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Jak pouzivat tuto pfirucku

Predmluva

Uc":el této NiZze uvedené piirucky jsou doddvany spole¢né s Real-Time PCR systémy Applied
Y] y sp Yy Ap
pFirucky Biosystems StepOnena StepOnePlusm.

Pfirucka Uéel a komu je uréena Kat. ¢.
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Vysvétluji jak provadét pokusy na systémech 4376786
Real-Time PCR systémy — Genotypovaci StepOne™ a StepOnePlus™. Kazda pfiruc¢ka funguje
experimenty soucasné jako:
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - ' gé;c,’d K E’oﬁiiﬁ I_ za pomoci denkonsl'tr%énich dat 4376787
Real-Time PCR systémy — Experimenty typu odavanych Spolu s programem Apple
Ano/Ne (Pfitomnost/Nepiitomnost) Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System
Software (StepOnem™ software).
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - + Pravodce vasimi vlastnimi experimenty. 4376785
g?fé;;”;%ﬁg;;fﬁ?g{ m ggglvn/ standardni Urgené zaméstnancum laboratofi a védcam, ktefi
provadeéji pokusy s pomoci pfistroji StepOnem
nebo StepOnePlusm™.
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - 4376784
Real-Time PCR systémy — Standardni kfivka
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Vysvétluji jak zprovoznit a provadét udrzbu systéma 4376782
Real-Time ECR systémy - Instalace, prace v siti a StepOnem™ a StepOnePlusm™.
udrzba - Uzivatelska prirucka Ur€ené zaméstnancdm laboratofi zodpovédnym
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - za zprovoznéni a (drzbu pfistroju StepOne™ nebo 4376783
Real-Time PCR systémy — Instalace — Zkraceny navod | StePOnePlus.
Applied Biosystems StepOne™a StepOnePlus™ - Poskytuji informace, které je mozné pouzivat na 4379704
Real-Time PCR systémy — Volba reagencii systémech StepOne™ a StepOnePlus™ véetné:
+ Vysvétleni principu chemizmd TagMane a
SYBRe Green
» Popisu a doporuceni pro navrh
nasledujicich typl experiment(:
— Kuvantifikace
— Genotypizace
— Pokusy typu Ano/Ne
Uréené zaméstnanctm laboratofi a védcum, ktefi
provadeéji pokusy s pomoci pfistroju StepOnem
nebo StepOnePlus ™.
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Popisuje naroky systémi StepOne™ nebo 4376768
Real-Time PCR systémy — Priprava mista StepOnePlus™ z hlediska jejich umisténi a pfipravy
zvoleného mista.
Uréené osobam zodpovédnym za pfipravu mista pro
systémy StepOne™ nebo StepOnePlusm™.
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfedmluva
Jak pouZivat tuto prirucku

Pfirucka Uéel a komu je uréena Kat. ¢.

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR Vysvétluje jak v programu StepOnem : nema

systém — napovéda programu + Nastavit, spustit a analyzovat experimenty pomoci

systému StepOne™ a StepOnePlus™.

» Monitorovat ¢innost do sité pfipojenych pfistroja
StepOne™ a StepOnePlus™.

» Kalibrovat pfistroje StepOne™ a StepOnePlusm™.

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

Ur€ena:

« Zameéstnancum laboratofi a védcim, ktefi
provadeéji pokusy s pomoci pfistroji StepOnem
nebo StepOnePlus ™..

» Zaméstnancum laboratofi zodpovédnym za
zprovoznéni a udrzbu pfistroji StepOne™ nebo
StepOnePlusm™..

Tato ptirucka je ur¢ena osobam vyskolenym spolecnosti Applied Biosystems. Spole¢nost
Applied Biosystems neni zodpoveédna za Skody nebo zranéni, kterd jsou vysledkem
pouZzivéni této piiru¢ky neautorizovanymi nebo nevyskolenymi osobami.

Prace s textem Pro lepsi pochopeni pracuje tato pifrucka s textem nédsledujicim zptsobem:
¢ Tucné jsou vyznaceny aktivni zdsahy uZzivatele. Naptiklad:
Napiste 0, poté stisknéte Enter pro kazdé ze zbyvajicich poli.
* Kurzivou jsou vyznacena nova nebo duilezita slova a téZ zdiiraznéni. Napiiklad:
Pted vlastni analyzou vZdy pfipravte ¢erstvou matrici.

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

Zvolte File > Open.

Upozornéni  V dokumentaci Applied Biosystems se pouZivaji upozornéni pro uZivatele. Kazdé
pro uzivatele upozornéni vyzaduje ur¢itou miru pozornosti nebo aktivity, jak je popsdno niZe:

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

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

Ptiklady pouZiti té€chto upozornéni:

Poznamka: Kalibraci lze spustit téZ z ovladaci konzole.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Pfedmluva
Kde ziskat vice informaci

Vystrazna upozornéni Souédsti uzivatelské dokumentace jsou i vystraznd upozornéni. Podrobnéji viz
“Vystraznd upozornéni” na strané xi.

Kde ziskat vice informaci

Souvisejici  Vice informaci o pouZivani pfistroji StepOne™ a StepOnePlus™ naleznete v pfiruckéach

dokumentace Dokument Kat. &.

Applied Biosystems StepOne ™ a StepOnePlus ™ - Real-Time PCR systémy 4376791
Protokol pro ovéfeni uspésné 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 planovani udrzby*

1 Dostupné od ¢ervence 2007.
Poznamka: Dalsi dokumentace viz “Kde ziskat pomoc™ na strané x.

Ziskani Ndpovéda programu StepOnem popisuje pouZivéni viech ndstroji uZivatelského rozhrani.
informaci  Népovédu Ize oteviit ptimo z prostiedi programu takto:

vnapoveédé . ggsknte FI.

rogramu Y . PR
prog ¢ Kliknéte @ v ovladaci 1isté.

¢ Zvolte Help (Pomoc) > StepOne Help.
V napovédée vyhledate potiebné:

* Podle obsahu.

* Pomoci vyhleddvani.

* Podle rejstiiku.

PosSlete V Applied Biosystems vitdme VaSe komentéfe a navrhy na zlepSenf uZzivatelské
nam Vase dokumentace. Své pfipominky miiZete zaslat na adresu:

navrhy techpubs @appliedbiosystems.com

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - UZivatelska pfiru¢ka ix



Pfedmluva
Kde ziskat pomoc

Kde ziskat pomoc

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

Na strankach technické podpory miiZete:
* Prohledévat ¢asto kladené otdzky - Frequently asked questions (FAQs)
» Piimo polozit dotaz Technické podpote
* Objednat uZivatelské dokumenty Applied Biosystems, bezpe¢nostni listy (MSDS),
certifikdty o analyze a dalsi souvisejici dokumenty
* Stahovat dokumenty ve formétu PDF
» Ziskat informace o $koleni pro zdkazniky
» Stahovat programové aktualizace a opravné balicky

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

Stredisko péce o zakazniky Applied Biosystems

Kontaktujte stiedisko péce o zdkazniky Applied Biosystems pokud vds k tomu vyzve
tato piirucka nebo pokud potiebujete naplanovat udrzbu vaseho piistroje (napt. ro¢ni
pravidelnou udrzbu nebo teplotni verifikaci/kalibraci). Chcete-li kontaktovat stfedisko
péce o zdkazniky Applied Biosystems, volejte ¢islo 1-800-762-4001, volba 1 (pouze

v USA). Ve vsech ostatnich zemich kontaktujte servisniho technika spole¢nosti Applied
Biosystems.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
X Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



Pfedmluva
Bezpeénostni upozornéni pouZivana v tomto dokumentu

Bezpecnostni upozornéni pouzivana v tomto dokumentu

Vystrazna
upozornéni

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

Definice

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

£ = SEaalliig Indikuje potencidlné nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji nevyhnete,
miZe vést k malému nebo stfedné téZkému zranéni. Lze téZ pouZit jako varovani pred
nebezpecnymi ¢innostmi.

Indikuje potenciélné nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete miiZe zpusobit smrt nebo tézké zranéni.

/= L 13:¢  Indikuje bezprostiedni nebezpe€nou situaci, kterd, pokud se ji
nevyhnete zpusobi smrt nebo vazné zranéni. PouZivani tohoto vystrazného upozornéni je
omezeno jen na nejzavaznéjsi situace.

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

Piiklady

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

ACAUTIO ] CHEMICKE RIZIKO. TagMan Universal PCR Master Mix miiZe

zpusobit podrazdéni ocf a kiiZe. Pti inhalaci nebo polknuti mize dojit k projeviim

nevolnosti. Pfectéte si bezpecnostm list a dodrzujte pokyny pfi manipulaci. PouZivejte
prosttedky ochrany oc¢i, ochranny odé€v a rukavice.

AWARNING RIZIKO PORANENI. Je-li p¥istroj v provozu, miiZe byt blok na

vzorky ohtédty az na 100 °C.

/\
/7 \OIXEE] ELEKTRICKE RIZIKO. Nespravné uzemnény pifstroj mize
zpusobit uraz elektrickym proudem. Uzemnéte piistroj podle pfipojeného navodu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka Xi



Pfedmluva
Symboly na pristrojich

Symboly na pfistrojich

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

Symbol

Popis

Symbol

Popis

Oznacuje polohu hlavniho spinace
Zapnuto.

Oznacuje polohu hlavniho spinace
Vypnuto.

C O-—

Oznacduje spinag slouzici k prepnuti
pristroje do pohotovostniho rezimu
(Standby). V pfistroji maze stale byt
vysoké napéti.

.

S

Svorka uzemnéni. NeslouZzi jako
ochranna svorka.

Ochranna svorka - oznacuje
chranény uzemnény vystup, ktery
musi byt uzemnén predtim, nez je
provedeno jakékoliv jiné elektrické
pfipojeni pfistroje (pfipojeni
hlavniho ochranného vodice).

S

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

Oznacduje vystup, ktery maze byt
pfipojen na stfidavy napajeci zdroj.
Oznacuje vystup, ktery maze byt
pfipojen na stfidavy nebo
stejnosmeérny napdjeci zdroj.

Bezpec€nostni
symboly

Nasledujici tabulka popisuje bezpecnostni symboly, které mohou byt pouzity na
pristrojich Applied Biosystems. Kazdy symbol miZe byt pouzit sim o sob¢ nebo

v kombinaci s textem, ktery vysvétluje piipadné riziko (viz “Bezpecnostni oznacen{
na piistrojich” na strané xiii). Tyto bezpe€nostni symboly se mohou rovnéz objevit
v textu tohoto nebo dalsich dokumenti vedle oznageni DANGER (NEBEZPECH),
WARNING (VYSTRAHA) a CAUTION (VAROVANI).

Symbol

Popis

Symbol

Popis

/N

Indikuje, Zze byste méli ziskat
dalsi informace z manuélu a
pokracovat s patfi¢nou
obezfetnosti.

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

Environmentalni
symboly

/5
/A
/A

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

Indikuje mozny Uraz elektrickym
proudem a nutnost pokracovat
s patfi¢nou obezietnosti.

Indikuje pfitomnost laseru a
nutnost pokracovat s patficnou
obezretnosti.

Niésledujici symbol se vztahuje ke v§em elektrickym a elektronickym zatizenim
spolecnosti Applied Biosystems, které byly uvedeny na evropsky trh po 13. srpnu 2005.

Symbol

X

0

Xii

Popis

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

Zakaznici z Evropské unie:

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

www.appliedbiosystems.com.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Bezpecnostni oznaceni na pfistrojich

Umisténi
bezpecnostnich
oznaceni

Pfedmluva
Bezpecnostni oznaceni na pristrojich

Nasledujici prohlaseni CAUTION (VAROVANI), WARNING (VYSTRAHA) a
DANGER (NEBEZPECT) mohou byt pouZity na piistrojich Applied Biosystems
v kombinaci s bezpe¢nostnimi symboly popsanymi v pifedchozi ¢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 Nebezpeény odpad. PFi
manipulaci a likvidaci postupujte podle pokynd
v bezpec€nostnim listu a mistnich predpist.

CAUTION Hot surface.

VAROVANI Horky povrch.

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.

NEBEZPECI Vysoké napéti.

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

VAROVANI Pohyblivé sougasti.

NEBEZPECI Laserové zéafeni 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:

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - UZivatelska pfirucka
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Obecna pravidla bezpeénosti pfi praci s pristrojem

Obecna pravidla bezpeénosti pfi praci s pristrojem

Premistovani
a zvedani

pristroje

Premistovani a
zvedani pocitact
a monitort

Ovladani
pristroje

Cisténi nebo
dekontaminace
pristroje

Xiv

/o\
7T e— ~ z . L,
/ 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.

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

/< IEIMEY Zvedsni nebo prenaseni pocitacii a monitort provadéjte vzdy

v dostatecném poctu osob. V zavislosti na hmotnosti pocitace a/nebo monitoru mtze
jejich pfemistovani nebo zvedani vyzadovat dvé a vice osob.

Pred zvedanim pocitace a/nebo monitoru:

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

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

* Pii zveddni predmétu se soucasné neotacejte.

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

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

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

Ujistéte se, Ze kazdy kdo ovlada pfistroj:
* 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 xv.

ACAU'HON Pied pouZitim jiné neZ vyrobcem doporucené metody &isténi &i

dekontaminace si u vyrobce ovéite, Ze zvolend metoda nemtize zpusobit poskozeni
piistroje.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka
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Bezpecna manipulace s chemikaliemi

Bezpecna manipulace s chemikaliemi

Vystraha —
chemické riziko

Pravidla
manipulace
s chemikaliemi

/o WVE:NINEE CHEMICKE RIZIKO. Pied manipulaci s jakymikoliv
chemikéliemi si prostudujte piislu$ny bezpecnostni list - Material Safety Data Sheet
(MSDS), poskytnuty dodavatelem chemikalie, a fid'te se jeho pokyny.

N
A

.
.
t
)
. ‘

/
/

!

SUliaines  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 ldhev je zapotfebi umistit do
bezpecnostniho polyetylénového zasobniku s dotaZenym vikem a dchyty zajiSténymi
ve svislé poloze. Pii manipulacich s l1dhvemi obsahujicimi reagencie a odpad pouZivejte
prostiedky ochrany oci, ochranny od¢v a rukavice.

Abyste minimalizovali riziko plynouci z pouZivani chemikalif, musite:

» Precist a pochopit bezpecnostni listy doddvané vyrobci chemikalii, a to
jesté pied tim, neZ zacnete tyto chemikélie nebo rizikové materidly ukladat
nebo s nimi manipulovat ¢i pracovat. (Viz “O bezpecnostnich listech” na
stran¢ xv.)

* Minimalizovat kontakt s chemikdliemi. PouZivejte odpovidajici osobni ochranné
pomticky pro préci s chemikaliemi (napf. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpecnostni opatieni 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 €isticich procedur doporu¢enych vyrobcem
chemikdlie v bezpe¢nostnim listu.

* DodrZovat v§echna mistni nebo ndrodni nafizeni a ptedpisy tykajici se
uchovavani chemikalif, manipulace s nimi a jejich odstraniovani.

O bezpecnostnich Vyrobci chemikalii poskytuji novym zakaznikiim s dodévkou chemikéli{ bezpe¢nostni
listech listy (MSDS). Bezpecnostni list je rovn&Z poskytnut spolu s doddvkou chemikalif

v ptipadé¢, Ze byl aktualizovan. 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 — udrZzujte tyto
listy aktudlni.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfFiru¢ka XV
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Bezpec¢na manipulace s chemikaliemi

Ziskani Bezpecnostni listy pro chemikdlie doddvané spole¢nosti Applied Biosystems ziskdte
bezpecnostniho vzdy od Applied Biosystems. Tato sluzba je bezplatnd a dostupnd 24 hodin denné.

listu
Chcete-li ziskat bezpe¢nostn{ list:

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

2. V poli hledani:

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

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

3. Zvolte dokument, ktery vds zajimad, kliknéte pravym tla¢itkem mysi na jeho nizev a
zvolte jednu z nasledujicich moznosti

* Open - Otevieni dokumentu

* Print Target — VytiSténi dokumentu

» Save Target As — StaZeni dokumentu ve verzi PDF do zvoleného adresare
4. Chcete-li, aby vam byl bezpe¢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: Pottebujete-li bezpecnostni listy k chemikdliim nedoddvanym spole¢nosti
Applied Biosystems, kontaktujte jejich vyrobce.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Xvi Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka
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Bezpe¢na manipulace s chemickym odpadem

Bezpecna manipulace s chemickym odpadem

/ 1 ee—
[ )

Vystraha - / o Weyimk{eis NEBEZPECNY ODPAD. Pii manipulaci s nebezpednym odpadem
chemické riziko a pii jeho odstranovani se fid’te pokyny v bezpe¢nostnim listu
/\
V4 ) S
/ é A W ARNING

/_« SIS} NEBEZPECNY ODPAD. Odpady produkované piistroji Applied

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

N . .

/ « WIEGNIINES 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 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
prosttedky ochrany oci, ochranny odé€v a rukavice.

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

manipulace
s chemickym
odpadem

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

Mit k dispozici primérni i sekundarni nddoby na odpad. (Primarni nddoba na odpad
je pro jeho okamzité shromazd’ovani. Sekunddrni nddoba na odpad obsahuje to co
vytece nebo se vysype z primarni niddoby. Obé nddoby musi odpovidat typu
ukladaného odpadu a splilovat nafizeni mistnich i narodnich predpisi.)
Minimalizovat kontakt s chemikaliemi. Pfi praci s chemikdliemi pouZivejte
odpovidajici osobni ochranné pomiicky (napf. ochranné bryle, rukavice, ochranny
odév). Dalsi bezpe€nostni opatfeni naleznete v bezpecnostnim listu.

Minimalizovat inhalaci chemik4lii. Neponechdvejte nddoby s chemikdliemi
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 lahve v souladu se
spravnou laboratorni praxi a mistnimi i ndrodnimi piedpisy.

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

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

Zajistit ochranu zdravi a bezpecnost vSech pracovnikli vasi laboratore.

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

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Bezpecna manipulace s elektrickymi zafizenimi

Bezpecna manipulace s elektrickymi zarizenimi

Pojistky

Zdroj

Vysoké napéti

/.\
/l-'_

/¥ WU\iieH:8 NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pii ovladani

systémi bez ochrannych kryt mtZe dojit k vaZznému trazu elektrickym proudem.
Neodstranujte kryty piistroje. Po jejich odstranéni je mozny pfistup ke zdrojim vysokého
napéti.

/3 T NEBEZPECI POZARU. Pouziti nesprévnych pojistek nebo zdroje

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

N\
/n:\

:/ )] """"'“"‘""'"'3, NARNING | NEBEZPECI POZARU. V zajmu nepretrZité ochrany pied rizikem

vzniku poZaru pouZivejte pouze pojistky typu a jmenovitého proudu odpovidaciho

poZzadavkim pfistroje

- ! NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Pro
bezpecny provoz zafizeni je nezbytné jeho uzemnéni. Nikdy nepouzivejte ptistroj, ktery
nen{ spravnym zplisobem uzemnén

/ ¥ LN NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. PouZivejte
pouze schvalene elektrické kabely odpovidajici napéti ve vasi elektrické siti.

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

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

Bezpecna prace s diodami

XViii

Abyste se nevystavovali nebezpecnému tcinku zéteni diod:

* Musi ddrzbu systémil provadét servisni technici spolecnosti Applied Biosystems.
» Veskeré kryty pfistroje musi byt béhem jeho provozu na svém misté. V takovém
piipadé nedochazi k detekovatelné emisi zafeni. Odstranite-1i béhem provozu
piistroje kryt (napf. béhem servisniho zasahu pfi vypnuti kontaktnich pojistek),

miZete byt vystaveni zafeni presahujici rozsah tfidy 3B.

* Neodstranujte bezpe€nostni oznaceni a nevypinejte kontaktni pojistky.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka
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Biologické riziko

Biologickeé riziko

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

tkang, télni tekutiny a krev mohou byt zdrojem infekénich onemocnéni. Postupujte podle
vSech mistnich/narodnich ptedpisti. Pouzivejte prostfedky ochrany o¢i, ochranny odév a
rukavice. VeSkeré ¢innosti je zapotfebi provadét v prostorach k tomu uréenych a
odpovidajicim zplisobem vybavenych. Zaméstnanci musi byt fadné proskoleni podle
mistnich predpist jesté pred zapocetim prace s infekénim materidlem. Prostudujte si a
postupujte podle pokynil v ndsledujicich publikacich:
* Doporuceni U.S. Department of Health and Human Services publikované
v Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (€. 017-040-00547-4;
bmbl.od.nih.gov)

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

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

Dalsi informace tykajici se biologického rizika naleznete na:

www.cdc.gov

Bezpecna prace

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

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

Abyste toto nebezpeci snizili:
* PouZivejte zafizeni, které vim umoZni pracovat v neutrilnich pozicich s dobrou
dostupnosti kldvesnice, monitoru a mysi.

* Umistéte klavesnici, myS a monitor tak, aby byla umoZnénd relaxovana poloha hlavy
a téla.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Bezpeénost a normalizace v oblasti elektromagnetické kompatibility (EMC)

BezpecCnost a normalizace v oblasti elektromagnetické
kompatibility (EMC)

Bezpecnostni
predpisy v USA
a Kanadé

Kanadské
normy EMC

Evropské
bezpecnostni
predpisy a normy
EMC

C€

Australské
normy EMC

C

XX

Tento ptistroj byl testovan podle a spliluje 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,”.

Tento pfistroj byl testovan podle normy ICES-001, Issue 3: “Industrial, Scientific, and
Medical Radio Frequency Generators® a splituje jeji poZadavky.

Bezpecnost

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

EN 61010-2-010 “Zvlastni poZadavky pro laboratorni zatizeni pro ohfev materialu”,

EN 61010-2-081 “Zvl4stni poZadavky pro automatickd a poloautomatickd laboratorni
zafizeni pro analytické a jiné ucely”.

EMC

Tento piistroj spliiuje pozadavky smérnice Rady Evropské unie pro elektromagnetické
ruseni a odolnost vii¢i nému (EMC smérnice 89/336/EEC). Tento piistroj byl testovan
podle normy EN 61326 (Skupina 1, Ttida B) “Elektrick4 zatizeni pro méfeni, kontrolu a
laboratorni pouZiti — pozadavky EMC”.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1

V této kapitole naleznete:

m O systémech StepOnem™a StepOnePlUS™ .......cccoeviiiiiiiiniiiiieeeee e, 2
B DI{VE NEZ ZACNEIE ...o..eiiiiiiiiiiiietetee ettt 5
m Volba ochrannych zafizent ...........ccoceeeiiiiiiiiniiiiice e 7
B Volba ZpUSODU INStALACE .....eccvieiieiieiieieeieeie ettt ettt s e e e seaesane e 9

m Planovani instalace

Poznadmka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
ndpoveédeé 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
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfFiru¢ka 1




Kapitola 1 Zaginame
O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

O systémech StepOnem™ a StepOnePlus™

Tento systém Real-Time PCR se dodava ve dvou provedenich:

Systém Vlastnosti
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time * pro 48-jamkové destiCky
PCR systém (StepOne™ systém) . tfibarevna 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™ umoZziiuji:
» Kvantifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin (tzv. targets) v redlném Case.
» Kvalitativni detekci cilovych sekvenci nukleovych kyselin pomoci post-PCR analyzy
(tzv. analyza typu endpoint).
» Kbvalitativni analyzu produkti PCR (pomoci analyzy kiivky tani provddéné po
skonceni PCR).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zagindme

O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

Sbér dat Systémy StepOnen a StepOnePlus™ zaznamendvaji fluorescenci v riiznych fazich
prabéhu PCR v zavislosti na typu béhu:

Typ béhu Sbér dat

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

Relativni standardni
kivka
Komparativni Ct (AACT)

Post-PCR Genotypizace Sbér dat probiha:

(endpoint) Ano /Ne + Pfed PCR (Pro experimenty typu Ano/Ne se

jedna o volitelny nicméné doporuceny krok)

+ (Volitelngé) V pribéhu PCR. Pristroj miize sbirat
data béhem béhu (real-time); to mdze byt
napomocné pfi feSeni pfipadnych probléma.

+ PoPCR

(Pfitomnost/
Neptitomnost)

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

s s

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

2. Emise — Optické zafizeni piistroje zaznamena fluorescenci vyzarenou z jamek
desticky. Vysledny zdznam zahrnuje pouze to fluorescenc¢niho zateni, které odpovida
rozsahu emisnich filtri.

3. UloZeni — Piistroj digitdln¢ zaznamena fluorescenci detekovanou v pevném casovém
intervalu. Program StepOnem™ uloZi tato tzv. hruba data pro néaslednou analyzu.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
O systémech StepOne™ a StepOnePlus™

Filtry a Systém StepOnePlus™
podporované
barvy

Systém StepOnePlusm™ je vybaven sadou Ctyf filtra, které umoziuji pouziti nasledujicich
barev Applied Biosystems: FAMm, JOE~, NED®, ROX™, TAMRA®, VIC® a SYBR®
Green. Na nasledujicim obrazku jsou zndzornéna emisni spektra kazdé barvy a filtr,

v némz je jeji signal zaznamendvan.

Filtry
Vinova délka
(nm)
Emisni ‘
spektra <
Barvy ~520 nm ~550 nm ~580 nm ~610 nm
* FAM + JOE * NED * ROX
* SYBR Green - VIC * TAMRA

Systém StepOnem™

Systém StepOnem™ je vybaven sadou tif filtrd, které umoziuji pouZiti nasledujicich barev
Applied Biosystems: FAMm, JOE™, ROXm™, VIC® a SYBR® Green. Na nésledujicim
obrazku jsou zndzornéna emisni spektra kazdé barvy a filtr, v némz je jeji signél
zaznamenavan.

Filtry

VInova délka
(nm)
Emisni
spekira

—

Barvy ~520 nm ~550 nm ~610 nm

- FAM - JOE * ROX
* SYBR Green < VIC

O bloku na  Piistroj StepOnePlusm je vybaven blokem na vzorky VeriFlexm, ktery je roz¢lenén na Sest
vzorky VeriFlexm nezavisle ovladanych teplotnich zon pro snazsi optimalizaci teplotnich profild vasich

reakci. Pro jednu nebo vice z6n 1ze nastavit rizné teploty nebo 1ze pro vSechny zony
nastavit stejnou teplotu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Drive neZ za¢nete

Drive nez zacnete

Pred instalaci systémti Applied Biosystems StepOne™ nebo StepOnePlus™ se seznamte
s touto piiruckou, prectéte si dokumentaci tykajici se pfipravy mista a zajistéte si
pomtcky potiebné pro instalaci.

Tato Tuto piirucku mtizete pouzit pro:
prirucka  « nstalaci systému.

V kapitoldch 2 aZ 5 této prirucky naleznete veSkeré informace, které potiebujete pro
provedeni instalace systému. Instalace systému trva 4 hodiny; miZe vSak trvat déle,
chcete-li systém ptipojit do sité.

« Udrzbu systému.
V kapitole 6 této piirucky naleznete veskeré informace, které potiebujete pro
provadéni rutinni ddrzby systému:

Archivace a zalohovani dat

Kalibrace pfistroje

Dekontaminace pfistroje
— Premistovani pfistroje

— Vymeéna pojistek piistroje

Odesléni pfistroje do servisu

Pfiprava na  * Seznamte se s ptiru¢kou Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ - Real-
instalaci Time PCR systems SitePreparation Guide a zkontrolujte splnéni vSech kontrolnich
krokti v ni uvedenych.

» Zajistéte si pomticky potfebné pro instalaci (viz “Pomiicky pro instalaci” na
stran€ 6).

* Seznamte se s ¢4sti “Volba ochrannych zafizeni” na stran¢ 7 a zajistéte si je,
chcete-li je pouZit.

DULEZITE! Tuto pifruku lze pouZit pro opakovanou instalaci systémil StepOnem™ nebo
StepOnePlus™ po prepravé, ale musite mit k dispozici potfebné reagencie. Informaci

o pomtckach potfebnych pro instalaci a zptisobu jejich objednani od spolecnosti Applied
Biosystems naleznete v ¢asti “Soucasti dodavky” na strané 17.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfFiru¢ka 5



Kapitola 1 Zaginame
Dfive neZ zacnete

Pomucky pro ¢ Nastroje a zafizeni
instalaci — Centrifuga s adaptérem na desticky odpovidajici velikosti

— Rukavice bez pudru

Ochranné bryle
— Nuzky
Plochy Sroubovak

e Pocitac (viz niZe)
* (Volitelné) Ochranné zatizeni pro pfipojeni pocitace a ptistroje (viz “Volba
ochrannych zafizeni” na stran¢ 7).

Minimalni Pokud jste si neobjednali pocitac spolu se systémem, musi vami dodany pocita¢ spliiovat
pozadavky na nasledujici poZadavky:
pocitac
Soucast Minimalni pozadavky;

Pogita¢ * Intel procesor, 1.0 GHz

- 512 MB RAM

» Jeden pevny disk 60-GB

» 20/48X IDE CD-ROM

» Ethernet network interface adapter (10BASE-T)s
» znacka CE

» znacka FCC

Monitor » rozliSeni 1280 x 1024 pixell
* 32-bit barvy

Operaéni Microsoft Windowse XP Professional, opravny bali¢ek 2 nebo vyssi
systém

1 Pocitac, ktery splfiuje optimalni pozadavky, podava optimalni vykon a je podporovan
spole¢nosti Applied Biosystems.

§ Zapotrebi pouze v pfipadé, Ze chcete pfipojit pocitac k pfistroji nebo do mistni pocitacové
sité.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Volba ochrannych zafizeni

Volba ochrannych zafizeni

Elektricka
ochranna
zafizeni

Zalohovani dat

Pfed instalaci systému si opatiete jakékoliv z niZe uvedenych volitelnych zatizeni.

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje pouZivat ochrannd elektrickd zatizeni, jejichZ
Ucelem je chrinit systém pted ztratou dat a pfed poSkozenim.

Regulator napéti

Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje v oblastech, kde dochazi k vykyvim
napéti v rozsahu vice nez +10%, pouZivat 1.5-kV A regulétor napéti. Vykyvy napéti
mohou nepfiznivé ovlivnit funkci pfistroje a data, kterd generuje.

Poznadmka: Reguldtor napéti monitoruje proud na vstupu do pfistroje a upravuje vstupni
ptikon. Nechrani piistroj vii€i ndrazovému proudu nebo vypadku site.

Z&lozni zdroj (UPS)

Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pouzivat 1.5-kV A zdlozni zdroj
(uninterruptable power supply, UPS), a to zejména v oblastech, kde dochazi k vypadkiim
proudu. Vypadky proudu a dalsi udalosti, které neocekdvané ukonci funkcei systému,
mohou poskodit data a piipadné i systém.

DULEZITE! Zatizeni UPS jsou vybavena bateriemi s omezenou dobou fungovéni, takze
dodavaji proud po omezenou dobu. Jejich ticelem je oddalit disledky vypadku proudu,
nikoliv slouzit jako ndhradni elektrické zdroje. V ptipadé vypadku proudu systém vypnéte
pokud neocekévite obnoveni doddvky elektrického proudu béhem doby Zivotnosti baterie
UPS.

Svodi¢ prepéti
Spolecnost Applied Biosystems doporucuje v oblastech s Castymi elektrickymi boufemi
nebo v blizkosti zafizeni, kter4 jsou elektricky rusiva jako lednice, klimatizace nebo

centrifugy, pouzivat 10-kVA svodice piepéti. Kratkodobé vyrazné kolisani elektrického
napéti miZe neoCekavané ukoncit fungovani a tudiz poskodit pocitac i systém.

Poznamka: Specidln€ vyc€lenény kabel a uzemnéni spojujici ptistroj s hlavnim
rozvadécem v budové mize rovnéZ napomoci pii eliminaci problémt vznikajicich
v dtsledku kolisani elektrického proudu.

Abyste zabranili ztrat¢ dat zptisobené nepfedpokladanym selhanim pocitace nebo jeho
pevného disku, doporucuje spolecnost Applied Biosystems pouZzivat jedno nebo vice
zatizeni pro zalohovani dat. Je-li soucasti vaseho systému pocita¢, mizete pro zdlohovani
dat pouzit CD/DVD jednotku. Budete-li uklddat soubory (EDS) na CD nebo DVD
pravidelné (tydné), vytvofite si zdlohu dat generovanych vasim systémem. Pfed instalac{
systému zvazte, jakou metodu zalohovani dat budete pouZzivat (“Zalohovani dat” na
stran¢ 113).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Volba ochrannych zafizeni

Software Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pro optimalni fungovani vaseho systému
tfetich stran pouZivéani raznych typt komeréné dostupnych programtl, zejména:

* Program pro kompresi soubor pfi archivaci dat, generovanych systémem
* Program pro defragmentaci pevného disku/t pocitace

* Antivirovy program a firewall pro ochranu vaseho systému, pokud jej hodlate pfipojit
do sité

Pred instalaci program tietich stran na pocita¢ s programem StepOnem™ se ujistéte, Ze tyto
programy:

* neomezi sitovou komunikaci
* neinterferuji s fungovanim programu StepOne™ (viz niZe)
Chcete-li ovéfit, ze programy tfetich stran neinterferuji s programem StepOne™:
1. Instalujte tyto programy na pocita¢ s programem StepOnem.

2. Proved'te nékolik testovacich béhil za pouZiti desticek neobsahujicich reagencie.

Poznamka: Cilem testovacich béhti je navodit situaci, kterd odpovida normalnimu
provozu piistroje. Zadani testovacich béhti (rozvrzeni vzorkd v desticce a definice
parametrd béhu) musi byt proto co nejpodobné&jsi vasim skuteCnym experimentiim.

3. Oveite provedeni kazdého testovactho experimentu bez chybovych hlasek.

Provede-li systém testovaci behy tspésne, mizete provadét béZné experimenty.
Zaznamendte-1i béhem testovacich béhti chyby, instalované programy nemusi byt
kompatibilni s programem StepOner.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



Kapitola 1 Zaginame
Volba zplisobu instalace

Volba zpUsobu instalace

Pred zahajenim instalace systémut StepOne™ nebo StepOnePlus™ zvolte jeji zpiisob tak,
aby co nejlépe odpovidal potiebam vasi laboratofe. Volba zptisobu instalace ma vliv na
jeji provedeni. Systémy StepOnem™ a StepOnePlusm™ Ize instalovat dvéma moZnymi
zpusoby popsanymi niZe (bez nebo s pocitacem).

Instalace Piistroj je pfimo propojen s poéitaéem pomoci Zlutého doddvaného kabelu. V tomto
s pocCitatem  uspofddani miiZete definovat, spustit a analyzovat experimenty z piipojeného pocitace.
Instalace s pocitacem je zndzornéna na nésledujicim obrazku.

Poznadmka: Piistroj pfipojeny k pocitaci lze stdle ovladat prostiednictvim dotykového
displeje, ale pouze neni-li spustén béh z prostiedi programu StepOner.

Poznamka: Vysledky experimenti 1ze mezi samostatné¢ instalovanym pfistrojem a
pocita¢em piendset pomoci pocitacové sité. Viz “Instalace bez nebo s pocitatem —
Ptipojeni do sité” na strané 10.
NiZe je ve strucnosti popsan postup prace, je-li piistroj instalovan spolu s pocitacem:
1. Vytvoite experiment na pfipojeném pocitaci v programu StepOner.
2. Z pripojeného pocitace spust'te beh.
V prubéhu béhu miiZete piipojeny pocita¢ pouzit k:
* Monitorovani béhu.
» Zobrazeni teplot a amplifikacnich kfivek.

3. Analyzujte experiment v programu StepOne™ na pfipojeném pocitaci.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Volba zpuisobu instalace

Instalace bez
pocitace

Instalace bez
nebo

s pocitacem —
pripojeni do sité

10

Ptistroj neni ptipojen k pocitaci. Pro pfenos dat mezi piistrojem a pocitacem se pouziva
USB disk ( H ). Pii instalaci timto zpisobem zadavite a analyzujete experimenty

v pocitaci, ale spoustite je pomoci dotykového displeje piistroje. Instalace bez pocitace je
zndzornéna na nésledujicim obrazku.

.
|
|

I

|
|

i
| - | TN
| = ! - fe7})
| | ! ! JE s/
| | | [ N—7 ] ! | —
| J ! |
=S
| | |

f —— ey

[ X NV

[ \L—JJ I 3

Poznamka: Vysledky experimenti 1ze mezi samostatné¢ instalovanym pfistrojem a
pocita¢em piendset pomoci pocitacové sité. Viz “Instalace bez nebo s pocitacem —
Ptipojeni do sité” niZe.

Je-li pfistroj instalovan samostatné, je postup prace komplikovangjsi nez v piipadé
instalace s pocitacem, protoZe mezi soucastmi systému neni piimé propojeni. NiZe je ve
stru¢nosti popsdn postup prace, je-li piistroj instalovan bez pocitace:

1. Vytvoite experiment na poéitaci v programu StepOnem,
2. Preneste experiment do pfistroje pomoci disku USB.

3. Pomoci dotykového displeje piistroje spustte béh.

Pribéh béhu mlizete monitorovat na displeji piistroje.
4. Preneste experiment do pocita¢e pomoci disku USB.

5. Analyzujte experiment v programu StepOne™ na pocitaci.

Samostatny pfistroj nebo systém sestavajici z pocitaCe a piistroje miiZete pfipojit do
pocitacové site. Je-li piistroj soucasti sit€, mohou ostatni pocitace v siti, na nichz je
instalovan program StepOner:

* Monitorovat stav piistroje

* Posilat a stahovat experimenty do a z piistroje

DULEZITE! Poéitace v siti nemohou systém ovladat, pouze jej monitorovat.

Poznamka: Detailni informace o pfipojeni systému do sit€ naleznete v Kapitole 5,

99

“Pfipojeni systému do sité” na stran¢ 73.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Planovani instalace

Planovani instalace

Systém lze instalovat béhem 4 hodin. Instalace nevyZaduje vasi neustalou pozornost, ale
vétSinu této doby strivite praci se systémem.

Doporuéeny Vybaleni a zprovoznéni
postup pFistroje (Kapitola 2)

| =
| | s
e
R
Instalace s po€itacem Instalace bez pocitace
(Kapitola 3) (Kapitola 4)

Instalace pocitace

Nastaveni pocitace

Propojeni systému

Provedeni experimentu
RNaza P

Provedeni experimentu
RNaza P

(volitelné) Pfipojeni systému do
sité (Kapitola 5)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 1 Zaginame
Planovani instalace
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Kapitola 2

Vd

Zprovozneéni pristroje

V této kapitole naleznete:

B O INSTALACT.c.eeteeieeiiecet e et 14
B Vybaleni PIISIIOJE ...covviieiiieeiieeiie ettt ettt st bte et esbee e 15
B Kontrola dOdAVKY .......coouiiiiiiiiieeiteeeeet ettt 17
B ZProvOZNENT PIISTIOJ . .cuvieutietieieeieesieertt ettt ettt ettt et sbe et e s 20

m Dokonceni instalace

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této piirucce naleznete v online
ndpoveédeé 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
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje

O instalaci
O instalaci
V této kapitole je vysvétleno, jak instalovat Real-Time PCR pfistroj StepOnem/
StepOnePlusm™ spolecnosti Applied Biosystems s nebo bez pocitace.
Postup Kapitola 1,
instalace Zaciname

Vybaleni a zprovoznéni pristroje
1. Vybalte pfistroj a umistéte jej na vhodné misto.
2. Zkontrolujte obsah dodavky.

3. Zprovoznéte pfistro;.
a. Pripravte pfistroj.
b. Provedte nastaveni pfistroje.

Kapitola 3, Kapitola 4,
Instalace s pocitatem Instalace bez pocitace

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje
Vybaleni pristroje

Vybaleni pfistroje
Pfipravte misto pro umisténi a vybalte piistroj.

Pred * Opvéite splnéni pozadavkl uvedenych v pifruce Applied Biosystems
vybalenim StepOnem™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Site Preparation Guide. Tato
piirucka vam byla zasldna pred dodavkou piistroje a obsahuje dilezité tidaje
z hlediska narokl systému na umisténi.
* Pfipravte misto na umisténi systému podle ptiru¢ky Applied Biosystems StepOnem™
and StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Site Preparation Guide.

Ovéfte vhodnost DULEZITE! Neumist'ujte systém na mista, ktera jsou vystavena neustalym nebo
zvoleného mista ©obc¢asnym vibracim. Stolni centrifugy, vortexy a dalsi laboratorni zaiizeni mohou
zpusobit vibrace béhem béhu a vést k chybnému cteni dat.

Oveéite splnéni pozadavkl uvedenych v nasledujici tabulce. Kompletni seznam pozadavki
naleznete v ptirucce Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real-Time PCR
Systems Site Preparation Guide.

Pozadavek Pristroj Navic Celkem
Délka 48.5cm * vpfedus —18.8 cm 82.5cm
(nositka zaviena) « vzadus — 15.2 cm
Sitka 24.6cm 15.2cm# 39.8cm
Vyska 51.2cm 30.5cm 81.7cm
+ StepOnem™—23.59 £ 0.45 ki
Hmotnost . SteEOnePlusw —24.04 + Oi?kg
Teplota 15 az 30 ° C/ max. zména < 15 ° C kazdych 24 hod
Vlhkost 15 az 80% relativni vihkost, nekondenzujici
El. sit 100 az 240 VAC (50 az 60 Hz)

1 Potfebné misto pro vysunuti nositek pristroje.
§ Potfebné misto pro tok vzduchu a chlazeni.
# Potfebné misto vlevo a vpravo pro tok vzduchu a chlazeni.

1t Nebo nejméné 38.32 kg je-li pocita¢ vedle pfistroje. Aktualni hmotnost zavisi na modelu
pouzivaného pocitace.

1 &tverec = 10 cm?

i P
o "N
fe - “EIZ‘: J
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje
Vybaleni pristroje

A
/a\

a
Umisténi / « NIZGNINE RIZIKO VZNIKU PORANENI. Nepokousejte se zvedat piistroj
pristroje nebo jiné t€Zké piedmety, pokud nejste pouceni o spravném postupu této €innosti.
Nespravny postup zvedani mtize vést ke vzniku bolestivého a n€kdy i trvalého poranéni
zad. PouZivejte proto pii zvedani nebo pfenaSeni piistroje spravny postup. Pro zvedani
pfistroje je zapotiebi minimalné dvou osob

v w2 v, s

1. Prefiznéte popruhy drzici krabici a oteviete ji.
2. Vyjméte krabici obsahujici instala¢ni soupravu a odloZte ji stranou.
3. Vyjméte obalovy materidl z krabice.

4. Sejméte ochranny kryt piistroje.

5. Pristupte k piistroji ze stran a pevné jej uchopte v rozich.

6. Zvednéte piistroj a umistéte jej na zvolené misto.
Doporucent pro zvedani a pfemist'ovani piistroje:
* UdrZujte svou pétet v neutrdlni pozici.
* Podfepnéte v kolenou a zvedejte propnutim nohou.
* Nezvedejte pfedmét pii sou¢asném otaceni se.

» Pred zvedanim a pfendSenim se na jednotlivych krocich domluvte s tim, kdo s
vami tuto ¢innost provadi.

A,

/a\

A

—
/= NG  Nenoste piistroj za vysouvaci nositka. Mohlo by dojit
k poskozeni optického systému piistroje.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



) e
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Kontrola dodavky

Kontrola dodavky

Pfed zahdjenim instalace ovéite, Ze jste obdrZeli viechny soucésti systému, které jsou
dodavany spolu s Real-Time PCR systémy Applied Biosystems StepOne™ a
StepOnePlus™,

Pfistroj a )
po&itad v Sougast

PFistroj StepOnem™ a StepOnePlus™

(volitelné) pocita¢ Delle:
+ Delledesktop s plochym monitorem Delle nebo

+ Dellelaptop s PCMCIA sitovou kartou
DULEZITE! Pokud jste si neobjednali pocita¢ od spolecnosti Applied Biosystems,

méjte k dispozici vlastni, splfujici pozadavky v €asti “Minimalni pozadavky na poc¢ita¢” na

strané 6.

Instalaéni Instalaéni souprava pro systém StepOnePlus™

souprava

\/ Soucast Kat. ¢.

Drzéak na vizitky 4333831
kabel, sitovy (modry) 4376698
kabel, pro systém StepOnem (zluty) 4376700
kabely, univerzalni napéjeci sadas 4377117
MicroAmpm™ 96-jamkové zakladna 4379590
MicroAmpm™ 96-jamkové nositka pro bloky VeriFlex 4379983
MicroAmp™ Adhesive Film Applicator (nastroj pro zavirani desticek filmem) 4333183

MicroAmpm™ Cap Installing Tool (nastroj pro zavirani zkumavek) 4330015
MicroAmpm Fast 8-zkumavkové stripy (0.1 mL) 4358293
MicroAmpm Fast optické 96-jamkové desticky s ¢arovym kdédem (0.1-mL) 4346906
MicroAmpe Fast reakéni zkumavky s vickem (0.1-mL) 4358297
MicroAmpm™ optické 8-vickové stripy 4323032
MicroAmpm™ opticky adhezivni film 4360954
StepOnePlus™ System USB disk 4333831
Zarugeni list, Poznamky k vyrobku —

1 obsahuje pfivodni kabely australské, britské, evropské, severoamerické a japonskeé.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje

Kontrola dodavky
Instalaéni souprava pro systém StepOnem
~ Soucast Kat. ¢.
Drzak na vizitky 4333831
kabel, sitovy (modry) 4376698
kabel, pro systém StepOnem™ (zluty) 4376700
kabely, univerzalni napajeci sadat 4377117
MicroAmpe Fast reakéni zkumavky s vickem (0.1-mL) 4358297
MicroAmpm™ 48-jamkovy adapter 4375284
MicroAmpm™ 48-jamkovy opticky adhezivni film 4375928
MicroAmpm™ 96-jamkové zakladna 4379590
MicroAmpm™ Fast 48-jamkova nositka 4375282
MicroAmpm™ Fast 8-zkumavkové stripy (0.1 mL) 4358293
MicroAmpm Fast optické 48-jamkové desticky 4375816
MicroAmpm optické 8-vickoveé stripy 4323032
StepOnePlus™ System USB disk 4333831
Zarugéni list, Poznamky k vyrobku —
} obsahuje pfivodni kabely australské, britské, evropské, severoamerické a japonskeé.
Ovérovaci Oveérovaci instalacni souprava pro systém StepOnePlusm™
instalacéni
souprava N Sougast Kat. &.

TagMane RNaza P Fast 96-jamkova desti¢ka pro ovéfeni funkénosti pfistroje | 4351979 ‘

Ovérovaci instalaéni souprava pro systém StepOnem™

\/ Soucast Kat. ¢.

TagMane RNaza P Fast 48-jamkova desticka pro ovéfeni funkénosti pristroje 4371439 ‘

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje
Kontrola dodavky

Software a » :
dokumentace v Soucast Kat. &.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy | 4376768
Navod na pripravu mista

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy — 4376783
Instalace — Zkraceny navod

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy | 4376782
Instalace, prace v siti a udrzba - UZivatelska prirucka (tato pfirucka)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR 4376786
systémy — Genotypovaci experimenty

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR 4376787
systémy — Experimenty typu Ano/Ne (Pritomnost/Nepfitomnost)

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy — 4376784
Standardni kfivka

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR 4376785
systémy — Relativni standardni kfivka a komparativni Ct metoda

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy — | 4379740
Volba reagencii

CD, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR Systém Software 4382355
Primer Expresse Software v3.0 4361938

Dal$i polozky (podloZka pro mys, registra¢ni karta atd.) —

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfirucka 19
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje
Zprovozneéni pfistroje

Fistroje

Pokud jste ovétili, Ze jste obdrzeli kompletni dodavku, proved'te systémovy test
piistroje a zdkladni nastaveni.

1. Pripojte ptivodni kabel k piistroji.

! il
[ = e
b
= =
e el
o 1

. (volitelné) Zapojte elektrickd ochrannd zafizeni.

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje pouZiti alespoii jednoho elektrického
ochranného zafizeni (regulétor napéti, zloZni zdroj a/nebo svodi¢ piepéti), abyste
zabranili ztraté dat a ochranili piistroj pfed Skodami vzniklymi v diisledku problémi
v elektrické siti.

Poznadmka: Vice informaci o volb¢ elektrickych ochrannych zafizeni naleznete
v €asti “Volba ochrannych zatizeni” na strané 7.

. Pfipojte pfivodni kabel do zdsuvky.

. Zapnéte piistroj, vyckejte na provedeni pocatecni diagnostiky systému.

Pti prvnim zapnuti piistroje miZe jeho spusténi trvat vice neZ 5 min. S instalac{
pokracujte v okamZiku, kdy se na dotykovém displeji zobrazi Hlavni nabidka (Main
Menu), coz je signdl dokonceni startu piistroje.

Poznamka: Aktualizace firmwaru pfistroje mtze trvat az 20 min.

A TET

== @

Zobrazi-li ptistroj chybovou hlasku, vypnéte jej, vyckejte 30 sec a znovu jej zapnéte.
Zobrazi-li znovu chybovou hldsku, kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems podle
pokynt v ¢asti “Kde ziskat pomoc™ na stran¢ x.

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

5. Odstrante ochrannou desticku z bloku na vzorky:
a. Otevrete nositka pfistroje.
b. Odstraite ochrannou desti¢ku z bloku na vzorky.

c. Uzavfete nositka piistroje.

Pro odstranéni ochranné desticky musite piistroj nejprve zapnout, aby se blok na
vzorky pfesunul do spodni pozice. Béhem pfepravy je blok v “horni” pozici a
nepfesune se dolt, dokud piistroj nezapnete.

Nastaveni 1. Zadejte nazev piistroje:
pristroje - : y . )
a. V Hlavni nabidce (Main Menu) se dotknéte Settings (Nastaveni) >

Admin > Set Instrument Name (Zadani ndzvu pfistroje).

b. Dotknéte se pole Instrument Name (Ndzev pfistroje), zadejte ndzev a dotknéte
se Done (Hotovo).
Nézev pftistroje jej identifikuje v pocitacové siti. Chcete-li pfistroj ptipojit do
sité, musite mu piidélit unikatni nizev.

Poznadmka: Pro nazev piistroje neexistuji omezeni stran jeho délky nebo
pouzitych znakti. Pokud vsak chcete pfistroj pripojit do sité, pouZijte nazev
dlouhy max. 15 znaki a nepouZivejte mezery nebo specidlni znaky (jako napf.
' <>F+=\17)).

c. Dotknéte se Done ¢imzZ nastaveni uloZite, poté se dotknéte OK.

1b

1c

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfFiru¢ka 21
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Kapitola 2 Zprovoznéni pfistroje
Zprovozneéni pfistroje

2. Nastavte datum a Cas:
a. V nabidce Admin se dotknéte Set Date & Time (Nastaveni data a Casu).

b. Dotknéte se pole Date (Datum), zadejte aktudlni datum ve formatu
rok/mésiclden), poté se dotknéte Done.

c. Dotknéte se pole Time (Cas), zadejte ¢as ve formatu hodina:minuta,
poté se dotknéte Done.

d. Dotknéte se AM/PM pro specifikaci ¢asu (1-12, 13-24).

e. Dotknéte se Done, ¢imz nastaveni uloZite, poté se dotknéte OK.

2b

2c/2d

2e

3. Dotknéte se , poté se dotknéte Yes (Ano), ¢imZ aktivujete pohotovostni reZim
(Standby).

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

Dokoncéeni instalace

Po ukonceni nastavenf pfistroje instalujte zbyvajici soucasti systému podle zvoleného
zpusobu instalace (bez nebo s pocitacem) a proved’te ovéteni funkenosti piistroje pomoci
ovétovaci desticky s RNéazou P.

Provedte  Jakje vysvétleno v ¢asti “Volba zplisobu instalace” na stran¢ 9, systém je mozné
zvolenou instalovat dvéma zakladnimi zplisoby: samostatné (bez) a s pocitacem. Proved’te instalaci
instalaci  podle vami zvoleného zplisobu.

Chcete-li instalovat... Pokracujte v...
pFistroj a pocita¢ v tomtéz misté a propojené pomoci zlutého Kapitole 3 “Instalace
systémového kabelu StepOne. pfistroje s poc¢itacem”

na strané 25.

e ——
==

Kapitole 4 “Instalace
pristroje bez pocitace”
na strané 49.

N
¢

i
i
i
I 2=
—— i —N P00 7Y (V]
T T I AL_JiF | I
11 |
| [ |
| ) | 1 Y]
\_/

DULEZITE! Nepiipojujte piistroj do sité dokud neukong&ite instalaci isp&snym
provedenim ovétovaciho experimentu s desticCkou RN4dza P. Ptipojeni do sité viz
Kapitola 5 “Ptipojeni systému do site” na strané 73.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka 23
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Dokonceni instalace
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Kapitola 3

Instalace pristroje s pocitacem

V této kapitole naleznete:

B O instalaci pristroje S POCTLACEIM ...cevuvieriieriiieriieeiie ettt eeiee et eeeeeieeeeaeeesaeeens 26
B INStalace POCTEACE .......ueeuiiiiiiiieieeteeeee e 27
NaStAVENT POCTLACE. ..c.veetietieiieiierite ittt ettt ettt e st e st saeesaeeeas 28
Instalace programu StepONeT™ ..........ccooiiiiiiiiiiiiiieie e 31
B Propojeni SOUCASH SYStEMU .....cccueiruiiriiiiiiieeie et 35
m Provedeni oveéfovaciho béhu s destickou RN&zaP ..., 38
ZadANT EXPETIMENETU......eeiuvieeiieeieieeriieeiteeertteeeteesbeeeteeesateesbeesbteesabeesaseessenseens 40
SPUSLENT EXPETIMENLU .....eeeuiiieiiieriieeiie ettt e et e etteesiteesteesbeeesbaeesabeesabeesaneens 41
ANAlYZA EXPETIMENTUL ......viiiiiieriieeeiieeeieeeeieeestte ettt esibeesbeeebteesabeesbeesbeeensebeesnns 43
B PO INSTALACT .cueeiiiiiiiicic e e 47

Poznédmka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
niapoveédeé 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
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O instalaci pristroje s poc¢itacem

O instalaci pristroje s pocitatem

26

Kdy instalovat
pristroj
s pocitacem

Instalace
s pocitacem -
postup

V této kapitole je vysvétleno jak instalovat Real-Time PCR systém Applied Biosystems
StepOnem nebo StepOnePlusm™ s pocitacem.

Pristroj a pocitac jsou propojeny Zlutym kabelem. Tuto instalaci proved’te, bude-li pocitac
umistén hned vedle ptistroje. Uplny popis naleznete v ¢asti “Instalace s pocitacem’ na
strané 9.

Poznamka: Pokud nechcete ptipojit pocitac k piistroji, instalujte ptistroj bez pocitace
podle popisu v Kapitole 4 “Instalace pfistroje bez pfipojeni k pocitaci.”

Kapitola 2, Zprovoznéni pfistroje

Instalace pocitace
1. Vybalte pocitac.
2. Instalujte program StepOnem™ .

DULEZITE! Krok 2 provedte pouze pokud vas
pocita¢ neni od spole¢nosti Applied Biosystems.

Propojte systém
1. Pripojte pfistroj k pocitaci.

2. Ovéite pfipojeni.

Provedeni ovéfrovaciho béhu s destickou RNazaP
1. Zadejte experiment.
2. Spustte béh.

3. Analyzujte vysledky.

Kapitola 5, Pripojeni
systému do sité

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

Instalace pocitace

Poté co instalujete ptistroj StepOnem™ nebo StepOnePlus™, ptfipojte pocitac.

DULEZITE! Pokud jste objednali poéita¢ od spolecnosti Applied Biosystems, musite jej
pouze vybalit podle popisu na stran¢ 28. Pocitace doddvané spole¢nosti Applied
Biosystems jsou pfipraveny k pouZiti a jiZ v nich je instalovan program

StepOner.

Potifebné ¢ CD, Applied Biosystems StepOnent Real-Time PCR System Software
pomucky  « Pogitad

DULEZITE! Pokud jste si neobjednali poéita¢ od spole¢nosti Applied Biosystems,
pouZijte pocitac, ktery spliluje poZadavky uvedené v ¢asti “Minimalni poZadavky na

X9

pocitac” na strané 6.

+ Srouboviky
* Zluty kabel StepOne (z instala¢ni soupravy)

* (volitelné) Elektrickd ochrannd zatfizeni pro pfipojeni pocitace

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje pouZiti jednoho nebo vice elektrickych
ochrannych zafizeni, abyste zabrdnili ztr4t€ dat a ochrénili pocita¢ pred Skodami
vzniklymi v disledku problému v elektrické siti.:

* Reguldtor napéti

» ZaloZni zdroj

* Svodi¢ prepéti

» Zafizeni pro zdlohovani dat

Vice informaci naleznete v ¢asti “Volba ochrannych zafizeni” na strané€ 7.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 3 Instalace pfistroje s pocitacem

Instalace pocitace

Nastaveni pocitace

Ovéreni
vhodnosti
umisténi
Umisténi
pocitace

28

Po instalaci pfistroje vybalte pocitac a umistéte jej vedle piistroje.

Ovéite, ze vami zvolené misto splituje pozadavky pro instalaci pocitace. Naleznete je
v dokumentaci k pocitaci.

N\
/a\

bolestiva a n¢kdy trvald poranéni zad. Pfi zvedani nebo premistovani pocitaCe pouZivejte
spravnou techniku.. Nepokousejte se zvedat nebo pfemist’ovat pocita¢ nebo monitor bez
asistence dalSich osob. V zavislosti na hmotnosti poc¢itace nebo monitoru se miiZe jednat
o dvé i vice osob.

1. Pokud jste to jiz neprovedli, vybalte monitor, pocitac, klavesnici a mys a
sestavte tyto komponenty dohromady podle postupu v dokumentaci pocitace.

Doporucent pro zvedani a pfemistovani pocitace:

» Ujistéte se, Ze pocitac pti zveddni pevné drZite.

» Ujistéte se, Ze drdha mezi mistem, kde pocitac je, a kam jej chcete pfemistit, je
prosta prekazek.

* Nezvedejte se a neotdcejte se najednou.

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

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

* Nevyjimejte pocita¢/monitor z krabice, namisto toho poloZte krabici na bok a
pridrZte ji, zatimco né€kdo jiny necha jeji obsah opatrné vyklouznout ven.

2. Propojent:

Propojte Nepropojujte

Zdroj Mys Klavesnice Monitor Sit

© ®0 e® o0 &

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

3. Pokud jste si objednali laptop od spole¢nosti Applied Biosystems, instalujte sitovou
PCMCIA kartu podle popisu v jeji dokumentaci.

Po instalaci PCMCIA karty vyckejte n€kolik minut, aby pocita¢ mohl toto
zafizeni aktivovat. Pocital mlze vyZadovat n€kolik minut pro registraci
sitové karty v operacnim systému neZ je mozné ji pouZit.

Poznamka: Pokud instalujete pfistroj spolecné s pocitaCem, nepropojujte
ptistroj StepOne k sitovému portu PCMCIA karty. Pokud jste propojili pfistroj pies
kartu, odpoijte jej a pfipojte kabel do spravného portu.

4. Pokud jste si objednali pocita¢ typu desktop od spolecnosti Applied
Biosystems, nastavte odpovidajici napéti podle popisu v dokumentaci pocitace.

5. Vezméte z instalacni soupravy zluty propojovaci kabel StepOne (viz “Kontrola
dodavky” na stran¢ 17) a propojte:

o Zluty sitovy port ( &, ) piistroje
e Sitovy port ( =) pocitace

DULEZITE! Nepfipojujte systémovy kabel StepOne do modrého LAN portu ( mm);
tento port je vyhrazen pro ptipojeni do sité.

47‘\—\.
®

®

6. (volitelné) Instalujte k pocitaci elektrickd ochrannd zafizeni.

299

Poznamka: Vice informaci viz “Volba ochrannych zatizeni” na strané 7.

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

Zapnuti 1. Zapnéte pocita¢ a monitor.

pocitace . y ;
2. Prihlaste se do opera¢niho systému:

~vsoo2

* PouZivite-li vlastni pocitac, ptihlaste se do operacniho systému jako uZivatel
s administratorskymi pravy.

* Pouzivite-li pocitac od spolecnosti Applied Biosystems, zadejte Administra-
tor do pole User (UZivatel) a kliknéte Login. Pole pro heslo ponechte prazdné.

NPl

DULEZITE! Pouzivite-li vlastni po¢ita¢, musite se piihldsit do operaéniho
systému Windowse jako uZivatel s pravy administratora.

3. V okné Getting Started with Windowse® XP (Zac¢iname s Windowse XP), odznadte
Show this screen at startup (Ukdazat tuto obrazovku pfi spusténi) a kliknéte Exit.

4. Nasledujici krok:
» Pouzivéte-li vlastni pocitac, pokracujte ¢asti “Instalace programu StepOne™”
na stran¢ 31.
* PouZivite-li pocitac od spole¢nosti Applied Biosystems, pokracujte ¢asti
“Propojeni soucdsti systému’ na strané 35.

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

Po zprovoznéni pocitace upravte vlastnosti zobrazeni, zadejte ndzev pocitace a nastavte
datum a ¢as, poté instalujte program StepOne™.

DULEZITE! PouZivite-li po¢ita¢ od spole¢nosti Applied Biosystems, pieskodte ¢dst
“Instalace programu StepOne™” a pokracujte ¢asti “Provedeni ovérovaciho béhu

s destickou RNdzaP” na stran¢ 38. Pocitace dodavané spolecnosti Applied Biosystems
maji program StepOne™ jiZ instalovén a jsou pfipraveny k pouZiti.

Pfiprava 1. Zméte nastaveni spofi¢e obrazovky a moznosti napdjent:
operacniho

systému a. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na plochu, zvolte Properties (Vlastnosti).

b. V dialogovém okné Display Properties zvolte zilozku Screen Saver (Spofi¢
obrazovky).

c. V rozbalovaci listé v Casti Screen saver zvolte None (Zédny).
d. Kliknéte Power (Napdjeni).

e. V dialogovém okné Power Options Properties (MoZnosti napdjeni) zvolte
v rozbalovaci nabidce moZnost Home\Office Desk .

f. Nastavte moZnosti napdjeni pro variantu Plugged in (Pfipojeno do sit&):
e Monitor — Zvolte After 20 mins (Po 20 minutach).
* Hard Disks (Pevné disky) — Zvolte Never (Nikdy).
* System standby (Pohotovostni reZim) — Zvolte Never (Nikdy).

g. Kliknéte OK ¢imZ nastaveni ulozite.

b —

1f

1d

19
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Instalace pocitace
2. Zméite nastaveni obrazovky:

a. V dialogovém okné Display Properties (MoZnosti zobrazen{) zvolte zdloZku
Settings (Nastaveni).

b. Posuiite posuvnik na volbu 1280 by 1024 pixels.
c. V casti Colors (Barvy) zvolte v rozbalovaci nabidce Highest (32 bit).

d. Kliknéte dvakrat OK a poté Yes (Ano), ¢imzZ nastaveni potvrdite.

2a

2b
2c

2d

3. Nastavte datum a ¢as:

a. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na pole Cas v dolni listé, zvolte Adjust
Date/Time (Nastavit Datum/Cas).

b. V zalozce Date & Time nastavte datum a Cas.
c. Zvolte zilozku Time Zone (Casové pésmo).

d. Z rozbalovaci nabidky zvolte ¢asové pasmo, poté zvolte Automatically adjust
clock for daylight saving changes (Automatické nastaveni letniho Casu).

e. Kliknéte OK.

Poznamka: Pocitace v siti synchronizuji nastaveni data/Casu podle serveru.

3c
3d

3b

3d

3e
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4. Zméite ndzev pocitace:

® |
a. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na ikonu My Computer (M) pocitac),
zvolte Properties (Vlastnosti).

b. V dialogovém okné System Properties (Vlastnosti systému) zvolte zalozku
Computer Name (Nazev pocitace).

c. Kliknéte Change (Zménit).

d. V poli Computer Name (Nazev pocitace) zadejte ndzev pocitace.
-/

/ ¥V \ee———
£ = NELAI8IR Nedivejte poditadi stejny ndzev jako piistroji. Identicky

nazev by mohl zpiisobit konflikt ndzvi v siti.

e. Chcete-li pfipojit pocitac do sité, nastavte Domain (Doménu) a Workgroup
(Pracovni skupinu).

f. Kliknéte dvakrat OK.
g. V dialogovém okn¢ Network Identification kliknéte OK.
Poznamka: Nézev pocitale slouZi k jeho identifikaci v siti a musi byt jiny nez

néazev piistroje. Po instalaci systému miiZete nazev pocitae zmenit, aniZ to ovlivni
fungovéni programu StepOnem.

4b
4
 4de
4c
I
49 |

5. V dialogovém okné Systems Settings Change (Zména systémovych nastaveni)
kliknéte Yes (Ano), ¢imzZ restartujete pocitac.

6. Prihlaste se do opera¢niho systému jako uZzivatel s pravy administratora.
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Kapitola 3 Instalace pfistroje s pocitacem

Instalace pocitace

Instalace
softwaru

DULEZITE! Chcete-li instalovat program StepOne™, musite byt piihlaseni jako
administritor operac¢niho systému Windowse.

Poznadmka: Pokud v priibéhu instalace programu StepOnem™ dojde k chybdm, odinstalujte
program podle postupu v ¢asti “Odstranéni programu StepOne™ na strané 128.

. Vlozte CD Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Software do

mechaniky pocitace a vyCkejte na zaCatek instalace.

Pokud se instalace nespusti automaticky, dvakrat kliknéte na ikonu &=
Computer), oteviete CD a dvakrét kliknéte na Setup.exe.

. Na prvni strance priivodce instalaci kliknéte Next (Dalsi).

. Na strédnce License Agreement (Licen¢ni ujedndni) kliknéte Yes (Ano).

Na strance Choose Destination Location (Volba umisténi) kliknéte Next, ¢imZ
potvrdite pfedvoleny adresaf.

Poznadmka: Spolec¢nost Applied Biosystems doporucuje instalovat program
StepOnem™ na disk D, mtZete jej vSak instalovat kamkoliv.

. Na strdnce Default Instrument Type (Pfednastaveny typ ptistroje) zvolte typ pfistroje,

ktery instalujete (StepOnePlus™ Instrument nebo StepOnem™ Instrument) a poté
kliknéte Next (Dalsi).

. Na strance Start Copying Files (Spusténi kopirovani souborti) potvrd'te, Ze cilovy

adresat v poli Current Settings odpovida vasi volbé, poté kliknéte Next (Dale),
¢imZ spustite instalaci programu StepOner~.

. Po skonceni instalace programu StepOne™ kliknéte Finish (Konec).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Propojeni soucasti systému

Poté co ptipravite pocitac, pfipojte piistroj k pocitaci a ovéite, Ze program StepOnem™
miZe navazat spojeni s piistrojem.

Navazani

1. Pokud jste to jiz neprovedli, zapnéte piistroj.
spojeni

S
.

"

~

2. Zapnéte pocitac a monitor.

. Prihlaste se jako uZivatel s pradvy administritora.

v, o 2

DULEZITE! PouZivéte-li vlastni po&ita¢, musite se piihlasit do operaéniho
systému Windowse jako uZivatel s pravy administratora

q

Na plosSe dvakrat kliknéte na ikonu StepOne Software v2.0 - (nebo zvolte Start >
All Programs >Applied Biosystems > StepOne Software > StepOne Software
v2.0).

Pfi startu programu StepOne™:

* Program StepOnem™ navaZe komunikaci s pifistrojem.

* Operacni systém Windows XP automaticky detekuje ptipojeni k siti.

Poznamka: Zobrazovani zprdv o stavu sit¢ miZete vypnout. Viz “(Volitelné)
Vypnuti zobrazovani zprav o stavu sit€” na strané 37.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Propojeni soucasti systému

5. Objevi-li se tivodni okno programu StepOner™, porovnejte zobrazené ¢islo verze
programu s verzi dodanou s vasim pfistrojem.

Je-li ¢islo verze niZsi nez Cislo na obalu programu, zaviete program StepOne™ a
vlozte CD Applied Biosystems StepOnem™ Real-Time PCR System Software do
diskové jednotky pocitace, abyste aktualizovali verzi programu.

6. Jste-li vyzvani k aktualizaci firmwaru piistroje, kliknéte Upgrade Firmware Now
(Aktualizace firmwaru nyni).

7. Jakmile vas program StepOnem™ vyzve k Provedeni ovéfovaciho béhu s destickou
RNazaP, kliknéte Open Instrument Maintenance Manager (Oteviit spravce
udrZby pfistroje).

Vyckejte nez program StepOnem™ stdhne z piistroje udaje o stavu jeho udrZzby.
Probéhne-li vSe uspésné, program StepOner™ automaticky otevie privodce béhem
RN4ézy P v Instrument Maintenance Manager.

Zobrazi-li program StepOne™ zpravu “Instrument Connection Failed” (Propojeni
s pfistrojem se nezdatilo):

a. Ovéite, Ze pocitaC a piistroj jsou propojeny Zlutym kabelem podle popisu
v kroku 5 na stran¢ 29.

b. Vypnéte pfistroj, po 30 sec jej znovu zapnéte.

C. Zobrazi-li pfistroj hlavni obrazovku, kliknéte Retry (Zkusit znovu).

Pokud problém pietrvavé, kontaktujte spolecnost Applied Biosystems podle
popisu v ¢asti “Kde ziskat podporu™ na strané x.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Propojeni soucasti systému

(Volitelné) Vypnuti  Za normélniho nastaveni zobrazuje opera¢ni systém Windowse zpravy o stavu pfipojeni
zobrazovani k mistni siti. Zobrazovani téchto zprav miiZete vypnout zménou nastaveni vlastnosti sité
zprév o stavu podle postupu popsaného niZe.
sité

Zprava zobrazovana pokud sit'ova komunikace ...

zacina konci

!) i iocal Areafonnection
| % Leocai AreaTonnection
!
4

b

i

1
_

A network cable is unplugged.

H|+

15 5

Chcete-li vypnout zobrazovani zprav o stavu sitového pfipojeni:

1. Zvolte Start > Control Panel, poté dvakrat kliknéte na e Network Connections.

I . o o W . C Ly
2. Kliknéte pravym tla¢itkem mysi na =% Local Area Connection (Vlastnosti sité),
poté zvolte Properties (Vlastnosti).

3. Odznacte Show icon in notification area when connected (Zobrazovat informace
0 navazani pfipojeni).

4. Odznacte Notify me when this connection has limited or no connectivity
(Zobrazovat informace neni-li sitové pripojeni k dispozici).

5. Kliknéte OK.

6. Uzaviete okno Network Connections (Sit'ova pfipojeni).

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNazaP

Potiebné
pomucky

Kdy provadét
ovérovaci béh
s RNazou P

Ugel pokusu

38

Poté co komponenty systému komunikuji, ovéite fungovani systému pomoci
oveétovaci desticky TagMane RNdza P Fast.

* Ovétovaci desticka TagMan® RN4aza P Fast
* Rukavice bez pudru

* Ochranné bryle

* Centrifuga s adapterem na desticky

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje provést experiment s destiCkou RN4aza P:
* Po instalaci systému.
* Po pfemisténi piistroje na jiné misto.
* Pokud potiebujete ovérit funkCnost piistroje, v zavislosti na pozadavcich vasi
laboratofe a mistnich ptedpisi.

Pokus s destickou TagMane RNéza P Fast slouZi k ovéteni funkénosti piistroje.
V desticce RNaza P jsou rozplnény reagencie potiebné pro detekci a kvantifikaci
genomickych kopif lidského genu pro RNé4zu P (jednokopiovy gen kédujici RNazovou
jednotku enzymu RN4za P).
KaZzd4 jamka obsahuje:

* 1x TagMane Fast Universal PCR Master Mix, No AmpErasee UNG

* primery pro RNédzu P

* barvivem FAMm™ znacenou sondu

* templat — lidskou genomickou DNA o zndmé koncentraci
Obrazky nizZe znazornuji uspofadani standardii a skupin neznamych vzorkd na desticce
RN4éza P. Desticka RNaza P obsahuje pét skupin standardt (1250, 2500, 5000, 10000 a

20000 kopif), skupiny neznamych vzorkt (5000 a 10000 kopi{) a netemplatové kontroly
(NO).

1.2, .3 . 4.5 6.7 8,3 10 11,12
A
5000 kopii
/ R B Skupina neznamych vzork 1
C
5000 kopii = X 5000 kopii
kupil B - Skupil
e | ()] ()| ()] Clembed | Nc STD1250 | STD 2500
vzorka 1 12 vzorku 1
5 I | sTD 5000 STD 10000 | STD 20000
F . \
10000 kopii | x| | o 10000 kopii 10000 kopii
et 23 P @Y G Skupina neznamych vzorki 2
vzorka 2 = 7 o vzorku 2
H
\ J
TagMane 48-jamkova desticka TagMane 96-jamkova desticka
RNaza P pro systém StepOnem RNa&za P pro systém StepOnePlus™
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Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNazaP

Po skonéeni béhu program StepOner:

1. Vytvoii standardni kiivku na zdklad¢ priméru hodnot Cr (threshold cycle) pro
jednotlivé replikaty standardd.

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

ktivky.

3. Ovéif funkénost piistroje pomoci nasledujiciho vypoctu:

[ ( CopyUnk2) — 3( 6Copyunk2)] > [ ( CopyUnki ) + 3( 6CopyUnk 1) ]

kde:
CopyUnki
»  oCopyUnk1
CopyUnk2
cCopyUnk2

Ovéreni funkénosti

Prdmérny pocet kopii skupiny 1 (Obsahuje 5000 kopii)
Standardni odchylka skupiny1 (Obsahuje 5000 kopii)
Prdmérny pocet kopii skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)
Standardni odchylka skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)

Oveéteni funkEnosti pristroje je tspésSné, pokud ziskana data dokladaji, Ze pfistroj je

schopen rozlisit 5000 a 10000 genomovych ekvivalentti s 99.7% koeficientem

spolehlivosti.

Pfi analyze je z kazdé skupiny neznamych vzorkd (5000 a 10000 kopii) mozné
vyloucit urcity pocet odlehlych bodt. Pocet odlehlych bodd, které 1ze vyloucit, zavisi
na typu piistroje, ktery instalujete.

Maximalni pocet odlehlych bodu, které je
mozné vyloudit z...
Pristroj Skupi smvch Negativni Celkem
upina neznamyc Standard
vzorka (STD) y kontroly
(NC)
StepOnePlus™ 6 0 0 12
StepOnem™ 2 0 0 4
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Zadani experimentu

Ptipravte ovétrovaci desticku TagMane RNaza P Fast ke spusténi.

Pfiprava DULEZITE! NepouZivejte desticku RN4za P uréenou pro jiny pifstroj Applied
desti€ky Biosystems neZ pro piistroj StepOner. Desticky RN4za P pro jiné piistroje obsahuji
RNaza P barvivo TAMRA™, kterou nelze v systému StepOnem™ pouZit.

DULEZITE! P¥i manipulaci s ovéfovaci destickou RN4za P pouZivejte rukavice bez
pudru.

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

2. Vyjméte desticku RNéza P z obalu.

3. Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

4. Desticku kratce centrifugujte v centrifuze (< 1500 rpm).

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

5. Oveéite, Ze tekutina je v kazdé jamce desticky na dné. Pokud nenf, centrifugujte

desticku znovu pfi vyssich otackach a delsi dobu.

DULEZITE! Nedovolte, aby doglo k zne&isténi dna desticky RN4za P. Tekutiny a
dalsi kontaminace, které ptilnou ke dnu reakeni desticky, mohou kontaminovat blok
na vzorky a zpisobit prili§ vysoky signél pozadi.

Spravné Spatné
Tekutina na dné » Nedostate¢né otacky nebo
| jamky » Nedostate¢na doba centrifugace

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNazaP

Spusténi béhu
Poté co ptipravite desticku TagMane RN4za P Fast, vloZte ji do pfistroje a spust’te b&h.

Vlozeni {==SSLUMIIR Ry7]KO PORANENIL. P¥i provozu pistroje miiZe teplota bloku na
desti¢ky do vzorky prekro¢it 100 °C. Pokud byl pfistroj aktudlné pouzivan, vyckejte, nez dojde
pfistroje  k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

DULEZITE! Pfi manipulaci s desti¢kou RN4za P pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Oteviete nositka pfistroje.

A CAUTION

2. Umistéte desticku RNéza P do bloku na vzorky tak, Ze pozice Al je v levém zadnim
rohu bloku.

StepOnePlus™ StepOnem

| R e A R |
A cauTioN HOT

]
= — o/
R e ———

éCAUTION
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Kapitola 3 Instalace pfistroje s pocitacem
Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

Spusténi béhu 1. Pokud program StepOnem automaticky otevtel dialogové okno béhu RN4za P,
pokracujte krokem 2. Jinak postupujte ndsledovné:

a. Zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager (Spravce udrzby
pfistroje).

b. V okné Instrument Maintenance Manager zvolte RNase P.

c¢. Kliknéte Start RNase P Run (Spustit béh RNaza P).

2. Na obrazovce Setup v privodci experimentem s RNazou P zvolte The RNase P plate
is loaded into the instrument (Desticka je vloZena v ptistroji).

3. Kliknéte Next (Ddle).

4. Na obrazovce Run (B&h) v privodci experimentem kliknéte Start Run #.

Poznamka: Pted spusténim béhu miiZe nastat pauza az 15 min kvtli ohievu
vyhiivaného vika na poZadovanou teplotu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNdzaP

Analyza vysledkl béhu

Ovette vysledky experimentu.

Oveéreni Poznamka: Poté co program StepOner ukonéi béh RNéza P, automaticky analyzuje
vysledkld vysledky a zobrazi je v zdloZce Analysis (Analyza).
analyzy
1. Na obrazovce Analysis (Analyza) v privodci experimentem s RN4dzou P ovéite stav:
* Passed — Piistroj splnil kritéria béhu RNéza P. Pokracujte krokem 5 na strané 45.

* Failed — Pfistroj nesplnil kritéria béhu RN4za P. Pokracujte krokem 2 —
vyhledanim odlehlych bodi.

Pokud se béh nezdaii, je mozné, Ze soucasti analyzy jsou i odlehlé body, které
jsou pricinou nedspéchu. V dusledku experimentalni chyby mohou byt nékteré
jamky amplifikovany nedostate¢né nebo vibec. Takové jamky vétSinou vedou
k Ct hodnotam, které jsou vyrazné odlisné od priméru dané skupiny replikatu.
Pokud budou takovéto jamky (odlehlé body) zahrnuty do analyzy, mohou
chybné& ovlivnit jeji vysledky.

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

3. Ovéite uniformitu kazdé skupiny replikati porovnanim seskupeni hodnot Ct
(kontroly, standardy, nezndmé vzorky):
a. V zobrazeni desticky zvolte jamky obsahujici 10,000 kopii:
* StepOnem™— Jamky ze sloupct 1, 2, 6,7 a8 viadcich D,EaF
StepOnePlus™ — Jamky v fddcich F, Ga H

1.2 3 4 _ 5 _ 6 _7_86_9 10 11 _12
IA\
5000 kopii
/ ~ B Skupina neznamych vzorkt 1
grpas | 7oy | 2 | 25 | e, D NC STD 1250 STD 2500
neznamych z a =} neznamych
yzarko 1 D | AN eni] C|. 'STD 5000 STD 10000 STD 20000
: \
10000 kopii| & |8 10000 kopii G 10000 kopii
Skupina_))I{ 5 )|\ /| \a/ |\ _Skuping, Skupina neznamych vzorku 2
neznamych| » = neznamych
vzorku 2 s vzorkd 2 H
\ J
TagMane 48-jamkova desticka TagMane 96-jamkova desticka
RNaza P pro systém StepOnem RNaza P pro systém StepOnePlus™

b. V grafu ovéite, Ze hodnoty Ct skupiny replikétti jsou stejné.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 3 Instalace pfistroje s pocitacem
Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

c. Naleznete-li ve zvolené skupiné vzorkl odlehly bod, vyberte odpovidajici
jamku ve vyobrazeni desticky, poté kliknéte Omit (Vynechat), ¢imZ jamku
z analyzy vypustite.

Maximalni pocet odlehlych bodd, které je
mozné vyloucit z...
Pristroj . Celkem
ﬁg:r?:::ych Standardy Negativni
vzorkd (STD) kontroly (NC)
StepOnePlus™ 6 0 0 12
StepOnem 2 0 0 4

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

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

4. Kliknéte Reanalyze, ¢imzZ zopakujete analyzu vysledki bez odlehlych bodu.

Pokud po provedeni krokii 2 az 4 nesplni béh RNéza P poZzadovana kritéria (stav
“Failed”), zopakujte béh za pouZziti nové desticky RNdza P. Pokud problém pietrva,

kontaktujte spole¢nost Applied Biosystems podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc”
na strané X.

Odlehly @)
bod

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

5. Vyhodnotte parametry standardni kiivky:
a. Zvolte zalozku Standard Curve (Standardni kiivka).

b. Kliknéte do levého horniho rohu vyobrazeni desticky, ¢imz zvolite v§echny
jamky.

N

c. Ov¢éite, Ze parametr R2 je vyS§i nebo roven 0.990.

vV

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

6. Kliknéte Finish (Konec) a kliknéte Yes (Ano), jste-li vyzvani k uloZeni pokusu.

5a

5b

50 @
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Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

Vyjmuti /TN RIZIKO PORANENI. Pri provozu piistroje miiZe teplota bloku na
desticky vzorky piekrocit 100 °C. Pokud byl piistroj aktudlné pouZivan, vyckejte, nez dojde
k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

DULEZITE! P¥i manipulaci s desti¢kou RN4za P pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Oteviete nositka pfistroje.
2. Vyjméte desticku RNéza P z bloku na vzorky.

3. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

4. Desticku RNaza P vyhod'te.

DULEZITE! Pfistroj po ukonéeni béhu nevypinejte. Automaticky se pfepne do stavu
spanku neni-li pouZivan. Pfistroj vypinejte pokud jej nebudete pouZivat delsi dobu.
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Kapitola 3 Instalace pfistroje s pocitacem
Po instalaci

Po ovéfeni funkcnosti systému pomoci béhu RNaza P mlZete na pocita¢ instalovat
dalsi programy nebo ptipojit pocitac do sité.

Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pro lepsi zabezpeceni a fungovani pocitace
instalovat nésledujici programy:

* Antivirovy program

* Archivaéni nebo kompresni program

* Bezpecnostni programy (firewall a kédovaci néstroje)
* Programy pro optimalizaci vykonu pocitace

Poznamka: Vice informaci viz “Volba ochrannych zafizeni” na strané 7.

Chcete-li ovéfit, ze programy tretich stran neinterferuji s programem StepOne ™:
1. Instalujte tyto programy na pocita¢ s programem StepOnem.

2. Provedte n€kolik testovacich béhil za pouZiti desticek neobsahujicich reagencie.

Poznamka: Cilem testovacich béhtl je navodit situaci, kterd odpovidd normalnimu
provozu piistroje. Zadani testovacich béhti (rozvrzeni vzorkl v desticce a definice
parametrd béhu) musi byt proto co nejpodobné&jsi vasim skuteCnym experimentiim.

3. Oveite provedeni kazdého testovactho experimentu bez chybovych hlasek.

Provede-li systém testovaci behy tspésne, mizete provadét béZné experimenty.
Zaznamendte-1i béhem testovacich béhti chyby, instalované programy nemusi byt
kompatibilni s programem StepOner.

MozZnosti piistroje miZete rozsitit, ptipojite-li k nému ptipojeny pocitac do site. Je-li
pristroj takto pfipojen do sité, je mozné z pocitacl v siti, na nichz je instalovan program
StepOner:

* Monitorovat stav aktudlniho béhu
* Posilat a stahovat experimenty do a z piistroje

DULEZITE! Po¢itage pFipojené k piistroji pies sit’ nelze pouZit k ovladani piistroje.

Chcete-li ptipojit piistroj do sité, naleznete informace v Kapitole 5 “Pfipojeni systému do

sité”’ na strané 73.
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Kapitola 4

Instalace pfristroje bez
pfipojeni k pocitacdi

V této kapitole naleznete:

m O instalaci pfistroje bez pfipojeni K poCitaci........cccevvueeeviiiniieriieiiieeieesiee e 50
B Nastaveni POCTLACE. .....ueeeruiieriieeiie ettt ettt et ettt e st e et eesateeebeesbeeenes 51
INStalace POCTLACE ...couveerurieiiiieiee ettt e 52
Instalace programu StepONE™ ... ......ccciiiiiiiiiiiiiieee e 54
Piiprava programu StepOne™ K pouZiti.........cccceeviieieerieinieiniienieenieeneeseeneee 58
m Provedeni ovétovaciho béhu s destickou RNAzaP .........ccccccceevieniiniiniinninnnens 60
ZadANT EXPETIMENTU......eeiuvieeiieeiiieeeiie et eeeiteeeteesbeeebeeesiteesbeesbteesabeesateessenseens 62
SPUSLENT EXPETIMEINLU .....eeeniiieiiieeiieeiie ettt et e eiteesiteesteesbeeesbteesabeesabeesaneess 63
m Analyza ovéfovaciho béhu s destiCkou RNAza P .........c.coovviiiiiiiiiiiiiiiiicce, 65
VYJMUL AESTCKY ..eeeiiiiiiieiiie et 65
KOPIroVANT @XPETIMENTU. ...c..veiiiiieriiieeiieeiiee et et stee et e eiteesbeesbeesbeeesaaeeeenne 66
ANAlYZA EXPETIMENTU. ......eiiriiieeiieeiieeeteeeeieeette ettt esbeesbeeebeeesabeesbeesbeesnsebeesnns 68
B PO INSTALACT .o e 71

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této ptirucce naleznete v online
nidpoveédeé programu StepOnem™ Real-Time PCR System Software, do které se dostanete
stiskem kldvesy F1 nebo ikony @ nebo volbou Help > StepOne Software Help
(Ndpovéda > Napovéda programu StepOne).
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O instalaci pristroje bez pripojeni k pocitaci

O instalaci pristroje bez pfipojeni k pocitaci

V této kapitole je vysvétleno jak instalovat Real-Time PCR systém Applied Biosystems
StepOne™ nebo StepOnePlus™ bez pfipojeni k pocitaci.

Kdy instalovat Pristroj a po&ita¢ s programem StepOnem™ nejsou propojeny. Misto toho se pro pienos
pristroj bez  dat mezi po&itadem a piistrojem pouzivd USB disk ( * ). Tuto instalaci provedte,
pfipojeni  bude-li podita¢ umistén jinde neZ piistroj. Uplny popis naleznete v &dsti “Instalace
k poditaCi  bez pocitace* na strané 10.

Poznamka: Pokud chcete k pfistroji pfipojit pocitac, instalujte piistroj s pocitacem
podle popisu v Kapitole 3 “Instalace pfistroje s pocitacem.”

Instalace Kapitola 2, Zprovoznéni pfistroje
bez pocitace -
postup Nastaveni pocitace

1. Vybalte pocitac.
2. Instalujte program StepOne™.

Poznamka: Krok 2 provedte pouze pokud vas
pocita¢ neni od spole¢nosti Applied Biosystems.

Provedeni ovéfovaciho béhu s destickou RNazaP
1. Zadejte experiment.
2. Spustte béh.

Analyza ovéfovaciho béhu s destickou RNazaP
1. Kopirujte pokus.
2. Analyzujte vysledky.

Kapitola 5, Pripojeni
systému do sité
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Nastaveni pocitace

Poté co instalujete piistroj, vybalte pocita¢ a umistéte jej na uréené misto.

DULEZITE! Pokud jste objednali poéita¢ od spole¢nosti Applied Biosystems, musite jej
pouze vybalit podle popisu na stran€ 52. Pocitace doddvané spole¢nosti Applied
Biosystems jsou pfipraveny k pouZiti a jiZ v nich je instalovan program

StepOner.

Potfebné ¢ CD, Applied Biosystems StepOnen Real-Time PCR System Software
pomucky .+ Pogitad

DULEZITE! Pokud jste si neobjednali poéita¢ od spole¢nosti Applied Biosystems,
pouZijte pocitac, ktery spliluje poZadavky uvedené v ¢asti “Minimalni poZadavky na
pocitac” na strané 6.

+ Srouboviky
* (volitelné) Elektrickd ochrannd zatizeni pro pfipojeni pocitace
Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pouziti jednoho nebo vice elektrickych

ochrannych zafizeni, abyste zabranili ztraté dat a ochranili pocita¢ pred Skodami
vzniklymi v diisledku problému v elektrické siti:

» Regulétor napéti

» Zalozni zdroj

* Svodi¢ piepéti

» Zafizeni pro zalohovani dat

Vice informaci naleznete v ¢asti “Volba ochrannych zafizeni” na strané¢ 7.
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pocitaci

Nastaveni pocitace

Instalace pocitace

Ovéreni
vhodnosti
umisténi

52

Po instalaci pfistroje vybalte pocita¢ a umistéte jej na vhodné misto.

Ovéite, Ze vami zvolené misto spliiuje poZadavky pro instalaci pocitace. Naleznete je
v dokumentaci k po¢itaci.

N\
/a\

bolestiva a nékdy trvald poranéni zad. Pii zvedani nebo pfemistovani pocitace
pouzivejte spravnou techniku.. Nepokousejte se zvedat nebo pfemist’ovat pocita¢ nebo
monitor bez asistence dal$ich osob. V zdvislosti na hmotnosti pocitate nebo monitoru se
miiZe jednat o dvé i vice osob.

1. Doporuceni pro zveddni a pfemistovani pocitace:

» Ujistéte se, Ze pocitac pti zveddni pevné drZite.

» Ujistéte se, Ze dradha mezi mistem, kde pocitac je, a kam jej chcete premistit, je
prosté prekazek.

* Nezvedejte se a neotdcejte se najednou.

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

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

* Nevyjimejte pocita¢/monitor z krabice, namisto toho poloZte krabici na bok a
pridrZte ji, zatimco né€kdo jiny necha jeji obsah opatrné vyklouznout ven.

2. Propojent:

Propojte Nepropojujte

Zdroj Mys Klavesnice Monitor Sit

© ®0e0ven &

3. Pokud jste si objednali laptop od spole¢nosti Applied Biosystems, instalujte sitovou
PCMCIA kartu podle popisu v jeji dokumentaci.

Po instalaci PCMCIA karty vyckejte n€kolik minut, aby pocita¢ mohl toto zafizeni
aktivovat. Pocita¢ miize vyZadovat nékolik minut pro registraci sitové karty
v operacnim systému neZ je moZné ji pouZzit.
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Nastaveni pocitace

4. Pokud jste si objednali poéita¢ typu desktop od spole¢nosti Applied Biosystems,
nastavte odpovidajici napéti podle popisu v dokumentaci pocitace.

5. (volitelné) Instalujte k pocitaci elektrickd ochranna zatizeni.

Poznamka: Vice informaci viz “Volba ochrannych zafizeni” na strané 7.

Zapnuti 1. Zapnéte pocita¢ a monitor.

pocitace = y )
2. Piihlaste se do opera¢niho systému:

v, o 2

» Pouzivate-li vlastni pocitac, prihlaste se do operac¢niho systému jako uZivatel
s administratorskymi pravy.

e Pouzivate-li pocitac od spolecnosti Applied Biosystems, zadejte Administra-
tor do pole User (UZivatel) a kliknéte Login. Pole pro heslo ponechte prazdné.

v,

DULEZITE! PouZivite-li vlastni poéita¢, musite se pfihldsit do operaéniho
systému Windowse jako uZivatel s pradvy administratora.

3. V okné Getting Started with Windowse XP (Za¢iname s Windowse XP), odznacte
Show this screen at startup (Ukazat tuto obrazovku pii spusténi) a kliknéte Exit.

4. Nasledujici krok:
* PouZivéte-li vlastni pocitac, pokracujte ¢asti “Instalace programu StepOne™”
na strané 54.
* Pouzivéte-li pocitac od spolecnosti Applied Biosystems, pokracujte ¢asti “Po
instalaci” na strané 71.
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Nastaveni pocitace

Instalace programu StepOne™

Po zprovoznéni pocitace upravte vlastnosti zobrazeni, zadejte ndzev pocitace a nastavte
datum a ¢as, poté instalujte program StepOne™.

NPl

DULEZITE! PouZivite-li po¢ita¢ od spole¢nosti Applied Biosystems, pieskodte &ast
“Instalace programu StepOne™” a pokracujte ¢asti “Po instalaci” na stran€ 71. Pocitace
doddvané spole€nosti Applied Biosystems maji program StepOne™ jiZ instalovan a jsou
pfipraveny k pouZziti.

P‘ﬁprava 1. Zméite nastaven{ spofice obrazovky a moznosti napajent:
operacniho

, a. Kliknéte pravym tlac¢itkem mySi na plochu, zvolte Properties (Vlastnosti).
systému pravy y P p ( )

b. V dialogovém okné Display Properties zvolte zdloZzku Screen Saver (Spofic¢
obrazovky).

c. V rozbalovaci listé€ v ¢asti Screen saver zvolte None (Zédny).
d. Kliknéte Power (Napdjeni).

e. V dialogovém okné Power Options Properties (MoZnosti napéjeni) zvolte
v rozbalovaci nabidce moznost Home\Office Desk.

f. Nastavte moZnosti napdjeni pro variantu Plugged in (Pfipojeno do sitg):
¢ Monitor — Zvolte After 20 mins (Po 20 minutach).
* Hard Disks (Pevné disky) — Zvolte Never (Nikdy).
* System standby (Pohotovostni rezim) — Zvolte Never (Nikdy).

g. Kliknéte OK ¢imZ nastaveni uloZite.

1b
e
1ic ——
1f
1d
19
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pFipojeni k pocitaci
Nastaveni pocitace

2. Zméite nastaveni obrazovky:

a.

V dialogovém okné Display Properties (MoZnosti zobrazeni) zvolte zalozku
Settings (Nastaveni).

Posuiite posuvnik na volbu 1280 by 1024 pixels.
V casti Colors (Barvy) zvolte v rozbalovaci nabidce Highest (32 bit).

Kliknéte dvakrat OK a poté Yes (Ano), ¢imZ nastaveni potvrdite.

2a

2b
2c

2d

3. Nastavte datum a ¢as:

a.

e.

Kliknéte pravym tlacitkem mysi na pole ¢as v dolni list¢, zvolte Adjust
Date/Time (Nastavit Datum/Cas).

V zalozce Date & Time nastavte datum a Cas.
Zvolte zalozku Time Zone (Casové pésmo).

Z rozbalovaci nabidky zvolte ¢asové pasmo, poté zvolte Automatically adjust
clock for daylight saving changes (Automatické nastaveni letniho Casu).

Kliknéte OK.

Poznamka: Pocitace v siti synchronizuji nastaveni data/Casu podle serveru.

3b__

3c

3d

3e
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4. Zméite ndzev pocitace:

® |
a. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na ikonu My Computer (M) pocitac),
zvolte Properties (Vlastnosti).

b. V dialogovém okné System Properties (Vlastnosti systému) zvolte zalozku
Computer Name (Nazev pocitace).

c. Kliknéte Change (Zmenit).

d. V poli Computer Name (Nazev pocitace) zadejte ndzev pocitace.

/2
AR CAUTION Nedavejte pocitaci stejny nazev jako piistroji. Identicky

nazev by mohl zpisobit konflikt ndzvi v siti.

e. Chcete-li pfipojit pocitac do sité, nastavte Domain (Doménu) a Workgroup
(Pracovni skupinu).

f. Kliknéte dvakrat OK.
g. V dialogovém okn¢ Network Identification kliknéte OK.
Poznamka: Nazev pocitace slouZi k jeho identifikaci v siti a mus{ byt jiny neZ ndzev

pristroje. Po instalaci systému muZete ndzev pocitace zmenit, aniZ to ovlivni
fungovani programu StepOner

4b
—— 4d
— 4e
4c
\— 4f
49 ‘

5. V dialogovém okné¢ Systems Settings Change (Zména systémovych nastaveni)
kliknéte Yes (Ano), ¢imzZ restartujete pocitac.

6. Prihlaste se do opera¢niho systému jako uZivatel s pravy administritora.
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Instalace DULEZITE! Chcete-li instalovat program StepOne™, musite byt pfihlaSeni jako
softwaru  administrétor operaéniho systému Windowse.

Poznamka: Pokud v prubéhu instalace programu StepOne™ dojde k chybam,

odinstalujte program podle postupu v €asti “Odstranéni programu StepOne™” na strané
128.

1. Vlozte CD Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Software do
mechaniky pocitace a vyckejte na zaCatek instalace.

® |
Pokud se instalace nespusti automaticky, dvakrat kliknéte na ikonu My
Computer), otveite CD a dvakrat kliknéte na Setup.exe.
2. Na prvni strance privodce instalaci kliknéte Next (Dalsi).

3. Na strance License Agreement (Licen¢ni ujednani) kliknéte Yes (Ano).

4. Na strance Choose Destination Location (Volba umisténi) kliknéte Next, ¢imZ
potvrdite pfedvoleny adresat.

Poznamka: Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje instalovat program
StepOnem™ na disk D, mtiZete jej vSak instalovat kamkoliv.

5. Na strance Default Instrument Type (Pfednastaveny typ pfistroje) zvolte typ piistroje,

ktery instalujete (StepOnePlus™ Instrument nebo StepOne™ Instrument) a poté
kliknéte Next (Dalsi).

6. Na strance Start Copying Files (Spusténi kopirovani soubori) potvrd’te, Ze cilovy
adresaf v poli Current Settings odpovida vasi volbé, poté kliknéte Next (Déle),
¢imz spustite instalaci programu StepOne™.

7. Po skoncenf instalace programu StepOnem kliknéte Finish (Konec).
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Pfiprava programu StepOnem™

Po instalaci programu StepOne™ jej nastavte takovym zptsobem, aby se pii spusténi
nesnazil navazat pfipojeni s pfistrojem nebo ovéfit stav béhu RNazy P.

Spusténi 5 o . g
programu 1. Na plose dvakrat kliknéte na ikonu StepOne Software v2.0 - nebo zvolte
Start > All Programs > Applied Biosystems > StepOne Software >

StepOne Software v2.0.

2. Objevi-li se uvodni okno programu StepOnem™, porovnejte zobrazené Cislo verze
programu s verzi dodanou s vasim pfistrojem.

Je-li ¢islo verze niZsi nez Cislo na obalu programu, zaviete program StepOnem™ a
vlozte CD Applied Biosystems StepOnem™ Real-Time PCR System Software do
diskové jednotky pocitace, abyste aktualizovali verzi programu.

3. Zobrazi-li program StepOnem™ zpravu “Instrument Connection Failed” (Propojeni
s piistrojem se nezdafilo), kliknéte Continue without connection (Pokracovat bez
pfipojeni).
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—

Pfedvolby
programu

. Na hlavni obrazovce zvolte Tools > Preferences (Nastroje > Ptedvolby).
. 'V dialogovém okné¢ Preferences zvolte zalozku Startup (Spusténi).

3. Odznacte moznost Connect to default instrument (Pfipojovat se ke zvolenému
piistroji).

4. Kliknéte OK.

e
i\ —
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Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNazaP

Po instalaci pfistroje ovéite funkénost systému pomoci ovérovaci desticky TagMane
RNéza P Fast.

Potfebné e Ové&fovaci destitka TagMane RNéza P Fast
pomucky » Rukavice bez pudru

* Ochranné bryle

* Centrifuga s adapterem na desticky

Kdy provadét Spolecnost Applied Biosystems doporucuje provést experiment s destiCkou RNéza P:

ovérovaci béh .« po instalaci systému.

s RNazou P » Po pfemisténi pfistroje na jiné misto.

* Pokud potiebujete ovétit funkEnost piistroje, v zavislosti na pozadavcich vasi
laboratofe a mistnich ptedpisi.

Ugel pokusu Pokus s desti¢kou TagMane RNdza P Fast slouZi k ovéfeni funkcnosti piistroje.
V desti¢ce RN4aza P jsou rozplnény reagencie potiebné pro detekci a kvantifikaci
genomickych kopif lidského genu pro RNazu P (jednokopiovy gen kédujici RNazovou
jednotku enzymu RN4éza P).
Kazda jamka obsahuje:
* 1x TagMane Fast Universal PCR Master Mix, No AmpErasee UNG
* primery pro RNazu P
* barvivem FAMm™ znacenou sondu
* templat — lidskou genomickou DNA o zndmé koncentraci
Obrazky niZe znazornuji usporadani standardii a skupin neznamych vzorkd na desticce

RNa4za P. Desticka RNaza P obsahuje pét skupin standardt (1250, 2500, 5000, 10000 a
20000 kopif), skupiny neznamych vzorkt (5000 a 10000 kopi{) a netemplatové kontroly

(NO).
1,.2,.3 4. 5.6, 7..8,.53, 10,1112
A
5000 kopii
/ B B Skupina neznamych vzorku 1
C
5000 kopii = X 5000 kopii
Skupit o = Skupit
nezr?é'r‘:ych 2 g a n:z:a’?:y'ch D NC STD 1250 STD 2500
vzorku 1 7] L] vzorku 1
£l STD 5000 STD 10000 STD 20000
F . \
10000 kopii | x| | o 10000 kopii 10000 kopii
roin A N g S| G Skupina neznamych vzork 2
vzorki 2 E & o vzorku 2
H
\ J
TagMane 48-jamkova desticka TagMane 96-jamkova desticka
RNaza P pro systém StepOnem™ RNaza P pro systém StepOnePlus™
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pocitaci

Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNdzaP

Po skonéeni béhu program StepOner:

1. Vytvoii standardni kiivku na zdklad¢ priméru hodnot Cr (threshold cycle) pro
jednotlivé replikaty standardd.

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

ktivky.

3. Ovéif funkénost piistroje pomoci nasledujiciho vypoctu:

[ ( CopyUnk2) — 3( 6Copyunk2)] > [ ( CopyUnki ) + 3( 6CopyUnk 1) ]

kde:
CopyUnki
»  oCopyUnk1
CopyUnk2
cCopyUnk2

Ovéreni funkénosti

Prdmérny pocet kopii skupiny 1 (Obsahuje 5000 kopii)
Standardni odchylka skupiny1 (Obsahuje 5000 kopii)
Prdmérny pocet kopii skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)
Standardni odchylka skupiny 2 (Obsahuje 10000 kopii)

Oveéteni funkEnosti pristroje je tspésSné, pokud ziskana data dokladaji, Ze pfistroj je

schopen rozlisit 5000 a 10000 genomovych ekvivalentti s 99.7% koeficientem

spolehlivosti.

Pfi analyze je z kazdé skupiny neznamych vzorkd (5000 a 10000 kopii) mozné
vyloucit urcity pocet odlehlych bodt. Pocet odlehlych bodd, které 1ze vyloucit, zavisi
na typu piistroje, ktery instalujete.

Maximalni pocet odlehlych bodu, které je
mozné vyloucit z...
Pristroj Skupi .mveh Negativni Celkem
upina neznamyc Standard
vzorka (STD) y kontroly
(NC)

StepOnePlus™ 6 0 0 12

StepOnem™ 2 0 0 4
Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pogcitaci
Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

Zadani experimentu

Ptipravte ovétovaci desticku TagMane RN4za P Fast ke spusténi.

Pfiprava DULEZITE! NepouZivejte desticku RN4za P uréenou pro jiny pifstroj Applied
desti€ky Biosystems neZ pro piistroj StepOner. Desticky RN4za P pro jiné piistroje obsahuji
RNaza P barvivo TAMRA™, kterou nelze v systému StepOnem™ pouZit.

DULEZITE! Pfi manipulaci s ovéfovaci destickou RN4za P pouZivejte rukavice bez
pudru.

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

2. Vyjméte desticku RNéza P z obalu.

3. Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

4. Desticku kratce centrifugujte v centrifuze (< 1500 rpm).

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

5. Oveite, Ze tekutina je v kazdé jamce desticky na dné. Pokud nent, centrifugujte
desticku znovu pfi vyssich otackach a delsi dobu.

DULEZITE! Nedovolte, aby doslo k zne¢isténi dna desticky RN4za P. Tekutiny a
dalsi kontaminace, které pfilnou ke dnu reakéni desticky, mohou kontaminovat blok
na vzorky a zpisobit prili§ vysoky signél pozadi.

Spravné Spatné
Tekutina na dné » Nedostate¢né otacky nebo
! jamky » Nedostate¢na doba centrifugace
\
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfFipojeni k pocitaci n
Provedeni ovérovaciho béhu s destickou RNazaP

Spusténi experimentu
Poté co pfipravite desticku TagMane RNdaza P Fast, vloZte ji do pfistroje a spustte béh

/{1 — o
VloZzeni &= =il RIZIKO PORANENI. Pii provozu piistroje miZe teplota bloku na
vzorky pirekrocit 100 °C. Pokud byl pfistroj aktualné€ pouZivan, vyckejte, nez dojde

destic¢ky do
pfistroje  k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

DULEZITE! Pfi manipulaci s desti¢kou RN4za P pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Oteviete nositka pfistroje.

& CAUTION

Umistéte desticku RNé4za P do bloku na vzorky tak, Ze pozice Al je v levém zadnim

rohu bloku.

StepOnePlus™ StepOnem™

é CAUTION

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pogcitaci
Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou RNazaP

Spusténi béhu 1. Dotknéte se dotykového displeje pistroje StepOner , aby se piistroj uvedl do chodu,

poté se dotknéte 4

2. V hlavni nabidce se dotknéte Tools Menu (Nastroje), poté se dotknéte RNase P
Wizard (RNazaP - Privodce).

3. V uvitaci obrazovce se dotknéte Continue (Pokracovat), poté se dotknéte Ctytikrat
=P  &imZ projdete obrazovky s instrukcemi.

4. Na obrazovce Start Run (Spustit béh) se dotknéte Start, tim spustite b&h.

Poznamka: Pted spusténim béhu mliZe nastat pauza aZ 15 min kvtli ohfevu
vyhtivaného vika na poZadovanou teplotu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfFipojeni k pocitaci
Analyza vysledkil béhu RNaza P

Analyza vysledku béhu RNaza P

Mate-li zprovoznény pocitac a provedli jste ovétovaci béh s RNdzou P, analyzujte jeho
vysledky.

Potfebné ¢ Rukavice bez pudru
pomucky  Ochranné bryle

» USB disk (z instala¢ni soupravy)

Vyjmuti desticky

Vyjméte destiCku RNdza P z pfistroje StepOner.

/ﬁ}= W 2
Vyjmuti /22 NI RIZIKO PORANENIL. Pii provozu pfistroje miZe teplota bloku na
destiCky vzorky prekrocit 100 °C. Pokud byl pfistroj aktudln¢ pouzivan, vyckejte, nez dojde
k ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

DULEZITE! P¥i manipulaci s desti¢kou RN4za P pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Oteviete nositka pfistroje.
2. Vyjméte desticku RNéza P z bloku na vzorky.

3. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

4. Desticku RNaza P vyhodte.

DULEZITE! Pfistroj po ukonéeni béhu nevypinejte. Automaticky se piepne do stavu
spanku neni-li pouZivén. Pfistroj vypinejte pokud jej nebudete pouZivat delsi dobu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pogcitaci
Analyza vysledkil béhu RNaza P

Kopirovani pokusu

Poté co vyjmete desticku z pfistroje, kopirujte experiment do pocitace pro jeho naslednou
analyzu.

Prenos datna 1. Piipojte USB disk do USB portu piistroje.
USB disk

2. V pritvodci béhem RN4zy P se dotknéte = &,

Pokud pfistroj StepOne™ nedetekuje USB disk, dotknéte se OK, vyckejte 30 sec,
poté se znovu dotknéte Collect Results (Stahnout vysledky).

3. Oznami-li p¥istroj tspény prenos dat, dotknéte se OK, poté se dotknéte =,

4. Odeberte USB disk z piistroje.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfFipojeni k pocitaci
Analyza vysledkil béhu RNaza P

—_

Prenos vysledkl
do pocitace

. Pripojte USB disk do USB portu pocitace.

.V programu StepOnem zvolte Instrument > Instrument Maintenance
Manager (Pfistroj > Spravce udrzby pfistroje).

3. V okné¢ Instrument Maintenance Manager kliknéte RNase P.

4. Zvolte béh RNazy P:
a. V obrazovce RNdzy P kliknéte Browse (Vyhledat).

O

.V dialogovém okné Open (Oteviit) vyhledejte USB disk.
c. V poli nizev zvolte pokus.

d. Kliknéte Open (Oteviit).

Program StepOnem™ provede automaticky analyzu béhu a zobrazi vysledky.

4a

4b

4c
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pocitaci
Analyza vysledkil béhu RNaza P

Analyza experimentu

Ovétte vysledky experimentu.

Ovéreni 1. Na obrazovce Analysis (Analyza) v privodci experimentem s RNazou P ovéite stav:
vysIeIC!ku « Passed — Piistroj splnil kritéria bshu RNéza P. Pokra¢ujte krokem 5 na strané 70.
analyzy

» Failed — Piistroj nesplnil kritéria béhu RNaza P. Pokracujte krokem 2 —
vyhledanim odlehlych bodu.

Pokud se béh nezdafi, je mozné, Ze soucasti analyzy jsou i odlehlé body, které
jsou pfic¢inou nedspéchu. V dusledku experimentalni chyby mohou byt nékteré
jamky amplifikovany nedostate¢né nebo vibec. Takové jamky vétSinou vedou
k Ct hodnotdm, které jsou vyrazné odlisné od priméru dané skupiny replikatd.
Pokud budou takovéto jamky (odlehlé body) zahrnuty do analyzy, mohou
chybn¢ ovlivnit jeji vysledky.

2. V amplifikaénim grafu zvolte Ct vs. Well (Zavislost Ct na pozici jamky).

3. Ove¢ite uniformitu kazdé skupiny replikatd porovnanim seskupeni hodnot Ct
(kontroly, standardy, nezndmé vzorky):
a. V zobrazeni desticky zvolte jamky obsahujici 10,000 kopif:
¢ StepOne™ — Jamky ze sloupcti 1,2, 6,7 a8 viadcich D,E aF
* StepOnePlus™ — Jamky v fddcich F, Ga H

1.2 3.4 5,6, 7.8 9 40_11,.12

10000 kopii
Skupina
neznamych

STD 5K

STD 20K

Skupina
neznamych

Skupina neznamych vzorki 2

A
5000 kopii
/ B Skupina-neznamych-vzorku 1
C
P00 kop NP NP D NC STD 1250 STD 2500
neszzlz:rlln’i g g ; neszlt\uéi:;n?:h
ookt 161 "Comai £l STD 5000 STD 10000 STD 20000
F
10000 kopii G 10000 kopii
H

vzorki 2

STD 1.25K

vzorkd 2

TagMane 96-jamkova desticka
RNaza P pro systém StepOnePlus™

TagMane 48-jamkova desti¢ka
RNaza P pro systém StepOnem™

b. V grafu ovéite, Ze hodnoty Ct skupiny replikati jsou stejné.

Poznamka: Cisla na ose X odpovidajf jednotlivym jamkdm. Po&inaje jamkou
Al jsou jamky Cislovdny zleva doprava a shora dold.
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfFipojeni k pocitaci n
Analyza vysledkt béhu RNaza P

c. Naleznete-li ve zvolené skupiné vzorkt odlehly bod, vyberte odpovidajici
jamku ve vyobrazeni desticky, poté kliknéte Omit (Vynechat), ¢imZ jamku
z analyzy vypustite.

Maximalni pocet odlehlych bodd, které je
mozné vyloucit z...
Pristroj ) Celkem
ﬁlé:r?::\'lch Standardy =~ Negativni
vzork (STD) kontroly (NC)
StepOnePlus™ 6 0 0 i
StepOnem 2 0 o "

DULEZITE! Detekujete-li piili§ mnoho odlehlych bodi, objednejte novou
desticku RNaza P a zopakujte pokus

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

Kliknéte Reanalyze, ¢imZ zopakujete analyzu vysledkl bez odlehlych bodu.

Pokud po provedeni krokti 2 az 4 nesplni beh RNéaza P poZzadovan4 kritéria (stav
“Failed”), zopakujte béh za pouziti nové desticky RNdza P. Pokud problém pietrva,
kontaktujte spolecnost Applied Biosystems podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc™
na strané X.

Calibrate RNaseP

H\ StartRNasePRun | OR  Open Existing RNase P Run | senDesktopliDev DatalRNaseP Example.eds | | Browse | | open H

RNaseP Data - RNaseP datafor C:\Documents and SettingsiidevuseriDesktop\RNaseP Example.eds

1 .
Status Pas‘sed I Dmﬂ | Analyze | | Save Status |
—
A * /ﬁ‘*
- - 2 i=3 — 4 )
Amplification Plot| Standard Curve M N
(m : SelectWells With: - Select Item - v|| —‘
Plot Type: [cr v well 9] Graph Type: Color Plot By: [well v |
o | j | | | ‘ | | Show in Wells ¥ | [ view Legend ‘ | BI i) |
P P a M E =
Ll = = 2 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12|
Amplification Plot N ;aj/n. R Mz [Me @e @e @z @e 0e 0e 0= @0
= T ATA3E3 476. 457. 4.76. 48E3 501. 487. 506. 505. 476. 479. 481.
A -zt ecbensb bbb ) [ [ | | e | o | o | ol | e | o | o | oot | euie
| 7~ N |
RNaseP 375?(\3b/ Me Me Me Mz @e Me e Me @e Me e M-
Odlehly — ol o B[4 9. oo > Wh| ) 5. . s 4B s .
I e i >
bod ] M- Me Me @c @ @ @e e @ @ @ @e
| C|d72. 466. 483, 465. 457, 485. 473. 503. 483. 497. 506. 468.
225-3
Sl B B Br Br Br
175-3 | 1.25.] 2.5E3 2.5E3 | 2.5E3| 2.5E3
:zz r Ber Br Br Br
| 1E4 | 2E4 ' 2E4 2E4 |2E4
D reteeemdemmndeoceniobocenhssintoneeduntadbinedivnicbucsstoncodrocadiocidommsbninboneatenncdenel. (| R S TR | SRR [ AR | ai | sl | AR | iR | et [ ot | s |«

751

o] x4 T me e

| 935, 952 944 9563 08E3] 970 937, 056/ [ p) 993/ 102 102

Vel it 933 945 | 929, 987 963 | 963, 951 Jo; 30;'.3[!.5;.5%]0;

Options r [@e @e @r [

Target FAM[rhveshold: [7] Ao [0 | ] Auto Baselne 972,/ 999.. 929 934, 943, 1.03.] 873 1.04. 1.04.] 991.] 1.02.] 978..

hom| L JThiesnclls S Bl Bageine Shat MEnd wells: [f] 72 Unknown [5] 20 Standard [1] 4 Negative Control 0 Empty

& Home | Instrument Maintenance x
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pogcitaci
Analyza vysledkil béhu RNaza P

5. Vyhodnotte parametry standardni kiivky:
a. Zvolte zalozku Standard Curve (Standardni kiivka).

b. Kliknéte do levého horniho rohu vyobrazeni desticky, ¢imz zvolite v§echny
jamky.

N

c. Ov¢éite, Ze parametr R2 je vyS§i nebo roven 0.990.

v

Je-li hodnota parametru R2 niZ§i nez 0.990, opakujte pokus s RN4zou P za pouZziti
jiné desticky RNaza P. Pokud problém pretrvd, kontaktujte spole€nost Applied
Biosystems podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc™ na strané x.

5a

5b

. e

6. Kliknéte Save Status (Ulozit stav), poté kliknéte Yes (Ano) jste-li vyzvani.

7. Dotknéte se dotykového displeje pristroje StepOnem™ aby se piistroj uvedl do chodu a
poté se dotknéte Pass (Splnéno) v privodci RNéza P.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Kapitola 4 Instalace pfistroje bez pfipojeni k pocitaci
Po instalaci

Po instalaci

Po ovéfeni funkénosti systému pomoci béhu RNaza P miiZzete na pocitac instalovat dalsi
programy nebo ptipojit pocita¢ do sité.

Instalace dalSich  Spole¢nost Applied Biosystems doporuéuje pro lepsi zabezpeceni a fungovani pocitate
programud instalovat nésledujici programy:

* Antivirovy program

* Archivaéni nebo kompresni program

* Bezpecnostni programy (firewall a kédovaci néstroje)
* Programy pro optimalizaci vykonu pocitace

99

Poznamka: Vice informaci viz “Volba ochrannych zafizeni” na strané 7.

Chcete-li ovéfit, ze programy tretich stran neinterferuji s programem StepOne ™:

1. Instalujte tyto programy na pocita¢ s programem StepOner,

2. Proved'te nékolik testovacich béhil za pouZiti desticek neobsahujicich reagencie.

Poznamka: Cilem testovacich béhtl je navodit situaci, kterd odpovidd normalnimu
provozu pfistroje. Zadani testovacich behti (rozvrZeni vzorki v desticce a definice
parametrd béhu) musi byt proto co nejpodobné&jsi vasim skuteCnym experimenttim.

3. Oveéite provedeni kazdého testovactho experimentu bez chybovych hlasek.

Provede-li systém testovaci behy tspésne€, muZete provadét béZné experimenty.
Zaznamendte-li béhem testovacich béht chyby, instalované programy nemusi byt
kompatibilni s programem StepOner.

PFipojeni Moznosti piistroje miiZete rozsifit, pfipojite-li jej do sité, pak je mozné z poéitaca v siti ,
systému do na nichz je instalovdn program StepOner:
site * Monitorovat stav aktudlniho b&éhu

* Posilat a stahovat experimenty do a z pfistroje namisto pouZivani USB disku

Chcete-li ptipojit piistroj do sité, naleznete informace v Kapitole 5 “Pfipojent systému do

sité”” na strané 73.
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Po instalaci
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Kapitola 5

Pripojeni systemu do sité

V této kapitole naleznete:

B OPTEhIEd. ..o e 74
m Piipojeni pristroje do STtE ......c.everiiiiiiiiiieeie ettt 78
m Nastaveni pocitace pro vzdalené monitorovaAni...........ccceeeveeriiiieniienieeenieenieenns 80
B MONItOTOVANT PIISTIOJC...eeuerieeiieeiieeite et ettt ettt et st e sate e beesbee e 82

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

DULEZITE! V této kapitole nenaleznete dostate¢né informace o integraci Real-Time
PCR systémt Applied Biosystems StepOne™ nebo StepOnePlus™ do siti o rizné
architektufe. JelikoZ soucasti vasi pocitacové sit¢ mize byt firewall nebo rizné domény,
doporucuje spolecnost Applied Biosystems, abyste pfipojeni Real-Time PCR systémt
Applied Biosystems StepOne™ nebo StepOnePlus™ do sité konzultovali se spradvcem
vasi sité.
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Kapitola 5 Pfipojeni systému do sité

Prehled

Prehled

O vzdaleném
monitorovani

PFipojeni Kk siti -
postup

74

Po provedeni instalace Real-Time PCR systémt Applied Biosystems StepOne™ nebo
StepOnePlus™ muizete piistroj pripojit do mistni sité, ¢imzZ rozsitite moZnosti jeho
pouZziti.
V této kapitole je popsdno:

» Zprovoznéni piistroje pro pouZiti v siti.

* Nastaveni pocitace pro vzdilené monitorovani.

* Ovéfeni pfipojeni do sité€ zprovoznénim funkce vzdialeného monitorovani.

Je-li pristroj pfipojen do sité, muZete jeho ¢innost vzddlené¢ monitorovat prostiednictvim
programu StepOne™ z jakéhokoliv pocitace v siti. V prib¢hu béhu poskytuje funkce
vzdaleného monitorovani informace o stavu piistroje, teplot¢ a tidaje o prib&hu ampli-
fikace jak je ptistroj snimd. Vice informaci viz ¢ast “Monitorovani piistroje” na strané 82.

DULEZITE! Funkce vzdaleného monitorovani neumoZiuje ovladani pifstroje. Ovladat
piistroj je mozné pouze z pocitace, ke kterému je pfistroj ptimo pifipojen, nebo pomoci
dotykového displeje, je-li pfistroj instalovdn bez pocitace.

Kapitola 3, Kapitola 4, Instalace
Instalace pristroje pristroje bez pripojeni
s pocitacem k pocitaci
=
e

Pripojeni pfistroje do sité

1. Nastaveni portu.

Nastaveni pocitace pro vzdalené monitorovani

1. Pfipojeni pocitace do sité.
2. Instalace programu StepOne™.

Testovani pripojeni do sité

1. Zprovoznéni vzdaleného monitorovani.
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Kapitola 5 Pfipojeni systému do sité
Prehled

Pfiklady pfipojeni Sitovy port a port pro piipojeni k poéitaci, jimiZz je piistroj vybaven, umoZziuji ptipojit
do sité systém do sit& nékolika zptsoby. V nésledujicich piikladech jsou popsany dvé zdkladni

moZnosti pfipojeni systému do site.
Pfimé pfipojeni pfistroje do sité (bez pocitace)
V tomto piipadé je piistroj pfipojen piimo do sité€ bez prostfednictvi pocitace, a to pomoci
sitového portu (& ). P¥istroj je nastaven pro fungovani v rezimu DHCP (dynamic host
configuration protocol) nebo mé pridélenu statickou IP adresu. V takovém pfipad¢é miize
byt k monitorovani piistroje a k pfenosu dat pouZit jakykoliv pocitac v siti; z pocitaci
v siti v§ak nenf mozné piistroj ovladat. B&hy je nutné spoustét pomoci dotykového
displeje piistroje.

Sitovy server

(D

=" Pfistroj

Pocitac¢ = pfipojeny
v siti el - v sit

Pripojeni pfistroje do sité prostfednictvim pocitace

V tomto piipadé€ je piistroj pfipojen pifmo k pocitaci (gﬁ), pfipojenému do sité, a
soucasné do sité prostiednictvim sitového portu ( =m ), konfigurovaného pro fungovani
v rezimu DHCP nebo s pfidélenou statickou adresou. V takovém piipadé miize byt

k monitorovéni pfistroje a k pfenosu dat pouzit jakykoliv pocitac v siti; z pocitact v siti
vSak neni moZné pfistroj ovlddat. Béhy je nutné spoustét pomoci pocitace, k némuz je
pfistroj ptimo pfipojen.

Sitovy server

[
o/
Pocitac PFistroj
< Potitag pFipojeny pfipojeny
v siti v siti v siti
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Porty pfistroje  Piistroj podporuje dvé ethernetova (10Base-T) pfipojenti: port pro piipojeni k po&itaci a
sitovy port pro piipojeni do mistn{ sité.

Port Ugel Moznosti
Pro pfipojeni k pocitaci, uréenému k ovladani Staticka IP adresa pouze
pfistroje. s maskou podsité a
Poznamka: Spolecnost Applied Biosystems | Standardnim nastavenim

o X o ) o . brany sité
nepodporuje instalaci s poc¢itatem, pfi niz neni
port pro pfipojeni k pocitaci pfimo propojen
s pocitacem.
Pro pfipojeni k mistni siti. + Staticka IP adresa s maskou
Je-li pifistroi bFivoien do sité. | " podsité a standardnim
e-ll pristroj pripojen do Site, je mozne nastavenim brany sité

z pocitacl v siti, na nichz je instalovan program b
StepOnem: nebo

» Konfi DHCP
« Vzdéalené monitorovani béhd, které onfigurace C
+ Managed data network

prIS,tl‘,Oj ,provad.|. , . service (MDNS/DNS) pro
. Posna_nl erer|mvgntu .dO a stahovani mistni domény:
experimentd z pristroje. - IPv4 link-local (IPV4LL)
DULEZITE! Pocitace pfipojené k pfistroji v RFCs
prostfednictvim sitového portu nemohou slouzit
k ovladani pfistroje.

1 Jelikoz sluzba managed data network service (MDNS) je omezena na pfima sitova pfipojeni,
pristroj pfipojeny prostfednictvim této sluzby maze byt neviditelny pro dali uzly oddélené pomoci
routerd, rozboCovacu apod.

§ Téz znamo jako Automatic Private IP Addressing (APIPA) nebo Internet Protocol Automatic
Configuration (IPAC). Je-li pfistroj konfigurovan pro DHCP pfipojeni, sluzba Automatic Private IP
Addressing (APIPA) je automaticky zapnuta a pfistroj si sam pfidéli IP adresu, neni-li tato
pfidélena pomoci DHCP serveru.
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Doporuceni pro  * Kontaktujte spravce sité
pfipojeni Kk siti X R < Gl
Spolecnost Applied Biosystems doporucuje, abyste pfed ptipojenim pfistroje do
vasi laboratorni sit¢ kontaktovali jejtho spravce.
* Ovéite pripojeni piistroje
Ovéf‘te, 7e j.e.pfl’stroj pfipojen do sité¢ pomoci modréhg sitového pgrtg (=).
Je-li pfistroj instalovdn spolu s poéitatem, ovéite, Ze je k nému pfipojen
prostfednictvim Zlutého portu ( &, ).
* Pro vzdalené monitorovani pouZivejte jeden pocitac¢

Vyhnéte se pouZivani vice neZ jednoho pocitace pro vzddlené monitorovani
nardz. Ackoliv systém tuto moZnost podporuje, kazdé ptipojeni zatéZuje
procesor piistroje. Pfili§ mnoho piipojeni miZe pretiZit piistroj a vést

k chybam.

Poznamka: Dusledky pretiZeni piistroje lze sledovat v grafickém zdznamu teploty
v prabéhu beéhu. PretiZeni se projevi prodlouZenymi inkubacemi nebo kratkymi
neoc¢ekdvanymi inkubacemi.

* Omezené moznosti mDNS a Auto Discovery

Ptistroj podporuje sluzbu multicast domain name service (mDNS), ale pouze sdili-li
piistroj a pocita¢ ptimé sitové pfipojeni a jsou soucasné v téze podsiti. Dtusledkem je,
Ze z pocitacu v siti, oddélenych od ptistroje pomoci routerti, rozbocovact apod.,
nemusi byt mozny pfimy piistup k piistroji pomoci jeho jména.

Ptistroj nepodporuje funkci auto discovery pro mDNS. Podporuje v§ak funkci
prekladu adres, ale jméno piistroje musi byt v rdmci podsité jedinecné.

Poznamka: Ov¢éite jedine€nost jména piistroje. Po zaddni jména pfistroj neovetuje
jeho jedinecnost.
» Pridani pristroji vyhradné pomoci malych pismen

Pokud ptidavéte piistroj pro vzddlené monitorovani (viz “Monitorovani piistroje” na
strané 82), zadejte jméno piistroje vyhradné pomoci malych pismen.
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Pripojeni pristroje do sité
Jakmile se rozhodnete jak ptipojit piistroj do sité, zprovoznéte piistroj podle

pozadavki vasi site.

Potfebné  Sitovy kabel s konektory RJ45
pomucky

Ziskani ¢ Ziskani IP adresy ve vasi siti: DHCP nebo staticka IP adresa.
potfebnych
informaci

DULEZITE! Je-li piistroj konfigurovan pro DHCP pfipojeni, sluzba Automatic
Private IP Addressing (APIPA) je automaticky zapnuta a piistroj si sam piid¢eli IP
adresu, neni-li tato ptidélena pomoci DHCP serveru .

* Pokud je pro ptipojeni poZadovana staticka IP adresa, ziskejte pro piipojeni
piistroje IP adresu, masku podsité a adresu brany.

Jak zjistit MAC adresu pristroje

Pokud vas spravce sité pozaduje Media Access Control (MAC) adresu pfistroje, zjistite ji
nasledovné:

1. Dotknéte se dotykového displeje piistroje, aby se piistroj uvedl do chodu, poté se

dotknéte .

2. V hlavni nabidce zvolte Settings Menu (Nastaveni), poté se dotknéte About the
Instrument (O pfistroji). MAC adresa pfistroje je v pravé ¢asti obrazovky.

3. Iste-li hotovi, dotknéte se Done (Hotovo).

4. V nabidce Settings (Nastaveni) se dotknéte @ , ¢imZ se vrétite do hlavni nabidky.
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Nastaveni 1. Dotknéte se dotykového displeje piistroje, aby se pifstroj uvedl do chodu,
sitového portu poté se dotknéte

2. V hlavni nabidce zvolte Settings Menu (Nastaveni), poté se dotknéte Admin Menu
(Administrator), poté se dotknéte Set IP Address (Nastaveni IP adresy).

3. Definujte nastaveni IP adresy.

Sitova
sluzba Krok

DHCP Dotknéte se Assign IP address dynamically (using DHCP) (Dynamické
pfidélovani IP adresy), dotknéte se Done (Hotovo), poté se dotknéte OK.

Staticka IP| 1. Dotknéte se Static.

2. Zadejte IP adresu, masku podsité a standardni branu. Pro zadani
kazdého parametru se dotknéte pFislusného pole, zadejte udaj, poté se
dotknéte Done (Hotovo).

3. Dotknéte se Done (Hotovo) ¢imz nastaveni ulozite, poté se dotknéte OK.
Na nésledujicim obrazku je priklad nastaveni statické IP adresy.

4. Dotknéte se Q , ¢ImZ se vrétite do hlavni nabidky.

5. Propojte sitovy kabel mezi:

* Modrym sitovym portem ( &) piistroje a

» sitovym portem vasi sité

DULEZITE! Nepiipojuijte sitovy kabel do Zlutého portu pro piipojeni poéitace
( &1,); tento port je vyhrazen pro ptimé piipojeni pocitace.
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Nastaveni pocitace pro vzdalené monitorovani

Potfebné
pomucky

Ziskani
potfebnych
informaci

Connect the

Computer to the

80

Network

Po pripojeni pfistroje do sité ptipojte do sit€ i pocitaC a instalujte program StepOne™ pro
vzdalené monitorovani.

Sitovy kabel s konektory RJ45

Pozadavky na pocita¢
Pokud do sité pfipojujete vami poskytnuty pocitac, oveite Ze pocitac obsahuje kartu
network interface card (NIC) nebo volny sitovy port.

NP

» Ziskani IP adresy ve vasi siti: DHCP nebo statickd IP adresa.

» Pokud je pro pfipojeni pozadovana statickd IP adresa, ziskejte pro ptipojeni
piistroje IP adresu, masku podsité a adresu brany.

DULEZITE! Spole¢nost Applied Biosystems doporuéuje, aby pfipojeni poéitace do sité
provedl vas spravce sité. Nasledujici popis nezahrnuje potifebné detaily pro vSechny
mozné architektury pocitacové sité.

1. Pro pfipojeni pocitace do sité pouZijte sitovy kabel.
2. Zapnéte pocitac, ptihlaste se jako administrator.

3. Na plose pocitace kliknéte pravym tlacitkem mysi na My Network Places (Mista
v siti) a zvolte Properties (Vlastnosti).

4. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na Local Area Connection (Pfipojeni mistni sit¢) a
zvolte Properties (Vlastnosti).

5. Zvolte %= Internet Protocol (TCP/IP), kliknéte Properties (Vlastnosti).
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6. Nastavte vlastnosti protokolu TCP/IP:

Nastaveni
sité Krok
DHCP 1. Zvolte Obtain an IP address automatically (Ziskat IP adresu

automaticky).

2. Pokud po¢itac¢ ziska DNS adresy:
» Automaticky — Zvolte Obtain DNS server address
automatically.

» Staticky — Zvolte Use the following DNS address (Pouzit
néasledujici DNS adresu), zadejte adresu preferovaného a
alternativniho DNS serveru.

Staticka IP adresa | 1. Zvolte Use the following IP address (Pouzit nasledujici IP
adresu).

2. V poli IP Address zadeijte statickou IP adresu.
Je-li potfeba, zadejte masku podsité.
4. Je-li potfeba, zadejte adresu brany v poli Gateway.

w

7. Pozaduje-li vase sit’ pokrocilé nastaveni TCP/IP (napf. nastaveni WINS):
a. Kliknéte Advanced (Pokrocilé) v okné¢ Internet Protocol (TCP/IP) Properties.

b. Definujte nastaveni v zdlozkach IP Settings, DNS a WINS podle pokyni
vaSeho spravce sité, poté kliknéte OK.

8. Uzaviete vSechna okna kliknutim OK.

9. Restartujte pocitac.

Poznamka: Pocitac je nyni pfipojen do sit¢.

Instalace 1. Pokud jste to jiz neprovedli, instalujte program StepOne™ (viz “Instalace softwaru”
programu strany 34 nebo 57).
StepOnem™

Poznamka: Program StepOnem™ je zapotiebi pro monitorovani pfistroje
prostrednictvim sité.

2. (Volitelné) Instalujte ochranné zafizeni pro pfipojeni pocitace (viz “Volba
ochrannych zafizen{” na stran¢ 7).
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i systému do sité

Monitorovani pristroje

O vzdaleném
monitorovani

Umoznéni
vzdaleného
monitorovani

82

Po pfipojeni pfistroje a pocitace do sité ovéite fungovani ptipojeni pomoci funkce
vzdaleného monitorovani.

Je-li pfistroj piipojen do sité, je mozné z jakéhokoliv pocitace v siti, na némz je instalovan
program StepOner:

* Monitorovat stav piistroje béhem béhu a mezi béhy

» Posilat experimenty do pfistroje (viz strana 84)

» Stahovat experimenty z piistroje (viz strana 84)

* Zapnout nebo zménit nastaveni informovani prostfednictvim emailu (viz strana 85)

Doporuceni pro vzdalené monitorovani

Pro optimalni fungovéni funkce vzdaleného monitorovani je tieba:

* Ackoliv program StepOne™ umoZiuje pro vzdalené monitorovani pfidat
vice piistrojii, nemtize monitorovat vice neZ jeden piistroj najednou.

* Spolec¢nost Applied Biosystems nedoporucuje, aby byl pfistroj monitorovan soucasné
z vice neZ jednoho pocitace.

* Pokud si nejste jisti, Ze vas$ piistroj a pocita€ jsou v rdmci jedné podsite,
spolecnost Applied Biosystems doporucuje, abyste pro vzddlené monitorovani
piistroje zadali jeho IP adresu.

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

2. Na obrazovce Manage Instrument (Sprava piistroji) kliknéte Add Instrument
(Pridat pftistroj).
3. V dialogovém okné Add Instrument pfidejte piistroj:

a. V poli Profile Name (Néazev profilu) zadejte jméno vaseho piistroje (z kroku 1b
na strané 21).

b. V poli Instrument Name (Jméno piistroje), Host Name nebo IP Address (IP
adresa) zadejte jméno piistroje nebo IP adresu piistroje, ktery chcete
monitorovat.

c. Kliknéte Save & Exit (Ulozit a Konec).

Program StepOnem™ zobrazi zdznam pftistroje v levém sloupci obrazovky Manage
Instruments (Sprava pfistroja).

4. Pro dany pfistroj zapnéte funkci vzdaleného monitorovani:
a. Na obrazovce Manage Instrument (Sprava piistrojii) zvolte piistroj.
Lo (e
b. Kliknéte ==

Poznamka: Piistroje miZete rovnéZ monitorovat tak, Ze je zvolite z rozbalovaci
nabidky a kliknete Monitor.
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Program StepOnem™ zobrazi aktudlni stav a graf fluorescence v realném Case pro
zvoleny piistroj. Objevi-li se chybové hldSka, postupujte podle popisu v Casti

x99

“Problémy s pfipojenim do sité” na stran¢ 129.
Piimé ptipojeni k pfistroji ztratite pokud:
* Zménite ptistroj, ktery je ptimo pfipojen k vasemu pocitaci
* Pomoci dotykového displeje zménite ndzev piistroje nebo IP adresu

Chcete-li obnovit spojeni, restartujte program StepOnem™.

4a —
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Odeslani 1. V zdznamu k vaSemu pifstroji kliknéte| '+
experimentu na . _ _
monitorovany 2. Kliknéte Browse (Prochézet), poté vyhledejte a zvolte experiment, ktery chcete
pristroj odeslat do pfistroje, a kliknéte Open.

3. Zvolte vas piistroj z rozbalovaci nabidky Select Instrument.

4. Kliknéte Send Experiment (Odeslat experiment), poté kliknéte OK.

Stahovani
experimentu

Z monitorovaného
pristroje

V zdznamu k vaSemu piistroji kliknéte

Zvolte vas piistroj z rozbalovaci nabidky Select Instrument.

Zvolte vas experiment z rozbalovaci nabidky Experiment.

0 p o

Kliknéte Browse (Prochdzet), poté vyhledejte a zvolte adresaf, do kterého chcete
stdhnout experiment, poté kliknéte Select (Zvolit).

5. Kliknéte Download Experiment (Stdhnout experiment), poté kliknéte OK.
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Zapnuti nebo  Program StepOner Ize nastavit tak, aby prostfednictvim emailovych zprdv informoval
zména nastaveni uzivatele o zacatku a konci béhu nebo o pifpadnych chybach, které se v prib&hu béhu

informovani objevi. Toto nastaveni je volitelné a nema vliv na fungovani systému.
prostfednictvim
emailu

DULEZITE! Program StepOnem odesild emaily pouze je-li piistroj monitorovan. Neni-li
pripojeni k siti k dispozici, pfenos se neuskutecni.

Chcete-li zménit nastaveni odesilani emailovych zprav:

1. Od svého spravce sité ziskejte:
* Sitfovou adresu SMTP (Simple Mail Transfer Protocol) serveru.
» UZivatelské jméno a heslo pro piistup k serveru, je-li potieba.
* SSL (Secure Sockets Layer) nastaveni serveru (zapnuto nebo vypnuto).

2. Béhem monitorovani pifstroje zvolte moznost Enable Run Notifications (UmoZnit
odesilani zprdv) v pravém hornim rohu obrazovky.

3. Kliknéte Change Notifications (Zména nastaveni), zméfite nastaveni podle potieby a
kliknutim okno zavfete.

4. Zvolte Enable Notifications (UmozZnit odesilani zprav).

5. Zvolte udalosti, o nichZ maji byt odeslany zpravy:

* Instrument Error (Chyba piistroje) — Bude odesldan email o v§ech
chybdch, které se vyskytnou béhem béhu.

* Run Started (B¢h spustén) — Bude odeslan email vzdy kdyzZ je spustén
béh.

* Run Completed (B€h ukoncen) — Bude odesldn email vzdy kdyZ je béh
ukoncen.

6. Kliknéte do pole Enter e-mail addresses for notifications (Zadejte emailovou
adresu), zadejte emailovou adresu/y, na néZ maji byt odeslany zpravy.

7. Kliknéte do pole Outgoing Mail Server (server pro odchozi postu), zadejte adresu
SMTP serveru.

8. Nastavte parametry ovéfeni identity podle potieby.

PoZzaduje-li SMTP server ovéieni identity:
a. Kliknéte Yes (Ano).

b. Kliknéte do pole User Name (UZivatelské jméno) a zadejte uZivatelské jméno
pro piistup na server.

c. Kliknéte do pole Password (Heslo) a zadejte heslo pro pfistup na server.
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Kapitola 6

Udrzba systému

V této kapitole naleznete:

B Pravidelnd GdrZba..........ccooiiiiiiiii e e 88
Provedeni prostorové Kalibrace............ccceceveevenieeeninieiininerenencece e 90
Provedeni kalibrace pozadi .........cccccoevveevienienininieniiniecneeee e 94
Provedeni kalibrace barev ..........coccooieiiiiiiiniiiiiee 100
Archivace a ZAlohoVANT dat .........coceiiiiiiiiiiiiiii e 113

m Nepravidelnd GArZba ........oc.ooceeiiiiinieiiieeeeeeee e e 114
Dekontaminace bloku na VZOTKY ........ccoccevviiiiiiiiiiniiniineeteetete e 115
PremiStOVANT PIISIIOJE ....eevieiieiieriieieerieesteesitesee st e st e et e st sete et e eeeessaesnnesnneens 118
VYMENA POJISTEK ...eeuririniiieiiieiiee ettt ettt ettt et e stte e sate e st eeebeesbeeee s 120
Odeslani PIStroje dO SETVISU ......eeeruiiiriieriieeiieeiiie et e eiee et e eiteeseeeeieesiae e 122
Aktualizace operacniho systému Windows.........cccceeeeerieerieeiiieeenieenieenieens 124
Aktualizace programu StepOne™............cceiviiiiiiiiiiiieie e 125

Poznamka: Vice informaci k tématiim diskutovanym v této pfirucce 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 > Napoveéda programu StepOne).
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Pravidelna udrzba

Planovani Pravidelnou ddrZbou Real-Time PCR systému Applied Biosystems StepOne™ nebo
adrzby StepOnePlusm™ a pocitace zajistite jejich spravné fungovani. V ndsledujici tabulce je
seznam a doporucend Cetnost jednotlivych krokt udrzby.

Kazdy ... Krok Viz
strana
tyden Ovéite volné misto na disku. Je-li potfeba, archivujte nebo zalohujte 113

va$e data - experimenty.

Vypnéte pocita¢ pfipojeny k pfistroji a po 30 sec jej zapnéte. —

Otrete povrch pfistroje. —

Defragmentuijte pevny disk pocitace. —

mésic Provedeni kalibrace pozadi.+ 94
1.5 roku Provedeni prostorové kalibrace. 90
Provedeni kalibrace barev. 100

1 Kalibraci pozadi Ize provést jako kontrolu kontaminace. Rovnéz musite provést kalibraci pozadi a
kalibraci barev po vyméné jakékoliv soucasti optického systému pfistroje.

PFipojeni jako  Prostorovou kalibraci, kalibraci pozadi a barev musite provadét vyhradné je-li pfistroj
pFedpoklad piimo piipojen k poéitadi. Cheete-li provadét ddrzbu, propojte Zlutym kabelem:
provadeéni Gdrzby o Zluty sitovy port ( K pristroje a
* sitovy port ( &) pocitace s instalovanym programem StepOner

DULEZITE! Nepfipojujte Zluty kabel do modrého sitového portu (= ), ten je vyhrazen
pro pfipojeni k mistnf siti.

Sit’

110 | QLTI

Vyzvy J e-li n¢ktery krok udrzby (napf. kalibraci) zapottebi provést, program StepOner
k provadéni a piistroj zobrazi hlasky, které k provedeni daného kroku vyzyvaji.

adrzby
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Zobrazeni zprav  Program StepOnen umoZiuje zobrazit souhrnné informace o stavu idrzby vaseho
0 Udrzbé systému. Chcete-li tyto informace zobrazit, zvolte Instrument > Instrument
Maintenance Manager (Pfistroj > Spravce ddrzby piistroje). Pro kazdou kalibraci
(prostorovou, pozadi a barev) zobrazi program nésledujici informace:

e Status (Stav) — Stav aktudlni kalibrace, kde:
— Current (Platnd) znaci, Ze kalibrace je aktudlni.
— Expired (Prosla) znaci, Ze kalibraci je nutné co nejdiive provést.

— Not Run (Neprovedena) znaci, Ze kalibrace nebyla provedena (tyka se pouze
béhu RNaza P).

* Last Run (Posledni béh) — Datum provedeni platné kalibrace.
» Expiry Date (Exspirace) — Datum ukonceni platnosti platné kalibrace.

PFistrojové testy V nabidce Tools (Nastroje) je k dispozici nékolik testil, jimiZ miiZete otestovat teploty
nckterych soucdsti piistroje a porovnat namétené hodnoty s hodnotami, jichZ by v rdmci
testd mélo byt dosazeno (dle technické specifikace pfistroje).

Test Popis
Run Cycle Performance Test Ovéfi presnost teploty bloku na vzorky.
Optics Verification Ovéfi spravné fungovani optického systému pristroje.
Statistics Zobrazi statistické informace o pfistroji:

» Teplotni cykly provedené s blokem na vzorky.

« Stupné Celsia - ohfev a chlazeni bloku na vzorky.
» Pocet hodin provozu LED pfistroje.

» Data z ovéfovaciho béhu RNaza P.

Sluzba teplotni validace Applied Biosystems

Spolecnost Applied Biosystems doporucuje s ro¢ni frekvenci provadét teplotni validaci
piistroje (v zavislosti na vyuZiti pfistroje a pozadavcich laboratote). Teplotni validaci
provadi spolecnost Applied Biosystems pfi ro¢ni prohlidce pfistroje nebo ji na naklady
uzivatele provadi servisni technik Applied Biosystems.

Dalsi kontaktni informace a ceny ziskate ve spole¢nosti Applied Biosystems - viz ¢4st
“Kde ziskat pomoc”™ na strang X.
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Provedeni prostorové kalibrace

Provedeni prostorové kalibrace kazdych 18 mésicli nebo podle potieby, v zdvislosti na
pouzivani pfistroje.

Potfebné » Spektralni kalibra¢ni desti¢ka 1 ze spektrdlniho kalibracniho kitu:
pomucky — StepOnem Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371433)
— StepOnePlusm™ Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371435)
* Ochranné bryle
* Rukavice bez pudru
* Centrifuga s adapterem na desticky
» Kabel, Zluty (z instala¢ni soupravy piistroje)

Ugel Prostorova kalibrace slouzi ke zmapovani pozic jamek v destiéce tak, aby program
kalibrace StepOner byl schopen pfifadit ndrdst fluorescence v pribehu behu urcité specifické
jamce na desticce.

Pfiprava RIZIKO PORANENI. Je-li p¥istroj v provozu, miiZe byt blok na
kalibrace vzorky ohféty na vice nez 100 °C. Byl-li pfistroj aktualng pouZivén, vyckejte ochlazeni
bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

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

1. Pokud jste to jiz neprovedli, propojte Zlutym kabelem:
o Zluty sitovy port ( Ll ) piistroje a
* sitovy port ( == ) pocitade s instalovanym programem StepOner

DULEZITE! Nepfipojujte zluty kabel do modrého sitového portu ( = ).

&

=y ¥:

N

2. Vyjméte spektralni kalibra¢ni kit z mrazaku a vyjmeéte kalibracni desticku 1.

Lo

1L [— e

1

i)

3. Nechte kalibra¢ni desti¢ku 1 ohtat na pokojovou teplotu (pfiblizné¢ 5 minut).

DULEZITE! Nevyjimejte kalibragni desti¢ku z obalu dokud nejste pfipraveni ji
spustit. Fluorescen¢ni barva v jamkach obou destic¢ek je fotosenzitivni. Je-li desticka
delsi dobu vystavena svétlu, miZe to vést k poklesu fluorescenc¢niho signalu.
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90 Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



Kapitola 6 Udrzba systému A

Pravidelna udrzba

4. Vyjméte kalibracni desticku 1 z obalu.

i

5. Vortexujte desticku po dobu 5 vtefin.

6. Centrifugujte kalibra¢ni desticku 2 min pfi méné nez 1500 rpm.

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

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

DULEZITE! Spodnf strana kalibraéni desti¢ky se nesmi zne¢istit. Tekutiny a jiné

kontaminace, které pfilnou ke dnu desticky, mohou kontaminovat blok na vzorky a
zpUsobit abnormalné vysoky signal pozadi.

Spravné Spatné

_ .y
[ o N |
7 e
— 1
— -
~ :

Tekutina na dné

] » Nedostate¢né otacky nebo
jamky.

» Nedostatecna doba centrifugace

8. Vlozte kalibracni desticku 1 do pfistroje:

a. Otevrete nositka pfistroje.

b. Umistéte kalibra¢ni desti¢ku do bloku na vzorky tak, Ze pozice Al je vlevo
vzadu.

c. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

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

Provedeni .V programu StepOnem zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Pristroj > Spravce udrzby pfistroje).

2. V navigacni listé okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Spatial
(Prostorova kalibrace).

3. V okné Instrument Maintenance Manager kliknéte Start Calibration (Spustit
kalibraci).

4. Na obrazovce Setup dialogového okna Spatial Calibration (Prostorova kalibrace)
zvolte The calibration plate is loaded into the instrument (Kalibra¢ni desticka
je vloZena do pfiistroje), poté kliknéte Next (Dalsi).

5. Na obrazovce Run (Béh) kliknéte START RUN ¥ (Spustit béh), poté vyckejte na
ukonceni prostorové kalibrace.

destiCky  vzorky ohfity na vice nez 100 °C. Byl-li piistroj aktualné pouZivan, vyckejte
ochlazeni bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

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

1. Oteviete nositka pfistroje.

2. Vyjméte kalibra¢ni desti¢ku 1 z bloku na vzorky, umistéte ji zpét do obalu a
vrat'te spektralni kalibra¢ni kit zpét do mrazaku.

3. Opatrng uzaviete nositka piistroje.

A CAUTION
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Analyza vysledkd 1. V &isti Analysis (Analyza) dialogového okna Spatial Calibration (Prostorové
kalibrace kalibrace) ovéite stav kalibrace:

« Passed (Uspéna) — Kalibrace se zdafila. Pokragujte krokem 2.

» Failed (Netspésna) — Kalibrace se nezdafila. Kontaktujte spole¢nost Applied
Biosystems podle popisu v ¢asti “Kde ziskat pomoc™ na strané x.

2. Kliknéte Finish (Konec).

3. Jste-li vyzvani k uloZenf kalibrace, kliknéte Yes (Ano).
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Provedeni kalibrace pozadi

Provedeni kalibrace pozadi mési¢n€ nebo podle potieby, v zavislosti na pouzivani
pfistroje.

Potrebné » Destic¢ka pro kalibraci pozadi ze spektralniho kalibraéniho kitu:
pomucky — StepOne™ Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371433)
— StepOnePlus™ Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371435)

Poznamka: Desticku pro kalibraci pozadi miiZete vytvofit podle popisu v ¢asti “Jak

vytvofit desti€ku pro kalibraci pozadi” na strané 99.

* Rukavice bez pudru

* Ochranné bryle

* Centrifuga s adapterem na desticky

» Kabel, Zluty (z instala¢ni soupravy piistroje)

Doporuéeni pro » Ujistéte se, Ze centrifuga je Cistd. Ped centrifugaci vytiete zadvésy papirovym
kalibraci ruénikem.

* Manipulujte s kalibra¢nimi destickami tak, abyste zabranili kontaminaci.
Nepokladejte desticky na laboratorni stdl. Vzdy vrat'te desti¢ku do jejiho obalu.

Ugel kalibrace Kalibrace pozadi slouZi ke zmé&Feni tdrovné fluorescence pozadi v piistroji. V priib&hu
kalibrace pozadi systém:

* Provadi po dobu 10 minut pti 60°C kontinudlni odecitani signdlu z desti¢ky pro
kalibraci pozadi obsahujici PCR pufr.

* Spocita prumernou hodnotu zaznamenanych spekter a na jejich zaklad¢ generuje
vysledny kalibra¢ni soubor.

Program StepOnem™ béhem nésledné provadénych béha pouziva tento kalibra¢ni soubor
pro odecet fluorescence pozadi z naméfenych hodnot.

Fluorescence pozadi

V rdmci méfenf fluorescence je zaznamendvéna i fluorescence, kterd je systému vlastn{
a béZn¢ se oznacuje jako fluorescence pozadi. Fluorescence pozadi je sloZzeny signél,
ktery je detekovan v celém spektru. Tento signdl sestdva z fluorescence, kterd pochdzi
z ruznych zdroji:

* Elektronicky Sum pozadi

» Kontaminace v bloku na vzorky

* Spotiebni plast (desticky a vicka)
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s T
Priprava /2 NIXGieN

RIZIKO PORANENI. Je-li pfistroj v provozu, muZe byt blok na
kalibrace vzorky ohfity na vice nez 100 °C. Byl-li pfistroj aktudlné pouZivan, vyckejte ochlazeni
bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

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

1. Pokud jste to jiz neprovedli, propojte Zlutym kabelem:

o Zluty sitovy port (&) piistroje a

» sitovy port ( & ) pocitaCe s instalovanym programem StepOnem

DULEZITE! Nepfipojujte zluty kabel do modrého sitového portu ( 7 ).

Vyjmeéte spektralni kalibracni kit z mrazaku a vyjméte desti¢ku pro kalibraci pozadi.

Nechte desticku pro kalibraci pozadi ohfat na pokojovou teplotu (pfiblizn¢ 5 minut).

. Vyjméte desticku pro kalibraci pozadi z obalu.

DULEZITE! Obal desti¢ky pro kalibraci pozadi nevyhazujte. Desti¢ku pro kalibraci
pozadi mizZete pouZit az tfikrat pokud je uchovavana v origindlnim obalu.

ﬁlllll

(

5. Vortexujte desti¢ku po dobu 5 vtefin.

6. Centrifugujte desticku pro kalibraci pozadi 2 min pii méné nez 1500 rpm.

DULEZITE! Desti¢ku je nutné dobfe promichat a centrifugovat.
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7. Ovéite, Ze tekutina je v kazdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desticku
znovu pii vysSich otackach a delsi dobu.

DULEZITE! Spodnf strana desti¢ky pro kalibraci pozadi se nesmi znegistit. Tekutiny
a jiné kontaminace, které pfilnou ke dnu desti¢ky, mohou kontaminovat blok na
vzorky a zpiisobit abnormalné vysoky signal pozadi.

Spravné Spatné
Tekutina na dné » Nedostate¢né otacky nebo
jamky. » Nedostate¢na doba centrifugace

8. Vlozte desticku pro kalibraci pozadi do piistroje:
a. Otevrete nositka pfistroje.

b. Umistéte desticku pro kalibraci pozadi do bloku na vzorky tak, Ze pozice Al je
vlevo vzadu.

c. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

Provedeni 1. V programu StepOner zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager
kalibrace (Piistroj > Spréavce udrzby pfistroje).

2. V navigaéni listé okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Background
(Kalibrace pozadi).

3. Kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

4. Na obrazovce Setup dialogového okna Background Calibration (Kalibrace
pozadi) zvolte The background plate is loaded into the instrument
(Desticka pro kalibraci pozadi je vloZena do pfistroje), poté kliknéte Next.

5. Na obrazovce Run (B¢h) kliknéte START RUN » (Spustit béh), poté vyckejte na
ukonceni kalibrace pozadi.

Poznédmka: Zobrazi-li program StepOne™ béhem béhu chybové hlasky,

Pt}

postupujte podle pokyni v ¢asti “Nezdafena kalibrace pozadi” na strané 132.
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Vyjmuti desticky /2 N&GNUAeE RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miiZe byt blok na
pro kallbrac[ vzorky ohié4ty na vice nez 100 °C. Byl-li pfistroj aktudlné pouZivan, vyckejte ochlazeni
pozadi bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

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

1. Otevrete nositka pfistroje.

2. Vyjméte desticku pro kalibraci pozadi z bloku na vzorky, umistéte ji zpét do obalu
a vrat'te spektralni kalibra¢ni kit zpét do mrazaku.

Poznamka: Desticku pro kalibraci pozadi nevyhazujte. Desti¢ku pro kalibraci

pozadi mliZzete pouZit az tfikrat pokud je uchovavéna v origindlnim obalu pii —20 az
-25°C.

3. Opatrng uzaviete nositka piistroje.
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Analyza vysledkd 1. V &asti Analysis (Analyza) dialogového okna Background Calibration (Kalibrace
kalibrace pozadi) ovéite stav kalibrace:

« Passed (Uspéna) — Kalibrace se zdafila. Pokragujte krokem 2.

o Failed (Netspésna) — Kalibrace se nezdafila. Postupujte podle pokynti
v Casti “Nezdatend kalibrace pozadi” na strané 132.

2. V dokumentu desti¢ky zvolte vSechny jamky.

3. Prostudujte hruba data — hledejte abnormalni spektralni piky.

Pokud se spektrum jedné nebo vice jamek vyrazné lisi od spekter jamek sousedicich,
desticka pro kalibraci pozadi nebo blok na vzorky mohou obsahovat fluoreskujici
kontaminaci. Mate-li podezieni na kontaminaci, postupujte podle pokynt v ¢asti
“Nezdafena kalibrace pozadi” na strané 132.

4. Jsou-li v§echna spektra v potadku, kliknéte Finish (Konec).

5. Jste-li vyzvani k ukonceni kalibrace pozadi, kliknéte Yes (Ano).
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Jak vytvofit Kdykoliv miZete, pouzivejte desti¢ku pro kalibraci pozadi ze spektralniho kalibraéniho
destiCku pro kitu. Desticka, které je soucdsti kitu, obsahuje pufr, ktery odpovidd reagenciim
kalibraci pozadi pouZivanym v PCR, a proto pomoci ni ziskate kalibra¢ni data vysoké kvality. Nemate-li
nicméné k dispozici desticku pro kalibraci pozadi ze spektralniho kalibra¢niho kitu,
milZete si ji vytvorit nize uvedenym zptsobem.

Potfebné pomucky

* Deionizovand voda

* MicroAmp opticky adhezivni film nebo MicroAmpm 8-vickové stripy (pouze plochd
vicka)

* MicroAmpm™ optickd reakéni desticka

* Pipetman, 200-uL a Spicky

* Rukavice bez pudru

* Ochranné bryle

Vytvoreni destiky pro kalibraci pozadi

DULEZITE! Pfi vyvéfeni desti¢ky pro kalibraci pozadi pouZivejte rukavice bez pudru.

1. Vyjméte desticku z krabice a umistéte ji na Cisté suché misto.
2. Pipetujte 30 pL deionizované vody do kazdé jamky reakéni desticky.

3. Pomoci optického adhezivniho filmu nebo optickych plochych vicek desticku
uzaviete.

4. Proved'te kalibraci pozadi s touto destickou.
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Provedeni kalibrace barev

Potfebné
pomucky

Ugel kalibrace
barev

100

Provedeni kalibrace barev je zapotiebi kazdych 18 mésicti nebo podle potieby v zavislosti
na pouZzivani pfistroje. Na odecitani spekter jednotlivych barev ma vliv stafi a pouzivani
piistroje, je proto moZné, Ze bude zapotiebi provadét kalibraci Castéji.

DULEZITE! Proved'te kalibraci pozadi pied provedenim kalibrace barev (viz
“Provedeni kalibrace pozadi” na strané 94).

* Desticky pro kalibraci barev ze spektrdlniho kalibracniho kitu:
— StepOne™ Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371433)
— StepOnePlus™ Real-Time PCR System Spectral Calibration Kit (PN 4371435)
* Ochranné bryle
* Rukavice bez pudru
* Centrifuga s adapterem na desticky
* Kabel, Zluty (z instala¢ni soupravy pftistroje)

Jiné barvy

Pfistroje StepOne™ a StepOnePlus™ podporuji pouZivéni jinych barev (neZ téch
podporovanych spolecnosti Applied Biosystems), jejichZ fluorescence spadéd do
spektralniho rozsahu téchto piistroja (500 az 650 nm). Vice informaci viz “Jak kalibrovat
vlastni barvu” na stran¢ 110.

V ramci kalibrace barev systém:

* odecte spektra sérif standardt jednotlivych barev.

* ulozi informace o spektrech jednotlivych barev v pfislusném kalibraénim
souboru v adreséti programu StepOnerv.

Program StepOnem™ pak pfi ndsledné provadénych bézich tato kalibra¢ni data pouziva pro
uréeni jednotlivych barev a jejich ptispévku do piistrojem celkové namétené
fluorescence v ramci béhu. Po ukonceni béhu je kazdé snimani provedené v jeho pribéhu
uloZeno programem StepOnem™ ve form¢ nezpracovanych spektrilnich dat. Ptispévek
emise jedné kazdé fluorescencni barvy je v daném vzorku stanoven porovnanim
nezpracovanych spektrdlnich dat a spektralnich dat této barvy uloZenych v kalibraénim
souboru. Po ukonceni analyzy program StepOnem™ ulozi pro kazdy experiment kalibra¢ni
soubor i fluorescencni data namétend v pribéhu daného experimentu.
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Podporované barvy Systém StepOnePlusm™

Pro kalibraci pfistroje StepOnePlus™ se pouZivaji nasledujici barvy: FAMm™, JOEm,
NEDe, ROX™, TAMRA®, VIC® a SYBR® Green. Nésledujici obrazek ukazuje

emisni spektrum pro kazdou barvu a soucasné i filtry a vinové délky, pfi nichz je dana
barva sniména.

Filtry
Vinova délka
(nm)

Emisni
spektra

Barvy

* FAM « JOE * NED + ROX
* SYBR Green «VIC * TAMRA

Systém StepOnem™

Pro kalibraci pfistroje StepOnem se pouzivaji ndsledujici barvy: FAMm™, JOE™, ROXm™,
VICe a SYBRe Green. Nasledujici obrazek ukazuje emisni spektrum pro kazdou barvu a
soucasné i filtry a vlnové délky, pfi nichZ je dand barva snimdna..

Filtry

Vinova délka
(nm)
Emisni
spektra

P S—

~520 nin <B50 nm 610

Barvy

* FAM « JOE * ROX
* SYBR Green < VIC

Vlastni barvy

Systémy lze vyuzit pro provddéni eseji za pouZziti vlastnich barev (barev nepodporovanych
spolecnosti Applied Biosystems). Pfed jejich pouZitim vSak musite vytvofit desticku pro
kalibraci vlastni barvy a piistroj kalibrovat. Ugel této desti¢ky je obdobny jako u spektralni
kalibracni desticky. Program StepOnem™ pouZije tuto destiCku pro vytvofeni standardniho

souboru a nésledné rozliSeni fluorescence této barvy z celkového naméteného spektralniho
signdlu v pribéhu béhu.

DULEZITE! Chcete-li pouZit n&jakou vlastni barvu, musi emitovat fluorescenéni zafeni
v rozsahu 500 aZ 650 nm — méfitelné piistroji StepOne™ a StepOnePlusr.

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

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

O analyze

Vysledkem kalibrace barev je soubor spektralnich profilt, které 1ze chéapat jako jakysi
fluorescencni podpis kazdé barvy. Kazdy profil sestdva ze souboru spekter, kterd
odpovidaji fluorescenci naméiené v jamkach spektralni kalibracni desticky. Program

StepOnem™ vynasi vysledna data kazdého spektralniho profilu do grafu zobrazujictho
zavislost namétené fluorescence na pouZzitém filtru.

Pii extrakci kalibracnich dat z béhu, kterou program provadi, je vyhodnocovin
fluorescencni signdl generovany v kaZzdé jamce v kontextu spekter celé desticky.
Spektra jsou obecné piijatelnd pokud maji piky v tomtéz filtru jako celd skupina a 1is{ se
jen mirné pii jinych vinovych délkach (viz niZe).

Program StepOne™ miiZe kompenzovat ur€ité rozdily ve spektralnim profilu
zaménou (automatickd oprava) nespravného spektra urcité jamky spektrem jinych
jamek na destic¢ce. Je nicméné povoleno pouze nékolik takovych zdmén a kalibrace
miiZze byt zamitnuta, pokud se spektra sousednich jamek li${ vyrazné.

Poznamka: JelikoZ jamky v desticce pro kalibraci barev obsahuji danou barvu

v identické koncentraci, vysledné signdly by mély byt pro v§echny jamky obdobné.
Drobné variace spekter a pikti jsou zptisobeny malymi rozdily v optické a excitacni
energii mezi jednotlivymi jamkami.

C _..._.n>

i,

oo oo
0.0 1.0 z0 a0 40 00 1.0 0 30 40

Spravné spektrum Nespravné spektrum
Piky pfi identické vinové délce a Pik pfi odliSné vinové délce.
nepfilis odliSné
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Pfiprava DULEZITE! Pfi manipulaci s kalibradnimi destickami pouZivejte rukavice bez pudru.
kalibrace

1. Pokud jste to jiz neprovedli, propojte Zlutym kabelem:
o Zluty sitovy port ( O, ) piistroje a
* sitovy port ( & ) pocitaGe s instalovanym programem StepOnem

DULEZITE! Nepfipojujte Zluty kabel do modrého sitového portu ( J& ).

2. Vyjméte spektralni kalibra¢ni kit z mrazaku a vyjmeéte kalibracni desticku 1.

3. Nechte kalibra¢ni desti¢ku 1 ohtat na pokojovou teplotu (pfiblizné¢ 5 minut).

DULEZITE! Nevyjimejte kalibragni desti¢ku z obalu dokud nejste pfipraveni ji
spustit. Fluorescen¢ni barva v jamkach obou destic¢ek je fotosenzitivni. Je-li desticka
delsi dobu vystavena svétlu, miZe to vést k poklesu fluorescenc¢niho signalu.

4. Vyjméte kalibracni desticku 1 z obalu.

5. Vortexujte desticku po dobu 5 vtefin.

6. Centrifugujte kalibra¢ni desticku 2 min pfi méné nez 1500 rpm.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka 103



A~ Kapitola 6 Udrzba systému
Pravidelna udrzba

7. Ovéite, Ze tekutina je v kaZzdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desti¢ku

N

znovu pii vyssich otadckach a delsi dobu.

DULEZITE! Spodni strana kalibra¢n{ desti¢ky se nesmi zneGistit. Tekutiny a jiné
kontaminace, které pfilnou ke dnu desticky, mohou kontaminovat blok na vzorky a

zpusobit abnormalné vysoky signal pozadi.

Spravné Spatné
Tekutina na dné » Nedostate¢né otacky nebo
jamky. » Nedostate¢na doba centrifugace

8. Vlozte kalibraéni desti¢ku do pfistroje.

a. Otevrete nositka pfistroje.

b. Umistéte kalibra¢ni desticku
do bloku na vzorky tak, Ze
pozice Al je vlevo vzadu.

c. Opatrné uzaviete nositka
piistroje.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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Provedeni /2L NGXGielNEi RIZIKO PORANENI. Je-li piistroj v provozu, miiZe byt blok na
kalibrace vzorky ohtaty na vice nez 100 °C. Byl-li pfistroj aktudln¢ pouzivan, vyckejte ochlazeni
bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

1. V programu StepOne™ zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager
(Pristroj > Spravce udrzby pftistroje).

2. V navigaéni list€ okna Instrument Maintenance Manager kliknéte Dye (Kalibrace
barev).

3. V okné Dye (Barvy) zvolte System Dye Calibration (Kalibrace systémovych barev).
4. Kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

5. Na obrazovce Setup dialogového okna Dye Calibration (Kalibrace barev) zvolte
Plate 1 is loaded into the instrument (Kalibracni desticka 1 je vloZena do
piistroje).

6. Kliknéte Next (Dalsi).
7. Na obrazovce Run (Béh) kliknéte START RUN # (Spustit b&h)

105
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8. Zatimco piistroj provadi beh s kalibracni desti¢kou 1, pfipravte kalibra¢ni desticku 2
podle postupu v krocich 4 a7 7 na stran€ 104.

9. Jakmile vés program vyzve, vlozZte a spust'te b¢h s kalibracni destickou 2:
a. Otevrete nositka pfistroje.
b. Vyjméte kalibra¢ni desticku 1 z piistroje a vyhod'te ji.

¢. Umistéte kalibra¢ni desticku 2 do bloku na vzorky tak, Ze pozice Al je vlevo
vzadu.

d. Opatrné uzaviete nositka ptistroje.

e. V okné Dye Calibration Setup (Kalibrace barev — zadani) zvolte Plate 2 is
loaded in the instrument (Kalibra¢ni desticka 2 je vloZena do pfistroje),
kliknéte Continue Calibration (PokraCovat v kalibraci).

10. Po skonceni kalibrace vyjmeéte kalibra¢ni desticku 2 z pfistroje:
a. Otevrete nositka pfistroje.
b. Vyjméte kalibraéni desticku 2 z pfistroje a vyhod'te ji.

c. Opatrné uzaviete nositka pfistroje.

Analyza vysledkd 1. Po skonceni kalibrace ovéfte stav kalibrace:
kalibrace « Passed (Usp&na) — Kalibrace se zdafila. Pokradujte krokem 2a.

» Failed (Netspésna) — Kalibrace se nezdafila. Postupujte podle pokynil
v Casti “Nezdatend kalibrace barev” na stran¢ 134.

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

2. Pro kaZdou barvu na desticce ovéfte prub¢eh spekter:

a. Ve vyobrazeni desticky zvolte (stisknéte klavesu Ctrl a oznacte) jamky
obsahujici tutéZ barvu.
b. Prostudujte hruba data. Pro kazdé spektrum ovéite, Ze:
* Piky jsou v detekovatelném rozsahu pfistroje.
* Ve spektru nejsou abnormalni piky.

* Piky jsou v kandlu odpovidajicimu dané barvé (viz “Spektra barev —
systém StepOne™ na stran¢ 108 nebo “Spektra barev — systém
StepOnePlus™” na strané 109).

Pokud spektrum nespliiuje shora uvedené parametry, postupujte podle pokynt
v Casti “Nezdatend kalibrace barev” na strané 134.

Poznamka: Drobné variace spekter a pikii mezi jamkami obsahujicimi tutéZ barvu
jsou zptisobeny malymi rozdily v optické a excitacni energii mezi témito jamkami.

3. Jsou-li vSechna spektra pfijatelnd, kliknéte v nabidce View Details (Zobrazit detaily)
na moznost Plate 2 (Desticka 2).

4. Prostudujte hrubd data pro desti¢ku 2 podle postupu v kroku 2b.

5. Jsou-li vSechna spektra prijatelna, kliknéte Finish (Konec).

6. Jste-li vyzvani k uloZeni kalibrace barev, kliknéte Yes (Ano).

2a

2b/4
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Pravidelna udrzba

Kalibrace vlastni Potfebné pomucky
barvy

* Centrifuga s adaptérem na desticky

* Vlastni barva(y)

* Deionizovand voda

* MicroAmp opticky adhezivni film nebo MicroAmpm 8-vickové stripy (pouze plocha
vicka)

* MicroAmpm™ optickd reak¢ni desticka pro dany typ ptistroje

* Pipetmany a Spic¢ky (200-uL a 1000-uL)

* Rukavice bez pudru

* Ochranné bryle

e Zkumavky (2-ml a 10-ml)

Priprava vlastni desti¢ky pro kalibraci barvy

1. Ptipravte vlastni desti¢ku pro kalibraci barvy
a. Pfipravte roztok barvy v objemu 1.5 mL o poZadované koncentraci.

b. Pipetujte 30 pL roztoku do vSech jamek desticky.

c. Uzavfiete jamky desticky pomoci optického adhezivniho filmu nebo optickych
plochych vicek.

d. Vortexujte desticku po dobu 5 vtefin.

e. Centrifugujte desticku pro kalibraci pozadi 2 min pfi méné neZ 1500 rpm.

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

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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f. Ov¢ite, Ze tekutina je v kaZdé jamce na dné. Pokud neni, centrifugujte desticku
znovu pii vysSich otackach a delsi dobu.

DULEZITE! Spodni strana desti¢ky pro kalibraci pozadi se nesmi znedistit.
Tekutiny a jiné kontaminace, které pfilnou ke dnu desticky, mohou kontaminovat

blok na vzorky a zptisobit abnormalné vysoky signal pozadi

Spravné Spatné
J— -
_ A = S5\
r - K77, 220N
[ =F 7 A
— E— . + s
— @ | Tekutina na dné * Nedostate€né otacky nebo
4 o jamky 24 .
-4 ‘\ J ) » Nedostate€néa doba centrifugace

2. Vlozte desticku pro kalibraci vlastni barvy do piistroje:

a. Otevrete nositka pfistroje.
b. Umistéte desticku pro kalibraci vlastni barvy do bloku na vzorky tak, Ze pozice

Al je vlevo vzadu .
c. Opatrné uzaviete nositka piistroje.

Spusténi viastni desticky pro kalibraci barvy
1. V programu StepOnem™ zvolte Instrument > Instrument Maintenance Manager

(Pristroj > Spravce udrZby pfistroje).
2. V okné¢ Instrument Maintenance Manager (Spravce udrzby pfistroje):

a. V navigacni 1ist€ kliknéte Dye (Barvy).
b. V okné€ Dye (Barvy) zvolte Custom Dye Calibration (Kalibrace vlastnich

barev).
c¢. Kliknéte Start Calibration (Spustit kalibraci).

111
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Kapitola 6 Udrzba systému

3. Na obrazovce Setup dialogového okna Dye Calibration (Kalibrace barev) zvolte

7.
8.

112

vlastni barvu ze seznamu nebo vytvoite novou takto:
a. Kliknéte New Dye (Nova barva).
b. V dialogovém okné¢ Dye Manager (Sprdvce barev) kliknéte New (Nova).
c. Vyplite dialogové okno New Dye (Nova barva), poté kliknéte OK.

Pole Krok

Name (Nazev) | Zadejte nazev vlastni barvy.

Wavelength Zadejte vinovou délku, pfi niz barva emituje fluorescenci.
(VInova délka)

Type (Typ) Zvolte:

» Reporter pokud se jedna o barvu, ktera emituje zareni,
zhaSené zhasecem.

* Quencher (Zhasec) pokud se jedna o barvu, ktera absorbuje
fluorescenci reportérové barvy.

+ Both (Obé) pokud barva emituje zafeni nezavisle na zhaseci.

d. Kliknéte Close (Zaviit).

Na obrazovce Setup dialogového okna Dye Calibration (Kalibrace barev) zadejte
teplotni parametry kalibrace.

Poznamka: Nastavte teplotu tak, aby odpovidala teploté, pfi niZ chcete méfit
fluorescenci. Naptiklad teplota pro vSechny systémové barvy Applied Biosystems je
60 ° C, ponévadz pti pouzivani reagencii TagMane probihd méfeni fluorescence
béhem faze extenze, jeZ se provadi pii 60 ° C.

Zvolte The custom dye plate is loaded in the instrument (Desticka pro kalibraci
vlastni barvy je vloZena do pfistroje), poté kliknéte Next (Dalsi).

Na obrazovce Run (B¢h) kliknéte Start Run (Spustit béh), poté vyckejte na ukonceni
kalibrace barev.

Poznamka: Pokud progam StepOner zobrazi v pribéhu béhu chybové hlasky,
postupujte podle pokynii v ¢asti “Nezdafena kalibrace barev” na strané 134.

Jakmile piistroj zobrazi hlavni menu, vyjméte destic¢ku.

Analyzujte vysledky kalibrace podle popisu v €asti “Analyza vysledka kalibrace” na
strané 106.
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Archivace a zalohovani dat

Pravidelna
kontrola mista na
disku

Archivace
vysledku

Pravidelné
zalohovani
experimentu

Vypracujte si postupy pro spravu dat, generovanych piistrojem:

Provadite-li experimenty v redlném Case a to véetn¢ genotypovacich experimentti
analyzovanych v redlném case, ovétujte volné misto na vasem pevném disku kazdy tyden.
Zbyvé-li na pevném disku 20% jeho maximalni kapacity, pfeved’te stard data na
zalohovaci médium.

Pomoci né¢jakého kompresniho nastroje mtizete provadet archivaci
experimentl, ¢imZ uSetiite misto na pevném disku vaSeho pocitace. Muzete
pouZit riizné komer¢né dostupné kompresni néstroje. PKZIP a ARC jsou
formaty archivli béZné v opera¢nim systému Microsofte Windowse.

Zélohujte experimenty provedené vasim piistrojem, abyste:
* se ochranili pfed ptipadnou ztratou dat zptisobenou nepiedpokladanym selhdnim
pocitace nebo jeho pevného disku/diskt.
* uSetfili misto na vasem pevném disku a optimalizovali vykon, pokud stard data po
zalohovani vymazete.

Vice informaci o volbé zatizeni pro zdlohovani dat viz “Volba ochrannych zatizeni”
na strané 7.
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Nepravidelna udrzba

Udrzba Nasledujici kroky provadéjte podle potieby pro feseni vzniklych problémii:
m Dekontaminace bloku na VZOTKY ........coceiiiiiiiiiiiiiieeee 115
B PremistOVANT PITSITOJE ..uveviriieiiiieii et 118
B VIMENA POJISTEK c.veetiiiiiiiieiiee ettt ettt e 120
B Odeslani pISroje dO SEIVISU....c.eireerierierienieeieete ettt ettt sttt e 122
m Aktualizace opera¢niho systému WindoOws ...........cceeceerienieniennienienienieeeene 124
m Aktualizace programu StepOne™ ..........cccccooiiiiiniiniiiniiee e 125
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Dekontaminace bloku na vzorky

Pokud jste provedli kalibraci pozadi a pozorovali vysoky signdl fluorescence pozadi,

o némz se domnivéte, Ze by mohl byt vysledkem kontaminace, proved’te dekontaminaci
bloku na vzorky.

Potiebné  Chlornan sodny (10%)
pomucky * Tycinky s bavlnou nebo nylonem a utérka nepoustéjici chlupy
* Deionizovand voda
e Etanol (95%)
* Pipetman se Spickami (100-uL)
* Rukavice bez pudru
» Kabel, Zluty (z instala¢ni soupravy systému)
AN

v , \——— 9 . . v e v _ s
Doporuceni pro // I\ CAUTION] Spole¢nost Applied Biosystems doporucuje pro odstranéni

pouzivani kontaminaci v bloku na vzorky pouZivat 10% roztok chlornanu sodného; nicméné
chlornanu sodného rozsahlé pouZivéni tohoto roztoku miiZze zptsobit korozi bloku.

Abyste ptedesli poskozeni bloku:

* Pouzivejte roztok chlornanu sodného pro dekontaminaci bloku aZ jako posledni
moznost. Nejprve zkuste kontaminace odstranit deionizovanou vodou a 95%
etanolem.

* Po proplachnuti bloku chlornanem sodnym jej peclivé vyplachnéte destilovanou
vodou . Takové promyti snizuje ti¢inky dlouhodobého pouZivani chlornanu sodného.

Cisténi ¢ X RIZIKO PORANENIL. Je-li pfistroj v provozu, mize byt blok na
kontaminovanych vzorky ohtaty na vice nez 100 °C. Byl-li pfistroj aktudln€ pouZivan, vyckejte ochlazeni
jamek bloku na vzorky na pokojovou teplotu.

Pfiprava 1. Pokud jste to jiz neprovedli, propojte Zlutym kabelem:

pristroje o Zluty sitovy port ( O, ) piistroje a
* sitovy port ( & ) poditace s instalovanym programem StepOner

DULEZITE! Nepfipojujte Zluty kabel do modrého LAN portu ( == ).

L]

2R

ULL

i

D)
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2. Na zdklad¢ vysledki kalibrace pozadi identifikujte kontaminované jamky bloku.
3. Vypnéte piistroj a vypojte jej ze zasuvky. Nechte je vychladnout 15 min.

4. Oteviete nositka piistroje.

a

-,
ACAUTION

5. Vydistéte kontaminované jamky bloku na vzorky:

a. Pipetujte maly objem deionizované vody do vSech kontaminovanych jamek,
vyplachnéte jamku nekolikrat pipetovanim vody nahoru a dold a pipetujte vodu
do odpadu.

b. Pomoci ty¢inky s bavlnou vytiete vnitiek kaZzdé kontaminované jamky.
c. Vysuste zbytky deionizované vody utérkou, kterd nepousti vlakna.

d. Opakujte kroky 5a azZ 5d.

7. Proved'te kalibraci pozadi, abyste potvrdili, Ze jste kontaminaci odstranili.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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8. Je-li kontaminace stdle pfitomna, vycCistéte jamky pomoci 95% etanolu:

7\
V4 ) S
/s QUGS CHEMICKE RIZIKO.Etanol je hoflavé tekutina a vytvafi
hotlavé vypary. Zpasobuje podrazdéni o¢i, kiZe a dychaciho ustroji a miize
zpusobit poskozeni centrdlniho nervového systému a jater. Prectéte si
bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pii manipulaci. PouZivejte prostiedky
ochrany o¢i, ochranny odév a rukavice

a. Opakujte kroky 2 az 5 za pouziti 95% EtOH namisto deionizované vody.
b. Opakujte krok 5 za pouZiti deionizované vody, abyste vyplachli jamky bloku.

c. Proved'te kroky 6 a 7, abyste ovéfili, Ze jste kontaminaci odstranili.

DULEZITE! Poté co promyjete jamky chlornanem sodnym nebo etanolem je vzdy
vyplachnéte deionizovanou vodou.

9. Je-li kontaminace stdle piitomna, vycistéte jamky pomoci 10% roztoku chlornanu
sodného:

y Nes CHEMICKE RIZIKO. Chlornan sodny je dezinfekéni
prostiedek, ktery miiZze poleptat kliZi a zpisobit jeji depigmentaci. Prectéte si
bezpecnostni list a dodrZujte pokyny pifi manipulaci. PouZivejte prostiedky ochrany
oci, ochranny odév a rukavice bez pudru.

a. Opakujte kroky 2 az 5 za pouziti 10% roztoku chlornanu sodného namisto
deionizované vody.

b. Opakujte krok 5 za pouZiti deionizované vody, abyste vyplachli jamky bloku.

c. Proved'te kroky 6 a 7, abyste ovéfili, Ze jste kontaminaci odstranili.

DULEZITE! Poté co promyjete jamky chlornanem sodnym nebo etanolem je vzdy
vyplachnéte deionizovanou vodou.

10. Je-li kontaminace stdle pfitomna, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti
Applied Biosystems.
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Pfemistovani pristroje

Niésledujici kroky proved'te, chcete-li pfemistit piistroj na kratkou vzdalenost (napf.
mezi laboratofemi v téZe budové).

Poznamka: Chcete-li piistroj odeslat prostfednictvim pozemni nebo letecké piepravy,
pfipravte jej k ptepraveé podle postupu v ¢asti “Odeslani piistroje do servisu” na strané
122.

Potfebné Origindlni transportni desti¢ka nebo MicroAmpm optickd desticka.
pomucky

Pfiprava 1. VloZte transportni desti¢ku nebo prazdnou desti¢ku do piistroje:
fistroje y e
P J a. Otevrete nositka piistroje.

b. VloZte desti¢ku do bloku na vzorky.

c. Uzavfete nositka piistroje.

2. Presunte blok na vzorky do horni pozice (pro tcel prepravy):
a. Dotknéte se dotykového displeje piistroje StepOnem, aby se piistroj uvedl do

chodu, poté se dotknéte @ .

b. V hlavni nabidce se dotknéte Tools Menu (Ndstroje), poté se dotknéte Ship Prep
(Ptiprava k prepravé).

c. Vyckejte na piesun bloku do horni pozice, poté piistroj na vyzvu na displeji
vypnéte.

3. Vypojte piivodni elektrickou $idru.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
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/\
/a\
Pfemisténia / « SIZANNIEE RIZIKO VZNIKU PORANENI. Nepokousejte se zvedat pifstroj
znovuzapojeni  nebo jiné t&7ké predméty, pokud nejste poudeni o spravném postupu této innosti.

pfistroje  Nespravny postup zvedani miiZe vést ke vzniku bolestivého a nékdy i trvalého poranéni
zad. PouZivejte proto pfi zvedani nebo pfenaseni piistroje spravny postup. Pro zvedan{

piistroje je zapotiebi minimaln€ dvou osob

DULEZITE! Pfemistovani vaseho piistroje miiZe zpiisobit drobné zmény v nastaveni
optického systému. Spolecnost Applied Biosystems doporucuje, abyste po pfemisténi
oveftili funkénost pristroje pomoci ovétovaci desticky TagMan® RNase P Fast
Instrument Verification Plate .

1. Premistéte vas systém podle pokyni v kroku 6 na strané 16.

. /a\
B A TiION . L .
£ * wI=UAMICIE Nenoste pristroj za vysouvaci nositka. Mohlo by dojit

k poskozeni optického systému pfiistroje

Ano |

2. Instalujte soucasti systému podle vami zvolené varianty instalace.

Instalace Popis Provedte podie popisu
v casti ...
S pocitacem | PfFistroj je pfimo propojen s poc¢itatem Kapitola 3, “Instalace
pomoci zlutého dodavaného kabelu. pristroje s pocitacem,”
na strané 25
Bez pocitace | PFistroj neni pfimo propojen s pocitacem Kapitola 4, “Instalace
s instalovanym programem StepOnem. pfistroje bez pfipojeni k

pocitaci,” na strané 49

Pokud pokus s RN4zou P provedeny po skonceni instalace:
* splni pozadovana kritéria, premisténi se zdafilo.

* nesplni pozadovana kritéria, proved’te znovu kalibraci pfistroje:

a. Proved’te prostorovou kalibraci (viz “Provedeni prostorové kalibrace’ na strané
90).

b. Proved'te kalibraci pozadi (viz “Provedeni kalibrace pozadi” na stran¢ 94).
c. Provedte kalibraci barev (viz “Provedeni kalibrace barev’ na stran¢ 100).

d. Provedte béh s RNazou P (viz “Provedeni ovéfovaciho béhu s desti¢kou
RNazaP” na strané 38 nebo 60).
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Vyména pojistek

Potfebné
pomucky

Vyména
pojistek

120

Vymeénu pojistek piistroje provadéjte podle potieby.

* Pojistky, 10 A, 250 VAC Slo-Bloe
* Maly plochy Sroubovak

O pojistkach

Pristroj je vybaven dvémi 10 A, 250 VAC pojistkami, které jej chrani vici prepéti.
Meénite-li pojistku, doporucuje spole¢nost Applied Biosystems vyménu obou pojistek
najednou bez ohledu na jejich stav.

Poznamka: Povolené napéti v siti je 100, 120, 220, 230 £10%; 240 VAC
+6%/-10%, 50/60 Hz + 1%.

22 NEBEZPECI POZARU. Z diivodu ochrany pied rizikem vzniku
poZéru pouZivejte pro vyménu pouze certifikované pojistky typu a jmenovitého proudu
shodného s pojistkami, které jsou v piistroji umistény

y 1= NEBEZPECI URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Abyste se
ochranili pfed drazem elektrickym proudem, pouZivejte pouze zasuvku se zemnicim
kolikem. NepouZivejte adaptér k zdsuvce bez zemniciho koliku, kterd neposkytuje
dostate€nou ochranu.

vy

",
e

"\
"Nlr"'

{1352 NEBEZPECT URAZU ELEKTRICKYM PROUDEM. Uder
elektrickym proudem, ktery mtiZze zptisobit traz nebo smrt, miize byt vysledkem prace
na pifistroji, v némzZ je vysoké napéti. Abyste se tomuto riziku vyhnuli, vypojte pfistroj
ze sité a vyCkejte alesponi jednu minutu pfed zahdjenim price na piistroji.

1. Vypnéte pfistroj.

2. Vypojte pfivodni $niiru ze zasuvky.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



Kapitola 6 Udrzba systému A
Nepravidelna udrzba

3. Vyjméte drzdk pojistek a pojistky:

a. Vlozte plochy sroubovék do jednoho z otvorti na pravé strané krytu pojistek a
pacenim jej oteviete.

b. VloZte Sroubovdk do jednoho z otvori po stranach drzaku pojistek a vysuiite
jej-

¢. Vymeiite spalenou pojistku(y) za novou 10 A , 250 VAC pojistku.

B < 7\
| S 74N
MR Y /. N\
R iis \
1 W e
~
N L. s |
NE
~ 0
~ |

4. Vlozte drzak pojistek zpét:

a. Jemné stlacte pojistky mezi palec a ukazovak a vloZte jejich drzak zpét do
Iuzka do spravné pozice.

b. Uzavfete kryt pojistek.

EHEEEELELTE T I | L . |

P

5. Pripojte ptivodni $iitiru k pFistroji.

6. Zapnéte piistroj a vyckejte na provedeni vSech diagnostickych testii. Probéhnou-li
tyto testy dspeSné, pifistroj zobrazi hlavni nabidku.

Vyskytne-li se né€jaky problém, piistroj zobrazi odpovidajici chybovy kéd. Opakujte
shora uvedeny postup bez vymény pojistek, abyste znovu usadili jejich drzdk do
Iuzka. Pokud problém pietrva, kontaktujte spolecnost Applied Biosystems podle
pokynt v ¢asti “Kde ziskat pomoc” na strané x.
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Odeslani pfistroje do servisu

Potfebné
pomucky

Pfiprava pro
prepravu do

Applied
Biosystems

122

Pokud je potieba, aby na piistroji provedl opravu servisni technik spole¢nosti Applied
Biosystems, dekontaminujte piistroj a zabalte jej pro odeslani do spolecnosti Applied
Biosystems.

MicroAmpm™ opticka reakéni desticka

1. Kontaktujte zdkaznické centrum spolec¢nosti Applied Biosystems (viz “Kde ziskat
pomoc” na strané x) a vyZddejte si Certifikat o dekontaminaci.

2. Dekontaminujte ptistroj podle pokynu v certifikdtu o dekontaminaci.

3. Podepiste vyplnény certifikat o dekontaminaci a faxujte nebo jej odeslete e-mailem
do zakaznického centra spolecnosti Applied Biosystems.

DULEZITE! Certifikit o dekontaminaci nevyhazujte. Jeho kopii musite zabalit
spolu s piistrojem.

4. Presunte blok na vzorky do horni pozice (pro tcel prepravy):

a. VloZte prazdnou reakéni desticku do piistroje.

b. Dotknéte se dotykového displeje pristroje StepOner, aby se piistroj uvedl do

chodu, poté se dotknéte @ .

¢. V hlavni nabidce se dotknéte Tools Menu (Nastroje), poté se dotknéte Ship
Prep (Pfiprava k pfeprave).

d. Vyckejte na presun bloku do horni pozice, poté piistroj na vyzvu na displeji
vypnéte.

5. Vypojte ptivodni elektrickou $niru.
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6. Zabalte pfistroj do obalového materidlu Applied Biosystems. Soucésti baleni musi
byt:
* Piistroj StepOne™ nebo StepOnePlusm™
* Certifikdt o dekontaminaci (z kroku 3b na stran¢ 122)

DULEZITE! Odeslani pfistroje do spolenosti Applied Biosystems bez
vyplnéného certifikdtu o dekontaminaci bude znamenat prodlouzeni doby
opravy.

* Objedndvka servisu:
» Pisemnd objednévka servisu nebo
* Dopis na hlavickovém papife vasi spolecnosti s odkazem na “dstné
provedenou objednadvku servisu” nebo
* Informace o platebni kart€¢ Visa nebo MasterCard
* Vase kontaktni informace vcetné:
* Adresy pro zasldn{ faktury
* Adresy pro zpétné doruceni piistroje
* Jméno a telefon kontaktni osoby

DULEZITE! Piisluenstvi a pfivodni $iiiry neposilejte.

7. Opatrete balik udaji k preprave.

8. Odeslete balik na adresu poskytnutou zdkaznickym centrem spole¢nosti
Applied Biosystems.

Instalace Poté co piistroj dostanete zpét, instalujte jej jako by byl novy podle pokynt v kapitolach
opraveného 1 az 5 této piirucky.
pristroje
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systému

Aktualizace operac¢niho systému Windows

124

Navstivte
stranku
StepOnem™

Kompatibilita
aktualizaci

Na internetovych strankach spolecnosti Applied Biosystems naleznete sekci vénovanou

systémil StepOnem™ a StepOnePlus™. Najdete zde nejnovéjsi informace z hlediska
souvisejicich produktii a sluZeb a technické podpory:

info.appliedbiosystems.com/stepone
Jsou zde rovnéZ nejnovéjsi verze ovladaciho softwaru a dokumentace k piistroji.

Na strankach technické podpory miiZete:

* Pfimo polozit dotaz Technické podpote

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

* Stahovat dokumenty ve formitu PDF

o Ziskat informace o Skoleni pro zakazniky

» Stahovat programové aktualizace a opravné balicky

Neinstalujte vyssi verzi operacniho systému Microsoft Windows® na pocitac pfipojeny
k pristroji aniZ byste prostudovali pozndmky k dané verzi (tzv. Release Notes) nebo
informace na strankdch Applied Biosystems. Novéjsi verze operacniho systému
Windowse nebo jeho aktualizace miiZe zptisobit konflikt s programem StepOnem

a vas piistroj mize byt neovladatelny.

1. Otevrete adresat D:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.0, dvakrat
kliknéte na release-notes.html a seznamte se s obsahem tohoto dokumentu, ktery
obsahuje informace tykajici se kompatibility.

2. Nejsou-li informace v tomto dokumentu dostate¢né, navstivte stranku
www.AppliedBiosystems.com/StepOne a vyhledejte potfebné informace zde.

3. Nejsou-li informace na internetové strance dostatecné, kontaktujte spolecnost
Applied Biosystems (viz “Kde ziskat pomoc” na strané x).
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Aktualizace programu StepOne™

Chcete-li aktualizovat program StepOne™, zalohujte nejprve data (vysledky
experimentl a aplikacni knihovny) na vasem pocitaci.

Ptiprava 1. Zalohujte aplika¢ni knihovny:
aktualizace

a. V hlavni nabidce programu StepOnem™ zvolte Tools (Nastroje) > <poZadovand
knihovna>.

b. Objevi-li se dialogové okno piislu§né knihovny, zvolte prvky, které chcete
exportovat a kliknéte Export.

c. V dialogovém okné Export kliknéte Save (Ulozit).

d. Opakujte kroky 1 aZ 3 i pro ostatni archivované knihovny.

Zalohujte vysledky experimentii — vytvoite kopii adresare, v némZ tyto vysledky
ukladate.

Ptednastaveny adresat pro experimenty StepOne nebo StepOnePlusm je:

D:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.0\experiments

3. Zalohujte data z pfistroje:

a. Pripojte USB disk do USB portu.

b. Dotknéte se dotykového displeje pristroje StepOner, aby se piistroj uvedl do

chodu, poté se dotknéte .

c. V hlavni nabidce se dotknéte Settings (Nastaveni), poté se dotknéte
Admin Menu (Administrator), poté se dotknéte Back Up Experiments
and Settings (Zilohovat experimenty a nastavent).

d. Dotknéte se Back Up (Zalohovat) a vyckejte pfenosu dat.

e. Po ukonceni pfenosu se dotknéte Done (Hotovo) a vyjméte USB disk.

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

Re$eni problému pfi instalaci

V této piiloze naleznete:

m Problémy s programem StepOne™..........ccccceevviiiiriiiniiieeieeniee et 128
m Problémy s pripojenim K STt .....cccveereeeiiiiiiiieiiieeieceeeeee e 129
m Nezdafend kalibrace pozadi...........cooceeviiiiiiiiniiiiiieecee e 132
m Nezdaiend Kalibrace barev ..........ccccccceveeniiniiiiiiiiiinicccececsecnec e 134

Poznadmka: Vice informaci k tématim diskutovanym v této pfirucce naleznete v online
napoveédeé 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).
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Problémy s programem StepOne™

Setkéte-li se béhem instalace programu StepOne™ s problémy, pfed opétovnou instalaci
program nejprve odinstalujte.

Odinstalovani 1. Prihlaste se do operaéniho systému jako administrator nebo jako uZzivatel s pravy
programu administrétora.
StepOnem™

DULEZITE! Instalujete-li program StepOner, musite byt pfihldseni do opera¢niho
systému Windowse jako uZivatel s pravy administrétora.

2. Odstrante program StepOnem:

a. Na plose zvolte Start > Control Panel > Add/Remove Programs (Start >
Ovladaci panely > Ptidat/Odebrat programy).

b. V dialogovém okné¢ Add/Remove Programs (Pfidat/Odebrat programy)
zvolte program StepOnem™ a kliknéte Change/Remove (Zménit/Odebrat).

¢. V dialogovém okné InstallShield Wizard zvolte Remove (Odstranit).
d. V dialogovém okné Confirm Uninstall (Potvrd’te odstranéni) kliknéte OK.
e. Po odstranéni programu kliknéte Finish (Konec).

f. Uzavfete dialogové okno Add/Remove Programs (Ptfidat/Odebrat programy).

3. Restartujte pocitac a prihlaste se jako administrator nebo uzivatel s pravy
administratora.
4. Instalujte znovu program StepOne™.

Pokud se instalace programu znovu nezdafi, pfeinstalujte pocita¢ pomoci obrazu
(image) origindlni instalace a instalujte program znovu.

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
128 Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka



Ptiloha A Re$eni problém pfi instalaci
Problémy s pfipojenim k siti

Problémy s pfipojenim Kk siti

Zde najdete informace potfebné pro vyfeSeni piipadnych problému s nastavenim piistroje
pro vzdilené monitorovani.

AT

> . s o VAR
Reseni problémd { Start ] V programu StepOne nelze aktivovat
- postup N~ vzdalené monitorovani pfistroje
e iy Pfipojte sitovy kabel ||
Je pristroj pripojen k siti Ne do r?wcidrého s%/t‘ového
pomoci modrého > portu na zadni strané
sitového portu? pristroje. =
L=d
\l/Ano

Zjistéte IP adresu a nastaveni sitového
portu pristroje podle postupu v kroku 1 na

strané 130.
Je sitovy port konfigu- Ovérte si u spravce sité, zda je staticka
1 rovan pro statickou IP [ IP adresa, maska podsité a nastaveni
| adresu nebo DHCP? | Staticka brany spravné. Upravte nastaveni podle
P pokyn( spravce sité.
| DHCP

Zjistéte adresu podsité podle postupu
v ¢asti “Jak zjistit adresu podsité” na

strané 131.
Jsou pristroj a pocitac Ne Zprovoznéte Monitorovani pfistroje
v téze podsiti? pomoci IP adresy sitového portu.

YAno

Ovérte konektivitu pfistroje pomoci
funkce Ping podle popisu v ¢asti “Ovéreni
konektivity pfistroje” na strané 130.

BN

Konektivita je v poradku? Ne Pozadejte spravce sité o zjisténi pficiny

E— neexistujici konektivity.

Muzete pfidat nebo mo- Ne
~| nitorovat pfistroj pomoci [~
programu StepOne™?

Pridavate-li pfistroj ke vzdalenému

monitorovani, zadejte jeho nazev

vyhradné pomoci malych pismen.
|

Nelze-li pro pfidani pouzit nazev
pristroje, zkuste pouzit jeho IP adresu.

Vypojte pfistroj ze sité a ovéfte jeho
konektivitu pomoci funkce Ping.
Tt Funguje-li konektivita i po odpojeni
podle postupu v &asti - < pristroje ze sits, jiné zafizeni pouziva
Kde ziskat pomoc” na tuté IP adresu a musite vyfesit tento
strane x. konflikt IP adres v siti.

Kontaktujte spole€nost
Applied Biosystems
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Problémy s pfipojenim k siti

Ovéfeni Propojeni poéitade v siti a piistroje miiZete ovéfit pomoci funkce Ping. Pfikazem Ping
konektlwf[y z piikazové fadky DOS odeslete 32-bitové datové pakety do piistroje. Je-li sitové
pristroje  propojeni pocitace a pifstroje v potadku, pifstroj jako odpovéd’ odesle datové pakety.
1. Ovéite IP adresu pfistroje:

a. Dotknéte se dotykového displeje pristroje StepOnerv, aby se pfistroj uvedl do

chodu, poté se dotknéte .
b. V hlavni nabidce se dotknéte Settings Menu > Admin Menu > Set IP Address
(Nastaveni > Administrator > Nastaveni IP adresy).

c. Poznamenejte si IP adresu v poli IP Address.

2. Odeslete ptikaz Ping na pfistroj:
a. Zapnéte piistroj a vyckejte na jeho nabeh.

b. Na plose pocitace zvolte Start > Programs > Accessories >
Command Prompt (Start > Programy > PiisluSenstvi > Piikazovy fadek).

c. V okné piikazového fadku zadejte ping <IP adresa>, poté

stisknéte Enter.
Pokud... pak...
se “ping” vrati pocita¢ komunikuje s IP adresou.
zobrazi “request Vyckejte nékolik minut na aktualizaci sitové adresy pfistroje a
timed out” postup opakujte.
Pokud se ani druhy pokus nezdafi, obratte se na spravce sité,
abyste zjistili pfi¢inu nefunkéni sitové komunikace.
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Problémy s pfipojenim k siti

Konflikt IP adres v siti

Maite-li podezieni, Ze IP adresa pouZivand portem piistroje miize byt totoZnd, jako adresa
jiného zatizeni v siti, miZete toto podle nasledujici procedury ovéfit.

1. Odpojte ptistroj ze sité.
2. Pomoci funkce ping ovéite dostupnost IP adresy piistroje podle postupu vyse.

Pokud funkce Ping prokaZe dostupnost zatizeni v siti, znamena to, Ze tuto adresu md
jiné zafizeni v siti a piistroji musi byt pfidélena jind IP adresa.

[a——

Jak zjistit Dotknéte se dotykového displeje piistroje StepOner, aby se piistroj uvedl do chodu,

adresu podsité 0
poté se dotknéte .

2. V hlavni nabidce se dotknéte Settings Menu > Admin Menu > Set IP Address
(Nastaveni > Administrator > Nastaveni IP adresy)

3. Poznamenejte si IP adresu v poli IP Address. Prvnf tfi ¢isla IP adresy je adresa
podsite.
Napt. v nédsledujici IP adrese je adresa podsité vyznacena kurzivou:
192.168.100.140

Je-li adresa podsité pro piistroj odliSnd od adresy podsité, v niZ je pocita¢ ureny pro
vzdalené monitorovani, nelze pouZit ndzev piistroje, chcete-li jej ptidat do seznamu pro
vzdalené monitorovani. Omezeni mDNS popsané v ¢4sti “Doporuceni pro pripojeni k siti”
na strané 77 dovoluje pouZit ndzev piistroje jako identifikétor zafizeni v siti pouze pro

v rdmci téZe podsité.

Poznamka: Chcete-li zjistit adresu podsité vaseho pocitace (ur¢eného pro vzdalené

monitorovani), zvolte Start > Help and Support (Napovéda) na ploSe a nasledne
v ndpovéde Microsoft Windows vyhledejte postup pro vas operacni systém.
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Nezdarena kalibrace pozadi

Zde najdete informace potiebné pro vyteseni ptipadnych problémi s kalibraci pozadi.

Reseni problému Start

- postup L

Opakuijte kalibraci. Pokud problém pretrva,
— kontaktujte spolecnost Applied Biosystems
Ne podle postupu v ¢asti “Kde ziskat pomoc” na
strané x.

Ano

Ne 1. Opakujte kalibraci pomoci téze
—>  desticky.

2. Pokud se kalibrace znovu
nedari, opakujte kalibraci
pomoci jiné desticky.

3. Pokud se kalibrace znovu nedafi,
identifikujte zdroj fluorescenéni
kontaminace podle popisu v ¢asti
“Identifikace zdroje fluorescencni
kontaminace” nize.

Identifikace Signly, které prekroéi troveri normalni fluorescence pozadi, jsou zndmkou fluorescenéni
zdroje kontaminace v kalibra¢ni desti¢ce nebo bloku na vzorky. Mezi béZné kontaminace patii:
fluorescencni inkoust z fixi, prach z rukavic a prachové &éstice.
kontaminace
Chcete-li identifikovat zdroj fluorescenéni kontaminace:

1. Zobrazte hruba spektra a identifikujte kontaminovanou jamku(y) postupnou volbou
stdle menSich oblast{ desticky.

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

3. Opakujte krok 1. Je-li misto(a) kontaminace identifikované v krocich 1 a 3:

* Identické — Je kontaminovan blok na vzorky. Proved’te dekontaminaci
bloku na vzorky podle postupu na strané 115.

* Odlisné — Je kontaminovana kalibra¢n{ desticka. Desti¢ku vyhod’te a
proved'te kalibraci pozadi pomoci nové desticky.

Pokud se kalibrace nezdafi ani po vymén¢ kalibra¢ni desti¢ky a dekontaminaci bloku na
vzorky, proved'te nasledujici test:

1. Vlozte do pfistroje desti¢ku pokrytou kusem ¢erného papiru.

2. Proved'te kalibraci pozadi podle postupu v ¢asti “Provedeni kalibrace pozadi” na
strané 94.

3. Po skonceni behu zvolte vSechny jamky desticky.
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4. Zobrazte spektra. Je-li spektralni pik(y):
» Piitomen — Opticky systém vaseho piistroje miZe byt kontaminovan.
Kontaktujte spolec¢nost Applied Biosystems podle postupu v ¢asti “Kde ziskat
pomoc” na stran¢ X.

* Nepritomen — Je kontaminovén blok na vzorky. Proved’te dekontaminaci bloku
na vzorky podle postupu na stran€ na strané 115.
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Nezdarena kalibrace barev

Zde najdete informace potiebné pro vyfeseni piipadnych problémt s kalibraci barev.

Reseni problému Start

- postup L

Opakujte kalibraci. Pokud

problém pretrvd, kontakiujte
Ne ’ spole¢nost Applied Biosystems

podle postupu v ¢asti “Kde

ziskat pomoc” na strané x.
Ano
Ovéite nepravidelnosti spekter
podle postupu v ¢asti “Analyza
— vysledku kalibrace” na strané
Ne 106.
Ano

Jsou-li spektralni piky zobrazeny v nespravném filtru,
ovéfte Ze:

—_— Spektrélni,kalipraén[ desticka bylva do pfistroje vioZzena
ve spravné orientaci (nebyla oto¢ena o 180°).

Ne » Pouzivate-li vlastni desti¢ku pro kalibraci barev,
pouzili jste spravné barvy.
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Bézné V nasledujici tabulce je vycet béznych problémi pii kalibraci barev.

problémy

Spektra

Mozna pfic¢ina

Krok

Jedno nebo vice spekter je
pod detekovatelnym
prahem, jehoz dosazeni je
predpokladem kalibrace.

» Nedostate¢né centrifugovani
spektralni kalibra¢ni desticky.

» Staré nebo malo reagencii ve
spektralni kalibra¢ni desticce.

» P¥i pouziti vlastni destic¢ky pro
kalibraci pozadi — nedostate¢na
koncentrace barvy.

1. Vyjméte destiCku a zkontrolujte jamky. Pokud
tekutina v jamkach desticky:

— Neni na dné jamek, centrifugujte desticku
delSi dobu a opakujte kalibraci.

— Nema4 totozny objem, destiCka nebyla
tésné uzavrena a reagencie se odpafily.
Desticku vyhodte a pouzijte jinou.

2. Vypada-li spektralni kalibracni desticka
normalné, vyhodte ji a pouzijte jinou.

3. Pokud problém pretrva, kontaktujte spole¢nost
Applied Biosystems podle postupu v ¢asti “Kde
ziskat pomoc” na strané x.

Poznamka: Pouzivate-li viastni desticku pro
kalibraci barev, vytvofte novou desti¢ku, ale zvyste
koncentraci barvy, jejiz signal je nedostatecny.

Jedno nebo vice spekter
presahuje maximalni limit
pfistroje.

» Fluorescengni kontaminace je
v bloku na vzorky nebo
spektralni kalibracni desticce.

» Pouzivate-li vlastni desti¢ku pro
kalibraci barev, barva maze byt
pFili§ koncentrovana.

Spektrum obsahuje piky ve
vice nez jednom filtru.

V bloku na vzorky nebo spektralni
kalibraéni desti¢ce je fluorescencni
kontaminace.

Ovéite pfitomnost kontaminace provedenim
kalibrace pozadi podle postupu v ¢asti

“Provedeni kalibrace pozadi” na strané 94. Pokud
kalibrace pozadi neukaze, Ze je kontaminovan blok
na vzorky, mize byt kontaminovana spektralni
kalibraéni desticka.

Poznamka: Pouzivate-li vlastni destic¢ku pro
kalibraci barev, vytvoite novou desticku, ale snizte
koncentraci barvy, jejiz signal je vysoky.
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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).
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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 definovdny 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.
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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.
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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.
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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.
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rychlost rampu

fedici faktor

fedici latka

Rychlost s niZ se v prubéhu behu méni 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.

Viz sériovy faktor.

Latka pouZzivand k fedéni vzorku nebo standardu predtim, nez jsou pipetoviany 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)

série

sériovy faktor

sklon

skupina replikatl
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Proces v rdmci béhu piistroje kdy piistroj m&ii fluorescenci v kaZzdé jamce desticky.
Pfistroj tento signél 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
Viz fedici série standardu.

V programu StepOne™ se jednd o ¢iselny parametr, oznacujici fedéni standardi.
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.

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.

Soubor identickych reakei v témZe experimentu.
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SNP Zkratka pro jednobodovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism). Mlze
se jednat o substituci, inzerci nebo deleci jedné baze.

SNP esej PouZiva se pii genotypovani, jednd se o PCR reakci obsahujici dvé sondy k detekci
dvou riznych alel.

soubor informaci o eseji (assay information file - AlF)
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).

standard Vzorek obsahujici zndmé mnoZstvi templatu. Standardy se pouZivaji k vytvareni
standardnich kiivek. Viz téZ standardni ktivka a fedici série standardi.

standardni kfivka  Pouziva se pii kvantifikaci metodou standardni k¥ivky a relativni standardni kiivky:
» Piimka 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.

systémova barva  Barva doddvand spole¢nosti Applied Biosystems, pro kterou jsou systémy StepOnerm
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.
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templat

teplota tani (Tm)

teplotni profil

Tm

typ experimentu

Uloha (task)
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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)
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Terminologicky slovnik

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

A

AIF. Viz soubor informaci o eseji.
aktualizace operac¢niho systému 124
alela 137
amplifikace 137
amplifika¢ni graf 137
amplikon 137
analyza
experiment RN4za P 43—45, 68—70
kalibrace barev 106—109
kalibrace pozadi 98
prostorova kalibrace 93
antivirové programy 8, 47, 71
APIPA. Viz Automatic Private IP Addressing.
Applied Biosystems
kontakt x
pfipominky k dokumentaci ix
sluzba teplotni validace 89
Technicka podpora x
Applied Biosystems StepOne a StepOnePlus Real- Time PCR Systémy. Viz pfistroj nebo systém.
archivace soubord 113
AutoDelta 138
automatické Ct 138
automatické nastaveni pozadi (baseline) 138
Automatic Private IP Addressing - kompatibilita 78

B

barvy

systémové 4, 101, 149

vlastni 101, 139
bezpecnd manipulace s elektrickymi zafizenimi xviii
bezpecnd manipulace s chemikdliemi xv
bezpec¢nd manipulace s odpadem xvii
bezpecnd price xix
bezpecnost

biologické riziko xix

doporuceni xv, xvii

elektrickd xviii

ergonomie Xxix

chemicky odpad xvii

opakované pohyby xix

pocita¢ xix

pfed ovlddanim piistroje xiv

pfi manipulaci s chemikéliemi xv

piistroj, ovladani xiv

standardy xx

symboly, na piistrojich xii

znacky na pfistroji xiii

zvedani a pfemist'ovani piistroje xiv

zvedani/premistovani xiv
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Rejstfik

bezpecnostni list
popis xv
ziskani x, xvi
bezpecnostni programy 8, 47, 71
biologicky odpad, manipulace xvii
blok na vzorky, dekontaminace 115—117

C
CAUTION - VAROVANI, popis xi
Cr. Viz prahovy cyklus.

D

data
o sbéru dat 3, 140
zafizeni pro zalohovani 7
datum a ¢as - nastaven{
v pristroji 21
v softwaru 32, 55
delta Rn (ARn) 140
desticka pro kalibraci barev
o desticce 100
vlastni barva 100
vytvofeni 110
desticka pro kalibraci pozadi
o desticce 94
opakované pouZiti 95
vytvofeni 99
desticky
desticka pro kalibraci pozadi 94
destic¢ka pro kalibraci pozadi, vlastni 99
desticka pro spektralni kalibraci 90, 100

MicroAmp 17, 18
opakované pouZiti 95
RNaza P 18, 38, 60
disociaéni kiivka 140
doddvané soupravy
instalacni souprava 17—18
ovéetovaci instalacni souprava 18
software a dokumentace 19
dokumentace
doddvani se systémem 19
souvisejici ix
ziskani x
doporuceni
bezpecna likvidace chemického odpadu xvii
bezpecna manipulace s chemickym odpadem xvii
bezpecna manipulace s chemikdliemi xv
kalibrace pozadi 94
prace v siti 77
roztok chlornanu sodného, pouziti 115
vzdéilené monitorovani 82
zvedani a pfemistovani 16, 28, 52
doporuceni pro pfemistovani 16, 28, 52
doporuceni pro zvedani 16, 28, 52
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Rejstrik
DULEZITE, popis xi

E
efektivita amplifikace (EFF%) 139
EFF%. Viz efektivita amplifikace.
elektrickd ochrannd zatizeni 7
elektromagnetickd kompatibilita, normalizace EMC xx
endogenni kontrola 140
ergonomie Xix
esej 139
ID 140
experiment 141
nazev 141
odeslan{ do piistroje 84
RNadza P. Viz experiment RNdza P experiment.
staZeni z pfistroje 84
typ 141
experiment - postup
instalace bez pocitace 10
instalace s pocitacem 9
Experiment RN4dza P 38, 60
analyza 43—45, 68—70
potiebné pomiicky 38, 60
provedeni 41, 63
piiprava 40, 62
ucel 38, 60
R2 parametr 45, 70, 144

F
FAMm barva 4, 101

spektralni profil 108, 109
faze cyklovani 140

firewall 8, 47,71
forward primer 141

G

graf alelické diskriminace 140

H

heslo, pfednastavené pro pocita¢ 30, 53
hmotnost

pocitac 28, 52
pristroj 15

|
inhibovana IPC 139

instalace
aktualizace operac¢niho systému 124

instalace bez pocitace 50—71
instalace s pocitacem 26—47
instala¢ni souprava 17—18
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Rejstrik

postup 11, 14

potiebné pomticky 6

pouzivani této piirucky 5

pozadavky instalace 39, 44, 61, 69

piiprava 5

ptfiprava mista 15, 28, 52

piistroj 14-23

sit’ 74—86

software 31-34, 54—57

software, administratorskd prava 34, 57

software, tfeti strany 8, 47, 71

Windows, aktualizace 124
instalace s pocitacem 9, 139

instalace 26—47

instalace pocitace 27—34

kde instalovat 26
postup instalace 26
propojeni soucasti systému 35—37
provedeni pokusu RN4zaP 38—46
piiklady pfipojeni k siti 75
pfipojeni k siti 74

instala¢ni souprava, obsah 17—18

interni pozitivni kontrola (IPC) 141
IPv4 link-local IPV4LL) 76

J

JOE™barva 4, 101
spektralni profil 108, 109

K

kalibrace
barva (vlastni) 110—112
barva (systémova) 100—108
planovani 88
pozadi 94-99
prostorovd 90—93

kalibrace barev 100—108
analyza dat 106
provedeni 105—106
piiprava 103—104
spektra, vyhodnoceni 102
ucel 100

kalibrace pozadi 94—99
analyza dat 98
doporuceni 94
provedeni 96
ptiprava 95-96
ucel 94

kalibrator 139

kategorie piepéti xviii
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Rejstrik

kédovaci programy 8, 47, 71
komparativni Ct (AACT) metoda 139
kontaminace, odstranéni 115—117
kurziva, pouzivani viii

M
MAC adresa, ptistroj 78
materidl dodavany s pfistrojem 17
mDNS/DNS kompatibilita 76
misto na disku, kontrola 113
misto, poZzadavky
pocitac 28, 52
ptistroj 15
monitorovani pifstroje. Viz vzddlené monitorovani.
multikomponentni graf 142

N
Nabidka Tools (Néstroje), testy idrzby 89
napovéda, piistup ix
naroky na napdjen{

pocita¢ 28, 52

ptistroj 15
nastaveni IP adresy 79
nastaveni pocitace 27, 51
nastaveni pro vzdalené monitorovani 80
nastaveni vlastnosti napdjeni 31, 54
NEBEZPECI, popis xi
NEDe barva 4, 101

spektralni profil 109
neslucitelnost, programy tfetich stran 8

O

obalovy materidl, odstranéni 21
odesléni pfistroje 122
odlehlé body 43, 68

odstranéni odlehlych bodl — experiment RNaza P 43, 68
odstraniovani odpadu, doporueni xvii
ochranna zafizeni, elektricka 7
ochranna zafizeni, volitelna 7
online ndpovéda. Viz Napoveéda
opakované pohyby, bezpecnost xix
operac¢ni systém
aktualizace 124
ptiprava 31-33, 54-56
ovefovaci instalacni souprava 18

P

pasivni reference 143
péce o zdkazniky x
plnénf piistroje 41, 63

Applied Biosystems StepOne™ a StepOnePlus™ - Real-Time PCR systémy
Instalace, prace v siti a udrzba - Uzivatelska pfiru¢ka 157



Rejstrik

pocitac
monitorovdni piistroje 82
nastaveni pro vzdalené monitorovani 80
nazev 33, 56
pozadavky 6
pfednastavené uZivatelské jméno a heslo 30, 53
pfipojeni k ptistroji 35
ptiprava operacniho systému 31-33, 54—56
umisténi 28, 52
pokrocilé zadani 137
port pro pfipojeni pocitace
o portu 76
propojeni pocitace a pfistroje 29
postup
instalace pfistroje 14
instalace systému 11
pottebné pomicky, k
analyza vysledkt béhu RNédza P 65
dekontaminace bloku na vzorky 115
instalace systému 6
provedeni experimentu RNaza P 38, 60
provedeni kalibrace barev 100
provedeni kalibrace pozadi 94
provedeni kalibrace vlastnich barev 110
provedeni prostorové kalibrace 90
pfemistovani piistroje 118
piipojeni pfistroje do sité¢ 78
vytvofeni desti¢ky pro kalibraci pozadi 99
pouzivani textu viii
pozadi 94, 138
pozadavky
pocita¢ 6, 28, 52
ptistroj 15
Viz téZ potifebné pomticky.
price s textem
bezpecnost xi
DULEZITE! viii
kurziva viii
Pozndmky viii
tucné pismo viii
upozornéni pro uzZivatele viii
v této piirucce viii
prahovy cyklus 139
program
administratorskd prava 34, 57
antivirovy 8, 47, 71
doddvany se systémem 19
firewall 8, 47, 71
instalace 31-34, 54—57
instalace, administratorska prava 34, 57
instalace (tfet{ strany) 8
kédovani 8, 47, 71
komprese 8, 47, 71
programy, tieti strany 8
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ptiprava k pouziti 58

ptiprava operacniho systému 31-33, 54—56

volitelny 7
program pro kompresi soubort 8, 47, 71
propojeni, pfistroj k pocitaci 35
prostorova kalibrace 90-93, 147

analyza dat 93

provedeni 92

ptiprava 90-91

ucel 90
provedeni{

experiment RNdza P 41, 63

kalibrace barev 105—106

kalibrace pozadi 96

prostorova kalibrace 92
prfemistovani a zvedani, bezpecnost xiv
prenos dat 66

kdy provadét 38, 60

odeslani experimentu do piistroje 84

staZzeni experimentu z piistroje 84
pripojeni k siti 74

instalace 50—71

kde instalovat 50

popis 10

postup instalace 50

piiklady pfipojeni k siti 75

piiprava
Experiment RN4za P 40, 62
kalibrace barev 103—104
kalibrace pozadi 95-96
prostorova kalibrace 90-91
piiprava instalace systému 5
piiprava mista 28, 52
piistroj
Automatic Private I[P Addressing 78
instalace 14-23
IPV4LL 76
kalibrace barev 100—108
kalibrace barev (vlastnich) 110—112

kalibrace pozadi 94—99
MAC adresa 78

mDNS/DNS kompatibilita 76
odeslani experimentu do piistroje 84
nastaveni 21

ndzev pfistroje 21

planovani udrzby 88

plnéni 41, 63

port pocitace 76

prostorova kalibrace 90-93
pfipojeni k poéitaci 35
pfipojeni k siti 78

pfiprava mista 15

sitovy port 76
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sluzba teplotni validace 89
spektra barev 108, 109

staZzeni experimentu z piistroje 84
udrzba 89

umisténi 16

vyjmuti desticky 46, 65
zprovoznéni 20

R

R2 parametr 45, 70
radioaktivni odpad, manipulace xvii
reguldtor napéti 7, 27, 51
ROXmbarva 4, 101, 146

spektralni profil 108, 109
rozliSeni monitoru 32, 55
rozmeéry

pocitac 28, 52

ptistroj 15
roztok chlornanu sodného, pouziti 115

S
sit’ 74—86

doporuceni 77

odesilani zprav 85

postup pfipojeni 74

pouziti této ptirucky 5

piiklady pfipojeni 75

pfipojeni 74
sitovy port

definice IP adresy 79

o portu 76
soubor informaci o eseji (assay information file - AIF) 139
spektrum, systémové barvy 108, 109
spofi¢ obrazovky 31, 54
svodi¢ prepéti, pozadavky 7, 20, 27, 51
SYBRe® Green I barvivo 4, 101

spektralni profil 108, 109
symboly, bezpecnostni xii
systém
dokumentace 19
instala¢ni ovétovaci souprava 18
instala¢ni souprava 17—18
sbér dat 3
software 19
soucasti 17
systémové barvy 101, 108, 109, 149

T

TAMRA® barva 4, 101
spektralni profil 109
TagMane Fast Universal PCR Master Mix, No AmpErasee UNG 38, 60
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TagManm™ reagencie 149
TagMane RNaza P, desticka pro ovétreni funkénosti piistroje 18, 38, 60
Viz téZ Experiment RNédza P .
Technickd podpora, kontakt x
test
optics verification 89
programu tietich stran z hlediska nekompatibility 8
run cycle performance 89
tu¢né pismo, pouZiti viii

U
udrZzba
archivace soubortt 113
dekontaminace 115—117
misto na disku, ovéieni 113
nepravidelnd udrzba 114
planovani 88
pouZivani této pfirucky 5
sluzba teplotni validace 89
statistika, pfistroj 89
test optics verification 89
test run cycle performance test 89
vyzvy k provadéni udrzby 88
zalohovani experimentt 113
zobrazeni informaci 89
umisténi
pocitac 28, 52
piistroj 16
USB disk, ptenos dat 10, 66
uzivatelské jméno, prednastavené pro pocita¢ 30, 53

\Y

VICebarva 4, 101
’ spektralni profil 108, 109
vlastni barva
desticka, jak vytvorit 110—112
kalibrace 110—112
o vlastnich barviach 139
vlhkost
pocitac 28, 52"
ptistroj 15
vymeéna pojistek piistroje 120
vynechdni jamky 43, 68, 143
vypnuti zprdv o stavu sité¢ 37
VYSTRAHA, popis xi
vystrazna upozornéni, popis Vviii
vystrazné symboly. Viz bezpecnostni symboly, na piistrojich.
vytvofeni
destic¢ka pro kalibraci barev 110—112
desticka pro kalibraci pozadi 99
vzdélené monitorovani 74
doporuceni 82
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Rejstrik

monitorovani piistroje 82
nastaveni (pocitac) 80
odesilan{ zprav 85

W

Windows operacnf systém
aktualizace, instalace 124
opravné balicky, instalace 124

Z

zalohovani experimentd 113
zaloZni zdroj, poZadavky 7, 20, 27, 51
zafizeni pro zdlohovani dat 7
zprovoznén{

pocitac 28, 51

ptistroj 20
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Celosvétova prodejni a servisni sit’

Siroka distribugni a servisni sit $kolenych
specialistd Applied Biosystems funguje ve 150
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