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Elizyme™" Library Quantification Kit

Skladovadni:

Skladujte pfi -20 °C a vyhnéte se dlouhotrvajicimu vystavovani svételnému zareni. Pri
dodrzeni téchto skladovacich podminek si kit pIné udrzi svou aktivitu az do vyprseni

Produkt je urcen pouze pro
védecké ucely, nikoliv pro

diagnostické procedury. expiracni doby uvedené na kitu.

Uvod

Klicovou roli v sekvenovani nové generace sehrdva presnd kvantifikace knihovny. Pfi sestavovani
knihovny mohou odchylky v koncentracich mezi vzorky vést k rozdilim v poctu sekvenovanych reada.
Nizkd koncentrace knihovny mize zpUsobit také nizkou hustotu cluster(i. Naopak velka koncentrace

vrve

rozliSeni. Oba ptipady maji za nasledek nizkou kvalitu dat.

Popis produktu

Elizyme™ Library Quantification Kit je zalozen na qPCR metodé. Elizyme™ Library Quantification
Kit pro llluminu® obsahuje viechny reagencie nezbytné pro Uspéinou kvantifikaci knihovny.
Kvantifikace knihovny je realizovana amplifikaci predem naredénych DNA standard( a naredénych
vzorkd knihovny. Primery rozpoznaji adaptorové sekvence pouzZivané v sekvenovani nové generace
na zafizenich spolec¢nosti lllumina®. Primérna hodnota C, kazdého DNA standardu je vynesena do

grafu proti koncentraci v pM (v logaritmickém méritku). Je tak generovana kfivka pouZivand pro
vypocty koncentrace knihovny.

Obsah
Kat. cislo Obsah baleni Velikost baleni
Elizyme™ Library EZ4815 500/1000 rxns (10 pl nebo 2x Elizyme™ gPCR Mix
Quantification Kit 20 pl reakce) (5 ml)
Primer Mix (1 ml)
DNA Standardy 1-5
(Kat. ¢islo DNAS, 80 ul)
ROX Additive (100 pl)
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DNA Standard 1 20 pM

DNA Standard 2 2 pM

DNA Standard 3 0,2 pM

DNA Standard 4 0,02 pM

DNA Standard 5 0,002 pM

Primer Mix 10x Primer Premix
2x EIiZymeTM gPCR Mix 2x Reakce

ROX Additive 50 uM

SloZeni reakcni smési

Pfed pouZitim musi byt vSechny reagencie rozmrazeny a kratce zvortexovany a zcentrifugovany.

Presvédcte se, Zze jsou DNA standardy skutecné zcela rozmrazeny. Nerozmrazené DNA standardy

mohou vést kSpatnému odectu kalibracni kfivky, coZz mda za nasledek neptesné stanoveni

koncentrace knihovny.

Pro odliSné Real-Time PCR cyklery jsou pozadovany odliSné koncentrace pasivni ROX reference.

P¥imo do 5 ml zkumavky s 2x Elizyme™ gPCR mixem je p¥idan 50 pM ROX Additive. Zkontrolujte sv(ij

pristroj pro pfidani pasivniho referenéniho barviva. Po pfidani ROX mohou byt reagencie okamzité

pouzity nebo skladovany v -20 °C. Pro pfidani spradvného mnozstvi ROX pouzijte nasledujici tabulky.

Pro NO-ROX cyklery

2x Elizyme™ gPCR Mix 5,0 ml Master Mix 12 pl
Primer Mix 1,0 ml + PCR voda 4 pl

+ Vzorek 4 pl*

Master Mix 6 pl
+ Vzorek 4 pl*

*DNA Standard, nafedéna knihovna nebo PCR voda

Pro Low-ROX cyklery

2x Elizyme™ gPCR Mix 5,0 ml Master Mix 12 pl
Primer Mix 1,0 ml + PCR voda 4 ul
ROX Additive 10,0 ul + Vzorek 4 pl*

Master Mix 6 pl
+ Vzorek 4 pl*

*DNA Standard, naredéna knihovna nebo PCR voda
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Pro High-ROX cyklery

2x Elizyme™ gPCR Mix 5,0 ml Master Mix 12 pl Master Mix 6 pl
Primer Mix 1,0ml + PCR voda 4 pl + Vzorek 4 pl*
ROX Additive 100,0 pl + Vzorek 4 pl*

*DNA Standard, nafedéna knihovna nebo PCR voda

Pfiprava vzorku

Vhodné naredte knihovnu. Koncentrace nafedéné knihovny se musi pohybovat v rozsahu kalibra¢ni
kfivky. Vyhnéte se extrémné velkému fedéni. Misto jednoho fedéni pouzijte 2 postupna fedéni
(napf.: pouZijte dvé 1/100 fedeni misto 1/10 000 fedeni). Pro kazdou kvantifikaci pouZzijte Cerstvé
nafedénou knihovnu.

Je doporuceno uskutecnit gPCR pro DNA standardy, vzorky knihovny a kontroly v triplikatu. Pro kazdy
béh pouZijte jako negativni kontrolu PCR vodu. C; hodnoty negativnich kontrol by mély byt ziskany
minimalné o 3 cykly pozdéji nez primérné C, hodnoty 5. standardu.

PCR protokol

Iniciace denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 10s 35
Annealing/Extenze 60 °C 30 s*

Melt curve analysis** 65 °C—95 °C

*Pro amplikony delsi nez 700 bp zvyste na 90s.
**Analyza krivky tani je ucinnym nastrojem k detekci adapter-dimer komplex( v knihovné nebo k
detekci kontaminace.

Analyza dat

K urceni koncentrace knihovny pouZijte kalibracni kfivku. Presvédcte se, Ze kalibraéni kfivka ma
hodnotu R* > 0,99, efektivnost amplifikace je mezi 80 — 120 % a prlimérna AC; hodnota se nachazi
mezi 3,2 — 4,2. Pokud kalibraéni kfivka nespliiuje tato kritéria, kvantifikace knihovny nemusi byt
presna.

Pokud je priimérna C; hodnota zfedéné knihovny nizsi nez hodnota DNA Standardu 1 nebo vyssi nez
hodnota DNA Standardu 5, vyrfadte jej. PouzZijte pfiméfené fedéni knihovny. Koncentrace by méla
spadat do mezi kalibraéni krivky.
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PFi vypoctu koncentrace knihovny, pouzijte prlmérnou hodnotu C; konkrétniho fedéni. Pokud do
kalibracni kfivky spadd pouze jediné fedéni knihovny, pouZijte tuto hodnotu koncentrace.
Koncentrace musi byt upravena s pfihlédnutim k primérné cilové délce knihovny. Pro vypocet
upravené koncentrace vynasobte primérnou namérenou koncentraci nasledujicim podilem:

Délka DNA Standardu (447bp)/Primérna délka fragment( knihovny v bp

Vyndsobte upravenou koncentraci fedicim faktorem pro kazdou pouzitou knihovnu. Vypoctené
koncentrace pouzijte pro sestaveni vysledné knihovny nebo amplifikaci clusterd.

Viyrobce:

ELISABETH PHARMACON, spol. s r. o.

Rokycanova 4437/5, Brno-Zidenice 615 00

info@elisabeth.cz | www.elisabeth.cz | tel.: +420 542 213 851

REF| Katalogové ¢islo Skladovaci podminky (teplotni limity)
LOT| Cislo 3arie u Vyrobce
g Datum expirace Pocet reakci v baleni
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