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URCENE POUZITI

Tento produkt je testovaci souprava qPCR pro kvantifikaci veSkerého lidského genomového materialu pfitomného v reakci.
Primery/sondy jsou uvedeny in silico pro detekci viech vefejné dostupnych sekvenci lidského genomu a Zadnych jinych cila.

OBSAH SADY

Barva Svazek
cepice

Cilové specificky

primer/sonda (FAM sonda) 110ul

Standard lidské gDNA

Lyofilizovana smés Tetra 2X qPCR . 1,iml*
MasterMix

100 pl *

Resuspenzni pufr MasterMix 1,5ml

Pufr pro resuspenzi Sablony 1,5ml

Voda bez DNazy/RNazy 1,5 ml

* Dodava se lyofilizovany a vyZzaduje resuspenzi, viz nize uvedeny krok resuspenze.

KROK RESUSPENZE

Obsah soupravy znovu rozpustte pomoci spravnych ¢inidel podle nize uvedené tabulky. Roztoéte nebo jemné poklepejte na viechny
zkumavky a lahvicky, abyste se ujistili, Ze je veSkery obsah na dné zkumavky. Po pfidani resuspenzniho cinidla zkumavky znovu
promichejte nebo roztocte, abyste se ujistili, Ze je dobfe promichano.

Reagencie Svazek

Standard lidské gDNA Pufr pro resuspenzi $ablony 100 pl

Lyofilizovana smés Tetra 2X gPCR MasterMix Resuspenzni pufr MasterMix 1,1ml

POZADOVANE, ALE NEPOSKYTOVANE MATERIALY

Souprava pro extrakci genomové DNA - Tato souprava bude dobre fungovat s jakoukoli soupravou pro extrakci DNA, ktera poskytuje
vysoce kvalitni DNA s minimem pfitomnych inhibitor’ PCR.

qPCR pfistroj s minimalné 1 barevnou detekci (FAM). Pipety a

obecné laboratorni vybaveni.
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gqPCR BENCH SIDE PROTOKOL

Pred pouZitim ocistéte a dekontaminujte vSechny pracovni plochy, pipety a dalsi vybaveni, abyste odstranili potencidlnikontaminaci
nukleovych kyselin.

Zkombinujte nasledujici ¢inidla a vytvorte konecnou testovaci reakci:

Komponenta Svazek

Tetra 2X qPCR MasterMix 10 pl
Smés primerd a sond specifickd pro dany cil 1l
Voda bez DNazy/RNazy qul
Vzorek DNA sul
Zavéreény svazek 20 pl

Upozornéni: Reakéni desticku qPCR pripravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikaci. DelSi inkubace reakéni smési, zejména pri pokojové
teploté, muUze snizit citlivost testu.

NEGATIVNI KONTROLA

Pro negativni kontrolni reakci zopakujte vySe uvedenou reakci a nahradte DNA vzorku vodou bez RNazy/DNazy.

Vzorky

Negativni kontrola

Upozornéni: Nez prejdete ke kroku pozitivni kontroly, nezapomerite uzavfit jamky pro vzorek a negativni kontrolu.
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POZITIVNI KONTROLNI STANDARDY

V prostfedi uré¢eném pro post-PCR provedte sériové redéni standardu lidské gDNA a vytvofte Sestibodovou standardni kfivku.

Do 5 zkumavek pfidejte 30 pl resuspenzniho pufru pro templat a oznacte je 2, 3,4, 5 a 6.
Do zkumavky 2 napipetujte 10 ul standardu gDNA.

Promichejte pipetovanim 5krat nahoru a dolu.

Vymérite pipetovaci Spicku a napipetujte 10 pl ze zkumavky 2 do zkumavky 3.
Promichejte pipetovanim 5Skrat nahoru a dold.

moo0 oo

Opakujte kroky 4 a 5 se zbyvajicimi zkumavkami, abyste dokondili proces fedéni
Podle nize uvedené tabulky vytvorte reakéni jamku pro kazdy bod standardni

kFivky:

Komponenta

2X gPCR MasterMix wou
Cilova smés primera a sond 1 p.|
Voda bez DNazy/RNazy aul
Vybrané redéni standardu gDNA 5 ul
Zavérecny svazek 20 pl

Popsana standardni kfivka poskytuje dynamicky rozsah podle niZze uvedené tabulky:

Pocet pg/ul
v PCR reakci
Trubka 1 5,000
Trubka 2 1,250
Trubka 3 312
Trubka 4 78
Trubka 5 19
Trubka 6 5

Pozitivni kontrolni standardy
1-6 e .

Ostatni vrty o
zapeceténé, aby
nedoslo ke
kontaminaci
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PROTOKOL AMPLIFIKACE gPCR

Tato sada YouSeq funguje s jakymkoli qPCR pfistrojem schopnym detekovat FAM. PouZijte nasledujici podminky cyklovani:

Teplota Cas

95°C 3 minuty

95 °C15 sekund
45 cykla

60°C* 60 sekund

*Sbér dat pro pfislusné cilové kanaly - FAM

INTERPRETACE VYSLEDKU

Standardy gDNA

Nejprve zkontrolujte vykonnost norem. Prvni bod vasi standardni kfivky by mél amplifikovat v rozmezi Cq pfiblizné 27+/-

3. Zesileni mimo tento rozsah naznacuje selhani a test by se mél opakovat.

Aby bylo moZné vzorky spolehlivé kvantifikovat, musi standardni kfivka dosahovat u¢innosti mezi 90 % a 110 %. Tuto hodnotu
automaticky vypocdita vas analyticky software. Pokud se dostane mimo toto rozmezi, mél by se béh opakovat s cerstvé pripravenou
standardni kfivkou.

Negativni kontrola

Za idealnich okolnosti by negativni kontrolni jamka meéla poskytovat rovnou linii - negativni vysledek. Nezfidka se vsak stava, Ze
laboratorni kontaminace pozadi zpUsobi velmi pozdni signal. Pokud je tento signal vzdalen = 5 hodnot Cq od signalu vaseho vzorku,
Ize jej povaZovat za negativni a vysledek je Zivotaschopny.

Pokud se negativni kontrola lisi od vysledku vzorku o <5 Cq, je vysledek neprtkazny a test je tfeba opakovat.

Pozitivni vzorky

Vzorky, které jsou pozitivni na hugDNA, budou mit definovany "sigmoidalni" amplifika¢ni diagram. Software vaseho qPCR pfistroje

vypocita kvantitativni vysledek pro tyto signaly porovnanim signalu se standardni kfivkou pozitivni kontroly.

Pfehlednad interpretace vysledk(:

Signal qPCR

Lidské vzorky gDNA + - +/- +/- +/-
Standard + + +/- + -
Negativni kontrola L z <33 >33 +/-
Vysledek Kvantitativni Negativni NeuUspésny test  Viz vysSe NeuUspésny test
vysledek vysledek (kontaminace) uvedena
negativni rada
ctrl
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KVANTIFIKACE GENOMOVE DNA VZORKU

Software vaseho gPCR pfistroje automaticky porovna hodnoty Cq ziskané z vasich vzorkd s hodnotami ze standardt lidské gDNA v sadé.
Tento vypoéet poskytne "vypoétenou koncentraci" v ng/ul kazdého z vasich vzorka gDNA.

Pokyny naleznete v softwaru pfistroje qPCR.

Pokud se koncentrace vzorku dostane mimo dynamicky rozsah standardd, zfedte vzorek a zkuste béh zopakovat.

SPECIFIKACE PRODUKTU

UloZeni soupravy

Skladujte pfi-20C. Sada je uchovavana ve zmrazeném stavu a ma trvanlivost 12 mésicQ.

Po pfipravé standardni kfivky lidské gDNA ji Ize uchovavat ve zmrazeném stavu. Pokud vsak v pribéhu ¢asu pozorujete posun
hodnot Cq na standardni kfivce, je tfeba pfipravit novou standardni kfivku.

Pouzijte kvalitni gDNA

Nekvalitni vstupni nukleova kyselina je nejvétsi pricinou selhdni testu. Souprava bude dobfe fungovat s jakymkoli zdrojem kvalitni
gDNA. Dobra kvalita je definovana jako gDNA s vysokou integritou (nedegradovana) a s nizkymi hladinami pfitomnych inhibitora.
Regulacni status

Tento produkt byl vyvinut pouze pro vyzkumné ucely a neni uréen pro diagnostické pouZziti. Nemél by byt pouZivan k diagnostice
onemocnéni, pokud neni vyslovné schvalen regula¢nimi organy v zemi pouZziti.

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spolec¢nosti YouSeq Ltd certifikovanym podle normy ISO EN 13485 je kazda souprava testovana
podle pfredem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa stala kvalita vyrobku.

Technickd pomoc

Pro zdkaznickou podporu se obratte na:

e-mail: support@youseq.com
telefon: +44 (0)333 577 6697
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