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3 x 700 pl Adaptor-IL Mix

1 x 40 pl p701 MID Primer
1 x 40 pl p702 MID Primer
1 x 40 pl p703 MID Primer
1 x 40 pl p704 MID Primer

1 x 40 pl p705 MID Primer
1 x 40 pl p706 MID Primer
1 x 40 pl p707 MID Primer
1 x40 pl p708 MID Primer
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EliGene Adaptor-IL NGS

REF

1 x40 pul p501 MID Primer
1 x 40 pl p502 MID Primer
1 x 40 pl p503 MID Primer
1 x 40 pl p504 MID Primer
1 x 40 pl p505 MID Primer
1 x 40 pl p506 MID Primer
1 x 30 pl RP1 Primer

1 x 30 pl RP2 Primer

1 x 30 ul Index Primer

90069-NGS (96 reakci)

Skladovani a doba pouZitelnosti:

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

Navod k pouziti

Ucel pousiti
EliGene® Adaptor-IL NGS souprava je urcena pro inkorporaci Molekuldrnich identifikator (MIDs) a specifickych

adaptorovych sekvenci k PCR produktliim amplifikovanym v multiplexové PCR cilovych sekvenci v ramci
EliGene® NGS kit umoznujicich detekci polymorfism{ v ramci amplifikovanych cilovych oblasti.

Princip metody

EliGene® NGS kity umoziuji multiplexovou PCR poZadovanych cilovych oblasti v rdmci analyzovanych gen.
Doporucené mnoizstvi vstupni DNA do této multiplexové reakce je mezi 20-100 ng DNA ziskané izolaci z
formalinem fixovanych parafinovych bloc¢kd (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 pfristroje Illumina umoZnujici multi-paralelni sekvenaci (MPS) dle
navodu vyrobce. Vysledné sekvence jsou nasledné srovnany s referencnimi sekvencemi jednotlivych
analyzovanych gent pro identifikaci polymorfismda.

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 ziedény. V nasledné PCR reakci za poufZiti EliGene®
Adaptor-IL NGS soupravy jsou ke vSem amplikonim z prvni PCR pridany MID sekvence spole¢né s p7 a p5
adaptory nutnymi pro sekvenaci na sekvenatoru MiSeq (Illumina). 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 standardd. Takto precisténé a oznacené amplikony jednotlivych vzork( jsou
nasledné ve stejném poméru smichdny dohromady za vzniku vysledné smési amplikonl pro sekvencni reakci.
Sekvenacni reakce je poté provedena na pfistroji MiSeq (lllumina) dle ndvodu vyrobce za pouziti specifickych
sekvenacnich primer z EliGene® Adaptor-IL NGS soupravy (Obrdzek 1c). V ramci sekvencniho béhu je
provedena mustkova PCR pro vytvoreni jednotlivych klastr(, na kterych jsou provadéna jednotliva sekvenacni
Cteni. Poloha jednotlivych sekvencnich primerd dodavanych v rdmci EliGene® NGS souprav a sekvencni chemie
firmy lllumina, jsou uvedeny na obrazku 1c.
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Obradzek 1. Schéma procesu vedouci k multiplexové amplifikaci cilovych sekvenci (A), pridani adaptort p7 a p5
obsahujici MID sekvence (B) a struktura vysledného produktu pro sekvenci na pristroji MiSeq (lllumina) (C)

Vzorek

Amplikony vzniklé v ramci multiplexové PCR reakce dodavané v ramci kitG EliGene® Lung NGS, EliGene®
Colorectum NGS a EliGene® GIST NGS.

Pro vlastni analyzu je nezbytné, aby byly amplikony vzniklé v ramci multiplexové PCR ihned zpracovany nebo
uchovavény pfi -20°C. V Zadném pripadé se nedoporucuje skladovani vzniklych amplikont pfi 4°C.
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Nezbytné vybaveni pro laborator

Material

Pozadavky

Sekvenacni pristroj a prislusna sekvencni chemie

Software pro zpracovani a analyzu dat
generovanych sekvenatorem

Sekvenacni chemie lllumina

TE pufr
PCR cyklér

Real-time PCR cyklér
Kvantifikacni kit na knihovnu lllumina

Agardzovy gel nebo jiny separacni systém

Hi-Di Formamid
GS600 size standard

Analyzator DNA fragment

GeneRead Size Selection Kit (50)

Vortex

Centrifuga

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

Illumina MiSeq

BaseSpace, MiSeq Reporter, Variant Caller Studio
(Hlumina)

MiSeq Reagent Nano Kit, v2 (500 cycles), MiSeq
Reagent Kit v2 (500cycle), MiSeq® Reagent Kit v3
(600 cycle)

10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH=8.0

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

S moznosti detekce SYBR Green barvy
Elisabeth Pharmacon, Elizyme"" Library
Quantification Kit

2% agardzovy gel, 1 x TBE pufr, DNA barvivo,
elektroforetickd vana nebo Agilent 2100
Bioanalyzer s Agilent High Sensitivity DNA Kitem
Life Technologies cat. no. 4311320

Life Technologies (e.g. GS600 LIZ®, kat.c.
4408399)

Capillary Genetic analyzer with GeneMapper
software (Life Technologies)

Qiagen, kat.¢. 180514

1.5 ml zkumavky, 12 000 x g

Priprava reagencii

° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vSechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.

° Pred pouZzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a stocené.

Priprava reakéniho mixu

Upozornéni: Nasledujici postup musi byt provadén kvalifikovanou osobou a jakékoli odchylky od tohoto

postupu mohou vést k chybnym vysledkim.

Reagencie v tomto kitu jsou urceny k inkorporaci specifickych MID sekvenci a p5, p7 adaptord nezbytnych pro
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vlastni sekvencni béh na pristroji MiSeq. Pro kazdy vzorek (vCetné negativni kontroly) urceny pro sekvencni béh
musi byt pouZita jedineénd kombinace MID p7-p5 primerl. Pro predejiti problémU vyplyvajicich z nizké
nukleotidové diverzity v MID sekvencich na pfistroji MiSeq pouZijte pomocnou Sablonu pro navrh dostupnou v
sekci NGS kity na strdnkach www.elisabeth.cz nebo na CD pfilozeném u kitu. Pokud budete sekvenovat vzorky
s alelickou frekvenci nizsi nez 20%, velmi se doporucuje nepouzivat stejné kombinace MIDU ve dvou po sobé
jdoucich bézich.

1. Nechte rozmrznout zkumavky obsahujici ptislusné MID p7 a p5 primery vybrané na zakladé kombinacni
Sablony a zkumavku obsahujici PCR Mix.

2. Porozmrazeni obsah vSech zkumavek kratce zvortexujte a stocte.

3.  Dle tabulky uvedené nize pfipravte PCR smési pro kazdou kombinaci MID primer(.

PCR Mix MID p7 Primer MID p5 Primer
20.00 pl 2.0ul 2.0 pl

4. Nasledné do amplifikacni smési pridejte 1 ul PCR produktu z predchozi Multiplex PCR naredéného v
poméru 1:100 PCR vodou. Redéni se doporucuje provadét v objemu alespofi 200 pl (napf. smichanim 2 pl
PCR produktu se 198 ul PCR vody, zvortexovanim a sto¢enim).

5.  Vyslednou PCR reak¢ni smés promichejte, stoéte a vlozte do PCR cycleru a spustte nésledujici teplotni

profil
Teplotni profil:
95°C 3 min
95°C 15s
60°C 20s 20x
72°C 60 s
72°C 5 min

Nastavte teplotni rampu mezi 1-2°C/s

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

Precisténi knihovny
Kazdou amplikonovou knihovnu je nutné pred dalSim pouZitim precistit od kratkych fragmentd pomoci
GeneRead Size Selection Kitu (Qiagen).

1. Smichejte 25 pl amplifika¢niho produktu se 100 ul SB1 pufru, promichejte kratce na vertexu a stocte.

2.  Prepipetujte smés do MinElute spin kolonky a centrifugujte 1 min pfi 12000 az 14000 x g.

3.  Protekly roztok vylijte a nepipetujte na kolonku 700 ul 80% etanolu a znovu centrifugujte 1 min pfi 12000
az 14000 x g.

4.  Opakujte krok 3.
Odstrante protekly roztok a centrifugujte prdzdnou MinElute spin kolonku 1 min pti 12000 az 14000 x g.

6. VloZte MinElute spin kolonku do nové 1.5 ml zkumavky a pridejte 17 ul EB pufru na stfed membrany a
nechte kolonku stat 1 minutu na stole.

7. Nasledné centrifugujte kolonku 1 min pfi 12000 aZ 14000 x g. Eluovana DNA je poté pfipravena k pouZiti.
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Stanoveni koncentrace knihovny

1. Koncentraci knihovny stanovte pomoci qPCR za vyuziti KAPA Library Quant Kitu (KAPA Biosystems), kdy
postupujte dle priloZzeného navodu pro kvantifikaci v reakénim objemu 10 pl, kdy kvantifikace vzorku a
standard(l se doporucuje provadét alespon v duplikatu a primérné délky amplikond pro mixy ze souprav
rady EliGene® NGS jsou pro COLORECTUM NGS Mix 410 bp, LUNG NGS Mix 390 bp, c-Kit NGS Mix 390 bp a
pro PDGFR NGS Mix 380 bp.

2. Pred vlastni kvantifikaci se doporucuje provést redéni vzorkd ziskanych po precisténi pomoci GeneRead
Size Selection Kitu (Qiagen) 1:10000 a 1:50000. Redéni se doporucuje provadét ve dvou po sobé jdoucich
krocich (napf. smichanim 2 pl vzorku se 198 ul PCR vody, zvortexovanim a stocenim a opétovnym
smichanim 2 pl takto naredéného produktu se 198 pl PCR vody, zvortexovanim a stocenim).

3. Pro predejiti problém vyplyvajicich ze Spatného vypoctu vysledné koncentrace vzork( pouzijte pomocnou
Sablonu pro Kvantifikaci knihovny dostupnou v sekci NGS kity na strankach www.elisabeth.cz nebo na CD
prilozeném u kitu.

4. Jednotlivé vzorky se stanovenou koncentraci nafedte dle Sablony pro kvantifikaci knihovny na 4 nM v 1 x
TE, zvortexujte a kratce stocte.

5. Pokud mozZno ihned pokracujte v dalsim postupu nebo vzorky zamrazte na -20°C.

Smichadni jednotlivych amplikonovych knihoven
o Dbejte na to, abyste michali pouze knihovny obsahujici unikatni MID kombinaci.

o Velmi se doporucuje dosahnout alesponn minimalniho pokryti 100x na jednotlivy vzorek. Nicméné vyssi
pokryti mliZe byt nezbytné pro pripady variant s nizkou frekvenci.

° Pro vypocet poctu vzorkl na jednotlivy sekvencni béh musite zapocist pridani PhiX kontroly v koncentraci
5% dle doporuceni vyrobce.

eV pfipadé detekce somatickych mutaci je nezbytné vzit v potaz mnozstvi nadorové tkané (TTC) v FFPE
vzorku. Nafedéna knihovna vzorku s nizsim procentem TTC vyZaduje vyssi pomér ve finalni smési (napf.
knihovna ze vzork( obsahujici 80% a 40% TTC vyZaduje pfidani dvojnasobného mnoZstvi vzorku s obsahem
TTC 40% oproti vzorku s obsahem TTC 80%).

o Smichejte jednotlivé knihovny dle schématu uvedeného v Sabloné pro kvantifikaci knihovny dostupné v
sekci NGS kity na strankach www.elisabeth.cz nebo na CD pfilozeném u kitu, kratce zvortexujte a stocte.

e Velmi se doporuCuje provést jeSté jednou kvantifikaci takto vzniklé knihovny pro ovéreni, zdali je
koncentrace 4 nM.
° Ihned pokracujte v dalSim postupu nebo smésnou knihovnu zamrazte na -20°C.

Mustkova PCR a sekvenace

Pfed kazdou analyzou se velmi doporucuje provést maintenance proplach. Smés amplikond maze byt nasledné
zpracovana jednim ze sekvencnich kith firmy Illumina, které obsahuji vSechny nezbytné reagencie pro
provedeni sekvenace z pripravené amplikonové knihovny na pfistroji MiSeq dle niZze uvedeného postupu.

o Zvolte si prislusny lllumina sekvenacni kit: v2 (500 cykll, 2x250 reads), kdy pocet Readl a Read2 cykld
nastavte na 201.

o Pro Custom sekvenacni béh budete potrebovat vlastni sekvenacni primery a index primer, které jsou
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dodavany jako soucast tohoto kitu v 50 uM koncentracich. Tyto tfi primery jsou nazvany:

RP1 - Readl Seq Primer
Index - Index Seq Primer
RP2 - Read2 Seq Primer

o Kazdy primer nafedte na 0.5 uM koncentraci smichdnim 6 pl 50 uM zasobniho roztoku s 594 pl HT1
(Hybridiza¢niho) pufru. Smés dobre promichejte a stocte.

o 600 pl takto naredénych primer( napipetujte do sekvencni kazety do téchto pozic:
Read1l seq Primer do pozice 18
Index Seq Primer do pozice 19
Read2 seq Primer do pozice 20

o Zkontrolujte, Ze na dné jamek kazety nejsou vzduchové bublinky anebo je odstrante.

o Dle manualu k pristroji MiSeq zdenaturujte a pripravte knihovnu obsahujici smés amplikond. Pro MiSeq
Reagent kity v2 doporucujeme zacit s 4-6 pM fedénim. Toto mnoZstvi vSak mize byt ménéno pro dosazeni
optimalni hustoty klastrd na vasem systému.

o Pro vytvoreni vysledného vzorku pridejte dle manualu k pfistroji MiSeq PhiX kontrolu ve vysledné
koncentraci 5% (kat.¢. FC-110-3001, lllumina).

o Napipetujte 600 pl vysledného vzorku do pozice Load Samples.
o Pomoci lllumina Experiment Manager vytvorte SampleSheet dle nasledujicich pokyn(:
1)  Zvolte pfistroj “MiSeq”.
2)  Vyberte kategorii “Targeted Resequencing”, nasledné vyberte “PCR Amplicon” a kliknete Next.
3)  Vyplite “PCR Amplicon Run“ nastaveni s naslednymi parametry:

Sample Prep Kit: vyberte “Nextera”

o Index Reads: zvolte “2”

o Read Type: vyberte “Paired End”

o Cycles Read1: 201

o Cycles Read2: 201

o Nechejte zvolené “Use Adapter Trimming”
4)  Zménte PCR Amplicon Workflow nasledovné: zvolte 3 “Custom Primers” a kliknéte Next.

5) Pridejte do SampleSheet vzorky, kdy spravny Manifest soubor si stahnéte ze sekce NGS kity na strankach
www.elisabeth.cz nebo z CD u kitu.

o Dale postupujte dle krokl uvedenych v MiSeq Control Software (MCS) rozhrani.

Odecet a Interpretace vysledkii
Datovy soubor

Pfistroj MiSeq generuje pro kazdy klastr dvé ¢teni (Readl a Read2), které poté definuje jako Cteci par (read
pair). Za pomoci dvou indexovanych cteni je poté automaticky provedena de-multiplexace dat pomoci
programu MiSeq Reporter jejimz vysledkem jsou FASTQ soubory dle definice vzorkd v tabulce “SampleSheet”.
Tyto FASTQ soubory obsahuji pouze data ze ¢teni, ktera prosly filtrem kvality.
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Struktura sekvenacnich cteni

Jednotliva ¢teni maji nasledujici strukturu: Cteni 1 (Readl) zadina oblasti obsahujici PCR p¥imy primer a
pokracuje amplifikovanou oblasti. V nékterych pripadech mlZe tato sekvence pokracovat reverzni sekvenci
zpétného primeru. Cteni 2 (Read2) ma podobnou strukturu, kdy za&ind oblasti obsahujici PCR zpétny primer a
pokracuje amplifikovanou oblasti. V nékterych pfipadech mize tato sekvence pokracovat reverzni sekvenci
pfimého primeru. V ramci spravného vyhodnoceni ziskanych dat je nezbytné vystrizeni “Trimming“pouzitych
PCR primert

Srovndni dat k referenc¢ni sekvenci

Sekvenacni ¢teni mohou byt srovnana k cilové oblasti sekvence pro lidsky genom. K usnadnéni vyhodnoceni
specifickych informaci (napf. pozic mutaci) obsazenych vramci ziskanych dat mohou byt pouZity rGzné
programy, jako napf. Variant Studio program firmy Illumina.

e Pri analyze pomoci programu Illumina® VariantStudio™ ver. 2.2.2 nebo vyssi je doporuceno postupovat dle
instrukci vyrobce.

e Prvné nainstalujte a spustte program z lllumina® Base Space®. Zvolte si vas projekt a po spusténi programu
vyberte ze seznamu soubor, ktery ma byt pridan. Pro import jednotlivych variant z vaseho VCF souboru
zvolte moznost ,All variants ,,.

e Referencni sekvence pro ,Genes” KRAS, NRAS, BRAF, PDGFRAq, c-Kit a EGFR jsou zadany v sample sheet
souboru dle tabulky 1 nize.

Tabulka 1. Referencni sekvence pro geny dle referen¢ni sekvence hg19

Name Chromosome  Amplicon Start Amplicon End
NRAS_Ex2 chrl 115258600 115258827
NRAS_Ex3 chrl 115256394 115256693
NRAS_Ex4 chrl 115252139 115252396
KRAS_Ex2 chrl2 25398151 25398344
KRAS_Ex3 chr12 25380077 25380397
KRAS_Ex4 chrl2 25378457 25378790
BRAF_Ex15 chr7 140452987 140453265
PDGFRA_Ex8 chra 55136751 55136967
PDGFRA_Ex10 chr4 55139665 55139930
PDGFRA_Ex12 chr4d 55140985 55141199
PDGFRA_Ex14 chr4 55143970 55144249
PDGFRA_Ex18 chr4 55151973 55152205
CKIT_Ex9 chra 55591944 55592236
CKIT_Ex11 chra 55593514 55593750
CKIT_Ex13 chra 55594120 55594371
CKIT_Ex14 chrd 55595417 55595724
CKIT_Ex15 chrd 55597418 55597689
CKIT_Ex16 chrd 55597939 55598192
CKIT_Ex17 chrd 55599207 55599372
EGFR_Ex18 chr7 55241580 55241823
EGFR_Ex19 chr7 55242332 55242535
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e Kliknéte na moznost “All Variants of Current Sample” v nabidce “Annotate” mozZnosti “Annotation and
Classification”.

e V zaloice ,General” (levy panel) zvolte viechny typy genotypl ,Genotypes”, vSechny varianty ,Variant
Type“ a vSechny chromosomy ,,All Chromosomes” v zalozce ,,Chromosomes”.

e \ nabidce “Variant” nastavte u vzorkd “Pass Filter”.

e Po provedeni analyzy ovérte pokryti u kazdé nalezené varianty, coz odpovida poctu Cteni pro tuto
jednotlivou variantu. Minimalni hodnota pokryti pro klinickou diagnostiku musi byt > 100 paru ¢teni. Pouze
varianty s touto hodnotou mohou byt vyhodnoceny, vSech ostatni by mély byt vylouceny z diivodu nizkého
pokryti.

Kontrolni postup
Minimadlni pokryti a alelicka frekvence

Pro detekci somatickych mutaci je nezbytné, aby pokryti (poCet pdrovanych cteni) bylo minimdlné 100
¢teni/alelu. Doporuduje se, aby oblasti s nizsim pokrytim nebyly brany v Gvahu v ramci analyzy a byly vyfazeny
s vysledného hodnoceni. V pfipadé alelické frekvence varianty (variant allele frequency) je poté minimalni
doporuéena hodnota 25% pfi minimalnim poc¢tu 100 ¢teni/alelu.

Skore kvality (Quality score)

Kvalita srovnani bazi v misté detekované varianty ma velky vliv na spolehlivost odectu. Tato kvalita je
predevSim ddna pozici varianty (kvalita cteni vétSinou vzrlistd béhem prvnich 20 cykld a poté zlstava
konstantni az do poslednich 20 cykld, kde opét klesa) v ramci Cteni a sloZzenim genomu v misté varianty (napfr.
homopolymerni Gseky maji negativni vliv na kvalitu). Pokud dochazi pfi dvousmérné c¢teni k prekryvu v rdmci
Cteni, oblast prekryvu miva vidy vyssi hodnotu Q-Score ve srovnani s krajnimi oblastmi ¢tenymi pouze jednou.
Obzvlasté nutné je ddvat specidlni pozor v oblastech, kde se vyskytuji homopolymerni oblasti v délce 10 bp a
vice.

Referencni materidl

Ke sledovani vsech postupd zahrnujici DNA izolaci, pfipravu knihovny a sekvenaci mizZete pouzit referenéni
materidl pozitivni na variace ve sledovanych oblastech. Komercni pozitivni materidl neni k dispozici.

Reseni problémui
1. V pfipadé, Ze nedojde ke spravné sekvenaci amplikonli, muZe jit o chybu v pfipravé knihovny,
v kvantifikaci knihovny nebo v pfipravé sekvenacniho béhu.

2. Pokud dojde k ovéFeni spravnosti pfipravy knihovny, mdze jit rovnéZz o chybu v sekvenéni chemii nebo o
pouziti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji MiSeq pro sekvenaci.
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Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Kit EliGene” Adaptor-IL NGS je uréen pro zac¢lenéni adaptorovych sekvenci nutnych pro provedeni sekvenace na
pfistroji MiSeq. Vychozim materidlem jsou amplifikaty vzniklé v rdmci multiplexové PCR v ramci kitd EliGene
NGS.

Analyticka citlivost je 0,1 ng DNA v reakéni smési.

Analyticka specifita metodiky je 100% a byla ovérena prohledavanim DNA databazi.

Meé¥ici interval

Souprava umoznuje detekci > 0,1 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 doporuceno 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 tydni pfi -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s
MasterMixem vice nez 5-krat! Nemichejte komponenty kitu z rliznych sarzi.

Obecnd varovani a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencialné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork(l a tvorbé aerosolt. Jakykoliv material, ktery pfisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pred umisténim do odpadu autoklavovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSiemi reagenciemi a pouZivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovdn 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.
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° Radné si umyjte ruce po praci se vzorky a reagenciemi.

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

° Pfed zapocetim prace si fadné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

° PFi 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 rliznych sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobca!

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 pripravu
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 urcené 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 pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakldddno, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovavan v laminarnim boxu. RGzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uZivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouZivany 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 RNaz.

° 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 prdci a museji byt pouzivany Spicky s
filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachdazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostfedi
laboratofi a k pfipadné kontaminaci nové testovanych vzork.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici mixy (Adaptor-IL Mix) jsou uréeny pouze pro jedno pouZiti a museji byt pouzity
pouze pro pfipravu reakéni smési.

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

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

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostredky.
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Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro
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vitro.
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