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1. Spuštění již existujícího či nastavení nového teplotního profilu 
 

1.1. Spuštění již uloženého teplotního profilu 

 

Minimálně 15 minut před plánovaným spuštěním PCR analýzy je potřeba zapnout 

halogenovou lampu !!! 

 

1.1.1. Před vložením plata se vzorky do real-time PCR cykléru jej stočte na centrifuze 

1.1.2. Vložte plato do cykléru (ujistěte se, že je plato v cykléru umístěno správně – 

souřadnice A1 v levém horním rohu) 

1.1.3. Pomocí ikony „Bio-Rad iQ5“ spusťte software cykléru (Verze 2.1) Výběr teplotního 

profilu a typu plata vám umožní záložka „Workshop“ – „Protocol“ 

 

 
 

• Ze složky vyberte zvolený uložený teplotní profil a parametry nastavení teplotního 

profilu zkontrolujte v zeleném rámečku 
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1.1.4. Výběr vhodného typu plata / stripů provádějte v záložce „Workshop“ – „Plate“ 

 

 
 

• Z uložených souborů vyberte požadovaný typ plata. Parametry nastavení plata 

zkontrolujte v zeleném rámečku 

 

1.1.5. Po zkontrolování parametrů stiskněte tlačítko „Run“ a následně „Begin Run“. Objeví 

se vámi přednastavená složka, do které bude soubor uložen. Po potvrzení se run 

spustí a po skončení zůstane v této složce uložen 
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1.2. Nastavení nového teplotního profilu 

 

Minimálně 15 minut před plánovaným spuštěním PCR analýzy je potřeba zapnout 

halogenovou lampu !!! 

 

1.2.1. Před vložením plata se vzorky do real-time PCR cykléru jej stočte na centrifuze. 

1.2.2. Vložte plato do cykléru (ujistěte se, že je plato v cykléru umístěno správně – 

souřadnice A1 v levém horním rohu) 

1.2.3. Pomocí ikony „Bio-Rad iQ5“ spusťte software cykléru a v záložce „Workshop“ – 

„Protocol“ zvolte „Create New“ 
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1.2.4. V záložce „Setup“ nejprve zadejte název nového teplotního profilu v kolonce 

„Editing Protocol“ 

 

 
 

1.2.5. Následně nastavte parametry teplotního profilu dle svých požadavků. Změny lze 

vypisovat do tabulky v dolní části okna. Při dvojitém kliknutí na dané číslo se 

podbarví tmavě modře a v tu chvíli jej lze přepsat. Ve sloupci „Repeats“ uveďte 

počet opakování daného cyklu 

 

1.2.6. V posledním řádku vyberte typ analýzy 

• Real time 

• Melt curve 

• PCR 

• None 

V případě real time PCR analýzy se v řádku objeví ikona fotoaparátu, která značí snímání 

fluorescence.  
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1.2.7. Chcete-li nastavit teplotní gradient, v záložce „Workshop“ – „Create New“ – 

„Setup“ zvolte možnost „Gradient“. 

 

 
 

• V dolní tabulce se objeví nové sloupečky „Gradient“ a také „Range“, ve kterém je 

možné nastavit rozmezí teplot gradientu 

• Rozložení teplot gradientu na platu se zobrazí v pravé dolní části okna 

 

1.2.8. Po zkontrolování zadaných parametrů stiskněte tlačítko „ Save & Exit Protocol 

Editing“, čímž se nastavení uloží pod názvem uvedeným v kolonce „Editing 

Protocol“ 
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1.2.9. V záložce „Workshop“ – „Plate“ zvolte „Create New“ 

 

 
 

• V záložce „Setup“ nejprve vyplňte název souboru 

• Dále vyplňte parametry  

• Objem reakce („Sample Volume“) 

 

• Typ uzávěru („Seal Type“)  

Je možno zvolit film/fólii, vypouklé víčko (donned cap) či ploché víčko (flat cap) 

 

• Typ zkumavky/plato 

Je možno zvolit plato (plates), stripy či mikrozkumavky (tubes) 

 

1.2.10. V dolní části okna nastavte požadované jednotky. Na výběr jsou kopie/µl, moly 

a gramy v rozmezí několika řádů nebo procenta 
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1.2.11. Tlačítkem „Select / Add Fluorofor“ zvolte vhodný fluorescenční kanál, ve kterém 

bude snímána fluorescence 

 

 
 

 

1.2.12. Po zkontrolování zadaných parametrů stiskněte tlačítko „ Save & Exit Protocol 

Editing“, čímž se nastavení uloží pod názvem uvedeným v kolonce „Editing 

Protocol“ 
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2. Odečet hodnot Ct 

 
2.1.  Analýza dat 

 

2.1.1. Spusťte program „Bio-Rad iQ5“ na vašem počítači a vyberte soubor, který chcete 

analyzovat. Stisknutím tlačítka „Analyze“ se spustí analýza dat 
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2.1.2. Další úpravy probíhají v záložce „Data Analysis“ – „PCR Quant“. Stiskněte tlačítko 

„Results“ pro zobrazení tabulky s výsledky, „Log View“ pro zobrazení křivek 

v logaritmické škále a z nabídky „Analysis Mode“ vyberte možnost „PCR Base Line 

Subtracted Curve Fit“ 
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2.1.3. Po stisknutí pravého tlačítka na myši a výběru „Baseline Threshold“ lze zobrazit 

tabulku – „Base Line Cycles“, kde je zobrazena hodnota automaticky zvolené 

hodnoty threshold („Auto Calculated“) nebo si můžete hodnotu zvolit podle svého 

uvážení („User Defined“) 

 

Pro případ nevhodně vypočítané hodnoty „Baseline Cycles“ pro některou z křivek je možné 

upravit rozsah manuálně (v režimu „User Defined“) po označení daného vzorku (popř. všech 

vzorků) a stisknutí tlačítka „Edit Range“  
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2.1.4. Chcete-li si vzorky barevně rozlišit, stiskněte pravé tlačítko myši a vyberte „Define 

Trace Style …“ Následně zaškrtněte „Selected Wells“  a vyberte barvu. Touto barvou 

lze označit jamky, které se pak změní podle zvolené barvy. Postup lze opakovat pro 

více barev (např. barevné rozlišení NTC, standardu a vzorků) 
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2.1.5. Pokud chcete v grafu zobrazit nebo skrýt konkrétní jamky na platu ,stiskněte 

tlačítko „Display Wells“ 

 

 
 

 

2.1.6. Pro případ, že byste chtěli některé z jamek vyloučit z analýzy, stiskněte tlačítko 

„Analyze Wells“ a ty, které odstraníte – změní se na světle zelenou – pak nebudou 

trvale zobrazeny ve výsledkové tabulce ani v grafu 
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2.1.7. Stisknutím tlačítka “ + „ se výsledková tabulka zobrazí v celém okně 

 

 
 

 

2.1.8. V záložce „Data Analysis“ – „PCR Quant“ – „Standard Curve / Ct Results“je pak 

možné odečíst hodnoty Ct (ve sloupečku „Threshold Cycle (Ct)“.  

 

 
 

Kliknutím na položku v liště (na obrázku vyznačeno červenou šipkou) se hodnoty seřadí podle 

této zvolené položky. Lze také sloupce mezi sebou různě přesouvat 

 

2.1.9. Pokud si chcete uchovat nastavení (např. hodnotu thresholdu či výběr jamek) je 

třeba souboru uložit v záložce „File“ – „Save“. 


