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Préface

Utilisation de ce guide

Objectif de ce
guide

Public concerné

Prérequis

Conventions
typographiques

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied

Biosystems StepOne™

Ce guide explique comment effectuer des réactions de génotypage sur le Systéme de PCR en
temps réel Applied Biosystems StepOne™. Il posséde deux utilisations :

Tutoriel, grace aux données de 1’exemple fourni avec le logiciel du systéme Systéme de
PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne ™.

Aide-mémoire, pour réaliser des expériences sur la base de connaissances pratiques.

Ce guide est destiné aux personnels de laboratoire et aux directeurs de recherche qui
effectuent des réactions de génotypage a I’aide du systéme StepOne .

Le contenu de ce guide s’appuie sur les prérequis suivants :

Lutilisateur est familier du systéme d’exploitation Microsoft Windows® XP.
L'utilisateur est familier d’Internet et des navigateurs Web.

L'utilisateur sait comment manipuler les échantillons d’ADN et les préparer pour la
PCR.

Lutilisateur comprend les procédures de stockage de données, de transfert de fichiers et
de copier-coller.

Lutilisateur posséde une expérience de la mise en réseau s’il souhaite intégrer le
systéme StepOne™ au réseau de données de son laboratoire.

Ce guide utilise les conventions suivantes :

Le texte en gras indique une action de 1’utilisateur. Par exemple :
Taper 0, puis appuyer sur Entrée pour chaque champ restant.

Le texte en italique est utilisé pour signaler des termes nouveaux ou importants et pour
mettre un élément en valeur. Par exemple :

Avant I’analyse, foujours préparer une matrice fraiche.

Une fleche vers la droite ( » ) sépare des commandes successives a sélectionner dans un
menu déroulant ou un ensemble de raccourcis. Par exemple :

Sélectionner File (Fichier) » Open (Ouvrir).
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Vi

Mises en garde a
’attention des
utilisateurs

Alertes a la
sécurité

Deux types de mises en garde apparaissent dans la documentation destinée aux utilisateurs
des produits Applied Biosystems. Chaque mention implique un degré de mise en garde
particulier ou I'une des actions décrites ci-dessous :

Remarque : — Fournit des informations potentiellement utiles mais non critiques pour
I’utilisation du produit.

IMPORTANT ! — Fournit des informations nécessaires au bon fonctionnement de
I’instrument, a un usage précis du kit chimique ou a la manipulation d’un produit chimique en
toute sécurité.

Exemples de mises en garde a I’attention des utilisateurs :

Remarque : La fonction Calibrate (Calibrer) est également disponible dans la console de
commande.

IMPORTANT ! Pour vérifier la connexion client, il est impératif de posséder un ID utilisateur
valide.

La documentation destinée aux utilisateurs comporte également des alertes a la sécurité. Pour
plus d’informations, voir « Alertes a la sécurité » a la page x.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied

Biosystems StepOne™
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Informations supplémentaires

Documentation Le systéme StepOne'" est fourni avec les documents suivants :

relative
Document Réf.
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Getting Started 4376786
Guide for Genotyping Experiments
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Getting Started 4376787
Guide for Presence/Absence Experiments
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Getting Started 4376785
Guide for Relative Standard Curve and Comparative C; Experiments
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Getting Started 4376784
Guide for Standard Curve Experiments
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Installation, 4376782
Maintenance, and Networking Guide
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Installation Quick 4376783
Reference Card
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Site Preparation 4376768
Guide
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Software Help —
Les documents suivants sont disponibles a 1’achat auprés de Applied Biosystems :
Document Réf.
Applied Biosystems High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol 4375575
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Installation 4376791
Performance Verification Protocol
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Installation 4376790
Qualification-Operation Qualification Protocol
Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ Planned 4376788
Maintenance Protocol
Custom TaqgMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4334431
Custom TagMan® Genomic Assays Protocol 4367671
TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol 4332856
TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays Protocol 4362038
Ordering TagMan® SNP Genotyping Assays Quick Reference Card 4374204
Performing a Custom TagMan® SNP Genotyping Assay for 96-Well Plates Quick 4371394
Reference Card
Performing a TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay for 96-Well Plates 4367636
Quick Reference Card
Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol 4312214
Allelic Discrimination Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Quick Reference 4312212
Card
Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied vii

Biosystems StepOne™
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Comment obtenir une assistance

Obtention
d’informations
dans I'aide du

logiciel

Envoi de
commentaires

Remarque : Pour plus de renseignements sur la documentation, voir « Comment obtenir une
assistance » a la page vii.

L aide du logiciel StepOne™ décrit I’utilisation de chaque fonction disponible dans I’interface
utilisateur. Pour accéder a I’aide depuis le logiciel StepOne™, procéder comme suit :

» Appuyer sur F1.

* Cliquer sur @ dans la barre d’outils.

» Sélectionner Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
Pour localiser un théme dans 1’aide :

» Consulter la table des maticres.

* Rechercher un théme spécifique.

* Rechercher dans un index alphabétique.

Dans le but d’améliorer sa documentation, Applied Biosystems invite les utilisateurs a lui
faire part de leurs commentaires et suggestions. Merci de les envoyer par courrier
¢lectronique a 1’adresse :

techpubs@appliedbiosystems.com

IMPORTANT ! Cette adresse électronique est uniquement destinée a I’envoi de
commentaires et de suggestions sur la documentation. Pour commander des documents,
télécharger les fichiers PDF ou obtenir de 1’aide sur une question technique, visiter le site
http://www.appliedbiosystems.com et cliquer sur le lien Support (Assistance).

(Voir « Comment obtenir une assistance » ci-dessous.)

Comment obtenir une assistance

viii

Pour obtenir les derniéres informations sur les services et le support technique dans tous les
pays, visiter le site http://www.appliedbiosystems.com et cliquer sur le lien Support
(Assistance).
La page Support (Assistance) permet d’effectuer les actions suivantes :

» Rechercher un sujet dans le forum aux questions (FAQ)

* Poser une question directement au support technique

» Commander des documents utilisateur Applied Biosystems, des fiches de données de
sécurité, des certificats d’analyse et d’autres documents relatifs

» Té¢lécharger des documents au format PDF
* Obtenir des informations sur les formations proposées a nos clients

» Télécharger des mises a jour et correctifs de logiciels

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
Biosystems StepOne™
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La page Support (Assistance) présente également les numéros de téléphone et de télécopie
qui permettent de contacter le support technique et les sites commerciaux
Applied Biosystems partout dans le monde.

IMPORTANT ! Sur instruction de ce guide, ou pour programmer la maintenance de
’instrument StepOne"™ (par exemple les opérations de maintenance planifiée annuelle
ou de contrdle/calibration de la température), contacter le Centre de service clientele
Applied Biosystems. Pour obtenir un numéro de téléphone ou envoyer un e-mail au
Centre, visiter le site www.appliedbiosystems.com/support/contact.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied ix

Biosystems StepOne™
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Conventions de sécurité utilisées dans ce document

Alertes ala  Quatre alertes a la sécurité apparaissent dans la documentation destinée aux utilisateurs des
sécurité produits Applied Biosystems. Elles sont insérées a des endroits spécifiques pour attirer
I’attention du lecteur sur des risques importants. Chaque alerte —- IMPORTANT,
ATTENTION, AVERTISSEMENT, DANGER - implique un degré de mise en garde
ou une action spécifique.

Définition

IMPORTANT ! — Fournit des informations nécessaires au bon fonctionnement de
I’instrument, a un usage précis du kit chimique ou a la manipulation d’un produit chimique en
toute sécurité.

— Indique une situation potentiellement dangereuse susceptible

d’entrainer des blessures 1égéres ou mineures si elle n’est pas évitée. Ce message peut aussi
servir de mise en garde contre les pratiques dangereuses.

— Indique une situation potentiellement dangereuse susceptible

d’entrainer des blessures graves voire la mort si elle n’est pas évitée.

A PZW[e]35] — Indique une situation dangereuse imminente qui entrainera des

blessures graves voire la mort si elle n’est pas évitée. Cette mise en garde est limitée aux
situations les plus extrémes.

A I’exception ’IMPORTANT, chaque alerte  la sécurité présente dans un document
Applied Biosystems est accompagnée d’un panneau triangulaire contenant un symbole de
danger. Ces symboles sont identiques a ceux figurant sur les instruments Applied Biosystems
(voir « Symboles de sécurité » a la page xii).

Exemples

IMPORTANT ! Il convient de créer un tableur distinct pour chaque plaque de 96 puits.

DANGER CHIMIQUE. Le réactif TagMan® Universal PCR Master

Mix peut provoquer une irritation des yeux et de la peau. Toute exposition peut entrainer un
malaise en cas d’ingestion ou d’inhalation. Lire la fiche de données de sécurité applicable et
suivre les consignes de manipulation. Porter des protections oculaires, des gants et des
vétements appropriés.

X Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
Biosystems StepOne™
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DANGER DE BLESSURE CORPORELLE. Lorsque I’instrument est

en fonctionnement, la température du couvercle chauffant et du bloc peut dépasser 100 °C
(212 °F).

A pYYYeTS:] DANGER ELECTRIQUE. L’usage permanent d’un dispositif de mise a

la terre est crucial pour la sécurité. Ne jamais utiliser le systéme lorsque le dispositif de mise
a la terre est déconnecté.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied Xi
Biosystems StepOne™
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Symboles sur les instruments

Symboles sur les instruments

Symboles Les symboles ¢lectriques suivants peuvent apparaitre sur les instruments
électriques sur les  Applied Biosystems.
instruments
Symbole Description Symbole Description

Xii

Position Marche de I'interrupteur
d’alimentation principale.

O
d

O,

Position Arrét de I'interrupteur
d’alimentation principale.

Commutateur permettant de
mettre I'instrument en Veille.
Lorsqu’il est en position Veille,
I’instrument présente un risque
d’électrocution.

Position Marche/Arrét de
I’interrupteur d’alimentation
principale a bouton poussoir.

L

S

Borne pouvant étre connectée a la
mise a la terre d’un autre
instrument. Ce n’est pas une borne
de mise a la terre protégée.

Borne de mise a la terre de
protection devant étre reliée a la
terre avant d’effectuer tout autre
raccordement électrique a
I'instrument.

Borne pouvant recevoir ou envoyer
une tension ou un courant
alternatif.

Borne pouvant recevoir ou envoyer
une tension ou un courant direct ou
alternatif.

Symboles de  Les symboles de sécurité suivants peuvent apparaitre sur les instruments Applied Biosystems.
sécurité  Ces symboles de sécurité peuvent étre apposés seuls ou accompagnés d’un texte expliquant le
risque correspondant (voir « Etiquettes de sécurité sur les instruments » a la page xiv). Ils
peuvent également apparaitre a coté des mises en garde DANGER, AVERTISSEMENT et
ATTENTION incluses dans les documents, ce guide compris.

Symbole

/N

Description

Avertit I'utilisateur de la
nécessité de consulter le manuel
pour obtenir davantage
d’informations et de procéder
avec les précautions qui
s’'imposent.

Symbole

Description

Indique la présence de pieces en
mouvement et la nécessité de
procéder avec les précautions
qui s’imposent.

/N

Indique la présence d’une
surface chaude ou un risque de
température élevée, ainsi que la
nécessité de procéder avec les
précautions qui s’imposent.

Indique un risque d’électrocution
et la nécessité de procéder avec
les précautions qui s’imposent.

> >

Indique la présence d’un laser a
I’intérieur de I'instrument et la
nécessité de procéder avec les
précautions qui s’imposent.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied

Biosystems StepOne™
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Le symbole suivant s’applique a tous les produits €lectriques et électroniques commercialisés
par Applied Biosystems sur le marché européen apres le 13 aotit 2005.

Symbole Description
=== Ne pas éliminer ce produit avec les déchets usuels non soumis au tri

X l sélectif.

3 Se conformer a la réglementation locale relative & I'élimination des déchets usuels
pour réduire I'impact environnemental des résidus provenant des équipements
électriques et électroniques.

Utilisateurs de I’'Union européenne :
Appeler le bureau local du Service clientéle Applied Biosystems pour connaitre
les procédures d’enlévement et de recyclage des équipements. Consulter le site
www.appliedbiosystems.com pour obtenir la liste des bureaux du Service
clientéle dans I’Union européenne.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied Xiii

Biosystems StepOne™
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Etiquettes de sécurité sur les instruments

Les mentions ATTENTION, AVERTISSEMENT et DANGER peuvent apparaitre sur les
instruments Applied Biosystems accompagnées des symboles de sécurité décrits dans la
section précédente.

English Francais

CAUTION Hazardous chemicals. Read the ATTENTION Produits chimiques dangereux.
Material Safety Data Sheets (MSDSs) before Lire les fiches de données de sécurité des

handling. matériels avant la manipulation des produits.

CAUTION Hazardous waste. Refer to ATTENTION Déchets dangereux. Lire les

MSDS(s) and local regulations for handling fiches de données de sécurité des matériels

and disposal. et les réglementations locales en matiére de
manipulation et d’élimination des déchets.

CAUTION Hot surface. ATTENTION Surface brdlante.

DANGER High voltage. DANGER Haute tension.

WARNING To reduce the chance of electrical | AVERTISSEMENT Pour éviter les risques
shock, do not remove covers that require tool | d'électrocution, ne pas retirer les capots dont

access. No user-serviceable parts are inside. | I'ouverture nécessite |'utilisation d'outils.
Refer servicing to Applied Biosystems L’instrument ne contient aucune piéce
qualified service personnel. réparable par I’ utilisateur. Toute intervention

doit étre effectuée par le personnel de service
qualifié d’Applied Biosystems.

CAUTION Moving parts. ATTENTION Parties mobiles.

DANGER Class 3B (lll) visible and/or invisible | DANGER Rayonnement visible ou invisible
LED radiation present when open and d’un faisceau DEL de Classe 3B, (lll) en cas
interlocks defeated. Avoid exposure to beam. | d’ouverture et de neutralisation des
dispositifs de sécurité. Eviter toute exposition
au faisceau.

Emplacement des  Le systeme StepOne™ contient un avertissement a I’emplacement indiqué ci-dessous :
avertissements

////////////////

VUL —
A ATTENTION

Xiv Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
Biosystems StepOne™
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Sécurité générale de I'instrument

Déplacement et
levée de
I'instrument

Déplacement et
levée d’ordinateurs
et de moniteurs

Utilisation de
I'instrument

Nettoyage ou
décontamination
de l'instrument

DANGER DE BLESSURE CORPORELLE. Toute utilisation non

conforme avec les indications fournies par Applied Biosystems peut provoquer des blessures
corporelles ou endommager I’ instrument.

DANGER DE BLESSURE CORPORELLE. Linstrument doit étre

déplacé et positionné uniquement par le personnel ou le fournisseur indiqué dans le guide de
préparation du site. Ne pas tenter de soulever ou de déplacer I’instrument aprés 1’installation
sans 1’aide d’une tierce personne. Toujours utiliser le matériel de transport et les techniques
de levée appropriés. En soulevant incorrectement 1’ appareil, I’opérateur risque de se blesser
au dos de fagon permanente. En fonction du poids de I’instrument, le déplacement et/ou la
levée peuvent nécessiter la présence d’au moins deux personnes.

Ne pas tenter de lever ou de déplacer I’ordinateur ou le moniteur

sans I’aide d’une tierce personne. En fonction du poids de 1’ordinateur et/ou du moniteur,
le déplacement peut nécessiter la présence d’au moins deux personnes.

Eléments a prendre en compte avant la levée de Pordinateur et/ou du moniteur :

» Avant la levée de I’ordinateur ou du moniteur, s’assurer d’une prise en main ferme,
confortable et stire.

» Vérifier que le parcours emprunté pour déplacer I’objet est dégagé de tout obstacle.
» Ne pas soulever un objet et effectuer en méme temps une rotation du torse.
» Garder le dos bien droit et soulever en poussant uniquement avec les jambes.

» Les différents intervenants doivent coordonner leurs mouvements de levée et de
déplacement avant chaque manceuvre.

* Au lieu de soulever I’objet alors qu’il se trouve dans le carton, basculer délicatement ce
dernier sur le coté, puis le maintenir en position pendant qu’une autre personne en fait
glisser le contenu.

Chaque utilisateur de I’instrument doit :
« Etre informé des pratiques de sécurité générales des laboratoires et spécifiques de
I’instrument.

» Lire et comprendre toutes les fiches de données de sécurité concernées. Voir « A propos
des fiches de données de sécurité » a la page xvi.

Avant d’utiliser une méthode de nettoyage ou de décontamination autre

que celles recommandées par le fabricant, vérifier aupres de celui-ci qu’elle ne risque pas
d’endommager ’appareil.
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Sécurité chimique

Mise en garde sur

les dangers
chimiques

Instructions de

sécurité chimique

A propos des

fiches de données

XVi

de sécurité

DANGER CHIMIQUE. Avant de manipuler des produits chimiques,

se référer a la fiche de données de sécurité fournie par le fabricant et respecter toutes les
précautions d’usage.

DANGER DE STOCKAGE CHIMIQUE. En raison des risques de

bris ou d’éclatement du verre, ne jamais recueillir ou entreposer les déchets dans un récipient
en verre. Les bouteilles de déchets ou de réactifs composées de verre peuvent se fendre et
fuir. Chaque bouteille de déchets doit étre sécurisée dans un conteneur de protection en
polyéthyléne a faible densité dont le couvercle doit étre fixé et les poignées verrouillées en
position verticale. Porter des gants, des vétements et des protections oculaires appropriés en
manipulant les bouteilles de déchets et de réactifs.

Pour limiter les dangers chimiques :

* Lire et comprendre les fiches de données sur la sécurité des produits chimiques fournies
par le fabricant avant de stocker, manipuler ou utiliser les matériaux dangereux ou les
produits chimiques. (Voir « A propos des fiches de données de sécurité » a la page xvi.)

+ Limiter les contacts avec les produits chimiques. Porter des équipements de protection
appropriés lors de la manipulation des produits chimiques (par exemple : lunettes de
stireté, gants ou vétements de protection). Pour obtenir d’autres consignes de sécurité,
consulter les fiches de données de sécurité.

 Limiter I’inhalation des produits chimiques. Ne pas laisser les récipients des produits
chimiques ouverts. Ils ne doivent étre utilisés qu’avec une ventilation adéquate (par
exemple sous une hotte fermée). Pour obtenir d’autres consignes de sécurité, consulter
les fiches de données de sécurité.

» Vérifier régulierement I’absence de fuite ou d’écoulement des produits chimiques.
En cas de fuite ou d’écoulement d’un produit, respecter les directives de nettoyage du
fabricant recommandées sur la fiche de données de sécurité.

» Respecter toutes les réglementations locales, nationales et communautaires quant au
stockage, a la manipulation et a 1’élimination des produits chimiques.

Les fabricants fournissent a leurs nouveaux clients des fiches de données de sécurité avec les
produits chimiques dangereux. Ils transmettent également des fiches de données de sécurité
avec la premiere livraison d’un produit chimique dangereux dés que ces documents sont mis
a jour. Les fiches de données de sécurité incluent les consignes de sécurité destinées au
stockage, a la manipulation, au transport et a la mise au rebut des produits chimiques dans des
conditions sécurisées.

A chaque nouvelle fiche de données de sécurité fournie avec un produit chimique dangereux,
nous recommandons fortement de mettre a jour les archives.
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Obtention de La fiche de données de sécurité des produits chimiques fournis par Applied Biosystems est
fiches de données  disponible gratuitement 24 h/24. Pour obtenir des fiches de données de sécurité :

de sécurité
1. Aller a la page https://docs.appliedbiosystems.com/msdssearch.html.

2. Dans le champ Search (Rechercher) de 1a page MSDS Search (Rechercher une fiche de
données de sécurité) :

a. Taper le nom du produit chimique, le numéro de référence ou toute autre
information susceptible de distinguer la fiche de données de sécurité.

b. Sélectionner la langue du document.

c. Cliquer sur Search (Rechercher).

3. Pour afficher, télécharger ou imprimer le document requis :
a. Effectuer un clic droit sur le titre du document.

b. Sélectionner :
* Open (Ouvrir) pour afficher le document

» Save Target As (Enregistrer la cible sous) pour télécharger une version PDF
du document vers n’importe quel emplacement

* Print Target (Imprimer la cible) pour imprimer le document

4. Pour recevoir une fiche de données de sécurité par télécopie ou par courrier
¢électronique, procéder comme suit dans la page Search Results (Résultats de la
recherche) :

a. Sélectionner Fax ou Email (Courrier électronique) sous le titre du document.

b. Cliquer sur RETRIEVE DOCUMENTS (Obtenir les documents) a la fin de la
liste de documents.

c. Entrer les informations requises.

d. Cliquer sur View/Deliver Selected Documents Now (Afficher/Envoyer les
documents sélectionnés maintenant).

Remarque : Pour obtenir la fiche de données de sécurité des produits chimiques non
distribués par Applied Biosystems, contacter le fabricant.
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Sécurité des déchets chimiques

Déchets chimiques DECHETS DANGEREUX. Consulter les fiches de données de sécurité

et les réglementations locales en matiére de manipulation et d’élimination des déchets.

DECHETS CHIMIQUES DANGEREUX. Les déchets produits par

les instruments Applied Biosystems sont potentiellement dangereux ; ils peuvent entrainer
des blessures, des maladies, voire la mort.

DANGER DE STOCKAGE CHIMIQUE. En raison des risques de

bris ou d’éclatement du verre, ne jamais recueillir ou entreposer les déchets dans un récipient
en verre. Les bouteilles de déchets ou de réactifs composées de verre peuvent se fendre et
fuir. Chaque bouteille de déchets doit étre sécurisée dans un conteneur de protection en
polyéthyléne a faible densité dont le couvercle doit étre fixé et les poignées verrouillées en
position verticale. Porter des gants, des vétements et des protections oculaires appropriés en
manipulant les bouteilles de déchets et de réactifs.

dangereux

Instructions de  Pour limiter les dangers liés aux déchets chimiques :

sécurité des
déchets chimiques

Xviii

Lire et comprendre les fiches de données de sécurité du fabricant des produits chimiques
présents dans le récipient de stockage des déchets avant d’entreposer, de manipuler ou
d’¢éliminer les déchets chimiques.

Se procurer des récipients a déchets primaire et secondaire. Le récipient primaire
contient les déchets immédiats, le récipient secondaire contient les fuites et les
écoulements du récipient primaire. Les deux récipients doivent étre compatibles avec les
matériaux mis au rebut et conformes aux exigences locales, nationales et
communautaires en matiére de confinement des récipients.

Limiter les contacts avec les produits chimiques. Porter des équipements de protection
appropriés lors de la manipulation des produits chimiques (par exemple : lunettes de
slireté, gants ou vétements de protection). Pour obtenir d’autres consignes de sécurité,
consulter les fiches de données de sécurité.

Limiter I’inhalation des produits chimiques. Ne pas laisser les récipients des produits
chimiques ouverts. Ils ne doivent étre utilisés qu’avec une ventilation adéquate (par
exemple sous une hotte fermée). Pour obtenir d’autres consignes de sécurité, consulter
les fiches de données de sécurité.

Manipuler les déchets chimiques dans une hotte fermée.

Une fois le récipient a déchets vidé, il doit étre refermé hermétiquement avec le
couvercle fourni.
Eliminer le contenu du bac et de la bouteille & déchets conformément aux bonnes

pratiques de laboratoire et aux réglementations environnementales et sanitaires locales,
nationales et communautaires en vigueur.
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Si ’instrument produit des déchets potentiellement dangereux lors de son fonctionnement,
il convient de :

* caractériser (par une analyse si nécessaire) les déchets générés par les applications, les
réactifs et les substrats particuliers utilisés dans le laboratoire ;

+ veiller a protéger la santé et la sécurité de tous les personnels du laboratoire ;

+ vérifier que les déchets de I’instrument sont convenablement stockés, transférés,
transportés et éliminés en respectant toutes les réglementations locales, nationales et/ou
communautaires en vigueur.

IMPORTANT ! Les matériaux qui représentent un danger biologique ou radioactif nécessitent
parfois une manipulation spéciale, et des limitations peuvent s’appliquer a leur élimination.

Sécurité électrique

Fusibles

Alimentation

Catégorie de
surtension

A pYYeTE:1 DANGER D’ELECTROCUTION. L utilisation du systéme StepOne™

sans ses panneaux entraine un risque d’électrocution grave. Ne pas retirer les panneaux de
commandes sous risque d’exposer a I’air libre les contacts haute tension.

DANGER D’INCENDIE. L utilisation de fusibles ou d’une

alimentation haute tension inadaptés peut endommager le circuit électrique de I’ instrument et
provoquer un incendie. Avant de mettre I’instrument sous tension, vérifier que les fusibles
sont correctement insérés et que la tension de I’instrument correspond a celle fournie par le
circuit d’alimentation du laboratoire.

DANGER D’INCENDIE. Pour assurer une protection permanente

contre le risque d’incendie, remplacer les fusibles uniquement par des mode¢les de type et de
puissance spécifiés pour I’instrument.

A pYYYeTS:] DANGER ELECTRIQUE. L’usage permanent d’un dispositif de mise a

la terre est crucial pour la sécurité de I’instrument. Ne jamais utiliser ce dernier lorsque le
dispositif de mise a la terre est déconnecté.

A pYYeTS:] DANGER ELECTRIQUE. Utiliser des cordons d’alimentation adaptés

et approuvés pour raccorder I’ instrument au circuit électrique du site.

A pYYYIeTS:] DANGER ELECTRIQUE. Brancher le systéme sur une prise électrique
correctement mise a la terre et de puissance adéquate.

Le systéme StepOne™ est répertorié dans la catégorie de surtension (classe d’installation) II
et désigné en tant que dispositif portable.
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Sécurité des diodes électroluminescentes

Pour assurer le bon fonctionnement des diodes électroluminescentes (LED) :
* L’entretien du systéme doit étre confié a un technicien Applied Biosystems.

* Pendant son utilisation, I’instrument doit &tre équipé de tous ses panneaux de
commandes. Lorsque tous les panneaux sont en place, aucune radiation détectable
n’est présente. Si I’un des panneaux est retiré lorsque les LED sont activées (durant
I’entretien avec les verrouillages de sécurité neutralisés), I’opérateur risque d’étre
exposé a des émissions supérieures aux limites de la catégorie 3B.

* Ne pas retirer les étiquettes de sécurité ni neutraliser les verrouillages de sécurité.

Sécurité des dangers biologiques

Risque biologique RISQUE BIOLOGIQUE. Les échantillons biologiques tels que les

général tissus, les fluides corporels, les agents infectieux et le sang humain ou animal présentent un
risque de transmission de maladies infectieuses. Suivre toutes les réglementations locales,
nationales et/ou communautaires en vigueur. Porter des équipements de protection
appropriés, notamment, sans s’y limiter : protections oculaires et faciales, gants et
blouse/vétements de laboratoire. Toutes les opérations doivent étre réalisées dans des
installations équipées de maniére adéquate en utilisant les équipements de sécurité appropriés
(par exemple, des dispositifs de confinement physique). Avant toute manipulation de matieres
potentiellement infectieuses, il convient de former les opérateurs conformément aux
réglementations en vigueur et aux besoins de I’entreprise/institution. Lire et respecter les
instructions applicables et/ou les exigences réglementaires issues des ressources suivantes :

* Instructions de I’U.S. Department of Health and Human Services (Ministére de la santé
et des Services sociaux des Etats-Unis), publiées dans le document Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories (réf. 017-040-00547-4 ;
http://bmbl.od.nih.gov).

* Occupational Safety and Health Standards, Bloodborne Pathogens (29 CFR§1910.1030 ;
http://www.access.gpo.gov/nara/cfr/waisidx_01/29cfr1910a_01.html).

» Protocoles du programme de biosécurité de 1’entreprise/institution pour la manipulation
et I'utilisation des maticres potentiellement infectieuses.

Des informations complémentaires a propos des instructions sur les risques biologiques sont
disponibles a I’adresse :

http://www.cdc.gov
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Sécurité de la station de travail

Une bonne ergonomie de la station de travail peut limiter ou empécher les effets tels que la
fatigue, les douleurs et les tensions. Il convient de réduire ou d’éliminer ces effets en
configurant la station de travail de fagon a promouvoir des postures neutres ou détendues.

DANGERS LIES A I’APPAREIL SQUELETTO-MUSCULAIRE

ET A LA GESTUELLE ARTICULAIRE. Ces dangers sont provoqués par des facteurs de
risque potentiels qui incluent, sans s’y limiter, la gestuelle articulaire répétée, les positions
inconfortables, les efforts trop poussés, le maintien de postures statiques contraignantes,

la pression de contact et d’autres facteurs liés a I’environnement des stations de travail.

Pour limiter les dangers liés a 1’appareil squeletto-musculaire et a la gestuelle articulaire
répétée :
+ Utiliser des équipements qui maintiennent confortablement 1’opérateur dans des
postures de travail neutres et offrent un accés adéquat au clavier, au moniteur et a la
souris.

+ Positionner le clavier, la souris et le moniteur de fagon a promouvoir des postures
détendues du corps et de la téte.
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Normes de sécurité et de compatibilité
électromagnétique (CEM)

XXii

Normes de
sécurité aux
Etats-Unis

et au Canada

c(UL)us

Norme CEM au
Canada

Normes de
sécurité et CEM
en Europe

C€

Normes CEM en
Australie

C

Le systéme StepOne'" a été testé et certifié conforme aux normes :

UL 61010A-1/CAN/CSA C22.2 No. 1010.1-92, « Safety Requirements for Electrical
Equipment for Measurement, Control, and Laboratory Use, Part 1: General
Requirements ».

UL 61010A-2-010/CAN/CSA 1010.2.010, « Particular Requirements for Laboratory
Equipment for the Heating of Materials ».

FDA « Radiation Control for Health and Safety Act of 1968 Performance Standard 21
CFR 1040.10 et 1040.11 », selon le cas.

L’instrument a été testé et certifié conforme a la norme ICES-001, 3¢ édition : « Industrial,
Scientific, and Medical Radio Frequency Generators » (Générateurs de fréquence radio
industriels, scientifiques et médicaux).

Sécurité

Cet instrument est conforme aux exigences de I’Union européenne en matic¢re de sécurité
(Directive 73/23/CEE relative aux équipements basse tension). Il a été testé et certifié
conforme aux normes EN 61010-1:2001, « Régles de sécurité pour appareils électriques de
mesure, de contrdle et de laboratoire, Partie 1 : Prescriptions générales ».

EN 61010-2-010, « Exigences particuliéres pour appareils de laboratoire utilisés pour
I’échauffement des matieres ».

EN 61010-2-081, « Prescriptions particulieres pour les appareils de laboratoire, automatiques
et semi-automatiques, destinés a I’analyse et autres usages ».

CEM

Cet instrument est conforme aux exigences de I’Union européenne en mati¢re d’émission et
d’immunité (Directive 89/336/CEE relative a la compatibilité électromagnétique). Il a été
testé et certifi¢ conforme a la norme EN 61326 (Groupe 1, Classe B), « Régles de sécurité
pour appareils électriques de mesure, de contrdle et de laboratoire : exigences relatives a la
CEM ».

Cet instrument a été testé et certifié conforme a la norme AS/NZS 2064, « Limits and
Methods Measurement of Electromagnetic Disturbance Characteristics of Industrial,
Scientific, and Medical (ISM) Radio-frequency Equipment ».
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Sommaire du chapitre :

B A propos du systéme StepOne ™ . . . ... .. 2
B A propos des expériences de génotypage . . .. ... ...t 4
B Utilisationde ce guide .. ...... ..ttt 8
B Aproposde Pexemple . ... ...t 10
B Workflowde Pexemple. . ...... ... 11

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide du logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
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A propos du systéme StepOne™

A propos du  Le Systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems StepOne™ (systéme StepOne™)
systéme emploie des chimies PCR basées sur le principe de la fluorescence pour assurer :

* la détection quantitative des séquences d’acide nucléique par une analyse PCR en
temps réel ;

* la détection qualitative des séquences d’acide nucléique par une analyse en point
final et une analyse de la courbe de fusion.

A propos de la  Pendant la PCR, le systéme StepOne™ collecte les données de fluorescence brutes en
collecte de plusieurs points selon le type d’application :
données

Type d’application Point de collecte de données

Analyses Quantification absolue L'instrument collecte les données aprés chaque
en temps par les courbes standard | étape d’extension de la PCR.
réel

Quantification relative
par les courbes standard

Comparaison des
valeurs de Cy (AAC;)

Analyses Génotypage L'instrument collecte les données avant et apres la
en point PCR. Pour les réactions de génotypage, le logiciel
final StepOne™ peut également collecter les données
pendant la PCR (en temps réel), ce qui est souvent
utile pour corriger les imprécisions.

Présence/absence Linstrument collecte les données avant et apres la
PCR.

Indépendamment du type d’application, chaque point de collecte de données ou lecture
comporte trois phases :

1. Excitation — L’instrument StepOne™ illumine tous les puits de la plaque, ce qui
excite les fluorophores dans chaque réaction.

2. Emission — L’optique de ’instrument StepOne™ se concentre sur la fluorescence
résiduelle émise par les puits de la plaque de PCR. L’image résultante, recueillie par
le dispositif, est uniquement composée de la lumiére correspondant a I’intervalle
étroit de longueurs d’ondes.

3. Collecte — L’instrument StepOne’" crée une représentation numérique de la
fluorescence résiduelle recueillie sur une période déterminée. Le logiciel StepOne™
conserve I’image fluorescente brute en vue de I’analyse. Si nécessaire, il effectue les
lectures supplémentaires requises par les réactifs fluorescents utilisés dans 1’expérience.

Apreés une réaction de PCR, le logiciel StepOne™ utilise les données de calibration
(spatiale, spectrale et du bruit de fond) pour déterminer I’emplacement et 1’intensité des
signaux fluorescents a chaque lecture, le fluorophore associé a chaque signal fluorescent
et I’amplitude du signal.

Remarques
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A propos du systéme StepOne™

Essais et Le systéme StepOne™ est compatible avec les réactions de génotypage qui utilisent des
consommables réactifs et des protocoles standard avec les MicroAmp"™ Fast Optical 48-Well Reaction
compatibles Plates, les MicroAmp™ Fast 8-Tube Strips ou les MicroAmp® Fast Reaction Tubes with
Caps et les MicroAmp'" Fast 48-Well Trays.

IMPORTANT ! Utiliser seulement les consommables Fast (plaques de réactions, barrettes
de tubes et tubes) avec le systéme StepOne'”, méme lorsque 1’expérience utilise des
réactifs standard. Bien que les essais TagMan® SNP Genotyping Assays n’utilisent ni
master mix Fast, ni protocole Fast, il convient d’utiliser les consommables Fast pour les
réactions de génotypage.

Réf. Consommable

A MicroAmp™ Fast Optical 48-Well
Reaction Plates

B MicroAmp™ Fast 48-Well Tray

MicroAmp™ 96-well Splash-free
Support Base

D | MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips
E | MicroAmp™ Fast 8-Tube Strips

F  MicroAmp® Fast Reaction Tubes

with Caps
G MicroAmp Optical 48-Well Adhesive
Cover
Remarques
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A propos des expériences de génotypage

Analyse en point
final

A propos des
essais TagMan®
SNP Genotyping

Assays

A propos des
sondes TaqMan®
MGB

Remarques

Les réactions de génotypage sont réalisées en point final. Dans les analyses en point final :
* les données sont collectées a la fin du processus PCR ;

* les réactions sont caractérisées par la quantité¢ de séquence cible accumulée a la fin de la
PCR (Saiki et al., 1985) ;

* le point de données est I’intensité normalisée du reporter ou de la valeur R .

Certaines analyses en point final incluent également des points de données pré-PCR. Si tel est
le cas, le systeme calcule la valeur delta R, (AR ) avec la formule suivante :

R (post-PCR) — R (pré-PCR) = AR |

Remarque : Dans ce guide, le terme expérience fait référence au processus complet
d’expérience, depuis la création jusqu’a I’analyse des données.

Données PCR en temps réel pour les analyses en point final

Le logiciel StepOne™ offre la possibilité de collecter des données en temps réel pour les
expériences de présence/absence et de génotypage. Si une expérience échoue, les données en
temps réel peuvent aider a déterminer les causes du probléme.

Un essai de génotypage détecte les variantes d’une séquence d’acide nucléique unique sans
quantifier la cible. La présence de deux sondes dans chaque réaction permet de génotyper les
deux variantes possibles sur le site du polymorphisme de nucléotide unique (SNP) dans une
séquence cible.

Chaque essai TagMan® SNP Genotyping Assay comporte un tube unique prét a I’emploi qui
contient :
* Deux amorces spécifiques de la séquence pour amplifier le polymorphisme concerné

+ Deux sondes TagMan® MGB spécifiques des alléles pour détecter les alléles du
polymorphisme spécifique concerné

Chaque sonde TagMan® MGB spécifique d’un alléle posséde :
» Un reporter a I’extrémité 5’

— Un fluorophore VIC® 1ié a I’extrémité 5” de la sonde pour ’alléle 1.

— Un fluorophore FAM™ lié a I’extrémité 5" de la sonde pour I’all¢le 2.
La sonde pour I’alléle 1 marquée par le fluorophore VIC® correspond au premier
nucléotide entre crochets de la séquence contexte dans le fichier AIF (Assay
Information File — fichier d’informations sur 1’essai) fourni avec chaque commande.
La sonde pour I’alléle 2 marquée par le fluorophore FAM™ correspond au deuxiéme
nucléotide entre crochets de la séquence contexte dans le fichier AIF. Pour la

séquence contexte ATCGATT[G/T]ATCC, la sonde marquée par le fluorophore VIC®
se lie a ’alléle G et la sonde marquée par le fluorophore FAM™ se lie a I’alléle T.
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A propos des expériences de génotypage

» Un ligand du petit sillon (MGB) augmente la température de fusion (T,,) pour une
longueur de sonde donnée et permet de concevoir des sondes plus courtes (Alfonina et
al., 1997, Kutyavin et al., 1997). L'utilisation de sondes plus courtes produit des
différences de valeurs de T,, plus importantes entre les sondes spécifiques et non
spécifiques, ainsi qu’un génotypage plus efficace.

* Un quencher non fluorescent (NFQ) a I’extrémité 3" de la sonde permet une détection
plus sensible de la fluorescence du reporter qu’avec un quencher fluorescent.

IMPORTANT ! Applied Biosystems déconseille d’utiliser le fluorophore TAMRA™
comme reporter ou quencher avec le systéme StepOne™.

Essai 5’ nucléase La figure ci-dessous représente de maniere schématique la détection 5" nucléase. Pendant
la PCR :

+ Chaque sonde TagMan® MGB s’hybride spécifiquement sur sa séquence
complémentaire entre les amorces sens et anti-sens.

» Lorsque la sonde oligonucléotidique est intacte, la proximité entre le fluorophore du
quencher et le reporter empéche le reporter d’émettre son signal.

+ Lapolymérase AmpliTaq Gold® DNA Polymerase étend les amorces liées a I’ADN
génomique.

+ Lapolymérase AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5" nucléase) clive les sondes qui
s’hybrident sur la séquence cible.

* Le clivage des sondes hybridées sur la séquence cible sépare le quencher du
reporter, ce qui augmente la fluorescence du reporter. Le signal de fluorescence
généré par I’amplification par PCR indique les alléles présents dans 1’échantillon.

Remarques
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Remarques

Dans les essais TagMan®, la fluorescence provenant de sondes liées de maniére non
spécifique diminue, car les non-spécificités de nucléotides entre une sonde et une
séquence réduisent les possibilités de clivage de la sonde. Avec une sonde courte,

la non-spécificité d’une paire de bases posséde un effet négatif plus important sur la
liaison. La sonde non spécifique n’est pas parfaitement liée a I’alléle, ce qui permet a la
polymérase AmpliTaq® Gold DNA Polymerase de déplacer la sonde sans cliver le
fluorophore.

Le logiciel StepOne™ génotype simultanément les échantillons d’ADN présents sur la
plaque de réactions. D’abord, il normalise la fluorescence des reporters sur la
fluorescence du fluorophore de référence passive dans chaque puits. Ensuite, il trace les
intensités normalisées (R,)) des reporters dans chaque puits d’échantillon sur un
graphique de discrimination allélique, ce qui met en évidence I’intensité des reporters
pour les sondes spécifiques des alléles. Enfin, le logiciel StepOne™ utilise un algorithme
pour regrouper ces données a chaque échantillon et leur attribuer un génotype d’aprés
leur position sur le graphique.

Remarque : L algorithme d’analyse des génotypes du logiciel StepOne™ ne désigne pas
plusieurs génotypes lorsque 1’expérience n’en comporte qu’un.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
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45 *

4.0

Allgle 2

35

3.0

LI s

24 29 34 38
Alléle 1

Le nuage de points de données peut s’étaler sur I’axe horizontal (allele 1), I’axe vertical
(allele 2) ou en diagonale (allele 1/alléle 2). Cette variation provient des différences
d’intensité de la fluorescence des reporters apres I’amplification par PCR. Le tableau
ci-dessous montre la corrélation entre les signaux de fluorescence et les séquences dans

un échantillon.

Une augmentation importante...

De la fluorescence de la sonde marquée par le
fluorophore VIC® uniquement

De la fluorescence de la sonde marquée par le
fluorophore FAM™ uniquement

Indique...

Une homozygotie pour 'alléle 1

Une homozygotie pour 'alléle 2

De la fluorescence des sondes marquées par les
fluorophores VIC® et FAM™

Une hétérozygotie des alléles 1 et 2
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Utilisation de ce guide

Utilisation de ce
guide comme
tutoriel

Utilisation de ce
guide avec des
connaissances

pratiques

Remarques

Les données de I’exemple fourni avec le logiciel StepOne™permettent d’utiliser ce guide
comme tutoriel pour réaliser une réaction de génotypage sur le systéme StepOne’". Voir
les procédures décrites aux chapitres 24 5 :

» Chapitre 2 — Création d’une expérience a 1’aide de I’assistant de programmation
Design Wizard du logiciel.

* Chapitre 3 — Préparation de I’expérience en utilisant les réactifs et volumes calculés
par I’assistant de programmation Design Wizard au Chapitre 2.

+ Chapitre 4 — Réalisation de I’expérience sur un instrument StepOne ™.
* Chapitre 5 — Analyse des résultats.

Pour plus d’informations, voir « A propos de ’exemple » a la page 10.

Les données de I’exemple fourni avec le logiciel StepOne™permettent d’utiliser ce guide
comme tutoriel pour réaliser une réaction de génotypage sur le systéme StepOne™".
Voir les procédures décrites dans les chapitres appropriés :

Chapitre Procédure
2 Création d’une expérience a I'aide de I'assistant de programmation Design
Wizard du logiciel StepOne™.
3 Préparation de I'expérience en utilisant les réactifs et volumes calculés par
I'assistant de programmation Design Wizard au Chapitre 2.
4 Réalisation de I'expérience sur un instrument StepOne™.
5 Analyse des résultats.

Pour plus d’informations, voir « A propos de 1’exemple » a la page 10.

Une fois que les exercices du tutoriel présentés aux chapitres 2 a 5 sont terminés,

ce guide permet d’utiliser I’assistant de programmation Design Wizard pour créer des
réactions de génotypage. Les procédures des chapitres 2 a 5 contiennent des instructions
détaillées sur la maniere de créer des expériences spécifiques. En outre, il est possible
d’utiliser I’'un des autres workflows fournis dans le logiciel StepOne™ pour effectuer des
expériences. Le tableau ci-dessous rappelle tous les workflows disponibles dans le
logiciel StepOne™.

Workflow Description Voir...
Design Wizard L'utilisateur entre les parameétres de I’expérience a mesure Chapitre 2
(Assistant de que I'assistant lui demande les informations pratiques de
programmation) | I’expérience.

Advanced Setup | L'utilisateur configure une nouvelle expérience en s’appuyant Page 98

(Configuration sur ses connaissances pratiques. Il permet aux utilisateurs
avancée) expérimentés de créer des expériences conformes a leurs
besoins.

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
Biosystems StepOne™
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Workflow Description Voir...

QuickStart L'utilisateur démarre une nouvelle expérience sans les Page 104
(Démarrage informations de configuration de la plaque.
rapide)
Template L'utilisateur configure une nouvelle expérience en utilisant les Page 109
(Modeéle) informations de configuration d’un modeéle.
Export/Import L'utilisateur importe des modeéles existants d’expériences a Page 110
(Exportation/ partir de fichiers texte ASCII contenant des informations de
Importation) configuration.

Remarques
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A propos de I’

Description

Plan de la plaque
de réactions

A propos des
données de
I’exemple
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exemple

Pour illustrer la réalisation d’une expérience de génotypage, ce guide décrit les étapes
de création et d’analyse d’un exemple. La configuration de I’exemple est tout a fait
classique, ce qui permet de se familiariser rapidement avec le systéme StepOne’.

L’objectif de I’exemple de réaction de génotypage est d’étudier 1’essai SNP rs8039 dans
lequel les génotypes possibles sont AA, AC et CC. Dans I’exemple, 20 échantillons
inconnus d’ADN génomique (ADNg) ont été génotypés avec I’essai TagMan® Drug
Metabolism Genotyping Assay ID C__ 11711420 30. Les réactions ont été configurées
pour que les amorces et les sondes PCR qui ciblent les deux alléles de 1’essai SNP rs8039
soient présentes dans le méme puits. La PCR a été préparée avec le master mix TagMan®
Universal PCR et exécutée d’apreés le protocole décrit dans le document Performing a
TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay for 96-Well Plates Quick Reference Card
(réf. 4367636A).

L’illustration ci-dessous montre le plan de la plaque de réactions utilisée pour
I’expérience donnée en exemple.

View Plate LayoutT View Well Table ]

SelectWells With: - Selectitem - | |- Selectitem - »

BB

:

Elsnowin Wells v | View Legend

1 I 2 I 3 I 4 I 5 I ] 7 [ [

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample 8
[e_mmuzo0a0 [l 11711420 20 [Mc_ 1171142030 [c_11711az030 [[Jc_11711ez030  [[Jc_11711a20 30 [ c_11711220 30 [ c_11711220 30

Sample 7 Sample 14

[Mc_11711az030 [[c_11711az0 0 [[Jc_11711ez0 30  [[Jc_ 11711220 30 [ c_11711a2030 [ c_11711az030  [[]c_11711a2030  [I] c_11711220_ 30

Sample 8 Sample 8 Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13

[

Sample 15 Sample 20
[Mc_ 1171142030 [c_11711az030 [[Jc_11711ez030  [[Jc_11711a20 30 [ c_11711220 30 [ c_11711220 30

Sample 16 Sample 17 Sample 18 Sample 19

[5]

EHc_1711az050  [Fc_11711220 50

F

wells: [ 20 Unknawn [ 2 Negative Control [3] 2 Pasitive Contral

24 Empty

L’exemple décrit dans ce guide est inclus avec le logiciel StepOne™. Le fichier de
I’exemple (Genotyping Example.eds) est disponible a I’emplacement suivant :

<lecteur>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments\examples

ou <lecteur> est le disque dur de I’ordinateur sur lequel le logiciel StepOne™ est installé.
Le disque d’installation par défaut est le lecteur C.
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Workflow de I'exemple

Workflow de I’exemple

A propos du L’illustration suivante montre le workflow de 1’exemple de réaction de génotypage.
workflow de
I’expérience

Début de I'expérience
v
Conception de I'expérience (Chapitre 2)

. Créer une expérience.

. Définir les propriétés de I’expérience.

. Définir les méthodes et les matériels nécessaires.

. Configurer les essais SNP.

. Configurer les échantillons et les réplicats.

. Configurer le profil de thermocyclage.

. Vérifier la préparation des réactions.

. Commander les matériels nécessaires pour I’expérience.

© 00 N O O M~ WO N =

. Finaliser le workflow de I'assistant de programmation Design Wizard.

v

Préparation des réactions (Chapitre 3)

1. Préparer les dilutions d’échantillons.
2. Préparer le mélange réactionnel.
3. Préparer la plaque de réactions.

v

Réalisation de I’expérience (Chapitre 4)

. Préparer la réaction de PCR.
. (Facultatif) Activer les notifications.
. Démarrer la réaction de PCR.

. Surveiller la réaction de PCR.

IS B ORI N

Retirer la plague de réactions et transférer les données.

v

Analyse de I’expérience (Chapitre 5)

. Afficher le graphique de discrimination allélique.
. Afficher le plan de plaque.

. Afficher le tableau des résultats.

. Afficher la synthése CQ.

. Afficher la courbe des données brutes.

. Afficher la courbe des multicomposantes.

. Afficher la courbe d’amplification.

. Afficher les paramétres d’analyse.

© 00 N O O A~ WO DN =

. Exporter les données.

v

Fin de I'expérience

Remarques
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Chapitre 2

m Conception de I’expérience

Sommaire du chapitre :

B Présentationduchapitre . ........ ... i e 14
B Création d’une eXpErienee . .. ... vvt vt ittt e 15
B Définition des propriétés de 'expérience. .. ..., 16
B Définition des méthodes et des matériels nécessaires . .................... 17
B Configurationdes essais SNP. .. ... ... . 19
B Configuration des échantillons et des réplicats. .. ........................ 22
B Configuration du profil de thermocyclage . ............ ... ... ... ..... 24
B Vérification de la préparation desréactions . . ............ ..., 26
B Commande des matériels nécessaires pour ’expérience . .................. 29
B Finalisation du workflow de I’assistant de programmation Design Wizard. . . .. 31

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide dans le logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Présentation du chapitre

Ce chapitre explique comment utiliser I’assistant de programmation Design Wizard pour
configurer ’exemple de réaction de génotypage. L assistant de programmation présente
les meilleures pratiques de conception d’une expérience.

Workflow Créer I’expérience a I’aide du workflow suivant :

Début de 'expérience

v
Conception de I'expérience (Chapitre 2)

. Créer une expérience.

. Définir les propriétés de I’expérience.

. Définir les méthodes et les matériels nécessaires.
. Configurer les essais SNP.

. Configurer les échantillons et les réplicats.

. Configurer le profil de thermocyclage.

. Vérifier la préparation des réactions.

. Commander les matériels nécessaires pour I’expérience.

© 00 N O o b~ W DN =

. Finaliser le workflow de I'assistant de programmation Design Wizard.

v

Préparation des réactions (Chapitre 3)

<

Réalisation de I’expérience (Chapitre 4)

<

Analyse de I’expérience (Chapitre 5)

<

Fin de I'expérience

Remarque : Ce workflow n’est que 1’un des nombreux processus utilisés par le logiciel
StepOne™ pour configurer les réactions de génotypage. Pour plus d’informations, voir «
Utilisation de ce guide avec des connaissances pratiques » a la page 8.

Remarques
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Création d’une expérience

Création d’une expérience

Démarrer le logiciel StepOne™, puis ouvrir 1’assistant de programmation Design Wizard
pour créer une réaction de génotypage.

Création d’une 1. Double-cliquer sur Q- ou sélectionner Start (Démarrer) » All Programs (Tous les

expérience programmes) b Apl;l/ied Biosystems » StepOne » StepOne v1.0 pour démarrer le
logiciel StepOne™.

2. Dans I’écran Home (Accueil), cliquer sur Design Wizard (Assistant de
programmation) pour ouvrir 1’assistant de programmation.

Remarque : Pour créer une expérience a 1’aide du workflow Advanced Setup
(Configuration avancée) ou QuickStart (Démarrage rapide) et d’un modele
d’expérience, voir Annexe A, « Autres workflows d’expérience », a la page 97.

% StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[E] New Experiment - (5 Open.. [ =}

Design Wizard QuickStart Analyze Experiment

* Home

Disconnected

Pour plus Pour plus d’informations, consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en
d’informations  sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Définition des propriétés de I’expérience

Dans I’écran Experiment Properties (Propriétés de 1’expérience), entrer les informations
d’identification de I’expérience, puis sélectionner I’application a créer.

Parameétres de 1. Cliquer dans le champ Experiment Name (Nom de 1’expérience), puis entrer
I’écran Genotyping Example (Exemple de réaction de génotypage).

Remarques
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2. Cliquer dans le champ Barcode (Code-barres), puis entrer Example (Exemple).

3. Cliquer dans le champ User Name (Nom d’utilisateur), puis entrer Example User
(Exemple d’utilisateur).

4. Cliquer dans le champ Comments (Commentaires), puis entrer Genotyping
Getting Started Guide (Exemple de réaction de génotypage du guide de mise en
route).

5. Sélectionner I’application Genotyping (Génotypage).

6. Cliquer sur Suivant >,

— Barcode (Optional) ‘ Example
— User Mame (Optional) ‘ Example User

—- Comments (Optional): ‘Genohfpmg Gefting Started Guide '.‘|
N

1A. Define: Experiment Properties Experiment Properties Help @.

a Instructions: Enter identifying information, then selsctthe type of experiment to design

How do you want to identify this experiment? = Required

i * Experiment Name

What type of experiment do you want to design?

f

0 ST ETTT } i ¥ Genaotyping ] [ Fresence [ Absence ]

Design a genotyping experiment to detect single nucleotide polymorphism variants of a target nucleic acid sequence in a sample

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
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Définition des méthodes et des matériels nécessaires

Lors de la création d’une expérience :

Entrer un nom descriptif et facile a retenir pour I’expérience.

(Facultatif) Entrer un code-barres de 100 caractéres maximum pour identifier la
plaque de réactions utilisée dans I’expérience.

(Facultatif) Entrer le nom d’utilisateur du créateur de I’expérience (100 caractéres
maximum).

Sélectionner I’application Genotyping (Génotypage).

Pour plus d’informations sur les paramétres de I’écran Experiment Properties (Propriétés
de I’expérience), consulter ’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Définition des méthodes et des matériels nécessaires

A propos de la
création de
I'exemple

Dans I’écran Methods and Materials (Méthodes et matériels), définir les matériels
suivants :

les réactifs utilisés pour génotyper les échantillons ;

1’état (déshydraté ou hydraté) de la matrice d’ADN génotypée ;

la vitesse de variation de la température la mieux adaptée aux réactions de PCR ;
les phases a inclure dans la méthode de thermocyclage.

L’exemple utilise des réactifs TagMan® et une matrice d’ADN génomique (ADNg)
hydratée dans les réactions de PCR. Puisque les réactions ne contiennent pas de réactif
TagMan® Fast, le systéme StepOne™ effectue la réaction en utilisant la vitesse de
variation de la température standard. En outre, puisque le systéme StepOne™ effectue le
thermocyclage pour la PCR, le profil de thermocyclage de 1’expérience comporte les
phases de lecture pré-PCR, d’amplification et de lecture post-PCR.

Paramétres de 1. Sélectionner les réactifs TagMan® Reagents (Réactifs TagMan).
I’écran
2. Sélectionner le type de matrice Wet DNA (gDNA or cDNA) (ADN hydraté
(ADNg ou ADNC)).
3. Sélectionner la vitesse de variation de la température Standard (~2 hours to
complete a run) (Standard (env. 2 h pour réaliser la réaction)).
4. Sélectionner Pre-PCR Read (Lecture pré-PCR) et Amplification pour ajouter ces
phases au profil de thermocyclage.
Remarque : La lecture post-PCR est obligatoire.
5. Sélectionner Suivant >.
Remarques
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77}‘, Standard (~ 2 hours to complete a run)

1B. Define: Methods & Materials Methocls & Materials Help ﬂ_‘,

a Instructions: Selectthe reagents, selectthe type of DNAtemplate 1o use, selectthe stages for the instrument run, then review the instrument ramp speed for this genotyping experiment.

Which reagents do you want to use for genotyping?

7I + TagMan® Reagants ‘ [ Cther

The PCR reactions contain two primers and two TagMan® probes. The primers are designed to amplify the sequence containing the SNP. Each Taghan probe is designed to hybridize to
one allele sequence and generate fluorescence signal when the allele sequence is amplified

What type of template do you want to use in the PCR reactions?

—I + Wet DNA (gDMNA or cDMNA)Y ‘ [ Dry DNA (gDNA ar cDNA)

You are adding the purified, resuspendsd DNA to the final reaction mix. Use an optimized protocol to extract the DNA. Then, make surs the A260/280 ratio is greater than 1.7, the DNA does
not contain PCR inhibitors, agarose gel electrophoresis shows the DMA is intact, and the DMA has not been heated aboves 60 °C.

Use the standard ramp speed in the instrument run for this genotyping experiment.

For optimal results using the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends standard reagents for your PCR reactions.

Which stages do you want to include in the instrument run?

—" [ Pre-PCR Read  [] Amplification

Instructions de  Lors de la création d’une expérience :
preparation * Sélectionner Other (Autre) si les réactifs TagMan® ne sont pas utilisés pour

Remarques
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amplifier et détecter les séquences cible dans 1’expérience.

Remarque : L’écran Reaction Setup (Préparation des réactions) n’est pas disponible
avec la sélection Other (Autre).

* Si une matrice autre que ’ADN génomique (ADNg) ou I’ADNec est utilisée,
sélectionner 1’option qui décrit 1’état des échantillons (Wet DNA (ADN hydraté)
ou Dry DNA (ADN déshydraté)).

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
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* Sélectionner la vitesse de variation de la température Standard adaptée a I’activité
de I’instrument.

IMPORTANT ! Les essais TagMan® SNP Genotyping Assays ne sont pas
compatibles avec les réactifs Fast. Par conséquent, I’assistant de programmation
Design Wizard ne prend pas en charge la vitesse de variation de la température Fast
(Rapide) pour les réactions de génotypage. Pour utiliser la vitesse de variation de la
température Fast (Rapide), utiliser le workflow Advanced Setup (Configuration
avancée) afin de configurer la réaction de génotypage.

* Pour effectuer I’amplification par PCR sur un thermocycleur autre que le systéme
StepOne™, désactiver 1’option Amplification.

Remarque : La lecture pré-PCR est facultative, mais recommandée. Le logiciel
StepOne™ utilise la lecture pré-PCR pour normaliser les données post-PCR.

Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Materials & Methods (Méthodes et matériels),
d’informations consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Configuration des essais SNP

Dans I’écran Set Up SNP Assays (Configurer les essais SNP), entrer le nombre d’essais
SNP inclus dans I’expérience, puis définir leurs propriétés.

A propos de la L’exemple évalue les échantillons pour 1’essai SNP rs8039. L’essai étant de type
création de TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay (ID C__ 11711420 30), les informations
I’exemple sur’essai SNP peuvent étre importées a partir du fichier AIF (fichier d’informations sur
I’essai) fourni avec 1’essai ou téléchargé sur le site Web d’Applied Biosystems.

Paramétres de 1. Entrer 1 pour le nombre d’essais SNP étudiés.

I’écran SNP _ . .
Assays (Essais 2. Cliquer sur Yes (Select SNP Assay from SNP Assay Manager) (Oui (Sélectionner
SNP) I’essai SNP dans le gestionnaire des essais SNP)).
3. Cliquer sur Select SNP Assay(s) from Library (Sélectionner les essais dans la
bibliotheque).
Remarques
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4. Cliquer sur Import AIF (Importer le fichier AIF), puis utiliser la fenétre
Import SNP Assays from AIF (Importer les essais SNP a partir du fichier AIF)
pour importer 1’essai SNP a partir du fichier AIF :

a. Atteindre I’emplacement :

<lecteur>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments\examples

b. Dans la liste déroulante Files of type (Types de fichiers), sélectionner
Text Files (*.txt) (Fichiers texte (*.txt)).

c. Sélectionner DME_SNP_185457113_426781-1.txt.

d. Cliquer sur Import (Importer).

& Import SNP Assays from AIF

Look in |@ examples i EE:S}E 4a
2 B DME_SNP_185457113_426781-1.b¢ 4c
My Recent
Documents
Desktop
My Documents
My Computer
.g- File name: | DME_SNP_185457113_426781-1.0¢ | weert f— 4d
My Netwaork y
Places Files oftype:  [Text Files (* bd) v [ Loancel |
|
‘ 4b

5. Dans la fenétre SNP Import Properties (Propriétés d’importation de SNP), cliquer
sur OK.

6. Sélectionner ’essai SNP C__ 11711420 _30.
7. Cliquer sur Use Selected Marker(s) (Utiliser les reporters sélectionnés).

8. Cliquer sur Suivant >,

Remarques
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2A: Set Up: SNP Assays SNP Assays Help @
B instructions:  Enter the number of SNP assays to run in the reaction plate, then setup the properties for each SNP assay.
Set Up SNP Assays
1 — 1 How many SP assays are you studying in this experiment?
* Have you ordered and received the assay and the assay information file (AIF) for sach SMP assay?
2 |r V' Yes (Select SMP Assay from Library) } [ Mo (Set Up SNP Assay Properties Manually) ]
MOTE: Import the AIF into the SKP assay library before you set up the SNP assay properties.
Click"select SMP Assay(s) from Library' to open the SNP assay library. fthe SNP assay is notin the library, import the AIF into the library. Then,
3 selectthe SNP assay(s) to set up the SNP assay properies.
SMP Assay 1 Properties: C_ 11711420_30 | Select 5P Assay(s) from Library | | clear shp Assay Properties J
SNP Assay 1 Mame: | C__11711420_30 EnterGeneMame:| | SelectMarker Color
Aliele 1: [ A | selectReporter Select Quencher: NFO-MGB |  Select Allele 1 Color
Allsle 2: | C | selectReporter Select Quencher; NFO-MGB v|  SelectAllele 2 Color:
% SNP Assay Library
Add new SNP assays, edit existing SNP assays, delste SNP assays, import SMP assays from a text file or an AIF, or export SNP assays to a textfile. Apply a filter to reduce the number of SNP assays )
displayed
Enter a filter query, then click "Apply Filter." To enter multiple fiter queries, click "Advanced Filter." | Actvanced Fiter
IF |SNP Assay v‘ ‘: v|| || Apply Fiter || frer |
4 ]
| New | Edit | Delete | Delete Al | || Import | Import AIF | |‘ Export | |
6 SNP Assay Allele 1 Name Allele 1 Reparter | Allele 1 Quenc... | Allele 2 Name Allele 2 Repaorter | Allele 2 Quenc... | Colar Comments Created On Last Modified
C__11711420_30 ]A |V|C |NFQ—MGB |C |FJ\M ‘NFQ—MGB ‘ . | Mov 27, 2006 Mov 27, 2006
Import SNP Assays El
.
J) Successfully imported 1 items.
5 | ok
Use Selected SNP Assay(s) J | Exit SNP Assay Library J

Instructions de  Lors de la création d’une expérience :

preparation * Applied Biosystems recommande de ne pas évaluer plus de 6 SNP sur une méme
plaque de réactions.
Remarque : L’assistant de programmation Design Wizard autorise deux SNP
maximum par plaque. Les workflows Advanced Setup (Configuration avancée) et
QuickStart (Démarrage rapide) ne limitent pas le nombre de SNP pouvant étre
évalués.
» Attribuer a chaque essai SNP un nom et une couleur univoques.
 Si les essais SNP ne sont pas configurés manuellement, vérifier que les reporters
attribués a chaque alléle sont corrects.
IMPORTANT ! Applied Biosystems déconseille d’utiliser le fluorophore TAMRA™
comme reporter ou quencher avec le systéme StepOne™.
Remarques
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Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Targets SNP Assays (Essais SNP cibles),
d’informations  consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Configuration des échantillons et des réplicats

Dans I’écran Set Up Samples and Replicates (Configurer les échantillons et les réplicats),
entrer le nombre d’échantillons de 1’expérience, le nom des échantillons, puis le nombre
de contrdles positifs et négatifs.

A propos de la  L’exemple évalue :

création de ¢ 20 échantillons inconnus

I’exemple A A
P * 2 controles négatifs

» 2 contrbles positifs (un hétérozygote et un homozygote alléle 2).

Parametres de 1. Entrer 20 pour le nombre d’échantillons.
I’écran Samples _
and Replicates 2. Entrer 1 pour le nombre de réplicats.

(Echantillons et 3. Cliquer sur All Sample/ SNP Assay Reactions (Toutes les réactions

replicats) échantillon/essai SNP).
4. Entrer 2 pour le nombre de contréles négatifs (puits sans matrice).
5. Entrer 2 pour le nombre de contrdles positives (puits avec des échantillons de
génotype connu).
6. Pour le contréle positif 1, sélectionner Allele 1/Allele 2 Heterozygous
(Hétérozygote allele 1/alléle 2).
7. Pour le contréle positif 2, sélectionner Allele 2 Homozygous (Homozygote
allele 2).
8. Cliquer sur Suivant >,
Remarques
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2B. Set Up: Samples & Replicates

Samples & Replicates Help Q_)‘,

a Instructions: Enter the number of samples to test in the reaction plate, enter sample names, then enter the numkber of negative and pasitive controls.

Set Up Samples

+How many samples do you wantto tastin the reaction plate?

+ How many replicates do you need?

Faoreach sample inthe reaction plate, enter a sample name and select a sample color.

* Enter Sample Name Color

[sample 1 | ol
[sample 2 | |
[sample 3 | h
[sample ¢ | “
[sample 5 | h
[sample & | [

1 + All Sample/SNP Assay Reactions ][ Specific Sample/SNF Assay Reactions ]

Set Up Controls

+ How many neaative controls do you need for each SMP assay?

How many positive contrals do you need for 2ach SNP assay? (optional)

Select Positivs Control 1 Genatyps: [Allzle 1/Allele 2 Heterozygous v |

Select Positiva Control 2 Genatyps: [Allzle 2 Homazygous v|

2I] - Unknown m 2 - Positive Control D 2 - Megative Control 24 - Empty

Which sample/SNP assay reactions do you want to set up?

: View Plate Layout
Arrange Plate By: Place Controls in: (UpperLeft  +
| B | showinwells ¥ | i | = |

v [ 2 ]3[4 s [ 8 [ 7 [ 8 |

Wiew Legend

Sample... Sample... Sample... Sample... Sample... Sample.

e Oe o me M me @e Mec Mec_r

S

Sample... Sample... Sample... Sample... Sample 2 Sample... Sample 3 Sample 4

e Mo Mo Mo Mo Me_s Me_s @c_s

m

Sample 5 Sample @ Sample 7 Sample & Sample @ Sample 1

c 1M1 [@Mc_1 [@c_1 @ c_1[[@sne [P P

Instructions de  Lors de la création d’une expérience :

préparation

échantillon.

» Utiliser de 1 a 48 échantillons. Donner un nom et une couleur univoques a chaque

* Applied Biosystems recommande d’utiliser au moins un contrdle négatif pour

chaque essai SNP.

» Limiter a 48 le nombre de réactions totales dans chaque expérience. Si le nombre de
réactions totales requis est supérieur a 48, réduire le nombre d’essais SNP,
d’échantillons, de réplicats ou de contrdles positifs et négatifs, sinon répartir les

réactions sur au moins deux plaques.

Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Samples & Replicates (Echantillons et réplicats),

d’informations  consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
Remarques
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Configuration du profil de thermocyclage

A propos de la

création de
I'exemple

Consultation de

I’écran Run

Method (Profil de

thermocyclage)

Remarques

24

Dans I’écran Set Up Run Method (Configurer le profil de thermocyclage), vérifier le
volume réactionnel et le profil de thermocyclage par défaut. Si nécessaire, modifier le
volume réactionnel, le profil de thermocyclage par défaut ou les remplacer en chargeant
un profil de thermocyclage a partir de la bibliotheque.

L’exemple utilise des réactions de 25 puL avec la méthode TagMan® Drug Metabolism
Genotyping Assay indiquée ci-dessous. Le systéme StepOne™ étant utilisé pour effectuer le
thermocyclage, le profil de thermocyclage contient une phase de thermocyclage pour la PCR.

Lecture Lecture
pré-PCR Thermocyclage post-PCR
Phase Phase Thermocyclage (50 cycles) Phase
Phase/étape de maintien de maintien Dénaturation Hybridation/ de maintien
dela dela extension dela
température température température
Température 60 °C 95 °C 92 °C 60 °C 60 °C
Durée 00:00:30 00:10:00 00:00:15 00:01:00 00:00:30
(hh:mm:ss)
Collecte des Oui Non Non Oui Oui
données

Remarque : Dans la méthode ci-dessus, la collecte des données est activée pour 1’étape

d’hybridation/extension de sorte que le systéme StepOne™™ collecte les données en temps
réel pendant la PCR. Bien que les données en temps réel ne soient pas nécessaires pour le
génotypage, elles peuvent étre utiles pour déterminer les causes d’une PCR ayant échoué.

1. Cliquer dans le champ Reaction Volume Per Well (Volume réactionnel par puits),
puis entrer 25.

2. Cliquer dans le champ Number of Cycles (Nombre de cycles) de la colonne

Cycling Stage (Phase de thermocyclage), puis entrer 50.

3. Cliquer sur la durée de la premiére étape dans la colonne Cycling Stage (Phase de
thermocyclage) (95 °C/00:20), puis entrer 10:00.

4. Ajuster la premiere étape de la phase de thermocyclage :

a. Cliquer sur la température de la premicre étape (95 °C), puis entrer 92 °C.

b. Cliquer sur la durée de la premiére étape (92 °C/00:30), puis entrer 00:15.

5. Cliquer sur la durée de la deuxiéme étape (60 °C/01:00) dans la colonne Cycling
Stage (Phase de thermocyclage), puis entrer 01:30.

6. Cliquer sur Suivant >,

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
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Configuration du profil de thermocyclage

2C. Set Up: Bun Method - Graphical View Run Method Help Q_)‘,

Review the reaction volume and the default thermal profile for the stages you selected for the instrument run. If needed, change your selection, editthe run method, or selecta

Instructions:
a run method from the library.

e
Graphical ViewT Tabular View ]

Reaction Volume Per Well L

Add Stage ¥ | Add Step ¥ | Delete Selected | Undo "Set Gycle Gount'

|| Collect Data ¥ ‘ \| Dpen Run Method Save Run Method |

(-1

Include Pre-PCR Read Amplification

e-PCR Read (Halding Stag Halding Stage Cycling Stage st-PCR Read (Holding Stagl

Mumber of Cycles

[] Enable Auto A

Starting Cycle: [ |

1
100 —| g5.0°cC

10:00

e [
T D —
0015

75 —|

<

00% 150%
60.0°C 600°C
01:30 100%  op:3p

&0 —| T i

00%
25 —|
o
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1

Legend
Data Collection On

Data Collection Off A AutoAOn A Auto AOff

AN

Instructions de
préparation

Pour plus
d’informations

Remarques
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Lors de la création d’une expérience :

Entrer un volume réactionnel/puits de 10 a 30 pL. Applied Biosystems recommande
d’utiliser un volume réactionnel de 25 pL pour les réactions de génotypage.

Vérifier le profil de thermocyclage par défaut. Si I’expérience nécessite d’autres
parameétres, modifier la méthode par défaut selon les besoins.

Cliquer sur Open Run Method (Ouvrir le profil de thermocyclage) pour afficher la
bibliotheque des profils de thermocyclage. Celle-ci contient peut-étre un profil de
thermocyclage adapté a I’expérience.

Penser a inclure 1I’amplification dans le profil de thermocyclage. Les données en
temps réel peuvent étre utiles lors de I’identification des causes d’erreurs d’une
réaction de génotypage.

Pour plus d’informations sur I’écran Run Method (Profil de thermocyclage),
consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

25



m Chapitre 2 Conception de I'expérience
Vérification de la préparation des réactions

Vérification de la préparation des réactions

Dans I’écran Set Up Reaction Setup (Configuration des paramétres de réactions), entrer
le volume réactionnel et le volume excédentaire a préparer, puis vérifier les paramétres
de concentration pour le master mix de la PCR, le mix primers-sonde, la cible de
I’échantillon dilué et les solutions d’échantillon, puis procéder aux modifications
nécessaires.

A propos de la L’exemple nécessite un mélange réactionnel suffisant pour 24 réactions et un excédent de
création de 10 % pour compenser les imprécisions de pipetage. Chaque 25 pL de réaction comprend
’exemple les éléments suivants :

Composant uL/puits
2X TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG 12,50
20X TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay 1,25
Matrice d’ADN génomique (3 a 20 ng) + eau sans DNase 11,25
Volume total 25,00

Paramétres 1. Cliquer dans le champ Reaction Volume Per Well (Volume réactionnel par puits),
de I’écran puis entrer 25 L.

Reaction Setup , .
(Préparation des 2. Cliquer dans le champ Excess Reaction Volume (Volume excédentaire),

réactions) entrer 10%.

3. Vérifier que la concentration du master mix est de 2X.

4. Vérifier que la concentration du mix primers-sonde TagMan® est de 20X.

2D. Set Up: Reacti Setup > Reacti Mix Calculati Reaction Setup Help @
n Instructions: For each SKP assayin the reaction plate, review the calculated volumes for preparing the PCR reactions. If needed, edit the reaction volume, excess reaction volume,
" component concentrations, andior stock concentrations. Click "Print Reaction Setup” to print instructions on how to prepare the PCR reactions
| Print Resction Setup
1 Reaction Volume Per Well 28| L
2 1 Excess Reaction Volume %
’JbReacﬁon Mix Calculations | Sarnple Dilution Calculations ]
elect SNP Assay Reactions for SNP Assay 1
C__11711420_30
3 Master Mix Concentration x
4 Assay Mix Concentration: x
Component Volume (UL} for 1 Reaction Wolume (UL} for 8 Reactions (Including Exc
Master Mix (2x) 10.00 88.00
1.00 e.a0
2.00 17.60
Water 7.00 61.60
Total Volume 20.00 176.00
Remarques
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5. Sélectionner 1’onglet Sample Dilutions Calculations (Calcul de dilution de
1’échantillon).

6. Cliquer dans le champ Diluted Sample Concentration (10X for Reaction Mix)
(Concentration de 1’échantillon dilué (10X pour le mélange réactionnel)), puis
entrer 30 ng/pL.

7. Vérifier que la concentration de la solution mere est de 100 ng/uL pour tous les
¢chantillons.

8. Imprimer un rapport sur le plan de plaque et le conserver pour référence :
a. Cliquer sur Print Reaction Setup (Imprimer la préparation des réactions).

b. Dans la fenétre, sélectionner :
* Detailed Pipetting Instructions (Instructions de pipetage détaillées)

* Include Plate Layout in the Instructions (Inclure le plan de plaque
dans les instructions)

* Use sample color as well color (Utiliser la couleur de I’échantillon
comme couleur de puits)

c. Cliquer sur Print (Imprimer).

d. Dans la fenétre Print (Imprimer), sélectionner 1’imprimante et les options
d’impression, puis cliquer sur OK.

9. Cliquer sur Suivant >,

Remarques
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2D. Set Up: Reacti cti Mix Caleulati Reaction Setup Help 0_)
a Instructions: 07 23ch SNP assay in the reaction plate, review the calculated volumes for preparing the PCR reactions. If needed, editthe reaction volume, excess reaction valume,
" component concentrations, and/ar stack concentrations. Click"Print Reaction Setup” to print instructions on how to prepars the PCR reactions.
8a L Print Reaction Setup
Reaction Wolume Per Well [
5 _ — L  —vn
CALEDS MEALUUTT VUIanies, To e ‘
Reaction Mix Calculations T Sample Dilution Calculations ]
6 —— Diluted Sample Concentration (10x for Reaction Mi: | 30.0 |ngfuL v|
Sample Name Stock Concentration (ng/uL) Sample Wolume (uL) Diluent Valume (UL) Total Volume of Diluted Sample
7 Sarmpiet | 100.00 || 0.66 | 154 220 e
Sample 10 [ 100.00 || 0.66 | 1.54 220
Sample 11 100.00Y Pip p 220
Sample 12 100 220
You can use pipstting instructions to guide your pipetiing
Sample 13 100 and plate setup process. Selectthe type of pipetting 2.20
instructions to be printad.
Sample 14 100 220
) Summary Pipetting Instructions
Sample 15 _ 1ood —(® Detailed Pipetting Instructions 220
Sample 16 (8\9)3 {#] include Plate Layout in the instructions 220
Plate Layout Options
Sample 17 100. o Pt 220
{& Use sample color as well color
Sample 18 100. 220
 Use task color as well color
Sample 19 100. 220
Sample 2 \ 100 2.20
Preview Print m
Sample 20 100. | - 220
Sample 3 [ 100.00 | 0.6€ 154 2.20
Sampls 4 \ 100.00 | [<8b> 1.54 220
Sample § 100.00 | 0.66 154 2.20 2

Instructions de  Lors de la création d’une expérience :

preparation * Entrer un volume réactionnel/puits de 10 a 30 pL. Applied Biosystems recommande

d’utiliser un volume réactionnel de 25 pL pour les réactions de génotypage.

* Entrer un volume excédentaire d’au moins 10 % pour compenser les imprécisions
de pipetage et toute autre erreur expérimentale.

* Siune matrice d’ADN déshydraté est utilisée, les composants et volumes sont

recalculés.
Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Reaction Setup (Préparation des réactions),
d’informations consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
Remarques
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Commande des matériels nécessaires pour I’expérience
Commande des matériels nécessaires pour I’expérience
Dans I’écran Order Materials List (Commande : Liste des matériels), consulter la liste
des matériels recommandés pour la préparation de la plaque, ajouter a la commande les

articles a acheter, puis commander les articles.

Parametres de 1. Cliquer dans le champ Enter Gene Name or RS Number (Entrer le nom du géne ou

I’écran Ordering le numéro rs), entrer rs8039, puis cliquer sur Find Assay (Rechercher I’essai) pour
Materials obtenir I’essai sur le site Web d’Applied Biosystems :
(Commande de

a. Dans la fenétre Find Assay Results (Résultats de la recherche d’essais),

matériels) sélectionner 1’essai C__11711420_30.

b. Cliquer sur Apply Assay Selection (Utiliser 1’essai sélectionné).

w, Find Assay Results

1 Results Found for Assay rsB039 Please select one of the assays below to associate with rsB039
| Availability Assay D Gene Symbol Gene Name SNP Type Public Location
| CYP51A1 cytochrome P450, family 51, subfamily A, polypeptide 1 UTR 3
1a — Ll premate | © 11711820 30 Y e el 7 91580284
AKAPS Akinase (PRKA) anchar protein (yotiao) 8
| /| | 10f1 | Mexts || Last | | Apply Assay Selection | | cancel
— e — _ |

N

Dans le panneau Experiment Materials (Matériels de 1’expérience), sélectionner :
e C__ 11711420 30
* MicroAmp Optical 48-Well Adhesive Cover
e MicroAmp" Fast Optical 48-Well Reaction Plates
¢ TagqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG

3. Cliquer sur Add Selected Items to Shopping List (Ajouter les articles sélectionnés
a la liste d’achats).

4. Cliquer dans le champ Shopping Basket Name (Nom du panier), puis entrer
Example Experiment (Exemple).

9]

Vérifier que la section Experiment Shopping List (Liste d’achats pour I’expérience)
contient les matériels nécessaires dans les quantités adéquates.

6. Cliquer sur Order Materials in List (Commander les matériels de la liste).

Remarques
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Commande des matériels nécessaires pour I'expérience

7. Entrer les informations de connexion a la boutique Applied Biosystems, puis cliquer
sur Login and Submit (Se connecter et envoyer) ou sur Register Now (S’inscrire
maintenant) et suivre le processus d’inscription.

8. Une fois la commande passée, cliquer sur Finish Designing Experiment (Finaliser
la création de I’expérience).

| Enter Gene Mame or RS Number

| i—Add Selected tems to Shopping List | Display : |AH ltems e | | Print Materials List |

uE of 3 48-well microplate. This will reduce the possibility of
4 3 ity

3A. (Optional) Order: Materials List Materials List Help 0/.

u Instructions: EView the list of materials recommended to prepare the PCR reaction plate. To create a shopping basket on the Applied Biosystems Store, add iters to the shopping list,
" enter a name for the shopping basket, click "Order Materials in List" then log in

Find Assay

|| Fina Assay | Enter a gene name or RS number to search the Applied Biosystems Stors for a SHF assay,

Experiment Materials List

[ Check All ltem Part Mumber Description

The MicroAmp™ Fast Optical 43-Well Reaction Plate, constructed from [
WMicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate 4375816 a single rigid piece of polypropylene in a 48-well format. Increased
thermal contact for faster, more uniform heating

An optically-clear adhesive film used to seal the samples into the wells

) - . :
MicroAmpT Optical 48-Well Adhesive Film 4375938 cross-contamination between sample wells and help ensure consistent

real-time PCR data.

One ready-to-use premix. Contains components needed to perform 5°

O TagMan® Universal PCR Master Mix (2) 4304437 nuclease assays using Taghan probes with the standard ramp speed
Als/~ ~xtains AmpErase® UMNG ¥
(4 ) (6 )
| Remove Selected kems from Shopping List | Shopping Basket Name | Genatyping Example ‘ | Order Mstelrls\i in List | ‘ Print Shopping List |
[ Check All Item Part Number Quantity

O MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate 4375816 |1 ‘

O MicroAmp™ Optical 48-Well Adhesive Film 4375928 |1 ‘

O TaqMan® Universal PCR Master Mix, No Amp 4324018 [ |

O C__11711420_30 C 11711420 30 [ |

[
(5)

Instructions de  Lors de la création d’une expérience :

préparation

Pour

» Vérifier que I’ordinateur dispose d’une connexion Internet sans restriction.

» Sélectionner tous les matériels nécessaires a 1’expérience et les ajouter a la liste
d’achats.

IMPORTANT ! Le systéme StepOne™ emploie seulement les consommables Fast
(plaques de réactions, barrettes de tubes et tubes). Lors de la réalisation d’une
réaction de génotypage, utiliser les réactions préparées avec le master mix standard
TagMan® Universal PCR sur un consommable Fast dans des conditions de PCR
standard.

plus Pour plus d’informations sur I’écran Materials List (Liste des matériels),

d’informations consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help

Remarques

30

(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
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Finalisation du workflow de I'assistant de programmation Design Wizard

Finalisation du workflow de I'assistant de programmation
Design Wizard

Dans la fenétre Review Plate Layout for Experiment (Vérifier le plan de plaque de
I’expérience), sélectionner une option pour finaliser la configuration de 1’assistant de
programmation, vérifier le plan de plaque et démarrer la réaction de PCR.

Finalisation de 1. Vérifier le plan de plaque. Si elle n’est pas correcte, sélectionner Return to the
I’assistant de Wizard (Revenir a I’assistant) et vérifier les valeurs saisies.

programmation . ' '
Design Wizard 2. Cliquer sur Save Experiment (Enregistrer 1’expérience).

3. Dans la fenétre Save Experiment (Enregistrer I’expérience), cliquer sur Save
(Enregistrer) pour sauvegarder 1’expérience sous le nom Genotyping Example.eds.

Review Plate Layout for Experiment “Genotyping Example™

a Review the plate layout, then select what you want to do next.

2 T Save Experiment Start Run for This Experiment Edlit Plate Layout Cregte Another.E)(periment Return to the Wizard
| Using the Design Wizard
Save and close this Save this experiment, then Use advanced setup to edit Save and close this Continue designing this
experiment. startthe run. Make sure the the plate layout. experiment, then create experiment using the design
reaction plate is loaded into another experiment using the wizard.

the instrument. design wizard.

Show in Wells ¥

] View Legend ‘ ‘

1 | 2 3 4 5 B 7 | B |
— e — 4 Sample 15
A e_mmrazo.. [0} Savein: (&3 experimens Y BDEE 420... [ c_11711420..
4 ﬂ ab-calib-background-48
B Sample 16 My Recert |#] ab-calib-peak-48 3 Sample 4
M c_11711azo. | [ ReCUmerts | ]3] ab-calib-theta-48 azo... | [0 c_11711420...
ﬂ Example Experiment
| @ |#] pure-dye-aztec-1-plate-1
i - » - .
o Sample 5 Desktop j pure-dye-aziec-1-plate-2

— ' |[#] RMaseP_Run 1420... C__11711420...
mc_”““?"--- m |#] RMaseP_Run2 E -

|
L

My Documents

D __—E .
[ My Computer
E Y .
! File nams: | Genotyping Example | | save |
My Network
— Places Files oftype: |Exper|ment Document Single files (*.eds) V‘ | caleel ]

Remarques
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m Chapitre 2 Conception de I'expérience
Finalisation du workflow de I'assistant de programmation Design Wizard

Instructions de  Lors de la création d’une expérience, celle-ci est enregistrée a I’emplacement :

preparation <lecteur>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments

ou <lecteur> est le répertoire d’installation du logiciel StepOne™.
Remarque : Pour modifier le dossier par défaut, sélectionner Tools » (Outils)

Preferences (Préférences), modifier le paramétre du champ Default Data Folder
(Répertoire de données par défaut), puis cliquer sur OK.

Remarques
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Remarques

Chapitre 3

Préparation des réactions

Sommaire du chapitre :

B Présentationduchapitre . ........ ... i e 34
B Préparation des dilutions d’échantillons. . .............................. 35
B Préparation du mélange réactionnel ... ....... ... ... ... .. ... ... 36
B Préparationdelaplaque.......... ... ... 38

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide dans le logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
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m Chapitre 3 Préparation des réactions
Présentation du chapitre

Présentation du chapitre

Ce chapitre explique comment préparer les réactions de PCR pour la réaction de
génotypage donnée en exemple. En outre, il fournit des instructions sur la préparation des
réactions de PCR utilisées pour vos propres réactions.

Workflow Préparer les réactions de PCR a I’aide du workflow suivant :

Début de 'expérience

v

Conception de I'expérience (Chapitre 2)
A 4

Préparation des réactions (Chapitre 3)

1. Préparer les dilutions d’échantillons.
2. Préparer le mélange réactionnel.
3. Préparer la plaque de réactions.

v
Réalisation de I’expérience (Chapitre 4)
v
Analyse de I’expérience (Chapitre 5)
A 4

Fin de I'expérience

Pour plus  Pour plus d’informations sur la préparation des essais TagMan® SNP Genotyping
d’informations  Assays, voir les documents :

 Custom TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol (réf. 4334431)

»  Custom TagMan® Genomic Assays Protocol (réf. 4367671B)

s TagMan® SNP Genotyping Assays Protocol (réf. 4332856C)

» TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays Protocol (réf. 4362038A)

s Performing a Custom TagMan® SNP Genotyping Assay for 96-Well Plates Quick
Reference Card (réf. 4371394A)

s Performing a TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay for 96-Well Plates
Quick Reference Card (réf. 4367636A)

* Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Allelic Discrimination Protocol
(réf. 4312214C)

s Allelic Discrimination Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Quick Reference
Card (réf. 4312212C)

Remarque : Les procédures de ce chapitre portent essentiellement sur 1’utilisation des
¢chantillons d’ADN hydraté. En cas d’utilisation d’ADN déshydraté, voir le protocole de
chimie fourni avec le kit PCR pour obtenir plus de renseignements sur la reconstitution et
la préparation des échantillons sur la plaque.

Remarques
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Préparation des dilutions d’échantillons

Préparation des dilutions d’échantillons

Diluer I’échantillon aux concentrations de travail en utilisant les volumes calculés par le
logiciel StepOne™ (voir « Vérification de la préparation des réactions » a la page 26).

A propos de Les volumes calculés pour I’exemple de réaction de génotypage sont répertoriés ci-
’exemple dessous. La concentration finale est de 30,0 ng/uL.

Concentrgtion Volume (ul)
Tube  pggnantilon | dansiaselution Solution g Totalde
meére (ng/pL) d ecl;:lr-l)tlllon DNase (uL) | ‘il(i:lr:laén(t:ll_?n
1 Echantillon 1 100,0 0,66 1,54 2,20
2 Echantillon 2 100,0 0,66 1,54 2,20
21 | Echantillon 21 100,0 0,66 1,54 2,20

Matériels + Eau sans DNase pour diluer I’échantillon
necessaires * Microtubes
* Multipipettes et cones a filtre
* Solution d’échantillon
* Vortex

* Centrifugeuse

Préparation des 1. Etiqueter un microtube distinct pour chaque échantillon : Echantillon 1,
échantillons Echantillon 2, etc. jusqu’a Echantillon 20.

2. Ajouter 1,54 uL d’eau sans DNase dans chaque tube vide.
3. Ajouter 0,66 pL de la solution d’échantillon adéquate dans chaque tube.

4. Vortexer chaque échantillon dilué pendant 3 a 5 secondes, puis centrifuger
brievement les tubes.

Instructions de  Lors de la préparation des échantillons pour une expérience :
préparation » Utiliser de I’eau sans DNase pour diluer les échantillons.
+ Utiliser la méme quantité d’ADN par puits dans toutes les expériences.
* Ne pas chauffer les échantillons d’ADN.

Pour plus  Pour plus d’informations sur la préparation des essais TagMan® SNP Genotyping

d’informations  Assays, se reporter au protocole concernant les réactifs utilisés dans les réactions de PCR
(voir « Pour plus d’informations » a la page 34).

Remarques
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Préparation du mélange réactionnel

Préparation du mélange réactionnel

Préparer le mélange réactionnel pour I’expérience en utilisant les volumes calculés par le
logiciel StepOne™. Le logiciel StepOne"™ détermine les composants du mélange
réactionnel a utiliser en fonction des sélections effectuées dans 1’écran Methods and
Materials (Méthodes et matériels) (voir « Vérification de la préparation des réactions » a
la page 26). Pour les réactions de génotypage, le mélange réactionnel contient tous les
composants sauf 1’échantillon, le tampon ou le contréle positif.

Matériels * Master mix TagMan® Universal PCR, No AmpErase® UNG (2X)
nécessaires + Essai TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay (20X)
* Eau sans DNase
* Microtubes
* Multipipettes
* Cones a filtre

* Centrifugeuse

Préparation du DANGER CHIMIQUE. Le master mix TagMan® 2X Universal

mélange PCR, No AmpErase UNG peut irriter les yeux et la peau. Toute exposition peut
réactionnel entrainer un malaise en cas d’ingestion ou d’inhalation. Lire la fiche de données de
sécurité applicable et suivre les consignes de manipulation. Porter des protections
oculaires, des gants et des vétements appropriés.

1. Pour I’essai SNP, ajouter les volumes requis de chaque composant dans un tube de
taille appropriée :

Volume réactionnel

24 Rxns. Avec

Composant Par puits (uL) excédent de 10 % (uL)
Déshydraté | Hydraté @ Déshydraté @ Hydraté

Master mix TagMan® Universal 12,50 12,50 330 330
PCR (2X)
Mélange SNP Assay Mix (20X) 1,25 1,25 33 33
H,O, sans DNase 11,25 0 297 0
Volume total du mélange 25,00 13,75 660 363
réactionnel

2. Pipeter et refouler délicatement le mélange réactionnel, puis boucher le tube.

3. Centrifuger briévement le tube.

Remarques
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Chapitre 3 Préparation des réactions m

Préparation du mélange réactionnel

Instructions de  Lors de la préparation du mélange réactionnel pour une expérience, veiller a :
preparation * Préparer les réactions séparément pour chaque SNP.

* Inclure un excédent de volume dans les calculs pour compenser les pertes subies
pendant le transfert des réactifs.

* Inclure tous les composants requis.

* Préparer les réactifs conformément aux consignes du fabricant.

» Garder le mix primers-sonde a I’abri de la lumiére et au congélateur jusqu’au
moment de son utilisation. Toute exposition excessive a la lumicre peut affecter le
fonctionnement des sondes fluorescentes.

Avant I’utilisation :
» Me¢élanger avec attention le master mix par rotation du flacon.

» Vortexer le mix primers-sonde pour le remettre en suspension, puis centrifuger
briévement le tube.

» Tout échantillon sera décongelé en le plagant sur la glace, puis vortexé pour le
remettre en suspension et briévement centrifugé.

Pour plus Pour plus d’informations sur la préparation du mélange réactionnel, se reporter au
d’informations protocole concernant les réactifs utilisés dans les réactions de PCR (voir « Pour plus
d’informations » a la page 34).

Remarques
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m Chapitre 3 Préparation des réactions

Préparation de la plaque

Préparation de la plaque

Remplir la plaque de réactions avec le mélange réactionnel préparé a la page 36 et les
¢chantillons dilués préparés a la page 35. Les réactions sont ajoutées aux puits d’apres le
plan de plaque généré dans le logiciel StepOne"™ (voir « Configuration des échantillons
et des réplicats » a la page 22).

Matériels
nécessaires

Préparation de la
plaque : ADNg
déshydraté

Remarques

Centrifugeuse

MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate
MicroAmp Optical 48-Well Adhesive Cover
Multipipettes et cones a filtre

Remarque : Le systéme StepOne™ emploie uniquement les consommables
MicroAmp'" Fast.

. Pipeter 1 uL de I’échantillon approprié (3 a 20 ng d’ADN génomique purifié¢) dans

les puits d’une plaque de réactions optique.

Tous les puits appartenant au méme essai de génotypage doivent contenir la méme
quantité d’échantillon ou de contrdle.

Déshydrater les échantillons en les laissant s’évaporer a température ambiante dans
un endroit obscur sans risque de contamination par les amplicons. (Couvrir la
plaque de réactions avec un tissu non-pelucheux pendant I’évaporation.)

. Transférer 25 pul. de mélange réactionnel dans chaque puits.

IMPORTANT ! Veiller a éviter toute contamination croisée entre les puits.

Sceller la plaque de réactions avec un film adhésif optique.

. Vortexer la plaque de réactions pendant 3 a 5 secondes.
. Centrifuger bricvement la plaque de réactions.

. Vérifier que le mix réactionnel se trouve au fond de chaque puits de la plaque de

réactions. Sinon, recentrifuger la plaque a une vitesse supérieure et plus longtemps.

IMPORTANT ! Eviter toute souillure sur la partie inférieure de la plaque de
réactions. En effet, tout liquide ou autre contaminant qui adhére sous la plaque
de réactions peut contaminer le bloc et générer un signal de bruit de fond
anormalement élevé.
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Préparation de la
plaque : ADNg

Chapitre 3 Préparation des réactions “
Préparation de la plaque

Correct Incorrect

Le liquide est e (Centrifugée avec une force insuffisante ou

aufond dupuits = o pas assez longtemps

1. Diluer chaque échantillon d’ADN génomique purifié avec de 1’eau sans DNase pour

produire une quantité finale d’ADN comprise entre 3 et 20 ng par puits de réaction.

hydraté Le volume d’échantillon d’ADN et d’eau sans DNase doit étre de 11,25 uL par
réaction.
. Dans chaque puits de la plaque de réactions, pipeter le volume (indiqué a 1’étape 1)
d’aliquot de contrdle ou d’échantillon adapté au type de plaque :
a. Pour chaque réaction inconnue, ajouter 11,25 pL d’échantillon dans les puits
appropriés.
b. Pour chaque réaction de contréle négatif, ajouter 11,25 pL. d’eau sans DNase
dans les puits appropriés.
c. Pour chaque réaction de contrdle positif, ajouter 11,25 uLL de contrdle positif
dans les puits appropriés.
IMPORTANT ! Vérifier que le génotype de la matrice de contrdle positif
ajoutée correspond au génotype attribué au puits.
. Transférer 13,75 uL de mélange réactionnel dans les puits appropriés.
Sceller la plaque de réactions avec un film adhésif optique.
. Vortexer la plaque de réactions pendant 3 a 5 secondes.
. Centrifuger brievement la plaque de réactions.
IMPORTANT ! Eviter toute souillure sur la partie inférieure de la plaque de
réactions. En effet, tout liquide ou autre contaminant qui adhére sous la plaque
de réactions peut contaminer le bloc et générer un signal de bruit de fond
anormalement élevé.
Correct Incorrect
Leliquideestau e Centrifugée avec une force insuffisante ou
fond du puits * pas assez longtemps
Remarques
Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied 39

Biosystems StepOne™



m Chapitre 3 Préparation des réactions
Préparation de la plaque

Instructions de  Lors de la préparation de la plaque pour une expérience :
preparation » Controler la liste des consommables utilisés.

» Vérifier que les emplacements de la plaque de réactions correspondent au plan
affiché dans le logiciel StepOne™.

» Simoins de 40 réactions sont réalisées, utiliser des barrettes de tubes plutdt qu’une
plaque de réactions.

* Charger 3 4 20 ng d’ADN génomique purifié par réaction.
» Tous les puits appartenant au méme essai de génotypage doivent contenir la méme
quantité d’échantillon ou de contrdle.

* Plusieurs essais peuvent étre exécutés sur une méme plaque de réactions, mais ils
doivent &tre analysés séparément.

Remarques
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Préparation de la plaque

* Pour sceller les plaques a 1’aide d’un film adhésif optique, procéder comme suit :

Action Exemple

1. Placer la plaque de réactions optique 48 puits au centre du
support anti-projection 96 puits. Vérifier que la plaque se situe
au ras de la surface supérieure du support.

2. Charger la plaque de réactions optique 48 puits selon les
besoins.

3. Sortir un seul film adhésif optique de la boite.

Replier les deux languettes latérales vers le haut. Placer le film
adhésif optique avec la protection vers le haut.

4. D’'un mouvement uniforme, retirer la protection blanche sur la
surface de scellement centrale et ne pas toucher cette derniere.

5. Tenir le film adhésif optique par les languettes latérales et
I’apposer sur la plaque de réactions 48 puits (face adhésive vers
la plagque). Vérifier que le film recouvre entierement tous les puits
de la plaque.

6. Appuyer lentement I'applicateur sur le film adhésif optique en
exercant une pression ferme sur les plans horizontal et vertical
pour garantir une bonne adhérence entre le film et la plaque de
réactions sur toute sa surface.

7. En maintenant le bord du film en place a I'aide de I'applicateur,
saisir une extrémité de la languette et tirer d’'un coup sec vers le
haut. Répéter I'opération pour I'autre languette.

8. Répéter I'étape 7. Appuyer I'applicateur horizontalement et
verticalement sur le film adhésif optique en exergant une
pression ferme pour assurer une adhérence totale empéchant
toute évaporation.

9. Pour garantir une étanchéité totale, presser fortement le bord de
I’applicateur sur les quatre cétés de la bordure extérieure du film
adhésif optique. Inspecter la plague pour s’assurer que tous les
puits sont scellés (vérifier que chaque puits laisse une empreinte
sur la surface du film adhésif optique).

IMPORTANT ! Sila protection du film est mal enlevée, des zones
floues qui n’affectent pas les résultats peuvent apparaitre. Elles
disparaissent lorsque le film entre en contact avec le couvercle
chauffant de 'instrument.

Remarque : Les films adhésifs optiques n’adhérent pas au
contact. Il est nécessaire d’exercer une forte pression pour assurer
une adhérence totale n’autorisant pas d’évaporation.

Pour plus  Pour plus d’informations sur la préparation de la plaque, se reporter au protocole
d’informations concernant les réactifs utilisés dans les réactions de PCR (voir « Pour plus
d’informations » a la page 34).

Remarques
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Préparation de la plaque

Remarques
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Chapitre 4

" Réalisation de I'expérience

Sommaire du chapitre :

B Présentationduchapitre . ........ ... i e 44
B Préparationde laréactionde PCR ....... ... ... ... ... ... ... ... ...... 45
B (Facultatif) Activation des notifications. .. ......................cov.... 47
B Démarragede laréaction ........ ... 49
B Surveillance de laréactionde PCR. . ...... ... ... ... ... .. .. .. .. .. ... 53
B Retrait de la plaque de réactions et transfert des données .................. 63

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide dans le logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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n Chapitre 4 Réalisation de I'expérience
Présentation du chapitre

Présentation du chapitre

Ce chapitre explique comment réaliser une réaction sur 1’instrument Systéme de PCR en
temps réel Applied Biosystems StepOne"™".

Workflow Réaliser I’expérience a I’aide du workflow suivant :

Début de 'expérience

v

Conception de I'expérience (Chapitre 2)

v

Préparation des réactions (Chapitre 3)
v
Réalisation de I’expérience (Chapitre 4)

. Préparer la réaction de PCR.
. (Facultatif) Activer les notifications.
Démarrer la réaction de PCR.
Surveiller la réaction de PCR.

o > N~

Retirer la plaque de réactions et transférer les données.

A 4
Analyse de I'expérience (Chapitre 5)

v

Fin de I'expérience

Remarques
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Préparation de la réaction de PCR

Préparation de la réaction de PCR

Pour pouvoir réaliser le thermocyclage et la collecte des données, ouvrir le fichier
correspondant & cette manipulation et charger la MicroAmp™ Fast Optical 48-Well
Reaction Plate dans le bloc de I’instrument StepOne™.

Ouverture de 1. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur Open (Ouvrir).
I’expérience )
2. Sélectionner Genotyping Example.eds.
3. Cliquer sur Open (Ouvrir).

& StepOne™ v1.0

Edit Instrument Analysis Tools Help

.j Open H 3 ‘TS_—‘ Send Experiment to Instrument. L_‘r. Download Experiment from Instrument. £

Design Wizard QuickStart

Lookin: [ experiments

I examples
Iy

My Recert
Documerts

My Computer

;3 File name: Genotyping Example.eds | Open |

Wy MNetwork y P——
Places | Files oftype: |a)| SDS Files (eds; edt, sds) 3 | caresl |

ﬁ Home

Disconnected

Remarques
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n Chapitre 4 Réalisation de I'expérience
Préparation de la réaction de PCR

Chargement de la DANGER DE BLESSURE CORPORELLE. Lorsque I’instrument
plaque de est en fonctionnement, la température du bloc peut dépasser 100 °C (212 °F).

réactions Si’instrument vient d’étre utilisé, ne pas approcher les mains tant que le bloc
n’est pas redescendu a température ambiante.

‘fé IMPORTANT ! Porter des gants non poudrés pendant la manipulation de la plaque de
3 réactions.

1. Ouvrir le tiroir de I’instrument.

n = p ATTENTION

2. Placer les réactions dans le bloc.

L’orientation du support des réactions dépend du type de consommable utilisé :

» S’il s’agit d’une plaque, la placer dans le bloc de sorte que le puits Al se situe
au fond a gauche.

» S’il s’agit de barrettes de tubes, les placer dans le bloc.

Al

3. Refermer délicatement le tiroir de 1’instrument.

- ®
N~

Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Loading the Reaction Plate (Chargement de la
d’informations plaque de réactions), consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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(Facultatif) Activation des notifications

(Facultatif) Activation des notifications

Activer les paramétres de notification pour que le logiciel StepOne™ envoie un courrier
électronique lorsque I’ instrument StepOne™ commence et termine la réaction ou en cas
d’erreur. Cette fonction facultative n’affecte ni les performances du systéme StepOne’,
ni la durée du thermocyclage.

IMPORTANT ! Les parameétres de notification sont disponibles seulement si 1’ordinateur
qui commande I’instrument StepOne’™ est connecté a un réseau Ethernet.

Remarque : Le systéme de notification est également accessible sur les ordinateurs qui
surveillent & distance un instrument StepOne'". Pour plus d’informations sur la
surveillance a distance, voir « Surveillance a distance » a la page 59.

A propos de la  Dans I’exemple, le logiciel StepOne™ est configuré pour envoyer des notifications a trois
création de utilisateurs (scientifique, superviseur et technicien de monlabo.com) lorsque le systeme
’lexemple StepOne™ achéve la réaction de PCR et en cas d’erreur. L’exemple de serveur SMTP
(www.monlabo.com) est configuré pour assurer le cryptage SSL (Secure Sockets Layer)
et demander une authentification.

Configuration des 1. Dans le volet de navigation du logiciel StepOne™, cliquer sur @ Run (Démarrer).

parametres de _ -
notification 2. Cliquer sur 5 Notification Settings (Paramétres de notification).

3. Sélectionner Enable Notifications (Activer les notifications).
4. Sélectionner les événements qui déclencheront les notifications :
a. Sélectionner Instrument Error (Erreur de I’instrument).

b. Sélectionner Run Completed (Réaction terminée).

5. Cliquer dans le champ Enter e-mail addresses for notifications (Entrer les
adresses ¢électroniques des notifications), puis entrer scientifique@monlabo.com,
superviseur@monlabo.com, technicien@monlabo.com.

6. Cliquer dans le champ Outgoing Mail Server (SMTP) (Serveur de messagerie
sortant (SMTP)), puis entrer smtp.monlabo.com.

7. Définir les paramétres d’authentification :

a. Sélectionner Yes (Oui) pour le paramétre Server requires authentication
(Authentification obligatoire sur le serveur).

b. Cliquer dans le champ User Name (Nom d’utilisateur), puis entrer supervisor.

c. Cliquer dans le champ Password (Mot de passe), puis entrer password.

Remarques
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(Facultatif) Activation des notifications

Notification Settings
Enable Notifications (lj Yes O Mo
Select the events to generate notifications: Instrument Errar
4 — [[] Run Started
Run Completed
Enter e-mail addresses for notifications: |scientist@mycompany.com, superisor@mycompany.com, technician@mycompany.com
Separate e-mail addresses with commas.
For example: jane_smith@mydomain.com,awong@bigmailhost.com
6 Outgoing Mail Server (SMTP): | smitp.mycompany.com
For example: smip.mycompany.com
Server rzquires an encrypted connection? O Yes & No
7a |
Server requires authentication? (O ves O No
7b (Server Authentication) User Mame: | ExampleUser
70 (Server Authentication) Password. wnwn—nwn—nl

Instructions de  Lors de la configuration du systéme StepOne’" pour les notifications automatiques :
g Y p p q

réalisation + Le systéme StepOne™ doit étre paramétré pour un usage en réseau. Voir le Guide

d’installation, de mise en réseau et de maintenance du Systeme de PCR en temps
réel Applied Biosystems StepOne"".

* Déterminer les événements qui doivent faire 1’objet d’une notification :

— Instrument Error (Erreur de I’instrument) — Le systéme StepOne’" envoie aux
destinataires spécifiés un courrier électronique pour chaque erreur rencontrée par
I’instrument StepOne™" durant la réaction de PCR.

— Run Started (Réaction commencée) — Le systéme StepOne™ envoie aux
destinataires spécifiés un courrier électronique chaque fois que I’instrument
commence une réaction.

— Run Completed (Réaction terminée) — Le systéme StepOne’" envoie aux
destinataires spécifiés un courrier électronique chaque fois que I’instrument
termine une réaction.

» Se procurer 1’adresse électronique des destinataires des notifications.

IMPORTANT ! Séparer les adresses par des virgules (, ).

* Contacter I’administrateur systéme ou le service informatique pour obtenir :
— D’adresse réseau d’un serveur SMTP (Simple Mail Transfer Protocol) ;
— le nom d’utilisateur et le mot de passe du serveur, si nécessaire pour y accéder ;
— le parameétre SSL du serveur (activé ou désactivé).

Remarques
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Pour plus  Pour plus d’informations sur I’écran Notification Settings (Parametres de
d’informations  notification), consulter 1’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Démarrage de la réaction

Démarrer la réaction de PCR conformément a la configuration de 1’instrument
StepOne™. Le mode de démarrage de la réaction dépend de la configuration du systéme

™
StepOne ~ :
Configuration Description Voir...
Co-localisée Le cable jaune du systéme StepOne™ relie « Démarrage
I'ordinateur a I’instrument StepOne™. co-localisé » ci-
dessous
Autonome ¢ Lordinateur et I'instrument StepOne™ ne sont « Démarrage
pas connectés ou autonome » a la
¢ Jordinateur et I'instrument StepOne™ sont page 50
connectés au méme réseau.

Démarrage Suivre cette procédure si I’ordinateur est directement connecté a I’instrument StepOne™
co-localisé par le cable du systéme StepOne™.

1. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur [2¢ Temperature Plot (Courbe des
températures).

2. Cliquer sur START RUN [§ (Démarrer la réaction de PCR).

Remarques
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£ StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

Experiment: Genotyping Example Type: Genotyping Reagents: TagMan® Reagents @!

S B Estimated Time Remaining:56 min 22 sec Instrument Status: & Connected

Run Status: 1 [J Enable Notifications

Run Method Edit Run Method

Adjust # of Cycles: |

[C] Add Melt Curve Stage to End

e-PCR Read (Holding Stag Holding Stage Cycling Stage st-PCR Read (Holding §

Run Method
Notification Settings o %]

Starting Cycle: | ) | ‘
" Analysis 100 —|

ZFEN

[7] Add Holding Stage to End

-
25 —|
o —|
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1
< | >

Legend
Data Collection On Data Collection Off A Auto AOn A Auto & Off

A& Home | [ Genotyping Example.eds x

( ) Local Instrument : connected

Démarrage Suivre cette procédure si I’ordinateur et I’instrument StepOne™ ne sont pas directement
autonome  reliés par le cable jaune du systéme StepOne"™".

1. Sil’ordinateur et I’instrument StepOne"" sont connectés au méme réseau, suivre les
¢tapes la a 1f. Sinon, passer a I’étape 2.

(Envoyer I’expérience a I’instrument).

b. Dans la fenétre Send Experiment to Instrument (Envoyer 1’expérience a
I’instrument), cliquer sur Browse (Parcourir), sélectionner le fichier
Genotyping Example.eds, puis cliquer sur Open (Ouvrir).

c. Dans le menu déroulant Select Instrument (Sélectionner un instrument),
choisir I’instrument StepOne™.

Si I’instrument StepOne"™ n’est pas répertorié, le configurer pour la
surveillance a distance comme expliqué dans le Guide d’installation,
de mise en réseau et de maintenance du Systeme de PCR en temps réel
Applied Biosystems StepOne"".

Remarques
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d. Cliquer sur Send Experiment (Envoyer I’expérience) pour transmettre
I’expérience a I’instrument StepOne™ sur le réseau.

Send Experiment to Instrument E|
a Selectan experimentto send, selectthe instrument to receive the experiment, then click Q)
"Send Experiment” =4
1b —1— 1. select Experiment ‘1gs\luevuser\Desmp\expenmems\Examp\e Experiment eds || Browse
1C —— 2 sslectinstrument: & Local Instrument (Default v
1d : Send Experiment ‘ Cancel

e. A I’invitation du systéme, cliquer sur OK pour fermer la boite de confirmation.

f. Passer a I’étape 3.

2. Sil’instrument StepOne™ n’est pas connecté a I’ordinateur, effectuer les étapes 2a a
2d afin d’utiliser une clé USB pour transférer I’expérience.

a. Connecter la clé¢ USB a I’un des ports USB de I’ordinateur.

b. Dans le logiciel StepOne™, sélectionner [ Save (Enregistrer) » Save As
(Enregistrer sous).

c. Dans la fenétre Save (Enregistrer), accéder a la clé USB, puis cliquer sur Save
(Enregistrer).

d. Retirer la clé USB de I’ordinateur, puis la connecter au port USB de
’instrument StepOne™".

v‘
N

3. Toucher I’écran tactile de I’instrument StepOne™, puis toucher @

4. Dans I’écran Main Menu (Menu principal), toucher Browse Experiments
(Rechercher une expérience).

5. Dans I’écran Browse Methods (Rechercher une méthode), toucher {fZJ (Folders)
(Dossiers).

6. Dans I’écran Choose an Experiment Category (Choisir une catégorie d’expérience) :
» Toucher USB si I’expérience a été transférée sur une clé¢ USB.

e Toucher Default (Par défaut) pour envoyer 1’expérience via une connexion
réseau.

Remarques
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7. Dans I’écran Browse USB/Default Experiments (Rechercher une expérience dans la
clé USB/par défaut) :

a. Toucher Example Experiment (Exemple) pour sélectionner 1’expérience.

b. Toucher [> Start Run (Démarrer la réaction de PCR).

C‘ ﬁ’ Browse USB Experiments (1)
5

Experiment I Folder | Last Used I @

7a xample_Experiment 2006-09-15

»lelalzlelsl

Start Run MNew View/Edit Copy Delete

Touch an experiment to select it,
then touch any of the buttons to perform an action. ?

8. Dans I’écran Run Parameters (Paramétres de la réaction) :

a. Toucher le champ Reaction Volume (Volume réactionnel), utiliser le pavé
numérique pour entrer 25 pL, puis toucher Done (Terminég).

b. Toucher Start Run (Démarrer la réaction de PCR).

{‘ ﬁ’ Experiment Parameters

8a Reaction Volume: Iz5 ul
Cover Temperature: |105.0 =
Experiment Name: IExampIeiExperiment
Start Run
8b Now I
Touch each field then use the keyboard
to edit the contents. When you are finished, ?'
touch Start Run.
Remarques
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Surveillance de la réaction de PCR

Surveillance de la réaction de PCR

Surveillance
co-localisée

Surveiller le processus depuis un ordinateur doté du logiciel StepOne™ ou depuis 1’écran
tactile de I’instrument StepOne"™. Le mode de surveillance de la réaction dépend de la
configuration du systéme StepOne’" :

Configuration

Co-localisée

Le cable du systeme StepOne™ relie I'ordinateur
a l'instrument StepOne™.

Description Voir...

« Surveillance
co-localisée » ci-dessous

Autonome (en

réseau)

L’ordinateur et I'instrument StepOne™ sont
connectés au méme réseau.

« Surveillance a
distance » a la page 59

Autonome (de

base)

L’ordinateur et I'instrument StepOne™ ne sont
pas connectés.

« Surveillance
autonome » a la page 62

Si I’ordinateur est directement connecté a I’instrument StepOne”" par le cable du systéme
StepOne™, il est possible de voir en temps réel la progression de la réaction comme
décrit ci-dessous. Pendant la réalisation, visualiser régulierement les trois courbes
disponibles sur le logiciel StepOne™ a la recherche de problémes potentiels.

R

é Pour... Action

f.

A | Arréter la réaction 1. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur STOP RUN (Arréter la

réaction).

2. Dans la fenétre Stop Run (Arréter la réaction), cliquer sur I'un
des éléments suivants :

— Stop Immediately (Arréter immédiatement) pour
interrompre instantanément le processus.

— Stop after Current Cycle/Hold (Arréter apres le cycle/le
maintien en cours) pour interrompre la réaction apres le
cycle ou le maintien de température en cours.

— Cancel (Annuler) pour poursuivre la réaction.

B | Afficher en temps réel Sélectionner w Amplification Plot (Courbe d’amplification).
Ie’s don.n.ees_ Pour plus d’informations sur la courbe, voir « A propos de la
d’amplification ) o A

courbe d’amplification » a la page 54.

C | Afficher en temps réel Sélectionner @ Temperature Plot (Courbe des températures).

les données de ” . L

. Pour plus d’informations sur la courbe, voir « A propos de la
tempeérature de la courbe des températures » a la page 56
réaction P pag ’

D | Afficher la progression Sélectionner |~ Run Method View (Ecran Profil de
de la réaction dans thermocyclage).

! ecran Run Method Pour plus d’informations sur cet écran, voir « A propos de
(Profil de I’écran Run Method (Profil de thermocyclage) » a la page 57
thermocyclage) )

E | Activer/désactiver les Activer ou désactiver I'option Enable Notifications (Activer les
parameétres de notifications).
notification

Remarques
Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied 53

Biosystems StepOne™




n Chapitre 4 Réalisation de I'expérience
Surveillance de la réaction de PCR

4. StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[] New Experiment ~ (55 Open.. [ Save - &5 Close JI_‘| Send Experiment to Instument. . r. Download Experimentam Instument.. 5% Export. ~ £ PrintReport.

Experiment Menu <] Experiment: Genotyping Example
A _ VIO endee. 00

Notification Settings

=

Run Status:

1/1

Type: Genotyping

Estimated Time Remaining:56 min 22 sec

Reagents: TagMan® Reagents

Instrument Status: & Connecled

[ Enable Notifications 11— E

100 —|

Run Method

Edit Run Method

e-PCR Read (Holding Stag

Holding Stage

Cycling Stage

st-PCR Read (Holding §

Adjust # of Cycles:

Eg =
[

==

Starting Cycle:

[ Add Melt Curve Stage to End

[ Add Holding Stage to End

[

Sk

N

Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1
L >
Legend
Data Collection On Data Collection Off A Auto AOn A Auto A OF

A& Home | ] Genotyping Example.eds <

Remarques
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A propos de la courbe d’amplification

Local Instrument : connected.

L’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) permet de visualiser I’amplification
des échantillons a mesure que 1’instrument StepOne"™ collecte les données de
fluorescence pendant la réaction. Si une méthode de collecte des données en temps réel
a été définie, la courbe d’amplification affiche les données des puits sélectionnés dans
I’onglet View Plate Layout (Voir le plan de plaque). La courbe met en évidence la
fluorescence normalisée des fluorophores (AR,) et le nombre de cycles. L’illustration
ci-dessous montre 1’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) tel qu’il apparait

pendant I’exemple.
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Select Wells With: |- Select Trem - v | | |
‘ E ShowinWells ¥ | View Legend e
1 2 3 4 5 3 7 &

Sample 1 Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14

e Qe 1, e [@ec_11. [Me_11 [ ec_11. [ ec_11 @ c_11

Sample 15 Sample 18 Sample 17 Sample 18 Sample 19 Sample 2  Sample 20 Sample 3

M1/ [Mec_11 [@Mec_1. [@e_11. [Me_11 M c_11. [ c_11. [ c_1.

Sample 4 Sample & Sample®  Sample 7  Samples Sample @

e v [@e 1 [ e a1 [ e 11 [ e 11 [@c_11. e B

Remarques
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L’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) est utile pour identifier et examiner
les amplifications anormales. Une amplification anormale peut inclure :

* une augmentation de la fluorescence dans les puits de controle négatif ;

* une absence d’augmentation de la fluorescence dans les puits de contrdle positif ;

» une absence de fluorescence détectable lors d’un cycle (déterminée d’apres des
expériences identiques précédentes avec les mémes réactifs dans des conditions

similaires).

En cas d’amplification anormale ou d’absence totale de signal, identifier la cause de
I’erreur comme expliqué dans 1’aide du logiciel StepOne™ (cliquer sur @ dans la barre
d’outils ou sélectionner Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu).

Remarque : Pour afficher les données dans 1’écran Amplification Plot (Courbe
d’amplification), sélectionner les puits a afficher dans 1’onglet View Plate Layout (Voir le

plan de plaque).

Pour plus d’informations sur I’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification),
consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
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A propos de la courbe des températures

Pendant une réaction, 1’écran Temperature Plot (Courbe des températures) affiche les
températures en temps réel du bloc, du couvercle chauffant et des échantillons
(températures calculées). L’illustration ci-dessous montre 1’écran Temperature Plot
(Courbe des températures) tel qu’il apparait pendant I’exemple.

Pour... Action

A | Ajouter/supprimer des courbes de | Sélectionner Sample (Echantillon), Heated Cover
températures (Couvercle chauffant) ou Sample Block (Bloc) pour
afficher ou masquer les données correspondantes
dans la courbe.

B | Modifier I’lheure indiquée par la Sélectionner View (Afficher) » Time Duration (Durée).
courbe
C | Figer I'axe Y de la courbe Sélectionner Fixed View (Affichage fixe).

Temperature Plot Current Temperatures

Temperature

- - Sample: 60
=% = \g Cover: 105

Block: &0

View Temperature A

M sample
Cover
M Block

Temperature Plot

View Al ¥ B
Fixed View q_‘

- — ¢

Temperature Plot

Q
00:00:00

00:00:10 00:00:20 00:00:30 00:00:40 00:00:50 00:01:00 00:01:10 00:01:20 00:01:30 o0:01
Time

L’écran Temperature Plot (Courbe des températures) peut étre utile pour identifier les
pannes matérielles. Lors de la surveillance de la courbe des températures, observer les
courbes des échantillons, du couvercle chauffant et du bloc pour repérer tout phénomene
anormal.

* En général, les courbes des échantillons et du bloc doivent plus ou moins se
superposer. Un écart important entre ces courbes peut indiquer un probléme.

* La courbe du couvercle chauffant doit étre une représentation constante de la
température spécifiée dans la méthode. Un écart de température peut indiquer un
probléme.
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En cas de courbe de températures anormale, identifier la cause de I’erreur comme
expliqué dans I’aide du logiciel StepOne™ (cliquer sur @ dans la barre d’outils ou
sélectionner Help (Aide) » StepOne Help) (Aide de StepOne) dans le menu).

Pour plus d’informations sur 1’écran Temperature Plot (Courbe des
températures), consulter I’aide du logiciel StepOne'™ en cliquant sur @ ou en
sé¢lectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

A propos de I’écran Run Method (Profil de thermocyclage)

Lorsque la réaction commence, le systéme StepOne" affiche sa progression dans 1’écran
Run Method (Profil de thermocyclage). Celui-ci indique la progression de la réaction par
rapport au profil thermique de la méthode. L’illustration ci-dessous montre I’écran Run
Method (Profil de thermocyclage) tel qu’il apparait dans I’exemple.

Pour... Action
A | Modifier le profil de 1. Dans le panneau de navigation, cliquer sur |: Run Method
thermocyclage (ajouter (Profil de thermocyclage).

des cycles, un maintien
de température ou une
courbe de fusion)

2. Dans I’écran Run Method (Profil de thermocyclage),
effectuer I'une des actions suivantes :

— Entrer le nombre de cycles applicable a la phase de
thermocyclage.

— Sélectionner Add Melt Curve Stage to End (Ajouter une
courbe de fusion a la fin) pour ajouter une phase de
courbe de fusion a la fin de la réaction.

— Sélectionner Add Holding Stage to End (Ajouter un
maintien a la fin) pour ajouter une phase de maintien de
la température a la fin de la réaction.

3. Cliguer sur Send to Instrument (Envoyer a I'instrument).

Remarques
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Remarques

Run Method Edit Run Method

Adjust # of Cycles: l:l
e-PCR Read (Holding Stag Holding Stage Cycling Stage st-PCR Read (Holding §
[] Add Melt Curve Stage to End
[] Add Helding Stage to End
starting Cycle: [ | [
100 —|
T T —
75 —| \\\\\\\
A
50 —| g
25 —|
a —|
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1
< | >

gend

Le:
Data Caollection On Data Collection Off & Auto AOn A Auto A Off

Remarque : Si une alerte s’affiche, cliquer sur I’erreur pour obtenir plus d’informations
et identifier les causes du probléme comme expliqué dans 1’aide du logiciel StepOne™
(cliquer sur @ dans la barre d’outils ou sélectionner Help (Aide) » StepOne Help
(Aide de StepOne) dans le menu).

Pour plus d’informations sur I’écran Run Method (Profil de thermocyclage),
consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant
Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

58
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Surveillance & Si ’instrument StepOne™™ est connecté a un réseau, la fonction de surveillance a distance
distance dulogiciel StepOne™ permet d’afficher en temps réel la progression de la réaction depuis
n’importe quel ordinateur du réseau.

IMPORTANT ! Les ordinateurs en réseau peuvent uniquement surveiller 1’instrument
StepOne™, mais pas le contrdler.

Réf. Pour... Action

A Afficher en temps réel | Cliquer sur Amplification Plot (Courbe d’amplification).
les données

d’amplification Pour plus d’informations sur la courbe, voir « A propos de la

courbe d’amplification » a la page 54.

B Afficher en temps réel | Cliquer sur Temperature Plot (Courbe des températures).
les données de

. Pour plus d’informations sur la courbe, voir « A propos de la
température de la

courbe des températures » a la page 56.

réaction
C Afficher la Cliquer sur Run Method View (Ecran Profil de
progression de la thermocyclage).

réaction dans I’écran
Run Method (Profil de
thermocyclage)

Pour plus d’informations sur cet écran, voir « A propos de
I’écran Run Method (Profil de thermocyclage) » a la page 57.

D Activer/désactiver les | Activer ou désactiver I’option Enable Notifications (Activer
parameétres de les notifications).

notification Pour plus d’informations sur les parametres de notification,

voir « (Facultatif) Activation des notifications » a la page 47.

£ Applied Biosystems StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[E] New Experiment ~ [5 Open.. [ & Close ‘JI_‘| Send Experiment to Instrument... Fr Download Experiment from Instrument... 8 B
Manage Instruments <« en clc LT/ Local Instrument (Default v || Monitor _
Add instrument... li[ 5
Run Status: Tde ]| Instrument Name: Local Instrument 0] Enable Run Nt Fications D

# Local Instrument 2 Estimated Time Remaining: Cannot determine Status: P
. Experiment Name: Block Type: 48-Well Block G | notification Settings

Type: Applied Biosystems StepOne™ Experiment Type: SerialNumber: 100010001

Host Name: 192.168.0.1 LED:

DEErW

Temperature Plot
Current Temperatures

sample: 5.0

Cover: 105.0
100

Block: 5.0

View Temperature

i M sample
I cover
18 W Biock
70
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Pour surveiller I’instrument StepOne™ a distance :

1. Dans le logiciel StepOne'™, sélectionner Instrument » Remote Monitor
(Surveillance a distance).

2. Dans la barre de navigation, sélectionner I’instrument StepOne™".

Si la barre de navigation ne contient pas I’instrument StepOne™™ :
a. Cliquer sur Add Instrument (Ajouter un instrument).

b. Cliquer dans le champ Instrument Name (Nom de I’instrument), puis entrer le
nom de |’instrument.

c. Cliquer dans le champ Host Name (Nom d’hoéte), puis entrer I’adresse IP de
I’instrument.

d. Cliquer sur Save & Exit (Enregistrer et quitter).

Add Instrument &‘

Enter an instrument name, select the instrument type, then enter the host name. Required
Click "Save & Exit" to save the instrument profile and return to the remote monitor,  — a

2b —+ ¥ Instrument Name | ExampleInstrument
* Instrument Type |Applied Biosystems StepOne™

2C —+ * Host Name 185..116.100.004)

2d *4" Save & Exit | | Save & Add Anather | ‘ Cancel J

Remarque : Pour plus d’informations sur la configuration de I’instrument
StepOne™ en vue d’une utilisation en réseau ou de la surveillance a distance, voir le
Guide d’installation, de mise en réseau et de maintenance du Systeme de PCR en
temps réel Applied Biosystems StepOne" .

3. Cliquer sur I’icone |E (Démarrer la surveillance de cet instrument) associée a
I’instrument.

Remarques
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Instrument  Analysis Tools Help

[E] New Experiment - (5 Open.. [ 1 Close Send Experiment to Instrument... L_ri Download Experiment from Instrument... &9 3

Manage Instruments < Local Instrument (Defaul v [l Monitor _

Add Instrumert.

Run Status: Tde ]| Instrument Name: Local tnstrument [ Enable Run Notfications

2 " Local Instrument A Estimated Time Remaining: Cannot determine Status: S
Experiment Name: Block Type: 48-Well Block Netification Setings |
Type: Applied Biosystems StepOne™ Experiment Type: Serial Number: 100010001
Host Name: 192.168.0.1 LED:
—m | || P
3 E ‘—] (5 "_” ‘ Temperature Plot,

Temperature Plot
i Current Temperatures

10
Sample: 25.0
108
Cover: 105.0
100
Block: 25.0

View Temperature

M sample
I cover
W Block

View Chart

View 10 Minutes

50 Fixed View []

Temperature
o
=

00:02:30 00:03:20 00:04:10 00:05:00 00:05:50 00:06:40 00:07:30 00:08:20 00:0910 00:10:00 00:10:50 00:11:40
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Surveillance  Sila réaction a été lancée depuis I’instrument StepOne™, il est possible d’afficher sa

autonome  progression a partir de I’écran tactile. L’écran Run Method (Profil de thermocyclage)
affiche la méthode utilisée pour 1’expérience et met en évidence les étapes du profil
thermique a mesure de leur exécution.
Réf. Pour... Action

A Ajouter une courbe de | Toucher i|-A. (Add Melt Curve (Ajouter une courbe de fusion)),
fusion a la réaction puis OK.

B Afficher la durée Toucher Display Experiment Time (Afficher la durée de
restante pour la I’expérience), puis X pour revenir a I’écran Run Method (Profil
réaction de thermocyclage).

C Arréter la réaction Toucher [ STOP (Arréter), puis :

e Stop (Arréter) pour interrompre la réaction une fois que
Pinstrument StepOne™ a terminé le cycle ou le maintien de
la température en cours.

e Abort (Annuler) pour interrompre immédiatement la
réaction ;

e X pour continuer la réaction sans apporter de
modification.

D Afficher les Toucher El View Experiment Information (Afficher les
informations sur informations sur I'expérience), puis > pour revenir a I’écran
I’'expérience Run Method (Profil de thermocyclage).

E Afficher le journal Toucher la barre d’état pour afficher le journal d’erreurs.
d’erreurs

( 60.0 °C 00:40:13
Experiment: Example_Experiment
Stage 1
X1
95.0" | 95.0°
0:20 0:01 60.0°
0:20
) E)e) e o
Ald Melt Curve View Experiment Display Experiment STOP
Information Time
< - menawnwiaae )
Remarques
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Retrait de la plague de réactions et transfert des données

Lorsque I’instrument StepOne™ affiche 1’écran Main Menu (Menu principal), retirer la
plaque de réactions de I’instrument StepOne™ et transférer les données de I’expérience
vers |’ordinateur pour 1’analyse.

Retrait de la DANGER DE BLESSURE CORPORELLE. Lorsque ’instrument

plaque de est en fonctionnement, la température du bloc peut dépasser 100 °C (212 °F). Ne pas
réactions toucher le bloc tant qu’il n’est pas revenu a température ambiante.

Remarque : Lorsque I’instrument StepOne'™ a terminé une réaction, le systéme
enregistre les détails dans 1’historique de la réaction, lequel est conservé dans le systéme
jusqu’a ce que I’instrument termine une autre réaction.

1. Lorsque I’écran Main Menu (Menu principal) apparait sur 1’écran tactile de
Iinstrument StepOne™, toucher (#).
2. Ouvrir le tiroir de I’instrument.

3. Retirer la plaque de réactions du bloc.

4. Refermer délicatement le tiroir de I’instrument.

T %
d r ’
A ATTENTION

IMPORTANT ! Ne pas mettre I’instrument StepOne™ hors tension aprés une réaction.
Il passe automatiquement en mode veille lorsqu’il n’est pas utilisé.

T

i =)

Pour plus d’informations sur le retrait de la plaque sur I’instrument StepOne",
consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help
(Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Sélection d’une
méthode de
transfert des
données

Transfert de
données en
configuration
co-localisée

Transfert de
données a
distance
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Transférer I’expérience vers 1’ordinateur pour analyse selon la configuration du systéme
StepOne™ :

Configuration Description Voir...

Co-localisée Le cable du systéme StepOne™ relie « Transfert de données en
I'ordinateur a I’instrument StepOne™. configuration co-localisée

» ci-dessous
Autonome (en | Lordinateur et I'instrument StepOne™ sont « Surveillance a distance »

réseau) connectés au méme réseau. ala page 59
Autonome (de | Lordinateur et I'instrument StepOne™ ne sont | « Surveillance autonome »

base) pas connectés. a la page 62

Si I’ordinateur est directement connecté a I’instrument StepOne’" par le cable du systéme
StepOne™, aucune action n’est requise. Le logiciel StepOne™ transfére automatiquement
les données de 1’expérience a I’instrument StepOne™ aprés la réaction.

Si I’ordinateur et I’instrument StepOne™™ sont connectés au méme réseau Ethernet,
télécharger 1’expérience depuis 1’ instrument StepOne”" via le réseau :

1. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur &, Download Experiment from
Instrument (Télécharger une expérience a partir de 1’instrument).

2. Dans la fenétre Download Experiment from Instrument (Télécharger une expérience
a partir de I’instrument), sélectionner Select Instrument (Sélectionner un
instrument) » <instrument utilisé>.

3. Sélectionner Experiment (Expérience) » Genotyping_Example.

Dans le champ Download File To (Télécharger le fichier vers), cliquer sur Browse
(Parcourir), sélectionner le dossier de destination des données de I’expérience, puis
cliquer sur Select (Sélectionner).

5. Cliquer sur Download Experiment (Télécharger I’expérience) pour télécharger
I’expérience a partir de I’instrument StepOne™ vers I’ordinateur via le réseau.

Download Experiment from Instrument El

n Selectthe instrument with the experiment, select a location on this computer for the n
experiment, then click "Download Experiment”

2 —— 1. Select Instrument: QLocaI Instrument (Default) % | Experiment: |Experiment T 3

4 e pt 1100y 2L ST (HRMC | Applied Biosystems|StepOne System\experiments | Browse...

5 } Download Experiment | | Cancel ‘

6. A I’invitation du systéme, cliquer sur OK pour fermer la boite de confirmation.

\E) Experiment successfully downloaded from Local Instrument.

okt 6
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Transfert de  Si’ordinateur n’est pas connecté a I’instrument StepOne’", utiliser la clé USB pour
données en transférer I’expérience vers ’instrument StepOne™ :

configuration _ o _
autonome 1. Sice n’est pas déja fait, connecter une clé USB au port USB de I’instrument.

2. Toucher I’écran tactile de I’instrument StepOne’" pour Iactiver, puis toucher @

3. Dans Main Menu (Menu principal), toucher Collect Results (Collecter les résultats)
pour enregistrer les données sur la clé USB.
Si I’instrument StepOne™ ne parvient pas a détecter la clé USB, toucher OK,
attendre 30 secondes, puis toucher Collect Results (Collecter les résultats).

4. Lorsqu’un message signale que les données ont été transférées, toucher OK.
i‘;«‘;‘gi&n{eﬁ:: l Settings Menul Tools Menu l g:s”:l:; l

& Information
RNaseP Wi FICHED
Experiment results ready
You may rermove your USB storage

Shortcu Shortcut
5 oK I 8
@ 2006-11-16 | 2:15 PM ’*
b

5. Retirer la clé USB de I’instrument StepOne™, puis la connecter a I’un des ports USB
de I’ordinateur.

6. Sur le bureau de I’ordinateur, utiliser I’Explorateur Windows pour ouvrir la clé
USB.

7. Copier le fichier Genotyping Example.eds a ’emplacement :
<lecteur>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments

ou <lecteur> est le répertoire d’installation du logiciel StepOne™.

Remarques
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Chapitre 5

Analyse de I'expérience

Sommaire du chapitre :

B Présentationduchapitre . ........ ... i e 68
B Ouverture de I’expérience en vue de ’analyse. .. ........................ 69
B Affichage du graphique de discrimination allélique....................... 70
B Affichageduplandeplaque......... ... ... i 74
B Affichage dutableaudesrésultats . ........... ... ... .. ... ... .. ..., 77
B Affichagedelasynthése CQ ........ ... . . i 80
B Affichage de la courbe des données brutes. .. ........................... 82
B Affichage de la courbe des multicomposantes . . ......................... 84
B Affichage de la courbe d’amplification ............................... 86
B Affichage des paramétres d’analyse. .. ........ ... ... .. 91
B Exportationdes données. . ............o i 96

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide dans le logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Présentation du chapitre

Présentation du chapitre

Workflow

Evaluation des
résultats

Remarques
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Ce chapitre explique comment afficher, analyser et exporter I’expérience analysée.

Début de 'expérience

v

Conception de I'expérience (Chapitre 2)

v

Préparation des réactions (Chapitre 3)

v

Réalisation de I'expérience (Chapitre 4)

v

Analyse de I’expérience (Chapitre 5)

. Afficher le plan de plaque.

. Afficher le tableau des résultats.

. Afficher la synthése CQ.

. Afficher la courbe des données brutes.

. Afficher la courbe des multicomposantes.
. Afficher la courbe d’amplification.

. Afficher les parameétres d’analyse.

© 0o N O O M~ WO N =

. Exporter les données.

. Afficher le graphique de discrimination allélique.

v

Fin de I'expérience

La consultation des résultats s’effectue en trois étapes :

1. Réaliser une premicre vérification du graphique de discrimination allélique (voir
page 70), du plan de plaque (voir page 74) et du tableau des résultats (voir page 77)
pour évaluer les assignations de génotype effectuées par le logiciel StepOne™.

2. Réaliser une vérification détaillée de la synthése CQ (voir page 80) pour évaluer les
¢chantillons ayant déclenché des codes d’alerte CQ. Vérifier les données brutes
(voir page 82) et les données d’amplification (voir page 86) des échantillons qui

présentent une amplification anormale.

3. Sinécessaire, définir les paramétres d’analyse (voir page 91) ou modifier les

assignations manuellement (voir page 95).

Apres 1’évaluation des résultats, il est possible de les exporter comme expliqué au

paragraphe « Exportation des données » a la page 96.
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Ouverture de I’expérience en vue de I'analyse

Pour préparer I’analyse, ouvrir I’expérience.

A propos des L’exemple se trouve a I’emplacement :

don,'mees de <lecteur>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments\examples
I’exemple
ou <lecteur> est le disque dur de I’ordinateur sur lequel le logiciel StepOne™ est installé.

Le disque d’installation par défaut est le lecteur C.

Ouverture de 1. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur Open (Ouvrir).
I’expérience )
2. Sélectionner Genotyping Example.eds.

3. Cliquer sur Open (Ouvrir).

'i‘ujSlepOna""vLO
File Edit Instrument Analysis Tools Help

Lo Menrrseimens— 58 Open.. W =}

Analyze

Design Wizard QuickStart Analyze Experiment

Lookin: |[Z) experiments

2\ I examples
1 T

My Recent
Documents |

My Computer

-'f_g File name: Genotyping Example.ads

My Netwaork y
Places Files oftype: |1 SDS Files (eds; edt: sds)

* Home

Disconnected

Pour plus  Pour plus d’informations, consulter I’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en
d’informations  sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied 69
Biosystems StepOne™



ﬂ Chapitre 5 Analyse de I'expérience
Affichage du graphique de discrimination allélique

Affichage du graphique de discrimination allélique

Réaliser une premicre analyse des résultats de I’expérience dans le graphique de
discrimination allélique, qui met en évidence la fluorescence du reporter normalisé (R,)
pour les sondes spécifiques des alleles de I’essai SNP. Pour obtenir une description
compléte de la courbe, voir « Lecture et analyse des plaques » a la page 6.

A propos des Dans I’exemple, vérifier que le graphique de discrimination allélique affiche :

do’nnées de * des clusters pour les trois génotypes possibles (alléle 1 homozygote, alléle 2
I'exemple homozygote et all¢le 1/2 hétérozygote) ;

* un cluster pour les contréles négatifs.

Consultation de 1. Dans le volet de navigation, sélectionner [:+ Allelic Discrimination Plot
la courbe (Graphique de discrimination allélique).

2. Sélectionner C__ 11711420 _30 dans le menu SNP Assay (Essai SNP).

 Silafonction Autocaller (Assignation automatique) est activée, le graphique de
discrimination allélique affiche des symboles d’alléles pour chaque échantillon
évalué du SNP sélectionné.

Les échantillons sont regroupés sur la courbe comme suit :

Symbole Regroupés sur... Les génotypes des échantillons sont...
® (rouge) | L'axe X de la courbe Homozygotes pour I'alléle 1 de I'essai
SNP sélectionné
@ (bleu) L’axe Y de la courbe Homozygotes pour I'alléle 2 de I'essai
SNP sélectionné
(vert) A mi-chemin entre les Hétérozygotes pour les deux alléles de
clusters homozygotes I’essai SNP sélectionné (alléle 1 et allele 2)
M (noir) Dans le coin inférieur gauche | Un contrOle négatif
de la courbe
X (noir) N’importe ou sur la courbe Indéterminés

* Si la fonction Autocaller (Assignation automatique) est désactivée,
le graphique de discrimination allélique affiche une croix (X — Indéterminé)
pour chaque échantillon.

3. Pour chaque cluster de la courbe :

a. En cliquant avec la souris, tracer une zone de sélection autour du cluster pour
sélectionner les puits associés dans le plan de plaque et le tableau des résultats.

b. Vérifier que les puits souhaités sont sélectionnés dans le tableau des résultats.

Par exemple, si le cluster situé dans le coin inférieur gauche de la courbe est
sélectionné, seuls les controles négatifs doivent étre sélectionnés. La présence
d’une inconnue dans les contrdles négatifs peut indiquer que 1’amplification de
1’échantillon a échoué.

Remarques
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c. Répéter les étapes 3a et 3b pour tous les autres clusters de la courbe.

Elément

Menu déroulant
SNP Assay
(Essai SNP)

Description

Détermine les données de I'essai SNP que le logiciel StepOne™
affiche sur la courbe.

Menu déroulant
Plot Type (Type de
courbe)

Détermine le type de courbe (Cartesian (Cartésienne) ou Polar
(Polaire)) que le logiciel StepOne™ utilisera pour afficher les
données.

Menu déroulant
Apply Call
(Appliquer
I’assignation)

Lorsqu’un point de données est sélectionné, ce menu permet de
lui attribuer une assignation d’alléle au sein du nuage de points.

Barre d’outils

Légende

Contient des outils de manipulation du nuage de points :

e IEJ — Sélectionne les points de données en cliquant sur
chacun d’eux ou en tragant une zone de sélection avec la
souris autour d’un groupe de points.

. |E] — Sélectionne des points de données en les entourant.
* [¢™ — Repositionne le nuage de points.

* | | —Agrandit la taille du nuage de points.

W Réduit la taille du nuage de points.

Explication des symboles dans le nuage de points.

La figure ci-dessous montre le graphique de discrimination allélique de I’exemple.
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Allelic Discrimination Plot <| View Plate Layout | ViewWel Table |
Plot i ) > SelectWells With: |- Selectltem - » | - Selectltem -+
2 SNP Assay: [C__11711420_30 w Apply Call: |Undetermined A
Show in Wells ¥ View Legend B | B |
PlotType: |Cartesian v | F | & | |
E0068 B RS s 3 & 5 & 7 %
Allelic Discrimination Plot \
Yample 1 | Sample2  Sample3  Sample4  Samples | Sample &
. A e |Ee_n [0 e e eI c_1 @ c_11][@c_11 3b
»
.
45 -
Sample 7 | Sample8  Sample9 Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14
B e e et [Mec_1 e [Mec_1 [Mc_11 [@c_11
40
. Sample 15 Sample 16 Sample 17 Sample 12 Sample 19 Sample 20
o e e e [Mec_11. [@c_11 [ c_1 [[@c_11. > CHRER] P CWEEE
34
D
an
3a I e
e}
24 23 34 a8
A
Legend F
# Homozygous 11 #Homozygous 2/2
# Heterozygous 1/2 Undetermined
Wells m 20 Unknown D 2 Megative Control E 2 Positive Control 24 Emptly
Analysis Summary:  Total Wells in Plate: 48 Wells SetUp:24  Wells Processed: 24 Wells Flagged: 0 Wells Omitted from Analysis: 0 Samples Used: 20 SMP Assays Used:1

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience :
)
d’analyse e Vérifier que tous les contrdles posseédent le génotype adéquat.
* Si des contrdles positifs sont utilisés, vérifier leurs assignations :
a. Sur le tableau des résultats, sélectionner les puits contenant un contréle positif

pour faire ressortir les points de données correspondants dans le graphique de
discrimination allélique.

b. Vérifier que les points des contrdles positifs se superposent sur I’axe de la
courbe souhaité. Par exemple, si le contrdle positif Allele 1/Allele 1 (Allele
1/Allgle 1) est sélectionné, les contrdles doivent se superposer sur 1I’axe X.

c. Répéter les étapes a et b pour les puits contenant les autres controles positifs.
* Examiner le cluster des controles négatifs pour les échantillons inconnus dont
I’amplification a échoué :

a. Sélectionner les points de données du cluster dans le coin inférieur gauche du
graphique de discrimination allélique pour sélectionner les lignes
correspondantes du tableau des résultats.

b. Vérifier que les puits sélectionnés dans le tableau des résultats sont des
contrdles négatifs et non des échantillons inconnus.

Remarques

72 Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied
Biosystems StepOne™



Chapitre 5 Analyse de I'expérience ﬂ
Affichage du graphique de discrimination allélique

* Les échantillons superposés avec les controles négatifs peuvent :
— Ne pas contenir d’ADN
— Contenir des inhibiteurs de PCR
— Etre homozygotes pour une séquence délétée
» Vérifier les résultats des échantillons regroupés de fagon plus ou moins éparse avec
des contréles négatifs en les retestant.

» Pour les réplicats, consulter soigneusement les données a la recherche
d’amplifications non conformes pour garantir la précision des assignations de
génotype. Si des amplifications non conformes sont présentes, vérifier les résultats
des échantillons associés en les testant a nouveau.

» Examiner le nombre de clusters dans la courbe. Si le graphique de discrimination
allélique contient moins que les trois clusters de génotype représentatifs
(hétérozygote, homozygote alléle 1 et homozygote alléle 2), le logiciel StepOne™ ne
peut pas génotyper les échantillons tant que la fonction 2-Cluster Calling
(Assignation de 2 clusters) n’est pas activée.

Si la courbe contient moins de trois clusters :
a. Cliquer sur Analysis Settings (Parameétres d’analyse).

b. Cliquer sur Edit Default SNP Assay Settings (Modifier les paramétres par
défaut des essais SNP).

c. Sélectionner 2-Cluster Calling Enabled (Assignation de 2 clusters activée),
puis cliquer sur Save Changes (Enregistrer les modifications).

d. Cliquer sur Apply Analysis Settings (Appliquer les paramétres d’analyse).

e. Cliquer sur Reanalyze (Réanalyser) pour réanalyser I’expérience en ne
désignant que 2 clusters.

Remarque : Les résultats affichés sont synchronisés. Par exemple, en cliquant sur un
puits dans le plan de plaque, les données correspondantes dans le tableau des résultats et
le graphique de discrimination allélique sont sélectionnées.

Pour plus  Pour plus d’informations sur le graphique de discrimination allélique, consulter 1’aide du
d’informations logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help
(Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Affichage du plan de plaque

A propos des
données de
I'exemple

Affichage du plan

Remarques

74

Consulter les résultats de I’expérience dans le plan de plaque. Le plan de plaque affiche
la configuration spécifique de 1’essai et les propriétés d’analyse de 1’expérience dans un
format de puits correspondant au type de plaque de réactions utilisé pour la réaction.

Pour I’exemple, vérifier que le logiciel StepOne™ a désigné :

* 6 échantillons comme homozygote alléle 1 (@)

* 4 échantillons comme homozygote alléle 2 (@)

12 échantillons comme hétérozygote (®)

2 échantillons comme contrdle négatif (H)

Vérifier qu’aucun puits de la plaque de réactions n’a déclenché de code d’alerte CQ.

Cliquer sur I’icone < en regard du graphique de discrimination allélique pour
afficher intégralement le plan de plaque.

Cliquer sur [@7] Show in Wells (Afficher dans les puits), puis sélectionner ou
désélectionner le paramétre a afficher dans les puits.

Répéter I’étape 2 jusqu’a ce que le plan de plaque contienne tous les paramétres

souhaités.

Paramétre

Description

Nom de I’échantillon

Nom de I’échantillon appliqué au puits.

Task (Fonction)

Fonction attribuée au puits :

e [0 - Unknown (Inconnue)

e [ - Negative Control (Contrble négatif)
e [ - Positive Control (Contrdle positif)

SNP Assay Name (Nom de
I’essai SNP)

Nom du SNP évalué dans le puits.

ID d’essai

Numéro d’identification du SNP évalué dans le puits.

Allele 1/ Allele 2 (Allele 1/2)

Nom de l'allele associé au SNP évalué dans le puits.

Allele 1 Dyes / Allele 2 Dyes
(Fluorophores de l'allele
1/fluorophores de I'alléle 2)

Nom des fluorophores du reporter et du quencher de 'alléle

associé au SNP évalué dans le puits.

SNP Assay Color (Couleur de
I’essai SNP)

Couleur du SNP évalué dans le puits.

Sample Color / Task Color
(Couleur de
I’échantillon/couleur de la
fonction)

Couleur de I’échantillon ou de la fonction appliquée au

puits.
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Paramétre Description

Genotype Call (Assignation de | Assignation d’alléle attribuée a I’échantillon :

génotype) ¢ @ Homozygote 1/1
¢ @ Homozygote 2/2
e ® Hétérozygote 1/2
¢ M Controle négatif
e X Indéterminé

Flag (Code d’alerte) Nombre de codes d’alerte déclenchés par le puits, indiqué
dans le symbole

L’illustration suivante montre le plan de plaque dans I’exemple de réaction de
génotypage.

1 —5 [ View Plate Layout | ViewWal Table |

SelectWells With: |- Selecttem - | |- Select tem - v

2 ElshumeEIISV | VwewLegend ‘

Sample Name

Task
SNP Assay Name

Assay ID . Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample §
e |l 1171142030 m c__11711a20_30 @ m c__11711a20_30 @ m c__11711a20_30 @ m c__11711a20_30 @ m c__11711a20_30 @ m c__11711a20_30 @
Allele 1
Allele 2
3 — Allele 1 Dyes
Allele 2 Dyes Sample 8 Sample 0 Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14
SNP Assay Color c_11711420_30 @, [ c_11711420_30 @ [ c__11711420_30 @[] c__11711420_30 @[] c__11711420_30 @[] c__11711420_30 @ [ c__11711420_20 @
Sample Color

Sample 16 Sample 17 Sample 18 Sample 18 Sample 20

c__11711420_30 @ c__11711420_30 @ C__11711420_30 @ c__11711420_30 @ C__11711420_30 @ [ c 11711320 30 @ [ c_11711420 30 @
(v]
E
F

Wells m 20 Unknown D 2 Negative Control Ez Positive Control 24 Emptly

Analysis Summary:  Total Wells in Plate: 48 Wells SetUp:24  Wells Processed: 24 Wells Flagged: 0 Wells Omitted from Analysis: 0 Samples Used: 22 SNP Assays Used: 1

Remarques
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Instructions Lors de I’analyse d’une expérience :

d’analyse * Le plan de plaque affiche I’icone [X] dans le coin supérieur gauche des puits omis
par I'utilisateur. Il affiche 1’icéne D dans le coin des puits omis par les parameétres
des codes d’alerte CQ.

* Noter I’emplacement des échantillons qui déclenchent les codes d’alerte CQ (A).
Comprendre les erreurs peut aider a diagnostiquer les éventuels
dysfonctionnements.

» Il est possible de sélectionner la plaque de réactions compléte, des zones de la
plaque de réactions ou des puits spécifiques :

— Cliquer sur le coin supérieur gauche de la plaque de réactions pour sélectionner
les 48 puits.

— Cliquer avec le bouton gauche de la souris et tracer une zone de sélection en
faisant glisser le curseur.

— Sélectionner Sample (Echantillon), Target (Cible) ou Task (Fonction) dans le
menu Select Items (Sélectionner des éléments) de 1’onglet View Plate Layout
(Voir le plan de plaque). Sélectionner le nom de 1’échantillon, de la cible ou de la
fonction dans le deuxiéme menu Select Items (Sélectionner des éléments) pour
choisir des puits d’un type spécifique a 1’aide de 1’outil de sélection.

» Il est possible d’ajuster le plan de plaque :

— Utiliser les boutons i (Zoom avant), [i=i (Zoom arriére) et [§+i (Tout voir) pour
augmenter ou diminuer la taille des puits indiqués.

Utiliser les touches fléchées pour développer le plan de plaque sur la totalité de
I’écran.

Pour plus Pour plus d’informations sur le plan de plaque, consulter ’aide du logiciel StepOne™ en

d’informations cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne)
dans le menu.

Remarques
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Affichage du tableau des résultats

Consulter les détails des résultats de I’expérience dans le tableau des résultats et repérer
les puits accompagnés d’un code d’alerte. Le tableau des résultats affiche la
configuration spécifique de I’essai et les propriétés d’analyse de I’expérience dans un
tableau.

A propos des Dans I’exemple, vérifier qu’aucun puits de la plaque de réactions n’a déclenché de code
données de d’alerte CQ.
I'exemple

Consultation de 1. Sélectionner 1’onglet View Well Table (Voir le tableau des résultats).

la courbe _ X . )

2. Cliquer sur I’en-téte de colonne Flag (Code d’alerte) pour trier les données de sorte
que les puits ayant déclenché les codes d’alerte apparaissent en haut du tableau.

3. Vérifier I’intégrité des controles :

a. Dans le menu Group By (Grouper par), sélectionner Task (Fonction) pour
organiser les lignes du tableau d’apres leur fonction sur la plaque de réactions.

b. Vérifier qu’aucun contrdle n’affiche de code d’alerte (1. ).

c¢. Cliquer sur les icones — pour réduire les controles négatifs et positifs.

4. Cliquer sur > en regard de 1’onglet View Well Table (Voir le tableau des résultats)
pour afficher simultanément le graphique de discrimination allélique et le tableau
des résultats.

La figure ci-dessous montre le tableau des résultats de I’exemple de réaction de
génotypage.
1 \
|
4 —» [ ViewPlate Layout | View Well Table 1
Sa | SelectWells With: |- Selectltern- » | |- Selectltern-
i Show in Table v | Groun By ¥ | | B9 Expand au | ) colrapse Al |
o .
# | Well Omit Flag Sample Ma.. = SNP Assay.. | AssaylD Task Allele 1 Allele 2 Allele 1 ... Allele 2 .. Allele 1Rn | Allele 2Rn | Pa
3c = Negative Contro) ~
1 Al O C__11711420 Megative Caont... A [ VIC-MFQ-M... FAM-NFQ-... 2.07 2.841 1
2 A2 ] C__ 11711420 Megative Caont... A Cc VIC-MFQ-M... FAM-NFQ-... 2.05 2791
3C = Paositive Contrpl Alleld 1/Allele 2
3 cr ] C__ 11711420 Positive Contr... A Cc VIC-MFQ-M... FAM-NFQ-... 3.48 3.808
SC Pasitive Caontrdl Allelz 2/Allele 2
4 c8 ] C__ 11711420 Positive Contr... A Cc VIC-MFQ-M... FAM-NFQ-... 2222 4.82
B Unknawn ‘
Sb ] Ad = Sample 1 C__ 11711420 Unknown A Cc VIC-MFQ-M... FAM-NFQ-... 3.818 2,63
Colonne Description
Well (Puits) Position du puits sur la plague de réactions.
Omit (Exclure) Une coche signale que le puits a été retiré de I'analyse.
Flag (Code d’alerte) Un 1. signale que le puits a déclenché le nombre de codes d’alerte inscrit dans le symbole.
Remarques
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Colonne

Description

Nom de I’échantillon

SNP Assay Name
(Nom de I'essai SNP)

Nom de I’échantillon.

Nom de I’essai SNP évalué dans le puits.

ID d’essai

Task (Fonction)

Numéro d’identification du SNP évalué dans le puits.

Fonction attribuée au puits (inconnue, contréle négatif ou contrdle positif).

Allele 1/2 (Allele 1/2)

Nom de I'allele associé au SNP évalué dans le puits.

Allele 1/ 2 Dyes
(Fluorophores des

Nom des fluorophores du reporter et du quencher de I'alléle associé au SNP évalué dans le puits.

alléles 1/2)

Allele 1/2 R, Signal normalisé (R,,) du reporter de I'alléle associé au SNP évalué dans le puits.
(Allele 1/2)

Pass Ref Signal du fluorophore de la référence passive pour le puits.

(Réf. passive)

Call (Assignation)

Assignation d’allele attribuée a I’échantillon, par exemple :

e @ Homozygote 1/1 — Homozygote pour I'alléle 1
¢ @ Homozygote 2/2 — Homozygote pour I'alléle 2
o Hétérozygote 1/2 — Hétérozygote

M Controle négatif

X Indéterminé

Quality (%)
(Qualité (%))

Valeur de qualité calculée pour I'assignation du génotype.

Method (Méthode) Méthode utilisée pour attribuer I'assignation a I’échantillon (Auto si elle est attribuée par le logiciel
StepOne™ ou Manual (Manuelle) si elle est appliquée par un utilisateur).

Comments Commentaires entrés pour le puits d’échantillon associé.

(Commentaires)

Allele 1/2 Cy (Valeur
CT de l'allele 1/2)

Cycle seuil (C;) de I’échantillon pour I'alléle associé au SNP évalué dans le puits.

Colonnes CQ Flag (Code d’alerte CQ)

Le tableau des résultats affiche des colonnes pour les codes d’alerte CQ déclenchés par les données de I'expérience. Si les
données de I'expérience ne déclenchent pas de code d’alerte CQ, le logiciel StepOne™ n’affiche pas de colonne de code d’alerte.

Un A dans I'une des colonnes suivantes signale que le puits associé a déclenché le code d’alerte.

BADROX Le puits a produit un signal de référence passive supérieur a la limite définie dans les parametres
d’analyse.
OFFSCALE Le puits a produit un niveau de fluorescence supérieur aux valeurs que le systéme StepOne™ peut
mesurer.
NOSIGNAL Le puits n’a produit aucun niveau de fluorescence détectable.
CLUSTER# Pour le SNP évalué dans le puits, le nombre de clusters généré a partir des données de I'expérience est
supérieur a la limite définie dans les parameétres d’analyse.
PCFAIL Le contréle positif n’a pas produit de R, pour I’alléle associé de valeur supérieure a la limite définie dans
les parametres d’analyse, ce qui montre que I'amplification du contréle peut avoir échoué.
Remarques
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Colonne Description

SMCLUSTER Le nombre de points de données dans le cluster associé est inférieur a la limite définie dans les
parameétres d’analyse.

AMPNC Le contréle négatif a produit une valeur R, supérieure a la limite définie dans les paramétres d’analyse,
ce qui indique une amplification possible.

NOAMP Le puits n’a pas produit de R,, pour un alléle de valeur supérieure a la limite définie dans les paramétres
d’analyse, ce qui montre que I'amplification du puits peut avoir échoué.

NOISE La fluorescence du fond (bruit) produite par le puits est supérieure a celle des autres puits sur la
plaque de réactions, et ce d’un facteur supérieur a la limite définie dans les parametres d’analyse.

SPIKE La courbe d’amplification du puits contient au moins un point de données non concordant avec
les autres points de la courbe.

EXPFAIL Le logiciel ne peut pas identifier la région exponentielle de la courbe d’amplification pour le puits.

BLFAIL Le logiciel ne peut pas calculer la ligne de base la plus proche pour les données du puits.

THOLDFAIL Le logiciel ne peut pas calculer le seuil du puits associé.

CTFAIL Le logiciel ne peut pas calculer le cycle seuil (C;) du puits associé.

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience :

b
d’analyse » Si des controles positifs sont utilisés, vérifier leur intégrité :

a. Dans le menu Group By (Grouper par), sélectionner Task (Fonction) pour
organiser les lignes du tableau d’apres leur fonction sur la plaque de réactions.

b. Vérifier que les controles positifs n’affichent pas de code d’alerte (A) et que la
fluorescence du reporter normalisé (R,) est adaptée au génotype (par exemple,
en cas d’évaluation du contrdle positif Allele 1/Allele 1 (Allele 1/allele 1), une
augmentation importante de la valeur R, pour la sonde de 1’all¢le 1 et tres
faible pour la sonde de 1’alléle 2 est attendue).

c. Répéter I’étape b pour chaque controle positif.

* Consulter les données des échantillons inconnus. Pour chaque ligne qui affiche
dans la colonne Flag (Code d’alerte), noter les données et les codes d’alerte
déclenchés par le puits associé.

» Sélectionner les zones du tableau ou les puits d’un type spécifique :

— En cliquant sur le bouton gauche de la souris et en tracant une zone de sélection
dans le tableau.

— En sélectionnant Sample (Echantillon) Target (Cible) ou Task (Fonction) dans
le menu Select Items (Sélectionner des éléments) de 1’onglet View Well Table
(Voir le tableau des résultats), puis en sélectionnant le nom de 1’échantillon, de la
cible ou de la fonction dans le deuxiéme menu Select Items (Sélectionner des
¢léments) pour choisir des puits d’un type spécifique a 1’aide de I’outil de
sélection.

Remarques
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* Regrouper les lignes du plan de plaque en sélectionnant une option dans le menu
Group By (Grouper par). Il est possible de développer ou de réduire les listes en
cliquant sur I’icone +/- en regard de chaque liste ou en cliquant sur Collapse All
(Réduire tout) ou Expand All (Développer tout).

* Exclure un puits de I’analyse en cochant la case Omit (Exclure) correspondant au
puits. Pour inclure un puits dans 1’analyse, décocher la case Omit (Exclure).

Remarque : L’expérience doit étre réanalysée chaque fois qu’un puits est exclu ou
inclus.

Pour plus  Pour plus d’informations sur le tableau des résultats, consulter ’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Affichage de la synthése CQ

Consulter la synthése des codes d’alerte CQ déclenchés par les données de 1’expérience
et identifier les causes des phénoménes correspondants. La synthése CQ affiche la
fréquence et I’emplacement de tous les codes d’alerte CQ. Si un code d’alerte n’apparait
pas dans I’expérience, sa fréquence est 0. Sinon, il apparait a la position du puits indiquée
dans la colonne Wells (Puits). Cliquer sur un code d’alerte pour afficher les détails
correspondants, notamment la liste de tous les puits accompagnés d’un code d’alerte.

A propos des Puisque I’exemple ne déclenche pas de code d’alerte CQ (4), la figure ci-dessous
données de provient d’une autre expérience contenant des puits ayant déclenché le code d’alerte
I’exemple NOREPORTER.

Consultation de 1. Dans le volet de navigation, sélectionner
la synthése

QC Summary (Synthése CQ).

2. Consulter la zone Flag Summary (Synthése des codes d’alerte) et noter le nombre de
puits ayant déclenché des codes d’alerte.

3. Dans le tableau Flag Details (Détails des codes d’alerte), sélectionner le code
d’alerte NOREPORTER.

4. Consulter les informations détaillées sur le code d’alerte NOREPORTER.

5. Cliquer sur View NOREPORTER Troubleshooting Information (Voir les
informations d’identification des causes du code d’alerte NOREPORTER) pour
afficher les données d’identification des causes du code d’alerte.

La figure ci-dessous montre la synthése CQ d’une réaction de génotypage contenant des
codes d’alerte.

Remarques
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£ StepOne™ v1.0
File Edit Instrument Analysis Tools Help

> Select Wells With; |- Selsct Ttem - | | T~
£, Flag Summary )
Total Wells: 48 | Processed wells: 48 | SNP Assays Used: 1
Wells Set Up: 48 | Flagged Wells: 7 Samples Used: 1 | | Show in Table ¥ Group By ¥ Expand All Collapse All |
Allelic Discrimination Plot =] Negative Contral A
Flag Name Frequency | Wells i Bl O Sample 1 SP Assay 1 Negative
BADROX  |Bad passive reference signal o 5 B8 0 L E SHP Assay 1 R
SgiiingER F'”""e“‘:"‘zis "ff“a"‘? ] : TR 3 c | | Samplet SNP Assay 1 Negative
Ll o reporter dye signal in wel , C2, C7, D3, Dov,
QC Summary NOSIGNAL _ |No s\;'\a\ in w:H . o B o | il sampleil SHP Assay | e
CLUSTER#  |Number of clusters outside expected rangs [0 7 (e | 1 Sample 1 S RERaRE
pra E PCFAIL [Positive control Failed o = CH 0 1 Samplel SNP Assay 1 Negative
Tiiple Plots View SMCLUSTER _[Small number of samples in duster o 7 E4 ] 1 Samplei SP Assay 1 Negative
E5 0 | Sample1 SNP Assay 1 Negative
= Unknawn
] AL [ Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
10 Az O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
11 A3 FI Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
12 a4 O Sample 1 SHP Assay 1 Unknowr
13 A5 [ Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
14 A6 O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
15 a7 FI Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
= 16 A8 O Sample 1 SHP Assay 1 Unknowr
Flag NOREPORTER—Mo reparter dye signal in 17 B2 [ Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
well 18 B3 O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
Flag Detail: Reporter dye produced low or no signal o b O Eanl AT Ry
20 B5 O Sample 1 SHP Assay 1 Unknowr
Flag Criteria: Fluorescence < 1000.0 21 B6 [ Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
Flagged Wells: BS, C2, C7, D3, D6, E4, ES 2 B7 O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
- _ 23 @il FI Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
View NOREPORTER Troubleshooting 24 c3 0 Sample 1 SIP Assay 1 Unknowr
Information 25 c4 @ Sample 1 SIP Assay 1 Unknowr
% s O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
27 o] FI Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
28 o] O Sample 1 SHP Assay 1 Unknowr
29 D1 [ Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
30 D2 O Sample 1 SP Assay 1 Unknowr
3 D4 FI Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr
32 D5 F] Sample 1 SNP Assay 1 Unknowr ¥
>

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience :

d’analyse * Dans le tableau Flag Details (Détails des codes d’alerte), sélectionner chaque code
d’alerte CQ dont la fréquence est supérieure a 0, consulter la fréquence et
I’emplacement des puits ayant déclenché le code d’alerte CQ, puis cliquer sur le lien
d’identification des causes du code d’alerte.

Remarque : Lors de la sélection d’un code d’alerte dans Flag Details (Détails des
codes d’alerte), le tableau des résultats met en surbrillance les puits ayant déclenché
le code d’alerte.

Pour plus Pour plus d’informations sur les codes d’alerte CQ, consulter I’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Remarques
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Affichage de la courbe des données brutes

A propos des
données de
I’exemple

Consultation de
la courbe

Remarques

82

Si nécessaire, consulter la courbe des données brutes pour repérer des irrégularités dans
le spectre brut collecté par 1’instrument StepOne ™.

La courbe des données brutes affiche 1’amplitude de la fluorescence brute collectée dans
chaque canal (1 a 3) pendant le cycle de la réaction indiqué par le curseur Show Cycle
(Afficher le cycle). La courbe affiche le spectre brut des puits sélectionnés dans le plan

de plaque ou le tableau des résultats.

Dans I’exemple, consulter 1’écran Raw Data Plot (Courbe des données brutes) a la
recherche d’une hausse constante du signal (sans creux ni modification brusque) pour le

filtre approprié.

1. Dans le volet de navigation, sélectionner \f Raw Data Plot (Courbe des données

brutes).

2. Dans le tableau des résultats, sélectionner les puits a inspecter.

3. Faire glisser le curseur Show Cycle (Afficher le cycle) pour afficher les
modifications temporaires dans chaque filtre du profil des données brutes.

Le systéme StepOne comporte plusieurs filtres :

Filtre

1

2

3

Fluorophore

¢ Fluorophore FAM™
¢ Fluorophore SYBR®

Green

* Fluorophore JOE™
¢ Fluorophore VIC®

¢ Fluorophore ROX™
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La figure ci-dessous montre les données brutes de I’exemple de réaction de génotypage.

Genotyping Reagents:

<| View Plate LayoutT View Well Table ]
o . — Select Wells With: |—Se\ectnemr |- Selectiten -
8B E I |
i ¥
Raw Data Plot | El Show in Wells ¥ i |
5 e 1 4 3 4 g 6 7 ]
llelic Discrimination Plot
1 | Amplification Plat Sample 1 Sample2  Sampled  Sampled  Sample§  Sample@
A e e c_1iMe i [@Me_mie_ i@ 1! [Mc_1
R“‘"['“'“p'(" Sample 7 Sample® Sample®  Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14
Flme_ v [Me_ v Mec_m/ @Me_t e e @Me_1/[c_n
QC Summary
@
Multiple Plots View 3
= Sample 15 Sample 18 Sample 17 Sample 18 Sample 19 Sample 20
g C e v Me_m Me_n @Me_t e [M@c_1n Blc_n Ec_n
D
E
1 2 3
3 Filter
Options F
Show Cycle 20
i e i e a HiE Wells: [ 20 Unknown [ 2 Negative Contral [5] 2 Positive Contral 24 Empty
&« Analysis Summary: Total Wells in Plate: 48 Wells Set Up: 24 Wells Processed: 24 Wells Flagged: 0 Wells Omitted from Analysis: 0 Samples Used: 20 SNP Assays Used: 1

A& Home | [ Genotyping Example.eds <

Disconnected

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience, rechercher les éléments suivants dans chaque filtre :
H
d’analyse * Une croissance caractéristique du signal

* Une absence de creux ou de modification brusque

Pour plus  Pour plus d’informations sur la courbe des données brutes, consulter 1’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Remarques
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Affichage de la courbe des multicomposantes

A propos des
données de
I'exemple

Affichage de la
courbe des
multicompo-

Remarques

84

santes

L’écran Multicomponent Plot (Courbe des multicomposantes) affiche la contribution
spectrale compléte de chaque fluorophore d’un puits sélectionné sur toute la durée de la
réaction de PCR.

Dans I’exemple, consulter la courbe des multicomposantes a la recherche des é1éments
suivants :

Fluorophore ROX™ (référence passive)
Fluorophore FAM™ (reporter)
Pics, creux et/ou modifications subites

Amplification dans les puits de contréle négatif

. Dans le volet de navigation, sélectionner D Multicomponent Plot (Courbe des

multicomposantes).

Sélectionner un puits du plan de plaque pour afficher les données correspondantes
dans I’écran Multicomponent Plot (Courbe des multicomposantes).

. Dans le menu déroulant Plot Color (Couleur de la courbe), sélectionner Dye

(Fluorophore).

Cliquer sur £ Show/Hide the plot legend (Afficher/masquer la légende de la
courbe).

. Vérifier le signal des fluorophores FAM™ et VIC®. Dans ’exemple, le signal des

fluorophores FAM™ et VIC® augmente pendant la PCR, ce qui témoigne d’une
amplification normale.

Vérifier le signal du fluorophore ROX®. Dans I’exemple, le signal du fluorophore
ROX reste constant pendant la réaction de PCR, ce qui témoigne de données
classiques.

Sélectionner un puits de controle négatif a la fois et vérifier I’amplification.
L’exemple ne comporte pas d’amplification dans les puits de controle négatif.
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£ StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[E] New Experiment = (5 Open... o Save ~ 5

Experiment Menu« ] Fxperiment: Genotyping Fxample Type: Genotyping Reagents: TagMan® Reagents
Multicomponent Plot <[ View Plate LayoutT View well Table |
(PID(Settings\ > SelectWells With: - Selecttem- v - Selecttem- |
J =l Plot Color |Dye ~ ‘ .
| S | ElsncwinWeHsv | ViewLegend |
4 a—&r I
[z 8 ] 4« [ s [ & | t | 8 |
Allelic Discrimination Plot Multicomponent Plot 2
Ampliﬁnalionplﬂl 18,000 Sample 1 | Sample2 Sample3 Sample4 Sample§ SampleB
18,000 2 DC—"'DC—"'EC711 Me 1 [@e_11. [@e 11 [@Me_1 [c_1
1 Multicomponent Plot 17,000
18,000
Raw Data Plot 15,000 /// Sample7 Sample8 SampleS Sample 10 Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14
14000 A B Me v [Me_ 11 @e_ e [Me_1 [Me_11. [@ec_11. [ec_1n
QC Summary —
o : 12,000
\Q Multiple Plots View /
2 11.000 of . Sample 15 Sample 18 Sample 17 Sample 18 Sample 18 Sample 20
g / H
5 B e \,__—¢—————/7_// ¢ [Me_m. @+ e @t Mec_n @c_in =t Be
S sooon
2
S @om
2,000 /i
5 \ V
7000 brm— —
D
8,000
5,000 | |
6 S EERENEEED
3,000 c
2,000
1.000 [
DD2 B 8 10 12 14 18 1B 20 22 24 M 28 0 W 3 3 MW 40 L0 4 48 S 88
Cycle F
Legend
B ~ox I vic I Fam
Wells: [ 20 Unknown [ 2 Negative Contral [5] 2 Positive Contral 24 Empty
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Disconnected

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience, rechercher les éléments suivants :

H)
d’analyse » Référence passive — Le niveau de fluorescence du fluorophore de référence passive

doit rester relativement constant pendant la réaction de PCR.

* Reporter — Le niveau de fluorescence du reporter doit présenter une zone plane
correspondant a la ligne de base, suivie d’une rapide augmentation de la
fluorescence lorsque 1’amplification se produit.

» Irrégularités du signal — Le signal de fluorescence ne doit pas présenter de pic,
de creux et/ou de modification subite.

* Puits de controle négatif — Les puits de contrdle négatif ne doivent pas présenter
d’amplification.

Pour plus  Pour plus d’informations sur la courbe des multicomposantes, consulter 1’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Remarques
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Affichage de la courbe d’amplification

A propos des
données de
I’exemple

Consultation des
résultats

Remarques

86

Si des données en temps réel ont été collectées pendant I’expérience, consulter les
données d’amplification pour mieux comprendre la cause des codes d’alerte insérés.

L’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) affiche 1’amplification de tous les
¢chantillons des puits sélectionnés. Utiliser les courbes d’amplification pour vérifier les
résultats de 1’expérience :

* ARn vs Cycle — AR représente I’amplitude du signal de fluorescence normalisé
généreé par la réaction de PCR, ainsi que les données a partir desquelles la valeur C;
est calculée. Cette courbe affiche la valeur AR, en fonction du nombre de cycles.
Elle permet d’identifier et d’examiner les amplifications irréguliéres, ainsi que de
visualiser les valeurs du seuil et de la ligne de base de la réaction.

* Rn vs Cycle — R, représente la fluorescence du reporter normalisé. Cette courbe
affiche la valeur R, en fonction du nombre de cycles. Elle permet d’identifier et
d’examiner les amplifications irrégulicres.

* C;vs Well (CT vs Puits) — Le cycle seuil (Cy) est le nombre de cycles de PCR pour
lequel le niveau de fluorescence atteint le seuil. Cette courbe affiche la valeur C par
rapport a la position du puits. Elle permet de localiser les amplifications non
conformes (aberrations).

Chaque courbe peut s’afficher sous la forme d’un graphique du type suivant : linéaire ou
log10.

Remarque : Pour plus d’informations sur les courbes d’amplification, voir le document
Real-Time PCR Systems Chemistry Guide ou I’aide du logiciel StepOne™.

Dans I’exemple, consulter la courbe d’amplification a la recherche des éléments suivants

* les valeurs correctes de ligne de base et de seuil ;

* Les amplifications non conformes.

1. Dans le volet de navigation, sélectionner @ Amplification Plot (Courbe
d’amplification).

2. Dans I’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) :

a. Dans le menu déroulant Plot Type (Type de courbe), sélectionner ARn vs
Cycle.

b. Dans le menu déroulant Color Plot By (Colorer la courbe par), sélectionner
Well (Puits).

¢. Cliquer sur £= Show/Hide the plot legend (Afficher/masquer la légende de la
courbe).
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3. Afficher les valeurs de la ligne de base :

a. Dans le menu déroulant Graph Type (Type de graphique), sélectionner Linear
(Lingaire).

b. Cocher la case Baseline (Ligne de base) pour afficher les cycles de début et
de fin.

c. Vérifier que la ligne de base est correctement définie.

4. Afficher les valeurs de seuil :
a. Dans le menu déroulant Graph Type (Type de graphique), sélectionner Log.
b. Dans le menu déroulant Target (Cible), sélectionner C__ 11711420 30-A.
c. Cocher la case Threshold (Seuil) pour afficher le seuil.

d. Vérifier que le seuil est correctement défini. Dans 1’exemple, le seuil se situe
dans la phase exponentielle.

5. Localiser les amplifications non conformes :

a. Dans le menu déroulant Plot Type (Type de courbe), sélectionner C vs Well
(CT vs puits).

b. Vérifier que les puits répétés ont la méme amplification. L’exemple n’utilise
pas de puits répétés.

Remarques
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Disconnected

Instructions Lors de I’analyse d’une expérience, rechercher les éléments suivants :

d’analyse + Les valeurs correctes de ligne de base et de seuil — Le logiciel StepOne™ calcule
automatiquement les valeurs de ligne de base et de seuil en supposant que les
données présentent une courbe d’amplification classique. Une courbe
d’amplification classique posséde :

— Une phase de plateau (a)

— Une phase lingaire (b)

— Une phase exponentielle (géométrique) (c)
— Un bruit de fond (d)

— Une ligne de base (non représentée — les niveaux de base sont calculés pour
chaque courbe)

Remarques
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0.1

0.001

0.0001
a

IMPORTANT ! Une erreur expérimentale (par exemple une contamination ou une
imprécision de pipetage) peut produire des courbes d’amplification atypiques
susceptibles d’entrainer des calculs de ligne de base et de seuil incorrects dans le
logiciel StepOne"™. Par conséquent, Applied Biosystems recommande de consulter
I’écran Amplification Plot (Courbe d’amplification) et de vérifier les valeurs de la
ligne de base et du seuil attribuées a chaque puits apres 1’analyse. Pour plus
d’informations, consulter ’aide du logiciel StepOne™.

* Les amplifications non conformes.

Si ’expérience n’est pas conforme aux instructions ci-dessus, procéder comme suit :

* Ajuster manuellement la ligne de base et/ou le seuil (consulter 1’aide du logiciel
StepOne™).

ou

» Exclure un puits en cliquant dessus avec le bouton droit dans le plan de plaque et en
sélectionnant Omit (Exclure).

Remarques
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Affichage simultané de plusieurs courbes

La zone Multiple Plot View (Voir plusieurs courbes) affiche simultanément jusqu’a
quatre courbes pour une méme analyse. Elle peut contenir une courbe, deux courbes
en lignes ou en colonnes ou toutes les courbes dans un cadre 2 X 2.

Pour consulter les résultats de plusieurs courbes :

1. Dans le volet de navigation, sélectionner Multiple Plots View (Voir plusieurs

courbes).

Cliquer sur = pour afficher deux courbes en parall¢le.

3. Dans la courbe du haut, sélectionner Amplification Plot (AR, vs. Cycle) (Courbe
d’amplification — Rn vs cycle) afin d’afficher les résultats d’amplification pour
chaque puits sélectionné dans le plan de plaque.

4. Dans la courbe du bas, sélectionner Raw Data Plot (Courbe des données brutes)
pour afficher les données brutes de chaque puits sélectionné dans le plan de plaque.

£ StepOne™ v1.0
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Disconnected

Pour plus  Pour plus d’informations sur la courbe d’amplification ou sur I’affichage de plusieurs
d’informations  courbes, consulter 1’aide du logiciel StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant
Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.

Remarques
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Affichage des parameétres d’analyse

Si I’assignation des génotypes ou des seuils de codes d’alerte CQ par le logiciel
StepOne™ n’est pas satisfaisante, ajuster les paramétres d’analyse et/ou les assignations
si nécessaires.

A propos des Dans I’exemple, ajuster les paramétres d’analyse selon les besoins pour savoir comment
données de les paramétres des assignations, des valeurs C et des codes d’alerte contribuent a
I’exemple [I’analyse des données de génotypage.

Modification des 1. Dans I’expérience, cliquer sur Analysis Settings (Paramétres d’analyse).

parametres _ _ ,
d’analyse 2. Dans le tableau Select a SNP Assay (Sélectionner un essai SNP), sélectionner

C_ 11711420 _30.
3. Cliquer sur Edit Default Settings (Modifier les paramétres par défaut).

4. Si des assignations manuelles ont été effectuées, sélectionner Keep Manual Calls
from Previous Analysis (Conserver les assignations manuelles de I’analyse
précédente) dans la fenétre Edit Default SNP Assay Settings (Modifier les
parameétres par défaut des essais SNP).

5. Dans le champ Quality Value (Valeur de qualité), entrer un pourcentage a appliquer
comme intervalle de qualité pour les échantillons désignés automatiquement. Plus la
valeur est grande, plus 1’assignation de 1’all¢le est rigoureuse.

6. Cliquer sur Save Changes (Enregistrer les modifications) pour sauvegarder les
parametres.

7. Ajuster les paramétres Cy :
a. Cliquer sur I’onglet CT Settings (Parametres CT).

b. Sélectionner I’alléle A dans le tableau Select an Allele (Sélectionner un alléle),
puis désactiver Use Default Settings (Utiliser les paramétres par défaut).

c. Désactiver Automatic Threshold (Seuil automatique), puis entrer une
nouvelle valeur de seuil.

d. Désactiver Automatic Baseline (Ligne de base automatique), puis entrer une
nouvelle valeur de ligne de base.

e. Répéter les étapes 7b a 7d pour I’allele C.

Remarque : Pour plus d’informations sur le réglage des cycles seuil pour les
réactions de génotypage, consulter 1’aide du logiciel StepOne™.

8. Ajuster les paramétres des codes d’alerte :

a. Cliquer sur I’onglet Flag Settings (Parametres des codes d’alerte).

b. Dans la colonne Use (Utiliser), cocher la case de chaque code d’alerte a activer.

Remarques
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c. Sinécessaire, ajuster la valeur des codes d’alerte activés.

d. Pour qu’un code d’alerte CQ activé exclue automatiquement les puits testés
positifs pour la condition qu’il définit, cocher la case Reject Well (Rejeter un
puits) correspondante.

Remarque : Les codes d’alerte CQ permettent de marquer des conditions et
d’exclure des puits lorsque certains critéres sont satisfaits (par exemple, lorsqu’il
manque des données pour un puits). Pour plus d’informations, consulter 1’aide du
logiciel StepOne'™.

9. Cliquer sur Apply Analysis Settings (Appliquer les paramétres d’analyse).

10. Cliquer sur Reanalyze (Réanalyser) pour analyser les données avec les nouveaux
parametres.

La figure ci-dessous montre les paramétres d’analyse définis pour I’exemple de réaction
de génotypage.
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Remarques
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Instructions Lors de I’analyse d’une expérience :
)
d’analyse » Sil’expérience ne comporte que deux clusters, activer 1’algorithme d’assignation de
2 clusters en sélectionnant 2-Cluster Calling Enabled (Assignation de 2 clusters
activée) dans la fenétre Edit Default SNP Assay Settings (Modifier les parameétres
par défaut des essais SNP).

* Les paramétres C sont disponibles uniquement pour les expériences qui
comportent des données d’amplification. Les expériences composées uniquement
de lectures pré et post-PCR n’utilisent pas le systéme des cycles seuil (C;) pour
I’analyse.

* Les données des échantillons peuvent étre désignées :

— automatiquement, en utilisant la fonction Autocaller (Assignation automatique)
(voir page 94) ;
— manuellement, en utilisant la barre d’outils et le nuage de points (voir page 95).

Pour plus  Pour plus d’informations sur les parametres d’analyse, consulter I’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Remarques
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Attribution automatique des assignations

1.

2.

10.

Remarques

Dans I’expérience, cliquer sur Analysis Settings (Paramétres d’analyse).

Dans le tableau Select a SNP Assay (Sélectionner un essai SNP), sélectionner
I’essai SNP souhaité.

Cliquer sur Edit Default SNP Assay Settings (Modifier les paramétres par défaut
des essais SNP).

Si des assignations manuelles ont été effectuées, sélectionner Keep Manual Calls
from Previous Analysis (Conserver les assignations manuelles de I’analyse
précédente).

Sélectionner Autocaller Enabled (Assignation automatique activée) pour activer
I’analyse automatique.

Si les données analysées ne doivent comporter que deux clusters, sélectionner
2-Cluster Calling Enabled (Assignation de 2 clusters activée).

Dans le champ Quality Value (Valeur de qualité), entrer un pourcentage a appliquer
comme intervalle de qualité pour les échantillons désignés automatiquement. (Plus
la valeur est grande, plus 1’assignation de 1’all¢le est rigoureuse.)

Cliquer sur Save Changes (Enregistrer les modifications) pour sauvegarder les
parametres.

(Facultatif) Attribuer des codes d’alerte :
a. Cliquer sur I’onglet Flag Settings (Parametres des codes d’alerte).
b. Attribuer des codes d’alerte selon les besoins.
Remarque : Lors de I’attribution de codes d’alerte, il est possible de marquer
des conditions et d’exclure des puits lorsque certains critéres sont satisfaits (par

exemple, lorsqu’il manque des données pour un puits). Pour plus
d’informations, consulter 1’aide du logiciel StepOne™.

c. Cliquer sur Apply Analysis Settings (Appliquer les paramétres d’analyse)
pour fermer la fenétre Analysis Settings (Paramétres d’analyse).

Cliquer sur Reanalyze (Réanalyser) pour analyser les données avec les nouveaux
parametres.
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Attribution manuelle des assignations
1. Dans I’expérience, cliquer sur Analysis Settings (Paramétres d’analyse).

2. Dans le tableau Select a SNP Assay (Sélectionner un essai SNP), sélectionner
I’essai SNP souhaité.

3. Définir les paramétres d’analyse du reporter :

a. Cliquer sur Edit Default SNP Assay Settings (Modifier les paramétres par
défaut des essais SNP).

b. Désactiver la fonction Autocaller enabled (Assignation automatique activée).

c. Cliquer sur Save Changes (Enregistrer les modifications) pour sauvegarder les
parametres.

4. (Facultatif) Attribuer des codes d’alerte :
a. Cliquer sur I’onglet Flag Settings (Paramétres des codes d’alerte).

b. Attribuer des codes d’alerte selon les besoins.

Remarque : Lors de I’attribution de codes d’alerte, il est possible de marquer
des conditions et d’exclure des puits lorsque certains critéres sont satisfaits (par
exemple, lorsqu’il manque des données pour un puits). Pour plus
d’informations, consulter ’aide du logiciel StepOne™.

c. Cliquer sur Apply Analysis Settings (Appliquer les parametres d’analyse).

5. Cliquer sur Reanalyze (Réanalyser) pour analyser les données avec les nouveaux
parametres.

Allelic Discrimination Plot

6. Dans le volet de navigation, sélectionner |[:}
(Graphique de discrimination allélique).

7. Dans le menu SNP Assay (Essai SNP), sélectionner un reporter. Les croix (X —
Indéterminé) qui représentent le reporter sélectionné sont affichées dans le
graphique de discrimination allélique.

8. Pour attribuer des assignations :

Cliquer sur I’outil de sélection [T;].

b. Cliquer dans la courbe et faire glisser le curseur pour former une zone de
sélection autour du point de données requis.

c. Dans le menu Apply Call (Appliquer 1’assignation), sélectionner 1’assignation
souhaitée.

d. Répéter les étapes 8b et 8c pour appliquer les assignations aux points de
données restants.

9. Si des assignations sont attribuées a plusieurs SNP, sélectionner un autre reporter
dans le menu déroulant SNP Assay (Essai SNP) et répéter 1’étape 8.

Remarques
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Exportation des données

Les données d’expérience peuvent étre exportées de plusieurs fagons :

Enregistrement de la courbe sous la forme d’un fichier image
Impression de la courbe

Impression du plan de plaque

Création de diapositives

Impression d’un rapport

Exportation des données numériques

Pour plus  Pour plus d’informations sur I’exportation des données, consulter 1’aide du logiciel
d’informations  StepOne™ en cliquant sur @ ou en sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de
StepOne) dans le menu.

Remarques
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Annexe A

Autres workflows d’expérience

Sommaire de cette annexe :

B Workflow Advanced Setup (Configuration avancée). . .................... 98
B Workflow QuickStart (Démarrage rapide) .. .......... . ... . ... 104
B Workflow Template (Modéle). . ......... ... ... .. ... 109
B Workflow Export/Import (Exportation/Importation) .. ................... 110

Remarque : Pour plus d’informations sur 1I’un des sujets abordés dans ce guide,
consulter I’aide dans le logiciel du systéme de PCR en temps réel Applied Biosystems
StepOne™ en appuyant sur F1, en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » StepOne Help (Aide de StepOne) dans le menu.
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Workflow Advanced Setup (Configuration avancee)

Workflow Advanced Setup (Configuration avancée)

A propos du
workflow
Advanced Setup

Création d’une
expérience

Remarques

98

Les utilisateurs familiers du logiciel StepOne"™ peuvent utiliser le workflow Advanced
Setup (Configuration avancée) pour créer des réactions de génotypage sans 1’assistant de
programmation Design Wizard.

Le workflow Advanced Setup (Configuration avancée) approfondit la plupart des
opérations effectuées par 1’assistant de programmation Design Wizard. Il permet
d’ignorer une bonne partie du Chapitre 2, qui explique comment créer une expérience
avec I’assistant de programmation Design Wizard.

1. Dans I’écran Home (Accueil) du logiciel StepOne'™, cliquer sur sous
la colonne Setup (Configuration).

2. Cliquer sur Advanced Setup (Configuration avancée).

3. Entrer les propriétés de I’exemple :

a.

Cliquer dans le champ Experiment Name (Nom de I’expérience), puis entrer
Genotyping Example (Exemple de réaction de génotypage).

Cliquer dans le champ Barcode (Code-barres), puis entrer Example
(Exemple).

Cliquer dans le champ User Name (Nom d’utilisateur), puis entrer Example
User (Exemple d’utilisateur).

Cliquer dans le champ Comments (Commentaires), puis entrer Genotyping
Getting Started Guide (Exemple de réaction de génotypage du guide de mise
en route).

Sélectionner I’application Genotyping (Génotypage).
Sélectionner les réactifs TagMan® Reagents (Réactifs TagMan).

Sélectionner la vitesse de variation de la température Standard (~2 hours to
complete a run) (Standard (env. 2 h pour réaliser la réaction)).

Sélectionner Pre-PCR Read (Lecture pré-PCR) et Amplification pour ajouter
ces phases au profil de thermocyclage.
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Experiment Properties

a Enter an experiment name, selectthe type of experiment to set up, then select materials and methods for the PCR reactions and instrument run.

How do you want to identify this experiment?

Sa * Experiment Name: | Example Genotyping Experiment |
3 b Barcode (Optional): | |
3C User Name (Optional): | Example User |
3d Comments (Optional): anmple Genotyping Experiment 2 |

What type of experiment do you want to set up?

[ Quantitation - Standard Curve ] [ Quantitation - Relative Standard Curve ] [ Quantitation - Comparative CT (AACT) ]

3e Ir + Genotyping ] [ Melt Curve ] [ Presence/Absence ]

Detect single nuclectide polymorphism variants of a target nudleic acid sequence in samples.

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

3f :’ + TagMan® Reagents ] [ Other ]

The PCR reactions contain primers designed to amplify the target sequence and a TagMan® probe designed to detect amplification of the target sequence.

Which ramp speed do you want to use in the instrument run?

Sg Ir + Standard (~ 2 hours te complete a run) ] [ Fast (~ 40 minutes to complete 4 run) ]

For optimal results with the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends using standard reagents for yvour PCR reactions.

Which stages do you want to include in the instrument run?

3h Collect Data For: Pre-PCR Read Amplification

4. Dans le volet de navigation, cliquer sur
plaque).

Plate Setup (Configuration de la

5. Créer I’essai SNP rs8039 sur le plan de plaque :
a. Cliquer sur Create New SNP Assay (Créer un essai SNP).

b. Cliquer dans le champ SNP Assay Name (Nom de I’essai SNP), puis
entrer rs8039.

¢. Cliquer sur OK.

New SNP Assay

Enter a SNP assay name, then select a SNP assay color. For each allele, enter an allele name or base(s), then *— Required
select the reporter, quencher, and allele color. Click "OK" to add the SNP assay to the libraiy. =Red

SIP Assay Name: | rs8039 Colar Assay ID: | |
Al 1 Name or Bass(s): Color Reporter: VIC + | quencher: [uFQ-MaE ~
Allele 2 Name or Base(s): | Allele 2 Color! Reporter: [FAM v | quencher: [\Fq-1eB |

Comments: | |

| Reset Fields | oK | cancel

Remarques
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6. Configurer les inconnues :
a. Dans le plan de plaque, sélectionner les lignes A et B.

b. Dans la liste SNP Assays (Essais SNP), cocher la case Assign (Attribuer) de
I’essai SNP rs8039 pour appliquer celui-ci aux puits sélectionnés.

c. Cliquer dans le menu déroulant Task (Fonction) de 1’essai SNP rs8039, puis
sélectionner Unknown (Inconnue) pour appliquer la fonction aux puits
sélectionnés.

7. Dans le plan de plaque, sélectionner les puits Al et A2.

8. Cliquer dans le menu déroulant Task (Fonction) de I’essai SNP rs8039, puis
sélectionner Negative Control (Controle négatif) pour appliquer la fonction aux
puits sélectionnés.

9. Créer les échantillons et les appliquer au plan de plaque :

a. Cliquer sur Add New Sample (Ajouter un échantillon) autant de fois que
nécessaire pour que la liste Sample (Echantillon) contienne 20 échantillons.

b. Dans le plan de plaque, sélectionner le puits A4.

c. Cocher la case Assign (Attribuer) de 1’échantillon 1 pour appliquer I’essai a
1I’échantillon du puits sélectionné.

d. Répéter les étapes 9b a 9c pour appliquer les échantillons comme indiqué ci-
dessous.

Remarques
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a Instructions: Define the SNP assays and samples For this experiment, then assign them to wells in the plate. For each SNP assay assignment, select a task.
Assign SNP Assay(s) to the Selected Wells. <[ View Plate Layout | View Resuits Table |
I > Select Wells With: |- Select Ttem - | | - Select Ttem - v
5 L. create New.. [ Add saved snP Assay | Eait | l
| @Shuwin PYETa T I @:‘ie.- CEgeny I I @ I E I g I 7
Assign SNP Assal Alile 1/Alele 2 Task
a ¥ Reporter ‘
1 1 2 3 4 a ] 7 g
6b O] [rs8039 |\l‘lCJ‘FﬂM [ v ! ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
A dample 1 | Sample2 = Sample3  Sample4 Sample5  Sample g
6¢c/8 [rseo.. [dr=e0.. [Mrsso.. [@rsso.. [[Mrseo.. [Mrsso.. [@]rsa0
g | Sample?  Samples  Samples  Sample 1 Sample 1l Sample12  Sample 13 Sample 14 — 9p
[ rseo.. [Mrseo.. [Mrssc.. [Mrseo.. [Mrseo.. [Mrsec.. [@rseo.. [Mrsso...
Assign Sample to the Selected Wells.
: Sample 15 Sample 16 Sample 7 Sample 18 Sample 13 Sample 20
B & r=eo0... [ r=s0
Qa i Add New Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | ‘ [ r=eo.. [@r=eo.. [Mrseo.. [Mrseo.. [r=eo.. [ rse0
Assign | Sample Calor [ | T
Fl |Samp\e 14 | v -
D
Fl |Samp\e 15 | v
Fl |Samp\e 16 | I [ |
9¢c — O |[samole 17 | B
E
Fl |Samp\e 18 | v
Fl |Samp\e 19 | v ||
Fl |Samp\e 20 | A=
F
Select the dye to use as the passive reference.
welis: [ 24 Unknown [] 0 Negative Control [ 0 Postive Control 24 Empty
Remarques
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10. Dans le volet de navigation, cliquer sur \: Run Method (Profil de thermocyclage),
puis configurer le profil de thermocyclage :

a. Cliquer dans le champ Reaction Volume/Well (Volume réactionnel par puits),
puis entrer 25.

b. Cliquer sur Pre-PCR Read (Holding Stage) (Lecture pré-PCR (Phase de
maintien de la température)), sur Add Stage (Ajouter une phase), puis
sélectionner Holding (Maintien de la température).

c. Sélectionner la premiére étape (50 °C/00:02:00) du nouveau maintien de la
température, puis cliquer sur Delete Selected (Supprimer I’étape sélectionnée)
pour effacer 1’étape redondante.

d. Cliquer dans le champ Number of Cycles (Nombre de cycles) de la colonne
Cycling Stage (Phase de thermocyclage), puis entrer 50.

e. Cliquer sur la température dans la premiére étape de la colonne Cycling Stage
(Phase de thermocyclage) (95 °C/00:00:15), puis entrer 92 °C.

Run Method
a Review the reaction volume and the thermal profile for the default run method, If needed, editthe default run method or select a run method from the library.
Graphical View T Tabular View }
1 Oa Reaction Volume/Well L
[ Ava stage v | adastep v | [ unda *set cyele count I[ cotectata v 1] open Runmethoa . | save Run wethoa . | El
10b '
1 OC Collect Data For: Pre-PCR Read Amplification
Pre-PCR Read (Holding Stage) Helding Stage Cyeling Stage Post-PCR Read (Holding Stage)
1 Od MNumber of Cvdes:
[]Enable Autos
10e 100 —| |
95.0°C
A
10:00 00
00115
75 —| 00% TB0%
60.0°C 60.0°C 60.0°C
e ——
00:30 01:00 100%  gp:30
50 — z z z
00%
25 —|
0|
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1
< >
Legend
Data Collection On Data Collection OFf A Autos On A Autol OFF
Remarques
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Workflow Advanced Setup (Configuration avancée)

11. Cliquer sur [ Save (Enregistrer), puis sur Save (Enregistrer) dans la fenétre Save
Experiment (Enregistrer I’expérience) pour sauvegarder 1’expérience sous le nom
Genotyping Example.eds.
12. Préparer les réactions comme expliqué dans le Chapitre 3, « Préparation des
réactions », a la page 33.
13. Réaliser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 4, « Réalisation de
I’expérience », a la page 43.
14. Analyser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 5, « Analyse de
I’expérience », a la page 67.
Remarques
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Workflow QuickStart (Démarrage rapide)

Lors de la création d’une réaction de génotypage avec le workflow QuickStart
(Démarrage rapide), il est possible de réaliser les réactions sur I’instrument sans entrer
les informations de configuration de la plaque de réactions.

A propos de la Le logiciel StepOne™ inclut un mode QuickStart (Démarrage rapide) qui permet
configuration du  d’ignorer une bonne partie du Chapitre 2. Lorsqu’il est familier des opérations requises
workflow pour configurer une expérience, 1’utilisateur peut employer le mode QuickStart
QuickStart (Démarrage rapide) pour effectuer les expériences immédiatement et les modifier
ultérieurement.

Création d’une 1. Préparer les réactions comme expliqué dans le Chapitre 3, « Préparation des
expérience réactions », a la page 33.

2. Dans I’écran Home (Accueil), cliquer sur (\ / QuickStart (Démarrage rapide).

3. Entrer les propriétés de I’exemple :

a. Cliquer dans le champ Enter Experiment Name (Entrer le nom de
I’expérience), puis entrer Genotyping Example (Exemple de réaction de

génotypage).
b. Sélectionner ’application Genotyping (Génotypage).

c. Sélectionner les réactifs TagMan® Reagents (Réactifs TagMan).

d. Sélectionner la vitesse de variation de la température Standard (~2 hours to
complete a run) (Standard (env. 2 h pour réaliser la réaction)).

e. Sélectionner Pre-PCR Read (Lecture pré-PCR) et Amplification pour ajouter
ces phases au profil de thermocyclage.

Remarques
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Workflow QuickStart (Démarrage rapide)

% QuickStart

Q) a Make selections and defing the run method to run a new experimant with no plate sstup information. Load the reaction plats into the instrument, then click "Start Run."

Experiment Properties T Run Method ]

Enter Experiment Name and Location

3a * Enter Experiment Mame: | ple Genotyping Experiment | * Location: | Ci\Applied Biosystems\StepOne System|experiments\Example Genatyping Experiment, eds ‘ ‘ Browse J

Select Experiment Type

[ Quantitation - Standard Curve ] [ Quantitation - Relative Standard Curve ] [ Quantitation - Comparative Ct (AACT) ]

3b ‘( + Genotyping { Melt Curve ] { Presence/Absence ]

Select Reagents

3C } ¥ TagMan® Reagents | { Other ]

Select Ramp Speed

3d ‘f + Standard (~ 2 hours ko complete a run) l [ Fast {~ 40 minutes to complete a run) ]

Select Run Stages

39 Pre-PCR Read Amplification

s | T

4. Cliquer sur I’onglet Run Method (Profil de thermocyclage), puis configurer le
profil de thermocyclage :

a. Cliquer dans le champ Reaction Volume/Well (Volume réactionnel par puits),
puis entrer 25.

b. Cliquer sur Pre-PCR Read (Holding Stage) (Lecture pré-PCR (Phase de
maintien de la température)), sur Add Stage (Ajouter une phase), puis
sélectionner Holding (Maintien de la température).

c. Sélectionner la premiére étape (50 °C/00:02:00) du nouveau maintien de la
température, puis cliquer sur Delete Selected (Supprimer 1’étape sélectionnée)
pour effacer I’étape redondante.

d. Cliquer dans le champ Number of Cycles (Nombre de cycles) de la colonne
Cycling Stage (Phase de thermocyclage), puis entrer 50.

e. Cliquer sur la température dans la premiére étape de la colonne Cycling Stage
(Phase de thermocyclage) (95 °C/00:00:15), puis entrer 92 °C.

Remarques
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Workflow QuickStart (Démarrage rapide)

4a
4b
4c

4d
e

Remarques

E G Make selections and define the run method to run a new experiment with no plate setup information. Load the reaction plate into the instrument, then click "Start Run."
Experiment Properties T Run Method ]
Graphical View T Tabular View ]
Reaction Volume/Well pL
[[adostage ¥ | avastep v | Coii oo { i 20 1 cotiectata ¥ | [ gpen Run Msthod . | save Run Metho HZl
Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage Post-PCR Read (Holding Stage)
Number of Cy{les:
[] Enable Autor
_ 2 |
—
10:00 ‘—W{“EE—
7 00% Thase
60.0°C 60.0°C
| 01,00 100%  0o:30
00%
25 —]
8 Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1
< >
Legend
Data Collection On Data Collection OFf A Autos On A Autos OFf ‘
[[] 5ave current settings as the default | Cancel m
5. Préparer les réactions comme expliqué dans le Chapitre 3, « Préparation des
réactions », a la page 33.
I3 . \ ™ . I3
6. Charger les réactions dans le systéme StepOne ~ comme expliqué au paragraphe «
Chargement de la plaque de réactions » a la page 46.
. . ™ . r 4 .
7. Dans le logiciel StepOne , cliquer sur START RUN [ (Démarrer la réaction de
PCR).
\ ™ I3 r .
Pendant que le systéme StepOne ~ exécute la réaction, configurer le plan de plaque
comme expliqué dans les étapes 8 a 13.
\ ™ r .
8. Pendant que le systéme StepOne ~ exécute la plaque, cliquer sur Plate Layout
(Plan de plaque) dans le volet de navigation.
9. Créer I’essai SNP rs8039 sur le plan de plaque :

a. Cliquer sur Create New SNP Assay (Créer un essai SNP).

b. Cliquer dans le champ SNP Assay Name (Nom de 1’essai SNP), puis entrer
rs8039.

c. Cliquer sur OK.
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., New SNP Assay
Enter a SNP assay name, then select a SNP assay color. For each allele, enter an allele name or base(s), then *— Required
select the reporter, quencher, and allele color. Click "OK" to add the SNP assay to the libraiy. =Red
SNP Assay Name: | rs8038 Color:| v | AssayID: | |
foy ]

Al 1 Name or Bass(s): color; [l % Reporter: [vic + | quencher: [uFQ-MaE ~

Allele 2 Name or Base(s): | Allele 2 Color! E_v_ Reporter: [FAM v | quencher: [\Fq-1eB v

Comments: | |

Reset Fields | ek | | cancel

10. Configurer les inconnues :
a. Dans le plan de plaque, sélectionner les lignes A et B.

b. Dans la liste SNP Assays (Essais SNP), cocher la case Assign (Attribuer) de
I’essai SNP rs8039 pour appliquer celui-ci aux puits sélectionnés.

c. Cliquer dans le menu déroulant Task (Fonction) de ’essai SNP rs8039, puis
sélectionner Unknown (Inconnue) pour appliquer la fonction aux puits
sélectionnés.

11. Dans le plan de plaque, sélectionner les puits Al et A2.

12. Cliquer dans le menu déroulant Task (Fonction) de I’essai SNP rs8039, puis
sélectionner Negative Control (Controle négatif) pour appliquer la fonction aux
puits sélectionnés.

13. Créer les échantillons et les appliquer au plan de plaque :

a. Cliquer sur Add New Sample (Ajouter un échantillon) autant de fois que
nécessaire pour que la liste Sample (Echantillon) contienne 20 échantillons.

b. Dans le plan de plaque, sélectionner le puits A4.

c. Cocher la case Assign (Attribuer) de I’échantillon 1 pour appliquer I’essai a
1I’échantillon du puits sélectionné.

d. Répéter les étapes 13a a 13c pour appliquer les échantillons comme indiqué ci-
dessous.

Remarques

Guide de mise en route pour les réactions de génotypage sur le systeme de PCR en temps réel Applied 107
Biosystems StepOne™



“ Annexe A Autres workflows d’expérience
Workflow QuickStart (Démarrage rapide)

a Instructions: Define the SNP assays and samples For this experiment, then assign them ko wells in the plate. For each SHP assay assignment, select a task,
Assign SNP Assay(s) to the Selected Wells. <[ View Plate Layout | View Results Table |
I 4 Select Wells With: - Select Trem - ¥ | |- Sefect Ttem -+ |
9a L. create ew.. | add saved sivp Assay [ Eatw | |
: [ B snowi Elelel 1
Assign SNP Assay :E:irlla\e = Task
1 4 5 B 7 g
10b [ |ss038 I\nchaM E v | | | | | |
Sample2 | Sample3 | Sample4 | Sample5 | Sampled
10c/ o rseo... | [ rse0... I rszo... | [ rseo... [ rseo.. | [ rsso... | [ rseo...
12
g | Sample7 | Sampled | Sampled | Sample 10 | Sample 11 | Sample 12 | Sample 13 | Sample 14 — 13b
I rszo... | [0 rseo... [ rsco... | [ rsso... | [@] rseo... [ rseo.. |[@rseo... | [ rsso...
Assign Sample to the Selected Wells.
: Sample 15 | Sample 16 | Sample 17 | Sample 18 | Sample 13 | Sample 20
: & rseo... [ rse0...
133 i Add New Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | | [ r=e0... [ rsso... | [ rsso... | [Mrseo... [ rszo... [T rss0..
Assign | Sample Color [ T
A
O ‘Sampla 14 | =
D
O ‘Sampla 15 |
O ‘Sampla 16 | -
1 3C —] O ‘Sampla 17 |
E
O ‘Sampla 18 |
O ‘Sampla 19 | ||
O ‘Sampla 20 | &
E
ROX —
wells: [ 24 Unknown [] 0 Negative Control [E] 0 Posttive Control 24 Empty
\ ™ . ’ . . ;o
14. Pendant que le systéme StepOne  termine la réaction, analyser I’expérience comme
. , . 5 , . N
expliqué dans le Chapitre 5, « Analyse de 1’expérience », a la page 67.
Remarques
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Workflow Template (Modéle)

Lors de la création d’un modéle d’expérience, il est possible de configurer de
nombreuses expériences avec les mémes parametres.

A propos des Le logiciel StepOne™ permet de créer des modéles pour générer des expériences. Ils sont
modeéles utiles pour gagner du temps avec les expériences pour lesquelles les échantillons sont
d’expériences exécutés sur des plans de plaques identiques dans des conditions similaires.

Création d’'une 1. Créer une expérience comme décrit dans le Chapitre 2, « Conception de
expérience I’expérience », a la page 13.

2. Cliquer sur File (Fichier) » Save As Template (Enregistrer comme modéle),
puis cliquer sur Save (Enregistrer) dans la fenétre Save Experiment (Enregistrer
I’expérience) pour sauvegarder I’expérience sous le nom Genotyping Example.edt.

3. Cliquer sur 5 Close (Fermer).

4. Créer une expérience en utilisant le modéle :

a. Dans I’écran Home (Accueil), cliquer sur , puis
sur (\ / Template (Modele).

b. Dans la fenétre Open (Ouvrir), sélectionner le fichier Example
Genotyping.edt, puis cliquer sur Open (Ouvrir).

¢. Modifier I’expérience en utilisant les outils du workflow Advanced Setup
(Configuration avancée).

d. Dans la liste déroulante Files of type (Types de fichiers), sélectionner
Experiment Document Template files (*.edt) (Fichiers modéles de
documents d’expériences (*.edt)).

e. Cliquer sur [ Save (Enregistrer), entrer le nom du fichier d’expérience, puis
cliquer sur Save (Enregistrer) pour sauvegarder 1’expérience.

5. Préparer les réactions comme expliqué dans le Chapitre 3, « Préparation des
réactions », a la page 33.

6. Réaliser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 4, « Réalisation de
I’expérience », a la page 43.

7. Analyser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 5, « Analyse de
I’expérience », a la page 67.

8. Répéter les étapes 4 a 7 si nécessaire pour créer d’autres expériences a partir du
modele.

Remarques
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Workflow Export/Import (Exportation/Importation)

Lors de la création d’une réaction de génotypage avec le workflow Export/Import
(Exportation/Importation), il est possible de configurer une nouvelle expérience a 1’aide
des données exportées a partir d’autres expériences.

A propos de la  Le logiciel StepOne"™ peut importer des expériences a partir de fichiers texte ASCII
configuration du  contenant des informations de configuration au format utilisé par le logiciel StepOne™
workflow pour les plans de plaques. La fonction d’importation peut s’avérer utile pour réaliser
Export/Import plusieurs expériences car elle automatise de nombreuses opérations expliquées dans le
chapitre 2.

Création d’une 1. Créer une expérience comme décrit dans le Chapitre 2, « Conception de
expérience I’expérience », a la page 13.
2. Pendant que I’expérience est ouverte, exporter les informations de configuration :
a. Sélectionner File (Fichier) » Export (Exporter).

b. Dans I’onglet Export Properties (Propriétés de I’exportation), sélectionner
Setup (Configuration).

c. Dans le menu déroulant, sélectionner One File (Un fichier).
d. Dans le menu déroulant File Type (Type de fichier), sélectionner [Z] (*.txt).

e. Sélectionner Open file(s) when export is complete (Ouvrir les fichiers lorsque
I’exportation est terminée).

f.  Cliquer sur Start Export (Démarrer I’exportation), puis sur Close Export Tool
(Fermer I’outil d’exportation) a I’invitation du systéme.

Remarques
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a Select the type of data to export, select whether to export one file or separate files, then enter export file properties. Optionally, click -
"Customize Export" to change the export format and to select fields to export. Click "Start Export” to export your data 7]
Export Properties T Customize Export ]
1. Select data ko export: '_r.—‘_| Setup Results Raw Data Mulkicomponent Data Amplification Data
2b '
2. Select one file or separate files:  [One File A w | Select bo export al data in one file or in separate Files For each data type.
2c ‘
3. Enter export file properties:
2d !
Export File Name: ‘ Example_Genotyping_Experiment_data |F|Ia Type: ‘E] [*xt) v|
Export File Location: ‘ C:\Applied Biosystems|StepOne System|experiments | | Browse J
2e
[[] 5ave current settings as the default | Start éxpon l Cancel

Remarques
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Remarques
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3. Utiliser le fichier exporté comme modéle et créer la configuration de plaque

souhaitée :

a. A I’aide d’une application de tableur (par exemple Microsoft Excel®), ouvrir le
fichier texte exporté.

b. Remplacer les paramétres du fichier texte si nécessaire. Une fois 1’opération
terminée, enregistrer le fichier en tant que fichier texte délimité par des
tabulations.

IMPORTANT ! Le fichier texte doit étre mis en forme en respectant le format des
plans de plaques du logiciel StepOne™™. Pour plus d’informations sur le format des
plans de plaques, consulter I’aide en cliquant sur @ dans la barre d’outils ou en
sélectionnant Help (Aide) » Help Topics (Rubriques d’aide) dans le menu.

. Dans le logiciel StepOne™, cliquer sur sous la colonne Setup

(Configuration), puis cliquer sur Advanced Setup (Configuration avancée).

. Importer les informations de configuration :

a. Sélectionner File (Fichier) » Import (Importer).

b. Cliquer sur Browse (Parcourir), sélectionner le fichier
Genotyping_Example_data.txt, puis cliquer sur Select (Sélectionner).

c. Cliquer sur Start Import (Démarrer I’importation).

. Préparer les réactions comme expliqué dans le Chapitre 3, « Préparation des

réactions », a la page 33.

. Réaliser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 4, « Réalisation de

I’expérience », a la page 43.

. Analyser I’expérience comme expliqué dans le Chapitre 5, « Analyse de

I’expérience », a la page 67.

. Répéter les étapes 3 a 8 si nécessaire pour créer d’autres expériences a partir du

fichier exporté.
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Glossaire

(Configuration avancée) Fonction du logiciel StepOne™ qui permet de configurer
I’expérience selon le modele expérimental établi.

Réactif ajouté aux réactions de PCR pour bloquer I’amplification du contrdle positif
interne (IPC).

Acronyme de « assay information file » (fichier d’informations sur I’essai).
Pour une cible donnée, toutes les s€quences différentes présentes dans une population.

Oligonucléotide homologue a I’extrémité 3’ de la cible. L’amorce anti-sens et I’amorce
sens sont utilisées simultanément dans les réactions de PCR pour amplifier la cible.

Oligonucléotide homologue a I’extrémité 5’ de la cible. L’amorce anti-sens et I’amorce
sens sont utilisées simultanément dans les réactions de PCR pour amplifier la cible.

Segment d’ADN amplifié¢ pendant la PCR.

Période d’activité de I’instrument pendant laquelle la PCR est en phase d’élongation de
la cible. Dans les expériences de quantification, les données de fluorescence collectées
durant I’amplification sont affichées dans une courbe d’amplification et utilisées pour
calculer les résultats. SiI’amplification est incluse dans les réactions de génotypage ou les
expériences de présence/absence réalisées sur I’instrument StepOne ™", les données de
fluorescence collectées pendant I’amplification sont affichées dans une courbe
d’amplification et peuvent &tre utilisées pour identifier les causes des erreurs.

Pour un ensemble de données, point de données de valeur considérablement inférieure ou
supérieure aux autres.

Expérience dans laquelle les données de fluorescence collectées dans une lecture post-
PCR sont utilisées pour calculer le résultat des réactions de génotypage ou des
expériences de présence/absence.

Fait référence au processus complet de I’activité du systéme StepOne™, notamment la
configuration, la réalisation et I’analyse. Le systéme StepOne™ peut réaliser plusieurs
applications :

* Quantification absolue par les courbes standard

* Quantification relative par les courbes standard

* Quantification — Comparaison des valeurs de C (AACy)

* Courbe de fusion

* Génotypage

* Présence/absence
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Application

AutoA

Bibliothéque
d’échantillons

Bibliothéque
d’essais SNP

Bibliothéque de
cibles

Calibrateur

Calibration spatiale

Chimie
Cible

Coefficient de
régression
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Application effectuée avec le systéme StepOne™ :

* Quantification absolue par les courbes standard
* Comparaison des valeurs de C (AACy)
* Quantification relative par les courbes standard

* Courbe de fusion (non disponible dans I’assistant de programmation Design
Wizard)

* Génotypage
» Présence/absence

L’application sélectionnée détermine le contenu des écrans Setup (Configuration), Run
(Démarrer) et Analysis (Analyse).

Réglage qui sert a augmenter ou a diminuer la température et/ou la durée de chaque cycle
postérieur dans une phase de thermocyclage. Lorsque le réglage AutoA est activé, les
parametres sont indiqués par une icone dans le profil thermique :

* AutoA activé : A
* AutoA désactivé : A

Ensemble des échantillons inclus dans le logiciel StepOne™. La bibliothéque contient le
nom et la couleur de chaque échantillon.

Ensemble des essais SNP inclus dans le logiciel StepOne".

Ensemble des cibles incluses dans le logiciel StepOne™.

Voir échantillon de référence.

Type de calibration du systéme StepOne™ dans lequel le systéme analyse les positions des
puits sur le bloc. Les données de calibration spatiale sont utilisées pour que le logiciel
puisse associer les augmentations de fluorescence pendant une réaction de PCR a des
puits spécifiques de la plaque de réactions.

Voir réactif.

Séquence d’acide nucléique a amplifier et a détecter.

Valeur calculée a partir de la droite de régression dans les courbes standard, notamment
la valeur R?, la pente et I’intersection avec 1’axe Y. Les valeurs du coefficient de

régression permettent notamment d’évaluer la qualité des résultats par rapport aux
standards. Voir aussi courbe standard.
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Pendant la réaction de PCR, processus au cours duquel un des composants recueille les
données de fluorescence dans chaque puits de la plaque de réactions. L’instrument
transforme le signal en données électroniques, lesquelles sont enregistrées dans le fichier
de I’expérience. Un point de collecte des données est indiqué par une icone dans le profil
thermique :

* Collecte des données activée :
* Collecte des données désactivée :

Une des méthodes utilisées pour les expériences de quantification. Avec la comparaison
des valeurs de C; (AACy), les résultats par rapport a un échantillon de référence et a un
controle endogéne sont utilisés pour déterminer les quantités relatives d’une cible dans les
échantillons.

Disposition du systéme dans laquelle I’instrument StepOne™ 7 est pas connecté a un
ordinateur par le cible jaune du systéme StepOne™. A la place, une clé USB (¢ ) est
utilisée pour transférer les données entre les composants du systéme StepOne'". Dans
cette disposition, 1’instrument StepOne™ est contrdlé par ’écran tactile de 1’instrument.

Disposition du systéme dans laquelle I’instrument StepOne™ est directement connecté a
un ordinateur co-localisé par le cable jaune du systéme StepOne™. Dans cette disposition,
I’instrument StepOne™ est contrdlé par I’intermédiaire du logiciel StepOne™ installé sur
I’ordinateur co-localisé.

Cible qui doit exister a des niveaux identiques dans tous les échantillons testés.

Ce controle est utilisé dans les expériences de quantification relative par les courbes
standard et par la comparaison des valeurs de Cy (AACy) pour normaliser les signaux de
fluorescence de la cible quantifiée. Egalement appelé « géne de ménage ».

Dans les expériences du systéme StepOne'", fonction attribuée aux cibles ou aux essais
SNP dans les puits qui contiennent de I’eau ou du tampon a la place de 1’échantillon.
Aucune amplification de la cible ne doit se produire dans les puits de controle négatif.

Dans les réactions de génotypage, fonction attribuée a I’essai SNP dans les puits qui
contiennent un échantillon de génotype connu.

Dans les expériences de présence/absence, échantillon d’ADN synthétique court ajouté
aux réactions de PCR. L’IPC peut étre utilisé pour distinguer les vrais résultats négatifs et
les réactions affectées par les inhibiteurs de PCR, une configuration d’essai incorrecte ou
une défaillance du réactif ou de I’instrument.

Voir puits de controle négatif avec IPC bloqué.
Voir contréle négatif (NC).

Couleur attribuée a une cible pour I’identifier dans le plan de plaque et dans les courbes
d’analyse.
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Courbe
d’amplification

Courbe de
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Courbe de fusion

Courbe des
données brutes

Courbe des

multicomposantes

Courbe des
températures

Courbe standard

cr

C; automatique

C: manuel

Cycle seuil (Cy)

Delta R, (AR,)
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Affichage des données collectées pendant la phase de thermocyclage de I’amplification
par PCR. La courbe peut représenter :

* Le reporter normalisé corrigé d’apres la ligne de base (AR,) en fonction des cycles
* Le reporter normalisé (R,) en fonction des cycles
* Le cycle seuil (Cy) en fonction des puits

Voir courbe de fusion.

Affichage des données collectées pendant la phase de courbe de fusion. Les pics de la
courbe de fusion peuvent indiquer la température de fusion (Tm) de la cible ou identifier
une amplification par PCR non spécifique. Il est possible d’afficher la courbe de fusion
comme un marqueur normalisé (R,)) par rapport a la température ou comme un marqueur
dérivatif (—R,") toujours par rapport a la température.

Affichage de I’amplitude de fluorescence des puits sélectionnés pour tous les filtres.
Montre I’amplitude de fluorescence de tous les points de collecte des données pendant la
réaction.

Affichage des données collectées pendant la phase de thermocyclage de la PCR en temps
réel. La courbe des multicomposantes montre la fluorescence pour tous les cycles de la
réaction.

Affichage des températures de 1’échantillon, du couvercle de I’instrument et du bloc
pendant la réaction.

Dans les expériences de quantification absolue et de quantification relative par les
courbes standard :

[1] Droite moyenne sur un graphique représentant les valeurs de C; des échantillons
standard en fonction de leur quantité. Voir aussi droite de régression.

[2] Ensemble des standards contenant un intervalle de quantités connues. Les données des
réactions de la courbe standard sont utilisées pour générer la courbe standard. La courbe
standard est définie par le nombre de points dans la gamme, le nombre de réplicats
standard, la quantité de départ et le facteur de dilution. Voir aussi gamme de dilutions
standard.

Acronyme de « cycle threshold » (cycle seuil).

Parametre d’analyse selon lequel le logiciel calcule automatiquement le seuil et la ligne
de base dans la courbe d’amplification. Le logiciel utilise le seuil et la ligne de base pour
calculer le cycle seuil (Cy).

Parameétre d’analyse selon lequel 1’utilisateur entre la valeur de seuil et sélectionne le
mode de calcul de la ligne de base (automatique ou manuelle). Le logiciel utilise la valeur

de seuil saisie et la ligne de base pour calculer le cycle seuil (Cy).

Nombre de cycles de PCR pour lequel le AR, correspond au seuil dans la courbe
d’amplification.

Abréviation utilisée pour « reporter normalisé corrigé d’apres la ligne de base ».
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Glossaire

(Assistant de programmation) Fonction du logiciel StepOne™ qui permet de configurer
I’expérience avec par défaut les recommandations de configuration.

Réactifutilisé pour diluer un échantillon ou un standard avant de I’ajouter a la réaction de
PCR. Le diluant peut étre constitu¢ d’eau ou de tampon.

(Concentration de 1’échantillon dilué (10X pour le mélange réactionnel)) Champ du
logiciel affiché dans 1’onglet Sample Dilution Calculations (Calcul de dilution de
I’échantillon) de I’écran Reaction Setup (Préparation des réactions). Dans ce champ,
entrer la concentration de 1’échantillon a ajouter au mélange réactionnel pour tous les
échantillons de I’expérience. « 10X for Reaction Mix » (10X pour le mélange réactionnel)
signifie que, pour le logiciel, I’échantillon ou le composant standard du mélange
réactionnel est a une concentration de 10X. Par exemple, si la concentration de
I’échantillon dilué est de 50 ng/uL (10X), la concentration de I’échantillon final dans la
réaction est de 5 ng/uL (1X).

Dans les expériences de quantification absolue et de quantification relative par les
courbes standard, ligne la plus proche de la courbe standard. Formule de la droite de
régression :

Cr=m[log (Qté)] +b
ou m est la pente, b est I’intersection avec I’axe Y et Qté est la quantité standard.

Voir aussi coefficient de régression.
Cible testée.

Composant de la réaction affiché sur I’écran Reaction Setup (Préparation des réactions).
Le logiciel considere que 1’échantillon d’ADN ajouté au mélange réactionnel est a une
concentration de 10X. Par exemple, si le volume réactionnel est de 20 pL, le volume
d’échantillon calculé pour une réaction est de 2 pL.

Dans les expériences de quantification relative par les courbes standard et par la
comparaison des valeurs de Cy (AACy), échantillon utilisé comme base pour les résultats
de quantification relative. Egalement appelé « calibrateur ».

Composant de réaction affiché dans 1’onglet Reaction Mix Calculations (Calcul du
mélange réactionnel) de 1’écran Reaction Setup (Préparation des réactions). Le logiciel
considére que 1’échantillon ou le standard ajouté au mélange réactionnel est a une
concentration de 10X. Par exemple, si le volume réactionnel est de 20 pL, le volume
d’échantillon ou de standard calculé pour une réaction est de 2 pL.

Ecran dont les touches tactiles permettent de contrdler 1’instrument.

Voir efficacité de I’amplification (EFF%).
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120

Calcul de I’efficacité de I’amplification par PCR. L’efficacité de I’amplification est
calculée en utilisant la pente de la droite de régression dans la courbe standard. Une pente
proche de —3,3 indique une efficacité optimale (100 %) de I’amplification par PCR.
Plusieurs facteurs affectent I’efficacité de I’amplification :

* Intervalle des quantités standard — Pour obtenir des mesures d’efficacité plus
précises, utiliser un grand intervalle des quantités standard, de 5 a 6 logs (x 10°
a10%).

* Nombre de réplicats standard — Pour obtenir des mesures d’efficacité plus
précises, inclure les réplicats afin de diminuer les effets des imprécisions de
pipetage.

* Inhibiteurs de PCR — Présents dans la réaction, ils peuvent réduire 1’efficacité de
I’amplification.

Dans le systéme StepOne', réaction de PCR qui contient des amorces pour amplifier une
cible et un réactif pour détecter la cible amplifiée.

Utilisée dans les réactions de génotypage, cette réaction de PCR contient deux amorces
pour amplifier le produit de la PCR et deux sondes pour détecter les différents alléles du
SNP.

(Inventoried Assays) Essais TagMan® Genomic Assays précédemment fabriqués,
conformes aux spécifications de controle qualité et conservés en stock.

(Custom Assays) Essais TagMan® Genomic Assays fabriqués au moment de la
commande. Seuls les essais qui répondent aux spécifications de contrdle qualité pour la
fabrication sont fournis.

Composant du profil thermique. Une étape est définie par la température, la durée,
la variation de la température et I’état de la collecte des données. Dans les phases
de thermocyclage, une étape est également définie par 1’état AutoA.

Action effectuée apres 1’analyse pour exclure un ou plusieurs puits de toutes les analyses
avant de réanalyser les données.

Valeur numérique qui définit la séquence des quantités dans la courbe standard. Le facteur
de dilution et la quantité de départ sont utilisés afin de calculer la quantité standard pour
chaque point de la courbe standard. Par exemple, si la courbe standard est définie avec un
facteur de dilution de 1:10 ou 10, la différence entre deux points adjacents dans la courbe
posséde un facteur de 10.

Voir facteur de dilution.
Fichier de données inclus sur un CD-Rom expédi¢ avec chaque commande d’essai.
Le nom du fichier inclut le numéro du code-barres inscrit sur la plaque. Les informations

contenues dans le fichier AIF sont délimitées par des tabulations.

Réactif qui contient le fluorophore. Les fluorophores sont utilisés pour effectuer une
calibration spectrale sur le systéme StepOne'". Voir aussi fluorophore du systéme.
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Glossaire

Fluorophore fabriqué par Applied Biosystems et précalibré sur le systéme StepOne™.
Fluorophores du systéme :

+ Fluorophore FAM™

+ Fluorophore JOE™

* Fluorophore ROX™

* Fluorophore SYBR® Green
* Fluorophore VIC®

Fluorophore non fabriqué par Applied Biosystems. Il est possible d’utiliser des
fluorophores personnalisés pour effectuer des expériences de PCR en temps réel sur le
systéme StepOne"". Avant d’employer un fluorophore personnalisé, effectuer une
calibration spectrale des fluorophores personnalisés.

IMPORTANT ! Applied Biosystems déconseille d’utiliser le fluorophore TAMRA™
comme reporter ou quencher avec le systéme StepOne™.

Type de réaction effectuée dans le puits pour la cible ou ’essai SNP. Fonctions
disponibles dans les expériences systéme StepOne’™" :

¢ Inconnue
* Contréle négatif

+ Standard (expériences de quantification absolue et de quantification relative par les
courbes standard)

» Controle positif (réactions de génotypage)
» [PC (expériences de présence/absence)
» IPC bloqué (expériences de présence/absence)

Voir gamme de dilutions standard.

Dans les expériences de quantification absolue et de quantification relative par les
courbes standard, ensemble de standards contenant un intervalle de quantités connues.
La gamme de dilutions standard est préparée en diluant des standards en série. Par
exemple, la solution de standard est utilisée pour préparer le premier point de dilution,
le premier point de dilution est utilisé pour préparer le deuxiéme point de dilution, etc. Les
volumes nécessaires a la préparation d’une gamme de dilutions standard sont calculés en
fonction du nombre de points de dilution, du nombre de réplicats standard, de la quantité
de départ, du facteur de dilution et de la concentration du standard dans la solution mére.
Voir aussi courbe standard.

Voir contréle endogéne.

graphique de Affichage des données collectées pendant la lecture post-PCR. Le graphique de

discrimination discrimination allélique met en rapport le signal du reporter normalisé de la sonde

allélique spécifique de I’allele 1 et celui du reporter normalisé de la sonde spécifique de ’alléle 2.

ID d’essai Valeur attribuée par Applied Biosystems aux essais TagMan® Gene Expression Assays et
TaqMan® SNP Genotyping Assays.
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(Unknown) Dans les expériences de quantification, fonction attribuée a la cible dans les
puits qui contiennent un échantillon avec des quantités de cible inconnues.

Dans les réactions de génotypage, fonction attribuée a I’essai SNP dans les puits qui
contiennent un échantillon avec un génotype inconnu.

Dans les expériences de présence/absence, fonction attribuée a la cible dans les puits qui
contiennent un échantillon pour lequel la présence de la cible n’est pas connue.

Coefficient de régression calculé d’apres la droite de régression de la courbe standard.
L’intersection avec I’axe Y indique le cycle seuil attendu (valeur C;) pour un échantillon
avec une quantité égale a 1 (par exemple, 1 ng/uL).

Acronyme de « internal positive control » (contréle positif interne). Dans les expériences
de présence/absence, fonction attribuée a la cible IPC dans les puits qui contiennent un
échantillon d’IPC.

Dans les expériences de présence/absence, fonction attribuée a la cible IPC dans les puits
qui contiennent un agent de blocage de I’'IPC a la place de 1’échantillon. Voir aussi puits
de contrdle négatif avec IPC bloqué.

Assignation de présence/absence lorsque le contréle positif interne (IPC) est amplifié.

Voir lecture post-PCR.

Utilisée dans les réactions de génotypage et les expériences de présence/absence, collecte
des données de fluorescence qui se produit apres 1’amplification. Dans les réactions de
génotypage, les données de fluorescence collectées pendant la lecture post-PCR sont
affichées sur le graphique de discrimination allélique et utilisées pour produire des
assignations d’alleles. Dans les expériences de présence/absence, les données de
fluorescence collectées pendant la lecture post-PCR sont affichées sur la courbe de
présence/absence et utilisées pour produire des assignations de détections. Egalement
appelée « lecture en point final ».

Utilisée dans les réactions de génotypage et les expériences de présence/absence, collecte
des données de fluorescence qui se produit avant I’amplification. Les données de
fluorescence collectées pendant la lecture pré-PCR sont utilisées pour normaliser les
données de fluorescence en lecture post-PCR.

Dans la courbe d’amplification, une ligne correspond aux niveaux de fluorescence d’un
intervalle de cycles défini. Si la ligne de base est déterminée manuellement, Applied
Biosystems recommande de sélectionner dans un premier temps les cycles de PCR afin
de déterminer la ligne de base.

Paramétre d’analyse selon lequel le logiciel calcule les valeurs de début et de fin de la
ligne de base de la courbe d’amplification. Le logiciel utilise la ligne de base et le seuil
pour calculer le cycle seuil (Cy).

Paramétre d’analyse selon lequel 1’utilisateur entre les valeurs de début et de fin de la
ligne de base de la courbe d’amplification. Le logiciel utilise la ligne de base et le seuil
pour calculer les valeurs Cr.
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Type d’acide nucléique a ajouter a la réaction de PCR. La matrice génétique
recommandée varie en fonction de I’application.

Composant de la réaction de PCR constitué des amorces visant a amplifier la cible et de
la sonde TagMan® congue pour détecter I’amplification de la cible.

Composant de la réaction de PCR qui contient les amorces sens et anti-sens visant a
amplifier la cible.

Composant de la réaction de PCR qui contient une sonde TagMan® congue pour détecter
I’amplification de la cible.

Solution qui contient tous les composants nécessaires a la réalisation de la réaction de
PCR, hormis la matrice génétique (échantillon, standard ou contrdle).

Lors des expériences de quantification, méthode utilisée pour déterminer la quantité de
cible des échantillons. Trois types de méthodes sont disponibles pour les expériences de
quantification : quantification absolue par les courbes standard, méthode de comparaison
des valeurs de C; (AACy) et quantification relative par les courbes standard.

Composant de réaction de PCR dans les essais Applied Biosystems TagMan® Gene
Expression Assays et TagMan® SNP Genotyping Assays. Il contient des amorces congues
pour amplifier une cible et une sonde TagMan® congue pour détecter I’amplification de
la cible.

De I’anglais « nonfluorescent quencher-minor groove binder » (quencher non fluorescent
— ligand du petit sillon). Molécules liées a I’extrémité 3’ des sondes TagMan®. Lorsque la
sonde est intacte, le quencher non fluorescent (NFQ) empéche le reporter d’émettre un
signal de fluorescence. Puisque le NFQ n’émet pas de fluorescence, il produit des signaux
de bruit de fond plus faibles qui donnent une quantification plus précise. Le ligand du petit
sillon (MGB) augmente la température de fusion (Tm) sans accroitre la longueur de la
sonde. Il permet également de concevoir des sondes plus courtes.

Nom saisi pendant la configuration de 1’expérience, utilisé pour identifier cette derniére.
Le nom d’une expérience ne peut ni dépasser 100 caractéres, ni comporter les caractéres
suivants : barre oblique (/), barre oblique inverse (\), signe supérieur a (>), signe inférieur
a (<), astérisque (*), point d’interrogation (?), guillemets ("), ligne verticale (]), deux-
points (:) et point-virgule (;).

Voir refSNP ID.

Processus de collecte des données de fluorescence pendant 1’amplification par PCR. Les
données de PCR en temps réel sont utilisées pour calculer le résultat des expériences de
quantification ou pour vérifier le résultat des réactions de génotypage ou des expériences
de présence/absence.

Coefficient de régression calculé d’apres la droite de régression de la courbe standard.
La pente indique ’efficacité de I’amplification par PCR pour I’essai. Une pente de —3,3

indique une efficacité d’amplification de 100 %. Voir aussi efficacité de I’amplification
(EFF%).

Composant du profil thermique. Une phase est composée d’au moins une étape.
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Phase de courbe de
fusion

Phase de maintien
de la température
Phase de

thermocyclage

Plan de plaque

Point
Profil de
thermocyclage

Profil thermique

Puits de contréle
négatif avec IPC
bloqué

Puits IPC a controle
négatif

Quantification
absolue par les
courbes standard

Quantification
relative par les
courbes standard

Quantité
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Phase du profil thermique avec une incrémentation de température pour générer une
courbe de fusion.

Phase du profil thermique qui inclut au moins une étape. Par exemple, il est possible
d’ajouter une phase de maintien de la température au profil thermique pour
activer/désactiver les enzymes ou incuber une réaction.

Phase répétée du profil thermique. Si la phase de thermocyclage est utilisée pour effectuer
la PCR, elle est appelée « phase d’amplification ».

Représentation de la grille de 48 puits (6 x 8) et du contenu de la plaque de réactions.
Le logiciel peut utiliser le plan de plaque comme outil de sélection pour attribuer des
contenus de puits, afficher des attributions de puits et montrer les résultats. Le plan de
plaque est affiché dans les écrans Design Wizard (Assistant de programmation),
Advanced Setup (Configuration avancée), Run (Démarrer) et Analysis (Analyse). Le plan
de plaque peut étre imprimé, inclus dans un rapport, exporté ou enregistré sous la forme
d’une diapositive en vue de préparer une présentation.

Point standard d’une courbe standard. La quantité standard de chaque point de la courbe
standard est calculée en fonction de la quantité de départ et du facteur de dilution.

Définition du volume réactionnel et du profil thermique pour I’activité de 1’instrument.

Partie du profil de thermocyclage qui précise la température, la durée, la variation de la
température et les points de collecte des données pour toutes les étapes et phases de
I’activité de I’instrument.

Dans les expériences de présence/absence, puits qui contient un agent de blocage de I’IPC
a la place de I’échantillon dans la réaction de PCR. Aucune amplification ne doit se
produire dans les puits de contréle négatif avec IPC bloqué car la réaction ne contient
aucun échantillon et I’amplification de I'IPC est bloquée. Egalement appelé « controle
sans amplification » (NAC).

Dans les expériences de présence/absence, puits qui contient un échantillon d’IPC et un
tampon ou de 1’eau a la place de I’échantillon dans la réaction de PCR. Seul I’échantillon
d’IPC doit étre amplifi¢ dans les puits IPC a controle négatif car la réaction ne contient

aucun échantillon. Voir aussi [PC+.

Une des méthodes utilisées pour les expériences de quantification. Avec la quantification
absolue par les courbes standard, les résultats par rapport aux standards sont utilisés pour
déterminer les quantités absolues d’une cible dans les échantillons.

Une des méthodes utilisées pour les expériences de quantification. Avec la quantification
relative par les courbes standard, les résultats par rapport aux standards, a un échantillon
de référence et a un contréle endogeéne sont utilisés pour déterminer les quantités relatives
d’une cible dans les échantillons.

Dans les expériences de quantification, quantité de cible dans les échantillons. La quantité
absolue peut faire référence au nombre de copies, a la masse, a la molarité ou a la charge
virale. La quantité relative fait référence au facteur de variation entre la quantité de cible
normalisée dans I’échantillon et dans 1’échantillon de référence.
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Quantité standard
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Green
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Réaction
échantillon/cible

Réaction
échantillon/essai
SNP

Glossaire

Lors de la définition d’une courbe standard ou d’une gamme de dilutions standard,
correspond a la quantité la plus élevée ou la plus faible.

Quantité de cible divisée par la quantité de contrdle endogéne.

Quantité connue dans la réaction de PCR.

Pour les expériences de quantification absolue par les courbes standard, quantité de cible
connue. Les quantités standard sont définies en plusieurs unités : la masse, le nombre de
copies, la charge virale ou d’autres unités de mesure de la quantité de cible.

Pour les expériences de quantification relative par les courbes standard, quantité connue
dans le standard. Par exemple, la quantité standard peut faire référence a la quantité
d’ADNCc ou a la quantité de solution mére. Les unités ne sont pas pertinentes pour les
expériences de quantification relative par les courbes standard car elles s’annulent dans
les calculs.

Molécule liée a I’extrémité 3’ des sondes TagMan® pour empécher le reporter d’émettre
un signal de fluorescence lorsque la sonde est intacte. Avec les réactifs TagMan®,

la molécule NFQ-MGB peut étre utilisée comme quencher. Avec les réactifs SYBR
Green, aucun quencher n’est utilisé.

IMPORTANT ! Applied Biosystems déconseille d’utiliser le fluorophore TAMRA ™
comme reporter ou quencher avec le systéme StepOne’™.

(Démarrage rapide) Fonction du logiciel StepOne™ qui permet de démarrer 1’expérience
sans entrer les informations de configuration de la plaque.

Composant de la réaction de PCR utilisé pour amplifier la cible et détecter
I’amplification. Plusieurs types de réactifs sont utilisés sur le systéme StepOne™" :

+ Réactif TagMan®
+ Réactif SYBR® Green
» Autres réactifs

Composant de la réaction de PCR constitué de deux amorces visant a amplifier la cible et
du fluorophore SYBR® Green congu pour détecter I’ ADN double brin.

Composant de la réaction de PCR constitué des amorces visant a amplifier la cible et de
la sonde TagMan® congue pour détecter I’amplification de la cible.

Combinaison d’un échantillon et d’une cible dans une méme réaction de PCR. Dans
I’assistant de programmation Design Wizard, chaque réaction de PCR ne peut contenir
qu’un échantillon et une cible.

Combinaison d’un échantillon et d’un essai SNP dans une méme réaction de PCR.
Chaque réaction de PCR ne peut contenir qu’un échantillon et un essai SNP.
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Référence passive

refSNP ID

Rejeter un puits

Remote Monitoring

Réplicat

Réplicats

Reporter

Reporter dérivatif
(_ Rn')

Reporter normalisé
(Rn)

Reporter normalisé

corrigé d’aprés la
ligne de base (AR,)

Rn

Seuil

Seuil de cycle

SNP
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Fluorophore qui émet un signal de fluorescence. Puisque le signal de référence passive
doit étre cohérent sur tous les puits, il est utilisé pour normaliser le signal du reporter afin
de représenter les fluctuations de fluorescence provoquées par les différences mineures
de concentration ou de volume entre les puits. La normalisation du signal de référence
passive permet d’obtenir des données trés précises.

Numéro qui identifie le SNP de référence (refSNP). Généré par la base de données des
polymorphismes de nucléotides simples (dbSNP) de la variation de séquence
nucléotidique. Peut étre utilisé pour rechercher un essai Applied Biosystems SNP
Genotyping Assay dans la boutique Applied Biosystems. Egalement appelé « numéro rs
».

Action effectuée par le logiciel pendant 1’analyse pour retirer un ou plusieurs puits de
I’analyse en cours si une alerte spécifique est appliquée au puits.

(Surveillance a distance) Fonction du logiciel qui permet d’afficher 1’état d’un instrument
mis en réseau, d’envoyer des expériences a I’instrument et de télécharger des expériences
effectuées sur 1’ordinateur.

Ensemble de réactions identiques dans une expérience.

Nombre total de réactions identiques contenant des composants et des volumes
identiques.

Fluorophore utilisé pour détecter I’amplification. Si des réactifs TagMan® sont utilisés,
le reporter est lié & ’extrémité 5'. Si des réactifs SYBR® Green sont utilisés, le reporter
est le fluorophore SYBR® Green.

Rapporté sur I’axe Y de la courbe de fusion. Le signal du reporter dérivatif est la dérivée
premicre négative de la fluorescence normalisée du reporter.

Signal de fluorescence émis par le reporter normalisé par le signal de fluorescence de la
référence passive.

Amplitude du signal de fluorescence normalisé généré par le reporter pendant
I’amplification par PCR.

AR, =R, (valeur seuil) — R, (ligne de base), ou R, = reporter normalisé.

Abréviation utilisée pour « reporter normalisé ».

Niveau de fluorescence situé au-dessus de la ligne de base et dans la zone d’amplification
exponentielle de la courbe d’amplification. Le seuil peut étre déterminé automatiquement
(voir valeur C; automatique) ou défini manuellement (voir valeur C; manuelle).

Voir cycle seuil (Cy).

Acronyme de « single nucleotide polymorphism » (polymorphisme de nucléotide

unique). Les SNP peuvent comporter une base de différence ou une indel
(insertion/délétion).
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Echantillon qui contient des quantités standard connues. Les réactions standard sont
utilisées dans les expériences de quantification pour générer des courbes standard. Voir
aussi courbe standard et gamme de dilutions standard.

Point de la courbe de fusion pour lequel la valeur du reporter dérivatif est maximale,
signalant que I’ADN double brin amplifié se dissocie en ADN simple brin.

Acronyme de « melting temperature » (température de fusion).

Composant de la réaction de PCR qui convertit ’ARN en ADNCc. La transcriptase inverse
est ajoutée a la réaction de PCR pour effectuer la RT-PCR 1 phase.

Coefficient de régression calculé d’aprés la droite de régression de la courbe standard.
La valeur R? indique la proximité entre la droite de régression de la courbe standard et les
points de données C; des réactions standard. Par exemple, la valeur 1,00 indique une
corrélation parfaite entre la droite de régression et les points de données.

Vitesse de variation de la température pendant la réaction de PCR. Excepté pour la phase
de courbe de fusion, la variation de la température est définie en pourcentage. Pour la
phase de courbe de fusion, la variation de la température est définie en incrémentations
de température. Dans la vue graphique du profil thermique, la variation de la température
est indiquée par une diagonale.

Vitesse a laquelle la variation de la température se produit pendant la réaction de PCR.
Deux vitesses de variation de la température sont disponibles : Fast (Rapide) et Standard.
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A

a distance
transfert de données 64

Advanced Setup 115
agent de blocage d’IPC 115
aide en ligne. Voir aide
aide, accés viil
AIF. Voir fichier d’informations sur [’essai.
allele 115
amorce anti-sens 115
amorce sens 115
amplicon 115
amplification 115
afficher aprés une réaction 86—89
code d’alerte NOAMP 79
courbe 88
surveiller pendant une réaction 54
amplification non conforme 115
analyse en point final 4, 115

analyser I’expérience. Voir aussi identification des
causes d’erreurs.
afficher la courbe des multicomposantes 84
analyser 68
instructions 72, 76, 79, 81, 83, 85, 88, 93
voir la courbe des données brutes 82
voir la synthese CQ 80
voir le tableau des résultats 77
workflow 68
application 115, 116
Applied Biosystems
commentaires de la clientéle sur les documents viii
contact viii
Information Development, département viii
support technique viii
assignation automatique d’alléle 94
assignation d’all¢le
automatique 94
manuelle 95
assignation manuelle d’alléle 95
ATTENTION, description x
AutoA 116

autonome
configuration 117
démarrer une réaction 50
surveiller une réaction 62
transfert de données 65

autres workflows d’expérience. Voir workflows.
AVERTISSEMENT, description x

Index

B

bibliothéque d’échantillons 116
bibliothéque de cibles 116

C

calibrateur. Voir échantillon de référence.
calibration spatiale 116

catégorie de surtension Xix

charger la plaque de réactions 38

chimie. Voir réactif.

cible 116

classe d’installation xix

code d’alerte 78, 80
AMPNC 79
BADROX 78
BLFAIL 79
CLUSTER 78
CTFAIL 79
EXPFAIL 79
NOAMP 79
NOISE 79
NOSIGNAL 78
OFFSCALE 78
PCFAIL 78
SMCLUSTER 79
SPIKE 79
THOLDFAIL 79

code d’alerte AMPNC 79

code d’alerte BADROX 78, 80
code d’alerte BLFAIL 79

code d’alerte CLUSTER 78
code d’alerte CTFAIL 79

code d’alerte EXPFAIL 79
code d’alerte NOAMP 79

code d’alerte NOISE 79

code d’alerte NOSIGNAL 78
code d’alerte OFFSCALE 78
code d’alerte PCFAIL 78

code d’alerte SMCLUSTER 79
code d’alerte SPIKE 79

code d’alerte THOLDFAIL 79

coefficient de régression 116
Voir aussi courbe standard.

collecte des données 117
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Index

co-localisé
configuration 117
démarrer une réaction 49
surveiller une réaction 53
transfert de données 64
commande de menu, conventions de description v

commentaires de la clientéle, a propos des documents
Applied Biosystems viii
comparaison des valeurs de C (AACy) 117
consommables 3, 29, 35, 36, 38
Voir aussi matériels nécessaires.
controle
négatif 22, 23, 72, 85
positif 22, 23, 72
contrdle endogeéne 117
Voir aussi géne de ménage.
contrdle négatif 85, 117
appliquer 22,23
code d’alerte AMPNC 79
vérifier 72, 77
contrdle positif 117
appliquer 22, 23
code d’alerte PCFAIL 78
vérifier 72, 77, 79
contréle positif interne (IPC) 117
contréle sans amplification (NAC). Voir puits de contréle
négatif avec IPC bloque.
contrdle sans échantillon (NTC). Voir contréle négatif
(NO).
conventions
dans ce guide v
description des commandes de menus v
gras v
IMPORTANT ! vi
italique v
mises en garde a I’attention des utilisateurs vi
Remarque vi
séeurité x
conventions typographiques v
couleur de la cible 117
courbe d’amplification 118
afficher apres une réaction 86—90
surveiller pendant une réaction 54
courbe de dissociation. Voir courbe de fusion.
courbe de fusion 118
courbe des données brutes 82, 118
courbe des multicomposantes 84, 118
courbe des températures 56, 118
courbe standard 118
Voir aussi droite de régression et gamme de dilutions
standard.
courbe. Voir courbe d’amplification.
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créer une expérience
configurer le profil de thermocyclage 24
configurer les essais SNP 19
configurer les réactions 26
définir les propriétés de I’expérience 16
exemple 15
finaliser le workflow de ’assistant de programmation

Design Wizard 31

imprimer 27
instructions 17, 18, 21, 23, 25, 28, 30, 32
nouvelle 15
transférer. Voir transférer les données.
workflow 14

C; automatique 118

Crmanuel 118

Cr. Voir cycle seuil.

cycle seuil (Cy) 118

D

DANGER, description x

dangers. Voir sécurité

déchets biologiques a risque, manipulation xix
déchets radioactifs, manipulation xix

delta Rn (ARn) 118

démarrer la réaction de PCR
autonome 50
co-localisé¢ 49

département Information Development, contact viii
déplacement et levée, sécurité xv
Design Wizard (Assistant de programmation) 119
écran Experiment Properties (Propriétés de
I’expérience) 16
écran Reaction Setup (Préparation des réactions) 26
écran Run Method (Profil de thermocyclage) 24
écran SNP Assays (Essais SNP) 19
finaliser 31
diluant 119
Diluted Sample Concentration (10X for Reaction Mix)
(Concentration de I’échantillon dilué (10X pour
le mélange réactionnel)) 119
documentation, relative vii
droite de régression 119
Voir aussi coefficient de régression.

E

échantillon 119

échantillon d’ADN (10X) 119
échantillon de référence 119
échantillon ou standard (105) 119
échantillons inconnus 22, 74, 122



écran d’analyse
courbe d’amplification 86—89
courbe des données brutes 82—83
courbe des multicomposantes 84—85
graphique de discrimination allélique 70-73
Multiple Plots View (Voir plusieurs courbes) 90
plan de plaque 74—76
synthése CQ 80—81
tableau des résultats 77—80
écran Experiment Properties (Propriétés de
I’expérience) 16
écran Reaction Setup (Préparation des réactions) 26
écran Run Method (Profil de thermocyclage) 24
écran SNP Assays (Essais SNP) 19
écran tactile 119
EFF%. Voir efficacité de I'amplification (EFF%).
efficacité de I’amplification (EFF%) 120
élimination des déchets, instructions xix
ergonomie, sécurité xxi
essai 120
essai 5' nucléase 5

essai plus/moins
assignation des résultats 90

essai SNP 4, 120

essais en stock 120

essais fabriqués sur commande 120

essais TagMan® SNP Genotyping Assays 4
étape 120

étiquettes de sécurité, sur les instruments xiv
exclure des puits 77, 80

exclure un puits 120

exemple
analyser 68
créer 14, 17,19, 22, 24, 26, 47
description 9
données 69, 70, 74, 77, 80, 82, 84, 86, 91
emplacement des données 10
plan de plaque 10
préparer les réactions 34
réaliser 44
workflow 11

F

facteur de dilution 120
facteur de dilution sérielle. Voir facteur de dilution.
fiche de données de sécurité

description xvi

obtention xvii
fiche de données de sécurité, obtention viii
fichier d’informations sur I’essai (AIF) 19, 120
fluorescence

code d’alerte NOISE 79

code d’alerte NOSIGNAL 78
code d’alerte OFFSCALE 78

Index

code d’alerte SPIKE 79
fluorescence non spécifique 6

fluorophore 120
Voir aussi fluorophore du systéme.

fluorophore du systeme 121
fluorophore personnalisé 121
fonction 121

formation, informations sur viii

G

gamme de dilutions standard 121
Voir aussi courbe standard.
gamme. Voir gamme de dilutions standard.
geéne de ménage. Voir controle endogene.
gestuelle articulaire répétée, sécurité xxi
graphique de discrimination allélique 6, 121
attribuer les assignations manuellement 95
évaluer les résultats 70—73
gras, utilisation v

icones de danger. Voir symboles de sécurité

icones de danger. Voir symboles de sécurité, sur les
instruments

ID d’essai 121

identification des causes d’erreurs
afficher la courbe d’amplification 86
afficher la courbe des multicomposantes 84
afficher les parameétres d’analyse 91
ajuster la ligne de base 91
ajuster le seuil 91
code d’alerte 78
voir la courbe des données brutes 82
voir la synthése CQ 80

IMPORTANT, description x
instructions
analyse 72, 76, 79, 81, 83, 85, 88, 93
créer 17,18, 21, 23, 25, 28, 30, 32
¢limination des déchets chimiques xviii
préparation 35, 37, 40
réaliser 48
sécurité chimique xvi
sécurité des déchets chimiques xviii
instructions d’analyse 72, 76, 79, 81, 83, 85, 88, 93
instructions de préparation 35, 37, 40
instructions de réalisation 48
intersection avec ’axe Y 122
IPC 122
IPC bloqué 122
Voir aussi puits de contréle négatif avec IPC bloqué.
IPC+ 122

italique, utilisation v
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Index

L retirer 63
plusieurs courbes, affichage 90
point 124
polymorphisme de nucléotide unique 4
préparer 1’expérience
dilution d’échantillon 35
instructions 35, 37, 40
meélange réactionnel 36
plaque de réactions 38

lecture en point final. Voir lecture post-PCR.
lecture post-PCR 122
lecture pré-PCR 122

ligne de base
a propos de 88, 122
automatique 122

ligne de base automatique 122

ligne de base manuelle 122 pour plus d’informations 34
workflow 34
M préparer la réaction de PCR 34

prérequis pour I’utilisation de ce guide v
profil de thermocyclage 124

configurer 24

surveiller 57

profil des déchets, description xix
profil thermique 124

matériels nécessaires 29, 35, 36, 38
matrice génétique 123

matrice, préparation 35

mélange amorce/sonde 123
mélange d’amorces 123

mélange de sonde 123

. puits

mélange réactionnel 123 contrdle négatif 74

configurer 26 contrdle positif 74

préparer 36 inconnu 74
méthode de quantification 123 plan de plaque 74
mise en garde a I’attention des utilisateurs, description vi sélection 76
mix primers-sonde 36, 123 tableau des résultats 77

puits de contrdle négatif avec IPC bloqué 124
N puits IPC a contrdle négatif 124
Voir aussi /PC+.

NFQ-MGB 123
nom de I’expérience 123 Q
normes

CEM xxii QC Summary (Synthése CQ) 80

sécurité xxii quantification absolue par les courbes standard 124
normes CEM  xxii quantification relative par les courbes standard 124
normes de compatibilité électromagnétique. Voir normes quantité 124

CEM quantité de départ 125
normes de sécurité xxii quantité normalisée 125
numéro rs. Voir refSNP ID. quantité standard 125
quencher 125

P
paramétres d’analyse 91-93 R
parametres de notification 47—49 réactif 125
PCR en temps réel 123 réactif TagMan® 4—6
pente 123 réactif SYBR® Green 125

Voir aussi efficacité de I’amplification (EFF%,). réactif TagMan® 125
phase 123 réaction échantillon/cible 125
phase de courbe de fusion 124 réaction échantillon/essai SNP 125
phase de maintien de la température 124 réaliser I’expérience
phase de thermocyclage 124 activer les parametres de notification 47—49
plan de plaque 124 dé{narrer 49
plaque de réactions preparet 45

charger 46 suwel}ler 53 ’

compatible transférer les données 63

préparer 38 workflow 44
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référence passive 126
code d’alerte BADROX 78

refSNP ID 126

rejeter un puits 126

Remote Monitoring (Surveillance a distance) 126

réplicat 126

réplicats 126

reporter 126

reporter dérivatif (- Rn’) 126

reporter normalisé (Rn) 126

reporter normalisé corrigé d’apres la ligne de base
(ARn) 126

résultats

attribution automatique des assignations 94
attribution manuelle des assignations 95

résultats, interprétation 68
retirer la plaque de réactions 63
Risque xx

Rn. Voir reporter normalisé. 126

S

sécurité
avant d’utiliser 'instrument xv
chimique xvi
conventions X
dangers biologiques xx
déchets chimiques xviii
déplacement et levée de I’instrument xv
déplacement/levée xv
électrique xix
ergonomie Xxi
gestuelle articulaire répétée xxi
instructions xvi, xviii, Xix
normes Xxii
station de travail xxi
utilisation de I’instrument xv

sécurité chimique xvi

sécurité de la station de travail xxi
sécurité des déchets chimiques xviii
sécurité électrique Xix
sélectionner un puits 76

seuil 126

seuil de cycle. Voir cycle seuil.
seuil, ajustement 91

SNP 126

sonde TagMan® MGB 4

standard 127

Voir aussi courbe standard et gamme de dilutions

standard.
StepOne 2
support technique, contact viii

surveiller la réaction de PCR
a distance 59
autonome 62
configuration co-localisée 53
courbe d’amplification 54
courbe des températures 56
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