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Cast 1- Prehled

1. Prehled

Popis pristroje

Fluorospektrometer Thermo Scientific NanoDrop™ 3300 vyuziva patentovanou technologii retence vzorku
(povrchovym napétim) k méfeni fluorescence mikrobjemovych vzork(. Unikatné Cista optika retenéniho systému, v
kombinaci s vhodnym zpracovanim signalu pro bilé LED diodové aplikace, umoznuje méfeni vzorku v Siroké
Skale vinovych délek s objemy vzork( 1-2 ul bez pouziti kyvety a nakladné vymeény filtra.

Zdrojem excitace zareni je jedna ze tfi elektroluminiscenénich LED diod, které jsou orientovany kolmo k detektoru.
Detektor CCD s 2048 prvky pokryvajici spektrum 400 - 750 nm, je propojen optickym viaknem s optickou méfici
plochou. Spektrometr je konfigurovan s ofezovym filtrem pro eliminaci Sifeni svétla pod 395 nm. Na obrazku nize jsou
uvedeny nékteré bézné fluorofory, které mohou byt méfeny pfistrojem NanoDrop™ 3300 spolu s nejvhodnéjsi excitaéni
LED diodou.

UV LED max=365 nm; s ofezovym Priklady aplikaci:
filtrem eliminujicim excitaci nad 400 nm. e GFP wt Em509
¢ Quinine Sulfate Em450
365nm £ 10 nm e Hoechst 33258 Em450
e 4-MU Em450
e QDots rlizné

\

Modra LED dioda max= 470 nm; s Priklady aplikaci:
orezovym filtrem eliminujicim excitaci GFP wt Em509
nad 495 nm. EGFP Em509
FITC-FAM Em515
Alexa 488 Em520
PicoGreen Em525
RiboGreen Em525
Alexa 555 Em565
B-Phycoerythrin
Em575
e Q Dots riizné

10nm

Bila LED dioda rozmezi = 460-650 nm; Priklady aplikaci:
vyuziva virtualni filtrovani. e Cy3, Alexa 555 Em565
Alexa 568 Em600
Cy5, Alexa 647 Em667
Sulforhodamine 101
Em 600
5-CMTREmMS570

Q Dots rtizné

TET Em535

HEX Em555

460 nm - + 650 nm

-A[/\—

Virtualni filtrovani — bild LED dioda

Aby bylo mozné excitovat SirSi spektrum fluoroforli (rozsahem 460 az 650 nm), je vybran zdroj bilé LED diody. Bila
LED dioda se sklada z modré LED diody a Zluto-oranzového fosforu, ktery je excitovan modrou LED diodou, tak aby se
vytvofilo pfiblizné bilé spektrum (typicky namodralého vzhledu). Metoda virtualni filtrace (v patentovém fizeni) vyuziva
jako referencni spektrum mapu intenzit vinovych délek bilé LED diody Zlutého piku, méfeni vzorku, a nasledné
matematicky stanovi reprezentativni vzorek signalu z celkového signalu.

Zbytkovy signal (s odstranénym pozadim) je vypocitan a zobrazen pfes pfislusné vinové délky, které jsou urceny

virtualnim emisnim filtracnim intervalem (AA). AA je symetricky aplikovan okolo vybrané analyzy nm (emisni vinova
délka). VSechna fluorescencni ¢teni mimo interval virtualniho filtru jsou nastavena na nulu.
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Section 1-Overview

—_———— Initial Reference Spectrum

Total Fluorescence

= Normalized Reference Spectrum

Jednim z faktor(, ktery umoznuje extrahovat fluorescenci vzorku odeétenim reprezentativniho useku od zdrojového
signalu, jsou inherentni vlastnosti odrazu svétla v optickém vlaknu a redukce rozptylu svétla z pfimo navlhéenych
optickych povrch(. Dal$im prvkem, ktery tuto metodu umozriuje, je vysoka reprodukovatelnost relativni intenzity
spektralniho vystupu v zavislosti na vinové délce LED. V praxi je pro kaZdou vytvofenou metodu, ktera pouziva bilou LED
diodu, nastaven ,Virtualni interval filtrovani emise“ (AA). DalSi informace o parametru AA naleznete v ¢asti Spolecné

funkce modulu.

Provoz
Vzorek o objemu 1-2 pl se napipetuje na spodni ¢ast méficiho podstavce (pfijimaciho viakna). Nereflexni ,prachodka*

pfipojena k ramenu pfistroje je pak uvedena do kontaktu s kapalnym vzorkem, coZ zpUsobi pfeklenuti mezery mezi
vzorkem a pfijimacim vlaknem. Tato mezera resp. délka drahy je regulovana na vzdalenost 1 mm. Po excitaci jednou ze
tfi LED diod je spektrometrem zachyceno emitované svétlo ze vzorku prochazejiciho pfijimacim viaknem. Pfistroj
NanoDrop™ 3300 se fidi softwarem z PC. VSechna data jsou zaznamenana a ukladana do adresaie C:\ND-3300 Data a

zaroven na uzivatelsky definované misto.

Externi napajeni neni nutné. Provozni napajeni se provadi pfes USB port na PC.

Patenty
Technologie retence vzorku pouzita v pfistroji Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spectrophotometer a v pfistroji

Fluorospectrometer Thermo Scientific NanoDrop 3300 je ochranéna patenty USA 6,628,382 a 6,809,826.
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Cast 2- Poéateéni nastaveni

2. Pocatecni nastaveni

Pozadavky na pocitac
Operacni software bude fungovat pouze na IBM kompatibilnim PC, které splfiuje nize uvedena kritéria. Verze softwaru
pro Mac nejsou v sou€asné dobé k dispozici.

Microsoft Windows, kompatibilni s Windows 2000, XP, Visa (32 bit pouze), Windows 7 Professional (32 and 64 bit)
. 233 MHz nebo vysSi

CD ROM mechanika

1GB paméti RAM s opera¢nim systémem 32-bitovym nebo 2 GB RAM s 64-bitovym opera¢nim systémem
40 MB volného mista na pevném disku

Dostupny port USB (pfistroj Ize pFipojit pouze pFes port USB)

Instalace softwaru
UPOZORNENI: Systémovy software musi byt nacten do pocitace pred pfipojenim kabelu USB. Pro instalaci
softwaru je nutny administratorsky pristup na PC.

Spravny postup instalace opera¢niho softwaru:
1. Ukoncete vSechny programy a ujistéte se, zda je kabel USB odpojen.

2. Vlozte disk CD s operacnim softwarem do CD mechaniky. Automaticky se zobrazi nabidka instalace softwaru. Pokud

se nabidka softwaru neobjevi, vyberte moznost ,Tento pocitac“ a zobrazte obsah disku CD. Dvakrat kliknéte na
soubor s nazvem ,nd3300- [version] -install.exe.

3. Poinstalaci softwaru odstrarite nalepku na zadni strané pfistroje a pfipojte kabel USB. Priivodce nové rozpoznanym
hardwarem by se mél objevit dle obrazku nize. Operacni systém Windows XP SP2 bude pozadovat umoznéni
vyhledani spravného softwaru na internetu. Zvolte ,Ne, tentokrat ne”. Postupujte podle pokynud pro automatickou
instalaci softwaru.

Tsund Merw §ar derare Wizard

Welcome to the Found New
Hardware Wizard

1 B o hascase come i an it allstion £D
£ ot Mgy ek i & o

Uvodni okno: V&echny operaéni
Windows XP- SP2 systémy Windows

Vas pristroj NanoDrop 3300 by mél byt nyni pfipraven k provozu. Pokud se software nespusti spravné, vyhledejte
mozna feSeni v kapitole ReSeni problému.

Konfigurace systémového pisma
Software je navrzen tak, aby nejlépe vypadal s fontem MS Sans Serif, 8 bodu. Zda je systémové pismo
nastaveno na spravny vybér zkonstrolujete nasledovné:

= Oteviete menu “Displays Properties” kliknutim pravym tlacitkem mysi na plochu a zvolte Properties 2
Appearance.(Dalsi krok pro Windows XP: kliknéte na tlacitko “Advanced”).

= Ze seznamu polozek vyberte ,icon®.

= Vyberte pismo ,MS Sans Serif (western)“ a velikost 8 bod (,8 point*).

= Kliknéte na tlacitko “OK".

Volba alternativniho pisma muze mit za nasledek ofiznuti textu v okné operacniho softwaru.
Upgrade softwaru

Pravidelné aktualizace operacniho softwaru jsou k dispozici ke stazeni. Nejnovéjsi verzi softwaru
naleznete na webovych strankach Thermo Fischer Scientific.
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Cast 2- Poéatecéni nastaveni

Pripojeni pristroje / PC
Chcete-li provést méfeni s pfistrojem, jednodu$e pfipojte kabel USB k zadni strané pfistroje i pocitace.

Registrace vaseho pfistroje

Prosim zaregistrujte vas pfistroj! Nas software pravidelné aktualizujeme a zdarma pfidavame nové funkce. Chtél
bychom mit aktualni seznam uzivatell, abychom vas mohli upozornit na nové aktualizace a vSechny
poskytované sluzby. Vas nastroj mlzete zaregistrovat na webovych strankach Thermo Fischer Scientific.
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Cést 3-Provoz pfistroje

3. Provoz pristroje

Systém nanaseni vzorku
Zakladni kroky pro méfeni jsou popsany nize:

1. Pfi otevieném vyklopném
rameni pfistoje napipetujte
vzorek na spodni ¢ast
podstavece.

2. Pfiklopte vyklopné rameno a
provedte inicializaci méfeni pomoci
softwaru na PC. Automaticky se
vytvofi sloupec vzorku mezi hornim
pouzdrem (na rameni) a spodnim
méficim podstavcem. Mérfeni je
hotové. Dalsi informace o zahajeni
méreni naleznete v kapitole Spole¢né
funkce modulu.

3. Jakmile je méfeni hotové,
vyklopte rameno pfistroje a setfete
vzorek z horniho pouzdra (na rameni)
a spodniho podstavce pomoci
laboratorniho ubrousku, ktera
nezanechava vlakna.

Cisténi nanaseciho systému

Po ukoné&eni kazdého méfeni, k zabranéni pfenosu vzorku a nahromadéni zbytkl vzorku, je obvykle dostacujici oftfit
vzorek z horniho pouzdra a spodniho podstavce. Pfipadnou dekontaminaci podstavce pfistroje (po zaschnuti vzorku) je
mozno provést pomoci napipetovani pfiblizné 5 ul 0,5 M HCI na podstavec, nasledné rameno sklopit a ponechat na
podstavci po dobu 1-2 minuty. Otfete roztok laboratornim ubrouskem a napipetujte roztok 5 ul deionizované vody,
rameno sklopte a nasledné tuto vodu otfete laboratornim ubrouskem.

PfestoZe to obecné neni nutné, pro €isténi méficich ploch po zvlast vysoce koncentrovanych vzorcich, je mozno pouzit
2 pl deionizované vody. Timto opatfenim se zajisti, aby zadny zbytek vzorku nezustal na podstavci ani v pouzdru
ramene. Ci$téni deionizovanou vodou horniho pouzdra i spodniho podstavce se doporuéuje provadét po méfeni
vétsiho poctu vzorkl. Tak se zabrani nezadoucimu pfenosu pfipadnych zbytk( pfedchoziho vzorku na méficich
plochach v pfipadé provadéni méfeni se vzorky o nizké koncentraci. Kone¢né ¢isténi vSech povrchl deionizovanou
vodou se doporucuje také kdyz jednotlivy uzivatel dokon¢i posledni méfeni souboru vzorka.

Dekontaminace méricich podstavci

Pro pfipadnou dekontaminaci je mozné pouzit dezinfekéni roztok jako napf. 0,5% roztok chlornanu sodného (bézné
komeréni bélidlo nafedéné v poméru 1:10, Cerstvé pfipravené), aby se zajistilo, Ze na méficich podstavcich nezlstane
Zadny biologicky aktivni material. Kovové uchyceni optickych vlaken je vyrobeno z nerezové oceli AISI 303 (1.4305) a
je odolné vuci vétsiné béznych laboratornich rozpoustédel (viz dodatkova kapitla Kompatibilita s rozoustédly).

Pozadavky na mnozstvi vzorku
Ackoli objem vzorku neni kritickym parametrem, je nezbytné, aby se vytvofil sloupec kapaliny vzorku a aby doslo k
prfemosténi se vzorkem mezerou mezi spodnim méficim podstavcem a hornim pouzdrem na rameni.
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Cést 3-Provoz pfistroje

Optimalni je pouzit pfesnou pipetu (0-2 ul) s pfesnymi SpiCkami, aby se zajisto dostateéné mnozstvi vzorku (1-2 pl).
Pipety s mensi pfesnosti (0-10 ul a vice) nejsou moc vhodné pro neneseni optimalniho objemu (1 pl) na méfici
podstavec. Pokud si nejste jisti vlastnostmi vzorku nebo pfesnosti pipety, doporu€uje se vzorek nanést vzorek s objemem
2 ul.

KFizova kontaminace

Jednoduché stirani horniho pouzdra a spodniho méficiho podstavce suchou laboratorni utérkou je vysoce ucinné jako
prevence proti kfizové kontaminaci. Toto opatfeni funguje, protoZze méfici podstavec je ve skute¢nosti vysoce lestény
konec optického kabelu bez nezadoucich trhlin, ve kterych by se pfipadné mohly zachytit zbytky vzorku.

Homogenita vzorku

Odbér z nehomogennich roztok(l, zejména pfi pouziti malych objemu, mize zpusobit vyznamné odchylky ve vysledcich v
riiznych méficich technologiich v€etné fluorescenéni spektometrie. Rovnéz je tfeba zamezit vzniku bublin, které mohou
zpusobit chybné signaly. Pfi davkovani vzorkl se doporucuje nerozptylit cely obsah kapaliny (vzorku) z hrotu pipety
protoze hrozi riziko vzniku nezadoucich bublin v méfeném vzorku.

Vliv odparovani a tékavych rozpoustédel

Bézné odparovani vzorku béhem méficiho cyklu ma obvykle jen minimalni vliv na vysledky méfeni. Vysoce tékava
rozpous$tédla, jako napf. hexan, se pravdépodobné vypafi nez skon&i méfeni. Méné tékava rozpoustédla, jako napf.
DMSO, mohou byt bezproblému pouzita.

Struktura softwaru a funkce

Main menu

Se sklopenym ramenem pfistroje spustte software v souborovém systému nasledovné:
Start=> Programs—= NanoDrop—= ND-3300 [version]

= NanoDrop 3300 2.7

File Help
Mucleic Acid Frotein Other Create / Edit Fluarescence
Quantitation Quantitation Fluaraphares Method Frofiler
Data Source User
“Wiewer Check Preferences

Aplikaéni moduly
Tento software byl navien pro potfeby védcl, obsahuje nasledujici pfeddefinované aplikaéni moduly:

¢ Nucleic Acid Quantitation /kvanfifikace nukleovych kyselin/ - barivo 33258 Hoechst, barvivo PicoGreen®,
barvivo RiboGreen®, metody Quant-it™ DNA HS a Quant-It™ DNA BR.

e Protein Quantitation /kvanfifikace bilkovin/ - Quant-iT™ Protein, Fluorescamine, Fluoraldehyde™ OPA
a FluoroProfile™ g&ip

e Other Fluorophores /ostatni flourofory/ - FITC (Fluorescein) (metody pro pouziti modré nebo bilé LED diody),
Cy3-Alexa Fluor® 555 a Cy5-Alexa Fluor® 647, 4-methyl umbelliferone, quinine sulfate, DyLight 405, DyLight 488,
DyLight 549, DyLight 633, DyLight 649 a DyLight 680.

Metoda Create/Edit

Tlagitko Create/Edit Method, které je pfistupné z hlavniho menu, dava uzivateli moznost konfigurovat nova fluorescenéni
barviva a metody a pfidat je k preddefinovanym metodam. Toto tladitko také umoznuje uzivateli upravovat existujici
metody. Poznamka: Symbol diamantu oznaduje pfeddefinované metody, které nelze upravovat. Podrobnéji viz kapitola 4.
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Modul Fluorescence Profiler
Prislusny modul je navrzen tak, aby poskytoval pokyny pro vybér excitace LED, kdyz si uzivatel neni jisty excitaci / emisi
specifického nebo neznamého fluoroforu. Podrobnéi viz kapitola 6.

Modul Data Viewer
Tento modul je navrzen tak, aby uzivateli umoznoval pfizplsobit strukturu vystupnich dokumentd, importovat archivovana
data a zpétné zobrazit archivovana data. Podrobnéji viz kapitola 11.

Uzivatelska priru¢ka

Verze této uzivatelské prirucky (Ctrl + M) ve formatu PDF je pFistupna z polozky Main manu. Je také pfistupna vybérem z
rozbalovaci nabidky Help v libovolném aplikaénim modulu nebo vyb&rem souborové cesty Start — Programs —
NanoDrop — ND-3300 (version)

Uzivatelské nastaveni /User Preferences/
Kazdy uzivatel si mize vybrat vychozi nastaveni pro nékolik funkci spoleénych pro kazdy aplikaéni modul. Podrobnéji viz
kapitola 5.

Funkce Source Check
Tento modul slouzi k ovéfeni funkénosti prislusnych LED diod.

Funkce Duplicate data storage
Duplicitni ukladani dat je mozno nastavit vybérem okna User Preferences a oznacit souborovou cestu sekundarniho
ulozisté dat.

Sprava uétu

Modul poskytuje moznost nastaveni cesty k ulozenym datlim a umoznuje uzivatelim ukladat sva data do samostatnych
specifikovanych osobnich slozek. Modul Account Management je pfistupny pouze administratorovi a uzivatelim s drovni
10. Pro ostatni Uzivatele zlstane tento modul zobrazen jako ,Sedy”.

Typ uétu
Existuji tfi typy uzivatelskych uéta:

e Level 10- je nejvySSi nastaveni zabezpeceni a kazdy uzivatel irovné 10 mlze pfidavat nové uzivatele, upravovat
uzivatelsky profil, mazat uzivatelsky ucet a nastavit zabezpeceni heslem. V dobé instalace softwaru je jedinym uétem
urovné 10 ,Administrator®, jehoz pocatec¢ni heslo je ,nanodrop®. Doporucujeme toto heslo zménit bezprostfedné po
nastaveni vychoziho Gctu. Jakykoli uzivatel mGze byt nastaven na uroveri 10, i kdyZ se toto nedoporucuje (viz nizsi
uroven Level 5). Poznamka: Ucet spravce (nebo posledniho uzivatele urovné 10) nemuze byt smazan.

e Level 5- je nastaveni zabezpe&eni doporugené pro b&zny uzivatelsky uéet. Uget s timto pfistupem bude chranén
heslem a bude moci vybrat konkrétni uzivatelské predvolby. VSechna vygenerovana data budou automaticky
archivovana do uzivatelského uctu souborové cesty ¢:\ND-3300 (a do prislusného ulozisté uréeném uzivatelem,
pokud je tatu pfedvolba zvolena).

o Default- (Level O security) je Uroven pFistupu vyhrazena pouze pro vychozi ucet. Tento typ uétu umozhuje kazdému
uzivateli, ktery nema sv(j pfistup ke vSem aktivnim moduldm softwaru. Neni chranén heslem, pro tento ucet vSak Ize
nastavit uZivatelské pfedvolby. VSechna vygenerovana data budou automaticky archivovana do vychozi slozky dat
c:\nanodrop. Poznamka: Spravce mlze zakazat vychozi uzivatelské ucty pro laboratof, kde jsou vyZzadovany
jedineéné uzivatelské ucty.
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= User Access Manager

All Users

I Full Mame B Level | Active | Locked | Expired || Expires [ |
IE | Active | Mok Locked | Mok Expired +

Active Not Locked r
Active Mot Locked | Mot Expired | Newver

Account Log-in/Log-out and Time Out

Uzivatelsky ucet zlstane aktivni dokud: 1) se uzivatel neodhlasi ze svého Uctu, a to pomoci rozeviraciho seznamu v okné
Main menu a vybere bud polozku Default nebo vybere jiné uzivatelské jméno; nebo 2) Uzivatel software ukonci.

K odhlaeni uzivatelského uctu také dojde, pokud se prekroCi ¢asovy limit ,System idle timeout®. Po 4 hodinach
necinnosti se softwarovy uc¢et automaticky pfepne zpét na vychoziho uzivatele /default-/. Pfedtim se objevi se upozornéni
oznacujici, ze ¢as do automatického odhlaseni vyprsi za 30 s. Pokud uzivatel zvoli CANCEL, ¢asovy limit se resetuje

a uzivatelsky ucet a aplika¢ni modul zlistanou aktivni po dobu dalSich 4 hodin. Pokud €as vyprsi, automaticky dojde k
ukonéeni prislusného aplikacniho modulu, program se pfepne do zakladniho menu /Main menu/ a automaticiky se
nastavi vychozi uzivatel /default-/.

Account Lockout
UcCty jednotlivych uzivatelll se mohou uzamknout témito zplsoby:

¢ Nepodaii se zmeénit heslo ve stanoveném ¢ase
e Nespravné se zada heslo 99x za sebou.

e Spravce uzamkne konkrétni ucet

Uzamceny ucet mize odemknout pouze spravce (Urover 10). Odemknuti U¢tu se provadi pomoci polozky Modify user v
modulu Account Management. Poznamka: VSechny ucty i ten spravcuv se uzamknou, pokud dojde k nespravnému
zadani hesla, jak je popsano vyse.

Change Password

Tento modul umozhuje kazdému uzivateli, s vytvofenym autorizovanym ucetem, zmeénit si své heslo. Tato moznost neni
aktivni (na obrazovce bude "Seda") pro vychoziho uZivatele. Poznamka: Spravce pomoci v poloZce Options dostupné v
modulu Account Management ur&i, zda uZivatelska hesla vyprsi a pokud ano nastavi pfislusny po&et dni do vyprseni
hesla.

Passwords.log file

Tento soubor obsahuje ID uzivatele a heslo vSech zfizenych Ucta a je Citelny pouze softwarem. Naleznete jej ve slozce
C:\ND-3300 Datal\log files. Doporu€ujeme, aby spravce pfi kazdém pfidani nového uzivatelského uétu nebo pfi zméné
hesla uloZil kopii tohoto souboru a uloZil jej do stejné sloZky souborl protokolu, jak je popsano vy$e. Pokud se uzamkne
Ucet spravce, muze se aktualizovana kopie souboru pfejmenovat a pouzit jako novy soubor password.log.
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4. Metoda Create/Edit

Nazev metody /Method Name/

Metoda ma pfidélen jedineCny nazev, ktera se pouziva jak pro inherentni fluorofory (napf. FITC), tak pro
pojmenované aplikace (napf. PicoGreen). Pét tlagitek nachazejiich se ve spodni ¢asti seznamu metod /Method List/ v
okné Method Editor se pouziva ke konfiguraci, zméné, smazani a uloZeni nové vytvofenych metod. Poznamka:
Symbolem diamantu jsou oznaceny pfeddefinované metody, které nelze ménit (viz obrazek nize).

= Method Editor X

Sortby: Protected staius, Tyge & Name = | Method List

Formula
or 1pt

* \cid Auto 400 600 450 ot ng/ml | Linear
+* Mucleic Acid Auto 1pt. ngfml Linear
+* QuantiT OMNA BR Mucleic Acid | Blue Auto 500 750 523 Tpt ngfrnl Linear
* QuantiT DNAHS Mucleic Acid | Blue Auto 500 750 B30 Tpt ng/ml Linear
+* RihaGreen - RMNA Mucleic Acid | Blue Auto a00 700 525 Tpt ng/ml Interp.
* Syhbr Green | Mucleic Acid | Blue | Auto 500 750 527 1pt. ng/ml Linear
+* Fluoraldehyds OPA Frotein (53 Auto 400 750 455 1pt ug/rml Linear
+* Fluorescaming Protein 53 Auto 400 750 470 Tt ugrml Linear
+ FluoroPrafile Protein Elue Auto 500 750 614 Tpt ug/ml Linear
+* Quant-T Protein Protein Blug | Auto 500 700 600 1pt. ug/ml | 3rd order
+  dMethyd Umbelliferone Other U Auto 400 700 450 1pt. i Linear
+* Cy3, Alexabhh Other White | Auto 500 700 565 Tpt nid Linear
* Cyb, AlexaBd? Other White | Auto 550 750 BES Tpt ni Linear
+* DiyLight 405 Other Uy Auto 400 B50 418 Tpt nM Linear
* DyLight 468 Other Blue | Auto 500 750 520 1pt. nhd Linear
+* DyLight 549 Other White | Auto 500 750 568 Tpt. n Linear | x|

MNote - predefined methods are indicated with & diamond and cannot be modified.

Create Delete Edit View = =
Method Selected | | Selected | | Selected SYE, X

Vytvoreni nové metody /Create New Method/
Chcete-li pfidat novou metodu, vyberte libovolnou existujici metodu a klepnéte na Create Method. Poté se objevi
nové okno, které vyzaduje aby uzivatel vybral pozadovanou zdrojovou LED diodu.

= Edit method parameters. \X\

Select LED source
uy l:l Elue l:l Whitel:‘

Excitation Spectrum

B s

AutoGain? IZ

Dostupné volby pro vybér zdrojové LED diody:

« UV LED: excitaéni maximum 365 nm
o« Blue LED: excitaéni maximum 470 mm
« White LED: 460-650 nm excitace

Kromé toho mize uzivatel zapnout nebo vypnout funkci Auto Gain tj. automatické zesileni, ktera fidi délku zesileni
signalu na zakladé intenzity fluorescenéniho signalu. Doporuduje se pouzit aktualni - vychozi nastaveni s automatickym
zesilenim.

Poznamka: Doporuduje se, aby uZivatel pro vychozi nastaveni zvolit funkci Auto Gain. Jinou moznosti je funkce Fixed
Gain t.j. pevna hodnota zesileni u které je mozné nastavit faktor zesileni mezi 0 a 10. Podrobnéji viz kapitola 7.
Alternativou k automatickému zesileni je Pevny zisk, ktery nastavuje zisk buzeni pomoci faktoru mezi 0 a 10. DalSi
informace o zesileni naleznete v ¢asti Funkce spole¢ného modulu.
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Vybérem tlacitka Next se zobrazi nasledujici obrazovka:

= Edit method parameters %]

Up to 4 wawvelengths can be defined for logging and analysis as part of a
method. A1 is used for guantification it Analysis Typeis "1 pt". If Analysis Type
is "Formula". guantification is based on & user entered eguation using the RFL
atwavelengths A1 through %4

#ofwavelengths ! V‘
A1 3Nl |nim

Standard Curve Type ;) Linear

Analysis type 1) 1pt. Default Units :) ngfml

Quantification will be pedormed at A1

| <2 Back ‘ | Mext o ' ‘ Cancel '

Tato obrazovka slouZi k vybéru poZzadovanych vinovych délek, nastaveni typu standardni kfivky, vychozich jednotek
a typu analyzy.

Standard Curve Type: Urcuje vychozi metodu aproximace standardni kfivky. Dostupné funkce:

e Interpolation: linearni interpolace mezi sousednimi hodnotami.
e Linear

2" or 3" order Polynomials

Poznamka: Uzivatel maze také zménit typ aproximace standardni kfivky pomoci pfepinaciho tlagitka na obrazovce
standardni kfivky v dil€¢ich modulech softwaru.

Default Units: V program je mozno nastavit jednu ze Sesti pfedem nakonfigurovanych jednotek koncentrace. Nastaveni
jiného typu jednotek se provede pomoci polozky Add New.

Analysis type: K dispozi je nastaveni 1 point nebo Fomula. Je-li vybrana poloZka 1 point, hodnota fluorescence ziskana
z fluorescenéniho modulu je jednoduse flourescencni jednotkou (RFU) pfi jedné vinové délce. Pokud se zvoli polozka
Formula, bude zobrazena, archivovana a hodnota fluorescence pouzivana pro vypocty koncentrace ur¢ena vztahem
mezi 2-4 vinovymi délkami dle definovaného vzorce.

Pokud se jako zdroj excitace zvoli bila LED dioda, objevi se nasledujici obrazovka:

= Edit method parameters |X‘

Fluorescence | Analysis | Source Comrection ‘Ganeral |

ForWhite LED illumination, the virtual emission filter interval [ AL) iz
symmetrically applied around each Analysis nm (emission wavelength)
selected. All RFLs outside of the virtual filter interval are setto zera. The
Detault interval is +- 20 nm, settable in the table below. Note: it can also
he modified within the respective fluorescence (method) module

Emission Windows

Analysiis || Emission filter
interval (A2
565 20

AA

Interval virtualniho emisniho filtru (AA) je pfisluSna ¢ast spektra, nad kterou se zobrazi a vypocte zbytkovy signal (o
odstranéni kompenzace pozadi. Aplikuje se symetricky kolem analyzy (emisni vinova délka).
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VSechny hodnoty fluorescence mimo interval virtualniho filtru jsou nastaveny na nulu. Vychozi interval je £ 20nm.

Poznamka: Kurzor analyzy vinové délky Ize manudlné nastavit o + 20 nm analyzované vinové délky v méiené
aplikaci. Toto Ize provést i v uzaméenych metodach.

Konecné okno pro veskeré vybéry zdrojl excitace je zobrazeno nize:

= Edit method parameters |z\

Method name

Type o Other

Graph Min. nm é‘ 480 Graph Max. nm g 700

‘ <= Back . ‘ Finished | | Cancel |

Tato obrazovka slouzi k pojmenovani metody, jeji pfifazeni ke kategorii a umoznuje nastaveni nasledujicich dvou moznosti:

e Graph Min. nm: minimum vinové délky (nm) na ose x fluorescenéniho spektralniho grafu.

e Graph Max nm: maximum vinové délky (nm) na ose x fluorescenéniho spektralniho grafu.

Editace existujici metiody /Edit Existing Method/
Metody oznaCené symbolem &erné diamantu jsou chranény a nelze je upravovat. VSechny ostatni metody Ize kdykoliv
upravit zvyraznénim v seznamu metod a stisknutim tlaCitka Edit Selected. Zobrazi se nasledujici obrazovka.

= Edit method parameters \§|
Fluorescence | Ainalysis | Source Correction | General |

Select LED source

uv |:| Elug D ‘White E

Excitation Spectrum

460nm +—————* 650nm

| .

AutoGain? g

Uzivatel muze prejit do pFisluSného okna pomoci hornich zaloZzek a upravovat pouze parametry, které jsou

predmétem jeho zajmu. Uzivatel muze také upravit metodu jejim vybérem v rozeviracim seznamu a naslednou volbou
poloZky Edit.

View Selected
Pfedmétné tlacitko umozfiuje uzivateli zkontrolovat parametry metody, avSak zadné zmény neuloZzi.
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5. Uzivatelské nastaveni /User Preferences/

Vybérem modulu User Preferences se zobrazi okno se tfemi hlavnimi zalozkami.

= User Preferences (]

User|  Delout
General Setings | Archiving | Reports
ion Setup Confil
Show Raw Spectra (] OFF Standards Units [7] O
Gain Notifications [¥] on
Show Advanced Parameters [ OFF
Silent Operation [¥] O
Autnscals Plats 71 0N —  Gain Nolification Settings ~——
Prompt User 1o Close Data Viewsr [10FF SiiCliasdeay 500 BLE
10,00 3| W
500 & |Blue
Max. Gain Ratio 300 2

Obecné nastaveni /General Settings/
Okno General Settings zobrazuje nékolik parametr(, které muze uzivatel definovat jako vychozi parametry.

e Acquisition Set-up

Umozhuje uzivateli vybér jedné z nasledujicich moznosti:
e Zobrazeni surovych dat kazdého méreni.
Zobrazeni pokrogilych parametr(, jako je saturace nm, minimaini zisk zesileni a maximalni zisk pfi kazdém méfeni.
Aktivace zvukového signyku (pipnuti) spojeného s méficim cyklem.
Automatické méfitko osy y po kazdém méfeni.
Pfed zavienim prohlizeCe Data Viewer upozorni uzivatele.

e Confirmations

Umozriuje uzivateli zvolit, zda ma software zobrazovat nasledujici dialogova okna:

« Potvrzeni jednotek veli€in pro standardy

« Oznameni o méfenich, ktera nesplriuji hodnoty specifikovaného blanku nebo specifikovaného maximalniho doby

excitace vzorku, jak je definovano v okné Gain Notification Settings box.

e Gain Notification Settings
Tento parametr se pouziva k oznageni doby, po kterou je vzorek excitovan. Cas se proto pouziva k maximalizaci signalu v
CCD detektoru a zaroven zabranuje jeho saturaci. Napfiklad hodnota 10,0 odpovida maximalni dobé excitace 1 s (1000
milisekund). Poznamka: Nastaveni Ize také ménit v kazdém modulu aplikace zobrazenim rozSifenych parametrd a
nastavenim pozadované doby excitace. Uprava nastaveni v modulu aplikace nezméni vychozi nastaveni pouzité v jinych
metodach nebo v aktualni metodé pokud je modul zavieny.

e Min. Blank Gain- samostatné nastaveni pro kazkou LED diodu

Toto nastaveni uréuje minimalni dobu excitace, ktery bude software pouzivat pro referenéni méfeni nebo mefeni blanku,
aniz by zobrazil vyskakujici okno Low Blank Gain. Obvykle je nejvhodné&jsi vychozi nastaveni “5” pro modrou a bilou LED
diodu a “10” pro UV LED diodu. ZvySeni hodnoty parametru Min. Blank Gain pro modrou nebo bilou LED diodu je vhodné,
pokud uZivatel chce zajistit vy$8i dobu excitace vzorku pro méfeni prazdnych hodnot. SniZzeni parametru Min. Blank Gain
pod hodnotu 5 miize byt upfednostnéno pokud uzivatel zjisti, Ze méfeni blanku vykazuje nizké hodnoty a to i v pfipadé, ze
je plocha podstavce oc€isténa od prachu nebo necistot.

e Max. Gain Ratio

Tento faktor porovnava skute¢nou dobu excitace méfeného vzorku s méfenou hodnotou blanku. Pokud tento pomér
pfekroCi nastaveny parametr Max. Gain Ratio, zobrazi se vyzva, zda chce uzivatel pfi méfeni vzork( s nizkou fluorescenci
pFijmout nebo odmitout ziskané vysledky. Pfi rozhodovani mlze pomoct vizualni kontrola emisniho spektra vzorku
Vychozi hodnota parametru Max. Gain Ratio je 3.
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Note: Poznamka: Funkce Gain Notifications musi byt povolena pro nastaveni, ktera maji byt pouzita.

Pfed zavienim okna User Preferences ulozte vSechny nastavené volby kliknutim na tlacitko Save Preferences.

= User Preferences 3]

User Default |Save Prefelem:es‘ ‘ Exit ‘

General Settings  Archiving ‘Repovts |

Duplicate Data Storage? D OFF

Duplicate Data Folder
g <Not A Path> =

Primary data storage is always enabled and located at CA\ND-3300 Data

Archivace dat /Archiving Datal/
VSechna data se automaticky archivuji do adresafe C:\ND-3300 Data-> User name—> Application Module (Hoechst
dsDNA, PicoGreen dsDNA, RiboGreen RNA, atd.

Kromé primarniho ulozisté dat si mohou uzivatelé zvolit ukladani/archivovani svych dat do dalSiho slozky pomoci
polozky Archiving. Toho dosahnete nastavenim "On" v zalohovacim poli Duplicate data s naslednym nastavenim
souborové cesty na ikonu sloZky souboru v poloZce Duplicate Data Folder. Alternativni cestu uloZte kliknutim na
tlacitko Save Preferences pred ukonéenim okna User Preferences.

= User Preferences

User Default Save Preferences ] [ Exit ]

General Settings | Archiving  Reports

Custom Reports

Auto Report?

FicoGreen - TRUE ND- detault repart format.nff

Quant iT DNA BR TRUE MD-3300 detault report farmat nft

Quant T DNAHS TRUE ND-3300 defaut report format nff Gizpel

RiboGreen - RNA TRUE ND-3300 default report farmat nft CHERGE CREM

Syhr Green| TRUE MND-3300 detault report farmat nft

Fluoraldehyde OPA TRUE MD-3300 default report format nft

Fluorescamine TRUE ND-3300 default report farmat nff

FluoroProfile TRUE MND-3300 detault report farmat nft

QuantT Protein TRUE MD-3300 default report format nft

AHdethy! Umbelliferane TRUE ND-3300 default report format.nft

Cy3, Alexabbh TRUE MND-3300 detault report farmat nft

Cyh Alexabd? TRUE MD-3300 default report format nft

DwLight 405 TRUE ND-3300 default report format.nft

DryLigght 488 TRUE MND-3300 detault report farmat nft

DryLight 549 TRUE MND-3300 default report format nif o
Protokoly /Reports/

Vychozi nastaveni pro ukladani dat do protokolu je povoleno v polozce Auto Report. Uzivatel miize tuto moznost
zruSit pomoci tlaCitka Change Settings. Stejné tlacitko také umozriuje uzivateli vybrat dfive ulozené protokoly jako
vychozi pro jednotlivé metody. Tato funkce je k dostupna pouze v pfipadé, Zze byly ulozeny protokoly v jinych
formatech ze kterych je mozné vybarat.

Pfed ukon€enim okna User Preferences ulozte vSechny nastavené parametry kliknutim na tladitko Save Preference.
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6. Modul Fluorescence Profiler

Modul Fluorescence Profiler poskytuje pokyny pro vybér excitace LED, v pfipadé kdyZ si uzivatel neni jisty jaké
jsou charakteristiky zdroje excitace/emise specifického nebo neznamého fluoroforu.

Vybérem modulu Fluorescence Profiler z okna Main Menu se zobrazi nasledujici okno:

RFU Spectrum
1001 0+ S AL
Load 2 ul of blank solution and click the blank button to White |
acrune blank spsecie with nach of thie NanoDop 3300 LE Dy 500 w A
B0 Blue |~
mo-
il 0
Blank E 500
40.0+
J0.0~
20.0+
10.0~
0.0 T T T T ] T ]
AD0 450 SO0 GBSO BOO BSD 700 750
‘Wenaslungth nm
Thas threesibiold fesr pak dibechon = 300 RFL

Jak je znazornéno na levém panelu okna - uzivatel zac¢ina méfrenim blanku s vodou nebo s pfislusSnym pufrovacim
roztokem. Po ulozeni zaznam( o blanku software automaticky spusti vlastni okno méfeni (Measure window).

Setfete z méficich €asti pfislusny blankovaci roztok pomoci suchého laboratorniho ubrousku a poté nanese 1-2 ul
pozadovaného vzorku. Kliknéte na tladitko Measure aby doSlo k automatické excitaci vzorku postupné tfemi LED
diodami a poté se zobrazi emisni profily diod. Poznamka: Pro detekci je nutny prahova hodnota min. 30 RFU.

< Fluorescence Profiler

AFU Spectrum
100 11 e - |
Livaed 2 vl ol yeour sisrpilie el ek Shiy prosasare bution b Wil 1"
scquire specha with ech ofthe NanaDrop 3300 LED and o 200 [FYE e
T - a1 B et
T0.0
600~
o 2 50
(is
400~
300
200+
Wi
0.0 7 T 5 T T ] d
400 460 KO0 GSH GO0 &S0 700 750
enatlunith nim
The threshold for pask detection is 30.0 RFU. Back | | Maxt | | Cancal |

Software nasledné zobrazi vyrazné piky nad specifikovanou hodnotou min. RFU a automaticky vybere LED diodu,

ktera poskytne nejvysSi fluorescenéni signal - bude optimalni zdrojem svétla LED.
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< Fluorescence Profiler

Thiy Wieard has dornaed the mlaig lleonesconce: unds lor

each LED. The RFLs are dicplayed to e right. The paak HFU Spectrum
Hunroscrnce: waweenoths for sach LED ang as follows LELER — Whita P |
Foak wawnlongihs — Foak AFLs ——— 60000~ gl b
Blue |
‘White Wiite [ 531987 50000+
| BB W | 64386
Diue | 516 Blug | BIED.47 4000.0-
Firsks E 3000.0-
Possible Sources Blug  ~ nm
598 | nm 2000.0-F
1000.0-
Click Mextin nccept the Indicated Source & wavelengths 0.0-; - T v T T i
ned 1y syssicn @ nam 10 ths nosw muthed 00 450 GO0 SB0  BOO GSH P00 P60
Weanlongh nm
The threshold for pask detection is 30.0 RFU. | Back | | Maxt | | Cancal |

Pokud je ziskana vynamna fluorescence z vice LED diod, software automaticky vybere diodu, ktera produkuje
nejvetsi signal RFU. Uzivatel mGze si prohlizet rizné emisni piky posouvanim v ramec¢ku ozna¢eném Possible
Sources. Pokud fluorescenéni signal generuje vice LED diod, ma uzivatel moznost ulozit odpovidajici po¢et metod s
jedineénym nazvem.

Sipky Back a Next je mozno pouzit k vytvofeni nového blanku, provedeni nového méfeni nebo posunu vpred pro
ulozeni informaci nové metody (viz obrazek nize).
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7. Zakladni modulové funkce

Module Startup

Kazdy modul nebo aplikace je pfistupny z hlavniho okna Main Menu. VSechna méfena data se budou automaticky
ukladat do pfislusného souboru. Zdznamové okno uvedené nize reprezentuje v8echny aplikacni moduly, ve kterych
software miize sestavit vysledny protokol. Pokud protokol neni k dispozici, tlaitko Open Protocol se nezobrazi.

400+ 3 [ A R
Achund Cinin .

LT -
Wivibongth sm

Spole¢né funkce

e Blank (F3)
Pfed fluorescencnim méfenim je nutné zméfit a uloZit blank (pouzit vodu nebo pufr, rozpoustédlo nebo pfislusnou
nosnou kapalinu ve které je rozpustén zkoumany vzorek). Je nutné méfit blank pfed kazdym méfenim.

e Measure (F1)

Pokazdé, kdyz se spusti softwarovy modul, je tlaCitko Measure neaktivni a ma Sedou barvu. Tlagitko Measure se
aktivuje az po zméfeni blanku. Tlagitko Measure se pouziva k zahajani méfeni vSech zkoumanych vzorkd (ne blank).
Aktivuje se stisknutim klavesy F1 nebo kliknutim na tlacitko Measure.

e Re-blank (F2)

Tlagitko (F2) umoznuje vytvofit znovu referenéni blank, ktery se pouzije pro nasledujicich analyzy vlastnich vzork(. Na
rozdil od funkce Blank (F3), funkce Re-blank pfepocita fluorescenéni spektrum aktualniho vzorku a zobrazi jej na
obrazovce.

e Print Screen (F4)
Tlacitko Print Screen umoziiuje vytisknout kopii aktualni obrazovky na vychozi tiskarné, ktera je pfipojena ovladacimu
pocitaci.

e Print Report (F5)

Vybérem tlacitka Print Report (F5) se vytisknete vysledkovy protokol aktualné zméreného vzorku. Obsah protokolu se
vymaze. Uzivatel mlze si nastavit zda se protkol automaticky zrusi po tisku, zobrazi vyzvu pfed vymazanim atd.
Podrobnéji viz kapitola 11. VSechna data se ukladaji do slozky C:ND3300 Data -User name-Application Module
(Hoechst dsDNA, PicoGreen ds DNA, Ribo Green RNA, atd.)

e Recording (F6)

Pfi vychozim nastaveni je aktivovana funkce nahravani, ktera automaticky zaznamenava do vystupniho protokolu.
Podrobnéji viz kapitola 11. Poznamka: Chcete-li tuto funkci zrusit, stlacte Recording - zUstane tlagitko s oznacenim
Start Report.

e ~~Show Report (F7)

Uzivatel muze kdykoliv zobrazit polozky obsahujici aktualni protokol vysledkl prostfednictvim tlacitka Show Report.
Tuto funkce aktivuje prohlizet Data Viewer popsany v kapitole 11. Specifické parametry jednotlivych aplikacnich
modultl jsou pfifazeny ke kazdému jednotlivému ID vzorku.
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e View Standard Curve
VSechny aplikace nebo moduly obsahuiji volitelnou standardni kfivku. Kromé& naméfreného vystupu RFU je mozno
vygenerovat standardni kfivku pomoci reference s az 7 standardnimi koncentracemi (1 az 5 opakovani na bod).

e Open Protocol
Vybérem tohoto tladitka se otevie protokol metody pfimo ze stranky méfeni dat. Toto tlaitko se bude zobrazovat pouze
na téch strdnkach metod, pro které exixtuje pfislusny protokol.

e Reset Window
Kliknuti na toto tlacitko je mozZnost resetovat hodnoty vSech standardd pro aktualni méfeni. Vymazani vSech bodl také
umozni uzivateli zmeénit mérné jednotky.

¢ Method
Nazev metody ukazuje, ktera aplikace se pravé pouziva.

e Source
Pfedmétné pole uréuje zdroj excitace pouzity pro zvolenou metodu. Poznamka: Zdroj excitace nelze zménit pro
pfeddefinované, uzamcené metody.

¢ Measurement Type

Volba Reference se pouziva pro ne-analyticky roztok, volba standard pro znamou koncentraci ¢inidla a volba Sample
neznamou koncentraci zkoumaného vzorku. Poznamka: Modul bude vzdy produkovat hodnoty RFU i kdyz nebude
generovana standardni kfivka.

e SampleID

ID vzorku je zvyraznéno pro volitelné oznaceni nebo naskenovani ¢arového kédu. Uzivatel mize zadat ID vzorku, které
bude se pouzije k identifikaci méfeni pfi tisku vysledkl a uchova se v archivovaném datovém souboru. Zadani ID vzorku
je klicové pro dalSi postup, coz znamena ze na vychozi obrazovce a bude blikat textovy kurzor, kdyz pfistroj eka na
nové méreni. Poznamka: Nazev vzorku ID Ize zménit pouze pomoci rozeviraciho seznamu Data dropdown box na
strance protokolu.

o Dilution Factor

Tento parametr se zobrazi v okné Measurement Type, jakmile se vygeneruje standardni kfivka. Koncentrace automaticky
vypoctena ze standardni kfivky se vynasobi uvedenym faktorem fedéni a zobrazi se v pravém dolnim rohu okna. Vychozi
hodnota faktoru fedéni je 1.

Measurement Type Measurement Type
Sample Standards Sample | Standards |
Sample RNA RNA
0 Sa:léplu
= —
i A s
Dilunon Eectar Qﬂn‘// Dilution Factor !i‘ 1.00 k>
Sample#] 31 i B
Actual G AL_REJ
. 5357 5094 Acwal Gain A RrU
1000 535 6175
10.00
Auto Gain
Auta Gain
RFU @ 535 nm 509.4
RFU @ 535 nm 517.5
ng/mi 504.0
ng/ml 103.4
e Sample #

Toto okno uchovava informaci o po¢tu mérenych vzorkd.
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Vygenerovani standardni kfivky /Generating a Standard Curve/

e Measurement Type: Standards tab
Pokud zvolite polozku Standards tab v okne Measurement Type, zobrazi se uZzivateli pouze jedna dostupna volba:
Reference s parametrem Standard 1. Zobrazi se také moznost zmény jednotek méfeni z dfive definovanych jednotek.

e Units Confirmation
Pokud jste nezménili jednotky méreni, pokud byla puvodné vybrana karta Standarda, zobrazi se pfed méfenim prvni
reference nebo standardu nasledujici okno:

= Confirm selected units El

Confirm or change units. All Standards in a
group must utilize the same units.

LUnits ;) nkd

Don't show this dialog again l:l

If this box is checked, the user preferences For the current user will be
changed so that confirmations of selected units For standard curves
are na longer utilized.

[ 0K ] [ Cancel ]

e Additional Standards

Po provedeni pocatec¢niho méfeni s volbou Standard 1 se mlize uzivatel rozhodnout zda bude pokracovat v méreni s
funkci Standard 1 nebo vybere, nadefinuje a zméfi dalsi standard. Moznost vratit se ke standardu a provést dalsi méreni
je pokazdé k dispozici.

Measurement Type
Sample Standards |

Units phd

Reference and Standards
| cone | # |ave.RFul
1 0.0

Delete Standard

Kdyz se zméFi minimum referen¢niho a jednoho nebo standard(i, oranzové tlacitko na hornim panelu se rozsviti
zelené. Toto pouze indikuje, Ze byl zméfen minimalni po€et standardd pro zobrazeni spravné kfivky.

Ecluding or Deleting Standard Curve Data Points

Uzivatel maze odstranit zobrazované body standardni kfivky vybérem pfislusného datového bodu, ktery ma byt
smazan, a naslednym kliknutim na tlacitko Delete Point bod odstranit.

e Standard Curve Types
K dispozici jsou tfi moznosti typu standardni kfivky

e Linearni
e Polynomialni 2 nebo 3 stupné
e Interpolace: Linearni interpolace mezi nejbliz§imi standardy.

! | Typ standardni kfivky Ize zménit pomoci
i pfepinaCe Standard Curve Type, ktery je
umistén v okné& standardni kfivky
B strance  standardni  kfivky = kazdé
R e i T Y

e
e
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Linear Curve Polynomial Curve

File
Panel File tool poskytuje tfi volby v rozbalovaci nabidce.

Edit Configuration Standard Curves Help

Page Setup...

Erint'Windaow... Cil+F ] [PrintScreen] [ Fecarding ] [\/iewStandard Curve
Save Window... ] [ Print Feport ] [ShDWRepDn]

Exxit Ctrl+Q

e Page Setup
Zobrazi moznosti pfizpusobeni nastaveni stranky pro tisk protokolu.

e Print Window
Okno pro tiskovou sluzbu Ize spustit z rozbalovaci nabidky File nebo pomoci klaves Ctrl + P. V dialogovém okné je mozno
urcit poZzadovanou sitovou tiskarnu. Pokud neni pocitac pfipojen k tiskarné, zobrazi se pfislusna chybova zprava.

e Save Window
Aktualni obrazovku Ize ulozit jako soubor typu .jpg vybérem polozky Save Window, které je dostpuna v rozbalovacim okné
File.

Edit
Volby pro upravy editovatelnych metod, obdobné jako odstrafiovani a vkladani informaci o vzorcich jsou dostupné z
rozbalovaci nastrojovou listy Edit tool bar.

File Configuration  Standard Curves  Help

5 Cile I] [PrintScreen] [ Fiecording ] lV\EWSlﬁﬂdﬁrd Curve
k Paste  Ctil+V

j [ Print Beport ] [ShUWRepDn]

I\Jeﬂm! g\cu&reanfdsDNA Source | Blue

Configuration
Pro konfiguraci poskytuje panel nastroji pét moznosti, jak je zobrazeno nize: kazdou tuto polozku je mozno nastavit i
pomoci menu General Settings v uzivatelském modulu.

File Edit [esnilE{EnTal]

Standard Curves  Help

¥ Silent Operation?
 Auto Scale Plot? [ Recording | [ View Standard Curve
Show Faw Flot? Show Report
Show Advanced Farameters?
Frompt Close Data Viewer?

e Silent Operation
PFi vychozim nastaveni pfistroje se ozve pipnuti na konci kazdého méfeni. Tuto funkci maze uzivatel vypnout v menu
Configuration.

e Auto Scale Plot
Rozeviraci nabidka umozriuje softwaru automaticky pfizplsobit graf na obrazovce.
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e Show Raw Plot

Dalsi moznosti, ktera je k dispozici v rozeviracim seznamu okna Configuration, je volba pro zobrazeni pouze grafu RFU
nebo zobrazeni spektra blanku, hrubych grafli a RFU graf(. Poznamka: Pro zobrazeni spektra syrovych dat se pouzivaji
dvé méfitka. Prava stupnice zobrazuje pocty a pouziva se jak pro blank, tak i pro hruba data. Leva stupnice znazorfiuje
rozdil mezi blankem a surovymi daty a udava se jako RFU. Obé tyto stupnice je mozmé nezavisle upravovat pfepsanim
nejvyssi hodnoty.

e Show Advanced Parameters

Tato volba umozriuje volbu zobrazeni vSech dostupnych parametrt na hlavni obrazovce. Pokud jsou zobrazeny pokrocilé
parametry, zobrazi se hlavni stranka dle obrazku nize:

AU

Pokrocilé parametry tvofi nasledujci polozky:

e Min Blank Gain- Individualné nastaveno pro kazdou LED. Tento parametr uréuje minimalni dobu excitace
potfebné pro méreni "blanku". Obvykle je nejvhodnéjsi vychozi nastaveni je “5” pro modré i bilé LED diody.
Pro UV LED diody je nejvhodnéjsi vychozi nastaveni ,,10".

e Max Gain Ratio- Tento parametr porovnava ziskanou hodnotu s hodnotou ziskanou zmefenim blanku.Pokud
pomér prekro¢i nastavenou hodnotu parametru Max Gain, zobrazi se zprava s vyzvou pro pfijeti nebo
odmitnuti dat. Pokud je spektralni obraz obzvlasté deformovany nebo ma velmi uzké emisni profily, je vhodné
data odmnitnout a méfeni opakovat s novym Certstvé pfipravenym vzorkem. Signal (RFU) se zobrazi vzdy a je
mozné ho pouzit pro ovéfeni mize byt pouzit k posouzeni platnosti zpravy. Vychozi nastaveni je 3.

e Saturation nm Software pFistroje automaticky omezuje dobu po kterou je LED dioda zapnuta, aby se zabranilo
prilis velkému mnozZstvi svétla, které by presytilo detektor spektrometru ve vSech vinovych délkach nad
uzivatelem nastavenim s nazvem ,Saturation nm“. Vychozi nastaveni je 25 um pod zvolenou emisni vinovou
délkou pro modré diody Blue a UV LED diody a 40 nm pod emisni vinovou délkou pro bilé LED diody. Pro
konkrétni aplikaci je mozno pozorovat, zZe pfi vybéru parametru "Saturation nm" blizké hodnoté zkoumaného
emisniho spekira miize mit za nasledek delSi doby excitace a vys$Si hodnoty fluorescence vzorku. Software
nezabrani saturaci vinovych délek pod zvolenou hodnotou parametru "Saturation nm".

Poznamka 1: Nastaveni parametru "Saturation nm" se zobrazi pouze v pfipadég, ze je zvoleno. Uzivatel mize
tuto moznost vybrat pomoci rozeviraciho konfiguraéniho seznamu.

Poznamka 2: Fluorescenéni signal z fluoroforu vzorku (emisni vinova délka) nesmi nikdy saturovat detektor,
kdyz je aktivni funkce Auto Gain.

Poznamka 3: Je-li aktivni parametr Fixed Gain (ij. kdyz uzivatel definuje excitaéni dobu), nahrazuje nastaveni
paramnetru "Saturation nm". To mUze mit za nasledek nasyceni pfi jakékoliv vinové délce spektra véetné
zkoumaného fluoroforu.

e Prompt Close Data Viewer

Posledni fukce v rozeviracim konfiguraénim menu je volba, ktera bude vyzvana pfed zavienim prohlize€e Data
viewer.
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Standard Curves
Pouzijte tuto rozbalovaci nabidku a vyberte bud Save As (Ctrl + A) pro ulozeni standardni kfivky nebo Load (Ctrl + L)
pro nacteni dfive uloZzené kfivky.

File Edit Configuration EEiEiEEEREIREES Help

Save As.. Chl+A

Fe-blank Load.. Cirl+L  Recording

[ Blank ] [ PrintRepDrt] [ShDWRepDn]

heasyre

Show Context Help (Ctrl+H)

Kontextova napovéda je dostupna v hlavnim okné Main Menu, ve v3ech funkénich modulech i ve v3ech aplikaCnich
modulech. Napovédu Ize spustit volbou Show Context Help z menu Help nebo stisknutim Ctrl + H. Po spusténi
napovédy se umisténim kurzoru na jednotlivé prvky softwaru automaticky vygeneruji pfislusné vysvétlivky. Kontextova
napovéda zUstane aktivni, dokud ji uzivatel nezrusi.

File Edit Configuration Standard Curves [[RETR

User's Manual Ctrl+hd
[ Re-blank ] [ Print Screen | Show ContextHelp  Ctrl+H |ard Curve
[ Blank ] [ Print Feport | [ShowReport

Gain

Zdroje excitace jsou aktivovany po urcitou dobu, aby se maximalizovala jejich pfislusna emise. Termin gain se pouziva
k oznageni doby, po kterou je vzorek excitovan. Cas se proto pouziva k maximalizaci signalu do CCD detektoru a
zaroven zabrariuje saturaci detektoru.

e Auto/Fixed Gain

Auto / Fixed Gain jsou dvé moznosti pro nastaveni doby excitace a jsou dostupné v modulu Create / Edit. Je-li zvolen
vychozi rezim automatického zesileni (Auto Gain), optimalizuje se pro vzortek doba osvétleni (excitace) zdroje (LED). V
tomto reZimu se pro pfisludny vzorek zobrazi hodnota skutecné doby excitace. Hodnota 10,0 odpovida maximalni dobé
excitace 1 sekundu (1000 milisekund).

Volba parameru Fixed Gain se vyber pokud se vyzaduje aby kazdy vzorek mél konstantni dobu excitace. Parametr
Fixed Gain ma hodnotu v rozmezi 0,1 az 10,0 s krokem po 0,1.

Poznamka: Signaly RFU pro vSechna nastaveni doby excita jsou normalizovany vzhledem k aktualnimu ¢asu méreni.
Funkci Auto Gain je mozno aktivovat nebo deaktivat prostfednictvim modulu Method Editor.

RFU at XXX nm
Jedna se o relativni fluorescenéni vystup pfi vinové délce specifikované pro metodu (uzivatelsky nastavitelny kurzor).
Uzivatel muze pohybovat kurzorem v rozsahu +/-20 nm vinové délky analyzy.

AA

Pro excitaci s bilou LED diodou je interval virtualniho emisniho filtru (AA) pfislusnym rozsahem vinovych délek, nad
kterym se zobrazuje a vypocitava zbytkovy signal (s odstranénou korekci kompenzace pozadi). Je symetricky aplikovan
kolem zvolené analyzy nm (emisni vinové délka). VSechny hodnoty fluorescence mimo interval virtualniho filtru jsou
nastaveny na nulu. Vychozi interval je £ 20nm a mlze byt upraven bud pomoci modulu Method Editor nebo v ramci
pFislusného modulu fluorescence (metody). Dal$i podrobnosti naleznete v kapitole 4.

Poznamka: Zakladni hodnota pro ne-analytické (nefluorescenéni) vzorky miize vykazovat vyznamnou nerovnomérnost a
nepravidelnost pfi aplikaci virtudlniho filtrovaciho algoritmu. Nejvétsi vliv je na detekéni limity (citlivost) pro fluorofory s
nizkou koncentraci. Fluorescence koncentrovanych roztok(, kde intenzita fluorescence je vyznamné vyssi nez
fluorescence pozadi bez roztoku, mize byt méfena s dobrou reprodukovatelnosti. Prace s koncentrovanéjSimi roztoky
pro fluorofory jako napf. Cy3 nebo Alexa Fluor 555, kde maximalni excitacni maximum (555 nm) odpovida maximalni
emisi bilé LED diody, mlze preklenout nerovnomérnost referen¢ni kfivky.
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Units

Tento parametr ukazuje jakym zpusobem je koncentrace vzorku vyjadiena na zakladé standardni kfivky. Ma vyznam
pouze pfi pouziti standardni kfivky. UzZivatel si mize zvolit, kterou konfiguraéni jednotku ma pouzit riznymi zpGsoby.
Modul Create/Edit umozriuje volbu jednotky pro vychozi volbu, zatimco okno metody umozriuje interaktivni zmény ve
vybéru.

Escape Key (ESC)
Klavesa ESC se pouziva pro opusténi ze vSech oken. Dvojim kliknutim na tuto klavesu dojde k odhlaseni uzivatele

z aplika¢niho modulu.

Exit (Ctrl+Q)

Tento pfikaz zavie vSechny aplikaéni moduly a podpurné funkce. Po kliknuti na tlacitko Exit ma uzivatel 10 sekund na
zruSeni tohoto pfikazu. Pokud do 10 sekund nedojde k zadné akci, provede se pfikaz k opusténi. Poznamka: VSechna
nameéfena data se automaticky ukladaji do archivniho souboru a nevyzaduji Zzadny zasah ze strany uzivatele.
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8. Kvantifikace nukleovych kyselin

Preddefinované aplikace
V tomto modulu je téchto Sest pfeddefinovanych aplikaci pro stanoveni koncentraci vzork( nukleovych kyselin:

e barvivo dsDNA 33258 Hoechst e Quant-It™ DNA HS
 barvivo dsDNA PicoGreen® e barvivo RiboGreen® dye
e Quant-It™ DNA BR e Sybr®Green |

Po vybéru a spusténi preddefinované aplikace, muzete pfistupovat k odpovidajicimu protokolu pfimo ze stranky sbéru
dat. Kromé mate moznost vytvofit a ulozit dalSi metody pro kvantifikaci nukleovych kyseliny pomoci modulu Create

dsDNA 33258 Hoechst

Tato aplikace je konfigurovana pro méreni fluorescence barviva Hoechst, ktera je znacné zvysSena vlivem vazby
dvouretézcové (ds) DNA. Fluorescenci komplexu Hoechst-dsDNA Ize mefit pfi emisnim maximu 450 + 20 nm po
excitaci UV LED. P¥i pouziti 2 pl vzorkd je citlivost komplexu Hoechst pfiblizné 150 pikogram( a linearni rozmezi €ini 75
az 1500 ng/ml. Dal8i udaje o tomto testu naleznete naSich webovych strankdch Thermo Fischer Scientific.

Winvalongth nm

Barvivo dsDNA PicoGreen®

Tato aplikace je konfigurovana pro méfeni fluorescence barviva PicoGreen®, ktera je znaéné zvysSena vlivem vazby
dvouretézcové DNA. Fluorescence komplexu PicoGreen® dsDNA Ize méfit pfi 525 £ 20 nm za pouziti excitace modré
LED diody. P¥i pouziti 2 ul vzorkd je citlivost testu PicoGreen® pfiblizné 2 pikogramy a linearni rozsah ¢ini 1 az 1000
ng/ml. Dal$i tdaje o tomto testu naleznete na webovych strankach Thermo Fischer Scientific.

Ede Ede

AFY

Winvalongth nm
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Barvivo RNA RiboGreen®

Tato aplikace je navrzena pro méfeni fluorescence barviva RiboGreen® , které se preferenéné vaze na RNA.
Fluorescenci komplexu RiboGreen® RNA Ize méfit pfi 525 £ 20 nm za pouZiti excitace modré LED diody. Pfi pouziti

koncentrace barviva pro pokryti linearniho rozmezi 5 az 1000 ng/ml. DalSi idaje o tomto testu naleznete na

webovych strankach Thermo Fischer Scientific.

iboliraen - Mk Rt =

[T

AFY

Wivalongth nm

Quant-iT™ DNA BR

Aplikace Quant-iT ™ dsDNA Broad Range je fluorescencni barveni nukleové kyseliny pro kvantifikaci min. mnozstvi
dvouretézcové DNA (dsDNA). Pri pouziti s pFistrojem NanoDrop 3300 tato aplikace poskytuje vysoce citlivé zpusoby
kvantifikace dsDNA s minimalni spotfebou vzorku. Fluorescenci komplexu Quant-ilt ™ dsDNA BR Ize méfit pfi 523 +
20 nm za pouziti excitace modré LED diody. Pfi pouziti 2 ul vzorku je citlivost testu Quant-iT ™ dsDNA Broad Range
priblizné 20 pikogramu a linearni rozsah ¢ini 10 az 5000 ng/yl.

[

AFY

Wivalongth nm

Quant-iT™ DNA HS

Aplikace Quant-iT ™ dsDNA High Sensitivity Assay je fluorescencni barveni nukleové kyseliny pro kvantifikaci min.
mnozstvi dvouretézcové DNA (dsDNA). Pfi pouziti s pfistrojem NanoDrop 3300 tato aplikace poskytuje vysoce citlivé
zpUsoby kvantifikace dsDNA s minimalni spotfebou vzorku. Fluorescenci komplexu Quant-iT ™ dsDNA BR Ize méfit
pFi 530 + 20 nm za pouziti excitace modré LED diody. Pfi pouziti 2 ul vzorku je citlivost testu Quant-iT ™ dsDNA
High Sensitivity pfiblizné 2 pikogramy a lineérni rozsah ¢&ini 1 az 500 ng/ml.
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Sybr® Green |

Barvivo Sybr® Green | je fluorescenéni barvivo nukleové kyseliny pro kvantifikaci dvouretézcové DNA (dsDNA). Pfi
pouziti s pfistrojem NanoDrop 3300 tato aplikace poskytuje vysoce citlivé zplsoby kvantifikace dsDNA s minimalni
spotfebou vzorku. Fluorescenci komplexu Sybr® Green | dsDNA Ize méfit pfi 527 + 20 nm pomoci modré LED
diody. Pfi pouziti 2 ul vzork je citlivost Sybr® Green | pfiblizné 2 pikogramy a linearni rozsah ¢ini 1 az 1000 ng/ml.

W s v
Wennlongth nm

PRUGETem| 1515
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9. Kvantifikace bilkovin

Preddefinované aplikace

V tomto modulu jsou k dispozici ¢tyfi pfeddefinované aplikace pro stanoveni koncentraci vzorku
bilovin:

Fluorescamine

e FluoroProfile®

e Fluoraldehyde™ OPA

e Quant-iT™ Protein

Po vybéru a otevreni prislusné preddefinované aplikace, mliZzete pfistupovat k odpovidajicimu protokolu pfimo ze
stranky sbéru dat. Navic je mozno vytvofit a ulozit dalSi metody pro kvantifikaci nukleové kyseliny pomoci modulu Create
Method. Podrobnéji viz kapitola 4.

Fluorescamine

Fluorescamine je fluorescenéni barvivo pro kvantifikaci min. mnozstvi bilovin a peptid( v roztoku. Fluorescamine reaguje
rychle s primarnimi aminy. Pouziti této aplikace s pfistrojem NanoDrop 3300 poskytne vysoce citlivy zpusob kvantifikace
biloviny s minimalni spotfebou vzorku. Pfi aktivaci UV LED (365 nm) ma fluorescence komplexu protein-barvivo emisni
vinovou délku 470 + 20 nm. Citlivost testu fluorescencéniho proteinu je 8 ug/ml a linearni rozmezi &ini 8 az 500 pg/ml.

ughnl 1754

Weslangih sm

FluoroProfile®

FluoroProfile® je fluorescenéni barvivo pro kvantifikaci min. mnozstvi bilovin v roztoku. PouZiti tohoto testu s pfistrojem
NanoDrop 3300 poskytne vysoce citlivy zplsob kvantifikace bilkoviny s minimalni spotfebou vzorku. Barvivo FluoroProfile
se sklada z pfirodniho produktu epikokonu. Pfi aktivaci modrou LED diodou (470 nm) ma fluorescence komplexu
bilokovina-epikokon emisni vinovou délku 614 nm + 20 nm. Citlivost tohoto testu je 3 ug a linearni rozmezi ¢ini 3 az 100
ug/ml. Vétsi rozsahy mohou vyzadovat pouziti polynomialni kfivky tfetiho stupné, zatimco prodlouzené inkuba&ni doby
mohou zvySit linearitu pfi vy$Sich koncentracich proteinu.

Wivalongth nm




Cast 9 - Kvantifikace bilkovin

Fluoraldehyde™ OPA

Aplikace Fluoraldehyd™ OPA nabizi rychlou fluorescenéni detekci nepatrnych mnozstvi vzorku bilkovin a peptidu v
roztoku. PFi pouziti s pfistrojem NanoDrop 3300 tato aplikace poskytuje vysoce citlivy zplsob kvantifikace bilkovin s
minimalni spotfebou vzorku. Fluorescenci Ize méfit pfi 455 + 20 nm pomoci UV LED. Siroky dynamicky rozsah testu se
ziskava pouzitim dvou odliSnych objemU vzorku s reakénim €inidlem. PFi pouziti 2 ul vzorku smichaného s 20 pl ¢inidla
se dosahne citlivost 15 ug/ml a dynamicky rozsah 15 az 1000 ug/ml. Citlivost testu se zvySi na 1 ug/ml a linearni
rozmezi se rozSifi na rozsah 1 az 50 pug/ml, pokud se pouzije vy$Si objem vzorku s reakénimu Cinidlem. Podrobnéji o
specifikach fedéni viz protokol pole.

L
Weslangih sm

Quant-iT™ Protein Assay

Aplikace Quant-iT™ protein assay je proteinovy Cip slouzici ke stanoveni minutového mnozstvi bilkoviny v roztoku. P¥i
pouziti s pfistrojem NanoDrop 3300 tento test poskytuje vysoce citlivy zpusob kvantifikace bilkoviny s minimalni
spotfebou vzorku. Fluorescenci Ize méfit pfi 600 £ 20 nm pomoci modré LED diody. Je nezbytné pouzit dvé odlisné
pracovni koncentrace barviva a aplikovat polynomialni kfivku tfetiho stupné ab¥ mohl byt dosazen dynamicky rozsah
5 az 500 pg/ml. Pouzitim 2 ul vzorku se pfi aplikaci proteinového €ipu Quant-iT M protein assay dosahne presnost
pFiblizné 10 nanogram(. Dal$i udaje o tomto testu naleznete na webovych strankach Thermo Fischer Scientific.

AFY




Céast 10-Jiné flourofory

10.Jiné fluorofory

K dispozici je nasledujich jedenact pfedpfipravenych metod:

e Fluorescein, FITC, FAM e DyLight 488
« Cy3,Alexa Fluor®555 « DyLight 549
e Cyb5Alexa Fluor® 647 e DyLight 633
e Quinine Sulfate e DyLight 649
e 4-methyl umbelliferone e Dylight 680
o DylLight 405

Tato moznost je k dispozici k vytvoreni a ulozeni jinych metod pomoci funkce Create Method dostupné v modulu
modulu Create/Edit Method Module. Detailnéji viz kapitola 3 sekce Create/Edit.

Metody s modrou LED diodou

e Dylight 488 - Tato aplikace je uréena k méfeni fluorescence DyLight 488 pfi 518 nm + 20 nm, kdyZ je navazana na
zkoumanou molekulu. Spektralné je podobna Alexa Fluor 488 a Cy?2.

e Fluorescein, FITC, FAM - Tato aplikace je vytvofena pro méfeni fluorescence Fluoresceinu (FITC) pfi 515 nm + 20
nm. Na rozdil od pfedchozich vySe popsanych barviv pro nukleové kyseliny a bilkoviny ma Fluorescein pfirozené
fluorescenéni viastnosti. Po kovalentnim navazani FITC na zkoumanou molekulu, se musi pfed vlastnim méfrenim
oddélit ¢inidlo oznackové fluoresceinem (FITC) od nevazaného fluoroforu.

Na snimku niZe je uveden vzorovy pfiklad spektra s pouzitim FITC excitovananym modrou LED diodou:

wFU

Metody s UV LED diodou

e DyLight 405 - Tato metoda je ur€ena k méfeni fluorescence barviva DyLight 405 pfi 400 nm £ 20 nm, pokud je
navazana na zkoumanou molekulu. Spektralné je podobna Alexa Fluor 405.

e Quinine Sulfate - Tato metoda je urena k méfeni inherentni fluorescence chinin sulfatu. Fluorescence chinin sulfatu
se méfi pfi 450 nm £ 20 nm nm

e 4-Methyl Umbelliferone, (4-MU) - Tato metoda méfi fluorescenci produkttdl enzymatického Stépeni obsahujicich
4-methyl umbelliferon pfi 450 nm + 20 nm. Detekce 4-methyl umbelliferonu maze byt pouzita jako citlivy kvantitativni
test pro B — galaktosidazu nebo jiné enzymy, které §tépi substraty spojené s 4-MU. Odstépenim 4-methyl-umbelliferyl-
3-D-galaktosidu R-galaktosidasou se ziska fluorescenéni molekula 4-methyl umbelliferonu (7-hydroxy-4-
methylkumarin, 4-MU).

Poznamka: 4-methyl umbelliferon je fluorescencéni pouze nad pH 8.

Na obrazku niZe je uvedeno vzorové spektrum s pouZitim 4 MU excitované UV LED diodou:
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Céast 10-Jiné flourofory

278mmn

2

Metody s bilou LED diodou

Cy5 Alexa Fluor®647 - Tato metoda méfi fluorescenci Cy5 nebo Alexa Fluoru 647 pfi 670 nm + 30 nm. Na rozdil od
dfive popsanych barviv pro staveni nukleovych kyselin a bilkovin jsou maji tyto fluorofory pfirozené fluorescenéni
vlastnosti. Po kovalentnim navazani fluoroforu na zkoumanou molekulu, se pfed vlastnim méfenim musi oddélit
¢inidlo znagené fluoroforem od nenavazaného fluoroforu.

DyLight 549 - Metoda DyLight 549 je ur€ena k méfeni fluorescence DyLight 549 at 568 nm + 20 nm, pokud je
navazana na zkoumanou molekulu. Spektralné je podobna Alexa Fluor 555 a Cy3

DyLight 633 - Barvivo DyLight 633 je spektralné podobné Alexa Fluor 633. P¥i této metodé se mé¥i flourescence
DyLight 633 pfi 658 nm + 20 nm, pokud je navazana na zkoumanou molekulu.

DyLight 649 - Tato metoda slouzi pro méfeni fluorescence DyLight 649 pfi 674 nm £ 30 nm, pokud je navazana na
zkoumanou molekulu. Spektralné je podobna Alexa Fluor 647 a Cy5.

DyLight 680 - Metoda DyLight 680 je nakonfigurova’na pro méfeni fluorescence DyLight 680 pfi 715 nm £ 30 nm,
pokud je navazana na zkoumanou molekulu. Spektralné je podobna Alexa Fluor 680.

Cy3, Alexa Fluor® 555 - Metoda Cy3, Alexa Fluor 555 je nakonfigurovana pro méfeni fluorescence Cy3 nebo Alexa
Fluor® 555 pii 565 £ 20 nm. Na rozdil od dfive popsanych barviv pro anlyzu nukleovych kyseliny a bilkovin jsou tyto
fluorofory pfirozené fluorescencni. Po kovalentnim navazani fluoroforu na zkoumanou molekulu, se pfed vlastnim
méfenim musi oddélit €inidlo znacené fluoroforem od nenavazaného fluoroforu.

Na obrazku nize je uvedneo vzorové spekirum s pouzitim Alexa 555 excitované bilou LED diodou:

Winalangih sm

Dalsi udaje o pouziti flouroford jsou k dispozici na webovych strankach Thermo Fischer Scientific.
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Section 11-Archivovana data a prohlizec Data Viewer

11. Archivovana data a prohlizec Data Viewer

Vzorova data ze vSech aplikacnich modult se automaticky archivuji do datovych souboru a Ize je otevfit bud
integrovanym softwarovym programem Data Viewer nebo pomoci tabulkovymi programu napf. MS Excel.

Vytvoreni datového souboru /Archive File Creation/

PokaZzdé, kdyZ se spusti modul pfislusné apliakce, automaticky se vytvofi specificky datovy soubor pfihlaseného
uzivatele. VSechna méreni provedena pfisluSnym uzivatelem (v daném aplikaénim modulu) za dany kalendafni den se
ukladaiji do jediného archivniho souboru. Tyto soubory nesou nézev pfisludného aplikacniho modulu s pfipojenym datem
vytvoreni. PFiklad: Vzorovy soubor s nazvem ,PicoGreen-dsDNA 2006 10 10.nfd“ se vztahuje k sofwtarové aplikaci
PicoGreen® a byl vytvofena 10. fijna 2006. Tyto soubory maji pfidélenou koncovku (.nfd) pro automatické spusténi v
tabulkovém formatu nebo pro import do prohlize€e Data Viewer viz dale v textu.

Data Ize editovat a/nebo pfeformatovat a nasledné uZivatelem uloZit pod vybranym jménem. Spektrum je mozno
opakovaneé vykreslit z dat o vinovych délkach pokud je tfeba dalSi rozbor.

Poznamka 1: Fluorescenéni data obsazena v archivovanych souborech se zobrazuji na obrazovce.

Poznamka 2: Pro data ze vSech modull je zahrnut sloupec s nazvem Measurement Type. Pro kazdé méfeni bude tento
sloupec obsahovat slovni oznaceni Measure, Blank nebo Re-blank. Oznaceni Measure znamena, Ze hodnoty v
prislusném fadku pochazi z normalniho méfeni, které vyuzilo blank. Oznacéeni Blank znamena, ze zaznam tvofi méreni
prvotniho blanku. Pokud nese oznaceni Re-blank, jedna se o zpétnou analyzu pfedchoziho méfeni s novym blankem.

F Microsoft Fecel - Fluorescein, FITC, FAM 7006 11 13 vi.é.nfd [Read.Only] =]
PS] Pl [Ede Wew nsert Fomat Took Qets Window ACTI el ~-8
F1g - 5
A B [ 1] E [ F | & H ] J K Ic M 7] [i]
1 [Mathod  Flueascain, FITC, FAM
2 |Software: 26.0
3| Sarnple 10 User 1D D Time  Measure T Gain Conc. Urds Mo Gan Max gan « Dlubon fac Mo, cos Formuls | RFL neal
4 |Blank  Defauh 2006 820 AM Blank 0NN oM 10 3 1.00E+00 1.74 il 0 515
5 Ciafault 5 8:72 AM Blank IDHaN oM 10 3 1.00F+00 1.74 nm1 [i] 515
B |Standard Defaul 006 8:2% AM Measure 10 D.00E +(K) M 10 3 1.00E+00 1.74 nm1 [0 515
ri o Default 2006 531 AM Measure 10/ 5.00E01 nM 10 3 1.00E+00 1,74 e 1.4 515
B |Standaed  Dofaul 006 533 A Masure 10 5 00E-01 oM 10 3 1.00E+00 1.74 ot 15 515
9 |Standard  Defaul 05 8:34 AM Messure 10 5.00E-01 nM 10 1.74 nm1 128 515
Standaed  Difaull 006 8.41 AM Measure 10 5.00E (K] nM 10 1.74 el 188, 515
11 | Standaed  Dufault X006 & 44 AM Measure 10 5 00E+(10 nh 10 1.74 oot 1889 515
12 |Tast samp Default 5 845 AM Measurs 54 1 10E 00 oM 10 3 1.00F+00 1.74 nm1 WE 515
13 [Test sampDefault 111302006 8:48 AM Measure 10 8ASE-01 nM 10 3 1.00E+00 1.74 nm1 =9 515

Data Storage Hierarchy
Struktura cesty archivovanych soubor( je nasledujici:

C:\ND-3300 Data= User name=> Application Module (Hoechst dsDNA, PicoGreen dsDNA, RNA RiboGreen, atp.)

User-Defined Archive File Location

Kromé primarniho ulozisté dat mohou uZivatelé uloZit sva data do jiného uloZité. Toto Ize provést v zalozce Archiving
Tab pod predvolbou User Preferences v hlavnim okné Main Menu, volbou "On" v polozce Duplicate data storage box a
nasledné vybrat cestu k adresafi soubort klinutim na jeho ikonu pod Duplicate Data Folder. Zvolenou alternativni
cestu ulozte kliknutim na tlacitko Save Preferences, nez zaviete okno User Preferences.

8O0 3300 DutaDefaultes Mothyd Unbelliferomne
Fie E View Favorbes Toos  Helb ™

Qo - y A S Fokders > 9 | [m-

(3 CIND- 3300 CualDe k4 Mkl Uinebderore v B
Fobders &
£ M-I Data -
# ) Custom repert formats
= 3 et
Bl et ubsieone SN

¢ 3

(] 0 ottt Unbeberre 2005 10 31 250

VSechna data se ihned po dokonéeni méfeni automaticky zapiSou do souboru. Pfipadny neoekavany vypadek
softwaru nebo PC by archivovany soubor nemél poskodit.

Prohlize¢ Data Viewer

Prohlize¢ Data Viewer je univerzalni softwarovy program zahrnuty v opera¢nim softwaru, ktery umoznuje pfizpusobit
strukturu reportl, import ulozenych data a opakované vykreslovani z dfive vytvofenych dat. Prohlize¢ Data Viewer se
vyuziva pro kontrolu dat. K této funkci Ize pfistupovat béhem méreni z funkce Show Report, kiera se nachazi v kazdém
modulu metod. Prohlize€ je pfistupny v pribéhu méfeni z polozky Show Report v racmi kazdého modulu dil€ich metod.

Spusténi prohlize¢e z hlavniho menu /Main Menu/ se pouziva k importu a prohlizeni dfive uloZzenych dat. Mize byt také
spustén samostatné i kdyz je pfistroj NanoDrop 3300 neni pfipojen k PC.
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Section 11-Archivovana data a prohlizec Data Viewer

Funkce prohlize¢e Data Viewer

Prohlize€ dat obsahuje dvé nebo tfi okna ve formé tabulek, ktera obsahuiji grafy, protokoly a standardni kfivky (pokud
se pouzily). Uzivateli je kliknutim dostupné kterékoliv z téchto oken.

Software spusti okno Plots (viz sekce Plots dale v textu), at uz pfistupem z hlavni nabidky /Main Menul nebo z polozky
Show Report. Poznamka: Aby bylo mozné pfistupovat k prohlize€i Data Viewer z polozky Show Report, musi byt
namisto Start Report zvoleno Recording.

Tool Bar Features spole¢né pro vSechny tfi stranky:

e Configuration: Tato polozka zahrnuje nastroj Auto Scale (automatické méfitko), Include graph in inprint (zahrnout
graf do vytisku) a obsahuje standardy pro vytisky.

o Data: Zahrnuje moznost importu dat (Ctrl + I), pfejmenovani vzorkd (Ctrl + N) a odstranéni vzorovych dat (Ctrl + D).
Poznamka: Po odstranéni vSech vzorku je dulezité opustit modul Data Viewer a znovu zadat, pokud importujete data
pro jiny typ aplikace.

e Report: Tato funkce panelu nastroji umozruje vybrat sloupce, které maji byt zahrnuty do protokolu. Podrobnéji viz
dale v textu pod oznacenim "Reports Page"

o File Page Set-up: Umoznuje uzivateli definovat stranku nastavenou pro tisk spektra, protokolu a standardni kFivky.

e Print Window: Aktualni obrazovku Plot, Report nebo Standards lze vytisknout kliknutim na Print Window nebo
klavesami Ctrl + P.

e Save Window: Ulozi soubory ve formatu .jpgs.

e Help/Context Help: Tato funkce dostupna v hlavnim menu /Main Menul, ve vSech funk&nich modulech a aplika&nich
modulech. Funkce napovédy se povoli volbou Show Context Help z rozbalovaci nabidky napovédy nebo pomoci
klaves Ctrl + H. Po inicializaci a umisténi kurzoru na prvek obrazovky se automaticky vygeneruje pfislusna napovéda.
Kontextova napovéda zlstane aktivni, dokud ji uzivatel nezrusi.

Import

PFistup k Prohlizeci dat prostfednictvim hlavniho menu /Main Menu/ umoznuje uzivateli importovat archivovana data.
Pomoci rozbalovaciho nastroje Data na hornim panelu nabidek vyberte moznost Import Folder box (Crtl + 1). Timto
se otevie nové okno se slozkou Import Folder a adresafovou strukturou Directory Tree.

* Salec! Samphs 1o Imporl [ ) 5 &)
Sample Infarmation

Import folder

¥ auchive o da not
ried b b et Lounch Archive Filh Comenge

Bpponrin dineciory e, thay wil
sofwenin 10 make the comersion

1 —— 1

| Archive File camamd
Selected Samples
Sample © |_oDse | Tme fa
>> Select »>> ]
il
Hold down Confrol o Shift krys 10 select muliple samples.
] [
| | [impotaretum | | camew |

Zahrnuté funkce:

= Import Folder: Slouzi k vybéru slozky odkud maji maji byt data importovana. Vybér slozky musi byt ve stejné
adresarové urovni nebo v urovni vyssi.
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Section 11-Archivovana data a prohlizec Data Viewer

= Directory Tree: Slouzi k vybéru konkrétnich dat, ktera maji byt naimportovana. Kliknutim na &tverecek vlevo u nazvu
souboru ziskate dal$i podrobnosti pro kazdou Uroven. UzZivatel si mizZe vybrat bud jednotlivé vzorky v ramci souboru
dat nebo cely datovy soubor. VSechny volby pfi importu musi byt jednotné aplikace nebo jednotného typu metody.

= >>>0r <<<: Slouzi k pfesunuti zvyraznénych voleb do nebo z pole Selected Samples box.

= Search: Funkce umoznujici vyhledavat specificka data pomoci ID oznageni. Poznamka: RozliSuji se velka a mala
pismena.

= Sample Information and Spectrum: Obsahuje informace souvisejici s naposledy zvyraznénym vzorkem.

= Import and Return: Pouzije vybrana data k sestaveni oken Plots a Reports a nasledné se vrati do okna Plots.
Poznamka: Pomoci klavesy SHIFT nebo funkénich klaves PC je mozno vybrat vice vzork( a/nebo soubord pro import.
Tyto klavesy Ize také pouzit k odznacgeni vice vzorkd, jak je zndazornéno na obrazku vyse.

Plots
Okno Plots zobrazuje vybrana spektra vzorku.

= Mamalivop 1300 Data Viewer
Ede Con Datn Faports Help

Zahrnuté funkce:
= Method: Automaticky pfifadi nazev modulu.
= Date: Automaticky pfida datum a ¢as protokolu.

= Selected Plot: Existuji dva zpusoby vybéru nebo zvyraznéni jednotlivych dat vzorku. Uzivatel muze jednoduse
presunout kurzor na pozadovanou ¢ast grafu a kliknout nebo pouzit rozeviraci pole Selected Plot (které rovnéz
zobrazi legendu). Vybrany vzorek bude zobrazen tlustou ¢arou.

= Plots/Sets: Uzivatel mGze zvolit maximalni pocet (az 20) jednotlivych grafi na jednu stranku. A¢koli zprava maze
obsahovat data pro neomezeny pocet vzorku, stranka s grafy je omezena poctem 20 grafh. DalSi spektra vzork( jsou
zobrazena na novych strankach. Kazda stranka je pak oznacovana jako mnozina.

= Legend: Umisténim kurzoru nad pole s legendou se zobrazi nadzev vzorku v barvé odpovidajici grafu. Nelze provést
vybér nebo zvyraznéni vzorku v legendé.

= Sample information: Automaticky vyplni data zvoleného vzorku. Zobrazena data opdovidaji zvolenému typu dat.
Poznamka: Zobrazeni informace odpovidaji udajiim v dobé vytvoreni vzorku (a tedy neodpovidaji realnému €asu pfi
zméné kurzoru pohybem v okné Data Viewer).

= Movable x and y axis: Funce dostupna pro vSechny typy dat. Pokud se kurzor v obou smérech nachazi mimo
zobrazenou oblast, zménte méfitko osy zadanim jednoho z krajnich limitnich €isel. Hodnoty RFU zobrazované
kurzorem v dolni ¢asti obrazovky jsou uréeny polohou pohyblivych kurzord. Pohybliva ¢ast X uréuje zakladni linii, ze
které se vypocita vrchol polohy Y. Po resetovani zakladni linie /base line/ se nastavi poloha osy x zpét na nulu.
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Reports
Stranka s protokoly zobrazuje data vybranych vzorkd ve formatu tabulky. Uzivatel mize upravit konfiguraci sloupct
pro kazdy typ metody a ulozit vice uZivatelskych formatd pomoci mozZnosti v rozeviracim seznamu.

= Hapart configuration aditor

Moot ] ) (LB Select the report columns to display and the

arder that the colunes should appear, Change
| Peorpton B =] Bt S T | the arder by selecting and draggng & column
header sting to the desred position...

Smvee v | o | T | st | o o | P 8

Report columns.

]
DCate Resat I

Timneg

Measure Type

Conc:.

Units Move Down
Raf nm

nml

al

nmz -

Report tool bar drop down options include:
= Configure Report (Ctrl+F): Slouzi k vybéru parametr(i, které budou zahrnuty do protokolu.
= Sort Report (Ctrl+T): Umoznuje uzivatelim tfidit data podle sloupct (dle data nebo nazvu vzorku).

= Save Report Format: Ulozi specifikovany protokol do slozce pfislusného typu dat. VSechny soubory budou ulozeny s
pfiponou .nfd, i kdyz je vybrano ,all files“. Chcete-li ulozit tento format do pfehledu jako vychozi format, ukoncete
hlavni nabidku /Main Menul, vyberte polozku Users Preferences a kliknéte na polozku Change settings. Zobrazi se
seznam rliznych uloZenych formatu pfislusného typu metody.

= Load Report Format (Ctrl+G): Umozriuje nacéteni ulozenych formatu protokolu bud’ pfed importem dat anebo
nasledné.

=  Print Report (Ctrl+R): Standardné vytiskne pouze stranku Protokol. UzZivat mizZe zvolit, zda se také vytisknou
standardy nebo vykresli grafické stranky a to vybérem téchto mozZnosti v rozeviracim seznamu Configure na panelu
nastroju.

= Save Report (Ctrl+S) and Load Report (Ctrl+L): Pro tuto moznost existuje nékolik variant, jak znazorfiuje
nasledujicim obrazek:

= Save Report As....

Choose how to save the report:

Choose this option o be able to reload the

Full Report report into the Data Viewer at a later date
Export Report Choose this option to export atab deliminited
P P text file ofthe displeyed Report Table
Table Only suitable forimport into Excel
EXpOI’t Report & Choose this option to export a tab deliminited

text file ofthe displeyed Report & Standards
Standards Tables Tables suitable forimportinto Excel

Cancel

Funce Full Report umoZzni uZivateli pouzit prohlize& Data Viewer k pozdé&jSimu nacteni protokolu. UloZeny protokol
muZze byt vyvolan pomoci funkce Load Report (Ctrl + L) v okné. Pokud pouzivate funkci Load Report, zobrazi se
protokol s vychozi konfiguraci sloupcl. Poznamka: Pokud potfebujete upravit a ulozit preferovanou vychozi
konfiguraci, oteviete v hlavnim menu /Main Menul/ modul User Preferences. Protokoly se ukladaji ve formatu .nfr.

Dalsi dvé moznosti jsou uréeny pro protokoly, u nichZ se predpoklada, Ze budou dale vyuzity tabulkové procesoru typu

Excel. Chcete-li tyto protokoly otevfit, pfejdéte do slozky C:\AND-3300 Data\Reports a kliknéte pravym tlacitkem na
pozadovany soubor.
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Additional features of the Report page:

Method: Automaticky pfifadi typ datové metody.

Date and time: Automaticky pfida datum a ¢as.

Report Name: UZivatelské oznaceni pro aktualni protokol.

Report Mode: Rozbalovaci pole definujici moznosti spravy protokold.
Max Report size: Vychozi velikost je nastavena na max. 200.

Po dosazeni specifikované velikosti prokolu ma uzivatel volbu &tyf moznosti: zahodit /Ignore/, ulozit /Savel,
tisknout /Print/ a ulozit a tisknout /Save and Print/.

Vybérem polozky Show Report se uzivatel dostane na stranku protokolu. VSechna data se archivuji ulozenim do
soubort a Ize je zpétné nacist pomoci funkce Import v prohlize€i modulu Data Viewer.

Standards
V okné Standards se zobrazi aktualni referen¢ni standardy aplikované v dobé méfeni na kazdy konkrétni vzorek.

Fle Conlgusion Feports Hel

Flots | Report Standards Me"“’d:l ] L AN 12006 631 J Exit I

Standards

Fad Pl &d1 Sd1 Sud2 Ed 2 Sl S Sudd Swid St S5
e | RAY | come | RFU | eome | RAU | e | AU | come | RAU | e | RRU

Opening Archived Data with Spreadsheet Programs
Soubory jsou ve formatu s hodnotami oddélenymi tabulatory a Ize je otevrit v aplikaci Microsoft Excel nebo jiném
obdobném tabulkovém procesoru.



Cést 12-Kontrola zdroje

12.Kontrola zdroje /Source check/
Modul Source Check slouzi k ovéfeni funkénosti pfislusnych LED diod.

Nize uvedna spektra jsou typickymi pfiklady kontroly zdroji - modré a bilé LED diody. Uzivatel mize jendoduSe vybrat
pozadovanou LED diodu a pak klikne na tlagitko pro zméfeni. Poznamka: Méfeni by se mélo provadét s Cistym a
suchym podstavcem. Vkladani vzorku nebo pufru na podstavec pfi provadéni kontroly zdroje neni nutné provadét.
Pokud se modulem Source Check takto zméfené spektum nepodoba pfFikladu uvedenému na obraku nize, vycCistéte
podstavec a provedte nové méfeni. DalSi informace vam poskytne mistni distributor nebo kontaktuje technickou
podporu.

Modra LED - Kontrola zdroje
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Bila LED - Kontrola zdroje
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| kdyz UV zdroj neni detekovatelny lidskym okem, fluorescence aktivovana UV zafenim je mozné pozorovat tak, ze
umistite laboratorni ubrousek na spodni podstavec, sklopite rameno pfistroje az do kontaktu s ubrouskem.
Vysledna modra fluorescence muze byt pozorovatelna pfi pohledu pfes bocni §térbiny Stitu zakryvajiciho podstavce.
Takovéto spektralni snimky vytvofené pomoci laboratorniho ubrousku s UV LED se budou znaéné lisit. Pfiklad je
uveden na obrazku nize:
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UV LED - Kontrola zdroje
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Obrazky se automaticky ukladaji na pevny disku pocitace do adresare: C:\ND-3300 Data\Operation & Performance Images.
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13. Reseni problému
Chybova hlaseni a zpravy

Error USB2000

Error USB2000 X

Unable To find Dewvice with Serial: .

Toto chybové hlaseni se mlze zobrazit pfi spusténi softwaru a obvykle znamena, Zze USB kabel neni spravné
pfipojeny nebo Ze software se spravné nenacetl. Postup pro odstrafieni problému:

-—

Zkontrolujte, zda je kabel USB pfipojen k pocitaci a zaroven k pfistroji.

2. Odpojte a znovu pfipojte kabel USB. Pokud se zobrazi Priivodce nalezenim nového hardwaru, postupuijte podle
pokynU( pro automatickou instalaci ovladacu softwaru.

3. Restartujte operacni software; pokud jiz funguje spravné, problém je vyfeSen. Pokud nefunguje postupte ke kroku 4.

4. Vyhledejte ikonu Tento poéitaé /My Computer/ nebo Pocéita¢ /Computer/ na ploSe nebo oteviete nabidku Start

systému Windows a kliknéte na ni pravym tladitkem.

Zvyraznéte a vyberte poloZku Spravovat /Manage/.

Kliknéte na ikonu Spravce zarizeni /Device Manager/ v levém podokné se zobrazi panel s pfipojenymi zafizenimi.

V pravém podokné vyhledejte zafizeni Thermo Scientific NanoDrop a oteviete jej kliknutim na znak "+". Vedle nazvu

tohoto zafizeni (NanoDrop 3300) bude zobrazen zluty vykfi¢nik nebo otaznik indikujici nespravnou instalaci

ovladace. Poznamka: Pokud zafizeni Thermo Scientific NanoDrop neni uvedeno ve Spravci zafizeni, vyhledejte v

tomto seznamu vSechna zafizeni, ktera jsou oznacena Zlutou vlajkou. Hledané zafizeni mize byt uvedeno jako

neznamé zarizeni, generické zarizeni, zarizeni Visa NI nebo miize byt obsazeno ve vypisu fadi¢e USB.

Zvyraznéte zafizeni se Zlutym oznacenim a pravym tladitkem jej odinstalujte.

Odpoijte kabel USB a napajeni; po¢kejte 5 sekund a zafizeni znovu pfipojte, zacnéte nejprve napajecim kabelem.

0. VyzkouSeijte jiny port USB nebo nainstalujte pfistroj na jiny pocitac, proto abyste vyloucili chybu rozbo¢ovace/portu

USB na puvodnim pocitaci. Pokud se zadnym z vySe uvedenych kroku pfislusny problém nevyfesi, obratte se na

technickou podporu nebo na mistniho distributora produktt NanoDrop.

No o

= ©x

Chyby pfipojeni /Connection Errors/

= Connection Error X]|

There was an error communicating with the instrument. Try
the following

*Check the USE cable and select "Retny"

*f Retry fails, disconnectthe USE cable and then reconnect
and select "Rety" again

“It this does not solve the problem, refer to the
"Troubleshooting" section of the User's Manual (available
fram kain Menu)

K této chybé dochazi pokud nastane pferuseni pfipojeni USB béhem provozu softwarového modulu. Ve vétsiné pripad
pom(ze zvolit Opakovat /Retry/ aby se zafizeni spravné pfipojilo. NiZze jsou uvedeny nékteré mozné pficiny a feseni:

Power management scheme on the PC:

Komunikace pfes USB port se ztrati vzdy, kdyz se pocita¢ automaticky prfepne do pohotovostniho rezimu nebo rezimu
spanku. Volba Opakovat /Retry/ v totmo pfipadé nepomuze pfistroj pfipojit. Pokud tato situace nastane, je tfeba USB
kabel opdojit a nez zvolite Opakovat /Retry/ jej znovu pfipojit.

Otevienim stranky Vlastnosti napajeni /Power Options Properties/ mizete potvrdit spravné nastaveni fizeni spotfeby

a to vybérem polozky Start — Ovladaci panel — Moznosti napajeni |Start > Control Panel > Power Options/. V kolonce
pFipojenych zafizeni by pro systémovy pohotovostni rezim i rezim hibernace mély byt nastaveny hodnoty ,nikdy* /
"never" viz obrazek nize:
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Power Options Properties ﬂﬂ

Pawer Schemes IAIarmsI inerMeterI Advancedl H\hematel

Select the power scheme with the mast appropriate settings for
this computer. Mate that changing the settings below will modify
the selected scheme.

— Power

-
Save b, Delete

— Seftings for Home/Office Desk power scheme————————————————
When computer is. a% Plugged in Running on

batteries
Turn off maritor Imlel 20 mins j IAﬂer 15 mins j
Turn off hard disks: INevel ﬂ IAfter 10 mirs j
System standby: INEVEI j IAfter 30 it j
System hibemates: I Mever ﬂ IAﬂer 45 ming ﬂ

(1] I Cancel | Lpply I

Static Electricity Discharge

PFi kontaktu osoby s pfistrojem muze ve velmi suchém prostfedi muze dochazet ke vzniku elektrostatického vyboje t.|.
vznikne "rana" kdyz se dotknete pfistroje. Tomu Ize zabranit riznymi zpUsoby - vyruSenim elektrického naboje napf.
nosenim zemniciho pasku, obuv s vhodnou antistatickou Upravou apod.

Defective USB Port on PC

Pokud vas pfistroj po vétsinu asu pracuje spravné, ale chyba pfipojeni se objevuje nepravidelné, muze byt chyba
zpusobena USB portem na pocitaci. Pokud toto nastane, nainstalujte software a pracujte na jiném pocitaci. Kdyz se na
druhém pocitaci chyba neobjevi, bude na pivodnim PC pravdépodobné nutné vyménit kartu USB.

Error: Code 8

= Error Code: B \§|
Error reading & configuration file. This is most likely caused
when a user does not hawe write access to the folder
containing the NanoDrop operating software (usually found
in Chprogram files). Contactyour PC administratorto "share”
this folder with Read and Write permissions for all users. For
maore details. refer to the "Troubleshooting” section of the
User's Manual (accessible below).

[OPEN USERS MANUAL BEFORE BT |

Tato chyba nastane, pokud byl odepfen pfistup k nékterému ze t¥i soubort ,.log” (,dye list.log“, ,passwords.log" nebo
.user preferences.log*). K tomu obvykle dochazi, kdyz uzivatel bez pfistupu spravcovskych prav spousti software. Pokud
se jedna o tento pfipad, musi opravnény spravcen nastavit Grover opravnéni v sloZzce souborl operac¢niho programu (C:
\ND-3300 Data Files) tak, aby vSichni uzivatelé méli pFistup ke souboriim ve sloZzce. Chcete-li nastavit opravnéni,
postupuijte nasledovné:

1. Pfihlaste se pomoci administratorského uctu.
2. Kliknéte pravym tlacitkem na adresaf C:\ND-3300 Data\Log Files.
3. Zvolte "Sdileni a zabezpeceni"/ “Sharing and Security”, nebo "Sdileni"/ “Sharing”.

4. Nastavte zabezpecCeni dle operaniho systému/sité podle nasledujiciho obrazku:
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Windows XP Professional s Domain Windows 2000 Professional Windows XP Home a Windows XP
Networking (vyuzivajici server). Professional s Workgroup Networking
Na karté Zabezpeceni /Security tab Na karté Sdileni / Sharing tab Na kart& Sdileni / Sharing tab nastavte
nastavte opravnéni pro vyberte moznost Sdilet tuto slozku nastaveni Sdileni sité / Network Sharing
"UZivatele"/"Users" na ,"Uplné" / "Full podle nasledujiciho obrazku: a zabezpedeni podle obrazku nize:

Control" dle obrazku nize

Pansi

ik

Gl Searing |

1 Vo zan shane this olser amoeg ciber users on your
.QJ retmeeh. T eriable shasng kot i fokdes, chch, Share i
Tk

Puwes Uners (AOMING ™ Do ok share s ke
M aveten 15 [Ghads s lekdad

- Shaserurne;  [Marico 301
»
Lomevert.
Useibmt % Mniars dloassd

T o = e

To e permintions I hom Uters ScOBTE B Prpuros
iy s o s, B

T caniygee sellgs bt Offine aceess ba .
this shorea e, £k Cachirgy Lo |

o] oo ) [ ] o] oot | e | Ewea ) [ aeer ]

Poznamka 1: Pokud se objevuje zprava, ze systém Windows zakazal vzdaleny pfistup k tomuto pocitaci, bude
nutné spustit Privodce nastavenim sité (Network Setup Wizard), aby bylo mozné nastavit Urovné opravnéni ve
slozce.

Poznamka 2: Tato chyba muize rovnéz nastat, pokud jsou soubory .log nastaveny pouze pro ¢teni. Pro potvrzeni
kliknéte pravym tlacitkem na kazdy soubor .log a vyberte Viastnosti/Properties. Zruste zaskrtnuti policka Pouze ke
Cteni / Read only pro kazdy soubor .log.

Nespravné parametry prikazového fadku...

Tato chyba muze vzniknout pfi pocateéni instalaci softwaru a je po spusténi doprovazena zpravou ,,Nelze najit
LabView Runtime Engine“/ ,,Unable to locate the LabView Runtime Engine” kdyZ se poporvé spusti operaéni
software.

Chcete-li nainstalovat chybéjici soubor, pfejdéte do slozky C:\Program Files\NanoDrop\Utilities\Run Time
Installers spustte program Time Installers a dvakrat kliknéte na soubor LVRUNTIMEENG.msi. P¥i instalaci ve
vychozim umisténi postupujte podle vSech pokynu..

DalSi chybové zpravy softwaru

An Error Occurred: Code: 7 Source: Open filein.....

K této chybé dochazi, kdyz néktery ze tfi souboru “.log* (“dye list.log”, “passwords.log®, “user preferences.log*) byl

odstranén ze slozky, do které byly nainstalovany soubory programu (C:\NanoDrop Data\Log Files). Pfislusné
soubory musi byt pfitomny v této sloZce, aby software mohl spravné fungovat.

Can’t find file OOIDRV.INI.....
K této chybé dochazi pfi pokusu o instalaci softwaru bez opravnéni spravce. Informace o instalaci softwaru ziskate od
spravce systému.

Error 7 Occurred at New File.....

K tomu dochazi, pokud se odstrani adresar "C:\ND-3300 Data" z jednotky C: nebo pokud je slozka poSkozena. Pokud
se zobrazi tato zprava, klepnéte na tlacitko Stop v okné chyby. Zavrete operacni software. Oteviete Prizkumnika
Windows / Windows Explorer a vytvorte na disku "C:\" novy adresar s nazvem "ND-3300 Data" (rozliSuji se velka a
mala pismena) a zaviete Prizkumnika Windows. Restartujte operacéni software NanoDrop 3300.

Can’t Find LabView RunTime Engine.....

Tato chybova zprava pravdépodobné znamena, Ze néktera ze softwarovych souéasti byla odstranéna nebo
poskozena. Pokud toto nastane, pfeinstalujte operaéni software pomoci instalaCniho CD nebo jej stdhnéte z
webovych stranek vyrobce.

EZUSB.SYS Cannot Be Found.....

Pokud se zobrazi tato chybova zprava, postupujte nasledovné:
Windows 2000: do stavového Fadku zadejte C:\WINNT\INF .

Windows XP: do stavového fadku zadejte C:\WINDOWS\INF
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To by mélo umoznit uspésné dokonceni instalace.

Driver X Configuration Failed - You Must Manually Edit the Registry

Pfislusna chybova zprava (nebo obdobna chybova zprava) se zobrazi pfi pokusu o instalaci opera¢niho softwaru v
pocitali se systémem Windows 2000 nebo XP. K tomu dochazi, kdy uzivatel nema potifebna prava k instalaci softwaru
do poditaCe. Pokud se tato zprava zobrazi, obratte se na vaseho spravce systému.

Error 8 Occurred at Open File.....

Toto chybové hlaseni se objevi, kdyz se uzivatel pokusi provést méfeni, zatimco je datovy soubor otevien. Zaviete
pfislusny datovy soubor a nasledne jiz bude mozné pokracovat normalné s mérenim.

Error 9000

K této chybé dochazi, pokud soubor passwords.log chybi nebo je poSkozen. Preinstalujte operaéni software a po
zobrazeni vyzvy prepiste existujici kopii. Nova kopie souboru passwords.log by se méla zobrazit ve slozce C:\ND-3300
Data\Log Files.

Insufficient Memory.....

Tato chybova zprava (nebo obdobna chybova zprava) se vyskytuje pfi pokusu o instalaci opera¢niho softwaru v
pocitaci, ktery nema pozadovanych min. 40 MB volného mista na pevném disku.

No Printer Connected.....

Tato chyba se zobrazi pfi pokusu o tisk, v pfipadé kdyz tiskarna neni pfipojena k pocitaci. Nejededna se o zasadni
chybu a ktera nezplisobi tzv. spadnuti systému.

Sampling Concerns

Sample Homogeneity
PFi méfeni fluorescence musite mit jistotu, Ze je roztok vzorku homogenni. Odbér mikrovzork(i z nehomogennich
roztokd muze zplsobit vyznamné odchylky ve vygenerovanych fluorescencnich datech.

Sample Accuracy and Reproducibility

Pokud ziskavate nepfesné nebo nereprodukovatelné vysledky, mlze to byt zplisobeno nehomogenitou vzorku nebo
pretrzenim mustku kapaliného sloupce. Pro zajisténi reprezentativnich vysledk( muze byt uzite¢né vyzkouset
nasledujici postup:

e Clean the Surface

Pfed spusténim softwarového modulu se ujistéte, zda jsou vzorkovaci povrchy &isté. Znecistény podstavec pfi startu
muize zpUsobit chybna fluorescenéni méfeni (i zaporné hodnoty) a chybnou saturaci signalu. Doporucuje se vzdy Cistit
povrch vzorku deionizovanou vodou, aby se odstranily pfipadné zbytky zaschnutého vzorku.

e Increase Sample Size

Velmi nepfiznivé vysledky vzniknou, kdyZ se nevytvofi dokonale sloupec kapaliny. BEhem méfeni vizualné ovérte, Ze se
tento sloupec vytvori. Pokud je to nutné, zkuste objem vzorkd 1,5-2 ul, aby se zajistilo vytvoreni tohoto kapalinového
sloupce. Je znamo, Ze bilkoviny a roztoky obsahujici povrchové aktivni latky ,narusuji povrchy méficich podstavcu
takze se kapalny sloupec se netvofi. Pokud k tomu dojde, otfete povrch méficiho podstavce suchym laboratornim
ubrouskem 40-50 krat. Timto zplsobem bude povrch znovu ocistén a pfipraven ke spravné tvorbé kapalného sloupce.
Je nezbytné odstranit jakykoliv zbytkova vlakna z podstavcl zanechana po laboratronim ubrousku. Toto Ize provést
pomoci vihkého ubrousku nebo stlaéeného vzduchu.

Low Blank Gain Notification

Tato zprava se automaticky zobrazi, pokud je skute€na doba excitace blanku mens$i nez nastavena vychozi hodnota.
Doporucuje se odstranit pfisluSny pufr nebo dionizovanou vodu, vygistit méfici plochy od prachu a zbytkovych viaken
po ubrousku a nasledné zméfit novy blank. Pokud se tato zprava objevi po uspésném zméreni vzorku, doporuduje se
toto mérfeni pfijmout a resetovat nastaveni vychoziho parametru Min. Blank Gain Prazdné pro pfislusnou LED diodu.
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= Low Blank Gain [ ]

Notification:

The gain value for this blank is below the "Minimurm Blank
Gain" sefting. This could be due to a dirty sample
pedestal, dust or micro-bubhble inthe sample orimproper
sample column formation. ltis recommended that you use
afrash aliquot of watar and blank again

Itthis message is recurring, itis recommended that you
change the "Minimurm Blank Gain' setting in User
Preferences. Please refer to the User's Manual formore
guidance

Disregard this
measurement

Accept this
rmeasurernent

Accept all low blank gains
during this software session

Poznamka 1: Nastaveni parametru Min Blank Gain |ze provést vybérem polozky Advanced Parameters z rozeviraciho
seznamu Configuration nebo v modulu User Preferences. Zména tohoto parametru pomoci polozky Advanced
Parameters bude platit pouze pro aktualni méfeni. Chcete-li zmény ulozit, upravte nastaveni z nabidky Users
Preferences.

Poznamka 2: Obecnym pravidlem je pfezkoumat nastaveni doby excitace blanku v archivovanych datech a vybrat
hodnotu odpovidajici zaznamenanym datim. Hodnota mensi nez 1 neni pfijatelna pro nastaveni parametru Min
Blank Gain.

DalSi informace vam poskytne mistni distributor nebo kontaktujte technickou podporu.

High Gain Ratio Notification

Tato zprava se automaticky zobrazi, kdyz pomér skuteéné zisku vzorku k zisku z blanku je vétsi nez pomér zadany ve
vychozim nastaveni. Pokud je spektralni obraz zvlasté zkresleny nebo ma velmi uzky emisni profil, je nejvhodnejsi
méfeni zahodit, odstranit kapalinu (vodu) nebo pufru, vycistit podstavce od prachu a zbytkd, nacist dalSi vzorek a
provést nové méreni.

Poznamka 1: Nastaveni parametru Max Gain Ratio |ze zménit vybé&rem polozky Advanced Parameters z rozeviraciho
seznamu Configuration nebo v modulu User Preferences. Zména tohoto parametru pomoci polozky Advanced
Parameters bude platit pouze pro aktualni méfeni. Chcete-li zmény uloZit, upravte nastaveni z nabidky Users
Preferences.

= High Gain Ratio X

Notification:

The ratio of the blank gain to the sample gain has
exceeded the "Max Gain Ratio” setting. This could be due
to a dirty sample pedestal, dust or micro-bubble inthe
sample or improper sample column formation. ltis
recommended that you clean the pedestal and load &
fresh aliguot of sample and make a new measurement.

Ifthis message is recurring frequenthy. itis recommended
thatyou increase the "Mex Gain Ratio" setting accessible
in User Preferences. Please referto User's Manual for
more guidance

Disregard this
measurement

Accept this
measurernent

Accept all gain ratios
during this software session

Technical Support
Pokud vySe uvedeny postup nevede k vyfeSeni problému, obratte se na technickou podporu nebo na kontaktujte
mistniho distributora. Kromé sériového &isla vaseho pfistroje budou velmi uzite¢né nasledujici informace:

« Visual inspection of the light sources: PouZijte modul Source Check k ovéfeni zda zdroje BILEHO a MODREHO
svétla vyzafuji pfi méfeni. Pozor: Pfi méfeni se nedivejte pfimo do zdroje UV svétla. Chcete-li zkontrolovat zdroj UV
LED diod, umistéte na podstavce kus bilého papiru, sklopte rameno pfistroje, klepnéte na tlacitko méreni a podivejte
se na modry odstin vznikly na bilém pozadi.
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Application Module Screen Captures: Snimek obrazovky s aktualnim spektrem, jak je vidét na vasem PC, mlze
slouzit pro diagnostiku problém. Vytvoreni snimku obrazovky je velmi snadné. Jednoduse zvolte pfikaz Save File z
rozbalovaci nabidky v zahlavi pfislusné obrazovky (modulu). Obraz se ulozi ve formatu .jpg do sloZky pfislusného

modulu, ve kterém uZivatel pracuje. Tento soubor odeslete jako pfilohu e-mailem svému mistnimu distributorovi
nebo technické podpore.

Data Archive Files: Mate-li dotazy tykajici se vaSich dat, poSlete archivovany soubor obsahujici pfislusna data jako

pfilohu e-mailu svému mistnimu distributorovi nebo technické podpofe. Archivovany soubor naleznete v adresafi:
C:\ND-3300 data = Username = Application Module
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14. Udrzba a zaruka

Udrzba

Prvotnim poZadavkem pro udrzbu pfistroje NanoDrop 3300 je udrZovani Eistoty méficich a optickych ploch. Po
dokonceni kazdého méfeni vzorku otfete vzorek z horniho pouzdra i spodniho ramene podstavce, aby se zabranilo
prenosu zbytkl vzorku a kfizové kontaminace. Rovnéz se doporucuje, aby se obé méfici plochy po dokonc¢eni pokusu
(méfeni) vycistily deionizovanou vodou. Jina pravidelna udrzba neni nutna.

Dekontaminace povrchu pro méreni

Pro pfipadnou dekontaminaci je mozné pouzit dezinfekéni roztok jako napf. 0,5% roztok chlornanu sodného (bézné
komeréni bélidlo nafedéné v poméru 1:10, Cerstvé pfipravené), aby se zajistilo, Ze na méficich podstavcich nezlstane
Zadny biologicky aktivni material. Kovové uchyceni optickych vlaken je vyrobeno z nerezové oceli AISI 303 (1.4305) a
je odolné vuci vétsiné béznych laboratornich rozpoustédel (viz dodatkova kapitola "Kompatibilita s rozoustedly").

Zaruka

VSechny fluorospektrometry a pfislusenstvi vyrabéné spole¢nosti Thermo Fisher Scientific maji zaruku na vyrobni vady
dili po dobu jednoho roku. K dispozici je také preventivni idrzba a moznost prodlouzeni zaruky o jeden, dva nebo ffi
roky. Dal$i informace naleznete na webovych strankach vyrobce.
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Céast 15-Prilohy

15. P¥ilohy
Specifikace pfristroje

Velikost vzorku: 1-2 pl

Zdroje svétla: 3 LED diody vyzafujici svétlo (LED)

Excitacni masima svétel UV LED: 365 nm, modré: 470 nm, bilé: 460-650 nm
Zdroj svétla: tfi svételné diody (LED)

Detektor: linearni kiemikovy CCD C&ip s 2048 prvky

Rozsah vinovych délek: 400-750 nm

Pfesnost vinové délky: 1 nm

Rozliseni vinové délky: 8 nm (FWHM pfi Hg 546 m)

Pfesnost fluorescence: < 5% CV (10 nM Fluorescein)

Doba méfeni cyklu: Méné nez 10 sekund

Rozmeéry: 20 cm X 15 cm x 12 cm

Hmotnost: 3 Kg

Material podstavce: nerezova ocel 303 a kiemikova vlakna

Provozni napéti: 5 vdc (veSkeré napajeni z portu USB)

Provozni spotfeba energie: 2 W

Spotfeba energie ve standby rezimu: 1 W

Certifiakce CE a UL / CSA

Soucasti systému: software kompatibilni s Windows 2000 nebo Windows XP

Referenéni tabulka klavesovych zkratek

Function Key | Function Keys Function Keys

Measure F1 Save as Ctrl+A | User's Manual  Ctrl+M

Re-blank ~ F2 | Deletesample oy 5 | Rename Ctr+N
Data Samples

Blank F3 | Configure Ctri+F | Print Window  Ctrl+P
Report

Print F4 |LoadReport o5 | printReport  Ctri+R

Screen Format

Print .

Report F5 Help Menu Ctrl+H | Exit Ctrl+Q

Recording F6 Import Ctrl+l Save Report Ctrl+S

Show F7 | LoadReport iy | sortReport  Ctr+T

Report Format

Kompatibilita s rozpoustédly

Pfistroj NanoDrop 3300 je kompatibilni s vétSinou obvyklych rozpoustédel, které se pouzivaji ve védeckych
biologickych laboratofich. Jedna se zejména o tyto rozpoustédla: metanol, etanol, n-propanol, izopropanol, butanol,
aceton, éter, chloroform, tetrachlormethan, DMSO, DMF, acetonitril, THF, toluen, hexan, benzen, hydroxid sodny,
chlornan sodny (bélidlo), zfedéna HCI, zfedéna kyselina octova.

VSechny formy kyseliny fluorovodikové (HF) nejous kompatibilni, protoZe fluoridovy iont rozpousti kfiemikové optické
vlakno.
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