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Predmluva

Jak pouzivat tuto pfirucku

O dokumentaci  Nize uvedené piirucky jsou doddvany spole¢né s Real-Time PCR systémy Applied
Biosystems StepOnem a StepOnePlusm™.

Prirucka

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR
systémy — Genotypovaci experimenty

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR
systémy — Experimenty typu Ano/Ne
(Pritomnost/Nepritomnost)

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR
systémy — Relativni standardni kfivka a
komparativni Ct metoda

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR
systémy — Standardni kfivka

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
- Instalace, prace v siti a udrzba -
UzZivatelska prirucka

Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
— Instalace — Zkraceny navod

Applied Biosystems StepOne™a
StepOnePlusm™ -
Real-Time PCR systémy — Volba reagencii

Uéel a komu je uréena Kat. &.

Vysvétluji jak provadét pokusy na systémech 4376786
StepOne™ a StepOnePlus™. Kazda pfiru¢ka funguje soucasné
jako:

+ Navod k pouziti —za pomoci demonstraénich dat
dodavanych spolu s programem Applied Biosystems 4376787
StepOnem™ Real-Time PCR System Software (StepOnem™
software).

» Prdvodce vaSimi vlastnimi experimenty.

Uréené zaméstnancim laboratofi a védcim, ktefi provadéji 4376785
pokusy s pomoci pfistroji StepOne™ nebo StepOnePlus™.

4376784

Vysvétluji jak zprovoznit a provadét udrzbu systéma StepOne™a | 4376782
StepOnePlus™.

Uréené zaméstnancim laboratofi zodpovédnym za zprovoznéni
a udrzbu pfistroji StepOne™ nebo StepOnePlus™
4376783

Poskytuji informace, které je mozné pouzivat na systémech 4379704
StepOnem™ a StepOnePlus™ v&etné:
+ Vysvétleni principu chemizmd TagMane a SYBRe Green

» Popisu a doporuceni pro navrh nasledujicich typl
experiment:

— Kvantifikace
— Genotypizace
— Pokusy typu Ano/Ne

Uréené zaméstnancim laboratofi a védctm, ktefi provadséji
pokusy s pomoci pfistroji StepOne™ nebo StepOnePlus ™.

Vi



Pfedmluva
Jak pouzivat tuto priru¢ku

PFiruéka Uéel a komu je uréena Kat. &.
Applied Biosystems StepOne™a Popisuje naroky systémua StepOne™ nebo StepOnePlus™ z 4376768
StepOnePlus™ - hlediska jejich umisténi a pfipravy zvoleného mista.

Real-Time PCR systemy — Pfiprava mista Uréené osobam zodpovédnym za pripravu mista pro systémy

StepOne™ nebo StepOnePlusm™.

Applied Biosystems StepOne Vysvétluje jak v programu StepOnem™ : NA
Real-Time PCR systém — napovéda

programu + Nastavit, spustit a analyzovat experimenty pomoci systému

StepOne™ a StepOnePlusm™.

» Monitorovat €innost do sité pfipojenych pfistroji StepOne™ a
StepOnePlus™.

+ Kalibrovat pfistroje StepOne™ a StepOnePlusm™.

» Ovéfit funkenost pfistroji StepOne™ a
StepOnePlus™ pomoci béhu RNazy P.

Uréena:

« Zaméstnancum laboratofi a védcim, ktefi provadéji pokusy
s pomoci pfistroji StepOne™ nebo StepOnePlus ™..

+ Zaméstnancum laboratofi zodpovédnym za zprovoznéni a
udrzbu pfistroju StepOne™ nebo StepOnePlusm..

Pfedpoklady  Tato pfirucka piedpoklada, Ze:
* Jste obezndmeni s operacnim systémem Microsoft Windowse XP.
» Jste obezndmeni s fungovdnim internetu a internetovymi prohliZeci.
» Jste obeznameni s tim jak manipulovat se vzorky DNA a RNA a ptipravou PCR.
* Umite zdlohovat data, pfenédset a kopirovat soubory.

* Mate zkuSenosti s praci v siti (pldnujete-li integrovat systém StepOne nebo
StepOnePlus do pocitacové site).

Prace s textem Pro lepsi pochopeni pracuje tato ptirucka s textem ndsledujicim zptisobem:
* 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 sob¢ 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 vyZzaduje urcitou miru pozornosti nebo aktivity, jak je popsano niZze:

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

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

viii



Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Ptiklady pouZiti téchto upozornéni:

Poznamka: Kalibraci lze spustit téZ z ovlddaci konzole.

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

Vystrazna Souddsti uzivatelské dokumentace jsou i vystrazna upozornéni. Podrobnéji viz “Vystrazna
upozorneni  upozornéni” na strang Xiii.

Kde ziskat vice informaci

Souvisejici  Vice informaci o pouZivani piistrojii StepOne™ a StepOnePlus™ naleznete v pifruckdch
dokumentace (nejsou doddvény se systémem):

Dokument Kat. ¢.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy 4376791
Protokol pro ovéreni iispésné instalace

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy 4376790
Protokol pro kvalifikaci instalace

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy 4376788
Protokol pldnovdni u’drzvbyi

Dokumenty tykajici se genotypovani

Dokument Kat. ¢.

Allelic Discrimination Pre-Developed TagMane Assay Reagents Quick Reference | 4312212

Card

Custom TagMane Genomic Assays Protocol 4367671
Custom TagMane SNP Genotyping Assays Protocol 4334431
Ordering TagMane SNP Genotyping Assays Quick Reference Card 4374204
Performing a Custom TaqgMane SNP Genotyping Assay for 96-jamkové Plates 4371394

Quick Reference Card

Performing a TagMane Drug Metabolism Genotyping Assay for 96-jamkové Plates| 4367636
Quick Reference Card

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



Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Dokumenty tykajici se experimentl typu Ano/Ne (Pfitomnost/Nepfitomnost)

Dokument Kat. €.
DNA Isolation from Fresh and Frozen Blood, Tissue Culture Cells, and Buccal 4343586
Swabs Protocol
NucPrepe Chemistry: Isolation of Genomic DNA from Animal and Plant Tissue 4333959
Protocol
PrepMane Ultra Sample Preparation Reagent Protocol 4318925

Dokumenty tykajici se metody relativni standardni kfivky a komparativni Ct metody

Dokument Kat. ¢.

Amplification Efficiency of TagMane Gene Expression Assays Application Note 127AP05

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

Dokumenty tykajici se metody standardni kfivky

Dokument Kat. ¢.

Amplification Efficiency of TagMane Gene Expression Assays Application Note 127AP05

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



Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Dokumenty tykajici se reagencii

Dokument Kat. ¢.
Applied Biosystems High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol 4375575
Custom TagMane Gene Expression Assays Protocol 4334429
Custom TagMane Genomic Assays Protocol: Submission Guidelines 4367671
Custom TagMane SNP Genotyping Assays Protocol 4334431
Power SYBRe Green PCR Master Mix and RT-PCR Protocol 4367218
Pre-Developed TagMane Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol 4312214
Primer Expresse Software Version 3.0 Getting Started Guide 4362460
SYBRe Green PCR and RT-PCR Reagents Protocol 4304965
SYBRe Green PCR Master Mix and RT-PCR Reagents Protocol 4310251
TagMane Drug Metabolism Genotyping Assays Protocol 4362038
TagMane Exogenous Internal Positive Control Reagents Protocol 4308335
TagMane Fast Universal PCR Master Mix (211) Protocol 4351891
TagMane Gene Expression Assays Protocol 4333458
TagMane Gene Expression Master Mix Protocol 4371135
TagMane Genotyping Master Mix Protocol 4371131
TagMane SNP Genotyping Assays Protocol 4332856
TagMane Universal PCR Master Mix Protocol 4304449
User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression 4303859

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

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

Ziskani informaci Ndpovéda programu StepOner popisuje pouZivani vSech néstroji uZivatelského rozhrani.
v ndpovédé Nipovédu lze oteviit pifmo z prostiedi programu takto:
programu . stisknéte F1.

¢ Kliknéte @ v ovladaci listé.
» Zvolte Help (Pomoc) > StepOne Help.

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

Xi



Pfedmluva

Kde ziskat pomoc

Poslete
nam Vase
navrhy

V Applied Biosystems vitime Vase komentafe a ndvrhy na zlepSeni uZivatelské
dokumentace. Své pripominky muiZete 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
strané xii).

Kde ziskat pomoc

Xii

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

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

* Objednat uZivatelské dokumenty Applied Biosystems, bezpecnostn{ listy (MSDS),
certifikaty o analyze a dalSi souvisejici dokumenty

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

Kromeg toho zde miZete ziskat telefonni a faxova ¢isla v§ech 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 udrzbu vaseho piistroje
(napf. 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.




Pfedmluva
Bezpeénostni upozornéni pouZivana v tomto dokumentu

Bezpeclnostni upozornéni pouzivana v tomto dokumentu

Vystrazna
upozornéni

V uzivatelské dokumentaci Applied Biosystems jsou pouZivana Ctyfi vystrazna
upozornéni, a to na téch mistech dokumentd, kde je zapotiebi upozornit na odpovidajici
rizika. Kazdé z téchto slov - DULEZITE (DULEZITE), VAROVANI (CAUTION),
VYSTRAHA (WARNING), NEBEZPECI (DANGER) - vyZaduje potiebu ur¢ité
urovné pozornosti nebo aktivity, jak je popsdno niZe.

Definice

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

V4 AN
AR ~ A LTION S C 1w N . . . .,
/= NZavansig — Indikuje potencidlné nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete, miZze vést k malému nebo stredné t€Zkému zranéni. Lze téZ pouZit jako

varovéni pfed nebezpecnymi ¢innostmi.

) _..>.

y — Indikuje potencidln¢€ nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete, miZe zptisobit smrt nebo tézké zranéni.

y A AN . . “ , v . . , .,

/¢ <EauniciSas - Indikuje bezprostfedni nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete, zptisobi smrt nebo vazné zranéni. Pouzivani tohoto vystrazného upozornéni je
omezeno jen na nejzavaznéjsi situace.

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

xiii



Pfedmluva
Symboly na pristrojich

Piiklady

DULEZITE! Pro kazdou 96-ti jamkovou desti¢ku musite vytvofit zvl4stni tabulku.

/ i NG CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix
miZe zplsobit podrazdéni o¢i a klize. Pfi inhalaci nebo polknuti mtize dojit k projevim
nevolnosti. Pfectéte si bezpe€nostni list a dodrZujte pokyny pfi manipulaci. PouZivejte
prostfedky ochrany oc¢i, ochranny odév a rukavice.

// 1 QUZNaiNes  RIZIKO PORANENTI. Je-li pfistroj v provozu, miZze byt blok na
vzorky ohtaty az na 100 °C.

ELEKTRICKE RIZIKO. Nespravné uzemnény piistroj mize
zpusobit draz elektrlckym proudem. Uzemnéte piistroj podle pfipojeného navodu.

Symboly na pfistrojich

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

Xiv

Symbol Popis Symbol Popis
Oznacuje polohu hlavniho spinace Svorka uzemnéni. NeslouZi jako ochrannd
I Zapnuto. L svorka.

Oznacuje polohu hlavniho spinace Ochrannd svorka - oznacuje chranény

Vypnuto. uzemnény vystup, ktery musi byt
uzemnén piedtim, neZ je provedeno
jakékoliv jiné elektrické piipojeni

Oznatuje spinag slouzici k prepnuti pristroje (pfipojent hlavntho

pfistroje do pohotovostniho rezimu ochranného vodice).

(Standby). V pristroji muze stale byt

vysoké napéti. Oznacuje vystup, ktery mize byt
pripojen na stiidavy napajeci zdroj.

Oznacuje vystup, ktery mize byt
Oznacuje polohu hlavniho spinace piipojen na stiidavy nebo stejnosmérny
Zapnuto/Vypnuto (tyka se spinace, napdjeci zdroj.

ktery se ovlada stlacenim).

S




Pfedmluva
Symboly na pristrojich

Bezpecnostni Nasledujici tabulka popisuje bezpe¢nostni symboly, které mohou byt pouZity na
symboly pristrojich Applied Biosystems. Kazdy symbol miiZze byt pouZzit sim o sob& nebo
v kombinaci s textem, ktery vysvétluje piipadné riziko (viz “Bezpe€nostni oznaceni na
piistrojich” na strané xvi). Tyto bezpecnostni symboly se mohou rovnéZ objevit v textu
tohoto nebo dal$ich dokumentt vedle oznaceni DANGER (NEBEZPECf), WARNING
(VYSTRAHA) a CAUTION (VAROVANI).

Symbol Popis Symbol Popis

Indikuje, ze byste méli ziskat

A dalsi informace z manuélu a
pokracovat s patfi¢nou
obezfetnosti

Indikuje pfitomnost pohyblivych
soucdsti a nutnost pokracovat
s patfiénou obezietnosti

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

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

el

Indikuje pfitomnost laseru a
nutnost pokracovat s patfi€nou
obezfetnosti.

Environmentalni Nasledujici symbol se vztahuje ke v§em elektrickym a elektronickym zafizenim
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
X elektrického a elektronického odpadu na zivotni prostredi.

—e Zakaznici z Evropské unie:
mmmmm | Kvdli odstranéni pfistroje a jeho recyklaci kontaktujte mistni zastoupeni spole¢nosti

Applied Biosystems. Seznam kancelafi spole¢nosti v Evropské unii naleznete na

www.appliedbiosystems.com.

XV
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Bezpecnostni oznaceni na pfistrojich

bezpecnostnich
oznaceni

XVi

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

English

Cesky

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

VAROVANI Nebezpeéna chemikalie. Pred
pouzitim &téte bezpecnostni 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 pokyn
v bezpec€nostnim listu a mistnich pfedpist.

CAUTION Hot surface.
DANGER High voltage.

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.

CAUTION Moving parts.

DANGER Class 3B (lll) visible and/or invisible
LED radiation present when open and
interlocks defeated. Avoid exposure to beam.

VAROVANI Horky povrch.
NEBEZPECI Vysoké napéti.

VYSTRAHA Neodstrariujte kryty, na jejichz
odstranéni je zapotiebi nastroju — riziko Urazu
elektrickym proudem. Potfeba uzivatelskych
zasah( v prostoru pod krytem je vylou¢ena.
Servis provadi pouze kvalifikovany technik
Applied Biosystems.

VAROVANI Pohyblivé sougasti.

NEBEZPECI Laserové zéareni tridy 3B (lIl)
a/nebo neviditelné zafeni LED pfi otevieni a
vypnuti kontaktni pojistky. Vyhnéte se
pfimému vystaveni se laserovému paprsku.

Bezpecnostni oznaCeni jsou umisténa jak je vyobrazeno niZe:

/A\ cAuTION HOT
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Obecna pravidla bezpecénosti pfi praci s pristrojem

/o\
Y — 4 2 . ,
/ e Niziviivies RIZIKO PORANENI. PouZivejte tento vyrobek pouze v souladu
s postupy uvedenymi v tomto dokumentu. Jiné pouZivani neZ v souladu s instrukcemi

Applied Biosystems muiZe vést ke zranéni nebo k poskozen{ piistroje.

Pfemistovani oIl RIZIKO PORANENI. Piistroj smi pfemistovat pouze osoby nebo
a zvedani dodavatelé uvedeni v ndvodu na pfipravu mista. Rozhodnete-li se p¥istroj pfemist'ovat
pristroje nebo zvedat poté, co byl instalovan, provadéjte to vZdy v dostate¢ném 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.

Pfem i,St’O\‘{jém'va /< SIEIYMEY Zvedsni nebo pfendsSeni pocitacli a monitort provadéjte vzdy
zvedani pocitacl v dostatecném poctu osob. V zavislosti na hmotnosti pocitace a/nebo monitoru mtize
a monitordl jejich pfemistovani nebo zvedani vyZadovat dvé a vice osob.

Pred zvedanim pocitace a/nebo monitoru:

» Ujistéte se, Ze méte ke zveddni pocita¢e nebo monitoru vhodné ndstroje.

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

* Pii zveddni predmétu se soucasné neotacejte.

* Dbejte, aby vase patet byla pti zvedani pfedmétu ve stabilni neutralni poloze.

* VSechny zucastnéné osoby musi postup zveddni a pfendSeni vzdjemné
koordinovat.

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

Ovladani Ujistéte se, Ze kazdy kdo ovlad4 pfistroj:
pristroje b . L : . . ..
* byl obezndmen s obecnymi pravidly bezpe¢nosti pro praci v laboratofi a
zvl4Stnimi bezpe€nostnimi pravidly tykajicimi se tohoto pfistroje.
» cetl a pochopil veskeré souvisejici bezpecnostni listy (MSDS). Viz
“O bezpecnostnich listech” na strané xviii.

Cisté&ni nebo ACAUTION Pted pouZitim jiné neZ vyrobcem doporucené metody Cisténi i

dekontaminace dekontaminace siu vyrobce ovéite, Ze zvolend metoda nemiiZe zpusobit poskozeni
pristroje piistroje.

XVii
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Bezpecna manipulace s chemikaliemi

Vystraha —
chemické riziko

Pravidla
manipulace
s chemikaliemi

A
/a\

/1 e——— z . . . .
/ o wirnziiicies 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.

~,
/

N

A WA DANING ]

SUliaines  RIZIKO UCHOVAVANI CHEMIKALIL. Nikdy neuchovivejte
odpad ve sklenénych nddobach kvili 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 oc¢i, ochranny odé€v a rukavice.

/
/

Abyste minimalizovali riziko plynouci z pouZivani chemikalif, musite:

» Precist a pochopit bezpecnostni listy doddvané vyrobci chemikdlii, a to jesté pred
tim, neZ zacnete tyto chemikélie nebo rizikové materidly uklddat nebo s nimi
manipulovat ¢i pracovat. (Viz “O bezpecnostnich listech” na strané€ xviii.)

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

* Minimalizovat inhalaci chemikalii. Neponechavejte nddoby s chemikéliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (napiiklad digestot). Dalsi bezpecnostni
opatieni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

* Pravidelné kontrolovat, zda nedoslo k vyliti nebo rozsypani chemikalii. Pokud
k tomu dojde, postupujte podle Cisticich procedur doporuc¢enych vyrobcem
chemikdlie v bezpe¢nostnim listu.

* DodrZovat viechna mistni nebo ndrodni nafizeni a predpisy tykajici se
uchovavani chemikalif, manipulace s nimi a jejich odstraniovani.

O bezpecnostnich Vyrobci chemikalii poskytuji novym zdkaznikiim s dodévkou chemikdli{ bezpe¢nostni
listech listy (MSDS). Bezpe¢nostni list je rovnéZ poskytnut spolu s doddvkou chemikalif
v ptipadé¢, Ze byl aktualizovdn. Bezpec€nostni 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.

Ziskani Bezpeénostni listy pro chemikdlie dodévané spole¢nosti Applied Biosystems ziskate
bezpecnostniho vzdy od Applied Biosystems. Tato sluzba je bezplatnd a dostupnd 24 hodin denné.

listu

Chcete-li ziskat bezpec€nostni list:
1. Oteviete stranku https://docs.appliedbiosystems.com/msdssearch.html
2. V poli hledani:

Xviii

z w7

a. Zadejte nazev chemikdlie, katalogové ¢islo nebo dalsi informaci
z bezpecnostniho listu, ktery vas zajima.

b. Zvolte jazyk.
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c. Kliknéte na Search (Hledat).

3. Zvolte dokument, ktery vas zajimd, kliknéte pravym tlac¢itkem mysi na jeho nazev a
zvolte jednu z nésledujicich moZnosti:

* Open - Otevieni dokumentu

* Print Target — Vytisténi dokumentu

* Save Target As — StaZeni dokumentu ve verzi PDF do zvoleného adreséte
4. Chcete-li, aby vam byl bezpec¢nostni list zaslan emailem nebo faxem:

a. Zvolte Fax nebo Email pod nazvem dokumentu.

b. Kliknéte na RETRIEVE DOCUMENTS (Ziskat dokumenty) na konci jejich
seznamu.

c. Vyplite poZadované informace.

d. Kliknéte na View/Deliver Selected Documents Now (Nyni dorucit zvolené
dokumenty).

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

Bezpecna manlpulace s chemickym odpadem

Vystraha - s €W I'f NEBEZPECNY ODPAD. Pi manipulaci s nebezpe¢nym odpadem
chemické riziko a pfi jeho odstraiiovani se fid'te pokyny v bezpe¢nostnim listu

NEBEZPECNY ODPAD. Odpady produkované pfistroji Applied
Blosystems predstavuji potencidlni riziko a mohou zpisobit zranéni, nemoc nebo smrt.

/a\
\——— . . P L
// : WGl RIZIKO UCHOVAVANI CHEMIKALIL Nikdy neuchovavejte
odpad ve sklenénych nddobach kvili moZnosti jejich rozbiti. Lahve na reagencie a
odpad se mohou rozbit a vytéct. Kazdou odpadni 1dhev je zapotfebi umistit do
bezpecnostniho polyetylénového zasobniku s dotaZenym vikem a tdchyty zajiSténymi

ve svislé poloze. Pfi manipulacich s 1dhvemi obsahujicimi reagencie a odpad pouZivejte
prosttedky ochrany oc¢i, ochranny odé€v a rukavice.

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

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

odstranovat.

XiX
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Bezpecna manipulace s elektrickymi zafizenimi

* Mit k dispozici primérn{ i sekunddrni nddoby na odpad. (Primdrni nddoba na
odpad je pro jeho okamZité shromaZd'ovani. Sekundarni nddoba na odpad
obsahuje to co vyte€e nebo se vysype z primédrni nddoby. Ob¢ nddoby musi
odpovidat typu uklddaného odpadu a spliiovat natizeni mistnich i ndrodnich
predpist.)

* Minimalizovat kontakt s chemikaliemi. Pfi praci s chemikéliemi pouZivejte
odpovidajici osobni ochranné pomiicky (napf. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpe€nostni opatfeni naleznete v bezpecnostnim listu.

* Minimalizovat inhalaci chemikdlii. Neponechavejte nddoby s chemikéliemi
oteviené. PouZivejte odpovidajici vétrani (napiiklad digestot). Dalsi bezpecnostni
opatieni naleznete v bezpe¢nostnim listu.

* Manipulovat s chemickym odpadem v digestofi.

* Pytle s odpadem zajistit svorkou.

* Odstranovat odpad z odpadni misky a odstrafiovat odpadni ldhve v souladu se
spravnou laboratorni praxi a mistnimi i ndrodnimi piedpisy.

Odstranovani odpadu Pokud pii préci s piistrojem vznikne potencidlng nebezpeény odpad, musite:

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

e Zajistit ochranu zdravi a bezpecnost vSech pracovniki vasi laboratote.

» Zajistit, Ze odpad z pfistroje je ukladédn, prenasen, transportovan a odstralovan
v souladu se v§emi mistnimi i ndrodnimi ptfedpisy.

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

BezpecCna manipulace s elekirickymi zafizenimi

XX

Pojistky

/7 SINEEY NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pii ovlddan
systémi bez ochrannych kryti mize dojit k vaZznému trazu elektrickym proudem.
Neodstranujte kryty piistroje. Po jejich odstranéni je mozny pfistup ke zdrojim vysokého

napéti.

AWARNING NEBEZPECI POZARU. Pouziti nespravnych pojistek nebo zdroje

vysokého napéti mize vést k poskozeni piistroje a vzniku poziru. Pfed zapnutim
piistroje ovéfite, zda pojistky byly spravné zapojeny, a Ze zdroj elektrického napéti ve
vasi laboratofi spliiuje poZadavky pfistroje.

((« vz v -
22 NWIEGNINE] NEBEZPECI POZARU. V zdjmu nepfetrzité ochrany pred rizikem
vzniku poZaru pouZivejte pouze pojistky typu a jmenovitého proudu odpovidaciho
poZzadavkim piistroje.
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N\
VA AN

Zdroj /¥ NINWEE: NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pro
bezpecny provoz zafizeni je nezbytné jeho uzemnéni. Nikdy nepouzivejte pristroj, ktery
neni spravnym zptusobem uzemnén.

\
VAN
/5

/7 NUNEE8 NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pouzivejte
pouze schvélené elektrické kabely odpovidajici napéti ve vasi elektrické siti.

A\
/rN______________

/7 SINEER NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pipojte
piistroj pouze do uzemnéné zasuvky s odpovidajicim elektrickym napé&tim.

Vysoké napéti  Systémy StepOnem™ a StepOnePlus spadaji do tidy II (pfepéti) a jsou klasifikovany jako
pfenosné pristroje.

Bezpecna prace s diodami

Abyste se nevystavovali nebezpe¢nému tc¢inku zédteni diod:
* Musi udrzbu systémutl provadeét servisni technici spolecnosti Applied Biosystems.

* Veskeré kryty piistroje musi byt béhem jeho provozu na svém misté. V takovém
piipadé€ nedochdzi k detekovatelné emisi zafeni. Odstranite-li béhem provozu
piistroje kryt (napt. béhem servisniho zasahu pii vypnuti kontaktnich pojistek),
muiZete byt vystaveni zafeni pfesahujici rozsah ttidy 3B.

* Neodstranujte bezpe€nostni oznaceni a nevypinejte kontaktni pojistky.

Biologickeé riziko
AN

Biohazard /X NIZANINE BIOHAZARD. Biologické lidské nebo zvifeci vzorky jako napf.
tkang, t€lni tekutiny a krev mohou byt zdrojem infekénich onemocnéni. Postupujte podle
vSech mistnich/narodnich predpisii. PouZzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a
rukavice. VeSkeré ¢innosti je zapotifebi provadét v prostorach k tomu uréenych a
odpovidajicim zptisobem vybavenych. Zaméstnanci musi byt fadné proskoleni podle
mistnich predpist jeste pred zapocetim prace s infekénim materidlem. Prostudujte si a
postupujte podle pokynil v nésledujicich publikacich:

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

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

XXi
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* Pravidla prace s nebezpe¢nym infekénim odpadem platna ve vasi
spolec¢nosti/instituci.

Dalsi informace tykajici se biologického rizika naleznete na:

http://www.cdc.gov

Bezpecna 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.

/ + XZXHEIENE NEBEZPECT SVALOVEHO PORANENI. Toto nebezpedi je
zpusobeno napt. ale nikoliv vylué¢né 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 klavesnici, myS a monitor tak, aby byla umoZnénd relaxovand poloha
hlavy a téla.

Bezpecnost a normalizace v oblasti elektromagneticke
kompatibility (EMC)

Bezpecnostni
predpisy v USA
a Kanadé

c(UL)us

Kanadské
normy EMC

Evropské
bezpelnostni
predpisy a normy

C€

XXii

Systémy StepOne a StepOnePlus byly testovany podle a spliiuji poZadavky norem:

UL 61010A-1/CAN/CSA C22.2 No. 1010.1-92, “Safety Requirements for Electrical
Equipment for Measurement, Control, and Laboratory Use, Part 1: General
Requirements.”

UL 61010A-2-010/CAN/CSA 1010.2.010, “Particular Requirements for Laboratory
Equipment for the Heating of Materials.”

FDA “Radiation Control for Health and Safety Act of 1968 Performance Standard 21
CFR 1040.10 and 1040.11,” as applicable.

Systémy StepOne a StepOnePlus byly testovany podle normy ICES-001, Issue 3:
“Industrial, Scientific, and Medical Radio Frequency Generators” a spliuji jeji
poZadavky

Bezpecnost

Tento piistroj spliiuje bezpe€nostni poZadavky evropské Smérnice pro nizké napéti
73/23/EEC. Tento pfistroj byl testovan podle a spliiuje poZadavky norem EN 61010-
1:2001 “Bezpecnostni poZzadavky na elektrickd méfici, fidici a laboratorni zafizeni, ¢4st
1: Obecné pozadavky”,



Australské
normy EMC

C
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EN 61010-2-010 “Zvlastni poZadavky pro laboratorni zatizeni pro ohfev materidlu”,
EN 61010-2-081 “Zvlastni poZadavky pro automaticka a poloautomatick4 laboratorni
zafizeni pro analytické a jiné ticely”

EN 60825-1, “Bezpecnost laserovych zatizeni - Cast 1: Klasifikace zafizent,
pozadavky a pokyny pro pouZivani.

EMC

Tento piistroj spliiuje poZadavky smérnice Rady Evropské unie pro elektromagnetické
ruseni a odolnost vi¢i nému (EMC smérnice 89/336/EEC). Tento pfistroj byl testovan
podle normy EN 61326 (Skupina 1, Tfida B) “Elektrickd zafizeni pro méteni, kontrolu a
laboratorni pouZiti — poZadavky EMC.”

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

XXiii
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Kapitola 1

V této kapitole naleznete:

m O systémech StepOne™ a StepOnePlus™ ..........ccccoiviiiriieniiieieeeeeee e 2
B SpPOtiebni MAtETIAL ........oeviiiiiiiiii e 4
m O absolutni kvantifikaci pomoci standardni KfivKy ........cccceviiiiniiiniinniiienieeee, 6
m Jak pouzZivat tuto PIIUCKU ...co.eiiiiiiiiiiieee e 9
B VZOTOVY POKUS ..eeiniiiiiiiiieiit ettt ettt ettt et e et e et e st e e sateeebebeesnaeeens 10
m Provedeni VZOrovEhO POKUSU .......eeeiiiiiiiiiiie et 12

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této ptirucce naleznete v online
napoveéde programu StepOnem™ Real-Time PCR System Software, do které se dostanete
stiskem klavesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(Népovéda > Ndpoveéda programu StepOne).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 1




Kapitola 1 Zaginame
O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

Tento systém pro Real-Time PCR se doddv4 ve dvou provedenich:

Systém Vlastnosti
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time * pro 48-jamkové desticky
PCR systém (StepOne™ systém) . ttibarevna detekce
Applied Biosystems StepOnePlus™ Real- * pro 96-ti jamkové destiCky
Time PCR systém (StepOnePlus™ systém) . &tyfbarevna detekce
» blok na vzorky VeriFlexm

Real-Time PCR systémy Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ umoZziuji:
» Kbvantifikaci 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 provddéné po
skonceni PCR).

Sbér dat Systémy StepOner a StepOnePlus™ zaznamendvaji fluorescenci v riznych fazich
pribéhu PCR v zdvislosti na typu béhu:

Typ béhu Sbér dat

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

Relativni standardni
kfivka
Komparativni Ct (AACT)

Post-PCR Genotypizace Sbér dat probiha:
(endpoint) PF .
Ano /Ne < F fed PCR (Pro experimenty typu Ano/Ne se
. jedné o volitelny nicméné doporuceny krok)
(Pfitomnost/

+ (Volitelng) V pribéhu PCR. Pristroj muze sbirat
data béhem béhu (real-time); to miZze byt
napomocné pfi feSeni pfipadnych probléma.

« PoPCR

Neptitomnost)

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

s s

1. Excitace — Piistroj 0zafi vSechny jamky desti¢ky a excituje fluorofory v jamkach.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
2 Kvantifikace pomoci standardni kfivky
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O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

2. Emise — Optické zatizeni piistroje zaznamena fluorescenci vyzafenou z jamek
desticky. Vysledny zdznam zahrnuje pouze to fluorescen¢niho zéteni, které odpovidd
rozsahu emisnich filtri.

3. UloZeni — Piistroj digitdln¢ zaznamena fluorescenci detekovanou v pevném ¢asovém
intervalu. Program StepOnem™ uloZ{ tato tzv. hrubd data pro néslednou analyzu.

Po skonceni béhu pouZzije program StepOne kalibra¢ni soubory (prostorova kalibrace,
kalibrace barev a kalibrace pozadi) ke stanoveni intenzity fluorescencniho signilu
jednotlivych jamek v kazdém ctent, k uréeni barev emitujicich dany fluorescencni signdl a
ke stanoveni jeho vyznamu.

O filtrech  Systémy StepOne a StepOnePlus pouZivaji ndsledujici filtry:

Systém StepOne Systém StepOnePlus
Filtr Barva Filtr Barva
1 FAMm™ 1 FAMm™
SYBRe Green SYBRe Green
2 JOEm 2 JOE™
VICe VICe
3 ROX 3 TAMRA™
NED™
4 ROXm

O bloku na  Piistroj StepOnePlusm je vybaven blokem na vzorky VeriFlexm, ktery je roz¢lenén na Sest
vzorky VeriFlex™ nezavisle ovlddanych teplotnich z6n pro snazsi optimalizaci teplotnich profiltl vasich
reakci. Pro jednu nebo vice zén 1ze nastavit rizné teploty nebo 1ze pro vSechny zény
nastavit stejnou teplotu.

Vice informaci Vice informaci o:

* Systémech StepOne a StepOnePlus ziskate v napovede programu Applied
Biosystems StepOne™ Real-Time PCR.

Poznamka: Napovédu v programu oteviete pomoci Help > StepOne Software
Help (Ndpovéda > Nipovéda programu StepOne).

* Genotypovani naleznete v prirucce Applied Biosystems StepOnem™ and StepOnePlusm™
Real-Time PCR Systems Getting Started Guide for Genotyping Experiments.

* Experimentech typu Ano/Ne (Pfitomnost/Nepiitomnost) naleznete v piirucce Applied
Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Getting Started
Guide for Presence/Absence Experiments.

* Metod¢ relativni standardn{ kiivky a komparativni Ct (AACT) metod¢ naleznete
v ptirucce Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
GettingStarted Guide for Relative Standard Curve and Comparative Ct Experiments.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spotiebni material

Spotfebni material

Systém StepOne  Na piistroji StepOne miiZete pouZivat nize uvedeny spotiebni material (uréeny pro pouZiti
se standardnimi reagenciemi/protokolem i s reagenciemi/protokolem Fast).

DULEZITE! Na piistrojich StepOne a StepOnePlus pouZivejte spotfebni materidl
vyhradné typu Fast (desticky, stripy, zkumavky), a to i kdyZ provéadite experimenty se
standardnimi reagenciemi.

Spotrebni material Kat. ¢.
* MicroAmpm™ Fast optické 48-jamkové desticky » 4375816
* MicroAmpm™ optické adhezivni félie (pro 48-jamkovou » 4375323 a
desticku) 4375928
* MicroAmpm™ Fast 8-zkumavkovy strip » 4358293
* MicroAmp™ opticka vicka ve stripech po 8 * 4323032
* MicroAmpe Fast zkumavky s vickem » 4358297
* MicroAmp™ Fast 48-jamkova nositka » 4375282
* MicroAmp™ 48-jamkovy adaptér » 4375284
* MicroAmp™ 96-jamkové nositka + 4379590

Spotrebni material

MicroAmpm™ Fast opticka 48-jamkova desticka

MicroAmpm™ Fast 48-jamkova nositka

MicroAmp™ 96-jamkova nositka
MicroAmpm opticky 8-zkumavkovy strip
MicroAmpm™ Fast 8-zkumavkovy strip

MicroAmpe Fast zkumavky s vickem

G m m O O W >» #*

MicroAmpm™ opticka adhezivni félie (pro 48-
jamkovou desticku)

I

MicroAmpm™ 48-jamkovy adaptér

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spotrebni material

Systém Na piistroji StepOne miiZete pouZivat niZe uvedeny spotfebni material (uréeny pro pouZiti
StepOnePlus  se standardnimi reagenciemi/protokolem i s reagenciemi/protokolem Fast).

DULEZITE! Na piistrojich StepOne a StepOnePlus pouZivejte spotiebni material
vyhradné typu Fast (desti¢ky, stripy, zkumavky), a to i kdyZ provddite experimenty se
standardnimi reagenciemi.

Spotiebni material Kat. ¢.
» MicroAmp™ Fast optické 96-jamkové desticky s ¢arovym | « 4346906 a
kédem 4366932
» MicroAmp™ optické adhezivni félie * 4360954 a
4311971
* MicroAmpm™ Fast 8-zkumavkovy strip » 4358293
* MicroAmpm™ optické vicka ve stripech po 8 * 4323032
* MicroAmpe Fast zkumavky s vickem » 4358297
* MicroAmp™ 96- jamkova nositka pro bloky VeriFlexm + 4379983
* MicroAmp™ 96- jamkova nositka + 4379590
* MicroAmpm™ aplikator pro adhezivni folii » 4333183
* MicroAmp™ nastroj pro nasazovani vicek * 4330015
=
=N
VWAL T
TMA L PZEERS
P =N

Spotrebni material
MicroAmpm™ Fast opticka 96-jamkova desticka
MicroAmpm™ 96- jamkova nositka pro bloky VeriFlex ™
MicroAmp™ 96- jamkova nositka
MicroAmpm™ opticka vi¢ka ve stripech po 8
MicroAmpm™ Fast 8-zkumavkovy strip

MicroAmpe Fast zkumavky s vickem

#
A
B
C
D
E
F
G

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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O absolutni kvantifikaci pomoci standardni krivky

Real-Time PCR Absolutni kvantifikace se provadi metodou Real-Time PCR (PCR monitorovana
experimenty Vv redlném Case). Pii provadéni real-time PCR:

* Pfistroj monitoruje pribéh PCR (Kwok and Higuchi, 1989).
* Béhem PCR jsou sbirdna data.

» Reakce charakterizuje ten bod v jejich pritbéhu, kdy je poprvé detekovana
amplifikace produktu (Saiki et al., 1985).

Poznamka: V této pfirucce je pojem experiment pouzivéan pro cely proces provddény na
ptistrojich StepOne nebo StepOnePlus a zahrnuje sesazeni reakci a zadédni do pfistroje,
vlastni béh a analyzu.

O metodé Metoda standardni kiivky (tzv. absolutni kvantifikace) se pouzivé ke stanoveni
standardni kfivky absolutniho mnoZstvi cilového templétu ve vzorcich. Program StepOne méif amplifikaci
cilového templatu ve vzorcich a v fedici fad¢ standardd. Na zdkladé¢ dat ziskanych pomoci
této fedici fady je vytvorena standardni kiivka. Pomoci standardn{ kiivky pak program
vypocitd absolutni mnoZstvi cilového templatu ve vzorcich.

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

* Standard — Vzorek o zndmé koncentraci; pouziva se pii kvantifikaci pro vytvofeni
standardni kiivky.

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

* Replikaty — Nasobné provedeni téZe reakce (vlastné identické reakce, obsahujici
tytéZ vzorky, soucasti a v identickych objemech).

» Negativni kontroly — Jamky, které namisto templatu obsahuji vodu nebo pufr.
V jamk&ch negativni kontroly se nepfedpokladd amplifikace templatu.

Moznosti PCR Provadite-li real-time PCR, volite mezi riiznymi moZnostmi provedeni:
» Singleplexni a multiplexni PCR (niZe)
a
¢ 1-krokova a 2-krokova RT-PCR (strana 7)

Singleplexni vs. Multiplexni PCR

PCR reakci 1ze provést v uspofadani:

* Singleplexni PCR - V reakén{ jamce nebo zkumavce je jeden par primert. V kazdé
reakci je amplifikovan pouze jeden cilovy templat.

nebo

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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O absolutni kvantifikaci pomoci standardni kfivky

* Multiplexni PCR -V reakéni jamce nebo zkumavce jsou dva nebo vice part
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 SYBR® Green nelze pouZit pro multiplexni PCR.

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems nedoporu¢uje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zhdse€ v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ |ze pouZit jako reportér nebo zhdSe€ v systému StepOnePlusm™.

[ | O Em [ 1. par primerd

=

. g] ‘OO O 2. par primert
\/ ~~~ cDNA

Singleplexni PCR Multiplexni PCR

1- vs. 2-krokova RT-PCR

Pfi provddéni Real-Time PCR maéte moZnost provést reverzni transkripci (RT) a PCR
v jediné reakci (jednokrokovd) nebo ve zvlaStnich reakcich (dvoukrokovd). Volba
pouZitych reagencii z4visi na tom, pro jakou z téchto dvou variant se rozhodnete:

*  Pfi jednokrokové RT-PCR probihaji RT a PCR v témZe pufracnim
systému, coZ umoziuje provést ob¢ reakce v jediné zkumavce. V tomto
uspotadani nicméné neni mozné pouZit Fast PCR Master Mix nebo
AmpErase® UNG (uracil-N-glykosyldzu) pro zabranéni kontaminace.

*  Dvoukrokovd RT-PCR se provddi 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 transkriptl z jednoho
cDNA templatu nebo pro uchovavani alikvotit cDNA pro jejich pozdé&jsi vyuziti.
Pro zabranéni vzniku kontaminace lze pouzit enzym AmpErase® UNG.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Reagencie Reagencie TagManea SYBRe Green

Spolecnost Applied Biosystems nabizi pro detekci produktti amplifikace na Real-Time
PCR piistrojich StepOne a StepOnePlus chemizmy TagMan® a SYBR® Green, popsané

v nasledujici tabulce.

Chemizmus

Popis

Reagencie a kity zalozené na sondach typu
TaqMane

Popis

Reagencie a kity zaloZené na sondach typu
TagMane pouzivaji fluorescenéné znacenou
sondu umoznujici detekci specifického PCR
produktu tak jak dochazi k jeho akumulaci

v prabéhu PCR.

Vyhody

» Sonda zajistuje vyssi specifitu detekce.

+ Moznost provadét multiplexni reakce.

» K dispozici jsou optimalizované eseje pro
pouziti pfi univerzalnich podminkéch reakce.

» Lze pouzit pro 1- nebo 2-krokovou RT-PCR.

Nevyhody

Syntéza specifické fluorescenéné znacené

sondy.

PCR a detekce cDNA

a. Soucasti eseje

b. Denaturovany templat a annealing
c. Tvorba signélu

LEGENDA

' Barva FAM™

F

. Zhases
Minor Groove

Binder

AmpliTaq Gold
DNA polymeraza

Sonda

=== Primer

Templat

Prodluzovany
primer

Reagencie na bazi SYBRe Green |

Popis

Reagencie na bazi barvy SYBR Green | (vaze

se na dvouretézcovou DNA) umozriuji detekci

PCR produktl tak jak dochazi k jejich

akumulaci v prdbéhu PCR.

Vyhody

» Ekonomické feSeni (neni zapotfebi sondy).

* Moznost provadéni analyzy disociacni
kFivky

* Lze pouzit pro 1- nebo 2-krokovou RT-PCR.

Nevyhody

Vaze se nespecificky na veskerou

dvoufetézcovou DNA. Tvorbu nespecifickych
produktd reakce (faledné pozitivni vysledky) Ize

oveéfit pomoci kfivky tani nebo agar6zového gelu.

Krok 1: Reakce Barvivo
SYBR® Green | generuje
fluorescencni signal je-li
vazano na dvouretézcovou
DNA.

Krok 2: Denaturace

Je-li DNA denaturovéna,
barvivo SYBR® Green | se
uvolni a fluorescenéni signal
se dramaticky snizi.

Krok 3: Polymerace
Primery nasednou na
templat a dochazi k jejich
prodluzovani a vzniku PCR
produktu.

Krok 4: Polymerace
ukonéena Barvivo SYBR®
Green | se vazZe na
dvouretézcovy produkt reakce,
dochazi k narastu
detekovaného fluorescencniho
signalu.

DULEZITE! Spoleénost Applied Biosystems nedoporucuje pouzivat barvu TAMRA™ ani
jako reportér, ani jako zhdSe¢ v systému StepOnem. Naopak barvu TAMRA™ Ize pouzit
jako reportér nebo zhasec€ v systému StepOnePlusm,

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Jak pouZivat tuto prirucku

Dal$i reagencie

V systémech StepOne a StepOnePlus je mozné pouzit i jiné fluorescencni reagencie,
nicméné je zapotiebi:

* Zadat experiment pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zaddn{) a nikoliv
Design Wizard (Priivodce zadanim). (Viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané
116.)

* Pii pouZiti reagencii TagMan a SYBR green spolecnosti Applied Biosystems je
mozné pouZit funkci automatického vypoctu reakéniho objemu v zdloZce Reaction
Setup (Sesazeni reakct).

Vice informaci Vice informaci o real-time PCR, moZnostech, reagenciich apod. naleznete v piirucce
Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Reagent
Guide.

Jak pouzivat tuto pfiru¢ku

Tato ptirucka funguje soucasné jako navod i privodce vasimi vlastnimi experimenty.

Pouzivani Za pouziti vzorovych experimentii, dod4vanych spolu s programem StepOne, miiZete tuto
pFirucky jako piirucku pouZit jako navod pro provedeni experimentd absolutni kvantifikace na
navodu piistrojich StepOne nebo StepOnePlus. Postupuijte podle pokynii v kapitolach 2 aZ 5:

Kapitola Procedura
2 Navrh experimentu pomoci Pravodce zadanim (Design Wizard) v programu
StepOne.
3 Pfiprava experimentu za pouziti reagencii a objem0 vypogcitanych v Privodci

zadanim (Design Wizard) v kapitole 2.

4 Spusténi experimentu na pfistroji StepOne nebo StepOnePlus (instalace
s nebo bez pocitace)

5 Analyza vysledkd.

Vice informaci viz “Vzorovy pokus” na strané 10.

Pouzivani pfiru¢ky Po skonceni cvi¢nych krokii v kapitoldch 2 aZ 5 miZete pouZit tuto ptirucku jako
jako pravodce pruvodce vasimi vlastnimi experimenty. Kazda procedura v kapitolach 2 az 5
vasimi zahrnuje soubor doporuceni pro provadéni vlastnich experimentd.

experimenty

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Vzorovy pokus

Soucdasti programu StepOne jsou rtizné ndstroje, umoziujici zadani, provedeni a analyzu
experimentu. Jejich vycet je obsaZen v ndsledujici tabulce.

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

doporuc¢ena pro nové uzivatele.

Poznamka: Moznosti zadani jsou v privodci ve srovnani
s Pokrocilym zadanim omezené.

Advanced Pokrocilé zadani nového experimentu. Funkce Advanced strana 116
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 117
(Rychly start) desticce. Parametry Ize zadat po skonceni béhu.

Template Zadani nového experimentu pomoci informaci strana 119
(Templat) obsazenych v templatu.

Export/Import Import zadani experimentu ve formatu ASCII, ktery strana 121

obsahuje potfebné informace.

Vzorovy pokus

10

Popis

Pro lepsi néstin toho jak navrhnout, pfipravit, provést a vyhodnotit pokus absolutni
kvantifikace je jako ptiklad v této piirucce uveden pokus vzorovy. Vzorovy pokus
demonstruje typicky postup prace na systémech StepOne nebo StepOnePlus a umoznuje
vam se s témito systémy rychle seznamit.

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

Ve vzorovém pokusu:

» Jako vzorky se pouzivad genomickd DNA izolovana ze dvou populaci.

* Cilova sekvence je fragment genu pro RNéazu P.

* Pro kvantifikaci cilové sekvence je vytvorena jedna standardni kfivka. Standard
pouZity pro vytvoreni fedici fady obsahuje gen pro RNazu P ve zndmé kvantite.
Jelikoz je kvantifikovana pouze jedna cilova sekvence, je zapotiebi pouze jedina
standardni kiivka.

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

* Pro mozné statistické vyhodnoceni vysledki jsou pfipraveny tii replikéty pro
kazdé redéni standardu a pro kazdy vzorek.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Vzorovy pokus

» Experiment je proveden jako singleplexni PCR, takZe kazd4 jamka obsahuje
primery/sondu pro jedinou cilovou sekvenci.

* Experiment je proveden jako 2-krokovad RT-PCR.

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

Poznamka: Sonda pro kvantifikaci lidského genu RNédza P (FAMm™ znac¢ena
MGB sonda) neni k dispozici jako souc¢dst TagMane eseje pro kvantifikaci genové
exprese. Lze ji objednat jako souddst tzv. Custom TagMane eseji pro kvantifikaci
genové exprese (kat. €. 4331348) — eseje navrhované na zakazku.

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems nedoporu¢uje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zhasec v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouzit jako reportér nebo zhaSeC v systému StepOnePlusm.

Rozvrzeni reakci  Vzorovy experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky byl vytvofen pro piistroj
v desti€ce  StepOne. Pro piistroj StepOne program zobrazi ndsledujici rozvrzeni vzorkl v 48-
jamkové desticce:

Muizete vytvofit vzorovy experiment i pro pfistroj StepOnePlus, rozvrZzeni reakci

v desticce v§ak bude odlisné od rozvrZeni v 48-jamkové desticce, které je pouzivano v této
ptirucce. Pro pfistroj StepOnePlus program zobrazi nasledujici rozvrzeni vzorka v 96-
jamkové desticce:

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 11



Kapitola 1 Zaginame
Provedeni vzorového pokusu

O vzorovém V této piirucce budete pouZivat dva soubory:

experimentu * V kapitole 2 vytvofite vzorovy soubor obsahujici informace k zaddni experimentu a

uloZite jej do adreséfe s experimenty ve vaSem pocitaci:
<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiment\
Standard Curve Example.eds

* V kapitole 5 zobrazite vysledky vzorového experimentu. Vysledky vzorového
experimentu jsou sou¢dsti souboru, ktery se instaluje spolu s programem StepOne.
Soubor naleznete na disku vaseho pocitace:

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

kde:

* <disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovdn program StepOne.
Ptednastaveny disk pro instalaci programu je disk D.

* <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

Soubory v adresafi Examples (Pfiklady)

Adresar Examples (Piiklady) obsahuje nékolik soubort, které miZete pouZit jako vzor pii
analyze vaSich vlastnich vysledkt (viz niZe). Tyto soubory se instaluji spolu s programem
StepOne.

v,

Poznamka: Ujistéte se, Ze pfi pouZivani této piirucky jako ndvodu pouZivite soubor
Standard Curve Example.eds. Soubor 96-jamkové Standard Curve Example.eds je jinym
piikladem absolutni kvantifikace.

Pristroj StepOne Pristroj StepOnePlus
Comparative CT Example.eds 96-jamkové Comparative CT Example.eds
Multiplex Example.eds 96-jamkové Multiplex Example.eds
Genotyping Example.eds 96-jamkové Genotyping Example.eds
Presence Absence Example.eds 96-jamkové Presence Absence Example.eds
Relative Standard Curve Example.eds 96-jamkové Relative Standard Curve

Example.eds
RNase P Experiment.eds 96-jamkové RNase P Experiment.eds
Standard Curve Example.eds 96-jamkové Standard Curve Example.eds
SYBR Example.eds 96-jamkové SYBR Example.eds

Provedeni vzorového pokusu

Obrazek na strané 13 znizornuje postup prace se vzorovym piikladem absolutni
kvantifikace.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
12 Kvantifikace pomoci standardni kfivky



Kapitola 1 Zaginame
Provedeni vzorového pokusu

Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)

Vytvofeni nového experimentu.

Zadani vlastnosti experimentu.

Definice metodiky a materialu.

Zadani cilovych sekvenci.

Zadani standardd.

Zadani vzorkd.

Zadani béhu.

Kontrola zadani.

Objednani materiéalu pro provedeni experimentu.

o> © o N ok~

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

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

L nh o~

PFiprava desticky.

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

A A

Vyjmuti desticky a pfenos dat.

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)
st 1, Shlédnuti vysledku:
. Analyza.
. Zobrazeni standardni kfivky.
. Zobrazeni amplifika¢niho grafu.
. Zobrazeni vysledk( v tabulce.

Ca

1

2

3

4

5. Publikace vysledkd.
Cast 2, Reseni problému (v pfipadé potreby):

1. Zobrazeni parametr( analyzy; nastaveni pozadi/prahu.
2. Shlédnuti kvalitativnich ukazateld.

3. Vynechani jamek.z analyzy

4. Zobrazeni multikomponentniho grafu.

5

. Zobrazeni hrubych dat.

Konec experimentu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 13
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Kapitola 1 Zaginame
Provedeni vzorového pokusu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky



Kapitola 2

Zadani experimentu

V této kapitole naleznete:
B OPTEhIEd. .o e
m Vytvoreni NOVENO eXPErimentU ........c.eeevueeeriieriiieiiiieeiie ettt eieeeiee e e
B Zadani vIastnoSt] @XPETIMENTU. ......cccveeertreriieerieeeieeeiieeriteesiteesteeeteeenireesaeeesenns
m Definice metodiky a materidltl .........coceeiiiiiiiiiiiiiieee
B Zadani cllovych SEKVENCT ........ooviiiiiiiiiiie e
B ZadAnT StANdardll .........ooviiiiiii e
B ZadANT VZOTKT . co.eiiiiiiiiiiiie e
B ZAdANT DENU ....eoiiiiii e
B Kontrola Zadant ...........cociiiiiiiiiiii e
= Objednani materidlu pro provedeni eXperimentu..........c.ccceceeveeereeneeneeneennenne

= Ukonceni privodce zadanim (Design Wizard) .........coccoeceerviiiniiniiniinniiciienee

Poznadmka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
nidpoveédeé programu StepOnem™ Real-Time PCR System Software, do které se dostanete

stiskem klavesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(Ndpovéda > Napovéda programu StepOne).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Prehled

Prehled

V této kapitole je popsano pouZiti Priivodce zadanim (Design Wizard) programu
StepOnem™ pro zadani vzorového experimentu absolutni kvantifikace (standardni
kiivky). Privodce zadanim (Design Wizard) vas pfi zaddvani parametrti vzorového
experimentu sezndmi i se souvisejicimi doporucenimi spolecnosti Applied Biosystems.

Vzorovy Postup provddéni vzorového experimentu je vyobrazen niZe.
experiment

Poznadmka: Vzorovy experiment zadejte v programu StepOne pomoci Privodce zaddnim

(Design Wizard). Pfi zadavan{ vlastnich experimentli mtiZete zvolit i jiné moZnosti zadani
(viz “PouZzivani pfirucky jako priivodce vasimi experimenty” na stran¢ 9).

Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)
. Vytvofeni nového experimentu.
. Zadani vlastnosti experimentu.
. Definice metodiky a materialu.
. Zadani cilovych sekvenci.
. Zadani standarda.

1
2

3

4

5

6. Zadani vzork(.
7. Zadani béhu.
8. Kontrola zadani.

9. Objednani materialu pro provedeni experimentu.
1

0. Ukonéeni priivodce zadanim (Design Wizard).

Priprava reakci (Kapitola 3)
Provedeni experimentu (Kapitola 4)
Analyza vysledk( experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
16 Kvantifikace pomoci standardni kfivky



Kapitola 2 Zadani experimentu

Vytvoreni nového experimentu

Vytvoreni nového experimentu

Vytvofite novy experiment pomoci Priivodce zadanim (Design Wizard) v programu
StepOne.

Vytvoreni

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

> Applied Biosystems > StepOne Software <ndzev programu>

kde <ndzev programu> znaci aktudlni verzi programu StepOne.

2. Na vychozi obrazovce kliknéte na ikonu Priuvodce zadanim (Design Wizard)
¢imz oteviete Privodce zadanim (Design Wizard).

3. Vice informaci o mozZnostech Priivodce zaddanim (Design Wizard) ziskate v Casti
“Soucdsti programu” na strané 18.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 17
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Kapitola 2 Zadani experimentu

Vytvoreni nového experimentu

Soucasti Soucdsti programu StepOne pouzivané pro Privodce zaddanim (Design Wizard) jsou
programu popsany nize.

1. Lista nabidek (Menu Bar) — Zobrazuje nabidky, které jsou v programu k dispozici:

File (Soubor)

Edit (Upravit)
Instrument (Pfistroj)
Analysis (Analyza)
Tools (Néstroje)
Help (Pomoc)

2. Nastrojova lista (Toolbar) — Zobrazuje nastroje, které jsou v programu k dispozici:

New Experiment (Novy experiment)

Open (Otevrit)

Close (Zavrit)

Send Experiment to Instrument (Odeslat experiment do piistroje)
Download Experiment from Instrument (Stdhnout experiment z pfistroje)

3. Zahlavi experimentu (Experiment header) — Zobrazuje ndzev experimentu, typ
experimentu a reagencie pro otevieny experiment.

4. Navigaéni panel (Navigation pane) — Zobrazuje odkazy na vSechny obrazovky
Privodce zadanim (Design Wizard):

Experiment Properties (Vlastnosti experimentu)
Methods & Materials (Metodika a materidl)
Targets (Cilové sekvence)

Standards (Standardy)

Samples (Vzorky)

Run Method (Bé&h)

Reaction Setup (Sesazeni reakci)

Materials List (Potfebny material)

Poznadmka: Privodce zaddnim (Design Wizard) nejprve zobrazi typ experimentu
Quantitation - Standard Curve (Kvantifikace — Standardn{ kfivka). Obrazovky
Privodce zadanim (Design Wizard) se mohou zménit, zvolite-li jiny typ
experimentu. Napiiklad obrazovka Relative Quantitation Settings (Parametry
relativni kvantifikace) se nezobrazi pokud jako typ experimentu nezvolite relativni
standardni kiivku nebo komparativni Ct (AACT) metodu.

5. Zalozka(y) Experiment — Zobrazi zdlozku pro kazdy otevieny experiment.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy

Kvantifikace pomoci standardni kfivky



Kapitola 2 Zadani experimentu Ly
Vytvoreni nového experimentu

M
\J

5 (O

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani vlastnosti experimentu

Zadani vlastnosti experimentu

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

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:

experimentu

Vyplnéni
obrazovky
Vlastnosti

experimentu

Experiment je pojmenovéan jako example (piiklad).

Je zvolen pfistroj StepOne.

PouZiv4 se 48-jamkova optickd desticka MicroAmpm™ Fast.
Zvoleny typ experimentu je kvantifikace.

. Kliknéte do pole Experiment Name (Nazev experimentu), poté zadejte

Standard Curve Example (Pfiklad standardni kiivky).

Poznadmka: Zéhlavi experimentu se zaktualizuje podle zadaného ndzvu.

Pole Barcode (Cérovy kéd) ponechte prazdné.

Poznadmka: 48-jamkovd optickd desticka MicroAmp Fast nemd ¢arovy kéd.

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

Kliknéte do pole Comments (Komentéf), zadejte Standard Curve Getting Started
Guide Example (Piiklad standardni kiivky podle piirucky).

Zvolte pfistroj StepOnem™ Instrument (48 Wells — 48 jamek).

Poznadmka: Vzorovy experiment byl vytvofen pro pfistroj StepOne. MlzZete vytvofit
vzorovy experiment i pro piistroj StepOnePlus, rozvrZeni reakci v desti¢ce vSak bude
odli$né od rozvrzeni v 48-jamkové desticce, které je pouzivano v této pfirucce.
Program zobrazi rozvrZeni vzorkl v 48-jamkové desticce pro piistroj StepOne a
rozvrzeni vzorkd v 96-jamkové destice pro piistroj StepOnePlus. Chcete-li vytvofit
vzorovy pokus pro piistroj StepOnePlus, zvolte StepOnePlus™ Instrument

(96 Wells —96 jamek).

Zvolte Quantitation (Kvantifikace) jako typ experimentu.

Kliknéte Next > (Dalsi).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani viastnosti experimentu

A OWON =

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani » Zadejte ndzev experimentu:

— Zadejte popisny dobfe zapamatovatelny nazev. Nazev muze byt az 100 znakl
dlouhy.

Poznamka: Nasledujici znaky nemizZete v poli Nazev experimentu pouZit:
/7\9>7<7*’?7"’|’:7;'

— Nézev experimentu bude pouZit jako ndzev souboru.

v, o2

* (Volitelné) PouZzivite-li 96-jamkovou optickou desti¢ku MicroAmp™ Fast,
zadejte do pole Barcode (Carovy kéd) jeji ¢arovy kéd. Do pole Barcode 1ze zadat az
100 znakd.

s w2

Poznamka: 48-jamkova opticka desticka MicroAmp Fast nemd ¢arovy kod.

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

* (Volitelné) Zadejte komentar (popis - Comments) k experimentu. Do pole Comments
lze zadat az 1000 znaka.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Definice metodiky a materialu

» Zvolte pfistroj, ktery pouZivate:
— StepOnem™ Instrument (48 Wells — 48 jamek)
— StepOnePlus™ Instrument (96 Wells — 96 jamek)

Poznamka: Program StepOne v2.0 nebo vyssi 1ze pouZit pro navrh experimentti pro
oba typy pfistroju - StepOne a StepOnePlus. Typ pfistroje, ktery zvolite, nasledné
ovlivni moZnosti rozloZeni reakci v desti¢ce a seznam potifebného materiélu.

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

» Jako typ pokusu zvolte Quantitation (Kvantifikace).

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

programu StepOne kliknutim na € nebo stiskem kldvesy F1.
* Spotfebnim materidlu ziskate v ¢4sti “Spotifebni materidl” na strané 4.

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

Definice metodiky a materialu

Na obrazovce Methods & Materials (Metodika a materidl) zvolte kvantifika¢ni
metodu, pouZivané reagencie, rychlost rampu a pouZivany templét pro PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:
experimentu  « e pro kvantifikaci pouZivd metoda standardn kfivky.
* se pouZivaji reagencie TagMane.
* v pribéhu béhu se pouziva standardni rychlost rampu.

* jako templat se pouZzivd gDNA (izolovand ze dvou populaci). Abyste mohli gDNA
pouZit, musite ji nejprve izolovat z vaSeho vzorku.

Vyplnéni 1. Jako metodu kvantifikace zvolte Standard Curve (Standardni kiivka).
obrazovky
Metodika a
material

Zvolte reagencie TagMane.
Zvolte standardni rychlost rampu Standard (~ 2 hours to complete a run).

Zvolte gDNA (genomicka DNA) jako typ templatu.

o »~» D

Kliknéte Next > (Dalsi).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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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 absolutnitho mnoZstvi cilové sekvence ve
vzorcich. Pro provedeni metody standardni kiivky je zapotfebi definovat cilové

sekvence, standardy a vzorky.
» Zvolte reagencie, které chcete pouzit:

— Zvolte moznost TagMane Reagents chcete-1i pouZit pro detekci amplifikace a
kvantifikaci mnozstvi cilové sekvence ve vzorcich reagencie TagMan. Reagencie
TagMan sestavaji ze dvou primert a sondy TagMane. Primery jsou ureny
k amplifikaci cilové sekvence a sonda TagMan je urcena k navdzani na cilovou
sekvenci a k tvorbé fluorescencniho signélu pfi jeji amplifikaci.

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems nedoporuéuje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zh4SeC v systému StepOne™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouZzit jako reportér nebo zhaSeC v systému StepOnePlusm.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Definice metodiky a materialu

— Zvolte moznost SYBRe Green Reagents chcete-li 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
fluorescenéni zafeni je-li navdzano na dvoufetézcovou DNA. Barvivo SYBR
Green byva soucdsti mastermixu pfiddvaného do reakce. PouZivéte-li barvivo
SYBR Green:

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

Zvolte standardni rychlost rampu Standard. Mastermix typu Fast pro reagencie
SYBR Green neni spole¢nosti Applied Biosystems doddvan.

Poznamka: V systémech StepOne a StepOnePlus je moZné pouZit i jiné
fluorescen¢ni reagencie, nicméné je zapotiebi zadat experiment pomoci funkce
Advanced Setup (Pokrocilé zadani) a nikoliv Design Wizard (Privodce zaddnim).

Zvolte odpovidajici rychlost rampu:

— Zvolte Fast (~ 40 minutes to complete a run) (Rychly — béh trva ca 40 min)
pouZzivéte-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 — komplementarni 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.

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

— Zvolte gDNA (genomic DNA — genomickda DNA) pokud jste jiZ izolovali
genomickou DNA z vaSich vzorkil. Do PCR reakci pipetujete purifikovanou
genomickou DNA.

Vice informaci Vice informaci o:

Obrazovce Methods & Materials (Metodika a material) ziskate v ndpovéde programu

StepOne kliknutim na € nebo stiskem klavesy F1.

Funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadédni) ziskéte v Casti “Pokrocilé zadani
experimentu” na strané 116.

Pouzivani dalsich metod kvantifikace ziskate v ptirucce Applied Biosystems
StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Getting Started Guide for
Relative Standard Curve and Comparative Ct Experiments.

Reagenciich TagMan a SYBR Green ziskate v ptirucce Applied Biosystems
StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Reagent Guide.

PCR véetné srovnani singleplexni a multiplexni PCR a 1-krokové a 2-krokové RT
PCR ziskéte v ptirucce Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time
PCR Systems Reagent Guide.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani cilovych sekvenci

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 desticcee je kvantifikovdna jedna cilové sekvence.

» Je zvolena moZnost Set Up Standards (Zadani standardil). Zvolite-li tuto moZnost,
program po ukonceni zaddvani informaci na obrazovce Targets (Cilové sekvence)
automaticky zobrazi obrazovku Standards (Standardy). Na této obrazovce muZete
definovat standardni kfivku (viz “Zadani standard’” na strané 27).

* Pro cilovou sekvenci, kterou kvantifikujete, je definovana esej (jednd se o
esej pro kvantifikaci RNézy P).

Vyplnéni 1. Kliknéte do pole How many targets do you want to quantify in the reaction plate?
obrazovky (Kolik cilovych sekvenci chcete v destice kvantifikovat) a zadejte 1.
Cilové
sekvence

Poznadmka: Pocet fadku v tabulce se aktualizuje podle poctu zadanych cilovych
sekvenci.

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

Poznadmka: Tato moZnost je nastavena jako pfedvolend.

3. Zadejte esej pro cilovou sekvenci €. 1:

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

b. Z rozbalovaci nabidky Reporter zvolte FAM (pfedvoleno).
¢. Zrozbalovaci nabidky Quencher (Zhasec) zvolte NFQ-MGB (pfedvoleno).

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

4. Kliknéte Next > (Dalsi).

Poznamka: Ponechte pole (volitelné) Enter Gene Name (Zadejte ndzev cilové
sekvence) volné. Identifikator eseje muzete nalézt pozdé&ji pii objednavani materidlu (viz
“Objednéni materidlu pro provedeni experimentu” na strané 38).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani cilovych sekvenci

3a 3b 3c 3d

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:

k zadani * Zvolte moznost Set Up Standards (Zadani standard®). Spole¢nost Applied
Biosystems doporucuje, abyste definovali standardni kfivku pro kaZzdou cilovou
sekvenci v desticce.

» Zadejte unikatni ndzev a barvu pro kaZzdou esej. Do pole Target Name (Ndzev cilové
sekvence) muzete zadat az 100 znak.

* Zvolte pouZivanou reportérovou barvu. Pokud jste na obrazovce Methods &
Materials (Material a metodika), viz strana 22, zvolili:

— reagencie TagMane, zvolte barvu, kterou je oznacena sonda na 5" konci.
— reagencie SYBRe Green, zvolte SYBR.

» Zvolte pouzivany zhdSec€. 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 (Zadny).

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems nedoporuéuje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zh4SeC v systému StepOne™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouZit jako reportér nebo zhaSeC v systému StepOnePlusm.

Vice informaci Vice informaci o obrazovce Targets (Cilové sekvence) ziskate v ndpovédé programu
StepOne kliknutim na @ nebo stiskem klévesy F1.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani standard(

Zadani standardu

Na obrazovce Standards (Standardy) zadejte pocet bodu fedici fady a pocet replikatd pro
vSechny standardni kiivky v desticce. Pro kaZdou standardni kiivku zadejte vychozi
mnozstvi a zvolte fedici faktor.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:

experimentu » Je zadédna jedna standardni kiivka pro cilovou sekvenci (RN4aza P). Pouzity standard
obsahuje zndmy pocet kopif genu pro RNazu P. JelikoZ je studovédn pouze jeden gen,
Jje zapotiebi pouze jedna standardni kiivka.

» Standardni kiivka je vytvofena na zdklad¢ péti fedéni.

* Pro kazdé redéni jsou pouZzity tfi replikaty. Replikaty jsou identické reakce,
obsahuj{ tytéZ komponenty i objemy.

* Pocdate¢ni mnoZzstvi je 10000 kopif a fedici faktor je 1:2.

Vyplnéni 1. Kliknéte do pole How many points do you need for each standard curve? (Kolik
obrazovky fedéni potiebujete pro kaZzdou standardni kfivku?), poté zadejte S.
Standardy

2. Kliknéte do pole How many replicates do you need for each point? (Kolik
replikati pottebujete pro kazdé fedéni?), poté zadejte 3.

3. Definujte rozsah mnozZstvi standardl 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.

4. Prostudujte vyobrazeni Standard Curve Preview (Nédhled standardni kiivky).
Standardni kiivka m4 nésledujici body: 10000, 5000, 2500, 1250 a 625.

5. Kliknéte Next > (Dalsi).

3a

3b

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu

Zadani standardt

Doporuceni
k zadani

Vice informaci

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

Zadejte standardni kiivku pro kaZdou cilovou sekvenci v reakéni desticce.
Cilové sekvence byly ptedesle definovdny na obrazovce Targets (Cilové

299

sekvence) (viz “Zadéni cilovych sekvenci” na strané 25).

Zadejte pocet fedéni pro kazdou standardni kfivku v desticce. Spole¢nost Applied
Biosystems doporucuje alespon pét fedéni pro kazdou standardni kiivku.

Zadejte pocet replikatt (identickych reakci) pro kazdé fedéni standardni kiivky.
Spolecnost Applied Biosystems doporucuje tii replikaty pro kazdé fedéni.

JelikozZ rozsah mnoZzstvi standardi ma vliv na vypocet efektivity amplifikace, peclivé
zvazte vhodny rozsah mnoZzstvi standardd pro vasi esej:

s s

— Pro presnéjsi métfeni dcinnosti amplifikace pouZijte Sirsi rozsah mnozZstvi
standardi (5 az 6 tadit). Zvolite-li Siroky rozsah mnozstvi 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

vystacit i s uz§im rozsahem mnozstvi standardu.

Redici faktor se pouZivé pro vypoéet mnoZstvi ve viech bodech standardni kiivky.

Y,

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

sV s

vychozi mnoZstvi nejniZsi, zvolte faktor 2x, 3x atd.

Vice informaci o:

Obrazovce Standards (Standardy) ziskate v ndpovéde programu StepOne kliknutim na
@) nebo stiskem kldvesy F1.

Efektivité¢ amplifikace ziskate v ptiruc¢ce Amplification Efficiency of TagMan® Gene
Expression Assays Application Note.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zadani vzorku

Zadani vzorkul

Na obrazovce Samples (Vzorky) zadejte pocet vzorku, replikatti a negativnich kontrol
v reak¢ni destiCce, zadejte ndzvy vzorkl a zvolte, v kterych vzorcich budou
kvantifikovény které cilové sekvence.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:

experimentu  « Pouzivajf se dva vzorky: genomickd DNA ze dvou populaci. Vzorky obsahuji
neznamé mnozstvi cilové sekvence (RNaza P).
* PouZivaji se tfi replikdty. 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 vzork je v desti¢ce?) a zadejte 2.
Vzorky

Poznamka: Pocet fadkl v tabulce vzorki se aktualizuje podle zadaného poctu.

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

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

4. Definujte vzorek (Sample) 1:

a. Kliknéte do pole Enter Sample Name (Zadejte nazev 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 nazev vzorku), zadejte pop2
(populace 2).

b. V poli Color (Barva) ponechte pfedvolené nastaveni.

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

7. 'V ¢asti Well Count (Pocet jamek) ovéite, Ze je zde:
* 6 jamek Unknown (neznimé vzorky) [
* 15 jamek standard £
* 3 negativni kontroly L
* 24 prazdnych jamek

8. V zidlozce View Plate Layout (Zobrazeni desticky):

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Zadani vzorka

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

9. Kliknéte Next > (Dalsi).

8a

Doporuéeni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:
k zadani * Pro kazdy vzorek pouZijte unikdtni ndzev a barvu. Do pole Sample Name (Nazev
vzorku) mizete zadat az 100 znaku.

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

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

* Zvolte, které cilové sekvence chcete kvantifikovat v kterych vzorcich:

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

— Zvolte Specify Sample/Target Reactions — nésledn¢ zadate, kterd cilova
sekvence m4 byt kvantifikovédna v které jamce.

Note: Pouzivéte-li pro zadani absolutni kvantifikace Privodce zadanim (Design
Wizard), miZete zadat pouze singleplexni reakce (amplifikace a detekce jedné
cilové sekvence v kazdé jamce). Chcete-li pouzit multiplexni reakce (amplifikace a
detekce dvou nebo vice cilovych sekvenci v jamce), musite pro zadani experimentu
pouzit funkci Advanced Setup (Pokrocilé zaddni{) a nikoliv Priivodce zaddnim
(Design Wizard).

» Pokud pracujete s piistrojem StepOnePlus a chcete upravit parametry béhu (Run
Method - strana 31) a nastavit rizné teploty pro jednu nebo vice z6n bloku
VeriFlex, musite:

a. Pro zadani experimentu pouzit funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadédni) a
nikoliv Privodce zadanim (Design Wizard).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zadani béhu

b. Na obrazovce Plate Setup (Zadani desticky) zvolit zdloZku Assign Targets and
Samples (Definovat rozloZeni vzorki a cilovych sekvenci), zvolit zalozku
View Plate Layout (Zobrazeni desticky), poté zvolit moZnost Enable
VeriFlex™ Block (Pouzit blok VeriFlexm).

DULEZITE! Pokud nezvolite moZnost Enable VeriFlex Block, nebude ndsledné
na obrazovce Run Method (Zadani béhu) moZzné definovat rizné teploty pro jednu
nebo vice zén bloku VeriFlex (strana 31).

Vice informaci Vice informaci o:

* Obrazovce Samples (Vzorky) ziskate v ndpoved€ programu StepOne kliknutim na L2
nebo stiskem klavesy F1.

* Funkci Advanced Setup viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané 116.

Zadani béhu

Na obrazovce Run Method (Zadani béhu) ovéfte udany reakéni objem a pfednastaveny
teplotni profil. V ptipad€ potieby miiZete ptednastaveny teplotni profil upravit nebo pouZzit
teplotni profil z Run Method library (Databidze metod).

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky se pouZivé prednastaveny teplotni profil
experimentu s jedinou vyjimkou: Reakéni objem v kazdé jamce neni 20 uL ale 25 uL.

Vyplnéni 1. Klikné&te bud’ na zélozku Graphical View (Grafické vyobrazen{) (ptednastaveno)
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.

4. Kliknéte Next > (Dalsi).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zadani behu

Doporuceni Zadavite-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:

k zadani » Zadejte objem reakce v rozsahu 10 az 30. Systémy StepOne a StepOnePlus

podporuji pouzivani reakénich objemt v rozsahu 10 az 30 pL.
* 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 potfeby nebo jej nahrad’te teplotnim profilem z Databize metod (Run
Method). Databaze metod je soucdsti programu StepOne.

* Provédite-li experiment na piistroji StepOnePlus a chcete nastavit rizné teploty
pro kaZdou z6énu bloku VeriFlex, musite:

a. Provést ndvrh experimentu pomoci funkce Pokrocilé zadani (Advanced Setup)
namisto Priivodce zadanim (Design Wizard).

b. Na obrazovce Plate Setup (Zadani desticky) zvolit zalozku Assign Targets and
Samples (Definovat rozloZeni vzorki a cilovych sekvenci), zvolit zalozku View
Plate Layout (Zobrazeni desticky), poté zvolit moznost Enable VeriFlexm™
Block (Pouzit blok VeriFlexm).

DULEZITE! Pokud nezvolite moZnost Enable VeriFlex Block, nebude
nasledn¢ na obrazovce Run Method (Zadani béhu) mozné definovat rizné
teploty pro jednu nebo vice z6n bloku VeriFlex.

c. Na obrazovce Run Method (Zadani béhu) zvolte zdlozku Graphical View
(Grafické vyobrazeni).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kontrola zadani

d. Pro kazdou z6nu bloku VeriFlexm, jejiZ teplotu chcete nastavit, kliknéte do pole
teploty a zadejte poZadovanou hodnotu.

Poznamka: Pro jednu nebo vice zon bloku VeriFlex miiZete nastavit rizné teploty
nebo muzZete pro vSechny z6ny nastavit tutéz teplotu. Neni-li teplota sousednich
z6n bloku stejnd, musi se liSit v rozsahu 0.1 az 5.0 © C. Maximdln{ teplota je
99.9°C.

Vice informaci Vice informaci o:
» Databézi metod (Run Method library) nebo o obrazovce Run Method (Zadani béhu),
ziskate v ndpovéde programu StepOne kliknutim na @ nebo stiskem klavesy F1.
* Nastaveni teploty v bloku VeriFlex ziskate v ndpovéde programu StepOne kliknutim
na @ nebo stiskem klavesy F1.
* Funkci Advanced Setup viz “Pokrocilé zadani experimentu” na strané 116.

Kontrola zadani

Na obrazovce Reaction Setup (Sesazeni reakci) zvolte typ eseje (pouZivite-li reagencie
TagMan), zkontrolujte vypocitané objemy pro piipravu PCR reakci, fedéni standardt a
fedéni vzorki. Je-li to potfeba, miZete upravit reakéni objem, rezervni objem pro
nepiesnosti pipetovani (excess reaction volume), koncentrace jednotlivych slozek,
koncentrace standardd a/nebo koncentrace fedénych vzorkt.

DULEZITE! Proved'te tyto kroky pro kazdou esej v reakéni desticce.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky:
experimentu  « Se pouzivi esej Applied Biosystems pro RN4zu 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 TagMane 2x Universal PCR
Master Mix, No AmpErasee UNG

— RNase P Assay Mix (20x)

— Vzorek nebo standard

— Voda
» Koncentrace zdsobniho roztoku standardu je 20,000 kopii/uL.
» Koncentrace fedéného vzorku je 6.6 ng/uL.
» Koncentrace zasobniho roztoku vzorku je 100 ng/puL.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kontrola zadani

VyplInéni Vyplite zalozku Reaction Mix Calculations (Vypocet slozeni reakéni smési)
obrazovky
Sesazeni reakci

—_

. Zvolte zalozku Reaction Mix Calculations (Vypocet sloZeni reakce).
2. V &asti Select Target (Zvolte cilovou sekvenci) zvolte RNase P (RN4za P).

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

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

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

6. V casti Reactions for RNase P (Reakce pro RNazu P):
a. Ujistéte se, Ze koncentrace mastermixu (Master Mix Concentration) je 2.0X.

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

¢. Zkontrolujte sloZky a jejich objemy v PCR reakcich:

Slozka Objem (pL) na 1 reakci
Master Mix (2.0x) 12.5
Assay Mix (20.0x) 1.3
Vzorek (10x) nebo Standard 2.5¢
H20 8.8
Celkovy objem 25.0

F Objem vzorku nebo standardu nesmi prekrocit 10% celkového objemu.

3 4 5

6a
6b

6¢c

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kontrola zadani

7. V &asti Standard Dilution Series for RNase P (Redéni standardi pro RNazu P):

a. Kliknéte do pole Standard Concentration in Stock (Koncentrace zdsobniho
roztoku standardu), poté zadejte 20000.
b. Kliknéte do pole jednotky (units), zadejte copies per UL (kopie na uL).

s ¥

c. Zkontrolujte vypocitané objemy fedici fady standardut:

Objem . K

L, . Celkov oncentrace

Redéni Zdroj  Objem (uL) FOZPOU- | \iom (N{) standardu
Stédla (pL) (kopie/pL)

1 (10,000) Zas. roztok 3.6 14.5 18.2 4000.0

2 (5,000) Redéni 1 9.1 9.1 18.2 2000.0

3 (2,500) Redéni 2 9.1 9.1 18.2 1000.0

4 (1,250) Redéni 3 9.1 9.1 18.2 500.0

5 (625) Redéni 4 9.1 9.1 18.2 250.0

7b

7c

Vypliite zalozku Sample Dilution Calculations (Vypocet koncentrace vzorki)

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).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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4. Zkontrolujte vypocitané objemy pro fedéni vzorki:

Nazev vzorku |Koncentrace zas. | Objem vzorku Objem Celkovy objem
roztoku (ng/pL) (L) rozpoustédla rozpusténého
(pL) vzorku (pL)
pop1 100.0 1.0 14.2 15.2
pop2 100.0 1.0 14.2 15.2

Vytisknéte pokyny k pfipravé reakci

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

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

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

3. Kliknéte Print, ¢imZ odeSlete tisk na tiskarnu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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4. Kliknéte Next > (Dalsi).

Dopo ru¢eni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:
kzadani  « Pouzivite-li reagencie TagMan, zvolte typ pouZivané eseje:
— Zvolte Inventoried/Made to Order (Skladem/Na objedndvku) pokud pouZzivate
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 vlastni eseje v programu Primer
Expresse.

* Zadejte objem reakce v rozsahu 10 az 30. Systémy StepOne a StepOnePlus
podporuji pouZivéni reakénich objemd v rozsahu 10 az 30 pL.

* Zadejte rezervni objem pro nepiesnosti pipetovani. Spolecnost
Applied Biosystems doporucuje zadat alespont 10%.

» Zkontrolujte sloZky a jejich objemy v PCR reakcich: Je-li potteba, upravte:
— Pro reagencie TagMan koncentraci mastermixu a eseje (assay mix).

— Pro reagencie SYBR Green koncentraci mastermixu, primert forward a
reverzniho.

— Pro 1-krokovou RT-PCR koncentraci reverzni transkriptazy.
* Zkontrolujte slozky reakce pro kazdou cilovou sekvenci:
— Provadite-li reakce v rezimu Fast, ujistéte se, Ze pouzivite Fast mastermix.

Nyl

— Provédite-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 ptislusny pufr.
» Zkontrolujte vypocet fedéni standardi pro kazdou cilovou sekvenci. Je-li potfeba,
upravte koncentraci zdsobniho roztoku standardu (pfipadné i jednotky).

Poznamka: V poli Standard Concentration in Stock units (Jednotky koncentrace
zasobniho roztoku standardu) miZete z rozbalovaci nabidky zvolit ng nebo pg
nebo muzete zadat jiné jednotky (napt. kopie, IU, [mezinarodni jednotky], nmol,
pg, atd.). Tabulka se aktualizuje podle vaSeho zadani.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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» Zkontrolujte vypocet fedéni kaZzdého vzorku. Je-li potfeba, upravte koncentraci
fedéného vzorku (v€etné jednotek) a zdsobniho roztoku.

Vice Vice informaci o:
informaci  « Obrazovce Reaction Setup (Sesazen reakcf) ziskdte v ndpovédé programu
StepOne kliknutim na € nebo stiskem kldvesy F1.
» Esejich Applied Biosystems naleznete v protokolech:
— TagMan® Gene Expression Assays Protocol

— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Objednani materialu pro provedeni experimentu

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

Poznamka: Pro piistup do online obchodu Applied Biosystems potiebujete funk&ni
internetové pripojeni. Dostupnost vyrobkd a jejich ceny se mohou lisit podle toho, z jaké
zemé pochdzite. Objedndvdani zboZi online v obchod€ Applied Biosystems neni

k dispozici ve vSech zemich. V piipadé potieby kontaktujte mistn€ ptislusnou pobocku
Applied Biosystems.

Poznamka: Doporuceny seznam materidlu z4visi na ndvrhu vaseho experimentu.
Ptedpoklddad se, Ze nejprve napldnujete experiment, objednate materidl, poté pfipravite
(Kapitola 3) a spustite (Kapitola 4) b&h.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky je doporucen nasledujici material:
experimentu  « MicroAmpm Fast optické 48-jamkové desticky

* MicroAmpm™ opticky adhezivni film pro 48-jamkové desti¢ky

* MicroAmpm™ 96-jamkova nositka

* TagMane Universal PCR Master Mix (2X) nebo TagMane 2x Universal PCR Master
Mix, No AmpErase® UNG

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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* Esej Applied Biosystems pro RN4zu P

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

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems nedoporu¢uje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zhasec v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouzit jako reportér nebo zhaSeC v systému StepOnePlusm.

Poznamka: Vzorovy experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky byl vytvofen pro
ptistroj StepOne. Pouzivate-li pfistroj StepOnePlus (volba viz strana 20), budou

v seznamu 96-jamkové desti¢ky a souvisejici materidl (napt. MicroAmpm™ Fast optické 96-
jamkové desticky) namisto 48-jamkovych.

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

obrazovky prazdnou.
n?aetgrr]gm Sonda pro kvantifikaci lidského genu RN4za P (FAMm™ znacend MGB sonda) neni

k dispozici jako soucdst TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese. Lze ji
objednat jako soucdst tzv. Custom TagMane eseje pro kvantifikaci genové exprese
(kat. €. 4331348). Viz protokol Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol.

Poznamka: Zadavéte-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky,
naleznete informace k vyplnéni ¢asti Find Assay (Vyhledat esej) v “Doporuceni
k zadani” na strané 41.

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

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

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

4. (Volitelné) VloZte polozky ze seznamu do nakupniho kosiku:

a. Zvolte nasledujici polozky:
* MicroAmpm™ Fast optické 48-jamkové desticky
* MicroAmpm™ opticky adhezivn{ film pro 48-jamkové desticky
* MicroAmpm™ 96- jamkova nositka
* TagMane Universal PCR Master Mix (2X) nebo TagMan® 2x Universal
PCR Master Mix, No AmpErase® UNG

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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5. (Volitelné) V online obchod¢ Applied Biosystems zaloZte ndkupni kosik:

Poznamka: Pro pfistup do online obchodu Applied Biosystems potiebujete funkéni
internetové pripojeni. Dostupnost vyrobkl a jejich ceny se mohou lisit podle toho,
z jaké zemé& pochazite. Objednavéni zboZi online v obchod¢é Applied Biosystems
nenfi k dispozici ve v§ech zemich. V pfipadé¢ potieby kontaktujte mistné ptislusSnou
pobocku Applied Biosystems.

a. Ovéite, Ze objednavka obsahuje potfebny materiél v potiebném mnoZstvi a
poté kliknéte Order Materials in List (Objednat poloZky seznamu).

2
4b -3
4a—

5a

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 (Prihlasit).

Poznamka: Nemadte-li ucet v obchodé Applied Biosystems, kliknéte
Register Now (Registrovat) pro jeho vytvofeni.

5b

]

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Objednani materialu pro provedeni experimentu

c. Jste-li pfipojeni do online obchodu Applied Biosystems, ukoncete
objednavku podle pokynt na obrazovce.

6. Pokracujte v ¢asti “Ukonceni Priivodce zaddanim (Design Wizard)” na stran¢ 42.

Doporuceni Zadavate-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:
k zadani R < :
Vyberte materidl pottebny pro vaSe experimenty.

* Chcete-li se pfipojit do online obchodu Applied Biosystems:
— Ovéite, Ze VAS pocita¢ md internetové pripojeni.
— Spolecnost Applied Biosystems doporucuje pro piistup na své internetové stranky

/v vo

ndasledujici verze internetovych prohliZzeci a verzi Adobe® Acrobate Reader:

Microsofte . Adobes
Operacni systém Tl?\ficaa?g? Internet Magg}:ior;sm Acrobate
9 Explorer Reader
Windowse v6.x nebo vysSi| v6.x nebo vy$Si| 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

Poznamka: Pro spravnou funkci internetové stranky je nutné povolit pouzivani
cookies a Java Script.

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

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

b. V dialogovém okn¢ Find Assay Results (Vysledky vyhleddvani eseje) zvolte
vasi esej.

c. Kliknéte Apply Assay Selection (Vybrat tuto esej).

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Ukonceni Pruvodce zadanim (Design Wizard)

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

O vzorovém Program StepOne automaticky zvoli umisténi reakci v desticce.
experimentu Ve vzorovém experimentu standardni kfivky:

» Reakce jsou uspofadddny podle vyobrazeni niZe.

Poznamka: Vzorovy experiment byl vytvoien pro piistroj StepOne. MuZete vytvorit
vzorovy experiment i pro pfistroj StepOnePlus (strana 20), rozvrZeni reakci

v desticce vSak bude odliSné neZ na vyobrazeni. Program zobrazi rozvrzeni vzorki

v 96-jamkové desticce pro pristroj StepOnePlus. Piiklad rozvrzeni vzorki

v 96-jamkové desti¢ce naleznete na strané¢ 11.

» Experiment je potieba uloZit a zavfit.

Poznamka: V piipadé vzorového experimentu nespoustéjte beh.

UkonCete 1. Ve spodni &asti obrazovky programu StepOne kliknéte Finish Designing Experiment
Pravodce (Ukon¢it ndvrh experimentu).
zadanim
(Design Wizard) 2. 'V okné Review Plate for Experiment (Pfehlédnéte zobrazeni desticky)
zkontrolujte rozvrzeni reakci v desticce. Ujistéte se, Ze mate:
* 6 jamek s nezndmymi vzorky [
* 15 standardt £
* 3 negativni kontroly [

* 24 prazdnych jamek

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Ukonceni Privodce zadanim (Design Wizard)

3. Kliknéte Save Experiment (UloZit experiment).

4. V dialogovém okné Save Experiment (UloZit experiment) kliknéte Save (UloZit)

¢imz potvrdite pfednastaveny nidzev souboru a umisténi. Vzorovy experiment se
uloZ{ a zavie a vrétite se na vychozi obrazovku.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zadani experimentu
Ukonceni Privodce zadanim (Design Wizard)

Doporu€eni Zadédvite-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kiivky:
k zadani * V okné Review Plate for Experiment (Pfehlédnéte zobrazeni desticky) 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.

* (pouze pristroj StepOnePlus) nastavit rizné teploty
pro jednu nebo vice zon bloku VeriFlex.

Create Another Experiment Using ulozit a zavfit experiment, poté vytvofit dalsi

the Design Wizard experiment pomoci Priivodce zadanim (Design
Wizard).
Return to the Wizard vratit se do experimentu a provést v jeho nastaveni

zmény pomoci Privodce zadanim (Design Wizard).

* V programu je pfednastaveno, aby se experimenty uklddaly do <disk>:\Applied
Biosystems\<ndzev programu>\adresat experiments. Chcete-li zmé&nit:
— Umisténi konkrétniho experimentu, vyhledejte piislusny adresat v dialogovém
okné Save Experiment (UloZit experiment).
— Prednastaveny adresar, zvolte Tools > Preferences (Nastroje > Predvolby), poté
zvolte zalozku General (Obecné). V poli Default Data Folder (Pfednastaveny
adresar) vyhledejte vami zvolené umisténi.

Vice Vice informaci o funkci Pokro¢ilé zad4ni (Advanced Setup) naleznete v ¢asti “Pokro¢ilé
informaci  zadéni experimentu” na strané 116.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 3

V této kapitole naleznete:
B OPTEhIEd. .o e
B REAENT VZOTKIL ..ot nees
m Piiprava fedici fady standardll...........ccoceeieiininiininiiceee e
m Priprava reakCni SMEST «...oocueeiiiiiiiiieieiee e

m Piiprava destiCKy s reakCemi ........coceeriiriiriiiiiiiiiiiie e

Priprava reakci

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
napoveédé programu StepOnem Real-Time PCR System Software, do které se dostanete

stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(N4povéda > Napoveéda programu StepOne).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Prehled

Prehled

V této kapitole je vysvétleno jak ptipravit PCR reakce pro vzorovy experiment
kvantifikace pomocf standardni kfivky a ddle zde naleznete doporuceni pro pfipravu
vaSich vlastnich PCR reakci.

Vzorovy  Postup provadéni vzorového experimentu je vyobrazen niZze.
experiment

46

Zahéajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)

Priprava reakci (Kapitola 3)
1. Redéni vzorkad.
2. Priprava fedici fady standard.
3. Priprava reakéni smési for each target assay.
4. Priprava desticky s reakcemi.

Provedeni experimentu (Kapitola 4)

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Redéni vzorku

Pied pipetovanim vzorki do reakéni smési musite vzorky fedit. Redéni proved’te podle
vypoctl provedenych v programu StepOne™ (“Vypocet koncentrace vzork’” na strané
35).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:

experimentu  « Je nezbytné vzorky fedit, nebot objem vzorkt nesmi piesghnout 10% celkového
objemu (pii vypoctech v programu StepOne). Celkovy objem jedné reakce je
25 pL, objem vzorku je 2.5 uL/reakci.
* Koncentrace zdsobniho roztoku je 100 ng/uL. Poté co vzorek natedite podle
vysledkil v zaloZce Vypocet koncentrace vzorkid bude mit koncentraci 6.6 ng/uL.
Tato koncentrace se po pipetovani 2.5 UL do reakce o celkovém objemu 25 pL jeste
10x sniZzi.

* Objemy vypocitané v programu:

Nazev vzorku | Koncentrace zas. Objem Objem Celkovy objem
roztoku (ng/uL) | vzorku (uL) | rozpoustédla fedéného
(L) vzorku (pL)
popf 100.0 1.0 14.2 15.2
pop2 100.0 1.0 14.2 15.2

Potfebny  * Voda k fedéni vzorkd
material  « Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
* Mikropipety

* Pipetovaci Spicky
e 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 pottebny objem vody do kazdé zkumavky:

Zkumavka Nazev vzorku Objem vody
(ML)
1 ‘ Population 1 ‘ 14.2 ‘
2 ‘ Population 2 ‘ 14.2

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 47



48

Kapitola 3 Pfiprava reakci
Redéni vzorkti

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

Zkumavka  Nazev vzorku Objem vzorku
(ML)
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 pfipravovat desticku s reakcemi.

Doporugeni Pripravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:
K pfipravé * Neni vylouc¢eno, Ze bude nutné provést fedéni vzorki, nebot pii provadéni vypocti
v programu StepOne miiZe byt objem vzorkt max. 10% celkového reakéniho objemu.
* Pro optimalni fungovani eseji TagMane pro kvantifikaci genové exprese nebo
vlastnich (Custom) eseji TagMane pro kvantifikaci genové exprese pouzivejte 10 az
100 ng templatu cDNA pro jednu reakci o objemu 20-uL. Pfi pouziti 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:
* TagMan® Gene Expression Assays Protocol

* Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfiprava fedici fady standardu

P

Ptipravte fedici fadu standardd podle vypocti provedenych v programu StepOne
(“Vypocet sloZeni reakéni smési” na strané 34).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:
experimentu  « Koncentrace zasobniho roztoku standardu je 20000 kopii/uL.
* Objemy vypocitané v programu:

L . Objem Celkovy  Koncentrace
Redéni Zdroj Objem (pL)  OZPOU- ' (piom (uL)  Standardu
stédla (uL) (kopie/uL)
1(10,000)  Zas. roztok 3.6 14.5 18.2 4000.0
2 (5,000) Redéni 1 9.1 9.1 18.2 2000.0
3 (2,500) Redéni 2 9.1 9.1 18.2 1000.0
4 (1,250) Redéni 3 9.1 9.1 18.2 500.0
5 (625) Redéni 4 9.1 9.1 18.2 250.0

Potfebny  * Voda k fedéni standardi

material * Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
* Mikropipety
* Pipetovaci $picky

e Zasobni roztok standardu
¢ Vortex
* Centrifuga

Ptiprava fedici 1. Pro kazdy standard oznacte jednu mikrozkumavku:
fady standardu « RNase P Std. 1
pro esej RNaza P RNase P Std. 2

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

2. Pipetujte potiebny objem vody do kazdé zkumavky:

Objem vody
Zkumavka  Nazev standardu (uL)
1 RNase P Std. 1 14.5
2 RNase P Std. 2 9.1
3 RNase P Std. 3 9.1

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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8.

Objem vody
Zkumavka | Nazev standardu (pL)
4 RNase P Std. 4 9.1
5 RNase P Std. 5 9.1

Pfipravte fedéni 1 ve zkumavce RNase P Std. 1:
a. Vortexujte zdsobni roztok 3 aZ 5 vtefin a kratce centrifugujte.

b. Pomoci nové Spicky pipetujte 3.6 uL. zdsobniho roztoku do zkumavky RNase P
Std. 1.

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

. Pripravte fedéni 2 ve zkumavce RNase P Std. 2:

a. Pomoci nové $picky pipetujte 9.1 pL fedéni 1 do zkumavky RNase P Std. 2.

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

Pfipravte fedéni 3 ve zkumavce RNase P Std. 3:
a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.1 puL 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 9.1 pL fedéni 3 do zkumavky RNase P Std. 4.

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

Pfipravte fedéni 5 ve zkumavce RNase P Std. 5:
a. Pomoci nové Spicky pipetujte 9.1 puL fedéni 4 do zkumavky RNase P Std. 5.

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

Inkubujte fedéné standardy na ledu dokud nezac¢nete pfipravovat desticku s reakcemi.

Doporuceni Pripravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:

k pfipravé .

Standardy jsou pro dosaZeni pfesnych vysledkd naprosto zdsadni.

Jakékoliv chyby ¢i neptesnosti pfi jejich piipravé budou mit pfimy vliv na kvalitu
vysledkda.

Kvalita mikropipet a Spicek a péce pii pfipraveé a promichavani jednotlivych
fedéni ma vliv na piesnost.

Pro fedéni standardti pouzivejte TE pufr nebo vodu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfiprava reakcni smeési

Ptipravte reakéni smés pomoci sloZek a objemt ziskanych podle vypocti provedenych
v programu StepOne (“Vypocet sloZeni reakéni smési” na strané 34).

Poznamka: Program pocitd objemy pro vSechny sloZzky PCR reakci. Pfi piipravé
reak¢ni smési podle popisu v této €asti pouZijte pouze TagMan mastermix, esej a vodu.
Vzorek nebo standard pridavejte teprve pii piipraveé desticky s reakcemi (viz “Ptiprava
destic¢ky s reakcemi” na strané 53).

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:
experimentu .« Soucsti 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) 12.5
Assay Mix (20.0x) 1.3
H20 8.8
Celkovy objem 22.6

Poznamka: V tuto chvili se nepipetuji standardy ani vzorky.

POtFebr‘}” » Mikrozkumavky (centrifugovatelné)
material | Mikropipety

* Pipetovaci $picky

» Slozky reakéni smési (seznam viz vyse)

* Centrifuga

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfiprava reakéni
smési

Doporuceni
k pfipravé

N\
- Ja\

/ « NN CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix
miiZze zpusobit podrazdéni oc¢f a kize. Pii inhalaci nebo polknuti mtize dojit k projeviim
nevolnosti. Pfectéte si bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pfi manipulaci. Pouzivejte
prostfedky ochrany oc¢i, ochranny odév a rukavice

AN
-/
T

/ ¢ SN CHEMICKE RIZIKO. TagMane Universal PCR Master Mix,
No AmpErasee UNG miiZe zpiisobit podrazdéni oci a kiize. Pti inhalaci nebo polknuti

miZe 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:

Objem (pL) na

Slozka Obj1e r;g:tz na 24 reakci
(Plus 10% rezerva)
TagMane Universal PCR Master 12.5 330.0

Mix (2x) nebo TagMane 2x
Universal PCR Master Mix, No

AmpErasee UNG
RNase P Assay Mix (20x) 1.3 34.3
Voda 8.8 232.3
Celkovy objem reakéni smési 22.6 596.6
3. Promichejte reak¢éni smés pipetovanim nahoru a dold a uzavrete vickem.
4. Krétce zkumavku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.
5. Inkubujte reakéni smés na ledu dokud nezaénete piipravovat desticku s reakcemi.

Ptipravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni ktivky:

» Je-li soucasti vaseho experimentu vice neZ jedna esej, pfipravte reakéni smés pro
kazdou esej zvlast.

* Ve vypoctech pocitejte s rezervnim objemem pro ztraty zptisobené nepiesnostmi
pipetovani. Spolec¢nost Applied Biosystems doporucuje rezervni objem
minimalné 10%.

* Pipetujte vSechny potfebné soucasti smesi.

* Reagencie ptipravujte podle pokynl vyrobce.

» Chraiite esej pred svétlem, v mrazdku, a vyjimejte ji teprve tehdy, kdy jste piipraveni
ji pouZit. Dlouhodobé vystaveni svétlu mtize ovlivnit fungovani fluorescenénich
sond.

* Pred pouzitim:
— Promichejte mastermix otocenim zkumavky.

— Resuspendujte esej vortexovdnim a kréatce centrifugujte.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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— Zmrzlé vzorky nechte roztit na ledu. Po roztiti je resuspendujte vortexovidnim a
krétce centrifugujte.

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

e TagMane Gene Expression Assays Protocol

e Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Priprava desti¢ky s reakcemi

Pripravte reakce pro kazdou skupinu replikatt, poté je pipetujte do desticky. Pouzijte
vyobrazeni destiCky v programu StepOne.

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky:
experimentu  « Pouzivd se MicroAmp Fast optické 48-jamkov4 desticka.
* Reakeni objem je 25 pl/jamku.
* Desticka obsahuje:
— 6 nezndmych vzorki [
— 15 standarda £
3 negativni kontroly [

24 prazdnych jamek
* PouZiv4 se vyobrazeni desticky vytvofené automaticky v programu StepOne:

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 3 Pfiprava reakci
Priprava desticky s reakcemi

Potfebny
material

Pfiprava reakéni
desticky

1.

Poznamka: Vzorovy experiment byl vytvofen pro piistroj StepOne. MuzZete
vytvofit vzorovy experiment i pro piistroj StepOnePlus (strana 20), rozvrZeni
reakci v desticce v§ak bude odli$né neZ na vyobrazeni. Program zobrazi rozvrZzeni
vzorkll v 96-jamkové desticce pro piistroj StepOnePlus. Ptiklad rozvrZeni vzorkt
v 96-jamkové desticce naleznete na strané 11.

Mikrozkumavky

Mikropipety

Pipetovaci $picky

Reakéni smés RNdza P (ze strany 52)

Voda

Standardy (ze strany 49)

Vzorky (ze strany 47)

MicroAmpm™ Fast opticka 48-jamkova reakéni desticka
MicroAmpm™ optickd adhezivni félie pro 48-jamkovou desticku
Centrifuga

Ptipravte negativni kontrolu pro cilovou sekvenci:

a. Do zkumavky vhodného objemu pipetujte reakéni smés a vodu podle
tabulky niZe.

s Objem reakéni Objem vody
Zkumavka Reakéni smés smési (uL) (uL)
1 RNaza P 74.6 8.3

b. Promichejte reakci pipetovanim nahoru a doll a uzavtete zkumavku vickem.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 3 Pfiprava reakci
Priprava desticky s reakcemi

c. Kratce zkumavku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

d. Pipetujte 25 pL reakce negativni kontroly do piisluSnych jamek reakéni
desticky.

2. Pfipravte standardy:

a. Do zkumavky vhodného objemu pipetujte reakéni smés a standardy podle

tabulky nize.
Objem .

Zkumavka R:;IEZ"" s:(f SII(Ié(:IL) Standard stangla)ll'gl: (uL)

1 RNaza P 74.6 RNase P Std 1 8.3

2 RNaza P 74.6 RNase P Std 2 8.3

3 RNaza P 74.6 RNase P Std 3 8.3

4 RNaza P 74.6 RNase P Std 4 8.3

5 RNaza P 74.6 RNase P Std 5 8.3

b. Promichejte reakce pipetovanim nahoru a doll a uzavtete zkumavky vickem.

c. Kratce zkumavky centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

d. Pipetujte 25 puL reakei standardd do prislusnych jamek reakéni desticky.

3. Pripravte reakce pro vzorky o neznamé koncentraci:

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

tabulky niZe.
Zkumavka | Reakce Reakéni Objem reakéni Vzorek Objem vzorku
smés smési (uL) (uL)
1 RNase P | RN4za P 74.6 pop1 8.3
pop1
2 RNase P | RNaza P 74.6 pop2 8.3
pop2

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

d. Pipetujte 25 pL reakei vzorkil o neznamé koncentraci do piislusnych jamek
reak¢ni desticky.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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4. Uzavrete reakéni desti¢ku pomoci optické adhezivni félie.
5. Kratce desti¢ku centrifugujte, abyste odstranili vzduchové bublinky.

6. Oveite, Ze tekutina je v kazdé jamce desticky na dné. Pokud nent, centrifugujte

desticku znovu pfi vyssich otdckach a delsi dobu.

DULEZITE! Nedovolte, aby doslo k znecisténi dna desti¢ky. Tekutiny a dals{
kontaminace, které pfilnou ke dnu reakéni desticky, mohou kontaminovat blok na
vzorky a zpiisobit piili§ vysoky signdl pozadi.

Spravné Spatné

Tekutina na dné » Nedostatecné otacky nebo
jamky. + Nedostate&na doba centrifugace

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

Doporuceni Pripravujete-li vlastni experiment kvantifikace pomoci standardni kfivky:

~soo2

Kk pfipravé . Ujistéte se, ze pouzivite spravny spotiebni materidl.
» Ujistéte se, Ze uspofdddni PCR reakci v desti¢ce odpovida jejich rozvrZeni tak jak je
zobrazuje program StepOne. MuzZete bud’:
— Pfijmout rozvrZeni reakci automaticky vytvofené programem.
nebo
— Pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadédni) rozvrZeni reakci zménit.

~sooz

» Pouzivéte-li pro uzavieni desticek optickou adhezivni félii, postupujte nsledujicim
zpusobem:

Priklad

Krok
StepOne™ StepOnePlus™

. Umistéte desticku do stfedu 96-jamkovych nositek. Ujistéte se, ze desti¢ka je v roviné s povrchem 96-jamkovych nositek.

. Vlozte reakéni desticku.

. Vyjméte jednu adhezivni optickou f6lii z krabicky.

Pro desti¢ku pro systém StepOne ohnéte oba okraje félie
nahoru. Drzte félii zadni stranou nahoru.

Pro desticku pro systém StepOnePlus ohnéte jeden okraj félie
dold. Drzte félii zadni stranou nahoru.
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Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky
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Priklad

Krok
StepOne™ StepOnePlus™

4. Jednim plynulym pohybem oddélte bilou kryci f6lii od adhezivni
folie. Nedotykejte se adhezivni félie.

DULEZITE! Nespravné oddéleni bilé kryci félie povede

k znepruhlednéni, ale nebude mit vliv na vysledky. Neprahlednost
zmizi jakmile se félie dostane do styku s vyhfivanym vikem
pristroje.

5. Drzte félii za oba okraje a poloZzte ji na reakeni desticku
(adhezivni stranou k desti¢ce). Ujistéte se, ze félie UpIné
pokryva v§echny jamky reakéni desticky.

6. Pritlacte aplikator k desti¢ce a pomalu jim pohybujte po
celém povrchu félie, horizontalné i vertikalné, aby se félie
dobfre pfisala k povrchu reakéni desticky.

7. Pritisknéte aplikator na rozhrani mezi félii a jejim zdvizenym
okrajem a tento okraj prudce odirhnéte smérem vzhuru.
Opakuijte tento krok i pro druhy okraj félie.

8. Abyste zajistili, Ze nebude dochazet k evaporaci:
a. Opakujte krok 6.
b. Pfritlacte okraj aplikatoru k desti¢ce a obtahnéte vSechny Ctyfi okraje folie.

Poznamka: Optické adhezivni félie nepfilnou po prvnim kontaktu. Aby dokonale pfilnuly a nedochazelo k evaporaci, je
zapotfebi je pfitlacit k desticce.

9. Prohlédnéte si destiCku a zkontrolujte, ze jsou vSechny jamky uzavieny. Jamky by mély byt obtisknuty do félie.

Vice Vice informaci o:

informaci  « Piipravé reakéni desti¢ky naleznete v protokolu pro vami pouZivané reagencie:

— TagMan® Gene Expression Assays Protocol (Protokol pro TagMane eseje pro
kvantifikaci genové exprese)

— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol (Protokol pro TagMan®
eseje pro kvantifikaci genové exprese navrhované na zakdzku)

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

* O funkci Advanced Setup (Pokrocilé zadan{) pro zménu rozvrzeni vzorki v destice
viz “Pokrocilé zaddni experimentu” na stran¢ 116.
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Priprava desticky s reakcemi
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Kapitola 4

Provedeni experimentu

V této kapitole naleznete:

B PTERIEA. ..o 60
B PHPrava BENUL....cooiiiiiie et 61
m (Volitelné) Zapnuti odesildni emailovych zprav .........cccoeeevviiiiniiiniienieeieens 63
B SPUSEENT DENU .ottt e 65
m Sledovani pribehu DENU ........c.eoviiiriiriiiieeieee e 69
B Vyjmuti destiCKy a prenos dat..........ceeviuieeiiiiniieiiieeie et 76

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
napoveéde programu StepOnem Real-Time PCR System Software, do které se dostanete
stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(N4povéda > Néapoveda programu StepOne).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Prehled

Prehled

60

V této kapitole je popsdno jak spustit a sledovat béh na pfistrojich Applied Biosystems
StepOner a StepOnePlusm.

Vzorovy Postup provadéni vzorového experimentu je vyobrazen niZe.
experiment
Zahajeni experimentu

Zadani experimentu (Kapitola 2)

Priprava reakci (Kapitola 3)

Provedeni experimentu (Kapitola 4)
1. Priprava béhu.
2. (Volitelng) Zapnuti odesilani emailovych zprav.
3. Spusténi béhu.
4. Sledovani priibéhu béhu.

5. Vyjmuti desti¢ky a pfenos dat.

Analyza vysledkd experimentu (Kapitola 5)

Konec experimentu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Priprava behu

Priprava béhu

Oteviete soubor vzorového experimentu, ktery jste pfipravili v Kapitole 2, poté vlozte
uzavienou reakéni desticku do piistroje StepOne™ nebo StepOnePlusm.

Ote\gem 1. Dvakrat kliknéte na ikonu programu StepOne g nebo zvolte
souboru Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
vzorového

. <ndzev programu>
experimentu

kde <ndzev programu> je ndzev vasi aktudlni verze programu StepOne.
2. Na vychozi obrazovce kliknéte Open (Oteviit).

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

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

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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VloZzeni /22NSEXGIGIM RIZIKO PORANENI. Pii provozu piistroje miiZe teplota bloku na
destiCky do vzorky piekrocit 100 °C. Pokud byl piistroj aktudlné pouZivan, vyckejte, nez dojde
pFistroje  k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

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

1. Otevrete nositka pfistroje.

Pristroj StepOne Pfistroj StepOnePlus
blok na vzorky blok na vzorky VeriFlexm

2. Umistéte desticku do bloku na vzorky:

* PouZivite-li desticku: Umistéte destiCku do bloku na vzorky tak, aby jamka
Al byla vlevo vzadu.

* Pouzivite-li zkumavkové stripy: Umistéte nositka se stripy do bloku na
vzorky.

~sooz

* PouZzivite-li zkumavky: Umistéte nositka se zkumavkami do bloku na
vzorky.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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(Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych zprav

DULEZITE! Neni-li blok zcela naplnén, pro optimalni priibéh experimentu:
Pristroje StepOnePlus — VloZte do bloku alesponi 16 zkumavek a uspotradejte je:

* Do vedle sebe lezicich sloupcti po 8 zkumavkach do fadki A az H. Naptiklad
do sloupcti 1 (fadky A az H) a 2 (fadky A az H).

nebo

* Do vedle sebe lezicich fadkl po 8 zkumavkach, pfi¢emz pouZijete sloupce 3 az
10. Naptiklad do tadky A (sloupce 3 az 10) a B (sloupce 3 az 10).

Pristroje StepOne — VloZte do bloku alesponi 4 zkumavky.

3. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

(Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych zprav

Zapnuti funkce odesildni emailovych zprdv umozni odesilani emailovych zprav

z programu StepOne v okamZiku, kdy je na pfistroji StepOne nebo StepOnePlus spustén
nebo ukonéen béh nebo pokud v pribéhu béhu dojde k chybé. Tato funkce je volitelna a
nema vliv na fungovan{ systémui StepOner a StepOnePlus™ nebo na trvani béhu.

DULEZITE! Odesilani emailovych zprav je moZné pouze pokud je piistroj StepOne nebo
StepOnePlus ovladan z pocitace a pocitac je pripojen do sité.

Poznamka: Odesilani emailovych zprav je rovnéZ k dispozici pro pocitace, které slouzi
ke vzdalenému monitorovani piistroji StepOne nebo StepOnePlus. Vice informaci viz
“Vzdédlené monitorovani” na stran¢ 73.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu:

experimentu  « Program StepOne je nastaven tak, aby odesflal ozndmenf trem uZivatelim (védec,
dohliZejici pracovnik a laborant v mycompany.com), a to jakmile pfistroj StepOne
nebo StepOnePlus ukon¢i béh nebo dojde-li k chybé v pribéhu béhu.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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(Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych zprav

i 1T
NaStaygm, 1. V programu StepOne kliknéte na ikonu Run a (B&h).
odesilani
ema”‘;‘ggt‘/ Kliknéte /= Notification Settings (Nastavent).

Zvolte Yes (Ano) pro moznost Enable Notifications (UmoZnit odesildni zprav).

> w0 N

Zvolte o jakych uddlostech chcete byt informovani:
a. Zvolte Instrument Error (Chyba pfistroje).

b. Zvolte Run Completed (Béh 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.

7a

7b
7c

Doporuceni Pokud provédite tato nastaveni v systému StepOne nebo StepOnePlus:
* Vg systém musi byt pfipojen do sité. Viz piirucka Applied Biosystems StepOnem™
and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Installation, Networking, and
Maintenance Guide.

* Zvolte udélosti, o nichZ maji byt odeslany emailové zpravy:
— Instrument Error (Chyba piistroje) — Bude odesldn email o v§ech
chybdéch, které se vyskytnou béhem bé&hu.
— Run Started (B¢h spustén) — Bude odesldn email vZdy kdyZ je spustén béh.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spusténi béhu

— Run Completed (B¢h ukoncen) — Bude odeslan email vzdy kdyz je béh ukoncen.
* Zadejte emailové adresy.

DULEZITE! Jednotlivé adresy oddélujte &arkou (,).

» Potfebujete-li ndsledujici informace, kontaktujte vaseho spravce sité:

E-mailové adresy uzivatell, ktefi maji dostdvat zpravy

Sitovou adresu pro SMTP server v mistn{ siti

UZivatelské jméno a heslo pro piistup na server

Secure Sockets Layer (SSL) nastaven{ serveru (zapnuto nebo vypnuto)

Spusténi béhu

Spust'te béh podle aktudlni konfigurace vaseho systému StepOne nebo StepOnePlus:

Konfigurace Popis Viz...
S pocitacem Pristroj je pfipojen k pocitaci zlutym kabelem “Spusténi s pocitacem”
nize
Bez pocitate | ¢ Pfistroj neni pfipojen k pocitaci nebo “Spusténi bez pocitace”
« Pristroj a poéitad jsou propojeny na strané 66
v rdmci téze sité.

Spusténi  Postupujte podle tohoto nédvodu je-li vas pocita¢ ptimo propojen se systémem StepOne
s pocitaéem nebo StepOnePlus Zlutym kabelem.

I i
1. V programu StepOne kliknéte na ikonu = Run (Beh).

2. Kliknéte START RUN ¥ (Spustit b&h).

2
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Spusténi behu

Spusténi bez Postupujte podle tohoto ndvodu neni-li vas pocita¢ ptimo propojen se systémem StepOne
pocitaCe nebo StepOnePlus Zlutym kabelem. Viz:

* “Odeslani experimentu do piistroje pies sit” na stran¢ 66 pokud vas pocitac a
piistroj jsou propojeny v rdmci téZe sité.
nebo

* “Pfenos experimentu do pfistroje pomoci USB disku” na strané¢ 66 pokud v4s pocitac
a pristroj nejsou propojeny v ramci téZe site.

Odeslani experimentu do pfistroje pres sit

1. V programu StepOne kliknéte 21 Send Experiment to Instrument (Odeslat
experiment do ptistroje).

2. V dialogovém okné Send Experiment to Instrument (Odesldni experimentu do
pfistroje):

a. Kliknéte Browse (Vyhledat), vyhledejte adresar se souborem vzorového
experimentu, poté kliknéte Open (Oteviit).

b. Zvolte pfistroj, do n¢hoZ chcete experiment odeslat.

Poznamka: Neni-li v4S§ pfistroj v seznamu, nastavte jej pro vzdalené
monitorovani podle postupu v pifru¢ce Applied Biosystems StepOne™ and
StepOnePlus™ Real-TimePCR Systems Installation, Networking, and
Maintenance Guide.

c¢. Kliknéte Send Experiment (Poslat experiment).

2a ——
2b —

2c

3. Potvrd'te kliknutim OK.
4. Pokracujte v ¢asti “Spusténi béhu pomoci dotykového displeje” na strané 67.
Pfenos experimentu do pfistroje pomoci USB disku
1. Pfipojte k vasemu pocitaci USB disk.
2. V programu StepOne zvolte il Save > Save As (Ulozit > Ulozit jako).
3. V dialogovém okné Save (Ulozit) vyhledejte USB disk a poté kliknéte Save (Ulozit).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spusténi béhu

4. Vyjméte USB disk z pocitace a pripojte jej k pristroji StepOne nebo StepOnePlus.

5. Pokracujte v ¢asti “Spusténi béhu pomoci dotykového displeje” niZe.

Spusténi béhu pomoci dotykového displeje

1. Dotknéte se dotykového displeje piistroje StepOne nebo StepOnePlus, aby se
pfistroj uvedl do chodu.

Poznamka: Neni-li na dotykovém displeji hlavni nabidka, dotknéte se @

2. Vyckejte, az se na displeji objevi znacka USB.
3. V hlavni nabidce se dotknéte Browse/New Experiments (Vyhledat/Nové

experimenty).

4. Na obrazovce Browse (Vyhledat) se dotknéte @ Folders (Adresare).

5. Na obrazovce Choose an Experiment Folder (Zvolte adresar):
* Dotknéte se USB, je-li vas experiment na USB disku.
* Dotknéte se Default, pokud jste experiment do pfistroje odeslali pres sit.

6. Pred spusténim béhu uloZte experiment do vaseho piistroje:

a. Na obrazovce Browse (Vyhledat) se dotknéte vaseho souboru a poté se
dotknéte Copy (Kopirovat).

b. Na obrazovce Save Experiment (UloZit experiment) vyhledejte cilovy adresar,
poté kliknéte Save & Exit (Ulozit a Konec).

7. Na obrazovce Browse (Vyhledat) se dotknéte vaseho souboru, poté se dotknéte
> Start Run (Spustit beh).
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( e Browse Last Accessed Experiments (1)
|
Experiment I Folder I Last Used * D'

Transfer 2007-04-11

[N Example Experiment

Page
111

6a -

LX)

elelzlels)

Start Run Mew View/Edit Copy Delete

Touch an experiment to select it, then touch
any of the buttons to perform an action.
Touch a column title to sort the table.

8. Na obrazovce Run Parameters (Parametry b¢hu):

a. Dotknéte se pole Reaction Volume (Reakéni objem) a pomoci kldvesnice
zadejte reakéni objem pro vzorovy experiment, poté se dotknéte Done (Hotovo).

b. Dotknéte se Start Run Now (Spustit béh ted).

8a ——

8b

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Sledovani pribéhu béhu

Sledovani pribéhu béhu

Sledovani prubehu béhu podle aktudlni konfigurace vaseho systému StepOne nebo

StepOnePlus:
Konfigurace Popis Viz...
S pogitatem | P¥istroj je pFipojen k pogitadi zlutym kabelem. “Sledovani béhu na
pocitaCi” nize
Bez pocitate | PFistroj a pocita¢ jsou propojeny “Vzdalené monitorovani”
(v siti) v ramci téze sité. na strané 73
Bez pocitate | P¥istroj neni pfipojen k pocitaci. “Monitorovani bez pocitace”
(neni v siti) na strané 75

Sledovani Je-li vas pocitac ptimo piipojen k piistroji StepOne nebo StepOnePlus Zlutym kabelem,
béhu na muzete sledovat pritbéh béhu v redlném ¢ase podle postupu nize. V pribéhu béhu sledujte
pocita¢i vSechny tii dostupné grafy programu StepOne kvuli piipadnym potiZim.

# Chcete-li... Krok

A | Zastavit béh 1. V programu StepOne 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.

B | Sledovat amplifikaci Zvolte |y Amplification Plot (Amplifikacni graf).

v redlném ase Viz “O amplifikaénim grafu” na strané 70.

C | Sledovat teplotni profil Zvolte |22 Temperature Plot (Graficky zaznam teplot).

v realnem Case Viz “O grafickém zaznamu teplot” na strané 71.

D | Sledovat prabéh béhu Zvolte |~ Run Method (Bé&h).
na obrazovce Run

Method (B&h) Viz “O obrazovce Béh” na strané 72.

E | Zapnout/vypnout Zatrhnéte nebo odznacte Enable Notifications (Zapnout
odesilani zprav odesilani zprav). Viz “(Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych
zprav” na strané 63.
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O amplifikaénim grafu

Amplifikacni graf umoziiuje sledovat priibéh amplifikace v prab&éhu béhu. Je-1i beh
nastaven pro méfeni fluorescence v redlném case, zobrazi se v amplifikaénim 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 obrdzku niZe je vyobrazen piiklad amplifika¢niho grafu béhem vzorového
experimentu.

Chcete-li v amplifikacnim grafu zobrazit vysledky, zvolte piislusné jamky v zaloZce
View Plate Layout (Zobrazeni desti¢ky).

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

» Zvysend fluorescence v jamkach negativnich kontrol.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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* Absence nartstu fluorescence v urcitém cyklu (oekdvané na zakladé provedeni
obdobnych experimentti za pouZiti tychz reagencii a podminek predesle).

Pokud si povS§imnete abnormalni amplifikace nebo signdl dplné chybi, vyfeste tento
problém podle postupu v ndpovédé programu StepOne (kliknéte @ nebo stisknéte F1).
O grafickém zaznamu teplot

V pribéhu béhu jsou v grafickém zdznamu teplot v redlném Case zobrazovany udaje
o teploté bloku na vzorky, vyhtivaného vika a (vypocitané) teploté vzorktl. Na obrazku
niZe je vyobrazen piiklad grafického zdznamu teplot béhem vzorového experimentu.

Chcete-li... Krok

A | Pridat/odebrat zaznam teploty Zvolte Cover (Viko) nebo Sample
Block (Blok na vzorky.

B | Zménit ¢as zobrazeny v zaznamu Z rozbalovaci nabidky View
(Zobrazit) zvolte ¢as, ktery se ma
zobrazit v zaznamu.

C | Zobrazit pevny ¢asovy interval z pribéhu béhu Zvolte Fixed View (Fixni zobrazeni).

Pokud se cely zaznam nevejde na obrazovku,
nedochazi v prdbéhu béhu k jeho aktualizaci.
Zvolite-li napfiklad v nabidce View 10 minut,
budou v zdznamu data za dobu 10 minut. Trva-li
béh déle nez 10 minut:

« Neni-li zvoleno zobrazeni Fixed View, zdznam se
aktualizuje.

« Je-li zvoleno zobrazeni Fixed View, zdznam se
neaktualizuje.

—_— .
empeéerature Fio
—_n——

a ig ‘:

Temperature Plot

AL

M uU F\ j

§

Temperature

Temperature Plot

00:33:20 00:41:40 00:50:00 00:58:20 01:08:40 01:15:00 D1:23:20 LIEIE | RV 1 Hour &
Time ‘

Fixed View [] J

(@]vs]

Graficky zdznam teplot s vyhodou vyuZzijete pii selhdni hardwaru. Sledujte
zaznam teploty vzork a bloku na vzorky.
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* Normadlné by teplota vzorki a bloku na vzorky mé¢la vicemén¢ korelovat. Vyrazna
odchylka téchto dvou grafit miize indikovat problém.

* Teplota vika by mé&la byt konstantni a takov4, jaka byla definovédna. Neni-li tomu tak,
miZe to indikovat problém.

Pokud zaznamenate abnormdln{ pribéh teplotnich ktivek, vyfeste tento problém podle
postupu v napoveéde programu StepOne (kliknéte @ nebo stisknéte F1).

Poznamka: Zobrazena teplota vzorkl je pouze odhadnuta.

O obrazovce Béh

Na obrazovce Beh se zobrazuje teplotni profil a dal§i parametry aktudlniho béhu.
Pole Run Status (Stav béhu) se v pribéhu béhu aktualizuje. Na obrdzku niZe je
vyobrazen ptiklad obrazovky Béh béhem vzorového experimentu.

Chcete-li... Krok
A | Zmeénit pocet cykll V poli Adjust # of Cycles zadejte pocet cykla, které
chcete pfidat.

B | Pfidat na konec béhu analyzu Zvolte Add Melt Curve Stage to End.

kfivky tani
C | Pfidat na konec béhu krok Zvolte Add Holding Stage to End.

inkubace (Hold Stage)
D | Potvrdit provedené zmény Kliknéte Send to Instrument (Poslat do pfistroje).

I

]
Halding Stane Cyeling Staga I

OO0 o>

Starting Cycle: 1]

100 —}

Step1 Step 2 Step 1 Step 2
< >

Legend
Ej Data Collection On Data Collection Of A AutoDelta On A AutoDelta OFf ‘

Objevi-li se chybova hlaska, kliknéte na ni pro ziskdni vice informaci a vyfeste tento
problém podle postupu v ndpovédé programu StepOne (kliknéte @ nebo stisknéte F1).
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Vzdalené  Je-li v43 pifstroj StepOne nebo StepOnePlus pripojen do sité, miZzete pouZit funkci
monitorovani Remote Monitor (Vzdalené monitorovani) programu StepOne, kterd umoZiluje
zobrazit data o pribéhu béhu v redlném Case na jakémkoliv pocitaci v siti.

DULEZITE! Pogitage v siti nelze pouZit k ovladani piistrojii StepOne nebo StepOnePlus,
pouze k monitorovani.

Chcete-li vas pristroj vzdalené monitorovat:

1.V programu StepOne zvolte Instrument > Remote Monitor (Pfistroj > Vzdalené
monitorovani).

2. V navigaéni listé zvolte vas pfistroj.
Neni-li v4s pfistroj v navigacni liSté:
a. Kliknéte Add Instrument (Pridat piistroj).

b. Zadejte jméno vaseho piistroje.

Poznamka: Zadejte jakékoliv jméno, které vam pomizZe identifikovat vas
piistroj. Jméno bude zobrazeno v okné¢ Remote Monitor (Vzdédlené
monitorovani) pfi odesilani experimentii do pfistroje, stahovani experimentl
7 piistroje nebo monitorovani piistroju.

¢. V poli Instrument Name (Jméno pfistroje), Host Name nebo IP Address (IP
adresa):
* Znéte-1i host name, zadejte je.

* Neznéte-1i host name, zadejte jméno piistroje nebo IP adresu.

Poznamka: Jméno pfistroje a IP adresa se zobrazuji na displeji pfistroje.
Zvolte Settings Menu > Admin Menu > Set Instrument Name nebo
Set IP Address (Nastaveni > Administrator > Nastaveni jména pfistroje

v, .

nebo IP adresy). Host name vam sdéli spravce vasi sité.

d. Kliknéte Save & Exit (UloZit a Konec).

2b —
2c —

2d

Poznamka: Vice informaci o nastaveni piistrojit StepOne nebo StepOnePlus pro
pouZzivani v siti a o vzddleném monitorovani naleznete v piirucce Applied Biosystems
StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Installation, Networking,

and Maintenance Guide.
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3. Kliknéte | % Start monitoring the instrument (Zahjit monitorovani piistroje).
Odeslani informaci z pfistroje do pocitace muiZe trvat nékolik minut.

3—[®m)

4. Zobrazte data podle postupu niZe.

# Chcete-li...

Krok

A | Sledovat amplifikaci
v redlném Case

B | Sledovat teplotni profil
v realném Case

Kliknéte Amplification Plot (Amplifikacni graf).
Viz “O amplifikacnim grafu” na strané 70.

Kliknéte Temperature Plot (Graficky zaznam teplot).
Viz “O grafickém zaznamu teplot” na strané 71.

C | Sledovat prabéh béhu
na obrazovce Run
Method (Béh)

Kliknéte Run Method (Béh).
Viz “O obrazovce Bé&h” na strané 72.

D Zapnout/Vypnout
odesilani zprav

Zatrhnéte nebo odznacéte Enable Notifications (Zapnout
odesilani zprav). Viz “(Volitelné) Zapnuti odesilani emailovych
zprav” na strané 63.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Monitorovani Pokud jste spustili béh pomoci displeje pristroje StepOne nebo StepOnePlus, miiZete

bez pocitace sledovat prubéh béhu na displeji. Obrazovka Run Method (B&h) zobrazuje informace

o prub¢hu béhu a zvyraznuje aktudlné provadéné kroky.

# Chcete-li... Krok

A | Pridat na konec béhu Dotknéte se il Add Melt Curve a OK.
analyzu kfivky tani

B | Zobrazit dobu zbyvajici . . . .
dg kr;?(l;e gé#uz YWAIIC | Dotknete se Display Experiment Time, poté X
C | Zastavit béh Dotknéte se M STOP, poté se dotknéte:
» Stop - béh se zastavi po skonceni aktualniho cyklu/
inkubace.

» Abort — béh se ihned zastavi.
« X —béh bude pokragovat.

D | Zobrazit informace

o experimentu Dotknéte se El View Experiment Information, poté

E | Zobrazit zaznam chyb Dotknéte se stavoveé listy.

D B
A— C
E_
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Vyjmuti destiCky a pfenos dat

Zobrazi-li vas pfistroj StepOne nebo StepOnePlus hlavni nabidku, vyjméte reakéni
destic¢ku z ptistroje a pteneste vysledky experimentu do pocitace k analyze.

Vyjmuti /2% Nerssieia RIZIKO PORANENIL. Pi provozu piistroje miize teplota bloku na
destiCky vzorky piekrocit 100 °C. Pokud byl pfistroj aktudlné pouZivan, vyckejte, nez dojde
k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

Poznamka: Po skonceni béhu uloZi ptistroj StepOne nebo StepOnePlus tdaje o behu
do archivu béhu, kde zastanou az do skonéeni dalsiho béhu.

1. Objevi-li se na displeji obrazovka Run Report (Zprava o béhu), dotknéte se ‘i’.

2. Otevrete nositka piistroje.

3. Vyjméte desticku z bloku na vzorky.

4. Opatrng uzaviete nositka piistroje.

Pfenos dat Pteneste experiment do vaSeho po&itace za ielem analyzy — pfenos dat zdvisi na
konfiguraci vaseho systému StepOne nebo StepOnePlus:

Konfigurace Popis Viz...
S pocita¢em Pfistroj je pfipojen k pogitadi Zlutym kabelem. | “Pfenos dat do pfipojeného
pocitace” nize
Bez pocitace Ptistroj a pocitac jsou propojeny “Vzdaleny pfenos dat” na
(v siti) v rdmci téze sité. strané 77
Bez poéitae | Pfistroj neni pfipojen k poéitaci. “Pfenos dat bez pocitace” na
(neni v siti) strané 78

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Provedeni experimentu
Vyjmuti desticky a pfenos dat

Je-li vas pocita¢ ptimo pfipojen k piistroji StepOne nebo StepOnePlus Zlutym kabelem,
neni zapotifebi nic pfendset. Program StepOne automaticky pfenese vysledky
experimentu po jeho skonceni z pfistroje do pocitace.

Poznamka: Je-li pfistroj pfipojen k pocitaci, je mozné spustit béh z pocitace nebo
z displeje. Program StepOne pienese vysledky experimentu automaticky pouze je-li béh
spustén z pocitace (viz “Spusténi s pocitacem” na strané 65).

Je-li vas pocitac a piistroj StepOne nebo StepOnePlus propojen v ramci sité, mlizZete
stahnout experiment z piistroje pfes sit:

1. V programu StepOne kliknéte "L Download Experiment from Instrument
(Stahnout experiment z piistroje), ¢imZ oteviete dialogové okno Download
Experiment from Instrument (Stdhnout experiment z pfistroje).

2. Zrozbalovaci nabidky Select Instrument (Zvolte pfistroj) zvolte piistroj.
3. Zrozbalovaci nabidky Experiment zvolte experiment.

4. V poli Download File To (Stdhnout soubor do):
a. Kliknéte Browse (Vyhledat).

b. Vyhledejte:

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

<disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovan program StepOne.
Prednastaveny disk pro instalaci programu je disk D.

<ndzev softwaru> je sou€asna verze programu StepOne.

c. Kliknéte Select (Zvolit).

5. Kliknéte Download Experiment (Stahnout experiment), ¢imz stahnete experiment
z piistroje do pocitace pres sit’.

6. Kliknéte OK.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfenos dat Neni-li po¢ita¢ pfipojen k pfistroji StepOne nebo StepOnePlus, pouZijte pro pfenos
bez pocitate experimentu z piistroje do pocitate USB disk:

1. Neni-li jiz pfipojen, ptipojte USB disk do USB portu.

2. Dotknéte se dotykového displeje ptistroje StepOne nebo StepOnePlus, aby se pfistroj
uvedl do chodu.

Poznamka: Neni-li na dotykovém displeji hlavni nabidka, dotknéte se .

3. Vyckejte, az se na displeji objevi znacka USB.
4. V hlavni nabidce se dotknéte Collect Results, ¢imZ ulozite vysledky na USB disk.

Poznamka: Pokud vas piistroj nedetekuje USB disk, vyjméte jej a znovu pfipojte.
Pokud vas pristroj stile nedetekuje USB disk, zkuste jiny USB disk.

5. Objevi-li se hlaska o dspéSném pienosu dat, dotknéte se OK.

6. Odpojte USB disk od pfistroje a pfipojte jej k pocitaci.

7. Pomoci Windows Explorer zobrazte obsah USB disku.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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8. Kopirujte experiment do:
<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiments\

kde:
* <disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovdn program StepOne.
Ptednastaveny disk pro instalaci programu je disk D.

* <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 5

Analyza vysledku experimentu

V této kapitole naleznete:

B PTERIEA. ..o 82
m Cast 5.1 ShIEAnut] VYSIEAKT .....ov.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
103

m Cést 5.2 ReSeni problémil (je-li Zapotiebi)..........covvevvvveevrereseeseeesreen e,

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
napoveédé programu StepOnem™ Real-Time PCR System Software, do které se dostanete
stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help

(N4povéda > Napoveéda programu StepOne).
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Prehled

Prehled

Program StepOne™ analyzuje vysledky pomoci metody standardni kiivky. Cést 1 této
kapitoly vysvétluje, jak shlédnout vysledky pomoci riznych obrazovek programu a jak je
publikovat. Jsou-li vase vysledky sporné, naleznete v ¢asti 2 této kapitoly rady pro feSeni
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 vysledk( experimentu (Kapitola 5)
Cast 1, Shlédnuti vysledku:
1. Analyza.
2. Zobrazeni standardni kfivky.
3. Zobrazeni amplifikaéniho grafu.
4. Zobrazeni tabulky vysledku.
5. Publikovani vysledka.

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

3. Vynechani jamek. z analyzy
4. Zobrazeni multikomponentniho grafu.

5. Zobrazeni hrubych dat.

Konec experimentu

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Cast 5.1 Shlédnuti vysledkti

Cést 5.1 Shlédnuti vysledkd

V této ¢asti naleznete:

= Analyza vysledkll eXPerimentu .........cceveveeieerieesiieriieiienieeieesieeseeeseeeseeeseeeseneees 84
m Zobrazeni standardni KFIVKY.......ccoovviiiiiiiiiiiiniie e 90
m Zobrazeni amplifikacniho grafui..........ccooeiiiiiiiiiiiii 92
m Zobrazeni tabulky vysSIEdKi ........coooiiiiiiiiiiiiii 99
B PUblikovaANT VYSIEAKTL ......eevieiieiieieeieeie ettt 102
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Analyza vysledku experimentu

84

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

O vzorovém V piipadé vzorového experimentu standardni kiivky pouZijte soubor, ktery se instaluje
experimentu spolu s programem StepOne. Tento soubor byl vytvoten podle postupu v Kapitole 2, poté
byl proveden bé&h na pfistroji StepOnem. Soubor naleznete ve vasem pocitaci:

<disk>:\Applied Biosystems\<ndzev softwaru>\experiments\examples\
Standard Curve Example.eds
kde:
* <disk> je pevny disk pocitace, na kterém je instalovdn program StepOne.
Prednastaveny disk pro instalaci programu je disk D.

* <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

An aIYza 1. Dvakrit kliknéte na ikonu programu StepOneg nebo zvolte
vZ0 roveho Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
experimentu <ndzev softwaru >

kde < ndzev softwaru > je soucasna verze programu StepOne.
2. Na vychozi obrazovce kliknéte na Open (Oteviit).

3. V dialogovém okné& Open (Oteviit) vyhledejte adresat examples (piiklady):

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

4. Dvakrat kliknéte na Standard Curve Example.

Poznadmka: Adresar piiklady obsahuje n¢kolik soubort, ujistéte se, Ze jste vybrali
Standard Curve Example. Vice informaci o dalSich souborech naleznete v ¢asti
“Soubory v adresdii Examples (Ptiklady)” na strané 12.
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5. Kliknéte Analyze (Analyzovat). Program provede analyzu vysledkt za pouZiti

prednastavenych parametru.

6. Informace o obrazovkich zobrazujicich vysledky analyzy naleznete v ¢dsti “Soucdsti
programu” niZe a “Tipy pro snadnou orientaci” na strané 88.

Doporuceni Provadite-li analyzu vlastnich experimenti standardni kiivky:

* Program StepOne automaticky ihned po skonceni béhu provede analyzu vysledki za
pouziti pfednastavenych parametrii a zobrazi na obrazovce vaseho pocitace
amplifikaéni graf.

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

Soudasti  Souddsti programu StepOne:

programu . , : N
1. Lista nabidek (Menu Bar) — Zobrazuje nabidky, které jsou v programu k dispozici:

* File (Soubor)

» Edit (Upravit)

* Instrument (Pfistroj)
* Analysis (Analyza)
* Tools (Néstroje)

* Help (Pomoc)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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2. Nastrojova lista (Toolbar) — Zobrazuje nastroje, které jsou v programu k dispozici:

New Experiment (Novy experiment)

Open (Oteviit)

Close (Zavtit)

Send Experiment to Instrument (Odeslat experiment do pfistroje)

Download Experiment from Instrument (Stdhnout experiment z piistroje)
Export
Print Report (Tisk zpravy)

3. Zahlavi experimentu (Experiment header) — Zobrazuje ndzev experimentu, typ
experimentu a reagencie pro otevieny experiment.

4. Panel Experiment Menu — Zobrazuje odkazy na obrazovky:
* Setup (Zadani)
* Run (B¢h)
* Analysis (Analyza):

Amplification Plot (Amplifika¢ni graf)
Standard Curve (Standardni kiivka)
Multicomponent Plot (Multikomponentni graf)
Raw Data Plot (Hruba data)

QC Summary (Kontrola kvality)

Multiple Plots View (Zobrazeni vice grafit)

5. Panel Plot (Graf) — Zobrazuje zvolenou obrazovku s vysledky analyzy.

6. Zalozky View Plate Layout (Zobrazeni desticky) — Zobrazuji rozvrZeni desti¢ky
nebo tabulku s ddaji o jamkédch desti¢ky

7. Zalozka(y) Experiment — Zobrazuji zalozku pro kazdy otevieny experiment.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Tipy pro snadnou Jak vybrat jamky

orientaci Chcete-li na obrazovkach zobrazujicich vysledky analyzy zobrazit data pro specifické
jamky, zvolte tyto jamky v zdloZce View Plate Layout (Zobrazen{ 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 v§echny jamky, kliknéte do horniho levého rohu vyobrazeni desticky.

]
| |

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Jak zobrazit vice grafa

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

Zobrazit vice grafit).
2. Chcete-li zobrazit &tyfi grafy, klikndte 55 Show plots in a 2 X 2 matrix.
3. Chcete-li zobrazit dva grafy pod sebou, kliknéte = Show plots in two rows.

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

(62 I N

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

5 2 3

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zobrazeni standardni kfivky

90

Obrazovka Standard Curve (Standardni kiivka) zobrazuje standardni kiivku pro vzorky
oznacené jako standardy. Program StepOne na zdklad¢ standardni kfivky vypocitd
mnoZstvi cilovych sekvenci v nezndmych vzorcich.

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

* Sklon/U¢innost amplifikace
* parametr R? (korela&ni koeficient)

* Cr hodnoty

Zobrazeni 1. Na panelu Experiment Menu zvolte Analysis > .2 Standard Curve (Analyza >
standardni kfivky Standardni kiivka)

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

2. Na obrazovce Standard Curve (Standardni kiivka) zobrazte vSechny jamky
(kliknutim do levého horniho rohu vyobrazeni desti¢ky).

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

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

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

Poznamka: Toto tlacitko je prepinaci. 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 hodnot:

— Sklon je -3.477.
— R2je 0.999.
— Utinnost amplifikace (Eff%) je 93.912%.

7. Ovétte, Ze vSechny vzorky leZi v rozsahu standardni kiivky. Ve vzorovém
experimentu leZi v§echny vzorky (modré te¢ky) v rozsahu standardni kiivky (Cervené
teCky).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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6
8. Shlédnéte Crhodnoty:
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 pfedpoklddaném rozpéti (>8 a <35).
8a
8b

8c

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kfivky, zkontrolujte:

k analyze « Sklon/ii¢innost amplifikace — Uginnost amplifikace je vypo¢itana na zakladé sklonu

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

ucinnost PCR implikace. U¢innost amplifikace ovliviiuje:

— Rozsah koncentraci standardii— Piesn¢jsi stanoveni icinnosti amplifikace
dostanete za pouziti vétsiho rozsahu koncentraci standardt - 5 az 6 radu
(105 az 106 krat).

— Pocet replikatt standardl — Pro presnégj$i stanoveni ti¢innosti amplifikace
pracujte s replikty, ¢imZ snizite vliv nepfesnosti pipetovani.

— PCR inhibitory — PCR inhibitory v reakci mohou sniZovat jeji dcinnost.

* Rz (korela¢ni koeficient) — Parametr R2 je mirou toho, jak individudlni hodnoty Ct
lezi na regresni piimce. Hodnota 1.00 znamend perfektni shodu mezi regresni
piimkou a jednotlivymi body. Zadouci je dosdhnout hodnoty R2>0.99.

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

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

Nesplnuje-li vas experiment shora uvedend doporuceni, postupujte podle:
* “Vynechani jamek z analyzy” na strané 108.

nebo

* opakujte experiment.

Vice Vice informaci o:
informaci  « Obrazovce standardnf kiivky ziskdte v ndpovédé programu StepOne kliknutim na
©) nebo stiskem kldvesy F1.

« Ucinnosti amplifikace ziskte v dokumentu Amplification Efficiency of TagMane
Gene Expression Assays Application Note.

Zobrazeni amplifikacniho grafu

V amplifika¢nim grafu se zobrazuje amplifikace vSech vzorki (zvolenych jamek).
K dispozici jsou tfi rizné grafy:

* ARn vs Cycle — Graf zavislosti ARn na cyklu. ARn je normalizovany signal
reportérové barvy po odecteni signdlu pozadi méfeny v kazdém cyklu PCR
amplifikace. Tento graf Ize vyuzit k analyze nepravidelného pribéhu amplifikacnich
kiivek a k zobrazeni prahu a pozadi.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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* Rn vs Cycle — Graf zavislosti Rnna cyklu. Rn je fluorescencni signél reportérové
barvy normalizovany na fluorescen¢ni signdl pasivni reference. Tento graf lze vyuZit
k analyze nepravidelného pribéhu amplifikacnich kiivek.

* Crvs Well — Graf zavislosti Ctna poloze jamky. Ct je PCR cyklus v némz
fluorescence piekroci prah v amplifikacnim grafu. Tento graf lze vyuZit
k detekci odlehlych bodd.

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 panelu Experiment Menu zvolte Analysis > Amplification Plot (Analyza >
amplifikaéniho grafu  Amplifika¢ni graf).

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

2. Zobrazte v amplifikaénim grafu jamky RNaza P:
a. Kliknéte do zalozky View Plate Layout (Vyobrazeni desticky).

b. Zrozbalovaci nabidky Select Wells With (Zvolit jamky) zvolte Target (Cilova
sekvence), poté RNase P.

2a— ‘ 2b

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).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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c. Kliknéte - Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu -
pfednastaveno).

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

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

b. Zatrhnéte policko Baseline (Pozadi), abyste zobrazili pocatecni a kone¢ny
cyklus.

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

3a 4a 3b

3c

4b |

5. Zobrazte prah:
a. Zrozbalovaci nabidky Graph Type (Typ grafu) zvolte Log (Logaritmicky).
b. Z rozbalovaci nabidky Target (Cilové sekvence) zvolte RNase P.
c. Zatrhnéte policko Threshold (Prah), ¢imZ zobrazite prah.

d. Ovéite, Ze je prah nastaven spravné. Ve vzorovém experimentu je prah
v exponencidlni fazi amplifikace.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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5a

5b

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

b. Vyhledejte odlehlé body v amplifikaénim grafu. Ve vzorovém experimentu,

nejsou Zadné odlehlé body.

6a

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Doporuéem’ Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte:
kanalyze .« Odlehl¢ body
* Typicky amplifika¢ni graf — Program StepOne automaticky pocitd pozadi

a prah, tento vypocet je zaloZen na predpokladu, Ze priitbéh amplifikacnich kfivek je

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

d. Pozadi (Baseline)

Threshold

ARN

Cycle d

DULEZITE! Experimentalni chyby (napf. kontaminace nebo chyby pipetovéni)
mohou vést ke vzniku atypickych amplifika¢nich kiivek, coZ vede

k nespravnému nastaveni pozadi a prahu programem StepOne. Spole¢nost
Applied Biosystems proto doporucuje, abyste nastaveni pozadi a prahu po
proveden{ analyzy v amplifika¢nim grafu zkontrolovali.

* Spravné nastaveni pozadi a prahu — Viz piiklady nastaveni prahu na strané 97 a
pozadi na strané 98.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spravné nastaveni prahu

Préh je nastaven v exponencidlni fazi amplifikacni
kiivky.

Nastaveni prahu nad nebo pod optimalni

hodnotou zvySuje standardni odchylku skupin
replikatt.

Prah nastaven pfili§ nizko

Préh je nastaven pfiliS nizko — mimo
exponencidlni fazi amplifikacni kiivky.
Standardni odchylka je vyrazné vyssi nez pti
spradvném nastaveni prahu. Pretahnéte linii prahu
nahoru do exponencidlni faze amplifikace.

Prah nastaven pfilis vysoko

Prah je nastaven pfili§ vysoko — mimo
exponencidlni fazi amplifika¢ni kiivky. Standardni{
odchylka je vyrazné vySsi neZ pii spradvném
nastaveni prahu. Pfetdhnéte linii prahu dolti do
exponencidlni faze amplifikace.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Spravné nastaveni pozadi

Amplifikacni kiivka za¢ina aZ po konecném cyklu,
ohranicujicim rozsah cykll pro vypocet pozadi.

PFili§ nizké pozadi
Amplifikacni kfivka zacina pfili§ vpravo od
konec¢ného cyklu, ohranicujiciho rozsah cykld pro

vypocet pozadi. ZvySte hodnotu kone¢ného
cyklu.

PFili§ vysoké pozadi

Amplifikacni kiivka zac¢ina pted konecnym
cyklem, ohranicujicim rozsah cykli pro vypocet
pozadi. SniZte hodnotu kone¢ného cyklu.

Nesplnuje-li vas experiment shora uvedend doporuceni, postupujte podle:
* “Vynechani jamek z analyzy” na stran¢ 108.
nebo

* Manudlné nastavte pozadi a/nebo prah (viz “Zobrazeni parametrii analyzy” na strané
104).

Vice Vice informaci o amplifikaénim grafu ziskdte v ndpovédé programu StepOne kliknutim
informaci  na @ nebo stiskem klavesy F1.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zobrazeni tabulky vysledku

Tabulka vysledkt zobrazuje data pro kaZzdou jamku reak¢ni desticky:
* Nazev vzorku, ndzev cilové sekvence, tloha a fluorescencni barvy

* Vypocitand hodnota prahového cyklu (Ct), normalizované fluorescence (Rn) a
mnozstvi

¢ Komentar
* Vlajecky

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte zobrazeni tabulky vysledki a tam
experimentu uvedené parametry:

e MnozZstvi
* Vlajecky
* Crhodnoty (v€etné standardni odchylky Cr)

Zobrazeni 1. Na panelu Experiment Menu zvolte Analysis, poté zvolte zdlozku View Well Table
tabulky vysledkd (Zobrazit tabulku vysledk).

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

2. Pomoci rozbalovaci nabidky Group By (Seskupit podle) miZete setiidit 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 (Replikdty).
Program seskupi jamky replikatd: negativni kontroly, standardy a vzorky. Ve
vzorovém experimentu jsou mnoZstvi v ramci skupin replikatd obdobna.

Poznédmka: Ve vzorovém experimentu byly sloupce Quantity (MnoZstvi),
Quantity Mean (Primérné mnoZstvi) a Quantity SD (Standardni odchylka

mnoZstvi) pfesunuty z jejich pfednastaveného umisténi na po€atek tabulky.
Chcete-li pfesunout sloupec, kliknéte do jeho zahlavi a pfetdhnéte jej.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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2a
b. V rozbalovaci nabidce Group By (Seskupit podle) zvolte Flag (Vlajecka).
Program seskupi jamky s a bez vlajecek. Ve vzorovém experimentu nejsou
7adné jamky s vlajeCkami.
2b

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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¢. 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 pfedpoklddaném rozsahu (>8 a <35).

2c

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, seskupte jamky podle:

kanalyze . Replikéti — Program seskupi jamky replikéti: negativni kontroly, standardy a
vzorky. Shlédnéte vysledky ve sloupcich Quantity (MnoZstvi), abyste se ujistili,
Ze tyto hodnoty jsou obdobné. To je zndmka vysoké pfesnosti.
* Vlajecek — Program seskupi jamky s a bez vlajecek. Vlajecky oznacuji, Ze
program v dané jamce hlasi chybu. Popis chybovych vlajecek programu StepOne
naleznete v Casti ‘“Zobrazeni kontroly kvality” na stran¢ 106.

* Cr-Crje PCR cyklus v némz fluorescence piekroci prah v amplifikacnim grafu
(tzv. prahovy cyklus). Zadouci je dosdhnout hodnoty Ct>8 a <35. Hodnota Cr <8
znamend, Ze v reakci je piili§ mnoho templdtu. Hodnota Ct>35 znamena, Ze
v reakci je pfili§ malo templatu; pro Ct>35 ocekdvejte vyssi hodnoty standardni
odchylky.

Vice Vice informaci o tabulce vysledki ziskdte v ndpovédé programu StepOne kliknutim na
informaci @) nebo stiskem klavesy F1.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Publikovani vysledku

Vysledky experimentt 1ze publikovat nékolika zptisoby:
* Graf lze uloZit jako obrazek
* Graf lze vytisknout
* Vyobrazeni desticky lze vytisknout
» Lze vytvofit prezentaci na zakladé¢ vysledkd experimentu
* Lze vytisknout zpravu s vysledky experimentu
* Data je moZné exportovat

Vice informaci o téchto moZnostech ziskate v ndpoveédé programu StepOne kliknutim na
@ nebo stiskem klavesy F1.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
102 Kvantifikace pomoci standardni kfivky



Kapitola 5 Analyza vysledkd experimentu

Cast 5.2 Reseni problému (je-li zapotrebi)

Cést 5.2 Reseni problém (je-li zapotrebi)

V této ¢asti naleznete:

m Zobrazeni parametrll ANALYZY .......ccceevverieriierierieeieeieetieere e ereereereeaeeseens 104
m Zobrazeni Kontroly Kvality .......cccceeviiiiiiiiiiiiiiieieeee e 106
m Vynechani jamek Z analyzy.........ccoccoviiiiiiiiiniiiieieeeeee e 108
m Zobrazeni multikomponentniho grafu..........coccoooiiiiiiiiiiiiiiee 109
m Zobrazeni hrubych dat..........occiiiiiiiiiiiiie e 112

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zobrazeni parametrd analyzy

104

O vzorovém
experimentu

Zobrazeni
parametrd
analyzy

Dialogové okno Analysis Settings (Parametry analyzy) zobrazuje nastaveni parametrti
analyzy pro prahovy cyklus (Cr), vlajecky a rozsitené moZnosti nastaveni. Pokud nejsou
prednastavené parametry vhodné pro vas experiment, miZete je v tomto dialogovém okné
zménit a experiment analyzovat znovu.

Ve vzorovém experimentu standardni kfivky se pouZivaji pfednastavené parametry
analyzy beze zmén.

1. V panelu Experiment Menu zvolte Analysis.

2. Kliknéte Analysis Settings (Parametry analyzy) ¢imz oteviete dialogové okno
Analysis Settings.

3. Ve vzorovém experimentu se v kazdé zdloZce pouZziji pfedvolené parametry:
* nastaveni Ct
» Nastaveni vlajecek (Flag Settings)

* Rozsifené moZnosti nastaveni (Advanced Settings)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Doporuceni Pokud nezndte optimdlni nastaveni parametrQ pro va$ experiment, pouZijte parametry tak
k analyze jak jsou prednastaveny v programu StepOne. Pokud nejsou pfednastavené parametry
vhodné pro vas experiment, miZete zménit:
* Nastaveni Ct— V této zdloZce muzZete ru¢né nastavit prah a pozadi. Pfi manualnim
nastavovani doporucuje spolecnost Applied Biosystems:

Nastaveni Doporuceni

Préah 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 pocatecni (Start Cycle) a konegny cyklus (End Cycle) tak,
aby v takto definovaném rozsahu cyklt nedochazelo k vyraznému
narustu fluorescenéniho signalu.

* Nastaveni vlajecek (Flag Settings) — V této zdloZce miZete:
— Upravit citlivost nastaveni, coZ se projevi po¢tem jamek s vlajeCkami.
— Zmeénit vlajecky pouzivané programem StepOne.

* Rozsifené moznosti nastaveni (Advanced Settings) — V této zdlozce muzZete
nastavit rozsah pozadi jednotlivé pro kazdou jamku.

Vice Vice informaci o parametrech analyzy ziskdte v ndpovédé programu StepOne kliknutim
informaci  ny @ nebo stiskem klavesy F1.
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu

Zobrazeni kontroly kvality

Zobrazeni kontroly kvality

Obrazovka QC Summary (Kontrola kvality) slouZi k zobrazeni seznamu chybovych
vlajecek veetné Cetnosti jejich vyskytu a umisténi.

O vzorovém
experimentu

Zobrazeni
kontroly kvality

.V panelu Experiment Menu zvolte Analysis >

Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte obrazovku kontroly kvality a
zkontrolujte vyskyt vlajecek. Ve vzorovém experimentu nejsou Zadné vlajecky.

QC Summary (Analyza >
Kontrola kvality).

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

Shlédnéte vyobrazenou statistiku vlajeCek. Ve vzorovém experimentu nejsou Zadné
jamky s vlajeckami.

V tabulce Flag Details (Detailni idaje o vlajeckach) shlédnéte udaje ve
sloupcich Frequency (Cetnost) a Wells (Jamky), z nichZ zjistite, které chybové
vlajecky se objevily ve vasem experimentu. Ve vzorovém experimentu je ve
sloupci Frequency (Cetnost) pro viechny vlajecky 0.

Poznamka: 0 zobrazena ve sloupci Frequency (Cetnost) znaci, Ze v experimentu

neni Zadn4 vlajecka toho druhu.

(Volitelné) Kliknutim do fddky kazdé vlajeCky zobrazite detailni informace o dané
vlajecce.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 5 Analyza vysledkd experimentu

Zobrazeni kontroly kvality

VlajeCky  V pripadé experimentl standardni kiivky se mohou zobrazit niZe uvedené vlajecky.

Pokud se vlajecka v experimentu nezobrazi, je Cetnost jejtho vyskytu 0. Je-li Cetnost
vyskytu >0, znamend 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 exponenciélni faze amplifikace

HIGHSD Vysoka standardni odchylka v ramci skupiny
replikatd

MTP Vice pikd s riznou Tm
Poznadmka: Pouze je-li sou¢asti experimentu
kfivka tani.

NOAMP Z4dna amplifikace

NOISE Vy$§i Sum nez v jinych jamkach

NOSIGNAL Zadny signal v jamce

OFFSCALE P¥ili§ silny fluorescenéni signal

OUTLIERRG ‘ Odlehly bod ve skupiné replikat

SPIKE ‘ Vykyvy $umu

THOLDFAIL ‘ Selhani stanoveni prahu

Doporu€eni Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky:

kanalyze  « Kiiknéte na kazdou vlajecku v tabulce Flag Details (Detailnf ddaje o vlajeckdch)
s vys$i frekvenci nez 0, ¢imZ zobrazite detailni informace o vlajecce. Je-li
zapotiebi, kliknéte na odkaz k feSeni problému.

* Nastaveni vlajecek mlizete ménit:
— Upravte citlivost nastaveni, cozZ se projevi poCtem jamek s vlajeCkami.

— Zméiite vlajeCky pouZivané programem StepOne.

Vice Vice informaci o obrazovce kontroly kvality a nastaveni vlajecek ziskdte v ndpovéde
informaci programu StepOne kliknutim na @) nebo stiskem kldvesy F1.
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Vynechani jamek z analyzy

Vynechani jamek z analyzy

V dusledku experimentalnich chyb je mozné, Ze v nékterych jamkach dojde k nedostate¢né
nebo viibec zddné amplifikaci. V takovych jamkach naméfite hodnoty Cr, které se vyrazné
1i$1 od priméru dané skupiny replikat. Pokud by tyto vysledky byly zahrnuty do vypoctd,
dojde k jejich zkresleni; proto pro zvyseni ptfesnosti je zapotiebi tyto tzv. odlehlé body
vynechat z analyzy.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky nejsou Zddné odlehlé body; neni zapotfebi
experimentu  z analyzy vypoustét 7ddné jamky.

Vynechani jamek 1. V panelu Experiment Menu zvolte Analysis > Amplification Plot (Analyza >
Amplifikacni graf).
Poznamka: Nejsou-li zobrazeny zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).
2. Na obrazovce Amplification Plot (Amplifikacni graf) zvolte z rozbalovaci nabidky
Plot Type (Typ grafu) Ct vs Well.
3. Zvolte zilozku 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 skupindch replikati (musi byt oznaceny vlajeckou).
Ve vzorovém experimentu nejsou Zadné odlehlé body.

3

4a
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Kapitola 5 Analyza vysledkd experimentu
Zobrazeni multikomponentniho grafu

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kfivky, zkontrolujte pfitomnost odlehlych
k analyze bodl ve skupindch replikatti. Je-li zapotiebi, odstrafite odlehlé body ru¢né pomoci tabulky
jamek:

1. V panelu Experiment Menu zvolte Analysis > Amplification Plot (Analyza >
Amplifika¢ni graf).

Poznamka: Nejsou-li zobrazeny Zadné 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 zélozku 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 skupinéch replikatli (musi byt oznaceny vlajeckou).

c. Zatrhnéte Omit (Vynechat).

5. Kliknéte Analyze (Analyzovat), ¢imzZ analyzujete vysledky experimentu bez dat
z vynechanych jamek.

Vice Vice informaci o vynechani jamek z analyzy ziskate v ndpovéd€ programu StepOne
informaci  liknutim na € nebo stiskem klavesy F1. Postupuite takto:

1. Kliknéte na zaloZku Search (Hledat).
2. Zadejte omit well (vynechat jamku).
3. Kliknéte List Topics (Zobrazit vysledky).

4. Dvakrat kliknéte na zvoleny vysledek hledani.

Zobrazeni multikomponentniho grafu

Multikomponentni graf (Multicomponent Plot) zobrazuje ptispévek kazdé barvy
k celkovému spektralnimu signdlu ve zvolené jamce béhem PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte v zobrazeni multikomponentniho
experimentu  grafu:
* signdl barvy ROXm™ (pasivni reference)

* signdl barvy FAM™ (reportér)
* Vykyvy a ndhlé zmény
* Amplifikaci v jamkéch negativnich kontrol

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu
Zobrazeni multikomponentniho grafu

. Zobrazeni 1. V panelu Experiment Menu zvolte Analysis > () Multicomponent Plot
multlkorp ponent- (Multikomponentni graf).
niho grafu
Poznamka: Nejsou-li zobrazeny zadné vysledky, kliknéte Analyze (Analyzovat).
2. Zobrazte postupné jamky s nezndmymi vzorky a standardy:
a. Kliknéte View Plate Layout (Zobrazeni desticky).
b. Zvolte jednu jamku ve vyobrazeni desticky.
Poznamka: Zvolite-li vice jamek, obrazovka Multicomponent Plot zobrazi
data pro vSechny zvolené jamky najednou.
3. Zrozbalovaci nabidky Plot Color (Barva grafu) zvolte Dye (Barva fluoroforu).
4. Kliknéte ~ Show a legend for the plot (Zobrazit legendu grafu - prfednastaveno).
Poznamka: Toto tlacitko je prepinaci. Je-li legenda zobrazena, tlacitko ziska funkci
Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).
5. Oveéite signal ROX. Ve vzorovém experimentu je signdl ROX konstantni béhem celé
PCR, coZ je v potadku.
6. Oveéite signdl FAM. Ve vzorovém experimentu signdl FAM béhem PCR roste,
coZ je zndmka normdlni amplifikace.
3 4 2a
|
5
6 2b
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Kapitola 5 Analyza vysledkd experimentu
Zobrazeni multikomponentniho grafu

7. Zvolte postupné¢ jamky s negativnimi kontrolami a ovéite, Ze v nich nedochdzi
k amplifikaci. Ve vzorovém experimentu k amplifikaci v jamkéach negativnich
kontrol nedochézi.

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte:

k analyze * 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 fluorescencniho
signélu, coZ je zndmka amplifikace.

* Nepravidelnosti signdlu — Fluorescen¢ni signal by nem¢l vykazovat Zadné
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 nipovédé programu StepOne
informaci  kliknutim na @ nebo stiskem klavesy F1.
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Kapitola 5 Analyza vysledkl experimentu

Zobrazeni hrubych dat

Zobrazeni hrubych dat

Obrazovka Raw Data Plot (Hrub4 data) zobrazuje fluorescencni signdl (nenormalizovany)
v kazdém optickém filtru pro zvolené jamky a béhem celé real-time PCR.

O vzorovém Ve vzorovém experimentu standardni kiivky shlédnéte hrubd data — mélo by dochdzet
experimentu k stabilnimu nértstu signdlu (Zddné ndhlé zmény) v daném filtru.

Zobrazeni
hrubych dat

1. V panelu Experiment Menu zvolte Analysis > Raw Data Plot (Analyza > Hruba

data).

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

.V grafu hrubych dat (Raw Data Plot) zobrazte v§echny 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, tlaitko ziska funkci
Hide the plot legend (Skryt legendu grafu).

2 w2

Poznamka: Legenda zndzornuje barvy pro jednotlivé fadky desticky. V piikladu
niZe je fadka A Cervend, fadka B Zlutozelend, fadka C zelen4 atd.

Kliknéte a tdhnéte pocitadlem cyklt (Show Cycle) od cyklu 1 po cyklus 40. Ve
vzorovém experimentu dochdazi ke stabilnimu nértstu signélu ve filtru 1, ktery
odpovida filtru pro barvu FAMm.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 5 Analyza vysledkd experimentu

Zobrazeni hrubych dat

Filtry:
StepOne StepOnePlus
Filtr Barva Filtr Barva
1 FAMm 1 FAMm
SYBRe Green SYBRe Green
2 JOE™ 2 JOE™
VICe VICe
3 ROXm 3 TAMRA™
NED™
4 ROXm

Doporuceni  Analyzujete-li vlastni experiment standardni kiivky, zkontrolujte v kazdém filtru:

kanalyze . Charakteristicky nartist signdlu

* Z4dné nahlé zmény

Vice Vice informaci o hrubych datech ziskéte v ndpovédé programu StepOne kliknutim na
informaci @) nebo stiskem klavesy F1.
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Zobrazeni hrubych dat
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Priloha A

Jiné zpusoby zadani experimentu

V této pfiloze naleznete:

m Pokro€ilé zaddni eXperimentU ..........c.eeevueeeriieniiieniieeiie ettt 116
B RYChIE SPUSIENT ...t 117
B Zadani pomoct teMPLALU.......cceiiiiiiiiiieie e 119
B Zadani pomoci eXpOrtu/IMPOTTU .........ceerueeerieeenieeniieeeieeeiteeseeeseeeeieeeeaeeeeaeens 121

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
napoveédé programu StepOnem Real-Time PCR System Software, do které se dostanete
stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(N4povéda > Napoveéda programu StepOne).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Priloha A Jiné zplGsoby zadani experimentu
Pokrocilé zadani experimentu

Pokrocilé zadani experimentu

Vytvorite-li experiment pomoci funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani), mizete jej
zadat podle vlastniho névrhu.

1. Dvakrét kliknéte na ikonu g- (program StepOne) nebo zvolte
Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
<ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

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 zalozku Experiment Properties (Vlastnosti experimentu -
pfedvoleno), zadejte ndzev experimentu, poté definujte jeho vlastnosti.

b. Kliknéte na zdloZku Plate Setup (Zadani desticky):

Typ experimentu Krok
Genotypovani Definujte SNP eseje a urCete, v kterych jamkach desticky
jsou.
Ostatni experimenty Definujte cilové sekvence a urCete, v kterych jamkéch
desticky jsou.

c. Kliknéte na zdlozku Run Method (B¢&h), zkontrolujte a upravte objem
reakce a teplotni profil podle potieby.

d. Kliknéte na zélozku Reaction Setup (Zadani reakce), zkontrolujte a upravte
soucasti reakce a vypocitané objemy reagencii.

e. (Volitelné) Kliknéte na zalozku D Materials List (Potfebny material),
zkontrolujte a objednejte seznam materidlu potfebného k ptipravé desticky s
reakcemi.

4. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni
krivka

Priprava templéatu.
Redéni vzork.
Standardni kfivka PFI’prava fedici Fady standardu.
Pfiprava mastermixu.

Priprava desticky s reakcemi.

® o 0T
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Priloha A Jiné zplGsoby zadani experimentu
Rychlé spusténi

Typ experimentu Krok

Komparativni Ct Pfiprava templatu.

Redéni vzorka.

Genotypovani
Pfiprava mastermixu.

PFiprava desticky s reakcemi.

a o op

Pfitomnost/Nepfitomnost

5. Provedeni experimentu:
. Vlozeni destic¢ky do piistroje.

a
b. Spusténi béhu

o

. (Volitelné) Sledovani prabéhu béhu.

o

. Vyjmuti desti¢ky z pfistroje.
6. Analyza dat:

. Otevfete experiment v programu StepOne.

a
b. V nabidce Experiment Menu kliknéte Analysis (Analyza).

o

. Nejsou-li data analyzovéna, kliknéte Analyze (Analyzovat).

o

. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledki analyzy (naptiklad QC
Summary — Kontrola kvality pro zobrazeni vysledkii kontroly kvality).

Rychlé spusténi

Zadate-li experiment pomoci funkce QuickStart (Rychlé spusténi), miiZete reakce
spustit aniZ o nich zadate informace.

1. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni
kfivka

Pfiprava templatu.
Redéni vzorkd.
Pfiprava fedici fady standardd.

Standardni kfivka
Pfiprava mastermixu.
Pfiprava desticky s reakcemi.

®a 0o

Komparativni Ct a. Priprava templatu.

- b. Redéni vzorka.
Genotypovani
» » c. Pfiprava mastermixu.
Pfitomnost/Nepfitomnost| Pfiprava desticky s reakcemi.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky 117



Priloha A Jiné zplGsoby zadani experimentu
Rychlé spusteni

2. Spustte experiment pomoci funkce QuickStart (Rychlé spusténi):

a. Dvakrét kliknéte na ikonu g— (program StepOne) nebo zvolte
Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
<ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

b. Na vychozi obrazovce kliknéte na =Q QuickStart (Rychlé spusténi).

c¢. Kliknéte na zaloZzku Experiment Properties (Vlastnosti experimentu -
predvoleno), zadejte ndzev experimentu, poté definujte jeho vlastnosti.

d. Kliknéte na zdlozku Run Method (B¢h), zkontrolujte a upravte objem reakce
a teplotni profil podle potteby.

3. Provedeni experimentu:
a. VloZeni desticky do pfistroje.
b. Spusténi béhu
. (Volitelné) Sledovani pribéhu béhu.

o

o

. Vyjmuti desticky z pfistroje.

4. V programu StepOne definujte reakéni desticku:

Typ experimentu Krok
Genotypovani Definujte SNP eseje a urcete, v kterych jamkéach desticky
jsou.
Ostatni experimenty Definujte cilové sekvence a urcete, v kterych jamkéch
desticky jsou.

5. Analyza dat:
a. Oteviete experiment v programu StepOne.
b. V nabidce Experiment Menu 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 vysledkt kontroly kvality).
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Zadani pomoci templatu

Zadani pomoci templatu

Pro vytvofeni nového experimentu Ize pouZit templat. Templaty vyuZijete, pokud
chcete zadat hodné experimentl s totoznym zadanim.

Vytvofeni

Z 1. Dvakrat kliknéte na ikonu g- (program StepOne) nebo zvolte
templatu

Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
<ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je sou€asnd verze programu StepOne.

2. Otevrete jiz existujici experiment nebo vytvoite novy.

Poznadmka: Novy experiment mlZete vytvofit pomoci Privodce zaddnim (Design
Wizard - viz Kapitola 2) nebo funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani - viz
strana 116).

3. Zvolte File > Save As Template (Soubor > Ulozit jako templat).

4. Zadejte nazev souboru a zvolte, kam jej chcete ulozit, poté kliknéte Save (UloZit).

5. Kliknéte = Close (Zaviit).

1. Na vychozi obrazovce kliknéte na Template (Templat).
Zadani experimentu
pomoci Poznamka: Nevidite-li ikonu Advanced Setup, kliknéte na Sipku pod Privodcem
templatu zadanim (Design Wizard).

2. Zvolte templat, ktery jste vytvofili v kroku d, poté kliknéte Open (Oteviit). Na
zaklad¢ zadani v templatu budou definovdny parametry nového experimentu:

» Experiment properties (Vlastnosti experimentu)
» Plate setup (Zadani desticky)
¢ Run method (Zadani béhu)

* Reaction setup (Sesazeni reakci)

3. (Volitelné) Chcete-li parametry experimentu upravit, pouZzijte funkci
Advanced Setup (Pokrocilé zadén{ - viz strana 116).

4. Kliknéte = Save (Ulozit), zadejte nazev souboru, poté kliknéte Save (UloZit).

5. Pfipravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni
krivka

Pfiprava templatu.
Redéni vzorka.
Standardni kiivka Priprava fedici fady standardd.
Pfiprava mastermixu.

Ptiprava desti¢ky s reakcemi.

® o 00w
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Priloha A Jiné zplGsoby zadani experimentu
Zadani pomoci templatu

Typ experimentu Krok

Komparativni Ct a. Priprava templatu.
. Redéni vzork.

Genotypovani

b
c. Pfiprava mastermixu.
d

Pritomnost/Nepfitomnost |y priprava desticky s reakcemi.

6. Provedeni experimentu:
a. VloZeni desticky do pfistroje.

b. Spusténi béhu

o

. (Volitelné) Sledovani pribéhu behu.

o

. Vyjmuti desti¢ky z pfistroje.

7. Analyza dat:
a. Oteviete experiment v programu StepOne.
b. V nabidce Experiment Menu kliknéte Analysis (Analyza).
c. Nejsou-li data analyzovana, kliknéte Analyze (Analyzovat).

d. Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledk analyzy (naptiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledkt kontroly kvality).
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Zadani pomoci exportu/importu

Funkci zaddni pomoci exportu/importu vyuZijete pro zaddni nového experimentu na
zéklad¢ zadani exportovaného z jiného experimentu. Exportuji/importuji se pouze tdaje
o reak¢ni desticce.

Poznédmka: Zadani exportované z experimentl v programu StepOne v1.0 lze importovat
do experimentii v programu StepOne v2.0 nebo vyssi. Zadani exportované z experimentli

v programu StepOne v2.0 nebo vyssi nelze importovat do experimentli v programu
StepOne v1.0.

Export zadani 1. Dvakrét kliknéte na ikonu g- (program StepOne) nebo zvolte

Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software
<ndzev softwaru>

kde <ndzev softwaru> je soucasnd verze programu StepOne.

2. Otevrete jiZ existujici experiment nebo vytvoite novy.
Poznadmka: Novy experiment mlzZete vytvofit pomoci Privodce zaddnim (Design

Wizard - viz Kapitola 2) nebo funkce Advanced Setup (Pokrocilé zadani - viz strana
116).

3. Zvolte File > Export (Soubor > Exportovat).

4. Zvolte zdloZku Export Properties (Parametry exportu - pfednastaveno), poté:

Q

. Zvolte Setup (Zadani).

o

. Z rozbalovaci nabidky zvolte One File (Jeden soubor).

o

. Zadejte ndzev exportovaného souboru a zvolte, kam jej chcete uloZit.

d. Z rozbalovaci nabidky File Type (Typ souboru) zvolte El (*.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).

Zadani experimen- Chcete-li definovat parametry desti¢ky ve vasem experimentu, miiZete zad4ni importovat
tu na zakladé z exportovaného textového souboru (*.txt).
importovaného
souboru

DULEZITE! Ujistéte se, Ze exportovany textovy soubor obsahuje pouze tidaje o zadani
desticky, a Ze se jednd o experiment shodného typu.
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1. Importujte zadani desticky z exportovaného textového souboru:

a. Pomoci tabulkového editoru (napt. Microsofte Excel) oteviete exportovany
textovy soubor.

b. Upravte soubor dle potfeby. Poté jej uloZte jako soubor formatu txt (data
odd¢lena tabelatorem)..
¢. Na vychozi obrazovce kliknéte na Advanced Setup (Pokrocilé zadani).

Poznamka: Nevidite-li ikonu Advanced Setup, kliknéte na Sipku pod
Priivodcem zaddnim (Design Wizard).

d. Otevfete jiZ existujici experiment nebo vytvorte novy.

e. Zvolte File > Import (Soubor > Importovat).

f. Kliknéte Browse, vyhledejte textovy soubor (*.txt), poté kliknéte Select.
g. Kliknéte Start Import (Importovat). Zadani je z exportovaného textového

souboru importovano do otevieného experiment.

Poznamka: Pokud vas experiment jiZ obsahuje zadédni, program vés vyzve,
zda si piejete toto zadani nahradit zadanim z textového souboru.
Kliknéte Yes (Ano) a zadani bude nahrazeno.

2. Pouzijte funkci Advanced Setup (Pokroc¢ilé zadani) pro ukonceni zadani vaseho
experimentu (viz strana 116).

3. Pripravte PCR reakce:

Typ experimentu Krok

Relativni standardni
krivka

Pfiprava templatu.
Redé&ni vzork.
Standardni kiivka PFiprava fedici fady standardu.
PFiprava mastermixu.

PFiprava desticky s reakcemi.

© o 0 oTo

Komparativni Ct Pfiprava templatu.

Redéni vzork.

Genotypovani
Pfiprava mastermixu.

Priprava desticky s reakcemi.

a o op

Pritomnost/Nepfitomnost

4. Provedeni experimentu:
a. VloZeni desticky do piistroje.
b. Spusténi béhu
¢. (Volitelné) Sledovani pribéhu béhu.

d. Vyjmuti desticky z pfistroje.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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5. Analyza dat:

C.

. Oteviete experiment v programu StepOne.

a
b.

V nabidce Experiment Menu kliknéte Analysis (Analyza).
Nejsou-li data analyzovana, kliknéte Analyze (Analyzovat).

Vyberte obrazovku pro zobrazeni vysledkii analyzy (napiiklad QC Summary —
Kontrola kvality pro zobrazeni vysledki kontroly kvality).
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Advanced Setup (Pokrocilé zadani)
Funkce programu StepOnem, kterd umoZiuje zad4ni experimentu podle vasi
potieby. Poskytuje maximdlni flexibilitu v ndvrhu a zaddni experimentu.

AlIF Viz soubor informaci o eseji (AIF).
alela Jakékoliv sekvenéni varianta genu, kterd se vyskytuje v populaci.
amplifikace ZmnoZeni cilového tseku pomoci PCR. Pfi kvantifikaci se méfi fluorescence v

prubéhu amplifikace a vysledky méfeni se pouZiji pro vypocet vysledki. Pii
genotypovani nebo u experimentd typu Ano/Ne lze fluorescencni data namétena
béhem amplifikace pouZzit pti feSeni problém.

amplifikacni graf ~ Zobrazeni dat z béhi PCR v redlném Case. Lze zobrazit jako:

» Zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy po odecteni pozadi (ARn)
na poctu cykld PCR

Zavislost normalizované fluorescence reportérové barvy (Rn) na poétu cykli PCR

Zavislost prahového cyklu (Ct) na jamce

amplikon Cast DNA amplifikovana pomoci PCR.

AutoDelta Funkce umozilujici zvySovani/snizovani teploty a/nebo zkracovani/prodluzovani
doby inkubace v kazdém dal$im cyklu PCR. Je-li funkce AutoDelta zapnuta,
poznéte to podle ikony v teplotnim profilu:

» AutoDelta zapnuto: &
 AutoDelta vypnuto: *

automatické Ct Nastaven{ parametra analyzy, kdy program automaticky stanovi rozsah cykli pro
vypocet fluorescence pozadi a vypocitd hodnotu prahu (threshold). Nasledné stanovi
hodnoty prahového cyklu (Cr). Viz téZ prahovy cyklus (CT).

automatické nastaveni pozadi (baseline)
Nastaveni parametrti analyzy, kdy program automaticky stanovi rozsah cykli pro
vypocet fluorescence pozadi. Automatické nastaveni pozadi Ize pouZit pro vybrané
jamky desticky. Viz téZ pozadi (baseline).
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barva cilové sekvence
V programu StepOner™ se jednd o barvu, jiZ je oznacena cilovd sekvence, a kterd je
pouZzita k jeji identifikaci ve vyobrazeni desticky a v amplifika¢nim grafu.

barva ROXm Barva doddvand spole¢nosti Applied Biosystems, systémy StepOnem™ a
StepOnePlusm™ jsou pro pouZiti této barvy prekalibrovany. Barva ROX se pouZiva
jako pasivni reference.

blok na vzorky VeriFlex™
Blok na vzorky v piistroji StepOnePlus™. Blok VeriFlex obsahuje 96 jamek a je
rozde¢len do zén. UmoZnite-li pouzivat blok VeriFlex v programu StepOnem™, miZete
pro kazdou z6nu nastavit riznou teplotu.

bod Jeden standard ve standardni kiivce. MnoZstvi daného standardu ve standardni
ktivce se pocitd na zdkladé vychoziho mnozstvi a sériového faktoru.

cilova sekvence (target)
Sekvence nukleové kyseliny, kterou chcete amplifikovat a detekovat.

Cr Viz prahovy cyklus (CT).

¢teni post-PCR Pouziva se pfi genotypovéni a experimentech typu Ano/Ne, jednd se o fazi sbéru dat
po amplifikaci. Pfi genotypovéni jsou data ziskan4 pfi ¢teni post-PCR zobrazena v
grafu alelické diskriminace a pouZita pro odecty alel. Pfi provddéni experimentt
typu Ano/Ne jsou data ziskand pfi ¢teni post-PCR zobrazena v grafu typu Ano/Ne a
pouzivana k odectu vysledkd.

¢teni pre-PCR PouZiva se pii genotypovani a experimentech typu Ano/Ne, jedna se o fazi sbéru dat
pfed amplifikaci. Jednd se o nepovinnou soucdst sbéru dat, nicméné doporucenou.
Fluorescenc¢ni data ziskand béhem cteni pre-PCR lze pouZzit pro normalizaci
fluorescence namétené post-PCR.

delta Rn (ARnN) Viz normalizovany signdl reportérové barvy po odeéteni pozadi (DRn).

derivace signalu reportérové barvy (-Rn”)
Zapornd hodnota prvni derivace normalizovaného signélu reportérové barvy béhem
amplifikace PCR. V grafu zavislosti —-Rn” na teploté (kfivka tan{) se zobrazuje na ose

y.
disociaéni kfivka  Viz kiivka tani.

dotykovy displej Displej pfistroje StepOnem™ nebo StepOnePlusm™, ktery umoziiuje tyto pfistroje
ovlidat pomoci.
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efektivita amplifikace (EFF%)

EFF%

endogenni kontrola

endpoint ¢teni

esej

Vypocet efektivity PCR amplifikace. Efektivita amplifikace se poc€itd na zdklad¢
sklonu regresnf linie standardni{ kiivky. Sklon blizky —3.32 znamena optimalni 100%
efektivitu PCR amplifikace. Efektivitu amplifikace ovliviiuji:

* Koncentraéni rozsah standardi — Chcete-li zvysit pfesnost méfeni efektivity
amplifikace, pouZijte §iroké rozpéti koncentraci standardd, 5 aZ 6 ¥adi (10° az 10°
krat).

¢ Pocet replikatii standardi — Chcete-li zvysit pesnost a sniZit vliv nepfesnosti
pipetovani, pouZzivejte replikaty.

* Inhibitory PCR- Inhibitory PCR v reakci mohou sniZit amplifikaci a ovlivnit
méteni efektivity.

Viz efektivita amplifikace (EFF%).

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
(“provozni’) geny. Viz téz housekeepingové (“provozni”’) geny.

Viz post-PCR cteni.

V systémech StepOner a StepOnePlus™ : reakéni mix obsahujici primery pro
amplifikaci cilové sekvence a reagencie pro detekci amplifikované molekuly.

eseje na objednavku (made-to-order)

Eseje pro kvantifikaci genové exprese (TagMane Gene Expression Assays) a
genotypovéni (TagMane SNP Genotyping Assays) vyrabéné v okamzZiku
objednavky. Odesilany jsou pouze eseje spliujici parametry kontroly jakosti.

eseje skladem (inventoried)

experiment

Eseje pro kvantifikaci genové exprese (TagMane Gene Expression Assays) a
genotypovani (TagMane SNP Genotyping Assays), které jiz byly vyrobeny, splnily
parametry kontroly jakosti a jsou k dispozici skladem.

Oznaceni celého procesu provedeni béhu na pfistroji StepOne™ nebo StepOnePlusm,
zahrnuje zadéni, vlastni beh a analyzu. Na pfistrojich StepOnem™ a StepOnePlus™ 1ze
provadét nasledujici typy experimentd:

» Kvantifikace — standardni kiivka

» Kvantifikace - relative standard curve

» Kvantifikace - komparativni Ct (AACT)

» Kiivka tani

* Genotypovani

* Ano/ne

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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faze (stage) Skupina jednoho nebo vice krokt v teplotnim profilu. Existuji tfi rizné faze:
inkubace (holding stage, véetn¢ ¢teni pre-PCR a Cteni post-PCR), cyklovani (téZ tzv.
faze amplifikace) a faze kiivky tani.

faze amplifikace (amplification stage)
Cist b&hu piistroje kdy dochdzi k amplifikaci cilové sekvence. V ramci teplotniho
profilu reakce sestava z krokd denaturace, annealingu primerti a polymerizace, které
jsou cyklicky opakovény.

v

Pti kvantifikaci se méfi fluorescence v pribehu amplifikace a vysledky méteni se
pouziji pro vypocet vysledkil. Pii genotypovani nebo u experimentl typu Ano/Ne lze
fluorescen¢ni data namétend béhem amplifikace pouzit pfi feseni problémd. 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)
Faze teplotniho profilu kdy dochdzi k pomalému zvySovéni teploty, aby mohla byt
vytvofena kfivka t4ni.

forward primer Oligonukleotid ohranicujici 5" konec amplikonu. Spolu s reverznim primerem se
pouziva pti PCR reakci k amplifikaci.

graf alelické diskriminace
Zobrazeni dat ziskanych ¢tenim po provedeni PCR. Jedn4 se o graf z4vislosti
normalizovaného signdlu reportérové barvy alely 1 na normalizovaném signdlu
reportérové barvy alely 2.

graf teploty Graficky zdznam teploty vzorkd, vyhiivaného vika pfistroje a bloku. K dispozici v
programu StepOne pii provddéni béhi na piistroji StepOne™ nebo StepOnePlusm™.

housekeepingovy (provozni) gen
Gen, ktery n¢jakym zplisobem participuje v zdkladnich procesech buiiky a ma
konstitutivni hladinu exprese. Provozni geny lze pouzivat jako endogenni kontroly.
Viz téz endogenni kontrola.

hranice zény Okraj z6ny v bloku VeriFlexm. V programu StepOne™ jsou hranice zén vyznaceny
tlustou cervenou ¢arou ve vyobrazeni desticky.

hruba data Graficky zdznam naméfené fluorescence (nenormalizované) v kazdém optickém
filtru.

ID eseje (Assay ID) Identifika¢ni oznaceni eseji pro kvantifikaci genové exprese (TagMan® 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 pozitivn{
kontroly (IPC).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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inhibovana IPC U experimentti typu Ano/Ne reakce obsahujici inhibitor amplifikace IPC (interni
pozitivni kontrola). V programu StepOnem™ se jedna o ulohu detektoru v jamkéach
obsahujicich inhibitor amplifikace IPC. Viz téZ negativni kontrola — inhibované
jamky IPC.

inkubace (holding stage)
Faze teplotniho profilu zahrnujici jeden nebo vice krokl. Kroky inkubace 1ze zatadit
kvuli aktivaci enzymi, inaktivaci enzymu nebo jako inkubaci reakce.

instalace bez pocitace
Instalace pfistroje StepOne™ nebo StepOnePlus™ bez pfimého propojeni pristroje s
pocitacem pomoci Zlutého kabelu. Ovladani pfistroje je mozné pouze pomoci
dotykového displeje a pfenos dat mezi pocitacem a piistrojem je moZny pouze
pomoci USB disku nebo pocitacové site.

instalace s pocitacem
Zpisob instalace systému StepOne™ nebo StepOnePlus™ , kdy je pfistroj pfimo
pfipojen k pocitaci pomoci Zlutého propojovaciho kabelu. V této konfiguraci lze
piistroj ovladat programem StepOne™ instalovanym v pocitaci nebo pomoci
dotykového displeje.

interni pozitivni kontrola (IPC)
Pouzivana u experimentl typu Ano/Ne, jedna se o kratkou syntetickou molekulu
DNA ptidavanou do PCR reakci. VyuZiva se k rozliSeni skutecné negativnich
vysledki (to znamena takovych, kde neni detekovéna cilovd amplifikovana
molekula) a negativnich vysledkd zptisobenych inhibitory PCR, nespravnym
sesazenim reakci nebo selhdnim reagencii ¢i pfistroje.

IPC U experimentil typu Ano/Ne zkratka pro interni pozitivni kontrolu (internal positive
control - [PC).V programu StepOnem™ tiloha detektoru v jamkach obsahujicich IPC a
neobsahujicich inhibovanou IPC. Viz té7 interni pozitivni kontrola (IPC).

IPC+ Viz negativni kontrola-IPC jamky.
kalibrator Viz referen¢ni vzorek.

Knihovna cilovych sekvenci (Target Library)
V programu StepOnem™ se jedné o soubor cilovych sekvenci pouzivanych v
experimentech, definovanych pomoci nazvu, reportérové barvy, zhaSece a barvy
cilové sekvence.

Knihovna SNP eseji (SNP Assay Library)
V programu StepOner™ se jedné o soubor SNP eseji, které 1ze pouZit v
genotypovacich experimentech. SNP eseje jsou definovany pomoci ndzvu a barvy a
kazda alela je definovdna ndzvem nebo pomoci baze, barvou reportérové barvy,
zhéaSece a alely.
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Knihovna vzorkd (Sample Library)
Soubor vzorkil v programu StepOner. 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 StepOne™ méti amplifikaci cilové
molekuly a endogenni kontroly ve vzorcich a v referenénim vzorku. Méfeni jsou
normalizovdna pomoci endogenni kontroly. Program stanovi relativni mnoZstvi

cilové molekuly v kazdém vzorku srovnanim s referen¢nim vzorkem.

Koncentrace fedéného vzorku (10x pro reakéni smés)
V programu StepOne™ : pole zobrazované v zdloZce 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” znamena, Ze program
pfedpoklada, Ze vzorek nebo standard, které jsou soucasti reakéni smési, je 10x
koncentrovan. Napf. je-li koncentrace vzorku 50.0 ng/uL (10x), bude vysledna
koncentrace v reakci 5 ng/uL (1x).

kontrola bez amplifikace (no amplification control - NAC)
Viz negativni kontrola - inhibované jamky IPC.

krok (step) Soucast teplotniho profilu, pro kazdy krok 1ze nastavit rychlost rampu, teplotu
inkubace, dobu inkubace a mizZete definovat, kdy ma dojit k mefeni dat. Pro faze
cyklovani mazZete téZ pouZzit funkci AutoDelta. V systému StepOnePlusm, ktery je
vybaven blokem VeriFlexm, obsahuje kazdy krok 6 teplot (1 pro kazdou z6nu).

kfivka tani Graficky zaznam dat ziskanych béhem faze kiivky tani — piky oznacuji teplotu tani
(Tm) cilové molekuly nebo slouZi k identifikaci nespecifické PCR
amplifikace.V programu StepOne™ miiZete kiivku tani zndzornit jako zavislost
normalizovaného signdlu reportérové barvy (Rn) na teploté nebo prvni derivace
normalizovaného signdlu reportérové barvy (—Rn” ) na teploté. TéZ se pouziva nazev
disociaéni kiivka.

manualni Ct Nastaven{ parametrt analyzy, kdy definujete hodnotu prahu a stanovite zda rozsah
cyklu pro vypocet fluorescence pozadi definovat automaticky nebo manudlné.
Program pouZivé definované pozadi a prah pro vypocet prahového cyklu (threshold
cycle - Cr).

manualni nastaveni pozadi (baseline)
Nastavent, kdy stanovite rozsah cykld pro vypocet fluorescence pozadi. Manualni
nastaveni pozadi lze pouZit pro vybrané jamky desticky.

metoda béhu Definice reakéniho objemu a teplotniho profilu pro béh piistroje StepOne™ nebo
StepOnePlusr.

metoda kvantifikace
Pti kvantifikacnich experimentech je mozné ke kvantifikaci pouzivat rizné metody.
Systémy StepOnem™ a StepOnePlus™ podporuji tfi kvantifikaéni metody: standardni
kiivka, relativni standardni kfivka a komparativni Ct (AACT).
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metoda relativni standardni kfivky
Metoda stanoveni relativntho mnozstvi cilové molekuly ve vzorcich. PouZivate-li
tuto metodu, méti program StepOner amplifikaci cilové sekvence a endogenni
kontroly ve vzorcich, v referencnim vzorku a v fedicich fadach standardd. Méteni
jsou normalizovdna pomoci endogenni kontroly. Vysledky ziskané pomoci fedicich
fad standardil jsou pouzity k vytvotreni standardnich kiivek. Pomoci standardnich
ktivek pak program vypocitd mnoZzstvi cilové sekvence ve vzorcich a v referenénim
vzorku. Nasledné program vypocita relativni mnozstvi cilové sekvence v kazdém
vzorku porovndnim s referenénim vzorkem.

metoda standardni kfivky
Metoda stanoveni absolutniho mnoZstvi cilové sekvence ve vzorcich. PouZivéte-li
tuto metodu, méii program StepOne™ amplifikaci cilové sekvence ve vzorcich a v
fedici fadé standardti. Vysledky z fedici fady standardd jsou pouZity k vytvoteni
standardni kfivky. Na zaklad¢ standardni kiivky pak program vypocitd absolutni

mnozstvi cilové sekvence ve vzorcich. Viz téZ standard a standardni kiivka.

mix primer( Souédst reakéni smési PCR obsahujici forward primer a reverzni primer pro
amplifikaci.

mix primerd/sondy Soucést reakéni smési PCR obsahujici primery a sondu TagMane k detekci
amplikonu.

mnozstvi Mnozstvi cilové molekuly ve vzorcich. Absolutni mnozstvi mize byt vyjadieno v
poctu kopif, hmotnosti, molarité nebo jako virova naloz. Relativni mnozstv{
odpovida nisobku rozdilu mezi normalizovanym mnoZzstvim cilové molekuly ve
vzorku a normalizovanym mnoZstvim cilové molekuly v referenénim vzorku.

mnozstvi standardu Zndmé mnoZstvi v PCR reakci

 Pii kvantifikaci metodou standardni k¥ivky se jednd o mnozstvi templatu ve
standardech. V programu StepOner l1ze toto mnoZstvi definovat jako hmotnost,
pocet kopii, virova ndloZ nebo dalsi jednotky.

 Pfi kvantifikaci metodou relativni standardni kfivky se jedna o mnoZstvi templatu
ve standardech. Mlze odkazovat na mnozstvi cDNA nebo mnozstvi zasobniho
roztoku standardu v PCR reakci. Jednotky nejsou dulezité, nebot’ vysledkem
vypoctu je bezjednotkové Eislo.

multikomponentni graf
Graf zobrazujici dplny piispévek kazdé barvy k celkovému naméfenému
spektralnimu signélu pro zvolenou jamku v pribéhu PCR.

nakres desticky (plate layout)
Grafické vyobrazeni jamek a jejich obsahu. U systému StepOne™ obsahuje 6 fadek a
8 sloupct. U systému StepOnePlus™ obsahuje 8 fadek a 12 sloupct.

V programu StepOne™ muzete nakres desticky pouzit jako néstroj pro definovani
obsahu jamek, zobrazeni obsahu jamek a zobrazeni vysledka. Nakres desticky lze
vytisknout, zahrnout do zpravy o vysledcich, exportovat a uloZit jako diapozitiv pro
prezentaci.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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nazev experimentu Identifikator daného experimentu, definuje se pfi zadani experimentu. Ndzvy nesmi
byt delsi nez 100 znakd a nesmi obsahovat nasledujici znaky: /,\,>,<,*,?7," |,

“ 9 9

nefluorescenéni zhaSe¢ — minor groove binder (NFQ-MGB)
Molekuly na 3" konci sond TagMane. Dokud je sonda intaktni, nefluorescenéni
zhase¢ (NFQ) brani emisi fluorescence reportérové barvy. JelikoZ NFQ neemituje
fluorescenéni zéfeni, je fluorescence pozadi nizsi, coZ vede k vySsi pfesnosti
kvantifikace. Minor groove binder (MGB) — protein vdZici se do malého Zlabku
DNA zvysuje teplotu tani (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 jamkéch negativni kontroly s inhibitorem IPC by nemélo
dojit k zddné amplifikaci, nebot’ v reakci neni vzorek a amplifikace IPC je
inhibovédna. Difive nazyvana kontrola bez amplifikace - no amplification control
(NAO).

negativni kontrola - IPC jamky
V experimentech typu Ano/Ne se jednd o jamky obsahujici templét IPC a pufr nebo
vodu namisto vzorku. V téchto jamkdch dojde k amplifikaci pouze templétu IPC,
protoZe v reakci neni Zadny vzorek. Diive nazyvana [PC+.

negativni kontrola (NC)
V programu StepOne tloha detektoru pro jamky obsahujici namisto vzorku vodu
nebo pufr. V jamkach negativni kontroly by nemélo dojit k Zddné amplifikaci. Diive
nazyvana netemplatova kontrola (NTC).

netemplatova kontrola (NTC)
Viz negativni kontrola (NC).

neznamy (unknown)

Typ tlohy v programu StepOne™ pro jamky obsahujici testované vzorky:

 Pfi kvantifikaci se jednd o dlohu pro jamky obsahujici vzorky s nezndmym
mnoZstvim cilové sekvence.

* Pfi genotypoviani se jednd o ulohu pro jamky obsahujici vzorek o nezndmém
genotypu.

* Pfi provadéni experimentli typu Ano/Ne se jednd o tlohu pro jamky obsahujici
vzorek v ném?z je testovdna piitomnost cilové sekvence.

neznamy-IPC (unknown-IPC)
Pii provadéni experimentl typu Ano/Ne se jedna o jamky obsahujici vzorek a interni
pozitivni kontrolu (IPC).

normalizované mnozstvi
Mnozstvi cilové molekuly vydélené mnoZstvim endogenni kontroly.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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normalizovany signal reportérové barvy (Rn)

Fluorescencni signdl reportérové barvy normalizovany na fluorescencni signél
pasivni reference.

normalizovany signal reportérové barvy po odecteni pozadi (ARn)

1. V experimentech monitorovanych v redlném ¢ase - ndsobek normalizované
fluorescence reportérové barvy v kazdém cyklu PCR amplifikace. V grafu z4vislosti
ARn na cyklu se ARn pocita jako:

ARn (cyklus) = Rn (cyklus) —Rn (pozadi), kde Rn = normalizovany signal
reportérové barvy

2. Pri genotypovani nebo u experimentli typu Ano/Ne — rozdil normalizované
fluorescence reportérové barvy mezi ctenim pre-PCR a post-PCR. V grafu alelické
diskriminace (genotypovani) a u experimentl typu Ano/Ne se ARn pocitd jako:
ARn = Rn (¢teni post-PCR) —Rn (¢teni pre-PCR), kde Rn = normalizovany signdl
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)

pasivni reference

Krok, kterym program béhem analyzy vysledkti vytadi jednu nebo vice jamek z
analyzy, ponévadz nesplnila/y nékteré z kritérif kvality (je oznacena vystraznou
vlajeckou — tzv. flag). Vysledky jsou v odmitnutych jamkdch vypocitany az do féze,
kdy byly tyto jamky z dal$i analyzy dédle vyfazeny.

Barva generujici fluorescenc¢ni signdl. JelikoZ signdl pasivni reference by mél byt
srovnatelny ve vSech jamkach, pouZivd se k normalizaci signédlu reportérové barvy s
cilem eliminace fluktuaci fluorescence, které nesouvisi s pruibéhem PCR, ale jsou
zpiisobeny drobnymi objemovymi nebo koncentraénimi rozdily mezi jednotlivymi
jamkami. Normalizace vici pasivni referenci zvySuje piesnost vysledki.

pomér vzorek/cil v reakci (sample/target reaction)

V kvantifika¢nich experimentech se jednd o kombinaci toho kterého vzorku v némz
je kvantifikovana ta ktera cilova sekvence. Zadavate-li experiment pomoci Privodce
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)

pozadi (baseline)

pozitivni kontrola

V genotypovacich experimentech se jednd o kombinaci toho kterého vzorku
testovaného pomoci té které SNP eseje. Kazda PCR reakce miiZe obsahovat pouze
jeden vzorek a jednu SNP esej.

V terminologii amplifika¢niho grafu: fluorescence vzorku ve vymezeném rozsahu
cyklu predtim, nez je detekovatelnd amplifikace produktu.

V genotypovacich experimentech se jednd o DNA vzorek o zndimém genotypu,
homozygotni nebo heterozygotni. V programu StepOnem™ se jednd o ulohu detektoru
pro SNP esej v jamce obsahujici vzorek o zndmém genotypu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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prah 1. Ur¢itd droven fluorescence pouzivand pro stanoveni hodnot Cr pti provadéni
PCR v redlném Case. 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 manualné (viz manudlni CT).

2. Pii provadéni experimentd typu Ano/Ne se jednd o droveni fluorescence, nad niz
program StepOne™ vyhodnoti vysledek rozhodnutim Ano.

prahovy cyklus (threshold cycle - Cr)
Cyklus PCR v ném?Z fluorescence protne prah v amplifikaénim grafu.

prostorova kalibrace (spatial calibration)Jedna z kalibraci systému StepOnem a StepOnePlusm
pouzivand k mapovéni pozic jednotlivych jamek v bloku na vzorky. Pouziva se k
tomu, aby program spravné piitadil detekovany nartst fluorescence béhem béhu
dané jamce desticky.

prisecik 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.

Pravodce zadanim experimentu (Design Wizard)
Funkce programu StepOnem umoZiujici definovat zadani experimentu a poskytujici
rady k zadani.

QuickStart Funkce programu StepOner, kterd umoziluje zadani experimentu aniZ zadate
informace o desti¢ce. Funkce QuickStart vyzaduje instalaci piistroje spolu s
pocitacem.

Re parametr Regresni koeficient vypocitany z regresni linie standardni kiivky. Parametr R2

indikuje miru vzajemné shody regresni linie standardni kfivky a jednotlivych hodnot
Crstandardti. Hodnota 1.00 indikuje perfektni shodu regresni linie a hodnot Ct
standardu.

ramp Rychlost zmény teploty v prubehu béhu. Vyjma ktivky tanf je ramp definovan v
procentech. V piipad¢ kfivky tani je ramp definovan jako zména teploty. V
grafickém zdznamu teplotniho profilu je ramp vyznacen diagonélou.

reagencie Soucésti PCR reakce pouZivané k amplifikaci cilové sekvence a k detekci
amplifikace. V systémech StepOnem™ a StepOnePlusm™ Ize pouzit:
* reagencie TagMane
* reagencie SYBRe Green

* Jiné reagencie

reagencie SYBRe Green
Soucésti PCR reakce — dva primery pro amplifikaci vybraného tseku DNA a
barvivo SYBRe Green pro detekci dvouretézcové DNA.

reagencie TagMane Soucasti PCR reakce —primery pro amplifikaci vybraného tiseku DNA a sonda
TagMane pro detekci amplifikace cilové sekvence.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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reakéni smés

real-time PCR

referenéni vzorek

refSNP ID

regresni koeficienty

regresni linie

replikaty

reportér

reverzni primer

Terminologicky slovnik

Roztok obsahujici v§echny komponenty potfebné pro provedeni PCR, vyjma
templatu (vzorek, standard nebo kontrola).

Proces métenti fluorescence béhem PCR. Data ziskand béhem real-time PCR (PCR
monitorovand v redlném case) lze pouZit pro vypocet vysledkt kvantifikace nebo
feSeni ptipadnych problémt pii genotypovani nebo pfi provadéni experimentil typu
Ano/Ne.

Pouziva se pii kvantifikaci metodou relativni standardni kiivky a komparativni Ct
(AACT) metodou, jednd se o vzorek pouZivany pro srovnani vysledki relativni
kvantifikaci. Rovnéz nazyvany kalibritor.

Identifikator referencniho SNP (refSNP). Vytvatreny databazi Single Nucleotide
Polymorphism Database of Nucleotide Sequence Variation (dbSNP) v National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Identifik4tor refSNP ID lze pouZit
k prohleddavani 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 prusecik s osou y (y-intercept). Lze je pouzit ke zhodnoceni kvality vysledkt
ziskanych za pomoci standardi. Viz téZ standardni kiivka.

Pouziva se pii kvantifikaci pomoci standardni kiivky a metodou relativni standardni
kiivky, jednd se o pifimku proloZenou standardni kiivkou. Vzorec regresnf linie:

Cr=m [log (Qty)] +b

kde m je sklon, b je prisecik s osou y (y-intercept) a Qty je mnoZstvi standardu. Viz
téZ regresni koeficienty.

Celkovy pocet identickych reakci obsahujicich tytéZ komponenty a totozné objemy.

Fluorescen¢ni barva pouzivand k detekci amplifikace. Pouzivite-li reagencie

TagMane, je reportérova barva piipojena k 5" konci sondy. Pouzivite-li reagencie
SYBRe® Green, je reportérovou barvou barvivo SYBRe Green.

Oligonukleotid ohrani¢ujici 3" konec amplikonu. Spolu s forward primerem se
pouziva pti PCR reakci k amplifikaci.

reverzni transkriptaza

Rn

rs Gislo

Enzym ptepisujici RNA do cDNA. Reverzni transkriptdza se pfidava do PCR pfii
provadéni jednokrokové RT-PCR.

Viz normalizovany signdl reportérové barvy (Rn).

Viz refSNP ID.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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rychlost rampu Rychlost s niZ se v pribéhu béhu ménf teplota. K dispozici jsou varianta rychla (fast)
a standardni.

¢ Pro dosazeni optimdlnich vysledk pti rychlém rampingu doporucuje spole¢nost
Applied Biosystems pouzivani reagencii TagMan® Fast.

¢ Pro dosazeni optimdlnich vysledkt pti standardnim rampingu doporucuje
spole¢nost Applied Biosystems pouZivani standardnich reagencii.

DULEZITE! Reagencie TagMan Fast nejsou podporovany pii genotypovacich
experimentech a experimentech typu Ano/Ne.

fedici faktor Viz sériovy faktor.

fedici latka Latka pouzivand k fedéni vzorku nebo standardu piedtim, neZ jsou pipetovany do
PCR reakce. Jednd se o vodu nebo pufr.

fedici série standardu
Pouziva se pfi kvantifikaci metodou standardni kiivky a relativni standardni kiivky,
jedna se o sadu standardii obsahujicich templat v uritém rozsahu mnozstvi.
Ptipravuje se sériovym fedénim standardti. Napf. koncentrovany zdsobni roztok
standardu je pouZit k pfipravé prvniho fedéni, prvni fedéni je pouzito k piipravé
druhého fedéni atd. Program StepOne™ vypocita objemy potiebné k piiprave fedici
série standardd ze znalosti poctu fedéni, poctu replikatii standardt, vychoziho
mnoZstvi, sériového faktoru a koncentrace zdsobniho roztoku standardu. Viz téz
standardni kiivka.

sbér dat (data collection)
Proces v rdmci béhu piistroje kdy piistroj m&ii fluorescenci v kaZzdé jamce desticky.
Pfistroj tento signdl konvertuje na elektronicky signdl a takto data uloZi v souboru
daného béhu. V programu StepOne™ je faze sbéru dat indikovana ikonkou v
teplotnim profilu:

* Sbér dat zapnut :

* Sbér dat vypnut
série Viz fedici série standardu.

seriovy faktor V programu StepOner™ se jednd o ¢iselny parametr, oznacujici fedéni standardd.
Spolu s definici vychoziho mnoZstvi se pouziva k vypoctu mnozstvi jednotlivych
standardt. Napf. je-li standardni kfivka definovana pomoci sériového faktoru 1:10
nebo 10X, rozdil mezi dvéma sousednimi body kiivky je desetindsobny.

sklon 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 regresnf linie.

skupina replikdtl  Soubor identickych reakci v témZe experimentu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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SNP

SNP esej

Terminologicky slovnik

Zkratka pro jednobodovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism). Mize
se jednat o substituci, inzerci nebo deleci jedné baze.

PouZiv4 se pii genotypovéni, jednd se o PCR reakci obsahujici dvé sondy k detekci
dvou riznych alel.

soubor informaci o eseji (assay information file - AlF)

standard

standardni kfivka

systémova barva

Datovy soubor na CD dodédvany s kaZzdou objednanou eseji. Ndzev souboru obsahuje
¢islo z ¢arového kédu destiCky. Jednd se o soubor typu *.txt (data oddélena
tabelatorem).

Vzorek obsahujici zndmé mnoZstvi templatu. Standardy se pouZivaji k vytvareni
standardnich kiivek. Viz téZ standardni ktivka a fedici série standardi.

Pouziva se pii kvantifikaci metodou standardni kiivky a relativni standardni k¥ivky:
» Piimka proloZend v grafu zavislosti hodnot Cr, ziskanych na zdkladé kvantifikace
standardli, na mnozstvi templatu standardd. Viz téZ regresni linie.

* Soubor standardl o ur¢itém rozsahu koncentrace templatu. Standardni kiivka je
definovana poctem bodi v fedici fad¢€, poctem replikatl standardii, vychozim

v ™

mnozstvim a sériovym faktorem. Viz téZ fedici série standardu.

Barva doddvana spolecnosti Applied Biosystems, pro kterou jsou systémy StepOner
nebo StepOnePlusm prekalibrovdny. Pred pouZitim systémovych barev ve vaSich
experimentech se ve Spravci uddrzby pfistroje (Instrument Maintenance Manager)
ujistéte, Ze kalibrace barev je platna.

Systémové barvy pro systém StepOner:
* FAMm

e JOEm

e ROXm

* SYBRe Green

e VICe

Systémové barvy pro systém StepOnePlusm:
* FAMm

e JOEm

e NEDm

¢ ROXm

* SYBRe Green

e TAMRAm

* VICe

DULEZITE! Spoleé¢nost Applied Biosystems nedoporuduje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zhasec, v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouzit jako reportér nebo zhdseC v systému StepOnePlusm.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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templat

teplota tani (Tm)

teplotni profil

Tm

typ experimentu

Uloha (task)

V Prtvodci zadanim experimentu (Design Wizard) v programu StepOne™ (a v
privodci QuickStart pii kvantifikaci) se jednd o typ nukleové kyseliny pfiddvané do
PCR reakce. Doporuceni stran templatu se 1i$i podle typu experimentu:

» Kbvantifikace (standardni kiivka, relativni standardni kiivka a komparativni Ct) —
cDNA (komplementarni cDNA), RNA nebo gDNA (genomickd DNA).
Pfi provadéni kvantifikace ovlivni typ templatu metodu béhu, zadani reakce a
seznam vybaveni.

* Genotypovéani —DNA v roztoku (gDNA nebo cDNA) nebo vysuSend DNA
(gDNA nebo cDNA)

Pti genotypovani ovlivni typ templatu zadani reakce.
* Experimenty typu Ano/Ne - DNA

Pti provadéni experimentt typu Ano/Ne doporucuje spole¢nost Applied
Biosystems ptiddvat templatovou DNA do PCR reakeci.

V experimentech kiivky tani se jedna o teplotu, pfi niZ je 50% DNA v
dvoutetézcové formé a 50% DNA je disociovdno do jednotetézcové DNA. Tm se
zobrazi v grafickém zdznamu kfivky tani.

Definice teplot, ¢asu, rampu a sbéru dat pro v§echny kroky a faze béhu pftistroje
StepOnem™ nebo StepOnePlusm.

Viz teplota tani (Tm).

Typy experimentq, které 1ze provadét na piistrojich StepOnem™ nebo StepOnePlusm™:

¢ Standardni kfivka

* Komparativni Ct (AACT)
¢ Relativni standardni kiivka

» Kiivka tani (neni k dispozici v privodci ndvrhem)

* Genotypovani

* Ano/Ne

Zvoleny typ experimentu ovlivni zad4ni, beh i analyzu.

Typ reakce provadéné v dané jamce. Pouzivaji se tyto rizné dlohy:

* 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 Ano/Ne)

* Inhibovana IPC - Blocked IPC (pfi experimentech typu Ano/Ne)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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vlastni barva Barva nepodporovand spole¢nosti Applied Biosystems. Pfi praci se systémy
StepOnem a StepOnePlusm™ Ize pouZivat vlastni barvy. PouZivéte-li vlastni barvy,
méli byste je pfidat do knihovny barev (Dye Library) a provést kalibraci vlastni

barvy.

DULEZITE! Spoleé¢nost Applied Biosystems nedoporuéuje pouzivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zh4sec, v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouZit jako reportér nebo zhdSe€ v systému StepOnePlusm.

vychozi mnozstvi (starting quantity)
Definujete-li v programu StepOnem™ standardn{ kiivku, odpovid4 vychozi mnoZstvi

cNvv s

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.

Vzdalené monitorovani
Nastroj programu StepOnem, ktery umoziiuje monitorovat ¢innost systému
StepOnem™ nebo StepOnePlusm™ prostfednictvim pocitacové sité. Pomoci tohoto
ndstroje miiZzete monitorovat stav piistroje, odeslat do piistroje experiment,
monitorovat narust amplifika¢nich kfivek a teplotni pritbéh PCR v grafech a
stahovat dokoncené experimenty z piistroje. Funkce Vzdaleného monitorovéani
neumoziuje piistroje StepOne™ nebo StepOnePlus™ ovlddat.

vzorek Templait, ktery testujete.

Vzorek DNA (10x) V programu StepOne™ se jednd o soucdst reakce, zobrazovanou v zéloZce pro
vypocet sloZeni reak¢éni smési (Reaction Mix Calculations). Program pfedpoklada,
Ze vzorkovou DNA pfidavate do reakéni smési 10x koncentrovanou. Napf. je-li
reakéni objem 20 UL, vypocitany objem vzorku pro 1 reakci jsou 2 pL.

Vzorek nebo Standard (10x)
V programu StepOne™ se jednd o soucdst reakce, zobrazovanou v zdloZce pro
vypocet sloZeni reak¢ni smési (Reaction Mix Calculations). Program pfedpoklada,
Ze vzorek nebo standard pfiddvéte do reakéni smési 10X koncentrovany. Napf. je-li
reak¢ni objem 20 pL, vypocitany objem vzorku nebo standardu pro 1 reakci jsou 2
uL.

zhasec Molekula na 3" konci sondy typu TagMane, kterd absorbuje (zhasi) fluorescenci
reportérové barvy na 5” konci sondy, dokud je sonda nedegradovand. Pfi pouZiti
reagencii typu TagMane 1ze pouzit nefluorescencni zhaSe¢ v kombinaci s MGB
(minor groove binder). Pfi pouZiti reagencii SYBR® Green se zhdSe¢ nepouZiva.

DULEZITE! Spoleé¢nost Applied Biosystems nedoporuduje pouZivat barvu
TAMRA™ ani jako reportér, ani jako zhaSec, v systému StepOner™. Naopak barvu
TAMRA™ Ize pouzit jako reportér nebo zhaSeC v systému StepOnePlusm.

zona Jedna z Sesti oblasti bloku VeriFlex™, pro kterou 1ze v rdmci béhu nastavit
specifickou teplotu.

Poznamka: Pti provddéni analyzy kiivky tdni musite pro v§echny zény nastavit

tutéz teplotu.
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Rejstrik

Cislice
1-krokovd RT-PCR 7, 24, 32, 37
2- krokova RT-PCR 7, 11, 24

A
amplifikacn{ graf
sledovéani béhem b&hu 70
zobrazeni po skoneni béhu 92
amplifika¢ni graf, typicky 96
analyza
amplifika¢ni graf 92
hruba data 112
kontrola kvality 106
multikomponentni graf 109
soucdsti programu 85
standardn{ kiivka 90
Tabulka jamek 99
tipy pro snadnou orientaci 88
vice grafli najednou (Multiple Plots) 89
analyza experimentu
doporuceni 85, 92, 96, 101, 105, 107, 109, 111, 113
postup 82
publikovani vysledk 102
vice informaci 92, 98, 101, 105, 107, 109, 111, 113
vynechdni jamek 108
zobrazeni amplifika¢niho grafu 92
zobrazeni hrubych dat 112
zobrazeni kontroly kvality 106
zobrazeni multikomponentniho grafu 109
zobrazeni parametrt analyzy 104
zobrazeni standardn{ kiivky 90
zobrazeni tabulky jamek 99
zobrazeni vice grafi 89
Applied Biosystems
kontakt xii
pfipominky k dokumentaci xii
technickd podpora xii
pouzivani této piirucky viii

B

bezpecnd manipulace s elektrickymi zafizenimi xx
bezpecnd manipulace s chemickym odpadem xix
bezpecnd manipulace s chemikéliemi xviii
bezpecnad price xxii
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Rejstrik

bezpecnost

biologické riziko xxi

doporuceni xviii, Xix, Xx

elektrickd zafizeni xx

ergonomie Xxii

chemicky odpad xix

ovladani pfistroje xvii

pfed uvedenim do provozu xvii

standardy xxii

zveddni a pfendSeni piistroje xvii
bezpecnostni listy

popis xviii

ziskani xviii
bezpecnostni oznaceni, na piistrojich xvi
bezpecnostni standardy xxii
bezpecnostni symboly, na piistrojich xv
biologicky odpad, manipulace xx

C
CAUTION - VAROVANI, popis  xiii
cilové sekvence
doporuceni k zadani 26
zadani 25
CT 101

D

DANGER — NEBEZPECT, popis  xiii

dalsi reagencie 9

data
o sbéru dat 2
publikovani 102
ptenos 76
vzorovy experiment 9, 84

Databédze metod 32

dokumentace, souvisejici ix

doporucen{
analyza 85, 92, 96, 101, 105, 107, 109, 111, 113
béh 64
bezpecnd manipulace s chemickym odpadem xix
bezpecnd manipulace s chemikdliemi xviii
chemicky odpad, odstraiiovani xix
navrh 21, 23, 26, 28, 30, 32, 37, 41, 44
ptiprava 48, 50, 52, 56

E

efektivita amplifikace 28, 92

ergonomie, bezpe¢nost xxii

eseje na objedndvku (Made to Order) 37
eseje skladem (Inventoried) 37
experimenty standardni kiivky 6

Export/Import 10, 121
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H

hruba data 112

instalace bez pocitace
monitorovani 75
pfenos dat 78
spusténi 66
vzdalené monitorovani (Remote Monitor) 73
vzdéleny ptenos dat 77
instalace s pocitatem
monitorovani 69
ptenos dat 77
spusténi 65

J

jamky
negativni kontrola 29, 42, 53
nezndmy vzorek 29, 42, 53

standard 29, 42, 53
volba 88
vynechdni 108

K

kategorie pfepéti xxi
knihovna 32
kontrola kvality 106

M

monitorovani béhu
amplifika¢ni graf 70
graf teplot 71
instalace bez pocitace 75
instalace bez pocitace (vzdalene) 73
instalace s poc¢itacem 69
multikomponentni graf 109

multiplexni PCR 6, 24

N

napovéda, piistup xi
nastaveni analyzy

CT 105

pokrocilé 105

pozadi 105

prdh 105

vlaje¢ka 105

zobrazeni 104
nastaveni emailovych zprav 63

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Kvantifikace pomoci standardni kfivky

Rejstiik

145



Rejstrik

ndvrh experimentu
doporuceni 21, 23, 26, 28, 30, 32, 37, 41, 44
kontrola zadani reakci 33
materidl a metodika 22
objednani materidlu 38
postup 16
piiprava standardd 27
ptiprava vzorka 29
soucdsti programu 18
ukonceni Priivodce zaddnim (Design Wizard) 42
vice informaci 22, 24, 26, 28, 31, 33, 38, 41, 44
vlastnosti experimentu 20
vytvoteni nového 17
zadani béhu 31
negativni kontrola 6

O
odchylka, standardni 97
odstrafiovani odpadu, doporuceni xx

P

Pokrocilé zadani (Advanced Setup) 9, 10, 24, 30, 56, 116
postup
Export/Import 10, 121
Pokrocilé zadani (Advanced Setup) 116
rychlé spusténi (QuickStart) 10, 117
templat 10, 119
potiebny materidl 47, 49, 51, 54
pouzivani této piirucky
jako névodu 9
pro vaSe experimenty 9
pozadi
manudlni nastaveni 105
ptiklady 98
prah
manudlni nastaveni 105
ptiklady 97
spravné hodnoty 96
Privodce zadanim (Design Wizard)
cilové sekvence 25
seznam materidlu 38
soucdsti programu 18
standardy 27
ukonceni 42
vlastnosti experimentu 20
vzorky 29
zadani reakci 33
pfenos dat 76
piiprava bé¢hu 61
pifiprava experimentu
doporuceni 48, 50, 52, 56
vice informaci 48, 53, 57
publikovani vysledkt 102
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Rejstrik

R

radioaktivni odpad, manipulace xx
reagencie
SYBR Green 8
TagMan 8
reakéni smeés
objemy 51
postup 46
piiprava 51
reakéni desticka 53
fedéni standardu 49
fedéni vzorku 47
vypocitané objemy 34
reakeni desticka
piiprava 53
rozvrzeni 42
vloZeni 62
vyjmuti z pfistroje 76
replikat 6
Rychlé spusténi (QuickStart) 10, 117
doporuceni 64
monitorovani 69
nastaveni emailovych zprav 63
prenos dat 76
postup 60
piiprava 61
start 65
vice informaci 63, 72, 73

rychlost rampu 22, 24

v

R

fedéni vzorku
piiprava 47
vypocitané objemy 36, 47

fedici fada standardt
ptiprava 49
soucdsti experimentu 6
vypocitané objemy 35

feSen{ problémi
nastaveni pozadi 105
nastaveni prahu 105
vlaje¢ky 107
vynechdni jamek 108
zobrazeni hrubych dat 112
zobrazeni kontroly kvality 106
zobrazeni multikomponentniho grafu 109
zobrazeni parametrt analyzy 104

S

sbér dat 2
filtry 3, 113
konfigurace 65, 69, 76
reagencie 8
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Rejstrik

148

singleplexni PCR 6, 24
spotiebni materiél
podporovany 4
spusténi béhu
instalace bez pocitace 66
instalace s pocitacem 65
standardy
bezpecnostni xxii
doporuceni k ptipravé 28
EMC xxii
fedéni 49
zadani 27

standardy elektromagnetické kompatibility EMC xxii

standardn{ odchylka, vliv prahu na 97
StepOne systém spotiebni materidl 4

SYBR Green reagencie 3, 8, 24, 26, 37, 113
symboly, bezpecnostni xv

T
tabulka jamek 99
TagMan reagencie 3, 8, 23, 24, 26, 37, 113
templat 10, 119
tipy pro snadnou orientaci

volba jamek 88

zobrazeni vice grafd 89

Vv
vlajecka 101
vlajecka

nastavenf analyzy 105

v experimentech standardni kiivky 107
vlajecka AMPNC 107
vlajecka BADROX 107
vlajecka BLFAIL 107
vlajecka CTFAIL 107
vlajecka EXPFAIL 107
vlajecka HIGHSD 107
vlajecka MTP 107
vlajecka NOAMP 107
vlajecka NOISE 107
vlajecka NOSIGNAL 107
vlajecka OFFSCALE 107
vlajecka OUTLIERRG 107
vlajecka SPIKE 107
vlajecka THOLDFAIL 107
vlastni (Custom) eseje 37
vlastnosti experimentu 20
vloZeni reakéni desticky 62
volba jamek 88
vyjmuti desticky 76
vynechéani jamek 108
vysledky, interpretace 83
vystraha 72
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Rejstrik

vytiS§té€ni zadani reakci 36
vytvofeni nového experimentu 17
vzorky
doporuceni 30
nezndmé - unknowns 55
fedéni 47
zadani 29
vzorovy experiment 13
analyza 82
b¢h 60
data 12
ndvrh 16
nizev 20
popis 10
postup 13
piiprava 46
umisténi dat 12

W

WARNING - VYSTRAHA, popis xiii

Z

zvedani a pfemist'ovani, bezpecnost xvii
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www.appliedbiosystems.com

Celosvétova prodejni a servisni sit’
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