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Sekwencjonowanie nowej generacji z ProNex®

Liczy sie kazdy krok!

Sekwencjonowanie nowej generacji (Next Generation Sequencing, NGS) to wysokowydajny,
lecz niezwykle ztozony proces. Decydujgce dla powodzenia analizy jest optymalne przygo-
towanie prébek do sekwencjonowania oraz tqczenie ich we wtasciwych proporcjach. Dzieki
nowej serii produktéw ProNex®, firma Promega oferuje idealne narzedzia do przygotowania
probek i ich obrébki w procesie NGS, bez wzgledu na to, czy chodzi o izolacje kwaséw nu-
kleinowych z trudnego materiatu wyjsciowego, wysokoczuty pomiar iloSciowy DNA i catych
bibliotek, czy tez o oddzielenie fragmentdéw danej dtugosci. Z produktami firmy Promega
Twoje analizy NGS sprostajq wszystkim wymogom jakosci, takim jak pokrycie (coverage),
jednoznacznos$é (uniformity) i wiarygodnosé uzyskanych wynikow.

Procedura przygotowania probek do NGS

Ekstrakcja

]

Oczyszczanie kwa-
sow nukleinowych
do NGS

Jakos$¢ oczyszczenia
kwasow nukleinowych jest
kluczowa dla kolejnych
krokéw. Otrzymany wynik
koricowy moze by¢ jedynie
tak dobry, jak materiat
wyjéciowy. Firma Promega
oferuje wiele manualnych

i automatycznych rozwia-
zan do izolacji wysokiej
jakosci DNA i RNA. Tak
wyizolowane kwasy nu-
kleinowe idealnie nadaja
sie do sekwencjonowania
nowej generacji - rowniez
w przypadku tzw. trudnych
probek, jak tkanki roslinne,
tkanki FFPE, czy izolacji
ccfDNA.

Automatycznaizolacja:
» Maxwell® RSC i RSC 48
» Maxwell® HT
Manualna:

» ReliaPrep™
» Wizard®
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Jakosciowaiiloscio-
wa analiza kwasow
nukleinowych do
NGS

Oznaczenie ilo$ci i jakosSci
wyizolowanego materiatu
sg decydujace dla nastep-
nych krokéw w procesie
NGS. W razie wykrycia za-
nieczyszczen, uzytkownik
moze przed sekwencjono-
waniem podja¢ dodatkowe
kroki w celu ich usuniecia.

Pomiar stezenia oparty na
fluorescencji:

» Quantifluor® Dyes

» Quantus™/GloMax®
Oznaczanie ilosciowe
oparte na qPCR:

» ProNex® DNA QC Assay

Tworzenie bibliotek NGS

~
~

Selekcja fragmentéw
wzgledem wielkosci

Selekcja wzgledem wielko-
$ci gwarantuje fragmenty
o optymalnej dtugosci
dla danego typu sekwen-
cjonowania. Precyzyjnie
zdefiniowane wielkosci
bibliotek zapewniaja
rownomierne pokrycie
sekwencji, szczegdlnie

w przypadku krétkich
odczytow.

Selekcja na bazie kulek

magnetycznych:

» ProNex® Size-Selective
Purification System

Ligacja adapterow,
selekcja wzgledem
wielkosci i oczysz-

czanie

Przytaczone do frag-
mentéw DNA adaptery

o okreslonej sekwenciji stu-
Z3 wigzaniu do wewnetrz-
nej powierzchni komory
przeptywowej (lllumina)
lub do mikro-kulek (lon
Torrent) oraz zawierajg
sekwencje, z ktérymi hy-
brydyzujg startery podczas
sekwencjonowania.
Selekcja fragmentow
wzgledem wielkosci za-
pewnia, ze cata biblioteka
DNA posiada adaptery

i rownoczes$nie stuzy
usunigciu niezwigzanych
adapteréw.

Selekcja na bazie kulek

magnetycznych:

» ProNex® Size-Selective
Purification System

[ 5§ ]
[ 8§ ]
Oznaczanie iloscio-
we i normalizacja

sekwencjonowanych
bibliotek

Precyzyjny pomiar stezenia
zapewnia zastosowanie
do sekwencjonowania
prawidtowej iloéci bibliote-
ki, a dzigki temu polep-

sza jako$¢ i wydajnosé
klastrowania w komorze
przeptywowe;j.

Ponadto umozliwia
tworzenie réwnomolo-
wych mieszanin bibliotek
w przypadku multiplek-
sowania probek, aby
zapewni¢ najkorzystniej-
sze pokrycie docelowych
sekwencji.

Pomiar stezenia oparty na
fluorescencji:

» Quantifluor®
» Quantus™/GloMax®

gPCR sekwencji ze specy-

ficznymi adapterami:

» ProNex® NGS Library
Quant Kit



Oznaczanie ilosciowe bibliotek NGS

Prosty pomiar stezenia

Quantus™ NGS Starter Package

E5150 1szt.
» Wysokoczuta i prosta metoda oznaczania iloéciowego DNA na bazie fluorescencji

» Do zastosowania w NGS w wyjgtkowo atrakcyjnej cenie za pakiet

» System obejmujacy fluorymetr Quantus™, barwnik QuantiFluor® ONE dsDNA System,
500 reakcji oraz 500 probéwek do PCR (0,5 ml)

» Na zyczenie dostepny rowniez z innymi barwnikami

Wiecej informacji na temat fluorymetru Quantus™ i systemu QuantiFluor™ Dye znajdziesz na stronie
www.promega.com/quantus.

Oznaczanie iloSciowe bibliotek dla systemu Illlumina

ProNex® NGS Library Quant Kit

NG1201 500 reakgcji
» Zestaw do reakcji gPCR umozliwiajacy niezwykle precyzyjne i powtarzalne oznaczanie

stezenia molowego bibliotek do sekwencjonowania w technologii lllumina
» Dla wydajniejszego klastrowania w komorach reakcyjnych wszystkich urzadzen lllumina
» System qPCR oparty na barwniku BRYT Green®

» Dane mogg stuzy¢ do tworzenia rownomolowych mieszanin bibliotek do multipleksowego

NGS
1,400

-~ Pomiar stezenia bibliotek NGS lllumina przeprowadzono za

E 1200 pomocg ProNex® NGS Library Quant Kit (Promega) lub KAPA

™) ! Library Quantification Kit for [llumina (Kapa BioSystems). Przed

E sekwencjonowaniem w urzadzeniu MiSeq/ lllumina, mieszanine

'§ 1,000 bibliotek (n=10) znormalizowano na podstawie zmierzonych

X T stezen. Docelowa gestos¢ klastrow wynosita 1000 K/ mmz2. Gestosé
:§ 800 klastrow byta oznaczana po kazdym sekwencjonowaniu i wykazy-
f&'& wata znacznie wyzszg powtarzalno$é po sekwencjonowaniu probek
©o 600 normalizowanych z systemem ProNex®.

Promega Kapa Biosystems



llosciowe i jakoSciowe oznaczanie potencjalnie zdegradowanych

probek DNA

Probki tkanek nowotworowych utrwalone w formalinie

logicznych. Analiza ccfDNA z osocza, tzw. ptynna biopsja,

i zatopione w parafinie (FFPE) to istotny w patologii moleku-  jest badaniem nieinwazyjnym, ktére mozna przeprowadzi¢

larnej materiat wyj$ciowy do badan mutacji.

Utrwalanie ma jednak niekorzystny wptyw na jako$¢ i ilos¢
DNA z prébek FFPE. Stosowanie formaldehydu prowadzi

nawet w przypadku utrudnionej dostepnosci do nowotworu
lub jego nieznanej lokalizacji. Ograniczeniem metody jest
niska zawarto$¢ ccfDNA we krwi pacjenta.

do degradacji i chemicznych modyfikacji kwaséw nukleino- ProNex® DNA QC Assay, oparty na metodzie PCR, stuzy do
wych, ktére negatywnie wptywaja na wydajno$¢ amplifikacji  okre$lania ilosci, jakosSci i zdatnosci do amplifikacji geno-

i konicowe wyniki analizy NGS.

Alternatywa dla materiatu FFPE jest wolnokrazace pozako-
moérkowe DNA (ccfDNA) z osocza lub innych ptynéw fizjo-

mowego DNA wyizolowanego z prébek FFPE lub innych
potencjalnie zdegradowanych préobek DNA. Zestaw moze
réwniez stuzy¢ do oznaczenia proporcji ccfDNA w stosunku

do genomowego DNA w osoczu.

ProNex® DNA QC Assay

» Zestaw do qPCR typu multipleks z uzyciem sond specyficznych dla materiatu ludzkiego

» Zawiera wewnetrzng kontrole pozytywna w celu wykrycia fatszywie negatywnych wynikéw spowodowanych np.

obecnoscig inhibitoréw PCR

» Amplifikacja ludzkiego genomowego DNA o dtugosci 75 bp, 150 bp i 300 bp

ProNex® DNA QC Assay BioRad CFX96™

NG1004 200 reakcji
NG1005 800 reakc;ji

ProNex® DNA QC Assay ABI 7500 / 7500FAST

NR KAT. ILOSC

NG1002 200 reakc;ji
NG1003 800 reakgc;ji

ProNex® DNA QC Assay Calibration Kit

Analiza danych przy pomocy bezptatnego
oprogramowania ProNex® DNA QC Assay
Analysis Software

tatwy import danych i szybka analiza:

» analiza krzywych wzorcowych (nachylenie, wspé6tczynnik
determinacji R2)

» kalkulacja stezenia prébki (oparta na krzywych)

» oznaczenie jakosci prébki (inhibicja reakcji PCR, wskazniki
kontaminaciji lub degradaciji)

» automatyczne obliczanie stopnia degradacji na podstawie
stosunku dtugosci fragmentéw

Oprogramowanie umozliwia import danych z nastepujacych systeméw: Applied Bio-

systems R 7500, 7500FAST, QuantStudio™ 6 System i BioRad CFX96 Touch™ System.

NR KAT. 1LOSCE

NG1001 1szt.

Sample Assessment Seitings
Wems  Teikem ewh WRER

ProNex® DNA QC Assay
Analysis Software

Do pobrania tutaj



ProNex® DNA QC Assay - oznaczanie ilo$cio-
we DNA zdatnego do amplifikacji

Tkanki nowotworowe FFPE (z piersi, ptuca, okreznicy lub 100%

odbytnicy), réznigce sie wiekiem i czasem utrwalania,
poddano roznym metodom izolacji DNA. tgcznie
uzyskano 31 prébek, ktérych stezenie okreslono za
pomocg gPCR. 10 ng kazdego DNA sekwencjonowano
przy uzyciu zestawu Swift Biosciences Accel-Amplicon
56G Oncology NGS-Panel. Za pomocg ProNex® DNA QC
Assay w kazdej probce oznaczony zostat stosunek iloéci
fragmentéw 75/300 bp, ktory okresla stopien degradacji.
Wysoki stopien degradacji wyraznie korelowat z niskg
jednorodnoscia pokrycia sekwencji referencyjnych
(coverage uniformity). Zastosowanie ProNex® DNA QC
Assay przed sekwencjonowaniem pozwala uzytkowniko-
wi przewidzie¢ jako$¢ uzyskanych wynikéw NGS.
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Korelacja stosunku 75/300bp z jednorodnoscia pokrycia (coverage uniformity)
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ProNex® DNA QC Assay - oznaczanie stosunku wolnokrazacego pozakomérkowego DNA (ccfDNA)

do genomowego DNA

Parametr jakosci probki ccfDNA przed i po selekcji
fragmentow wzgledem dtugosci

M nieoczyszczony ccfDNA

20,0
18,0 16,7
16,0 :[
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

oczyszczony ccfDNA

75/300 bp

3,7

ccfDNA wyizolowano z prébki surowicy i oczyszczono w systemie
ProNexe Size-Selective Purification, usuwajgc fragmenty dtuzsze niz
400bp.

Prébka przed i po oczyszczeniu zostata oznaczona ilosciowo (qPCR)
za pomocg ProNex® DNA QC Assay i okreslono stosunek fragmentéw
75/300bp jako parametr jakosci. Niskie warto$ci tego wspétczynnika
(bliskie 1) wskazuja na zanieczyszczenie prébki przez gDNA, a warto-
$ci >10 na wyjatkowo czysty ccfDNA.

Zakres diugosci fragmentéw przed i po oczyszczeniu
probki ccfDNA

M nieoczyszczony ccfDNA oczyszczony ccfDNA

170bp
5 1.500
=3
3 marker marker
2 1.000 |
s |
® \
| |
Q) 500
\
0
L 38888 8 S 88
—NSD S [rs] SS
- o~ w ‘9
dtugosé [bp]

Opisane wcze$niej probki ccfDNA (przed i po selekcji fragmentow

z ProNex® Size Selective System) analizowano w systemie Agilent
2200 TapeStation. Wykres oczyszczonej probki ccfDNA (zétty) koreluje
z wysokim wspétczynnikiem 75/300 bp (rysunek po lewej) podczas gdy
kontaminacja prébki dtuzszym DNA (niebieski) idzie w parze z niskim
wspotczynnikiem. Wspotczynnik 75/300 bp uzyskany za pomoca
ProNex®DNA QC Assay jest wiec przydatnym parametrem jakosci
probek DNA.



Przygotowywanie bibliotek NGS

Selekcja wzgledem wielkosci fragmentow DNA

Przygotowywanie biblioteki do sekwencjonowania nowej
generacji wymaga prébek kwaséw nukleinowych wyso-
kiej jakosci. W zaleznos$ci od metody tworzenia biblioteki

i metody sekwencjonowania wazne jest zastosowanie

w bibliotekach fragmentéw o $cisle okreslonej ilosci, steze
niu i dtugosci.

Technologia zestawu ProNex® Size-Selective Purification
System opiera sig na ztozu magnetycznym, ktére umozli-
wia szybka i niezawodng selekcje pod wzgledem wielkosci
dwuniciowego DNA (dsDNA) dla NGS, reakcji PCR i innych
badan biologii molekularnej.

ProNexe® Size-Selective Purification System umozliwia
precyzyjna selekcje fragmentéw o okreslonych rozmiarach
od 100 do 1000 bp. Nowa formuta odczynnika zapewnia
wyzszg selektywno$é, powtarzalno$é i wydajnosé selek-
cji w poréwnaniu do tradycyjnych metod oczyszczania.
ProNexe® Size-Selective Purification System mozna stoso-
wacé w trybie manualnym lub (w przypadku wysokiej prze-
pustowosci) w petni zautomatyzowanym.

ProNex® Size-Selective Purification System

» Wysoko specyficzna selekcja wzgledem wielkosci

» Niezwykle wysoka wydajno$¢ selekcji w wymaganym zakresie

NG2001 10ml
NG2002 125ml
NG2003 500ml

» Kroétki czas wigzania do ztoza magnetycznego i niska lepko$¢ odczynnikéw umozliwiajaca

precyzyjne pipetowanie

o ProNex®System M AMPure®XP System
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X 200
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Poréwnanie wydajnosci selekcji bibliotek
wzgledem wielko$ci przy uzyciu ProNex®
Size-Selective Purification System z zesta-
wem AMPure® XP Beads

Biblioteki E.coli zostaty przygotowane przy uzyciu
NEBNext® Ultra™ Il DNA Library Prep Kit for lllumina®.
Selekcje pod wzgledem wielkosci fragmentéw
bibliotek przeprowadzono przy uzyciu zestawéw
AMPure® XP Beads lub ProNex® Size-Selective
Purification System. Frakcja o $redniej dtugosci 300 bp
zostata wyselekcjonowana zgodnie z zaleceniami
danego producenta.




Koricowy zakres wielkosci bibliotek po selekcji zpomoca ProNex® Size-Selective Purification lub AMPure® XP Beads

Zestaw ProNex® Size-Selective Purification umozliwia nie tylko efektywniejsze usuniecie fragmentow o za niskiej i za wysokiej masie czasteczkowej,

ale réwniez wiekszy uzysk wybranej frakcji.
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Spectrum

COMPACT
CE SYSTEM

Spectrum Compact CE Syst

www.promega.com/SpectrumCompact

sygnat [FU]

sygnat [FU]

100ng
350
[ ProNex®

300 - B AMPure® XP
250 -
200 -
150 -
100 -

50

0 T T T T 1
0 200 300 400 500 700
dtugosé [bp]
1ng
90 [ ProNex®
Il AMPure® XP

80 -

70 -

60 -|

50 -

40 -

30 -

20 -

10 4

0 T T T T 1

0 200 300 400 500 700
dtugosé [bp]




Promega GmbH
Gutenbergring 10
69190 Walldorf, Niemcy
www.promega.com

Zamoéwienia

. +48 2253106 67

& +48 22 53106 69
pl_custserv@promega.com

Wsparcie techniczne
. +4822 53106 68
S +48 2253106 69
pl_techserv@promega.com

Dotacz do nas

5) @promegagmbh

M Promega Corporation
© Promega Corporation

REGA4576




