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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 (verze 2.4) spustte v zaloZzce ,File” volbu ,New...“. V okné,
které se objevi je tieba vyplnit pozadované udaje a zmacknout ,Dalsi”

|
Assay: iStanu:Iaru:I Curve (A vi

Zontainer; 196 wells Clear Plate

-
=

Template; iBIank Template

Ernwse... I

Barcade: I

1' r Save Settings As My Defaulk Cancel I

1.1.2. Volba detektoru (fluorescenc¢niho kanalu) - zalozka ,Setup”

V pfipadé, Ze jsou detektory prednastavené a ulozené, je mozno je pfenést do seznamu
stisknutim tlac¢itka ,Add Detector®, nasledné vybrat z nabidky detektori a oznacit jej. Po
stisknuti ,Copy To Plate Document® a potom ,Done” se detektor nahraje do seznamu
a bude pouzit u daného vzorku (popf. vSech vzorkd, pokud si je na zacatku - na obrazku
vlevo nahofe oznacite vsechny). V pfipadé, ze chcete detektor ze seznamu odstranit, lze
po zaskrtnuti detektoru pouzit tlacitko ,Clear”.

Pro alelickou diskriminaci je tfeba ke kazdému vzorku pfifadit dva typy detektor( (napf.
FAM/Sybr a HEX/JOE. U kazdého vzorku se pak vyhodnocuji signaly z obou kanall
(FAM/Sybr pro heterozygota, HEX/JOE pro mutantni alelu a heterozygot v obou zvolenych
kanalech).
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] Detector Manager

B Eroup Name Reporter Guencher | Colar | AIF Assay ID Modification Date Chainet Creation Date
£q 8 Sat Feb 091 2013 Sat Feb 09 16 €l

Table :
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a5 e, I ‘Open Delete | Tools ¥ |
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a7 a Copy 'i'o Plate Document Done I
o | |
a3 ag I
Al0 a10 =
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a1z A1z
B1 Bl Passive Reference: |ROX X l
2 B2 x 1
IE{I | | 1 [Clomit Wwell(s)

- Dizzonnected

Pokud neni detektor prednastaven, lze jej definovat pomoci tlac¢itka ,Add Detector”
a nasledné ,New“. Zde je tfeba vyplnit pozadované Udaje (ndzev nového detektoru,
fluorescencni kanal a barvu, pod kterou se bude detektor zobrazovat) a potvrdit tlaitkem
OK.

Pozn.: nazev detektoru lze zvolit podle assaye (napf. b2m), pfi nasledné analyze dat
ziskanych zvice rund (,Relative Quantification Multiple Plate Document®), lze potom

vybrat dany detektor a zobrazi se data pro assay b2m.

Vtomto kroku je také mozno vybrat si pasivni referencni barvivo v kolonce ,Passive
Reference” (popf. vybrat volbu ,None“ pro mozZnost bez barviva).
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1.2. Nastaveni parametrti runu

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

Pro pfipadné smazani cyklu ¢i kroku je nutné jej nejdfive oznacit (podbarvi se) a pak stisknout

tlac¢itko ,Delete”.

Lze si vybrat z vice modu pro teplotni profil:

e Fast
e Standard
e 9600 Emulation
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Dale je nutné zadat objem vzorku v ul (,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 tladitka ,Start” v zalozce ,Real-time”.

2. Odecet hodnot Ct

2.1. Zobrazeni ziskanych dat

2.1.1. Po probéhlém runu se zaktivni tlacitko > (nebo je mozno vybrat z nabidky
v horni listé ,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 pfepocitani vysledkd 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.
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Pozn.: pokud mate vice rund sdruzenych do jednoho dokumentu: ,Relative Quantification
Multiple Plate Document”, pak je tfeba nejprve oznadit vSechny vzorky na desi¢ce vlevo
nahore) a v zaloZce ,Setup” pak zaskrtnout assay, kterou chcete analyzovat a teprve pak se

zaktivni tlacitko - ™ ..
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Table Settings: |N0ne "r'l .‘@ x

Position | Flag Sample Detector Task St -t Mec?
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e B bz nknican 19.63028 b1, 2748

3 1 5 bzt Lnknican 19.615648 12745
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a10 1 ritc b2t Linknowr HUndetermined

Al I ritc bz Lnknown IiUndetermined #dd Detectar.,., | Clear | oy bo Marager
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Bl 1 5 =] Unknown  fiz1.376637 12748 Passjve Reference: | None-_v[

P_? i 5 =] Unknown  flzz.057912 1274804 - b

4] I | it wWeliis)
| -'B‘Fsc_onnec{e_d

2.1.2. Vysledky analyzy jsou zobrazeny v tabulce vlevo dole

Vysledné hodnoty Ct jsou uvedeny spolecné s informacemi o jednotlivych vzorcich:
e oznaceni jamky (Position)
* nazev vzorku (Sample)
* typ detektoru (Detector)
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2.1.3. V zalozce ,Results” které zobrazuji ziskana data graficky lze vybrat z moZnosti:

0 Rnvs. Cycle (Linear / Log View)
Pfi volbé této moznosti se v grafu zobrazi amplifikacni krivky jednotlivych vzorkd, popisuje
zavislost hodnot fluorescence (Rn) na poradi cyklu (Cycle). Toto zobrazeni je vhodné napf. pfi
vizualizaci vzork( s atypickym pribéhem amplifikace.
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Ble Edt Wew Tools Instrument Anslysis Window Help
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bzr Lnknowin 27960835 % PR Linear
T = e wm,_prJ :

| - Disconnected
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0 Delta Rnvs. Cycle (Linear / Log View)
Zobrazi graf zavislosti ARn na poradi cyklu (Cycle). Graf v logaritmickém zobrazeni je vhodny
pro manualni nastaveni hodnoty Ct (threshold).
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0 Ctvs. Well Position
Graf zavislosti hodnot Ct a pozice jamky na platu. Toto zobrazeni je vhodné k vizualizaci
odlehlych hodnot.
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