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2.1.  Zobrazeni ziskanych dat
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1. Nastaveni nového teplotniho profilu
1.1. Vytvofeni nového dokumentu ,Plate”

1.1.1. Nejdfive je potfeba vytvofit dokument, do kterého se budou data v pribéhu
analyzy ukladat.

Po otevieni programu spustte v zalozce ,File” volbu ,New...". V okné, které se
objevi je tfeba vyplnit pozadované daje a zmacknout ,Dalsi”

[ 7300 System §
 File View Tools Help:

DS | &E | G EE e - T

Define Document
Select the assay, container, and template forthe document, and enter the operator name and
comments.

Assay -Iﬂbsolute Quantification (Standard Curve}

Container : |96-Well Clear

Template : |Blark Documert

Fun Mode - | Standard 7300

Operator : |uiivate4|

Commerts : |SDSv1.3.1

Plate Name : Plate1

1.1.2. Volba detektoru (fluorescencniho kanalu)
V pfipadé, Ze jsou detektory prednastavené a ulozené, stali pouze pfenést vybrany

(a oznaceny) detektor pomoci tlacitka ,Add"“ do okna ,Detectors in Document®. V pfipadé,
Ze chcete detektor ze seznamu odstranit, [ze pouzit tlacitko ,Remove”.
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Passive Reference: I{none} vi
I Detectors in Document I

FAM Generi I

4 m

Mew Detector. .. |

<z& | DaBi> | Dokondt |

Pokud neni detektor pfednastaven, lze jej definovat pomoci tlacitka ,New Detector”. Zde
je tfeba vyplnit pozadované udaje (nazev nového detektoru, fluorescencni kanal a barvu,
pod kterou se bude detektor zobrazovat) a potvrdit tlacitkem OK.

Select the detectors you will be us M ama: I

=i Descrption; |

Detector Name | Descripti Fieporter Dye: |gall

FAl ri [uencher Diye: I [hane)

Colar: .

Mates:

Create finother | Cancel |

<Zp& | DaSi> | Dokendt | Stomo
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1.1.3. Vokné ,Set Up Sample Plate®, které se objevi automaticky po stisknuti tlacitka
,Dalsi, oznacte vSechny jamky kliknutim na levy horni roh desti¢ky a nasledné
zaskrtnéte ve sloupci ,Use” poZzadované detektory (v kazdé jamce se objevi barva
detektoru, ktery byl na zacatku vybran)

Pfimo do jamky desticky lze vepsat nazev vzorku, nebo v nabidce ,Task® vybrat zda jde
o standard Ci negativni kontrolu (NTC).

;p' 7300 System SDS Software - =ARE

File View Tools Help

="}

N | &6

O s

‘New Document Wizard

| Set Up Sample Plate
Setup the sample plate with tasks, quantities and detectors.

Quencher I Task Quantity
JOE Generi Unknown
FAM Generi | tnone}

Unknown

Standard
NTC

UJUBEE ) U v U U v Vv v US| v vl VU V) vl U U v VBl Ul v
L] U U U U U U U US| U U U] U U U U U U U U] U U U
M I I 0 I O T 0 I e T [
0T IR I I IR T T T T T T T
M I T 0 IR e T I O P 0 N
UJUBE v UB YU UV YU U U O U U U U Y U U U U U
M IO T 0 IR I P I IO e I e
M I T T I IOET T I IR T T T

Po stisknuti tla¢itka ,Dokoncit” se vytvofi novy dokument ,Plate”, ktery se otevie v novém
okné.
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1.2. Nastaveni parametrii runu

1.2.1. V zalozce ,Instrument” je tfeba nastavit teplotni profil:
* zvolenim jednotlivych cykld (Add Cycle - pfida do profilu cyklus
o dvou krocich spoletné s poCtem opakovani cyklu)
e pfidanim jednotlivych krokl v daném cyklu (Add Step)
* nastavenim teplot a Casl (vepsanim pfimo do ramecku pro dany krok)
* zvolenim poctu opakovani jednotlivych cykld (vepsanim pfimo
do ramecku ,Reps®)

Pro pfipadné smazani cyklu ¢i kroku je nutné jej nejdfive oznacit dvojitym kliknutim a pak
stisknout tlacitko ,Delete”.

i File View Tools Instrument Analysis Window Help

NeH SR EALHErHm?

— Inztrument Caontrol — Temperature
St ark E stimated Time Femaining [hh:mm]: Sarmple: Heat Sink:
Covver: Block:
— Cycle
Statuz Stage: Fep:
Time [rmm:ss): Stem:
State:

- Thermal Cycler Pratocal

Thermal Profile. Bauta Increment i
Stage 1 Stage 2 Iﬁﬁxri_l
L I e - ——

55,0 E|
10:00 [o1s ]
Add Cycle Add Hold | Add Step I Add Digzociation Stage [elete Help
= DEmng
Sample Yolurne [pL] :
Run Mods Standard 7300 |
[iata Collection : !Stage 3, Step 2 (B0.0 @ 1:00) 4
|

Dale je nutné zadat objem vzorku v pl (,Sample Volume®) a krok, ve kterém bude snimana
fluorescence (,Data Collection®).

Soubor je pred spusténim runu nutné ulozit vybérem z nabidky ,File® - ,Save As.."
a pojmenovat. Teprve potom spustte run pomoci tlacitka ,Start” v horni levé ¢asti tabulky.
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2. Odecet hodnot Ct

2.1. Zobrazeni ziskanych dat

2.1.1. Po prob&hlém runu se zaktivni tlatitko - ™ . (nebo je mozno vybrat z nabidky
v horni Llisté ,Analysis” - ,Analyze®)

Pro manualni nastaveni prahové hodnoty (threshold) je tfeba vybrat z nabidky v horni listé
LAnalysis“ - ,Analysis Settings“ a zde zaskrtnout ,Manual Ct" a pro nastaveni rozmezi
baseline pak ,Manual Baseline®. Pro prepocitani vysledkll s novymi parametry je nutné
potvrdit volbu stisknutim tlacitka ,OK & Reanalyze”

Tento krok se opakuje pokazdé, kdyz se rozhodnete zmeénit parametry pro vyhodnocovani
vysledk( analyzy.

E' 7300 System 5DS Software - [ABI-7300-1.5ds (Absolute Quantification)] == =

E Filc—. 'v"?e»\.."Tr:.gls _I!ﬂ.striﬂwen.r Analysi i
Ned Sk BEE kBT

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results

/ Plate | - N
1 2 3 4 7 a8 a 10 11 12

A s 5 5 3 3 1 1 nte nte nte

3 : ‘- v - - = ;’- Eg i1

[P SR R wa&m—‘-&_--
B s 5 T - anal sg - — = ntc ntc ntc

m i
Detector: |AII _V_J

r nic ntc ntc
Aut . _ | U]

(¢ Manual Ct
Threshold: [5000.000 -r-':.'::":l it Ec e Hltc

o
B

o S B-
<[

<[
|

™ Automatic Baseline
(% Manual Baseline: | 2 14
| U] | U] | U]
[ Tes Sustam Caibraton
F
DK&HeanaI}lzel I Ok I Cancel Apply I
G
H
Ready |Disconnected ) |NUM
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2.1.2. Vysledky analyzy jsou zobrazeny v zalozce ,Results”. Tyto vysledky se objevi teprve
po oznaceni jamek v zalozce ,Setup” - ,Plate”

Vysledné hodnoty Ct jsou uvedeny v zaloZce ,Results” - ,Report” spolecné s informacemi
o jednotlivych vzorcich:

e oznaceni jamky (Well)

* nazev vzorku (Sample Name)

* typ detektoru (Detector)

findow

" 27

Analy )

BEE > E

Resulis 13

|/ Setup ¥ Instrumenig?
7 ¥, i,

Y Amplification Plot ¥ S Dissociaﬂnr&ﬁeport i

lif Plate ¥ Spectra ¥ Compone . . o
Sample Name Detector Task Ct StdDev Ct Oty Mean Giy StdDev Gty Filtered Tm -
5 BZM Unknown 18.92 0.397 |
5 BZ2M Unknawn 18.30 0387
5 B2M Unknown 1817 0.397
3 B2M Unknown 2415 0.051 |
3 B2 Unknown 2408 0.051 i
3 B2M Unknown 2405 0.051
1 B2M Unknown 3017 0:135
1 B2M Unknown 30.43 0:135 i
il B2ZM Unknawn 30.23 0:135
ntc B2M Unknown Undet.
ntc B2M Unknown Undeat.
ntc B2M Unknown Undet.

5 HPRT Unknown 2043 0.406
5 HPRT Unknown 19.76 0.406
5 HPRT Unknown 18.70 0.406
3 HPRT Unknown 2593 0.172
3 HPRT Unknown 2578 0:172
3 HPRT Unknown 2612 0172
1 HPRT Unknown Undet. 0.250
1 HPRT Unknawn 31.80 0.250
1 HPRT Unknawn 32.16 0.250
ntc HPRT Unknown Undet.

ntc HFRT Unknown Undet. =

1 2 3 4

6 IT IE Eg I‘m I“ I‘12

[Disconnected [ [NUM ]|

2.1.3. DalSimi zalozkami, které popisuji ziskana data jsou:

» Plate (graficky zobrazi jednotlivé jamky desti¢ky vcetné zvoleného
typu detektoru a popisu vzorku)

» Spectra (zde je mozno sledovat hodnoty fluorescence jak se ménily
v pribéhu runu, pohybem po linii ,Cycle” se méni fluorescence
jednotlivych vzorkl po cyklech, Cislo pravé zobrazovaného cyklu je
uvedeno v okénku ,# Cycle)

generi biotech 8/10



* Component (zde je vidét vzrlstajici / klesajici fluorescence pro dany
vzorek a typ detektoru v pribéhu runu, kfivka se zobrazi vzdy pouze
pro jeden vzorek podle toho, ktery si vyznacite na obrazku plata pod
grafem)

e Amplification Plot

0 Rnvs. Cycle (Linear View)
Pfi volbé této moznosti se v grafu zobrazi amplifikacni krivky jednotlivych vzorkd, popisuje
zavislost hodnot fluorescence (Rn) na poradi cyklu (Cycle Number). Toto zobrazeni je vhodné
napft. pfi vizualizaci vzorkd s atypickym pribéhem amplifikace.

" — ; B
[B! 7300 System SDS Software - [ABI-7300- Lsds (Absolute Quantification]] =SR]
R = e
E File View Tools Instrument Analysis Window Help _-_5‘__&-:'
DS S BEE »E s T
_:' Setup ¥ Instrument(y Results % .
/ Plate ¥ Spectra ¥ Componentef Amplification Plot_% Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report %
Rn vs Cycle 4 !’
G Qeteclor:i,&ll =
294K |- Line Calor: |'well Color 'i
244K
—hnalysis Settings -
c 194K | ™ Auto Ct
o
|  panual Ct
144K | ==
S N Threshald: |5000.000
94K |
| 7 Auto Baseline
| 44K | @ Manual Baseling:
’ K i T 1 I I I | Start [oycle] |3
1 3 5 7 9 11 13 15 17 1921 23 35 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
End [cpcle): 114
Cycle Number |
1 . 3 4 5 B T 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
Ready |Disconnected [ 'NUIVI [
A
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0 Delta Rnvs. Cycle (Log View)
Zobrazi graf zavislosti ARn na poradi cyklu (Cycle Number). Graf lze vyuzit k manualnimu
nastaveni hodnoty Ct (threshold) a rozmezi pro vypocet baseline.

. - — ) 7
B! 7300 System SDS Software - [ABI-7300-1.5ds (Absolute Quantification)] Lol

E File View Tools Instrument Analysis Window Help :-_'5"_}:
D &k BEEE - s T
/ Setup ¥ Instrument{y Resuits 3 _ -
/ Plate ¥ Spectra ¥ Component § Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report 1

Delta Rn vs Cycle

DeltaRnws Cycle

1.0e+006 7
Data:
1.0e+005 Qetector:iml -
Lirne Color: |well Calar -
1.0e+004 |
& 1.0e+003 4 Analyzis Settings -
o
= i ™ Auto Ct
g 1.0e+002 fert * Manual Ct

Threshald: |S000.000

7 futo Baseline

1.0e+001

Werd 77— T T T T T T T T 77 T T T T 7 T & Manual Baseling:

Start [cpcle]: |3
End [cpcle): 11 4

106-001 | | | | | || |
1 3 B 7 & 41 13 15 17 1921 23 25 27 29 31 33 3537 ‘39 41 43 45 47 49

Cycle Number

1 2 3 4 5 & T 8 9 10 1 12
A
B
C
D
E
F
G
H
Ready Disconnected INUM
L =]

e

0 Ctvs. Well Position
Graf zavislosti hodnot Ct a pozice jamky na platu. Toto zobrazeni je vhodné k vizualizaci
odlehlych hodnot.

,

» Standard Curve (zobrazeni kalibracni pfimky ze vzorka, které jsou
oznaceny jako ,Standard”

» Dissociation (kfivka tani)
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