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1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One

Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One

NanoDrop™ One od firmy Thermo Scientific™
predstavuje kompaktni samostatny UV-spektrofotometr
vyvinuty pro mikroanalyzu vzork( nukleovych kyselin a
Siroké $kaly proteind.

Pristroj vyuZiva patentovany sytém nanaseni vzorku
umoziujici méfit vysoce koncentrované vzorky bez
fedéni.

NanoDrop One je dodavan se softwarem a ovladacim
dotykovym displejem. Pfistroj Ize pfipojit k tiskarné
pomoci USB kabelu.

POZNAMKA  Pfed spusténim pfistroje NanoDrop One si prosim prectéte navod k obsluze a
dodrZujte bezpecnostni upozornéni a uvedené postupy pfi manipulaci s pfistrojem.

Modelové fady a charakteristiky Registrace pristroje
1S !!'

m pristroje

Vyrabgji se dvé modelové fady spektrofotometru 4 Zaregistrujte zakoupeny pfistroj aby jste mohli

NanoDrop One... byt informovéni e-mailem o aktualizacich
softwaru a...

h Volitelné prislusenstvi a Aktualizace Software

Je dostupné rozli¢né pristusenstvi pro pfistroje Jednoduse a rychle si stAhnéte aktuaini software
NanoDrop One... pro pristroj NanoDrop One...

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 1



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Modelové fady a charakteristiky pfistroje

Modelové fady a charakteristiky pfistroje

Vyrabéji se dvé modelové

fady spektrofotometru NanoDrop One Spektrophotometer ~ NanoDrop One © Spektrophotometer
NanoDrop One - _ 1
NanoDrop One a NanoDrop _ \\ :

One®. Oba pfistroje disponuji
patentovanym systémem
nanaseni mikro-vzorku a
zakladnimi funkcemi. - |
Piistroj NanoDrop® disponuje | . rameno
drzakem kyvety pro analyzu

zfedénych vzork{ pro pouZiti "
standardni UV-vis kyvety. podstavec

Oba pfistroje jsou dodavany
se zabudovanym 7-palcovym
vysoce kvalitnim dotykovym
displejem (touchscreen) s
predinstalovanym ovladacim
software.

Software pfistroje NanoDrop
One disponuje integrovanymi
funkcemi pro zjednoduSeni
pracovnich postupd.

Ip¥istroj umistujte mimo ventila&ni zafizeni a bezpegnostni boxy (flow-boxy)
z ddvodu minimalizace odpafovani.

2 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Modelové fady a charakteristiky pfistroje

Dotykovy displej (touchscreen)

Dotykovy displej Ize optimainé
touchscreen pfizplsobit posunutim doleva
nebo doprava, naklonénim
podstavec foed nebo vzad

konektor
USB-A"

Ipalsi konektory USB-A jsou umistény na zadnim panelu pfistroje

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 3



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Modelové fady a charakteristiky pfistroje

NanoDrop One Software s inteligentni technologii Acclaro™ Sample Intelligence

T R _ _ Inteligentni technologie Acclaro™ Sample

R R S RN ORI T Y18 Intellligence zabudovana v piistroji NanoDrop
Sample 4 ot msomeso  assoneno || One zahrnuje nasledujici prvky umoZziujici
zachovani integrity analyzovaného vzorku:

W Original 411.1 0.96 0.35

ng/pL % CV . v s , ,
: * kontamina¢ni analyzu pro zhodnoceni vzorku
® Corrected 262.3 2.3 N viir . N
pred pouZitim v navazujicich aplikacich
Impurity AZB0 % CV

+ technicka podpora na pozadani pro
netypické nebo nizké koncetrace

B Frotein

10 mm Absorbance

« vystrazna hlaseni chybnych vysledki
(senzor monitoruje vznik bublin nebo
reflexnich Castic, které mohou
znehodnotit ziskan& méfeni)

Model NanoDrop One®
zahmuje v sobé drzak
kyvety pro analyzu
zfedénych vzorkd,
kolorimetrickych médii,
bunécnych kultur a pro
kinetické studie. Kyvetovy
systém disponuje navic
témito funkcemi:

« rozSifeny dolni interval

PN detekce
" # « ohfivat na 37 °C pro
- v st ’ teplotné citlivé vzorky
opticka draka pristoje - paprsku S\o a analyzy

““X/ + mikrosystém michani
_a pro zajisténi

2 homogenity a podporu

kinetickych studi

Detailngji viz Méreni vzorku
pomoci kyvety.

4 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Volitelné prisluSenstvi

Volitelné prislusenstvi

K pristrojdm NanoDrop One existuje rozliéné piislusenstvi, které mizete objednat
prostrednictvim mistniho distributora nebo navstivte webovou stranku.

Tiskarna stitkl DYMO™ LabelWriter™ 450 USB

Zafizeni umoziuije tisknout samolepici Stitky velikosti 5/16" x 4" (0,79 x 10,16 cm)
se zaznamy o0 vzorcich, které Ize umistit pfimo do laboratorniho zapisniku nebo na
nasténku. Pomoci dodavaného software Ize tisknout Stitek kazdého analyzovaného
vzorku nebo skupiny analyzovanych vzorkd.

Tiskarnu stitkd Ize pfipajit k pfedni nebo zadni strané piistroje pomoci USB kabelu
(soucast dodavky).

Sada na CiSténi podstavce PR-1 (Pedestal Reconditioning Kit)

Specialni substance ktera se pouziva k oSetfeni
podstavce pro zajisténi hydrofébnich vlastnosti povrchu
_ T (dUlezZité pro dosazeni optimalniho povrchového napéti
‘ ThB““o :“d:mu,ﬂ pro pfesné méfe_nl’). Sada opsahule oSetfujici latku a
ScIENTIELS aplikatory. DalSi informace viz

noDrop Products X o, .
;‘S.Eg:go;;-;f g Rekondice pfistroje a podstavce.

Roztok pro ovéreni vykonu pfistroje PV-1 (Performance Verification Solution)

Kapalna standardizovana latka pouZivana k ovéfeni vykonu pfistroje. DalSi informace
viz Ovéfeni vykonnosti

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 5



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Registrace pfistroje

Registrace zakoupeného pristroje

Zaregistrujte zakoupeny pfistroj, abyste mohli byt informovéani e-mailem
0 aktualizacich software a pfisluSenstvi pro pfistroje NanoDrop One.
Pro tento GcCel je nutné mit pfipojeni k internetu.

Zaregistrovani pristroje

1. Provedte nékterou z nasledujicich operaci:

= Z programu NanoDrop One Viewer instalovaném na PC, ktery je
pfipojen k internetu oteviete menu Help a zvolte NanoDrop One
Website

— Zijineho PC, ktery je pfipojen k internetu, pouZijte webovy prohlize¢
k vyhledani naSich www stranek

2. Na webové strance, zvolte NanoDrop One Registration a nasledujte
instrukce potfebné k registraci pfistroje.

6 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



1 zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Aktualizace softwaru

Aktualizace Softwaru

Jednodus3e si stdhnéte a nainstalujte aktualni verzi softwaru NanoDrop
One a poznamky k vydani softwaru (release notes). Pfi aktualizaci nebo
upgradu softwaru postupujte podle instrukci na vaSem pfistroji a/nebo
nainstalujte program NanoDrop One Viewer na vas PC. Pro staZeni
softwaru je nutné pfipojeni k internetu.

Instalace nebo aktualizace programu NanoDrop One Viewer
1. Provedte nékterou z nasledujicich operaci:

+ Pro prvni instalaci programu do PC oteviete webovy prohlize¢ a vyhledejte
www stranky vyrobce NanoDrop.

« Pro aktualizaci nebo upgrade programu, zvolte polozku "Help” v zakladnim menu
programu a vyberte NanoDrop One Website pro otevieni webovych stranek
vyrobce.

2. Na webové strance NanoDrop prejdéte do sekce pro stazeni softwaru (Download Software)

3. Stahnéte program NanoDrop One (PC) Viewer (anglicka verze) a nasledujte
instrukce pro stazeni a spustte instalaci. Po ukonceni instalace je nutné PC
restartovat.

4. Pro pfidani dalSiho jazyka, ktery bude zahrnut do programu a napovédy,

stahnéte instalator jazykl (language pack instaler) - anglicka verze musf byt
nainstalovana jako prvni. Po pfidani jazykové sady neni potfeba restartovat PC.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 7



1 Zakladni informace o spektrofotometru NanoDrop One
Aktualizace softwaru

Aktualizace nebo upgrade softwaru NanoDrop One v pfistroji

1. Provedte nékterou z nasledujicich operaci:

-V programu NanoDrop One Viewer zvolte polozku "Help” a vyberte
NanoDrop One Website pro otevieni webovych stranek

Na jiném PC, ktery je pfipojen k internetu, vyhledejte webové stranky NanoDrop.

2. Pfes USB rozhrani PC pfipojte pamétovou kartu..

3. Na webové strance NanoDrop prejdéte do sekce pro staZeni softwaru, zvolte
aktualizovat nebo upgradovat olvadaci program NanoDrop One (anglicka verze) a
nasleduijte instrukce pro staZeni instalatoru do zafizeni pfipojeném k USB.

4. Pro pfidani dalSiho jazyka, ktery bude zahrnut do programu a napovédy, stahnéte
instalator jazykd (language pack instaler) do zafizeni pfipojeném k USB.

5. Pripojte USB zafizeni do nékterého USB portu pfistroje .
6. Z hlavni obrazovky pfistroje zvolte (Settings) > System > Update Software.

Pokud USB zafizeni obsahuije vice verzi instalatoru, zobrazi se vam zprava.
Viyberte verzi, kterou chcete nainstalovat (primarné musi byt nainstalovan anglicky
instalator) a kliknéte na Update. (Pfistroj se musi restartovat po dokonceni
anglického instalatoru)

Po dokonceni instalace se na obrazovce pfistroje zobrazi vedle menu Update
Software obdobné zprava:

Version: 1.2.0 (currently installed version of instrument operating software)
Database version: 1 (version of NanoDrop One database on this instrument)

7. Pro pfidani dalSiho jazyka, ktery bude zahrnut do programu a napovédy, kliknéte
znovu na Update Software, zvolte jazyk a verzi kterou chcete nainstalovat a
kliknéte na Update. (Po dokonceni instalace jazyka neni potfeba restartovat
pfistroj).

Poznamka: Zména jazyka zobrazeni se provede kliknutim na Language,
zvolenim pfislusného jazyka a kliknutim na OK. Po provedeni zmény jazyka
zobrazeni je nutné PC restartovat.

8 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



Aplikace

Meze detekce pro vSechny aplikace

Poznamka: V niZe sestavené tabulce jsou uvedeny pfiblizné hodnoty mezi
detekce aplikovatelné pouze na mikro-objemova méfeni, tyto hodnoty vychazi z
fotometrického rozsahu 0-550 A (ekvivalent 10 mm). Pro méfeni s tloustkou
kyvety 10 mm €ini fotometricky rozsah 0-1,5 A.

Meze detekce pro bézné aplikace

Typ vzorku Dolni mez detekce Horni mez detekce Charakteristickd opakovatelnost*
dsDNA 2,0 ng/uL (podstavec) 27500 ng/uL (podstavec) 42,0 ng/uL pro vzorky s koncentraci
mezi 2,0 a 100 ng/uL vzorku;
SSDNA 1,3 ng/L (podstavec) 18150 ng/uL (podstavec) 42,0 ng/uL pro vzorky s koncentraci
mezi 2,0 a 100 ng/pL vzorku;
0,13 ng/uL (kyveta) 49,5 ng/uL (kyveta) +2% pro vzorky >100 ng/pL
RNA 1,6 ng/pL (podstavec) 22000 ng/uL (podstavec) +2,0 ng/uL pro vzorky s koncentraci
mezi 2,0 a 100 ng/pL vzorku;
0,16 ng/uL (kyveta) 60 ng/uL (kyveta)

+2% pro vzorky >100 ng/pL

Thermo Scientific

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 9



2 Aplikace
Meze detekce pro vSechny aplikace

Typ vzorku Dolni mez detekce Horni mez detekce Charakteristickd opakovatelnost*
DNA €ip 1,3 ng/pL (podstavec) 495 ng/pL (podstavec) 42,0 ng/uL pro vzorky s koncentraci
(sSDNA) mezi 2,0 a 100 ng/pL vzorku;
Purifikovany BSA 0,06 mg/mL (podstavec) 825 mg/mL (podstavec) +0,10 mg/mL (pro 0.10-10 mg/mL vzorky);
proteinem A280 0,006 mg/mL (kyveta) +2% pro vzorky >10 mg/mL
IPG proteinem 0,03 mg/mL (podstavec) 402 mg/mL (podstavec)
A280 0,003 mg/mL (kyveta)
Purifikovany BSA 0,06 mg/mL (podstavec) 19 mg/mL (pedestal) +0,10 mg/mL pro 0,10-10 mg/mL vzorky
proteinem & znackou
0,006 mg/mL (kyveta)
Protein BCA 0,2 mg/mL (20:1 8,0 mg/mL (podstavec) 2% v celém rozsahu
¢inidlo/objem vzorku)
0,20 mg/mL (kyveta) 0,01 mg/mL v celém rozsahu
0,01 mg/mL (1:1
¢inidlo/objem vzorku)
Protein Lowry 0,2 mg/mL (podstavec) 4,0 mg/mL (podstavec) 2% v celém rozsahu
Protein Bradford 100 pg/mL (50:1 8000 pg/mL +25 pg/mL pro 100-500 pg/mL vzorky
Cinidlo/objem vzorku) +5% pro 500-8000 pg/mL vzorky
15 pg/mL (1:1 +4 pg/mL pro 15-50 pg/mL vzorky
Ginidlo/objem vzorku) 100 pg/pL +5% pro 50-125 pg/mL vzorky
Protein Pierce 660 50 pg/mL (15:1 2000 pg/mL +3 pg/mL pro 50-125 pg/mL vzorky
Cinidlo/objem vzorku) +2% pro vzorky > 125 pg/mL
25 pg/mL (7.5:1 +3 pg/mL pro 25-125 pg/mL vzorky
¢inidlo/objem vzorkue) 1000 pg/mL +29% pro vzorky >125 pg/mL

*Na zakladé péti opakovanych méfeni (smérodatna odchylka = ng/uL; koeficient variace=%)

10

Poznamka: Pro minimalizaci chybného méfeni pfistroje s vysoce koncentrovanymi vzorky,
provedte jejich nafedéni aby byla spinéna podminka méfeni v rdmci téchto mezich absorbance:

« Pro mikroobjemova méfeni s absorpénim maximem 260 nm (plati pro nukleové kyseliny)
nebo 280 nm (plati pro proteiny) by méla hodnota byt mensi nez 62,5 A

* Pro méfeni s tlouStkou kyvety 10 mm s absorp&nim maximem 260 nm (resp. 280 nm pro
proteiny) by méla byt hodnota mensi nez 1,5 A, coz priblizné odpovida 75 ng/pL dsDNA.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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2 Aplikace
Meze detekce pro vSechny aplikace

Meze detekce pro preddefinova barviva

Typ vzorku Dolni mez detekce Horni mez detekce* Charakteristicka opakovatelnost**

Cy3, Cy3.5, Alexa Fluor 0,2 pmol/pL (podstavec) 100 pmol/pL (podstavec) 0,20 pmol/pL pro vzorky

555, Alexa Fluor 660 s koncentraci mezi 0,20 a 4,0
pmol/uL,;
+2% pro vzorky >4,0 pmol/pL

Cy5, Cy5.5, Alexa Fluor 0,12 pmol/pL (podstavec) 60 pmol/uL (podstavec) +0,12 pmol/uL pro vzorky

647 s koncentraci mezi 0,12 a 2,4 pmol/pL;
2% pro vzorky >2,4 pmol/uL

Alexa Fluor 488, Alexa 0,4 pmol/uL (podstavec) 215 pmol/uL (podstavec)  £0,40 pmol/pL pro vzorky

Fluor 594 s koncentraci mezi 0,40 a 8,0 pmol/uL;

+2% pro vzorky >8,0 pmol/pL

Alexa Fluor 546 0,3 pmol/pL (podstavec) 145 pmol/pL (podstavec)  +0,30 pmol/pL pro vzorky
s koncentraci mezi 0,30 a 6,0 pmol/pL;
+2% pro vzorky >6,0 pmol/pL

*Jedna se o pfiblizné hodnoty
**Na zkladé péti opakovanych méfeni (smérodatna odchylka = ng/uL; koeficient variace=%)

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 11






Kvantifikace dsDNA, ssDNA nabo RNA

Mé¥i se koncentrace purifikované
dsDNA, ssDNA nebo RNA ve vzorku,
které absorbuiji vinové délky 260 nm.

Méreni dsDNA, ssDNA nebo RNA
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Meze detekce

Vypocty

Méreni dsDNA, ssDNA nebo RNA

Aplikace dsDNA, ssDNA and RNA slouZi pro kvatifikaci purifikované jednofetézcové (ss) DNA
nebo RNA ve vzorcich. Analyzy umoZiuji stanovit koncetraci nukleové kyseliny a hodnoty dvou
pomérli absorbance (A260/A280 a A260/230). Alternativné je mozné pouZzit jednobodovy
korekeni proces (single-point baseline correction).

Méreni vzorkd dsDNA, ssDNA nebo RNA

POZNAMKA

+ NepouZzivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikova optické vlakna v kabelech.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 13



3
Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Nez zaCnete...

PFed zahajenim mefeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vycistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisténi podstavcl provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavctl.

Méfeni vzorku nukleové kyseliny

. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte polozku
Nucleic Acids, zvolte podle poZadavku dsDNA, sSDNA
nebo RNA.

. Podle potfeby specifikujte korekci zakladni linie
(baseline correction).

. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni
podstavec a sklopte rameno nebo vioZte kyvetu s
blankem do drzaku kyvety.

Tip: Pokud pouZzijete kyvetu, musite zarovnat optickou
drahu kyvety s optickou drahou pfistroje.

. Zvolte Blank a pockejte na ukonceni méfeni.
Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se

spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato
funkce neni dostupnda pro méfeni s kyvetou).

. Zvednéte rameno a oCistéte oba podstavce s novym

laboratornim ubrouskem, nebo odstrarite kyvetu s blankem.

. Napipetujte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vlozte kyvetu
do drzaku kyvety.

. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno pfistroje, Pokud je tato funkce vypnuta,
sklopte rameno pfistroje a kliknéte na Measure

— Kyveta: kliknéte na Measure
Po ukongeni méfeni vzorkd se zobrazi spektra a
vysledky méfeni (dale viz text nize).

. Po ukonceni méfeni vzorkl kliknéte na End Experiment.

. Zvednéte rameno pfistroje a vyCistéte oba podstavce s
novym laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se
vzorkem.

14 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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nejcastéjSimi latkami
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3
Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Osvedcene postupy pro kvantifikaci nukleovych kyselin

+ Pfed méfenim vyizolujte a promyjte vzorky nukleovych kyselin pro zamezeni kontaminace
necistotami. Podle druhu vzorku se jedna o necistoty obsahujici DNA, RNA, volné nukleotidy,
proteiny, slozky pufrovacicho roztoku a barviva. Dal$i informace viz Priprava vzorkd.

Pozn.: Extrakéni €inidla jako guanidin, fenol a EDTA prispivaji k absorbanci mezi 230
nm a 280 nm a mohou ovlivnit vysledky méfeni pokud jsou pfitomny ve vzorcich byt'i ve
stopovém mnoZstvi.

* Zkontrolujte jestli absorbance vzorku lezi v rozsahu mezi detekce absorbance.

* Provedte blank pomoci stejného roztoku pufru pro resuspendovani sledovaného
analytu. Roztok blanku by mél mit obdobné pH a iontovou silu jako roztok analytu.

+ Spustte blankovaci cyklus (blanking cycle) pro stanoveni ovlivnéni absorbance vasim
roztokem pufru. Pokud roztok pufru vykazuije silnou absorbanci v blizkosti vinové délky
analyzovaného média (nejcastéji 260 nm), zvolte jiny roztok pufru nebo jinou aplikaci.
Podrobngji viz \Volba a méfent blankd.

+ Provadéni mikroobjemovych méfeni:
- Ujistéte se, zda jsou podstavce naleZité Cisté a udrzované.

- V optimélnim pfipadé zahfejte na 63 °C (145 °F) vysoce koncentrovany pfipadné
vysokomolekualni roztok genomické DNA nebo lamda DNA a jemné ale dlikladné
vortexujte vzorky pred zahajenim méfeni. Zabrafte vzniku bublin pfi michani a
pipetovani.

— DodrZuijte doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni
— Pouzivejte objem vzorku o objemu 1-2 mL, Blize viz Doporuceny objem vzorkd.

* Pro méfeni v kyveté (pouze u modelu pfistroje NanoDrop One®) pouZzijte kompatibilni
kyvetu a dodrZujte pokyny spravného méfeni v kyveté.

Souvisejici témata:
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork(
* Méfeni vzork( v kyveté
+ Doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni
+ Doporucené pokyny pro méfeni vlastnosti kyvety
+ Pfiprava vzork{ a blank

o Zakladni funkce pfistroje

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 15
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Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Zaznam vysledk( méfeni nukleovych kyselin

Obrazovka méreni dsDNA

Pro kazdy méfeny vzorek dsDNA, ssDNA a RNA se zobrazi absorbance spekira a
souhrn vysledkd. Vzorovy priklad:

Menu funkci; Néazev vzorku; Koncentrace Kliknutim vybrat jednotky
kliknutim otevfit kliknutim editovat nukleovée kyseliny

# ng/uL« A260/A280 A260/A230

Pomery Cistoty

Kliknutim na
fadu se zvoli a
aktualizuje
1 2204 1.82 238 | zobrazené

2 2195 1.82 _sp_ektrum '
kliknutim na

=v nekolik fad

soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
220 I o 5 280 | 300 I 340 I pOdrite
S | ’ Havelenthlom) zvolenou fadu

Blank | | Measure \_JFF : End Experiment pro zobrazeni

)

w =

3+

10mm Absorbance

0

| podrobnosti
Zoomovanim dvéma  Posunutim prstem Kliknutim ukoncit )
prsty pfizplsobit osy; doleva zobrazit tabulku ~ méfeni a exportovat Uchopenim
dvojkliknutim resetovat  dalSich vysledkd méfeni  data tabulky a
posunutim
Pozn.: Mikroobjemova méfeni absorbance a méfeni s nestandardni kyvetou nahorl_J/ d?'“
jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm zobrazit vice
nebo méné
dat

16 NanoDrop One - UZivatelska prirucka Thermo Scientific
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Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Vysledky méreni vzorkd dsDNA, ssDNA a RNA

Uvodni obrazovka objevujici se po kazdém méfeni (viz predchozi obrazek) zobrazi sumamni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:

* popis vzorku (druh aplikace, analyza na podstavci nebo v kyveté)
+ 0znaceni vzorku

+ datum provadéni analyzy

+ koncentrace nukleové kyseliny

+ A260/A280

+ A260/A230

+ A260

+ A280

» faktor

+ korekce (baseline correction)

Souvisejici témata
o Z&kladni ovladani pristroje

+ VypocCty nukleovych kyselin

Nastaveni méreni nukleovych kyselin

Pro zobrazeni parametr(i méfeni dsDNA, ssDNA nebo RNA, kliknéte
na obrazovce méfeni dsDNA, ssDNA nebo RNA na tlacitko [ >
Nucleic Acid Setup

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 17
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Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Nastaveni Dostupné funkce Popis

Baseline Correction On / off Volitelné nastaveni procesu baseline correction. SlouZi ke
(zapnout nebo vypnou) kompenzaci rozptylu svétla zplisobené rozptylujicimi Gasticemi

. ) odectenim spektra absorbance méfeného vzorku se specifickou

Zadejte vinovou délku vinovou délkou stanovenou procesem baseline correction od
korekce (baseline vSech vinovych délek spektra analyzovaného vzorku. Timto je
corre"cnon) v .nm nebo docilena nulova absorbance spektra vzorku pfi specifické vinové
pouzijte vychozi hodnotu  dgice procesu baseline correction.
(340 nm)
Souvisejici témata

 Nastaveni pristroje

VypocCty pro stanoveni nukleovych kyselin

Stanoveni nukleovych kyselin vychazi z Lambert- Lambert-Beer(v zakon (rovnice pro stanoveni koncentrace)

Beerova zakona, ktery vyjadiuje vztah mezi

koncentraci latky v roztoku a jeji absorbanci. c=A/ (e * b)
Stanoveni koncentrace podle tohoto zakona se Fidi

vpravo uvedenou rovnici. kde:

A = absorbance (v UV oblasti spektra) v jednotkach absorbance (AU)
€ = molarni absorpéni (dfiv extinkeni) koeficient v I/mol-cm
b = opticka draha v cm

¢ = koncentrace analytu v mol/l nebo molarita (M)
Pozn.: Pomér absorbace méfeného vzorku roztoku a molarniho
absorpéniho koeficientu je pfimo Umérny molarni koncentraci vzorku.

Vice informaci viz Publikované extinkéni koeficienty vztazené k molarni
resp. objemové koncentraci.

18  NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



Aplikace pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin
vychazi z modifikace Lambert-Beerova zékona (viz
vpravo), kde extinkcni koeficient a vinova délka jsou
zahrnuty do jednoho spoleéného parametru - ,faktoru”.

Pro aplikace dsDNA, ssDNA a RNA se pouZzivaji hodnoty
obecné piijimanych faktor( které se podle Labert-
Beerova zakona vyuZivaji ke stanoveni koncentrace
vzorku. Pro uZivatelské aplikace se pouZiva uzivatelsky
zvolena hodnota faktoru.

Thermo Scientific

3
Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Extink&ni koeficienty vs. faktory

Faktor (f) je podle definice Lambert-Beetora zakona definovan jako:
faktor (f) = 1/(e * b)

kde:
€ = extinkEni koeficient (zavisly na vinové délce) v ng-cm/pL
b = délka vzorku v cm

Jako vysledek, analyticka koncentrace (c) je po€itan takto:
c=A*[L(e *b)]

nebo
c=A*f

kde:

¢ = koncentrace analytu v ng/pL

A = absorbance v jednotkéach absorbance (A)
f = faktor v ng-cm/pL (viz nize)

PouZivané faktory:

dsDNA (faktor = 50 ng-cm/L)

sSDNA (faktor = 33 ng-cm/pL)

RNA (faktor = 40 ng-cm/uL)

UZivatelsky faktor (volitelnd hodnota faktoru mezi 15 ng-cm/pL
a 150 ng-cm/pL)

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 19
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Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Viypocet koncentrace nukleovych kyselin je stanoven
pfi absorbanci na vinové délce 260 nm, zvoleného
faktoru a optické drahy vzorku. Alternativné je mozné
pouzit jednobodovy korekéni proces (single-point
baseline correction).

PFistrojem stanovena koncentrace se uvadi v
jednotkach objemovych koncentraci, kterou Ize
vhodnym kalkulatorem prepocitat na molarni
koncentraci.

Absrobance pfi 260 nm, 280 nm a nékdy i 230 nm se
nékdy vyuzivaji ke stanoveni poméri Cistoty (purity
ratios). Hodnota poméru Cistoty je citliva na
piitomnost kontaminantd ve vzorku jako jsou
zbytkova rozpoustédla a Cinidla uzivana k purifikaci
vzorku.

20  NanoDrop One - UZivatelska pfirucka

MéFené parametry

Pozn.: U mikroobjemovych méfeni absorbance a méfeni s nestandardni
kyvetou (s jinou nez 10 mm optickou dréhou - tlouStkou) je provadéna
normalizace obrazovych spekter na ekvivalent optické drahy (tloustky)
10 mm.

A260 - absorbace pfi 260 nm

+ Absorbance nukleové kyseliny se méfi pfi 260 nm pomoci
normalizovaného spektra. Vystupem je hodnota parametru A260
pokud neni zadana korekce (baseline correction).

+ Je-li zvolena korekce (baseline correction), ode€ita se hodnota
absorbance pfi pfislusné vinové délce od absorbance pfi 260 nm. V
tomto pfipadé se vypocet koncnetrace nukleové kyseliny provede na
zakladé stanovené korigované hodnota absorbance pfi 260 nm.

A230 a A280 - absorbance pfi 230 nm resp. 280 nm

+ Normalizované a na zékladni linii korigované hodnoty absorbance
(pokud zvoleno) jsou pouZity k vypoctu poméri A260/A230 a
A260/A280.

Opticka draha vzorku

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimalni hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na z&kladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

« Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zékladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spektra a hodnoty absorbance jsou normalizovany na
ekvivalent optické drahy 10 mm.

Thermo Scientific
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Kvantifikace dsDNA, ssDNA nebo RNA

Viystupni parametry

+ Koncentrace nukleové kyseliny. Vystupni hodnota v pfisludnych

jednotkach (ng/mL, mg/uL nebo mg/mL). VypoCty se provadéji podle
modifikovaného Lambert-Beerova zakona pomoci korigované hodnoty
absorbance nukleové kyseliny.

Pomér Cistoty A260/A280. Pomér korigované absorbance pfi 260
nm a korigované absorbance pfi 280 nm. Vzorek s hodnotou

pomeéru ~1,8 poméru Cistoty A260/A280 je povaZzovan za ,Cisty” (plati
pro vzorky DNA) resp. ~2,0 pro vzorky RNA. Kyselé roztoky

vykazuji hodnotu poméru nizsi o 0,2-0,3, opak plati pro zasadité
roztoky.

Pomér Cistoty A260/A230. Pomér korigované absorbance pii 260
nm a korigované absorbance pfi 230 nm. Vzorek s hodnotou poméru
mezi 1,8-2,2 je povazovan za ,Cisty” (plati pro vzorky DNA i RNA).

v 0 v

Pozn.: PrestoZe hodnoty poméru Cistoty jsou ukazatelem kvality
vzorkll, ziistava nejlepsim indikatorem kvality fungovani v navazujici
aplikaci .. PCR v realném case.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 21






Kvantifikace mikrocCipu

Méfeni koncentrace purifikovanych
nukleovych kyselin, oznatenych
jednim az dvémi fluorescencnimi
barvivy pro néasledné mikroCipové
aplikace.

Méreni vzork( mikrocipu
Zéaznam vysledk
Nastaveni

Meze detekce

Vypocty

MéFeni vzork( mikrocipu

PouZiti pfi analyzu mikrocipu pro kvantifikaci nukleovych kyselin oznacenych jednim nebo
dvémi fluorescencnimi barvivy. Vystupem aplikace je koncentrace nukleové kyseliny, pomér
A260/A280, koncentrace barviv a jejich naméfena absorbance, umoZriujici stanoveni mnozstvi
barviva o koncentraci mensi nez 0,2 pikomolGi/mikrolitr.

Méreni vzorkd mikroGipu

POZNAMKA

+ NepouZzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny
hrozi riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

* NepouZivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale
poSkozuji kfemikova opticka viakna v kabelech.
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Kvantifikace mikro€ipu

NezZ zaCnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vycistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisténi podstavcl provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavctl.

24 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



MéFeni vzorku mikroCipu:

. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte poloZku
Nucleic Acids, zvolte Microarray.

. Specifikujte typ vzorku a faktor dale druh pouZitych
barviv(-a).

Tip : Zvolte druh barviva s pfeddefinované tabulky nebo
zadejte barvivo pomoci editoru Dye/Chromophore Editor.

. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo viozte kyvetu
s blankem do drzaku kyvety.

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou
drahu kyvety s optickou drahou pfistroje.

. Kliknéte na Blank a poCkejte na ukonceni méfeni.

Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se

spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato
funkce neni dostupné pro méfeni s kyvetou).

. Zvednéte rameno a oistéte oba podstavce s novym

laboratornim ubrouskem, nebo odstrarite kyvetu s blankem.

. Napipetujte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vloZte kyvetu
do drzéku kyvety.

. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno, Pokud je tato funkce vypnutd, sklopte rameno
a zvolte Measure

- Kyveta: Zvolte Measure

Po ukonceni méfeni vzorkl se zobrazi spektra a
vysledky méfeni (dale viz text nize).

. Po ukonceni méfeni vzork( zvolte End Experiment.

. Zvednéte rameno a vyCistéte oba podstavce s novym
laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se vzorkem.

Thermo Scientific
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Kvantifikace mikrocipu

Maximum absorbance A260
vyuzivaneé k vypoctu
koncentrace nukleove kyseliny

1mm Absorbance

10uM_2

wflength (nm) {3

Maximum absorbance
barviva vyuzivané k vypoctu
koncentrace barviva

Charakteristické spektrum mikroCipu
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Kvantifikace mikro€ipu

Souvisejici témata
+ Doporucené pokyny pro méfeni nukleové kyseliny
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork{
* Méfeni vzorkd v kyveté
+ Doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni
+ Doporucené pokyny pro méfeni vlastnosti kyvety
+ Pfiprava vzork{ a blank

¢ Zakladni funkce pfistroje
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4
Kvantifikace mikrocipu
Zaznam vysledk( méreni mikrocipu

Obrazovka méreni mikroCipu

PYi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledkd.

Vzorovy priklad:
Menu funkci; Nézev vzorku; Koncentrace Kliknutim vybrat jednotky
kliknutim oteviit  kliknutim editovat nukleové kyseliny Koncentrace
________ barviv(a)
= SampIED I.- B Kliknutim na
@ ng/ul ¥ Dyel oye2 | Fadu se zvoli a
5 717 080 775 aktuallzup
zobrazené
L= spektrum;
kliknutim na
nékolik fad

soucasneé se
zobrazi

10mm Absorbance

prekryta
spektra (max.
0- . 5) o
3o 500 700 Zmacknéte a
Microarray Factor: 50.00 [ & ® Wavelength(nm) podrzte
r Blank | Measure UN End Experiment zvolenou I’adl,,l
| pro zobrazeni
Zoomovanim dvéma  Posunutim prstem Kliknutim ukongit | Podrobnosti
prsty prizpusobit osy; doleva zobrazit tabulku  mefeni a exportovat  “jchopenim
dvojkliknutim resetovat  dalSich vysledku méreni  data tabulky a
posunutim
Poznamka nahoru/dolu

zobrazit vice
* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 750 nm (hodnota absorbance nebo méné
750 nm se odetita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkach spektra vzorku). dat

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.
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Kvantifikace mikro€ipu

Vysledky analyzy mikrocCipu

Uvodni obrazovka objevujici se po kazdém méfeni (viz predchozi obrazek) zobrazi sumamni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:

+ popis vzorku (druh aplikace, analyza na podstavci nebo v kyvetg)
« oznaceni vzorku

+ datum provadéni analyzy

+ koncentrace nukleové kyseliny

« A260

« A260/A280

+ koncentrace barviva 1/ barviva 2

¢ druh vzorku

* korekce (baseline correction)

o faktor

Souvisejici témata
« Zakladni ovladani pfistroje

¢ Viypocty mikroGipu

Nastaveni méreni mikroCipu

Nastaveni mikroCipu
Obrazovka pro nastaveni mikroGipu se zobrazi po zvoleni analyzy mikroCipu na Gvodni

obrazovce s tabulkou Nucleic Acids. Pro zobrazeni parametrd méfeni mikroCipu kliknéte na
obrazovce méFeni mikrocipu na tiatitko =) > Nucleic Acid Setup
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Kvantifikace mikrocipu

Nastaveni Dostupné volby Popis
Sample type and dsDNA (s needitovatelnym faktorem Obecné pouZivana hodnota pro dvojitou Sroubovici DNA
Factor 50 ng-cm/pL)
(typ vzorku a faktor)
ssDNA (s needitovatelnym faktorem Obecné pouZivana hodnota pro jednoduchou Sroubovici DNA
33 ng-cm/pL)
RNA (s needitovatelnym faktorem Obecné pouZzivana hodnota pro RNA
40 ng-cm/pL)
Oligo DNA s needitovatelnym vypocitanym Faktor vypocitany ze sekvence nukleové baze DNA. Volba
faktorem v ng-cm/pL umoziuje zvolit nukleové baze tj. G, A, T, C. Vyberte
sekvenci kliknutim na pfisluSnou klavesu. Faktor se
vypocitava automaticky na zakladé obecné pouZzivanych
hodnot pfislusnych pro kaZzdou nukleovou bazi.
Oligo RNA s needitovatelnym vypocitanym Faktor vypocitany ze sekvence nukleové baze RNA. Volba
faktorem v ng-cm/pL umoznuije zvolit nukleové baze t.j. G, A, U, C. Vyberte
sekvenci kliknutim na pfisluSnou klavesu. Faktor se
vypocitava automaticky na zakladé obecné pouzivanych
hodnot pfislusnych pro kaZzdou nukleovou bazi.
Custom (s uzivatelsky zvolenym faktorem Zadejte hodnotu faktoru mezi 15 ng-cm/plL a 150 ng-cm/pL
ng-cm/pL)
Dye 1/Dye 2 Type * Cy3, 5, 3.5, nebo 5.5, Zvolte pfednastaveny druh barviv(a) pro znaceni vzorku
(typbarviva 1 /barviva2)  Alexa Fluor 488, 546, 555, 594, 647, nebo nebo zvolte druh barviva, ktery jste nadefinovali pomoci
660 editoru Dye/Chrom Editor.
Dye 1/Dye 2 Unit picomoly/microlitr (pmol/mL), Zvolte jednotky vyslednych hodnot koncentrace barviva
gg?\zs;kg)barv"’a L micromoly (mM) nebo millimoly (mM)
Analysis On / off Funkce pro korekci neméfené absorbance vzorku pro
Correction o (zapnout / vypnout)

(korekce analyzy)

Zadejte vinovou délku korekce
(baseline correction) v nm nebo
pouZzijte vychozi hodnotu (340 nm)

kompenzaci svétla rozptylujicimi ¢asticemi zaloZzena na
odecteni hodnoty absorbance pii specifikované korekéni
vinové délce od hodnoty absorbance vinové délky analyzy.
Z kompenzované hodnoty se vypocitava koncentrace
vzorku.

Tip : Pokud vzorek obsahuje modifikaci absorbujici svétlo
vinové délky 340 nm, zvolte jinou kompenzacni vinovou
délku nebo korekci (baseline correction) vypnéte.

* Pokud chcete piidat jiny typ barviva nebo editovat dostupny typ piejdéte do editoru Dye/Chromophore Editor.
"Korekce analyzy (Analysis Correction) ovliviiuje pouze méfeni koncentrace nukleové kyseliny.

Thermo Scientific
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Kvantifikace mikro€ipu

Dye/chromophore editor (editor barviva/chromoforu)

PouZijte Dye/Chromophore Editor pokud chcete pfidat uZivatelsky typ barviva do modulu
Microarray Setup nebo do modulu Proteins & Labels Setup. Lze rovnéz specifikovat barviva,
ktera jsou dostupna v pfislusSném seznamu.
Spusténi modulu Dye/Chromophore Editor:

* Ze z&kladni obrazovky (Home screen) kliknéte na tlacitko > Dye/Chrom. Editor

+ V menu Microarray or Proteins & Labels kliknéte na tlacitka E > Settings
> Dye/Chrom. Editor

Dye/Chromophore Editor Kliknutim Kliknutim
y , . . pridate editujte
barvivo pfidané
_ barvivo
'@P Settings ) i
S G [ Dye/Chrom. Edi Kliknutim
- ¥ t v
ystem enera ye rom itor OdStrante
uzivatelsky
" o i e M cesn o DRIANE
- barvivo ze
7 & [V | AlexaFluor 594 UM 73000 590 0.43 0.56 seznamu
s B @ Alexa Fluor 647 UM 239000 650 0.00 0.03
s & @ Alexa Fluor 660 UM 132000 653 0.00 0.10
Cy3.5 uM 150000 581 0.08 0.24
Cy5.5 my 250000 675 0.05 0.18

New1 pmol/pL 143000 470 0.10 0.20

-

Zvolena barviva (ktera se zobrazi

- Uzivatelsky zadane Kﬂseznamu gyfl / D%e 2V mocl)o:ulu Kliknutim ukoncete
barvivo (_Ize odstranit ICroarray Setup nebo v moaulu modul Dye/Chrom. Editor
nebo editovat) Proteins & Labels Setup)

Tyto funkce jsou dostupné v modulu Dye/Chromophore Editor:
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Kvantifikace mikrocipu

Pfidani nebo odstranéni barviva

Pridani nebo odstranéni barviva ze seznamu Dyel / Dye2 v modulu Microarray Setup nebo v modulu
Proteins & Labels Setup :

- zaSkrtnéte nebo zruste odpovidajici policko

2 & @‘Cya uM 150000 550 0.04

Pridani uzivatelského barviva
—  kliknéte na tlacitko @ pro zobrazeni menu New Dye box

- zadejte jedineCny ndzev (Name) noveho barviva (kliknutim do pole se zobrazi
klavesnice, kliknutim na Done klavesnici vypnete

- zvolte vychozi jednotky (Unit) pro uvadéni koncetrace barviva

—  zadejte extink¢ni koeficient barviva (Extinction Coefficient) nebo konstantu molarni
absoptivity v L/mol-cm poskytované vyrobcem barviva

- specifikujte vinovou délku (Wavelegth) v nm (v intervalu 450 -700 nm), pfi které bude
stanovena absorbance barviva

- specifikujte korekci barviva v intervalu hodnot 260 - 280 nm
- kliknété na Add Dye

Poznamka Stanoveni korekce barviva (pokud neni uvedena vyrobcem barviva):

- zméite pfistrojem absorbanci vlastniho barviva pfi vinovych délkach 260 nm,
280 nm a pfi analyze vinové délky barviva (viz vySe v textu)

—  vypocitejte pomer Ay, I Ajinova deika baniva @ Z2€jte tuho hodnotu pro korekci 260 nm

- vypoCitejte pomér A,g, / A a zadejte tuho hodnotu pro korekci 280 nm

vinova délka barviva

Pokud pred méfenim zvolite uzivatelsky typ barviva, zobrazi se vysledcich absorbance
barviva a hodnoty koncentrace a korekce se provedou na hodnotach absorbance méfeného
vzorku, vyslednych koncentracich vzorku a poméri Cistoty.

Editace uzivatelského barviva

Tip Preddefinovana barviva v softwaru pfistroje nelze editovat.

- kliknutim vyberete uzivatelskeé barvivo
~  Kiiknéte na tlacitko [ #
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Kvantifikace mikro€ipu

- editujte udaje nebo nastaveni

- kliknéte na Save Dye

Smazani uZivatelsky definovaného barviva

Tip Preddefinovana barviva v softwaru pfistroje nelze editovat.

- kliknéte na uZivatelsky definované barvivo
i,
- kliknéte na tlacitko uﬂ

POZNAMKA Po smazani uzivatelsky definovaného proteinu dojde k jeho trvalému
smazéni ze v¢etné souvisejicich asociaci softwaru pfistroje.

Souvisejici témata:

+ Nastaveni pfistroje

VypocCty pro méreni mikroCipu

Aplikace pro méfeni mikroCipu jsou obdobné jako
aplikace méfeni nukleovych kyselin, zalozeny na
modifikovaném Lambert-Beerové zakonu pro stanoveni
koncentrace vzorku kde jsou extinkéni koeficient a
optické draha slouceny do jednoho spolecného
parametru - ,faktoru”. Aplikace pro méfeni mikroCipu
disponuje Sesti volbami (uvedenymi vpravo) s pfislusnou
hodnotou faktoru analyzovaného vzorku k stanoveni
koncentrace vzorku podle Labert-Beerova zékona.

Je-li zndma hodnota faktoru, zvolte polozku Custom
Factor a zadejte tuto hodnotu v jednotkach ng-cm/mL.V
opacném pripadé zvolte dostupnou volbu nejlépe
odpovidajici charakteru roztoku vzorku.

Tip : V optimalnim pripadé stanovte extinkéni koeficient

empiricky pomoci roztoku zkoumané nukleové kyseliny
0 znamé koncentraci pfi pouZiti stejného pufru.

32 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka

Dostupné funkce a faktory

dsDNA (faktor = 50 ng-cm/uL)

ssDNA (faktor = 33 ng-cm/pL)

RNA (faktor = 40 ng-cm/pL)

Oligo DNA (vypotitany z uZivatelem zadanésekvence nukleotidd DNA)
Oligo RNA (vypogitany z uZivatelem zadanésekvence nukleotid(i RNA)

Custom Factor (uzivatelsky definvany faktor v intervalu 15 ng-cm/pL
a 150 ng-cm/pL)

Poznamka : Podrobnéji viz Druh vzorku.

Thermo Scientific



VypoCet koncentrace nukleovych kyselin je stanoven
pfi absorbanci na vinové délce 260 nm, zvoleného
faktoru a optické drahy vzorku. Alternativné je mozné
pouZit jednobodovy korekéni proces (single-point
baseline correction).

Pristrojem stanovend koncentrace se uvadi v
jednotkach objemovych koncentraci, kterou Ize
vhodnym kalkulatorem prepocitat na molarni
koncentraci.

Absrobance pfi 260 nm, 280 nm a nékdy i 230 nm se
nékdy vyuzivaji ke stanoveni pomérd Cistoty (purity
ratios). Hodnota poméru €istoty je citliva na
piitomnost kontaminantl ve vzorku jako jsou
zbytkova rozpoustédia a Cinidla uzivana k purifikaci
vzorku.

Koncentrace barviv se stanovuiji na zakladé hodnoty

absorbance pfislusné vinové délky barviva, extinkcniho
koeficientu barviva a optické drahy vzorku. Je mozné

aplikovat téz korekéni proces.

Thermo Scientific
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Kvantifikace mikrocipu

MéFené parametry
Absorbace pfi vinové délce 260 nm (A260)

Pozn : Abrobance pii vinové délce 750 nm se odecita od vSech vinovych
délek spektra. Z tohoto dilvodu je zobrazena hodnota absorbance pfi 750
nm nulova. Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorki a analyzy
provadéné s nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na ekvivalent
optické drahy 10,0 mm.

+ Hodnoty absorbance nukleovych kyselin pro vechny typy vzorki
mikroCipu jsou stanoveny pfi vinové délce 260 nm s korekci a
normalizaci spektra vinové délky 750 nm.

+ Pokud je zvolena funkce Analysis Correction, jsou hodnoty absorbance
kompenzované vinové délky odecteny do absorbance pfi 260 nm.

« Je-li vybrano jedno vice barviv, odeitaji se hodnoty kompenzace
barviva pfi 260 nm od absorbance pfi 260 nm.

« Zvysledné hodnoty kompenzované absorbance pfi 260 nm
se stanovuje koncentrace vzorku.

Absorbace pfi vinové délce 280 nm (A280)

* Kompenzovana absorbance pfi 750 nm a normalizovana hodnota
absorbance pfi 260 nm (minus kompenzace barviva pfi A280) se
pouZiva pro vypocet poméru A260/A280.

Absorbance barviva

+ Hodnoty absorbance barviva se stanovuji pfi specifickych vinovych
délkéch. Viz modul Dye/Chromophore Editor pro analyzu vinovych
delek.

* Je-li zvolena funkce Sloping Dye Correction, zobrazi se pfimkova
zé&kladni liniie (baseline) mezi 400 nm a 750 nm pro kaZdé barvivo,
hodnota absorbance na pfimkoveé zakladni linii se odecte od
absorbance pii vinové délce kazdého barviva. Vysledkem jsou
kompenzované hodnoty absorbance barviva na zakladé kterych se
stanovuje koncentrace barviva.

Kompenzace barviva

* U pfeddefinovana barviva jsou znamé hodnoty A260 a A280. Viz
modul Dye/Chromophore Editor pro znazornéni pouzivanych hodnot.

+ Korekce barviva pfi A260 se odecita od hodnoty absorbance A260,

pouzivané k vypoCtu koncentrace nukleové kyseliny, a od hodnoty
absorbance A260 pouZivané ke stanoveni poméru Cistoty A260/280.
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34

Souvisejici témata

Opticka draha vzorku

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimalni hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na z&kladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

+ Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zékladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spektra a hodnoty absorbance jsou normalizovany na
ekvivalent optické drahy 10 mm.

Vystupni parametry

* Koncentrace nukleové kyseliny. Vystupni hodnota v pfisluSnych

jednotkach (ng/mL, mg/uL nebo mg/mL). VypocCty se provadeji podle
modifikovaného Lambert-Beerova zakona pomoci korigované hodnoty
absorbance nukleové kyseliny.

Pomér Cistoty A260/A280. Pomér korigované absorbance pfi 260
nm a korigované absorbance pfi 280 nm. Vzorek s hodnotou ~1,8
pomeéru A260/A280 je povazovan za ,Cisty” (plati pro vzorky DNA)
resp. ~2,0 pro vzorky RNA. Kyselé roztoky vykazuji hodnotu poméru
nizsi 0 0,2-0,3; opak plati pro zasadité roztoky.

Koncentrace barviva 1/barviva 2. Hodnota uvadéna v jendotkéch
pmol/mL. Vypocet zaloZzen na Lambert-Beerové zakoné pfi pouziti
korigované hodnoty absorbance barvivai.

Pozn.: PfestoZe je tento pomér ukazatelem Cistoty vzorku, zlistava
nejlepSim indikatorem kvality DNA nebo RNA navazujici feSeni
aplikace (méfeni mikro€ipu).

* Vypocty z méfeni nukleovych kyselin

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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Kvantifikace pouzitim uzivatelského faktoru (custom factor)

Mé¥i se koncentrace purufikované
nukleové kyseliny na zakladé
uZivatelsky definovaného faktoru

Méfeni s uzivatelskym faktorem
Vystupni parametry

Nastaveni

Meze detekce

VypoCty

Stanoveni nukleové kyseliny pouZitim uzivatelského faktoru

Pouzijte uZivatelsky faktor (custom factor) pro aplikace na méfeni purifikovanych vzorki DNA
nebo RNA, které absorbuji pfi vinové délce 260 nm s uzivatelsky definovanym extink¢im
koeficientem nebo faktorem. Vystupem je koncentrace nukleové kyseliny a hodnoty dvou
pomeérl A260/A280 a A260/A230. Alternativné je mozné pouzit jednobodovy korekéni proces
(single-point baseline correction).

Stanoveni nukleové kyseliny pouzitim uzivatelskeho faktoru

POZNAMKA

+ Nepouzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny
hrozi riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

* NepouZivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale
poskozuji kfemikova opticka vlakna v kabelech.
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MéFeni s uZivatelskym faktorem

Nez zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pfistroje a
vycCistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisteni podstavcl provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavctl.

MéFeni pfi pouZziti uzivatelského faktoru (custom faktor)

. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte polozku
Nucleic Acids a zvolte Custom Factor.

. Zdejte hodnotu faktoru pro vypocty a dle pozadavku
specifikujte korekci na korekci na zakladni linii (baseline
correction).

. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vlozte kyvetu
s blankem do drZaku kyvety.

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou
drahu kyvety s optickou drahou pfistroje.

. Kliknéte na Blank a poCkejte na ukonceni méfeni.

Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se
spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato
funkce neni dostupné pro méfeni s kyvetou).

. Zvednéte rameno a oCistéte oba podstavce s novym
laboratornim ubrouskem, nebo odstrarite kyvetu s blankem.

. Napipetujte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vloZte kyvetu
do drzaku kyvety.

. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno pristroje, Pokud je tato funkce vypnuta,
sklopte rameno pfistroje a kliknéte na Measure

- Kyveta: kliknéte na Measure
Po ukonceni méfeni vzorkl se zobrazi spektra a
vysledky méfeni (dale viz text nize).

. Po ukonéeni méfeni vzorkd kliknéte na End Experiment.

. Zvednéte rameno pristroje a vyCistéte oba podstavce s
novym laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se
vzorkem.

36  NanoDrop One - UZivatelska prirucka
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Méfeni s uZivatelskym faktorem

Souvisejici témata
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork(
* Méfeni vzorki v kyveté
« Doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni
+ Doporucené pokyny pro méfeni vlastnosti kyvety
* Pfiprava vzorkd a blankd

« Zakladni funkce pristroje

Vysledky méfeni pfi pouZiti uzivatelského faktoru

PYi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledka.
Napfiklad:

Poznamka Obrazovka méfeni (measurement screen) pfi pouZiti uzivatelského faktoru je
identick& jako v pfipadé obrazovky méfeni (measurement screen) pro ostatni aplikace
stanoveni nukleovych kyselin s vyjimkou doplnéni o hodnotu parametru Custom Factor v
dolnim rohu obrazovky (viz obrazek na dalSi strance).
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MéFeni s uZivatelskym faktorem

Sample 2

ng/uL ¥ A260/A280 A260/A230

1633.1 1.81 2.31
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340

220 240
Wavelength(nm)

Custom Factor 55.00 &

Blank Measure End Experiment

Hodnota uzivatelského faktoru pouzita pro
vypoCet koncentrace nukleové kyseliny

Souvisejici témata
o Zakladni funkce pfistroje
+ Vysledky analyzy nukleové kyseliny
* Vypocty nukleové kyseliny
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MéFeni s uZivatelskym faktorem

Napfiklad pro méfeni vzorku s extinknim koeficientem 55, bude z&pis rovnice nasledujici:

(550 AU * 55 ng-cm/uL) = 30250 ng/uL

Poznamka Pro méfeni kyvet s optickou drahou 10 nm bude horni mez detekce 1,5 AU
€07 je piblizné 75 ng/mL pro SDNA

Souvisejici témata

+ Meze detekce pro vSechny aplikace
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Méfeni s uZivatelskym faktorem

Nastaveni méfeni pfi pouziti uzivatelského faktoru

Pro zobrazeni nastaveni parametru Custom Factor kiiknéte na B}  Custom Factor Setup.

Nastaveni Dostupné volby Popis
Custom Factor Zadejte celociselnou Konstanta pouzivana pro vypocet koncetrace nukleové kyseliny
(uzivatelsky faktor) hodnotu v intervalu pomoci modifikovaného Lambert-Beerova zakona, vychazi z

15 ng-cm/pL a 150 ng- extinkéniho koeficientu a optické drahy:

cm/uL

kde:

f= faktor

€ = molarni extinkéni koeficient pfi 260 nm v ng-cm/pL

b = opticka draha (délka) vzorku v cm (1 cm pro méfeni nukleovych
kyselin v pfistrojich NanoDrop One

Baseline Correction On/ off UzZivatelsky volitelna korekce (baseline correction). Pouziva
(korekce na zakladn fni) (zapnout / vypno) se pro kompenzaci svétla rozptylujicimi ¢asticemi, je zalozena na
Zadejte vinovou délku odecteni hodnoty absorbance pfi specifikované korekcni vinové
korekce (baseline délce od hodnoty absorbance vinové délky analyzy. V disledku
correction) v nm nebo této kompenzace je absorbance vzorku nulové pfi specifikované
pouZijte vychoz vinové délce korekce.
hodnotu (340 nm)
Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje

Meze detekce pro méfeni pfi pouZiti uzivatelského faktoru

Dolni meze detekce a reprodukovatelnost analyzy nukleovych kyselin jsou uvedeny zde.
Horni meze detekce zavisi na horni mezi absorbance pfistroje a uzivatelsky definované
hodnoty extinkéniho koeficientu.

Stanoveni horni meze detekce vzorkd nukleovych kyselin

Na vypocet horni meze detekce pouZzijte nésledujici vzorec (v jednotkach ng/pL) :

(hodni mez absorbance e * Objemovy extinkeni koeficient oy, ) * 10
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Kvantifikace oligo DNA nebo oligo RNA

MéFi se koncentrace purifikované
ssDNA nebo RNA oligonukleotiddl
které absorbuiji vinové délky 260 nm.

MéfFeni oligo DNA nebo RNA
Zaznam vysledk{

Nastaveni

Meze detekce

Vypocty

Méreni oligo DNA nebo oligo RNA

Aplikace oligo DNA a oligo RNA slouZi pro stanoveni oligonukleotidtl které absorbuii pii 260 nm.
Vypocet molarnich extinkénich koeficientl se provadi automaticky na zakladé uZivatelsky
definované z&kladni sekvence. Analyzy umoziuji stanovit koncentraci nukleové kyseliny a dva
poméry absorbanci (A260/A280 a A260/230). Alternativné je mozné pouzit jednobodovy korekéni
proces (single-point baseline correction).

Poznamka Pokud doslo k modifikaci oligonukleotidti, napfiklad flouroforovym barvivem,
ovéfte u vyrobce oligonukleotidu zda se tato modifikace podili na absorbanci pfi 260 nm.
Pokud ano, doporucujeme koncentraci nukleové kyseliny stanovit v aplikaci mikrocipu.
Aplikace mikrocipu zahrnuje korekci, ktera v analyze eliminuje pfispévek absorbance
vlivem barviva.
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6
Méfeni Oligo DNA nebo Oligo RNA

Méreni vzorkd oligo DNA nebo oligo RNA

POZNAMKA

* NepouZivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikové optické vlakna v kabelech.

NeZ zacnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno piistroje a
vycistéte dolni a horni €ast podstavce. CiSténi podstavcii provedte alespoii novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavc.
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6
MéFeni Oligo DNA nebo Oligo RNA

Méfeni vzorku nukleové kyseliny

. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte polozku
Nucleic Acids, zvolte podle pozadavku Oligo DNA
nebo Oligo RNA.

. Dle potfeby specifikujte sekvenci oligo baze a
korekci na zakladni linii (baseline correction).

i Absorbance

. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni
podstavec a sklopte rameno nebo vioZte kyvetu s
blankem do drzaku kyvety.

Tip: Pokud pouZzijete kyvetu, musite zarovnat optickou
drahu kyvety s optickou drahou pfistroje.

. Zvolte Blank a pocCkejte na ukonceni méfeni.
Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se

spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato
funkce neni dostupnda pro méfeni s kyvetou).

. Zvednéte rameno a oCistéte oba podstavce s novym
laboratornim ubrouskem, nebo odstrarite kyvetu s blankem.

. Napipetujte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vloZte kyvetu
do drZaku kyvety.

. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno pfistroje, Pokud je tato funkce vypnuta,
sklopte rameno pfistroje a kliknéte na Measure

- Kyveta: kliknéte na Measure
Po ukonéeni méfeni vzork{ se zobrazi spektra a
vysledky méfeni (dale viz text nize).

. Po ukonceni méfeni vzorkl kliknéte na End Experiment.

. Zvednéte rameno pfistroje a vyCistéte oba podstavce s
novym laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se
vzorkem.

Souvisejici témata:

Charakteristické s”r;ektrum
oligo DNA

« Doporucené pokyny pro méfeni nukleovych kyselin

Thermo Scientific
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6
MéFeni Oligo DNA nebo Oligo RNA

« Kvantifikace mikroobjemovych vzork{

* Méfeni vzorki v kyveté

+ Doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni
+ Doporucené pokyny pro méfeni vlastnosti kyvety

« Pfiprava vzork{ a blank(

o Zakladni funkce pfistroje

44 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific
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Méfeni oligo DNA nebo oligo RNA

Zaznam vysledk(l méreni oligo nukleovych kyselin

Obrazovka méreni oligo DNA

Pro kazdy méfeny vzorek oligo DNA a oligo RNA se zobrazi absorbance spektra a
souhm vysledkd. Vzorovy priklad:

Koncentrace
nukleové kyseliny

Nazev vzorku;
kliknutim editovat

Menu funkei;
kliknutim oteviit

oligo #3, 6 J

&) ’

I

ng/uL v A260/A280 A260/A230

3258.3

1.45 2.90

0

220
Oligo DNA 37.12 &

.

340
Wavelength(nm)

Blank Measure End Experiment

Kliknutim ukoncit
méfeni a exportovat

Zoomovanim dvéma
prsty pfizpUsobit osy;
dvojkliknutim resetovat

Posunutim prstem
doleva zobrazit tabulku

6 32544 1.44 2.90 -
- 7 32523 1.44 2.89
L;;m 8 3251.2 1.44 2.91
:é-iﬂ 9 3226.7 1.44 2.89

Kliknutim vybrat jednotky

Poméry Cistoty

Kliknutim na
fadu se zvoli a
aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik fad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
zvolenou fadu
pro zobrazeni
podrobnosti

, Uchopenim
v , vy {
dalSich vysledku méfeni  data tabulky a
INaméFené spektrun oligo nukleové kyseliny: TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT posunutim .
nahoru/dolu
Pozn.: Mikroobjemova méfeni absorbance a méfeni s nestandardni kyvetou zobrazit vice
jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm nebo méné
dat

_NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 45



6
Méfeni oligo DNA nebo oligo RNA

Vysledky analyzy méreni oligo DNA a oligo RNA

Zakladni obrazovka, ktera se znazorni po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi
sumarni vysledky méreni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte
zvolenou fadu. Vzorovy piiklad:

+ popis vzorku (druh aplikace, analyza na podstavci nebo v kyvetg)
« 0znaceni vzorku

+ datum provadéni analyzy

+ koncentrace nukleové kyseliny

+ A260/A280

+ A260/A230

« A260

+ A280

o faktor

+ oligo sekvence

+ korekce (baseline correction)

« stav michadla

Poznamka Pét nukleotidd, které jsou zakladnimi stavebnimi kameny DNA a RNA vykazuji
znacné variabilni poméry A260/A280. Vice informaci viz Poméry Cistoty oligo nukleovych kyselin.

Souvisejici témata
¢ Zakladni ovladani pfistroje

* VypoCty oligo analyzy
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Méfeni oligo DNA nebo oligo RNA

Nastaveni méreni oligo DNA a oligo RNA

Obrazovka méfeni oligo nukleovych kyselin se zobrazi po spusténi aplikace Oligo DNA nebo

Oligo RNA, ktera je dostupna na zakladni obrazovce (home sceen) pro aplikace nukeovych

kyselin. Zobrazeni nastaveni analyzy oligo nukleovych kyselin kliknéte na E E| Oligo DNA Setup
resp. na IE Oligo RNA Setup).

Nastaveni Dostupné volby Popis
Oligo Base Specifikace baze Specifikujte bazi DNA nebo RNA kliknutim na pfislusnou klavesu
Sequence sekvence DNA: zvolte
(sekvence oligo baze) klavesy G,A, TaC
pridat guanin odstranit posledni

Specifikaci baze
sekvence RNA: zvolte

Kavesy G, A, UaC pridat adenin ‘ba2| v sezhamu

y B ) U T o y

|
pridat thymine (DNA)  pridat cytosin
nebo uracil (RNA)

Po kazdém pridani baze sekvence, provede software pfistroje nésledujici vypocCet:

« Faktor. Konstanta pro stanoveni koncentrace oligonukleotiodu z definice
modifikovaného Lambert-Beerova zakona. Odvozena z extinkéniho koeficientu a

optické drahy:
f=1/(€260* b)

kde:

f= faktor

€ = molarni absorpcni koeficient pfi 260 nm v ng-cm/pL

b = opticka draha (délka) vzorku v cm (0,1 cm pro méfeni nukleovych kyselin
v pfistrojich NanoDrop One
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MeFeni oligo DNA nebo oligo RNA

Nastaveni Dostupné volby Popis
+ Molekulova hmotnost vypocitané uzivatelsky zadané oligo baze.

+ Pocet zadanych bazi.

+ Molarni extinkéni koeficient (260 nm). Molarni extinkéni koeficient oligo
sekvence (v ng-cm/pL) pfi 260 nm vypocitany pro zadanou bazi sekvence.

* %GC. Procentudlni podil rezidui guaninu a cytosinu v celkovém poctu bazi

sekvence.
Baseline Correction On / off UZivatelsky volitelna korekce (baseline correction). Pouziva se pro kompenzaci
(korekce) (zapnuto nebo vypnuto) svétla rozptylujicimi Casticemi, je zaloZzena na odecteni hodnoty absorbance pii
Zadejte vinovou délku specifikované korekéni vinové délce od hodnoty absorbance vinové délky analyzy. V
korekce analyzy v nm disledku této kompenzace je absorbance vzorku nulova pfi specifikované vinové
nebo pouZijte vychozi délce korekce.
hodnotu (340 nm . . e G L
( ) Tip : Pokud vzorek obsahuje modifikaci absorbujici svétlo vinove délky 340 nm,
zvolte jinou kompenzacni vinovou délku nebo korekci (baseline correction) vypnéte.
Souvisejici témata %GC. Procentualni podil rezidui guaninu a cytosinu v celkovém poctu bazi

sekvence.
+ Nastaveni pfistroje

Meze detekce méreni oligo DNA a oligo RNA

Dolni meze detekce a reprodukovatelnost vzorku oligonukleotidG nukleovych kyselin (ssDNA a RNA)
jsou uvedeny zde. Horni meze detekce z&visi na horni mezi absorbance pfistroje a uZivatelsky
definované hodnoty extinkéniho koeficientu sekvence baze.

Stanoveni horni meze detekce vzorkd nukleovych kyselin

Na vypocet horni meze detekce pouZzijte nésledujici vzorec (v jednotkach ng/uL) :
(hodni mez absorbance e * €xtinkcni koeficient o, )

Napfiklad pro méfeni vzorku s extinkénim koeficientem 55, bude z&pis rovnice nasledujici:
(550 AU * 55 ng-cm/uL) = 30250 ng/uL

Poznamka Pro méfeni kyvet s optickou drahou 10 nm bude horni mez detekce 1,5 AU
coZ je priblizné 75 ng/mL pro SDNA
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Souvisejici témata

6
Méfeni oligo DNA nebo oligo RNA

+ Meze detekce pro vSechny aplikace

VypoCty méreni oligo DNA a oligo RNA

Aplikace pro méfeni oligo nuleovych kyselin jsou
obdobné jako ostatni aplikace méfeni nukleovych
kyselin, zaloZeny na modifikovaném Lambert-Beerové
zakonu pro stanoveni koncentrace vzorku na zakladé
extinkéniho koeficientu a optické drahy vzorku.
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze oligonukleotidy maji kratky
fetéZec, jednoretézcové molekuly (nebo velké molekuly
opakujici se sekvence), je jejich spektrum a extinkéni
koeficient Uizce zavislé na slozeni baze a sekvenci.

(Obecné prijimané hodnoty extinkénich koeficientli a
faktor(l pro jednofetézcové DNA a RNA poskytuif
priméfeny odhad pfirozené nahodile usporadanych
sekvenci, avSak ne pro syntetické oligo sekvence).
Dostatecné vétsi pfesnost méfeni vypoctu koncetrace
oligonukleotidu je zajiSténa stanovenim pfesné hodnoty
parametru €,¢,.

Software pfistroje NanoDrop umoZiuje zadat
specifickou bazi oligonukleotidu jesté pred jeho
méfenim. Pro kaZzdou sekvencné specifickou bazi
oligonukleotidu vypocitava software hodnotu extinkéniho
koeficientu na zakladé vpravo uvedené rovnice.

Tip : Hodnota extinkéniho koeficientu je specificka pro
konkrétni vinovou délku u kazdého oligonukleotidu a
mlZe byt ovlivnéna pufrem, iontovou silou nebo pH
vzorku.

Thermo Scientific

Extink&ni koeficienty oligonukelotidd

Molarniho extinkéni koeficient pro sekvencné specifickou bazi oligonukleotidu
se v softwaru pfistroje poCita pomoci interpolacni metody nearest neighbor a
nasledujiciho vzorce:

N-1 N-1 N
€p0° S€1- Sep + Se;
1 2 1

kde:
€ = molarni extinkéni koeficient v I/mol-cm

€1 =€ nearest neighbor
€2 =€ individuaini baze
€3=¢€ modifikace, napt. fluorescenéni barivo
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6
MeFeni oligo DNA nebo oligo RNA

Viypocet koncentrace nukleovych kyselin je stanoven
pri absorbanci na vinové délce 260 nm, zvoleného
faktoru a optické drahy vzorku. Alternativné je mozné
pouZzit jednobodovou korekci.

Pristrojem stanovena koncentrace se uvadi v
jednotkach objemovych koncentraci, kterou Ize
vhodnym kalkulatorem prepocitat na molarni
koncentraci.

Absrobance pfi 260 nm, 280 nm a nékdy i 230 nm se
nékdy vyuzivaji ke stanoveni pomérd Gistoty (purity
ratios). Hodnota poméru €istoty je citliva na
piitomnost kontaminantd ve vzorku jako jsou
zhytkova rozpoustédla a €inidla uzivana k purifikaci
vzorku.

50 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka

Méfené parametry
Absorbace pfi vinové délce 260 nm (A260)

Pozn.: U mikroobjemovych méfeni absorbance a méfeni s nestandardni
kyvetou (s jinou neZz 10 mm optickou drahou - tloustkou) je provadéna
normalizace obrazovych spekter na ekvivalent optické drahy (tloustky) 10 mm.

A260 - absorbace pfi 260 nm

+ Absorbance nukleoveé kyseliny se méfi pfi 260 nm pomoci
normalizovaného spektra. Vystupem je hodnota parametru A260
pokud neni zadana korekce (baseline correction).

+ Je-li zvolena korekce (baseline correction), ode€ita se hodnota
absorbance pii pfislusné vinové délce od absorbance pfi 260 nm. V
tomto pfipadé se vypocet koncnetrace nukleové kyseliny provede na
z&kladé stanovené korigované hodnota absorbance pfi 260 nm.

A230 a A280 - absorbance pfi 230 nm resp. 280 nm

+ Normalizované hodnoty absorbance pfi 230 nm, 260 nm a 280 nm
jsou pouzity pro vypocet pomérd A260/A230 a A260/A280.

Opticka draha vzorku

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimalni hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na zakladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

+ Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zékladé
nastaveni opticke drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spektra a hodnoty absorbance jsou normalizovany na
ekvivalent opticke drahy 10 mm.

Thermo Scientific



Pét nukleotidd budujici DNA a RNA vykazuji vysoce
variabilni poméry A260/A280. Nize jsou uvedeny
pfiblizné hodnoty poméru A260/A280 pro kazdy méfeny
nukleotid:

Guanin: 1,15
Adenin: 4,50
Cytosin: 1,51
Uracil: 4,00

Thymin: 1,47

Priblizné plati, Ze pomér A260/A280 specifické
sekvence nukleové kyseliny se rovna vazenému
priiméru pomérd A260/A280 piislusnych Ctyr
nukleotidd.

Pozn.: RNA vykazuije typicky vyssi hodnotu pomeéru
A260/A280 v disledku vyssiho obsahu uracilu nez
thyminu.

Souvisejici témata

6
Méfeni oligo DNA nebo oligo RNA

Vystupni parametry

* Nucleic acid concentration (koncentrace nukleové kyseliny).
Viystupni hodnota v pfislusnych jednotkach (ng/mL, mg/uL nebo
mg/mL). Vypocty se provadéji podle modifikovaného Lambert-Beerova
zékona pomoci korigované hodnoty absorbance nukleoveé kyseliny.

+ A260/A280 purity ratio (pomér Cistoty). Pomeér korigované
absorbance pfi 260 nm a korigované absorbance pfi 280 nm.

* Pomeér Cistoty A260/A230. Pomér korigované absorbance pfi 260
nm a korigované absorbance pfi 230 nm.

Pozn.: Konvenéni hodnoty poméru €istoty - purity ratios (A260/A280 a
A260/A230) jsou ukazatelem pritomnosti rozlicnych kontaminant( ve
vzorcich nukleovych kyselin. NepouZivejte je pro oligonukleotidy nebot
tvar jejich spektra je vysoce citlivy na sloZeni jejich bazi. Vice informaci
viz postranni lista.

* ViypoCty nukleové kyseliny

Thermo Scientific
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Kvantifikace proteinu metodou A280

MéFi se koncentrace purifikované
skupiny proteinu, ktera absorbuje
vinové délky 280 nm.

MéFeni proteinu
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Meze detekce

VypoCty

Méreni koncentrace proteinu metodou A280

PouZijte aplikaci Protein A280 na kvantifikaci purifikované skupiny proteinu obsahujici aminokyseliny
jako napf. tryptofan, tyrosin nebo cys-cys disulfidické aminokyseliny, které vykazuji absorbanci pfi
280 nm. Vystupem této aplikace je koncentrace proteinu naméfeného pfi 280 nm s jednim pomérem
absorbance (A260/A280). Alternativné je mozné pouzit jednobodovy korekéni proces (single-point
baseline correction). Tato aplikace nevyZaduje standardni kfivku.

Poznamka Pokud ve vzorcich pfevaZuji peptidové vazby a Zadné nebo minimalni mnoZstvi
aminokyselin, pouZijte namisto aplikace Protein A280 aplikaci Protein A250.

Méreni vzork({ proteinu metodou A280

POZNAMKA

* NepouZivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikové optické vlakna v kabelech.
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Méfeni proteinu metodou A280

NezZ zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vyCistéte dolni a horni ¢ast podstavce. CiSténi podstavci provedte alespor novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavc.
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MéFeni proteinu metodou A280

MéFeni vzorku proteinu metodou A280

1. Na z&kladni obrazovce pfistroje vyberte polozku
Proteins a zvolte Protein A280. 60 -
[}
o
2. Specifikujte typ vzorku a dle potfeby korekci (baseline 3
correction). € 40
w
0
3. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni g
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vlozte kyvetu £ o
s blankem do drzaku kyvety. =
Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou \
0

drahu kyvety s optickou drahou pfistroje. T T A S T T e
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
4. Kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfeni. Wavelength (nm)

Tip: Je-li zapnuté funkce Auto-Blank, méfeni blanku se VWsoce koncentrovanV vzorek BSA
spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato y y

funkce neni dostupna pro méfeni s kyvetou).

5. Zvednéte rameno a oCistéte oba podstavce s novym
laboratornim ubrouskem, nebo odstrarite kyvetu s blankem. 15 4

6. Napipetuijte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na
podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo vloZte kyvetu
do drZzaku kyvety.

—_
o
1

7. Spustte méfeni vzorku:

w
1

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno, Pokud je tato funkce vypnuta, sklopte rameno

a zvolte Measure . \
0

- Kyveta: Zvolte Measure ————s e ———
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Po ukon&eni méFeni vzorkii se zobrazi spekira a Wavelength (nm)

vysledky méfeni (dale viz text nize).

10mm Absorbance

NV . Nizkokoncentrovany vzorek BSA
8. Po ukonCeni méfeni vzorku zvolte End Experiment.

9. Zvednéte rameno a vycCistéte oba podstavce s novym
laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se vzorkem.
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Méfent proteinu metodou A280 Pro aplikaci na protein A280, protein A205 a aplikaci Proteins & Labels provedte blank
pomoci stejného roztoku pufru pro resuspendovéani sledovaného analytu. Roztok blanku
by mél mit obdobné pH a iontovou silu jako roztok analytu.

OsvedcCené postupy pro méreni proteinu

« Pfed méfenim vyizolujte a purifikujte vzorky s proteiny kvili odstranéni necistot. Podle druhu
vzorku se mlze jednat o neCistoty DNA, RNA, nebo slozek pufru. Dalsi informace viz
Pfiprava vzork(.

Poznamka: Extrakeni Cinidla, ktera prispivaji k absorbanci mezi 200 nm a 280 nm, pokud
jsou pfitomny ve vzorcich (byt jenom ve stopovém mnoZstvi), mohou ovlivnit vysledky méfeni.

* Zkontrolujte jestli absorbance vzorku lezi v rozsahu mezi detekce absorbance.
+ Volba blanku:

= Pro aplikace Protein A280, Protein A205 a Proteins & Labels provedte blank pomoci
stejného roztoku pufru pro resuspendovani sledovaného analytu. Roztok blanku by mél
mit obdobné pH a iontovou silu jako roztok analytu.

- Pro aplikace Protein BCA, protein Bradford a Protein Lowry provedte blank
S deionizovanou vodou.

- Pro aplikaci Protein Pierce 660, provedte blank s referencnim roztokem pro vytvoreni
standardni kfivky (referenéni roztok nema obsahovat zadny z béznych proteind). Vice
informaci viz Prace se standardnimi kfivkami.

Spustte blankovaci cyklus pro stanoveni ovlivnéni absorbance roztokem pufru. Pokud roztok
pufru vykazuje silnou absorbanci na vinové délce nebo v blizkosti vinové vlastni délky analyzy
(nejCastéji 280 nm nebo 205 nm), je mozné pouZit jiny pufr nebo aplikaci jako kolorimetricky
¢ip (napt. BCA nebo Pierce 660). Podrobngji viz \olba a méfent blankd.

Poznadmka Pufry jako Triton X, RIPA a NDSB intenzivné pfispivaji k absorbanci a nejsou
kompatibilni s pfimym méfenim A280 nebo A205

Provadéni mikroobjemovych méfeni:

— Ujistéte se, zda jsou podstavce néleZité Ciste a udrzované. (Proteiny snadno ulpivaji na
povrchu podstaved).

— Jemné, ale dikladné vortexujte vzorky pred zahajenim méfeni. Zabraite vzniku bublin
pfi michani a pipetovani.

— DodrZuijte doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni

— PouZivejte vzorek o objemu 2 mL, Blize viz doporuceny objem vzorkd.

* Pro méfeni v kyveté (pouze s modelem NanoDrop One°) pouzijte kompatibilni kyvetu a
dodrzuijte pokyny spravného méfeni v kyvete.
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Méfeni proteinu metodou A280

Souvisejici témata
« Doporucené pokyny pro méfeni protein(
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork(
* Méfeni vzorkd v kyveté
+ Priprava vzork{ a blank

¢ Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou A280

Obrazovka méreni proteinu metodou A280

Pfi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledkd.
Vzorovy priklad:
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Méfeni proteinu metodou A280

Menu funkei:

kliknutim otevrit

— Sample 4

B
o

10mm Absorbance
(=]

0
220

Protein A280 &

Blank

Zoomovanim dvéma
prsty prizpdsobit osy;
dvojkliknutim resetovat

Nazev vzorku;

kliknutim editovat

280

Measure UN

Posunutim prstem
doleva zobrazit tabulku
dalSich vysledk( méfeni

300

Koncentrace
proteinu

# mg/mL ¥

1 15.3750

Kliknutim vybrat

jednotky

Absorbance
pii 280 nm

A280

10.30

A260/A280

0.57 —

15.6

7.1125

10.49

527

4.77

0.57

0.55

. -

340

Wavelength (nm)

Kliknutim ukoncit
méfeni a exportovat
data

End Experiment

Poznamka Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkl a analyzy provadéné s

nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Vysledky méreni proteinu A280

= Cistota vzorku
BIREG o

Kliknutim na

fadu se zvoli a

aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik rfad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
zvolenou fadu
pro zobrazeni
podrobnosti

Uchopenim
tabulky a
posunutim
nahoru/dol{
zobrazit vice
nebo méné
dat

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni

58 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka

vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy priklad:
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Méfeni proteinu metodou A280

Typ aplikace ~ Vzorkovaci Oznaceni vzorku,
metoda kliknutim editovat

Sample Details Protein A280  Pedestal

Sample Name Sample 3 Datum/Cas

Created on 9/17/2015 10:07:57 AM méfeni

Protein 7.1125 mg/mL Koncentrace prOteinU

A280 e Absorbance

A260/A280 0.55 pfi 280 nm

Sample type BSA ..

Baseline correction 340.00 nm 0.15 absorbance ~ B CIStQta VZQI’kU
(Purity ratio)

Druh vzorku

i @

VInova delka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
¢ Zakladni ovladani pristroje

* Vypocty proteinu A280

Nastaveni méreni proteinu metodou A280

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein A280 kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na [BJ > Protein A280 setup

Nastaveni proteinu A280

Aplikace Protein A280 poskytuje Siroky vybér druhd vzork(i pro provadéni analyz s
purifikovanymi proteiny.
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Méfeni proteinu metodou A280

Ke kazdému typ vzorku se vztahuje jedinecna hodnota extinkniho koeficientu pro vypocet
koncentrace proteinu. Pokud je znama hodnota extink&niho koeficientu vzorku, zvolte volbu€+
MW (molarni) nebo €1% (objemovy) a zadejte hodnotu. V opacném pfipadé vypocitejte extinkéni
koeficient nebo zvolte pro vzorek nejlépe odpovidajici volbu. Pro hruby odhad koncentrace proteinu
pfi neznamé hodnoté extinkéniho koeficientu vzorku, vyberte volbu 1 Abs = 1 mg/mL.

Tip V optimélnim pfipadé stanovte empiricky hodnotu extink&niho koeficientu pomoci roztoku se
sledovanym proteinem o zndmé koncentraci s pouZitim stejného pufru.

Objemovy extinkéni

koeficient (L/gm-cm) Popis

Nastaveni Dostupné volby

Sample type”  1Abs = 1 mg/mL Obecna predvolba Doporutuje se pouzit pokud neni znama hodnota

(typ vzorku) extinkéného koeficientu a je akceptovatelny hruby odhad
stanoveni koncentrace roztoku neobsahujici Zadné dalsi
interferujici latky. Pfedpoklada se, Ze proteinovy roztok s
koncentraci 0,1% (1 mg/mL) zpGisobuje 1,0A pii 280 nm
(pfi optické draze 10 mm) .. €1% = 10.

BSA 6,67 Stanovi se koncentrace proteinu BSA (Bovine Serum
Albumin) na zakladé extinkéniho koeficientu (€) s
hodnotou 6,67 L/gm-cm pii 280nm pro 1% roztok BSA (t.).
10 mg/mL). Pfedpoklada se hodnota MW 66400 daltond
(Da) a molarni exktinkéni koeficient pfi 280 nm pro protein

BSA priblizné 43824 M*cm™.

lgG 13,7 Vhodné pro vétsinu sav¢ich protilatek (napf.
immunoglobin G nebo IgG). Stanovuje se koncentrace
proteinu na zakladé extinkEniho koeficientu (€) s
hodnotou 13,7 L/gm-cm pfi 280nm pro 1% roztok IgG (t.].
10 mg/mL). Pfedpoklada se MW 150000 dalton(i (Da) a
molarni exktinkéni koeficient pfi 280 nm pro IgG pfiblizné
210000 M*cm”.

Lysozyme 26.4 Stanovuije se koncentrace enzymu (proteinu) lysozym na

(lysozym) zakladé extink¢niho koeficientu (€) s hodnotou 26,4 L/gm-
cm pii 280nm pro 1% roztok lysozymu (t.j. 10 mg/mL).
Predpoklada se hodnota molarniho exktinkcniho koeficientu
pro lysozym vaje¢ného bilku intervalu hodnot 36000 M“cm™a
39000 M*cm™
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Objemovy extinkcni
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MéFeni proteinu metodou A280

Nastaveni Dostupné volby T U Popis
Other protein Zadejte hodnotu Predpoklada se, Ze je znama hodnota molarniho extinkéniho
(€ +MW) molarniho extinkéniho koeficientu (€ ) a molekulové hmotnosti (MW), kde:
. koeficientu a
(jiny protein)
molekulovou hmotnost (€ molami)*10=( € percentuélni P (MW proteinu )
Zadejte hodnotu MW v kilodaltonech (kDa) a molarni
extinkéni koeficient (€) v M“cm™ vydéleny &islem 1000
(t.j. ©/1000). Napt. pro protein s molarnim extinkénim
koeficientem 210000 M*cm*, zadejte 210.
Other protein Zadejte hodnotu Pfedpoklada se, Ze je znaméa hodnota objemového
(€1%) extinkéniho koeficientu extinkcniho koeficientu (€). Zadejte hodnotu objemového
(jiny protein) extinkéniho koeficientu v l/gm-cm pro roztok proteinu o
koncentraci 10 mg/ml ( € 1%).
Baseline On/ Off neaplikovatelné Uzivatelsky volitelna korekce (baseline correction).
Correction (zapnout/ vypnout Pouzivé se pro kompenzaci svétla rozptylujicimi gasticemi, je
(korekce) zaloZena na odecteni hodnoty absorbance pii specifikované

Zadejte vinovou délku
korekce (baseline
correction) v nm nebo
pouZijte vychozi hodnotu
(340 nm)

korekeni vinové délce od hodnoty absorbance vinové délky
analyzy. V diisledku této kompenzace je absorbance vzorku
nulova pfi specifikované vinové délce korekce.

Tip : Pokud vzorek obsahuje modifikaci absorbujici svétlo
vinové délky 340 nm, zvolte jinou kompenzacni vinovou délku
nebo korekci (baseline correction) vypnéte.

* Uzivatelsky protein Ize pfidat pomoci modulu Protein Editor.

Protein editor (editor proteinu)

PouZijte Protein Editor pokud chcete pridat uZivatelsky typ proteinu do modulu Protein A280

Setup a modulu Proteins & Labels Setup.

Spusténi modulu Protein Editor:

« Ze z&kladni obrazovky (Home screen) kliknéte na tlaitko > Protein Editor
* \/ menu Protein A280 nebo v menu Proteins & Labels kliknéte na E >

Settings > Protein Editor

Thermo Scientific
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Méfeni proteinu metodou A280

Kliknutim
: o pridate Kliknutim
Editor proteinu uzivatelsky edituite
protein uZivatelsky
— _ pridany
= & Settings protein
System General . i
@ > Kliknutim
& © odstrante
Other Protein _ Type &/1000 MW (kDA) o C;E:;imu Description uz|vatelsky
proteln e
Protein BB| Muiplar Extincti... 210.00 66.00 unknown seznamu

UZivatelskeé proteiny (zobrazi se v
seznamu Sample Type list v
modulu Protein A280 Setup a v
modulu Proteins & Labels Setup)

Kliknutim ukonCete Protein Editor

Tyto funkce jsou dostupné v modulu Protein Editor:

Add custom protein
— v modulu Protein Editor kliknéte na @ zobrazeni zadavaciho pole New Protein Type box

- zadejte jedineCny nazev (Name) nového proteinu (kliknutim do pole se zobrazi
klavesnice, kliknutim na Done klavesnici vypnete

- zadejte popis (Description) nového proteinu

- specifikujte jestli chcete pouzit molarni extinkéni koeficient (Molar Extinction
coefficient) nebo koeficient pro uzivatelsky protein

- pokud zvolite Mass Extinction

- zadejte hodnotu objemového extinkéniho koeficientu v I/gm-cm pro roztok
proteinu o koncentraci ( € 1%)
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MéFeni proteinu metodou A280

Kliknutim do pole zobrazite klavesnici;
~ ukonCite kliknutim na Done

New Protein Type

") Molar Extinction

Ext. Coeff. E 1% L/gm-

cm

Name

Description

Cancel

- pokud zvolite Mass Extinction

(@

Masis Extinction

44.77

Protein AA

unknown

Zadejte hodnotu molarniho extinkéniho koeficientu ( € ) v M*cm™ vydélenou

¢islem 1000 (t.j. €/1000). Napfiklad pro protein s molarnim extinkénim
koeficientem 210000 M*cm zadejte hodnotu 210
- enter molecular weight (MW) in kiloDaltons (kDa)

- kliknutim na OK zaviete modul New Protein Type box

Po zavfeni modulu kliknutim na OK se uZivatelsky pfidany protein zobrazi v seznamu
Type list v poloZce Protein A280 Setup a v poloZce Proteins & Labels Setup

Editace uZivatelsky definovaného proteinu

— v modulu Protein Editor kliknéte na uZivatelsky definovany protein

- kliknéte na E}; pro zobrazeni pole Edit Protein Type box

- zadejte hodnoty nebo parametry

- kliknéte na OK

Smazani uZivatelsky definovaného proteinu

— v modulu Protein Editor kliknéte na uZivatelsky definovany protein
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Méfeni proteinu metodou A280

~  Kiknéte na ﬁ

POZNAMKA  Po smazanim uZivatelsky definovaného proteinu dojde k jeho trvalému
smazani ze vCetné souvisejicich asociaci softwaru pfistroje.

Souvisejici témata

 Nastaveni pfistroje

Stanoveni detekcnich mezi pro aplikaci Protein A280
Detekéni meze reprodukovatelnost analyzy purifikovanych proteinti BSA jsou uvedeny zde.
Hodnoty dolni meze detekce reprodukovatelnosti pro BSA se vztahuji na vSechny

analyzované typy protein(. Horni mez detekce zavisi horni mezi absorbance pfistroje a na
hodnoté extinkéniho koeficientu vzorku.

Stanoveni horni meze detekce vzorkd pro jiné typy proteind (mimo BSA)

Na vypoCet horni meze detekce pouZijte nasledujici vzorec (v jednotkach ng/pL) :
(hodni mez absorbance g * Objemovy extinkeni koeficient oy, ) * 10

Napfiklad pro méfeni vzorku s objemovym extinkénim koeficientem 6,67 pro 1% (10 mg/ml)
roztok, bude zapis rovnice nasledujici:

(550 / 6,67) * 10 = 824,6 (nebo ~825)

Souvisejici témata

+ Meze detekce pro vSechny aplikace
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MéFeni proteinu metodou A280

VypoCty pro méreni proteinu metodou A280

Stanoveni koncentrace proteinu v aplikaci Protein
A280 vychazi z Lambert-Beerova zakona, ktery
vyjadiuje vztah mezi koncentraci latky v roztoku a jeji
absorbanci. Stanoveni koncentrace podle tohoto
zakona se fidi vpravo uvedenou rovnici.

Extinkeni koeficient peptidu nebo proteinu souvisi s
jeho aminokyselinovymi komponentami: tryptofan (W),
tyrosin (Y) a cystein (C).

Tip : Hodnota extinkéniho koeficientu je specificka pro
konkrétni vinovou délku u kazdého oligonukleotidu a
miZe byt ovlivnéna pufrem, iontovou silou nebo pH
vzorku.

Thermo Scientific

Lambert-Beerdv zakon (rovnice pro stanoveni koncentrace)
c=Al/(e*b)

kde:

A = absorbance (v UV oblasti spektra) v jednotkach absorbance (AU)

€ = molarni absorp¢ni (dfiv extinkéni) koeficient v I/mol-cm

b = optick& draha v cm

¢ = koncentrace analytu v mol/l nebo molarita (M)

Pozn.: Pomér absorbace méfeného vzorku roztoku a molérniho

absorpcniho koeficientu je pfimo Gmérny molarni koncentraci vzorku.

Vice informaci viz Publikované extinkéni koeficienty vztazené k molarni
resp. objemové koncentraci.

Extinkéni koeficienty proterinl

Hodnota extinkéniho koeficientu pfi A280 se pfiblizné rovna vazenému
souctu molarnich koeficientd (pfi 280 nm) tfech soucasti aminokyselin,
podle nasledujici rovnice:

€= (nW * 5500) + (nY * 1490) + (nC * 125)

where:

€ = molarni extink&ni koeficient

N = pocet vSech reziduii aminokyselin

5500, 1490 and 125 = molarni absorptivita aminokyslin pii 280 nm
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Méfeni proteinu metodou A280

Tato aplikace nabizi $est moznosti (uvedenych vpravo) Dostupné funkce pro extinkeni koeficient

ro volbu pfislusného koeficientu extinkce kazdého . L -
Enéfenéhopvzorku, na z&klad& Lambert-Beerova * 1 Abs =1 mg/ml, kde je druh vzorku a/nebo extinkni koeficient

zékona pro vypodet koncentrace vzorku. neznamy (pro hruby odhad koncentrace proteinu)

Pokud je zndmé hodnota extinkéniho koeficientu * BSA (Bovine Serum Albumin, 6,67 I/gm-cm)
2volte €+ MW (molérni) nebo €1% (objemovy). V
opacném pfipadé extinkéni koeficient vypoCitejte
nebo zvolte mozZnost nejlépe odpovidajici roztoku
zkoumaneho vzorku.

* 1gG (jakékoliv savCi protilatka, 13,7 l/gm-cm)
+ Lysozyme (lysozom vajecného bilku, 26,4 /gm-cm)

« Other protein (€ + MW), uzivatelsky definovana hodnota molarniho

Tip : V optimalnim pfipadé stanovte empiricky hodnotu (jing protein) L .

extinkéniho koeficientu pomoci roztoku se sledovanym extinkCniho koeficientu

proteinem 0 zndmé koncentraci s pouZitim stejného » Other protein (€1%), uzivatelsky definovana hodnota objemového
pufru. (iny protein) extinkéniho koeficientu

Poznamka : Detailngji viz Druh vzorku

Ve védeckych pracich se v&tsinou uvadi méteni Publikované extinkcni koeficienty

extinkénich koeficientd na / nebo v blizkosti vinové

délce 280 nm ve fosfatu nebo jiném fyziologickém Publikované extink¢ni koeficienty proteinti Ize uvadét nékolika zplsoby:
roztoku (pufru). Takto stanovené hodnoty Ize povazovat o o ] L o
jako dostate¢né presné pro rutinni hodnoceni + koeficientem absorptivity /nebo extinkce/ ( €) zavislym na vinové délce
koncentrace proteinu ve vzorku. v jednotkéch M*em™

« procentualni hodnotou extinkEniho koeficientu ( €) v jednotkach (g/100
ml)‘cm™tj. 1% pro 1g/100 ml roztok mé&feny v kyveté délky 1 cm

+ hodnotou absorbance proteinu pro roztok o koncentraci 0,1% (t.j. 1 mg/ml)

Tip : Dlikladné zhodnotte publikované hodnoty zda jsou spravné uvedeny

jednotky
Rovnice uvedend vpravo vyjadfuje vztah mezi PFfepoCet mezi parametry € smi @ €1%
molarnim extinkénim koeficientem ( € molami) a
tualnim extink¢nim koeficient 1%). * - *
procentudlnim extinkénim koeficientem ( €1%) (emolérni) 10 = (e 1%) (MWproteinu)

Priklad: Pro stanoveni extink¢niho koeficientu (€1%) proteinu s molarnim
extinkénim koeficientem 43824 M"cm™ a molekulovou hmotnosti (MW) 66400
dalton(i (Da), dostaneme Upravou vyse uvedené rovnice nasledujici feseni:

e1% = (e molar ¥ 10) / (MWproteinu )
e1% = (43824 * 10) / 66400 Da)
€1% =6,6 g/100 mL
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Koncentrace (c) vzorku v mg/ml se stanovuje na
z&kladé rovnice uvedené vpravo a konverzniho
faktoru 10.

Tip : Vystupni hodota koncentrace, kterou stanovi
software pristroje NanoDrop One zahrnuje konverzni
faktor.

Viypocet koncentrace proteinu je stanoven pi
absorbanci vinové délky 260 nm, zvolené nebo
zadané hodnoty extinkéniho koeficientu a optické
drahy vzorku. Alternativné je mozné pouzit
jednobodovou korekei (single-point baseline
correction).

Pristrojem stanovena koncentrace se uvadi v
jednotkach objemovych koncentraci, kterou Ize
vhodnym kalkulatorem prepocitat na molarni
koncentraci sekvence vzorku.

Absobance pfi 260 nm a 280 nm se vyuZzivaji ke
stanovent Cistoty vzorku (purity ratios) s méfenym
proteinem.

Ukazatele Cistoty vzorku (purity ratios) jsou citlivé na
piitomnost kontaminantd ve vzorku jako jsou
zhytkova rozpoustédla a €inidla uzivana k purifikaci
vzorku.

Thermo Scientific
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MéFeni proteinu metodou A280

PrepocCet mezi jednotkami g/100 ml a mg/ml
CoroteinuV Mg/ml = (A/€1%) * 10

Priklad: Pokud je hodnota méfené absorbance vzorku proteinu 5.8 A
pii 280 nm, vypocita se koncentrace proteinu nasledovné:

Cproteinu = (A/ el%) *10
Coroteinu = (5,8/6,6 9/100 ml) * 10
Cproteinu = 8,79 mg/ml

Méfené parametry

A280 absorbance (absorbance pfi 280 nm)

Pozn : Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkll a analyzy provadéné
s nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na ekvivalent opticke
drahy 10.0 mm.

* Hodnoty absorbance proteinu se méfi pfi 280 nm normalizovaného
spektra. Pokud neni zapnuta korekce (Baseline Correction) stanovuje
se koncentrace proteinu na zakladé této hodnoty.

* Pokud je zapnuta korekce (Baseline Correctior) program vypocita
hodnotu normalizované a korigované absorbance pfi 280 nm a na
zakladé této hodnoty se stanovuje koncentrace proteinu.

A260 absorbance (absorbance pfi 260 nm)

* RovnéZ jsou dostupné udaje normalizované a korigované (baseline-
corrected) hodnoty absorbance pfi 260 nm.

Sample Pathlength (opticka draha)

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimaini hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na zékladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

+ Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zékladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spekira a hodnoty absorbance jsou normalizovany na
ekvivalent opticke drahy 10 mm.
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Méfeni proteinu metodou A280

68

NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka

Viystupni parametry

+ Protein concentration (koncentrace proteinu) - vystupni hodnota v
pfislusnych jednotkach (mg/ml nebo mg/ml). VypoCty se provadéji podle
modifikovaného Lambert-Beerova zakona pomoci korigované hodnoty
absorbance proteinu.

+ A260/A280 purity ratio (Cistota vzorku). Pomér hodnoty korigované
absorbance pfi 260 nm a korigované absorbance pfi 280 nm. Vzorek s
hodnotou ~0,57 poméru A260/A280 je povaZzovan za ,Cisty” (plati pro
proteiny).

Pozn.: PestoZe je tento pomér ukazatelem Cistoty vzorku, zlistava
nejlepSim indikatorem kvality DNA nebo RNA navazuijici feSeni
aplikace t.j. PCR v redlném Case.

Thermo Scientific



Kvantifikace protein( a znaceni

ME&fi se koncentrace purifikovanych
proteini oznacenych maximainé
dvémi barvivy.

MéFeni oznacenych protein(i
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Meze detekce

Vypocty

Stanoveni znacenych proteind ve vzorcich

Pro aplikace Proteins & Labels se pouZiva ke stanoveni koncentrace proteind a flurescencnich
barviv ..protein array conjugates... a rovnéz metaloproteind jako je hemoglobin, vyuZivajici poméry
vinovych délek. Vystupem aplikace je koncentrace proteinu méfend pfi 280 nm, pomér absorbanci
A269/280, koncentrace a naméfené hodnoty absorbance barviv, umoZiujici stanoveni koncentrace
barviv pfitomnych v mnoZzstvi mensim nez 0,2 pikomol/ml. Znalost koncentrace barviv je uzitecna
pro vyhodnoceni konjugovaného proteinu s barvivem v navaznych aplikacich.

Stanoveni znacenych proteind

POZNAMKA

+ NepouZzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny
hrozi riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

* NepouZivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale
poSkozuji kiemikova opticka viakna v kabelech.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 69
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Kvantifikace proteindl a znageni

NezZ zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vyCistéte dolni a horni ¢ast podstavce. Cisténi podstavcil provedte alespori novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavcil.

70 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka Thermo Scientific
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Kvantifikace protein(i a znageni

Méfeni vzorku nukleové kyseliny

1. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte polozku s . o
tabulkou Proteins potom kliknéte na Protein & Labels. Kostra  Maximum absorbance pri 280

) peptidu nm pouzivany ke stanoveni

2. Specifikujte typ vzorku a typ pouZzitého barviv(a) koncentrace proteinu

Tip : Zvolte typ barviva s pfeddefinovaného seznamu
nebo pfidejte uZivatelsky typ barviva pomoci modulu

Dye/Chromophore Editor,

3. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni

1 0rmm Absorbance
a

podstavec a sklopte rameno nebo vioZte kyvetu s
blankem do drzaku kyvety. v 1k P
OO
2 1
Tip: Pokud pouzijete kyvetu, musite zarovnat optickou e —
drahu kyvety s optickou drahou pfistroje. Vaselength (m) @

4. Zvolte Blank a pockejte na ukonceni méfeni.

Tip: Je-li zapnuté funkce Auto-Blank, méfeni blanku se

spusti automaticky po sklopeni dolniho ramene. (Tato . :
funkce nenf dostupna pro méfeni s kyvetou). Maximum absorbance barviva

se pouziva ke stanoveni

5. Zvednéte rameno a ocistéte oba podstavce s novym

laboratornim ubrouskem, nebo odstrafite kyvetu s blankem. koncentrace barviva

6. Napipetuijte roztok vzorku o objemu 2 ml na podstavec a Charakteristické spektrum 7 aplikace
sklopte rameno pfistroje nebo vloZte kyvetu do drzaku . ..
kyvety. Proteins & Labels application

7. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte
rameno pristroje, Pokud je tato funkce vypnuta,
sklopte rameno pfistroje a kliknéte na Measure

- Kyveta: kliknéte na Measure
Po ukonceni méfeni vzorkl se zobrazi spektra a
vysledky méfeni (dale viz text nize).

8. Po ukongeni méfeni vzork( kliknéte na End Experiment.

9. Zvednéte rameno pfistroje a vyCistéte oba podstavce s
novym laboratornim ubrouskem nebo vyjméte kyvetu se
vzorkem.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 71
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Kvantifikace protein(i a znageni

Souvisejici témata

Doporucené pokyny pro méfeni proteind
Kvantifikace mikroobjemovych vzork(
Méfeni vzorkd v kyveté

Priprava vzork{ a blank

Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méfeni proteind a znaceni

Obrazovka méreni proteinu a znacCeni

PYi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledkd.

Vzorovy pfiklad:

72 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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Kvantifikace protein(i a znageni

Menu funkci; Nézev vzorku; Koncentrace Kliknutim vybrat jednotky
kliknutim otevrit kliknutim editovat ~ proteinu

. — . Sample 4 J Ir-

Koncentrace barviva

# mg/mL ¥ Dye 1 Dye 2 Kl|kn utl'm na
20 01962 0.45 - fadu se zvoli a
—_—— aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik rfad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
0 . . SRR — . Zméacknéte a
| 400 500 ‘ 700 podrzte
Proteins and Labels ® Wavelength{nm) v
: . — U S zvolenou fadu
Blank Measure ON End Experiment pl’O Zobrazenl'
podrobnosti

%]

10mm Absorbance

Zoomovanim dvéma Posunutim prstem Kliknutim ukoncit
prsty prizpdsobit osy; doleva zobrazit tabulku méreni a exportovat
dvojkliknutim resetovat  dalSich vysledk(i méfeni  data

Uchopenim
tabulky a
posunutim
nahoru/dol{
Poznéamka zobrazit vice

* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 750 nm (hodnota absorbance nebo méné
750 nm se ode€ita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkéch spektra vzorku). dat

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Vysledky analyzy proteinl a znaceni
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Kvantifikace proteindl a znageni

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy priklad:

+ popis vzorku (druh aplikace, analyza na podstavci nebo v kyvetg)
« oznaceni vzorku

+ datum provadéni analyzy

* protein

« A280

* typ vzorku

+ koncentrace barviva 1/ barviva 2

¢ druh vzorku

+ korekce zakfiveni barvivem

+ korekce (baseline correction)

Souvisejici témata
¢ Zakladni ovladani pfistroje

* ViypoCty proteind a znaceni

Nastaveni méfeni znacenych proteind

Modul Proteins & Labels settings se zobrazi po kliknuti na E > na obrazovce méfeni
(Proteins & Labels measurement screen).

74 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka Thermo Scientific
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Kvantifikace proteindl a znageni

Nastaveni Dostupné volby S:ég';gg (T/)g::lg:)' Popis
Sample type 1 Abs = 1 mg/mL Obecné predvolba Kliknete zde pro detailni popis nastavitelnych parametrd.
(typ vzorku)
BSA 6,67 Ke kazdému typ vzorku se vztahuje jedine¢né hodnota
protein BSA extinkéniho koeficientu pro vypocet koncentrace proteinu.
IgG 13,7 Pokud je znamé hodnota extink&niho koeficientu vzorku,
Imunoglobin zvolte volbu €+ MW (molarni) nebo €1% (objemovy) a
bg:zgﬁ]yme 26,4 zadejte hodnotu. V opaném pfipadé vypoCitejte extinkéni
. koeficient nebo zvolte pro vzorek nejlépe odpovidajici
Other protein Zadejte molarni volbu. Pro hruby odhad koncentrace proteinu pfi neznamé
(€+MW) extinkcni koeficient/  hodnoté& extinkéniho koeficientu vzorku, vyberte volbu 1
(jiny protein) nebo molekulovou Abs = 1 mg/mL.
hmotnost
Other protein Zadejte objemovy
(€1%) extinkéni koeficient : e g
Ging protein) Tlp : Vvo,ptlmalmlm_ pfipadé stapovte empiricky hodngtu
extinkéniho koeficientu pomoci roztoku se sledovanym
proteinem o znamé koncentraci s pouZitim stejného pufru.
Analysis On or off neaplikovatelné Provede se korekce méfeni vzorku - pouziva se pro
Correction ™ (zapnout / vypnout) kompenzaci svétla rozptylujicimi Casticemi, je zaloZena na

(korekce analyzy)

Zadejte vinovou délku
korekce (baseline
correction) v nm nebo
pouZzijte vychozi
hodnotu (340 nm)

odecteni hodnoty absorbance pfi specifikované korigované
vinové délce od hodnoty absorbance vinové délky analyzy.
Korigovana hodnota se pouziva pro vypocet koncentrace
vzorku.

Tip : Pokud vzorek obsahuje modifikaci absorbujici svétlo
vinové délky 340 nm, zvolte jinou kompenzacni vinovou délku
nebo korekci (Analysis Correction) vypnéte.

Dye 1*{Pye 2 Cy3,5, 3.5, 0r5.5, Viz modul Zvolte preddefinovany typ barviva pro oznaceny material
Type Alexa Fluor 488, 546, Dye/Chromophore vzorku nebo uzivatelsky zadany typ barviva pfidany
(typ barviva 1/ banviva 2)555 594, 647, or 660 Editor pro specifické ~ modulem Dye/Chrom. Editor.
hodnoty barviv

Dye 1/Dye 2 picomoles/microliter neaplikovatelné Zadejte vystupni jednotky koncentrace barviva.
Unit (pmol/ml), micromoles
(jednotky barviva 1/ (mM), or millimoles
barviva 2)

(mM)
Sloping Dye ~ On or off Korekce naméfené absorbance barviva zpiisobené rozptylujicimi
Correction (zapnout / vypnout)

(korekce barviva)

Casticemi, je zaloZena na odecteni hodnoty absorbance uklonéné

zakladni linie (sloping baseline) mezi 400 nm a 750 nm od
hodnoty absorbance barviva vinové délky analyzy.

* UZivatelsky definovany protein Ize pfidat pomoci modulu Protein Editor.
** Korekce analyzy ma dopad pouze na stanoveni koncentrace proteinu.
=+ JZivatelsky definované barvivo Ize pfidat pomoci modulu Dye/Chromophore Editor.
™™ Korekce barviva (Sloping Dye Correction) ovliviiuje pouze vypoty koncenrtace barviva

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 75
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Kvantifikace proteindl a znageni

Souvisejici témata
 Nastaveni pristroje
« Editor protein

« Editor bariv/ichromoforu

Meze detekce méreni znacenych protein(
Detekéni meze reprodukovatelnost analyzy purifikovanych proteint BSA jsou uvedeny zde.
Hodnoty dolni meze detekce reprodukovatelnosti pro BSA se vztahuji na vSechny

analyzované typy protein(. Horni mez detekce zavisi horni mezi absorbance pfistroje a na
hodnoté extink&niho koeficientu vzorku.

Stanoveni horni meze detekce vzorkd pro jiné typy proteind (mimo BSA)

Na vypoCet horni meze detekce pouZijte nasledujici vzorec (v jednotkach ng/pL) :
(hodni mez absorbance g * Objemovy extinkcni koeficient gy, ) * 10

Napfiklad pro méfeni vzorku s objemovym extinkénim koeficientem 6,67 pro 1% (10 mg/ml)
roztok, bude zépis rovnice nasledujici:

(550 / 6,67) * 10 = 824,6 (nebo ~825)

Souvisejici témata

+ Meze detekce pro vSechny aplikace

76 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka Thermo Scientific
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Kvantifikace proteind a znageni

Vypocty pro méreni proteinl a znacenych proteind

Stanoveni koncentrace proteinu v modulu Proteins &
Labels vychazi z Lambert-Beerova zékona, ktery
vyjadfuje vztah mezi koncentraci latky v roztoku a jeji
absorbanci zaloZeny na extinkénim koeficientu a
optické dréhy.

Tato aplikace nabizi Sest moznosti (uvedenych vpravo)
pro volbu prisluSného koeficientu extinkce kazdého
méfeného vzorku, na z&kladé Lambert-Beerova
zékona pro vypocet koncentrace vzorku.

Pokud je znama koncentrace vzorku zvolte € + MW

(molarni) nebo €1% (objemovy). V opaéném pripadé
extinkéni koeficient vypo€itejte nebo zvolte moznost
nejlépe odpovidajici roztoku zkoumaného vzorku.

Tip : V optimalnim pfipadé stanovte empiricky hodnotu
extinkéniho koeficientu pomoci roztoku se sledovanym
proteinem o znamé koncentraci s pouzitim stejného
pufru.

Viypocet koncentrace proteinu je stanoven pi
absorbanci vinové délky 260 nm, zvolené nebo zadané

hodnoty extinkéniho koeficientu a optické drahy vzorku.

Alternativné je mozné pouzit jednobodovou korekci
(single-point baseline correction).

Koncentrace se uvadi v objemovych jednotkach, Ize ji

pomoci vhodného kalkulatoru prepocitat na molarni
koncentraci sekvence vzorku.

Thermo Scientific

Dostupné funkce pro extinkéni koeficient

* 1 Abs =1 mg/ml, kde je druh vzorku a/nebo extinkéni koeficient
neznamy (pro hruby odhad koncentrace proteinu)

+ BSA (Bovine Serum Albumin, 6,67 l/gm-cm)

+ 1gG (jakakoliv sav€i protilatka, 13,7 l/gm-cm)

+ Lysozyme (lysozom vajecného bilku, 26,4 l/gm-cm)

+ Other protein (€ + MW), uzivatelsky definovana hodnota molarniho

(jiny protein) extinkéniho koeficientu

+ Other protein (€1%), uzivatelsky definovana hodnota objemového
(jiny protein) extink&niho koeficientu

Poznémka : Detailn&ji viz Druh vzorku

Mérfené parametry

A280 absorbance (absorbance pfi 280 nm)

Pozn : Hodnota absorbance pii 750 nm se odecita od vSech vinovych délek
spektra. Vysledkem je nulova absorbance pfi 750 nm zobrazeného spektra.
Méfeni absorbance mikroobjemovych vzork( a analyzy provadéné s
nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na ekvivalent optické drahy 10,0
mm.

+ Hodnoty absorbance proteinu se méfi pfi 280 nm pomoci korigované a
normalizovaného spektra pro na 750 nm. Pokud nejsou zvoleny moduly
Analysis Correction a Dye Correction, je tato uvedena hodnota A280
hodnotou pouZivanou ke stanoveni koncentrace proteinu.

* Pokud je zapnuta korekce (Analysis Correctior), program vypocita
hodnotu normalizované (750 nm) a korigované absorbance pfi 280
nm a na zakladé této hodnoty se stanovuje koncentrace proteinu.

* Pokud je pouZzito barvivo, program vypocita hodnotu normalizované

(750 nm) a korigované absorbance pfi 280 nm a na zakladé této
hodnoty se stanovuje koncentrace proteinu.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 77
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Kvantifikace proteindl a znageni

Koncentrace barviva se stanovuje na zakladé hodnoty
absorbance pfi vinové délce analyzy, extinkéniho
koeficientu barviva a optické drahy. Je mozné pouzit
korekci sloped-line correction barviva.

Absorbance barviva

+ Absorbance barviva se méfi pro specifickou vinovou délku. Analyza
pouzitych vinovych délek viz modul Dye/Chromophore Editor.

* Pokud je zvolena funkce Sloping Dye Correction, zobrazi se linie mezi
vinovymi délkami 400 a 750 nm, a pro kazdé barvivo se hodnota
absorbace odecita od absorbance barviva pii vinové délce kazdé analyzy.
Vystupem programu jsou korigované (baseline corrected) hodnoty
absorbance, na zékladé kterych se stanovuje koncentrace barviva.

Korekce barviva

* U preddefinovanych barviv jsou zndmé hodnoty korekce pro A260 a
A280. Pouzité korigované vinové délky viz modul Dye/Chromophore
Editor.

Z korekce barviva pro A280 odectena od hodnoty absorbance A280 se
stanovuje koncentrace proteinu.

Opticka draha vzorku

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimalni hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na zékladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

« Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zakladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spekira a hodnoty absorbance jsou normalizovany na
ekvivalent optické drahy 10 mm.

Vystupni parametry

+ Koncentrace proteinu. Vystupni hodnota ve zvolenych jednotkach
(mg/mL or pg/mL). Vypocty vychazeji z Lambert-Beerova z&kona pfi
pouZziti korigované absorbance proteinu.

« Koncentrace barviva 1/barviva 2. Vystupni hodnota v jednotkéach
pmol/uL. VypoCty vychazeji z Lambert-Beerova zakona pii pouZziti
korigované hodnoty absorbance (sloping baseline corrected) proteinu.

Souvisgjici témata
+ Lambert-Beerllv zakon

* Vypocty v modulu Protein A280

78 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka Thermo Scientific



Kvantifikace proteinu metodou A280

MEFi se koncentrace purifikované
skupiny proteinu, kterd absorbuje
vinové délky 205 nm.

Méfeni proteinu A205
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Meze detekce

Vypocty

Méreni koncentrace proteinu metodou A205

Pouzijte aplikaci Protein A205 na kvantifikaci purifikované skupiny proteinu obsahujici aminokyseliny
jako nap. tryptofan, tyrosin nebo cys-cys disulfidické aminokyseliny, které vykazuji absorbanci pii
205 nm. Vystupem aplikace je koncentrace proteinu a dvé hodnoty absorbance (A205 a A280).
Alternativné je moZné pouZit jednobodovy korekéni proces (single-point baseline correction). Tato
aplikace nevyzaduje standardni kfivku.

Pozndmka Pokud ve vaSich vzorkéach prevazuje podil aminokyselin jako tryptofan nebo tyrozin,
nebo cys-cys disulfidické vazby, pouZzijte namisto aplikace Protein A205 aplikaci Protein A280.

Méreni vzork{ proteinu metodou A205

POZNAMKA

* NepouZivejte rozstiikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poskozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikové optické vlakna v kabelech.
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Méfeni proteinu metodou A205

NezZ zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vyCistéte dolni a horni ¢ast podstavce. CiSténi podstavci provedte alespor novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavc.

MéFeni vzorku proteinu A205
1. Na z&kladni obrazovce pfistroje vyberte tabulku Poteins a zvolte Protein A205..

2. Specifikujte typ vzorku a dle potfeby korekci (baseline correction).

3. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni podstavec a sklopte rameno
pfistroje nebo vloZte kyvetu s blankem do drzaku kyvety.

Tip: Pokud pouZzijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou drahou
pristroje.
4. Kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfen.

Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se spusti automaticky po sklopeni
dolniho ramene. (Tato funkce neni dostupna pro méfeni s kyvetou).

5. Zvedn&te rameno a oistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem, nebo
odstrante kyvetu s blankem.

6. Napipetujte roztok vzorku o objemu 2 mL na podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo
vloZte kyvetu do drzaku kyvety.

7. Spustte méfeni vzorku:

- Podstavec: Je-li zapnuté funkce Auto-Measure sklopte rameno, Pokud je tato
funkce vypnutd, sklopte rameno a zvolte Measure

- Kyveta: Zvolte Measure

Po ukonéeni méfeni vzorkd se zobrazi spektra a vysledky méfeni (dale viz text nize).

8. Po ukonceni méfeni vzorkd zvolte End Experiment.

9. Zvednéte rameno a vycistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Souvisejici témata
« Doporucené pokyny pro méfeni protein(
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork(

+ Méfeni vzorkd v kyveté
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Méfeni proteinu metodou A205

» Pfiprava vzorkd a blank(

o Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou A205

Obrazovka méreni metodou A280

PYi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledkd.
Vzorovy pfiklad:
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Méfeni proteinu metodou A205

Menu funkc: Nazev vzorku; Koncentrace _Kliknutimvybrat =~
iknuti Fi iknuti ' - jednotk ,
kliknutim oteviit  kliknutim editovat proteinu | y ofi 205 nm
— I. = Absorbance
ample 7y o
: & pri 280 nm
# mg/mL ¥ A205 AZ80 Kllknutllm na
26 0.2150 6.67 0.02 “ ,
—+— Tfadu se zvoli a
27 02166 672  0.02 aktualizuje
16 7
28 02242 695  0.02 zobrazene
g spektrum;
g 29 0.2167 6.72 kliknutim na
E 0 -4 - ~
5 30 02287 7.09 0. nekolik rad
£ soucasné se
2 I —
prekryta
spektra (max.
5)
0 — Zmacknéte a
Protein A205 - wavels‘:gth (nm) pOdrite

zvolenou fadu
pro zobrazeni
podrobnosti

Blank ' Measure End Experiment

Zoomovanim dvéma Posunutim prstem Kliknutim ukoncit

prsty pfizplsobit osy; doleva zobrazit tabulku ~ méfeni a exportovat thE)hcl)Eenlm
dvojkliknutim resetovat  dalSich vysledk( méfeni  data abullky a
posunutim

nahoru/doll
zobrazit vice
nebo méné
dat

Poznamka Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkl a analyzy provadéné s
nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Vysledky méreni proteinu metodou A205
Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumami

vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy priklad:
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Méfeni proteinu metodou A205

Typ aplikace ~ Vzorkovaci Oznaceni vzorku,
metoda kliknutim editovat

Sample Details Protein A205  Pedestal

Sample Name 200, 5 Datum/éas
Created on 8/24/2015 2:59:24 PM méfeni
Protein 0.2287 mg/mL Koncentrace proteinu
A205 109 Absorbance
A280 0.02 pfi 205 nm
Method 31 b b
Baseline correction 340.00 nm 0.06 absorbance N AV. sorbance
pri 280 nm
Druh vzorku

o] @

VInova délka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
¢ Zakladni ovladani pristroje

* Vypocty proteinu A280

Nastaveni méreni proteinu metodou A205

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein A205 kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na (B > Protein A205 setup

Nastaveni Dostupné volby E:g?{;gg g_);;rr:lkgpr:) Popis
Sample type 31 31 Predpoklada hodnotu 0,1% (1 mg/mL) pfi 205 nm = 31
(typ vzorku)
Scopes 27 +120 * (A280/A205)  Predpoklada hodnotu 0,1% (1 mg/mL) at 205 nm =27 + 120 *
(A280/A205)
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MéFeni proteinu metodou A205

Objemovy extinkéni

Nastaveni Dostupné volby koeficient (Ligm-cm) Popis
Other protein Zadejte hodnotu Predpoklada se, Ze je znama hodnota objemového
(€1%) molarniho extinkéniho extinkéniho koeficientu (€) proteinu. Zadejte hodnotu
(jiny protein) koeficientu objemového extinkcniho koeficientu v l/gm-cm pro roztok
proteinu o koncentraci 10 mg/ml ( €1%).
Baseline On or off neaplikovatelne Uzivatelsky volitelna korekce (baseline correction).
Correction (zapnout/ vypnout Pouziva se pro kompenzaci svétla rozptylujicimi Gasticemi, je

Zadejte vinovou délku
korekce (baseline
correction) v nm nebo
pouzijte vychozi hodnotu

zaloZena na odecteni hodnoty absorbance pfi specifikované
korekeni vinové délce od hodnoty absorbance vinové délky

analyzy. V diisledku této kompenzace je absorbance vzorku
nulova pfi specifikované vinové délce korekce.

(340 nm)
Tip : Pokud vzorek obsahuje modifikaci absorbuijici svétio
vinové délky 340 nm, zvolte jinou kompenza¢ni vinovou délku
nebo korekci (baseline correction) vypnéte.
Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje

VypocCty pro méreni proteinu metodou A205

Stanoveni koncentrace proteinu v aplikaci Protein
A205 vychazi z Lambert-Beerova zakona, ktery
vyjadfuje vztah mezi koncentraci 1atky v roztoku a jeji
absorbanci na zakladé extinkéniho koeficientu vzorku
a optické dréhy.

Tato aplikace nabizi tfi funkce (uvedené vpravo) pro
volbu pfisluSného koeficientu extinkce kazdého
méfeného vzorku, na zakladé Lambert-Beerova
zéakona pro vypocet koncentrace vzorku.

Pokud je zndmé& hodnota extinkéniho koeficientu
zvolte €+ MW (molarni) nebo €1% (objemovy). V
opacném pripadé extinkeni koeficient vypocitejte
nebo zvolte moZnost nejlépe odpovidajici roztoku
zkoumaného vzorku.

Tip : V optimalnim pfipadé stanovte empiricky
hodnotu extinkéniho koeficientu pomoci roztoku se
sledovanym proteinem o znamé koncentraci s
pouzitim stejného pufru.

84 NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka

Dostupneé funkce pro extinkéni koeficient
+ 31, pfedpoklada €0,1% (1 mg/mL) pfi 205 nm = 31

* Scopes predpoklada €0,1% (1 mg/mL) pfi 205 nm = 27 + 120 *
(A280/A205)

* Other protein, Zadejte hodnotu objemového extinkéniho koeficientu v
L/gm-cm pro roztok proteinu o koncentraci 1 mg/mL (€0,1%)

Poznamka : Detailngji viz Typ vzorku.

Thermo Scientific
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MéFeni proteinu metodou A205

Vypocet koncentrace proteinu je stanoven pfi Merene parametry

absorbanci vinové délky 205 nm, zvolené nebo zadané B

hodnoty extinkéniho koeficientu a optické drahy vzorku. A205 absorbance (absorbance pfi 205 nm)

Alternativné je mozné pouzit jednobodovou korekci

(single-point baseline correction). Pozn : Méfeni absorbance mikroobjemovych vzork( a analyzy provadéné
s nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na ekvivalent optické

Koncentrace se uvadi v objemovych jednotkéch, Ize ji drahy 10,0 mm.

pomoci vhodného kalkulatoru pfepocitat na molarni

koncentraci sekvence vzorku. * Hodnoty absorbance proteinu se méfi pii 205 nm normalizovaného

Thermo Scientific

spektra. Pokud neni zapnuta korekce (Baseline Correction) stanovuje
se koncentrace proteinu na zakladé této hodnoty.

* Pokud je zapnuta korekce (Baseline Correctior) program vypocita
hodnotu normalizované a korigované absorbance pfi 280 nm a na
zakladé této hodnoty se stanovuje koncentrace proteinu.

A280 absorbance (absorbance pfi 280 nm)

* RovnéZ jsou dostupné Udaje normalizované a korigované (baseline-
corrected) hodnoty absorbance pfi 280 nm.

Sample Pathlength (opticka draha)

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optimalni hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na zakladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

+ Pro méfeni v kyveté je optické draha vzorku stanovovana a zakladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spektra a hodnoty absorbance jsou normalizovéany na
ekvivalent optické drahy 10 mm.

Vystupni parametry
+ Koncentrace proteinu. Vystupni hodnota ve zvolenych jednotkach

(mg/mL or pg/mL). Vypotty vychazeji z Lambert-Beerova zakona pfi
pouZiti korigované absorbance proteinu.

Souvisejici témata
o+ Lambert-Beerdv z&kon

* Vypocty v modulu Protein A280

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 85






Kvantifikace proteinu metodou BCA

MEfi se celkova koncentrace
nepurifikovaného proteinu ve
vzorku pouZitim bicinchoninové
kyseliny jako kolorimetrického

Cinidla.

Méfeni celkové koncentrace proteinu

Zaznam vysledkd

Nastaveni

Meze detekce

Méreni celkové koncentrace proteinu

Thermo Scientific

Aplikace Protein BCA vyuZiva jako kolorimetrické Cinidlo kyselinu bicinchoninovou pro stanoveni
celkové koncentrace proteinu v nepurifikovaném vzorku. Tato aplikace se vyuziva pro méfeni
zfedénych vzorkil nebo proteiny obsahuijicich latek, které vykazuiji vyraznou absorbanci v intervalu
200-280 nm (proto nelze pouZit pfimé méfeni koncentrace proteinu pfi vinovych délkach 280 nm a
205 nm). Pro vypocet koncentrace proteinu aplikace vyuZivd méfeni absorbance pfi 562 nm s
pouZzitim standardni kyvety. Je aplikovan jednobodovy korekéni proces (single-point baseline
correction).

Teorie analyzy proteinu metodou BCA

Proteinovy kit BCA vyuziva bicinchoninovou kyselinu (BCA) jako detek&niho Cinidla pro Cu™, které
se vytvareji redukci Cu™ urgitym proteinem v alkalickém prostfedi. Pfi tomto procesu vznikne chelaci
dvou molekul BCA a jednoho iontu médi (Cu™) fialové zbarvena latka. PFi vytvoreni chelatu Cu-BSA
vznikne protein, jehoZ koncentrace se méfi pfi 562 nm (korigovana - baseline corrected) a
absorbanci na vinové délce 750 nm. Firma Thermo Scientific nabizi sady kit( BCA ¢inidel a CuSO,,
ze je objednat prostrednictvim lokalniho obchodniho zastupce.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 87
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Proteinoveé kity a protokoly

Aktudlni nabidku kitd a protokol(l naleznete na webovych strankach NanoDropu. DodrZujte postupy
doporucené vyrohci kitli pro vSechny standardy a vzorky (unknowns). Zajistéte spravné ¢asovani a
teplotu celého Cipu.

Néktefi vyrobci kitli poskytuji zarover proteinové standardy. Prestoze méfenim na podstavci
pristroje NanoDrop One je mozné analyzovat vysokokoncentrované vzorky proteind, na rozdil od
klasickych spektrofotometrd s kyvetou, miiZete pro vasi analyzu pfipravit proteinovy standard s vyssi
koncentraci nez poskytuje vyrobce.

Prace se standardizovanymi kfivkami

Standardizovana kfivka se vyuziva pro kolorimetrickou analyzu proterinu.
« Kazdy pokus vyZaduje novou standardizovanou kfivku.

« Pripravte standardy a vzorky pro analyzu stejnym postupem. Viz vyrobcem
doporucené pokyny a postupy.

- V8echny referenéni vzorky a standardy roztokd musi pouzivat stejny purf pro
resuspendovani vzorku a musi obsahovat stejny objem pfidaného Cinidla.

— Prvnim standard je referencni méfeni. Referencni roztok neméa obsahovat zkoumany
analyt. (Referen¢ni méfeni neni totozné s méfenim blanku. Tato aplikace vyZaduje oba
procesy.

- Rozsah koncentraci standard( musi pokryvat dynamicky rozsah €ipu (pole) a arrayji
predpokladany rozsah analyzovaného (neznamého) vzorku. Koncentrace zkoumaného
analytu nejsou extrapolovany mimo rozsah nejvyssich standardd.

* PouZijte nastaveni v aplikaci pro zadani koncentrace standard( a specifikujte zplisob
méfeni standard( a vzork{ (pocet opakovani a pod.)

— V zavislosti na nastaveni typu kfivky, je mozné vygenerovat standardni kfivku
pfi pouziti dvou a vice standard(.

- Software pfistroje vyZaduije jedno referenéni méreni a umoZiuje az 7 standardd.
- Koncentraci standard( Ize zadat v libovolném pofadi avSak standardy je nutné zméfit v

pofadi jakém byli zadany. Nicméné se doporucuje provést méfeni v pofadi od nejméné
koncetrovaného po nejvySe koncentrovany standard.
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

* Pro kolorimetrické Cipy kromé proteinu Pierce 660, provedte blakovani pfistroje s
deionizovanou vodou. V pfipadé proteinu Pierce 660 provedte blank s referenénim roztokem
(viz dale v textu).

* Zméfte referenéni roztok a viechny standardy nezZ zacnete s méfenim vzorki. (Po
zméfeni prvniho vzorku jiZ nelze zménit nastaveni standardnich kfivek).

KdyZ méfite standardy, zobrazi se obdobné obrazovka méfeni jako pfi méfeni zkoumanych
vzorkd.

Menu:; Koncentrace standardu  Referencni koncentrace
kliknutim otevfit a hodnoty absorbace  a hodnoty absorbace

Sample 1

# of Protein
Replicates (mg/mL)

1 0.000 | -0.637

A562

1 1 2.050

(4H]

185

4.690

10mm Absorbance
1]

(B ; _ e
450 550 700 750

Protein BCA & ° Wavelength (nm)

Blank Measure

Posunutim prstem doleva
zobrazit standardni kfivku

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 89
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Posunutim prstem doleva zobrazit sestavenou standardni kfivku. Vzorovy pfiklad:

Nastaveni typu kFivky R? hodnota (1,0 = nejlepsi korelace)

Sample 1

#of Protein
Replicates (mg/mL)

0.000 | -0.

Curve type: Linear R2 Value: 0.945

2.050

4.690 .

05

o
]
0
=
[=]
[7:]
0
<
E
E
Q

(=]

a5 -
e & @ Protein (mg/mL)
Measure J

Bilé krouzky reprezentuiji Posunutim prstem doleva
hodnoty standard(i zobrazit tabulku standardd

Parametr R’ je ukazatelem kvality korelace mezi standardni kfivkou a standardnimi
daty (hodnota 1,0 odpovida nejlepsi korelaci).
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Posunutim prstem doleva zobrazit sestavenou standardni kfivku. Vzorovy pfiklad:

Sample 1
# # of Replicates Standard Name Protein (mg/mL) ABG2
Ref 1 Reference 0.000 -0.637
1 1 Standard 2.050 0.385
2 1 Standard - 4.690 0.950

Protein BCA

Blank Measure

Zmacknéte a podrZte zvolenou fadu v kterékoliv pfedchozi obrazovce pro zobrazeni
podrobnosti jednotlivych standardd. Vzorovy piiklad:

Standard Details Protein BCA Pedestal

Standard Name Standard

Created on 9/30/2015 6:58:37 PM

Protein (mg/mL): 4.690

A562: 0.950 Klikn Utlm

R2 Value: 0.945 Smaiete
prislusne
méreni

ﬁJ
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Po zméFeni minimalniho poctu standardu se pro zvoleny typ kiivky zobrazi podobna zprava:

Protein BCA

Standards Complete!

“) Load more standards

®) Run samples

Load more standards (nahrat dal3i standardy): ndvrat do obrazovky pro nastaveni kde
mUZete pidat nebo editovat hodnoty koncentrace standardli a nasledné tyto standardy meéfit.

Run samples (spustit méfeni vzorkil): pokradovani do obrazovky méfeni, poté jiz nelze
standardy editovat.

* MUZete pridat, editovat nebo smazat standardy kdykoliv pfed zahajenim prvniho méfeni.
Add standard (vSechny standardy)
-z obrazovky pro méfeni standard kliknéte na = > [application name] Setup

- Kkliknéte na prazdnou polozku Concentration field a zadejte hodnotu nového standardu

—  kliknéte na Done

Edit standard (editace standardu)

-z obrazovky pro méfeni standardd kliknéte na E > [application name] Setup
- kliknéte na polozku Concentration field a editujte hodnotu koncetrace

—  kliknéte na Done

Delete standard (smazani standardu)

-z obrazovky méfeni standard(i, obrazovky standardnich kfivek nebo obrazovky dat standard
zmacknéte a podrzte zvolenou fadu pro zobrazeni polozky Standard Details box

i . i,
—  kliknéte na W

Prislusny standard se jiz dale nebude zobrazovat na obrazovce méfeni ani hodnota jeho
koncentrace na obrazovce pro nastaveni.

Poznamka Timto postupem je mozné smazat referenéni méfeni je vSak nutné ihned
zadat novou referenci.
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

* Po zméfeni minimalniho poctu standardd se pro zvoleny typ kiivky se zobrazena zprava
LJnvalid Curve” zméni na ,Valid Curve” (Zobrazi se i kdyzZ definujete dalSi standardy, které
jesté nebyly zméfeny). Pokud po zadani véech standard(l na obrazovce zlstane
zprava’lnvalid Curve”, zkuste nasledujici:

- vyberte jiny typ kfivky
- preméite standardy pomoci spravnych standardnich materialli

Valid Curve indicator: Je indikatorem nedostate¢ného minimalniho poctu bodt pro
sestaveni vybrané kfivky. Tento indikator nezajistuje integritu kfivky. Napfiklad bude nutné
doplnit dalsf standardy pro pokryti predpokladaného rozsahu koncentraci testd.

MéFeni standard(l a vzork(l proteinu metodou BCA

POZNAMKA

+ NepouZivejte rozstiikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikova opticka vlakna v kabelech.

NeZ zacnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pistroje NanoDrop One, zvednéte rameno pfistroje a
vyCistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisténi podstavcil provedte alespori novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavca.

Méreni standardd BCA a vzorkl
1. Na z&kladni obrazovce vyberte poloZku Proteins a zvolte Protein BCA. .

2. Specifikujte typ kiivky a poCet replikaci pro kazdy standard a zadejte koncentraci
kazdého standardu.

Tip: Pro tuto analyzu doporucujeme nastavit parametr Curve Type na ,Linear”

3. Mé&feni blanku:

— Napipetujte 2 mL deionizované vody na doIni podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo
vlozte kyvetu s deionizovanou vodou do drzaku kyvety.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 93
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou
drahou pfistroje.

kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfeni

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem,
nebo odstrarite kyvetu

4, Méfeni referenénich standard( :

napipetujte 2 mL referenniho roztoku na podstavec pristroje, nebo vloZzte kyvetu
(referencni vzorek nesmi obsahovat proteinovy standard), viz Prace se standardnimi
kfivkami.

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce

Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pristroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

5. Méfeni zbytkovych standardd:

napipetujte 2 mL standardu 1 na podstavec, nebo vioZte kyvetu se standardem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting v&tSi nez 1, méfeni zopakujte

zopakujte vySe uvedené kroky pro kazdy dalSi standard (po zméfeni vSech specifikovanych

standarddl a replikatll se zobrazi zprava pro moznost nahrani dalSiho standardu nebo pro
moznost zahajeni méfeni vzork()

po ukon&eni méfeni standardd kliknéte na Done (posunutim prstem doleva zobrazite
standardni kfivku)

6. Méfeni vzorku:

napipetujte 2 mL vzorku 1 na podstavec, nebo vloZte kyvetu se vzorkem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

7. Po ukonceni méfeni vzorkl kliknéte na End Experiment

8. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Souvisejici témata

« Doporucené pokyny pro méfeni protein(

« Kvantifikace mikroobjemovych vzork(

* Méfeni vzorkd v kyveté

94 NanoDrop One User Guide
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

+ Pfiprava vzork{ a blank

o Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou BCA

Obrazovka méreni proteinu metodou BCA (pfistupna z modulu Data Viewer)

Pfi méfeni kaZdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spektra a
souhrn vysledku. Standardni kfivku Ize rovnéz zobrazit posunutim prstem doleva z obrazovky
méfeni (nebo z modulu Data Viewer viz dalSi obrazek).
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Menu:; Koncentrace Absorbance
kliknutim otevrit proteinu pfi 562 nm
Ed Data Viewer -

Protein

(mg/mL) s Kliknutim na
e fadu se zvoli a
aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik rad
soucasné se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
S— : Zmacknéte a
Protein BCA ‘ LI podrte
gth (nm),

zvolenou fadu

pro zobrazeni

10mm Absorbance

podrobnosti
Zoomovanim dvéma Posunutim prstem ‘
o pr: Uchopenim
prsty prizpusobit osy; doleva zobrazit tabulky a
dvojkliknutim resetovat standardni kfivku :
J posunutim
nahoru/dol{
Poznamka zobrazit vice
* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové delce 750 nm (hodnota absorbance nebo méne
750 nm se ode€ita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkéch spektra vzorku). dat

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Obrazovka méreni proteinu metodou BCA pro standardni kfivku

Standardni obrazovka kfivek graficky znazorfiuje vztah mezi méfenymi standardy a
vypocitanymi standardnimi kfivkami, méfenou absorbanci a stnovenymi koncentracemi
vybraného vzorku. Vodorovna linie spojuje hodnoty absorbance vzorku na ose Y se
standardni kfivkou. Svisla linie spojuje tento bod s hodnotou koncentrace vzorku na ose X.

Parametr R’je ukazatelem kvality korelace mezi standardni kfivkou a standardnimi daty
(hodnota 1.0 odpovida nejlepsi korelaci).
Menu; R? hodnota Koncentrace proteinu
kliknutim otevfit Typ kitvky (1,0 = nejlepsi korelace) _ v méfeném vzorku
Absorbance

"= [EQ pataViewer -’7 pfi 562 nm

Curve type: 2nd order polynomial R2 Value: 1.000 # (Pm';;f;';_) A562 Kliknutim na
fadu se zvoli a
1 2.035 0.356 —p .
aktualizuje
. 2 obrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik rfad
soucasne se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
Protein BCA ® & o -rotein (mag/riL) ZVOlenOU Fadu
Cervené &tverecky Bilé krouzky reprezentuji pro zobrazeni
reprezentu;jf data vzorku hodnoty standardd podrobnosti

S ) ) Uchopenim
Zoomovanim dvéma Volba stranky; Posunutim prstem tabulky a

prsty prizpdsobit osy; doleva zobrazit nasledujici nebo posunutim
dvojkliknutim resetovat ~ predchazejici stranku nahoru/dol(i

zobrazit vice
nebo méné
dat

o)

10mm Absorbance
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

98

Vysledky méreni metodou BCA

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrZte zvolenou

fadu. Vzorovy priklad:

Vzorkovaci Oznaceni vzorku;
metoda kliknutim editovat

Sample Details Pedestal

Sample Name Sample 1|

Created on 9/20/2015 6:29:56 PM

Protein (mg/mL): 2.035

A562: 0.356

Baseline correction 750.00 nm 0.04 absorbance

e @

VInova delka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
o Z&kladni ovladani pristroje

* VypoCty proteinu A280

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka

Datum/Cas
méreni
Koncentrace proteinu

Absorbance
pii 562 nm

Thermo Scientific
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Kvantifikace proteinu metodou BCA

Nastaveni méreni proteinu metodou BCA

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein BCA kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na [BJ > Protein BCA setup

Poznamka MiZete editovat v modulu Curve Type settings pii méfeni standardd volbou
prislusného seznamu v horni ¢asti obrazovky méfeni. MliZete editovat hodnotu koncentrace
standardnim zplisobem v obrazovce pro nastaveni. Po prvnim méfeni vzorku parametry jiz

nelze ménit.
Nastaveni Popis
Curve Type Specifikujte typ rovnice standardni kfivky na zakladé standardnich hodnot koncentrace.
(typ Kfivky) Dostupné funkce:

- Linear : Zobrazi se pfimka sestrojena linearni interpolace metodou nejmensich ctvercl vyuzitim
véech méfenych standard( (vyZaduje referenéni méfeni alespor jednoho standardu)

- Interpolation:
Zobrazi se skupina pfimek spojujici vSechny méfené standardy (vyzaduje

referencni méreni alespon jednoho standardu)

2" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem druhého stupné vyuZitim
vSech méfenych standardd (vyZaduje referenéni méfeni alespoi dvou standardu)

3" order polynomial ;
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem tfetiho stupné vyuzitim vSech
mérenych standardl (vyZaduije referencni méfeni alespoi tfech standardd)

Replicates Zadejte poCet méreni referenci nebo stejnych standard(l nebo vzork( které jsou
(replikaty) zprlimérovany.

Poznamka : Nastaveni replikatli jiz nelze ménit po prvnim zméfeni standardu.

Standards Zadejte hodnotu koncentrace kazdého standardu.
(standardy)
Poznamka : Hodnoty koncentrace Ize zadat v libovolném pofadi avSak standardy se musi

méfit v pofadim v jakém byly zadany.

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 99






Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Méfi se celkova koncentrace
nepurifikovaného proteinu ve
vzorku pouzitim barviva
Coomassie Blue jako
kolorimetrického Cinidla.

Méreni celkové koncentrace proteinu

Zaznam vysledkd

Nastaveni

Meze detekce

Méreni celkové koncentrace proteinu

Thermo Scientific

Aplikace Protein Bradford vyuziva jako kolorimetrické ¢inidlo barvivo Coomasive Blue pro stanoveni
celkové koncentrace proteinu v nepurifikovaném vzorku. Tato aplikace se vyuziva pro méfeni
zfedénych vzorkil s nizkou mezi detekce nebo pro méfeni proteind piitomnych jako komponenty,
které vykazuiji vyraznou absorbanci v intervalu 200-280 nm (proto nelze pouzit pfimé méfeni
koncentrace proteinu pfi vinovych délkach 280 nm a 205 nm). Pro vypocet koncentrace proteinu
aplikace vyuzivad méfeni absorbance pfi 562 nm s pouzitim standardni kyvety. Vice informaci viz

Postup se standardni kyvetou. Je aplikovan jednobodovy korekéni proces (single-point baseline
correction).

Teorie analyzy metody Bradford

Proteinova analyza Bradford vyuZiva proteinem vyvolany posun absorbace barvivem Coomassie
Blue pro stanoveni celkové koncentrace proteinu. Vzniknuty komplex proteinu a barviva se méfi pfi
595 nm (korigovana - baseline corrected) a absorbanci na vinové délce 750 nm. Firma Thermo
Scientific nabizi kity stabilizovanych smési obsahujci barvivo Coomassie Blue, alkohol a aktivni
latkou - tyto kity Ize objednat prostfednictvim lokalniho obchodniho zastupce.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 101
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Pro zvySeni spolehlivosti analyzy proteinu metodou Bradford:

* Pracujte rychle a nenechavejte zbyte¢né dlouho pfipravené standardy a vzorky. S
narlistajicim Gasem se vytvareji agregované ¢astice v barvivu Coomassie a vazby mezi
barvivem a proteinem, které zpdsobuji vyrazné fluktuace v hodnotach zaznamenané
absorbace.

* Méfte standardy a vzorky v trojim vyhotoveni pouZitim novych alikvot pro kazdé méfeni.
Pro méfeni na podstavci, je jeho odezva (signél vazby protein-barvivo) pfi 595 nm limitovana
hodnotou ~0-0,150A kvilli délce optické drahy podstavce, ktera ¢ini 1,0 mm, koncentraci
barviva Commassie Blue a kyselému pH.

Poznamka Pokud pouzivate pfistroj NanoDrop One® je mozné docilit silngjsi signal
absorbance pokud se pouzije méfeni v kyveté.

Analyzy s proteinovymi kity a protokoly

Aktudlni nabidku kitd a protokol(i naleznete na webovych strankach NanoDropu. DodrZuijte postupy
doporucené vyrobcemi kitli pro viechny standardy a vzorky. Zajistéte stejné ¢asovani a teplotu v
pribéhu analyz.

Neéktefi vyrobci kitd poskytuiji zaroven proteinové standardy pro standardni kivku. Prestoze méfenim
na podstavci piistroje NanoDrop One je mozné analyzovat vysokokoncentrované vzorky proteind,
na rozdil od klasickych spektrofotometrdl s kyvetou, mliZete pro vasi analyzu pfipravit proteinovy
standard s vySsi koncentraci nez poskytuje vyrobce.

MéFeni standard(d a vzork( metodou Bradford

POZNAMKA

» NepouZzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikové opticka viakna v kabelech.
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

NezZ zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vyCistéte dolni a horni ¢ast podstavce. CiSténi podstavci provedte alespor novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavc.

Méfeni s kitem BCA a vzorku

1. Na z&kladni obrazovce vyberte poloZku Proteins a zvolte Protein Bradford.

2. Specifikujte typ kiivky a pocet replikaci pro kazdy standard a zadejte koncentraci
kazdého standardu.

Tip: Pro tuto analyzu doporucujeme nastavit parametr Curve Type na ,2nd Order
Polynomial” a zadat hodnotu parametru Replicates = 3.

3. Méfeni blanku:

— Napipetujte 2 mL deionizované vody na dolni podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo
vlozte kyvetu s deionizovanou vodou do drzaku kyvety.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 103
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou
drahou pfistroje.

kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfeni

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem,
nebo odstrarite kyvetu

4, Méfeni referenénich standard( :

napipetujte 2 mL referenniho roztoku na podstavec pristroje, nebo vloZzte kyvetu
(referencni vzorek nesmi obsahovat proteinovystandard), viz Prace se standardnimi
kfivkami.

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce

Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pristroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

5. Méfeni zbytkovych standardd:

napipetujte 2 mL standardu 1 na podstavec, nebo vioZte kyvetu se standardem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting v&tSi nez 1, méfeni zopakujte

zopakujte vySe uvedené kroky pro kazdy dalSi standard (po zméfeni vSech specifikovanych

standarddl a replikatll se zobrazi zprava pro moznost nahrani dalSiho standardu nebo pro
moznost zahajeni méfeni vzork()

po ukon&eni méfeni standardd kliknéte na Done (posunutim prstem doleva zobrazite
standardni kfivku)

6. Méfeni vzorku:

napipetujte 2 mL vzorku 1 na podstavec, nebo vloZte kyvetu se vzorkem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

7. Po ukonceni méfeni vzorkl kliknéte na End Experiment

8. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Souvisgjici témata

* Prace se standardnimi kfivkami

+ Doporucené pokyny pro méfeni protein(i

+ Méfeni mikroobjemovych vzorki
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

+ Méfeni vzorkd v kyveté
* Pfiprava vzorkd a blank(

o Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou Bradford

Obrazovka méreni metodou Bradford (pfistupna z modulu Data Viewer)

Pfi méfeni kaZdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spektra a

souhrn vysledku. Standardni kfivku Ize rovnéz zobrazit posunutim prstem doleva z obrazovky
méfeni (nebo z modulu Data Viewer viz dalsi obrazek).

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirutka 105
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Menu; Koncentrace Absorbance
kliknutim otevfit proteinu pii 595 nm
— 14 Data Viewer -.
* (m/m) Kliknutim na
| 1.950 0794 -1 Tadusezvolia
aktualizuje
2 2.034 0.828 7obrazené
3 1.875 0.762 spektrum;
"é 4.065 1.672 k“antim na
42 nékolik rad
E 3.994 1.642 soucasné se
= zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
0oL , — Zmacknéte a
580 720 740 podrzte

Protein Bradford Wavelength (nm)

zvolenou radu
pro zobrazeni
podrobnosti

Zoomovanim dvéma Posunutim prstem doleva h )
prsty pﬁzpﬁsobit 0sy; zobrazit standardni kfivku tJ% ?Eemm
g , abdu a
dvojkliknutim resetovat ya
posunutim
nahoru/dol{
Poznéamka zobrazit vice
* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 750 nm (hodnota absorbance nebo mene
750 nm se odecita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkach spektra vzorku). dat

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.
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Obrazovka méreni proteinu metodou Bradford

Standardni obrazovka kfivek graficky znazorfiuje vztah mezi méfenymi standardy a
vypocitanymi standardnimi kfivkami, méfenou absorbanci a stnovenymi koncentracemi
vybraného vzorku. Vodorovna linie spojuje hodnoty absorbance vzorku na ose Y se
standardni kfivkou. Svisla linie spojuje tento bod s hodnotou koncentrace vzorku na ose X.

Parametr R’je ukazatelem kvality korelace mezi standardni kfivkou a standardnimi daty
(hodnota 1,0 odpovida nejlepsi korelaci).

Menu; R? hodnota Koncentrace proteinu
kliknutim otevfit Typ kitvky (1,0 = nejlepsi korelace) v méfeném vzorku
Absorbance
3 Data Viewer = [-Z)rl 595 nm
Curve type: 2nd order polynomial R2 Value: 1.000 P (Pm';;f;';_) A595 Kliknutim na
fadu se zvoli a
- 1 1.950 0.794 —— aktualizuje
2 2.034 0.828 zobrazené
T sp_ektru,m;
Y 2] kliknutim na
g, 4065 1. nékolik fad
é;’ Z_ Selected sample 3.094 soucasne se
£ zobrazi
Sl prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
0 | | podrzte
Protein Bradford e & o -rotein (mg/riL) ZVOlenou i,'adu

pro zobrazeni

Cervené étvere(“:ky Bilé krouzky reprezentuji

reprezentu;ji data vzorku hodnoty standardd podrobnost
Uchopenim
Zoomovanim dvéma Volba stranky; Posunutim prstem tabulky a
prsty prizpdsobit osy; doleva/doprava zobrazit posunutim
dvojkliknutim resetovat ~ nésledujici nebo predchazejici nahoru/dold
stranku zobrazit vice
nebo méné
dat
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Poznamka

* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 750 nm (hodnota absorbance
750 nm se odecita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkach spektra vzorku).

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Vysledky méfeni proteinu metodou Bradford

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy priklad:

Vzorkovaci Oznaceni vzorku;

metoda kliknutim editovat
Sample Details Pedestal
Sample Name Custom 2, 1 v

ustom Datum/Cas

Created on 9/15/2015 2:52:08 PM méfem’
Protein (mg/mL): 4.065 Koncentrace proteinu
AbB95: 1.672 Absorbance
Baseline correction 750.00 nm 0.01 absorbance pfl 595 nm

o] @

VInova delka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
+ Priklady standardnich kivek
¢ Zakladni ovladani pfistroje

* Vypocty proteinu A280
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Kvantifikace proteinu metodou Bradford

Nastaveni méreni proteinu metodou Bradford

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein BCA kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na B3 > Protein Bradford Setup

Poznamka Mizete editovat v modulu Curve Type settings pii méfeni standardd volbou
pislusného seznamu v horni ¢asti obrazovky méfeni. MliZete editovat hodnotu koncentrace
standardnim zplisobem v obrazovce pro nastaveni. Po prvnim méfeni vzorku parametry jiz

nelze ménit.
Nastaveni Popis
Curve Type Specifikujte typ rovnice standardni kfivky na zakladé standardnich hodnot koncentrace.
(typ kfivky) Dostupné funkce:

- Linear : Zobrazi se pfimka sestrojena linearni interpolace metodou nejmensich ctvercl vyuzitim
vSech méfenych standard(l (vyZaduje referenéni méfeni alespori jednoho standardu)

- Interpolation:
Zobrazi se skupina pfimek spojujici vSechny méfené standardy (vyZaduje
referenéni méfeni alespor jednoho standardu)

— 2" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem druhého stupné vyuZitim
vSech méfenych standardd (vyZaduje referenéni méfeni alespoi dvou standardd)

— 3" order polynomial ;
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomiélni regresi s polynomem tfetiho stupné vyuzitim vech
mérenych standardd (vyZaduije referencni méfeni alespoii tfech standardd)

Replicates Zadejte poCet méfeni referenci nebo stejnych standardd nebo vzorki které jsou
(replikéty) zprimérovany.

Poznamka : Nastaveni replikatti jiz nelze ménit po prvnim zméfeni standardu.

Standards Zadejte hodnotu koncentrace kazdého standardu.
(standardy)
Poznamka : Hodnoty koncentrace Ize zadat v libovolném pofadi avSak standardy se musi

méfit v pofadim v jakém byly zadany.

Souvisejici témata

+ Nastaveni pristroje
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry

MEFi se celkova koncentrace
nepurifikovaného proteinu ve

vzorku pouZzitim barviva Folin-
Coicalteu jako kolorimetrického
Cinidla.

Méreni celkové koncentrace proteinu
Zaznam vysledkd

Nastaveni

Meze detekce

Méreni celkové koncentrace proteinu

Aplikace Protein Lowry vyuZiva jako kolorimetrické Cinidlo barvivo Folin-Coicalteu pro stanoveni
celkové koncentrace proteinu v nepurifikovaném vzorku. Tato aplikace se alternativné vyuZiva pro
méfeni zfedénych vzork{ s nizkou mezi detekce nebo pro méfeni proteind pfitomnych jako
komponenty, které vykazuiji vyraznou absorbanci v intervalu 200-280 nm. Pro vypocet koncentrace
proteinu aplikace vyuziva méfeni absorbance pfi 650 nm s pouZzitim standardni kyvety. Vice
informaci viz Postup se standardni kyvetou. Je aplikovan jednobodovy korekEni proces (single-point
baseline correction).

Teorie analyzy metody Lowry

Analyza Protein Lowry je zaloZena na reakci proteinu se siranem médnatym v alkalickém roztoku, za
vzniku tetradentatového komplexu médi a proteinu. Cinidlo Folin-Coicalteu je efektivné redukovéano
Umérné mnozstvi chelatového komplexu médi. Roztok barviva je vodé (modré barvy) se méfi pfi 650
nm (korigovana - baseline corrected) a absorbanci na vinové délce 405 nm. Firma Thermo Scientific
nabizi kit s barvivem Folin-Coicalteu a CuSO, - tyto produkty Ize objednat prostrednictvim lokalniho

obchodniho zéastupce.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelskd pfirucka 111



12

Kvantifikace proteinu metodou Lowry

Analyzy s proteinovymi kity a protokoly

DodrZujte postupy doporucené vyrobcem kitli pro vSechny standardy a vzorky. Zajistéte stejné
¢asova a teplotu v pribéhu analyz.

Méreni proteinu metodou Lowry

POZNAMKA

+ Nepouzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kifemikova opticka viakna v kabelech.

Nez zacnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pistroje NanoDrop One, zvednéte rameno pfistroje a
vyCistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisténi podstavcil provedte alespoii novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavca.

MéFeni s kitem Protein Lowry a vzorku
1. Na z&kladni obrazovce vyberte poloZku Proteins a zvolte Protein Lowry .

2. Specifikujte typ kiivky a poCet replikaci pro kazdy standard a zadejte koncentraci
kazdeho standardu.

Tip: Pro tuto analyzu doporucujeme nastavit parametr Curve Type na ,2nd Order
Polynomial” a zadat hodnotu parametru Replicates = 3.

3. Méfeni blanku:

= Napipetujte 2 mL deionizované vody na dolni podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo
vloZte kyvetu s deionizovanou vodou do drzaku kyvety.
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry
Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou
drahou pfistroje.
kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfeni

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem,
nebo odstrarite kyvetu

4, Méfeni referenénich standard( :

napipetujte 2 mL referenniho roztoku na podstavec pristroje, nebo vloZzte kyvetu
(referencni vzorek nesmi obsahovat proteinovy standard), viz Prace se standardnimi
kfivkami.

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce

Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pristroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

5. Méfeni zbytkovych standardd:

napipetujte 2 mL standardu 1 na podstavec, nebo vioZte kyvetu se standardem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnutd)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting v&tSi nez 1, méfeni zopakujte

zopakujte vySe uvedené kroky pro kazdy dalSi standard (po zméfeni vSech specifikovanych

standarddl a replikatll se zobrazi zprava pro moznost nahrani dalSiho standardu nebo pro
moznost zahajeni méfeni vzork()

po ukon&eni méfeni standardd kliknéte na Done (posunutim prstem doleva zobrazite
standardni kfivku)

6. Méfeni vzorku:

napipetujte 2 mL vzorku 1 na podstavec, nebo vloZte kyvetu se vzorkem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakuijte

7. Po ukonceni méfeni vzorkl kliknéte na End Experiment

8. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Souvisgjici témata

* Prace se standardnimi kfivkami

+ Doporucené pokyny pro méfeni protein(i

+ Méfeni mikroobjemovych vzorki

Thermo Scientific
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry
* Méfeni vzorki v kyveté

+ Pfiprava vzork{ a blank

o Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou Lowry

Obrazovka méreni metodou Lowry (pfistupna z modulu Data Viewer)

P méfeni kazdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spekira a
souhrn vysledku. Standardni kiivku Ize rovnéz zobrazit posunutim prstem doleva z obrazovky

méfeni (nebo z modulu Data Viewer viz dalSi obrazek).

Mgnu; ’ 5 Koncentrace
kliknutim otevrit proteinu

Absorbance
pii 650 nm

= [ DataViewer - Kliknutim na

Protein
(mg/mL)

5.717

3.228

AB50

2.934

1.594

-8

3.576

1.781

1.511

10mm Absorbance

[+

0

400 6 700 750
Protein Lowry eoee Wavelength (nm)

i

Zoomovanimdvéma  Posunutim

prsty pfizpdsobit osy;  prstem doleva
dvojkliknutim resetovat  zobrazit

standardni kfivku

114 NanoDrop One - UzZivatelska prirucka

0.669

fadu se zvoli a
aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik fad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
zvolenou fadu
pro zobrazeni
podrobnosti

Uchopenim tabulky a
posunutim nahoru/dol{
zobrazit vice nebo meneé dat
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry

Poznamka

* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 405 nm (hodnota absorbance
750 nm se odecita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkach spektra vzorku).

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorkli a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Obrazovka méreni proteinu metodou Lowry

Standardni obrazovka kfivek graficky znazorfiuje vztah mezi méfenymi standardy a
vypocitanymi standardnimi kfivkami, méfenou absorbanci a stnovenymi koncentracemi
vybraného vzorku. Vodorovna linie spojuje hodnoty absorbance vzorku na ose Y se
standardni kfivkou. Svisla linie spojuje tento bod s hodnotou koncentrace vzorku na ose X.

Parametr Rje ukazatelem kvality korelace mezi standardni kfivkou a standardnimi daty
(hodnota 1,0 odpovida nejlepsi korelaci).
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry

Menu: R? hodnota Koncentrace proteinu
kliknutim otevit Typ kiivky (1,0 = nejlepsi korelace) v m&feném vzorku
Absorbance

. — I @ Data Viewer - pﬁ 650 nm
’7

Protein

Curve type: Linear R2 Value: 0.998 # (me/mt) AG50 Kliknutim na
1 — WO fadu se zvoli a
+ aktua“ZUje
zobrazené

spektrum;
kliknutim na
nékolik fad
soucasneé se
zobrazi

(=]

10mm Absorbance

prekryta
spektra (max.
5)
Zméacknéte a
. 30 podrzte
Protein Lowry {mg/mL) .
zvolenou fadu
Cervené &tverecky Bilé krouzky reprezentuji pro zobrazeni
reprezentu;i data vzorku hodnoty standardd podrobnosti
Zoomovanim dvéma Volba stranky; Posunutim prstem Uchopenim
prsty pfizplsobit osy; doleva/doprava zobrazit tabulky a
dvojkliknutim resetovat ~ nasledujici nebo pfedchazejici posunutim
stranku nahoru/dol(
zobrazit vice
Vysledky méreni proteinu metodou Lowry nebo méné
dat

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrZte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry

Vzorkovaci Oznaceni vzorku;

metoda kliknutim editovat
Sample Details Pedestal
Sample Name Sample 1 .

Datum/Cas

Created on 8/26/2015 1:19:36 PM méFeni
Protein (mg/mL): 8717 Koncentrace proteinu
A650:. | 2.934 Absorbance
Baseline correction 405.00 nm 0.02 absorbance pfl 650 nm

[ o] @

VInova delka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
+ Priklady standardnich kfivek

+ Zakladni ovladani pfistroje

Nastaveni méfeni proteinu metodou Lowry

Thermo Scientific

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein Lowry kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na (B > Protein Lowry Setup

Poznamka Mizete editovat v modulu Curve Type settings pii méfeni standardd volbou
prislusného seznamu v horni ¢asti obrazovky méfeni. Milzete editovat hodnotu koncentrace
standardnim zplisobem v obrazovce pro nastaveni. Po prvnim méfeni vzorku parametry jiz
nelze ménit.
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Kvantifikace proteinu metodou Lowry

Nastaveni Popis

Curve Type Specifikujte typ rovnice standardni kfivky na zakladé standardnich hodnot koncentrace.
(typ kfivky) Dostupné funkce:

Linear : Zobrazi se pfimka sestrojena linearni interpolace metodou nejmensich ¢tvercl vyuzitim
vSech méfenych standard( (vyZaduje referenéni méfeni alespori jednoho standardu)

Interpolation:
Zobrazi se skupina pfimek spojujici vSechny méfené standardy (vyzaduje
referenéni méfeni alespon jednoho standardu)

2" order polynomial ;
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem druhého stupné vyuZitim
vSech méfenych standardd (vyZaduje referenéni méfeni alespoi dvou standardu)

3" order polynomial ;
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem tfetiho stupné vyuzitim vSech
mérenych standardd (vyZaduije referencni méfeni alespoii tfech standardd)

Replicates Zadejte poCet méfeni referenci nebo stejnych standard(i nebo vzorkl které jsou
(replikéty) zprimérovany.

Poznamka : Nastaveni replikatli jiz nelze ménit po prvnim zméfeni standardu.

Standards Zadejte hodnotu koncentrace kazdého standardu.

(standardy)
Poznémka : Hodnoty koncentrace Ize zadat v libovolném pofadi avSak standardy se musi
méfit v pofadim v jakém byly zadany.

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

MEéfi se celkova koncentrace
nepurifikovaného proteinu ve

vzorku pouZzitim pfisluSného

barviva jako kolorimetrického

Cinidla.

Mereni celkové koncentrace proteinu
Zaznam vysledkd

Nastaveni

Meze detekce

Méreni celkové koncentrace proteinu

Aplikace Protein Pierce 660 vyuZiva jako kolorimetrické Cinidlo patentované barvivo pro stanoveni
celkové koncentrace proteinu v nepurifikovaném vzorku. Tato aplikace je vhodna pro méfeni vzorki
protein(i obsahujicich vysoké mnoZstvi detergenttl, redukénich Cinidel pfipadné jinych bézné
pouzivanych rozpoustédel. Pro vypoCet koncentrace proteinu aplikace vyuZiva méfeni absorbance
pi 660 nm s pouZitim standardni kyvety. Vice informaci viz Postup se standardni kyvetou. Je
aplikovan jednobodovy korekéni proces (single-point baseline correction).

Teorie analyzy metody Pierce 660

Analyza Protein Pierce 660 je zaloZena na reakci na vazbé patentovaného komplexu metalického
barviva v kyselém prostfedi, ktera zplisobuje posun absorb&niho maxima méfeného pfi 660 nm. Tento
komplex metalického barviva mé Cerveno hnédou barvu, ktera se po navazani na protein zméni na
zelenou. Zména barvy je zplisobena odevzdanim protonu barviva pfi nizkém pH urychlovaného
interakci s pozitivné nabitymi vazbami aminokyselin v proteinech. Barvivo reaguje pfevazné se
zékladnimi aminokyselinami protein(i jako jsou histidin, arginin a lyzin a méné ¢asto tyrozin, tryptofan a
fenylalanin. Vysledny produkt se méfi pfi 660 nm (baseline-corrected) pfi absorbanci 750 nm.
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

120

Barva ktera vznikne pri této analyze je stala a jeji intenzita se imérné zvysuje s narlistem
koncentrace proteinu. Pro zvySeni kompatilbility je moZné pfidat Cinidlo IDCR (Detergent
Compatibility Reagent), které obsahuje vysoky podil iontovych Cinidel véetné pufru Leammli SDS s
barvivem bromofenolova modf. Cinidlo IDCR se dokonale rozpousti pfi michani a neovliviuje
analyzu. Fy. Thermo Scientific nabiz kity pro anlyzy proteind - tyto kity Ize objednat prostfednictvim
lokalniho obchodniho zastupce. Pro informace k produktu IDCR kontaktujte prosim vyrobce.

Analyzy s proteinovymi kity a protokoly

Aktudlni nabidku kit(l a protokolli naleznete na webovych strankach NanoDropu. DodrZujte postupy
doporucené vyrobcemi kitli pro vSechny standardy a vzorky (unknowns). Zajistéte stejné ¢asova a
teplotu v priibéhu analyz.

Neékteri vyrobci kitd poskytuiji zaroven proteinové standardy (pro standardni kfivku). Pfestoze
méfenim na podstavci pristroje NanoDrop One je mozné analyzovat vysokokoncentrované vzorky
proteint, na rozdil od klasickych spketrofotometrli s kyvetou, miZete pro vasi analyzu pfipravit
proteinovy standard s vySSi koncentraci neZ poskytuje vyrobce.

MéFeni standardd a vzork( metodou Pierce 660

POZNAMKA

* NepouZivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ NepouZzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikova opticka viakna v kabelech.

NezZ zaCnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pfistroje a
vycistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisteni podstavcl provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavct.

NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka Thermo Scientific
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

MéFeni standardd a vzork( metodou BCA
1. Na z&kladni obrazovce vyberte polozku Proteins a zvolte Protein Pierce 660.

2. Specifikujte typ kiivky a poCet replikaci pro kazdy standard a zadejte koncentraci
kazdeho standardu.

Tip: Pro tuto analyzu doporucujeme nastavit parametr Curve Type na ,Linear”
3. Méfeni blanku:

= Napipetujte 2 mL referen¢niho roztoku na dolni podstavec a sklopte rameno pfistroje
nebo vloZte kyvetu s deionizovanou vodou do drzaku kyvety (referencni vzorek nesmi
obsahovat proteinovy standard, vice informaci viz Méfeni se standardnimi kfivkami
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou
drahou pfistroje.

kliknéte na Blank a pockejte na ukonc¢eni méfeni

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem,
nebo odstrante kyvetu

4. Méfenti referenénich standard(i :

napipetujte 2 mL referen¢niho roztoku na podstavec pristroje, nebo vlozte kyvetu
(referenéni vzorek nesmi obsahovat proteinovy standard), viz Prace se standardnimi
kfivkami.

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce

Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétsi nez 1, méfeni zopakuijte

5. Méfeni zbytkovych standard(:

napipetujte 2 mL standardu 1 na podstavec, nebo vioZte kyvetu se standardem 1

sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pristroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétsi nez 1, méfeni zopakuijte

zopakuijte vySe uvedené kroky pro kazdy dalSi standard (po zméfeni vSech specifikovanych

standardul a replikatll se zobrazi zprava pro moznost nahrani dalSiho standardu nebo pro
moznost zahajeni méfeni vzorku)

po ukonceni méfeni standardd kliknéte na Done (posunutim prstem doleva zobrazite
standardni kfivku)

6. Mé&Feni vzorku:

napipetujte 2 mL vzorku 1 na podstavec, nebo vlozte kyvetu se vzorkem 1
sklopte rameno pfistroje pro zahajeni méfeni (nebo kliknéte na Measure pokud je funkce
Auto-Measure vypnuta)

zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu

pokud je parametr Replicates setting vétSi nez 1, méfeni zopakujte

7. Po ukonceni méfeni vzork{ kliknéte na End Experiment

8. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem, nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Related Topics

* Prace se standardnimi kfivkami

+ Doporucené pokyny pro méfeni protein(i

+ Méfeni mikroobjemovych vzorkl
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

* Méfeni vzorki v kyveté
« Priprava vzorkd a blank(

¢ Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni proteinu metodou Pierce 660

Obrazovka méfeni metodou Pierce 660 (pfistupna z modulu Data Viewer)

PTi méfeni kazdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spektra a
souhrn vysledku. Standardni kfivku Ize rovnéz zobrazit posunutim prstem doleva z obrazovky
méfeni (nebo z modulu Data Viewer viz dalSi obrazek).
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

Menu; Koncentrace Absorbance
kliknutim otevfit proteinu pfi 660 nm
- - Kliknutim na
(Fn’i;’ﬁﬁi’l) AG60 fadu se zvoli a
aktualizuje
5.296 1.424 T b ;
zobrazené
- 1.248 0.309 spektrum;
A 12.346 3.367 kliknutim na
5 nékolik rad
3 = soucasneé se
E zobrazi
S 5 prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
e ' 750 zvolenou fadu
Protein Pierce 660nm =sss Wavelength (nm) pro zobrazeni
podrobnosti
Zoomovanim dvéma Posunutim prstem ]
prsty pfizplsobit osy; doleva zobrazit Uchopeqlm tabulky a o
dvojkliknutim resetovat standardni kfivku posunutim nahoru/ FIovIu
zobrazit vice nebo mené dat

Poznamka

* Korekce (baseline correction) se provadi na vinové délce 405 nm (hodnota absorbance
750 nm se odecita od hodnot absorbance pfi vSech vinovych délkach spektra vzorku).

* Méfeni absorbance mikroobjemovych vzork(i a analyzy provadéné s nestandardnimi
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Obrazovka méreni proteinu metodou Pierce 660

Standardni obrazovka kfivek graficky znazorfiuje vztah mezi méfenymi standardy a
vypocitanymi standardnimi kfivkami, méfenou absorbanci a stnovenymi koncentracemi
vybraného vzorku. Vodorovna linie spojuje hodnoty absorbance vzorku na ose Y se
standardni kfivkou. Svisla linie spojuje tento bod s hodnotou koncentrace vzorku na ose X.
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

Parametr R’je ukazatelem kvality korelace mezi standardni kfivkou a standardnimi daty
(hodnota 1,0 odpovida nejlepsi korelaci).

Menu; R? hodnota Koncentrace proteinu
kliknutim otevit Typ kiivky (1,0 = nejlepSi korelace) v méfeném vzorku
Absorbance
E"Q Data Viewer -’7 pﬁ 660 nm
Curve type: Linear R2 Value: 0.998 # (Pm';;f;';_) A660 ) )
Kliknutim na
L P296 e fadu se zvoli a
1.248 0.309 aktualizuje
° 12.346 3.367 ZObrazené
3 spektrum;
8 | — 4 kliknutim na
<~ \ybrany vzorek nékolik fad
£ © soucasné se
= 9 zobrazi
prekryta
spektra (max.
_ 9

T . = Zmacknéte a
Protein Pierce 660nm ng/mL) pOdrite
zvolenou fadu
pro zobrazeni

Bilé krouzky reprezentuji
hodnoty standardi

Cervené &tverecky
reprezentu;ji data vzorku

podrobnosti
Zoomovanim dvéma  Volba stranky; Posunutim prstem )
prsty pfizplisobit osy; ~ doleva/doprava zobrazit nasledujici Uchopenim
dvojkliknutim resetovat  nebo predchazejici stranku tabulky a
posunutim
nahoru/dol(i
Vysledky méreni proteinu metodou Pierce 660 zobrazit vice
Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) nebo mené
zobrazi sumarni vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, dat

zmacknéte a podrzte zvolenou fadu. Vzorovy pfiklad:
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

Vzorkovaci Oznaceni vzorku;

metoda kliknutim editovat
Sample Details Pedestal
Sample Name o

2l d Datum/¢as

Created on 8/27/2015 11:38:45 AM méfeni
Protein (mg/mL): 12.346 Koncentrace proteinu
A660: 3.367 Absorbance
Baseline correction 750.00 nm 0.01 absorbance pﬁ 650 nm

[ o] @

VInova délka korekce  Absorbance korekce
(baseline correction (baseline correction
wavelength) absorbace)

Souvisejici témata
« Priklady standardnich kfivek

¢ Zéakladni ovladani pristroje

Nastaveni méreni proteinu metodou Pierce 660

Pro zobrazeni nastaveni aplikace Protein Pierce 660 kliknéte z hlavni obrazovky
méfenina B > Protein Pierce 660 Setup

Poznamka MiZete editovat v modulu Curve Type settings pii méfeni standard( volbou
prislusného seznamu v homi ¢asti obrazovky méfeni. MiZete editovat hodnotu koncentrace
standardnim zplisobem v obrazovce pro nastaveni. Po prvnim méfeni vzorku parametry jiz
nelze ménit.
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Kvantifikace proteinu metodou Pierce 660

Nastaveni Popis

Curve Type Specifikujte typ rovnice standardni kfivky na zakladé standardnich hodnot koncentrace.
(typ Kfivky) Dostupné funkce:

Linear : Zobrazi se pfimka sestrojena linearni interpolace metodou nejmensich ¢tvercl vyuzitim
vSech méfenych standard(l (vyZaduje referenéni méfeni alespori jednoho standardu)

Interpolation:
Zobrazi se skupina pfimek spojujici vSechny méfené standardy (vyZaduje

referencni méfeni alespor jednoho standardu)

2" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem druhého stupné vyuzitim

vSech méfenych standardl (vyZaduje referenéni méfeni alespoi dvou standard()

3" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem tfetiho stupné vyuZzitim vSech
mérenych standardd (vyZaduje referencni méreni alespoi tfech standard)

Replicates Zadejte pocet méfeni referenci nebo stejnych standardd nebo vzorki které jsou
(replikaty) zprimérovany.

Poznamka : Nastaveni replikat(i jiz nelze ménit po prvnim zméfeni standardu.

Standards Zadejte hodnotu koncentrace kazdého standardu.

(standardy)
Poznamka : Hodnoty koncentrace Ize zadat v libovolném poradi avSak standardy se musi

méfit v pofadim v jakém byly zadany.

Pokud potiebujete zadat pfedeslé namérené hodnoty absorbance standarddl, zvolte toto
zaSkrtavaji policko:

@ Absorbance data for standards can be
either measured or entered manually.
Uncheck this box to measure
absorbance data. Check the box to
manually enter the absorbance values.

a nasledné zadejte hodnoty absorbance vSech standardd.

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje
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Méreni hustoty metodou OD600

MEFi se koncentrace bunécné
kultury v roztoku na z&kladé
rozptyleného svétla pfi 600 nm.

Méfeni metodou OD600
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Vypocty

Méreni hustoty metodou OD600

Aplikace OD600 se pouziva na sledovani rychlosti riistu bakterialnich nebo mikrobialnich bunécnych
kultur na zakladé méfeni optické hustoty (absorbance) kultury v rdstovém médiu pfi vinové délce 600
nm. Metoda je zaloZena na Lambert-Beerové zakonu a uZivatelsky definovaného konverzniho faktoru
a vyjadrfujici zavislost mezi absorbanci a koncentraci. Vysledkem analyzy je zaznam rlistu bunécné
kulturyt tj. zda se jedna o logaritmicky, exponencialni rist &i stacionarni stav.

Vystupem aplikace OD600 je koncentrace bunék v jednotkéch pocet bunék/ml. kyvety. Je mozné
aplikovat jednobodovy korekeni proces (single-point baseline correction).Tato aplikace nevyZaduje

standardni kfivku.

Poznamka V dsledku velkého mnoZstvi rozptyleného svétla v analyzach, ma absorbance
typicky nizké hodnoty.

Teorie analyzy metodou OD600

Aplikace OD600 je zaloZena na méfeni odrazeného (transmitovaného) svétla, kterou pouziva k
vypoctu absorbace. Ve spektrofotometrii je transmitované svétlo definovano jako svétlo, které neni
absorbovano latkou ale je odrazeno a rozptyleno vzorkem.
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Méfeni metodou OD600

V pripadé vzorku se Zivymi burikami pfevaZzuje prdchod (transmise) svétla nad rozptylem, odrazem i
absorbci. MnoZstvi rozptyleného svétla zavisi na charakteru pfistroje. Viypocitané hodnoty absorbance
jsou proto typicky velmi nizké

Vypocitana hodnota absorbance se pouZiva ke stanoveni hustoty bunék v roztoku v jednotkach pocet
bunék/ml. Fyzikalni z&konitosti a vzorce, které vztahuiji optické vlastnosti Zivych bunék ke koncentraci
zahrnuiji:

Buriky, které maji odlidny index lomu svétla od okolniho média ndhodné odrazuji a
rozptyluji svétlo dopadajiciho svételného paprsku. Mira rozptylu svétla je ukazatelem
hustoty bunék ve vzorku.

Labert-Beerllv zakon vyjadfuje vztah mezi absorbanci a koncentraci. Detailngji viz \/ypocty
pro méfeni metodou OD60O.

Pro méfeni v kyveté s pristrojem NanoDrop One, jsou pfesné hodnoty absorbance typicky
v rozmezi 0,04 Aaz 1,5A. Sériové fedéni vzorkl nejCastéji potfebné pro ziskani
absorbance v tomto intervalu.

VSechna méfeni se maji provadét se stejnym typem spektrofotometru a stejnou metodou
(méfeni na podstavci vs. méfeni v kyvetg) jelikoZ rozptylené svétlo zavisi na optickych
charakteristikach. Pokud pouZijete jiny spektrofotometr nebo metodu, je potfebné vysledky
prepocitat pomoci konverzniho faktoru. Napf. pro porovnani vysledkt OD analyzy
méfenim na podstavci vs. v kyveté, se konverzni faktor stanovi nasledovné:

Konverzni faktor = Hodnota z metody OD méf. v kyveté/ Hodnota z metody OD méf. na podstavci

Osvédcené postupy pro méreni hustoty metodou OD600

Zkontrolujte jestli absorbance vzorku lezi v rozsahu mezi detekce absorbance.

Provedte blanky v priibéhu rlistu kultury nebo kultivaéniho média s burikami

Spustte blankovaci cyklus pro stanoveni ovlivnéni absorbance sledovaného roztoku média.
Pokud roztok média ykazuje silnou absorbanci na vinové délce nebo v blizkosti vinové viastni
délky analyzy (nejCastéji 600 nm), je mozné pouZit jiny pufr nebo aplikaci jako kolorimetricky
Cip (napf. BCA nebo Pierce 660). Podrobnéji viz \Volba a méreni blanku.

Provedte fedéni podle potfeby aby nedoslo k prekroCeni dynamického rozsahu analyzy nez
zkoumana kultura dosahne stacionarni fazi. Linearni rozsah Gzce zavisi na optické
konfiguraci soustavy a proto se liSi pro méfeni na podstavci a na kyveté. Stanoveni linearniho
rozsahu:

Vytvorte soustavu zfedénych vzorkl s Gerstvé (~16 hod) kultivovaného mikrobialniho kmene

-  Sestavte graf zavislosti hodnot z analyzy OD600 a faktoru fedéni
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Méfeni metodou OD600

Horni mez detekce je metodou OD600 naméfena hodnota pfiblizujici se linearni zavislosti
mezi faktorem fedéni a ode¢tenou hodnotou z OD600

+ Jemné ale diikladné promichejte vzorky tésné pied rozdélenim (aliquot).

+ Provadéni mikroobjemovych méfeni:

— Ujistéte se, zda jsou podstavce néleZité Ciste a udrzované. (Proteiny snadno ulpivaji na povrchu
podstavcl).

Zabrafite vzniku bublin pfi michani a pipetovani.

Bezprostfedné spustte méfeni aby jste vyloudili sedani a odpar

DodrZuijte doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni

Pouzivejte vzorkek o objemu 2 mL, Blize viz doporuceny objem vzorkd.

Pro ziedéné roztoky, které vykazuiji absorbanci pfi 600 nm, pouZijte k méfeni absorbance jinou
vinovou délku napf. 400 nm, nebo namisto mokroobjemového méfeni provedte méfeni v kyveté.

+ Pro méfeni v kyveté (pouze v piistroji NanoDrop One®):
- PoutZijte Cistou plastovou, sklenénou nebo kfemikovou kyvetu
- DodrZujte doporuceni pro méfeni v kyveté.

- Pro tuto analyzu nepouZivejte automatické michani.

MéFeni vzorkd metodou OD600

POZNAMKA

* Nepouzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ NepouZivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikova opticka vlakna v kabelech.

Nez zaCnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vycistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisteni podstavcl provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailnéji viz Cisténi podstavct.
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MéFeni vzorku proteinu metodou OD600
1. Na zékladni obrazovce pfistroje vyberte tabulku OD600 a zvolte OD600.

2. Specifikujte konverzni faktor poctu bunék a dle potfeby druhou sledovanou vinovou délku
nebo korekci absorbance

3. Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na doIni podstavec a sklopte rameno
pfistroje nebo vlozte kyvetu s blankem do drzaku kyvety.

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou drahou
pfistroje.
4, Kliknéte na Blank a poCkejte na ukongeni méfeni.

Tip: Je-li zapnuté funkce Auto-Blank, méfeni blanku se spusti automaticky po sklopeni
dolniho ramene. (Tato funkce neni dostupné pro méfeni s kyvetou).

5. Zvednéte rameno a oCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem, nebo
odstranite kyvetu s blankem.

6. Napipetujte roztok vzorku o objemu 2 mL na podstavec a sklopte rameno pfistroje nebo
vloZte kyvetu do drzaku kyvety.

7. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuté funkce Auto-Measure sklopte rameno, Pokud je tato
funkce vypnutd, sklopte rameno a zvolte Measure

- Kyveta: Zvolte Measure

Po ukonéeni méfeni vzorkd se zobrazi spektra a vysledky méfeni (déle viz text nize).

8. Po ukon&eni méfeni vzork{ zvolte End Experiment.

9, Zvednéte rameno a vycistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem nebo
vyjméte kyvetu se vzorkem.

Souvisejici témata
« Kvantifikace mikroobjemovych vzork{
* Méfeni vzorki v kyveté
+ Priprava vzork( a blank(

o Zakladni ovladani pfistroje

132 NanoDrop One - UzZivatelska prirucka Thermo Scientific



14
Méfeni metodou OD600

Vysledky méreni metodou OD600

Obrazovka méreni metodou OD600 (dostupna z modulu Data Viewer)

PTi méfeni kazdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spektra a
souhrn vysledkd. Vzorovy priklad:

. : , . . Korigovana
Mgnu, Korigovanaabsorbance  Korekce doplnéné absgrbance
kliknutim otevrit pfi 600 nm absorbance _vinova délka 010

dopInénou
id Data Viewer --r vinovou
N .
délku

it AB00  Correction A A(N)

3 063 000 600 0634 Kliknutimna

fadu se zvoli a
4 062 000 600 062 | oyppfizyie

5 059 000 600 059 | zobrazené
spektrum;

kliknutim na
nékolik rad
soucasne se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
d)
Zmacknéte a
podrzte
zvolenou fadu
pro zobrazeni

0.57

600

0.00

10mm Absorbance

Zoomovanim dvéma prsty Posunutim prstem doleva

pfizplsobit osy; dvojkliknutim  zobrazit tabulku s dal3imi podrobnosti
resetovat vysledky méreni
Uchopenim
Poznamka Méfeni absorbance mikroobjemovych vzorki a analyzy provadéné s tabUIky a
nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm. posunutlm
nahoru/dold
zobrazit vice
nebo méné
dat
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Vysledky méreni hustoty metodou OD600

Uvodni obrazovka objevujici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:

Typ aplikace ~ Vzorkovaci Oznacenivzorku,
metoda kliknutim editovat

Sample Details 0D600 Pedestal

Sample Name

Sample 7 Datum/¢as
Created on 10/15/2015 8:43:59 PM meéreni
AB00: 0.57 Korekce abs.
Absorbance correction 0.00 pﬁ 600 nm
Additional monitored 600 nm Korekce
wavelength (A) "B
Abs(Wavelength) 0.57 absorbance
Factor (108) 1.00 —_ Doplnéna vinova
Cells/ml (108) N 57 délka
@ Korigovana
absorbance
Koncentrace bunécné kultury — Faktor pro doplnénou |
(A600 * Faktor) vinovou délku

Souvisejici témata
« Zakladni ovladani pfistroje

+ Vypocty OD600

Nastaveni méreni metodou OD600

Pro zobrazeni nastaveni aplikace OD600 kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
na [ > 0D600 setup
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Méfeni metodou OD600

Nastaveni Dostupné volby Popis
Absorbance correction  Hodnota absorbance UZivatelsky definovana korekce absorbance. Hodnota korekce
(korekce absorbance) mezi 0a 300 A absorbance zobrazeného spektra. Tato funkce je vhodna

napfiklad pro korenkéni kiivku zpisobeny jakymkoliv rozdilem
mezi roztokem média pro blank a média pouZitého pro sepenzni
kultury, protoze rozptylené svétlo obvykle vytvari offset.

Hodnota korekce absorbance se odeCita od hodnot absorbance
pii vSech vinovych délkach spektra vzorku. (VSechny zobrazené
hodnoty absorbance reprezentuji korigované hodnoty.)
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Nastavenf

Additional monitored
wavelength (1)

doplnéna sleodvana
vinova délka

Dostupné volby

Any wavelength between
250 nm and 700 nm

Popis

UZivatelsky definovana vinova délka. Zadejte hodnotu dopinéné
vinove delky pro méfeni (vhodné pro ziedéné vzorky vykazujici
nizkou absorbanci pii 600 nm).

Pokud pouZijete alternativni (dopinénou) vinovou délku, koncentraci
bunék se stanovi podle vzorce:

c = Al * faktor (I
kde:
¢ = koncentrace analytu v jednotkach pocet bunék/ml

A( I = absorbance UV-viditelného svétla pii specifické vinové délce
jendotkach absorbance (A)

faktor( 1) = 1/(€ (1) * b) v jendotkach mL/pocet bunék-cm
kde:

(€) = molarni absorbéni (nebo extinkéni) koeficient
pfi specifické vinové délce

b = opticka draha v cm (1,0 cm pfistroje NanoDrop One)

Cell number Libovolna hodnota
conversion factor (10 8)

faktor pfepoCtu
mnoZzstvi bunék

UZivatelsky definovany faktor; béZné pfijimana hodnota faktroru pro typ
méfenych bunék, nebo hodnota stanovena empiricky pomoci roztoku se
sledovanymi buiikami pfi zndme koncentraci pouZitim stejného média.

Standardni hodnota 1x10° se b&zné pouziva pro faktor vétsiny
suspenzi s bakterialnimi burikami jako nap¥. E.coli.

Tip : VInova délka faktoru specifikovana pro kazdy druh bunék mize
byt ovlivnéna typem pouzitého média pfi méfeni. V optimalnim
pfipadé stanovte faktor empirticky pomoci znamé koncentace roztoku
ze studovanych bunék pfi pouZiti stejného média.

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje
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Méfeni metodou OD600

VypoCty méfeni pro analyzu metodou OD600

Aplikace pro méfeni oligo nuleovych kyselin jsou
obdohné jako ostatni aplikace méfeni nukleovych
kyselin, zaloZeny na modifikovaném Lambert-Beerové
zakonu pro stanoveni koncentrace vzorku na zakladé
extinkéniho koeficientu a optické drahy vzorku, které
jsou spole¢né nahrazeny jednim parametrem
,faktorem”.

V aplikaci OD600 je mozné volit uZivatelsky definovany
faktor pro vypoCet koncentrace vzorku na zékladé
Lambert-Beerova zakona. Pokud je hodnota faktoru
znama, zadejte ji. V opacném pfipadé pouZijte hodnotu
1x10°, ktera dobie charakterizuje vétSinu bakterialnich
buné&nych suspenzi jako napf. E.coli.

Viysledné hodnoty koncentraci bunék jsou vypocitany na
zakladé absorbance pfi 600 nm, zadaného faktoru a
optické drahy vzorku. Alternativné je mozné pouzit
jednobodovou korekei.

Thermo Scientific

MéFené parametry

Absorbace pfi vinové délce 600 nm (A600)

Pozn.: U mikroobjemovych méfeni absorbance a méfeni s nestandardni
kyvetou (s jinou nez 10 mm optickou drahou - tloustkou) je provadéna
normalizace obrazovych spekter na ekvivalent optické drahy (tloustky) 10 mm.

* Hodnoty absorbance bunééné kultury se méfi pfi 600 nm normalizovaného
spektra. Pokud neni specifikovana hodnota absorbance korekce, je touto
hodnotou hodnota A600, ktera se pouZiva k vypoCtu koncentrace bunék.

+ Je-li zvolena korekce absorbance, zobrazi se hodnota korigované absorbance
pfi 600 nm a tato hodnota se pouZiva k vypoCtu koncentrace bunék.

A(€) absorbance

+ Stanovi se hodnoty normalizované absorbance (pokud je zadano) pro

kteroukoliv Dolriujici sledovanou vinovou délku ().

Opticka draha vzorku

+ U mikroobjemovych méfeni zvoli software pfistroje optiméini hodnotu
optické drahy vzorku (mezi 1,0 - 0,03 mm) na zakladé absorbance
vzorku pfi dané vinové délce.

+ Pro méfeni v kyveté je opticka draha vzorku stanovovana a zakladé
nastaveni optické drahy kyvety v softwaru pfistroje. (Viz Zakladni
nastaveni).

+ Zobrazena spektra a hodnoty absorbance jsou hormalizovany na
ekvivalent optické drahy 10 mm.
Zobrazené hodnoty

Cell concentration (koncentrace bunék). Uvedeno v jednotkach pocet
bunék/mL. VypocCty jsou zaloZeny na Lambert-Beerové zakonu pfi pouZiti
korigované hodnoty absorbance A600.
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Uzivatelské méreni

Spusti metodu uZivatelského méfeni
pouZitim modulu Viewer, ktery je
soucasti pristroje NanoDrop One.
Metoda uZivatelskeho méfeni

Smazani metody uziv. méfeni

Zaznam vysledkd

Metoda uzivatelského méreni

PouZijte tuto aplikaci na spusténi uZivatelsky definové metody kterou jste vytvofili v softwaru
pfistroje NanoDrop One na PC. Vice informaci viz \Vytvoreni uzivatelské metody.

Nahrani uZivatelské metody

UZivatelskou metodu méfeni Ize vytvoiit na PC pouze s modulem Viewev v softwaru NanoDrop One.
Pokud chcete spustit uZivatelskou metodu a uloZit vysledky do pfistroje, je nutné tuto metodu nahrat

do pfistroje. (Je to jediny zplisob jak spustit uZivatelskou metodu pokud pfistroj neni pfipojen k PC se
sitovym kabelem nebo pes wifi.)

Poznamka Pokud je PC pfipojen k pfistroji pomoci sitového kabelu nebo pres wifi,
uzivatelska metoda zlstane uloZena v PC a naméfena data se uloZi do databéaze PC.
Vice informaci viz poloZky ,Set Up Ethernet Connection” nebo ,Set Up Wi-Fi
Connections” v menu Nastaveni pfistroje.
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UZivatelska metoda méreni

Nahrani uZivatelské metody do pfistroje

1.

\lyexportujte metodu z PC - zkopiruijte pfisluSny soubor s parametry metody
pfes USB na prenosny flashdisk.

Soubor s parametry metody ma pfiponu ".method”
Pripojte flashdisk na néktery USB port pfistroje.
Na zakladni obrazovce (Home screen) zvolte tabulku Custom a kliknéte na Custom.

Poutzijte rozbalovaci pole v horni ¢asti obrazovky, ktery ukazuje pouzity USB port.

li@ Custom Setup Select USB drive  Front USB

Load Method

Kliknéte na Load Method.

Zobrazi se pole s dostupnymi metodami pro pfistroj NanoDrop One uloZzenymi na pamétovém
USB zafizeni.

Load Method

Green Dye General Use test - 2.method

Green Dye General Use test. method

6. Kliknéte na jednu nebo vice dostupnych metod v poli Load Method box pro volbu metody,

kterou chcete nahrat.

7. Kliknéte na Load.
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UZivatelska metoda méreni

Méfeni vzorkU uzivatelskou metodou

POZNAMKA

» NepouZzivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikova optické vlakna v kabelech.

NezZ zaCnete...

Pred zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno pristroje a
vycistéte dolni a horni ¢ast podstavce. Cisténi podstavcti provedte alespoi novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavct.

Méreni vzorku uZivatelskou metodou

1. Ovérte za je metoda uloZena na stejném misté jako databaze kam chcete ukladat vysledky
méfeni (Vice informaci viz Nahrani uzivatelské metody).

2. Na zakladni obrazovce pfistroje tabulku Custom a kliknéte na Custom.

Pokud ma pfistroj sitovou kartu nebo wifi pfipojeni k PC, zobrazi se okno zprav.

o Data Storage

Current connection:
Local

Please select a location to store your data.

- Spusténi uzivatelské metody nahrané do pfistroje a uloZeni vSech ziskanych vysledk(
méfeni do databaze pfistroje provedete v okné Data Storage volbou Local (viz obrazek
nahore).

- Spusténi uzivatelské metody nahrané v PC pfipojeném k pfistroji pomoci sitového kabelu a
ulozeni vSech ziskanych vysledki méfeni do databaze piislusného PC, provedete v okné
Data Storage volbou Direct-ConnectPC (vice informaci viz ,Set Up Ethernet Connection” v
Nastaveni pfistroje).

- Spusténi uzivatelské metody nahrané v PC pfipojeném k pfistroji pomoci wifi a ulozeni
vsech ziskanych vysledk méfeni do databéaze prislusného PC, provedete v okné Data
Storage volbou pocitacem pfidéleného nazvu (vice informaci viz ,Set Up Wi-Fi
Connection” v Nastaveni pfistroje).

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 141



15

UzZivatelskd metoda méfeni
Po kliknuti na OK se zobrazi menu Custom Setup box (lokalni nebo vzdaleny).
@ Custom Setup Select USB drive  Front USB
Load Method
Select method Method details
Green Dye General Use test Method name Green Dye General Use test
Description Measure wavelengths 260nm
416nm 627nm

Measurment Visible range 190 nm - 840 nm

Analysis wavelength 627 nm

— Pokud je v okné Data Storage nastaveno Local (viz pfedchozi krok), potom se v okné
Custom Setup zobrazi pouze metody uloZené v pfistroji (podrobnéji viz Nahrani
uzZivatelské metody.)

— Pokud je v okné Data Storage nastaveno Direct-Connect PC (Ethernet) nebo nazev
prislusného PC, potom se v okné Custom Setup zobrazi pouze metody uloZené v
pfislusném PC pfipojeném prostfednictvim sité (ethernet) nebo wifi (podrobngji viz
Nahrani uZivatelské metody.)

3. V okné Select Method box, kliknéte na metodu kterou chcete spustit.
@ Custom Setup Select USB drive  Front USB
Load Method
Select method Method details
Green Dye General Use test Method name Green Dye General Use test
Description Measure wavelengths 260nm
416nm 627nm
Measurment Visible range 190 nm - 840 nm
Analysis wavelength 627 nm
Result name Concentration |U
Baseline correction 750 nm
Automated pathlength OFF
User defined factor 11U
Molecular weight 0 Atomic mass units (amu)
Dareantinm far anahimica Mana
e,
Run Method 11}
Informace o vybrané metodé se zobrazi v okné Method Details.
4. Kliknéte na Run Method.
5. Pro méfeni vzorku nasledujte pokyny na obrazovce.
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Souvisejici témata
+ Kvantifikace mikroobjemovych vzorkd
* Méfeni vzorki v kyveté

+ Viytvoreni uZivatelské metody

Zakladni nastaveni pristroje

 Export uZivatelské metody

Smazani uzivatelské metody

15

UZivatelska metoda méreni

- Na zakladni obrazovce (Home screen) vyberte tabulku Custom a kliknéte na Custom.

— Vokné Select Method kliknéte na metodu kterou chcete smazat

e,

— Kkliknéte na ikonu W

Thermo Scientific
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UZivatelska metoda méreni

Vysledky méreni uzivatelskou metodou

Obrazovka méreni uzivatelské metody (pristupna z modulu Data Viewer)

PFi méfeni kazdého vzorku a standardu zobrazi aplikace absorbanci viditelného spektra a
souhrn vysledkd. Vzorovy priklad:

Menu:; Koncentrace
kliknutim otevfit analytu

24 Data Viewer Kliknutim na
fadu se zvoli a
aktualizuje
2.2735 zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik rad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
spektra (max.
5)
Zmacknéte a
podrzte
. . zvolenou fadu
e Dys Gerarsiisetenl Wasnlengs (e pro zobrazenf
podrobnosti

Concentration |U

o
o
=
@
0
4
[=]
w
o
<t
E
E
oS
=

Zoomovanim dvéma Posunutim prstem Uchopenim

prsty pfizplisobit osy; doleva zobrazit tabulku tabulky a

dvojkliknutim resetovat dalSimi vysledky mereni posunutim

nahoru/dolu
zobrazit vice
MéFeni absorbance mikroobjemovych vzorkl a analyzy provadéné s nestandardnimi nebo méné
kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm. dat
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UZivatelska metoda méreni

Vysledky méreni uzivatelskou metodou

Uvodni obrazovka objevuijici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vsech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrzte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:

Nazev Vzorkovaci Oznaceni vzorku;
metody metoda kliknutim editovat

Sample Details Green Dye General Usetest ~ Pedestal

Sample Name

Sample Z v
Datum/Cas
Created on 9/22/2015 6:41:24 PM vy s
mereni
Concentration 4.5208 IU Koncentrace
Analysis wavelength 627 nm ] ana|ytu
Factor 11U
Baseline correction 750 nm 0.00 absorbance | Deta||y
Formula results A627 4.521 0D met0dy
A260 2.927 0D
A416 2977 0D

Pealo fACA AT A AT —

Souvisejici témata

o Z&kladni ovladani pristroje
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Méreni UV-Vis

MéFeni absorbance vzorku aZ pfi 40
vinovych délké&ch napfic
utrafialovym (UV) spektrem a
viditelné oblasti spektra.

Méreni UV-Vis
Zaznam vysledkd
Nastaveni

Meze detekce

Méreni UV-Vis

Aplikace UV-Vis umozfiuje pfistroji fungovat jako klasicky spektrofotometr.
Absorbance vzorku se na obrazovce zobrazuje od 190 nm do 850 nm. Je mozné
urcit az 40 vinovych délek pro sledovani absorbance a zahrnuti do vysledk(. Je
mozné aplikovat automatické prizplisobeni optické drahy a jednobodovou korekei
(single-point baseline correction).

Méreni UV-Vis

POZNAMKA

* NepouZivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ NepouZzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuiji
kfemikovéa opticka vlakna v kabelech.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 147



16
Méfeni UV-Vis

NezZ zaCnete...

Pfed zahajenim méfeni na podstavci pristroje NanoDrop One, zvednéte rameno prfistroje a
vycistéte dolni a horni Cast podstavce. Cisteni podstavct provedte alespoii novym
laboratornim ubrouskem. Detailngji viz Cisténi podstavctl.

Méfeni vzorku pomoci aplikace UV-Vis

. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte tabulku Custom a zvolte Protein A205.

. Specifikujte maximalné 40 sledovanych vinovych délek (nebo je miZete specifikovat pozdéji) a

zda bude aplikovano automatické prizplisobeni optické drahy a jednobodovy korekéni proces
(single-point baseline correction).

- Napipetujte blankovaci roztok o objemu 1-2 mL na dolni podstavec a sklopte rameno

pistroje nebo vloZte kyvetu s blankem do drZaku kyvety.

Tip: Pokud pouZijete kyvetu, musite zarovnat optickou drahu kyvety s optickou drahou
pristroje.

- Kliknéte na Blank a pockejte na ukonceni méfeni.

Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku se spusti automaticky po sklopeni
dolniho ramene. (Tato funkce neni dostupna pro méfeni s kyvetou).

- Zvednéte rameno a ocistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem, nebo

odstrante kyvetu s blankem.

- Napipetujte roztok vzorku o objemu 1-2 mL na podstavec a sklopte rameno pfistroje

nebo vloZte kyvetu do drzaku kyvety.

. Spustte méfeni vzorku:

— Podstavec: Je-li zapnuta funkce Auto-Measure sklopte rameno, Pokud je tato
funkce vypnutd, sklopte rameno a zvolte Measure

- Kyveta: Zvolte Measure

Po ukonceni méfeni vzorkl se zobrazi spektra a vysledky méfeni (dale viz text nize).

. Po ukonceni méfeni vzorkl zvolte End Experiment.

. Zvednéte rameno a vyCistéte oba podstavce s novym laboratornim ubrouskem nebo

vyjméte kyvetu se vzorkem.

Osvédcené postupy pro méreni UV-Vis

+ Zkontrolujte jestli absorbance vzorku lezi v rozsahu mezi detekce absorbance.
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Méfeni UV-Vis

+ Provedte méfeni blanku pomoci stejného roztoku pufru pro resuspendovani sledovaného
analytu. Roztok blanku by mél mit obdobné pH a iontovou silu jako roztok analytu.

+ Spustte blankovaci cyklus pro stanoveni ovlivnéni absorbance roztokem pufru. Pokud roztok
pufru vykazuje silnou absorbanci na vinové délce nebo v blizkosti vinové viastni délky
analyzy, je mozné pouZit jiny pufr nebo zvolit jinou aplikaci. Podrobnéji viz \olba a méreni
blankd.

+ Provadéni mikroobjemovych méfent:

- Ujistéte se, zda jsou podstavce naleZité Cisté a udrzované. (Proteiny snadno ulpivaji na
povrchu podstavcd).

- Jemné ale dikladné vortexujte vzorky pred zahajenim méfeni. Zabraiite vzniku bublin
pfi michani a pipetovani.

- DodrZuijte doporucené pokyny pro provadéni mikroobjemovych méfeni

- PouZivejte vzorek o objemu 1-2 mL, BliZe viz doporuceny objem vzork.

* Pro méfeni v kyveté (pouze s modelem NanoDrop One®) pouzijte kompatibilni kyvetu a
dodrzujte pokyny spravného méfeni v kyveté.

Souvisejici témata
+ Kvantifikace mikroobjemovych vzork{
* Méfeni vzorki v kyveté
+ Doporucené pokyny pro mikroobjemova méfeni
 Doporucené pokyny pro méfeni v kyveté

* Pfiprava vzorkd a blank(

Zakladni funkce pfistroje

Vysledky méreni UV-Vis
Obrazovka méreni v aplikaci UV-Vis

PYi méfeni kazdého vzorku se zobrazi absorbance spektra a souhrn vysledka.
Vzorovy priklad:
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Méfeni UV-Vis

, , 5 _ Absorbance pri
Menu funkci; Néazev vzorku; Absorbance pri kliknutim uzivatelsky
kliknutim kliknutim uzivatelsky definované editovat definované
otevfit editovat vinové délce 1 (450 nm) vinové délce 2

(623 nm)

I- kliknutim editovat
Sample 2
kliknutim pridat

450 v 623 v

Kliknutim na
fadu se zvoli a
aktualizuje
zobrazené
spektrum;
kliknutim na
nékolik fad
soucasneé se
zobrazi
prekryta
500 600 700 800 spektra (max.
. Wavelength (nm) 5)
Zmacknéte a
podrzte

- y ] N .. zvolenou fadu
Zoomovanim dvéma Posunutim prstem Kliknutim ukonCit pro zobrazeni

prsty _pfizpﬁsobit osy; dolve,va zc,)brazitotabvuvlku, méreni a exportovat podrobnosti
dvojkliknutim resetovat  dalSich vysledku méreni  data

3.01 6.45

(=]
|

@
3]
=
@
0
=
=]
0
=]
<
=
=
(=]
—

w
|

Measure u P End Experiment

Uchopenim
tabulky a
posunutim
nahoru/dol{
zobrazit vice
nebo meéne
Vysledky méreni v aplikaci UV-Vis dat

Poznamka Méreni absorbance mikroobjemovych vzorkl a analyzy provadéné s
nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Uvodni obrazovka objevujici se po kazdém méfeni (viz pfedchozi obrazek) zobrazi sumarni
vysledky méfeni. Pro zobrazeni vSech naméfenych hodnot, zmacknéte a podrZte zvolenou
fadu. Vzorovy pfiklad:
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Méfeni UV-Vis
Typ aplikace  Vzorkovaci Oznaceni vzorku;
metoda kliknutim editovat
Sample Details UV-Vis Pedestal
Sample Name Samole 1 .
Smpe Datum/¢as
Created on 11/22/2015 7:05:23 PM méfem’
Automated pathlength ON Automatické
Baseline correction —— 750 nm 0.00 absorbance nastavovénl' vInové
450 nm 3.01 absorbance ——— délky
623 nm 6.45 absorbance — Korekce (base”ne
635nm 6.49 absorbance soccerction)
absorbace
b |— Absorbance pf
450 nm
Uzivatelsky  Korigovana Absorbance '—— Absorbance pii
definované  (baseline pfi 635 nm 623 nm
vinové delky  correction) vinova
delka

Poznamka Skrolovanim nahoru zobrazite hodnoty absorbace pro kteroukoliv uzivatelsky
definovanou vinovou délku.

Souvisejici témata

¢ Zakladni ovladani pfistroje
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Méfeni UV-Vis

Nastaveni méreni UV-Vis

Nastavenf

Monitored
wavelengths
(sledované vinové délky)

Pro zobrazeni nastaveni aplikace UV-Vis kliknéte z hlavni obrazovky méfeni
naikonu B > UV-Vis Setup

Dostupné volby

Zadejte az 40 vinovych
délek mezi 190 nm a 850
nm

Popis

UZivatelsky definované vinové délky pro méfeni a vystupy v
pribéhu analyzy. Hodnoty absorbance pro prvni tfi vinové délky se
zobrazuji na obrazovce méfeni. Po zobrazeni absorbance 8
sledovanych vinovych délek, posute prstem doleva na obrazovce
méfeni - zobrazi se okno Data table. Po zobrazeni vSech sledovanych
vinovych délek, zmacknéte a podrzte zvolenou fadu - objevi se okno
Sample Details (skrolovanim nahoru zobrazite hodnoty absorbance
vSech uZivatelsky definovanych vinovych délek).

Poznamka : Pokud je zapnuta korekce (Baseline Correction),
vSechny zobrazené hodnoty pfedstavuiji korigované hodnoty.

Automated Pathlength

(automaticka opticka draha)

On/ Off
(zapnout / vypnout)

(ovliviuje pouze
méfeni na podstavci)

Volitelna automaticka opticka draha. Pomoci této funkce software
pouZije optimalni (krat3i) optickou drahu na podstavci pro vysoce
koncentrované vzorky pro zabranéni saturace detektoru (podrobné;ji
viz Meze detekce).

* Pokud je funkce zapnuta, pouZije se pfi analyze kratSi opticka délka
pokud néktera vinova délka mezi 220 nm a 850 nm méa hodnotu
ekvivalentni absorbance 12,5 nebo vysSi. Pro vinové délky mezi 190
nm a 219 nm zména na kratsi vinovou délku nastane pokud néktera z
vinovych délek v tomto rozsahu ma hodnotu ekvivalentni absorbance
10 mm nebo 10 a vyssi.

* Pokud je funkce vypnuta z(istane opticka draha podstavce 10 mm
napfic vSemi vinovymi délkami.

Poznamka : Ve vSech pfipadech jsou zobrazené hodnoty absorbance
normalizovanymi hodnotami na ekvivalent optické drahy 10 mm.

Baseline Correction
(korekce)

On/ off

(zapnout / vypnout)

Zadejte vinovou délku
korekce (baseline
correction) v nm nebo
pouZijte vychozi hodnotu
(750 nm)

Volitelna uzivatelsky definovana korekce (baseline correction). Tuto
funkei Ize pouZzit pro kompenzaci rozptylujicimi ¢asticemi zaloZzenou na
odecteni hodnoty absorbance pfi specifikované korigované vinové délce od
hodnoty absorbance vinové délky spektra vzorku. Vysledkem je nulova
absorbance pfi specifické vinové délce korekce (baseline correction).
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Méfeni UV-Vis

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje
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Méreni kinetiky
Provéadéni Casové kinetickych

méfeni v drzaku kyvety (dostupné
pouze v modelu NanoDrop One®)

Méreni kinetiky

Viytvoreni kynetické metody

Editace kynetické metody

eeg, L]
., ®
YT L]

z ’ o [ ]
Zaznam vysledk ITYYY LA

Nastaveni

Meze detekce

Méreni kinetiky

Pfistroj NanoDrop One” Ize pouzit k provadéni Gasovych kinetickych méfeni na vzorcich v kyveté.
Analyza umoznuje nastavit az 3 sledované vinové délky mezi 190 nm a 850 nm pro sledovani
kontinualni absorbance v uzivatelsky definovanych intervalech az v 5 fazich. Méfeni v kyveté
poskytuje rozsifenou dolni mez detekce, ohfev na 37 °C a mikro-michadlo.

Poznamka Rameno pfistroje mlize zlistat zvednuté v pribéhu méfeni v kyveté, umozni
vam to pfidavat Cinidla do roztoku vzorku dle potfeby.

Provadéni kinetickych méfeni

POZNAMKA
* Pro zabranéni poskozeni pristroje Ukapy, ponechavejte obaly s kapalinami v dostatecné
vzdalenosti od pfistroje.

* NepouZivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.
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Méfeni kinetiky

Méfeni vzorku pomoci aplikace Kinetics

1. Na zakladni obrazovce pfistroje vyberte tabulku Kinetics a kliknéte na ikonu Kinetics.

N

w

S

156

Zobrazi se obrazovka Kinetics Setup screen. Pokud bylo vytvofeno vice kinetickych metod,
které jsou uloZeny na zvoleném UloZisti (Data Storage Location), zobrazi se tyto v seznamu
Selected Method box. Popis zvolené metody se zobrazi v seznamu Method Details.

Kinetics Setup

Select method

Method details

Testl
Test2

EN

Create Method Edit Method

. Volba metrody :

Method name Test3
Description
UV range 190 nm - 350 nm

250 nm 260 nm 325 nm

Measurement range
Wavelengths to

monitor
Number of stages 2
Time unit Time (seconds)
Interval :
Delay Hie #Intervals  Duration
Stage 1 2.00 7 -
Stane 2 INERAM 200 > AR

Run Method ﬁ

« vyberte pfisluSnou metodu kliknutim na method name v seznamu Select Method

« vytvorte novou metodu kliknutim na Create Method, specifikujte nastaveni metody a

zvolte Save Method

* editujte stavajici metodu kliknutim na method name a volbou Edit Method.

Zadejte nékterou funkci pro kyvetu (ohfev nebo promichani) kliknutim na ikonu = >

Settings (detailngji viz Obecna nastaven).

Poznamka : Pokud opticka draha (délka) kyvety neni 10 mm, specifikujte skuteCnou
hodnotu optické drahy v menu General Settings.

. Kliknéte na Run Method.

. Méfeni blanku:

- Naplrite kyvetu dostate€nym mnozstvim blanku pro pokryti optické drahy pristroje

- Zvednéte rameno pfistroje a vloZte kyvetu s blankem do drzaku kyvety, zajistéte aby
byla zarovnana opticka draha kyvety s optickou drahou vzorku.

— Kliknéte na Blank.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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Méfeni kinetiky

Pokud je zvoleno Heat Cuvette to 37 °C v menu General Settings, zobrazi se zprava s
hodnotou aktudlni teploty nez ohfivac dosahne poZadovanou cilovou teplotu pfed zahajenim
méfeni:

Cuvette Heater Status

Heating in progress...

Pokud chcete
upfednostnit blank,
bezprostredné kliknéte

— na Blank Now.

- Pockejte na ukonéeni méfeni blanku a poté vyjméte kyvetu.

Current temperature 36.9°C |

Target temperature el |

Poznamka : Cilova teplota ohfevu neni nastavitelna.
6. Méfeni vzorku:
- Napliite kyvetu dostateCnym mnoZstvim vzorku pro pokryti optické drahy pfistroje
- VloZte kyvetu se vzorkem do drZaku kyvety, zajistéte zarovnani optickych drah

—  Kliknéte na Measure

Pokud je zvoleno Heat Cuvette to 37 °C v menu General Settings, zobrazi se zprava s
hodnotou aktualni teploty nez ohfiva¢ dosédhne pozadovanou cilovou teplotu pfed zahajenim
méfeni:

Poznamka : MiiZete pridat Cinidla do vzorku kdykoliv v pribéhu méfeni

Experiment Ize pozastavit kliknutim na Pause v dolni ¢asti obratovky méfeni (pokud potfebujete
pfedCasné ukoncit experiment, kliknéte na Stop)

—_— —
Pause Stop

- Vyckejte na ukonceni vSech fazi méreni
- Vyjméte kyvetu a vyCistéte ji podle doporuceni vyrobce

Vysledky kazdého méfeni v kazdé ¢asovém intervalu se zobrazuiji v realném Case. Po ukonceni
vSech fazi méfeni se zobrazi spekira a vysledky celého experimentu.

7. Po posouzeni naméfenych dat zvolte End Experiment. KaZdy uloZeny experiment obsahuje jeden
kompletni soubor kinetického méfeni podle zvolené metody.

Souvisejici témata

+ Méfeni vzorku v kyveté
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Méfeni kinetiky

+ Doporucené postupy pro méfeni s kyvetou
+ Priprava vzork{ a bank

¢ Zakladni nastaveni pfistroje

Vytvoreni kinetické metody

Kinetické metody Ize sestavit a spustit pouze v pfistroji NanoDrop One. Nicméné pokud takovou
metodu vytvofite Ize ji uloZit do databaze pfistroje NanoDrop One, nebo do modulu NanoDrop Viewer
database na pfipojeném PC. Postup pro vytvoreni nové kinetické metod:

— na zakladni obrazovce kliknéte na tabulku Kinetics > Kinetics application .

- kliknéte na Create Method (nastaveni metod se provede v tabulce Name and Range,

Kinetics Setup

Name and Range Stages and Intervals
Method name Test
Description
Measurement range Wavelengths to monitor

() UV range (190 nm - 350 nm) tem inavelengt i)

(=) Visible range (350 nm - 840 nm)
() UV-Vis range (190 nm - 840 nm) 2

() Custom range nm to nm 3

- podle potfeby zadejte polozky Method Name a Description, zvolte Measurement
range (rozsah méfeni) a specifikujte parametr Wavelengths to monitor (sledované
vinové délky - limitné 3).
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Méfeni kinetiky

- kliknéte na tabulku Stages and Intervals (zobrazeny jsou faze a nastavené intervaly)

Kinetics Setup

Mame and Range Stages and Intervals

Number of stages _ Time unit

Delay Interval time # Intervals  Duration

] K000 K
sece 2 [ N NS I - D -
suce > [ GO N I . N

Stage 1

Save Method Run Method

- zvolte Number of stages (poCet fazi) a Time unit (jednotky ¢asu - minuty nebo sekundy)

pro kazdou fazi specifikujte # intervals (pocet intervalll), Interval times (Casové intervaly)
a Delays (zpoZdéni - libovolna hodnota mezi fazemi)

Zobrazené barevné fady a obdélniky predstavuji vizualni zobrazeni specifikovanych fazi.
Barevné fady vyjadfuji zaCatek a konec kazdé faze; barevné obdélniky odpovidaji
specifikovanému zpoZzdéni a poctu intervalu jednotlivych fazi.

- pro uloZeni metody a navrat do polozky Kinetics menu kliknéte na Save Method

Poznamka Metoda se uloZi na aktualné vybrané uloZisté (Data Storage Location)
t.. do pfistroje nebo pfipojeného PC

metodu spustite kliknutim na Run Method

Souvisejici témata

+ Editovani kinetické metody

Editace kinetické metody

Kinetické metody Ize editovat pouze v pfistroji NanoDrop One. Editace stavajici kinetické
metody:

— Pokud je k pristroji pfipojen k PC (Ethernet nebo wifi), zkontrolujte zda je spravné

nastavena cesta k UloZisti (Data Storage) pro kinetickou metodu, kterou potfebujete
editovat
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Mefeni kinetiky

- na zékladni obrazovce kliknéte na tabulku Kinetics > Kinetics application

- zvolte metodu kliknutim na jméno pfislusné metody v okné Select Method
- Kkliknéte na Edit Method

- provedte editaci nastaveni metody dle potfeby

- kliknéte na Save Method pro uloZeni vaSich zmén

- kliknéte na Run Method pro spusténi aktualizované metody

Souvisejici témata

« Vytvoreni kynetické metody
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Méfeni kinetiky

Vysledky méreni kinetiky

Obrazovka méreni absorbance

Standardni obrazovka méfeni absorbance se zobrazi bezprostfedné po kliknuti na Measure
v kinetické analyze. Obrazovka zaroveri ukazuje spektrum absorbance pro kazdé méfeni s
vinovou délkou na ose X a absorbanci na ose Y. Svislé liniie spojuji specifikované, sledované
délky. Seznam vpravo zobrazuje ¢asovy zaznam méfeni v kazdé specifikované fazi
(uchopenim tabulky doll zobrazite dalsi zaznamy). Kazdé poloZce v popisovaném seznamu
odpovida pfislusna absorbance spektra, ktera je uvedena vlevo. Nize uvedeny obrazek
zobrazuje charakteristické vysledky analyzy.

Menu funkei: Nazev metody UZivatelsky definované vinové délky Kliknutim na
kliknutim oteviit (zde napriklad 260 nm, 340 nm, 660 nm) Fadu se zvoli a
aktualizuje
¢ Test o zobrazené
e spektrum;

Stage

(seconds) kliknutim na
1 560.01 -1 nékolik rad
soucasneé se

1 570.00

zobrazi
%014 580.01 prekryta
2 590.01 spektra (max.
2 5)

Zmacknéte a
podrzte

zvolenou fadu
pro zobrazeni

600.01

-

L - . podrobnosti
S 300 400 500 600 700 800
Kinetics | P Wavelength (nm)
: Uchopenim
End Experiment tabu|ky a
‘ posunutim
Zoomovanim dvéma Posunutim prstem Kliknutim ukongite ~ nahoru/dolu
prsty prizplisobit osy; doleva zobrazit experiment a zobrazit vice
dvojkliknutim resetovat ~ standardni kfivku vyexportujete data €00 mené dat

Pozndmka Meéfeni provadénd s nestandardni kyvetami jsou normalizovany na
optickou délku 10,0 mm.
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Méfeni kinetiky

Obrazovka pulzniho méreni (Rate measurement screen)

Obrazovku Rate measurement screen zobrazite posunutim prstem vlevo z obrazovky méfeni
absorbance (viz pfedchozi obrazek). Obrazovka Rate measurement screen znazorfiuje
méfenou absobanci vzorku pfi kazdé uzivatelsky definované vinové délce priibéhu casu; na
ose X vynesenen €as a ha ose Y absorbance. Kazdy soubor méfeni pro specifickou vinovou
délku je zobrazen jinou barvou - legenda grafu je zobrazena v levém hornim rohu obrazovky.

UZivatelsky definované vinové délky

260 nm

o
%]

1]
%]
=
@

-]
=
=]
v

0

<

0

Kinetics _;__;,

340 nm

Kliknutim
zaktualizujete
graf
zobrazujici
zmenu
namerené
absorbance v
priibéhu casu
(viz dalsi
obrazek)

|:| Show delta Absorbance vs Time

500 600
Time (seconds)

End Experiment

Posunutim prstem doleva zobrazit tabulku dat; Kliknutim ukoncite
Posunutim prstem doprava navrah do experiment a
obrazovky méreni absorbance vyexportujete data
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Méfeni kinetiky

Kliknéte na Show Delta Absorbance Vs Time pro zobrazeni zmény naméfenych hodnot
absorbance v Case kde kazda hodnota reprezentuje zménu absorbance viici pfedchozi hodnotg.

UZivatelsky definované vinove délky

@ lest3
340 nm /1 Show delta Absorbance vs Time —il Kliknutim
zaktualizujete
graf namérene
absorbance v
priibéhu ¢asu
(viz dalSi
obrazek)

Absorbance

i - : : S ——
0 : 600
Time (seconds)

Kinetics _Li,

End Experiment

Posunutim prstem doleva zobrazit tabulku dat; Kliknutim ukoncite

Posunutim prstem doprava navrat do obrazovky  experiment a
mérfeni absorbance vyexportujete data
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Méfeni kinetiky

Tabulka dat

Tabulka dat se zobrazi posunutim prstem vlevo z obrazovky pulzniho méfeni. V kazdém fadku
je uvedena hodnota absorbace pfi vech uZivatelsky defibnovanych vinovych délkéch pro
danou fazi a ¢as. Skrolujte dolli pro zobrazeni informaci které nejsou vidét. Nize uvedeny
obrazek zobrazuje charakteristické vysledky analyzy.

Poradové Doba méfeni (klinutim Hodnota absorbance pro kazdou
Cisloméfeni  Faze specifikujete jednotky) uzivatelsky definovanou vinovou délku

# Stage Time (seconds) IA260 A340 AESDI

10 1 90.01 0.032 -0.008 0.282 Zmacknete a

podrzte zvolenou

12 1 110.01 0.031 -0.067 0.290 podrobnosti mereni
13 1 120.01 0.032 -0.016 0.297

14 1 130.00 0.032 -0.009 0.296

15 1 140.00 0.026 -0.014 0.297

16 1 150.01 0.032 0.026 0.297

Kinetics _;__;

End Experiment

Posunutim prstem doprava navrat do Kliknutim ukoncite
obrazovky Rate measurement screen experiment a
vyexportujete data
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Méfeni kinetiky

Detaily méfeni je mozné zobrazit z obrazovky zmacknutim a podrzenim pfislusného fadku s
nameérenymi hodnotami na obrazovce méfeni absorbance. Vzorovy piiklad:

Vzorkovaci
Typ aplikace Metoda

Poradové
¢islo méreni

Measurement Details Kinetics Cuvette
Measurement # #1 Date/time
Created on 1/11/2016 7:37:17 PM measured
Stage . Meas stage
Time (seconds) 0.00 Meas time
A260 0.0323 Absorbance at
A340 0.0263 260 nm
il .08 Absorbance at
Cuvettd pathlelgth 10 mm 340 nm
= Absorbance at
| 660 nm
Tisk Névrat na predchozi Delete this
obrazovky obrazovku measurement
UZivatelsky ~ Detaily metody UZivatelsky
definovana (skrolujte pro definovana
vinova délka  zobrazeni dalSich vinova délka
hodnot)

Souvisejici témata

o Zakladni ovladani pfistroje
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Mefeni kinetiky

Nastaveni méreni kinetiky

Pro zobrazeni nastaveni kinetického méfeni kliknéte z hlavni obrazovky pfistroje na tabulku Kinetics >
Kinetics (Method), a kliknéte na Create Method nebo vyberte metodu a kliknéte na Edit Method.
Obrazovku nastaveni je mozné rovnéz zobrazit z libovolné obrazovky kinetického méfeni kliknutim na
ikonu [ > Kinetics Setup.

Poznamka Pokud je k pfistroji pfipojen k PC (Ethernet nebo wifi), je mozné nahrat kinetickou
metodu z databaze pfistroje NanoDrop One nebo z databaze NanoDrop Viewer na pfipojeném
PC. PouZijte pole Data Storage box pro vybér aktivni databaze a pokracujte postupem pro
zobrazeni kinetickych metod, které jsou uloZeny na pfisluSném GloZisti véetné souvisejicich

nastaven.

Nastaveni se zobrazi ve dvou tabulkach: "Names and Range” a "Stages and intervals”,

detailngji viz tabulka niZe.

Popis

Zadejte ndzev metody (tento ndzev se objevi v poli Nastaveni
kinetiky po ulozeni metody).

Tabulka Nastaveni

Name and Range Method name

(n&zev a rozsah) (n&zev metody)
Description
(popis)

Uvedte podrobny popis metody - dle potieby napf. typ vzorkd,
pfidana cinidla a pod.

Measurement range
(rozsah méfen)

Zvolte rozsah spektra ve kterém budou ziskavana data.
Dostupné moZnosti:

+ pouze ultrafialové (190 nm - 350 nm)
* pouze viditelné (350 nm - 850 nm)
+ ultrafialové a viditelné (190 nm - 850 nm)

* UZivatelské (zadejte poCatecni a kone€nou

Poznamka Analyzy provadéné s nestandardnimi kyvetami
jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Monitored wavelengths Zadejte limitné 3 vinové délky které budou méfeny a jejichz
(sledované vinove delky) vysledky zobrazeny v pribéhu analyzy.
Poznamka : VSechny specifikované vinové délky musi lezet v
méfeném intervalu.
Stages and Intervals Number of Stages Specifikujte limitné 5 fazi pro kineticka méfeni. Kazda faze miize
(faze a intervaly) (pocet fazf)

mit jedine¢nou hodnotu nastavenych parametr(i Delay (zpoZdéni),
Interval Time (Casovy interval) a # Intervals (pocet interval().

Mnoho kinetickych méfeni sestava pouze z jedné faze. DalSi faze
jsou potfebné jenom v pfipadé zjisténi variaci v intervalech
jednotlivych fazi nebo délce jejich trvani.
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Méfeni kinetiky

Tabulka Nastaveni Popis
Time Unit Zvolte jednotky (v sekundach nebo minutach) pro Casové zavisla
(jednotky Casu) méteni
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Tabulka Nastaveni

Stage 1, 2, etc.

(faze 1,2 atd.)

Popis
Specifikujte dostupna nastaveni pro kazdou fazi:

+ Delay. Zadejte hodnotu zpoZzdéni pred startem faze.

* Interval Time. Zadejte dobu mezi méfenimi, ktera se provadi

v prlibéhu této faze (minimalni hodnota jsou 2 sekundy).
Prvni méfeni se zobrazi po startu faze (nebo po uplynuta
doby zpoZdéni definované parametrem Delay pokud je
zadan).

Poznamka : Pokud jsou zadany dveé a vice fazi s
parametrem Delay nastavenym na hodnotu 0, zobrazi se dvé
méfeni soucasné (méfeni na zacatku nové faze pfimo
navazuje na mefenim na konci pfedchazejici faze).

# Intervals. Zadejte pocet méfeni hodnot absorbance, ktera
se budou méfit v této fazi.

Poznamka : | kdyZ se prvni méfeni provede po startu faze,
poCet zaznamenanych méfeni pro kazdou fazi bude mit
hodnotu nastavenou parametrem # Intervals plus 1.

Duration. Zobrazeni ukazuje celkovou dobu potfebnou pro
priibéh této faze, véetné zpozdéni a vech specifikovanych
¢asovych intervalll.
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Méfeni kinetiky

Popis

Zobrazené barevné fady vpravo (viz obrazek nize) zobrazuiji Cas
zaCatku a konce kazdé faze; barevné obdélniky vpravo odpovidaji
specifikované dobé zpozdéni a poctu intervalll kazdé faze.

Delay Interval time & Intervals Duration
Stage 1 | 000 | 3.00 3 0 an

Stage 2 | 0.00 2.00 4 o e

Stage 3 . 500 _. 5.00 2 = I e
Pokud neni zadana hodnota zpozdéni (delay), vykona se méfeni
basorbance na zacatku a konci kazdé faze a na konci kazdého
specifikovaného Casového intervalu. V pfipadé, Ze je hodnota
zpozdéni (delay) zadana, jako napf. pro fazi 3 navySe uvedeném
obrazku, provede se prvni méfeni na zacatku prvniho intervalu.
Pokud jsou zvoleny jako jednotky sekundy (jako v popisovaném
prikladu nahore), vykona se celkem 11 méfeni v priibéhu
nasledujicich dob trvajicich 32 sekund:

+ Faze1:0,3,6a9sekund
o Faze2:9, 11, 13, 15a 17 sekund
+ Faze 3: 22, 27 a 32 sekund

Poznamka : Kinetické experimenty jsou limitovany pocet 1000
méfeni. Tato limitni hodnota znamena, Ze celkovy pocet méfeni ve
vSech intervalech a vech fazich musi byt mensi nez 1000. Ovéfte
dostupnou pamétovou kapacitu pristroje nebo disku PC pro dlouho
trvajici experimenty.

Thermo Scientific

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje
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Skolici stedisko (Learning Center)

Jak pracuje Nastaveni Méreni mikro- Méreni v kyveté  Priprava
pristroj pristroje objemového vzorkl a
vzorku blank

Zakladni Technologie Nastaveni NanoDrop One  Multimédia
funkce Acclaro Sample  pfistroje Viewer
pristroje Intelligence (prohlizec)

Thermo Scientific NanoDrop One - Uzivatelska pfirucka 171



3 Skolici stredisko
Princip mikroobjemového vzorkovani

Princip mikroobjemového vzorkovani

Povrchové napéti

Absorb¢ni spektrum
Absorbance vzorku
Koncentrace vzorku

Korekce (Baseline Correction)

Povrchové napéti

Spektrofotometr NanoDrop One vyuZiva efektu povrchového napéti
pii kterém se udrZi maly objemu vzorku mezi obéma podstavci
pfistroje. Patentovany systém nabirani vzorku umoZriuje provadét
méfeni vysoce koncentrovanych vzorki bez nutnosti fedéni.

Vestavény kabel z optickych vlaken v hornim podstavci vede ke
xenonovému zdroji svétla. Druhy kabel zabudovany v dolnim
podstavci vede k detektoru. Pokud je rameno pfistroje sklopené,
vytvori se ze vzorku kapalinovy sloupec, ktery propoji mezeru mezi
obéma optickymi kabely.
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3 Skolici stredisko
Princip mikroobjemového vzorkovani

= Absorbcni spektrum

nm

Svétlo prochazi sloupcem kapalinového vzorku smérem k
detektoru, ktery nasledné vygeneruje absorbéni spektrum vici
vinové délce. Zaznamenané spektrum zobrazuje mnozstvi svétla

absorbovaného molekulami ve vzorku pro kazdou méfenou vinovou
R delku.

Poznamka : Pro zbranéni vysychani, které ma dopad na pfesnost
méfeni, rychle zaviete rameno pfistroje poté co nahrajete vzorek
nebo blank.

Absorbance (10 mm)

340 nm Pfiklad na obrazku vlevo znézorfiuje typicke absorbcni spektrum ze
220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 vzorku nukleové kyseliny. Spektum se méfi pfi vinovych délk&ch od
Wavelength (nm) 190 nm do 850 nm. Zobrazeny rozsah zavisi na dané aplikaci.

Absorbance vzorku

intensitavzorku Po provedeni blanku v pfistroji, vytvori se referencni spektrum
Absorbance = —Iog[ J

ntensita roztoku blanku a ulozi se do paméti pfistroje. Pro kazdé méfeni
blanku vzorku s intenzitou presahujici intenzitu blanku se vypogitava
celkova absorbance vzorku na zékladé vlevo uvedeného vzorce.

Lambert-Beerliv vzorec Koncentrace vzorku
A= ebc Lambert-Beerr(iv zakon zobrazeny vlevo je zaloZen na korelaci

mezi absorbanci vzorku a koncentraci.

kde: - . L Y
Opticka draha je délka mezi obéma podstavci, kterd je proménliva v

A = absorbance v jednotkach absorbance (A) redlném Case v priibéhu kazdého méfeni. Tento automaticky postup
Upravy rozsahu poskytuje presné vysledné hodnoty koncentrace v

€ = molarni koeficient absorbtivity (téz Siroké Skale dynamického rozsahu.
extinkéni koeficient) zavisly na vinové

dilce, v jednotach I/mol-cm
b = otické dréha v cm Korekce (Baseline Correction)

¢ = koncentrace analytu v jednotach mol/l nebo molarita (M) Pro nékteré aplikace mlZe pfistroj vyuZivat korekci (baseline
correction) pro kazdé méfeni, aby se minimalizovala velikost
posunu (offset) zplisobeného ¢asticemi rozptylujicimi svétlo spektra
vzorku. Pfi korekci se odecita hodnota absorbance pfi referenéni
vinové délce, ktera se blizi nule, od hodnoty absorbance pii vSech
vinovych délkach napfi¢ spektra - spekirum je podstatné ,ukotveno”
(snizeno) k nulové hodnoté absorbance pfi referencni vinové délce.

Souvisejici témata
+ Instrument Models and Features

» Measure a Micro-Volume Sample
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3 Skolici stredisko
Nastaveni pfistroje

* Vypocty pro méfeni nukleovych kyselin

* Vypocty pro méfeni metodou Protein A280

Nastaveni pristroje

USB-A (2)

e ; Ethernet

TEO®

ce @.

Zdroj napéjeni

Zapnuti / vypnuti
napajeni

PFipojeni je zdroji napajeni

4 \ UPOZORNENI Zamezte Grazu elektrickym proudem. Kazda elektricka sit musi byt
4 y NV L o ]
4 \ uzemnéna. Zemnéni musi byt provedeno nevodivym kabelem ke zemnicimu bodu u hlavniho
y 9 jistiCe elektfiny.

Pripojte dodavany napéjeci kabel k uzemnéné elektrické siti. Pro vice informaci kliiknéte zde.

PFipojeni prislusenstvi
Pripojeni kompatibilni tiskarny nebo jiného kompatibilniho pfisluSenstvi jako USB klavesnice

a/nebo mysi k pfistroji, je moZné provést pres port USB pfistroje (pfedni a dva zadni - levy nebo
pravy). Vice informaci o kompatibilnich zafizenich k pfistroji NanoDrop One viz Prislusenstvi.
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3 Skolici stredisko
Nastaveni pfistroje

Nastaveni pripojeni pres rozhrani Bluetooth

PouZijte rozhrani Bluetooth™ pro pfipojeni pfistroje k jednomu nebo vice vstupnich zafizeni jako
napt. Bluetooth klavesnici, mySi nebo skeneru ¢arového kddu.

Poznamka Ujistéte se zda zafizeni disponuje rozhranim Bluetooth (nejen ,bezdratovym”
rozhranim). VSechna zafizeni Bluetooth funguji bezdratové ale ne vSechna zafizeni bude
moZné pripojit pfes Bluetooth.

Nastaveni pripojeni k pristroji pfes Bluetooth
- na zakladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu ( Settings)
- kliknéte na tabulku System

- kliknéte na Bluetooth (pokud je rozhrani Bluetooth nepfistupné zobrazuje se v hornim
pravém rohu tlacitko "OFF” a neukéZe se seznam zafizeni Bluetooth

* Bluetooth

- kliknéte na Off pro umoZznéni spojeni pfes Bluetooth (tlacitko se zméni na oranzovou barvu,
ukaze se "ON" a software automaticky vyhleda dostupna vstupni zafizeni Bluetooth

# Bluetooth

pokud nejsou nalezena zafizeni Bluetooth, zobrazi se po nékolika sekundach zprava ,No
nearby Bluetooth devices were found”.

—  pro pfidani zafizeni pfes Bluetooth se fidte instrukcemi vyrobce pro sparovani zafizeni
(napfiklad bude nutné podrzet tlacitko) a kliknout na Search For Devices na pfistroji

¢ Bluetooth aN SEARCH FOR DEVICES
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I-stredi pro sparovani pfistroje kliknéte na jeho nazev v seznamu dostupnych zafizeni (Available
Nastaveni pfistroje

Devices) - zobrazi se podobné zprava s poZadavkem pro sparovani

nazev zafizeni by se mélo zobrazit v seznamu dostupnych zafizeni (Available Devices)

# Bluetooth ON SEARCH FOR DEVICES E

AVAILABLE DEY

- pro sparovani pfistroje kliknéte na jeho nazev v seznamu dostupnych zafizeni (Available
Devices) - zobrazi se podobna zprava s poZzadavkem pro sparovani

To pair with:
Bluetooth Keyboard

Typeonit:
624901, then press Return or Enter

Cancel

- pro sparovani dokoncete postup dle pokynd

# Bluetooth ol SEARCH FOR DEVICES

¢ Bluetooth Keyboard

Pozndmka Pokud nedojde ke sparovani vaSeho Bluetooth zafizeni, provedte
restart a zopakuijte vySe uvedeny postup pro sparovani s pfistrojem (miZete také
zkusit vypnout a nasledné zapnout Bluetooth). Po sparovani se zafizenim, zdstane
sparovani funkéni i kdy?Z pfistroj restartuijte.
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3 Skolici stredisko
Nastaveni pfistroje

- kliknéte na Back (zobrazi se indikator Bluetooth vpravo od tlacitka Bluetooth

"= & settings

System General Dye/Chrom. Editor Protein Editor
Brightness
Enabled but not connected
—
Enabled Sound Volume

Bluetooth Connected to .
Bluetooth Keyboard

) ‘ Version: 1.2.0
Language English Update Software DB Version: 1

January 27, 2016
1:49 AM

- zopakuijte vySe popsané kroky pro pfipojeni dalSiho zafizeni Bluetooth nebo kliknéte na
Done pro ukonCeni nastaveni

Date and Time

Zruseni pfipojeného zafizeni pres Bluetooth

M(iZete zastavit Bluetooth zafizeni bez jeho odpojeni nebo ukonceni sparovani. Toto umoziuje
jednodusSe znovu zvolit a pouZit vstupni zafizeni. Napfiklad pokud mate vice pfipojenych a
sparovanych vstupnich zafizeni Bleetoooth jako napf. klavesnici a skener ¢arového kodu,
nasleduijte tento postup pro aktivaci zafizeni kterd chcete pouZit nebo deaktivaci zafizeni které
jiz nepotfebujete pouZit:

- nadomovské obrazovce (Home screen) kliknéte na
- kliknéte na System

—  kliknéte na Bluetooth

- pro odstranéni sparovaneho Bluetooth zafizeni, jako je klavesnice,
kliknéte na Profiles tlaCitko

# Bluetooth ON SEARCH FOR DEVICES
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- pro odznacni kliknéte na Use For Input pro vyCisténi jejich pfidruZzenych zaSkrtavacich okének

{ # Paired Bluetooth device

Rename

Unpair

PROFILES

=z Input

- kliknéte na Paired Bluetooth Device v levém hornim rohu pfi nvrat na pfedchozi obrazovku
- kliknéte na Back pro navrat do nastaveni systému (System settings)

— kliknéte na Done pro zavfeni nasatveni (Settings)

Poznamka

« Pokud nezvolite Zadné vstupni zafizeni Bluetooth, pfistroj se spoleha na
zadani pres integrovanou dotykovou klavesnici (touchscreen)

* Pro opétovny vybér zafizeni provedte vySe popsany postup a zvolte zafizeni
uvedena v okné Input checkbox.

Odpojeni Bluetooth zafizeni
— nazakladni obrazovce kliknéte na ikonu

—  Kliknéte na tabulku System

—  kliknéte na Bluetooth

- pro odpojeni zafizeni sparovaného pres Bluetooth kliknéte na ikonu profilli E

* Bluetooth ON SEARCH FOR DEVICES H

* Bluetooth Key
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- kliknéte na Unpair

{ # Paired Bluetooth device

Rename
uetooth Keyboar

Unpair

PROFILES

we Input

zafizeni jiz neni uvedeno v seznamu "Paired Deveices” ale zdistava v seznamu dostupnych
zafizeni (Available Devices list)

# Bluetooth oN SEARCH FOR DEVICES

Comfort Mouse

5 Anker Bluetooth Keyboard

- kliknéte na Back pro navrat do nastaveni systému (System settings)

= kliknéte na Done pro ukonceni nastaveni (Settings)

Nastaveni ethernetového (sitového) pfipojeni

Sitovy port pristroje Ize pouZit pro nastaveni kabelového pfipojeni mezi pfistrojem a PC.
Pfipojeny pocita¢ se vyuziva pro ukladani nebo prohlizeni dat ziskanych pfistrojem
NanoDrop One. (Na PC musi byt nainstalovan software NanoDrop One Viewer.)

Potfebna vybava:

« Standardni (straight-through) ethernetovy kabel kategorie 5 (Cat 5) a novéjsi

Poznamka Pokud mate starsi typ poCitace, potfebujte Crossover ethernetovy kabel. VétSina
novéjSich modeld pocitact umi detekovat oba typy kabelli a pracovat s nimi. Nicméng
straight-through ethernetovy kabel bude poskytovat nejlepsi vykon.

Nastaveni ethernetového pfipojeni

- pfipojte ethernetovy kabel mezi Ethernetovy port pfistroje na jeho zadni strané (viz obrazek
vySe,) a ethernetovy port PC
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Nastaveni bezdratového (wireless) pripojeni

PouZzijte rozhrani Wi-Fi™ pro pfipojeni ke vzdalenému PC prstfednictvim bezdratové lokalni sité
(WLAN). Vzdaleny pocita Ize pouZit pro ukladani nebo prohliZeni dat ziskanych v pfistrojem
NanoDro Opne.

Poznamka Pro ukladani nebo prohlizeni nashromazdénych dat na pocitaci pfipojeném pres
Wi-Fi, musi byt na vzdaleném PC nainstalovan sofware NanoDrop One Viewer a pocita¢ musi
byt nakonfigurovan tak aby umoZioval ukladani tdajd pomoci Wi-Fi. Pfistroj musi byt rovnéz
pfipojen k dané Wi-Fi siti.

Volba Wi-Fi sité v pfistroji
— naz&kladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu Settings

- Kkliknéte na tabulku System

- kliknéte na Wi-Fi (pokud je pfipojeni pfes Wi-Fi deaktivovano, zobrazi se "OFF"v hornim
pravém rohu obrazovky a neni vidét Zadny seznam bezdratovych siti

* WiFi

—  kliknéte na tlagitko pro aktivovani Wi-Fi a zobrazeni dostupnych wifi siti

—  vyberte wifi sit pfisluSného vzdaleného pocitaCe a klilnéte na Connect (viz vzorovy obrazek)

ngth Excellent

None

Cancel
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- kliknéte na Back pro ukonceni nastaveni Wi-Fi (po tspéSném pfipojeni ziska pfistroj IP
(Inernet Protocol) adresu, ktera se zobrazi vpravo od tlagitka Wi-Fi jak je uvedeno na
vzorovém obrazku nize

Poznamka Neékteré Wi-Fi sité vyZaduiji jméno a heslo pfipadné dalSi informace pro
umoznéni jejich pfipojeni, nebo mohou byt anonymni (musi se vyhledat podle jména).
Vice informaci ziskate od spravce vasi sité.

— @ Settings
System General Dye/Chrom. Editor Protein Editor
Connected to Brightness
Wi-Fi "E900_" o

s ]

Sound Volume

IP: 192.168.1.158
Bluetooth Disabled \ =
: Version: 1.2.0
Language English Update Software DB Version: 1

February 8, 2016
9:57 AM

Date and Time

Done

- poznamenejte si IP adresu (budete ji potfebovat pro nastaveni vzdaleného pocitace
popisované v nasledujici ¢asti ndvodu

- kliknéte na Done pro ukonceni nastaveni (Settings)
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Provedte nastaveni v modulu Wi-Fi data storage na vzdaleném PC
- ze vzdaleného poCitaCe spusté software NanoDrop One Viewer

— zvolte File (menu) > Set Up Wi-Fi Data Storage (zobrazi se nésledujici obrazovka)

Set Up Wi-Fi Data Storage

Instrument IP Address Instrument Name Status Enabled

- zadejte nasledujici informace:

- IP adresu pristroje (zobrazite ji na pfistroji v menu Settings > System, viz pfedchozi text;
pokud je IP adresa platna, zobrazi se ve stavovém okne zprava “Valid IP Address”

- nazev prisluSného pfistroje (pro pfipad kdyZ v laboratofi pouzivate nékolik zafizeni
pfipojenych ke stejné siti)

— néazev PC (poCitatem nebo uzivatelem pfifazené jméno pocitace - nazev se zobrazi v okné
,Select a data storage location” na pfistroji (viz nasledujici popis)
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- Ujistéte se Ze je na pfistroji vybrano tlagitko Enabled (vzorovy pfiklad viz nize)
Set Up Wi-Fi Data Storage

Instrument IP Address Instrument Name

Status
192.168.1.158 AY1400392 Valid IP Address

Ulozit nastaveni a zavrit

PFidaz Wi-Fi pfipojeni ~ Smazat vybrané
(S novym pfistrojem) Wi-Fi pfipojeni

- pro nastaveni jiného pfistroje, kliknéte na Add a opakuijte vySe popsany postup

PC MName [iZ3eal

POZNAMKA Do seznamu miiZete pfidat zadat nékolik Wi-Fi adres pro jednoduché
pfepinani mezi pocitaci. Doporucuje se vSak nastavit pouze jedno pfipojeni pfes Wi-Fi
aby byla zajisténa integrita dat.

- pro odstranéni poloZky ze seznamu vyberte pfisluSnou fadu a poté kliknéte na Delete

- po ukongeni, zvolte OK a zavfete okno Wi-Fi Data Storage setup
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Volba mista pro ukladani nashromazdénych dat

- nazakladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu Connectivity Status

Poznamka Indikator pfipojeni (Connectivity Status) je aktivni t.j. ma modrou barvu,
pouze pokud je pfistroj pfipojen k PC pomoci ethernetového (sitového) kabelu nebo
prostfednictvim spravné nakonfigurované bezdratové sité, jako na nasledujicim
vzorovém obrazku.

Aktualni umisténi pro ukladani
nashromazdénych dat

lkona stavového indikatoru pripojeni

Custom Kinetics

zobrazi se okno Data Storage message box jako na nasledujicim vzorovém obrazku

o Data Storage

Current connection:
Local

Please select a location to store your data.

- 2zvolte tyto dostupné funkce:

+ pro uloZeni viech nasledné ziskanych vysledk méfeni pouze do databaze v

pristroji NanoDrop One, nastavte v okné Data Storage na Local (viz vzorovy
obréazek nahote)

« pro uloZeni viech nasledné ziskanych vysledki méfeni do databaze programu
NanoDrop One Viewer umisténém na PC, ktery je pfipojen ethernetovym (sitovym)
kabelem, nastavte v okné Data Storage na Direct-Connect PC* (vice informaci viz
Nastaveni ethernetového (sitového) pripojeni.

« pro uloZeni viech nasledné ziskanych vysledk(i méfeni pouze do databaze
programu NanoDrop One Viewer umisténém na PC, ktery je pfipojen bezdréatovou

siti, nastavte v okné Data Storage na pfifazeny nézev pocitace* (vice informaci
viz Nastaveni Wi-Fi pfipojeni.

* pfi ethernetovém (sitovém) nebo bezdratovém pfipojent, které jsou vySe
popsany, dojde rovnéz k zalohovani dat do pfistroje.
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NiZe je uveden pfiklad nastavené bezdratove sité vybraného uloZisté PC

IP adresa pocitace (PC)

o Data Storage

Current connection:
Local

Please select a location t¢| store your data.

nazev PC

- kliknéte na Connect (nebo na OK pokud bylo spojeni jiZz navdzano) pro zavieni zobrazené
zpravy (nové Ulozisté dat se zobrazi u prilehlé ikony s ukazatelem pfipojeni (Connectivity
Status icon)

Umisténi datového
ulozisté (bezdratovy
PC)

IP adresa pocitace

Custom Kinetics

vSechny nasledné ziskané vysledky méfeni se ukladaji do databze programu
NanoDrop Viewer na zvoleném PC a do databaze pfistroje NanoDrop One
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Poznamka

* Program NanoDrop One Viewer nemusite spoustét pro praci s daty ulozenymi v
pristroji.

* Pokud dojde v prib&hu méfent k preruseni bezdratového nebo sitového pripojent,
ukladani se pfepne zpatky do pfistroje bez ztraty dat.

* UZivatelské méfeni (Custom methods) a kinetické méfeni (Kinetics methods) musi byt
umisténo na PC pokud nastavujete parametry pro vzdaleny pristup.

* Pokud je pfistroj pfipojen k PC sitovym (ethernetovym) kabelem nebo pomoci
bezdratove sité, nezobrazi se na zakladni obrazovce pfistroje ikona prohliZzece dat
(Data Viewer). (Pfistrojem nelze zobrazit NanoDrop One databézi uloZzenou na
pfipojeném PC).

Ovéreni konektivity pristroje

Pro ovéfeni konektivity pfistroje pomoci Bluetooth, sitového kabelu (Ethernet) a Wi-Fi
pouZzijte systémovou stavovou ikonu v pravé horni ¢asti zakladni obrazovky pfistroje:

Kliknéte pro zobrazeni stavu pripojeni

New Experiment

Proteins 0D600 Custom Kinetics

Microarray
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Zobrazeni stavu konektivity

[&]
- na zékladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu & pro otevfeni okna System Status box

Misto kam pristroj uklada data: "Local” - do pfistroje
nebo ,Connnected PC” - do pfipojeného PC

System Status

Instrument type MNanoDrop One C

Serial number AZY1400392

Instrument status Instrument initialization complete

Data storage location Local e v

Wi-Fi status Connected to "E900_" StaV WI'FI Slte
IP: 192.168.1.158

Bluetooth status El;a[l::i_‘id T | StaV prlpojenl

Software product version 1.2.0.358 Build 01/28/16 09:53 AM pif’es Bluetooth

Platform release 1.2.0.194 Build 01/28/16 09:26 AM

Firmware version 145

Android release 36 .

—  kliknéte na OK pro ukonCeni okna System Status

P¥istroj funguje spolehlivé pokud jsou okolni podminky splfiuji nasleduji parametry:
Provozni specifikace
Pfistroj funguje spolehlivé pokud jsou okolni podminky nésledujici:
+ provozni teplota: 5 °C - 35 °C (41 °F - 95 °F)
+ relativni vihkost (bez kondenzace): 20-80%

Z dlvodu minimalizace odparovani umistéte pfistroj mimo ventilacni zafizeni a bezpecnostni boxy (flow-boxy).

Poznamka: Pokud s pfistrojem pracujete za podminek pfi dolni hranici doporu¢eného rozsahu
vzdusné vihkosti, pouZijte dostatecné mnoZstvi vzorku z ddvodu odpafovanti.

Po instalaci pistroje ho miZete nechat zapnuty.

Souvisejici témata
+ Bezpecnostni a provozni opatfeni

+ Modelové fady pfistroje a charakteristiky
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+ \Volitelné prisluSenstvi

+ Nastaveni pfistroje
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Méreni mikroobjemovych vzorki

Spektrofotometr NanoDrop One vyuZiva efektu povrchového napéti pi
kterém se udrZi maly objemu vzorku mezi obéma podstavci pfistroje.
Patentovany systém nanaSeni vzorku umoZfiuje provadét méfeni vysoce
koncentrovanych vzork( bez nutnosti fedéni. Pro vice informaci kliknéte zde.

Potfebné vybaveni

« spektrofotometr NanoDrop One neboNanoDrop One®

+ laboratorni ubrousky (nebavinéné)

+ kalibrovana pfesna pipeta (0-2 pL)

* vzorkovaci materil resuspendovany ve vhodném pufru (viz Priprava vzork().

« roztok pufru pro provedeni blanku (viz Volba a méfeni blanku nebo sledujte
multimedialni vzdélavani Co je to blank?).
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Doporuceneé postupy pro mikro-objemova méreni

Kazdodenni ¢isténi podstavcl

+ Pfed méfenim vycistéte oba podstavce
pfistroje novym laboratornim ubrouskem.

« Spusté blankovaci cyklus pro ovéfeni
Cistoty podstavc.

+ Po kazdém méfeni vyCistéte oba podstavce
novym laboratornim ubrouskem pro
zamezeni pfenosu mezi vzorky.

* Po kazdém souboru méfeni vycistéte
podstavce s deionizovanou vodou (viz
Cisténi podstavcl mezi uzivateli).

* Pravidelné provadéjte rekondici podstavcl
pro zajisténi hydrofobnich vlastnosti.
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Pipetovani vzorkd

« Pouzivejte doporucené objemy vzork(
pro zajiSténi tvorby optiméalniho
kapalinového sloupce.

+ PouZivejte kalibrovanou pfesnou pipetu
(objemového rozsahu 0-2 L) s
nizkoobjemovymi pfesnymi Spickami
pro nabirani vzorkd do pfistroje.

Pokud pouZivate méné pfesnou pipetu
(objemového rozsahu 0-10 pL), pouZzijte
2 UL vzorku.

* PouZivejte novou Spicku pro kazdy
alikvotni blank a vzorek.

* Pro kazdé méfeni pouZivejte alikvotni
Cast vzorku.

* Pokud pouzijete rozpoustédlo ovérte
pfedem zda je kompatibilni s podstavci.
(viz ,Kompatibilni rozpoustédia” v
kapitole Nebezpecné materialy).

Doporucené objemy vzorkd

Aplikace Objem vzorku
Nukleova kyselina (vodni roztok) 1l
Purifikovany protein 2 uL
Jina aplikace - metoda Bradford nebo BCA 2 UL
Mikrobialni bunécné suspenze 2 UL

Lpouzite 2 pL pro vzorky obsahuijici latky, které mohou sniZit povrchové napéti jako teba povrchové aktivni latka.
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Méreni mikroobjemovych vzork(

POZNAMKA

* Nepouzivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na pristroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poskozuii
kfemikova opticka viakna v kabelech.

1. Pokud je aktivni sitove nebo bezdratoveé pripojeni
o Data Storage pistroje k PC, stavovana ikona ma modrou barvu a
ukazuje zvolené misto pro uloZisté a prohlizeni dat
Current connection: namerenych pristrojem.
Local

Aktudlni umisténi
pro ukladani a prohlizeni
namérenych dat

Please select a location to store your data.

Stavova ikona
Custom Kinetics prpO]enI'

Pokud je stavové ikona modrd, kliknéte na ni a zvolte v
okné Data Storage polozku Local, viz obrazek vlevo.

2. Na zékladni obrazovce pfistroje vyberte aplikaci
Nucleic Acids a zvolte volbu dsDNA nebo RNA.

JanoDrop One

New Experiment

Nucleic Acids Proteins 0D600 Custom

dsDNA
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3. Zvednéte rameno pristroje a vycistéte horni a dolni
podstavec novym laboratornim ubrouskem.

4, Méfeni blanku:

- Napipetujte 1-2 mL roztoku blanku na dolni podstavec
a rychle sklopte rameno pfistroje.

- Kliknéte na Blank a vyckejte na ukonceni méfen.

Tip: Je-li zapnuta funkce Auto-Blank, méfeni blanku
se spusti automaticky po sklopeni ramene pfistroje.

- Zvednéte rameno pfistroje a vycistéte oba podstavce
novym laboratornim ubrouskem.

5. Méfeni prvniho vzorku:

— Napipetujte 1-2 mL roztoku vzorku na podstavce a rychle
sklopte rameno pfistroje (vice informaci viz Doporucené
objemy vzorkd).

- Spusté méfeni vzorku:
- Pokud je zapnuta funkce Auto-Measure sklopte rameno

- Pokud je vypnutéa funkce Auto-Measure sklopte rameno
a kliknéte na Measure.

— Po ukon&eni méfeni vzorku se zobrazi spektra a
vyslledky méfeni.
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Sample 2
ng/uls  A260/AZ80  AZGO/AZID

220.4 1.82 238

Measure OFF End Experiment

*
=

=
ng/uL A2B0/AZBD  AZBO/AZI0

220.4 1.82 238

219.5 1.82 238

- -—v

Measure End Experiment

Kliknutim ukoncite experiment
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Pokud se vedle ID vzorku objevi néktera z nasledujich
ikon, kliknutim na ni se zobrazi vystrazné a dopliujici
informace k provedené analyze:

dostupna informace o kontaminantu

o dostupné technick& podpora na pozadani

chybné vysledky

. Méfeni dalSiho vzorku:

- Zvednéte rameno.

- OCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem.
- Aplikujte vzorek a rychle sklopte rameno.

- Spustte méfeni vzorku

- Pockejte na ukonCeni méfeni.
Nové spektrum na obrazovce spekter nahradi
pfedchazejici spektrum a nové vysledky se v dalSim

fadku tabulky. Posunutim dolli zobrazite oba
naméfené soubory.

Thermo Scientific



End Experiment

Experiment Name

dsDNA 9_1_2015 4_00_24 AM

A‘dentiﬂer

Kliknutim se zobrazi klavesnice;
ukondit kliknutim na Done

Export data to USB drive

[Front USB

End Experiment

Kliknutim prejit na
méFeni daldich vzorkd

Thermo Scientific

Kliknutim ukondit
méreni a ulozit
experiment

Souvisejici témata

Mikroobjemové méfeni — Jak funguje?
Meze detekce absorbance

Pfiprava vzorkl a blank{

Funkce Auto-Measure a Auto-Blank
Acclaro Sample Intelligence

Cisténi podstavch

Vyhledani databaze experimentu
Export dat

Méfeni vzorkl s pouzitim kyvety
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. Kdyz skonCite méfeni vzork:

- Kliknéte na End Experiment.

-  Zadejte ndzev experimentu (kliknéte na pole Experiment
Name, nazev zadejte pomoci zobrazené klavesnice, kliknéte
na Done), nebo zvolte imlicitni nazev experimentu.

- Kliknéte na BRRSTE N

- Zvednéte rameno piistroje a oCistéte oba podstavce novym
laboratornim ubrouskem.

Kdyz skoncite denni praci s pristrojem, oCistéte podstavce
deionizovanou vodou (viz Cisténi podstavcl mezi uzivateli).

Ziskana data se automaticky ukladaji do experimentu se
zadanym nézvem. Pfi implicitnim nastaveni se experimenty
ukladaji do databéze daného pfistroje v pofadi podle data
ziskéani vasich dat, nazvu experimentu, pouzité aplikace a
ostatnich atributli (viz Nastaveni identifikatord v pristroj).
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Méreni vzorku s pouzitim kyvety

Spektrofotometr NanoDrop OneCdisponuje drzakem
kyvety pro méfeni fedénych vzork, kolorimetrické
testy, bunécné kultury a kinetické studie. Kyvetovy
systém umozriuje rozSifenou dolni mez detekce,
ohfev na 37 °C a mikro-michadlo.

Potfebné vybaveni

spektrofotometr NanoDrop One neboNanoDrop One©
+ nebavinéné laboratorni ubrousky
+ kalibrovana pfesné pipeta (0-2 L)

* vzorkovaci material resuspendovany ve vhodném pufru (viz Pfiprava vzork().

« roztok pufru pro provedeni blanku (viz \olba a méfeni blanku nebo sledujte
multimedialni vzdélavani Co je to blank?).
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3 Skolici stredisko
MéfFenti vzorku s pouzitim kyvety

Doporucené postupy pro mereni s kyvetou

« Rameno pfistroje mdzZe byt vyklopené
nebo sklopené pro méfeni s kyvetou.

» PouZivejte kyvetu délky 10 mm, 5 mm, 2
mm nebo 1 mm s vyskou do 48 mm.

* VycCistéte a vysusSte kyvetu po kazdém
méfen.

* PouZzivejte kyvetu bez Skrabancl a
zamezte vzniku otisk{ prstll, které
mohou ovlivnit vysledky.

* PouZivejte kfemicitou kyvetu nebo
kyvetu odolnou proti UV (UV-grade) pro <A
méfeni vzorkd pfi analyzach s vinovou . —

délkou v rozsahu UV (< 340 nm) OptiCké_ _c'lféha~pﬁstroje

* Mikro, semi-mikro a ultra-mikro kyvety
se doporucuje maskovat.

* Vyplfiujte kyvety dostateCnym mnoZzstvim
blanku nebo roztokem vzorku aby byla
pokryta optické délka pfistroje (2 mm
vzorek je vzdalen 8,5 mm od spodku
kyvety).

* Zvednéte rameno pfistroje a ujistéte se,
Ze v drzaku kyvety nejsou zbytky.

* P¥i vkladani kfemicité nebo maskované
plastové kyvety, zarovnejte jeji optickou
dréhu s optickou drahou pfistroje.

Méreni vzorku s pouzitim kyvety

POZNAMKA

+ Pro zabranéni poSkozeni pfistroje Ukapy, ponechavejte obaly s kapalinami v dostate¢né
vzdalenosti od pristroje.

+ NepouZivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.
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3 Skolici stredisko
Méfeni vzorku s pouzitim kyvety

1. Na zékladni obrazovce pfistroje vyberte polozku
iESompOe Nucleic Acids a Kliknéte na nékterou s aplikaci dsDNA
New Experiment nebo RNA.

Nucleic Acids Proteins 0D600 Custom

dsDNA ssDNA

o s 2. Definujte nastaveni parametrli kyvety:
ettings
- Na zé&kladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu

General Nucleic Acids nastaveni

— kliknéte na General

@ Auto naming
- zvolte Use Cuvette

[V Usecuvetie - nastavte parametr Pathlength - optickou délku
Sitku) kyvety (viz specifikace vyrobce kyve
‘ S (3ifku) kyvety (viz sp jrobce kyvety)
- dle poZadavku nastavte michadlo nebo ohfiva¢
Stirspeed —  Kkliknéte na Done

[V] Heat cuvette to37°C Detailngji viz Obecna nastaveni.

3. Méfeni blanku:

- Vyplfite Cistou a suchou kyvetu dostateCnym mnoZstvim
roztoku blanku aby byla pokryta opticka delka pristroje.

- Zvednéte rameno pristroje a vloZte kyvetu s blankem do
drzaku kyvety, ujistéte se aby byla zarovnana opticka
dréha kyvety s optickou drahou pfistroje.

- Kliknéte na Blank a vyCkejte na dokonceni méfeni.

ické draha pfistroje
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MéfFenti vzorku s pouzitim kyvety

4. Méfeni vzorku:

Sample 1
- Cistou kyvetu vyplite do stejné vysky roztokem vzorku.
Insert Cuvette and

Load Sample - Vymeénte kyvetu s blankem za kyvetu se vzorkem,

zkontrolujte zarovnani optické drahy pfistoje a kyvety.

s ; - Kliknéte na Measure.

TR

Auto-Measure is OFF - Vyjméte kyvetu.

- VycCkejte na dokon¢eni méfeni.

- Vycistéte kyvetu podle pokyn( vyrobce kyvety.

Measure

Souvisejici témata
+ Modelové fady pfistroje a charakteristiky
+ Meze detekce absorbance
+ Pfiprava vzorkl a blankd
* Acclaro Sample Intelligence
+ Nastaveni pfistroje
* Viyhledani databaze experimentu
* Export dat

+ Méfeni mikro-objemovych vzorkil
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Pfiprava vzork( a blankd

Priprava vzork( a blankd

Priprava vzork(

* \Wyizolujte a purifikujte vzorky pfed méfenim v
pfistroji. Pro tyto ucely jsou dostupné
komer€ni kity pro izolaci, nebo pouZijte vas
interni postup. Po purifikaci je zkoumany
analyt obvykle ve kapalném roztoku nez se
provede jeho analyza (méfeni).

Tip: Molekuly které absorbuji svétlo pfi vinové
délce analyzy pfispivaji k hodnoté celkové
absorbance, ze které se vypocitava
concentrace vzorku.

+ Ujistéte se aby koncentrace analytu byla v
rozsahu mezi detekce absorbance.

* Pro mikroobjemova méfeni, jemné ale dilkladné
vortexujte kazdy vzorek pfed zahajenim méfeni.

Tip: Vysoce koncentrované nebo
vysokomolekulové nukleové kyseliny jako je
napf. genomick& DNA, zahfejte pred
vortexovanim na 63 °C (145 °F).

* Zabraite vzniku bublin pfi michani a
pipetovani. Pro vice informaci sledujte
multimedialni vzdélavani Vliv bublin ve
vzorcich.

Poznamka Vzorky rozpusténé v extrémné tékavych rozpoustédlech jako je napf. hexan
optimalné analyzujte za pomoci kyvety (pouze v pfistrojich NanoDrop OneC)

Vybér a méreni blanku

Pufr pouzivany k resuspedovani vzorku mize pfispivat k absorbanci. Blankovanim se tento
pfispévek absorbance vlivem komponent pufru minimalizuje. Vysledné spektrum vzorku
reprezentuje pouze absorbanci zkoumaného analytu. Vice informaci, viz multimedialni
vzdélavani Co je to blank?).

200 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



3 Skolici stredisko
Pfiprava vzork( a blankd

Pro dosazeni nejlepsich vysledk:

* Pro vétSinu aplikaci, blankujte stejnym pufrem kterym
resuspendujte zkoumany analyt. Blakovaci roztok by mél mit
podobné pH a iontovou silu jako analyt. Vice podrobnosti viz
,Méreni vzorkd” v ramci dané aplikace.

*  Zméte novy blank pred kazdym souborem vzorkd. Neni
nutné blankovat pfistroj pfed méfenim kazdého vzorku
pokud jsou byly pfipraveny ve stejném rozpoustédle.

* Provedté méfeni nového blanku kazdych 30 minut.

* Spustte blankovaci cyklus pro ovéfeni vhodnosti vaseho B o viewer
blankovaciho roztoku pfed méfenim vlastniho vzorku. Pro
rychly pfehled viz multimedialni trénink \/yhodnoceni
vhodnosti blankovaciho roztoku.

o mgimL ¥ Dye 1 Dye 2

1 0.0000 0.02 0.00

- -

Vysledné spektrum by se nemélo lisit o vice nez 0,04 A
(ekvivalent 10 mm) napfi¢ spektrem, pfedevsim pfi vinové
délce analyzy jak je uvedeno pfikladem na obrazku vpravo.

Pokud je vysledné spektrum vétsi nez 0,04 A pfi hodnotach
vinové délky analyzy, mtize dojit k interferenci pufru s
analyzovanym vzorkem zejména v pfipadé nizko
koncentrovanych vzorkd. Dal$i podrobnosti viz text nize.

Problémy souvisejici s blankovanim . =

o=

+ Zhytek vzorku byl ponechan na podstavci nebo v kyveté S §  mymiv A20  AZ60/A280
pred tim nez se provedlo méfeni. (Vysledné spektrum mize s@ 86816 868 047

vykazovat zaporné hodnoty absorbance, blank indikuje —_—
vy3Si absorbanci nez vzorek v ramci spektra).

* Méfeni blanku vykazuje vySSi absorbanci nez analyzovany
vzorek pii dané vinové délce. (Pokud se pufr pouzity jako
blank 1iSi sloZzenim od pufru pouZitého na resuspendovani
vzorku budou vysledky méfeni nespravné.

Measure OFF End Experiment

* Vzorek byl omylem pouZit na blankovani pfistroje.
(Vysledné spektrum vzorku vykazuje zaporné hodnoty ) o o
absorbance, nebo v nékterych piipadech ma charakter Vzorek proteinu pouzity k blankovani

zrcadlové obraceného spektra Cité nukleové kyseliny nebo pristroje mé za nasledek ,zrcadlové obracené”
proteinu podobné jako na obrazeku vpravo. 7
spektrum
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Pfiprava vzork( a blankd

ReSeni problému pfi blankovani

* Provedte diikladnou ocistu a/nebo rekondici obou podstavc
anasledné

—  zopakujte blankovaci cyklus nebo

- zméfte novy blank s novou alikvotni ¢asti vhodného pufru,
potom zméfte alikvotni ¢ast nezndmého vzorku

* Pro vétSinu aplikaci, blankujte stejnym pufrem kterym
resuspendujte zkoumany analyt. Blakovaci roztok by mél mit
podobné pH a iontovou silu jako analyt. Vice podrobnosti viz
,Méreni vzorkd” v ramci dané aplikace.

+ Pokud budou pretrvavat problémy s blankovanim
doporucujeme pouZit vhodngjsi aplikaci jako napf. analyzu
flurescence pomoci pristroje NanoDrop 3300 nebo
kolorimentrickou analyzu pokud stanovujete protein.

Spusténi blankovaciho cyklu

Spustte blankovaci cyklus aby jste ovéili:
+ spravnou funkénost pristroje (s rovnou zakladni linii)
+ Cistotu podstavcl (t.j. zda neobsahuiji zaschnuté zbytky vzork()

* prispévek absorbance pufrovacim roztokem, ktery planujete pouZit pfi analyze

Potfebné vybaveni
* nebavinéné laboratorni ubrousky
+ kalibrovana pfesna pipeta (0-2 pL)

+ roztok pufru pro vyhodnoceni

Jak spustit blankovaci cyklus

Pro rychly prehled sledujte multimedialni vyuku vhodnnosti blanku - ,Evaluating a Blanking
Solution for Suitability”

202 NanoDrop One - UZivatelska prirucka Thermo Scientific



3 Skolici stredisko
Pfiprava vzork{ a blankd

POZNAMKA

« NepouZivejte rozstiikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

+ NepouZivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuji
kfemikové optické vlakna v kabelech.
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Pfiprava vzork{ a blank(

1. Na zéakladni obrazovce pfistroje vyberte aplikaci
Nucleic Acids a zvolte volbu dsDNA nebo RNA. 1.0
. . 0.8-
2. Zvednéte rameno pristroje a vycistéte horni a dolni o
podstavec novym laboratornim ubrouskem. E 0.6
3. Méfeni vodniho blanku: .§ 0.4
‘( .
— Napipetujte 1 mL deionizované vody na dolni podstavec g
a sklopte rameno pfistroje. S 0.24
- Kiliknéte na Blank a vyckejte na ukon¢eni méfeni. 0.0 ~————— — —
~ Zvednéte rameno pristroje a vyGistéte oba podstavce 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
novym laboratornim ubrouskem. Wavelength (nm)
4. Mereni rozioku puf: Pfiklad spektra vhodného pufru pro
= Napipetujte 1-2 mL roztoku pufru na podstavce analyzu proteinu Protein A280
a sklopte rameno pfistroje.
- Spusté méfeni vzorku: 20 -
- Pokud je zapnuta funkce Auto-
Measure sklopte rameno.
— Pokud je vypnuta funkce Auto-Measure § 151
sklopte rameno a kliknéte na Measure. =
- Pockejte na ukonéeni méfeni E 10
<T
Vysledné spektrum by se nemélo liSit o vice nez 0,04 A E 5.
(ekvivalent 10 mm) napfi¢ spektrem, pfedevsim pfi vinové 5
délce analyzy jak je uvedeno pfikladem na obrazku vpravo. ™
. 0-
Pokud tato podminka neni spinéna opakuite kroky 2-4. ol ]
L , . . 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Pokud je presto vysledné spektrum mimo uvedenou Wavelength (nm)
specifikaci viz ReSeni problém( pfi blakovani. 9
5. Po ukongent blakovaciho cyklu kliknéte na Priklad spektra nevhodneho pufru pro
End Experiment. analyzu proteinu Protein A280

6. Zvednéte rameno pfistroje a vycistéte oba podstavce
novym laboratornim ubrouskem.

Souvisejici témata

* Meze detekce absorbance
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3 Skolici stredisko
Pfiprava vzork( a blankd

* Vliv bublin ve vzorcich

+ Co je to blank?

+ Zhodnoceni vhodnosti blanki

» PéCe o podstavce

+ Méfeni mikro-objemovych vzorki

* Méfeni vzorkl s kyvetou
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3 Skolici stredisko
Z&kladni ovladani pfistroje

Zakladni ovladani pristroje

i | Friday, September 4, 2015
Thursday, September 3, 2015

dsD 2015153719

Oliga DNA_D9/03/2015 15:03:34 -
RNA_D9/03/2015 145718 LabelWriter 450
Microarray_09/03/2015 14:41:48

w4 e B

dsDNA_09/03/2015 06:44:38

Zakladni obrazovka Obrazovky méreni  Prohlize€ dat Zakladni ovladani
(Home Screen) (Data Viewer)
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3 Skolici stredisko
Z&kladni ovladani pfistroje

Zakladni obrazovka pristroje NanoDrop One
Tyto funkce jsou dostupné na zakladni obrazovce pfistroje NanoDrop One.

Aplikace Stavovy indikéator

NanoDrop One Local )))

New Experiment

Nucleic Acids Proteins Custom Kinetics

Microarray

Custom : :
Factor Oligo DNA Oligo RNA

Prohlize¢ dat ~ Nastaveni Diagnostika Skoleni a napovéda
(Data Viewer)  pfistroj pristroje

Aplikace

Pfistroj NanoDrop One nabizi Sirokou $kalu aplikaci pro méfeni vzorkd. Vybér aplikace provedete

kliknutim na pole Application volbou napf. Nucleic Acids), nasledné kliknout na application name
a volit napf. dsDNA.

Kliknéte zde pro vice informaci k jednotlivym aplikacim.
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3 Skolici stredisko
Z&kladni ovladani pfistroje

Stavovy indikéator

Na zakladni obrazovce pfistroje kliknéte na pro zobrazeni stavového okna. Zobrazi se

obdobné okno:

System Status

Instrument type
Serial number
Instrument status
Data storage location
Wi-Fi status

Bluetooth status

NanoDrop One C

AZY1400392

Instrument initialization complete
Local

Connected to "E900_"
IP:192.168.1.158

Enabled
No paired devices

Software product version 1.2.0.358 Build 01/28/16 09:53 AM

Platform release
Firmware version

Android release

Licenses

1.2.0.194 Build 01/28/16 09:26 AM

145

NiZe je uveden popis zobrazenych informaci.

Instrument type

36 .
Modelova fada pfidtoje (NanoDrop One nebo NanoDrop One®)

Serial number

Viyriobni €islo pfistroje

Instrument status

AKktuélni stav pfistroje

Data storage location

Zobrazuje umisténi databaze kam pfistroj uklada data.
Dostupné moZnosti:
« Local (pfistroj)
+ Connected PC * (PC pfipojeny pomoci sitového kabelu Ethernet
nebo pomoci bezdratové site)

* \/ySe uvedene volby (sitova a bezdratova) rovnéz zalohuji data
do pfistroje

Wi-Fi status

Stav Wi-Fi pripojeni pfistroje (“Connected to...”, “Enabled and
not connected” nebo “Disabled”)

Bluetooth status

Stav Bluetooth pripojeni pfistroje (“Connected to...”, “Enabled-
[seznam sparovanych zafizeni] nebo “Disabled”)

Software product version

Aktualni verze nainstalovaného softwaru pfistroje NanoDrop One

Platform release

Vyvojova platforma pro podporu pfistrojii NanoDrop One
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Z&kladni ovladani pfistroje

Firmware version Instalovand verze firmware pfistroje
Android release Kaod verze instalovaného operacniho systému Android
Android version Aktudlni verze instalovaného operacniho systému Android

VA 4

ProhlizeC dat (Data Viewer)

Na zékladni obrazovce pfistroje kliknéte na ikonu pro prohliZeni ziskanych dat v predeslé
dobé (v daném dni, tydnu, mésici, poslednich Sesti mesicich, posledni rok nebo ve
specifikovaném Casovém intervalu. Kliknéte zde pro zobrazeni vice informaci o prohlizeni dat
na pristroji.

Poznamka Pfistroj VAm umozni zobrazit pouze data z lokalni NanoDrop One databaze.

Pokud je pistroj pfipojen pomoci sitového kabelu (Ethernet) nebo pomoci bezdratové

sité nebude ikona prohlizece dat dostupna.

Nastaveni prfistroje (Instrument Settings)
Na zékladni obrazovce kliknéte na ikonu @' pro pristup do nastaveni funkci pfistroje

jako je WiFi a pouZiti kyvety. Kliknéte zde pro zobrazeni dalSich moZnosti nastaveni
pfistroje.

Diagnostika pristroje (Instrument Diagnostics)

Na zakladni obrazovce kliknéte na ikonu m pro ovéfeni ovladani pfistroje.
Diagnostika pristroje by se méla spoustét pravidelné na zakladé planu drzby. Kliknéte zde
pro zobrazeni informaci o spusténi dalSich moZnosti diagnostiky pfistroje.
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Z&kladni ovladani pfistroje

Skoleni a napovéda

Na zé&kladni obrazovce kliknéte na ikonu pro pristup do systému napovedy.

Sowtware pfistroje NanoDrop One disponuje komplexnim Skolenim a podporou. Kliknéte

zde pro vyhledavani dalSich informaci v napovéde.

Souvisejici témata

Aplikace

Nastaveni pfistroje

ProhliZze¢ dat - NanoDrop One Data Viewer
Nastaveni pfistroje

Diagnostika pristroje

Informace o systému navovédy

MéFeni mikroobjemovych vzorki

Méfeni vzorkd s kyvetou

NanoDrop One - obrazovka méreni

210

Tyto funkce jsou dostupné ze vSech obrazovek méfeni v ramci dané aplikace.
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Zékladni ovladani pfistroje

Menu s moznostmi;  Nézev vzorku; Vysledky méfeni; vice informaci
kliknutim otevrit kliknutim editovat viz Aplikace
Upozornéni
Sample 3| ;El meren,

=l Kliknutim
naul v Aven/a%an asensacanll  Zobrazit vice

#

|
1@ %2 197 104 g Kiiknutim na
> 30054 180 220 [ Faduvyber

opticka drahawvzorku

240 vzorku a

£ aktualizace

52 spektra;

5, kliknutim na
nékolik rad
soucasné
zobrazit az pét

0 — P—— spekter.
p— : S Zmacknéte a
| _ ES——— == podrite
Blank Measure giN End Experiment zvolenou fadu
Lo vl o o e . . pro zobrazeni
Kliknutim zmeéfit| Kliknutim zmeérit L | Automatické Kliknutim ukonCit exper podrobnosti,
roztok blanku vzorek méreni a exportovat data
Zvolend  Zoomovanim Ovladani stranek; posunutim prstem
aplikace  dvéma prsty doleva zobrazit tabulky s dalSimi ]
prizplsobit osy vysledky méteni Uchopenim
tabulky a
Menu posunutim
Kliknutim na ikonu E z kazdé obrazovky méfeni zobrazit dostupné funkce. nahoru/dol
zobrazit vice
Home Navrat na zakladni obrazovku pfistroje NanoDrop One nebo méné
[application] Setup Zobrazeni nebo zména nastaveni vybrané aplikace dat
Settings Zobrazeni nebo zména nastaveni pristroje
Print Tisk zvolenych vysledk( méfenti.
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Nézev vzorku

Editaci ndzvu vzorku provedete kliknutim na pole Sample Name na obrazovce méfeni.
Pokud je zapnuté funkce Auto-Naming (nastavena na ON) (viz Obecné nastaven),
kazdému vzorku se piifadi automaticky kofenovy nazev nasledovany pofadovym cislem

zatinajicim od hodnoty "1". Poprvé se toto zobrazi po zméfeni prvniho blanku a pred
méfenim prvniho vzorku v kazdém experimentu jak je zobrazeno nize.

Defaultni nazev vzorku: kliknutim editovat

=" Sample 1|

Clean Both Pedestals and
Load Sample

Na uvedeném pfikladu bude nédzev prvniho vzorku ,Sample 1" nésledujici ,Sample 2" atd.
Je moZné editovat defaultni ndzev a pfejmenovat ho.

Poznamka Pokud editujete nazev vzorku v pribéhu experimentu a funkce Auto-Naming je
zapnuta, identifikator vzorku (ID) se restartuje.

Editace dafaultniho kmenového nazvu vzorku

NeZ spustite méfeni blanku a méfeni prvniho vzorku provedte nasledujici:
—  kliknéte na pole Sample Name pro zobrazeni klavesnice
- zadejte novy kmenovy nazev

—  kliknéte na Done

Editace nazvu vzorku
_  nazakladni obrazovce kliknéte na ikonu Ed pro otevieni prohlizece dat

vyberte experiment

posunutim prstem doleva zobrazite tabulku dat

zméa&knutim a podrZenim nazvu vzorku zobrazite detailni informace o vzorku

kliknutim na pole Sample Name zobrazite klavesnici
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Sample Details Pedestal
Sample Name Sample 2
Created on 9/10/2015 1:55:47 PM

- zadejte novy nazev vzorku

—  kliknéte na Done

Vysledky méreni

Typ vysledkd, které se zobrazi na obrazovce méfeni zavisi na zvolené aplikaci.
Detailnéji viz:

Aplikace > [skupina aplikace] > Méfeni [nazev aplikace] >Vysledky méfeni

Zde je uveden priklad pro dsDNA.

Spektrum absorbance
Pro kazdy zméfeny vzorek se v ramci dané aplikace zobrazi UV a UV-VIS spektrum

absorbance a souhrn vysledku. Svisla osa zobrazuje hodnoty absorbance (A). Vodorovna
o0sa zobrazuje vinovou délku v nm.

Opticka draha vzorku
VSechny aplikace zobrazuji stejnou drahu vzorku podél svislé osy spektra.

Absorbance mikoobjemovych méfeni a méfeni s nestandardni kyvetou jsou
normalizovany na ekvivalent 10,0 nm optické drahy.
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Vystrahy méreni

Technologie Acclaro Sample Intelligence zabudovana v pfistroji NanoDrop One zahrnuje
podstatné prvky umoZriujici zachovani integrity analyzovaného vzorku. Kliknéte na ikonu
Acclaro Sample Intelligence v programu pfistroje pro zobrazeni souvisejicich informaci.
DalSi informace kliknéte na link uvedeny nize.

AN analyza kontaminant umoznuje kvalifikovat vzorek pred naslednou analyzou

technicka podpora na pozadani je dostupna pro atypicka
méfeni nebo méfeni nizko koncentrovanych vzorki

X vystraha chybnych vysledki

Blank

Kliknéte na Blank pro méfeni blanku ve zvoleném experimentu.

Blank musi byt zméfen pfed kazdou skupinou podobnych vzorku. Typicky roztok blanku je Cisty
pufr ktery byl pouZit na resuspendovani vzorku. Vice informaci viz \/yber a méfeni blanku.

Méreni

Kliknéte na Measure pro méfeni vzorku ve zvoleném experimentu.

Vzorky musi byt fadné izolovany a pripraveny pfed vlastnim méfenim v pfistroji a koncentrace
se musi pohybovat v mezich detekce absorbance pfistroje. Vice informaci, viz Pfiprava vzork(
a Méfeni mikroobjemovych vzork(i nebo Méfeni vzorki s kyvetou a Meze detekce absorbance.

Poznamka Tlacitko Measure se stane dostupné po ukonceni platného méfeni blanku.
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Funkce Auto-Measure a Auto-Blank

Urychlete analyzu na pfistroji NanoDrop One pomoci funkci Auto-Measure a Auto-Blank,
které spusti méfeni bezprostfedné po sklopeni ramene pfistroje. Tato moznost eliminuje
potiebu opakovaného méreni nebo blankovani pri analyze vétsiho souboru vzork.

Pozndmka Funkce Auto-Measure a Auto-Blank jsou dostupné pouze pro mikroobjemova méfeni.

Auto-Measure

Zapnuti nebo vypnuti funkce Auto-Measure, na kazdé obrazovce méfeni vzorku, provedete
kliknutim na tlaCitko On nebo Off vpravo od tlacitka Measure.

Measure

Auto-Blank

Zapnuti nebo vypnuti funkce Auto-Blank, na kazdé obrazovce méfeni blanku, provedete kliknutim
na tlaCitko On nebo Off vpravo od tlacitka Blank

Ukonceni experimentu

Kliknéte na End Experiment pokud jste pfipraveni pojmenovat vas projekt a ulozit ho, pfidélte
oznaceni, které vam pomliZe pozdéji lokalizovat experiment (viz Sprava identifikator(i na pistroji),
nebo exportovat data.

Poznamka Funkce End Experiment je dostupna po ukonceni prvniho méfeni vzorku.
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Detailni informace o vzorku

Zmacknéte a podrzte vybranou datovou fadu vzorku na obrazovce méfeni nebo datovou tabulku
pro zobrazeni detailnich informaci o vzorku, ktera zahrnuje vSechny dostupné vysledky méfeni a
souvisejici Gidaje zvoleného vzorku. NiZe je uveden pfiklad:

Sample Details Pedestal

Sample Name Sample 2

Created on 9/10/2015 1:55:47 PM

Nucleic Acid 3005.4 ng/pL
A260/A280 1.80
A260/A230 2.20

A260 60.11

A280 33.47

Factor 50.00

Poznamka MuZete téZ editovat jméno vzorku z okna Sample Datails.
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Datova tabulka

Posunutim prstem doleva na kaZzdé obrazovce méfeni zobrazite datovou tabulku aktuélniho
experimentu. Datova tabulka obsahuije vysledky méfeni viech vzork(i daného experimentu. Na
obrézku niZe jsou zobrazeny dostupné funkce.

Menu s moznostmi;  Nazev vzorku; Vysledky méfeni; vice informaci
kliknutim otevfit kliknutim editovat viz Aplikace
Upozornéni
o .
Kliknutim
# Sample Name v ng/pL v A260/A280 A260/A230 A260 A280 ZobraZIt Vl'ce
|
1 @ sample 96.2 1.97 1.04 1.92 0.98 — Kliknutim na
2 sample 2 3005.4 1.80 2.20 60.11 3347  fadu vyber
vzorku;

kliknutim na
fadu zobrazit
podrobnosti 0
vzorku

Measure : End Experiment

Zvolena Ovladani stranek; posunutim prstem
aplikace doprava navrat na obrazovku méfeni

Souvisejici témata
+ Kvantifikace nukleovych kyselin
+ Kvantifikace protein(i
+ Nastaveni pfistroje
¢ Tisk dat

+ Acclaro Sample Intelligence
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* Priprava vzorki a blanki

* Vlyhledavéni databaze experimentu
 Export dat

« Méfeni mikrobjemovych vzorki

« Méfeni vzorkil s pouzitim kyvety

NanoDrop One Data Viewer (ProhlizeC dat)

Menu s moznostmi:  Aktualni ¢as
kliknutim otevrit

Prohlize¢ dat (Data Viewer) otevira databazi s uloZenymi daty vzorkd, které byly naméfeny
pfistrojem. Data se ukladaji podle datumu jejich vytvofeni, ndzvu experimentu, pouZité aplikace

pfipadné jiného oznaceni (viz Sprava identifikator().

V prohlizeci dat (Data Viewer) miZete vyhledavat a vybirat experiment s naméfenymi daty, nebo
exportovat vybrany experiment na rlizna Glozisté a do rdznych forméatd soubord.

Tyto funkce jsou dostupné z prohlizece dat (Data Viewer).

intervalu

E(i Data Viewer

Last week

218

Tuesday, September 8, 2015
Monday, September 7,2015
Sunday, September 6, 2015
Saturday, September 5, 2015
Friday, September 4, 2015

Thursday, September 3,2015

Wednesday, September 2, 2015

NanoDrop One - UZivatelska prirucka

Viyhledat experiment nebo
filter Casového  zménit filtr asového rozsahu

4 experiments found B

1 experiment found
1 experiment found
3 experiments found
1 experiment found
2 experiments found

6 experiments found

Viybrat experimenty
pro export nebo smazani

Kliknutim na
fadu vybér
experimentd
provedenych v
prislusny dan;
kliknutim na
experiment
oteviit
experiment
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Otevreni prohlizeCe dat (Data Viewer)

Jestli shromazdite jeden nebo vice vzorkil v fadé, poté co zmacknete End Experiment,
pfislusna dat se automaticky uloZi do experimentu podle nazvu experimentu. Pfi
defaultnim nastaveni se experimenty ukladaji do databaze prisluSného pfistroje

NanoDrop One podle datumu vytvoreni dat, ndzvu experimentu, pouzité aplikace
pfipadné jiného oznaceni.

PouZijte prohlize¢ dat (Data Viewer) na otevieni databaze uloZené na pfistroji pro zobrazeni
spekter a souvisejicich dat libovolného experimentu v kterémkoliv Case.

Otevieni databaze pristroje a vysledk( méreni

pro otevieni databaze pristroje NanoDrop One kliknéte na zakladni obrazovce na
ikonu Data Viewer

Poznédmka ProhliZe€ dat (Data Viewer), neni dostupny na zakladni obrazovce
pfistroje pokud je pristroj pfipojen k PC prostfednictvim sitového kabelu (Ethernet)
nebo bezdrétové (vice podrobnosti viz Nastaveni pristroje).

Menu

Kliknéte na ikonu E Data Viewer pro zobrazeni dostupnych funkci.

Home Névrat do zakladni obrazovky pfistroje NanoDrop One
Settings Zobrazeni nebo zména nastaveni pristroje

Import Import dat z USB flash zafizeni

Disk Status

Zobrazeni zbyvajici kapacity paméti pfistroje pro ukladani méfenych dat
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Vyhledavani databaze experimentu

V prohlizeCi dat (Data Viewer) kliknéte na Search pro vyhledavani vybrané databaze experimentu
nebo zménu ¢asové fady pfipadné jiny vyhledavaci filtr. Podle aktualniho nastaveni bude filtrovana
databaze ve vyhledavacim okné (Search box). Filtry zahrnuji ¢asovy rozsah, typ aplikace a jiné
uzivatelsky definované oznaceni (viz Sprava identifikator(i pro informace jak pfidat nebo smazat
oznaceni). Nize je uveden piiklad:

Kliknutim zmeénit
filtr Casové rozsahu

Zménte filtr a kliknéte na OK pro zobrazeni
aktualizovaného seznamu experiment(

Seailch

‘ D Intensity Check D dsDNA D Protein A205 D Protein A280

D heated

# of experiments found: 21

=

Kliknutim vybrat nebo Kliknutim vybrat nebo zrusit filtry aplikace
zrusit uzivatelsky definovana
oznaceni

Export vybranych experiment(l

V prohlize¢i dat (Data Viewer) zvolte Select pro zobrazeni seznamu ziskanych experimentd,
které planujete exportovat.

Export vybranych experiment(i

- v prohlize¢i dat (Data Viewer) kliknéte na seznam experimentd ziskanych v pfislusny den
nebo pouZijte funkci Search pro vyhledani experimentu

- vloZte USB pamétové zafizeni do volného USB portu pfistroje (pfedniho, zadniho levého
nebo zadniho pravého))

— kliknéte na Select
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- Kliknutim vyberte jeden nebo vice experimentli na export (znovu kliknutim experiment odznacite)
- Kkliknéte na Export

- zvolte jeden nebo vice formatd do kterych se exportuje soubor (podrobnosti viz ,Exportovani dat”
v kapitole Zakladni ovladani)

Export
You can export your data in three formats:

@ Spreadsheet measurement data (.csv file)
[ Spectrum data (tsv file)
EJ/ NanoDrop One Data Viewer file (.sqgl file)

—  kliknéte na Export
—  po zobrazeni zpravy "Export Success” kliknéte na OK

Smazani vybranych experiment(l

Zvolte Select v prohlizedi dat (Data Viewer) pro vybér experimenttl, které chcete smazat.

Smazani vybranych experiment(i

- v prohliZegi dat (Data Viewer) kliknéte na fadu pro zobrazeni seznamu ziskanych v
prislusny den nebo pouzijte funkci Search pro vyhledani experimentu

- kliknéte na Select

— kliknutim vyberte jeden nebo vice experiment( uréenych ke smazani (opétovnym Kliknutim
odznacite experiment)

- kliknéte na Delete potom na OK

POZNAMKA Smazana data nelze obnovit.
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Otevreni experimentu a prohliZzeni souvisejicich dat

PouZijte prohlize¢ dat (Data Viewer) pro lokalizaci a otevieni experimentu a zobrazeni

obsahujicich dat.

Otevieni experimentu

- v prohlizeci dat (Data Viewer) kliknéte na fadu pro zobrazeni seznamu ziskanych v
pfislusny den nebo pouZijte funkci Search pro vyhledani experimentu

- kliknéte na experiment name pro otevfeni experimentu

NiZe je uveden priklad:

Devét experimentli naméfenych v tento datum

— EQ Dpata Viewer

Last month

Friday, September 4, 2015
Thursday, September 3,2015

dsDNA_09/03/2015 15:37:19 7

Microarray

Oligo DNA_09/03/2015 15:03:3/4
RNA_09/03/2015 14:57:18

o]

Microarray_09/03/2015 14:41:4

dsDNA_09/03/2015 06:44:38

o0 ¢ oo ¢

Protein A280_09/02/2015 19:4(:07

Kliknutim otevfit experiment; zmacknutim a podrzenim zobrazit

8 experiments found

8 measurements

7 measurements

7 measurements

7 measurements

9 measurements

2 measurements

3 measurements

detailni informace o projektu vCetné pridruzenych oznaceni

Pohlize¢ dat (Data Viewer) poskytuje naméfena data jako jsou spekiralni data a datové tabulky,

v obdobném schématu jako kdyZ ukoncite méfeni.

Pozndmka Zobrazena data zavisi na typu pouZité aplikace ktera byla zvolena pro méfeni

vzork( (v uvedeném prikladu vzork( nukleovych kyselin. Vice informaci viz podrobnosti aplikaci.
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Spektralni data —

Po otevfeni experimentu, software zobrazi UV a UV-Vis spektrum absorbance a souhrn
souvisejicich dat pro prvni zméfeny vzorek, velmi podobné jako v priibéhu méfeni. Na obrazku
niZe jsou popsany dostupné funkce.

Viybranny Vysledky méfeni; vice informaci
experiment viz Aplikace

Upozornéni

mérent;

ng/pl ¥ A260/A280 A260/A230 . ,

| kliknutim
1@ 04 206 077 | zobrazitvice

2.28 Kliknutim na
v fadu vyber
vzorku a
aktualizace
spekira;
kliknutim na
nekolik rad
soucasneé
zobrazit az pét
spekter.

2.26

2.25

340

Wavelength (nm)

Uchopenim
LYJ tabulky a

Zvolend Zoomovanim dvémi  Ovladani stranek; posunutim prstem posunutim
aplikace prsty piizplsobit osy ~ doleva nebo doprava zobrazit nahoru/dold

Thermo Scientific

predchazejici nebo nasledujici obrazovku  ;gprazit vice

nebo méné
dat
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Datova tabulka —

Posunutim prstem doleva na obrazovce se spektry se zobrazi datové tabulka pfisluSného
experimentu. Datova tabulka obsahuje vysledky méfeni vSech vzork( experimentu. Na obrazku
niZe jsou popsany dostupné funkce.

Menu s moznostmi;  Vybranny Kliknutim  Vysledky méfeni; vice informaci
kliknutim otevrit experiment | vybrat jednotky viz Aplikace
Upozornéni
e . s —— 1 -
— kliknutim
# Sample Name ng/pl v A260/A280 A260/A230 A260 A280 1 1
| zobrazit vice
1 @ sample -0.4 2.06 0.77 -0.01 0.00 — Kliknutim na
2 Sample 2 1544.2 1.86 2.28 30.88 1660  raduvyber
vzorku;
Sample 3 - . kliknutim na
4  Sample4 3023.1 1.86 2.26 60.46 3246 adU
podrzenim
5 Sample 5 3119.4 1.85 2.25 62.39 33.64 z0brazit
6  Sample6 3030.9 1.86 2.26 60.62 3261  Podrobnostio
vzorku.
7 @ sample 7 0.2 0.38 1.73 0.00 0.01
8 @ samples -0.2 0.43 -5.09 0.00 -0.01
Zvolena Ovladani stranek; posunutim prstem
aplikace doprava zobrazit pfedchazejici obrazovku (2)
Menu
Kliknéte na ikonu E z kterékoliv obrazovky spektralnich dat nebo datové tabulky pro zobrazeni
dostupnych funkci.
Home Néavrat na domovskou stranku pfistroje NanoDrop One
Manage Identifiers Pridat nebo smazat oznageni vybranych experiment( pro
usnadnéni vyhledavani (viz Sprava identifikator( na pristroji).
Export Export vybraného experimentu na USB zafizeni
Print Tisk vybranych vysledkd méfeni (moZnost tisku se zobrazi pouze

pokud je vybran jeden nebo vice vysledkd méfeni v tabulce dat)
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Settings ProhliZzeni nebo zména nastaveni pristroje.

Disk Status Zobrazeni zbyvajici kapacity paméti pfistroje pro ukladani
méfenych dat

Souvisejici témata

+ Nastaveni pfistroje

* \lyhledavani databaze experimentu
 Export dat

+ Tisk dat

Hlavni menu pristroje NanoDrop One

Tyto funkce ovladani jsou dostupné z kterékoliv obrazovky méfeni nebo z prohlizeCe dat (Data Viewer).

Sprava identifikator(l (na pfistroji)

M(iZete pridat jeden nebo vice ,identifikatord” (t.j. oznaeni nebo metadatové Stitky) k experimentu
aby ho bylo mozné snadnéji vyhledat. Oznaceni je moZzné pridat v softwaru nainstalovaného na
pfistroji NanoDrop One nebo ze softwaru prohlizeCe (NanoDrop One Viewer) nainstalovaném na
PC. (viz Sprava identifikator(i na PC).

PouZijte prohlize¢ dat (Data Viewer) pro pfidani oznaceni experiment(, prifazeni existujicich
oznaceni, prohlizeni pfifazenych oznaceni a odstranéni oznageni na pfistroji. Je mozné filtrovat
seznam experimentl v prohlizeci dat (Data Viewer) na zakladé uzivatelsky definovanych oznacent.

Oznaceni nového experimentu kdyz ho ukladate

- po naméfeni posledniho vzorku kliknéte na i

- v poloZce End Experiment kliknéte na pole Add Identifier
- pouZijte zobrazenou klavesnici pro zadani oznaceni a kliknéte na @

— kliknéte na Done

- kliknéte na End Experiment
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OznacCeni experimentu v prohliZeci dat (Data Viewer)
- nadomovské obrazovce kliknéte na ikonu E." pro otevfeni prohlizeCe dat (Data Viewer)
- Kkliknutim otevfete experiment
~  Kikngte naikonu Bl azvolte Manage Identifiers
- v poli Manage Identifiers box kliknéte na pole Add Identifier
—  pouZijte zobrazenou klavesnici pro zadani oznaceni a kliknéte na @
- Kkliknéte na Done
- kliknéte na OK

Zobrazeni pfifazenych oznaCeni experimentu
- na domovské obrazovce kliknéte na ikonu pro otevfeni prohlizece dat (Data Viewer)

— zméacknéte a podrZte vybrany experiment pro pohlizeni podrobnosti o experimentt

Whledani oznacenych experiment(
- na domovské obrazovce kliknéte na ikonu LT('; pro otevfeni prohlizece dat (Data Viewer)

—  kliknéte na Search

- ve vyhledavacim poli zadejte Casovy rozsah, vyberte aplikaci (zobrazuiji se pouze aplikace s
pfifazenymi daty), vyberte jedno nebo vice oznaceni ze skrolovatelného seznamu a kliknéte
na OK

Smazéni oznaceni
- nadomovskeé obrazovce kliknéte na ikonu LT(';_ pro otevfeni prohlizece dat (Data Viewer)
- Kkliknutim otevfete experiment
- kliknéte na ikonu E a zvolte Manage Identifiers
— v poli spravy indentifikatord vyberte oznaceni a kliknéte na ikonu ﬁ
- Kkliknéte na OK

Export vybranych méreni

Je mozné exportovat naméfena data z jednoho nebo vice experimentt kdyZ experiment ukladate
nebo pozdéji z prohlizece dat (Data Viewer).
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Poznamka Data exportovana v priibéhu ukladani jsou porad ukladana do databéze (lokani
nebo vzdalené, v zavislosti na nastaveni ukladani dat; vice informaci viz \olba mista pro
uloZeni nebo prohliZzeni nashiranych dat.

Naméfena data mohou byt uloZena do tfech typli formatu:
* jako hodnoty oddélené ¢arkami (souborovy format .csv), obsahujici naméfené vysledky a podrobnosti

* jako hodnoty oddélené tabulatory (souborovy format .tsv), obsahujici x, y soufadnice pro kazdy
bod spektra

* do souborového formatu prohlize¢e NanoDrop One (souborovy format .sql), obsahuijici spektra a
vysledky méfeni, které Ize importovat do programu NanoDrop One Viewer nainstalovaném na PC.

Nazvy soubortl jsou totozné s nazvem experimentu. Soubory se ukladaji do slozky s nazvem
"NanoDropOne” nasledované vyrobnim islem pfistroje. (Vyrobni ¢islo Ize zobrazit pomoci Stavu
systému).

Pokud vyberete nékolik experimentd pro export do formatt CSV a TSV, kazdy exportovany
experiment bude mit samostatny CSV a TSV soubor. Pokud je rovnéz zvolena volba SQL,
exportovany SQL soubor bude obsahovat vSechny ulozené experimenty.

Pouzijte tabulkovy procesor (spreadsheet) nebo textovy editor pro otevieni souborli CSV a TSV.
NiZe je uveden priklad vysledk( méfeni ulozenych do formatu CSV:

A B B D E F G H I J

1 |Date Sample Name Nucleic Acid A260/A280 A260/A230 A260 A280 MNucleic Acid Factor Baseline (nm)
2 | 421/2015 15:37 Sample 1 0.2 0.7 0.56 0.01 0.01 33 340

3 | 4/21/2015 15:42 Sample 2 0.37 0.54 0.86 0.01 0.01 33 340

4 | 4/21/2015 15:44 Sample 3 0.43 0.98 0.74 0.01 0.01 33 340

5 | 4/21/2015 15:44 Sample 4 0.18 2.1 0.83 0.01 0 33 340

6 | 4/21/201515:45 Sample 5 0 0.07 0.02 0 0 33 340

7 422/2015 8:57 Sample 6 -0.52 2.11 0.66 -0.02 -0 33 340

8

Poznamka Zobrazend data zavisi na typu pouzité aplikace ktera byla zvolena pro méfeni
vzork( (v uvedeném prikladu vzork( nukleovych kyselin. Vice informaci viz podrobnosti aplikaci.

Soubor typu SQL je mozné otevfit v programu NanoDrop One Viewer a to pouze
po importovani dat.

Data je mozné exportovat na USB zafizeni pfipojené k USB portu pfistroje (pfednimu,
zadnimu levému nebo zadnimu pravému USB portu), a nasledné je pfesunout do PC, ktery
disponuje tabulkovym procesorem nebo textovym editorem (plati pro soubory CSV a TSV)
nebo do programu NanoDrop One Viewer (plati pro soubory SQL).

Export dat na konci experimentu

- pfipojte USB pamétove zafizeni do volného USB portu pristroje (pfedniho, zadniho levého
nebo zadniho pravého)
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po ukon&eni méfeni vzorkd Kliknéte na i

z okna End Experiment Kliknéte na Export

vyberte jeden nebo vice formatli pro export (detailngji viz vy3e v textu)

Export
You can export your data in three formats:
@ Spreadsheet measurement data (.csv file)

[V Spectrum data (:tsv file)
@ NanoDrop One Data Viewer file (.sql file)

- Kliknéte na Export
- po zobrazeni zpravy "Export Success” kliknéte na OK

- odpojte USB zafizeni

- kliknéte na End Experiment

Export dat z prohliZzeCe dat - programu Data Viewer
- nadomovské obrazovce kliknéte na ikonu pro otevfeni prohliZzece dat (Data Viewer)

— v prohlizedi dat (Data Viewer) kliknéte na Fadu pro zobrazeni seznamu ziskanych v
pislusny den nebo pouZijte funkci Search pro vyhledani experimentu

- vloZte USB pamétové zafizeni do volného USB portu pristroje (pfedniho, zadniho levého nebo
zadniho pravého)

- kliknéte na Select
- Kliknutim vyberte jeden nebo vice experimentli pro export (znovu kliknutim odznadte experiment)

- Kkliknéte na Export
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- zvolte jeden nebo vice formatu pro export (viz vySe v textu)

Export
You can export your data in three formats:

@ Spreadsheet measurement data (.csv file)
@ Spectrum data (.tsv file)
@ NanoDrop One Data Viewer file (.sqgl file)

- Kliknéte na Export

- po zobrazeni zpravy "Export Success” kliknéte na OK

Smazani vybranych méfeni
Je mozné smazat naméreny vzorek z kteréhokoliv experimentu.

POZNAMKA Smazana data nelze obnovit.

Smazani dat na obrazovce méreni

- zmacknéte a podrZte fadu pro otevieni okna Sample Details

. . X i,
—  kliknéte na ikonu m

Smazani dat v prohliZzeci dat - programu Data Viewer
- na domovské obrazovce kliknéte na ikonu pro otevfeni prohlizece dat (Data Viewer)

— v prohliZeCi dat (Data Viewer) kliknéte na fadu pro zobrazeni seznamu ziskanych v
pfislusny den nebo pouZzijte funkci Search pro vyhledani experimentu

— zmacknéte a podrZte fadu pro otevieni okna Sample Details

—  kliknéte na ikonu 'ﬁ
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Tisk vybranych méreni

Pfipojte k pfistroji kompatibilni tiskarnu pro rychly tisk naméfenych vysledkd zahrujici
spektraini data a podrobnosti o vzorcich - miZete poté umistit do laboratorniho zapisniku nebo
na laboratorni nasténku.

Tisk dat z obrazovky méfeni

- po naméfeni vzorku, zobrazte vysledky méfeni ur¢ené k tisku jako jsou spektralni
data nebo tabulky dat (viz Obrazovky méreni pristroje NanoDrop One).

- Kkliknutim vyberete jednu nebo vice fad uréenych k tisku (znovu klinutim fadu odznacite)
—  Kiknéte na ikonu |5l a zvolte Print
— v poli Print information kliknéte na OK

Jedno oznaceni se vytiskne pro kazdy vybrany experiment.

Tisk dat z prohliZzeCe dat - programu Data Viewer
- nadomovské obrazovce kliknéte na ikonu Ec';_ pro otevfeni prohlizece dat (Data Viewer)

— v prohliZeci dat (Data Viewer) kliknéte na fadu pro zobrazeni seznamu ziskanych v
prislusny den nebo pouZzijte funkci Search pro vyhledani experimentu

- kliknéte na experiment name pro otevieni experimentu

-z obrazovky méfeni se spekiralnimi daty nebo tabulky dat nebo z prohlizece dat (Data
Viewer) kliknutim vyberte jednu nebo vice fad uréenych k tisku (znovu kliknutim odznacite
fadu)

—  Kiknéte na ikonu |5l a zvolte Print

— v poli Print information kliknéte na OK

Jedno oznaceni se vytiskne pro kazdy vybrany experiment.
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Tisk podrobnosti vzorku

-z obrazovky méfeni se spekiralnimi daty nebo tabulky dat nebo z prohlizece dat (Data
Viewer) zmécknutim a podrzenim fady vzorku oteviete pole Sample box.

Sample Details Pedestal
Sample Name Sample d
Created on 9/3/2015 3:34:32 PM
Nucleic Acid 3011.3 ng/pL
A260/A280 1.85
A260/A230 2.25
A260 60.23
A280 32.51
Factor 50.00
E— P
= @
~  Kiknéte na ikonu

— v poli Print Information zvolte OK

Jedno oznaceni se vytiskne pro kazdy vybrany experiment.

Souvisejici témata
+ Nastaveni pfistroje
¢ Prohlize¢ dat NanoDrop One Viewe
* Vyhledavani databaze experimentu
+ Vybér experimentu pro export nebo smazani

« Otevfeni experimentu
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Nastaveni pristroje

ProhliZzeni nebo zména nastaveni pfistroje
- nadomovske strance kliknéte na
nebo

— '@' Settings

System General Dye/Chrom. Editor

- nakterékoliv obrazovce méreni nebo v
prohlizei dat (Data Viewer) kliknéte na e

ikonu IS8 a zvolte @1 Settings

Enabled

Bluetooth Connected to 2 Devices

Language English Update Software

April 5,2016

Dostupné moznosti nastaveni pristroje: Date and TIe e

Systémove nastaveni
Dostupné moZnosti nastavent:

Wi-Fi Nastaveni pfipojeni k pfistroji pomoci lokalni bezdratove site (WLAN)

Bluetooth Nastaveni pfipojeni prostfednictvim Bluetooth bezdratovych zafizeni
jako je napr. klavesnice, my$ nebo Gtecka ¢arovych kodu.

Language Nastaveni ovladaciho jazyka softwaru NanoDrop nebo ostatnich
pfipojenych vstupnich zafizeni jako e napf. klavesnice, my$ nebo
Ctecka carovych kadd.

Poznamka: Zména ovladaciho jazyka vyZaduije restart softwaru.
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Date and Time Automatic date & time : synchronizuje datum a ¢as pfistroje s
dostupnou siti

Automatic time zone : synchronizuje Casové pasmo pfistroje s
dostupnou siti

Set date : rucni nastaveni data v pfistroji (tato funkce je nedostupna
pokud je aktivovana polozka Automatic Date & Time)

Set time : ruCni nastaveni Casu v pfistroji (tato funkce je nedostupna
pokud je aktivovana polozka Automatic Date & Time)

Set time zone : ruéni nastaveni ¢asového pasma v pristroji (tato funkce
je nedostupna pokud je aktivovana polozka Automatic Date Time Zone)

Use 24-hour format : pouZit 24-hodinovy format

Choose date format : vybrat dostupny format data

Brightness Pfizpdsobent jasu obrazovky pfistroje
Sound Volume Nastaveni velikosti obrazovky pfistroje
Update Software Provedte akutalizaci softwaru pfistroje NanoDrop One pomoci

pfipojeného USB zafizeni; pokud pfipojené USB zafizeni obsahuje
rlizné aktualizacni soubory vyberte ktery chcete pouZit (vice
informaci viz Aktualizace Softwaru)

Version : verze nainstalovaného operaéniho softwaru v
pfistroji NanoDrop One

Database version : verze databaze v pfistroji NanoDrop One

Obecna nastaveni

Dostupné jsou nasleduiici funkce:

Auto-naming Automatické pfifazovani nazvu vzorkl na zéklade kmenového
nazvu nasledovaného pofadovym Cislem zainajicim od "1".

PouZije se defaultni ndzev ("Sample”) nebo uZivatelsky
definovany nézev. Vice podrobnosti viz Nazev vzorku.
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Use cuvette Zvolte metodu analyzy vzorku v kyveté (dostupné pouze s
pristrojem NanoDrop OneC). Pokud je zvolena zobrazi se dalsi
dostupné volby:

Pathlength: Zadejte optickou délku (Sifku) kyvety nez zahdjite
blankovani nebo méfeni vzorku v kyveté (viz pokyny a
specifikace vyrobce kyvety)

Stir Speed: Pokud je zvoleno automatické michani, viozte
micro-stir bead do vzorkovaci kyvety a nastavte rychlost
michani (Stir Speed) (stupné 1 az 9 odpovidaji rozsahu 10 az
850 otacek za minutu s kontrolnim rampovanim od nuly)

Zahtati kyvety na 37 °C: Zvolte tuto funkci pokud je potfeba
ohfat kyvetu. Ohfiva€ kyvety zvySuije teplotu od pokojové
teploty do hodnoty 37 °C rychlosti 5 °C za minutu.

Dye/Chrom. Editor

Program Dye/Chromophore Editor slouzi k pfidani nebo smazani barviv dostupnych v Nastaveni
mikroGipu nebo v Nastaven protein( a znaceni. Je mozné téZ specifikovat které barvivo bude v
tomto seznamu dostupne.

Protein Editor

Program Protein Editor slouZi k pfidani uZivatelského proteinu do seznamu dostupnych proteinti v
aplikaci Protein A280.

Souvisejici témata
+ Nastaveni pristroje
+ Update softwaru
« Méfeni vzorkl s pouZzitim kyvety
+ Nastaveni sitového pfipojeni (Ethernet)
+ Dye/Chromophore Editor

+ Protein Editor
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Acclaro Sample Intelligence

Technologie Acclaro Sample Intellligence
zabudovana v pfistroji NanoDrop One zahrnuje
nasledujici prvky umoZziujici zachovani integrity
analyzovaného vzorku:

analyza kontaminant umoziuje
kvalifikovat vzorek pfed néslednou analyzou

o technicka podpora na pozadani je

dostupna pro atypicka méfeni nebo méreni
nizko koncentrovanych vzork(

i vystraha chybnych vysledk(
(sloupcovy senzor monitoruje pfitomnost
bublin nebo reflektujicich ¢astic, které
mohou znehodnotit vysledky méfeni

Prostudujte tyto informace, které vdm pomohou odstranit problémy pfi analyzach a pomohou
rozhodnout zda pfi atypickych vysledcich tyto vysledky pouZzit nebo repurifikovat vzorek nebo
pfijmout jina opatfeni. Technologie Sample Intelligence rovnéz slouZzi pro dalsi studium a jako

vyukova pomlicka pro nové studenty.

Zobrazeni informaci o technologii Acclaro Sample Intelligence

Méfeni zahrnujici analyzu kontaminantu nebo technické informace jsou automaticky ukladany (viz

pfiklad nize). Kliknéte na ikonu pro prozkoumani souvisejicich informaci.
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Analyza kontaminantu je
pro toto méreni dostupna

|'_'__d Data Viewer

10mm Absorbance

3 Skolici stredisko
Acclaro Sample Intelligence

Technické informace jsou
pro toto méreni dostupne

ng/uL v A260/A280 A260/A230

340
Wavelength(nm)

lkony se zobrazi vedle vysledkil méfeni (viz obrazek vyse), v tabulce dat a rovnéZ v prohlizeci dat

(Data Viewer) (viz obrazek nize).

. (3 Dpata Viewer

# Sample Name ng/pL v A260/A280 A260/A230 A260 A280
A 1 @samplet 632.8 1.57 0.70 12.66 8.05
A 2 @sample2 633.7 1.57 0.70 12.67 8.06
A 3 @samples 518.2 1.56 0.69 10.36 6.63
A 4 @sample 4 519.3 1.56 0.70 10.39 6.64
A 5 @samples 516.4 1.56 0.69 10.33 6.63

6 Sample6 876.3 1.80 2.24 17.53 9.71

lkony jsou aktivni na vech tfech mistech; tato informace zdstane aktivni na neurcitou dobu i kdyz

data exportujete.
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Analyza kontaminant

Pro aplikace dsDNA, RNA a Protein A280 pfistroj NanoDrop One provede automaticky
spektralni analyzu nékolika znamych kontaminant v priibéhu méfeni. Priklady znamych
kontaminant zahrnuiji:

* pro kvantifikaci dsSDNA a RNA:
- v oblasti analyzy: protein a fenol

— rovnéz detekuje pfitomnost guanidinu HCI a guanidium thiokyanatu

* pro kvantifikaci proteind:

— v oblasti analyzy: nukleové kyseliny a fenol

Pokud jsou ve vzorku detekovany kontaminanty, zobrazi se vlevo vedle méfeni ikona 2\
“Contaminant Analysis”

3 289.9 1.91 1.95

4@ 4512

Kliknéte na tuto ikonu pro zobrazeni analyzy kontaminantu a souvisejicich informaci.
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Zde je uveden priklad vysledk analyzy kontaminantu pfi kvantifikaci nukleové kyseliny,
kter& obsahuje zna¢né mnoZstvi kontaminantu jenZ ovliviuje vysledky méfeni.

Pomery Cistoty mimo rozsah

Plvodni koncentrace nukleové kyéleliny

Korigovana hodnota koncentrace nukleové kyseliny 2

= | Q4 DataViewer A\ Contaminant Analysis I--I

Sample 4 no/pl  AZ60/A:|80 A260/A2:|0

B Original L 4512 1.14 0.34

ng/pL % CV
® Corrected L3119 207
Impurity A260 % CV

o

2.83

B Protein

10 mm Absorbance

Hodnota absorbance
proteinu pfi 260 nm

o

% koeficient variace

Wavelength (nm)

Spektrum proteinu Pdvodni spektrum nukleové kyseliny

Korigované spektrum nukleové kyseliny

1 . ,
Stanoveno z celkové absorbance vzorku (vzorek plus kontaminant)
2 stanoveno z korigované absorbance vzorku (vzorek minus kontaminant)

ProtoZe proteiny absorbuiji svétlo v oblasti vinovych délek nukleovych kyselin (230 nm, 260 nm a
280 nm), pfitomnosti proteinti ve vySe uvedeném vzorku nukleové kyseliny posunula hodnoty
pomér( Cistoty A260/A280 a A260/A230 mimo rozsah a zpdsobila, Ze uvedena koncentrace
nukleové kyseliny je vySSi neZ redlna hodnota. Software identifikuje necistotu (protein) a oznami
nasleduiji:

« korigovana hodnota absorbance v ddisledku pfitomnosti proteinu (2,83) pfi vinové délce
analyzy (260 nm)

* % koeficient variace vysledkli méfeni (nejistota x 100/naméreny vysledek = 5,3 %; vysoka
hodnota tohoto koeficientu indikuje, Ze vysledky méfeni se blizi mezim detekce pfistroje nebo
ukazuje na pfitomnost interferujici latky)
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+ plvodni koncentrace nukleové kyseliny (451,2 ng/ml), které je odvozena z celkové
korigované absorbance (vzorek plus kontaminant) pfi vinové délce analyzy

* korigovana koncentrace nukleové kyseliny (311,9 ng/ml), ktera je odvozena z korigované
absorbance (vzorek minus kontaminant) pfi vinové délce analyzy

Teorie analyzy kontaminant

MéFeni absorbance UV a UV-VIS se pouziva ke kvantifikaci vzorkli nukleovych kyselin a
proteinti pii 260 nm reps. 280 nm. Analyza je zaloZzena na skutecnosti, Ze celkova
absorbance vzorku pfi dané vinové délce se rovna souctu hodnot absorbanci jednotlivych
komponent roztoku.

Pokud jsou tyto kontaminanty pfitomné ve vzorku, mohou interferovat s analyzou zvySovanim
absorbance pii zkoumané vinové délce. Diisledkem je nadhodnoceni koncentrace analytu.

Poméry Cistoty se tradicné pouZzivaji ke stanoveni pfitomnosti kontaminant které by mohli
ovlivnit nasledujici analyzy. Poméry Cistoty vSak nemusi byt postacujici pro zjiSténi mozné
kontaminace vzorku. Pokud poméry Cistoty dosahnou hodnotu mimo oCekévany interval, tak
se spektrélni profil hodnoti kvalitativné.

NaSe technologie Acclaro aplikuje kvanitativni pfistpup v analyze kontaminant. Pomoci
sofistikovaného matematického algoritmu technologie Acclaro analyzuje spektraini data aby
se stanovili pravdépodobné kontaminanty ve vzorku a eliminoval jejich prispévek od vysledk
analyzy. Viysledkem je pfesnéjsi hodnota koncentrace zkoumaného analytu a kvalitativnéjsi
analyza stupné kontaminace.

Zatimco spektrum Cisté latky (slozky) je jedinecné, spolecné spektrum vétSiny znamych latek
s malymi interferencemi, je mozné matematicky oddélit na dil¢i ¢asti spektra a tyto
komponenty identifikovat. Algoritmus analyzy kontaminantu vyuziva uzkou ¢ast spektra (220-
285 nm) v blizkosti vinové délky analyzy (260 nm pro nukleové kyseliny, 280 pro proteiny), ke
stanoveni kazdého pfispévku absorbace vlivem potencialniho kontaminantu (proteinu nebo
nukleové kyseliny a fenolu) které jsou absorbovany v dané oblasti spekira. Celé spektrum je
analyzovano aby se stanovila pfitomnost piipadnych kontaminantt jako jsou napf. guanidin
HCI a/nebo guanidin izothiokyanat, které jsou bézné pouzivany na fedéni nukleovych
kyseliny pfi purifikaci.

Poznadmka Ziskani konzistentni a vysoce kvalitni analyzy kontaminant zavisi na kvalité
méFeného spektra vzorku, které je zavislé na kvalité Udrzby pfistroje, viz Plan Gdrzby.
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7 s

Technicka podpora na pozadani

V aplikacich dsDNA a Protein A280 monitoruje pfistroj NanoDropOne vSechna méfeni na
pfitomnost kontaminant nebo jinych anomalii, které mohou ovlivnit vysledky méfeni. Priklady
monitorovanych charakteristik:

+ poméry absorbance, ktery indikuje pfitomnost komponent, které mohou interferovat s
méfenim vzorku (oznaCované téZ jako "poméry Cistoty”). Pro vice informaci sledujte
multimedilni trénink Co je to pomeér Cistoty?

* kontrola pfitomnosti bublin, kterou jsou vyhledavany bubliny nebo jiné reflexni latky ve vzorcich
nebo blanku. Pro vice informaci sledujte multimedialni trénink \/liv bublin ve vzorcich.

Pokud jsou dostupné technické informace, zobrazi se ,informacni” ikona o vlevo od
vysledkl méfeni.

# ng/uL ¥ A260/A280 A260/A230

A1@ 6328 157 070

A=

Kliknéte na ikonu pro zobrazeni informaci.

Zde jsou uvedeny vysledky analyzy nukleové kyseliny, u které jsou hodnoty dvou naméfenych
pomérd Cistoty pod Urovni oéekavanych hodnot a vzorek obsahoval mnozstvi bublin, které mohli
ovlivnit vysledky méfeni.

Information

A260/A230 Below Limit

A260/A280 Below Limit

Bubbles Detected
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Kliknutim na informacni tlagitko zobrazite vice informaci. Zde je uvedeny informace o
chybéach vlivem pfitomnosti bublin:

( i Acclaro Sample Intelligence

X. Bubbles Detected

% Learn more

These measurement results may be invalid.
Possible causes:

+ Bubbles in sample or blank, which can cause poor liquid column formation and diffract UV light. Both issues will impact
reproducibility.

+ Particulates in sample or blank, which can diffract UV light and affect reproducibility.
Possible solutions:

. To remove bubbles, briefly centrifuge sample and/or blank at low speed.

Kliknéte na Learn More pro zobrazeni dal3i irovné informaci, kterd napf. zahrnuje link na
multimedialni trénink.

< i Acclaro Sample Intelligence

X Learn More

}_ Spectrum of Sample with Bubbles

eﬂm Effects of Bubbles in Sample

Vystrahy chybnych vysledkd

Software pfistroje NanoDrop One pouZiva zabudovany obrazovy senzor pro monitoring
podminek vSech méfeni (jako napf. odrZeni kapalinového sloupce), které mohou vést k
chybnym vysledk(im méfen.
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Pfi vystraze chybnych vysledkd se zobrazi ikona chybnych vysledkd /X a méfeni se
zastavi. Vice informaci viz Reseni problémd.

Souvisejici témata

+ Obrazokvy méfeni pfistroje NanoDrop One

Prohlize¢ dat - NanoDrop One Data Viewer

Plan Gdrzby

UdrZba podstavci

Re3eni problém(
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Program NanoDrop One Viewer

Program NanoDrop One Viewer vam poskytuje flexibilni préaci s daty ziskanymi pfistrojem
NanoDrop One na vaSem pracovisti. Program pouZijte na:

« prohliZzeni nebo tisk dat ziskanych pfistrojem NanoDrop One na
jakémkoliv PC

« tvorbu, editaci, import a vymazani uZivatelsky definovanych metod

+ jednoduché vyhledavani informaci v systému napovédy pfistroje NanoDrop One

Data mohou byt importovana z pfistroje kdykoliv (dale viz Import dat z pristroje), nebo je Ize
rovnou uloZit do pfipojeného PC po skonceni kazdého méfeni (vice informaci viz “Set Up
Ethernet Connections” a "Set Up Wi-Fi Connections” v kapitole Nastaveni pfistroje).

Instalace prohlizeCe - softwaru Viewer

Prohlizec - software Viewer Ize nainstalovat na PC s operacnim systémem Windows™.
Sledujte nas web pro informace o kompatibilité softwaru.

StaZenf a instalace softwaru Viewer

1. Na kompatibilnim PC, ktery je pfipojen k internetu, pouZijte webovy prohlize€ pro zobrazeni
nasi webové stranky.

2. Na nasi webové strance pfejdéte do sekce pro download, zvolte stéhnout software
NanoDrop One Viewer a nasledujte pokyny pro uloZeni a spusténi instalatoru.

‘ Manage Identifiers

Domovska 7Sprévé dat Sprava identifikator( Sprava uzivatelskcych
obrazovka metod
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Domovské obrazovka programu Viewer

Po nainstalovani programu Viewer se otevie prazdna obrazovka pokud neexistuji Zadné
uZivatelské metody nebo uloZena ¢i importovana data v databazi. Tyto funkce jsou dostupné

z domovské obrazovky prohlizece.

Menu souboru Menu napovédy . L L
— Filtry vyhledavani
mi?oudl;zwate SX€ 1 Filtry pro vyhledévani dat ~ podle Gasové fady ~ Obnoveni

Application type filter

( : ) User identifier filter

Time range:

Menu souboru (File Menu)

Menu voleb;

Import Data Import experiment( z pfistroje.

Set Up Wi-Fi Data Storage ~ Nastaveni pocitaCe jako potenciélniho UloZisté pro
pristrojem namérena data vzork( (vice informaci viz
"Nastaveni Wi-Fi pfipojeni” v sekci Nastaveni pristroje).

Exit UkoncCeni prohlizece

Menu uzivatelskych metod (Custom Methods Menu)

Menu voleb;

Manage Custom Methods Tvorba, import, editaci a smazani uZivatelskych metod,
které mohou byt pouZity pro ziskani dat pfistrojem pfi
dostupném uZivatelském nastaveni
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Menu napovédy (Help Menu)

Menu voleb:

NanoDrop One Website Otevieni webového prohlizeCe, pokud je dostupny, a navigace
na webovou stranku vyrobce NanoDrop One

Help Zobrazeni kompletniho systému napovédy pfistroje NanoDrop
One vCetné detailnich informaci o pfistroji, softwaru pfistroje a
programu Viewer

About Zobrazeni verzi softwaru NanoDrop One Viewer

Filtry vyhledavani dat (Data Search Filters)

Filtry pro vyhledavani v databazi prohlizece (Viewer) na PC, dle pouZité aplikace nebo
uzivatelsky definovanych identifikatorech. Viypnuti filtr(i pro vyhledavani dat zkontrolujte tak, Ze
Zadné tlacitko neni zvolené. Vice informaci viz \lyhledavani v databazi programu Viewer.

Time Range Search Filter

Filtry pro vyhledavani v databazi prohlizece (Viewer) podle datumu vytvofeni experimentu (napr.
poslednich Sest mésicli nebo ve specifikovaném casovém intervalu). Viypnuti filtri pro vyhledavani
dle Casové fady provedete volbou All. Vice informaci viz \Vyhledavani v databazi programu Viewer.

Obnova (Refresh)

Obnovi seznam experimentd a vysledk( méfeni v programu Viewer po importovani novych dat.
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Menu po kliknuti vpravo (Right-Click Menu)

Kliknutim vpravo na experiment zobrazite tyto dalSi volby:

Export Experiment Export spekter a vysledki zvolenych méfeni v nékolika formatech

Manage Identifiers Pfifadit experimentiim uzivatelsky definovana oznaceni, prohlizeni
piifazenych oznaceni, zruSeni a smazani oznaceni

Experiment Details Zobrazit informace o otevieném experimentu véetné typu aplikace,
datumu a asu méfeni, poctu méfeni, vyrobniho Cisla pfistroje,
verzi softwaru a firmwaru a dalSich pfifazenych oznaceni

Delete Experiment Smazat vybrany experiment

Poznamka : Smazana data nelze obnovit.

Manage Experiments and Associated Data

PouZijte program Viewer pro otevieni a prohliZzeni uloZenych spekter a pfifazenych dat z kteréhokoliv
experimentu, které jste exportovali z pfistroje a nasledné importovali na PC, nebo ktery jste pfimo uloZili
do databaze PC bezprostfedné po méfeni. Experimenty se ukladaji do databaze na PC podle data
vytvoreni, ndzvu experimentu, pouzité aplikace a jiného pfifazeného oznaceni.

Import experimentd

Data pofizena pfistrojem NanoDrop One je moZné importovat do programu NanoDrop One
Viewer, ktery je nainstalovany na PC, to vam umozni prohlizet nebo tisknout data z vaSeho

pracovniho prostiedi.

Poznamka

+ Data je nutné nejdfive exportovat z pfistroje do souborovém forméatu (SQL) databaze na
pfenosné USB pamétové zafizeni (vice informaci viz "Export Dat” v kapitole Hlavni
operace).

* Chcete-li zjistit jako ulozit data pfimo na PC po ukonéeni kazdého méfeni, prostuduijte
sekci "Nastaveni sitového pripojeni (Ethernet)” nebo kapitolu "Nastaveni pfipojeni Wi-Fi"
v kapitole Nastaveni pfistroje.

Import experiments to Viewer software

- pienosné USB zafizeni s vyexportovanym SQL souborem pfipojte k PC na kterém je
nainstalovany software NanoDrop One Viewer
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-z programu Viewer zvolte File > Import Data
— prejdéte na pfenosné USB zafizeni vyberte exportovany SQL soubor a zvolte Open
Poznamka Pfi defaultnim nastaveni budou exportované SQL soubory ukladany na

USB pamétové zafizeni do adresafe s nazvem "NanodropOne” nasledovaném
vyrobnim Cislem pfistroje.

- Experimenty pofizené pfistrojem NanoDrop One uloZené v SQL souboru se pfidaji do
programu Viewer. Nize je uveden pfiklad:

Importované experimenty

+ NanoDrop One Viewer
er identifier filter
Time range:

0D600 10/15/2015 8:40:52 PM 7 Measurements

1 Measurements

Microarray 10/4/2015 6:14:33 PM

1 Measurements

1 Measurements

Viyhledavani v databazi programem Viewer

Experimenty které vyhovuji nastavenym parametrim filtrovani se zobrazi v seznamu domovské
obrazovky programu Viewer. Filtry zahruiji ¢asovou fadu, typ aplikace a jiné uZivatelsky definované
oznaceni (viz Sprava identifikator(l na PC pro informace jak pfidat nebo smazat oznaceni).

Seznam vyhledanych experiment(

Pro vyhledavani v seznamu experiment(i, zméfite nastaveni filtru na domovskeé strance programu Viewer.
Seznam se obnovi automaticky. Jsou dostupné tyto filtry:

+ Application type. Budou dostupné pouze aplikace s pfifazenymi (asociovanymi) experimenty v databazi
programu Viewer. Pokud chcete napf. zobrazit experimenty zpracované metodou OD600 zvolte OD600 v

aplikacnim typu filtru (oznacena tlacitka filtri maji modrou barvu). Vypnéte aplikaéni typ filtru odznacenim
prislusnych tlacitek.
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* User identifier. Budou dostupna pouze oznaceni experimentll v databazi programu Viewer.
Napt. pro zobrazeni experiment(i obsahuijicich oznaceni "Good” zadejte Good v aplikacnim
typu filtru (oznacena tlacitka filtrl maji modrou barvu). Vypnéte aplikacni typ filtru odznacenim

pfislusnych tlaCitek.

Time range. Budou zobrazeny pouze experimenty vytvofené ve specifikovaném ¢asovém
obdobi (napf. za obdobi $esti mésicli), zvolenim ¢asové fady v rozbalovacim seznamu.

Viypnuti filtru pro ¢asovou fadu provedete nastavenim na All.

Zde je uveden priklad filtrovani databaze:

Kliknutim vyberte nebo Zménte filtr pro zobrazeni Kliknutim oteviit a vybrat
odznacte aplikacni filtry aktualizovaného seznamu filtry pro ¢asovou fadu
experimentd

i NanocDrop One |fiewer

P - oo

{'::Z' User identifier filter
=D
Time range: Last six months

1 Measurements

dsDNA 10/13/2015 10:51:02 PM

dsDNA_09/21/2015 00:22:35 1 Measurements

Kliknutim vyberte nebo Filtrovany seznam
odznacte filtr uzivatelsky experiment(
definovanych oznaceni
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Otevreni experimentu a prohlizeni asociovanych dat

Pouzijte program Viewer pro otevieni experimentl ulozenych v databazi programu, ze kterych
miiZete prohliZet, tisknout nebo exportovat spektra a asociovana dat. Na domovské obrazovce
prohlizece (Viewer) je zobrazen seznam experimentd, které vyhovuiji aktualnimu nastaven filtru.

Otevreni experimentu

- pouzijte dostupné filtry pro nalezeni experimentu (vice podrobnosti viz \lyhledavani v databazi
prpgramu Viewer)

- dvojkliknéte na nazev experimentu ve filtrovaném seznamu experiment(l (experiment se otevie a
software zobrazi obrazovku méfeni
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Navrat na
domovskou Nasledujici funkce jsou dostupné na obrazovce méfeni programu Viewer.
stranku ,
programu Spektralni Naze\_/ t Tisk Detaily experimentu
: experimentu
Viewer anel o
P Sprava identifikatord Export

i NanoDlop One Viewer
[0

File elp

-5 ProteinA280_9/3/2015 3:25 PM E E

Wawelength (nm): 280
10mm Absorbance: 88.357622399883

10mm Absorbance

280

Wavelength (nm}

Date Sample Name  Protein A280 A260/A280

133.050 0.58

137, 2

9/3/2015 9:58:48 AM

38 9/3/2015 9:59:08 AM 137, 3 132.550 88.81 0.58

39 - 137, 4

40 r 9/3/2015 9:59:48 AM 137.5 132.350 88.67 0.58
A ]

I e

Kliknutim editovat nazev vzorku Kliknutim zménit

zobrazene jednotky

PouZijte skrolovaci | _ _
tlacitko na mysi pro Detaily méfeni (vice informaci viz

rozbaleni nebo shaleni individualni Aplikace)
spektra; resetovat
dvojkliknutim
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Tisk d

at

MUZete vytisknout vybrana méfeni analyzy pomoci standardnich funkc pro tisk v prostfedi OS Windows

Tisk vybranych méfeni

otevfete analyzu

kliknutim vyberte méfeni pro tisk (zmacknéte Shift+kliknout mysi, nebo klinknout a tdhnout pro
vybér sekvencniho méfeni; (zmacknéte klavesu Ctl+kliknout mysi pro vybér sekvencniho méfeni)

kliknéte na ikonu =)

Zobrazi se okno Print Report s nahledem prvni stranky
spolecné s nasledujicimi funkcemi

Print Report — Viytisknout spektra

OD600 10/15/2015 8:40:52 PM - Vytisknout tabulku

ysledkd méfenf
u Sample spectra vy

_ Vytisknout souhrn

S I [¥: bl 5 ’ ] v v e
& sample table vysledk(i méfent

@ Basic information

© Complete information VytiSknOUt V§€Chny WSledky

méreni
B Fit to page width e _ )
- Prizpusobit spektra a vysledky

meéreni Sifce stranky

Dalsi standardni funkce tisku dostupné v OS Windows:

- Page Setup (volba velikosti tiskové stranky, pfizpdsobeni okraje a
orientace stranky)

- Print Preview (n&hled stranek pred tiskem)

kliknéte na Print
zvolte tiskarnu

kliknéte na Print
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Exportovani dat

Spektra a vysledky méfeni je mozné exportovat do nékterého z nasledujicich forméatd:

+ pouze vysledky méfeni jako hodnoty oddélené ¢arkami do souboru formatu .csv

+ pouze spektra (hodnoty absorbance s pfislusnou vinovou délkou) jako hodnoty oddélené
tabulatory do souboru formatu .tsv

+ spektralni data do souboru formatu .tsv a nemarené vysledky do souborového forméatu .csv

+ spektra a vysledky méfeni do souboru formatu .sgl databaze pfistroje NanoDrop One, které Ize
otevfit na pfistroji nebo v programu NanoDrop One Viewer

+ spektralni data do souboru forméatu .xml

Nézvy soubor( odpovidaji nazviim experiment. PouZijte tabulkovy procesor (spreadsheet) nebo
textovy editor pro otevieni soubori CSV, TSV nebo XML. Soubory SQL je mozné oteviit v programu
NanoDrop One az po jeho importovani. Soubor XML je mozné oteviit pouze v pfislusné aplikaci,
ktera umoZziuje Cteni toho souborového formatu.

Export vybranych méfeni

- otevfete experiment

—  kliknutim vybrat méfeni ur€ené pro export (zmacknéte klavesu Shift+kliknéte na vybrana méfeni
sekvence; zmacknéte klavesu Ctr+kliknéte pro vybér nesekvencnich méfeni)

- Klikn&te naikonu | | 4

— v poli Export Experiments:
- prejdéte na misto kam se budou ukladat exportovana data

- nastavte Save As Type na poZadovany format (viz vySe
v textu)

zvolte Save

Pozndmka Funkce export dat neni v programu NanoDrop One Viewer dostupna pokud
bude PC pfipojen k pristroji pomoci sitového kabelu (Ethernet).

Smazani dat

Je moZzné vymazat experiment z databaze programu Viewer

Smazani vybraného experimentu

pouZijte dostupné filtry pro vyhledani experimentu (vice informaci viz \/yhledavani v
databazi programu Viewer)

- Kkliknéte pravym tlacitkem na nazev experimentu ve filtrovaném seznamu experimentti

—  zvolte Delete Experiment
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POZNAMKA Smazana data nelze obnovit.

Hledani hodnoty absorbance ve spektru

Je mozné jednoduse prohliZet hodnoty absorbance odpovidajici pfislusné vinové délce v zobrazeném
spektru.
Viyhledani hodnoty absorbance ve spektru

- oteviete experiment

- vyberte méfeni

- kliknéte a pridrZte bod na zobrazeném spektru

Zobrazi se vinova délka a odpovidajici hodnota absorbance ve ,vyskakovacim” okng:

Wavelength (nm): 280
10mm Absorbance: 88.357622399883

Poznamka Alternativné je mozné presouvat kurzor mysi podél osy X spektra pro
sekvencni zobrazeni hodnot absorbance.

Prolozeni spekter
Pokud potfebujte zobrazit spektra vSech méfeni z experimentu (jako na sobé uloZené vrstvy

spekter na spektralni roviné), oteviete experiment, kliknéte pravym tlaitkem na spektralni rovinu a
zvolte Overlay Mode. Spektra se zobrazi v rliznych barvéch.

Overlay Mode

Pozndmka Zobrazeni vice spekter proloZenych na sobé ve vrstvach Ize kromé volbou
Overlay Mode provést téZ vybérem méfeni v otevieném experimentu.
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RozSifeni nebo zuzeni zobrazeného spektra

Po otevfeni experimentu je mozné skrolovat mysi pro rozSifeni nebo zlZzeni zobrazeného spektra
nebo spektra podél osy X a osy Y.

Pro resetovani obou os dvojkliknéte na spektralni rovinu.

Zmeéna jednotek koncentrace

Rada aplikaci umoZiiuje zménit jednotky koncentrace.

Zména jednotek koncentrace ve zvoleném experimentu
- oteviete experiment

- pouZijte rozbalovaci menu, pokud je dostupné, v tabulce méfeni pro zménu
zobrazenych jednotek

MLl mg/mL ~

Po zméné jednotek dojte k prepocitani vSech vysledk méfeni koncentrace
podle nové nastavenych jednotek.

Zobrazni podrobnosti experimentu

Je mozné zobrazit informace o otevieném experimentu, které zahrnuji typ aplikace, datum a €as
meéfeni, poCet méfeni, vyrobni ¢islo pfistroje a dalSi pfifazena oznaceni.

Zobrazeni podrobnosti experimentu

- oteviete experiment

—  kliknéte na ikonu

Zde je uveden piiklad:
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OD&600 10/15/2015 8:40:52 PM

Application Type: OD&00
Created on: Thursday, October 15, 2015 8:40:51 FM
Mumber of measurements: 7
Serial number: AZY1400369
Identifiers: user A good Bad
OK

Sprava identifikator(i na PC

MUZete pridat jeden nebo vice ,identifikatord” (t.j. oznaceni nebo metadatové Stitky) k experimentu
aby ho bylo mozné snadnéji vyhledat. Oznaceni je mozné pridat v softwaru nainstalovaného na
pfistroji NanoDrop One nebo ze softwaru prohliZzece (NanoDrop One Viewer) nainstalovaném na
PC. (viz Sprava identifikator(i na PC).

PouZijte prohlize¢ dat (Data Viewer) pro pfidani oznageni experimentd, pfifazeni existujicich

oznaceni, prohliZeni pfifazenych oznaceni a odstranéni oznaceni na pfistroji. Je mozné filtrovat
seznam experiment( v prohlizeCi dat (Data Viewer) na zakladé uZivatelsky definovanych oznageni.

Zobrazeni nebo skryti tlagitek uzivatelsky definovanych filtr(

UzZivatelsky definované filtry Ize zobrazit nebo skryt (pokud jich méate vice) aby jste méli prostor pro
zobrazeni seznamu experimentd.
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Zobrazeni tlaGitek uZivatelsky definovanych filtr(i

- kliknéte na Sipku aby sméfovala Sipkou nahoru

i NanoDrop One Viewer

File Help

Application type filter

: | User identifier filter

Skryti tlacitek uzivatelsky definovanych filtrd

- kliknéte Sipku aby sméfovala Spickou doldl

Oznaceni experimentu v programu Viewer

MiZete pouZit program Viewer pro pridani uZivatelsky definovanych oznaceni experimentd.
Seznam experiment(i Ize nasledné filtrovat na zakladé téchto oznadeni (vice podrobnosti viz
Vyhledavani oznagenych experimenttl).

PFidani nového oznaceni experimentu

- Nadomovské obrazovce programu Viewer pravym kliknutim na experiment v seznamu
experiment( vyberte polozku Manage Identifiers

-V poli Manage Identifiers zadejte oznaceni, kliknéte na ikonu @ a zmacknéte klavesu Enter
(nové oznaceni se zobrazi pod zadavacim oknem).

Manage Identifiers

0OD600 10/15/2015 8:40:52 PM

- zvolte OK (nové oznaCeni se zobrazi v poloZce User Identifier Filter group na domovské
obrazovce programu Viewer
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i NanoDlrop One Viewer

File Help
Application type filter

: | User identifier filter

DEn—

Noveé oznacenil

PFifazeni existujiciho oznaCeni k experimentu

na domovskeé obrazovce programu Viewer pravym Kliknutim na experiment v
seznamu experimentd vyberte polozku Manage Identifiers

v poli Manage Identifiers zaCnéte zad&vat nazev oznaceni (aktuélni nazev
existujiciho oznaCeni se zobrazi pod zad&vacim oknem).

Manage Identifiers
Oligo RNA 10/20/2015 11:33:36 PM

o] < B

No identifiers defined in this experiment

zvolte automaticky vyhledany existujici nazev oznaceni a zvolte OK (existujici
oznaceni se pfifadi k vybranému experimentu)

Zobrazeni oznaceni pfifazenych k experimentu

M(iZete pouZit program Viewer pro zobrazeni vech uZivatelsky definovanych oznacent, které
jsou prifazeny k experimenttim.
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Zobrazeni pfifazenych oznaceni

— nadomovskeé obrazovce programu Viewer pravym kliknutim na experiment v
seznamu experimentl vyberte polozku Experiment Details

OD&600 10/15/2015 8:40:52 PM

Application Type: OD&00
Created on: Thursday, October 15, 2015 8:40:51 FM
Mumber of measurements: 7
Serial number: AZY1400369
Identifiers: user A good Bad —Oznaéeﬂl'
prifazené k
tomuto
oK experimentu
- zvlote OK

Vyhledani oznac¢enych experiment(

V programu Viewer je mozné vyhledavat experimenty s pfifazenymi uzivatelsky definovanymi
oznacenimi. Databaze se automaticky filtruje podle aktuélniho nastaveni filtrovani.

Vyhledani experiment( s konkrétnim uzivatelsky definovanym oznacenim

na domovske obrazovce programu Viewer nastavte vyhledavaci filtry:

- odznacte kazdy typ filtru (Application Type filters) podle potfeby, aby se zobrazil seznam
vytvorenych experimentl vsech aplikaci

— nastavte filtr Casové fady (Time Range filter) podle potfeby (zobrazi se odpovidajici filtrovany
seznam experimenttl)

- Kkliknutim vyberte kazdé tlacitko uzivatelsky definovaného filtru (User Identifier filter) (vybrana
tla€itka maji modrou barvu)

(pokud se tlacitka nezobrazuiji, kliknéte na prilehlou Sipku aby se zobrazila)
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i NanoDlrop One Viewer

File Help
ZObI’&ZIt/ Application type filter
iy

filtry

' ) User identifier filter
User A Zvoleny filtr

Seznam experimentt se filtruje a automaticky aktualizuje takze v seznamu zdstanou
uvedeny pouze experimenty odpovidajici zvolenému filtrovani.

Odstranéni oznaceni

MiZete pouZit program Viewer pro snadné smazani uzivatelsky definovanych oznadeni experimentd.
Odstranéné oznadeni zlistane v seznamu filtrG (User Identifier list) pokud je jesté pfifazeno k jinému
experimentu.

Odstranéni experimentu

na domovskeé obrazovce programu Viewer pravym kliknutim na experiment v
seznamu experimentd vyberte polozku Manage Identifiers

v poli Manage Identifiers zvolte jedno nebo vice tlacitek (vybrana tlagitka

oznaceni maji modrou barvu)
i,
- kliknéte na ikonu W (vybrané(a) oznaceni se v zadavacim poli jiz nezobrazi)

— zvolte OK

Pozndmka Pokud chcete z programu vymazat uZivatelsky definované oznaceni, musite ho
odstranit ze vSech experimentt ke kterym je pfifazeno.
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Sprava uzivatelske metody

Program Viewer je nastrojem pro tvorbu a sprévu uZivatelskych metod zahrnujici uZivatelsky
definované parametry, které Ize vyuZzit pfi tvorbé dat pomoci pfistroje. Uzivatelské metody Ize
vytvorit ze standardd nebo bez nich.

Viytvoreni uZivatelské metody
Vytvorte metodu s uZivatelsky definovanymi paramertry, ktera bude aplikovana na méfeni vzork( .

VytvoZeni nové uzivatelské metody

— nadomovské obrazovce programu Viewer zvolte menu Custom Methods > Manage
Custom Methods

Manage Custom Methods

T—
Select method

Method Name Description

- v poli Manage Custom Methods zvolte jednu z nasledujicich moznosti:
- Create Formula Method (pokud vaSe metoda nebude mit standardy)

- Create Standard Curve Method (pokud vaSe metoda bude mit standardy)

Thermo Scientific NanoDrop One - UzZivatelska pfirucka 261



3 Skolici stredisko
NanoDrop One - Prohlizeci program Viewer

— Vv nastavovacim okné zadejte nazev metody (Method Name) (tento ndzev se objevi v poli
UZivatelského nastaveni na pfistroji poté co do néj tuto metodu presunete)

+ Nanoclrop One Viewer

File Help

Method name

Description (optional)

-Measurement range
@ UV range (190 nm - 350 nm)
@ visible range (350 nm - 840 nm)

Analysis wavelength 340 nm

Result Name Concentration

@ UV-Vis range (190 nm - 840 nm) -Correction for analysis wavelength
® Customrange | 190 'nm 350 | nm @ None
N ) @ Single point nm
-Choose factor / extinction coefficient at 1 cm pathlength -
@ Sloping baseline nm nm
@ User defined factor 10 | i
@ Extinction coefficient ng/pl [ ; i
[0 Baseline correction nm
Molecular weight Atomic mass ur

D Automated pathlength

Formula table (optional)

Name Equation Units Predefined |

Add |

Nastaveni uzivatelske metody pro formulaci vybéru metody

- zadejte detailni popis (Description) dle potfeby
- specifikujte jak se budou stanovovat a prezentovat vysledky metody

- pokud metoda nemé standardy specifikujte faktor nebo extinkcni koeficient
analytu (zadejte "1” pro zobrazovani pouze vysledkl méfeni absorbance)

~Choose factor / extinction coefficient at 1 cm pathlength -

@ User defined factor 10 ng/pl ~ I

@ Extinction coefficient ng/pl ‘ {

Molecular weight Atomic mass ur

262 NanoDrop One - UZivatelska pfirucka Thermo Scientific



3 Skolici stredisko
NanoDrop One - Prohlizeci program Viewer

- pokud metoda méa standardy zadejte nazev a koncentraci kazdého standardu
a zvolte typ typ kalibracni kfivky

~Standard table

Standard ID Concentration (ng/pl

Reference 0.00

Standard 1

Standard 2

Standard 3

Standard 4

Standard §

- zadejte nebo vyberte zbyvajici uzivatelska nastaveni dle potfeby (viz nize)

— zvolte Save

Poznamka Pokud se namisto zelené znacky vedle tlagitka Save zobrazi
ikona m bude metoda je neplatné protoZe obsahuje chybu. Pohybuijte
mysi nad ikonou aby se vam zobrazili moZnosti feSeni.

pokud se nad metodou zobrazi zelené znacka, kliknéte na Close pro opusténi
nastavovani metody
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Prohlizeni nebo editace uzivatelské metody

- zvolte menu Custom Methods > Manage Custom Methods (stavajici metody jsou
uvedeny v seznamu pole Select Method spole¢né s typem metody (formulace nebo
standardy) a popisem

Manage Custom Methods

Select method

Method Name Type Description

A Custom Method 1 Method with formula 0D600 @ 550 nm

A Custom Method 2 Method with standards ~ BSA Protein
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Nastaveni uzivatelské metody

Tato nastaveni jsou dostupna pro vytvoreni uzivatelské metody.

Nastaveni Dostupné volby
Measurement range Zadejte rozsah spektra ve kterém se budou ziskavat data.
Dostupné volby:

* Pouze ultrafialové (190 nm - 350 nm)

+ Pouze viditelné (350 nm - 850 nm)

+ Ultrafialové a viditelné (190 nm - 850 nm)

+ Uzivatelsky definované (zadejte doini a horni hodnotu intervalu v nanometrech)
Poznamky:

* Pokud je pouZita korekce (Baseline correction) a/nebo korekce vinové délky
(Analysis wavelength correction) ujistéte se aby zadany interval spektra zahrnoval
vinovou délku specifikované korekce a/nebo vinovou délku korekce analyzy.

« Méreni absorbance mikroobjemovych vzork(i a analyzy provadéné s
nestandardnimi kyvetami jsou normalizovany na optickou délku 10,0 mm.

Analysis wavelength Sledovani absorbance pfi specifikované vinové délce (zadejte vinovou délku v nanometrech)

Poznamka : Specifikovana vinova délka musi byt v intervalu rozsahu méren.

Vysledky méfeni resp. koncentrace budou automaticky spocitany na zakladé hodnoty
absorbance pfi specifikované vinové délce a aplikovaném typu metody.

Result name Zadejte slovni nazev pro vysledek vypocitané koncentrace (napf. "Nucleic Acid” a zvolte
pislusné jednotky v pfilehlém rozbalovacim seznamu. Zadany nézev se zobrazi ve sloupci
pro prislusnou hodnotu koncentrace.
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Nastaveni Dostupné volby
Factor or Extinction Zadejte zda bude pro vypocet koncentrace pouZit faktor nebo extink&ni
coefficient at 1 cm koeficient:

pathlength (Formula
methods only)

-Choose factor / extinction coefficient at 1 cm pathlength -

@ User defined factor 10 ~ ng/pl ~ 4

@ Extinction coefficient ng |

Molecular weight Atomic mass ur

* User-defined factor. Zadejte faktor pro kyvetu tloustky 1 cm a v pfilehlém rozbalovacim

seznamu zvolte pfisluSnou jednotku. Pfi pouZiti faktoru se hodnota koncentrace pocita podle
nize uvedené rovnice:

c=(A*f)/b

kde:

¢ = koncentrace analytu

A = absorbance v jednotkach absorbance (A)

f = faktor (nejcastéji 1/€ , kde € = koeficient molarni absorptovity zavisly na vinové délce
nebo extink&ni koeficient

b = optické délka v cm (stanovena v ¢ase méfeni, a nasledné normalizovana na ekvivalent
vinové délky 10 mm (1 cm)

Extinction coefficient and molecular weight. Zadejte hodnotu extinkéniho koeficientu pro
optickou délku 1 cm a v pfilehlém rozbalovacim seznamu zvolte pfislusnou jednotku. Pfi
pouZiti extinkCniho koeficientu se hodnota koncentrace pocita podle nize uvedené rovnice:

c=A/(€*h)

kde:
¢ = koncentrace analytu
A = absorbance v jednotkach absorbance (A)
= koeficient molarni absorptovity zavisly na vinové délce (nebo extinkéni koeficient)

b = optické délka v cm (stanovena v ase méfeni, a nasledné normalizovana na ekvivalent
vinové délky 10 mm (1 cm)
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Nastaveni Dostupné volby

Poznamky

* Prostudujte literaturu tykajici faktor(i a extinkénich koeficientli vybranych
materialQ.

* Pro zvoleni metody pouze s vystupem méfeni absorbance, nastavte Factor
nebo Extinction Coefficient na hodnotu "1".

* Pokud je specificky faktor nebo extinkéni koeficient zavisly na hmotnosti
(mg/mL) a specifické jednotky pro vypocet na molarité (pmol/uL) a naopak,
zadejte molecular weight a v pfilehlém rozbalovacim okné zvolte pfisluSnou
jednotku (unit).

Standards (Standard curve Definovani standardu:
methods only)

Standard table

Curv fittype

Standard ID Concentration (ng/pl

Reference 0.00
Standard 1

Standard 2

Standard 4

| ]

Standard 3 |
|

|

Standard 5

+ Pokud je tfeba zadejte nazev a koncentraci analytu pro kazdy standard a referenci:

-V zavislosti na nastaveni typu kfivky a standardni kfivky mohou byt generovany
dva nebo vice standard(i (Software umoziiuje definovat az 7 standardd)

- VS8echny reference a standardni roztoky by méli byt pfipraveny stejnym pufrem
a stejnym objemem reagent na pfipravu vzorku

- Prvni standard m0ze byt referenéni méfeni. Referencni roztok by nemél
obsahovat zkoumany analyt. (Referenéni méfeni neni to samé jako méfeni
blankem).

- Hodnoty koncentrace pro standardy mohou byt zadavany v libovolném poradi
ale standardy musi byt méfeny v pofadi v jakém byly zadany; ukazuije se ze
optimalni je méfit vzorky v pofadi od nejnizSi koncentrace po koncentraci nejvyssi.

- Meze koncentrace standard(l musi pokryvat dynamicky rozsah pole a oéekavany
rozsah nezndmého vzorku. Koncentrace vzorku analytu nejsou extrapolovany nad
hodnotu koncentrace nejvy3Siho standardu (standardu s nejvySSi koncentraci).

Pro vice informaci viz Prace se standardnimi kfivkami.
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Nastaveni

Dostupné volby

+ Volba regresni kfivky.

Specifikujte typ rovnice standardni kivky na zakladé standardnich hodnot koncentrace.
Dostupné funkce:

Linear : Zobrazi se pfimka sestrojend linearni interpolace metodou nejmensich ¢tvercl vyuzitim
véech méfenych standard(l (vyZaduje referenéni méfeni alespori jednoho standardu)

Interpolation:
Zobrazi se skupina pfimek spojujici vSechny méfené standardy (vyzaduje
referencéni méfeni alespon jednoho standardu)
2" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem druhého stupné vyuzitim
vSech méfenych standardl (vyZaduje referenéni méfeni alespoi dvou standardu)
3" order polynomial :
Zobrazi se kfivka sestrojena polynomialni regresi s polynomem tfetiho stupné

vyuzitim v8ech méfenych standard (vyZaduje referenéni méfeni alespor tfech
standard(l)

Baseline correction

Zvolte tuto moznost pro korekci offsetu zplisobeného rozptylujicimi ¢asticemi
odecCtenim hodnoty absorbance pro specificky bod korekéni (baseline) kfivky.

Poznamka: Software odeCte hodnoty absorbance pfi specifikované korigované vinové
délce od hodnoty absorbance pfi vinové délce spektra vzorku. Vysledkem je nulova
absorbance pii specifické vinové délce korekce (baseline correction).

Analysis wavelength
correction

Zvolte tuto moznost pro specifikaci korekce absorbance pfi vinové délce analyzy. Dotupné
volby:

* None. Zadna korekce pro analyzu pfi dané vinové délce.

+ Single point. Zadejte vinovou délku pro korekci analyzy. (Hodnoty absorbance pfi

specifikované korigované vinové délce se odeCtou od hodnoty absorbance pfi vinové
délce spektra vzorku. Korigovana hodnota se pouZzije k vypoctu koncentrace vzorku.

Sloping baseline. Zadejte dvé vinové delky, které definuji skionénou korekéni kfivky.
(Hodnoty absorbance pii specifikované sklonéné korekeni kfivce se odectou od
hodnoty absorbance pfi vinové délce spektra vzorku. Korigovana hodnota se pouZzije k
vypoctu koncentrace vzorku.
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Dostupné volby

Ma vliv pouze na mokrobjemova méfeni

* Pokud je nastavena funkce Automated Pathlength zvoli software optimalni vinovou

délku (mezi 1,0 mm a 0,03 mm) na zékladé absorbance vzorku pfi vinové délce
analyzy. Napf. pokud je absorbance vzorku mensi nebo rovna 12,5 (ekvivalent
optické drahy 10 mm) nastavi se optimélni delSi hodnota optické drahy. Pokud je
absorbance vzorku vétsi neZ 12,5 tak program vinovou délku automaticky zkrati.
Doporucuje se aplikovat pro vzorky s vysokou absorbanci. (Tato funkce miize
zpdsobit mensi citlivost pokud spektra vzork(l maji vysoky vrchol absorbance ktera
neni pfi vinove délce analyzy).

Poznamka: Pokud je vinova délka analyzy mezi 190 nm az 219 nm, program zvoli
optimalni delSi optické draha kdyz mé vzorek absorbanci mensi nebo rovnou 10
(ekvivalent optické drahy 10 mm) resp. program zvoli optimalni kratSi optickou délku
pokud absorbance je vétsi nez 10.

Pokud neni zvolena funkce Automated Pathlength, software pouZzije optickou drahu 1
mm bez ohledu na absorbanci vzorku. Toto miiZe zpUsobit saturaci detektoru
(projevuiici se zubatymi vrcholy) u vzork( s vysokou absorbanci (napf. ~15 A pfi
ekvivalentu optické drahy 10 mm)
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Nastaveni Dostupné volby

Formula table (volitené) Poufijte tabulku pro vzorce na specifikaci dopliujicich vystupnych informaci jako nap¥. pomér
Cistoty (purity ratio) pro kazdy vzorek.

-Formula table (optional)

Name Equation Units Predefined

Add

Dostupné funkce:

+ Predefined. Zvolte ze seznamu preddefinovanych vzorct, které maji byt pouZity nebo
editovany, a zmacknéte Add. Pfeddefinovana formulace se zobrazi v seznamu Formula Table

« Add. Vytvofeni formulace pro uzivatelskou metodu. Dostupné funkce:

* Formula Name. Zadani nazvu vzorce. Po zméfeni vzorku se tento ndzev se
obrazi na obrazovce v tabulce Data table a na obrazovce Sample Datails

* Formula. Vytvofeni platného vzorce (pro tvorbu viz niZe pro pravidla a
pfiklady). Po zméfeni vzorku se naméfena nebo vypocitana hodnota se
obrazi na obrazovce v tabulce Data table a na obrazovce Sample Datails

* Unit. Zadani jednotek zobrazovanych vysledkd. Po zméFeni vzorku se jednotky
zobrazi na obrazovce v tabulce Data table a na obrazovce Sample Datails

* Edit. Editace vybraného vzorce uZivatelské metody.

* Delete. Smazani vybraného vzorce uZivatelské metody.

Formula rules Custom formulas can include the following operators and functions:
+ Path(). Uk&Ze hodnotu optické délky vzorku v cm.

« A(nm). Uké&Ze hodnotu absorbance pfi specifické vinové délce (napf. zadejte
A(650) pro zobrazeni absorbance pro vinové délce 650 nm).

« Operators: + (scitani), - (od¢itani), * (nasobeni), / (délenti).
* Functions: Log(x), Pow(x,y).

Poznamky: Pro kazdy nastaveny jazyk programu pouZivejte tyto znacky:
* PouZivat znak "." jako oddélova¢ desetinnych mist pro vétsi Cisla

+ PouZivat znak "," jako oddélovac (napf. "POW(2,8)").

* Nepouzivat znak ",” jako decimalni oddélovac u vétsich Cisel (napf. namisto
1.000 zadejte 1000).
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Zkopirovani uzivatelné metody (Custom Method)

Viytvofeni uZivatelské metody, ktera je podobnd jiz vytvofené metodé, uloZeni stavajici metody
pod novym nazvem a jeji editace

Zkopirovani uZivatelské metody

-V poli Manage Custom Methods zvolte konkrétni uZivatelskou metodu
- zvolte Edit

— zvolte Save As

- zadejte novy nazev metody (Method name) a jeji popis (Description) - volitelna poloZka

Spusténi uzivatelské metody (Custom Method)

Pokud chcete spustit uzivatelskou metodu a uloZit vysledky méfeni do pfistroje, je nutné aby
uZivatelska metoda byla rovnéz uloZena v pfistroji (vice informaci viz Nahrani uzivatelské metody).
(Je to jedind moznost jak spustit uZivatelskou metodu pokud vas pfistroj neni pfipojen k siti
Ethernet nebo wifi.)

Pozndmka Pokud je PC pfipojen k pfistroji pomoci sitového kabelu nebo pres rozhrani wifi,
uzivatelska metoda zlistane uloZzena v PC a naméfena data se ulozi do databaze programu
NanoDrop One Viewer na pfislusném PC. Vice informaci viz polozky ,Set Up Ethernet
Connection” nebo ,Set Up Wi-Fi Connections” v menu Nastaveni pristroje.

Export uZivatelské metody (Custom Method)

Exportujte uZivatelskou metodu aby mohla byt spusténa a uloZzena naméfena data v pfistroji
NanoDrop One.

- Ze seznamu Manage Custom Methods zvolte pfislusnou uZivatelskou metodu

Poznamka Pokud se v seznamu Manage Custom Methods vedle nazvu v metody
zobrazi ikona m Znamena to, Ze tato metoda je obsahuje chyby. Pohybem mysi
nad ikonou se zobrazi doporucené feSeni pro dalSi postup.
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- zvolte Export (pokud je metoda chybnd, zobrazi se chybové hlaSeni a je nutné chybu
odstranit/opravit pred jejim exportovanim)

-V poli Export Custom Method zvolte Save (metoda se uloZi - exportuje do souboru v
pfislusném typu souboru; defaultni adresar je "C:\[uZiv. ndzev]\My
Documents\Thermo\NanoDrop One”)

Pro export uZivatelské metody do pfistroje NanoDrop One, zkopirujte soubor metody do
pamétového USB zafizeni a poté jej nahrajte (viz informaci viz Nahrani uzivatelske metody)

Import uzivatelské metody (Custom Method)

Importujte uZivatelskou metodu zpét do PC spusténim programu NanoDrop One Viewer za
uCelem moZznosti editace nastaveni metody.

— v poli Manage Custom Methods zvolte Import
- najdéte a zvolte soubor metody typu ".method”

- zvolte Open (importovana metoda se pfida na konec seznamu Select Method)

Editace uZivatelské metody (custom method)

Editace uzivatelské metody pro zménu nastaveni metody.

v poli Manage Custom Methods zvolte pfisluSnou uzivatelskou metodu
zvolte Edit

editujte nastaveni metody dle potfeby

zvolte Save

Smazani uzivatelské metody (custom method)

- v poli Manage Custom Methods zvolte pfisluSnou uZivatelskou metodu
- zvolte Delete

- po potvrzujici zpraveé zvolte Yes
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Multimédia

Purity Ratio  purified DNA  purified RNA  NanoDrop One alerts An acceptable blanking solution is one that exhibits
=2.00 =1.65 and >2.50 very little absorbance at or near the wavelengths of interest.

1.80-2.20 <1.80 and =3.00

Vyhodnoceni vhodnosti blankovaciho roztoku

_ Thermo Scientific Acclaro
Sample in H;0 Sample Intelligence Technology

Y

Co je to blank? Vliv pfitomnosti bublin ve vzorku
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Cisténi a obnova povrchu podstavce
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Udrzba vaseho pfistroje

Udrzba podstavc

Dekontaminace Kyvetové zafizeni Diagnostika pristroje
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Plan adrzby

Plan adrzby
Denni Udrzba

+ (Ocistéte podstavce deionizovanou vodou

Pravidelna udrzba
+ Ocistéte touchscreen
+ QOcistéte podstavce roztokem 0,5M HCI

¢ Obnova povrchu podstavce

Udrzba kazdych 6 mésicl
« Obnova povrchu podstavce
*  Spusténi kontroly intenzity (Intensity Check)
+ Spusténi kontroly vykonnosti (Performance Verification)

» Spusténi obrazové kontroly podstavce (Pedestral Image Check)

Pokud se vyskytnou problémy s Vasim systémem, prostuduijte i
odstrafiovani zavad. V pfipadg, ze chyby pretrvaji, kontaktujte nas.
Zékaznici mimo USA a Kanadu prosim vaSeho lokalniho
distributora - M.G.P. spol. s r.0.

Pokud vas pfistroj vyZaduje GdrZbu nebo opravu, kontaktujte nas
nebo lokalniho distributora - M.G.P. spol. s r.0.
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Cisténi touchscreenu

Cisténi Touchscreenu

POZNAMKA  Pro zamezeni pokozeni touchsreenu:
+ nepouzivejte k CiSténi abrazivni meterialy jako jsou papirové ubrousky
+ netlacte nadmeérnou silou

+ nestfikejte Cistici sprej pfimo na touchscreen

« nepouZivejte lubrikant na touchscreen

ViyCisténi touchscreenu

Lehce otfete touchscreen pomoci jemné nebavinéné tkaniny
napf. na bazi mikrovlakna.

Dle potfeby pouzijte Cistidlo vhodné na LCD displeje a
dodrzZujte navod vyrobce.

Souvisejici témata

« Ci§téni podstavci

+ Obnova povrchu podstavc

« Dekontaminace pfistroje

Thermo Scientific
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Udrzba podstavci

Udrzba podstavc

Podstavce vyzaduji pravidelnou GdrZbu pro zachovani integrity méfeni. Frekvence a zplisob
¢isténi a obnova povrchu podstavcl jsou uvedeny v této kapitole.

Cisténi podstavcl Obnova povrchu podstavci

Cisténi podstavcl

Pro zamezeni pretrvavajici a kfiZzové kontaminaci, je potfeba vycistit podstavce pfed prvnim
blankem nebo méfenim vzorku a taky po ukonéeni kazdého méfeni. Dle potfeby se v rdmci
pravidelné Udrzby se provede dopliujici CiSténi (viz text nize) nebo obnova povrchu podstavee.

POZNAMKA

+ Nepouzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - fluorové ionty trvale poSkozuiji
kfemikova opticka vlakna v kabelech.

* Pro zabranéni poskozeni pfistroje Ukapy, ponechavejte obaly s kapalinami v dostatecné
vzdalenosti od pfistroje.

* NepouZivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

* Nesnazte se odstranit membranu z dolniho podstavce nebot je trvale pfipevnéna
k pfistroji.

+ Na membrané nesmi zlstat HCI, alkoholy, bélidla, aceton nebo jina rozpoustédia
po dobu del3i nez 1 minuta jinak hrozi oslabeni membrany. V pfipadé Ze je
mambrana jiz oslabend, kontaktujte nas.
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Maintaining the Pedestals

Pozndmka Roztoky obsahujici detergenty nebo isopropylalkohol mohou znecistit
podstavce. Pokud je potfeba tyto latky pouZivat pro analyzu, okamZité vycCistéte podstavec
roztokem 3-5 L deionizované vody.
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Udrzba podstavci

Potfebné vybaveni
+ nebavinéné laboratorni ubrousky

+ deionizovana voda

+ pro dikladné ocisténi: kit PR-1 nebo
0,5M HCI

Cisténi podstavc(
mezi mérenim

Zvednéte rameno pistroje a oCistéte
dolni a horni podstavec novym
laboratornim ubrouskem.

Cisténi podstavct mezi analyzami
jednotlivych uzivatel(

1. Zvednéte rameno pfistroje a oCistété doini a

horni podstavec novym laboratornim ubrouskem.

2. Napipetujte roztok 3-5 mL deionizované vody na
dolni podstavec.

3. Sklopte rameno pfistroje a ¢ekejte 2-3 minuty.

4. Viyklopte rameno pfistroje a oCistéte oba
podstavce novym laboratornim ubrouskem.

Tip: Pokud je tieba provést dlikladné Cisténi (napf.
na odstranéni zaschlych vzorkil z podstavctl)
nahradte deionizovanou vodu 0,5M roztokem HCI
postupujte dle vySe uvedené procedury a
nasledné aplikujte 3-5 L roztok deionizované
vody. Je mozné provést rekondici podstavcl za
pomoci kitu PR-1.
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4 Udrzba vaseho piistroje
Udrzba podstavcl

Souvisejici témata
+ Obnova povrchu podstavcl
« Cisténi touchscreenu

« Dekontaminace pfistroje

Obnova povrchu podstavc

Je mozné, ze Casem bude znehodnoceny povrch podstavce zejména pokud se pfi analyzach
pouZiva isopropylalkohol obsahujici povrchové aktivni latky a rozpoustédla jako je napr.
Bradford reagent. Znehodnoceny povrch podstavce zplisobuje zplostovani kapek, které
zpidsobuje chybné informace o kapalinovém sloupci kdyZ se sklopi rameno pfistroje. V tomto
pfipadé ma vysledné spektrumum ,drsny” az ,zubaty” charakter.

Pokud na podstavci dochézi ke zploStovani kapek (namisto tvorby dokonale kulaté kapky)
nebo k rozliti kapaliny je nutné provést rekondici podstavc.

et o~

Znehodnoceny povrch podstavce Spravné udrzovany podstavec
(kapka se rozlije - rozpadne) (kapka se zformuje do kulatého tvaru)
Potrfebné vybaveni

* nebavinéné laboratorni ubrousky

+ kit PR-1 na rekondici podstavce (dostupny u fy. Thermo Scientific nebo u lokélniho distributora)

* kalibrované presna pipeta (0-2 mL)

+ stlaceny vzduch
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4 Udrzba vaseho pfistroje
Udrzba podstavci

Obnova povrchu podstavci

1. Otevrete baleni obsahujici kitem PR-1 a pouZijte dodany
aplikator na otevieni uzavéru Cistici latky.

2. Naneste tenkou souvislou vrstvu Cistici latky na povrch
horniho a dolniho podstavce.

Cekejte 30 sekund ne? l4tka PR-1 zaschne.

3. Prelozte ¢isty laboratorni ubrousek na ¢tvrtinu a intenzivnim
pohybem vyleStéte povrch kaZzdého podstavce.

Poznamka: Aby nedoslo k poskozeni ramena pfistroje podrZte
jej jednou rukou zatimco druhou rukou Cistite dolni podstavec.

Tip: Pripadny &erny povlak, ktery zlistane na ubrousku neni na
z&vadu.

4. Zopakuijte 3. krok s novym ubrouskem az do odstranéni o
oCisténi od veskerych zbytk( z podstavce.

5. PouZijte stladeny vzduch pro odstranéni zbytkd ubrouskil
z podstavcl

6. Napipetujte 1 mL roztok deionizované vody na dolni podstavec.

Deionizovana vody by méla vytvofit dokonale kulatou kapku.

n—— f e

se sformuje do kulateho tvarusy
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4 Udrzba vaseho piistroje
Dekontaminace pfistroje

Tip Cistici kit PR1 je idealni latkou pro udrZzovani podstavci piistroje v dobré kondici. Pokud
neméte k dispozici tento kit postupuijte nasledovné:

1. Zvednéte rameno pfistroje a napipetujte 3 mL 0,5M roztoku na dolni podstavec.

2. Sklopte rameno pfistroje a Cekejte 2-3 minuty.

. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem.
. Napipetujte 3 mL dionizované vody na dolni podstavec.

. Sklopte rameno pfistroje a Cekejte 2-3 minuty.

o o1 AW

. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem.

Poznamka: Aby nedoslo k poSkozeni ramena pfistroje podrzte jej jednou
rukou zatimco druhou rukou Cistite dolni podstavec.

7. PreloZte Cisty laboratorni ubrousek na Ctvrtinu a intenzivnim pohybem vyleStéte povrch
kaZdého podstavce, provedte alespori 50-kréat.

8. Pouziite stlaceny vzduch pro odstranéni zbytk{ ubrouskd z podstavci

Souvisejici témata
« kit PR-1 na rekondici podstavce
« Cisténi podstavc
+ CiSténi touchscreenu

« dekontaminace pristroje

Dekontaminace pristroje

Dekontaminujete pfistroj po méfeni vzork{ obsahujicich nebezpecné materialy
a taky pfed zaslanim pfistroje k GdrZbé nebo oprave.

Poznamka Pokud vas pfistroj vyZaduje Gdrzbu nebo opravu, kontaktujte nas nebo
lokéIniho distributora - M.G.P. spol. s r.o.
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4 Udrzba vaseho pfistroje
Dekontaminace pristroje

POZNAMKA

+ NepouZzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich - ionty fluoru trvale poSkozuji
kfemikova opticka vlakna v kabelech.

* Pro zabranéni poSkozeni pfistroje Ukapy, ponechavejte obaly s kapalinami v dostate¢né
vzdalenosti od pristroje.

* NepouZivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pristroji - vnikem kapaliny hrozi
riziko trvalého poSkozeni vyrobku.

* Nesnazte se odstranit membranu z dolniho podstavce nebot je trvale pfipevnéna
k pristroji.

+ Na membrané nesmi zdstat HCI, alkoholy, bélidla, aceton nebo jina rozpoustédia
po dobu delSi nez 1 minuta jinak hrozi oslabeni membrany. V pfipadé Ze je
mambrana jiz oslabena, kontaktujte nas.

Potfebné vybaveni

+ nebavinéné laboratorni ubrousky
* deionizovana voda

« roztok chlornanu sodného o koncentraci
0,5% (Cerstvé pripraveny)

* pipeta
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4 Udrzba vaseho piistroje
Dekontaminace pfistroje

Dekontaminace podstavci

1. Zvednéte rameno pfistroje a vyCistéte dolni a horni
podstavec novym laboratornim ubrouskem.

2. Napipetujte 2-3 mL Cisticiho roztoku na dolni podstavec
(viz Potiebné vybaveni).

3. Sklopte rameno pfistroje a Cekejte 2-3 minuty.

4. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym
laboratornim ubrouskem.

5. Napipetujte 3-5 mL dionizované vody na dolni podstavec.
6. Sklopte rameno pristroje a Cekejte 2-3 minuty.

7. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte oba podstavce novym
laboratornim ubrouskem.

Dekontaminace povrchd pristroje

1. NavihCete novy laboratorni ubrousek Cisticim roztokem
(viz Potfebné vybaveni), kterym jemné oCistéte povrchy
pfistroje.

2. Pomoci isticiho tkaniny (hadfiku) navihceného v
dionizované vodé odstrarte Gistici roztok.

Souvisejici témata
+ Cisténi podstavcl
+ rekondice podstavcil

* CiSténi touchscreenu

Thermo Scientific NanoDrop One - UzZivatelska pfirucka 285



4 Udrzba vaseho pfistroje
Udrzba vzorkovaciho systému kyvety

Udrzba vzorkovaciho systému kyvety

Vzorkovaci systém kyvety se dodava k pfistroji NanoDropOne®. Pro informace o kopatibilnich
kyvetach viz méreni vzork(l pomoci kyvety.

Poznamka Vycistéte a osuste kyvety po kazdém méfeni. PouZivejte nepoSkrabané kyvety a
zamezte vzniku otisk{ prstd, které mohou negativné ovlivnit vysledky méfeni.

Poznamka NepouZzivejte rozstfikovaCe nebo spreje v blizkosti nebo na pfistroji - vnikem
kapaliny hrozi riziko trvalého poSkozeni vyrobku.
Udrzba vzorkovaciho systému kyvety

+ Nechavejte rameno pfistroje sklopené pokud pfistroj
nepouzivate.

+ Pouzijte stlaceny vzduch pro odstranéni necistot
(prachu) z drzaku kyvety.

+ Pomoci nového laboratorniho ubrousku odstrarite
veSkeré Ukapy z vnittku drzku kyvety.

Cisténi a Gdrzba kyvet viz doporucenti vyrobcd.

Souvisejici témata
+ Méfeni vzorkl kyvety

+ Doporucené postupy pro méfeni pomoci kyvety
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4 Udrzba vaseho piistroje
Diagnostika pfistroje

Diagnostika pfristroje

KaZzdych 6 mésicl provedte nasleduijici kontrolu vykonnosti a funk&nosti piistroje

Fy-1 Sample 2

- e

Kontrola intenzity Kontrola vykonu Obrazova kontrola podstavce
zdroje sveétla

Kontrola intenzity zdroje svétla

Spustte kontrolu intenzity (Intensity Check) kazdych 6 mésicl pro kontrolu funkénosti pfistroje.
Testovaci procedura zahrnuje kontrolu intenzity a priichodu svétla ze zdroje xenonového svétla,
kontrolu pfesnosti vinové délky, systematické chyby podle uvedené specifikace. Pokud Vas pfistroj
disponuje drzakem kyvety (pouze model NanoDrop One®) tak se tato testovaci procedura se provadi
automaticky pouzitim optické délky kyvety.

Potfebna vybava

* nebalvnéné laboratorni ubrousky

Spusténi kontroly intenzity zdroje svétla

1. Zvednéte rameno pfistroje a ocistéte doIni a horni rameno podstavce novym laboratornim
ubrouskem.

2. U pristroje NanoDrop One°vyndejte kyvetu z drzaku kyvety.
3. Sklopte rameno pfistroje.

=
4. Na zékladni obrazovce pfistroje (home sceern), kliknéte na (Diagnostics) a poté
kliknéte na Intensity Check.
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4 Udrzba vaseho pfistroje
Diagnostika pfistroje

5. Kliknéte na Measure a vyckejte na ukonceni méfeni.

Vzorova obrazovka s vysledky typické kontroly intenzity.

50000 - Spectrum

i uv

2 Visible

30000
>

Bias

Intensit

20000

10000 -

800 90c
Wavelength(nm)

Intensity Chec

Measure End Experiment

posunutim prstem doleva
zobrazit podrobnosti vysledk(i

. Pro zopakovani kontroly intenzity kliknéte na Measure.

. Po ukon€eni kliknéte na End Experiment.

Po skonceni testu je mozné vysledky testu prohlizet v programu Data Viewer (viz obrazek
nize ). Podrobnéji viz Sprava identifikator( na pfistroji.

e Ed. Data Viewer

Last Week

Thursday, August 20, 2015

1 experiment found

Thursday, August 13,2015

1 experiment found

Y Intensity Check_08/13/2015 14:24:48

1 measurement
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4 Udrzba vaseho piistroje

Diagnostika pfistroje

Interpretace vysledkd kontroly intenzity zdroje svétla

Pokud se u nékterého z nasledujicich indikatord:
¢ UV
+ viditelné spektrum
+ Bias

objevi Zluty trojuhelnik namisto zelené kontrolni znacky dle obrazku na pfedeslé strané, je
nutné ocistit podstavce deionizovanou vodou a nasledné test intenzity zopakovat.

Pokud se vedle indikatoru Bias objevi Zluty trojdhelnik, zkontrolujte pracovni teplotu mistnosti
zda odpovidé specifikaci pfistroje

Pokud opét selZe test intenzity, kontaktujte nas

Souvisejici témata
+ Kontrola vykonu

+ Obrazova kontrola podstavce

Spustte kontrolu vykonu kazdych 6 mésicli pro ovéfeni zda se presnost optické drahy
pohybuje v rdmci specifikace pfistroje.
Potrebné vybaveni

+ nebavinéné laboratorni ubrousky

+ deionizovana voda

+ presnd kalibrovana pipeta (0-2 mL)

+ PV-1 performance verification solution (fotometricky roztok - standard, dostupny
pouze u nas nebo u lokalniho distributora

+ laboratorni rukavice

Poznamka Kontrolni roztok PV-1 se dodava v jednorazové ampuli. Pfed otevienim nutno
ampuli dlikladné protiepat a nasledné umoznit soustredéni roztoku v dolni ¢asti ampule.
Po otevieni ampule je nutné jeji obsah pouZit nejpozdéji do hodiny. Roztok napipetujte
pfimo z ampule, nepfelévejte je;.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka
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4 Udrzba vaseho pfistroje
Diagnostika pfistroje

Nez zaCnete

Nejdrive zkontrolujte zda jsou podstavce v dobré kondici. Pro kontrolu podstavcd, ogisté je
novym laboratornim ubrouskem a napipetujte 1 mL deionizovnané vody na dolni podstavec.
Kapka by se méla vyklenout jak na nize uvedeném obrazku. V opacném pfipadé provedte
rekondici podstavctl.

mnlziﬂ'f:\mulmhxm;mliﬁﬁﬁi(:m
ad Kdll

Spusténi kontroly vykonu

¢
1. Na zakladni obrazovce pfistroje (home sceern), kliknéte na (Diagnostics) a poté
kliknéte na Performance Verification

Objevi se zprava pro zadani hodnot absorbance.

_— =nY Performance Verification Setup

Enter the target absorbance values found on the ampoule label of your PV-1
Performance Verification Solution

Measure your blank using 1.0 pL of DI H20
Using individual 1.0 pL aliquots of the PV-1 solution, measure 10 replicates

PV-1 Performance Verification Solution

Target #1 Abs: Target #2 Abs:

|

Kliknutim do zadavaciho pole
se zobrazi numericka klavesnice
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Diagnostika pfistroje

2. Zadejte kazdou specifickou hodnotu absorbance podle oznaCeni na ampuli s roztokem PV-1
a poté kliknéte na Done.

3. Zvednéte rameno pfistroje a oCistéte horni a dolni podstavec novym laboratornim
ubrouskem.

4., Napipetujte 1 mL roztok deionizované vody na dolni podstavec, sklopte rameno g kiknéte na Blank.

5. Zvednéte rameno piistroje a oCistéte oba podstavce novym laboratornim ubrouskem.

Poznamka DUkladné protfepejte ampuli s roztokem PV-1, umoznéte soustfedéni roztoku v
dolni Casti ampule a nasledné oteviete ampuli standardnim zpGisobem.

6. Napipetujte 1 mL roztok PV-1 na dolni podstavec a spustte méfeni vzorku.
+ Pokud je zapnuta funkce Auto-Measure, sklopte rameno pfistroje.

* Pokud je funkce Auto-Measure vypnuta (nastavena na off), sklopte rameno pfistroje
a kliknéte na Measure.

Po ukonceni méfeni software zobrazi vysledky. Obrazek nize zobrazuije priklad vysledk
kontroly vykonnosti.

Naméfené optické drahy

PV-1 Sample 3

1mm o.2mm 05 mm 03 mm Spectrum

PV-1 Sample 1

PV-1 Sample 2

S A

Rozbalte nebo zasunte
tabulku pro zobrazeni/skryti
dat

Q
(3]
1=
@
0
Q
0
£
<
€
£
=

- _ =
300 400 : 700

Performance Verification & Wavelength (nm)

Blank I Measure \ : End Experiment

Posunte vlevo pro
zobrazeni detailnich vysledk(

7. Zopakuijte krok 6 pro naméfeni roztoku PV-1 dalSich 9-krat pouzitim nového 1 mL alikvotu pro
kazdé méfeni a oCistéte oba podstavce po kazdém méfeni.
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Po kazdém méfeni se na obrazovce obrazi vysledky méfeni vzorku. Posutim vlevo zobrazite
souhrn vysledk( 10 méfenych vzorkd.

Spectrum

6 PV-1 Sample 6

- 7 PV-1 Sample 7
=

_g 8 PV-1 Sample 8

% g PV-1 Sample 9

2 PV-1 Sample 10

1 2

Performance Verification i

1mm 0.2 mm 0.1 mm 0.05 mm 0.03 mm

[ztoetAbserbetios 0.96740 0.19348 0.09674 0.09935 0.05961
LA hteatiance 0.983 0.194 0.092 0.113 0.071
MBS ASROIEICE 0.982 0.194 0.092 0.109 0.068
e 15 0.1 5.3 0.8 13.9
e tevistcn 0.004 0.002 0.001 0.002 0.002
Measurement Wavelength (nm) 302 302 302 260 260
Correction -W'avelength '(nm') 600 600 600 600 600
Integration Time (ms) 40 40 40 40 40

Pass: The instrument is working within specifications.

Perfllrmance Verification S

End Experiment

Vysledky kontroly vykonu
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Diagnostika pfistroje

Po desatém méfeni se zobrazi informace zda pfistroj proSel i neproSel kontrolou
vykonnosti:

A Performance Verification

The instrument is working within specifications.

8. Pokud piistroj kontrolou neprosel, okamZité opakujte krok 6 pouZitim deseti 2 mL alikvotti
roztoku PV-1.

9. Po ukoncent, kliknéte na End Experiment a ocistéte podstavce pomoci 3-5 mL deionizované vody.

Po skonceni testu jsou vysledky dostupné v programu Data Viewer (viz obrazek nize ).
Podrobnéji viz Sprava identifikator( na pristroji.

24 Dpata Viewer Search " Select

six months

Thursday, August 20,2015 2 experiments found

10 measurements

=Y Performance Verification_08/20/2015 09:19:03 10 measurements

Interpretace vysledkd kontroly vykonu

Pokud vas pfistroj neproSel kontrolou vykonu a zopakovali jste deset méfeni pomoci 2 mL
alikvotl, kontaktujte nas.

Souvisejici témata
+ Testovaci roztok PV-1 pro kontrolu vykonu
« Kontola intenzity

+ Obrazova kontrola podstavce
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Obrazova kontrola podstavce

Spustte obrazovou kontrolu podstavce pro ovéfeni funkEnosti sensoru vzorku, ktery
monitoruje mozné chyby jako napf. nepfitomnost sloupce vzorku nebo bubliny ve vzroku.
Obrazovou kontrolu podstavce je mozné pouZzit pro rutinni kontrolu kvality. Tento test je
rovnéz dulezitou diagnostikou v pfipadé, Ze selze detekce komponent pfistroje.

Potrebné vybaveni

* nebavinéné laboratorni ubrousky

Spusténi obrazové kontroly postavce

1. Vyklopte rameno pfistroje a oCistéte horni a dolni podstavec novym laboratornim
ubrouskem.

2. Sklopte rameno pfistroje.

3. Na zakladni obrazovce pristroje (home sceern), kliknéte na (Diagnostics) a poté
kliknéte na Pedestal Image Check.

4. Kliknéte na Measure.

Pfistroj spusti fadu test(i pro kontrolu pozice podstavce a kontrolu kvality snimku. Po skonceni
méfeni se zobrazi vysledky. Zelena znacka znamena, Ze pfistroj Uspésné proSel vitzalni
kontrolou podstavce.

5. Po skonCeni kliknéte na End Experiment.

Interpretace vysledk{ obrazové kontroly podstavce

Pokud se po obrazoveé kontrole podstavce ukaze Zluty trojihelnik namisto zelené znacky,
nasledujte pokyny, které se objevi na obrazovce pro odstranéni problému. Poté opét spustte
obrazovou kontrolu podstavce. Jestli-Ze se kontrola znovu selze, kontakiujte nas.

Souvisejici témata
+ Kontrola vykonnosti

+ Kontrola intenzity
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BezpeCnost a provozni opatreni

Bezpecnostni informace Provozni opatreni

POZNAMKA Ujistéte se zda viechny osoby manipulujici s pfistrojem pfedem prostudovali
bezpecnostni navod.
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5 Safety and Operating Precautions
Provozni opatfeni

Provozni opatreni

VYSTRAHA Neodstrariujte kryt pfistroje. Pi odkryti budete vystaveni ostrym hranam a
jemné optické kabelazi. Pokud odstranite kryt pfistroje zanika Vam zaruka na pfistroj.

Spektrofotometry NanoDrop One jsou zkonstruovany pro praci uvnitf (v laboratofi) v prostredi
které vyhovuje dané specifikaci. Vice informaci viz pfiprava pracovniho prostoru Vaseho pfistroje.

DodrZuijte nasledujici opatfeni a zamezte poSkozeni vaseho
pfistroje NanoDrop:

298

PouZivejte uzemnény napajeci kabel vhodny do vasi lokalni
elektrické sité. Pokud zjistite, Ze je napajeci kabel vaseho
pfistroje poSkozeny - kontaktujte nas.

Neodstranuijte kryt pfistroje.

Deska pod podstavcem ramene pfistroje je vyrobena z
tvrzeného skla. LCD display pouZiva tepelné
zporacované,chemicky tvrzené sklo. Obé skla jsou dostateCné
robustni aby se nemohli poSkodit. Pokud presto dojde k jejich
poskozeni - prasknuti nebo zlomenti, kontaktujte nas pro
vymeénu.

Pouzivejte pouze rozpoustédla vhodna pro tento pfistroj -

viz (nebezpetné materialy.)

NepouZzivejte kyselinu flourovodikovou (HF) na podstavcich
- ionty fluoru trvale poSkozuji kfemikova opticka vlakna v
kabelech

Pro zabranéni poSkozeni pristroje pokapanim, ponechavejte
obaly s kapalinami v dostate¢né vzdalenosti od pfistroje.

NepouZivejte rozstfikovace nebo spreje v blizkosti nebo na
pristroji - vnikem kapaliny hrozi riziko trvalého poSkozeni
vyrobku.

NesnaZzte se odstranit membranu z dolniho podstavce nebot
je trvale pfipevnéna k pfistroji.

Na membrané nesmi zlstat HCI, alkoholy, bélidla, aceton
nebo jina rozpoustédla po dobu delsi neZ 1 minuta jinak
hrozi oslabeni membrany. V pfipadé Ze je mambrana jiz
oslabend, kontaktujte nas.

NanoDrop One - UZivatelska pfirucka

Thermo Scientific



BezpecCnostni informace

Pfed zahajenim prace s pristojem NanoDrop One si podrobné prectéte bezpecnostni informace a
dodrzujte doporuceni pro systém.

BezpecCnost a zIvastni upozornéni

V mnoha pfipadech jsou bezpe€nostni informace zobrazeny pfimo na pfistroji. Upozoriujici znacka
znamena dalsi bezpecnostni informace a nedodrZeni bezpeénosti mize mit za nasledek zraneni .

VAROVANI Oznaguje nebezpeénou situaci, ktera, pokud se ji nevyhnete, miize vést ke
smrtelnému nebo vaznému zranéni.

>

POZOR Znamena nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji nevyhnete, miize vést k mimému az
stfedné tézkému zranéni.

>

UPOZORNENI Postupuite podie instrukci podle tohoto &titku, aby nedo3lo k poskozeni hardwaru
pfistroje nebo ztraté dat.

POZNAMKA Obsahuije uzite¢né dopliujici informace.
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Nésledujici tabulka obsahuje nékteré bezpecnostni symboly a jejich oznageni, které se mohou
objevit v uZivatelské dokumentaci.
Symbol Popis

Toto je povinny symbol akce. PouZiva se k oznaceni akce aby se zabranilo
nebezpeti.

které uZivatel nesmi dale provadét nebo je musi ukoncit.

® Toto je symbol zakazu. Graficky symbol slouZi k upozornéni takovych akci

Toto je obecné varovné znameni. NedodrZeni bezpecnostnich opatfeni mize
vést ke zranéni osob.

téchto symboldl, hrozi riziko elektrického Soku. Souvisejici postupy mlize
provést pouze kvalifikovana osoba.

Zabrafite vzniku poZaru. NezkouSejte vzorky, které jsou hoflavé a vybusné.

.a _ “j\ Vyhnéte se nebezpedi Grazu elektrickym proudem. Pokud uvidite néktery z

Peclivé dodrZuijte pfislusné pokyny.

= Zabraite zranéni oCi. Pokud uvidite tyto symboly, hrozi riziko vystaveni UV
zéreni, které miize poskodit vase oci pokud si je nechranite ochrannymi brylemi.

\ Vyvaruijte se biologickému nebezpeci. Tato ikona informuje o biologickém
nebezpedi v pracovnim okoli. Pozorné si prectéte prislusné pokyny a postupujte
podle nich .

== Vyvarujte se chemickym popaleninam. Tento symbol upozoriiuje na mozné
& podrazdéni pokozky. PouZivejte rukavice pfi manipulaci s toxickymi,
karcinogennimi, mutagennimi nebo ziravymi a drazdivymi chemickymi latkami.
Pouzivejte schvalené kontejnery a pfislusné postupy pro likvidaci odpadu.

Symbol  Popis
~~  Stfidavy proud
L Uzemnéni

Stejnosmérny proud

Ochranny vodicovy terminal

Ram terminalu

Pajistka
Zapnuti
Wpnuti

O= 1 ¥+@®
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PTi prevzeti pristroje

VAROVANI Zabrafite zranéni osob. Pokud se tento pfistroj pouZivé jinak, neZ je uvedeno v
souvisejici dokumentaci, mize byt ochranna funkce zafizeni poskozena.

POZOR Zabraiite zranéni osob. Provadéjte pouze postupy popsané v dokumentaci. Pokud se vyskytnou
jiné problémy, kontaktujte nas. Jakykoliv jiny servis pfistroje smi provadét pouze vySkolena osoba.

POZOR Vyhnéte se nebezpeti trazu elektrickym proudem. Neodstrariujte kryt pristroje. VeSkery
servis pristroje smi provadét pouze vySkolena osoba.

Pfi pfevzeti pfistroje zkontrolujte zda pfepravni box neni poSkozen. Pokud je zjevné poSkozen
kontaktujte nas nebo lokalniho distributora - M.G.P. spol. s r.o.

+ Umistéte pfepravni box s pfistrojem do mista instalace nejméné 24 hodin pfed instalaci.

UPOZORNENI

* Pistroj je uvniti pfepravniho boxu utésnén v plastovém obalu proti vihkosti.

« Pred otevienim plastového obalu jej ponechte po dobu 24 hodin aby se pfistroj
vytemperoval. Pokud box oteviete dfive nez pfistroj dosahne pokojovou teplotu, mize
vihkost zaCit kondenzovat a zpdsobit trvalé poskozeni pristroje.

* Pfistroj udrZujte ve vzpfimené poloze po celou dobu.
Zéruka se nevztahuje na:

* Poskozeni zplsobené nevhodnymi technikami pohybu s pfistrojem.

* Poskozeni zplsobené nedostate¢nou temperaci pristroje - néz
doséahne pokojovou teplotu.

Poznamka Ne? pristroj prijde je dileZité mit pfipravené veskeré systémové technické a
systémoveé vybaveni pracovniho prostoru (budovy) provedené v souladu s mistnimi
stavebnimi a bezpe¢nostnimi predpisy.

Thermo Scientific NanoDrop One - UZivatelska pfirucka 301



6

BezpeCnostni informace

302

Zvedani nebo premist'ovani pristroje

Abyste zamezili nebezpeCni zranéni, pouZivejte pfi zvedani nebo pfemistovani pfistroje spravne
techniky zvedani.

Pozadavky na elektroinstalaci a bezpeCnost

Sitové napajeni musi pochéazet od vyhrazenych a nepreruSovanych zdrojti. Napajeni musi byt
bez vypadkl napéti, pfechodovych ostrych vykyvi, frekvencnich posund a dalsich poruch
distribuni elektrické sité které mohou negativné ovlivnit vykon pfistroje.

Pokud méte podezieni na problémy s kvalitou distribucni eklektické sité ve vaSem misté nebo
pokud bude va$ pfistroj napojen elektrické sité v tézkém priimyslovém prostfedi doporucujeme pred
instalaci provést elektrorevizi. Kontaktujte nas nebo pfislusnou mistni instituci, kde ziskate dalsi
informace.

POZOR Vyhnéte se nebezpeCi trazu elektrickym proudem.

* Pouze kvalifikovana osoba pouZivajici pfisluSné méfici zafizeni je opravnéna provadét
kontrolu parametri elektrické sité (napéti, proud, frekvence).

* Pouze nasi vySkoleni a certifikovani servisni zastupci smi provést opravu komponent
které jsou oznaceny timto symbolem.

* Pokud ochranny kryt soucastek pristroje vykazuje zndmky poskozeni, pfistroj vypnéte a
zajistéte jej proti jakékoliv dalSi manipulaci. VZdy zkontrolujte ochranny kryt po pfepravé
zafizeni.

* | po odpojeni pristroje od vech zdroji napéti, mohou zlstat kondenzatory nabité az po
dobu 30 s a tedy mlizou zpUsobit Graz elektrickym proudem.

* Nedovolte, aby kapalina prochazela pfes jakykoli povrch pfistroje, kde by se mohla
dostat dovnitf pfistroje.

+ NepokouSejte se odstranit kryt pfistroje.

Uzemnéni

POZOR Vyhnéte se nebezpedi Urazu elektrickym proudem. Kazda vyuzivana zasuvka
musi byt vybavena uzemnénim. Zemnéni musi byt prostfednictvim bezproudého vodice
napojeného k zemnicimu uzlu distribu¢ni sité.
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Napéjeci kabely

Ujistéte se, Ze k napajeni pouzivate vhodny uzemnény napéjeci kabel. Pokud k pfistroji dodavany
napajeci kabel neni vhodny do vasi distribu¢ni sité, nebo pokud se kabel poskodi, kontaktujte nas.

PrisluSenstvi pro Upravu napajeciho vedeni

Zalozni systém UPS sniZuje pravdépodobnost vypadku elektrické sité v budové. Stabilizacni
systémy pro udrZovani kvality elektrické sité jsou rovnéz jsou také k dispozici v USA pro napajeni
120 V. Sitové systéemy pro napéti 220 V Ize zakoupit lokalné. Kontaktujte technickou podporu o
zéloznich systémech a UPS.

Specifikace parametrd elektrické sité

Nasledujici tabulka uvadi specifikace parametrd elektrické sité. Kontaktujte vaseho
lokélniho distributora - M.G.P. spol. s .0., pokud méate otazky ohledné téchto pozadavkd.

Pozadavky Specifikace

Vstupni proud 5,0 A (max.)

Vstupni napéti 100-240 VAC

Frekvence sité 50-60 Hz

Poruchy sité Prudké poklesy a narlisty (prepéti) nebo jiné poruchy sité nesmi

prekrocit 10% vstupniho napéti (ani po dobu poloviny cyklu).

Sum sité <2V (b&zny mod)
<20V (normélni mad)

Spotfeba energie

Obecné by méla byt kapacita sité 0 50% vetSi nez potfebuje pfistroj na obvykly provoz véetné
pfisluSenstvi. Maximalni poZadavky na spotfebu energie a tepelné ztraty a pro spektrometr a
pfisluSenstvi jsou uvedeny niZe. Tyto hodnoty jsou pfiblizne.

Zafizeni Spotreba energie Max. teplotni ztraty
pristroj 60 W 205 Btu/hr (= 60 W)
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Pozarni bezpeCnost a nebezpecCi pozaru

UPOZORNENI Neumistujte pfistroj tak, aby se vypina¢ pfistroje obtiZzné ovladal a zajistéte snadny
pristup k napdjeci siti a napajecimu kabelu.

Aby nedoslo k popaleni osob a nebo nebezpedi vzniku pozaru a vybuchu:

* Budte opatrni pfi testovani hoflavych nebo vybusnych vzorki (viz kapitola "Nebezpeéné
materialy”).

* Nikdy neblokujte Zadné otvory na pfistroji ani na jeho napajeni.

* PouZivejte pouze nami dodavané napéjeci zdroje.

Ochrana zraku

@ VAROVANI Vyvarujte se zranéni. Nikdy se nedivejte do svétla lampy pfistroje, kdyZ sviti.

Nebezpecné materialy

Mnoho standardnich metod spektroskopie vyuziva rozpoustédla. Jiné pouzivaji korozivni
vzorky nebo vzorky pod tlakem v plynném stavu.

Tékava rozpouStédla a horlavé vzorky

POZOR Vyvaruijte se zranéni. Nenechavejte rozpoustédla nebo hoflavé vzorky v blizkosti
pristroje. Ujistéte se, Ze pracovni prostor je fadné vétran.

Kompatibilni rozpoustédla
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VétSina béznych typl rozpoustédel, kterd jsou v laboratofich pouZivana je kompatibilni s optickymi
vlakny podstavcti viech typll spektrofotometrti NanoDrop. Nicméné vlastnosti vysokého tlaku par
nékterych rozpoustédel nemusi byt vhodna pro méfeni malého objemu pfi méfeni na podstavci
pistrojich NanoDrop. Pokud méfite vzorky s vysokym tlakem par, pouZijte pfistroj s méfenim v
kyveté.

Nasledujici rozpoustédla jsou kompatibilni pro pouZiti na podstavci pfistrojii NanoDrop.

UPOZORNENI Rozliti téchto rozpoustédel na povrch pfistroje mimo podstavce mize zpQsobit jeho

poskozeni.

+ metanol o etanol s n-propanol

¢ isopropanol * butan * aceton

o éter + chloroform + chlorid uhlicity

« DMSO + DMF « acetonitril

* THF * toluen * hexan

* benzen + hydroxid sodny « chlornan sodny

* ziedéna HCl + zfedéna HNO, * ziedéna kyselina octova

Doporuduje se odstranit vSechna korozivni rozpoustédia z podstavcd okamZité po dokonéenti
méfeni. Doporucuje se také, aby se fada méfeni ukoncila méfenim vzorku s deionizovanou vodou,
aby se zajistilo, Ze na podstavcich nezlistanou zbytky rozpoustédel.

Membrana kolem podstavce je trvale pfipevnéna k pfistroji. NezkouSejte odstranit mebranu ani
porusit tésnéni. Vyhnéte se prodlouzenému vystaveni membrany kyseliné HCI, alkoholu, acetonu
nebo jinych rozpoustédel, kterd mohou poskodit upevnéni tésnéni. Pokud se tésnéni uvolni,
kontaktujte nas.

UPOZORNENI V&echny formy kyseliny fluorovodikové (HF) nejsou s piistrojem kompatibilni,
protoZe ionty fluoru poSkozuji optické viakna.

Biologické nebezpeci nebo radioaktivni materialy a infekeni latky

Biologické vzorky, jako jsou tkané, télesné tekutiny, infekéni latky, lidska nebo zvifeci krev jsou
potencialnimi zdroji infekEnich nemoci. Pouzivejte vhodné ochranné prostredky. Pracovnici musi byt
vyskoleni podle platnych pfedpisi a postupli nez zahdji praci s infekénimi materialy. Postupuijte
podle vasich internich predpisd pro praci s potencialng infekénimi materialy.
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VAROVANI  Snizeni rizika spojeného s potencialné infekénimi vzorky:

+ Nerozlévejte vzorky na Zadné soucasti pfistroje.

* Pokud dojde k rozliti, bezprostfedné vydezinfikujte pfislusny vnéjsi plochu
pistroje v souladu s vaSimi internimi predpisy.

Pfistroje, pfisluSenstvi, komponenty nebo jiné souvisejici materialy by nemély byt zlikvidovany
ani se nesmi ndm (ani vyrobci komponent) vracet pokud jsou kontaminovany biologicky
nebezpecnym nebo radioaktivnim materialem, infek&nimi latkami, nebo jinymi materidly a/nebo
za podminek, které by mohli predstavovat ohroZeni zdravi nebo zranéni zaméstnancti. Pokud
mate dotazy ohledné poZadavk{ na dekontaminaci, kontaktujte nas.
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Konvencni oznaCeni

Bezpecnostni opatfeni a dalsi ddlezité informace se uvadéji nasledujicim zplisobem:
POZOR Znamena nebezpecnou situaci, kterd, pokud se ji nevyhnete, mlize vést k mirnému
az strfedné tézkému zranéni.
UPOZORNENI Postupuijte podle instrukci podle tohoto Stitku, aby nedoslo k poskozeni
hardwaru pfistroje nebo ztraté dat.
POZNAMKA Obsahuje uziteéné dopliiujici informace.
Tip Poskytuje uZitecné informace, které usnadriuji praci.
Informace o ochrannych znamkéach
DYMO a LabelWriter jsou ochranné zndmky nebo registrované ochranné znamky spolecnosti
Newell Rubbermaid ve Spojenych statech a/nebo jinych zemich.
Wi-Fi je ochranna znamka nebo registrované ochranna zndmka spolecnosti Wi-Fi Alliance ve
Spojenych statech a/nebo jinych zemich.
Bluetooth je ochranna znamka nebo registrovana ochranna zndmka spolecnosti Bluetooth
Special Interest Group.
Windows je ochrann znamka nebo registrovana ochranna znamka spolecnosti Microsoft
Corporation ve Spojenych statech a/nebo jinych zemich.
V/Sechny ostatni ochranné znamky jsou majetkem spolecnosti Thermo Fisher Scientific inc. a
jejich dcefinych spolecnosti.
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© 2015-2016 Thermo Fisher Scientific Inc. VSechna prava vyhrazena.
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7 Contact Technical Support

Kontaktujte technickou podporu

Kontakt na technickou podporu pro
USA a Kanadu:

Thermo Fisher Scientific
3411 Silverside Road
Bancroft Building, Suite 100
Wilmington, DE 19810 U.S.A.

Tel: 302 479 7707

Bezplatna linka: 1 877 724 7690 (pouze pro USA a Kanadg)
Fax: 302 792 7155

E-mail : nanodrop@thermofisher.com

webova stranka: www.thermoscientific.com/nanodrop

Kontakt na technickou podporu mimo USA/Kanadu:

Kontaktuijte lokalniho distributora. Kontaktni informace naleznete na adrese: V&S lokalni distributor:

http://www.nanodrop.com/Order.aspx M.G.P. spol. sr. 0.
Kvitkova 1575
760 01 Zlin

tel: +420 577 212 140
fax: +420 577 211 724
e-mail: mgp@mgp.cz

Pokud feite chybu vasim systémem, prostuduite kapitolu s informacemi o Www.mgp.cz

feseni problémdl. Pokud chyba pretrvava, kontaktujte nas. UZivatelé mimo
USA a Kanadu, prosim kontaktujte lokalniho distributora - M.G.P. spol. s r.o.

Pokud Va$ pfistroj vyZaduje UdrZbu nebo opravu, kontaktujte nas nebo
lokalniho distributora - M.G.P. spol. s r.0.
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