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Anderungshinweis

Bitte beachten Sie die folgenden Anpassungen gegentiber der
vorherigen Handbuch-Version:

Dokumentnummer Anderungen Datum

DGQHBO1v1de Initiale Version des Handbuches 09.03.2022

Erganzung des Workflows flr den
DGQHBO01v2de QuantStudio Absolute Q, Entfernung des 13.02.2025
QuantStudio 3D (diskontinuiert)

Neue Artikelnummer fiir DIP Positive
Control
DGQHBO1v3de Erganzung des Workflows fiir das QlAcuity 11.04.2025

Digital PCR System

Fur weitere Fragen, kontaktieren Sie uns gerne
unter +49 351 8838 400 oder
support@biotype.de

DGQHBO1v3de



Mentype® DigitalQuant

Inhalt

Produktbeschreibung...........ceoe s 4
Zusammenfassung und Erlauterung ..........ccccccmniiiinninniennsennnnseeenn. 4
Mitgelieferte Materialien...........cccooiiiiiniininc 5
Reagenzienlagerung und -handhabung ... 6
Erfolderliche, nicht mitgelieferte Materialien............cccccccmririccciieeneennnn. 6

Allgemeine Laborausstattung..........ccoocieiiiiiiiiii e 6

Allgemeine Reagenzien und Kits unabhangig von der dPCR Plattform...7

Probenmaterial ... 7
Warnungen und Sicherheitshinweise.........cccccccmriiicciicrrin e, 8
DUrchfihrung ... 9

Probenvorbereitung...........oooiiiiiiii 9

Vorbereitung der Kontrollproben ... 9

Optional: Bestimmung des Allelstatus der informativen Loci.................. 10

Quantifizierungsprotokoll.............coooiiiiiieii e 10
Protokoll fiir die droplet digital™ PCR (ddPCR™ von Bio-Rad) .......... 11

Zusatzlich bendtigte Reagenzien und Materialien .............cccccooviiiiee. 11

Experimenteller Ablauf ... 12

DatenanalySe ........c.eviiiiiiiiii e 18
Protokoll fiir den QuantStudio™ Absolute Q™ (Thermo Fisher
SCIEeNtific)..ccciiii i ————————— 20

Zusatzlich bendtigte Reagenzien und Materialien .............cccccooviiiiee. 20

Experimenteller Ablauf ... 21

DatenanalySe ........c..eviiiiiiiiii e 23
Protokoll fiir das QlAcuity Digital PCR System (Qiagen) ........cccccccc..... 26

Zusatzlich bendtigte Reagenzien und Materialien .............cccccooiiiee 26

Experimenteller Ablauf ... 27

DatenanalySe ........c..eeiiiiiiiiii e 29
Berechnung der absoluten DNA-Proportionen ..........ccccccemreiiniiciinennnns 31

Charakteristik und Verfiigbarkeit der Mentype® DigitalQuant Assays 32

DGQHBO1v3de 2



Mentype® DigitalQuant

QUAlItAtSKONLIONIE .......eeeeierecerree e e 34
Technische Unterstiitzung.........ccccccocmminiiimninninn e 34
REfEreNZeN....... e 34
EinSChrankungen............oceiiiiiiiccccsecrrs s s ssssss e e s s s s s sssmns e e s e s ss s smnmnenes 35
Bestellinformation ... 36
Marken und Haftungsausschluss .........ccccvviiiiiininiinern s 38
SYMDBOIE ... ————————— 39

DGQHBO1v3de 3



Mentype® DigitalQuant

Produktbeschreibung

Das Testkit Mentype® DigitalQuant ist zur absoluten Quantifizierung von
DNA-Anteilen aus Mischproben bestimmt.

Das Testkit darf nur fir Forschungszwecke verwendet werden, eine Nutzung
zu diagnostischen Zwecken ist nicht gestattet.

Das Testkit darf nur von professionellen Nutzern angewendet werden, die
auf molekular-biologische Techniken im Allgemeinen und die Durchfiihrung
der digitalen PCR im Besonderen geschult sind.

Zusammenfassung und Erlauterung

Der Mentype® DigitalQuant Ansatz setzt die hochempfindliche digitale PCR-
Technologie ein, die eine absolute Quantifizierung der DNA ermdglicht.
Spezifisch fur die digitale PCR (dPCR) ist die Proben-Partitionierung in eine
grof3e Anzahl von Kompartimenten. Jedes Kompartiment stellt ein separates
Reaktionsgefall dar, welches Nanoliter der Probe enthalt und als separate
PCR-Reaktionskammer fungiert. Je nachdem, wie viele Exemplare der Ziel-
DNA-Molekiile in die Kompartimente aufgeteilt wurden (Null, eine oder
mehrere Kopien), wird eine Vielzahl von Replikaten in jedem einzelnen PCR-
Lauf erzeugt. Mit Hilfe der Poisson-Statistik kann die absolute Anzahl der
Startkopien sehr genau bestimmt werden. Nach der PCR wird jedes
Kompartiment automatisch analysiert und fir die Ziel-DNA der positive oder
negative Anteil bestimmt. Da bei der digitalen PCR der end-point Nachweis
des Amplifikationsprodukts verwendet wird, sind Kalibrierungskurven nicht
erforderlich.

Mentype® DigitalQuant-Assays wurden entwickelt, um zuvor identifizierte
DIP-Loci (Deletion-Insertion-Polymorphismus, auch INDEL genannt)
quantitativ zu analysieren. Diese Assays stellen ein Set von 29
verschiedenen DIP-Allelen dar und sind als Duplexmischungen entweder in
Kombination mit 3-Globin als aktiver Referenz (REF) oder mit SRY als Y-
Chromosom-spezifischer Marker erhaltlich. Zusatzlich wird eine
Kombination von SRY / REF als Assay bereitgestellt. (siehe Abbildung 1).
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Probenahme

-

DNA-Isolation

(-

DNA-Quantifizierung

-

|dentifizierung informativer
Allele

Absolute Quantifizierung Mentype®
der informativen Allele DigitalQuant

Abbildung 1 Von der Probe bis zur Analyse mit dem Mentype® DigitalQuant

Alle spezifischen DIP-Marker (siehe Tabelle 18) sind mit FAM markiert, die
aktive Referenz (REF) und die SRY Y-chromosomenspezifischen Marker
werden Uber den HEX-Kanal (bzw. bei Nutzung des QuantStudio™ Systems
VIC-Kanal) detektiert. Da alle verfligbaren Assays mit den gleichen
Parametern durchgefihrt werden, kann eine parallele Analyse von mehreren
DIP-Markern in einem Analyseansatz erfolgen.

Mitgelieferte Materialien

Die folgenden Reagenzien zur Durchfiihrung des Kits Mentype® DigitalQuant
sind im Lieferumfang enthalten:

Tabelle 1 Inhalt des Mentype® DigitalScreen Kits

Deckel- Anzahl
farbe pro Kit

Nuclease-Free Nuklease-freies Hellblau ]

Water Wasser

Mentype® Mentype®

DigitalQuant DigitalQuant Rot

Primer Mix Primer Mix

Lagerung

Komponente Reagenz

-25 °C bis

1x63uL ~19°C

DGQHBO1v3de 5



Mentype® DigitalQuant

Bitte beachten Sie, dass die Verpackungsgrée die Anzahl '

der Testungen beschreibt, ohne die Anzahl der

1 erforderlichen  Kontrollen oder den erforderlichen
Uberschuss zum Pipettieren zu berticksichtigen.

Reagenzienlagerung und -handhabung

Das Kit wird auf Trockeneis versandt. Die Bestandteile des Kits sollten
gefroren ankommen. Bitte Uberpriifen Sie die Vollstandigkeit des Kits bei
Erhalt. Verwenden Sie keine Kits, die bei der Ankunft aufgetaut wurden.
Wenn eine oder mehrere Komponenten nicht gefroren sind oder wenn die
Roéhrchen oder die Verpackung wahrend des Transports beschadigt wurden,
kann die Leistung nicht garantiert werden.

Lagern Sie alle Komponenten lichtgeschutzt bei -25 °C bis -15 °C. Das
Verfallsdatum des Kits ist auf dem Etikett der Kit-Verpackung angegeben.
Die Anzahl von 10 Frieren-Tauen-Zyklen sollte nicht Gberschritten werden.

Erfolderliche, nicht mitgelieferte Materialien

Allgemeine Laborausstattung

= Tischzentrifuge mit Rotor fir 2 mL Reaktionsgefale

= Zentrifuge mit einem Rotor fiir Mikrotiterplatten

= Vortex-Mischer

= Kalibrierte, einstellbare Pipetten mit aerosoldichten Filterspitzen

= Geeignete 200 pL  96-Well-Reaktionsplatten  (abhéngig  vom
Geratehersteller) mit geeigneter Folie, PCR-Qualitat

= Geeignete Racks fur 2 mL-Reaktionsgefalie

= Kuhlrack fir 2 mL-Reaktionsgefalle

= Puderfreie Einweghandschuhe

= NanoDrop™ Spektrophotometer oder Qubit Fluorometer

= PCR-Arbeitsplatz oder Sterilbank

DGQHBO1v3de 6



Mentype® DigitalQuant

Das gesamte fiir die PCR verwendendete Material muss von

angemessener Qualitdt sein (DNA-frei und fir die

Molekularbiologie geeignet). Bitte stellen Sie sicher, dass alle

1 verwendeten Gerate gemal den Anweisungen und
Empfehlungen des Herstellers installiert, kalibriert, Gberpruft
und gewartet wurden.

Allgemeine Reagenzien und Kits unabhéangig von der dPCR
Plattform

Tabelle 2 Erforderliche aber nicht mitgelieferte Materialien

Reagenz Anbieter Bestellnummer
20 rcactons POTYPEGION - ETsz0n0100
?(I)A:rr;\gsDNA Blood Mini Kit, Qiagen 51104
ggcl;jlfspsspin Blood L Kit, Macherey-Nagel 740954.20

Probenmaterial

Das folgende Probenmaterial wurde mit den Mentype® DigitalQuant Kits
verifiziert:

= DNA, extrahiert aus peripheren vendsen Blutproben
= DNA, extrahiert aus Knochenmark

Die DNA sollte direkt nach der Extraktion mit dem NanoDrop
Spektrophotometer oder dem Qubit Fluorometer quantifiziert werden.
Konzentrierte DNA kann durch Verdinnung mit 1 x TE-Puffer auf die
bendtigte Konzentration von 2 — 4 ng/uL eingestellt werden.

DGQHBO1v3de
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Warnungen und Sicherheitshinweise

Lesen Sie die Anweisungen sorgfaltig durch, bevor Sie das Produkt
verwenden.
Lesen Sie die Sicherheitsdatenblatter (SDS) fur alle BIOTYPE Produkte,
die unter https://www.biotype.de/sicherheitsdatenblatter und auf Anfrage
erhaltlich sind. Bitte wenden Sie sich an die jeweiligen Hersteller, um
Kopien der SDS flr zusatzlich bendtigte Reagenzien zu erhalten.
Kitkomponenten verschiedener Kitchargen dirfen nicht gemischt
werden.
Das Aliquotieren der Kitkomponenten in andere Reaktionsgefalie ist
nicht erlaubt.
Dieses Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die speziell in
PCR-Techniken unterwiesen und geschult sind.
Uberpriifen Sie das Produkt und seine Komponenten vor dem ersten
Gebrauch auf:

o Unversehrtheit

o Vollstandigkeit in Bezug auf Anzahl, Typ und Fullung (siehe

Kapitel Mitgelieferte Materialien)

o Korrekte Beschriftung

o Zustand bei der Ankunft.
Verwenden Sie kein Kit, dessen Verfallsdatum tberschritten ist.
Entsorgen Sie Proben- und Assayabfélle entsprechend den drtlichen
Sicherheitsvorschriften.
Alle verwendeten Gerate wurden gemafR den Anweisungen und
Empfehlungen des Herstellers installiert, kalibriert, Uberpruft und
gewartet.

DGQHBO1v3de
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Durchfihrung

Probenvorbereitung

Probenahme und DNA Extraktion

Dieser Test ist fur die Verwendung von genomischer DNA, welche aus
peripheren Blutproben sowie Knochenmark extrahiert wurde, vorgesehen.
Die Nutzung anderer Proben (z. B. sortierte Zellen) muss vom Anwender
eigenverantwortlich validiert werden. Die Probenahme kann Uuber
standardmaRig verwendete Blutentnahmerohrchen stattfinden. Die Proben
sollten nach der Entnahme gekiihlt (4-8 °C) gelagert werden und so bald wie
maoglich zur DNA-Extraktion genutzt werden. Zur gDNA-Extraktion sollten
kommerziell erhaltliche Kits zur Isolation von genomischer DNA verwendet
werden. Die folgenden Kits werden zur DNA-Extraktion empfohlen:

= QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)
= NucleoSpin Blood L Kit (Macherey-Nagel)

Konzentrierte gDNA kann durch Verdinnung mit 1x TE-Puffer auf die
bendtigte Konzentration eingestellt werden. gDNA sollte bei -25 °C bis
-15 °C gelagert werden.

DNA Lagerung

Lagern Sie die DNA-Proben bei -25 °C bis -15 °C. Unverdinnte DNA Proben
kénnen 4 Wochen lang bei 2 °C bis 8 °C oder bei -25 °C bis -15 °C fur
langere Zeit aufbewahrt werden.

Vorbereitung der Kontrollproben

Positivkontrolle PC

Tauen Sie die DIP Positive Control (DPC, separat erhaltlich) auf,
homogenisieren Sie diese durch vorsichtiges vortexen, gefolgt von kurzem
Abzentrifugieren. Setzen Sie die DPC unverdiinnt anstelle einer Probe ein.

DGQHBO1v3de 9



Mentype® DigitalQuant

No Template Kontrolle (NTC)

Verwenden Sie das im Kit enthaltene Nuclease-Free Water als No Template
Kontrolle (NTC) anstelle einer Probe.

Optional: Bestimmung des Allelstatus der informativen
Loci

Falls der Allelstatus der informativen Loci nicht vorliegt, muss dieser vor der
Berechnung der DNA-Anteile der Mischprobe bestimmt werden. Hierzu
analysieren Sie die Ausgangsprobe mit dem entsprechenden informativen
Mentype® DigitalQuant Marker. Es wird der Einsatz von 10-25 ng DNA in die
Reaktion empfohlen. Nach erfolgter Analyse der Ausgangsprobe wird der
Allelstatus berechnet.

Wenn das prozentuale Verhaltnis der Konzentration (Kopien/pL) im FAM-
Kanal (AOI, Allele of Interest, DIP-Loci oder SRY) zu der Konzentration
(Kopien/uL) im HEX- bzw. VIC-Kanal (REF) weniger als 65 % betragt, ist das
AOI im Marker heterozygot. Ist das Verhaltnis groRer als 65 %, so handelt
es sich um einen homozygoten Marker. Die daraus resultierenden
Berechnungsformeln entnehmen Sie im Folgenden den Tabelle 13 - Tabelle
16.

Verhaltnis [%] = (100 * conc(copies/uL) AOI)

conc(copies/uL) REF

Quantifizierungsprotokoll

Generell wird die Quantifizierung mit Mentype® DigitalQuant durch das
Verhaltnis der Konzentration des informativen DIP-Locus (FAM,
Konzentration (Kopien/pL) zur Konzentration von REF oder SRY (HEX bzw.
VIC Kanal, Konzentration (Kopien/uL) innerhalb eines Duplex-Assays
berechnet.

DGQHBO1v3de 10
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Py Fur eine statistisch gesicherte und robuste DNA-Analyse wird
1 die Analyse von mindestens 2 und optimal 3 informativen Loci
empfohlen.

Protokoll fiir die droplet digital™ PCR (ddPCR™
von Bio-Rad)

Zusatzlich benotigte Reagenzien und Materialien

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3 spezielle Gerdte und Verbrauchsmaterialien fiir die droplet digital
PCR (Bio-Rad)

Bestell-
Verbrauchsmaterial Anbieter

nummer
2x ddPCR™ Supermix for Probes Bio-Rad Laboratories 1863024
(No dUTP), 5 x 1 mL
FastDigest EcoRl, 800 reactions Thermo Fisher FD0274

Scientific

QX200™ Droplet Generator Bio-Rad Laboratories 17005227
PX1 PCR Plate Sealer Bio-Rad Laboratories 17005226
QX200™ Droplet Reader Bio-Rad Laboratories 17005228

Droplet Generation Oil for Probes, 10  Bio-Rad Laboratories 1863005
X7 mL
ddPCR™ Droplet Reader Oil,2x 1L  Bio-Rad Laboratories 17005221

DG8™ Cartridge Holder, 1 x Bio-Rad Laboratories 1863051
DG8™ Cartridges for Bio-Rad Laboratories
QX200™/QX100™ Droplet 17005222
Generator, 24 x

DG8™ Gaskets for Bio-Rad Laboratories
QX200™/QX100™ Droplet 17005223
Generator, 24 x

Pierceable Foil Heat Seals, 100 x Bio-Rad Laboratories 17005225
ddPCR™ 96-Well Plates, semi- Bio-Rad Laboratories 17005224
skirted, 25 x

DGQHBO1v3de 11



Mentype® DigitalQuant

Bestell-

Verbrauchsmaterial Anbieter

nummer

ddPCR™ Buffer Control for Probes, 2 Bio-Rad Laboratories 1863052
x 4,5 mL
96-well PCR Folie beliebig verschiedene

Gerate und Software

Das Testkit Mentype® DigitalQuant wurde mit dem Bio-Rad QX100™ und

QX200™ Droplet Digital™ PCR System und den folgenden Thermocyclern

validiert:

= Applied Biosystem GeneAmp® PCR System 9700 Aluminium and
GeneAmp® PCR System 9700 Silver

» Eppendorf Mastercycler ep-S und Mastercycler nexus

= Biometra T1

» Bio-Rad DNA Engine PTC-200

Experimenteller Ablauf

Mastermix Ansatz

Stellen Sie folgende Komponenten bereit, tauen Sie die Reagenzien bei
Bedarf auf und mischen Sie diese kurz. Zentrifugieren Sie die Reagenzien
anschlieRend kurz (ca. 5s) ab. Lagern Sie das Enzym wahrend der
Benutzung auf einem Kiihlrack.

Nuclease-Free Water (blauer Deckel, im Kit enthalten)

Mentype® DigitalQuant Primer Mix (roter Deckel, im Kit enthalten)
EcoRIl Enzym

2x ddPCR™ Supermix for Probes (No dUTP)

Beachten Sie die Haltbarkeit des 2x ddPCR™ Supermix for

ﬁ Probes (No dUTP) nach Anbruch. Dieser sollte nach dem

Auftauen fir maximal 2 Wochen bei 4 °C gelagert und
verwendet werden.

DGQHBO1v3de 12



Mentype® DigitalQuant

Bereiten Sie den Mastermix Ansatz entsprechen Tabelle 4 vor.

Tabelle 4 PCR Mastermix Ansatz

Komponente Volumen pro Reaktion

Nuclease-Free Water 2,5uL
2x ddPCR™ Supermix for Probes (No dUTP) 10,0 pL
Mentype® DigitalQuant Primer Mix 2,0 uL
FastDigest EcoRI enzyme 0,5 L
Volumen Mastermix/Well 15,0 uL
DNA Template (10 ng/uL) oder 5,0 UL
Kontrollproben

Die Nachweisgrenze und Sensitivitit der Mentype®
° DigitalQuant Analyse hangt von der Qualitadt und Menge der
1 verwendeten DNA ab. Die allelspezifische Primermischung

ist fir maximale Spezifitdt und Sensitivitat (0,1 %) auf die

Verwendung von 50 ng gereinigter Gesamt-DNA optimiert

Mixen Sie den PCR Mastermix vorsichtig ohne Luftblasen zu erzeugen und
zentrifugieren Sie anschlieRend kurz ab. Legen Sie in jedes Well 15 uL des
Mastermixes vor, pipettieren Sie anschlieRend die Proben hinzu.
VerschlieBen Sie die PCR-Reaktionsgefalle, vortexen Sie kurz und
zentrifugieren Sie die Platte kurz ab.

Zugabe von DNA-Templates und Kontrollen

Figen Sie 5,0 yL der folgenden Probentypen den vorbereiteten PCR-
Reaktionsgefallen hinzu, welche bereits den PCR Mastermix enthalt.

NTC: Fugen Sie 5,0 yL des Nuclease-Free Waters anstelle einer Probe
hinzu.

DNA-Probe: Fligen Sie 5,0 uL der vorbereiteten, verdiinnten DNA Probe
(10 ng/uL) hinzu.
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Mentype® DigitalQuant

PC: Fiigen Sie 5,0 pL der unverdiinnten DIP Positive Control (DPC) anstelle
einer Probe hinzu.

Restriktionsverdau

Die BIOTYPE Mentype® Digital-Assays sind spezifisch fir den EcoRI-
Restriktionsverdau.

Der Restriktionsverdau der zu analysierenden DNA vor der
Tropfchenerzeugung wird empfohlen. Der Verdau kann direkt im PCR-
Reaktionsgefall durchgefiihrt werden. Verwenden Sie max. 1 pyL FastDigest
EcoRI-Enzym (siehe Tabelle 4), um bis zu 1 ug genomische DNA in einem
Gesamtvolumen von 20 yL zu verdauen. Fur die Verwendung von Non-
FastDigest EcoRI Enzym werden 2 Einheiten pro 20 yL Reaktion empfohlen.

Nach Vorbereitung der PCR-Reaktionsgefalle mit Mastermix, DNA und
Kontrollen, werden diese verschlossen, gemischt (vortexen) und kurz
abzentrifugiert.

Anschlieend inkubieren Sie das Gemisch im Thermocycler fir 10 min bei
37 °C fur den Restriktionsverdau.

Droplet Digital™ PCR — Trépfchenerzeugung

Platzieren Sie die DG8-Cartridge in den Cartridge Holder. Pipettieren Sie
jede Probe (20 pyL des verdauten PCR-Gemisches) ca. 3-mal auf und ab,
bevor Sie die Probe in die mittlere Reihe der DG8-Cartridge Ubertragen -
beachten Sie die allgemeinen Richtlinien von Bio-Rad fir die
Tropfchenerzeugung.

Beginnen Sie mit dem Pipettieren des verdauten PCR-Mixes. Ubertragen
Sie die Proben in der DG8-Cartridge von links nach rechts. Alle 8 Wells der
DG8 Cartridge missen entweder mit Probe oder mit 1x ddPCR™ Buffer
Control for Probes (nicht im Kit enthalten) beftillt werden.

Nach Ubertragung aller 8 Proben, fiillen Sie 70 uL Droplet Generation (DG)
Ol in die unterste Reihe der DG8-Cartridge. Alle 8 Ol-Wells der DG8
Cartridge missen DG Ol enthalten.
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Mentype® DigitalQuant

Spannen Sie die Gasket iber die DG8-Cartridge, indem Sie die Locher auf
beiden Seiten verwenden.

Nutzen Sie zur Befiillung der DG8 Cartridge stets die dafur
e vorgesehene Halterung. Das DG-Ol darf erst in die 8
1 Wells/Reaktionsgeféafie der DG8 Cartridge verteilen werden,
wenn alle 8 Wells/Reaktionsgefale mit Probe beflllt wurden.

Platzieren Sie die gefiilite, noch immer im Cartridge Holder sitzende, DG8
Cartridge in das QX100™/QX200™ Droplet Generator Instrument und
starten Sie die Generierung der Tropfchen.

Nach der Trépfchenerzeugung enthalt die obere Reihe der DG8 Cartridge
die generierten Tropfchenproben. Ubertragen Sie 40 uL der
Trépfchenproben in eine 96-Well-PCR-Platte. Verwenden Sie eine 8-Kanal-
Pipette, um Zeit zu sparen.

Pipettieren Sie die weiteren Proben in jeweils neue Cartridges.

Handhaben Sie die Proben nach der Tropfchenbildung
ﬁ vorsichtig (kein vortexen, kein zentrifugieren). Starten Sie

sofort, jedoch maximal 2 Stunden nach Abschluss der ersten

Tropfchengenerierung die PCR Amplifikation.

Zum Versiegeln der 96-well Platte legen Sie eine perforierbare Alu-Folie
(Pierceable Foil Heat Seal) auf die Platte und verschweilen diese im PX1
Plate Sealer. Beachten Sie hierbei auch die Bio-Rad Bedienungsanleitung
fir den PX1 PCR Plate Sealer.

PCR Amplifikation

Wenn die Heilversiegelung abgeschlossen ist, stellen Sie die 96-well PCR-
Platte in einen Thermocycler und starten Sie das Programm gemaf Tabelle
5. Stellen Sie das Probenvolumen auf 40 uL ein.

DGQHBO1v3de 15



Mentype® DigitalQuant

Die Einstellung der Heiz-und Kihirate ist abhangig von dem Blockmaterial
des PCR-Instruments:

= Fir PCR-Cycler mit Aluminium-Block verwenden Sie eine Heiz-und
Kihlrate von 2 °C/s.

Fir PCR-Cycler mit Silberblock verwenden Sie 1 °C/s;

Wenn Sie das Blockmaterial nicht bestimmen kénnen, verwenden Sie
1°Cls.

Tabelle 5 PCR Protokoll fiir Mentype® DigitalQuant (Anwendung mit
QX100/QX200)

Temperatur ~ Zeit =~ Zyklen  Heiz- und Kiihlrate
95 °C 10 min 1x
94 °C 30s
40 x 2°Cls
62 °C 60 s
98 °C 10 min 1x
4°C ) 1x 1°Cls

Auslesen der Droplets

Nachdem die Amplifikation beendet ist, geben Sie die PCR-Platte mit den
Proben-Troépfchen in den Halter des QX100™/QX200™ Droplet Reader.

Platte nicht vortexen und nicht zentrifugieren! Vorsichtiger
A Umgang ist geboten, um eine Beschadigung der Droplets zu
vermeiden.

Offnen Sie die Software Quanta™Soft von Bio-Rad. Erstellen Sie das
Platten-Layout fiir Ihr Experiment (vgl. Abbildung 2). Offnen Sie den Editor
(Applied Well Settings) durch Doppelklick auf ein Well im Plattenlayout.
Vergeben Sie den Proben-Namen, die Art des Experiments und legen Sie
fest, welches Assay welchem Fluoreszenz-Kanal entspricht. Anschlielsend
vergeben Sie die Probennamen an die entsprechenden DNA-Proben.

Fir die Analyse des Mentype® DigitalQuant Assays nutzen Sie die in Tabelle
6 aufgefiihrten Einstellungen:

DGQHBO1v3de 16
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Tabelle 6 Festzulegende Einstellungen zur Analyse der Mentype® DigitalQuant
Assays in der Software Quanta™Soft

Proben und Experiment Optionen Einstellungen

Sample

Name vergeben Sie einen Probennamen
Experiment Absolute Quantification (ABS)
Supermix ddPCR Supermix for Probes (no dUTP)
Target 1

Name Marker Name z. B. DP67

Type z. B. Ch 1 Unknown

Target 2

Name REF

Type z. B. Ch 2 Unknown

PY Alle spezifischen DIP-Marker (siehe Tabelle 17) sind mit FAM
1 markiert. Die Referenz (REF oder SRY) ist entsprechend mit
HEX markiert.

Nach Erstellung des Platten-Layouts starten Sie durch klicken den Run.

Der Droplet Reader zahlt fluoreszenz-positive und -negative Tropfchen flr
die absolute Quantifizierung der Ziel-DNA. Jedes probenenthaltende
Tropfchen wird sowohl fir die FAM- als auch die HEX-Fluoreszenz
individuell verarbeitet und verifiziert. Fiir die Konzentrationsberechnungen
werden nur Daten von Proben verwendet, wenn mindestens 10.000
akzeptierten Tropfchen analysiert wurden. Diesen Wert finden Sie in der
Datentabelle Table der Software Quanta™Soft, Spalte AcceptedDroplets,
oder in der Ansicht Events, bezeichnet als total.
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Datenanalyse

Generelle Bewertung

Laden Sie die Platte in das Setup-Fenster der Quanta™Soft Software (Bio-
Rad). Klicken Sie auf Analyze, um die Daten zu 6ffnen und zu analysieren.
Uberpriifen Sie die Daten im 2D Amplituden-Kanal, um sicherzustellen, dass
die automatisierte Clustertrennung korrekt ist (siehe Abbildung 2).

i s S B e = o e 1+ [

Abbildung 2 Ansicht 2D-Amplitude (Scatter Blot) der Tropfchenfluoreszenz

Alle 4 Cluster (grau, grin, orange, blau) missen vollstdndig getrennt sein
(siehe Abbildung 2). Wenn Cluster nicht korrekt getrennt sind, missen
manuell Korrekturen vorgenommen werden. Verwenden Sie hierzu die links
am Bildschirmrand angezeigten Tools (z. B. ,crosshair, Fadenkreuz). Die
Tropfchen interpretieren Sie wie folgt:

= doppelt negativ (grau),

= FAM positiv (blau),

= HEX positiv (griin) und

= doppelt positiv (orange - positiv fur FAM und HEX im selben Tropfchen).

Die manuelle Korrektur war erfolgreich, wenn die Farbe des Clusters bzw.
einzelner Trépfchen sich umwandelt und das Fadenkreuz rosa angezeigt ist.
Wahlen Sie anschlielRend die zu analysierenden Wells aus und klicken Sie
auf Table.
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Offnen Sie anschlieRend die Result Table um die Ergebnisse einzusehen.

Das Detektionslimit fir ein erfolgreich durchgefiihrtes

Experiment liegt bei finf FAM-positiven Tropfchen. Ein

1 Ergebnis mit weniger als funf Tropfchen wird als negativ
definiert, der FAM-Cluster wurde nicht erkannt.

Mindestanforderungen an Dropletdaten vor der Berechnung

Bevor der Anteil der Mischprobe berechnet wird, sollten die Daten
hinsichtlich ihrer Qualitat Gberprift werden:

= Pro Probe sollten mindestens 10.000 Droplets erkannt und
analysiert werden.

= Das Detektionslimit fur ein erfolgreich durchgeflihrtes Experiment
liegt bei funf FAM-positiven Tropfchen. Hierbei kann die
Amplifikation im FAM-Kanal alleine (blaues Cluster) sowie im FAM-
und HEX-positiven Cluster (oranges Cluster) vorliegen. Ein Ergebnis
mit weniger als funf Tropfchen wird als negativ definiert.
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Protokoll fiir den QuantStudio™ Absolute Q™
(Thermo Fisher Scientific)

Bei Nutzung des QuantStudio Absolute Q wird die
A Verwendung des DP301-D+Ref wegen verringerter Leistung
nicht empfohlen.

Zusatzlich benotigte Reagenzien und Materialien

Reagenzien und Verbauchsmaterialien

Tabelle 7 Zusatzliche Verbrauchsmaterialien fiir den QuantStudio Absolute Q
(Thermo Fisher Scientific)

Verbrauchsmaterial Anbieter Artikelnummer

AbsoluteQ™ DNA Digital Master Thermo Fisher

Mix (5x), 200 Reaktionen Scientific A52490
QuantStudio™ Absolute Q™ Thermo Fisher A52865
MAP16 Plate Kit, 12 plates Scientific

Gerit und Software

Das Testkit wurde mit dem QuantStudio™ Absolute Q™ Digital PCR System
(Thermo Fisher Scientific, A52864) und der folgenden Software verifiziert:

=  QuantStudio™ Absolute Q™ Digital PCR Software (Version 6.2.0)
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Experimenteller Ablauf

Mastermix Ansatz

Bereiten Sie die folgenden Komponenten vor und tauen Sie die Reagenzien
nach Bedarf auf und homogenisieren Sie sie. Anschlielend sollten die
Reagenzien kurz zentrifugiert werden (ca. 5 s).

= Nuclease-free Water (hellblauer Deckel, im Kit enthalten)

*= Mentype® DigitalQuant Primer Mix (roter Deckel, im Kit enthalten)
= AbsoluteQ™ DNA Digital Master Mix

= AbsoluteQ™ Isolation Buffer

Bereiten Sie den PCR-Mastermix gemaf Tabelle 8 vor. Berlicksichtigen Sie
bei der Berechnung des erforderlichen Mastermixvolumens die Anzahl der
positiven und negativen Kontrollreaktionen. Fligen Sie zu dieser Zahl ein
oder zwei Reaktionen hinzu, um Pipettierfehler zu kompensieren.

Tabelle 8: PCR Mastermix

Komponente Volumen pro Reaktion ‘
Nuclease-Free Water 5,0 uL
AbsoluteQ™ DNA Digital Master Mix 2,0 yL
Mentype® DigitalQuant Primer Mix 1,0 L
Volumen Mastermix/Well 8,0 uL
DNA Template* (25 ng/uL) oder Kontrollprobe 2,0 uL

* fur DNA-Proben mit schlechter Qualitat kann das Volumen auf 7uL erhéht werden, wenn das Volumen des
Nuklease-freien Wassers entsprechend angepasst wird

Die Nachweisgrenze und Sensitivitdt der Mentype®
PY DigitalQuant Analyse hangt von der Qualitdt und Menge der
1 verwendeten DNA ab. Die allelspezifische Primermischung

ist fir maximale Spezifitdt und Sensitivitat (0,1 %) auf die

Verwendung von 50 ng gereinigter Gesamt-DNA optimiert.
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Zugabe von DNA-Templates und Kontrollen

Figen Sie 2,0 yL der folgenden Probentypen den vorbereiteten PCR-
Reaktionsgefallen hinzu, welche bereits den PCR Mastermix enthalt.

NTC: Fligen Sie 2,0 yL des Nuclease-Free Waters anstelle einer Probe
hinzu.

DNA-Probe: Flgen Sie 2,0 yL der vorbereiteten, verdinnten DNA Probe
(25 ng/pL) hinzu.

PC: Fugen Sie 2,0 pyL der unverdinnten DIP Positive Control (DPC) anstelle
einer Probe hinzu.

g Bei Verwendung der QuantStudio Absolute Q Plattform ist

1 kein Restriktionsverdau des DNA Templates erforderlich.

Beladen des Arrays

Achten Sie bei der Handhabung der MAP16-Plate darauf, dass Sie nur den
auflleren Rahmen berlhren, um Beschadigungen und Verunreinigungen zu
vermeiden. Fihren Sie alle Methoden auf einer flachen, staubfreien
Oberflache durch, um die Integritat der Proben und der Platte zu erhalten.
Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, verwenden Sie immer eine neue
Pipettenspitze fir jedes Well.

Fillen Sie 9 yL des PCR-Mix ein, indem Sie die Pipette in einem 45°-Winkel
halten und den Mix auf den Boden des Wells geben. Driicken Sie die Pipette
nur bis zum ersten Anschlagpunkt, um Luftblasen zu vermeiden.

Flgen Sie 15 uL des Absolut Q Isolation Buffer auf die gleiche Weise hinzu,
indem Sie die Pipette in einem 45°-Winkel halten und nur bis zum ersten
Anschlagpunkt driicken.

Legen Sie schlieRlich 5 Dichtungen auf die MAP16-Plate und achten Sie
darauf, dass die mit ,A“ markierten Enden mit der Oberseite der Platte
ausgerichtet sind.

Setzen Sie die Platte in das Gerat ein.
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Wenn Sie diese Schritte befolgen, koénnen Sie eine genaue und
kontaminationsfreie Handhabung der MAP16-Plate und ihrer Komponenten
gewahrleisten.

Amplifikation und Laufparameter

Wahlen Sie die verwendeten Spalten der MAP-Plate innerhalb der Platemap
der Software aus.

Flahren Sie den Lauf unter Verwendung der Amplifikationsparameter aus wi
in Tabelle 9 durch und wahlen Sie die Detektion des FAM- und HEX-Kanals
aus:

Tabelle 9 PCR-Protokoll fiir den Mentype® DigitalQuant auf dem Quantstudio
Absolute Q

Temperatur Zeit Zyklen ‘
96 °C 10 min 1x
96 °C 5s
40 x
62 °C 30s
4°C w0 1x

i Ungenutzte Spalten der MAP-Plate kénnen in einem weiteren

Lauf verwendet werden.

Datenanalyse

Generelle Bewertung

Importieren Sie den abgeschlossenen Lauf in das Fenster Runs (Laufe) der
Absolute Q™ Digital PCR Software (Thermo Fisher Scientific). Offnen Sie
die Registerkarte Analysis, um die Ergebnisse anzuzeigen. Klicken Sie auf
Probe, wahlen Sie alle Kanéle aus und wahlen Sie dann die 2D-Plot-Ansicht.
Uberpriifen Sie die Daten im 2D-Amplitudenkanal, um zu tiberpriifen, ob der
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automatische Threshold und die Clustertrennung korrekt sind (siehe

Abbildung 3)

FAM/HEX

5k a o L s,
:
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

HEX fluorescence
Abbildung 3 2D Amplitude (Scatter Plot) der Fluoreszenzen

Alle 4 Cluster (schwarz, grin, orange, lila) missen vollstandig getrennt
erscheinen (siehe Abbildung 3). Wenn die Cluster nicht genau getrennt sind
oder der automatische Threshold nicht korrekt ist, missen Sie manuell
Korrekturen vornehmen. Verwenden Sie daher die Option Edit Analysis, um
die Schwellenwerte anzupassen. Bitte beziehen Sie sich bei der manuellen
Anpassung der Schwellenwerte immer auf die Amplituden der
Positivkontrolle. Die Ereignisse werden wie folgt interpretiert:

= doppelt negativ (schwarz),

=  FAM positiv (violett),

= HEX positiv (orange) und

= doppelt positiv (griin - positiv fir FAM und HEX in derselben Kavitat).

Durch Speichern der manuellen Anpassung werden die Events automatisch
von der Software berechnet.

Die analysierten Daten kénnen auf der Registerkarte Results tUberprift und
heruntergeladen werden.
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Aufgrund von Unterschieden in den Signalamplituden wird
Py empfohlen, auf jeder Platte eine Referenzprobe/
1 Positivkontrolle zu analysieren, um den korrekten Threshold
zu ermitteln, indem die Option Group in der Absolute Q™
Digital PCR Software verwendet wird.

Mindestanforderungen an die Daten vor der Berechnung

Bevor das Verhaltnis der DNA-Mischprobe berechnet wird, sollten die Daten
auf ihre Qualitat geprift werden.

=  Wells mit weniger als 20.000 gultigen Events werden von der
Software automatisch von der Auswertung ausgeschlossen.

= Alle Cluster missen entsprechend dem Amplifikationsprofil der
Positivkontrolle getrennt werden.
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Protokoll fur das QIlAcuity Digital PCR System
(Qiagen)

Bei Nutzung des QIAcuity Digital PCR Systems wird die
A Verwendung des DP301-D+Ref wegen verringerter Leistung
nicht empfohlen.

Zusatzlich benotigte Reagenzien und Materialien

Reagenzien und Verbauchsmaterialien

Tabelle 10 Zusitzliche Verbrauchsmaterialien fiir das QlAcuity Digital PCR
System (Qiagen)

Verbrauchsmaterial Anbieter Artikelnummer
QIAcuity Probe PCR Kit (5 mL) Qiagen 250102

QIAcuity Nanoplate 26k 24-Well (10)  Qiagen 250001

QIAcuity Nanoplate Seals (11) Qiagen 250099
QlAcuity Nanoplate Tray (2) Qiagen 250098
QlAcuity Roller Qiagen 911106

Gerit und Software

Der Testkit wurde mit dem QIlAcuity Digital PCR System (Qiagen GmbH,
911042) und der folgenden Software verifiziert:

= QIAcuity Software Suite 2.5.0.1
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Experimenteller Ablauf

Mastermix Ansatz

Bereiten Sie die folgenden Komponenten vor und tauen Sie die Reagenzien
nach Bedarf auf und homogenisieren Sie sie. Anschlielend sollten die
Reagenzien kurz zentrifugiert werden (ca. 5 s).

= Nuclease-free Water (hellblauer Deckel, im Kit enthalten)
*= Mentype® DigitalQuant Primer Mix (roter Deckel, im Kit enthalten)
= 4x QlAcuity Probe Mastermix

Bereiten Sie den PCR-Mastermix gemaf Tabelle 11 vor. Berlcksichtigen
Sie bei der Berechnung des erforderlichen Mastermixvolumens die Anzahl
der positiven und negativen Kontrollreaktionen. Fiigen Sie zu dieser Zahl ein
oder zwei Reaktionen hinzu, um Pipettierfehler zu kompensieren.

Tabelle 11: PCR Mastermix

Komponente Volumen pro Reaktion

Nuclease-Free Water 21,0 uL
4x QlAcuity Probe Mastermix 10,0 yL
Mentype® DigitalQuant Primer Mix 4,0 uL
Volumen Mastermix/Well 35,0 uL
DNA Template* (20 ng/uL) oder Kontrollprobe 5,0 yL

* beim Einsatz hoherer DNA-Volumina muss das Volumen an Nuclease-Free Water entsprechend reduziert
werden. Das Reaktionsvolumen muss insgesamt immer 40 yL betragen.

Die Nachweisgrenze und Sensitivitit der Mentype®
° DigitalQuant Analyse hangt von der Qualitadt und Menge der
1 verwendeten DNA ab. Die allelspezifische Primermischung

ist fir maximale Spezifitdt und Sensitivitat (bis 0,1 %) auf die

Verwendung von 100 ng gereinigter Gesamt-DNA optimiert.
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Mischen Sie den PCR-Mastermix vorsichtig, ohne Blasen zu erzeugen, und
zentrifugieren Sie ihn anschlieBend kurz.

Aliquotieren Sie 35 puL des PCR-Mastermixes in geeignete 200 uL PCR-
Gefale oder in eine PCR-Platte.

Zugabe von DNA-Templates und Kontrollen

Fligen Sie 5,0 yL der folgenden Probentypen den vorbereiteten PCR-
Reaktionsgefalten hinzu, welche bereits den PCR Mastermix enthalt.

NTC: Fugen Sie 5,0 yL des Nuclease-Free Waters anstelle einer Probe
hinzu.

DNA-Probe: Figen Sie 5,0 yL der vorbereiteten, verdinnten DNA Probe
(20 ng/pL) hinzu.

PC: Fugen Sie 5,0 pL der unverdiinnten DIP Positive Control (DPC) anstelle
einer Probe hinzu.

4 Bei Verwendung der QuantStudio Absolute Q Plattform ist
1 kein Restriktionsverdau des DNA Templates erforderlich.

Beladen des Arrays

Fihren Sie alle Verfahren auf einer flachen, staubfreien Oberflache durch,
um die Integritdt der Proben und der Platte zu erhalten. Um
Kreuzkontaminationen zu vermeiden, verwenden Sie immer eine neue
Pipettenspitze fir jede Vertiefung.

Setzen Sie die QIlAcuity-Nanoplatte auf das weiRe Nanoplate Tray.
Ubertragen Sie die vorbereiteten 40 yL der PCR-Mischung in die
Vertiefungen der QlAcuity Nanoplate, indem Sie die Pipette in einem 45°-
Winkel halten und die Mischung auf den Boden der Vertiefung geben, ohne
den Boden zu berlhren. Dricken Sie die Pipette nur bis zum ersten
Anschlag, um Luftblasen zu vermeiden.

Verschlielen Sie das QlAcuity Nanoplate ordnungsgemal mit den blauen
Nanoplate Seals und dem QIAcuity Roller.

Setzen Sie das Nanoplate ohne das Nanoplate Tray in das Gerat.
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Amplifikation und Laufparameter
Wahlen Sie die verwendeten Spalten des QIAcuity Nanoplate aus und
erstellen Sie eine Platemap in der QlAcuity Software Suite.

Fihren Sie den Lauf unter Verwendung der Amplifikationsparameter aus
Tabelle 12 durch, wahlen Sie die Detektion des FAM- und HEX-Kanals

Tabelle 12 PCR-Protokoll fiir Mentype® DigitalQuant fiir den QlAcuity

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 2 min 1x
95 °C 15s
40 x
61°C 30s
Datenanalyse

Generelle Bewertung

Offnen Sie den abgeschlossenen Lauf im Fenster Plates der QlAcuity
Software Suite (Qiagen GmbH). Offnen Sie die Registerkarte Analyze, um
die Ergebnisse unter Absolute Quantification anzuzeigen. Um
Schwellenwerte fir die Probenanalyse festzulegen, klicken Sie auf die
Plattenposition des DIP Positive Control DPC. Wahlen Sie alle Targets aus
und klicken Sie auf Show results. Trennen Sie alle Cluster klar ab, indem
Sie den automatischen oder einen manuellen Schwellenwert (rote Linien,
siehe Abbildung 4 wahlen. Wenden Sie den Schwellenwert auf alle
analysierten Proben an, indem Sie sie in der Plattenansicht auswahlen und
die Werte fur beide Fluoreszenzen einfluigen.
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ence [AFU]

REF fiucresconce (RFU]

Abbildung 4 2D Amplitude (Scatter Plot) der Fluoreszenzen

Alle 4 Cluster (grau, gelb, hellblau, dunkelblau) missen fir alle Proben
vollstandig getrennt erscheinen (siehe Abbildung 4).

Die Ereignisse werden wie folgt interpretiert:

» doppelt negativ (grau),

» FAM positiv (gelb),

= HEX positiv (hellblau) und

= doppelt positiv (dunkelblau - positiv fir FAM und HEX in derselben
Kavitat).

Durch Speichern der manuellen Anpassung werden die counts automatisch
von der Software berechnet.

Die analysierten Daten konnen auf der Registerkarte List Uberprift und
heruntergeladen werden.

Aufgrund von Unterschieden in den Signalamplituden wird
d empfohlen, auf jeder Platte eine Referenzprobe/
1 Positivkontrolle  zu  analysieren, um den richtigen
Schwellenwert zu ermitteln.

Mindestanforderungen an die Daten vor der Berechnung

Bevor der Anteil der Mischprobe berechnet wird, sollten die Daten auf ihre
Qualitat Gberprift werden.
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= Alle Cluster missen entsprechend dem Amplifikationsprofil der
Positivkontrolle aufgetrennt werden.

=  Wenn zu viele Wells von der QIlAcuity Software Suite fir invalid
erklart wurden, sollten Sie eine erneute Bildgebung in Betracht
ziehen (Reimaging). Um die hdchste Sensitivitat zu erreichen, wird
empfohlen, 26k Kavitaten zu analysieren.

Berechnung der absoluten DNA-Proportionen

Berechnen Sie das Verhaltnis (Konzentration (Kopien/uL) des DIP-Lokus
(AQI) zur Referenz (REF) oder dem SRY-Lokus. Beachten Sie hierbei, ob
es sich um einen homozygoten oder heterozygoten Marker handelt.

Marker 307-1 + REF befindet sich auf dem X-Chromosom.
Dieser Marker muss in  gemischtgeschlechtlichen

A Mischproben als heterozygot behandelt werden. Die
Kombination 307-1 + SRY berechnen Sie wie in Tabelle 16
gezeigt.

Tabelle 13 Berechnung der DIP+Ref Kombination: homozygotes AOI

Formel Ergebnis
Conc Conc _ .
Post —(copies/uL) (copies/pL) = ((100 * AOI) / (REF)
HSCT

| 338 644 = (100 * 338) / (644) 52.5 % |

Tabelle 14 Berechnung der DIP+Ref Kombination: heterozygotes AOI

Probe AOI REF Formel Ergebnis
~ Conc ~ Conc ' - '

Post (copies/uL) (copies/uL) = (100727 AOI) / (REF) ‘

HSCT

162 611 = (100 * 2 * 338) / (644) 53 % |
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Tabelle 15 Berechnung der DIP+SRY Kombination: homozygotes AOI

Formel Ergebnis
Conc Conc _ . N
Post (copies/uL) (copies/uL) = ((100 " AQI) 7 (ACI + 27 SRY)
HSCT

337 182 = (100 % 337)/ (337 +2*182) 481 % |

Tabelle 16 Berechnung der DIP+SRY Kombination: heterozygotes AOI

Formel Ergebnis
Conc Conc _ .
Post (copies/pL) (copies/pL) =((100 * AQOI)/ (AQI + SRY)
HSCT

| 553 506 = (100 * 553) / (553 + 506) 52.2 % |

Charakteristik und Verfligbarkeit der Mentype®
DigitalQuant Assays

Tabelle 17 chromosomale Lokation der spezifischen Loci

Chromosomale Chromosomale
Lokalisation Lokalisation
67 5933.3 133 3p22.1
70 6916.1 134 5q11.2
88 9922.33 140 3923
97 13913.1 152 16p13.2
101 15926.1 163 12924.31
104 13932.1 301 17921.32
105 14924.3 304 9q34.3
106 16913 307 Xp11.23
114 17p13.2 310 2p22.3
128 1931.3 SRY Yp11.2
131 7936.2
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Tabelle 18 Verfiigbare Mentype® DigitalQuant Assays

Loci

70

88

97

101

104

105

106

114

128
131
133
134
140
152

163

301

304

307

Deletion

(- Allel)

70-D

88-D

101-D

104-D

105-D

114-D

128-D

152-D
163-D

301-D

304-D

Insertion

(+ Allel)

70-1

88-I
97-1

101-1

104-I

105-1
106-I

1141

131l

1331

1341

140-|

163-1

301l

304-I
307l

Allele-spezifische
Duplex-Assay mit
Aktiver Referenz (REF)

DP67-D+REF
DP70-D+REF
DP70-1+REF
DP88-D+REF
DP88-1+REF
DP97-I+REF
DP101-D+REF
DP101-1+REF
DP104-D+REF
DP104-1+REF
DP105-D+REF
DP105-1+REF
DP106-1+REF
DP114-D+REF
DP114-1+REF
DP128-D+REF
DP131-1+REF
DP133-1+REF
DP134-1+REF
DP140-1+REF
DP152-D+REF
DP163-D+REF
DP163-1+REF
DP301-D+REF
DP301-1+REF
DP304-D+REF
DP304-1+REF
DP307-1+REF

Allele-spezifische
Duplex-Assay mit
Markern fiir die Y-
chromosomale Region
(SRY)

DP67-D+SRY
DP70-D+SRY
DP70-1+SRY
DP88-D+SRY
DP88-1+SRY
DP97-1+SRY
DP101-D+SRY
DP101-1+SRY
DP104-D+SRY
DP104-1+SRY
DP105-D+SRY
DP105-1+SRY
DP106-1+SRY
DP114-D+SRY
DP114-1+SRY
DP128-D+SRY
DP131-1+SRY
DP133-1+SRY
DP134-1+SRY
DP140-1+SRY
DP152-D+SRY
DP163-D+SRY
DP163-1+SRY
DP301-D+SRY
DP301-1+SRY
DP304-D+SRY
DP304-1+SRY
DP307-1+SRY
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Allele-spezifische

Deletion Insertion Allele-spezifische Duplex-Assay mit
Duplex-Assay mit Markern fiir die Y-
(- Allel) (+ Allel) Aktiver Referenz (REF) chromosomale Region
)
DP310-1+REF DP310-1+SRY
SRY SRY DPSRY+REF
Qualitatskontrolle

Alle Kitkomponenten durchlaufen bei der BIOTYPE GmbH einen intensiven
Qualitatssicherungsprozess. Die Qualitdt der Testkits wird permanent
Uberwacht, um eine uneingeschrankte Verwendbarkeit zu gewa&hrleisten.
Bitte kontaktieren Sie uns, wenn Sie Fragen zur Qualitatssicherung haben.

Technische Unterstiitzung

Fir technische Beratung wenden Sie sich bitte an unseren Kundensupport:

E-mail: support@biotype.de

Telefon: +49 (0)351 8838 400
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Einschrankungen

= Die in diesem Handbuch beschriebenen Verfahren miissen genau
eingehalten werden. Jegliche Abweichungen kénnen zum Versagen des
Assays oder zu fehlerhaften Ergebnissen flhren.

= Die Verwendung dieses Produkts ist auf Personal beschrankt, das
speziell in dPCR-Techniken geschult und ausgebildet ist.

= Fur die optimale Durchfiihrung dieses Tests sind geeignete Verfahren
fur die Entnahme, den Transport, die Lagerung und die Verarbeitung der
Proben erforderlich.

= Dieser Assay darf nicht direkt an der Probe durchgefuhrt werden. Vor
der Verwendung dieses Assays mussen geeignete
Nukleinsdureextraktionsverfahren durchgefiihrt werden.

= Das Kit wurde nur mit den beschriebenen Kits und Verfahren verifiziert.

= Gute Laborpraxis ist erforderlich, um die Leistung des Kits zu
gewabhrleisten.

= Die Ergebnisse missen von einem geschulten professionellen
Anwender interpretiert werden.

= Bei der Interpretation der Ergebnisse muss die Moglichkeit falsch
negativer und falsch positiver Ergebnisse beriicksichtigt werden.

= Verwenden Sie keine abgelaufenen oder falsch gelagerten
Komponenten.

= Auf dem Etikett des Kits sind 25 Reaktionen angegeben. Diese Angabe
basiert auf der Bio-Rad-Plattform. Die Anzahl der verwendbaren
Reaktionen kann bei der Verwendung anderer digitaler PCR-Plattformen
variieren.
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Bestellinformation

Richten Sie lhre Bestellungen per E-Mail an sales@biotype.de.

Tabelle 19 Bestellinformationen zum Zubehor: Mentype® DigitalScreen und
DIP Positive Control

Produkt Verpackungsgrofe Bestellnummer

4 Platten

(4 x 2 DNA-Paare) 45-64610-0004

Mentype® DigitalScreen

DIP Positive Control 20 Reaktionen 27-13201-0100

Tabelle 20 Bestellinformation der allel-spezifischen Mentype® DigitalQuant
Assays, diese Assays stehen Ihnen jederzeit zur Verfligung (Lagerhaltung)

Assay 25 Reaktionen
DP67-D+REF 45-02011-0025
DP70-D+REF 45-02021-0025
DP70-I1+REF 45-02031-0025
DP88-D+REF 45-02041-0025
DP88-I+REF 45-02051-0025
DP97-1+REF 45-02061-0025
DP101-D+REF 45-02071-0025
DP101-1+REF 45-02081-0025
DP104-D+REF 45-02091-0025
DP104-1+REF 45-02101-0025
DP105-D+REF 45-02111-0025
DP105-1+REF 45-02121-0025
DP106-I1+REF 45-02131-0025
DP114-D+REF 45-02141-0025
DP114-1+REF 45-02151-0025
DP128-D+REF 45-02161-0025
DP131-1+REF 45-02171-0025
DP133-1+REF 45-02181-0025
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Assay
DP134-1+REF
DP140-1+REF
DP152-D+REF
DP163-D+REF
DP163-I+REF
DP301-D+REF
DP301-1+REF
DP304-D+REF
DP304-1+REF
DP307-1+REF
DP310-1+REF
DPSRY+REF

25 Reaktionen
45-02191-0025
45-02201-0025
45-02211-0025
45-02221-0025
45-02231-0025
45-02241-0025
45-02251-0025
45-02261-0025
45-02271-0025
45-02281-0025
45-02291-0025
45-02301-0025

Tabelle 21 Bestellinformation der allel-spezifischen Mentype® DigitalQuant
Assays, diese Assays werden auf Anforderung hergestellt (On-Demand)

Assay
DP67-D+SRY
DP70-D+SRY
DP70-1+SRY
DP88-D+SRY
DP88-1+SRY
DP97-1+SRY
DP101-D+SRY
DP101-I+SRY
DP104-D+SRY
DP104-1+SRY
DP105-D+SRY
DP105-1+SRY
DP106-1+SRY
DP114-D+SRY
DP114-1+SRY
DP128-D+SRY

25 Reaktionen
45-02311-0025
45-02321-0025
45-02331-0025
45-02341-0025
45-02351-0025
45-02361-0025
45-02371-0025
45-02381-0025
45-02391-0025
45-02401-0025
45-02411-0025
45-02421-0025
45-02431-0025
45-02441-0025
45-02451-0025
45-02461-0025
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Assay
DP131-1+SRY
DP133-1+SRY
DP134-1+SRY
DP140-1+SRY
DP152-D+SRY
DP163-D+SRY
DP163-1+SRY
DP301-D+SRY
DP301-1+SRY
DP304-D+SRY
DP304-1+SRY
DP307-1+SRY
DP310-I1+SRY

25 Reaktionen
45-02471-0025
45-02481-0025
45-02491-0025
45-02501-0025
45-02511-0025
45-02521-0025
45-02531-0025
45-02541-0025
45-02551-0025
45-02561-0025
45-02571-0025
45-02581-0025
45-02591-0025

Marken und Haftungsausschluss

Mentype® ist eine eingetragene Marke der BIOTYPE GmbH.

Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet
werden, auch wenn sie nicht ausdricklich als solche gekennzeichnet sind,
sind nicht als gesetzlich ungeschiitzt zu betrachten.

© 2025 BIOTYPE GmbH; alle Rechte vorbehalten.
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Symbole
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Hersteller

Nur fur wissenschaftliche Anwendungen — nicht fur
medizinische Diagnostik

Chargenbezeichnung

Ausreichend fir <N> Tests

Hinweis auf die elFU

Verwendbar bis

Temperaturbegrenzung

Artikelnummer

Vor Licht schitzen

Trocken aufbewahren
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Weitere in diesem Handbuch verwendete Bezeichnungen:

1

Blau

unterstrichener
Text

Schwarz
unterstrichener
Text

Schwarzer,
fetter, kursiver
Text

Nutzliche Tipps

Achtung, beachten Sie unbedingt diesen Hinweis!

Links, die zu externen Inhalten wie Homepages oder
E-Mail-Adressen flhren

Querverweise im Dokument zur einfachen
Navigation

Felder, die in einer Software angeklickt werden
sollen
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BIOTYPE GmbH

Moritzburger Weg 67

01109 DRESDEN, GERMANY
Tel.: +49 351 8838 400

Fax: +49 351 8838 403

www.biotype.de

Bestellungen
sales@biotype.de

Kundenservice & Support
support@biotype.de
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