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La qualitat de 'RNA és un factor critic en qualsevol estudi de biologia molecular que impliqui U'expressio genica.

El DV €és un indicador clau de la integritat de 'RNA, especialment en mostres degradades. A diferéncia del RIN (RNA
Integrity Number), que pot ser poc fiable en aquestes condicions, el DV200 proporciona una mesura més precisa de la
quantitat d’RNA util per a aplicacions com la sequenciacio o la transcriptomica.

El DV.qo d’una mostra es defineix com el percentatge de fragments majors de 200 nucleotids (nt) i es pot calcular mitjangant
un sistema d’electroforesi capitlar com la TapeStation (TS4200). Aquest valor s’obté a partir de Uanalisi del perfil de
fragmentacio de 'RNA seguint els seglients passos:

1. Instatlar el programa: Agilent TapeStation System Software. Aquest programa es pot descarregar de la
pagina web d’Agilent o demanar la installacié a SAU.
https://explore.agilent.com/Software-Download-TapeStation-Systems

2. Obrirl’arxiu amb U'analisi de la qualitat de U’RNA (HS RNA o RNA Screentape) facilitat per la plataforma amb el
Agilent TapeStation System Software

3. Clicar a Region

4. Clicar a Region Settings

5. Escriure 200 a la casella from (nt) i 100.000 a la casella de To (nt)

6. Escriure DV200 a la casella de Region comment
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Clicar a This File per aplicar aguest calcul a totes les mostres de 'arxiu obert
Clicar Apply
Obtenim el valor del DV200 a la columna % of total de la Region table de cada mostra
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Per determinar Ulnput Real ajustat per el DV200 (ng) que haurem d’utilitzar en un experiment per a 'nCounter

s’ha d’aplicar la formula:

Input Real * Input Tedric

ajustat per =

DV200 % mostra x 100
[ >200 J

Exemple:

FORMULA:
Input tedric / (DV200 *100)

INPUT REAL
MOSTRA  pvzo0 (%) '™ P:IITDDTErgmc: (r::/b.: mu;.;;;:m

1 50 100 250 200,0 0,8 PASS
2 12 100 104 833,3 8.0 AL
3 43 100 103 2083 2.0 Py
4 &0 100 110 166,7 15 Py
5 23 100 67 4348 6,5 AL
6 55 100 87,2 181,8 2,1 P
7 70 100 20 1429 7.1 AL

DV200: valor obtingut per la TS4200 (recomanat > 50%).

Volum = Spl (CodeSet) 1 a »>7ul (TagSet)

Volum = Spl (CodeSet)

Volum > 5pl (CodeSet) i a >7ul (TagSet)

INPUT TEORIC: valor fixe 100 ng. Es pot modificar si l'IP t& mostres més diluides (parlar amb Genomica).

Qubit (ng/pl): concentracié de la mostra mesurada amb Qubit.

INPUT REAL AJUSTAT PER DV200: ng totals que cal hibridar, valor que surt d’aplicar la férmula (*).

plmostra: volum de mostra a la reaccié d'hibridacié de nCounter (maxim 5yl per a Panels/CodeSets i 7ul per a TagSets).
QC: Pass o Fail segons la quantitat i volum de la mostra. Si el volum de mostra excedeix el volum maxim d'hibridacio
Uinvestigador o es posa el maxim possible o es descarta la mostra (decisi6 de U'IP).

ATENCIO: Un cop calculat el volum de mostra (ul), afegir 2ul més de mostra al mateix tub, per controls de qualitat interns

de la plataforma.



