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EliGene Lung NGS

REF|90067-NGS (24 reakci)

SloZeni soupravy: Skladovadni a doba pouzZitelnosti:

2 x 240 pl LUNG NGS Mix
1 x 20 ul PC LUNG NGS
Navod k pouziti

Veskeré komponenty museji byt prepravovany a uloZzeny pfti -20 °C. Kit a zbyvajici
MasterMixy museji byt skladovany pfi -20 °C v temnu.

Ucel pouziti

EliGene® Lung NGS souprava je urcena pro multiplexovou PCR cilovych sekvenci v rdmci genu EGFR (Exony 18,
19, 20, 21) umoznujicich detekci polymorfisma v rdmci amplifikovanych cilovych oblasti.

Princip metody

EliGene® NGS kity umoziiuji multiplexovou PCR poZadovanych cilovych oblasti v rdmci analyzovanych gen.
Doporucené mnozstvi vstupni DNA do této multiplexové reakce je mezi 20-100 ng DNA ziskané izolaci z
formalinem fixovanych parafinovych blockd (FFPE) nebo krve. Nasledné jsou takto ziskané amplikony z
jednotlivych vzorkll oznaceny MID sekvencemi a smichany dohromady. Takto pfipraveny vzorek je nasledné
kvantifikovan a sekvenovan pomoci NGS pfistroje lllumina umoZnujici multi-paralelni sekvenaci (MPS) dle
navodu vyrobce. Vysledné sekvence jsou nasledné srovnany s referencnimi sekvencemi jednotlivych
analyzovanych gent pro identifikaci polymorfisma.

Obecny uvod

Pomoci EliGene® NGS kitd dochazi v jedné nebo vice multiplexovych PCR k amplifikaci cilovych oblasti z
jednoho vzorku (Obrazek 1A). K amplifikaci je vyuZit ready-to-use mastermix obsahujici hot-start DNA
polymerdzu. Vysledné amplikony jsou nasledné 100x zfedény. V nasledné PCR reakci za poufZiti EliGene®
Adaptor-IL NGS soupravy jsou ke viem amplikondm z prvi PCR pridany MID sekvence spolecné s p7 a p5
adaptory nutnymi pro sekvenaci na sekvenatoru MiSeq (Illumina) (Obrazek 1B). Vysledné amplikony z jednoho
vzorku jsou nasledné smichany dohromady dle daného postupu, precistény od sekvenci kratSich 150 bp a
kvantifikovany pomoci Real-Time PCR za vyuZiti standard(. Takto precisténé a oznaéené amplikony jednotlivych
vzorkd jsou ndsledné ve stejném poméru smichany dohromady za vzniku vysledné smési amplikonl pro
sekvencni reakci. Sekvenacni reakce je poté provedena na pristroji MiSeq (lllumina) dle ndvodu vyrobce za
pouziti specifickych sekvenacnich primer( z EliGene® Adaptor-IL NGS soupravy. V ramci sekvenéniho béhu je
provedena mUstkovd PCR pro vytvoreni jednotlivych klastr(i, na kterych jsou provadéna jednotliva sekvenacni
Cteni. Poloha jednotlivych sekvenacnich primerd dodavanych v ramci EliGene® NGS souprav a sekvencni
chemie firmy Illumina, jsou uvedeny na obrazku 1C).
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Obrdzek 1. Schéma procesu vedouci k multiplexové amplifikaci cilovych sekvenci (A), pfiddni adaptori p7 a p5
obsahujici MID sekvence (B) a struktura vysledného produktu pro sekvenci na pristroji MiSeq (lllumina) (C)

Odbér vzorku, zpracovdni a uchovdvadni

Klinicky materidl: Doporucenad izolace DNA:

Krev Manualni: EliGene® Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automatickd: Zephyrus Magneto (ELISABETH PHARMACON)

FFPE blocky Manualni: EliGene® FFPE Tissue DNA Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON))

Krev:

Manudini izolace:

Ke vzorku pfidejte 10 pl Proteindzy K a poté pokracujte dle standardniho izolaéniho protokolu kitu EliGene®
Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON) pro izolaci DNA z krve. 1zolovanou DNA poufZijte ihned k detekci
nebo skladujte nékolik hodin aZ jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delSi neZ jeden tyden zamrazte
na -20 °C.

Automatickd izolace:

Izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky krve s
eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

FFPE blocky:

Tyto vzorky izolujte dle standardniho protokolu uvedeného u kitu EliGene® FFPE Tissue DNA Isolation Kit.
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Nezbytné vybaveni pro laborator

Material Pozadavky

Sekvenacni pristroj a pfrislusna sekvenéni chemie Illumina MiSeq

Software pro zpracovani a analyzu dat BaseSpace, MiSeq Reporter, Variant Caller Studio
generovanych sekvenatorem (llumina)

Sekvenacni chemie Illlumina MiSeq Reagent Nano Kit, v2 (500 cycles), MiSeq

Reagent Kit v2 (500cycle)

TE pufr 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH=8.0

PCR cyklér S moznosti nastaveni teplotni rampy 1°C/s,
presnosti teploty +/- 0.3°C (50-95°C) a
uniformitou bloku <0.5°C.

Real-time PCR cyklér S moznosti detekce SYBR Green barvy

Kvantifikacni kit na knihovnu lllumina Elisabeth Pharmacon, Elizyme"" Library
Quantification Kit

Agardzovy gel nebo jiny separacni systém 2% agardzovy gel, 1 x TBE pufr, DNA barvivo,

elektroforetickd vana nebo Agilent 2100
Bioanalyzer s Agilent High Sensitivity DNA Kitem

GeneRead Size Selection Kit (50) Qiagen, kat.c. 180514
Vortex
Centrifuga 1.5 ml zkumavky, 12 000 x g

Sterilni automaticka pipeta 5-20 pl a sterilni
$picky s filtrem prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz
Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez
DNaz a RNaz

Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNaz a RNaz.
Laboratorni ochranné rukavice

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vsechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.

° Pred pouZitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a stocené.
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Priprava reakéniho mixu

Upozornéni: Nasledujici postup musi byt provadén kvalifikovanou osobou a jakékoli odchylky od tohoto
postupu mohou vést k chybnym vysledkdm.

Reagencie v tomto kitu jsou urceny k multiplexové PCR pozadovanych cilovych oblasti v ramci analyzovanych
gend. Doporucené mnozstvi vstupni DNA do této multiplexové reakce je mezi 20-100 ng DNA ziskané izolaci z
formalinem fixovanych parafinovych blo¢kl (FFPE) nebo krve.

1.  Nechte rozmrznout zkumavku obsahujici LUNG NGS Mix.
2. Porozmrazeni obsah zkumavky kratce zvortexujte a stocte.

3.  Dle tabulky uvedené nize pfipravte PCR smési pro pozadovany pocet vzorkd.

LUNG NGS Vzorek DNA PCR voda
Mix (20-100 ng)
20 pl 1-5 ul Do objemu 25 pl

4. Vyslednou PCR reakéni smés promichejte, stocte a vlozte do PCR cycleru a spustte nasledujici teplotni
profil

Teplotni profil:

95°C 15 min

94°C  30s

60°C  90s 35x
72°C 90s

72°C 5 min

Nastavte teplotni rampu mezi 1-2°C/s

Neskladujte PCR produkty v lednici, pokud je nebudete ihned zpracovavat, uchovavejte je pfi -20°C.

Odecet vysledki

Uspésna pribéh multiplexové PCR miiZze byt ovéfen pomoci elektroforézy v 2% agarézovém gelu za pouziti TBE
separacniho pufru. Uspésna amplifikace viech cilovych oblasti je pozorovana jako 4 prouiky o velikostech:
EGFR (Ex18) 299 bp, EGFR (Ex19) 259 bp, EGFR (Ex20) 365 bp, EGFR (Ex21) 313 bp.

Kontrolni postup
Pouziti kontrol

Souprava EliGene” Lung NGS vyuziva jako pozitivni kontrolu artificidlni ¢ast lidské DNA. Tato pozitivni kontrola
slouZi k ovéreni funkénosti amplifikacniho mixu a PCR cycleru. Velmi se doporucuje pro kazdou sadu vzork(
pouzit negativni kontrolu (PCR vodu), pro detekci pfipadné kontaminace pracovniho prostoru, ktera muize vést
ke zkreslenym vysledkim analyzy.
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Referencni materidl

Ke sledovani vSech postupd zahrnujici DNA izolaci a multiplexoru PCR mlzZete pouZit referenéni material
pozitivni na variace ve sledovanych oblastech. Komeréni pozitivni material neni k dispozici.

Reseni problému
V pfipadé, Ze nedojde ke spravné amplifikaci, mdze jit o chybu v reakéni smési, o chybu PCR cycleru nebo o
pouziti kitu po dobé exspirace.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

EliGene® Lung NGS souprava je urcena pro multiplexovou PCR cilovych sekvenci v rdmci genu EGFR (Exony 18,
19, 20, 21) umozriujicich detekci polymorfismid v rdmci amplifikovanych cilovych oblasti. Vychozim materidlem
je DNA izolovana z krve nebo FFPE blocku.

Analyticka citlivost je 20 ng DNA v reakcéni smési.
Analyticka specifita metodiky je 100% a byla ovérena prohledavanim DNA databazi.

Klinicka specifita

Diagnostické funkéni charakteristiky:

Meérici interval

Souprava umoznuje detekci > 20 ng DNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality slouZi vlastni amplifikace sledovanych oblasti.

Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachazeni se vzorkem (izolace a amplifikace DNA). Je velmi doporuéeno pouZivat
izolacni kity a postupy uvedené vyse.

Biologické referencni intervaly

Z4adné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Nevyuzity obsah zkumavky s MasterMixem je stabilni po dobu 2 tydn( pfi -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s
MasterMixem vice nez 5-krat! Nemichejte komponenty kitu z rliznych sarzi.
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Obecnd varovdni a bezpecnostni opatieni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infek¢nim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork( a tvorbé aerosold. Jakykoliv materidl, ktery pfisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pfed umisténim do odpadu autokldvovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materidlem s védomim, Ze mohou prendaset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po préaci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pfed zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto ndvodu.

° Pri praci postupujte presné podle navodu k pouZiti.

° Kit nepouzivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v ramci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
° Nemichejte reagencie z rlznych sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobcd!

Varovdni a bezpecnostni opatieni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyzaduji kvalifikovany personal z dlvodu zamezeni chybnych vysledkl, specidlné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikanich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifikacnich smési.

e Je nezbytné pouzivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomucky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifikacnich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice
a pomUcky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro
detekci.

° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od poc¢atku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovdvan v lamindrnim boxu. RGzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uzivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouZivdny pouze pro tuto
specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem. Pouzivané Spicky museji byt sterilni a prosté
DNA/RNA a DN&z a RN4az.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v laminarnim boxu). Automatické pipety uzivané
pro praci se vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s
filtrem. Pouzivané $pi¢ky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pFipadné kontaminaci nové testovanych vzorka.
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Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavka obsahujici mix (LUNG NGS Mix) je uréena pouze pro jedno pouziti a musi byt pouzita
pouze pro pfipravu reakéni smési.

° S timto mixem pracujte podle bezpeénostnich vét (P):

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.

P281 PouZivejte pozadované osobni ochranné prostredky.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo Sarze

Spotfebujte do (posledni den v mésici).
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Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

(@)
m

V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostiedky in
vitro.

Obsah dostatec¢ny pro "N" test(

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouZziti.

Vyrobce

E D <

Vyrobce
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