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Uwaga: Informacje dotyczace bezpieczenstwa i zagrozenia biologicznego mozna znalez¢ w czeéci ,,Bezpieczenstwo” dokumentu
GlobalFiler™ Express PCR Amplification Kit User Guide (Pub. no. 4477672). W przypadku substancji chemicznych nalezy sie zapoznac
z odpowiednimi kartami charakterystyk substancji niebezpiecznych (SDS) i postepowac zgodnie z podanymi instrukcjami. Nalezy
nosi¢ odpowiednia odziez ochronna, okulary i rekawiczki.
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Ogdlne informacje o produkcie

Zestaw GlobalFiler™ Express Kit (200 reakcji, Part no. 4476609 lub 1000 reakdji, Part no. 4474665) to analiza multipleksowa

w sekwengji mikrosatelitarnej (STR) amplifikujaca 21 autosomalnych loci STR, amelogening, 1 locus STR w chromosomie Y oraz
1 locus insercji/delecji w chromosomie Y (indel Y). Analiza jest zoptymalizowana pod katem bezposredniej amplifikacji probek
pochodzacych z pojedynczego zrddta.

Wymagania wstepne

Przed rozpoczeciem:
e Przyklady konfiguracji:
— Probki krwi lub zawierajace komdrki nablonka jamy ustnej pobrane na poddany obrdbce papier (zgodnie z opisem
w skrdconej instrukcji obstugi Pub. no. 4481769)

— Probki krwi lub zawierajace komorki nablonka jamy ustnej pobrane na niepoddany obrobce papier (zgodnie z opisem
w skrdconej instrukcji obstugi Pub. no. 4481778)

— Probki zawierajace komorki nabtonka jamy ustnej pobrane na wacik (zgodnie z opisem w skrdconej instrukcji obstugi
Pub. no. 4481760)

¢ Nalezy umiesci¢ niniejszy dokument w laboratorium, w miejscu, w ktérym przeprowadzane sa procedury po reakcji PCR.

Przeprowadzanie reakcji PCR

WAZNE! Zestaw GlobalFiler™ Express Kit zostat zatwierdzony do uzycia z termocyklerem Veriti® Thermal Cycler, analizatorem
GeneAmp® PCR System 9700 z blokiem prébek pokrytym ztotem (Part no. 4314878) lub srebrnym blokiem prébek (Part no. N8050001).

1. Zaprogramowac¢ parametry obrobki termicznej.

WAZNE! W przypadku stosowania analizatora GeneAmp PCR System 9700 wybra¢ tryb zmian Max. W przypadku stosowania
termocyklera Veriti® Thermal Cycler wybra¢ wspotezynnik szybkosci zmian 100%. NIE stosowaé trybu emulacji 9600.

Krok wstepnej Optymalna liczba cyklit , - , . .
. - Koncowe wydtuzanie Koncowa inkubacja
inkubacji Denaturacja Przytaczanie/rozszerzanie
WSTRZYMANIE CYKL WSTRZYMANIE WSTRZYMANIE
95°C 94°C 60°C 60°C 4°C
1 min 3s 30s 8 min oo
1 Okresli¢ optymalna liczbe cykli dla laboratorium zgodnie z instrukcjami podanymi w instrukeji uzytkownika.
o
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2. Wtozy¢ ptytke do termocyklera i zamkna¢ pokrywe grzejna.

WAZNE! W przypadku stosowania termocyklera 9700 z blokiem srebrnym lub srebrnym powlekanym ztotem umiesci¢ na ptytce
naktadke kompresyjna MicroAmp® Compression Pad (Part no. 4312639) w celu dodatkowego zabezpieczenia przed
parowaniem w trakcie obrébki termicznej. Termocykler Veriti® Thermal Cycler nie wymaga stosowania naktadki kompresyjnej.

3. Uruchomi¢ proces amplifikacji.

4. Po zakoniczeniu reakgji zachowaé amplifikowany DNA.

Umiesci¢ w temperaturze...
0d 2 do 8°C
0d -15 do -25°C

W przypadku przechowywania DNA przez...

< 2 tygodnie

> 2 tygodnie

WAZNE! Chronié produkty amplifikacji przed dziataniem $wiatta.

Wymagania dotyczace drabiny alleli
Aby uzyskac dokladny genotyp probek, nalezy rozdzieli¢ probke drabiny alleli réwnolegle z probkami badanymi.

Urzadzenie Liczba dra!)in a!leli do Jeden nastrzyk to Liczba probek na drabiny alleli
rozdzielenia
3130 1 na 4 nastrzyki 4 probki 15 prébek + 1 drabina alleli
3130x! 1 na nastrzyk 16 probek 15 probek + 1 drabina alleli
3500 1 na 3 nastrzyki 8 probek 23 prébki + 1 drabina alleli
3500xL 1 na nastrzyk 24 probki 23 probki + 1 drabina alleli
3730 3 na nastrzyk 48 probek 15 probek + 1 drabina alleli

WAZNE! Zmienna temperatura w laboratorium moze wptynaé na predkoé¢ migracji fragmentéw oraz spowodowad réznice w
wielko$ciach miedzy poszczegdlnymi rozdzieleniami. Zaleca sie zastosowanie powyzszej czestotliwosci nastrzyku drabin alleli,
ktéra powinna uwzglednia¢ normalng zmienno$¢ szybkosci rozdzielania. Wymagana czestotliwos¢ nastrzyku drabin alleli nalezy
jednak zweryfikowa¢ w ramach wewnetrznych procedur walidacyjnych, aby mie¢ pewnos¢ uzyskiwania dokladnego genotypu
wszystkich probek w okreslonych warunkach laboratoryjnych.

Uzyskiwanie genotypu poprzez rozdzielanie drabin alleli w takich samych warunkach, co rozdzielanie prébek ma szczegélne
znaczenie, poniewaz wielko$ci otrzymywane dla tej samej prébki z wykorzystaniem réznych aparatéw moga sie réznic¢ z powodu
odmiennych matryc polimerowych oraz odmiennych warunkow elektroforezy.

Wymagania dotyczace aparatu do elektroforezy

Wymagania w zakresie aparatu 3130 Series (przed uzyciem nalezy aktywowac licencje na tryb 6-barwnikowy, zgodnie
z opisem w instrukcji uzytkownika)

System Wersja Dodatkowe
Sekwenator y . oprogra- . Moduty rozdziatu i warunki Odniesienia
operacyjny - oprogramowanie
mowania
3130 Windows® 7 Data 3130/3730 DC v4 e HIDFragmentAnalysis36_POP4_1 Applied Biosystems 3130
Collection | 6-Dye Module v1 Warunki nastrzyku: 3 kV/5 s Series Data Collection
SOftware 4 [Skontaktpwac sie Warunki rozdzielania: 15 kV/1 500 s SOftWare 4 Gettlng Started
z firma Life L Guide (Pub. no. 4477796)
: e Zestaw barwnikow J6
Technologies)
3130xt ¢ HIDFragmentAnalysis36_POP4_1
Warunki nastrzyku: 3 kV/10 s
Warunki rozdzielania: 15 kV/1500 s
e Zestaw barwnikow J6

+ Walidacje zestawu GlobalFiler™ Express Kit przeprowadzono przy uzyciu konfiguracji 3130x(, 3500 i 3500xL.

2

GlobalFiler™ Express PCR Amplification Kit - PCR Amplification and CE — skrécona instrukcja obstugi



Wymagania w zakresie aparatu 3500 Series (przed uzyciem nalezy uruchomi¢ narzedzie HID Updater zgodnie z
opisem w niniejszej instrukcji uzytkownika)

Sekwenator

System
operacyjny

Wersja
oprogra-
mowania

Dodatkowe
oprogramowanie

Moduty rozdziatu i warunki

Odniesienia

35007

3500xL*

Windows
Vista®

3500 Data
Collection
Software v1

HID Updater 3500
DC v2
(Part no. 4480670)

e Wzorniki ptytek: é6dye_36_POP4

e Oznaczenia: GF+Norm_POP4 i
GF_POP4 z protokotem aparatu
HID36_POP4_J6_NT3200, przy
spetnieniu nastepujacych warunkéw:

- Modut rozdziatu: HID36_POP4

- Warunki nastrzyku: 1,2 kV/15 s

- Warunki rozdzielania: 13 kV/1550 s
- Zestaw barwnikow J6

e Wzorniki ptytek: 6dye_36_POP4_xl

e Oznaczenia: GF+Norm_POP4 xl
i GF_POP4_xl z protokotem aparatu
HID36_POP4xL_J6_NT3200, przy
spetnieniu nastepujacych warunkow:

- Modut rozdziatu: HID36_POP4

- Warunki nastrzyku: 1,2 kV/24 s

- Warunki rozdzielania: 13 kV/1550 s
- Zestaw barwnikéw J6

Applied Biosystems 3500/
3500xL Genetic Analyzer User
Guide (Pub. no. 4401661)

HID Updater 3500 Data
Collection Software v2 Release
Notes

35007
3500xL*

Windows® 7

3500 Data
Collection
Software v2

HID Updater 3500
DC v2
(Part no. 4480670)

Takie same, jak wymienione powyzej w
przypadku oprogramowania 3500 Data
Collection Software v1

3500/3500xL. Genetic Analyzer
User Guide (Pub. no. 4476988)

HID Updater 3500 Data
Collection Software v2 Release
Notes

+ Walidacje zestawu GlobalFiler™ Express Kit przeprowadzono przy uzyciu konfiguracji 3130x(, 3500 i 3500xL.

Wymagania w zakresie aparatu 3730 Series (przed uzyciem nalezy aktywowac licencje na tryb 6-barwnikowy, zgodnie
z opisem w instrukcji uzytkownika)

Analizator System Wersja Dodatkowe . . . L
. oprogra- . Moduty rozdziatu i warunki Odniesienia
DNA operacyjny . oprogramowanie
mowania
3730 Windows® 7 Data 3030/3730 DC v4 e GeneMapper36_POP7_1 Applied Biosystems 3730/
Collection | 6-Dye Module v1 Warunki nastrzyku: 2 kV/10 s 3730xl DNA Analyzer Getting
Software 4 [skpntaktpwac sie Warunki rozdzielania: 15 kV/1200 s Started Guide
z firma Life L (Pub. no. 4478016)
. e Zestaw barwnikow Jé
Technologies)

Przeprowadzanie elektroforezy

Probki do elektroforezy nalezy przygotowac bezposrednio przed wlozeniem do urzadzenia.

1. Obliczy¢ objeto$é odczynnika Hi-Di"™" Formamide i standardu wielko$ci wymaganych do przygotowania prébki:

Odczynnik Objetos¢ na reakcje
GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard v2.0 0,5 pl
Hi-Di™ Formamide 9,5 ul
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Uwaga: W obliczeniach nalezy uwzgledni¢ dodatkowe probki, aby zapewni¢ dodatkowa ilos¢
odczynnikdéw na wypadek strat podczas pipetowania.

WAZNE! Tloé¢ standardu wielkoéci podana w tabeli to wartoé¢ sugerowana. Okresli¢ odpowiednia iloé¢ standardu wielkosci
w oparciu o wlasne dos§wiadczenia i uzyskane wyniki.

2. Przenies¢ pipeta wymagana objetos¢ sktadnikéw do odpowiedniej probéwki polipropylenowej.
3. Wymiesza¢ probowke, a nastepnie krétko odwirowac.

4. Do poszczegdlnych dotkéw mikroptytki reakcyjnej 96-dotkowej MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate dodaé:
¢ 10 pl mieszaniny formamidu i standardu wielko$ci
¢ 1 pl produktu reakcji PCR lub produktu Drabina alleli
Uwaga: Do pustych dotkéw doda¢ 10 ul odczynnika Hi-Di' Formamide.

5. Zakry¢ mikroptytke reakcyjna odpowiednig przykrywka, a nastepnie wymiesza¢ w wytrzasarce i krétko odwirowac
mirkoptytke, tak aby zawartos$¢ kazdego dotka zebrata sie na dnie.

. Ogrzewa¢ mikroptytke reakcyjng w termocyklerze przez 3 minuty w temperaturze 95°C.
. Natychmiast umiesci¢ ptytke na lodzie na 3 minuty.

6
7
8. Umiesci¢ plytke w statywie i wsuna¢ do autosamplera.
9

. Uruchomi¢ proces elektroforezy.

Analiza danych

Informagje o sposobie konfiguracji oprogramowania GeneMapper ® ID-X Software pod katem analizy danych: GlobalFiler™ Express
PCR Amplification Kit User Guide (Pub. no. 4477672), GeneMapper® ID-X Software v1.4 New Features and Installation Procedures User
Bulletin (Pub. no. 4477684) lub GeneMapper® ID-X SoftwareVersion 1.0 Getting Started Guide (Pub. no. 4375574).

Ograniczona gwarancja na produkt

Firma Life Technologies Corporation i/lub jej spolki zalezne udzielaja gwarancji na produkty zgodnie z zapisami ogéInych
warunkdéw i postanowien dotyczacych sprzedazy produktéw firmy Life Technologies, ktére mozna znalez¢ w witrynie internetowej
firmy Life Technologies pod adresem www.lifetechnologies.com/termsandconditions. Wszelkie pytania nalezy kierowa¢ do firmy
Life Technologies na adres www.lifetechnologies.com/support.

Produkt przeznaczony wytacznie do celéw sadowych lub ustalania ojcostwa.
Informacje podane w niniejszej instrukcji moga ulec zmianie bez powiadomienia.

ZRZECZENIE SIE ODPOWIEDZIALNOSCI: FIRMA LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION I/LUB JEJ SPOLKI ZALEZNE NIE UDZIELAJA ZADNYCH GWARANCJI W ODNIESIENIU DO
NINIEJSZEGO DOKUMENTU, WYRAZNYCH ANI DOROZUMIANYCH, W TYM MIEDZY INNYMI GWARANCJI W ZAKRESIE ZBYWALNOSCI, PRZYSTOSOWANIA DO OKRESLONEGO CELU ORAZ
NIENARUSZALNOSCI. W WYMIARZE OGRANICZONYM PRZEZ PRAWO, W ZADNYM WYPADKU FIRMA LIFE TECHNOLOGIES I/LUB JEJ SPOLKI ZALEZNE NIE BEDA PONOSILY )
ODPOWIEDZIALNOSCI, UMOWNEJ, DELIKTOWEJ, GWARANCYJNEJ ANI OPARTEJ NA ZADNYCH INNYCH REGULACJACH LUB INNEJ PODSTAWIE, ZA WYMIERNE, UBOCZNE, POSREDNIE,
DOMNIEMANE, WIELOKROTNE BADZ WYNIKOWE SZKODY POWSTALE W ZWIAZKU Z NINIEJSZYM DOKUMENTEM, W TYM MIEDZY INNYMI Z JEGO ZASTOSOWANIEM.

© 2012 Life Technologies Corporation. Wszelkie prawa zastrzezone. Znaki towarowe wymienione w niniejszym dokumencie sa wtasnoscia firmy Life Technologies Corporation i/lub jej spétek
zaleznych badz odpowiednich wtascicieli. Windows i Windows Vista sa znakami towarowymi firmy Microsoft Corporation.

Headquarters o
5791 Van Allen Way | Carlsbad, CA 92008 USA | Phone +1 760 603 7200 | Toll Free in USA 800 955 6288
For support visit lifetechnologies.com/support technologies™
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