozsahu standardni ktivky. Ve vzorovém experimen-
tu lezi vSechny vzorky (modré tecky) v rozsahu standardnf{ kfivky (Cervené tecky).

Standard Curve

Plot Settings
3 arget !AH v Plot Color lDefault v
4 . ]
B iy & = —)
Standard Curve
21.0 ™
20.5
20.0
20.5
20.0
& oes = 7
28.0
275
27.0
2B.5
28.0
Quantity
6 arget: RNase P TAMRA Slope; -3.685 Y-Inter: 40.966 R_2: 0.992 Eff%:; 86.81 i
g
|i Standard . Unknown . Unknown (Flagged) :_
8. Shlédnéte Cthodnoty:
a. Kliknéte na zdlozku View Well Table (Zobrazit tabulku jamek).
b. Z rozbalovaci nabidky Group By (Seskupit podle) zvolte Replicate (Replikat).
¢. Shlédnéte hodnoty ve sloupci Ct. Ve vzorovém experimentu jsou Ct hodnoty
v ptfedpoklddaném rozpéti (>8 a <35).
8a
View Plate Layout | View Well Table |
8b 1 Select Wells With: | Select e - | |
showinTasle v | croupsy v | Expand All | o) Callapse All
h i — S C
#*  well omit Flag Sample ... | TargetM.. | Task Dyes cr CTMean CT5D Quantity Quantity .. = Quantity |
= RNase P TAMRA - N'T'C S
Al a3 RMase P T... NTC FAM-TAMRA Undetermi...
2 A2 I ] RMase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi
A A3 "] RMase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi
= RNase P TAMRA - STANCARD - 10000.0
4 A10 ] RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.389278 26.281769 0.094 10,000
4 A1 O RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 26.213354 26.281769 0.094 10,000
6 A12 O RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 26.242676 26.281769 0.094 10,000 =
= RNase P TAMRA - STANDARLC - 12500
7 B7 ] RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.64313 20 538963 0114 1,250
8 B8 ] RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.546368 29.538963 0.114 il
5 B9 "] RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.421392 29.538963 0.114 1,250
= RNase P TAMRA - STANCARL - 2500.0
10 B4 O RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28325405 28434366 0.228 2,500
il BS " | RMase P T... STANDARD FAM-TAMRA 28.28138 28.434366 0.228 2,500
{2 BB I ] RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28.69632 28.434366 0.228 2,500
= RNase P TAMRA - STANCARL - 5000.0
iz B1 a3 RMase P T... STAMDARD FAM-TAMRA 27.36778 27.277845 0.082 5,000
14 B2 ™ ] RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 27.258842 27.2778B45 0.082 5,000
Poznamky
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Doporucéeni

Poznamky

k analyze

Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni standardni kfivky

Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte:

« Sklon/té¢innost amplifikace — Uginnost amplifikace je vypoéitana na zdkladé sklonu

regresni piimky standardni kfivky. Sklon blizky —3.3 indikuje optimalni 100%

ucinnost PCR implikace. U¢innost amplifikace ovliviiuje:

— Rozsah koncentraci standardii— Pfesnéjsi stanoveni uc¢innosti amplifikace
dostanete za pouziti vétsiho rozsahu koncentraci standardii - 5 az 6 fadu
(10° az 10° krév).

— Pocet replikatt standardi — Pro ptesnéjsi stanoveni ucinnosti amplifikace
pracujte s replikaty, ¢imz sniZite vliv nepfesnosti pipetovani.

— PCR inhibitory — PCR inhibitory v reakci mohou sniZovat jeji d¢innost.

R2 (korelac¢ni koeficient) — Parametr R2 je mirou toho, jak individualn{ hodnoty Ct

lezi na regresni piimce. Hodnota 1.00 znamend perfektni shodu mezi regresni

piimkou a jednotlivymi body. Zadouc{ je dosdhnout hodnoty R2>0.99.

Cr hodnoty — Prahovy cyklus (threshold cycle - Cr) je cyklus PCR, v némz droven
fluorescence piekro¢i prah. Zadouci je dosdhnout hodnoty Ct>8 a <35. Hodnota Ct
<8 znamen4, Ze v reakci je piili§ mnoho templatu. Hodnota Ct>35 znamen4, Ze

v reakci je pfili§ malo templatu; pro Ct>35 ocekdvejte vyssi hodnoty standardni
odchylky.

Nesplnuje-li vas experiment shora uvedend doporuceni, postupujte podle:

* “Vynechdni jamek z analyzy” na stran¢ 90.

nebo

* opakujte experiment.

Vice Vice informaci o:

informaci

* Obrazovce standardni kfivky ziskate v ndpoveédé programu 7500 kliknutim na L7

nebo stiskem klavesy F1.

« Utinnosti amplifikace ziskite v dokumentu Amplification Efficiency of TagMan®

Gene Expression Assays Application Note.
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni amplifikaniho grafu

Zobrazeni amplifikacniho grafu

V amplifika¢nim grafu se zobrazuje amplifikace vSech vzorkil ve zvolenych jamkach.
K dispozici jsou tfi rizné grafy:

* ARn vs Cycle — Graf zavislosti ARn na cyklu. ARn je normalizovany signél
reportérové barvy méfeny v kazdém cyklu PCR amplifikace. Graf zobrazuje ARn
jako funkci poctu cykll. Tento graf 1ze vyuZit k analyze nepravidelného priibéhu
amplifikacnich ktivek a k zobrazeni prahu a pozadi.

* Rn vs Cycle — Graf zavislosti Rn na cyklu. Rn je fluorescencni signal reportérové
barvy normalizovany na fluorescencni signdl pasivni reference. Graf zobrazuje Rn
jako funkci poctu cyklt.Tento graf lze vyuZit k analyze nepravidelného priibéhu
amplifikacnich kiivek.

* C;vs Well - Graf zdvislosti Cr na poloze jamky. Ct je PCR cyklus v némz
fluorescence piekro¢i prah v amplifikaénim grafu. Graf zobrazuje C; jako
funkci jamky, 1ze jej vyuZit k detekci odlehlych bodi (outliers).

KaZdy graf 1ze zobrazit v linedrni nebo log10 Skale.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte v amplifikacnim grafu:

experimentu Spravné nastaveni pozadi a prahu

* Odlehlé body

Zobrazeni 'V navigaénim panelu zvolte Analysis > Amplification Plot (Analyza >
amplifikaéniho grafu Amplifika¢ni graf).

Poznadmka: Nejsou-li zobrazeny Zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

2. Zobrazte v amplifikaénim grafu jamky RNaza P:

a. Kliknéte do zdlozky View Plate Layout (Vyobrazeni desticky).
b. Z rozbalovaci nabidky Select Wells With (Zvolit jamky) zvolte Target
(Cilova sekvence), poté RNase P TAMRA.

28— View Plate Layout I View Well Table ] I 2b

1
SelectWells With: |- Select ftem - v | |

| Show in Wells ¥ | 1 view Lagend

1 2 3 4 i B T 8 9
St it g g et
e s e e e s
E

c

BE

+,

=

3. Na obrazovce amplifika¢ni graf:

a. Zrozbalovaci nabidky Plot Type (Typ grafu) zvolte ARn vs Cycle
(ptednastaveno).

b. Z rozbalovaci nabidky Plot Color (Barva grafu) zvolte Well (podle jamky -
pfednastaveno).

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu ﬂ
Zobrazeni amplifika¢niho grafu

c. Kliknéte © Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu -
pfednastaveno).

Poznamka: Toto tlacitko je pfepinaci. Je-1i legenda zobrazena, tlacitko ziska
funkci Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).

4. Zobrazte pozadi:
a. Zrozbalovaci nabidky Graph Type (Typ grafu) zvolte Linear (Linearn{).

b. Zatrhnéte poli¢ko Baseline (Pozadi), abyste zobrazili po¢ate¢ni a kone¢ny
cyklus.

c. Ovéite, Ze je pozadi spradvné nastaveno: Kone¢ny cyklus by mél byt nastaven
nékolik cykld pied tim, nez dojde k vyznamnému naristu fluorescenéniho
signdlu. Ve vzorovém experimentu je pozadi nastaveno spravne.

3a 4a 3b

Plot Settings
| |
Plot Type: [ARn vs Cycle % | Graph Type:|Linear ¥ Plot Color:|well v

Save current settings as the default

P pamr |  C

Amplification Plot

3,
2
1
005352
o - - o e Tt =
a 2 4 L] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 a2 34 36 36 40 42
Cycle
Legend
A e Mic WD WEe Hr Mo HH
Options
Target [RMase P TAMRA | Threshold: [¢] Auto | 0.605352 Auto Baseline
4b show: [#]fh no\d—lﬁ Baseline Start Well B Target 4 Baseline End: Well (B Target 4.

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledku experimentu
Zobrazeni amplifikaniho grafu

5b
5¢c

Poznamky

5.

Amplification Plot

Plot Settings

Zobrazte préh:

a. Zrozbalovaci nabidky Graph Type (Typ grafu) zvolte Log (Logaritmicky).

b. Z rozbalovaci nabidky Target (Cilova sekvence) zvolte RNase P TAMRA.

c. Zatrhnéte policko Threshold (Prih), ¢imZ zobrazite prih.

d. Ov¢ite, Ze je prah nastaven spravné. Ve vzorovém experimentu je prah
v exponencidlni fazi amplifikace.

5a

|
Plot Type:[ARnvs Cycle | GraphType:Log  +]| PlotColor:[well v

Save current

seftings as the default

% 0.001
0.0001
0.00001

0.000001

0.0000001

AP aE:

Amplification Plot

L605352

N

a 2 4 6 8 10 1z 14 16 18 20 22 24 26 28 30 az 34 38 38 40

Cycle

Lagand
’V-A -l |

C D ME Hrfr Hc HH

Options |

Target |RNase P TAMRA |+ | Threshold: [+#] Auto | 0.605352 Auto Baseline

Show: @Threshold — [] Baseline Start: Well B Target - Baseline End: Well (B Target 4
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Kapitola 5 Analyza vysledku experimentu ﬂ
Zobrazeni amplifika¢niho grafu

6. Vyhledejte odlehlé body:
a. Zrozbalovaci nabidky Plot Type (Typ grafu) zvolte Ct vs Well.

b. Vyhledejte odlehlé body v amplifikacnim grafu. Ve vzorovém experimentu,
nejsou zZadné odlehlé body.

6a

Plot Settings

Plot Type:|CTvs Well v | Graph Type:| oo | Piotcotor:|wen v

Save current settings as the default

A P alp R E

Amplification Plot

Well Number

Leagend
A B lc Mo Me Hr Hc HH

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni amplifikaniho grafu

Doporu(":em' Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte:
kanalyze  « Odlehlé body
* Typicky amplifika¢ni graf — Program 7500 automaticky pocita pozadi

a préh, tento vypocet je zaloZen na predpokladu, Ze pribéh amplifikacnich kiivek je

typicky. Typicky amplifikacni graf ma Ctyfi casti:
a. Fazi plat6
b. Linedrni fazi
c. Exponencidlni (geometrickou) fazi

d. Pozadi (Baseline)

10

0.210658

a1 /Préh

ARN

0.01

0.001

0.0001

| A 9 2 MW M A AW w W W a0 a9

Cyklus

DULEZITE! Experimentalni chyby (napf. kontaminace nebo chyby pipetovéni)
mohou vést ke vzniku atypickych amplifikacnich kiivek, coz vede k nespravnému
nastaveni pozadi a prahu programem 7500. Spole¢nost Applied Biosystems proto
doporucuje, abyste nastaveni pozadi a prahu po provedeni automatické analyzy

v amplifikaénim grafu zkontrolovali.

* Sprdvné nastaveni pozadi a prahu — Viz pfiklady nastaveni prahu na strané 79 a
pozadi na strané 80.

Poznamky
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Pfiklady nastaveni prahu

Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu ﬂ
Zobrazeni amplifika¢niho grafu

Spravné nastaveni prahu

Nastaveni prahu nad nebo pod optimalni hodnotou
zvySuje standardni odchylku skupin replikatd.

Task Dyes cr

C1 Mean CTE0 Cuantéy Quartdy Quantiy Comm
NTC FAM-NFG-. Undstermi .
HTC FAMCHFQ-.. Undstemi..
NTC FAMENFO-.. Undstami .
URENOWH FAM-NFG-. 2096187 20023766 0074 248431 1EE14TE 1183
UNKNOWN FAM-NFOQ-.. 280838707 28923796 0074 289T054 2551478 1282
URENOWN FANFNFG-. 2808372  28.823798 0074 2ATIO0G4 2551478 1262

Prah je nastaven v exponencialni fazi amplifikaéni kfivky.

ARn

0.242796.

0.1 §

Prah nastaven pfili$ nizko

Prah je nastaven pfili§ nizko — mimo exponencilni fazi
amplifikaéni kfivky. Standardni odchylka je vyrazné vyssi
nez pfi spravném nastaveni prahu. Pfetahnéte linii prahu
nahoru do exponencialni faze amplifikace.

Task Dyas (= T Mean C15D Quaatey Quuantsy Ouantey
NTC FAMENFC-_. Undétemi_.

NTC FAM-NFC-.. Undglermi..

NTC FAM-NFO-.. 38453182

UMKMOWN FAM-NFQ-. 2285404 22761744 0252 234852 24T24E3 400435

UNFMNOWN  FAN-NFO.
URFMOWH  FAN-NFO-...

22476973 22781744
22054218 22781744

0252 2921722 2472483
0252 ZATARIE ZAT2.403

400,435
400,435

ARn

0.1 §

Prah nastaven pfilis vysoko

Prah je nastaven pfili§ vysoko — mimo exponencialni
fazi amplifikaéni kfivky. Standardni odchylka je vyrazné
vy8Si nez pfi spradvném nastaveni prahu. Pfetahnéte
linii prahu dold do exponenciélni faze amplifikace.

Task Drias cr C1 Maan

ARn

L.754743

cT180 Quantsy Quantsy Quiantsy Comme 0.01
HNTC FAMENFG-.. Undsteimi_
HTC FAM-HFG-... Undetemi..
NTC FAMENFQ-.. Unadsteml .
UMMOWN FAM-NFO-. 37681107 3745507 0202 2571177 2800429 353778 /
UMENOWN FAMENFG-.. 3727871 3749507 0,203 3268933 2888429 353778 /
UNENOWH FAMCNFG-.. 37524305 37455407 0202 2824187 2880429 3BITIS == I.'III"
I~ v
T M
| 1\
/ l/\". \ I.'.I I J" I'.
'@ @ 30 2 34 20 38 30 2 a4 = a4
Cycle
Poznamky
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= Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni amplifikaniho grafu

Pfiklady nastaveni pozadi (Baseline)

Spravné nastaveni pozadi

Amplifikaéni kfivka zagina az po poslednim cyklu,
ohranicujicim rozsah cykld pro vypocet pozadi. S/

P¥ilis nizké pozadi m

Amplifikacni kfivka zacind pfili§ vpravo od posledniho
cyklu, ohraniéujiciho rozsah cykld pro vypocet pozadi.
Zvyste hodnotu posledniho cyklu. §

PFili§ vysoké pozadi o y

Amplifikaéni kfivka za&ina pfed poslednim cyklem,
ohrani€ujicim rozsah cykld pro vypocet pozadi. u
Snizte hodnotu posledniho cyklu. Ton 73

Nesplituje-li vas experiment shora uvedend doporuceni, postupujte podle:
* “Vynechani jamek z analyzy” na strané 90.
nebo

* Manudlné nastavte pozadi a/nebo prah (viz “Zobrazeni parametrii analyzy” na strané
86).

Vice Vice informaci o amplifika¢nim grafu ziskéte v ndpovédé programu 7500 kliknutim na
informaci @) nebo stiskem klavesy F1.

Poznamky
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Zobrazeni tabulky vysledku

O vzorovém
experimentu

Zobrazeni
tabulky vysledku

Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu

Zobrazeni tabulky vysledkt

Tabulka vysledkl zobrazuje data pro kazdou jamku reakéni desticky:

Nézev vzorku, ndzev cilové sekvence, tloha a fluorescen¢ni barvy

Vypocitana hodnota prahového cyklu (Ct), normalizované fluorescence (Rn) a

mnozstvi
Komentar
Vlajecky

Ve vzorovém experimentu standardni kfivky shlédnéte zobrazeni tabulky vysledkid a tam
uvedené parametry:

1.

MnozZstvi

Vlajecky

Crhodnoty (v€etné standardni odchylky Cr)

V naviga¢nim panelu zvolte Analysis, poté zvolte zdlozku View Well Table
(Zobrazit tabulku vysledka).

Poznadmka: Nejsou-li zobrazeny Zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

Pomoci rozbalovaci nabidky Group By (Seskupit podle) mtzete setfidit jamky
podle specifické kategorie. Napiiklad podle replikétu, vlajecky nebo hodnoty Cr.

Poznamka: Lze zvolit pouze jednu kategorii.

a. V rozbalovaci nabidce Group By (Seskupit podle) zvolte Replicate (Replikaty).

Program seskupi jamky replikatd: negativni kontroly, standardy a vzorky. Ve
vzorovém experimentu jsou mnozstvi v rdmci skupin replikatii obdobna.

Poznamka: Sloupec Ize pfesunout tahem za jeho zdhlavi.

View Plate Layout | View Well Table ]

23 ‘ SelectWells With: |- Selectltem -«
;
[ showinTaste v | croupsy v | | Expand Al | B coltapse A |
!
0 well omit Flag Sample.. TargetM..  Task Dyes cT CT Mean CTSD Quantity Quantity |
= RNase P TAMRA - N'TC ~
1 Al 0 RNass P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
2 A2 ™ ] RMase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi
3 A3 0 RNase PT.. NTC FAM-TAMRA Undetermi
= RNase P TAMRA - STANDARD - 10000.0
4 A0 a RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.389278 26281769 0.094 10,000
5 A1 0 RNass P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.213354 26281769 0.094 10,000
6 A2 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.242676 26281769 0.094 10,000
B RNase P TAMRA - STANDARE - 1250.0
7 B7 a RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20.64913 20538963 0114 1,250
8 B8 [ RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20.546368 20538963 0114 1,250
g B9 0 RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20421392 2538963 0114 1,250
= RNase P TAMRA - STANDARD - 2500.0
10 B4 a RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28325405 28 434366 0228 2,500
11 B5 || RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2828138 28 434366 0228 2,500
12 B6 [l RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28.60632 28434366 0228 2,500
= RNase P TAMRA - STANDARD - 5000.0
= = = B e e o
Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni tabulky vysledkt

b. V rozbalovaci nabidce Group By (Seskupit podle) zvolte Flag (Vlajecka).
Program seskupi jamky s a bez vlajecek. Ve vzorovém experimentu ma
vlajecku jamka B12.

[ View Plate Layout | View Well Table |

2b Select Wells With: |- Select ftem - v,
‘ !
[ snowinTaste v | croupsy v | Expand All Collapse Al
[
# | Well Omit Flag Sample ... | Targeth.. | Task Dyes Cr CT1 Mean CTSD Quantity Quantity ... = Quantity '
= Flagged Wells -~
1 B12 O 1 RNase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 30.982454 30697205 0.247 625
= Unflagged Wells
2 Al I | RMNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi
3 A2 I | RMNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
4 A3 ] RNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
Al Ad O popt RNasg P T... UNKNOWMN FAM-TAMRA 28.280773 28.260696 0.02 2772365 2,807.508 34.422
6 AS O pop1 RNase P T... UNKNOWM FAM-TAMRA 28.241549 28.260696 0.02 2841162  2,807.509 34.422
i AB I | pop1 RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 28259768 28.2606396 0.02 2808998 2807.508 34.422
8 AT O pop2 RMase P T... UNKNOWHN FAM-TAMRA 27.241302 27.200424 0036 5308.388 5446654 121319
9 Ag ] pop2 RNase P T... UNKNOWN FAM-TAMRA 27.18564 27.200424 0.036 5496287 5446.654 121.319
10 Ad " | pop2 RNase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 27174326 27.200424 0.036 5535287 5446.654 121.319
1" A10 ] RNase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 26.389278 26.281769 0.094 10,000
12 A11 a RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 26213354 26281769 0.094 10,000
ke A12 " | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26242876 26.281769 0.094 10,000
14 B1 " | RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.36778 27.277845 0.082 5,000
s B2 " | RNase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 27.258842 27.277845 0.082 5,000
16 B3 O RNase P T... STAMDARD FAM-TAMRA 27.206913 27.277845 0.082 5,000
i B4 | RNase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 28.325405 28.434366 0.228 2,500
18 BS I | RMase P T... STANDARD FAM-TAMRA 28.28138 28 434366 0.228 2,500
19 BB I | RMase P T... STANDARD FAM-TAMRA 2869632 28 434366 0.228 2,500
20 B7 ] RNase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 29.643913 29538963 0.114 1,250
il B8 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20.546368 29.538963 0.114 1,250
22 B9 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.421392 29.538963 0.114 1,250
] B10 I | RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 30557467 30687205 0.247 625
24 B11 O RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30.551837 30.657205 0.247 625
25 c1 ]
76 F] I~ 1 o
< >

C. V rozbalovaci nabidce Group By (Seskupit podle) zvolte Ct. Program seskupi
jamky podle hodnot Cr: nizké, sttedni, vysoké a neuréené. Ve vzorovém
experimentu jsou hodnoty Ct v pfedpokladaném rozsahu (>8 a <35).

[ View Plate Layout | View Well Table |

2C ! SelectWells With: |- Selecttem - »
[ snowinante v | croupey v | Expand All Callapsz Al
L
# Well Omit Flag Sample ... Target ... Task Dyes Cr CTMean CTsD Quantity Quantity ... Quantity |
Lowr (Cr less than 24) o
= Medivm (Cr from 24 to 30)
1 Ad 1 popt RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 28280773 28.260696 002 2772365 2,B07.509 34.422
& A5 " | popt RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 28241549  28.260696 002 2841162 2,807.509 34422
H AB O popt RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 28.250768 28.260686 0.02 2,808.998 2807509 34.422
4 AT O pop2 RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 27.241302 27200424 0036 5308388 5446654 121.319
& A O pop2 RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 2718564  27.200424 0036 5406287 5446654 121319
3 Ad " | pop2 RMase P T.. UNKNOWN FAM-TAMRA 27.174326 27.200424 0036 5535287 5446.654 121.319
7 A10 il RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.389278 26.281769 0.094 10,000
g A1l | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.213354 26.281769 0.094 10,000
g A12 O RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.242676 26.281769 0.094 10,000
10 B1 O RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2736778  27.277845 0.082 5,000
" B2 | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.25R842 27.277845 0.082 5,000
il B3 " | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.206913 27.277845 0.082 5,000
] B4 1 RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28325405 28.434366 0.228 2,500
14 BS | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28.28138  28.434366 0.228 2,500
5] BE I | RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 28 69632 28434366 0228 2,500
16 B7 a3 RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2964313  28.538963 0114 1,250
i Ba 1 RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.546368 29.538963 0114 1,250
18 B3 " | RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 29.421392 29.538963 0114 1,250
= High (Cr greater than 30)
18 B10 a RMase P T.. STAMDARD FAM-TAMRA 30557467 30687205 0.247 625
20 B11 O RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30551697 30.687205 0.247 625
21 B12 I | d RMase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30.982454 30.697205 0.247 625
= Undetermined
22 Al " | RMase P T... NTC FAM-TAMRA Undetermi...
2 A2 O RMase P T... NTC FAM-TAMRA Undetermi...
24 ( A3 I~ 1 RNasePT NTC FAM-TAMRA Lindetermi 5 o

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu =
Publikovani vysledkt

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivKy, seskupte jamky podle:

kanalyze . Replikatii — Program seskupi jamky replikatii: negativni kontroly, standardy a
vzorky. Shlédnéte vysledky ve sloupcich Quantity (MnozZstvi), abyste se ujistili,
Ze tyto hodnoty jsou obdobné. To je zndmka vysoké piesnosti.

* Vlajecek — Program seskupi jamky s a bez vlajecek. Vlajecky oznacuji, Ze program
v dané jamce hlasi chybu. Popis chybovych vlaje¢ek programu 7500 naleznete v ¢asti
“Zobrazeni vysledki kontroly kvality” na stran¢ 88.

* Cr-Crje PCR cyklus v némz fluorescence piekroci prah v amplifikacnim grafu
(tzv. prahovy cyklus). Zadouci je dosdhnout hodnoty Ct>8 a <35. Hodnota Ct <8
znamend, Ze v reakci je pfili§ mnoho templatu. Hodnota Ct>35 znamend, Ze v reakci
je piili§ mélo templatu; pro Ct>35 ocekdvejte vyssi hodnoty standardni odchylky.

) VI'CGI Vice informaci o tabulce vysledki ziskate v ndpovéde programu 7500 kliknutim na L7
informaci  pebo stiskem klavesy F1.

Publikovani vysledku

Vysledky experimenti 1ze publikovat nékolika zptisoby:
* Graf lze uloZit jako obrazek
* Graf lze vytisknout
* Vyobrazeni desticky lze vytisknout
» Lze vytvorit prezentaci na zdkladé vysledki experimentu
» Lze vytisknout zpravu s vysledky experimentu
* Data je mozné exportovat

Vice informaci o téchto moZnostech ziskate v ndpoveédé programu 7500 kliknutim
na @ nebo stiskem klavesy F1.

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Publikovani vysledki

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu H
Cést 5.2 Reseni problémti (je-li zapotiebi)

Cést 5.2 Redeni problém (je-li zapotrebi)

V této kapitole naleznete:

m Zobrazeni parametrll ANALYZY ........ccceeeveerieerieeriienieeie ettt 86
m Zobrazeni vysledkll Kontroly KVality........cccceviiriiiiiiiiieiieiesiesece e 88
m Vynechdni jamek Z analyzy.........ccoceiiiiiiiiiiniiniiiieiceceeeeee e 90
m Zobrazeni multikomponentniho grafu..........ccoceviiiiiiiiiiiiiieee, 92
m Zobrazeni hrubych dat..........ooceiiiiiiiiiiiii e 94

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu

Zobrazeni parametrt analyzy

Zobrazeni parametrd analyzy

experimentu  analyzy beze zmén.
Zobrazeni 1. V naviga¢nim panelu zvolte Analysis (Analyza).
parametru . e e .
analyzy 2. Kliknéte Analysis Settings (Parametry analyzy) ¢imz oteviete dialogové okno
Analysis Settings.
3. Ve vzorovém experimentu se v kazdé zaloZce pouziji predvolené parametry:
¢ Nastaveni Ct
* Nastaveni vlajecek (Flag Settings)
* Rozsitené moZnosti nastaveni (Advanced Settings)
L Analysis Settings for standard curve example experiment
[ C1 Settings | Flag Settings ] Advanced Settings ]
n Review the default settings for analysis oftargets in this experiment. To editthe default settings, click "Edit Default Settings.” To use T
different settings for a target, select the target from the table, deselect"Use Default Settings " then change the settings that are displayed.
Default C1 Settings
Default CT settings are used to calculate the CT for targets without custom settings. To editthe default settings, click "Edit Default Settings.”
Threshold: AUTO  Baseline Start Cycle: AUTO  Baseline End Cycle: AUTO | Edit Default Settings
Select a Target C1 Settings for RNase P TAMRA
Target Threshold Baseline Start Baseline End CTSettings to Use: Use Default Settings
RNase P TAMRA  |AUTO AUTO AUTO resh
[
] el
< ¥
| Revert to Default Analysis Settings | Apply Analysis Settings | ancel]
Poznamky

Dialogové okno Analysis Settings (Parametry analyzy) zobrazuje nastaveni parametri
analyzy pro prahovy cyklus (Cr), vlajecky a roz
prednastavené parametry vhodné pro vas experiment, miZete je v tomto dialogovém okné

zmeénit a experiment analyzovat znovu.

O vzorovém

v v

Sirene

7

Ve vzorovém experimentu standardni kiivky se pouZivaji pfednastavené parametry
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu =
Zobrazeni parametra analyzy

Doporuceni  Pokud neznite optimdlni nastaveni parametrQ pro va$ experiment, pouZijte parametry tak
k analyze jak jsou ptednastaveny v programu 7500. Pokud nejsou pfednastavené parametry vhodné
pro vas experiment, miZete zménit:

* Nastaveni Ct- V této zaloZce muZete rucn€ nastavit prah a pozadi. Pfi manudlnim
nastavovani doporucuje spolecnost Applied Biosystems:

Nastaveni Doporuceni

Prah Definujte prah tak aby:

+ Byl vy$Si nez pozadi.

* Nelezel ve fazi plat6 a linearni fazi amplifikacni kfivky.

» Lezel v exponencialni fazi amplifikacni kfivky.

Pozadi Zvolte pocate¢ni (Start Cycle) a kone¢ny cyklus (End Cycle) tak,

aby v takto definovaném rozsahu cyklt nedochazelo k vyraznému
narastu fluorescenéniho signalu.

» Nastaveni vlajecek (Flag Settings) — V této zaloZce miZete:
— Upravit citlivost nastaveni, coZ se projevi poctem jamek s vlajeCkami.
— Zménit vlajecky pouzivané programem 7500.

* Rozsifené moznosti nastaveni (Advanced Settings) — V této zdloZce miZete
nastavit rozsah pozadi jednotlivé pro kazdou jamku.

Vice Vice informaci o parametrech analyzy ziskdte v napovédé programu 7500 stiskem
informaci  klavesy F1 pfi otevieném okné& Analysis settings (Parametry analyzy).

Poznamky
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H Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni vysledku kontroly kvality

Zobrazeni vysledku kontroly kvality

Obrazovka QC Summary (Kontrola kvality) slouZi k zobrazeni seznamu chybovych
vlaje€ek veetné Cetnosti jejich vyskytu a umisténi

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni k¥ivky shlédnéte obrazovku kontroly kvality a
experimentu  zkontrolujte vyskyt vlajetek. Ve vzorovém experimentu je v jamce B12 hodnota Cr, kterd

se vyrazné lis{ od ostatnich technickych replikatii, coz vede k zobrazeni vlajecky
OUTLIERRG indikujici, Ze tato jamka je potencidlni odlehly bod.

Zobrazeni
vysledku
kontroly kvality

1. V naviga¢nim panelu zvolte Analysis > QC Summary (Analyza > Kontrola
kvality).

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

2. Shlédnéte vyobrazenou statistiku vlajecek. Ve vzorovém experimentu je jedna
jamka s vlajeckou

3. V tabulce Flag Details (Detailni tdaje o vlajeckach) shlédnéte ddaje ve sloupcich
Frequency (Cetnost) a Wells (Jamky), z nich? zjistite, které chybové vlajecky se
objevily ve vasem experimentu. Ve vzorovém experimentu je ve sloupci Frequency
(Cetnost) 1 pro vlaje¢ku OUTLIERRG.

Poznamka: 0 zobrazend ve sloupci Frequency (Cetnost) znaci, Ze v experimentu
neni Zadn4 vlajecka toho druhu.

4. (Volitelné) Kliknutim do fadky vlajecky OUTLIERRG zobrazite detailni informace
o dané vlajecce.

Flag Summary

Total Wells: 96 | Processed Wells: 24 Manually Omitted Wells: 0 | Targets Used 1
Wells SetUp 24 | Flagged Wells: L Analysis Omitted Wells 0 | Samples Used: 12 ‘
L 2
5
Flag: Mame Frequency Wells
4 MPNC lAmnplification in negative contral 0
BADROX Bad passive reference signal 0
OFFSCALE Fluorescence is offscale 0
HIGHSD High standard deviation in replicate aroup 0
NOAMP Mo amplification 0
MNOISE Moise higher than others in plate 0
SPIKE Moise spikes 0
MOSIGMAL Mo signal in well 0
OUTLIERRG, Qutlierin replicate group 1 B12
EXPFAIL Exponential algorithm failed 0
BLFAIL Baseline algarithm failed 0
THOLDFAIL [Threshaolding algorithm failed 0
CTFAIL Cr algarithm failed 0

Flag: OUTLIERRG—0Outlier in replicate group

Flag Detail: The C1 deviates significantly from CT values in the associated
replicate group

Flagged Wells: B12
View OUTLIERRG Troubleshaating Infarmation

Poznamky
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu =
Zobrazeni vysledku kontroly kvality

Viajecky V piipadé experimentl standardni kfivky se mohou zobrazit niZe uvedené vlajecky.

Pokud se vlajecka v experimentu nezobrazi, je Cetnost jejtho vyskytu 0. Je-li ¢etnost
vyskytu >0, znamena to, Ze se v experimentu objevila chyba symbolizovana touto
chybovou vlajeckou; ve sloupci Well (Jamka) je informace o tom, v které jamce se chyba

vyskytla.
Vlajecka Popis

AMPNC Amplifikace v negativni kontrole

BADROX Spatny signal pasivni reference

BLFAIL Selhani stanoveni pozadi

CTFAIL Selhani stanoveni Ct

EXPFAIL Selhani stanoveni exponencialni faze amplifikace

HIGHSD Vysoké standardni odchylka v ramci skupiny
replikatd

MTP Vice pikd s rGznou Tm
Poznamka: Pouze je-li soucasti experimentu
kfivka tani.

NOAMP Zadna amplifikace

NOISE Vys§8i Sum nez v jinych jamkach

NOSIGNAL Zadny signal v jamce

OFFSCALE P¥ili$ silny fluorescenéni signal

OUTLIERRG Odlehly bod ve skupiné replikat

SPIKE Vykyvy Sumu

THOLDFAIL Selhani stanoveni prahu

Doporuéem’ Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky:
kanalyze  « Kiikn&te na kaZdou vlajecku v tabulce Flag Details (Detailn{ tdaje o vlajeckdch)

v\ s

s vyssi frekvenci nez 0, ¢imZ zobrazite detailni informace o vlajecce. Je-li
zapotiebi, kliknéte na odkaz k feSeni problému.

» Nastaveni vlajecek miiZzete ménit:
— Upravte citlivost nastaveni, coZ se projevi poc¢tem jamek s vlajeckami.
— Zménte vlajeCky pouzivané programem 7500.

Vice Vice informaci o obrazovce kontroly kvality a nastaveni vlajecek ziskdte v napovéde
informaci  programu 7500 kliknutim na @) nebo stiskem kldvesy F1.

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Vynechani jamek z analyzy

Vynechani jamek z analyzy

V disledku experimentdlnich chyb je mozZné, Ze v nékterych jamkach dojde k nedostate¢né

nebo viibec zadné amplifikaci. V takovych jamkach namétite hodnoty Cr, které se vyrazné
li$1 od priiméru dané skupiny replikatti. Pokud by tyto vysledky byly zahrnuty do vypoctu,
dojde k jejich zkresleni; proto pro zvySeni pfesnosti je zapotiebi tyto tzv. odlehlé body
vynechat z analyzy.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni k¥ivky je jamka B12 oznaéena jako potencidlni
experimentu  odlehly bod.

Vynechani jamek 1. V navigaénim panelu zvolte Analysis > Amplification Plot (Analyza >
Amplifikacni graf).

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny Zddné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).
2. Na obrazovce Amplification Plot (Amplifika¢ni graf) zvolte z rozbalovaci nabidky
Plot Type (Typ grafu) Ct vs Well.
3. Zvolte zdloZku View Well Table (Zobrazit tabulku jamek).
4. V tabulce jamek:

a. Zrozbalovaci nabidky Group By (Seskupit podle) zvolte Replicate (Replikat).

b. Hledejte odlehlé body ve skupinach replikati (musi byt oznaceny vlajeckou). Ive
vzorovém experimentu program 7500 oznacil jamku B12 jako potencidln{

odlehly bod.
3
View Plate Layout | View Well Table ]
4a ‘ SelectWells With: |- Selectltem -
| Show in Table ¥ | Group By ¥ | | !El Expand All | @Collapse All |
t
# | Well Omit Flag Sample .. | TargetN.. | Task Dyes Cr CtMean CrsSD Quantity Quantity .. Quantity ..
=l RNase P TAMRA - NTC £
1 Al O] RNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
2 A2 ] RNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
3 A3 i RNase P T.. NTC FAM-TAMRA Undetermi...
=l RNase P TAMRA - STANDARD - 10000.0
4 A0 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26389278 26.281769 0.004 10,000
5 Al - RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26213354 26.281769 0.004 10,000
6 A12 ] RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 26.242676 26281769 0.094 10,000
=l RNase P TAMRA - STANDARL - 1250.0
7 B7 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2964913  29.538963 0114 1,250
8 BB O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20546368 29.538863 0114 1,250
9 B9 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 20421392 29.538963 0114 1,250
= RNase P TAMRA - STANCARD - 2500.0
10 B4 " RMNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 28325405 28.434366 0.228 2,500
11 B5 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2828138  28.434366 0.228 2,500
12 B6 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 2869632 28434366 0.228 2,500
= RNase P TAMRA - STANDARL - 50000
13 B1 - RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.36778  27.277845 0.082 5,000
14 B2 " RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.258842 27.277845 0.082 5,000
15 B3 O RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 27.206913 27.277845 0.082 5,000
= RMNase P TAMRA - STANDARD - 625.0
5 16 B10 I | RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30557467 30697205 0.247 625
17 Bi1 ] RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30551697 30697205 0.247 625
18 B12 ['] 1 RNase P T.. STANDARD FAM-TAMRA 30.982454 30697205 0.247 625
= popl - RNase P TAMRA - UNKNCOWN

Poznamky
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Doporuceni
k analyze

Vice
informaci

Poznamky

Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Vynechani jamek z analyzy

5. Ve sloupci Omit (Vynechat) oznaéte pole u jamky s vlajeckou, tim danou jamku
vytadite z analyzy.

6. Kliknéte Analyze (Analyzovat) abyste znovu analyzovali vysledky experimentu bez
odstranéného odlehlého bodu.

7. Zkontrolujte vysledky po odstranéni odlehlého bodu:

a. V naviga¢nim panelu zvolte Analysis > Standard Curve (Analyza >
Standardni kfivka).

b. Zobrazte vSech 96 jamek kliknutim do levého horniho rohu vyobrazeni
desticky.

¢. V rozbalovaci nabidce Target (Cilova sekvence) zvolte All (VSechny).

d. V rozbalovaci nabidce (Barva grafu) zvolte Default (Prednastavena).

8. Shlédnéte hodnoty zobrazené pod standardni kiivkou. Ve vzorovém experimentu jsou
zobrazené hodnoty pro cilovou sekvenci RNdza P v pfijatelném rozsahu:

— Sklon je -3.614.
— Hodnota R?je 0.993.
— Uginnost amplifikace (Eff%) je 89.118%.

Analyzujete-li vlastni experiment standardni kfivky, zkontrolujte pfitomnost odlehlych
bodt ve skupindch replikatl. Je-li zapotiebi, odstrante odlehlé body ru¢né pomoci tabulky
jamek.

Vice informaci o vynechéni jamek z analyzy ziskéte v ndpovédé programu 7500

kliknutim na € nebo stiskem klavesy F1. Postupujte takto:

1. Kliknéte na zdlozku Search (Hledat).
2. Zadejte omit well (vynechat jamku).
3. Kliknéte List Topics (Zobrazit vysledky).

4. Dvakrat kliknéte na zvoleny vysledek hledani.
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Zobrazeni multikomponentniho grafu

Zobrazeni multikomponentniho grafu

Multikomponentni graf (Multicomponent Plot) zobrazuje ptispévek kazdé barvy
k celkovému spektralnimu signélu ve zvolené jamce béhem PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni k¥ivky shlédnéte v zobrazeni multikomponentniho
experimentu  grafu:

Zobrazeni
multikomponentniho
grafu

Poznamky

.V naviga¢nim panelu zvolte Analysis >

signdl barvy ROXm™ (pasivni reference)
signél barvy FAMm™ (reportér)

vykyvy a ndhlé zmény

amplifikaci v jamkach negativnich kontrol

| Multicomponent Plot
(Multikomponentni graf).

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny Zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

Zobrazte postupné jamky s nezndmymi vzorky a standardy:
a. Kliknéte View Plate Layout (Zobrazeni desticky).

b. Zvolte jednu jamku ve vyobrazeni desti¢ky, data z dané jamky jsou vyobrazena
v multikomponentnim grafu.

Poznamka: Zvolite-li vice jamek, obrazovka Multicomponent Plot zobrazi
data pro vSechny zvolené jamky najednou.

Z rozbalovaci nabidky Plot Color (Barva grafu) zvolte Dye (Barva fluoroforu).

Kliknéte -~ Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu - pfednastaveno).
Poznamka: Toto tlacitko je prepinaci. Je-li legenda zobrazena, tlaitko ziskd funkci

Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).

Ovéite signdl ROX. Ve vzorovém experimentu je signdl ROX konstantn{
béhem celé PCR, coZ je v poradku.
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu ﬂ
Zobrazeni multikomponentniho grafu

6. Ovéite signdl FAM. Ve vzorovém experimentu signdl FAM béhem PCR roste,
coz je znamka normdlni amplifikace.

Plot Setti > Select Wells With: - Selecttem - v/ [ Solc o |
| [0 showinwells ¥ View Legend |
Save current settings as the default
y B, 2 1= 1 2 | 3 | 4 | & | 6| 7 | 8 | @ |10 11 | 12
4 = [2 3] a]s[e[7]s[a]
Mu'ticompo"ent Plot . IIIII uuuiii
4,500,000
4,000,000 B
1
3,500,000 2b
c
3,000,000
. -
g 2,500,000 D
@
2
= 2,000,000 -
]
o
1,500,000 E
6 F
R
o
0 2 4 8 B W 12 14 16 1@ 20 2 24 XN A N D M ¥ ¥ 40 L G
Cycle ||
Leged H
M RO [ TAMRA I FAM
wells: [l 6 Unknown [5] 15 Standard [1]3 Negative Control 72 Empty
v - e . vy - . L .
7. Zvolte postupné jamky s negativnimi kontrolami a ovéfte, Ze v nich nedochazi
. e . . . e . . .,
k amplifikaci. Ve vzorovém experimentu k amplifikaci v jamkéach negativnich
L .
kontrol nedochdzi.
Multicomponent Plot <| View Plate Layout I View Well Table ]
Plot Settings > Select Wells With: |Target | |- selectitem- v
Piot Color Dye g ‘ ’ —r
— Show in Wells ¥ | 5 J
Bl & I : ' '
i 2 | 3 | 4 | 5 | &
Multicomponent Plot ~
bl [ Riiase P |[2] Ritase P[] RNase P SREN;sE g;'a“ :E";
350,000 [} b
CT: Undete. |CT: Undete.. CT: Undete Cro8gs | Crogad | Gr28.
325,000
300,000 i 1] 1]
ART Rhase... [ Riase.. [ ruase.. [E] Rhase.. [E] riase.. |[E] ru:
250,000 Y =T 1E4 1E4 5E3 5E3
3 225000 : Cr2793 CT2687 |CT2683 CT.2687 |CT27.84 |CT.2T.
& 200,000
5 175,000
el P El ruase... [E] Riase... Rhase.. [ Rhase... [E] Ruase.. [E] Riz
il - |25E3 2.5E3 12563 12563 .[125E3 625
3 [ Cr2901 CT2897 |CT2094 CT. 2097 (CT 3005 |CT 3l
Tow|
7 76,006 — - d
50,000
25,000 D
DO 2 4 & a8 012 14 18 8 20 2 N N M N B W ® =B 4 &«
Cycle ||
Legend 3
{- rox [ Fam < | 35
wells: [[]6 Unknown [5]] 15 Standard [] 3 Negative Contral 24 Empty
Poznamky
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= Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu

Zobrazeni hrubych dat

Doporucéeni

k analyze

Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte:

* Pasivni referenci — Fluorescence pasivni reference by méla byt béhem celé PCR
viceméné konstantni.

* Reportér — Signal reportérové barvy by mél byt nejprve plochy, coZ odpovida
pozadi (baseline), a nasledné by mélo dojit k prudkému nartstu fluorescenéniho
signélu, coZ je zndmka amplifikace.

* Nepravidelnosti signdlu — Fluorescen¢ni signdl by nemél vykazovat Zaddné
nepravidelnosti (Zddné n4hlé zmény, piky apod.).

* Negativni kontroly — V jamkdach negativnich kontrol by nemélo dochazet
k amplifikaci.

Vice Vice informaci o multikomponentnim grafu ziskate v napovéd& programu 7500 kliknutim
informaci  na @ nebo stiskem klavesy F1.

Zobrazeni hrubych dat

Obrazovka Raw Data Plot (Hrub4a data) zobrazuje fluorescencni signdl (nenormalizovany)
v kazdém optickém filtru pro zvolené jamky a béhem celé real-time PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kfivky shlédnéte hrubd data — mélo by dochdzet
experimentu  k stabilnimu ndrdstu signdlu (Zddné ndhl€ zmény) v daném filtru.

Zobrazeni
hrubych dat

Poznamky

1. V naviga¢nim panelu zvolte Analysis > Raw Data Plot (Analyza > Hrub4 data).

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).

V grafu hrubych dat (Raw Data Plot) zobrazte vSechny jamky desticky — kliknéte do
levého horniho rohu ve vyobrazeni desticky v zdloZce View Plate Layout.

Kliknéte -~ Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu - pfednastaveno).

Poznamka: Toto tlacitko je prepinaci. Je-li legenda zobrazena, tladitko ziskd funkci
Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).

Legenda zndzorfiuje barvy pro jednotlivé fadky desticky. V piikladu
niZe je fddka A Cervend, fddka B Zlutozelend, fddka C zelen4 atd.

Kliknéte a tdhnéte pocitadlem cyklt (Show Cycle) od cyklu 1 po cyklus 40. Ve
vzorovém experimentu dochazi ke stabilnimu nértstu signélu ve filtru 1, ktery
odpovida filtru pro barvu FAMm.
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu ﬂ
Zobrazeni hrubych dat

Raw Data Plot

Raw Data Plot

4,500,000
4,000,000
3,500,000
3.000.000 [

# 2500000 [, %

2

=1

£ 2000000
1,500,000

1,000,000

500,000

o

Filter

Lot

A e Bc WD MWE HF Hc HH

Options

Show Cycle 40 nl 4
S T T e ¥
1 10 20 30 40

1

Filtry:
Filtr 1 2 3 4 5
« FAM™ « JOE™ « TAMRA™ « ROX™ Cy5®
Barva @+ SYBR®Green | + VIC® « NED™ + Texas Red®
+ Cy3®

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte v kazdém filtru:

kanalyze . Charakteristicky ndrtist signalu

* ZA4dné nahlé zmény

. VI'CGI Vice informaci o hrubych datech ziskate v napovéde programu 7500 kliknutim na L?)
informaci  pebo stiskem kldvesy F1.

Poznamky
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ﬂ Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni hrubych dat

Poznamky
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Priloha A

Jiné zpusoby zadani experimentu

V této piiloze naleznete

m Pokrocilé zadani eXperimentu.........c..ccoueiiiiiieiiiiinienie et 98
B RYCHIE SPUSIENT.....oiiiiiiiiiiii et et 100
B Zadani pomocT tEMPIALU ....cc.eiviiiiiiiieiee e 102
B Zadani pomoci eXpOrtu/IMPOTTU .......eevueieriiierieeeiieeniteeeieeeiteeerteesieeesbeeesieeesneeens 104

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

Poznamky
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PP Piiloha A Jiné zplisoby zadani experimentu
Pokrocilé zadani experimentu

Pokrocilé zadani experimentu

Vytvorite-li experiment pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani), mizete jej
zadat podle vlastniho navrhu.

1. Dvakrat kliknéte na ikonu g (program 7500) nebo zvolte Start > All Programs >
Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je sou€asnd verze programu 7500.

2. Na vychozi obrazovce kliknéte na Advanced Setup (Pokrocilé zadani).

Poznamka: Nevidite-1i ikonu Advanced Setup, kliknéte na Sipku pod
Priivodcem zaddnim (Design Wizard).

3. Zadejte novy experiment:

a. Kliknéte na zéloZzku Experiment Properties (Vlastnosti experimentu -
pfedvoleno), zadejte ndzev experimentu, poté definujte jeho vlastnosti.

b. Kliknéte na zalozku Plate Setup (Zadani desticky):

Typ experimentu Krok
Genotypovani Definujte SNP eseje a urcete, v kterych jamkéach desticky
jsou.
Ostatni experimenty Definujte cilové sekvence a urcete, v kterych jamkéach
desticky jsou.

c. Kliknéte na Add Biological Group (Zadejte skupiny biologickych replikati)
chcete-li definovat biologické replikaty, a urcete, v kterych jamkdch desticky
jsou vzorky ndaleZejici do dané skupiny.

d. Kliknéte Run Method (Zadéni béhu), zkontrolujte a upravte objem reakce
a teplotni profil podle potieby.

e. Kliknéte na Reaction Setup (Sesazeni reakce), zkontrolujte a upravte
soucasti reakce a vypocitané objemy reagencii.

f. (Volitelné) Kliknéte na Materials List (Potfebny material), zkontrolujte a
objednejte seznam materidlu potfebného k piipravé desticky s reakcemi.

Poznamky
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Pokrocilé zadani experimentu

4. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni kfivka PFiprava templatu.
Standardni kfivka Redéni vzorkad. e
Priprava fedici fady standardu.
Pfiprava mastermixu.

PFiprava desticky s reakcemi.

Komparativni Ct Pfiprava templatu.

Redéni vzorka.

Genotypovani
Pfiprava mastermixu.

PFiprava desticky s reakcemi.

oo oo 0o 0o

Pritomnost/Nepfitomnost

5. Provedeni experimentu:

DULEZITE! Providite-li na systému 7500/7500 Fast béh, nezaddvejte dalsi
experimenty, neprovadéjte idrzbu, neumoZnéte spusténi antivirového programu
na pocitaci ¢i prechod pocitace do rezimu spanku. Provadéni téchto krokd muize
zpusobit problémy pfi sniman{ dat z béhu.

a. VloZeni desticky do pfistroje.

b. Spusténi béhu

o

. (Volitelné) Sledovani pribéhu behu.

o

. Vyjmuti destic¢ky z pfistroje.
6. Analyza dat:
a. Oteviete experiment v programu 7500.
b. V naviga¢nim panelu kliknéte Analysis (Analyza).

Nejsou-li data analyzovéna, kliknéte Analyze (Analyzovat).

13

d. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledki analyzy (napiiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledk kontroly kvality).

Poznamky
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Rychlé spusteni

Rychlé spusténi

Zadate-li experiment pomoci funkce QuickStart (Rychlé spusténi), muzZete reakce
spustit aniZ o nich zadate informace.

1. Ptipravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni kfivka a. Priprava templatu.

Standardni kfivka b. Redéni vzorka. o
c. Priprava fedici fady standardd.
d. Priprava mastermixu.
e. Prfiprava desticky s reakcemi.

Komparativni Ct a. PFiprava templatu.

. b. Redéni vzorka.
Genotypovani
= = . Priprava mastermixu.
Pfitomnost/Nepfitomnost d. Pfiprava desticky s reakcemi.

2. Spustte experiment pomoci funkce QuickStart (Rychlé spusténi):
a. Dvakrat kliknéte na ikonu ; (program 7500 software) nebo zvolte Start >

All Programs > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je sou€asnd verze programu 7500.

b. Na vychozi obrazovce kliknéte na Q QuickStart (Rychlé spusténi).

c. Kliknéte na zdlozku Experiment Properties (Vlastnosti experimentu -
pfedvoleno), zadejte ndzev experimentu, poté definujte jeho vlastnosti.

d. Kliknéte na zalozku Run Method (B&h), zkontrolujte a upravte objem reakce
a teplotni profil podle potieby.

3. Provedeni experimentu:

DULEZITE! Provadite-li na systému 7500/7500 Fast béh, nezaddvejte dalsi
experimenty, neprovadéjte udrzbu, neumoznéte spusténi antivirového programu
na pocitaci ¢i prechod pocitace do rezimu spanku. Provadéni téchto krokd muize
zpusobit problémy pfti snimani dat z béhu.

a. VlozZeni destiC¢ky do piistroje.
b. Spusténi béhu
c. (Volitelné) Sledovani prubéhu béhu.

d. Vyjmuti desti¢ky z pfistroje.

Poznamky
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Rychlé spusteni
4. V programu 7500 definujte reak¢ni desticku:
Typ experimentu Krok
Genotypovani Definujte SNP eseje a urcete, v kterych

jamkach desticky jsou.

Ostatni experimenty Definujte cilové sekvence a urcete,
v kterych jamkach desticky jsou.

5. Analyza dat:
. Oteviete experiment v programu 7500.

a
b. V navigacnim panelu kliknéte Analysis (Analyza).

13

Nejsou-li data analyzovana, kliknéte Analyze (Analyzovat).

d. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledkd analyzy (naptiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledki kontroly kvality).

Poznamky
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Pfiloha A Jiné zplisoby zadani experimentu
Zadani pomoci templatu

Zadani pomoci templatu

Vytvoreni
templatu

Zadani
experimentu
pomoci templatu

Poznamky

Pro vytvoreni nového experimentu lze pouZzit templat. Templaty vyuZijete, pokud
chcete zadat hodné experimenti s totoZnym zadanim.

1. Dvakrét kliknéte na ikonu g (program 7500 software) nebo zvolte Start > All

Programs > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je sou€asnd verze programu 7500.

. Otevrete jiZ existujici experiment nebo vytvoite novy.

Poznadmka: Novy experiment miZete vytvorit pomoci Pritvodce zaddnim (Design
Wizard - viz Kapitola 2) nebo funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani - viz
strana 98).

. Zvolte File > Save As Template (Soubor > Ulozit jako templat).
. Zadejte nazev souboru a zvolte, kam jej chcete ulozit, poté kliknéte Save (UloZit).

. Klikngte = Close (Zaviit).

. Na vychozi obrazovce kliknéte na Template (Templat).

Poznédmka: Nevidite-li ikonu Template, kliknéte na Sipku pod Priivodcem zadanim
(Design Wizard).

. Zvolte templat, ktery jste vytvorili v krocich 1 az 5 vySe, poté kliknéte Open

(Oteviit). Na zdklad€ zadani v templdtu budou definovany parametry nového
experimentu:

» Experiment properties (Vlastnosti experimentu)
* Plate setup (Zadani desticky)

¢ Run method (Zadani béhu)

» Reaction setup (Sesazeni reakci)

. (Volitelné) Chcete-li parametry experimentu upravit, pouZijte funkci Advanced Setup

(Pokrocilé zadani - viz strana 98).

. Kliknéte = Save (Ulozit), zadejte nazev souboru, poté kliknéte Save (UloZit).
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Zadani pomoci templatu

5. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni kfivka PFiprava templatu.
Redéni vzorka.

Pfiprava fedici fady standard(.

Standardni kfivka

Pfiprava mastermixu.
PFiprava desticky s reakcemi.

Komparativni Ct Pfiprava templatu.

Redéni vzorka.

Genotypovani
Pfiprava mastermixu.

Pfitomnost/Nepfitomnost Priprava desti¢ky s reakcemi.

oo oo 0o 0o

6. Provedeni experimentu:

DULEZITE! Provadite-li na systému 7500/7500 Fast béh, nezaddvejte dalsi
experimenty, neprovad¢jte idrZzbu, neumoZnéte spusténi antivirového programu na
pocitaci ¢i pfechod pocitace do rezimu spanku. Provadéni téchto krokl muze
zpusobit problémy pfi sniman{ dat z béhu.

Provedeni experimentu:
a. VloZeni desticky do pfistroje.
b. Spusténi béhu
. (Volitelné) Sledovani prubéhu béhu.

o

d. Vyjmuti desti¢ky z pfistroje.
7. Analyza dat:
a. Otevrete experiment v programu 7500.
b. V naviga¢nim panelu kliknéte Analysis (Analyza).
c. Nejsou-li data analyzovéna, kliknéte Analyze (Analyzovat).

d. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledki analyzy (napiiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledki kontroly kvality).

Poznamky
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Zadani pomoci exportu/importu

Zadani pomoci exportu/importu

Export zadani

Zadani
experimentu na
zakladé
importovaného
souboru

Poznamky

Funkci zadani pomoci exportu/importu vyuZijete pro zadani nového experimentu na
zaklad¢ zadani exportovaného z jiného experimentu. Exportuji/importuji se pouze udaje
o reakéni desticce.

1. Dvakrét kliknéte na ikonu g (program 7500 software) nebo zvolte Start > All
Programs > Applied Biosystems > 7500 Software <ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu 7500.

2. Otevfete jiZ existujici experiment nebo vytvoite novy

Poznamka: Novy experiment mlzZete vytvofit pomoci Privodce zadanim (Design
Wizard - viz Kapitola 2) nebo funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadén{ - viz
strana 98).

3. Zvolte File > Export (Soubor > Exportovat).

4. Zvolte zdloZku Export Properties (Parametry exportu - pfednastaveno), poté:
a. Zvolte Setup (Zadani).
b. Z rozbalovaci nabidky zvolte One File (Jeden soubor).
c. Zadejte nazev exportovaného souboru a zvolte, kam jej chcete uloZit.

d. Z rozbalovaci nabidky File Type (Typ souboru) zvolte E) (*.txt).

DULEZITE! Soubory typu *.xml nelze exportovat.

5. (Volitelné) Kliknéte na zdlozku Customize Export (Dalsi parametry exportu),
nastavte dle potieby.

6. Kliknéte Start Export (Exportovat).

7. Na vyzvu kliknéte Close Export Tool (Konec exportu).

Chcete-li definovat parametry desticky ve vaSem experimentu, miZete zadani importovat
z difve exportovaného textového souboru (*.txt).

DULEZITE! Ujistéte se, Ze exportovany textovy soubor obsahuje pouze tidaje o zadan{
desticky, a Ze se jednd o experiment shodného typu.

1. Importujte zadani desticky z exportovaného textového souboru:

a. Pomoci tabulkového editoru (napt. Microsoft® Excel) oteviete exportovany textovy
soubor.

b. Upravte soubor dle potieby. Poté jej uloZte jako soubor formétu txt (data oddélena
tabelatorem).
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Zadani pomoci exportu/importu

c. Na vychozi obrazovce kliknéte na Advanced Setup (Pokrocilé zadani).

Poznadmka: Nevidite-1i ikonu Advanced Setup, kliknéte na Sipku pod
Priivodcem zadanim (Design Wizard).

d. Oteviete jiz existujici experiment nebo vytvoite novy.
e. Zvolte File > Import (Soubor > Importovat).
f. Kliknéte Browse, vyhledejte textovy soubor (*.txt), poté kliknéte Select.

g. Kliknéte Start Import (Importovat). Zadéni je z exportovaného textového
souboru importovano do otevieného experimentu.

Poznadmka: Pokud v4$ experiment jiZ obsahuje zadani, program vds vyzve,
zda si prejete toto zaddni nahradit zaddnim z textového souboru. Kliknéte Yes
(Ano) a zadéani bude nahrazeno.

2. Pouzijte funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadani) pro ukonéeni zadani vaseho
experimentu (viz strana 98).

3. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Pfiprava templatu.
Redéni vzorkd.
Ptiprava fedici fady standardi.

Relativni standardni kfivka

Standardni kfivka

Pfiprava mastermixu.
Ptiprava desticky s reakcemi.

Pfiprava templatu.
Redénf vzorka.

Komparativni Ct

Genotypovani

Pfiprava mastermixu.
Ptiprava desticky s reakcemi.

a0 T 0o OO0

Pritomnost/Nepfitomnost

4. Provedeni experimentu:

DULEZITE! Provadite-li na systému 7500/7500 Fast béh, nezaddvejte dalsi
experimenty, neprovad¢jte idrZzbu, neumoZnéte spusténi antivirového programu na
pocitaci ¢i pfechod pocitace do rezimu spanku. Provadéni téchto krok muze
zpusobit problémy pfi sniman{ dat z béhu.

a. VloZeni desticky do pfistroje.
b. Spusténi béhu
c. (Volitelné) Sledovani prubéhu béhu.

d. Vyjmuti desti¢ky z ptistroje.

Poznamky
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Poznamky

Pfiloha A Jiné zplisoby zadani experimentu
Zadani pomoci exportu/importu

5. Analyza dat:
a. Otevrete experiment v programu 7500.
b. V navigaénim panelu kliknéte Analysis (Analyza).
c. Nejsou-li data analyzovéna, kliknéte Analyze (Analyzovat).

d. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledkt analyzy (napiiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledki kontroly kvality).
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Advanced Setup
(Pokrocilé zadani)

AlF
alela

amplifikace

amplifikaéni graf

amplikon

AutoDelta

automatické Ct

Terminologicky slovnik

Funkce programu 7500, kterd umoZiiuje zaddni experimentu podle vasi
potieby. Poskytuje maximadlni flexibilitu v ndvrhu a zadani experimentu.

Viz soubor informaci o eseji (AIF).

Jakakoliv sekvenc¢ni varianta genu, kterd se vyskytuje v populaci.

N s

ZmnoZeni cilového useku pomoci PCR. Pfi kvantifikaci se mé&f{ fluorescence v
prubéhu amplifikace a vysledky méfeni se pouziji pro vypocet vysledkt. Pii
genotypovani nebo u experimentd typu Ano/Ne 1ze fluorescen¢ni data namétend
béhem amplifikace pouzit pii feSeni problémul.

Zobrazeni dat z beéhit PCR v redlném case. L.ze zobrazit jako:

» Zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy po odecteni pozadi (ARn)
na poctu cykli PCR

» Zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy (Rn) na poctu cykla PCR

» Zavislost prahového cyklu (Ct) na jamce

Cast DNA amplifikovand pomoci PCR.

Funkce umoziujici zvySovani/snizovani teploty a/nebo zkracovani/prodluZzovani
doby inkubace v kazdém dal$im cyklu PCR. Je-li funkce AutoDelta zapnuta,
poznéte to podle ikony v teplotnim profilu:

 AutoDelta zapnuto: *
 AutoDelta vypnuto: *

Nastaveni parametrii analyzy, kdy program automaticky stanovi rozsah cykld pro
vypocet fluorescence pozadi a vypocita hodnotu prahu (threshold). Nasledné stanovi
hodnoty prahového cyklu (Cr). Viz téZ prahovy cyklus (CT).

automatické nastaveni pozadi (baseline)

Nastaveni parametrii analyzy, kdy program automaticky stanovi rozsah cykld pro
vypocet fluorescence pozadi. Automatické nastaveni pozadi lze pouZit pro vybrané

jamky destic¢ky. Viz téZ pozadi (baseline).

barva cilové sekvence

barva ROXm

V programu 7500 se jednd o barvu, jiZ je oznacena cilova sekvence, a ktera je
pouZita k jeji identifikaci ve vyobrazeni desticky a v amplifika¢nim grafu.

Barva doddvana spolecnosti Applied Biosystems, systémy 7500 a 7500 Fast jsou pro
pouZiti této barvy prekalibrovany. Barva ROX se pouziva jako pasivni reference.
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biologické replikaty Reakce obsahujici identické slozky a objemy, ale provadéné za pouziti riznych
vzorkl shodného biologického piivodu (napt. vzorky ze tif riznych mysi téhoz
kmene nebo samostatné reakce provadeéné za pouziti riznych izolatl z téZe bunécné
linie nebo vzorku tkané¢).

Viz té7 technické replikaty.

bod Jeden standard ve standardni kiivce. Mnozstvi daného standardu ve standardni
kiivce se pocitd na zdklad€ vychoziho mnoZstvi a sériového faktoru.

cilova sekvence (target) Sekvence, kterou chcete amplifikovat a detekovat
Cr Viz prahovy cyklus (CT).

¢teni post-PCR Pouziva se pfi genotypovani a experimentech typu Ano/Ne, jedna se o fazi sbéru dat
po amplifikaci. Pfi genotypovani jsou data ziskana pfi ¢teni post-PCR zobrazena v
grafu alelické diskriminace a pouZita pro odecty alel. Pfi provadéni experimentt
typu Ano/Ne jsou data ziskand pfi Cteni post-PCR zobrazena v grafu typu Ano/Ne a
pouZzivédna k odectu vysledka.

¢teni pre-PCR Pouziva se pfi genotypovani a experimentech typu Ano/Ne, jedna se o fazi sbéru dat
pted amplifikaci. Jedn4 se o nepovinnou soucdst sbéru dat, nicméné doporucenou.
Fluorescen¢ni data ziskand b&hem cteni pre-PCR lze pouZit pro normalizaci
fluorescence naméiené post-PCR.

delta Rn (ARn) Viz normalizovany signél reportérové barvy po odeéteni pozadi (DRn).

derivace signalu reportéroveé barvy (-Rn”)
Zaporna hodnota prvni derivace normalizovaného signélu reportérové barvy béhem
amplifikace PCR. V grafu zavislosti —-Rn” na teploté (kfivka tan{) se zobrazuje na ose

y.
disociacni kfivka ~ Viz kiivka tani.
EFF% Viz G¢innost amplifikace (EFF%).

endogenni kontrola
Detektor pro gen relativng stabiln€ exprimovany ve vSech analyzovanych vzorcich.
Endogenni kontrola se pouziva pro normalizaci fluorescen¢niho signalu cilového
amplikonu pfi kvantifikaci metodou relativni standardni kfivky a komparativni Ct
(AACT) metodou. Jako endogenni kontrolu 1ze pouZit tzv. housekeepingové

299

(“provozni”) geny. Viz téz housekeepingové (“provozni’) geny.

endpoint ¢teni Viz post-PCR &ten.

esej Smés obsahujici primery pro amplifikaci cilové sekvence a reagencie pro detekci
amplifikované molekuly.
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eseje na objednavku (made-to-order)
Eseje pro kvantifikaci genové exprese (TagMane Gene Expression Assays) a
genotypovani (TagMane SNP Genotyping Assays) vyrdbéné v okamZiku
objednavky. Odesilany jsou pouze eseje spliiujici parametry kontroly jakosti.

eseje skladem (inventoried)
Eseje pro kvantifikaci genové exprese (TagMane Gene Expression Assays) a
genotypovani (TagMan® SNP Genotyping Assays), které jiz byly vyrobeny, splnily
parametry kontroly jakosti a jsou k dispozici skladem.

experiment Oznaceni celého procesu provedeni b&hu na piistroji 7500 nebo 7500 Fast, zahrnuje
zadani, vlastni b¢h a analyzu. Na pfistrojich 7500 a 7500 Fast Ize provadét
nasledujici typy experimentu:

» Kvantifikace — standardni kiivka

» Kbvantifikace - relative standard curve

» Kvantifikace - komparativni Ct (AACT)
* Kiivka tani

* Genotypovani

» Pfitomnost/Nepiitomnost (Ano/Ne)

faze (stage) Skupina jednoho nebo vice kroki v teplotnim profilu. Existuji tfi rizné faze:
inkubace (holding stage, v€etné ¢teni pre-PCR a ¢&teni post-PCR), cyklovéni (téz tzv.
faze amplifikace) a faze kiivky tani.

faze amplifikace (amplification stage)
Cast béhu piistroje kdy dochdzi k amplifikaci cilové sekvence. V ramci teplotniho
profilu reakce sestdva z krokti denaturace, annealingu primerti a polymerizace, které
jsou cyklicky opakovany.

P1i kvantifikaci se méfi fluorescence v priubéhu amplifikace a vysledky méfeni se
pouZiji pro vypocet vysledkd. Pfi genotypovani nebo u experimentt typu Ano/Ne lze
fluorescencni data namefend béhem amplifikace pouZzit pii feSeni problému. Viz téz
faze cyklovani.

faze cyklovani (cycling stage)
Opakovani v rdmci teplotniho profilu. TéZ nazyvéana faze amplifikace. Pro fazi
cyklovani miZete pouzit funkci AutoDelta. Viz téz faze amplifikace.

faze kfivky tani (melt curve stage)
Féze teplotniho profilu kdy dochdzi k pomalému zvySovéni teploty, aby mohla byt
vytvofena kiivka tani.

forward primer Oligonukleotid ohrani¢ujici 5" konec amplikonu. Spolu s reverznim primerem se
pouziva pti PCR reakci k amplifikaci.

graf alelické diskriminace
Zobrazeni dat ziskanych ¢tenim po provedeni PCR. Jedna se o graf z4vislosti
normalizovaného signalu reportérové barvy alely 1 na normalizovaném signdlu
reportérové barvy alely 2.
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graf teploty Graficky zaznam teploty vzorkdl, vyhtivaného vika piistroje a bloku. K dispozici
v programu 7500 pti provddéni béhi na pfistroji 7500 nebo 7500 Fast.

housekeepingovy (provozni) gen
Gen, ktery néjakym zptisobem participuje v zdkladnich procesech buiiky a ma
konstitutivni hladinu exprese. Provozni geny lze pouZivat jako endogenni kontroly.
Viz téz endogenni kontrola.

hruba data Graficky zdznam naméfené fluorescence (nenormalizované) v kazdém optickém
filtru.

ID eseje (Assay ID) Identifika¢ni oznaceni eseji pro kvantifikaci genové exprese (TagMane® Gene
Expression Assays) a pro genotypovani (TagMane SNP Genotyping Assays)
spole¢nosti Applied Biosystems.

inhibitor IPC Reagencie piidavana do PCR reakci za tcelem inhibice amplifikace interni pozitivni
kontroly (IPC).
inhibovana IPC U experimentt typu Pfitomnost/Nepfitomnost (Ano/Ne) reakce obsahujici inhibitor

amplifikace IPC (interni pozitivni kontrola). V programu 7500 se jedn4 o ulohu
detektoru v jamkdch obsahujicich inhibitor amplifikace IPC. Viz téZ negativni
kontrola — inhibované jamky IPC.

inkubace (holding stage)
Faze teplotniho profilu zahrnujici jeden nebo vice krokt. Kroky inkubace 1ze zatadit
kvuli aktivaci enzymd, inaktivaci enzymti nebo jako inkubaci reakce.

interni pozitivni kontrola (IPC)
Pouzivana u experimentl typu Ano/Ne, jednd se o kratkou syntetickou molekulu
DNA ptiddvanou do PCR reakci. VyuZiva se k rozliSeni skutecné€ negativnich
vysledkt (to znamena takovych, kde neni detekovéna cilovd amplifikovand
molekula) a negativnich vysledki zplisobenych inhibitory PCR, nespravnym
sesazenim reakci nebo selhdnim reagencifi ¢i pfistroje.

IPC U experimentl typu Piitomnost/Nepfitomnost (Ano/Ne) zkratka pro interni pozitivni
kontrolu (internal positive control - [PC).V programu 7500 tiloha detektoru v
jamkdach obsahujicich IPC a neobsahujicich inhibovanou IPC. Viz téZ intern{
pozitivni kontrola (IPC).

IPC+ Viz negativni kontrola-IPC jamky.
kalibrator Viz referenéni vzorek.
Knihovna cilovych sekvenci (Target Library)
V programu 7500 se jednd o soubor cilovych sekvenci pouZivanych v

experimentech, definovanych pomoci nazvu, reportérové barvy, zhaSece a barvy
cilové sekvence.
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Knihovna SNP eseji (SNP Assay Library)
V programu 7500 se jedna o soubor SNP eseji, které 1ze pouZit v genotypovacich
experimentech. SNP eseje jsou definovany pomoci nazvu a barvy a kazda alela je
definovdna ndzvem nebo pomoci baze, barvou reportérové barvy, zhaSece a alely.

Knihovna vzorku (Sample Library)
Soubor vzorkt v programu 7500. Kazdy vzorek je definovan svym jménem a
barevnym oznacenim.

komparativni Ct (AACT) metoda
Metoda stanoveni relativni kvantity cilového amplikonu ve vzorku. Pomoci
komparativni Ct (AACT) metody program 7500 méti amplifikaci cilové molekuly a
endogenni kontroly ve vzorcich a v referenénim vzorku. Méfeni{ jsou normalizovana
pomoci endogenni kontroly. Program stanovi relativni mnozZstvi cilové molekuly v
kazdém vzorku srovnanim s referenénim vzorkem.

Koncentrace fedéného vzorku (10x pro reakéni smés)
V programu 7500 : pole zobrazované v zaloZce Sample Dilution Calculations
(Vypocet koncentrace vzorkil) na obrazovce Reaction Setup (Sesazeni reakce). V
tomto poli zadejte koncentraci vzorku, kterou chcete pouZit v reakéni smési pro
vSechny vzorky v desticce. “10x for Reaction Mix” znamend, Ze program
predpoklada, Ze vzorek nebo standard, které jsou soucdsti reakéni smési, je 10x
koncentrovan. Napf. je-li koncentrace vzorku 50.0 ng/uL (10x), bude vysledna
koncentrace v reakci 5 ng/pL (1x).

kontrola bez amplifikace (no amplification control - NAC)
Viz negativni kontrola - inhibované jamky IPC.

krok (step) Soucdst teplotniho profilu, pro kazdy krok 1ze nastavit rychlost rampu, teplotu
inkubace, dobu inkubace a miizete definovat, kdy ma dojit k méfeni dat. Pro faze
cyklovani mizete téZ pouZit funkci AutoDelta.

kfivka tani Graficky zdznam dat ziskanych béhem faze kiivky tani — piky oznacuji teplotu tani
(Tm) cilové molekuly nebo slouZi k identifikaci nespecifické PCR
amplifikace.V programu 7500 miZete kiivku tani zndzornit jako zdvislost
normalizovaného signalu reportérové barvy (Rn) na teplot€ nebo prvni derivace
normalizovaného signdlu reportérové barvy (—Rn” ) na teploté. TéZ se pouzivd nazev
disocia¢ni kiivka.

manualni Ct Nastaveni parametrd analyzy, kdy definujete hodnotu prahu a stanovite zda rozsah
cyklid pro vypocet fluorescence pozadi definovat automaticky nebo manudlné.
Program pouziva definované pozadi a prah pro vypocet prahového cyklu (threshold
cycle - Cr).

manualni nastaveni pozadi (baseline)
Nastavent, kdy stanovite rozsah cykld pro vypocet fluorescence pozadi. Manudlni
nastaveni pozadi lze pouZit pro vybrané jamky desticky.

UZivatelska pFirucka pro 7500/7500 Fast Real-Time PCR systémy Applied Biosystems
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metoda béhu Definice reakéniho objemu a teplotniho profilu pro béh piistroje 7500 nebo 7500
Fast.

metoda kvantifikace
Pti kvantifikacnich experimentech je mozné ke kvantifikaci pouzivat rizné metody.
Systémy 7500 a 7500 Fast podporuji tfi kvantifikacni metody: standardni kiivka,
relativni standardni kfivka a komparativni Ct (AACT).

metoda relativni standardni kfivky
Metoda stanoveni relativntho mnozZstvi cilové molekuly ve vzorcich. PouZivate-li
tuto metodu, méii program 7500 amplifikaci cilové sekvence a endogenni kontroly
ve vzorcich, v referenénim vzorku a v fedicich fadach standardt. Méfent jsou
normalizovdna pomoci endogenni kontroly. Vysledky ziskané pomoci fedicich fad
standardl jsou pouZity k vytvofeni standardnich kfivek. Pomoci standardnich ktivek
pak program vypocitd mnoZstvi cilové sekvence ve vzorcich a v referenénim vzorku.
Nésledné program vypocita relativni mnoZstvi cilové sekvence v kazdém vzorku

porovnanim s referenénim vzorkem.

metoda standardni kfivky
Metoda stanoveni absolutniho mnoZstvi cilové sekvence ve vzorcich. PouZivéte-li
tuto metodu, méii{ program 7500 amplifikaci cilové sekvence ve vzorcich a v fedici
fadé standardti. Vysledky z fedici fady standardt jsou pouZity k vytvoteni standardni
kiivky. Na zaklad¢ standardni kiivky pak program vypo¢itd absolutni mnoZstvi

cilové sekvence ve vzorcich. Viz téZ standard a standardni kiivka.

mnozstvi Mnozstvi cilové molekuly ve vzorcich. Absolutni mnozstvi miZe byt vyjadieno v
poctu kopif, hmotnosti, molarité nebo jako virova naloz. Relativni mnozZstv{
odpovida ndsobku rozdilu mezi normalizovanym mnoZstvim cilové molekuly ve
vzorku a normalizovanym mnoZstvim cilové molekuly v referenénim vzorku.

mnozstvi standardu Znidmé mnoZstvi v PCR reakci

 Pii kvantifikaci metodou standardni kfivky se jednd o mnozZstvi templatu ve
standardech. V programu 7500 lze toto mnoZstvi definovat jako hmotnost, pocet
kopii, virova néloZ nebo dalsi jednotky.

 Piti kvantifikaci metodou relativni standardni kfivky se jedna o mnoZstvi templatu
ve standardech. MiZe odkazovat na mnoZstvi cDNA nebo mnoZstvi zdsobniho
roztoku standardu v PCR reakci. Jednotky nejsou dulezité, nebot’ vysledkem
vypoctu je bezjednotkové Eislo.

multikomponentni graf
Graf zobrazujici uplny piispévek kazdé barvy k celkovému naméfenému
spektralnimu signalu pro zvolenou jamku v priibéhu PCR.

nakres desticky (plate layout)
Grafické vyobrazeni jamek a jejich obsahu. U systému 7500/7500 Fast obsahuje 8
fadek a 12 sloupct.

V programu 7500 mtizete nakres desticky pouZit jako néstroj pro definovani obsahu
jamek, zobrazeni obsahu jamek a zobrazeni vysledkd. Ndkres desticky lze
vytisknout, zahrnout do zpravy o vysledcich, exportovat a uloZit jako diapozitiv pro
prezentaci.
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nazev experimentu Identifikdtor daného experimentu, definuje se pfi zadani experimentu. Ndzvy nesmi
byt delsi nez 100 znakd a nesmi obsahovat nasledujici znaky: /,\,>,<,*,7?,"

7|a

“ 99

nefluorescencéni zhase¢ — minor groove binder (NFQ-MGB)
Molekuly na 3’ konci sond TagMane. Dokud je sonda intaktn{, nefluorescenéni
zh48e¢ (NFQ) brani emisi fluorescence reportérové barvy. JelikoZ NFQ neemituje
fluorescenéni zéteni, je fluorescence pozadi nizsi, coz vede k vyssi pfesnosti
kvantifikace. Minor groove binder (MGB) — protein vazici se do malého Zlabku
DNA zvysuje teplotu tdni (Tm) aniZ je zapotiebi zvySit délku sondy. Tim je rovnéz
umoznéno navrhovat kratsi sondy.

negativni kontrola - inhibované jamky IPC
V experimentech typu Ano/Ne se jednd o jamky obsahujici inhibitor amplifikace IPC
namisto vzorku. V jamkdch negativni kontroly s inhibitorem IPC by nem¢élo dojit k
zadné amplifikaci, nebot’ v reakci neni vzorek a amplifikace IPC je inhibovana.
Diive nazyvéna kontrola bez amplifikace - no amplification control (NAC).

negativni kontrola - IPC jamky
V experimentech typu Ano/Ne se jednd o jamky obsahujici templét IPC a pufr nebo
vodu namisto vzorku. V téchto jamkach dojde k amplifikaci pouze templatu IPC,
protoZe v reakci neni Zadny vzorek. Diive nazyvana IPC+.

negativni kontrola (NC)
V programu 7500 tloha detektoru pro jamky obsahujici namisto vzorku vodu nebo
pufr. V jamkéach negativni kontroly by nemélo dojit k Zddné amplifikaci. Diive
nazyvand netemplatova kontrola (NTC).

netemplatova kontrola (NTC)
Viz negativni kontrola (NC).

neznamy (unknown)
Typ tlohy v programu 7500 pro jamky obsahujici testované vzorky:

» Pfi kvantifikaci se jednd o dlohu pro jamky obsahujici vzorky s nezndmym
mnoZstvim cilové sekvence.

» Pfi genotypovani se jednd o tlohu pro jamky obsahujici vzorek o nezndmém
genotypu.

* Pfi provadéni experimentl typu Pfitomnost/Nepiitomnost (Ano/Ne) se jednd o

dlohu pro jamky obsahujici vzorek v némz je testovdna pifitomnost cilové
sekvence.

nezndmy-IPC (unknown-IPC)
Pfi provadéni experimentl typu Pfitomnost/Nepiitomnost (Ano/Ne) se jednd o
jamky obsahujici vzorek a interni pozitivni kontrolu (IPC).

normalizované mnozstvi
Mnozstvi cilové molekuly vydélené mnozZstvim endogenni kontroly.
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normalizovany signal reportérové barvy (Rn)
Fluorescencni signdl reportérové barvy normalizovany na fluorescencni signal
pasivni reference.

normalizovany signal reportérové barvy po odecteni pozadi (ARn)
1. V experimentech monitorovanych v redlném case - nasobek normalizované
fluorescence reportérové barvy v kazdém cyklu PCR amplifikace. V grafu zdvislosti
ARn na cyklu se ARn pocita jako:

ARn (cyklus) = Rn (cyklus) —Rn (pozadi), kde Rn = normalizovany signal
reportérové barvy

2. Pri genotypovani nebo u experimentl typu Ano/Ne — rozdil normalizované
fluorescence reportérové barvy mezi ¢tenim pre-PCR a post-PCR. V grafu alelické
diskriminace (genotypovani) a u experimentti typu Ano/Ne se ARn pocita jako:

ARn = Rn (¢teni post-PCR) —Rn (Eteni pre-PCR), kde Rn = normalizovany signél
reportérové barvy

Viz téZ normalizovany signdl reportérové barvy (Rn).
odlehly bod (outlier) Neobvykle se lisici vysledek méteni ur¢itého parametru (vyssi nebo nizsi).

odmitnuti jamky (reject well)
Krok, kterym program béhem analyzy vysledkt vyfadi jednu nebo vice jamek z
analyzy, ponévadZ nesplnila/y n&které z kritérif kvality (je oznacena vystraznou
vlajeckou — tzv. flag). Vysledky jsou v odmitnutych jamkdach vypocitany az do féze,
kdy byly tyto jamky z dalsi analyzy dile vyfazeny.

pasivni reference  Barva generujici fluorescencni signal. JelikoZ signél pasivni reference by mél byt
srovnatelny ve vSech jamkdéch, pouZivé se k normalizaci signdlu reportérové barvy s
cilem eliminace fluktuaci fluorescence, které nesouvisi s pribéhem PCR, ale jsou
zpusobeny drobnymi objemovymi nebo koncentra¢nimi rozdily mezi jednotlivymi
jamkami. Normalizace vii¢i pasivni referenci zvySuje piesnost vysledku.

pomér vzorek/cil v reakci (sample/target reaction)
V kvantifika¢nich experimentech se jednd o kombinaci toho kterého vzorku v némz
je kvantifikovéna ta ktera cilova sekvence. Zadavate-li experiment pomoci Pritvodce
zadanim experimentu (Design Wizard), miZete kvantifikovat pouze jednu cilovou
sekvenci v jedné PCR reakci. PouZijte Pokrocilé zadani (Advanced Setup), chcete-li
detekovat a kvantifikovat vice neZ jednu cilovou sekvenci v jedné PCR reakci.

pomér vzorek/SNP esej v reakci (sample/SNP assay reaction)
V genotypovacich experimentech se jednd o kombinaci toho kterého vzorku
testovaného pomoci té které SNP eseje. Kazdd PCR reakce mtiZe obsahovat pouze
jeden vzorek a jednu SNP esej.

pozadi (baseline) V terminologii amplifika¢niho grafu: fluorescence vzorku ve vymezeném rozsahu
cyklu predtim, nez je detekovatelnd amplifikace produktu.

pozitivni kontrola  V genotypovacich experimentech se jedna o DNA vzorek o zndimém genotypu,

homozygotni nebo heterozygotni. V programu 7500 se jedna o tlohu detektoru pro
SNP esej v jamce obsahujici vzorek o zndmém genotypu.
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prah (threshold) 1. Ur¢itd droven fluorescence pouzivana pro stanoveni hodnot Ct pfi provadéni
PCR v redlném cCase. Nastavuje se vySe neZ je pozadi (baseline) a dostate¢né nizko,
aby byl poloZen ve fazi exponencialni amplifikace. Lze definovat automaticky (viz
automatické CT) nebo nastavit manudlné (viz manudlni CT).

2. Pri provadéni experimentl typu Ano/Ne se jednd o droven fluorescence, nad niz
program 7500 vyhodnoti vysledek rozhodnutim Ano.

prahovy cyklus (threshold cycle - Cr)
Cyklus PCR v némz fluorescence protne prah v amplifikaénim grafu.

prusecik s osou y (y-intercept)
Hodnota na ose y — priisecik regresni linie standardni kiivky a osy y. Prasecik s osou
y indikuje hodnotu prahového cyklu (Ct) pro vzorek s mnozstvim rovnym 1.

Privodce zadanim experimentu (Design Wizard)
Funkce programu 7500 umoZzilujici definovat zadani experimentu a poskytujici rady
k zadéni.

QuickStart Funkce programu 7500, kterd umoZiuje zadani experimentu aniz zadate informace o
desticce. Funkce QuickStart vyZaduje instalaci piistroje spolu s poc¢itatem.

R? parametr Regresni koeficient vypogitany z regresni linie standardni k¥ivky. Parametr R*
indikuje miru vzdjemné shody regresni linie standardni kiivky a jednotlivych hodnot
Cr standardt. Hodnota 1.00 indikuje perfektni shodu regresni linie a hodnot Ct
standardd.

ramp Rychlost zmény teploty v pribéhu béhu. Vyjma kiivky tani je ramp definovan v
procentech. V piipad¢ kiivky tani je ramp definovan jako zména teploty. V
grafickém zdznamu teplotniho profilu je ramp vyznacen diagondlou.

reagencie Soucésti PCR reakce pouzivané k amplifikaci cilové sekvence a k detekci
amplifikace. V systémech 7500 a 7500 Fast Ize pouzit:
* reagencie TagMane
* reagencie SYBRe Green

» Jiné reagencie

reagencie SYBRe Green
Soucdsti PCR reakce — dva primery pro amplifikaci vybraného tseku DNA a barvivo
SYBRe® Green pro detekci dvoutetézcové DNA.

reagencie TagMane Soucasti PCR reakce —primery pro amplifikaci vybraného tiseku DNA a sonda
TagMane pro detekci amplifikace cilové sekvence.

reakéni smeés Roztok obsahujici v§echny komponenty pottebné pro provedeni PCR, vyjma
templatu (vzorek, standard nebo kontrola).
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real-time PCR

referenéni vzorek

refSNP ID

regresni koeficienty

regresni pfimka

replikaty

reportér

reverzni primer

Proces méteni fluorescence béhem PCR. Data ziskand béhem real-time PCR (PCR
monitorovand v redlném Case) lze pouZit pro vypocet vysledki kvantifikace nebo
feSeni piipadnych problému pfi genotypovani nebo pii provadéni experimentl typu
Ano/Ne.

Pouziva se pii kvantifikaci metodou relativni standardn{ kiivky a komparativni Ct
(AACT) metodou, jednd se o vzorek pouZivany pro srovnani vysledki relativni
kvantifikaci. Rovnéz nazyvany kalibrétor.

Identifikator referencniho SNP (refSNP). Vytvareny databazi Single Nucleotide
Polymorphism Database of Nucleotide Sequence Variation (dbSNP) v National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Identifikdtor refSNP ID lze pouZit
k prohleddvani SNP genotypovacich eseji v obchodé Applied Biosystems. Rovnéz
nazyvany rs ¢islo (rs number).

Parametry vypocitané z regresni linie standardnich kfivek, zahrnuje R, sklon (slope)
a prasecik s osou y (y-intercept). Lze je pouZit ke zhodnoceni kvality vysledki
ziskanych za pomoci standardd. Viz tézZ standardni kiivka.

Pouziva se pii kvantifikaci pomoci standardni kiivky a metodou relativni standardni
kiivky, jednd se o pifimku proloZenou standardni kiivkou. Vzorec regresni piimky:

Cr=m [log (Qty)] +b

kde m je sklon, b je prisecik s osou y (y-intercept) a Qty je mnozZstvi standardu. Viz
téZ regresni koeficienty.

Viz technické replikdty nebo biologické replikaty.
Fluorescen¢ni barva pouzivand k detekci amplifikace. PouZivite-li reagencie

TagqMane, je reportérova barva piipojena k 5" konci sondy. PouZzivéte-li reagencie
SYBRe Green, je reportérovou barvou barvivo SYBR® Green.

Oligonukleotid ohrani¢ujici 3" konec amplikonu. Spolu s forward primerem se
pouZzivé pii PCR reakci k amplifikaci.

reverzni transkriptaza

Rn

rozpoustédlo

rs ¢islo

rychlost rampu

Enzym piepisujici RNA do cDNA. Reverzni transkriptdza se piidava do PCR pii
provadéni jednokrokové RT-PCR.

Viz normalizovany signdl reportérové barvy (Rn).

Latka pouZivand k fedéni vzorku nebo standardu piedtim, neZ jsou pipetovany do
PCR reakce. Jednd se o vodu nebo pufr.

Viz refSNP ID.

Rychlost s niZ se v prib¢hu béhu ménf teplota. K dispozici jsou varianta rychla (fast)
a standardni.

* Pro dosazeni optimdlnich vysledki pii rychlém rampingu doporucuje spole¢nost
Applied Biosystems pouZivani reagencii TagMan® Fast.
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* Pro dosazeni optimdlnich vysledka pii standardnim rampingu doporucuje
spolecnost Applied Biosystems pouZivani standardnich reagencii.

DULEZITE! Reagencie TagMan Fast nejsou podporovany pii genotypovacich
experimentech a experimentech typu Piitomnost/Nepiitomnost (Ano/Ne).

Viz sériovy faktor.

fedici série standardu

PouZiv4 se pii kvantifikaci metodou standardni kiivky a relativni standardni kiivky,
jedna se o sadu standardti obsahujicich templat v ur¢itém rozsahu mnozstvi.
Ptipravuje se sériovym fedénim standardd. Napf. koncentrovany zasobni roztok
standardu je pouZzit k piipravé prvniho fedéni, prvni fedéni je pouzito k piiprave
druhého fedéni atd. Program 7500 vypocitd objemy potiebné k piipravé fedici série
standardii ze znalosti poctu fedéni, poctu replikatd standardii, vychoziho mnozstvi,
sériového faktoru a koncentrace zdsobniho roztoku standardu. Viz téZ standardni
kiivka.

sbér dat (data collection)

série

sériovy faktor

sklon

skupina replikatd

smés primeru

Proces v ramci behu piistroje kdy piistroj m&ii fluorescenci v kazdé jamce desticky.
Pfistroj tento signdl konvertuje na elektronicky signdl a takto data uloZi v souboru
daného b&hu. V programu 7500 je faze sbéru dat indikovéana ikonkou v teplotnim
profilu:

* Sbér dat zapnut :

* Sbér dat vypnut
Viz fedici série standarda.

V programu 7500 se jedna o ¢iselny parametr, oznacujici fedéni standardd. Spolu s
definici vychoziho mnozZstvi se pouzivéd k vypoctu mnozZstvi jednotlivych standardd.
Napt. je-li standardni kiivka definovdna pomoci sériového faktoru 1:10 nebo 10x,

rozdil mezi dvéma sousednimi body kfivky je desetindsobny.

Regresni koeficient vypocitany z regresni linie standardni kfivky. Je mirou efektivity
PCR amplifikace pro danou esej. Sklon —3.32 znamena 100% efektivitu amplifikace.

Viz téz efektivita amplifikace (EFF%) a regresni pfimka.

Soubor identickych reakei v témZe experimentu.

Soucést reakéni smeési PCR obsahujici forward primer a reverzni primer pro
amplifikaci.

smés primert/sondySoudast reakéni smési PCR obsahujici primery a sondu TagMane k detekci

SNP
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Zkratka pro jednobodovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism). MtzZe se
jednat o substituci, inzerci nebo deleci jedné baze.
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SNP esej Pouziva se pfti genotypovani, jedna se o PCR reakci obsahujici dvé sondy k detekei
dvou riznych alel.

soubor informaci o eseji (assay information file - AlF)
Datovy soubor na CD dodavany s kazdou objednanou eseji. Nazev souboru obsahuje
¢islo z ¢arového kodu desticky. Jednd se o soubor typu *.txt (data oddélend
tabelatorem).

standard Vzorek obsahujici zndmé mnoZstvi templatu. Standardy se pouZivaji k vytvareni
standardnich kiivek. Viz téZ standardni ktivka a fedici série standardi.

standardni kfivka  Pouziva se pii kvantifikaci metodou standardni k¥ivky a relativni standardni kiivky:
» Piimka proloZena v grafu zavislosti hodnot Cr, ziskanych na zaklad€ kvantifikace
standardii, na mnoZstvi templatu standardii. Viz téZ regresni linie.

* Soubor standardii o uréitém rozsahu koncentrace templatu. Standardni kiivka je
definovana poctem bodi v fedici fad€, poctem replikatl standardd, vychozim
mnozstvim a sériovym faktorem. Viz téZ fedici série standardu.

systémova barva  Barva dodavand spole¢nosti Applied Biosystems, pro kterou jsou systémy
7500/7500 Fast prekalibrovany. Pied pouZitim systémovych barev ve vaSich
experimentech se ve Spravci ddrzby pfistroje (Instrument Maintenance Manager)
ujistéte, Ze kalibrace barev je platna.

Systémové barvy pro systém 7500/7500 Fast:
* FAMw

* JOEm

e NEDw

e ROXm

* SYBRe Green

* TAMRA™

* VICe

* CY3dye

* CYS5dye

« TEXAS RED®dye

technické replikaty Identické reakce obsahujici tytéz slozky a objemy a tentyZ vzorek.

Viz téz biologické replikity

templat V Prtivodci zaddnim experimentu (Design Wizard) v programu 7500 (a v privodci
QuickStart pfi kvantifikaci) se jednd o typ nukleové kyseliny pfiddvané do PCR
reakce. Doporucenti stran templétu se 1iS{ podle typu experimentu:

» Kvantifikace (standardnf{ k¥ivka, relativni standardni kfivka a komparativni Ct) —
cDNA (komplementarni cDNA), RNA nebo gDNA (genomickd DNA).
Pti provadéni kvantifikace ovlivni typ templatu metodu béhu, zadani reakce a
seznam vybaveni.

* Genotypovani -DNA v roztoku (gDNA nebo cDNA) nebo vysuSend DNA (gDNA
nebo cDNA)

Pfi genotypovani ovlivni typ templdtu zadani reakce.
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* Experimenty typu Ano/Ne - DNA

Pti provadéni experimentl typu Ano/Ne doporucuje spolecnost Applied
Biosystems ptiddvat templatovou DNA do PCR reakei.

teplota tani (Tm)
V experimentech kiivky tani se jednd o teplotu, pfi niZ je 50% DNA v dvoufetézcové
formé a 50% DNA je disociovdno do jednotetézcové DNA. Tm se zobrazi v
grafickém zdznamu kiivky tani.

teplotni profil Definice teplot, ¢asu, rampu a sbéru dat pro vSechny kroky a faze béhu piistroje
7500 nebo 7500 Fast.
Tm Viz teplota tani (Tm).

typ experimentu Typy experimentti, které 1ze provadét na ptistrojich 7500 nebo 7500 Fast:

e Standardni kiivka

* Komparativni Ct (AACT)
¢ Relativni standardni kiivka

» Kfivka tani (neni k dispozici v privodci navrhem)
* Genotypovani
» Piitomnost/Nepiitomnost (Ano/Ne)

Zvoleny typ experimentu ovlivni zad4ni, béh i analyzu.

ucinnost amplifikace (EFF%)
Vypodet ti¢innosti PCR amplifikace. U¢innost (efektivita) amplifikace se pocita na
zakladé sklonu regresni linie standardni kiivky. Sklon blizky —3.32 znamena
optimalni 100% t¢innost PCR amplifikace. Ué¢innost amplifikace ovliviiuji:

* Koncentra¢ni rozsah standardii — Chcete-li zvysit piesnost méteni G¢innosti
amplifikace, pouZijte §iroké rozpéti koncentraci standardi, 5 aZ 6 ¥adi (10° az 10°
krat).

* Pocet replikatu standarda — Chcete-li zvysit pfesnost a sniZit vliv nepfesnosti
pipetovani, pouZivejte replikéty.

* Inhibitory PCR- Inhibitory PCR v reakci mohou inhibovat amplifikaci a ovlivnit
méfeni G¢innosti.

Uloha (task) Typ reakce provadéné v dané jamce. PouZivaji se tyto rizné tlohy:
* Unknown — Nezndmy vzorek
* Negative Control — Negativni kontrola
» Standard (pfi kvantifikaci pomoci standardni kiivky a relativni standardni kiivky)
* Pozitivni kontrola (pfi genotypovani)

* Interni pozitivni kontrola - IPC (pfi experimentech typu Pfitomnost/Nepiitomnost
- Ano/Ne)

* Inhibovand IPC - Blocked IPC (pii experimentech typu Pfitomnost/Nepfitomnost
- Ano/Ne)
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vlastni barva Barva nepodporovand spole¢nosti Applied Biosystems. Pfi préci se systémy 7500 a

7500 Fastlze pouZivat vlastni barvy. PouZivéte-li vlastni barvy, méli byste je pfidat
do knihovny barev (Dye Library) a provést kalibraci vlastni barvy.

vychozi mnozstvi (starting quantity)
Definujete-li v programu 7500 standardni kfivku, odpovid4 vychozi mnoZstvi

cvve

vynechani jamky (omit well)
Krok, kterym vynechate jednu nebo vice jamek z analyzy. Data z vynechanych
jamek nejsou nijak analyzovana a neobsahuji tedy Zddné vysledky.

vzorek Templat, ktery testujete.

Vzorek DNA (10x) V programu 7500 se jednd o souédst reakce, zobrazovanou v zéloZce pro vypocet
sloZeni reak¢éni smési (Reaction Mix Calculations). Program predpoklada, ze
vzorkovou DNA prid4vate do reakéni smési 10X koncentrovanou. Napf. je-1i reakéni
objem 20 uL, vypocitany objem vzorku pro 1 reakci jsou 2 pL.

Vzorek nebo Standard (10x)
V programu 7500 se jedna o soucdst reakce, zobrazovanou v zdloZce pro vypocet
sloZeni reakéni smési (Reaction Mix Calculations). Program ptedpoklad4, Ze vzorek
nebo standard pfidavate do reakéni smési 10X koncentrovany. Napf. je-li reakéni
objem 20 pL, vypocitany objem vzorku nebo standardu pro 1 reakci jsou 2 pL.

zhasec Molekula na 3" konci sondy typu TagMane, kterd absorbuje (zhasi) fluorescenci
reportérové barvy na 5” konci sondy, dokud je sonda nedegradovana. Pfi pouZiti
reagencii typu TagMane 1ze pouZzit nefluorescenéni zhaSe¢ v kombinaci s MGB
(minor groove binder). Pfi pouZiti reagencii SYBR® Green se zhdSe¢ nepouZiva.
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Rejstrik

Cislice
1-krokova RT-PCR 8, 23, 24, 31, 36
2-krokova RT-PCR 8, 23, 24

A

amplifika¢ni béh, typicky 78

analyza experimentu
analyza 68
doporuceni 69, 73, 78, 83, 87, 89, 91, 94, 95
publikovani vysledka 83
vice informaci 73, 80, 83, 87, 89, 91, 94, 95
vynechdni jamek 90

B

bezpecnd manipulace s elektrickymi zafizenimi xx
bezpena prace xxi
bezpecnost
biologické riziko xxi
doporuceni xviii, Xix
elektrickd zafizeni xx
ergonomie Xxi
chemicky odpad xix
chemikdlie xvii
ovladani pfistroje xvi
pohyblivé soucdsti xx
pted spusténim pfistroje xvi
premistovani a zvedani xvi
standardy xxii
bezpecnostni listy
popis xvii
ziskdni xvii
bezpecnostni standardy xxii
bezpecnostni symboly na pfistrojich xiv

C
CAUTION - VAROVANI, popis xii
cilové sekvence
doporuceni 25
zadani 24
CT 83
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D

DANGER - NEBEZPECI, popis xii

data
o sbéru dat 2
publikovani 83
vzorovy experiment 11, 68

definice cilovych sekvenci 24

definice metody béhu 30

definice standardi 26

definice vzorkt 28

desticky standard vs. fast 6

dokumentace, souvisejici ix

doporuceni 21, 23, 25, 27, 29, 31, 36, 39, 42

doporuceni
bezpec¢nd manipulace s chemikdliemi xviii
k analyze 69, 73, 78, 83, 87, 89, 91, 94, 95
manipulace s chemickym odpadem xix
navrh 21, 23, 25, 27, 29, 31, 36, 39, 42
piiprava 46, 48, 50, 53

E

elektromagnetickd kompatibilita xxii
emailové zpravy 59

ergonomie xxi

eseje na objedndvku 36

eseje skladem 36

Export/Import 11, 104

F
filtry 3, 95

CH

chemicky odpad, bezpe¢nd manipulace xix
chemikalie, bezpe¢nd manipulace xvii, xviii

I
IMPORTANT - DULEZITE, popis xii

J

Jamky
negativni kontrola 28, 41, 51
nezndmy 28, 41, 51
standard 28, 41, 51
volba 69
vynechdni 90

K

knihovna 31
knihovna metod 31
kontrola zadani 32
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Rejstrik
M

manudlni nastaveni 87
multikomponentni graf 92

multiplexni PCR 8§, 24

N

nipovéda xi
nastaveni parametrd analyzy
CT 87
pokrocilé 87
pozadi 87
préh 87
vlajecka 87
zobrazeni 86
navrh experimentu
metoda a materidl 22
ukonceni privodce zadanim 40
vlastnosti experimentu 20
vytvofeni nového 19
negativni kontrola 7

O

objednavka materidlu 37
obrazovka Amplifikacn{ graf
sledovani béhem béhu 62
zobrazeni po béhu 74
obrazovka Cilové sekvence 24
obrazovka Hrubd data 94
obrazovky Kontroly kvality 88
obrazovka Standardy 26
obrazovka s vice grafy 70
obrazovka Vzorky 28
odchylka, standardni 79
odpad biohazard, doporuceni xxi
odpad biohazard, manipulace xix
odstraniovani odpadu xix
ovladani pfistroje, bezpe€nost xvi

P
pohyblivé soucdsti, bezpecnost xx
Pokrocilé zadani 10, 11, 23, 29, 53, 98
postup

Export/Import 11, 104

pokrocilé zaddni 98

rychlé spusténi 11, 100

templat 11, 102

vzorovy experiment 14
potfebny materidl 45, 47, 49, 52
pouZivani této pfirucky 11
piiprava experimentu

doporuceni 46, 48, 50, 53

postup 44

ptiprava 49

reakéni desticka 51

fedéni standardd 47

fedéni vzorka 45
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vice informaci 46, 50, 54
pracovni postup 66
prah
manudlni nastaveni 87
spravné nastaveni 78
Priivodce zadanim
cilové sekvence 24
dokonceni 40
metoda a materidl 22
metoda béhu 30
sesazeni reakci 32
seznam materidlu 37
standardy 26
vlastnosti experimentu 20
vzorky 28
pfepéti xx
ptiklady 80
ptiprava béhu 57

R

radioaktivni odpad, manipulace xix
reagencie 9
reagencie
jiné fluorescencni 10
SYBR Green 9
TagMan 9
reagencie SYBR Green 3, 9, 23, 24, 25, 36, 95
reagencie TagMan 3, 9, 23, 24, 25, 36, 95
reakéni desticka
piiprava 51
rozloZeni 13, 40
vloZeni 57
vyjmuti z pfistroje 64
reakeni desticky 6
reakéni smés
objemy 49
vypocitané objemy 33
replikdt 7
rychlé spusténi 11, 100
rychlost rampu 22, 23

R
fedéni standardd 34
fedéni vzorkl
piiprava 45
vypocitané objemy 34, 45
feSeni problémt
nastaveni pozadi 87
nastaveni prahu 87
vlajecky 89
vynechdni jamek 90
zobrazeni hrubych dat 94
zobrazen{ kontroly kvality 88
zobrazeni multikomponentniho grafu 92
zobrazeni parametrt analyzy 86
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Rejstrik

S
sbér dat 2
seznam materidlu 37
spusténi experimentu
doporuceni 60
emailové zpravy 59
monitorovani 61
postup 56
piiprava 57
soucdsti experimentu 7
spusténi 61
vice informaci 63
singleplexni PCR 8, 24
sledovéani béhu
amplifika¢ni graf 62
obrazovka Béh 63
spotfebni materidl podporovany 4
standardni kiivka 7
standardni odchylka, vliv prahuna 79
standardy
bezpecnost xxii
doporuceni 27
EMC xxii
fedéni 47
soucdsti experimentu 7
Systémy 7500/7500 Fast

T

Technickd podpora xi

templat 11, 102

tipy pro snadnou orientaci
vybér jamek 69
zobrazeni vice grafi 70

U

ucinnost amplifikace 27, 73

Vv

vice informaci 21, 24, 25, 27, 30, 31, 36, 39, 42

vlajecka 83
vlaje¢ka AMPNC 89
vlaje¢ka BADROX 89
vlajecka BLFAIL 89
vlajecka CTFAIL 89
vlajecka EXPFAIL 89
vlajecka HIGHSD 89
vlajecka MTP 89
vlajecka NOAMP 89
vlaje¢ka NOISE 89
vlajecka NOSIGNAL 89
vlaje¢ka OFFSCALE 89
vlajecka OUTLIERRG 89
vlajecka SPIKE 89
vlajecka THOLDFAIL 89
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vlajecky
parametry analyzy 87
v experimentech standardn{ kiivky 89
vlastnosti experimentu 20
vloZeni desti¢ky 57
vybrani jamek 69
vyjmuti desti¢ky 64
vysledky, interpretace 67
vyti$téni sesazeni reakci 35
vynechdni jamek 90
vysledky analyzy
amplifika¢ni graf 74
hrubd data 94
kontrola kvality 88
multikomponentni graf 92
standardni kiivka 71
tabulka vysledku 81
tipy pro snadnou orientaci 69
zobrazeni vice graft 70
vystrahy 63
vytvofeni nového experimentu 19
vzorky
doporuceni 29
fedéni 45
reakce (neznamé) 53
VvZOrovy experiment
analyza 66
b¢h 56
ndvrh 18
nizev 20
popis 12
postup 14
ptiprava 44

W
WARNING - VYSTRAHA, popis xii

Z

zména nastaveni 78

zobrazeni amplifika¢niho grafu 74
zobrazeni hrubych dat 94

zobrazeni kontroly kvality 88

zobrazeni multikomponentniho grafu 92
zobrazeni parametrt analyzy 86
zobrazeni standardni kiivky 71
zobrazeni tabulky vysledku 81
zobrazeni vice graft 70
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