Kupni smlouva
C. J. KRPB-227759-14/CJ-2018-0600VZ

CL 1.
Smluvni strany

Kupujici:
Ceska republika - Krajskeé reditelstvi policie Jihomoravského kraje
se sidlem: Kounlcova 24 611 32 Brno
zastoupena: o T ;

1G:

DIC:

bankovni spojeni:
¢islo uctu:
kontaktni osoba:
e — mail;

(dale jen ,kupujici“) na strané jedné

Prodavajici:
obchodni firma: DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s.r.o.
sidlo: Vodlckova ?91!41 110 00 Praha ‘I .
zastoupena: T FrRIL g o
IC:
DIC: Aot ! T A
zapsana v OR vedenem Mestskym soudem v F’raze odd|l C, viozka 15914
bankovni spojeni: UmCredlt Bank as.
Eislo Gétu: \ £
kontaktni osoba:
e — mail:

na strané druhé (délejen Jako ,,prodavaucu")

uzaviraji ve smyslu ustanoveni § 2079 a nasl. zak. ¢. 89/2012 Sb., Ob&anského zakoniku,
v platném znéni (dale jen ,Obansky zakonik"), tuto

kupni smlouvu
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L 1.

Pfedmét smlouvy

2.1. Pfedmétem pinéni je nakup 1 ks Real Time PCR a 1 ks pipetovaciho robotu,
a to véetné dopravy do mista pinéni, viz Produktovy list v Pfiloze €. 2 této kupni smlouvy.

Zakladni technické parametry Real Time PCR:

Pfistroj pro kvantifikaci/analyzu nukleovych kyselin (DNA/RNA/proteint)
na principu real-time PCR

Minimalni kapacita pfistroje: 36 reakénich zkumavek

Moznost rozsifen! kapacity pfistroje na alespori 100 reakénich zkumavek
Sougasti dodavky musi byt PC/notebook se softwarem a pfislusenstvim
potfebnym k ovladani pfistroje a analyze

Ridici SW kompatibilni min. s Windows7, bezplatné aktualizace/upgrade
software, moZnost instalovat fidici SW na libovolny pocet pocitacu (bez
omezeni po&tem licenci, bezplatné), fidici SW umoznujici analyzu ziskanych
hrubych dat pro: absolutni kvantifikaci, relativni kvantifikaci, analyza
2 standardnich kfivek, delta/delta Ct, komparativni kvantifikace,

Ridici SW musi umozfiovat import standardnich kfivek mezi jednotlivymi
analyzami

Moznost importu dat k analyze do software a exportu vysledku ve formé
textového souboru

Minimalni teplotni presnost: £0,5 °C

Vysoka well-to-well uniformita s maximalni odchylkou (SD): £0,02 °C
Minimalni rozsah teplot: 35 - 99 °C

Rychlost ohfevu: nastavitelna alespon do 15 °C/s

Rychlost chlazeni: nastavitelna alespon do 20 °C/s

Senzitivita pfi kvantifikaci <1 pg/ul

Pfistroj musi umoziovat multiplex PCR - soucasnou detekci minimainé 5
raznych fluoroforu

Pristroj musi umoziiovat detekci téchto fluoroford: FAM, SYBR Green, JOE,
VIC, HEX, TET, Cy3, ROX, Texas Red, Cy5, Quasar 705, LightCycler Red705
Pro ekonomické zpracovani mensiho poétu testu pristroj musi umoznovat
analyzu vzorkd i v jednotlivyech PCR zkumavkach

Pristroj musi umozfovat programovat své viastni protokoly a analyzy

Pevny zdroj svétla LED s dozivotni zarukou funkénosti, detektor s automatickou
nebo nastavitelnou citlivosti, bez nutnosti kalibrace

Certifikace pro forenzni aplikace

Vyrobcem autorizovana aplikaéni podpora pro real-time PCR analyzy

Zakladni technické parametry na pipetovaci robot poro pfipravu vzorku ke kvantifikaci

DNA:

Jednokanalovy pipetovaci robot validovany vyrobcem pro pouziti ve forenznich
aplikacich

Pfistroj musi byt dodan s PC/notebookem v¢&. ovladaciho software, ktery
umozni vizualni simulaci pracovniho prostoru

Pipetovaci robot musi byt kompatibilni s nasledujicim spotfebnim materialem:
ABI MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, LightCycler 96 Capillary Rack,
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Light Cycler 480 96-Well Plate, MagNa Pure LC 32-Well Plate, 384-Well Plate,
1,5 ml zkumavky, 2 ml zkumavky, 5 ml zkumavky, 0,2 ml zkumavky, 0,5 ml
zkumavky, COBAS TagMan® 48 Plates, 16 tube-rack Cepheid Smartcycler —
Jedna se o bézné pouzivany plast pfi nasledné kvantifikaci amplifikaci DNA

o Pristroj musi byt schopen detekovat vysku hladiny pomoci konduktivnich $pi¢ek
s filtrem, opakované pouziti Spicek pri pipetovani stejné reagencie (dlvodem je
dosazeni pfesnosti a ovéfeni mnozstvi pipetovanych reagencii)

o Minimalni pipetované mnozstvi je 1 pl

e MozZnost serioveho fedéni s ruznymi poméry fed&ni a poolovani vzorku
(pouzivané pro gPCR)

e Moznost pfipravovat nékolik rlznych PCR reakci (pro pouZiti spotfebniho
materialu vice vyrobcl)

e Dodani pipetovaciho robota véetné validace a navrhu workflow pro cely proces
kvantifikace DNA

o Software musi byt sou€asti dodavky a musi byt schopen upozornit na problémy
pfi pipetovani, a zda doslo béhem pipetovani k neotekavané chybé.

e SW musi obsahovat protokol pro normalizaci koncentrace DNA (DNA
koncentraci je nutné normalizovat pred dal§im zpracovanim — automatizované
reSeni zamezi chybam lidského operatora).

e SW lze instalovat neomezené na vice PC (neomezend uZivatelské licence).

o Systém umoziiuje tzv. sledovatelnost podle nafizeni FDA 21 CFR Cast 11
(elektronicky zaznam
a elektronicky podpis), s cilem dokumentovat sledovatelnost provadénych
¢innosti (nutnost dle ISO 17025:2017)

o Sbér pouzitych Spitek mimo pfistroj — nedochazi ke kumulaci zdrojll
kontaminace uvnitf pracovniho prostoru.

e Integrovana UV lampa pro dekontaminaci vnitfniho prostoru robota.
Integrovany HEPA filtr (ochrana obsluhy pfistroje pfi praci s potencialné
infek&nim biologickym materidlem a naopak minimalizace kontaminace)

e Maximalni Sifka 55 cm (vzhledem k omezenym prostoram laboratofi)

2.2. Obecné pozadavky:
2.2.1. Z divodu omezeného prostoru laboratofi nesmi kompletni pfistrojova sestava véetné

PC presahovat rozmér 170 x 75 cm.

2.2.2. Soucasti dodavky bude uvedeni pristrojii do provozu, validace a proskoleni vSech
pracovniku oddéleni genetiky.

2.2.3. Pristroje budou dodany nové, nepouZité, s rokem vyroby 2017 a noveéjsli.

2.2.4. S dodanim pfistroje prodavajici provede validaci nebo budou dodany podrobné
validagni protokoly, dle kterych se provede validace pracovnikem kupujiciho. Validaéni plan
pfedloZzeny prodavajicim v zadavacim fizeni je souéasti Prilohy €. 3 této kupni smlouvy.

2.3. Dodavka bude realizovana pfi spinéni vSeobecnych dodacich podminek ve smyslu
ustanoveni § 2079 a nasl. zakona €. 89/2012 Sb., obCansky zakonik (dale jen ,Ob&ansky
zékonik").

CL 1.

Kupni cena

3.1. Kupni cena je sjednana dohodou smiuvnich stran podle § 2 zak. ¢ 526/1980 Sb.,
o cenach, v platném znéni, a dle cenové nabidky prodavajiciho ze dne 25. 10. 2018 (viz
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Piiloha & 1). Kupni cena dle Pfilohy & 1 je povazovana za cenu nejvySe pfipustnou
a neprekroéitelnou s vyjimkou zmény zakonné sazby DPH a zahrnujici cenu za dopravu
do mista pInéni a dal$i naklady souvisejici s dodavkou pfedmétu pinéni.

3.2. Celkova cena bez DPH: 1 233 595,- K&
Celkova cena vE. DPH: 1 492 650,- K&
DPH &ini: 21%
slovy: jedenmilionétyfistadevadesatdvatisicestsetpadesatkorunéeskych.

CL IV.
Platebni podminky

4.1. Kupuijici zaplati do 21 kalendarnich dnl po obdrzeni dafiového dokladu od prodavajiciho
kupni cenu za odebrané zbozi, a to pfevodem na ucet prodavajiciho.

¢l V.
Fakturace

5.1. Prodavajicl sou¢asné se zboZim preda kupujicimu dodaci list, list, popf. dafovy doklad.
5.2. V pfipadé, Ze nebude danovy doklad pfedan se zboZim, je prodavajici povinen ho zaslat
na adresu kupujiciho nejpozdéji do 5 dnl od data spinéni dodavky.

5.2. Danovy doklad musi obsahovat pfedevSim tyto udaje:
Cislo dafiového dokladu a kupni smlouvy

Nazev a sidlo prodavajiciho a kupujiciho

Den vystaveni a splatnosti dafiového dokladu

Presny nazev pfedmétu smlouvy a jeho mnozZstvi
Strukturu platby

Datum dodani zbozi

Cislo G&tu, na ktery ma byt placeno.

NoghshwN =~

5.3. Prodavaijici je povinen danovy doklad zaslat na nize uvedenou adresu kupujiciho:
Krajské feditelstvi policie Jihomoravského kraje
Oddelem matenalne technického zabezped&eni

Kounlcova
611 32 Brno

e AIRE 7 e-mailu

5.4. Kupujici je opravneén pred datem splatnosti vratit danovy doklad, ktery neobsahuje
pozadované nalezitosti, neni doloZen kopii potvrzeného dodaciho listu, ktery obsahuje jiné
cenové Udaje nebo jiny druh pinéni, nez dohodnuté ve smlouvé stim, Ze doba splatnosti
nového (opraveného) dafiového dokladu zaéind znovu béZet ode dne jeho doruceni
kupujicimu.

5.5. Jestlize je prodavajici dle zvefejnéni spravcem dané v registru platct ke dni uskutecnéni
zdanitelného pinéni nespolehlivym platcem DPH, je kupujicl opravnén provést zajistovaci
Uhradu DPH na Gget pfislusného finanéniho ufadu a uhradit prodavajicimu pouze zaklad dang,
tento postup je povazovan za splnéni zavazku kupujiciho.
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CL VL.
Dodaci podminky, misto pIinéni

6.1. Za datum spinéni dodavky se povaZuje den podpisu dodaciho listu povéfenym
pracovnikem kupujiciho.

6.2. Prodavajici je povinen dodat zboZi radné, v obvyklé kvalité, jakosti, druhu a mnozstvi
dle smlouvy a pfi dodrzeni obchodnich podminek sjednanych ve smlouve.

6.3. Prodavajici soucasné se zbozim pfeda kupujicimu dodaci list, zaruéni list potvrzeny
prodavajicim, popf. danovy doklad.

6.4. Doba plInéni: do 14. prosince 2018

6.5. Mistem plInéni: KRP Jmk, Kounicova 24, 611 32 Brno

Sty
S,

I.:.J1

b b e
Bt e

Cl. VIl
Zaruéni a servisni podminky
7.1. Kupujici je povinen pfi pfevzeti zbozi provést ihned jeho fyzickou prejimku a neprodlené

reklamovat pripadnou nekompletnost, ¢i zjevné vady zbozi. Vady zbozi zjistené az po prevzeti
zbozi kupujici reklamuje pisemné u prodavajicino bez zbyteéného odkladu po jejich zjisténi.

7.2. Naroky z vad se vyfizuji dle volby kupujiciho v souladu s ust. § 2106 - § 2112 Ob&anského
zakoniku. Zaruku na pfedmét pinéni poskytuje prodavajici v délce 26 mésicu, ktera pociné
bézZet od prevzeti zbozi kupujicim.

7.3. Dostupnost servisu — do 48 hod. od nahlaSeni (objednani) opravy. V pfipadé
neschopnosti odstranit zavadu do 48 hod. na misté, je kupujici opravnén pozadovat odvoz
pristroje a zapujcenl nahradniho.

7.4. Prodavajici garantuje, ze poskytuje aplikacni podporu pro rfeseni vzniklych problému
na strané kupujiciho a sou¢asné v ramci této podpory navrhne optimalizaci pro laborator
kupujiciho.

7.5. Vzhledem k charakteru laboratofe budou velké servisni zasahy do pristroju provadény
na misté mimo budovu KRP Jmk, a to ve specializované servisni laboratofi vyrobce ¢i
certifikovaného distributora — DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s.r.o0., Lidicka 977, 273 43
Bustéhrad.

Gl1. VIII.

Prechod viastnického prava

8.1. Vlastnickeé pravo k pfedmétu smlouvy pfechazi na kupujicino pfedanim zboZi zpusobem
uvedenym v Cl. VI. této smlouvy.
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¢l IX.
Sankce

Smluvni strany si ujednaly tyto sankce za nesplnéni povinnosti:

9.1. V piipadé prodleni s dodanim zbozi fadné a v&as zaplati prodavajici smluvni pokutu
ve vySi aaya to za kazdy i zapocaty den prodleni.

9.2. V pripadé neuhrazeni dafového dokladu (faktury) kupujicim vterminu uvedeném
ve smlouvé mé prodavajicl pravo na Uroky z prodleni ve vysi B¥=lEEz fakturované Eastky
v&. DPH, a to za kazdy i zapocaty den prodleni. R

9.3 Zaplacenim smluvni pokuty neni dotéen narok kupujiciho na nahradu Skody v &astce
prevysujici zaplacenou smluvni pokutu.

9.4. Smluvni pokuta a urok z prodleni jsou platné do 30 dnl od data dorueni pisemné vyzvy
k jejich zaplaceni opravnénou osobou.

GL X
Odpovédnost za §kodu

10.1. Prodavajici odpovida za Skodu zpUsobenou vadnym pinénim ze smlouvy v rozsahu
stanoveném &eskym pravnim radem.

10.2. Prodavajici odpovida vu&i kupujicimu za pinéni svych smluvnich zavazku pouze
a vyluéné v rozsahu uvedeném ve smiouve.

Cl1. Xu.
Odstoupeni od smlouvy a sankce

11.1. Prodavajici a kupujici jsou opravnéni odstoupit od smlouvy pfi podstatném poruseni
smlouvy, a pokud tento umysl oznami opravnéna strana druhé strané do 10 dnu
od podstatného poruseni povinnosti.

11.2. Podstatnym porusenim smlouvy se rozumi, jestlize strana porusujici smlouvu védéla
nebo mohla védét, Ze druha strana pfi takovem poruseni nebude mit zajem na takovém plnéni
smlouvy.

11.3. Za podstatné poruseni smlouvy se povazuje:

a) prodleni prodavajiciho s dodanim zbozi fadné a v&as a kupuijicl se pfitom na tomto prodleni
nijak nepodilel. Za prodieni prodavajiciho s dodanim zbozi se povazuje opakované nedodani
zbozl ve stanoveném terminu,

b) kupujici nesplini své financni zavazky vici prodavajicimu a nebude schopen poskytnout
takové zaruky, Ze je spini v nahradni lhuté,

c) prodavajici muze také odstoupit od smlouvy, jestlize kupujici neposkytne nutné protiplnén
a tim zplUsobi neschopnost provést urcity tkon. Odstoupeni je vSak pfipustné tehdy, kdyz
prodavajici dohodl s kupujicim pisemné novou pfiméfenou lhitu ke splnéni zavazku
a ta uplynula,

d) nesplnénl kvantitativnich a kvalitativnich poZzadavk( kupujiciho,

e) prodavajici se stane nespolehlivym platcem DPH dle zakona ¢. 235/2004 Sb., o dani
z pfidané hodnoty, ve znéni pozde&jsich piedpisU.
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¢1. Xi.
Zavérectna ustanoveni

12.1. Tato smlouva nabyva platnosti dnem jejiho podpisu smluvnimi stranami a G&innosti dnem
uverejnéni v registru smiuv.

12.2. Tato smlouva je vyhotovena ve dvou stejnopisech, z nichZ jeden stejnopis obdrzi
prodavaijici a jeden stejnopis kupuijici.

12.3. Tuto smlouvu je mozno ménit pouze formou pisemnych dodatkli oboustranné
potvrzenych smluvnimi stranami, pokud v této smlouvé neni stanoveno jinak.

12.4. K zaniku smlouvy miZe dojit:

a) dohodou smluvnich stran,
b) odstoupenim jednou ze smluvnich stran,

12.5. Kazda ze smluvnich stran prohlasuje, Ze tuto smlouvu uzavird svobodné& a vazné,
Ze povaZuje obsah smiouvy za urgity a srozumitelny a Ze jsou ji znamy veskeré skuteénosti,
jez jsou pro uzavreni smlouvy rozhoduijici.

12.6. Strany vyslovuji souhlas se zvefejnénim (pfipadné jinym zpfistupnénim) této smlouvy,
jakoz dalSich skutenosti souvisejicich se smluvnim vztahem zaloZzenym touto smlouvou,
ato jak v rezimu zak. €. 106/1999 Sb., o svobodném pfistupu k informacim, tak pfipadné podle
jinych predpisu.

12.7. Tato smlouva podiéha uvefejnéni dle zak. &. 340/2015 Sb., o zvlastnich podminkach
uéinnosti nékterych smluv, uvefejfiovani téchto smluv a o registru smiuv (zékon o registru
smiuv). K uvefejnéni v registru smluv zasle smlouvu kupuijici. Strany prohlasuji, Ze smlouva
neobsahuje Zadné skutecnosti, které by nebylo mozno poskytnout jako informace podie
zak. ¢. 106/1999 Sb., pripadneé jinych pfedpist, zejména dlvérné (daje, utajované informace
nebo obchodni tajemstvi, a v disledku toho by se neuverfejfiovaly podle zédkona o registru
smiuv.

12.8. Pokud neni v této smlouvée stanoveno jinak, fidi se pravni vztahy z ni vyplyvajici pravnim
radem Ceské republiky, zejména Ob&anskym zakonikem.

12.8. Tato kupni smlouva obsahuje 7 (slovy: sedm) stran textu a tfi pfilohy, které celkem

(
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Krycl list

Nazev vefejné zakazky malého rozsahu: ,,Ndkup Real Time PCR a pipetovaciho robotu®.

A. Identifikaéni Gdaje dodavatele:

prévnickd osoba:

Etl_d‘lodnl firma nebo ndzev: DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s r.o.
Sidlo: Voditkova 791/41,110 00 Praha 1

Prévni forma apoi & ruéenim omezenym
J .

B. Nabidkova cena (nejvyde pfipustnd):

Pfedmét vefejné zakazky Cena DPH |Cena
bez DPH v% |v&etné DPH
Real Time PCR — 1ks 673 150,- K& 21% |814 511,50
Pipetovaci robot — 1ks 560 445,- K& 21 % :‘fﬂ 138,50
Cena celkem 1233595-Ké| 21% 2292 650,-

C. Délka zarucni doby:

Pozadovand minimdlni délka zéruéni | Dodavatelem nabfdnuta délka zaruéni
doby: doby:

24 mésich od dodan( 26 mésicl od dodéni

D. Servisni stfedisko/a dodavatele — adresa DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s r.0,,
Lidicka 977, 273 43 Bustéhrad

E. Dostupna aplikaéni podpora (dopinf dodavatel) - ne

Prohlaseni dodavatele:
Dodavatel prohladuje, Ze pfedmét pInéni doda v souladu se véemi podminkaml ktere

jsou uvedeny v této vyzvé, pfedmét pinéni doda dle specifiiidc ot
podminkami pro navrh smlouvy. TECE
LAfEANa v otk
L7 fo. Lo/
datum razitko

A i Ty A,
jednatelka spolednosti DYNEX TECHNOLOGIES spot 5 ro
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PRODUKTOVY LIST

000068
000006
QIAGEN

Rotor-Gene Q

Pfistroj pro spolehlivou a vysoce piesnou kvantifikaci lidské, lidské — muZské DNA na principu Real-
v Time PCR. Termoregulace probfhd prostfednictvim vyhfivéni vzduchu uvnitt, nebo vhénéni chladného
‘ vzduchu do reakéni komory. Konstrukce pfistroje zajistuje extrémné vysokou teplotni uniformitu a
\ £ rychlost zmény teploty v komofe. Pfistroj umoZfiuje programovat vlastni protokoly a analyzy.
: Soucésti dodédvky je notebook s fidicim a vyhodnocovacim softwarem.

QlAgility

Jednd se o pIné automaticky pipetovaci robot. Pfistroj nabizi minimalizaci manualnich pipetovacich
kroki a tim minimalizovat potencidini riziko lidské chyby, pfipadné kontaminace. Pfistroj umoZfiuje
pipetovat do vSech dostupnych formatd, pficemz pouZité $picky jsou vyhazovany mimo pracovni
prostor pfistroje. Pistroj je dodavén s notebookem s nainstalovanych fidicim a programovacim
softwarem. Pfistroj je vybaven UV svétlem pro dekontaminaci vnitfniho prostfedi.

+ je‘:!iii*:ilj ﬂi 1’

s e e

Vyrobce: QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Némecko
| https://www.giagen.com/cz/
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Validachni Plan

Pro interni validaci kvantifikacniho kitu
Investigator® Quantiplex® Pro RGQ

Odbor kriminalistické techniky a expertiz, Brno, CZ

Verzel.0

10/2018

| €eEeE
l , e0eee
Sample to Insight QIAGEN —
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Obecné informace

Ucel
Tento dokument obsahuje pldn internich validacnich studii, které jsou doporuceny pro
validaci kvantifika&niho kitu Investigator® Quantiplex® Pro RGQ! pro forenzni poutziti.

Studie uvedené v tomto dokumentu jsou navrzeny tak, aby validovaly Investigator®
Quantiplex® Pro RGQ Kit s ohledem na kvantifikaci srovndvacich vzorkl a vzorkU z mist
trestnych ¢inv. Jednotiivé validaéni studie a po&ty vzorkU splfuji nebo prekraduji odborné
doporuceni tykgjici se vnitfinl validace procesU ve forenzni DNA analyze. Validace bude
provedena v souladu s poiadavky &i doporucenimi:

e ENFSIZ
» [SO/IEC 17025:20173

Predpokiady validacniho pldanu

Studie navrzené v tomto valida¢nim pladnu musi splifiovat nésledujicl pozadavky:

« Veskeré pipety a méfidla pouzité ve validacnich studiich musf byt zkalibrovdny a bez
zévad.

» Veskeré piistroje pouiité ve validacnich studiich musi byt zkalibrovany a bez zdvad.
Systém RotorGene Q 5plex HRM Real Time PCR* a QIAgility® budou kalibrovany pred
zapocetim validace.

= Veikery spotfebnl materidl pouizity k validacim nesmi byt proexpirovan.
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Prehled pfistrojU

Vzorky musi byt béhem validaci zpracovévany a analyzovény v souladu s pfislusnym
manudlem QIAGEN Investigator® Quantiplex® Pro RGQ nebo v pripadé potfeby budou
zpracovany &i analyzovény validovanymi postupy laboratofe. Béhem validaci bude
pouzit nésledujici workflow:

« Kvantifika&ni set-up - QlAgility

« Kvantifikace - RotorGene Q Splex HRM + Investigator®
Quantiplex® Pro RGQ Kit
« Amplifikace - ABI ProFlex Thermal Cyclert + amplifika&ni kit

« Kapilarni elekiroforéza - 3500 Genetic Analyzer’

Prehled validacnich studii

Tabulka 1 uvadi prehled studil, jejich popis, typ a pocet vzorky, které budou zpracovény
béhem validace kvantifikaéniho kitu Quantiplex Pro RGQ.

Sensitivita a Muzskd DNA, 7 fedicich krokU; triplikéty (Celkové 31 Muizskd DNA z dodaného
linearita vzork(, NTC a standardy jsou zahmuty) evalua&niho kitu
Limi Detekce Kontroinf DNA, 5 Fedicich kroks v poméru 1:5, Kontrolni DNA z

triplikaty; [Celkové 15 vzorkl) amplifika&niho kitu
Kontamina&ni Vzorky a NTC na 72-RGQ ringu ve vzoryu, ve kferémse  Kontroinf DNA z
studle stiidalfcl pozice t&chto vzorkd (Celkové 15 vzorki) amplifika&niho kitu 041
Opakovatelnost a Vzorky ze studie senzifivity zpracované 2x operatorem  Muiskd DNA z dodaného
Reprodukovatelnost ¢.1 a jednou operétorem &. 2 (Celkové 50 vzorkd, evaluaéniho kitu

NTC a standardy jsou zohrnuty)
Robustnost lzolované DNA smichané s inhibitary [kys. huminové, Inhibitory a degradovana
(Tolerance k hydrogenfosfore&nan vépenaty). Degradovand DNA z doedaného
Inhibiorim) muzskd DNA, duplikéty (Celkové 12 vzorkl) evaluaé&niho kitu
Studie smé&snych Smés muZské a Zenské DNA v riznych pomérech az Smés muiské a Zenské DNA z
vzorkd do poméru 1:2 500 000; triplikéty (Celkové 18 vzork() dodaného evaluaéniho kitu
Test homogenity Data ze vzorkl z kontaminaé&ni studie Kontrolnl DNA z

amplifika&nino kitu

Standardni kfivky budou sledovdny v kaidém runu, R2, sklon a y-intercept parametry
budou stanoveny a posouzeny pro kazdou standardni kfivku.
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Validacni studie

Ndsledujicl &ast popisuje validaéni studie a jednotlivé parametry, kieré budou sledovany
a analyzovdény b&hem validoce:

Sensitivita a Linearita

Tato studie posuzuje rozsah koncentraci vzorkU schopnych produkovat spolehlivé vysledky
koncentrace vstupni DNA. Linearita sleduje korelaci Ct hodnot a naméfenych vysledkd
koncentrace DNA.

Vstupnim materidlem do této studie bude muzské DNA o znadmé koncentraci (100 ng/ul ) z
dodaného evaluaéniho kitu, kterd bude nafedéna do 7 vzorkl, fedéni v poméru 1:5 o
vzorky budou vyhodnoceny v triplikatu.

Posuzovand kriteria:

« Linearita musi byt prokazana korelaci Ct hodnot a naméfenou koncentraci DNA
« Bude zji$téna nejnizsi opakované naméfend koncentrace DNA vzorkd z fedici fady.
» Bude definovana smérodatnd odchylka namé&fenych hodnot

Limit detekce

Tato studie definuje mez detekce pro validovany workflow. Tato studie definuje korelaci
mezi vysledky kvantifikace a DNA profilem danou odlignou citlivosti mezl kvantifika&nim a
amplifika&nim kitem, Pfi DNA analyze LT-DNA dochdzi k ovlivnéni vysledného DNA profilu
stochastickymi efekty. V takovych pfipadech budou alikvoty stejného vzorku obsahovat
rizné kopie/fragmenty cilové molekuly DNA. Stochastické efekty mohou vést k dropoutu
alely/lokusu nebo diferencidlni amplifikaci heterozygotnich alel, kterd oviivni pomér vysky
pkd (PHR).

Vstupnim materiglem do této studie bude 5 vzork( Fedici série kontrolnl DNA z
amplifikacniho kitu, ktera bude nafedéna do 5ti vzorky, fedéni v poméru 1:5 a vzorky
budou vyhodnoceny v friplikatu.

Posuzovand kriteria:

« Vysledky této studie definuji kvantitativni rozsah vstupntho mnoZstvi DNA, ze kterych
budou stanoveny Upiné DNA profily.

» Limit detekce bude definovan jako kvantita DNA, ped kterou se v testovanych vzorcich
objevi dropouty alel nebo lokusU nebo alely jsou pod validovanym analyza&nim
prahem.

« Pro kaidou fedici fadu bude definovén PHR a bude stanovena koncentrace, kde PHR v
heterozygotnim lokusu je jesté v toleranci 70% vysky mensiho piku k vétsimu,
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Opakovatelnost a Reprodukovatelnost

Studie opakovatelnosti posoudi odchylky v méfeni, pokud jedna osoba zpracovava stejny
vzorek pomoci stejného postupu na stejném piistroji. Reprodukovatelnost vyhodnoti
odchylky v méfeni, kdyz dva nebo vice lidi zpracuje stejny vzorek pomoci stejného
postupu ha stejném pfistroji.

Vzorky budou analyzovény v riznych dnech a riznymi operatory. BEhem studie bude
zprocovan jeden soubor nejméné 5ti vzorkl pochdzejicich ze stejného zdroje nejméné
tiikrat. Dvé davky zpracuje operdtor 1 (testovéni opakovatelnosti metody) a jednu ddavku
operdtor 2 druhy den (testovani reprodukovatelnosti metody. Vyslednd namérend
kvantita viech vzorkl bude podrobena analyze za Ucelem stanoveni oCekdvatelné
smérodatné odchylky v méfeni pfi opakovéni a pii reprodukci.

Vstupnim materidlem do této studie bude 5 replikatt jednoho vzorku fedici fady kontroini
DNA z amplifika&niho kitu a vzorky budou vyhodnoceny v triplikdtech,
Posuzovand kriteria

« Bude definovana smérodatnd odchylka naméfenych hodnot, kterou lze ocekdvat pri
opakovani a reprodukci dat,

Robustnost

Tato studie posuzuje robustnost chemie Quantiplex® Pro RGQ v odolnosti vO&i moznym
inhibitorim pfitomnym ve vzorcich vyizolované DNA a jeho schopnost spolehlivé
kvantifikovat mnozstvi i degradované vstupni DNA.

Vstupnim materiGlem do téte studie bude uméle degradovand DNA a muiskd DNA o
znédmé koncentraci z dodaného evaluaéniho kitu, kterd bude smichdna s nize uvedenymi
inhibitory v danych koncentracich. Vzorky budou vyhodnoceny v triplikGtu.

Inhibitor 1 (Kyselina huminova 500 ng/ul)

Inhibitor 2 (Kyselina huminovd 6460 ng/ul)

Inhibitor 3 (Kyselina huminova 800 ng/ul)

Inhibitor 4 (Hydrogenfosforecnan vépenaty 70 mM)
DNA 1 (Muiska DNA 300 bp degradovana)

DNA 2 (Muiské@ DNA 150 bp degradovana)
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Posuzovana kriteria:

« Vysledky této studie budou pouiity k vyhodnoceni rezistence kvantifikaéniho kitu vOci
inhibitordm a toké ke schopnosti kitu detekovot Urover degraodace vzorku.

= V analyzovanych vzorcich musi byt detekovdéna koncentrace lidské DNA (Human
target).

« V analyzovanych vzorcich musi byt detekovan rozdil mezi naméfenymi koncentracemi
v Human a Degradation fragmentech.

Studie smésnych vzorko

Tento test vyhodnoti schopnost kvantifikaéniho kitu Quantiplex® Pro RGQ detekovat
muZskou DNA ve smési s prevazujici frakcl Zenské DNA, coi je béind situace u vzorkl
spojenych se sexudinimi frestnou Cinnosti. Vzorky smési muzské a Zenské DNA budou
kvantifikovény a pro validaci vysledk( z této studie bude sledovan Male target, kiery je
specificky pro muizskou DNA.

Vstupnim materiglem do této studie budou smésné vzorky muiské a Zenské DNA o
namém poméru z dodaného evaluaéniho kitu. Vzorky budou vyhodnoceny v
triplikGtech, Pomér muiské ku Zenské frakci v jednotlivych vzorcich je uveden nize:

Mix 1 (Sm&s 1:10 000) Smés 2.5 pg/ul Muzské DNA + 100 pg/pl Zenské DNA
Vix 2 (Sm&s 1:200 000) Smés 0.5 pa/ul Muzské DNA + 100 ng/ul Zenské DNA
Aix 3 {Smés 1:400 000) Smés 0.5 pg/ul Muzské DNA + 200 ng/pl Tenské DNA
Aix 4 (Smé&s 1;1 000.000) Smés 0.25 pg/ul Muzské DNA + 250 ng/ul Zenské DNA
lix 5 (Smé&s 1:2 000.000) Smés 0.1 pg/ul Muizské DNA + 200 ng/ul Zenské DNA
ix 6 (Sm&s 1:2 500.000) Smés 0.1 pg/ul MuZské DNA + 250 ng/pl Zenské DNA

suzovand kriteria:

Vysledky této studie budou pouiity k vyhodnoceni schopnosti Quantiplex Pro RGQ kitu
detekovat muzskou DNA ve smési s prevazujici frakcl Zenské DNA. Bude urcen pomér,
/e kterém byla opakované detekovana muiskd DNA v Male targetu.
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Kontaminadni studie

Kontamina&ni studie posuzuje Cistotu workflow se zaméfenim na detekci a vyhodnoceni
mozné kontaminace, kterd by ohrozila integritu vysledkU. Vzorky muiské DNA o zndmé
koncentraci a NTC budou zpracovdany v 72-pozicovém RGQ ringu ve vzoru, kde se za
sebou stiidaji pozice s DNA a NTC., Pokud bude detekovédna DNA v NTC pozici v
koncentraci nad definovanym limitem detekce workflow, tyto vzorky budou
amplifikovany, pro detekci moiného zdroje kontaminace.

Vstupnim materidlem do této studie bude kontrolni DNA z amplifikacniho kitu.

Posuzovana kriteria:

« NTC pozice budou analyzovény na moznou pfitomnost kontaminace nad Grovni limitu
detekce workflow.

Studie homogenity

Studie homoegenity hodnoti variabilitu a edchylku méfeni v 72-pozicovém RGQ ringu.
Stanovené hodnoty u vzorkd o zndmé koncentraci DNA z kontamina&ni studie jsou
analyzovdany a je u nich definovdana stfedni hodnota a smérodatnd odchylka.

Vstupnim materidlem do této studie budou naméfené koncentrace DNA z kontaminacni
studie.

Posuzovana kriteria;
+ Homogenita méfeni bude dana smérodatnou odchylkou namérenych hodnot.

ey
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Postup pro DNA kvantifikaci

Metoda uvedend na ndésledujicich strdnkdch popisuje protokol pro kvantifikaci DNA
pomoci kvantifikacniho kitu Investigator® Quantiplex® Pro RGQ, jehoz pouiiti ve forenzni
akreditované laboratori je timto planem validovano.

Pro namichani reakéni smési, pfipravu standardni fady a rozplnéni vzorkd do 72 RGQ ringu
bude povuiit pipetovaci automat QIlAgility. Pro detekci a méfeni bude pouizit pristroj
RotorGene Q Splex HRM Real Time PCR. Pro analyzu dat se pouzie software QIAGEN Q-
Rex, ktery je doddvdn spolecné s pristrojem

Postup
| Pfed povuiitim dikladné promichejte jednotlivé reagencie, aby se zabrdnilo

lokalizovanym koncentracim,
2. QlAgility piipravi fedicl fadu standardu, viz. tabulka nize

serial dilulion of Conirol DNA
(ng/ul) Confrol DNA (pl) QuanliTect Nucleic Acid Dilution Buffer (jl)
50 Undiuted DNA &
1.8519 5 130
0.0686 5 130
0.0025 5 130
3. Rozmrazte nebo vyjméte z lednice vzorky uréené ke kvantifikaci.

Viechny vzorky pfed pouZitim dUkladné promichejte, aby se zabrdnilo
lokalizovanym koncentracim.,

2 4. QIAgility pfipravi reakéni mix, viz, tabulka nize.

Reakéni mix obsahuje viechny komponenty potfebné pro PCR kromé
templdatové DNA (vzorku) a RNAse-free vody.

Michani reak&niho mixu se obvykle provadi pii pokcjové teploté (15-25 ° C).
Nicméné je doporuceno nechat reagencie, vzorky a M1 standardy

v chladicim stojanku.

7. Master mix for DNA quantification

mponent Volume per 20 pl reaction Final concenfration
antiplex Pro Reaction Mix ol 1%

niiplex Pro Primer Mix ?ul Ix

| volume of master mix 18 i -

B

.
=

IC‘.I - Investigator Quantiplex Pro RGG Yaldasini pian 1C/2018 9



5. QlAgility rozplni 18 ul reak&éniho mixu a 2 ul standardb a vzorkU do pfislusnych
pozic v 72 RGQ ringu.
é, Umistéte uzaviené 72 RGQ ring do prisluiného rotoru v Rotor-Gene Q Splex a

pripevneéte zgjisfovaci krouzek.
Pokud pouZivate mikrozkumavky ve stripech, nepouiité mista v rotoru by méla
byt naplnéna préazdnymi stripovymi mikrozkumavkami,

7 Oteviete software Q-Rex 1.0 a prihlaste se jako uzivatel nebo jako spravce (dalsi
podrobnosti o fom, jak provést prvnl pfihlé3eni v Q-Rex softwaru, o uZivatelskych
rolich nebo o tom, jak pfidat nové uzivatele, viz Q-Rex Software User Manual,
ktery byl doddn spolu s pfistroem nebo je k dispozici na adrese

www.giagen.com)
BT T e ——

il g
B b

- .
B

9. Vyhledejte ulozené soubory Sablon Quantiplex Pro RGQ pro manudini nastaveni
a vyberte spravny soubor $ablon Quantiplex Pro RGQ pro 0,1 ml stripy, Rotor-Disc
72 nebo Rotor-Disc 100.
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10.  Kliknéte na levé strané na "Run profile”

Do pole Pozn@mky mUZete pfidat viechny dal¥f potfebné informace (napf. Clslo
3arze kitu, expiraci atd.), které se maji zadat pro béh.

Potvrdte typ Rotoru, objem reakéni smési a zkontrolujte teplotni PCR profil.
Kliknéte na teploini PCR profil (je jiz pfednastaveny v templatu, pro kontrolu je
uvedeny niZe) do oblasti nad barevnym symbolem fotoapardtu. Zobrazi se
nastaveni, ve které &dasti PCR, jsou méfena data.

Siep Tima Temperchire  Number of  Comment
cyclos

Inifial uctivation step 3 min 95°C = PCR requires an Initial incubation
ot 95°C o acfivale the DNA
polymerase.

Two-step cyding: 40

Denaturafion 5s 95°C

Combined annealing/extension 105 60°C Pertorm fluorescence data
collecion using the green, yellow,
orange, red ond crimson channels
with culo-gain oplimization,
spacified in fable &
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12.  Kliikn&

te na pole "Auto-gain”

pro zeleny kandil.

=\?§

= wm -
[ THANAWAVAMAWMANMMWM - |

13. Potvrdte, Ze je vybran "Auto-gain" (viz obrdzek vyse] a nastaveni zeleného
kandlu Je jako v tabulce nize.

Tris veming w8 o sl b M BTSRRI T D

s s

e phlve
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14,  Zkontrolujte pfednastaveni templatu dle tabulky nize. "Optimize Gain zisk" by
mél byt vybrané Before 15" acquisition pro viechny barevné kandly.

Channel Min. flucrescence Max, fluorescence Oplimize gain

Green 6 8 Before 1st acquisttion
Yellow é 8 Before 1st acquisition
Orange 2 4 Before 13! acquisition
Red 6 8 Before 1st oequisition
Crimson 5 7 Before 1st cequisiiion

15, Kliknéte na levé strand na "Sample Layout". Potvrdte nebo vyplrite ozna&eni a
typ pfisiuinych vzorkd. Typ vzorku Ize nastavit / zménit kliknutim na pole vpravo
"Type". Pozice vzorkuy, které se nepouzivaijl, musi byt oznaceny jako "Not in use",
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16.  Spusfte Rotor-Gene kliknutim na tla&ftko "Start run",
17.  Vyhodnoceni dat provedte podle dodaného manudlu ke kvantifika&niho kitu
Investigator® Quantiplex® Pro RGQ.

OKITE Brno, CZ - Invesligatur Quantiplex Pro RGG Valdadni plén 1072018 13




Odkazy

1. Investigator® Quantiplex® Pro RGQ Handbook 02/2018 (QIAGEN)

2. ENFSI Recommended Minimum Ciriteria for the Validation of Various Aspects of the DNA
Profiling Process (lssue 001, November 2010)

3. ISO/IEC 17025:2017 - General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories

4. Rotor-Gene Q User Manual 02/2012 (QIAGEN)

5. QlAgility Handbook 06/2013 (QIAGEN)

6. Applied Biosystems ProFlex® PCR System User Guide 06/2016 (APPLIED BIOSYSTEMS)

7. Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer User Guide 06/2010 (APPLIED
BIOSYSTEMS)
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