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Zawartosc¢ zestawu

Investigator ESSplex SE QS Kit (100) (400)

Nr katalogowy 381575 381577
Liczba reakcji 25 pl 100 400

Fast Reaction Mix 2.0 (Mieszanina do szybkiej reakcji 2.0)* 750 pl 4 x 750 pl
Primer Mix ESSplex SE QS (Mieszanina starterow ESSplex SE QS) 250 pl 4 x 250 pl
Nuclease-Free Water (Woda wolna od nukleaz) 1,9 ml 4x1,9ml
Control DNA 9948 (Kontrolny DNA 9948) (0,1 ng/pl) 200 pl 200 pl
DNA Size Standard 550 (Wzorzec wielkosci DNA 550) (BTO) 55 pl 220 pl
Allelic Ladder ESSplex SE QS (Drabina alleli ESSplex SE QS) 25 pl 3x25ul

* Zawiera polimeraze DNA, dezoksyrybonukleotydy (dNTP), MgCI2 i albuming surowicy bydlece;.
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Przechowywanie

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit jest dostarczany na suchym lodzie. Natychmiast po
dostarczeniu nalezy go umiesci¢ w zamrazarce o statej temperaturze od -30 do -15°C.
Unikac¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania. Mieszanina starteréw i drabina alleli muszg
by¢ przechowywane bez dostepu $wiatta. Probki DNA oraz odczynniki dodawane po reakcji
PCR (drabina alleli oraz wzorzec wielkosci DNA) nalezy przechowywa¢ oddzielnie od
odczynnikéw do reakcji PCR. W tych warunkach sktadniki zachowujg stabilno$¢ do daty

waznos$ci podanej na zestawie.

Po otwarciu zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit mozna przechowywac w temperaturze
2-8°C przez maksymalnie 3 miesigce lub ponownie zamrozi¢ i przechowywac przez dtuzszy

czas w zamrazarce o statej temperaturze od -30 do -15°C.
Przeznaczenie

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit jest przeznaczony do zastosowan biologii
molekularnej w testach medycyny sgdowej, oznaczaniu tozsamosci osdb oraz oznaczaniu
ojcostwa. Niniejszy produkt nie jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce, profilaktyce
ani leczeniu choraéb.

Przy postugiwaniu sie produktami nalezy zachowac nalezytg ostroznos$¢ i uwage. Wszystkim
uzytkownikom produktéw QIAGEN® zaleca sie przestrzeganie wytycznych instytutow NIH
dotyczgcych eksperymentéw z uzyciem rekombinowanego DNA albo innych stosownych
wytycznych.
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Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha

laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania

dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety

Data Sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod

adresem www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac¢, wyswietlac

i drukowa¢ karty charakterystyki dla wszystkich zestawdw i skladnikéw zestawéw firmy

QIAGEN.
PRZESTROGA | NIE WOLNO dolewa¢ wybielacza ani roztworéw kwasowych
bezposrednio do odpaddw powstatych po przygotowaniu probek.
Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda partia zestawdw Investigator ESSplex SE QS Kit przechodzi testy zgodnosci ze

wstepnie okreslong specyfikacjag w celu zapewnienia spdjnej jakosci produktu. Zestaw

Investigator ESSplex SE QS Kit spetnia wymogi normy 1SO 18385.
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Wstep

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit stosowany jest do przeprowadzania multipleksowej
reakcji PCR wramach testow medycyny sgdowej, oznaczania tozsamos$ci osdb oraz
oznaczania ojcostwa. Dochodzi wéwczas do jednoczesnej amplifikacji 16 polimorficznych
markeréow STR zalecanych przez Europejska Sie¢ Instytutow Nauk Sadowych (European
Network of Forensic Science Institutes, ENFSI) i Europejskg Grupe Profilowania DNA
(European DNA Profiling Group, EDNAP) jako nowy europejski standardowy zestaw loci
(D1S1656, D2S441, D2S1338, D3S1358, D8S1179, D10S1248, D12S391, D16S539,
D18S51, D19S433, D21S11, D22S1045, FGA [FIBRA], THO1 [TC11] oraz vWA), a takze
locus SE33 [ACTBP2] i swoistego dla pici locus amelogeniny.

Mieszanina starter6w zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit zawiera dwie innowacyjne
wewnetrzne kontrole PCR (czujnik jakosci QS1 i QS2), zapewniajgce przydatne informacje
dotyczace wydajnosci reakcji PCR oraz wystepowania inhibitorow reakcji PCR. Czujniki
jakosci ulegajg amplifikacji jednoczesnie z polimorficznymi markerami STR.

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit jest przeznaczony w szczegolnosci do szybkiego
generowania wiarygodnych profili DNA z probek krwi, wymazdw policzkowych oraz sladow
kryminalistycznych. Zestaw wykorzystuje technologie reakcji PCR z szybkimi cyklami firmy
QIAGEN, ktéra pozwala na amplifikacje w ciagu okoto 60 minut. Dzigki odczynnikom
odpornym na dziatanie inhibitoréw uzyskiwane sg wysoce stabilne wyniki. Startery sg

wyznakowane fluorescencyjnie nastepujgcymi barwnikami:

6-FAM™: QS1, amelogenina, THO1, D3S1358, VWA, D21S11, QS2
BTG: D16S539, D1S1656, D19S433, SE33

BTY: D10S1248, D22S1045, D12S391, D8S1179, D2S1338

BTR: D2S441, D18S51, FGA
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Zalecana ilos¢ DNA w warunkach standardowych to 0,5 ng. Wewnetrzne walidacje wykazaty
uzyskiwanie stabilnych i zrbwnowazonych wynikéw przy zastosowaniu 0,2—-2 ng DNA oraz

wiarygodnych wynikdw przy <0,1 ng DNA.

Dziatanie zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit zwalidowano przy uzyciu analizatora
GeneAmp® PCR System 9700 (z 96-dotkowym srebrnym blokiem pokrytym ztotem) oraz

analizatora Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyzer.

W Tabeli 1 przedstawiono loci markeréw STR wraz z ich mapowaniem chromosomalnym
oraz motywami powtdrzen, zgodnymi z wytycznymi Miedzynarodowego Towarzystwa
Genetyki Sadowej (International Society for Forensic Genetics, ISFG) dotyczacymi

zastosowania markeréw mikrosatelitarnych (1).

Informacje dotyczgce znanych mikrowariantéw, ktére nie zostaty zawarte w drabinie alleli
Investigator ESSplex SE QS, mozna uzyska¢ na stronie amerykanskiego Narodowego
Instytutu Standaryzaciji i Technologii (National Institute of Standards and Technology, NIST)

(www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/).
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Tabela 1. Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit — informacje dotyczace poszczegoéinych loci

Locus Numer dostepu GenBank® Motyw powtdrzen allela Mapowanie
referencyjnego chromosomalne

Amelogenina X M55418 - Xp22.1-22.3

Amelogenina Y M55419 - Yp1l.2

D1S1656 NC_000001.9 [TAGA]16 1942
[TGA]|[TAGA|[TAGG[TG]s

D2S441 AL079112 [TCTA]12 2p14

D251338 G08202 [TGCC6[TTCClur 2935

D3S1358 11449919 TCTA [TCTG]2 [TCTA]15 3p25.3

D8S1179 G08710 [TCTA]12 8023.1-23.2

D10S1248 AL391869 [GGAA]13 10926.3

D12S391 G08921 [AGAT]s GAT [AGAT]: [AGACIs 12p13.2
AGAT

D16S539 G07925 [GATA]11 16924.1

D18S51 118333 [AGAA]13 18g21.3

D19S433 G08036 AAGG [AAAG] AAGG TAGG 19012
[AAGG]n q

D21S11 AP000433 [TCTAls [TCTGJ]s [TCTA]z TA
[TCTA]; TCA [TCTA]. TCCATA 21g21.1
[TCTA]11

D22S1045 AL022314 [ATT]1a ACT [ATT]2 22g12.3

FGA (FIBRA) M64982 [TTTCa TTTTTTCT [CTTTl13 4028.2
CTCC [TTCC qe8

SE33 (ACTBP2)  NG000840 [AAAG]s AA —
[AAAG]16 a4

THO1 (TC11) D00269 [TCAT]s 11p15.5

VWA M25858 TCTA [TCTG]a [TCTA]13 12p13.31
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Sprzet i odczynniki zapewniane przez
uzytkownika

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularow ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety
Data Sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczeg6lnych produktéw.

Wszystkie protokoty

Hi-Di Formamide, 25 ml (Applied Biosystems, nr kat. 4311320)

® \Wzorce Matrix Standard BT5 do aparatow wielokapilarnych (QIAGEN, nr kat. 386123 lub
386125), do stosowania np. w aparatach ABI PRISM® 3100 oraz analizatorach Applied
Biosystems 3130 i 3500 Series Genetic Analyzer

® Pipety i koncowki do pipet
O Jeden z ponizszych analizatorow DNA*:
O Analizator ABI PRISM 3100-Avant™/3100 Genetic Analyzer
O Analizator Applied Biosystems 3130/3130xI Genetic Analyzer

O Analizator Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer
® Jeden z ponizszych termocyklerow do reakcji PCR*:

GeneAmp PCR System 9700
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
ProFlex™ 96-well PCR System
QlAamplifier® 96

Biometra™ UNO-Thermobloc

Eppendorf® Mastercycler® ep
® Probdwki lub ptytki do reakcji PCR
® Mikrowiréwka do probdéwek lub ptytek do reakcji PCR

O O O 0O O O

* Nie jest to wyczerpujgca lista dostawcéw i nie zawiera wielu waznych dostawcéw produktéw do badan biologicznych.
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Oprogramowanie do analizy waznosci produktéw do stosowania przy
identyfikacji oséb

Zestawy Investigator Human Identification PCR Kit wymagajg kalibracji przy uzyciu drabiny
alleli. W zwigzku ztym uzywane oprogramowanie musi by¢ zgodne z produktami do
stosowania przy identyfikacji oséb przeznaczonymi do zastosowan w medycynie sadowe;j.
Zaleca sie uzywanie oprogramowania GeneMapper® ID-X. Pliki szablonéw Investigator
utatwiajg analize danych i mozna je stosowaé z tym oprogramowaniem.
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Protokoét: Amplifikacja PCR

Ten protokot jest przeznaczony do amplifikacji loci markerow STR za pomoca reakcji PCR

z probek kryminalistycznych przy uzyciu zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit.

Wazne czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Wszystkie mieszaniny reakcyjne nalezy przygotowywaé w miejscu oddzielonym od
obszaru izolowania DNA oraz analizy produktéw reakcji PCR (analizy po reakcji PCR).
W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia krzyzowego nalezy stosowac
jednorazowe koncéwki z filtrami hydrofobowymi.

Zalecana ilos¢ DNA w warunkach standardowych to 0,5 ng. Wewnetrzne walidacje
wykazaty uzyskiwanie stabilnych i zrbwnowazonych wynikéw przy zastosowaniu
0,2-2 ng DNA oraz wiarygodnych wynikéw przy <0,1 ng DNA.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przed otwarciem probowek z substratami reakcji PCR nalezy je wytrzgsaé i krétko
odwirowaé w celu zebrania zawartosci na dnie probowek.

Procedura

1. Rozmrozi¢ substraty reakcji PCR oraz matryce kwasu nukleinowego.

Dokfadnie wymieszac. Krotko odwirowaé przed uzyciem.

2. Przygotowac mieszanine Master Mix zgodnie z informacjami zawartymi w Tabeli 2.
Poniewaz podczas przenoszenia moze dochodzi¢ do pewnej utraty odczynnikéw, nalezy
przygotowa¢ mieszanine z uwzglednieniem dodatkowych reakcji. Nalezy réwniez
uwzgledni¢ reakcje kontroli pozytywnej i negatywnej. Mieszanina Master Mix zawiera
wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR oprécz matrycy DNA (prébki) oraz wody
wolnej od nukleaz.

3. Dokfadnie wymiesza¢ mieszanine Master Mix, krétko odwirowaé i rozdzieli¢ odpowiednie

objetosci do probdwek do reakcji PCR lub dotkoéw ptytki do reakcji PCR.

12
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4. Doda¢ matryce DNA iwode wolng od nukleaz do mieszaniny Master Mix, aby uzyskaé
ostateczng objetosé prébki wynoszaca 25 pl.

5. Przygotowac kontrole pozytywna i negatywna.

Kontrola pozytywna: Uzy¢ 5 pl kontrolnego DNA (tzn. 500 pg).

Kontrola negatywna: W reakcji uzy¢ wody wolnej od nukleaz zamiast matrycy DNA.

Tabela 2. Przygotowanie mieszaniny Master Mix

Sktadnik Objetos¢ na reakcje
Mieszanina do szybkiej reakcji 2.0 7,5 ul
Mieszanina starteréw 2,54

Woda wolna od nukleaz (dodawana w kroku 4) Zmienna
Matryca DNA (dodawana w kroku 4) Zmienna
Catkowita objetos¢ 25 ul

6. Jezeli podczas pipetowania matrycy DNA naniesiono jg na krawedz lub wieczko probowki

do reakcji PCR, probéwke nalezy krétko odwirowaé w celu zebrania zawartosci na dnie.

7. Zaprogramowac termocykler zgodnie z instrukcjami producenta, uwzgledniajgc warunki
podane w Tabeli 3.

Uwaga: W przypadku korzystania z analizatora GeneAmp PCR System 9700 z blokiem
aluminiowym nalezy uzy¢ opcji ,Std Mode” (Tryb standardowy), aw przypadku
korzystania z 96-dotkowego srebrnego bloku na probki albo 96-dotkowego srebrnego
bloku na prébki pokrytego ztotem nalezy uzy¢ opcji ,Max Mode” (Tryb maksymalny). Nie
stosowac opcji ,9600 Emulation Mode” (Tryb emulacji 9600).
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Tabela 3a. Protokét dla cykli standardowych

Temperatura Czas Liczba cykli
98°C* 30s
64°C 55s 3 cykle
72°C 5s
96°C 10s
61°C 55s 27 cykli
72°C 5s
68°C 5 min —
60°C 5 min —
10°C 0 —

* Zastosowac tzw. ,gorgcy start” (hot start) w celu aktywacji polimerazy DNA.

Tabela 3b. Protokot dla cykli opcjonalnych
Temperatura Czas Liczba cykli
98°C* 30s
64°C 55s 3 cykle
72°C 5s
96°C 10s
61°C 55s 27 cykli
72°C 5s
68°C 2 min —
60°C 2 min —
10°C © —

* Zastosowac tzw. ,gorgcy start” (hot start) w celu aktywacji polimerazy DNA.

W Tabeli 3b wyszczegdlniono wczesniej opublikowane warunki cykli, ktére mogg by¢ nadal

stosowane, jesli na elektroforegramach nie jest widoczna niepetna adenylacja.

8. Po zakonczeniu protokotu cykli prébki nalezy chroni¢ przed s$wiattem i przechowywaé

w temperaturze od -30 do -15°C lub przej$¢ bezposrednio do elektroforezy.

14
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Protokot: Elektroforeza przy uzyciu analizatora
ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic Analyzer

Szczegodtowe instrukcje dotyczgce konfiguracji aparatu, kalibracji widmowej, stosowania
oprogramowania do gromadzenia danych ABI PRISM 3100 w wersji 1.01 lub 1.1 oraz
oprogramowania GeneScan® zawiera Podrecznik uzytkownika analizatora ABI PRISM
3100-Avant/3100 Genetic Analyzer.

Analizator ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer jest wyposazony w4 kapilary,
natomiast analizator ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer jest wyposazony w 16 kapilar.

Zestawu wirtualnych filtrow G5 uzywa sie przy réwnoczesnym stosowaniu 5 fluorescencyjnych
znacznikdw: 6-FAM, BTG, BTY, BTR i BTO. Ten wzorzec matrycy jest znany jako BT5.

Materiaty wymagane do elektroforezy przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Materialy wymagane do elektroforezy

Materiat Parametry techniczne

Kapilara Matryca z kapilarg o dlugosci 36 cm do analizatora ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic
Analyzer

Polimer Polimer POP-4® do analizatora ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic Analyzer

Bufor Bufor do analizatora genetycznego 10x z EDTA

Kalibracja widmowa/generowanie macierzy

Prawidtowa kalibracja widmowa ma ogromne znaczenie podczas oceny systemow
wielobarwnych przy uzyciu analizatora ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic Analyzer
i nalezy jg przeprowadzi¢ przed przystgpieniem do analizy dtugosci fragmentow. W wyniku
procedury kalibracji tworzona jest macierz, ktérej uzywa sie do skorygowania zachodzenia
na siebie widm emisji fluorescencji barwnikow.
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Kalibracja widmowa obejmuje ponizsze czynnosci:

Przygotowanie wzorcéw kalibracji widmowe;j

Zatadowanie wzorcow do 96-dotkowej ptytki reakcyjnej (jedna prébka na kapilare)
Wprowadzenie skfadu ptytki

Wykonanie kalibracji widmowej i sprawdzenie macierzy

Przygotowanie wzorcow kalibracji widmowej

Przyktad z 4 kapilarami (analizator ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer):

1. Przygotowa¢ mieszanine formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Tabeli 5.

Tabela 5. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 4 kapilar

Sktadnik Objetosc
Hi-Di Formamide 60 ul
Matrix Standard BT5 multi cap. 5ul

2. Przenies¢ 12 pl mieszaniny do ptytki 96-dotkowej; np. pozycje A1-D1.
3. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

4. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie plytki na lodzie na 3 minuty.
Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

Przyktad z 16 kapilarami (analizator ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer):

1. Przygotowa¢ mieszanine formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi

zawartymi w Tabeli 6.

Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 16 kapilar

Sktadnik Objetos¢
Hi-Di Formamide 204 pl
Matrix Standard BT5 multi cap. 17 pl
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2. Przenie$¢ 12 pl mieszaniny do ptytki 96-dotkowej; np. pozycje A1-H1 i A2—H2.
3. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

4. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie ptytki na lodzie na 3 minuty.

Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

Wykonanie kalibracji widmowej

Aby uzyska¢ pomysing kalibracje przy uzyciu oprogramowania do gromadzenia danych
w wersji 1.0.1 lub 1.1, nalezy zmodyfikowa¢ plik parametréw dla zestawu barwnikdw DyeSetG5.
Parametr widmowy

1. Aby zmieni¢ ustawienia w pliku parametrow, przej$¢ do ponizszej Sciezki:

D:\AppliedBio\Support Files\Data Collection SupportFiles\CalibrationData\Spectral
Calibration\ParamFiles”

2. Wybrac¢ element ,MtxSTD{Genescan_SetG5}”, aby otworzy¢ plik PAR.
3. Zmieni¢ warto$¢ parametru ,Condition Bounds Range” (Zakres granic stanu) na [1,0, 20,0].

4. Jezeli kalibracja sie nie powiodta, zmieni¢ réwniez wartos¢ parametréw Sensitivity
(Czutosc) na 0,1 i Quality (Jakosé) na 0,8.

5. W menu ,File” (Plik) wybra¢ polecenie ,Save As” (Zapisz jako) i zapisa¢ plik parametrow
pod nowg nazwa, np. MtxStd{Genescan_SetG5_BT5}.par.

Uwaga: Nalezy zawsze uzywac¢ tego pliku parametréw do kalibracji widmowych
wykorzystujgcych wzorzec Matrix Standard BT5 firmy QIAGEN.

Okno Plate Editor (Edytor ptytek) na potrzeby kalibracji widmowej

1. Umiesci¢ 96-dotkowa ptytke na tacy automatycznego podajnika.

2. Uruchomi¢ oprogramowanie do gromadzenia danych ABI PRISM 3100.
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3. W widoku ,Plate View” (Widok ptytek) klikng¢ opcje ,New” (Nowa), aby otworzy¢ okno
dialogowe Plate Editor (Edytor ptytek).

4. Wprowadzi¢ nazwe plytki.
5. Wybrac¢ opcje Spectral Calibration (Kalibracja widmowa).
6. Jako rodzaj ptytki wybrac opcje ,96-Well” (96-dotkowa) i klikng¢ przycisk ,Finish” (Zakoncz).

Tabela 7. Okno Plate Editor (Edytor plytek) na potrzeby kalibracji widmowej

Parametr Ustawienia

Sample Name (Nazwa probki) Woprowadzi¢ nazweg prébek macierzy

Dye Set (Zestaw barwnikow) G5

Spectral Run Module (Modut serii widmowej) Domysline (np. Spect36_POP4)

Spectral Parameters (Parametry widmowe) MtxStd{GeneScan_SetG5_BT5}.par (wczesniej
utworzony plik parametréw)

7. Klikngé nagtéwek kolumny, aby zaznaczy¢ catg kolumne, a nastepnie w menu ,Edit”
(Edycja) wybra¢ polecenie ,Fill Down” (Wypetnij w d&t), aby zastosowac informacje do

zaznaczonych probek. Potwierdzi¢, klikajgc przycisk ,,OK”.

8. Powigzac¢ ptytke reakcyjng na tacy automatycznego podajnika z identyfikatorem utworzonej

ptytki i rozpoczaé cykl.
9. Po zakonczeniu cyklu sprawdzi¢ w oknie dialogowym ,Spectral Calibration Result” (Wynik
kalibracji widmowej), czy wszystkie kapilary pomysinie przeszty kalibracje (etykieta A).

Jezeli poszczegolne kapilary sg oznaczone symbolem X, nalezy zapozna¢ sie
z informacjami opisanymi w Podreczniku uzytkownika analizatora ABI PRISM 3100-
Avant/ 3100 Genetic Analyzer.

10. Kliknag¢ przycisk ,OK”, aby potwierdzi¢ zakonczenie cyklu.
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Sprawdzenie macierzy

1.

W menu ,Tools” (Narzedzia) wybra¢ najpierw polecenie ,Display Spectral Calibration”
(Wyswietl kalibracje widmowa), a nastepnie opcje ,Dye Set” (Zestaw barwnikow) i ,G5”,

aby sprawdzi¢ profil kalibracji widmowej dla kazdej kapilary.

Wartos¢ jakosci (wartos¢ parametru Q) musi by¢ wieksza niz 0,95, a wartos¢ stanu
(wartos¢ parametru C) musi zawiera¢ sie w zakresie od 1 do 20. Obie wartosci muszg

zawierac sie we wstepnie zdefiniowanym zakresie.

Sprawdzi¢, czy w probkach macierzy nie wystepuje ptaska linia bazowa. W kazdej probce
macierzy powinno wystepowac 5 pikow o wysokosci od 1000 do 5000 RFU.

Uwaga: Optymalny zakres to 20004000 RFU.
Sprawdzi¢ nowg macierz przy uzyciu biezacych prébek. Przy uzyciu nowej macierzy nie

powinny wystepowac przenikania sig pikow pomigdzy panelami barwnikéw (B, G, Y, Ri O,
czyli niebieski, zielony, z6lty, czerwony i pomaranczowy).

W razie niepowodzenia kalibracji nalezy wykonac¢ instrukcje opisane w czesci ,Parametr

widmowy” na stronie 17.

Jezeli wszystkie kapilary pomysinie przeszty kalibracje, nalezy recznie aktywowac ostatni
plik kalibracji dla zestawu barwnikéw Dye Set G5. W menu ,Tools” (Narzedzia) kliknaé

polecenie ,Set Active Spectral Calibration” (Ustaw aktywng kalibracje widmowag).

Zmieni¢ nazwe pliku kalibracji w czesci Set Matrix Name (Ustaw nazwe macierzy)
(np. BT5_Data kalibracji).

Przygotowanie prébki

1.

Przygotowa¢ mieszaning formamidu iwzorca wielkosci DNA zgodnie z wytycznymi

zawartymi w Tabeli 8.
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Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca wielkosci DNA

Sktadnik Objetos¢
Hi-Di Formamide 12l
Matrix Standard BT5 multi cap. 0,5 ul

2. Odmierzy¢ porcje mieszaniny o objetosci 12 pl do probéwki dla kazdej analizowanej probki.

3. Dodac¢ 1 pl produktu reakcji PCR lub drabiny alleli (w razie potrzeby po rozcienczeniu).

4. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

5. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie ptytki na lodzie na 3 minuty.
Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

6. Zatadowac probki na tace.

Poniewaz iniekcja jest wykonywana jednoczesnie dla wszystkich kapilar, na ptytke
analizatoréw wielokapilarnych nalezy przy uzyciu pipety nanies¢ 4 lub 16 prébek. Jezeli
analizowana jest mniejsza liczba prébek, puste pozycje nalezy zapetni¢, nanoszgc po 12 pl

odczynnika Hi-Di Formamide.

Aby zapewni¢ wiarygodne przypisywanie alleli w analizatorach wielokapilarnych, nalezy
oznaczy¢ kilka drabin.

Temperatura w pomieszczeniu moze wptywaé na oznaczanie produktow reakcji PCR
w aparatach wielokapilarnych, powodujgc wystepowanie pikdéw podrzednych Iub
podzielonych (w szczegdlnosci dotyczy to niskich temperatur). Nalezy dopilnowac

utrzymywania warunkOw otoczenia zgodnych z zaleceniami producenta aparatu.
Konfigurowanie oprogramowania GeneScan

1. Przed pierwszym cyklem dokona¢ edycji domysinego modutu cyklu w obrebie zestawu
barwnikéw Dye Set G5. Wybra¢ opcje ,Module Editor” (Edytor modutéw), aby otworzy¢
okno dialogowe.
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2. Wybra¢ odpowiednig opcje Run Module (Modut cyklu) jako szablon w tabeli GeneScan
(patrz Tabela 9).

3. Zmieni¢ wartosci parametréow ,Injection Voltage” (Napiecie iniekcji) na 2,5 kV, ,Injection
Time” (Czas iniekcji) na 30 s, ,Run Voltage” (Napiecie cyklu) na 13 kV i ,Run Time” (Czas
cyklu) na 30 min.

4. Klikng¢ polecenie ,Save As” (Zapisz jako) iwprowadzi¢ nazwe nowego modutu
(np. 2.5kV_30s_500bp). Potwierdzi¢, klikajac przycisk ,OK”.

5. Klikng¢ przycisk ,Close” (Zamknij), aby zamkng¢ okno Run Module Editor (Edytor modutu

cyklu).

Tabela 9. Modut cyklu 2.5kV_30s_500bp w analizatorze ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic Analyzer
Parametr Ustawienia
Run Temperature (Temperatura cyklu) (°C) Domysine
Cap Fill Volume (Objgto$¢ napetnienia zamkniecia) Domysine
Maximum Current (Maksymalne natezenie) (A) Domysine
Current Tolerance (Tolerancja natezenia) (A) Domysine
Run Current (Natgzenie cyklu) (A) Domysine
Voltage Tolerance (Tolerancja napigcia) (kV) Domysine
Pre-Run Voltage (Napiecie cyklu wstepnego) (kV) Domysine
Pre-Run Time (Czas cyklu wstgpnego) (s) Domysine
Injection Voltage (Napigcie iniekcji) (kV) 2,5
Injection Time (Czas iniekcji) (s) 30*

Run Voltage (Napiecie cyklu) (kV) 13
Number of Steps (Liczba krokéw) Domysine
Voltage Step Interval Domysine
(Interwat migdzy krokami napigcia)

Data Delay Time (Czas op6znienia danych) (s) Domysine
Run Time (Czas cyklu) (min) 30"

*

Mozna odej$¢ od ustawien standardowych iwybra¢ czas iniekcji od 1 do 35 s, w zaleznosci od rodzaju prébki.
W przypadku oznaczania probek o bardzo wysokim natezeniu sygnatu mozna wybrac krétszy czas iniekcji. W przypadku
prébek o niskiej zawartosci DNA moze wystgpi¢ konieczno$¢ uzycia czasu iniekcji do 35 s.

Zmodyfikowano czas cyklu dla zestawu Investigator ESSplex SE QS, aby umozliwi¢ analizowanie fragmentéw o diugosci
do 500 pz.

-+
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Rozpoczecie cyklu

1.

2.

Umiesci¢ przygotowang 96-dotkowg ptytke na tacy automatycznego podajnika.
Uruchomi¢ oprogramowanie do gromadzenia danych ABI PRISM 3100.

W widoku Plate View (Widok ptytek) kliknaé opcje ,New” (Nowa), aby otworzy¢ okno
dialogowe Plate Editor (Edytor ptytek).

Wprowadzi¢ nazwe plytki.
Jako rodzaj zastosowania wybra¢ opcje ,GeneScan”.

Jako rodzaj plytki wybrac¢ opcje ,96-Well” (96-dotkowa) i klikngé przycisk ,Finish” (Zakoncz).

Tabela 10. Ustawienia w oknie Plate Editor (Edytor plytek)

Parametr Ustawienia

Sample Name (Nazwa probki) Woprowadzi¢ nazwe prébek macierzy
Dyes (Barwniki) (0]

Color Info (Informacje o kolorach) Ladder (Drabina) lub Sample (Prébka)
Project Name (Nazwa projektu) Np. 3100_Projectl

Dye Set (Zestaw barwnikéw) G5

Run Module (Modut cyklu) 2.5kV_30s_500bp*

Analysis Module 1 (Modut analizy 1) DefaultAnalysis.gsp

* Patrz Tabela 9.

Wypehic tabele w oknie Plate Editor (Edytor ptytek) i klikng¢ przycisk ,OK”.

Klikng¢ nagtéwek kolumny, aby zaznaczy¢ cata kolumne, a nastepnie w menu ,Edit”
(Edycja) wybraé¢ polecenie ,Fill Down” (Wypetnij w dét), aby zastosowaé¢ informacje do

zaznaczonych probek.

Powigza¢ ptytke reakcyjng na tacy automatycznego podajnika z identyfikatorem utworzonej

ptytki i rozpoczaé cykl.
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10. Po zakonczeniu cyklu wyswietli¢ dane, korzystajgc z opcji Color Data (Dane barwne)
w widoku Array View (Widok macierzy) oprogramowania do gromadzenia danych (seria
3100) lub jako pliki przeanalizowanych probek dostepne po otwarciu $ciezki:
.D:/AppliedBio/3100/DataExtractor/ExtractRuns”.
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Parametry analizy

W Tabeli 11 wymieniono zalecane parametry analizy.

Tabela 11. Zalecane parametry analizy dla analizatora ABI PRISM 3100-Avant/3100 Genetic Analyzer

Parametr

Ustawienia

Analysis Range (Zakres analizy)
Stop (Koniec): 10 000

Data Processing (Przetwarzanie danych)

Peak Detection (Wykrywanie pikdw)

Size Call Range (Zakres okreslania rozmiaru)

Size Calling Method (Metoda okreslania rozmiaru)

Split Peak Correction (Korekcja pikéw podzielonych)

Start (Poczatek): 2000

Baseline (Linia bazowa): Zaznaczone
Multicomponent (Wielosktadnikowa): Zaznaczone
Smooth options (Opcje wygtadzania): Light (Lekkie)
Peak Amplitude Thresholds (Wartosci progowe
amplitudy piku)

B* Y:*

G* R*

O

Min. Peak Half Width (Min. szeroko$¢ potéwkowa
piku): 2 punkty

Polynomial Degree (Stopien wielomianu): 3

Peak Window Size (Rozmiar okna piku): 11 punktow'
Min.: 60

Maks.: 550

Lokalna metoda Southerna

None (Brak)

* Warto$¢ progowa amplitudy piku (warto$¢ punktu odciecia) odpowiada minimalnej wysokosci piku, jaka bedzie
wykrywana przez oprogramowanie GeneScan lub GeneMapper ID. Warto$ci progowe na ogét zawierajg sie w zakresie
od 50 do 200 RFU i kazde laboratorium powinno je ustali¢ indywidualnie. Zalecenie: Minimalna wysoko$¢ piku powinna

by¢ 3 razy wigksza od szumu tfa linii bazowe;.

T Tylko ustawienie parametru Peak Window Size (Rozmiar okna piku) rézni sie od wartosci domysinych firmy Applied

Biosystems dla analizy HID.

Uwaga: W celu uzyskania informacji dotyczacych stosowania zalecanych plikow

szablondéw (jako parametrow analizy)

nalezy zapozna¢ sie z odpowiednim

przewodnikiem uzytkownika plikéw szablonéw Investigator (GeneMapper ID lub

GeneMapper ID-X).
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Protokot: Elektroforeza przy uzyciu analizatora
Applied Biosystems 3130/3130xI Genetic
Analyzer

Szczegodtowe instrukcje dotyczgce konfiguracji aparatu, kalibracji widmowej lub stosowania
oprogramowania do gromadzenia danych ABI PRISM w wersji 3.0 oraz oprogramowania
GeneMapper ID zawiera Instrukcja rozpoczynania pracy z analizatorami Applied Biosystems
3130/3130xI Genetic Analyzer.

Analizator Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer jest wyposazony w 4 kapilary, natomiast
analizator Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer jest wyposazony w 16 kapilar.

Zestawu wirtualnych filtréw ,Any5Dye” (5 dowolnych barwnikéw) uzywa sie przy
réwnoczesnym stosowaniu 5 fluorescencyjnych znacznikéw: 6-FAM, BTG, BTY, BTR i BTO.
Ten wzorzec matrycy jest znany jako BT5.

Materiaty wymagane do elektroforezy wymieniono w Tabeli 12.

Tabela 12. Materiaty wymagane do elektroforezy

Materiat Parametry techniczne

Kapilara Matryca z kapilarg o dtugosci 36 cm do analizatora Applied Biosystems 3130/3130x|
Genetic Analyzer

Polimer Polimer POP-4 do analizatora Applied Biosystems 3130/3130x| Genetic Analyzer

Bufor Bufor do analizatora genetycznego 10x z EDTA

Kalibracja widmowa/generowanie macierzy

Przed przeprowadzeniem analizy rozmiaru fragmentow DNA Kkonieczne jest wykonanie
kalibracji widmowej przy uzyciu 5 znacznikéw fluorescencyjnych (6-FAM, BTG, BTY, BTR
i BTO) dla kazdego analizatora. W wyniku procedury kalibracji tworzona jest macierz, ktorej

uzywa sie do skorygowania zachodzenia na siebie widm emisji fluorescencji barwnikow.

Investigator ESSplex SE QS Kit 02/2021 25



Kalibracja widmowa obejmuje ponizsze czynnosci:

® Przygotowanie wzorcéw kalibracji widmowej

e Zatadowanie wzorcow do 96-dotkowej ptytki reakcyjnej (jedna probka na kapilare)

e Utworzenie protokotu aparatu dla kalibracji widmowej (narzedzie Protocol Manager
(Menedzer protokotéw))

e Zdefiniowanie sktadu plytki w edytorze ptytek (narzedzie Plate Manager (Menedzer

ptytek))
® \Wykonanie kalibracji widmowej i sprawdzenie macierzy

Przygotowanie wzorcéw kalibracji widmowej

Przykiad z 4 kapilarami (analizator Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer):

1. Przygotowa¢ mieszanine formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Tabeli 13.

Tabela 13. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 4 kapilar

Sktadnik Objetos¢
Hi-Di Formamide 60 pl
Matrix Standard BT5 multi cap. 5l

2. Przenies¢ 12 pl mieszaniny do ptytki 96-dotkowej; np. pozycje A1-D1.
3. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.
4. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie ptytki na lodzie na 3 minuty.

5. Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

Przykiad z 16 kapilarami (analizator Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer):

1. Przygotowa¢ mieszanine formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Tabeli 14.
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Tabela 14. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 16 kapilar

Sktadnik Objetos¢
Hi-Di Formamide 204 pl
Matrix Standard BT5 multi cap. 17 pl

Przenies¢ 12 pl mieszaniny do ptytki 96-dotkowej; np. pozycje A1-H1 i A2—H2.
Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

Wykonaé zamrozenie blyskawiczne przez umieszczenie ptytki na lodzie na 3 minuty.

Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

Wykonywanie kalibracji widmowej

1.

Umiesci¢ 96-dotkowa plytke na tacy automatycznego podajnika.

W narzedziu Protocol Manager (Menedzer protokotéw) oprogramowania do gromadzenia

danych otworzy¢ okno ,Instrument Protocol” (Protokét aparatu).

Klikng¢ przycisk ,New” (Nowy), aby otworzy¢ okno dialogowe ,Protocol Editor” (Edytor

protokotow).

Wypetni¢ okno dialogowe przy uzyciu informacji zawartych w Tabeli 15 iklikngé

przycisk ,,OK”.

Tabela 15. Protokét aparatu do kalibracji widmowej

Edytor protokotow Ustawienia
Name (Nazwa) Okres$lone przez uzytkownika

(np. Spectral36_POP4_BT5)
Type (Typ) SPECTRAL (Widmowa)
Dye Set (Zestaw barwnik6w) Any5Dye (5 dowolnych barwnikéw)
Polymer (Polimer) Okreslone przez uzytkownika (np. POP4)*
Array Length (Dtugos$é uktadu) Okreslone przez uzytkownika (np. 36 cm)*
Chemistry (Warunki chemiczne) Wzorzec matrycy
Run Module (Modut cyklu) Domysline (np. Spect36_POP4_1)*

* Zaleznie od rodzaju uzywanego polimeru i dlugosci kapilary.

Investigator ESSplex SE QS Kit 02/2021 27



5. W narzedziu Plate Manager (Menedzer plytek) oprogramowania do gromadzenia danych
klikng¢ przycisk ,New” (Nowa), aby otworzy¢ okno dialogowe ,New Plate” (Nowa ptytka).
6. Wprowadzi¢ informacje zawarte w Tabeli 16 i klikng¢ przycisk ,OK”. Nastgpi automatyczne
otwarcie nowej tabeli w oknie Plate Editor (Edytor plytek) (Tabela 17).
Tabela 16. Okno Plate Editor (Edytor ptytek) na potrzeby kalibracji widmowej (1)
Okno dialogowe New plate (Nowa plytka) Ustawienia
Name (Nazwa) np. Spectral_BT5_data
Application (Zastosowanie) Spectral Calibration (Kalibracja widmowa)
Plate Type (Rodzaj ptytki) 96-well (96-dotkowa)

Owner Name/Operator Name —
(Imie i nazwisko wtasciciela/operatora)

Tal

bela 17. Okno Plate Editor (Edytor ptytek) na potrzeby kalibracji widmowej (II)

Okno dialogowe New plate (Nowa plytka) Ustawienia

Sample Name (Nazwa probki) Woprowadzi¢ nazwe prébek macierzy
Priority (Priorytet) np. 100

Instrument Protocol 1 (Protokét aparatu 1) Spectral36_POP4_BT5

(wczesniej opisane ustawienie)

7.

8.

Klikng¢ nagtéwek kolumny, aby zaznaczy¢ catg kolumne, a nastepnie w menu ,Edit”
(Edycja) wybra¢ polecenie ,Fill Down” (Wypetnij w dét), aby zastosowaé informacje do
zaznaczonych prébek. Potwierdzié, klikajgc przycisk ,OK”.

Powigza¢ ptytke reakcyjng na tacy automatycznego podajnika z identyfikatorem utworzonej

ptytki (pozycja A lub B) i rozpocza¢ cykl.
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Ryc. 1. Elektroforegram kalibracji widmowej z wzorcem Matrix Standard BT5 wykonanej przy uzyciu analizatora
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer.

Sprawdzenie macierzy

1. Wartos¢ jakosci (wartos¢ parametru Q) kazdej kapilary musi by¢ wieksza niz 0,95,

a wartos¢ stanu (warto$¢ parametru C) musi zawiera¢ sie w zakresie od 1 do 20.

2. Sprawdzi¢, czy w prébkach macierzy nie wystepuje ptaska linia bazowa. Jak przedstawiono
na Ryc. 1, w kazdej prébce macierzy powinno wystepowac 5 pikéw 0 wysokosci okoto
1000-5000 RFU.

Uwaga: Optymalny zakres to 2000—-4000 RFU.
3. Sprawdzi¢ nowg macierz przy uzyciu biezacych prébek. Przy uzyciu nowej macierzy nie
powinny wystepowac przenikania sie pikow pomiedzy panelami barwnikéw (B, G, Y, R i O,

czyli niebieski, zielony, zétty, czerwony i pomaranczowy).

4. W razie niepowodzenia kalibracji nalezy zastosowa¢ zoptymalizowane wartosci wzorca

Matrix Standard BT5 i powtorzy¢ cykl kalibracji.
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5. Jezeli wszystkie kapilary pomysinie przeszly test, w oknie Spectral Viewer (Przeglgdarka
widmowa) automatycznie zostanie uaktywniony ostatni plik kalibracji dla zestawu
barwnikéw Any5Dye (5 dowolnych barwnikéw). Zmieni¢ nazwe pliku kalibraciji
(np. BT5_Data kalibracji).

Przygotowanie probki

1. Przygotowa¢ mieszanine formamidu iwzorca wielkosci DNA zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Tabeli 18.

Tabela 18. Okno Plate Editor (Edytor ptytek) na potrzeby kalibracji widmowej (1)

Sktadnik Objetosc
Hi-Di Formamide 12,0 ul
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 ul

2. Odmierzy¢ porcje mieszaniny o objetosci 12 pl do probéwki dla kazdej analizowanej probki.
3. Doda¢ 1 pl produktu reakcji PCR lub drabiny alleli (w razie potrzeby po rozciehczeniu).
4. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

5. Wykonac¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie ptytki na lodzie na 3 minuty.

Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.
6. Zatadowac prébki na tace.

Poniewaz iniekcja jest wykonywana jednoczesnie dla wszystkich kapilar, na ptytke
analizatoréw wielokapilarnych nalezy przy uzyciu pipety nanies¢ 4 lub 16 prébek. Jezeli
analizowana jest mniejsza liczba probek, puste pozycje nalezy zapei¢, nanoszac po 12 pl
odczynnika Hi-Di Formamide.

Aby zapewni¢ wiarygodne przypisywanie alleli w analizatorach wielokapilarnych, nalezy
oznaczy¢ kilka drabin.

Temperatura w pomieszczeniu moze wpltywaé na oznaczanie produktow reakcji PCR
w aparatach wielokapilarnych, powodujgc wystepowanie pikow podrzednych Ilub
podzielonych (w szczegodlnosci dotyczy to niskich temperatur). Nalezy dopilnowaé
utrzymywania warunkOw otoczenia zgodnych z zaleceniami producenta aparatu.
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Konfigurowanie oprogramowania do gromadzenia danych

1. Przed pierwszym cyklem dokona¢ edycji domysinego modutu cyklu. W narzedziu Module
Manager (Menedzer modutéw) oprogramowania do gromadzenia danych klikng¢ przycisk
.New” (Nowy), aby otworzy¢ okno dialogowe ,Run Module Editor” (Edytor modutéw cyklu).

Uwaga: Zmieni¢ ustawienia ,Run Module Default” (Domysine ustawienia modutu cyklu)
z HIDFragmentAnalysis36_POP4_1" na ustawienia wskazane w Tabeli 19.

2. Zmieni¢ wartosci parametréw ,Injection Voltage” (Napiecie iniekcji) na 2,5 kV, ,Injection
Time” (Czas iniekcji) na 30 s, ,Run Voltage” (Napiecie cyklu) na 13 kV i ,Run Time” (Czas
cyklu) na 1800 s (Tabela 19).

3. Klikngé polecenie ,Save As” (Zapisz jako), wprowadzi¢ nazwe nowego modutu cyklu
(np. 2.5kV_30s_500bp) i potwierdzi¢, klikajgc przycisk ,OK”.

4. Klikng¢ przycisk ,Close” (Zamknij), aby zamkng¢ okno Run Module Editor (Edytor modutu

cyklu).

Tabela 19. Modut cyklu 2.5kV_30s_500bp w analizatorze Applied Biosystems 3130/3130x| Genetic Analyzer
Parametr Ustawienia
Oven Temperature (Temperatura wypiekania) (°C) Domysine
Poly Fill Volume (Objeto$¢ napetnienia polimeru) Domysine
Current Stability (Stabilno$¢ natezenia) (UA) Domysine
Pre-Run Voltage (Napiecie cyklu wstepnego) (kV) Domysine
Pre-Run Time (Czas cyklu wstgpnego) (s) Domysine
Injection Voltage (Napigcie iniekcji) (kV) 25
Injection Time (Czas iniekcji) (s) 30*
Voltage Number of Steps (Liczba krokéw napigcia) Domysine
Voltage Step Interval (Interwat migdzy krokami napiecia) Domysine
Data Delay Time (Czas op6znienia danych) (s) Domysine
Run Voltage (Napiecie cyklu) (kV) 13 kV
Run Time (Czas cyklu) (s) 18007

* Mozna odej$¢ od ustawien standardowych iwybra¢ czas iniekcji od 1 do 35 s, w zaleznosci od rodzaju probki.
W przypadku oznaczania prébek o bardzo wysokim natezeniu sygnatu mozna wybrac¢ krétszy czas iniekcji. W przypadku
probek o niskiej zawartosci DNA moze wystgpi¢ konieczno$¢ uzycia czasu iniekcji do 35 s.

T Zmodyfikowano czas cyklu dla zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit, aby umozliwi¢ analizowanie fragmentéw
o diugosci do 500 pz.

Investigator ESSplex SE QS Kit 02/2021 31



Rozpoczecie cyklu
1. Umiesci¢ przygotowang 96-dotkowa plytke na tacy automatycznego podajnika.

2. Otworzy¢ narzedzie Protocol Manager (Menedzer protokotéw) oprogramowania do

gromadzenia danych.

3. W oknie ,Instrument Protocol” (Protokédt aparatu) kliknaé przycisk ,New” (Nowy), aby
otworzy¢ okno dialogowe ,Protocol Editor” (Edytor protokotéw) i wprowadzi¢ informacije

zawarte w Tabeli 20.
4. Klikng¢ przycisk ,OK”, aby zamkng¢ okno Protocol Editor (Edytor protokotéw).

Tabela 20. Ustawienia w oknie Instrument Protocol (Protokét aparatu)

Edytor protokotow Ustawienia

Name (Nazwa) Run36_POP4_BT5_26min

Type (Typ) REGULAR (Standardowy)

Run Module (Modut cyklu) 2.5kV_30s_500bp*

Dye Set (Zestaw barwnikéw) Any5Dye (5 dowolnych barwnikéw)
* Patrz Tabela 19.

Tworzenie definicji ptytki

Przed kazdym cyklem nalezy utworzy¢ definicje plytki.

1. W narzedziu Plate Manager (Menedzer ptytek) oprogramowania do gromadzenia danych
klikng¢ przycisk ,New” (Nowa), aby otworzy¢ okno dialogowe ,New Plate” (Nowa ptytka).

2. Wprowadzi¢ informacje zawarte w Tabeli 21.
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Tabela 21. Narzedzie Plate Editor (Edytor plytek) aplikacji GeneMapper (1)

Edytor protokotow Ustawienia

Name (Nazwa) np. Plate_BT5_Data
Application (Zastosowanie) Wybraé aplikacje GeneMapper
Plate type (Rodzaj ptytki) 96-well (96-dotkowa)

Owner Name/Operator Name =
(Imie i nazwisko wtasciciela/operatora)

3. Klikng¢ przycisk ,OK”. Nastgpi automatyczne otwarcie nowej tabeli w oknie Plate Editor
(Edytor ptytek) (Tabela 22).

4. Klikng¢ nagtéwek kolumny, aby zaznaczy¢ catg kolumne. W menu ,Edit” (Edycja) wybraé
polecenie ,Fill Down” (Wypetnij w dét), aby zastosowa¢ informacje do wszystkich

zaznaczonych prébek. Klikng¢ przycisk ,OK”.

5. W narzedziu Run Scheduler (Narzedzie do planowania cyklu) klikngé polecenie ,Find All”
(Znajdz wszystko) i wybra¢ opcje ,Link” (Powigz), aby powigzaé ptytke reakcyjng na tacy

automatycznego podajnika z rekordem nowo utworzonej plytki (pozycja A lub B).

Tabela 22. Narzedzie Plate Editor (Edytor plytek) aplikacji GeneMapper (Il)

Parametr Ustawienia

Sample Name (Nazwa prébki) Wprowadzi¢ nazwe prébki

Priority (Priorytet) np. 100 (ustawienie domysine)

Sample Type (Typ prébki) Sample (Prébka) lub Allelic Ladder (Drabina alleli)
Size Standard (Wzorzec wielkosci) np. SST-BTO_60-500bp

Panel np. ESSplex_SE_QS_Panels

Analysis Method (Metoda analizy) np. Analysis_HID_3130

Snp Set (Zestaw Snp) -
User-defined 1-3 (Zdefiniowany przez uzytkownika 1-3) —
Results Group 1 (Grupa wynikéw 1) (Wybra¢ grupe wynikow)

Instrument Protocol 1 (Protokét aparatu 1) Run36_POP4_BT5_26min
(ustawienie opisane wczesniej)

6. Rozpocza¢ cykl.
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7.

W trakcie cyklu sprawdzi¢ pozycje ,Error Status” (Status btedu) w sekcji ,Event Log”
(Dziennik zdarzen) lub sprawdzi¢ jako$¢ danych pierwotnych dla kazdej kapilary
w przegladarce ,Capillaries Viewer” (Przegladarka kapilar) lub ,Cap/Array Viewer”
(Przegladarka zamknigé/matrycy).

Wyswietli¢ dane w widoku przegladu w sekcji ,Run History” (Historia cykli) lub ,Cap/Array

Viewer” (Przeglgdarka zamknieé/matrycy) oprogramowania do gromadzenia danych.

Dane cyklu sg zapisywane w folderze Run (Cykl) wczes$niej wybranej grupy wynikow.
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Parametry/metoda analizy

W Tabeli 23 wymieniono zalecane parametry analizy.

Tabela 23. Zalecane ustawienia dla analizatora Applied Biosystems 3130/3130x| Genetic Analyzer

Parametr Ustawienia

Peak Detection Algorithm (Algorytm wykrywania pikéw) Advanced (Zaawansowany)

Analysis (Analiza): Partial Range (Zakres czg$ciowy)
Start Point (Punkt poczatkowy): 2000; Stop Point
(Punkt koricowy): 10 000

Sizing (Rozmiar): All Sizes (Wszystkie rozmiary)
Smoothing (Wygtadzanie): Light (Lekkie)
Baseline Window (Okno linii bazowej): 51 punktéw

Ranges (Zakresy)

Smoothing (Wygtadzanie) i Baselining (Linia bazowa)

Size Calling Method (Metoda okreslania rozmiaru) Lokalna metoda Southerna

Peak Detection (Wykrywanie pik6w) Z;all(i{ﬁ?plitizgia Thresholds (Warto$ci progowe

B:*p Y:*y P

G* R*

o

Min. Peak Half Width (Min. szeroko$¢ potéwkowa
piku): 2 punkty

Polynomial Degree (Stopien wielomianu): 3

Peak Window Size (Rozmiar okna piku): 11 punktow®

Slope Thresholds (Progi nachylenia): 0,0

* Warto$¢ progowa amplitudy piku (warto$¢ punktu odciecia) odpowiada minimalnej wysokosci piku, jaka bedzie
wykrywana przez oprogramowanie GeneMapper ID lub ID-X. Warto$ci progowe na ogét zawieraja sie w zakresie od 50
do 200 RFU i kazde laboratorium powinno je ustali¢ indywidualnie. Zalecenie: Minimalna wysoko$¢ piku powinna by¢
3 razy wieksza od szumu tta linii bazowe;j.

T Tylko ustawienie parametru Peak Window Size (Rozmiar okna piku) rézni sie od wartosci domysinych firmy Applied
Biosystems dla analizy HID.

Uwaga: W celu uzyskania informacji dotyczacych stosowania zalecanych plikow
szablonéw (jako parametrow analizy) nalezy zapozna¢ sie z odpowiednim
przewodnikiem uzytkownika plikow szablonéw Investigator (GeneMapper ID lub
GeneMapper ID-X).
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Protokot: Elektroforeza przy uzyciu analizatora
Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic
Analyzer

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit zwalidowano do stosowania w analizatorze
3500/3500xL Genetic Analyzer, ktéry wymaga nastepujgcego oprogramowania:

® oprogramowanie do gromadzenia danych (seria 3500) w wersji 1 lub 2
e HID Updater 3500 Data Collection w wersji 2.0
Uwaga: Uzytkownik musi by¢ zalogowany na komputerze PC jako lokalny administrator
lub przy uzyciu réwnowaznych praw dostepu, aby umozliwi¢ zapisywanie danych
w odpowiednich plikach.
Szczegoétowe instrukcje dotyczgce konfiguracji aparatu, kalibracji widmowej lub stosowania
oprogramowania do gromadzenia danych Applied Biosystems (seria 3500) w wersji 1 lub
2 oraz oprogramowania GeneMapper ID-X w wersji 1.2 zawiera Przewodnik uzytkownika
analizatoréw Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

Analizator Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer jest wyposazony w8 Kkapilar.
Analizator Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer jest wyposazony w 24 kapilary.

Zestawu wirtualnych filtrow ,AnyDye” (Dowolny barwnik) uzywa sie przy réwnoczesnym
stosowaniu 5 fluorescencyjnych znacznikéw: 6-FAM, BTG, BTY, BTR i BTO. Ten wzorzec
matrycy jest znany jako BT5.

Materiaty wymagane do elektroforezy wymieniono w Tabeli 24.

Tabela 24. Materiaty wymagane do elektroforezy

Materiat Parametry techniczne
Kapilara 36-centymetrowa matryca do analizatora Applied Biosystems 3500/3500xL
Genetic Analyzer
Polimer POP-4 do analizatora Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer
Bufor Pojemnik z buforem Anode Buffer Container (ABC) 3500 Series
Pojemnik z buforem Cathode Buffer Container (CBC) 3500 Series
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Kalibracja widmowa/generowanie macierzy

Przed przeprowadzeniem analizy rozmiaru fragmentow DNA konieczne jest wykonanie
kalibracji widmowej przy uzyciu 5 znacznikéw fluorescencyjnych (6-FAM, BTG, BTY, BTR
i BTO) dla kazdego analizatora (Tabela 25). W wyniku procedury kalibracji tworzona jest
macierz, ktérej uzywa sie do skorygowania zachodzenia na siebie widm emisji fluorescencji

barwnikéw.

Wazne: Kalibracje widmowg nalezy wykona¢ dla kazdej nowej matrycy kapilarnej. Sktada

sie ona z nastepujacych czynnosci:

Przygotowanie aparatu

Przygotowanie wzorcowej ptytki kalibracyjnej

Ztozenie ptytki i wiozenie jej do aparatu

Konfiguracja oprogramowania pod kgtem zestawu barwnikéw BT5
Wykonanie kalibracji widmowej

Sprawdzenie macierzy

Przygotowanie aparatu

Przed procesem kalibracji widmowej nalezy upewni¢ sie, ze wykonano kalibracje
przestrzenng. Ten proces szczegotowo opisano w Przewodniku uzytkownika analizatorow
Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

Tabela 25. 5 fluorescencyjnych znacznikéw zestawu BT5

Kolor Wzorzec matrycy
Niebieski (B) 6-FAM

Zielony (G) BTG

Zotty (Y) BTY

Czerwony (R) BTR
Pomaranczowy (O) BTO
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Przygotowanie wzorcowej ptytki kalibracyjnej dla 8 kapilar
(analizator Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer)

1. Przed otwarciem probéwek nalezy je wytrzgsac ikrotko odwirowaé w celu zebrania

zawartosci na dnie probowek.

2. Przygotowa¢ mieszaning formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi

zawartymi w Tabeli 26.

Tabela 26. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 8 kapilar

Sktadnik Objetosc
Hi-Di Formamide 90 ul
Matrix Standard BT5 multi cap. 0ul

3. Wytrzagsna¢, a nastepnie krotko odwirowa¢ mieszanine.
4. Przenies¢ 10 pl mieszaniny do kazdego z 8 dotkow ptytki 96-dotkowej w pozycjach A1-H1.
5. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

6. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie plytki na lodzie na 3 minuty.

Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

Przygotowanie wzorcowej ptytki kalibracyjnej dla 24 kapilar
(analizator Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer)

1. Przed otwarciem probdéwek nalezy je wytrzgsac ikrotko odwirowaé w celu zebrania

zawartosci na dnie probowek.

2. Przygotowac¢ mieszanine formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 zgodnie z wytycznymi
zawartymi w Tabeli 27.
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Tabela 27. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca Matrix Standard BT5 dla 24 kapilar

Sktadnik Objetos¢
Hi-Di Formamide 225 pl
Matrix Standard BT5 multi cap. 25l

3. Wytrzasna¢, a nastepnie krétko odwirowaé mieszanine.

4. Przenies¢ 10 yl mieszaniny do kazdego z 24 dotkdw plytki 96-dotkowej w pozycjach
Al-H1, A2—H2 i A3-H3.

5. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.

6. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie plytki na lodzie na 3 minuty.

Alternatywnie do ostudzenia ptytki mozna uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.
Ztozenie ptytki i wtozenie jej do aparatu

Wymagane czynnosci szczegdétowo opisano w Przewodniku uzytkownika analizatorow
Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

Konfiguracja oprogramowania pod kgtem zestawu barwnikéw BT5

Przed kalibracjg widmowg nalezy skonfigurowa¢ zestaw barwnikéw dla wzorca Matrix
Standard BT5.

1. Aby utworzy¢ nowy zestaw barwnikéw, wybra¢ opcje ,Library” (Biblioteka). W czesci
LAnalyze” (Analiza) przej$¢ do opcji ,Dye Sets” (Zestawy barwnikéw) i klikng¢ przycisk
.Create” (Utworz).

2. W polu ,Dye Set Name” (Nazwa zestawu barwnikdw) wprowadzi¢ nazwe, np. BT5.

3. W polu Chemistry (Warunki chemiczne) wybra¢ opcje Matrix Standard (Wzorzec matrycy)
oraz ustawi¢ parametr AnyDye Template (Szablon dowolnego barwnika) opcji Dye Set
Template (Szablon zestawu barwnikéw).
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W polu ,Arrange Dyes” (Rozmies$¢ barwniki) wytgczy¢ opcje ,Purple” (Fioletowy). Upewnic
sie, ze wigczone sg wszystkie pozostate kolory.

W czesci ,Calibration Peak Order’ (Kolejnos¢é pikéw kalibracji) kolory muszg by¢
rozmieszczone w nastepujgcy sposéb: 5 —niebieski, 4 — zielony, 3 — Zotty,
2 — czerwony i 1 — pomaranczowy.

Nie wolno zmienia¢ ustawien zawartych w czesci ,Parameter” (Parametry).

Klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz), aby potwierdzi¢ zmiany.

B Create New Dye Set ==
Setup a Dye Set g
Q@

Dye Set Name  BTS

Chemistry | Matrix Standard -
Dye Set Template | AnyDye Template ~ +

Amange Dyes

Dye Selection - ] vl

Redluced Selection =] Wl Wl

Calibration Peak Order |5 =L s 4 = = =

~ Parameters
The parameters will be used for instruments configured with 36cm capillary array and polymer POP4

[NREN

Matrix Condition Mumber Upper Limit  20.0

Locate Start Paint After Scan

00 Before Scan 5000
Limit Scans Ta 20000
Sensitivity 0.1
Minimum Quality Score 0.8

Notes

Matrix Std. BT multi cap.

Ryc. 2. Konfiguracja zestawu barwnikéw BT5.

Wykonanie kalibracji widmowej

Po umieszczeniu ptytek wielodotkowych zawierajgcych mieszanine do kalibracji widmowej

na tacy automatycznego podajnika mozna rozpocza¢ proces kalibracji widmowe;j.
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Aby uzyska¢ dostep do ekranu Spectral Calibration (Kalibracja widmowa), wybra¢ opcje
.Maintenance” (Konserwacja) na panelu kontrolnym oprogramowania do gromadzenia
danych (seria 3500).

. Aby skonfigurowac cykl kalibracji, przejs¢ do czesci ,Calibrate” (Kalibracja), a nastepnie do
czesci ,Spectral” (Widmowa) i wybra¢ opcje ,Calibration Run” (Cykl kalibracji).

Nalezy okresli¢ liczbe dotkow ptytki kalibracji widmowej oraz pozycje w obrebie aparatu.

. W polu ,Chemistry Standard” (Wzorzec warunkéw chemicznych) wybraé opcje ,Matrix
Standard” (Wzorzec matrycy), a w polu ,Dye Set” (Zestaw barwnikow) wybra¢ na przyktad
wczesniej utworzony zestaw BT5 (w kroku 2).

. (Opcjonalnie) Aktywowa¢ funkcje ,Allow Borrowing” (Pozwalaj na pozyczki).

Klikng¢ przycisk Start Run (Rozpocznij cykl).

Sprawdzenie macierzy

Klikng¢ kapilare w tabeli, aby pod tabelg z wynikami cyklu wyswietli¢ wyniki dla kazdej

kapilary (Capillary (Kapilara), Quality value (Wartos¢ Q) i Condition Number (Warto$¢

stanu)).

® Wartos¢ jakosci (warto$¢ parametru Q) kazdej kapilary musi by¢ wieksza niz 0,8,

a wartos¢ parametru C musi zawierac sie w zakresie od 1 do 20.

® Sprawdzi¢ probki macierzy pod katem pfaskiej linii bazowej. Jak przedstawiono na

Ryc. 3, w kazdej probce macierzy powinno wystepowaé 5 pikow o wysokosci okoto
1000-5000 RFU (Uwaga: Optymalny zakres to 2000—4000 RFU).
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Ryc. 3. Elektroforegram kalibracji widmowej z wzorcem Matrix Standard BT5 wykonanej przy uzyciu analizatora
Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer.

Po pomysinym ukonczeniu procesu kalibracji widmowej w wierszu ,Overall” (Ogoétem)
pojawig sie zielone wyniki. Jezeli w wierszu ,Overall” (Ogétem) wysSwietlane sg czerwone
wyniki, nalezy zapoznac¢ sie z czescig ,Spectral calibration troubleshooting” (Rozwigzywanie
probleméw zwigzanych z kalibracja widmowg) Przewodnika uzytkownika analizatorow

Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

w Capillary Run Data

Capillary L 2 3 4 5 [ 7 §
Run L | |
Run 2
Run 3
Owverall
Passed B railed Baorrawed Mot Calibrated

Ryc. 4. Przyktad pomysinej kalibracji widmowej z wzorcem Matrix Standard BT5 dla wszystkich kapilar analizatora
Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer.

Dla kazdej kapilary wybrac i wyswietli¢ dane widmowe i pierwotne. Sprawdzi¢, czy dane

spetniajg ponizsze kryteria:
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o Kolejnos¢ pikdw na profilu widmowym od lewej do prawej jest nastepujgca:
pomaranczowy-czerwony-zotty-zielony-niebieski.
Na profilu danych pierwotnych nie wida¢ zadnych dodatkowych pikéw.

e Morfologia piku na profilu widmowym nie wykazuje zadnych duzych zachodzen na siebie,
spadkéw ani innych nieregularnosci. Widoczne sg oddzielne i wyrazne piki.

Jezeli dane dla wszystkich kapilar spetniajg powyzsze kryteria, klikng¢ polecenie ,Accept”
(Akceptuj). Jezeli dane jakiejkolwiek kapilary nie spetniajg powyzszych kryteriéw, klikng¢
polecenie ,Reject” (Odrzu¢) i zapoznac sie z czescig ,Spectral calibration troubleshooting”
(Rozwigzywanie problemoéw zwigzanych z kalibracjg widmowg) Przewodnika uzytkownika
analizatoréw Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer.

Przygotowanie probki

1. Przed otwarciem probdéwek nalezy je wytrzgsac ikrotko odwirowaé w celu zebrania

zawartosci na dnie probowek.

2. Przygotowa¢ mieszanine formamidu iwzorca wielkosci DNA zgodnie z wytycznymi

zawartymi w Tabeli 28.
3. Wytrzasna¢, a nastepnie krétko odwirowaé mieszanine.
4. Odmierzy¢ porcje mieszaniny o objetosci 12 ul do probowki dla kazdej analizowanej prébki.
5. Dodac¢ 1 pl produktu reakcji PCR lub drabiny alleli (w razie potrzeby po rozcienczeniu).
6. Prowadzi¢ denaturacje przez 3 minuty w temperaturze 95°C.
7. Wykona¢ zamrozenie btyskawiczne przez umieszczenie plytki na lodzie na 3 minuty.
Do ostudzenia ptytki mozna zamiast tego uzy¢ termocyklera ustawionego na 4°C.

8. Zatadowac probki na tace.

Tabela 28. Przygotowanie mieszaniny formamidu i wzorca wielkosci DNA

Sktadnik Objetosc
Hi-Di Formamide 12,0 ul
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5l
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Uwaga: Poniewaz iniekcja jest wykonywana jednoczesnie dla wszystkich kapilar, na ptytke
analizatoréw wielokapilarnych nalezy przy uzyciu pipety nanies¢ przynajmniej 1 catg
kolumne (protokét z 8 probkami) lub 3 cate kolumny (protokét z 24 prébkami). Jezeli
analizowana jest mniejsza liczba prébek, puste pozycje nalezy zapetni¢, nanoszac po 12 pl

odczynnika Hi-Di Formamide.

Aby zapewni¢ wiarygodne przypisywanie alleli w analizatorach wielokapilarnych, nalezy

wstrzykiwac¢ jedng drabine alleli na kazdy zestaw 24 probek:

® Aparaty 8-kapilarne: jedna drabina alleli na 3 iniekcje
® Aparaty 24-kapilarne: jedna drabina alleli na iniekcje

Wazne: Rzeczywista temperatura w pomieszczeniu moze wplywaé na oznaczanie
produktow reakcji PCR w aparatach wielokapilarnych, powodujac wystepowanie pikow
podrzednych lub podzielonych (w szczegdlnosci dotyczy to niskich temperatur). Nalezy
dopilnowac¢ utrzymywania warunkéw otoczenia zgodnych z zaleceniami producenta aparatu.

Nalezy rowniez upewnic sie, ze bufory osiggnety temperature otoczenia.

Konfiguracja cyklu

W przypadku uzywania zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit po raz pierwszy
z analizatorem Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer konieczne bedzie najpierw

skonfigurowanie kilku protokotow:

® Instrument Protocol (Protokét aparatu)

® Size Standard (Wzorzec wielkosci)

® QC Protocol (Protokét kontroli jakosci)

® Assay (Oznaczenie)

Wszystkie protokoly mozna skonfigurowa¢ za posrednictwem panelu kontrolnego

oprogramowania do gromadzenia danych (seria 3500).
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Protokét aparatu

1. Aby skonfigurowac¢ opcje Instrument Protocol (Protokét aparatu), przej$¢ do czesci ,Library”

(Biblioteka), a nastepnie do czesci ,Analyze” (Analiza) w sekcji ,Instrument Protocols”

(Protokoty aparatu). Klikng¢ przycisk ,Create” (Utworz).

Uwaga: Zmieni¢ ustawienia ,Run Module Default” (Domysine ustawienia modutu cyklu)

z ,HID36_POP4” na ustawienia wskazane w Tabeli 29.

W przypadku analizatora Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer nalezy wprowadzi¢

lub wybraé parametry wymienione w Tabeli29. W przypadku analizatora Applied

Biosystems 3500xL Genetic Analyzer nalezy wprowadzi¢ lub wybraé parametry

wymienione w Tabeli 30.

3. Klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz), aby potwierdzi¢ zmiany.

Tabela 29. Parametry protokotu dla analizatora Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer

Parametr Ustawienie
Application Type (Zastosowanie) HID

Capillary Length (Dtugo$¢ kapilary) 36 cm
Polymer (Polimer) POP4

Dye Set (Zestaw barwnikéw) np. BT5

Run Module (Modut cyklu) HID36_POP4

Protocol Name (Nazwa protokotu)

Oven Temperature (Temperatura wypiekania) (°C)
Run Voltage (Napiecie cyklu) (kV)

PreRun Voltage (Napiecie cyklu wstepnego) (kV)
Injection Voltage (Napiecie iniekcji) (kV)

Run Time (Czas cyklu) (s)

PreRun Time (Czas cyklu wstepnego) (s)

Injection Time (Czas iniekcji) (s)

Data Delay (Opoznienie danych) (s)

Advanced Options (Opcje zaawansowane)

np. Investigator ESSplex SE QS
Domysline (60)

13,0

Domysline (15)

1,2

1550

Domysline (180)

30,0*

Domysine (1)

Domysine

* W zaleznosci od rodzaju probki mozna odej$¢ od ustawien standardowych iwybra¢ czas iniekcji od 1do 35s.
W przypadku oznaczania prébek o bardzo wysokim natezeniu sygnatu mozna wybra¢ krétszy czas iniekcji. W przypadku
prébek o niskiej zawartosci DNA moze wystgpi¢ konieczno$é uzycia czasu iniekcji do 35 s.
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Tabela 30. Parametry protokotu dla analizatora Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer

Parametr Ustawienie
Application Type (Zastosowanie) HID

Capillary Length (Dlugos¢ kapilary) 36 cm
Polymer (Polimer) POP4

Dye Set (Zestaw barwnikéw) np. BT5

Run Module (Modut cyklu) HID36_POP4

Protocol Name (Nazwa protokotu)

np. Investigator ESSplex SE QS

Oven Temperature (Temperatura wypiekania) (°C) Domysline (60)
Run Voltage (Napiecie cyklu) (kV) 13,0

PreRun Voltage (Napiecie cyklu wstepnego) (kV) Domysline (15)
Injection Voltage (Napigcie iniekgcji) (kV) 1,6

Run Time (Czas cyklu) (s) 1550

PreRun Time (Czas cyklu wstepnego) (s) Domysine (180)
Injection Time (Czas iniekcji) (s) 25,0*

Data Delay (Op6znienie danych) (s) Domyslne (1)
Advanced Options (Opcje zaawansowane) Domysine

* W zaleznosci od rodzaju prébki mozna odej$¢ od ustawien standardowych iwybra¢ czas iniekcji od 1do 30s.
W przypadku oznaczania prébek o bardzo wysokim natezeniu sygnatu mozna wybrac¢ krétszy czas iniekcji. W przypadku
probek o niskiej zawartosci DNA moze wystgpi¢ konieczno$¢ uzycia czasu iniekcji do 30 s.

Wzorzec wielkosci

1. Aby skonfigurowaé opcje Size Standard (Wzorzec wielkosci), przej$¢ do czesci ,Library”
(Biblioteka), a nastepnie do czesci ,Analyze” (Analiza) w sekcji ,Size Standards” (Wzorce
wielkosci) i klikng¢ przycisk ,Create” (Utworz).

2. Nalezy wprowadzi¢ lub wybra¢ parametry z Tabeli 30.

Wzorca DNA Size Standard 550 (BTO) nalezy uzywac z fragmentami o nastepujgcych
dtugosciach: 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320,
340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 i 550 pz.

3. Alternatywnie nalezy zaimportowac parametry wzorca DNA Size Standard 550 (BTO) przy
uzyciu zalecanego pliku szablonu Investigator ,SST-BTO_60-500bp” (Tabela 31).
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4. Klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz), aby potwierdzi¢ zmiany.

Tabela 31. Parametry wzorca wielkosci

Parametr Ustawienia
Size Standard (Wzorzec wielkosci) np. SST-BTO_60-500bp
Dye Color (Kolor barwnika) Pomaranczowy

Protokét kontroli jakosci

1. Aby skonfigurowaé opcje QC Protocol (Protokot kontroli jakosci), przejs¢ do czesci ,Library”
(Biblioteka), a nastepnie do czesci ,Analyze” (Analiza) w sekgcji ,QC Protocols” (Protokoty
kontroli jakosci) i klikng¢ przycisk ,Create” (Utworz).

2. Nalezy wprowadzi¢ lub wybra¢ parametry z Tabeli 32.

Tabela 32. Parametry protokotu kontroli jakosci

Parametr Ustawienia
Protocol Name (Nazwa protokotu) np. BTO_550

Size Standard (Wzorzec wielkosci) SST-BTO_60-500bp
Sizecaller SizeCaller v1.1.0

3. Przejs¢ do czesci ,Analysis Settings” (Ustawienia analizy), a nastepnie do sekcji ,Peak
Amplitude Threshold” (Warto$¢ progowa amplitudy piku) iwytaczy¢ opcje ,Purple”
(Fioletowy). Upewni¢ sie, ze wigczone sg wszystkie pozostate kolory.

Sprawdzi¢ zalecane ustawienia analizy zawarte w Tabeli 35 na stronie 50. Wszystkie
pozostate ustawienia powinny pozosta¢ zgodne z ustawieniami domysinymi.

4. Klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz), aby potwierdzi¢ zmiany.
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Oznaczenie

1. Aby skonfigurowa¢ opcje Assay (Oznaczenie), przej$¢ do czesci ,Library” (Biblioteka)
w sekcji ,Manage” (Zarzadzanie). Wybra¢ element ,Assays” (Oznaczenia) iklikngé

przycisk ,Create” (Utworz).

Aby analizowaé fragmenty zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit, konieczne jest
wybranie parametrow zawartych w Tabeli 33.

2. Klikngé przycisk ,Save” (Zapisz), aby potwierdzi¢ zmiany.

Tabela 33. Parametry oznaczenia

Parametr Ustawienia

Assay Name (Nazwa oznaczenia) np. Investigator ESSplex SE QS
Color (Kolor) Domysine

Application Type (Zastosowanie) HID

Instrument Protocol (Protokét aparatu) np. Investigator ESSplex SE QS
QC Protocols (Protokoty kontroli jakosci) np. BTO_550

Rozpoczecie cyklu
1. Na panelu kontrolnym klikngé polecenie ,Create New Plate” (Utworz nowa plytke).

2. Przejs¢ do czesci ,Setup” (Konfiguracja), a nastepnie do sekcji ,Define Plate Properties”
(Definiowanie wtasciwosci ptytki) i wybraé opcje ,Plate Details” (Szczegoty ptytki). Wybrac

lub wprowadzi¢ parametry zawarte w Tabeli 34.

Tabela 34. Wiasciwosci plytki

Parametr Ustawienia

Name (Nazwa) np. Investigator ESSplex SE QS
Number of Wells (Liczba dotkéw) 96

Plate Type (Rodzaj ptytki) HID

Capillary Length (Dtugos$¢ kapilary) 36 cm

Polymer (Polimer) POP4
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3. Klikngé przycisk ,Assign Plate Contents” (Przypisz zawarto$¢ plytki), aby potwierdzi¢

wprowadzone zmiany.

4. Wprowadzi¢ wyznaczong nazwe probki dla kazdego dotka zawierajgcego prébke lub
drabine alleli. Zidentyfikuje to pozycje dotkdw z wszystkimi prébkami przeznaczonymi do
gromadzenia i przetwarzania danych.

5. Wczesci ,Assay” (Oznaczenie) wybra¢ odpowiednie oznaczenie do przeprowadzenia
analizy. Jezeli wykonano wszystkie czynnosci z sekcji ,Konfiguracja cyklu”, klikng¢ przycisk
»,Add from Library” (Dodaj z biblioteki) i dla opcji Instrument Protocol (Protokét aparatu)
wybrac protokét Investigator ESSplex SE QS. Nalezy przypisa¢ oznaczenie do kazdego

z nazwanych dotkéw na plytce.

6. Powtdrzy¢ opisane czynnosci w odniesieniu do opcji File name conventions (Konwencje

nazw plikéw) oraz Results group (Grupa wynikéw).

7. Wybra¢ dotki, dla ktérych ma zosta¢ okreslone oznaczenie. Zaznacz pola obok wartosci
»Assay” (Oznaczenie), ,File name conventions” (Konwencje nazw plikdw) i ,Results group”
(Grupa wynikéw), aby je przypisa¢ do wybranych dotkow.

8. Jezeli jeszcze tego nie wykonano, zatadowaé zlozong plytke do aparatu izamkngé
drzwiczki aparatu, aby go ponownie zainicjowaé¢. Nastepnie klikng¢ polecenie ,Link Plate
for Run” (Powigz plytke dla cyklu). Na kolejnym ekranie wprowadzi¢ zagdang nazwe w polu
Run Name (Nazwa cyklu) i klikng¢ przycisk ,Start Run” (Rozpocznij cykl).

Parametry/metoda analizy

W Tabeli 36 wymieniono zalecane parametry analizy dla arkusza roboczego Peak Detector
(Detektor pikow).
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Tabela 35. Zalecane ustawienia dla analizatora Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer

Parametr Ustawienia

Peak Detection Algorithm (Algorytm wykrywania pikéw) Advanced (Zaawansowany)

Ranges (Zakresy) Analysis (Analiza): Partial Range (Zakres czesciowy)
Start Point (Punkt poczatkowy): 1000; Stop Point
(Punkt koricowy): 20 000

Sizing (Rozmiar): All Sizes (Wszystkie rozmiary)

Smoothing (Wygtadzanie) i Baselining (Linia bazowa) ~Smoothing (Wygtadzanie): Light (Lekkie)
Baseline Window (Okno linii bazowej): 51 punktéw

Size Calling Method (Metoda okreslania rozmiaru) Lokalna metoda Southerna

Peak Detection (Wykrywanie pikow) ;’;all(iﬁgnplititd;a Thresholds (Wartosci progowe
B:*p $:*y P
G* R
O
Min. Peak Half Width (Min. szeroko$¢ potéwkowa
piku): 2 punkty
Polynomial Degree (Stopien wielomianu): 3
Peak Window Size (Rozmiar okna piku): 11 punktow’
Slope Thresholds (Progi nachylenia): 0,0

* Warto$¢ progowa amplitudy piku (warto$¢ punktu odciecia) odpowiada minimalnej wysokosci piku, jaka bedzie
wykrywana przez oprogramowanie GeneMapper ID-X. Warto$ci progowe na ogdt zawierajg sie w zakresie od 50 do
200 RFU i kazde laboratorium powinno je ustali¢ indywidualnie.

Zalecenie: Minimalna wysoko$¢ piku powinna by¢ trzy razy wigksza od szumu tta linii bazowej.

T Tylko ustawienie parametru Peak Window Size (Rozmiar okna piku) rézni sie od wartosci domysinych firmy Applied
Biosystems dla analizy HID.
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Protokdt: Analiza

Ogolne instrukcje dotyczgce automatycznej analizy prébek mozna znalez¢ w odpowiednich
przewodnikach uzytkownika oprogramowania GeneMapper ID lub GeneMapper ID-X.

Wyznaczenie doktadnych dtugosci amplifikowanych produktéw zalezy od rodzaju
urzgdzenia, warunkow elektroforezy oraz uzytego wzorca wielkosci DNA. Z powodu
ztozonosci niektorych loci okreslenie wielkosci nalezy opiera¢ na rownomiernie roztozonych
elementach referencyjnych. Wzorca DNA Size Standard 550 (BTO; Ryc. 5) nalezy uzywaé
z fragmentami o nastepujacych dtugosciach: 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220,
240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525 i 550 pz.

400 200 200 400 500

1200

1000
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50.0] [20.0]/100.0]120.0/140.0[160.0[120.0]200.0/220.0[ 240 0 260.0]280.0[300 0 [320.0[340.0]360.0[350.0/400.0] [425.0] [#50.0] [¢75.0] [500.0] [s25.0] [330.0
0.0 250.0

Ryc. 5. Elektroforegram wzorca DNA Size Standard 550 (BTO), fragmenty z dtugosciami wyrazonymi w pz (pary

zasad).

Oprogramowanie do analizy
Przydziat alleli nalezy wykonywaé za pomocg odpowiedniego oprogramowania

analitycznego, np. GeneMapper ID lub GeneMapper ID-X w potgczeniu z plikami szablonéw
Investigator, ktére mozna pobrac¢ ze strony www.giagen.com; patrz Tabela 36 i Tabela 37.
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Tabela 36. Zalecane pliki szablonéw Investigator dla analizatora GeneMapper ID

Parametr Ustawienia

Panels (Panele) ESSplex_SE_QS_Panels

BinSets (Zestawy konteneréw) ESSplex_SE_QS_Bins

Size standard (Wzorzec wielkosci) SST-BTO_60-500bp

Analysis Method (Metoda analizy) Analysis_HID_3130_50rfu
Analysis_HID_3130_200rfu

Plot Settings (Ustawienia wykresu) Plots_5dyes

Zawsze nalezy uzywac plikow paneli i zestawdw kontenerdw; inne pliki szablonéw sg opcjonalne.

Tabela 37. Zalecane pliki szablonéw Investigator dla analizatora GeneMapper ID-X

Parametr Ustawienia

Panels (Panele) ESSplex_SE_QS_Panels_x
BinSets (Zestawy konteneréw) ESSplex_SE_QS_Bins_x
Piki satelitarne (Stutter) ESSplex_SE_QS_Stutter_x
Size standard (Wzorzec wielko$ci) SST-BTO_60-500bp
Analysis Method (Metoda analizy) Analysis_HID_3130_50rfu

Analysis_HID_3130_200rfu
Analysis_HID_3500_50rfu
Analysis_HID_3500_200rfu

Plot Settings (Ustawienia wykresu) Plots_5dyes
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Kontrole

Allele podane w Tabeli 38 reprezentujg kontrolny DNA 9948 (zawarty w zestawie
Investigator ESSplex SE QS Kit) oraz DNA z innych komercyjnie dostepnych standardowych

linii komorkowych.

Tabela 38. Przypisanie alleli dla zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit

Locus CCR 9948 CCR 9947A
Amelogenina XIY XIX
D1S1656 14/17 18,3/18,3
D2S441 11/12 10/14
D2S1338 23/23 19/23
D3S1358 15/17 14/15
D8S1179 12/13 13/13
D10S1248 12/15 13/15
D12S391 18/24 18/20
D16S539 11/11 11/12
D18S51 15/18 15/19
D19S433 13/14 14/15
D21S11 29/30 30/30
D2251045 16/18 11/14
FGA 24/26 23/24
SE33 23,2/26,2 19/29,2
THO1 6/9,3 8/9,3
VWA 17/17 17/18

W celu dodatkowego potwierdzenia w powyzszej tabeli przedstawiono allele referencyjnego
DNA nabytego od instytucji Coriell Cell Repositories (CCR) oraz 3 referencyjnych DNA
nabytych od CCR i ATCC, zgodnych ze wzorcem opisanym przez Szibora

i wspotpracownikow (3).

Investigator ESSplex SE QS Kit 02/2021 53



Czujnik jakosci

Zestaw Investigator ESSplex SE QS Kit zawiera 2 wewnetrzne kontrole PCR (czujnik jakosci
QS1 i QS2) zapewniajgce przydatne informacje dotyczace ogdlnej wydajnosci amplifikaciji
podczas reakcji PCR oraz wystepowania inhibitoréw reakcji PCR. Wewnetrzne czujniki
jakosci zawarto w mieszaninie starterow. Ulegaja one amplifikacji jednoczesnie
z polimorficznymi markerami STR. Czujniki jakosci wyznakowane FAM pojawiajg sie we
fragmentach w rozmiarze 71 pz (Quality Sensor 1, QS1) i 435 pz (Quality Sensor 2, QS2).

Aby rozwigza¢ problem podobienstwa sekwencji oraz mozliwosci nieswoistego wigzania,
z uzyciem algorytmu losowego zaprojektowano syntetyczng matryce DNA kontroli
wewnetrznej. Sekwencja matrycy rozni sie od wszystkich znanych sekwencji DNA
i w szczegolnosci nie wykazuje jakiegokolwiek podobienstwa do ludzkiego DNA. W zwigzku
z tym mozliwo$¢ wystgpienia nieswoistego wigzania w kontek$cie reakcji amplifikacji

w multipleksowym PCR jest bardzo niska.

Zasadniczo pomysina amplifikacja matego czujnika jakosci (Quality Sensor 1, QS1)
wskazuje, ze prawidtowo przygotowano i przeprowadzono reakcje PCR, niezaleznie od
tego, czy w probce obecne byto DNA. Jezeli podczas analizy produktéw amplifikacji nie
zostanie wykryty zaden czujnik jakosci, oznacza to, ze nieprawidtowo przeprowadzono
pipetowanie sktadnikdw do reakcji PCR lub nieprawidtowo przeprowadzono samg reakcje
PCR. Wskazuje to, ze uzytkownik powinien powtorzy¢ eksperyment z zachowaniem

wiekszej ostroznoéci podczas etapu przygotowywania, aby moc uzyskac prawidtowe wyniki.

Eksperymenty dotyczace czutosSci wykazaty, ze kontrole wewnetrzne nie majg zadnego
wptywu na wydajnos¢ reakcji PCR. Amplifikacja niskich ilosci matrycy DNA data podobne

wyniki w przypadku mieszanin starteréw z czujnikami jakosci i bez nich.

Ponadto analiza dwoch fragmentow kontroli wewnetrznej, czujnikow QS1 i QS2, oraz
docelowych produktow amplifikacji markerow STR umozliwia wykrycie i rozréznienie

obecnosci inhibitorow lub degradacji DNA w reakcji amplifikacji.
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W przypadku degradacji prébki amplifikacja mniejszych fragmentéw docelowych jest
wydajniejsza od amplifikacji wiekszych fragmentéw docelowych. Degradacja matrycy
docelowej nie zagraza jednak amplifikacji fragmentéw kontroli wewnetrznej z matrycy
kontroli wewnetrznej (Ryc. 6). W zwigzku z tym réwna proporcja czujnikéw QS1i QS2 razem
z proporcjg przesunietg na rzecz matych docelowych produktow STR sugeruje

wystepowanie degradac;ji probki.
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Ryc. 6. Elektroforegram analizy markeréw STR w obecnosci DNA po degradacji (fragmenty po 150 pz). Genomowy
DNA pocigto ultradzwigkami na fragmenty po 150 pz. Dtugie fragmenty markeréw STR amplifikowano z bardzo niskim
wynikiem reakcji PCR, lecz fragmenty QS1 i QS2 amplifikowano normalnie z réwnymi wysokos$ciami pikéw. U géry
elektroforegramu przedstawiono markery. Czujniki jakosci wyznakowane FAM (panel 1) pojawiajg sie we fragmentach
w rozmiarze 71 pz (Quality Sensor 1, QS1) i 435 pz (Quality Sensor 2, QS2).
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Jezeli w prébce wystepujag inhibitory, takie jak hematyna i kwas humusowy, amplifikacja jest
mniej wydajna i dtuzsze fragmenty DNA podlegajg amplifikacji w mniejszym stopniu od
krotszych fragmentow. Jezeli analiza produktéw amplifikacji wskazuje na niskg wydajnosé
amplifikacji dtuzszych sekwencji docelowych markerow STR oraz diuzszego fragmentu
czujnika jakosci (Quality Sensor 2, QS2), lecz amplifikacja krétszego czujnika jakosci
(Quality Sensor 1, QS1) odbywa sie pomysinie, prawdopodobnie prébka ulegta
zanieczyszczeniu inhibitorami. Oznacza to, ze przesuniecie proporcji na rzecz matego
czujnika jakosci (Quality Sensor 1, QS1) sugeruje obecnos¢ inhibitoréw (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Elektroforegram analizy markerow STR w obecnosci hematyny. W obecnosci 1000 uM hematyny
przeprowadzono amplifikacje szesnastu markeréw STR, amelogeniny i dwéch czujnikéw jakosci, a wyniki nastepnie
poddano analizie przy uzyciu elektroforezy kapilarnej. Amplifikacja fragmentéw o wysokiej masie czgsteczkowej, w tym
markeréw STR zawierajgcych wigcej niz 250 pz oraz czujnika QS2, podlegata hamowaniu przez wysokg zawarto$é
hematyny. U goéry elektroforegramu przedstawiono markery. Czujniki jakosci wyznakowane FAM (panel 1) pojawiajg sie
we fragmentach w rozmiarze 71 pz (QS1) i 435 pz (QS2, niewidoczny).

Analiza obecnosci dwdch czujnikdw jakosci pozwala uzytkownikowi na identyfikacje
i roznicowanie obecnosci inhibitoréw reakcji PCR lub wystepowania degradacji w obrebie
probki kryminalistycznej. Zapewnia to uzytkownikowi przydatne informacje pozwalajgce
interpretowa¢ dane oraz planowa¢ nastepne czynnosci. W Tabeli 39 przedstawiono

zestawienie mozliwych wygladow profili oraz ich znaczenie.
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Tabela 39. Wyglady profili oraz ich znaczenie

Piki alleli Qs1 Qs2 Interpretacja

Obecne Obecne Obecne Profil prawidtowy

Brak Obecne Obecne Brak DNA

Brak Brak Brak l;lgegowodzeme reakcji
Profil stoku gérskiego Obecne Spadek Obecnos¢ inhibitorow
Profil stoku gorskiego Obecne Obecne DNA po degradacji

Uwaga: Wysokos¢ pikow QS1 iQS2 moze sie nieznacznie rozni¢ w réznych
eksperymentach. Niewielki rozrzut wysokosci pikow to normalne zjawisko, ktore nie jest
zalezne od wptywu inhibitoréw. Podczas procedury walidacji analityk powinien ocenic¢ zwykig
zmienno$¢ widmowg w odniesieniu do okreslonych rodzajéw probek izdefiniowac

standardowy zakres wysokosci pikdw dla obu czujnikéw QS.

Spadek sygnatu czujnika QS2 ponizej 20% wartosci sygnatu czujnika QS1 wskazuje na
hamowanie reakcji PCR.

Allele

W Tabeli 40 przedstawiono allele drabiny alleli. Wszystkie analizy przeprowadzono przy
uzyciu polimeru POP-4 (Tabela 40 i Ryc. 8). Uzywanie réznych analizatoréw, wzorcow
wielkosci DNA lub polimeréw moze skutkowaé otrzymywaniem fragmentéw o réznej
dtugosci. Ponadto zaleca sie przeprowadzi¢ wzrokowe poréwnanie z drabing alleli.

Skalowanie

® Poziome: 65-465 pz
® Pionowe: W zaleznosci od natezenia sygnatu
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Tabela 40. Fragmenty drabiny alleli zawarte w zestawie Investigator ESSplex SE QS Kit

Locus Znacznik barwnika Numery powtérzen drabiny alleli

Qs1 6-FAM S, Q

Amelogenina 6-FAM X, Y

THO1 6-FAM 4,5,6,7,8,9,93,10, 10,3, 11, 13, 13,3

D3S1358 6-FAM 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21

VWA 6-FAM 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24

b21s11 o-FAM 3. 325,35, 992,54, 543, 85,565, 36,360, 37,38

Qs2 6-FAM Q.S

D16S539 BTG 5,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

D1S1656 BTG 291302%1312 13, 14, 14,3, 15, 15,3, 16, 16,3, 17, 17,3, 18, 18,3,

D19S433 BTG 6,2, 8,9, 10, 11, 12, 12,2, 13, 13,2, 14, 14,2, 15, 15,2, 16, 16,2,
17,17,2, 18,2

SE33 BTG 3,4,2,6,3,8,9, 10, 11, 12, 13, 13,2, 14, 14,2, 15, 15,2, 16, 17,

18, 18,2, 19, 19,2, 20, 20,2, 21, 21,2, 22, 22,2, 23,2, 24,2, 25,
25,2, 26,2, 27,2, 28,2, 29,2, 30,2, 31, 31,2, 32, 32,2, 33, 33,2,
34, 34,2, 35, 36, 36,2, 37, 38, 39, 42

D10S1248 BTY 8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

D22S1045 BTY 8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

D12S391 BTY 14, 15, 16, 17, 17.3, 18, 18.3, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
D8S1179 BTY 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

D2S1338 BTY 12,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28
D2S441 BTR 8,9,10,11, 11.3, 12, 13, 14, 15, 16, 17

D18S51 BTR 8,9, 10, 10,2, 11, 12, 13, 13,2, 14, 14,2, 15, 16, 17, 17,2, 18,

18,2, 19, 20, 21, 21,2, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28

FGA BTR 14,16, 17, 18, 18,2, 19, 19,2, 20, 20,2, 21, 21,2, 22, 22,2, 23,
23,2, 24, 24,2, 25, 25,2, 26, 27, 28, 29, 30, 31,2, 33, 34, 37,2,
42,2,43,2,44,2, 45,2, 46,2, 47,2, 48,2, 50,2, 51,2

Uwaga: Dla lepszej orientacji wyr6zniono allele w obrebie drabiny alleli.
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Ryc. 8. Elektroforegram drabiny alleli ESSplex SE QS analizowanej przy uzyciu analizatora Applied Biosystems
3500 Genetic Analyzer. Drabina alleli zawiera dwa allele dla kazdego czujnika jakosci (QS1 i QS2). Umozliwia to
automatyczne oznaczanie pikéw czujnikéw QS w toku analizy prébek.

Investigator ESSplex SE QS Kit 02/2021 59



Rozwigzywanie problemdw

Ta czes$c¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych probleméw.

Aby uzyskaé wiecej informacji, nalezy takze zapoznac¢ sie ze strong poswiecong czesto

zadawanym pytaniom (Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego centrum

pomocy technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy

z dziatu serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania

dotyczace informaciji lub protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi (informacje

kontaktowe mozna znalez¢ na stronie support.qiagen.com).

Komentarze i wskazowki

Niezrownowazone profile, niskie natezenie sygnatéw

a) Nieprawidtowa objeto$¢
mieszaniny do szybkiej
reakciji lub mieszaniny
starterow

b) Przed rozdzieleniem
mieszaniny Master Mix nie
wykonano jej wytrzasania

Sprawdzi¢ przygotowanie reakcji i powtérzy¢ amplifikacje.

Dokfadnie wytrzgsa¢ mieszanine Master Mix i krotko jg odwirowac.

Spadek wysokosci pikow czujnika QS1 i/lub QS2 w eksperymentach z zastosowaniem wzorcéw

Niewielki rozrzut wysokosci
pikéw czujnikéw jakosci to
normalne zjawisko i nie
zalezy od wplywu inhibitoréw.

Przygotowanie probki

Konieczne jest zwigkszenie
natezenia sygnatu prébki.

Podczas procedury walidacji analityk powinien oceni¢ zwykla zmienno$¢
widmowg w odniesieniu do okreslonych rodzajéw probek izdefiniowac
standardowy zakres wysokosci pikéw dla obu czujnikéw QS. Spadek sygnatu
czujnika QS2 ponizej 20% wartosci sygnatu czujnika QS1 wskazuje na
hamowanie reakcji PCR.

Zmniejszy¢ objetos¢ wzorca DNA Size Standard 550 (BTO) do wysokosci
piku na poziomie okoto 500 RFU.

Oczysci¢ produkty reakcji PCR przed rozpoczeciem analizy. Zaleca sie
uzywanie zestawu MinElute® PCR Purification Kit (QIAGEN, numery kat.
28004 i 28006), ktéry gwarantuje szybkie i skuteczne oczyszczanie.
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Komentarze i wskazowki

Nieodpowiednia macierz/kalibracja widmowa

Przy uzyciu biezacej
macierzy/kalibracji widmowej
pomiedzy panelami
barwnikéw (B, G, Y, Ri O,
czyli niebieski, zielony, zotty,
czerwony i pomarafnczowy)
wystepuje przenikanie si¢
pikéw.

Nie mozna uzywaé tej macierzy do analizy. Powtdérzyé generowanie
macierzy/kalibracje widmowa. Nalezy doktadnie przestrzega¢ prawidtowego
protokotu konkretnego analizatora.

Wiele pikéw jest oznaczanych w prébkach jako allele spoza drabiny (Off-Ladder, OL)

a)

b)

q

d)

Wzorzec DNA Size Standard
550 (BTO) nie zostat
poprawnie zdefiniowany lub
zidentyfikowany.

Za wysokie natezenia
sygnatu. Jezeli wysokosci
pikéw probek wykraczajg
poza liniowy zakres
wykrywania (>5000
RFU/>20 000 RFU)*, moze
dojs¢ do zwigkszenia
czestotliwosci wystepowania
pikéw satelitarnych,
podzielonych pikow

i artefaktow.

Pecherzyki w kapilarze
powodujg powstawanie
przenikania pikéw w obrebie
wszystkich paneli
kolorystycznych (,skoki”),
ktdre skutkuja niewtasciwym
okresleniem alleli.

Réznice w wydajnosci cyklu
pomigdzy kapilarami
analizatora wielokapilarnego
moga skutkowac
przesunigciem przypisywania
alleli.

Niska temperatura

w pomieszczeniu albo niska
temperatura bufora CE
moze skutkowac
przesunigciami
migracyjnymi fragmentéw
lub pikami OL.

Klikng¢ pomaranczowa ikone ,Size Match Editor” (Edytor dopasowania
wielkosci) na gérnym pasku narzedzi oprogramowania GeneMapper ID lub
GeneMapper ID-X. Oznaczy¢ pomaranczowe fragmenty we wszystkich
prébkach.

Do zestawéw Investigator Human lIdentification PCR Kit nalezy zawsze
stosowac wzorzec DNA Size Standard 550.

Zredukowaé etapami czas iniekcji do minimum 1 sekundy, zredukowac
objetos¢ produktu amplifikacji PCR do analizy lub zredukowac ilo§¢ DNA do
reakcji PCR.

Powtérzy¢ elektroforeze w celu potwierdzenia wynikéw. Sprawdzi¢
maksymalng liczbe iniekcji zalecang przez producenta aparatu. W razie
potrzeby przygotowac nowg matryce kapilarna.

Aby zapewni¢ wiarygodne przypisywanie alleli w analizatorach
wielokapilarnych, nalezy oznaczy¢ kilka drabin alleli.

Nalezy dopilnowa¢ utrzymywania warunkéw otoczenia zgodnych
z zaleceniami producenta aparatu. Nalezy upewni¢ sig, ze bufory osiggnety
temperature otoczenia. Producent aparatu zaleca wstepne rozgrzanie
aparatu CE (przez ~30 minut).
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Komentarze i wskazowki

Niewtasciwa iniekcja/plik drabiny alleli

a)

b)

d)

* >5000 RFU dla analizatora 3100 i 3130 Genetic Analyzer; >20 000 RFU dla analizatora Applied Biosystems 3500

Z powodu zaburzen podczas
elektroforezy dodatkowy
sygnat moze zosta¢
zidentyfikowany jako pik
drabiny alleli. W razie
niewlasciwego przypisania
pikéw drabiny alleli nie
mozna jej uzywac do analizy.

Jeden z pikéw drabiny alleli
ma intensywnos$¢ ponizej
wartos$ci wykrywania pikow
(50-200 RFU) uzytej
metody analitycznej

i w zwigzku z tym nie zostat
zidentyfikowany.

Nie zidentyfikowano
jednego piku drabiny alleli,
poniewaz wykracza on
poza oczekiwany zakres
wielkos$ci zdefiniowany

w oprogramowaniu (w pz).

Nie znaleziono alleli
punktowych.

Réznice w wydajnosci

cyklu pomiedzy kapilarami
analizatora wielokapilarnego
moga skutkowac
przesunigciem przypisywania
alleli.

Genetic Analyzer.

Nalezy uzy¢ innej iniekcji/innego pliku drabiny alleli isprawdzi¢ dane
analizowanych wielkosci przy uzyciu wzorca wielko$ci (w pz) drabiny alleli.

Do zestawow Investigator Human lIdentification PCR Kit nalezy zawsze
stosowac wzorzec DNA Size Standard 550.

Drabine alleli nalezy zatadowa¢ do analizatora w stezeniu wyzszym od
analizowanych prébek.

Alternatywnie mozna analizowa¢é dane drabiny alleli, wybierajgc
w oprogramowaniu analitycznym nizszg warto$¢ wykrywania pikow.

Poréwna¢ dlugo$¢ fragmentéw (w pz) pierwszego allelu drabiny alleli
w jednym kolorze z odpowiadajgcg wartoscig kategorii. Nastepnie poréwnac¢
ja z wartoscig pozostatych alleli.

Allele punktowe to allele réznigce sie o przynajmniej 1 pz od nastepnego
allela catkowitego. Sprawdzi¢ ustawienia metody analitycznej. Zmniejszy¢
warto$¢ parametru Peak Window Size (Rozmiar okna piku) do 11 punktow.

w analizatorach

Aby zapewni¢ wiarygodne przypisywanie alleli

wielokapilarnych, nalezy oznaczy¢ kilka drabin alleli.
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Zatgcznik: Interpretacja wynikow

Wykorzystanie odpowiedniego oprogramowania analitycznego do analizy i automatycznego
przypisania alleli po reakcji PCR stanowi gwarancje precyzyjnego iwiarygodnego

oznaczania alleli.

Ogoblna procedura analizy

1. Sprawdzenie wzorca wielkosci DNA.
2. Sprawdzenie drabiny alleli.

3. Sprawdzenie kontroli pozytywnej.

4. Sprawdzenie kontroli negatywne;j.

5. Analiza i interpretacja danych probek.

Przenikania pikow

Przenikanie pikbw moze wystepowaé, jezeli wysokosci pikow wykraczajg poza liniowy
zakres wykrywania (patrz ,Rozwigzywanie probleméw”, strona 60) lub jezeli zastosowano
niewtasciwg macierz. Przenikajace sig piki wystepujg w pozycjach odpowiadajgcych im
pikdbw w innych kanatach koloréw, na ogét z nizszym natezeniem sygnatu. Aby zapobiec

wystepowaniu przenikania, wysokos$¢ pikdw nie powinna przekraczaé wartosci progowych.

Piki satelitarne

Wystepowanie pikdw satelitarnych zalezy od sekwenciji struktury powtérzenia oraz od liczby alleli.
Piki n-4sg wywotywane utratg jednostki powtdrzenia podczas amplifikacii
czteronukleotydowych motywow markeréw STR, ktora wynika z efektu poslizgu polimerazy DNA
Tag, natomiast piki n—3 pojawiajg sie zwtaszcza podczas amplifikacji tréjnukleotydowego
motywu markerow STR D22S1045. Te piki nalezy interpretowaé przy uzyciu plikéw szablonéw
Investigator dla oprogramowania GeneMapper ID i GeneMapper ID-X.
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Dodanie nukleotyddéw niezalezne od matrycy

Z powodu aktywnosci terminalnej transferazy, polimeraza DNA Taq moze powodowac
niepetng adenylacje konca 3' amplifikowanych fragmentow DNA. Pik artefaktowy jest nizszy
od oczekiwanego o jedng zasade (piki—1). Wszystkie startery zawarte w zestawie
Investigator ESSplex SE QS Kit zaprojektowano z myslg o zminimalizowaniu wystepowania
takich artefaktéw. Wysokos¢ piku artefaktowego koreluje z iloscig DNA. Laboratoria powinny

zdefiniowa¢ wtasne wartosci graniczne do analizy pikow.

Artefakty

Temperatura w pomieszczeniu moze wptywac na skutecznosé oznaczenia produktow reakcji
PCR w aparatach wielokapilarnych, powodujagc wystepowanie pikéw podrzednych lub
podzielonych. W razie wystgpienia pikow podrzednych lub podzielonych zaleca sie

ponownie przeprowadzi¢ iniekcje probki.
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Investigator ESSplex SE QS Mieszanina starterow, mieszanina do 381575
Kit (100) szybkiej reakcji 2.0, kontrolny DNA,

drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna

od nukleaz
Investigator ESSplex SE QS Mieszanina starter6w, mieszanina do 381577
Kit (400) szybkiej reakcji 2.0, kontrolny DNA,

drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna

od nukleaz
Powigzany produkt
Matrix Standard BT5 multi Wzorzec matrycy 6-FAM, BTG, BTY, 386125
cap. (50) BTR i BTO

Zestawy Investigator Human Identification PCR Kit

Investigator 24plex QS Mieszanina starteréw, mieszanina do 382415
Kit (100)* szybkiej reakcji 2.0, kontrolny DNA,

drabina alleli, wzorzec DNA Size

Standard 24plex (BTO) oraz woda

wolna od nukleaz

Investigator 24plex GO! Mieszanina starteréw, mieszanina do 382426
Kit (200)* szybkiej reakcji 2.0, kontrolny DNA,

drabina alleli, wzorzec DNA Size

Standard 24plex (BTO)
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Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

Investigator 26plex QS Kit
(100)*

Investigator IDplex Plus Kit
(100)*

Investigator IDplex GO!
Kit (200)*

Investigator HDplex Kit (100)

Investigator Triplex AFS QS Kit
(400)

Investigator Argus X-12 QS Kit
(25)

Mieszanina starteréw, mieszanina do
szybkiej reakcji 3.0, kontrolny DNA,
drabina alleli oraz woda wolna od
nukleaz

Mieszanina starteréw, mieszanina do
szybkiej reakcji, kontrolny DNA,
drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna
od nukleaz

Mieszanina starteréw, mieszanina do
szybkiej reakc;ji, kontrolny DNA,
drabina alleli oraz wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO)

Mieszanina starteréw, mieszanina
reakcyjna, polimeraza DNA, kontrolny
DNA, drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna
od nukleaz

Mieszanina starteréw, mieszanina
reakcyjna, polimeraza DNA, kontrolny
DNA, drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (ROX) oraz woda wolna
od nukleaz

Mieszanina starteréw, mieszanina do
szybkiej reakcji 2.0, kontrolny DNA,
drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna
od nukleaz

382615

381625

381636

381215

380317

383223
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Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

Investigator Argus Y-28 QS Kit
(100)*

Investigator DIPplex Kit (100)

Investigator Quantiplex Pro
Kit (200)

Investigator Quantiplex Pro
RGQ Kit (200)

Mieszanina starteréw, mieszanina do
szybkiej reakcji 3.0, kontrolny DNA,
drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna
od nukleaz

Mieszanina starterow, mieszanina
reakcyjna, polimeraza DNA, kontrolny
DNA, drabina alleli, wzorzec DNA Size
Standard 550 (BTO) oraz woda wolna
od nukleaz

Do uzytku w systemach Applied
Biosystems 7500 Real-Time System:
Quantiplex Pro Reaction Mix,
Quantiplex Pro Primer Mix, Quantiplex
Pro Control DNA M1 i QuantiTect®
Nucleic Acid Dilution Buffer

Do uzytku w systemach QIAGEN
RotorGene Q Real-Time System:
Quantiplex Pro RGQ Reaction Mix,
Quantiplex Pro RGQ Primer Mix, Male
Control DNA M1 i QuantiTect Nucleic
Acid Dilution Buffer

383625

384015

387216

387316

Aktualne informacje licencyjne oraz informacje na temat wytaczenia odpowiedzialno$ci dla

poszczegdlnych produktdéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu

QIAGEN sg dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamowic¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.

* Dostepne sg wieksze zestawy, prosimy o przesyfanie zapytan.
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Historia zmian dokumentu

Data Zmiany
06/2015 Wstepne wydanie
12/2020 Dodano opcjonalne wydtuzanie koncowe. Dodano o$wiadczenie dotyczace spetniania

wymagan normy ISO 18385 przez zestawy Investigator ESS SE QS Kit. Zaktualizowano
czesci Informacje dotyczace zamawiania.

02/2021 Tabela 3 zostata podzielona na Tabele 3a i 3b. Zaktualizowano cze$¢ Informacje
dotyczace zamawiania. W czesci Sprzet i odczynniki zapewniane przez uzytkownika
dodano odniesienia do urzadzen ,Veriti™ 96-Well Thermal Cycler” i ,ProFlex™ 96-well
PCR System”.
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Uwagi
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu Investigator ESSplex SE QS Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1.

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania sktadnikéw zawartych w
niniejszym zestawie ze sktadnikami nienalezgcymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji
obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektore dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikow
rozwigzan QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaly dokfadnie przetestowane ani poddane procesowi
optymalizacji przez firmg QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji firma QIAGEN nie udziela gwarangji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie naruszaja praw stron trzecich.

Zestaw oraz jego sktadniki s na mocy licencji przeznaczone wylgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac ani
odsprzedawag.

Firma QIAGEN podkresla, ze nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzujg si¢ nie podejmowac dziatar ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze egzekwowaé przestrzeganie zakazoéw niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgdac¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sadowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczone;j licencji lub ich praw Sci ir ej w iesieniu
do zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostgpne na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamplifier®, HotStarTag®, Investigator®, Making improvements in life possible®, MinElute®, QuantiTect® (QIAGEN
Group); Biometra™ (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH); Eppendorf®, Mastercycler® (Eppendorf AG); ABI PRISM®, Applied Biosystems®, Avant™, FAM™,
GeneAmp®, GeneMapper®, GeneScan®, Hi-Di™, POP-4%, ProFlex™, Veriti™ (Thermo Fisher Scientific lub podmioty zalezne), GenBank® (Departament Zdrowia i
Opieki Spotecznej Stanéw Zjednoczonych (US Department of Health and Human Services)). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w
niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.
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