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ZAMYSLENE POUZITI

Sada pro kvantifikaci knihoven YouSeq NGS umozZriuje uZivatelim kvantifikovat jejich knihovny NGS. Pomoci této sady lze kvantifikovat
vsechny knihovny vytvofené pomoci adaptérovych sekvenci lllumina P5/P7.

OBSAH SADY

.. 96 rxns 384 rxns Objem 960 rxns Objem
Barva Cepice
Kvantifikaéni sada primerd pro

knihovny NGS . 110 pl (4x) 110 pl (10x) 110 pl

YouSeq qPCR SYBR green @

MasterMix 1ml (4x) 1 ml (10x) 1 ml

Standardy 1-4* . (4x) 100 pl (16x) 100 pl (40x) 100 pl
Redici pufr YouSeq** . _" (1x) 50 ml (4x) 50 ml (10x) 50 ml

| B y

| | —
Voda bez DNazy/RNazy . 1,5ml (4x) 1,5 ml (10x) 1,5 ml

* Dodava se lyofilizovany a pfed pouzitim vyZzaduje resuspenzi, viz nize uvedené pokyny k resuspenzi.
** Porozmrazeni lze skladovat pfi teploté 2-8 °C pro dalsi pouZiti.

RESUSPENSION

Resuspendujte uréeny obsah soupravy se spravnymi Cinidly podle nize uvedené tabulky. Pfed otevienim lahvicky roztocte nebo na né
jemné poklepejte, abyste se ujistili, Ze je veSkery obsah na dné.

Po pfidani resuspenzniho ¢inidla kazdou lahvicku pulzné promichejte, abyste zajistili jeji dobré promichani.

Reagenci Pridani objemu
e

Sablona norem 1-4 Redici pufr YouSeq 100 pl

POZADOVANE MATERIALY, ALE NE

pfistroj qPCR

Pipety, mikrocentrifugacni zkumavky a obecné laboratorni vybaveni
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NASTAVENI reakce gPCR UP

Reakci nastavte na led. Pfi vytvareni reakéni smési postupujte podle nize uvedené tabulky.
i N = 1x fedéni vzorku PLUS 4x standardy PLUS 1x kontrola bez $ablony (NTC) = 6
ii. PFi vypoctu se pouZije prekroc¢eni (N + 1) =7

Kazda reakce vyZaduje, aby se do kazdé jamky vloZily nize uvedené objemy komponent. Doporucuje se pfipravit hromadnou smés a
davkovat ji do vSech prislusnych jamek. NiZe je uveden vypocet potfebného mnozZstvi smési véetné prebytku.

PoZadovany objem

Na studnu 7 x rxn vol

Komponenta

YouSeq qPCR MasterMix 10 pul 70
Knihovnicky specifické 1pl 7 puL
primery

Voda bez DNazy/RNazy 4 pL 28 uL
Celkovy objem 15 ul 105 pl

KNIHOVNA REDENI

Provedte sériové redéni sdruzené knihovny, abyste vytvofili knihovni produkt o optimalni koncentraci.
1. Pridejte 99 ul fediciho pufru do 2 zkumavek a oznacte je "zkumavka 2" a "zkumavka 3".

2. Do zkumavky pfidejte 90 pl fediciho pufru a oznacte ji "zkumavka 4".

3. Do zkumavky 2 odpipetujte 1 pl precisténé knihovny.

4. Promichejte pipetovanim 5krat nahoru a dold.

5. Vymérite Spicku pipety a napipetujte 1 pl ze zkumavky 2 do zkumavky 3.

6. Promichejte pipetovanim 5krat nahoru a dold.

7. Vymeénte pipetovaci Spicku a napipetujte 10 pl ze zkumavky 3 do zkumavky 4.

8. Promichejte pipetovanim 5krat nahoru a dold.

‘ Trubka ¢. Faktor Fredéni

4 1:100,000

9. Pipetujte 5 pl zkumavky 4 do uréenych jamek na desce qPCR.
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POZITIVNI KONTROLA

Do uréenych jamek napipetujte 5 pl kazdého pozitivniho kontrolniho standardu, abyste vytvofili pozitivni kontrolni standardni kfivku.

Priklad desky:
Pozitivni kontrolni

standardy 1-4
=
= = B
Y . : —

Vzorky

Desticku peclivé uzavrete a kratce ji roztoc¢te v destickové odstredivce, aby se vSechna ¢inidla dostala na dno jamky. VloZzte desticku do
pristroje qPCR.

NASTAVEN| STANDARDNI KRIVKY UP

Naprogramujte standardni kfivku do softwaru pristroje qPCR se vstupnimi koncentracemi podle niZze uvedené tabulky:

Standardni ¢. Koncentrace

110 pM
2 0,5 pM
3 0,025 pM
4 0,00125 pM
Wells: U 12 54 NO Empty Wells: 80
vz s s & 1 8 8w w

Wl : 4
Sampile : Stondards

Target - YouSeq cirl 4
Task : Standard

Craantity : 000125
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gqPCR AMPLIFIKACE PROTOKOL

Provedte PCR za nasledujicich podminek cyklovani:

Teplota Cas
Horky start 95°C 3 minuty

95°C 10 sekund
40 cyklt

60°C* 60 sekund
KFivka tani 55-95°C*

*Ujistéte se, Ze b&éhem téchto krokl sbirate fluorogenni data prostfednictvim kanalu FAM/SYBR (zeleny).

INTERPRETACE DAT

Sample
Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
. 10pM 0.5pM 0.025pM 0.00125pM
2.00e+6 |
1.00e+6 -
.00e+5 |
1.00e+5 =
2.00e+4 —|
1.00e+4 -

35 40

Software vaseho gPCR pfistroje presné vypocitd koncentraci vasi knihovny porovnanim hodnoty Cq z vasi knihovny s hodnotami Cq
standardni kfivky. Tuto koncentraci peclivé zdokumentujte ve svych zaznamech.

qPCR DATA ANALYZA

Aby bylo zajisténo, Ze qPCR probéhla dostatecné a poskytla presné kvantifika¢ni hodnoty, musi byt posouzena a splnéna nasledujici
kritéria:

»  Ucinnost PCR - 90 - 110% G&innost

o Standardni hodnota Cq by méla byt v rozmezi 9,2 +/- 1 Cq.
Nejsou-li kritéria splnéna, nelze béh pouZit pro spravnou kvantifikaci a je tfeba jej opakovat. Upozornéni:

prahova hodnota by méla byt ru¢né nastavena na 10 % celkové RFU standardd 10 pM.
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KVANTIFIKACE KNIHOVEN

Software pristroje gPCR automaticky porovna hodnoty Cq ziskané ze vzorkd s hodnotami pozitivnich kontrolnich standard v sadé.
Tento vypocet poskytne "vypoctenou koncentraci" v pM pro kazdou z nafedénych knihoven NGS.

Chcete-li urcit koncentraci knihovny pro nefedénou knihovnu, provedte vypocet pro kazdou knihovnu podle nize uvedeného vzorce:
Pracovni priklad:

Knihovna byla pfed qPCR nafedéna v poméru 1:100 000 a ziskala vypoctenou koncentraci 0,6 pM s primérnou délkou fragmentu 370
bp. Upravena koncentrace = 0,6 x (252 / 370) x 100 000

Upravena koncentrace = 40864 pM nebo 40,864 nM

SPECIFIKACE PRODUKTU

UloZeni soupravy
Od pfrijezdu skladujte pfi-20 °C. Primery a MasterMix by mély byt béhem pouzivani uchovavany na ledu.

Laboratorni postupy
Aby se zabranilo kontaminaci reakci a pracovniho prostoru, je tfebavZzdy dodrZzovat spravnou molekularni praxi. Pfed zahajenim
protokolu vycistéte pracovni prostory a vybaveni pomoci pripravku DNA Away nebo 7% béliciho roztoku.

Kontrola kvality
V souladu se systémem Fizeni kvality spolec¢nosti YouSeq Ltd certifikovanym podle normy ISO EN 13485 je kazda Sarze soupravy The
ONE 16S NGS Library Preparation testovana podle predem stanovenych specifikaci, aby byla zajiSténa stala kvalita produktu.

Technicka pomoc
V pripadé zajmu o zdkaznickou podporu nas prosim kontaktujte:

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

Ochranné znamky a prohlaseni o
vylouceni odpovédnosti YouSeq®,
llumina

Registrované nazvy, ochranné znamky apod. pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za
nechranéné zdkonem.

Neni k dispozici ve vSech zemich
© 2021 YouSeq Ltd, vSechna prdava vyhrazena.
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