Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT

Ucel pouziti

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit je sada reagencii a spotfebniho materialu, ktera se pouziva k
pFipravé knihoven vzork( z genomické DNA ziskané z lidskych bunék a tkani. K pfipravé knihoven zacilenych na
konkrétni oblasti zajmu genomu jsou zapotiebi panely sond dodané uZivatelem. Vygenerované knihovny vzorkd
jsou uréeny k pouZziti v sekvenacénich systémech lllumina.

Principy postupu

Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je uréena k pfipravé knihoven pro sekvenovani DNA obohacenych
pro cilové oblasti genomové DNA odvozené z lidskych bunék a tkani.

Pro obohaceni cile jsou poZzadovany uzivatelem poskytnuté biotinované oligonukleotidové panely. Sada lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni s panely rliznych velikosti, od malych paneld (méné nez 20 000
sond) po velké panely (vice nez 200 000 sond). Vygenerované obohacené knihovny slouzi k sekvenovani

v sekvenacnich systémech illumina.

Postup se sadou lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zahrnuje nasledujici kroky:

* Tagmentace genomové DNA - K tagmentaci vstupniho materialu DNA vyuziva produkt Malé BLT pro
obohaceni (Enrichment BLT Small, eBLTS). BEhem tagmentace se gDNA v jednom kroku rozpadne na
fragmenty a oznaci adaptéry. K nasyceni eBLTS béhem tagmentacni reakce je potfebné minimalni mnozstvi
vstupniho materialu DNA o hmotnosti 50 ng. Po nasyceni eBLTS fragmentuje nastaveny pocet molekul DNA
tak, Ze vygeneruje normalizované knihovny se stalym rozdélenim velikosti fragmentd.

+ Cisténi po tagmentaci - Vygisti DNA oznagenou adaptérem v produktu eBLTS tak, aby bylo mozno pouzit
amplifikaci.

* Amplifikace tagmentované DNA - Amplifikuje tagmentovanou DNA pomoci programu PCR s limitovanymi
cykly. Na konce fragmentd DNA jsou pfidany jedine¢né dvojité (UD) indexy, které umoznuji oznacéeni
knihoven DNA dvojitymi jedine¢nymi ¢arovymi kody a vytvareni klastrd béhem sekvenovani.

« Cisténi knihoven - Vyuzivd postup zalozeny na &isténi &asticemi, ktery slouzi k purifikaci a vybéru velikosti
amplifikovanych knihoven DNA.

* Sdruzeni knihoven do fondu - Zkombinuje knihovny DNA s jedine¢nymi indexy do jednoho fondu tvofeného
az 12 knihovnami. Knihovny Ize sdruzit do fondu podle objemu nebo podle hmotnosti.

* Hybridizace sond - Sklada se z hybridiza¢ni reakce, béhem které jsou knihovny DNA se dvéma vlakny
denaturovany a panel biotinovanych sond DNA je hybridizovan na cilené genomové oblasti.

— Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni s vice panely. Soucasti sady lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx neni panel pro obohaceni. Panely sond poskytne uZivatel a musi splfiovat
pozadované specifikace. Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jsou kompatibilni
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s panely pro obohaceni s oligonukleotidy DNA jak od spole¢nosti lllumina, tak od nezavislych
dodavatell, které spliuji pozadované specifikace. Dali informace o pozadovanych specifikacich na
panely nezavislych dodavatell naleznete v ¢asti PoZadavky na panel sond pro obohaceni na strané 9.

* Zachyceni hybridizovanych sond - Vyuziva streptavidinové magnetické ¢astice (SMB3) k zachyceni
biotinovanych sond hybridizovanych na cilové oblasti zajmu.

* Amplifikace obohacenych knihoven - VyuZziva proces PCR k amplifikaci obohacenych knihoven.

 Cisténi amplifikovanych obohacenych knihoven - Vyuziva postup &isténi pomoci &astic, ktery purifikuje
obohacené knihovny pfipravené na sekvenovani.

* Sekvenovani - Sekvenovani obohacenych knihoven je provedeno na sekvenaénich systémech MiSeqDx,
NextSeq 550Dx nebo NovaSeq 6000Dx. V systémech MiSeqDx a NextSeq 550Dx slouZzi integrovany modul
DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager k nastaveni béhu sekvenovani, monitorovani béhu a primarni
analyze (generovani FASTQ z pfifazeni bazi). V systému NovaSeq 6000Dx se pro nastaveni béhu a
sekundarni analyzu pouziva aplikace DRAGEN pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s vice
dostupnymi pracovnimi postupy.

Omezeni postupu

* Urceno k diagnostice in vitro.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s genomovou DNA odvozenou z lidskych
bunék a tkani.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni se vstupnim materidlem gDNA se dvéma
vldkny o hmotnosti 50-1000 ng. Pokud je mnozstvi vstupniho materidlu mimo tento rozsah, neni u¢innost
zarucena.

*  Soucasti sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nejsou reagencie pro extrakci DNA. Vysledky
analytického testovani v€etné testovani na ovlivnéni, uvedené v ¢asti Charakteristiky ucinnosti na strané
56, byly ziskany s pouzitim pIné krve a tkané FFPE jakoZto reprezentativnich typd vzorkd
s reprezentativnimi sadami pro extrakci DNA. VSechny diagnostické testy vyvinuté pro pouziti
s reagenciemi sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyzaduji Uplné ovéreni vSech stranek uc¢innosti
s pouzitim zvolené sady pro extrakci DNA.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichhment Dx se nedoporucuje pro nekvalitni vzorky FFPE s ACq > 5. Pouziti
vzorkl s ACq > 5 mlze zvysit pravdépodobnost selhani pfipravy knihovny a snizit G¢innost rozboru.

* Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx byly nakonfigurovany a otestovany z hlediska
vstupniho materidlu vzorkd, reakci obohaceni a multiplexity (viz nasledujici tabulka).

Sada lllumina DNA , e
Vstupni material

Prep with vzorku Reakce obohaceni Multiplexita obohaceni
Enrichment Dx
Sada 016 vzorcich  Nizka kvalita (FFPE) 16 reakci Tplexni
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Sada lllumina DNA
Prep with
Enrichment Dx

Vstupni material

Reakce obohaceni Multiplexita obohaceni
vzorku

Sada 0 96 vzorcich Vysoka kvalita 8 reakci 12plexni
(napf. cela krev)

* Zpracovani vstupniho materialu FFPE bylo otestovano a doporucéuje se vyluéné pro jednoplexni reakce
obohaceni s pouzitim sady pro 16 vzorkd.

* V pfipadé sady pro 96 vzorki jsou mozné nestandardni multiplexity (2plexni az 11plexni), ale maji nasledujici
omezeni:

— Zpracovani vzork{ v 2plexnich az 11plexnich reakcich obohaceni sniZuje vykonnost sady.

— Optimalni vysledky nejsou zaruceny. K zajisténi vhodné vytéznosti obohaceni v pfipadé nestandardnich
multiplexit mGze byt nutna doplrikova optimalizace.

— V pfipadé strategii sdruzovani do fondu zalozenych na nizkych multiplexitach (2plexni az 8plexni) je
pozadovan vybér adaptérl indexu s riznymi sekvencemi, aby bylo mozné optimalizovat rovnovahu
barev a zajistit Uspésné sekvenovani a analyzu dat. Modul DNA GenerateFASTQ Dx v pfistrojich
MiSeqgDx a NextSeq 550Dx nabizi moznosti kombinaci barevné vyvazeného indexu béhem nastaveni
béhu. Dalsi informace o strategiich sdruzovani do fondu naleznete v ¢asti Metody sdruzovani do fondu
na strané 32.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je omezena na vytvareni obohacenych knihoven, které jsou
sekvenovany pouze na systémech MiSeqDx, NextSeq 550Dx a NovaSeq 6000Dx. Pouziti jinych
sekvenacnich systémd vyZaduje UpIné ovéfeni véech stranek Gcéinnosti.

* Panely pro obohaceni nejsou dodavany jako soucast tohoto produktu. Vysledky analytického testovani
uvedené v ¢asti Charakteristiky uc¢innosti na strané 56 byly ziskany s reprezentativnimi panely pro
obohaceni a jsou uvedeny jen pro informaci. Vysledky analytického testovani slouzi jako pfiklad obecnych
schopnosti rozboru a neuréuji schopnosti nebo vhodnost tykajici se konkrétnich tvrzeni o rozboru. VSechny
diagnostickeé testy vyvinuté pro pouziti s témito reagenciemi vyzaduji plné ovéreni vSech stranek ucinnosti.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni s panely pro obohaceni od spoleénosti lllumina
i od nezavislych dodavateld. Av§ak Ucinnost paneld pro obohaceni od nezévislych dodavatell, které
nespliuji pozadavky na panely, neni zaru€ena. Informace o pozadavcich na panel naleznete v ¢asti
PoZadavky na panel sond pro obohaceni na strané 9.

* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyuziva hybridizaci v délce 2 hodin. Pouziti delSi hybridizace
mUze mit vliv na metriky ucinnosti.

* Moduly DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager pro systém MiSegDx and NextSeq 550Dx poskytuji
pouze soubory FASTQ. Pokud tyto moduly pouzivate, je nutné provést validaci sekundarni analyzy.

* Aplikace DRAGEN pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je k dispozici pro systém NovaSeq
6000Dx. Aplikace podporuje vice pracovnich postupl sekundarni analyzy, véetné generovani soubord
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FASTQ, generovani souborli FASTQ a VCF pro detekci germindlnich variant a generovani souborl FASTQ a
VCF pro detekci somatickych variant. Pokud aplikaci pouzivate pro generovani soubord VCF, nemusite
provadét validaci sekundarni analyzy.

* Omezeni pro pouziti aplikace DRAGEN pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se systémem
NovaSeq 6000Dx naleznete v pfibalovém letdku k pristroji NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200025276).

Slozky produktu

Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sklada z nasledujicich souc¢asti.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s indexy UD, sada A, katalog. ¢. 20051354 (16 vzork() nebo
¢. 20051352 (96 vzorkd)

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s indexy UD, sada B, katalog. ¢. 20051355 (16 vzork{) nebo
¢. 20051353 (96 vzorka)

*  Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro systém NextSeq 550Dx, katalog. ¢. 20063024
* Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro systém MiSeqDx, katalog. ¢. 20063022

* Aplikace DRAGEN pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pro systém NovaSeq 6000Dx, katalogové
€. 20074609

Dodané reagencie

Provedeni rozboru lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyzaduje pouZziti sady lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx s indexy UD sady A nebo sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s indexy UD sady B.
S pouzitim sady pro 16 nebo 96 vzorkl mizete provést nasledujici pocet reakci pfipravy a obohaceni knihoven.

Sada lllumina DNA , .,
Vstupni material

Prep with vzorku Reakce obohaceni Multiplexita obohaceni
Enrichment Dx
Sada o 16 vzorcich  Nizka kvalita (FFPE) 16 reakci 1plexni
Sada 0 96 vzorcich  Vysoka kvalita (napf. 8 reakci 12plexni
cela krev)
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Illumina DNA Prep With Enrichment Dx s indexy UD, sada
A/B

Reagencie lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, skladovani pfi teploté
15 °Caz 30 °C

Nasledujici reagencie se dodavaji pfi pokojové teploté. Rychle uskladnéte reagencie pfi pozadované skladovaci
teploté, abyste zajistili spravnou uginnost.

Pocet zkumavek
Barva Objem

Nazev reagencie ¥ ¥ Uginné latk
g 16 vzorku 96 vzorku uzavéru  plnéni y
(¢. 20050020) (¢.20050025)
Pufr pro zastaveni 1 4 Cervena 350 Roztok detergentu ve
tagmentace 2 (ST2) vodé.
Promyvaci pufr 1 1 Zelend  41ml Pufrovany vodny roztok
tagmentace 2 (TWB2) obsahujici detergent a
sdl.
Cistici ¢astice (CB) 1 N/A* Cervena 10 ml Tuhé paramagnetické

¢astice v pufrovaném
vodném roztoku.

*Soucasti sady lllumina Prep Dx Cleanup Beads Dx pro 96 vzork{ (katalogové ¢. 20050030) jsou Cistici ¢astice pro 96
vzorka.

Cistici &astice lllumina Prep Dx (96 vzork{), skladovani pfi teploté 15 °C to 30 °C

V sadach pro 96 vzork jsou Gistici ¢astice souéasti sady lllumina Prep Dx Cleanup Beads (katalogové

€. 20050030). Nasledujici reagencie se dodava pfi pokojové teploté. Rychle uskladnéte reagencie pfi
pozadované skladovaci teploté&, abyste zajistili spravnou Géinnost. V sadach pro 16 vzorkd jsou Eistici ¢astice
soucasti sady lllumina Prep Dx Tamentation Reagents 1 (katalogové ¢. 20050020).

Barva Objem

Nazev reagencie Mnozstvi L. .. Uginné latky
uzavéru plnéni
Cistici &astice 4 Cervend 10 ml Tuhé paramagnetické ¢astice v pufrovaném
(CB) vodném roztoku.
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Reagencie lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, skladovani pfri teploté
2°Caz8°C
Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi pozadované skladovaci teploté,

abyste zajistili spravnou uUc¢innost. Zasobni zkumavku eBLTS uskladnéte ve vzpfimené poloze, aby byly &astice
vzdy ponofeny v pufru.

Pocet zkumavek Objem pInéni

Nazev reagencie 16 vzorkt 96 vzork  Barva 16 g6 Uginné latky
(8.20050021) (& 20050026) Uzavéru  vzork( vzorkd

Malé BLT pro 1 4 Zluté 200yl 290 pl Streptavidinové
obohaceni magnetické ¢astice
(eBLTS) propojené

s transpozony

v pufrovaném vodném
roztoku obsahujicim
glycerol, EDTA,
dithiothreitol, stil a

detergent.
Resuspenzacni 1 4 Prihlednd 1,8ml 1,8 ml Pufrovany vodny
pufr (RSB) roztok.

Reagencie lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, skladovani pfi teploté
-25°Caz-15°C

Nasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi poZadované skladovaci teploté,
abyste zajistili spravnou uc¢innost.

Pocet zkumavek Objem pInéni
Barva :
Nazev reagencie 16 vzorkQ 96 vzork{ UZAVErU 16 96 Ucinné latky
(¢. 20050022) (¢.20050027) vzorkl vzorkd

Tagmentaéni pufr 1 4 Prihlednd 290 ul 290 pl  Pufrovany vodny

1(TB1) roztok obsahuijici
magneziovou stl a
dimethylformamid.

Smés Enhanced 2 4 Prihlednd 200pul 610 ul  DNA polymeraza a

PCR (EPM) dNTP v pufrovaném
vodném roztoku.
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Reagencie lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 vzorkl), skladovani pfi
teploté 2°Caz 8 °C

V sadéach pro 16 vzorkd jsou v sadé lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalogové ¢. 20050023)
nasledujici reagencie. V sadach pro 96 vzorkl jsou reagencie soucasti sady lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (katalogové ¢. 20050028).

Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi pozadované skladovaci teploté,
abyste zajistili spravnou uc¢innost.

B . Pocet Barva Objem e
Nazev reagencie . . . Ucinné latky
zkumavek uzaveéru pInéni
Streptavidinové magnetické 4 Prihledna 1,2 ml Streptavidinové magnetické
¢astice (SMB3) ¢astice v pufrovaném vodném

roztoku obsahujicim formamid,
detergent a sdl.

Resuspenzacni pufr (RSB) 1 Prhlednd 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.
Hybridizaéni pufr pro 1 Prihlednd 200 pl Pufrovany vodny roztok
obohaceni 2 (EHB2) obsahujici detergent a sdl.
Eluéni cilovy pufr 2 (ET2) 1 Prlhlednd 200 pl Pufrovany vodny roztok.

Reagencie lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 vzorku), skladovani pfi
teploté 2°C az 8 °C

V saddch pro 96 vzorkUl jsou souéasti sady lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalogové ¢. 20050028)
nasledujici reagencie. V sadach pro 16 vzorkl jsou reagencie soucasti sady lllumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (katalogové ¢. 20050023).

Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi pozadované skladovaci teploté,
abyste zajistili spravnou uc¢innost.

i ) Pocet Barva Objem e
Nazev reagencie . ., Ucinné latky
zkumavek uzaveru pInéni

Streptavidinové magnetické 2 Prihledna 1,2 ml Streptavidinové magnetické

¢astice (SMB3) ¢astice v pufrovaném vodném
roztoku obsahujicim formamid,
detergent a sdl.

Resuspenzacni pufr (RSB) 4 Prhlednd 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.

Hybridizaéni pufr pro 1 Prhlednd 200 pl Pufrovany vodny roztok

obohaceni 2 (EHB2) obsahuijici detergent a sl.

Eluéni cilovy pufr 2 (ET2) 1 Prlhlednd 200 pl Pufrovany vodny roztok.
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Reagencie lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, skladovani pri teploté
-25°Caz-15°C

Nasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi poZadované skladovaci teploté,
abyste zajistili spravnou uc¢innost.

Pocdet zkumavek

N&zev reagencie ¥ ¥ Barva Objem Uginné latk

J 16 vzorku 96 vzorku e pIn&ni y

(¢. 20050024) (¢.20050029)
Eluéni pufr pro obohaceni 1 1 Priihlednd 580 pl Roztok detergentu
1 (EET) ve vodeé.
VylepSeny promyvaci pufr 4 4 Zlutohnéda 4,1 ml Pufrovany vodny
pro obohaceni (EEW) roztok obsahuijici soli
a detergent.

Primerovy koktejl PCR 1 1 Prihlednd 320 pl Smés primert PCR
(PPC) (oligonukleotidl).
2N NaOH (HP3) 1 1 Prihlednd 200 ul Roztok hydroxidu

sodného (NaOH)
s koncentraci 2 N.

Pufr HYB 2 s blokery IDT 2 1 Modra 480 pl Pufrovany vodny

NXT (NHB2) roztok s DNA Cot-1,
shlukovacim &inidlem
a formamidem.

Smés Enhanced PCR 2 1 Prihlednd 200 ul DNA polymeraza a
(EPM) dNTP v pufrovaném
vodném roztoku.

lllumina Unique Dual Index Dx, sada A/B, skladovani pfri teploté -25 az -15°C

Ndasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Rychle uskladnéte reagencie pfi poZzadované skladovaci teploté,
abyste zajistili spravnou ucinnost. Informace o sekvencich adaptéru indext viz Priloha: Sekvence adaptéru
index( UD lllumina na strané 60.

Komponenta Mnozstvi

lllumina Unique Dual Index Dx, sada A (96 indexd), ¢. 20050038 1

lllumina Unique Dual Index Dx, sada B (96 indexU), ¢. 20050039 1
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Nedodané reagencie

PoZadované reagencie, hedodané

* Reagencie pro extrakci a purifikaci DNA

* Reagencie pro kvantifikaci DNA

* Ethanol (100% pro molekularni biologii)

* Voda prosta nukleaz
* 1M Tris-HCI,pH 7,0
* 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,5

* Roztok NaOH s koncentraci 1 N v kvalité pro molekularni biologii

* Pokud je pouzit sekvenacni systém NextSeq 550Dx:

Sada reagencii NextSeq 550DxHigh Output Reagent Kit v2.5 (300 cykl() (katalogové ¢. 20028871)

* Pokud je pouzit sekvenacéni systém MiSeqDx:

Sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 (katalogové ¢. 20037124)

* Pokud je pouzit sekvenacni systém NovaSeq 6000Dx:

Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cykld) (katalogové ¢. 20046931)
Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cykll) (katalogové ¢. 20046933)
Kazeta s pufrem NovaSeq 6000Dx S2 (katalogové ¢. 20062292)

Kazeta s pufrem NovaSeq 6000Dx S4 (katalogové ¢. 20062293)

Zkumavka pro knihovnu NovaSeq 6000Dx (katalogové ¢. 20062290)

Zkumavka pro knihovnu NovaSeq 6000Dx, baleni 24 kusl (katalogové ¢. 20062291)

PoZadavky na panel sond pro obohaceni

Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jsou kompatibilni s panely pro obohaceni
s oligonukleotidy DNA jak od spole¢nosti lllumina, tak od nezavislych dodavateld. Pokud pouzivate biotinované
sondy DNA (fixni nebo vlastni panely), ujistéte se, Ze spliuji poZadované specifikace.

Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx byla optimalizovana a ovéfena pomoci nasledujicich specifikaci pro
panely od nezavislych dodavatell. Pokud pouZzijete panely od nezavislych dodavatell, které nesplriuji
specifikace, neni zaru€ena srovnatelna ucinnost.

* Délka sondy 80 bp nebo 120 bp
* Mezi 500 az 675 000 sondami

* DNA sjednim nebo dvéma vidkny

* Celkové mnozstvi vstupniho materialu sondy = 3 pmol pro obohaceni pfi multiplexitach od 1do 12
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Skladovani a manipulace

* Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.
* Reagencie jsou stabilni, pokud jsou skladovany v souladu s pokyny az do data pouzitelnosti uvedeného na
Stitcich sady. Informace o teplotach skladovani naleznete v ¢asti Dodané reagencie na strané 4.
* Zmrazené reagencie jsou stabilni po dobu nejvice ¢tyfech cykld zmrazovani a rozmrazovani, které
probéhnou pfed udanym datem pouzitelnosti.
* Postup pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zahrnuje nasledujici body bezpeéného preruseni:
— Po postupu Amplifikace tagmentované DNA na strané 27 jsou amplifikované knihovny stabilni az 30 dni,
pokud jsou skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.
— Po postupu Cisténi knihoven na strané 30 jsou vy&isténé amplifikované knihovny stabilni az 30 dni,
pokud jsou skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.
— Po postupu Sdruzovani pfedem obohacenych knihoven do fondu na strané 32 jsou knihovny sdruzené
do fondu stabilni az 30 dni, pokud jsou skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.

— Po postupu Amplifikace obohacené knihovny na strané 43 mdze deska s obohacenymi amplifikovanymi
knihovnami zlstat v termocykléru az 24 hodin. Desku Ize pfipadné skladovat pfi teploté 2 °C az 8 °C az
48 hodin.

— Konec&né vycisténé obohacené knihovny jsou stabilni az 7 dni, pokud jsou skladovany pfi teploté -25 °C
az -15°C.
* Dojde-li k poskozeni nebo poruseni obalu nebo obsahu kterékoliv souc¢asti sady Illumina DNA Prep with

Enrichment Dx, obratte se na zakaznicky servis spole¢nosti lllumina.

* Pufr pro zastaveni tagmentace 2 (ST2) mdze tvofit viditelné sraZeniny nebo krystalky. Pokud je pozorovan
vyskyt srazenin, ohFivejte pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut. Poté promichejte ve vortexové tfepacce,
dokud se srazenina nerozpusti.

* Oligo pro hybridizaci (HYB) a VylepSeny promyvaci pufr pro obohaceni (EEW) je tfeba pfedehrat na stejnou
teplotu, jako je teplota udrzovani hybridizace platna pro typ vzorku a panel sond. DalSi informace o
nakladani s NHB2 a EEW naleznete v ¢asti Pozndmky k postupu na strané 15.

* Vhybridizaénim pufru pro obohaceni 2 (EHB2) a pufru HYB s blokery IDT NXT (NHB2) se mohou tvofit
krystalky a zakal. Pokud jsou pfitomny krystalky nebo zakal, rozmichejte je ve vortexové tfepacce, nebo
pohybuijte pipetou nahoru a dold, dokud neni roztok ¢iry. Pufr NHB2 pied pipetovanim piedehfejte.

*  PFimanipulaci s Cisticimi ¢asticemi (CB) pouzivejte nasledujici osvédcené postupy:
— Céstice nikdy nezmrazujte.

— Bezprostfedné pred pouzitim michejte ¢astice ve vortexové tfepacce, dokud nejsou resuspendovany a
nemaji homogenni barvu.

*  Pfimanipulaci s produktem Malé BLT pro obohaceni (eBLTS) pouzivejte nasledujici osvédcené postupy:

— Zkumavku eBLTS uskladnéte ve vzpfimené poloze, aby byly ¢astice vzdy ponofeny v pufru.
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— Ddukladné eBLTS promichejte ve vortexové tiepacce, dokud se ¢astice neresuspenduji. Aby se zabranilo
opétovnému usazeni ¢astic, nedoporucuje se odstfedovani pred pipetovanim.

— Pokud &astice pfilnou k boku nebo vrchu desky s 96 jamkami, odstfedujte pfi 280 g po dobu 3 sekund a
potom resuspendujte pipetou.

* Pfimanipulaci s deskami s adaptéry indexu se fidte nasledujicimi zasadami dobré praxe:
— Nepfidavejte vzorky na desku adaptéru indexu.

— Kazda jamka na desce adaptéru je ur¢ena pro jedno pouziti.

PoZadované vybaveni a materialy, nedodané

Pfed zahdjenim protokolu zkontrolujte, Ze méate kromé sady Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx k dispozici
pozadované vybaveni a materialy.

Vybaveni

Pfed zahajenim protokolu zkontrolujte, zda mate k dispozici poZzadované vybaveni.

Protokol byl optimalizovan a ovéren s pouzitim poloZek s uvedenymi specifikacemi. Pokud je pouzito vybaveni
s odliSnymi specifikacemi, neni zaru¢ena srovnatelna ucinnost.

Nékteré polozky jsou potfebné pouze v urcitych pracovnich postupech. Tyto polozky jsou uvedeny
v samostatnych tabulkach.

* Termocyklér s nasledujicimi specifikacemi:
— Vyhfivané viko
— Minimalni rozsah kontroly teploty 10 az 98 °C
— Minimalni pfesnost teploty +0,25 °C

— Maximalni reakéni objem 100 pl

Kompatibilni s deskami PCR s plnym lemem a 96 jamkami
* Inkubator mikrovzorkd s nasledujicimi specifikacemi:
— Rozsah teploty okoli +5,0 °C az 99,0 °C
— Kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
* Vlozky do inkubatoru mikrovzorkd kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
* Vysokorychlostni tfepacka pro mikrodesky s rozsahem rychlosti michani 200-3000 ot./min.
* Magneticky stojan kompatibilni s deskami PCR s 96 jamkami
* Magneticky stojan kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
*  Fluorometr kompatibilni s pouzitou metodou kvantifikace

* Analyzator fragment( DNA
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* Presné pipety:
— Jednokanalové a vicekanalové pipety, 10 pl
— Jednokanalové a vicekanalové pipety, 20 ul
— Jednokanalové a vicekanalové pipety, 200 pl
— Jednokanalové a vicekanalové pipety, 1 000 pl

— Presné pipety zajistuji pfesnou aplikaci reagencii a vzork{. Jednokanalové nebo vicekanalové pipety Ize
pouzit, pokud jsou pravidelné kalibrovany a maji presnost do 5 % uvedeného objemu.

* Odstfedivka pro mikrodesky
* Mikroodstfedivka
* Jeden z nésledujicich sekvenacnich systém lllumina:
— Pristroj MiSeqDx, katalogové ¢. DX-410-1001
— Pristroj NextSeq 550Dx, katalogové ¢. 20005715
— Pristroj NovaSeq 6000Dx, katalogové ¢. 20068232
* [Volitelné] Vakuovy koncentrator

* [FFPE] Systém detekce PCR v realném Case

Materialy

Pfed zahajenim protokolu zkontrolujte, zda mate k dispozici pozadovany material.

Nékteré polozky jsou potfebné pouze v urcitych pracovnich postupech. Tyto polozky jsou uvedeny
v samostatnych tabulkach.

Protokol byl optimalizovan a ovéfen pomoci uvedenych polozek. Pfi pouZiti alternativnich materiall neni
zarucena srovnatelna ucinnost.

* Filtrové pipetovaci Spicky
* Konické zkumavky odstfedivky, 15 ml nebo 50 ml
* Zkumavky mikroodstredivky, 1,5 mi
* Vicekanalové nadobky na reagencie prosté RNaz/DNaz, jednorazové
* Prouzky s 8 zkumavkami a uzavéry prosté RNaz/DNaz
* Sérologické pipety
* Polypropylénova ulozna deska s 96 hlubokymijamkami, 0,8 ml (deska MIDI)
* Desky PCR s tvrdym pouzdrem, plnym lemem a 96 jamkami
* [FFPE] Desky qPCR kompatibilni s pfistrojem gPCR
* Lepicitésnéni na desky s 96 jamkami s nasledujicimi specifikacemi:
— Odlupovaci, opticky ¢iry polyester
— Vhodné pro desky PCR s lemem
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— Silné lepidlo, které odolava opakovanym zménam teploty v rozsahu -40 °C-110 °C
— Bez DNaz/RNaz
* Plastovy spotifebni material kompatibilni se zvolenou metodou kvantifikace
* Sada pro fluorometrickou kvantifikaci dvouvldaknové DNA kompatibilni se zvolenym systémem kvantifikace

— Ke kvantifikaci pfedem obohacenych amplifikovanych knihoven Ize pouzit sadu pro kvantifikaci se
Sirokym rozsahem.

— Pro kvantifikaci obohacenych knihoven zavisi rozsah sady pro kvantifikaci na pouzitém panelu sond.
* Sada pro analyzu fragmentd pro kvantifikaci kninoven se zvolenym systémem kvantifikace:

— Pro kvalifikaci pfedem obohacenych amplifikovanych knihoven Ize pouzit sadu se Sirokym rozsahem.

— Pro kvalifikaci obohacenych knihoven zavisi rozsah sady pro kvalifikaci na pouzitém panelu sond.

* [Volitelné] Sada pro extrakci DNA z lidskych bunék a tkani. MlZete pouzit libovolnou ovéfenou metodu
extrakce.

Sbér, preprava a skladovani vzorku

A UPOZORNENI

Se v8emi vzorky zachazejte tak, jakoby byly potencialné infek&nimi Cinidly.

* Tento rozbor je kompatibilni s genomovou DNA odvozenou z lidskych bunék a tkani.

* Vpfipadé komeréné dostupné purifikované gDNA se ujistéte, Ze vzorky byly pfepravovany za spravnych
podminek a skladovany v souladu s pokyny vyrobce. Pfi skladovani a cyklech zmrazovani a rozmrazovani
gDNA dodrzujte zasady dobré praxe.

* Vpfipadé vstupniho materialu z pIné krve dodrzujte pozadavky na odbér, pfepravu a skladovani krve, které
se tykaji zvolené metody extrakce DNA. Lze pouzit libovolnou ovéfenou metodu extrakce. Pfeprava plné
krve musi splfiovat statni i mistni predpisy pro pfepravu patogend.

* Kziskani DNA z tkané FFPE Ize pouzit libovolnou ovéfenou metodu extrakce. PFi uréovani nasledujicich
postupu se fidte pokyny a doporuéenimi tykajicimi se zvolené metody extrakce:

— Metoda fixace formalinem a zaliti v parafinu pro tkané, aby byla zajisténa nejvyssi kvalita ziskané DNA.

— Skladovani vzork{ FFPE.

— Pozadavky na pocatecni materidl, jako je pocet a tloustka ¢asti tkani FFPE. Vétsina metod purifikace
doporucuje Cerstvé vyfiznuté ¢asti.
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Varovani a preventivni opatreni

* Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obsahuji potencidlné nebezpecné chemikalie.
Vdechovanim, pozitim, stykem s kliZi a vniknutim do o¢i mUze dojit k poranéni. PouZivejte ochranné
pomdcky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika.

S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a
normami platnymi ve vasi zemi. Dal$i informace tykajici se ochrany Zivotniho prostfedi, zdravi a bezpeénosti
prace naleznete na bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

* Se vSemivzorky krve zachazejte tak, jakoby byly infekéni na virus HIV, virus lidské hepatitidy B (HBV) a dalsi
krevni patogeny (univerzalni preventivni opatfeni).

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech
nejezte, nepijte ani nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a sadami reagencii pouzivejte jednorazové rukavice a
laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a sadami reagencii si dlikladné umyjte ruce.

* Aby se zabranilo degradaci vzorku nebo reagencie, zajistéte, aby byly pfed zahajenim protokolu zcela
rozptyleny v8echny pary chlornanu sodného vzniklé ¢isténim.
* Kontaminace vzorkd{ jinymi produkty nebo amplikony PCR mlzZe vést k nepifesnym nebo nespolehlivym
vysledkdm. Chcete-li zabranit kontaminaci, pouzijte nasledujici zasady dobré praxe:
— Ridte se Fadnymi laboratornimi postupy a laboratornimi hygienickymi postupy.
— Kroky pracovniho postupu provadéjte ve stanovenych prostorech pro praci pfed amplifikaci a po
amplifikaci.
— PouZité reagencie skladujte pred ¢isténim knihoven v prostoru pro praci pfed amplifikaci.
— Reagencie pro pouziti pfed amplifikaci oddélte od reagencii pro pouziti po amplifikaci.
— Zajistéte, aby bylo vybaveni v prostorech pro praci pfed amplifikaci a po amplifikaci, jako jsou pipety,
Spi¢ky pipet, vortexova tfepacka a odstfedivka, vyhrazeno pro dany ucel.
* Zabrarite kfizové kontaminaci. Mezi vzorky a mezi vypousténim ¢inidel pouzijte ¢erstvé $picky pipet. Pouziti
filtrovanych Spic¢ek snizuje riziko pfenosu amplikonu a kfiZové kontaminace mezi vzorky.
—  P¥i pfidavani nebo pfenosu vzorkd nebo hlavnich smési reagencii vyménte $picky po kazdém vzorku.
—  P¥i pfidavani adaptért indexu pomoci vicekanalové pipety vyméiite $picky po kazdém Ffadku nebo
kazdém sloupci. Pokud pouzivate jednokanalovou pipetu, vyménte Spic¢ky po kazdém vzorku.
— Odeberte nepouzité desky adaptéru indexu z pracovni oblasti.
* Béhem promyvani ethanolem dodrZujte zasady dobré praxe:
— Vzdy pfipravte ¢erstvy 80% ethanol. Ethanol mliZe pohlcovat vzdu$nou vihkost, coz mdze mit vliv na
vysledky.
— Ujistéte se, ze béhem promyvani je veskery ethanol odstranén ze dna jamek. Zbytky ethanolu mohou
mit vliv na vysledky.

— Béhem krok{ provadénych na magnetickém stojanu dodrzujte stanoveny ¢as schnuti, aby bylo zajisténo
Uplné odpareni. Zbytkovy ethanol mize mit vliv na G¢innost naslednych reakci.
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* Pred pouzitim vzdy pfipravte hlavni smési a nikdy neskladujte kombinované pracovni roztoky.

 Uginnost sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx neni zaruéena, pokud nejsou dodrzeny postupy
uvedené v tomto pfibalovém letaku.

* Nepouzivejte zadné soucasti sady po datu pouzitelnosti uvedeném na Stitku sady.

* Nezaménujte soucasti sady za soucasti z jinych sad lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Sady jsou
oznaceny na Stitku sady.

Poznamky k postupu

Doporuceni ke vstupnimu materialu DNA

Protokol sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni se vstupnimi materidly vysoce kvalitni
dvouvlaknové genomové DNA (gDNA) v rozsahu hmotnosti 50-1000 ng.

Ujistéte se, Ze pocatecni vzorek gDNA neobsahuje vice nez 1 mM EDTA a je prosty organickych kontaminantd,
jako je fenol a ethanol. Tyto latky mohou ovlivnit tagmentacéni reakci a zpUsobit selhani rozboru.

Vstupni material gDNA = 50 ng

Pokud je hmotnost vstupniho materidlu gDNA v rozsahu 50-1000 ng, neni pozadovana kvantifikace a
normalizace poc¢ate¢niho vzorku gDNA.

Vstupni material gDNA < 50 ng

Vstupni material DNS o hmotnosti 10-50 ng Ize pouzit s nasledujicimi Upravami:

* Pokud je pouzit vstupni material gDNA o hmotnosti 10-49 ng, je doporucena kvantifikace po¢ate¢niho
vzorku gDNA, aby se urcil po¢et cykll PCR potiebnych po tagmentaci. Ke kvantifikaci vstupniho materidlu
gDNA se dvéma vlakny pouzijte metodu na bazi fluorescence. Vyhnéte se pouziti metod, které méfi
celkovou nukleovou kyselinu, jako je NanoDrop nebo dal$i metody zaloZené na pohlcovani zareni UV.

* Tento protokol nenormalizuje kone¢nou vytéznost pfedem obohacené knihovny ze vstupni gDNA o
hmotnosti 10-49 ng a proto je pfed obohacenim a po ném pozadovana kvantifikace a normalizace knihoven.
* Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx byla charakterizovana a ovéfena pro vstupni materidly DNA

v rozsahu 50-1000 ng. V pfipadé vstupniho materidlu gDNA o hmotnosti nizsi nez 50 ng nelze zarudit
rovnocennou u¢innost produktu.

Doporucéeni ke vstupnimu materialu krve

Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni s gDNA ziskanou z periferni pIné krve. Lze pouzit
libovolnou ovéfenou metodu extrakce. PFi ziskavani gDNA z pIné krve neni poZzadovana pocateéni kvantifikace
vstupni DNA a sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx produkuje vytéznost z normalizované, pfedem
obohacené knihovny.
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MnoZstvi DNA ziskané ze vzorkd piné krve, a tim i normalizaci knihovny, mohou nepfiznivé ovlivnit nasledujici
faktory:

*  Stafivzorku krve
*  Podminky skladovani

* Pfedchozi zdravotni stav ovliviujici po€et bilych krvinek

Doporuéeni ke vstupnimu materialu vzorku tkané FFPE

K ur€eni patficného vstupniho materialu pro uspésnou pfipravu knihovny pouzijte nasledujici kritéria kvality DNA
ziskané z FFPE:

* U vzorkd FFPE s hodnotou ACq = 5 je doporu¢ené mnozstvi vstupniho materialu DNA 50-1000 ng.

* Rozbor lllumina DNA Prep with Enrichhment Dx se nedoporucuje pro nekvalitni vzorky FFPE s ACq > 5.
Pouziti vzorkd s ACq > 5 je mozné, ale mize zvysit pravdépodobnost selhani pfipravy knihovny nebo snizit
ucinnost rozboru.

Extrakce vzorku FFPE

PouZijte metodu izolace nukleové kyseliny, ktera se vyznacuje vysokou vytéznosti regenerace, minimalizuje
spotfebu vzorku a zachovava celistvost vzorku. K ziskani DNA ze vzorkl FFPE mlZete pouzit libovolnou
ovérenou metodu. V pfipadé gDNA ziskané z tkané FFPE je potfebna pocatecni kvantifikace vstupniho
materialu DNA a sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx neprodukuje normalizovanou vytéznost z pfedem
obohacenych knihoven.

Kvalifikace DNA ze vzorkU FFPE

gDNA ziskana z tkdné FFPE musi byt pfed pouzitim kvalifikovana. V zajmu zajisténi optimalni u¢innosti
vyhodnotte kvalitu vzorku DNA metodou extrakce, ktera byla ovéfena pro kvalifikaci DNA ziskané ze vzorkd
FFPE. Protokol sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilni s DNA ze vzork{ FFPE hodnotou ACq
= 5. Sada lllumina DNA Prep with Enrichhment Dx se nedoporucuje pro nekvalitni vzorky FFPE s ACq > 5. Pouziti
vzorkl s ACq > 5 je mozné, ale mlze zvysit pravdépodobnost selhani pfipravy knihovny nebo snizit i¢innost
rozboru.

[Volitelné] Referencni vzorky FFPE

Pfi provadéni protokolu pouZijte jako pozitivni kontrolu charakterizované referen¢ni materidly, jako je Horizon
HD799 (DNA). Jako referenéni vzorky Ize pouzit také kvalifikované materialy FFPE z xeno$tépl odvozenych
z bunéénych linii. Ke kvantifikaci referenénich material(i pfed pouZitim pouzijte metodu zaloZzenou na
fluorometrii.

POZNAMKA  Zpracovani referenéniho vzorku pozitivni kontroly nebo kontroly bez templatu spotiebovava
reagencie a snizuje celkovy pocet neznamych vzork(, které Ize zpracovat.
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Doporuceni ke vstupnimu materialu vzorku

Doporuéeni pro vstupni material vzork{ pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jsou shrnuty
v nasledujici tabulce.

Tabulka1 Doporuceni ke vstupnimu materialu vzorku

i Mnozstvi Kvantifikace Normalizovana

Typ vstupniho , . , . . . o2 -

materialu vstupniho pozadovaného PoZadovana kvalita vytéznost predem

vzorku materialu vstupniho materialu vstupniho materialu DNA obohacené

vzorku DNA knihovny

gDNA 10-49 ng Ano Pomér absorbance Ne
260/2801,8-2,0

gDNA 50-1000 ng Ne Pomér absorbance Ano
260/2801,8-2,0

gDNA z krve 50-1000 ng Ne Pomér absorbance Ano
260/2801,8-2,0

gDNA zFFPE  50-1000 ng Ano Hodnota ACq =5 Ne

Doporuceny pocet cykld PCR pro program PCR eBLTS je upraven podle koncentrace a kvality vstupniho
materialu vzorku. DalSi informace naleznete v ¢asti Amplifikace tagmentované DNA na strané 27.

Tipy a techniky

Pfedchazeni kfizové kontaminaci
*  Pfipfidavani nebo pfenosu vzorkl vyménte Spicky po kaZdém vzorku.

*  Pfipfidavani adaptérd indexu pomoci vicekanalové pipety vyménte $picky po kaZdém Fadku nebo kaZdém
sloupci. Pokud pouzivate jednokandlovou pipetu, vyménte $picky po kazdém vzorku.

Zapeceténi desky

* Desku s 96 jamkami pfed provedenim nasledujicich krokl protokolu vzdy utésnéte pomoci nového lepiciho
tésnéni.
— Kroky michani v tfepacce
— Kroky inkubace. Nespravné zapeceténi desky mize vést k odpafovani béhem inkubace.
— Kroky odstfedovani
— Kroky hybridizace

* Zajistéte, aby okraje a jamky byly dlkladné utésnéné. Snizi se tim riziko kfizové kontaminace a odparovani.
— Pokud je pozorovana na tésnéni nebo bocnich sténach jamek desky jakakoliv kapalina nebo

kondenzace, pfed odpeceténim desku odstfedte.
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Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Polozte desku narovny povrch a poté opatrné sejméte tésnici fdlii.

Zachazeni s produktem Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Zasobni zkumavku eBLTS uskladnéte v chladni¢ce ve vzpfimené poloze, aby byly ¢astice vzdy ponofeny
v pufru.

* Bezprostfedné pied pouzitim zdsobni zkumavku eBLTS dlkladné promichejte ve vortexové tiepadce,
dokud se ¢astice neresuspenduji. Aby se zabranilo opétovnému usazeni ¢astic, nedoporucuje se
odstfedovani pred pipetovanim.

* Pokud ¢astice pfilnou k boku nebo vrchu desky s 96 jamkami, odstfedujte pfi 280 g po dobu 3 sekund a
potom resuspendujte pipetou.

* Béhem promyvani eBLTS:

— Pro desku pouZijte vhodny magneticky stojan.

— Ponechte desku na magnetickém stojanu, dokud pokyny nebudou vyzadovat jeji odebrani.

— Pokud dojde k nasati ¢astic do pipetovych $picek, vypustte ¢astice zpét na desku na magnetickém
stojanu a vyckejte, dokud kapalina nebude ¢ira (2 minuty).
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illumina

Pracovni postup pro sadu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Nasledujici diagram znazornuje pracovni postup pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Mezi
jednotlivymi kroky jsou oznaceny body bezpecéného preruseni postupu. Odhadované doby vychazeji ze

zpracovani 12 vzorkl s 12plexnim obohacenim.

gDNA

Bod bezpecného
preruseni

o Tagmentace genomové DNA

2]

Bod bezpetného

preruseni o

Bod bezpetného

preruseni e

Bod bezpetného
preruseni

Pracovni ¢as: 20 minut
Celkem: 40 minut
Reagencie: eBLT, TB1

Cisténi po tagmentaci
Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 20 minut

Reagencie: ST2, TWB2

Amplifikace tagmentované DNA
Pracovni ¢as: 15 minut

Celkem: 45 minut

Reagencie: EM, adaptéry indexu

Cisténi knihoven
Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 20 minut
Reagencie: RSB, CB, EtOH

Fondy knihoven
Reagencie: RSB

Hybridizace sond

Pracovni ¢as: 10 minut

Celkem: 125 minut

Reagencie: panel sond pro obohaceni,
NHB2, EHB2, RSB

0 Zachyceni hybridizovanych sond

Bod bezpetného

preruseni 0

Pracovni ¢as: 25 minut
Celkem: 65 minut
Reagencie: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

Amplifikace obohacené knihovny

Pracovni ¢as: 5 minut
Celkem: 40 minut
Reagencie: PPC, EPM

Cisténi amplifikované
obohacené knihovny
Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 20 minut
Reagencie: CB, RSB, EtOH

@® PiedPCR @ PoPCR
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Navod k pouziti

Tato ¢ast popisuje protokol sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

* Zkontrolujte cely naplanovany pracovni postup sekvenovani, od vzorku po analyzu, abyste zajistili
kompatibilitu produktd a parametrd experimentu.

* Pred pokracovanim zkontrolujte obsah sady a ujistéte se, Ze mate pozadované soucasti, vybaveni a
materialy.
— Biotinované sondy od nezavislych dodavatell musi spliiovat konkrétni pozadavky. V ¢asti PoZadavky na

panel sond pro obohaceni na strané 9 zkontrolujte, zda sondy tfetich stran splfiuji pozadavky.
* Dodrzujte kroky protokolu v uvedeném poradi, s pouzitim stanovenych objem0 a parametrd inkubace.
* Pokud v protokolu neni stanoven bod bezpecéného preruseni, prejdéte ihned k dalSimu kroku.

*  Prfivytvareni hlavni smésije v poskytnutych objemech zahrnut pfebytek.

* Ujistéte se, Ze pouzijete vhodny magneticky stojan pro dany typ desky.

PFiprava na sdruzovani do fondu

Tento krok je potfebny k zajisténi Uspésného sekvenovani obohacenych knihoven. Sdruzovani knihoven do
fondu mlze nastat pfed obohacenim a pfed sekvenovanim.

Pfed obohacenim - Jednotlivé indexované amplifikované knihovny jsou sdruzeny do fondu spole¢né za ucelem
obohaceni s vybranym panelem sond. Vytvofi se multiplexovany fond obohacenych knihoven. Pro vstupni
materidl vzorku FFPE bylo testovano zpracovani a doporucuje se vyluéné pro 1plexni reakce obohaceni. Pro
vysoce kvalitni gDNA bylo testovano 12plexni obohaceni. Je vSak moZzné pouzit 2plexni az 11plexni ocbohaceni.

Pred sekvenovanim - 1plexni obohacené knihovny nebo multiplexni obohacené knihovny jsou sdruzeny

spole¢né pred sekvenovanim. Poc¢et obohacenych knihoven, které Ize sekvenovat, zavisi na hloubce ¢teni cile
pro kazdy vzorek na pouzitém sekvenaénim systému.

Jedinecné dvojité indexovani

Sada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyuziva jedine¢né dvojité indexy.

* Knihovny s dvojitymi indexy pfidavaji sekvence indexu 1 (i7) a indexu 2 (i5) za u¢elem generovani jedine¢né
oznacenych knihoven.

* Indexy UD maji rozliSitelné, vzajemné nesouvisejici sekvence index pro ¢teniindex( i7 a i5. Indexy maji
délku 10 bazi.

Vybér adaptérl indexu s riznymi sekvencemi pro knihovny sdruzené do fondu optimalizuje vyvazeni barev a

zajistuje Uspésné sekvenovani a analyzu dat. Multiplexni fondy, které jsou vice nez 10plexni, maji pfirozené

vyvazené barvy, takze mohou vyuzivat libovolnou kombinaci adaptérd indexu. BEhem béhu sekvenovani

poskytuje modul DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moznosti kombinaci barevné vyvazeného indexu

a upozorni vas, pokud ve vybranych kombinacich indexu neni dostate¢na rliznorodost.
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Dalsi informace o sekvencich adaptéru index UD od spoleénosti lllumina a uspofadanich desek viz Piiloha:
Sekvence adaptéru indexd UD lllumina na strané 60.

Podporované multiplexity obohaceni

Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou konfigurovany a testovany pfi 1plexnim a
12plexnim obohaceni. A¢koliv jsou mozné i jiné multiplexity obohaceni, nékteré multiplexity vyzaduiji dalsi
reagencie pro pfipravu pfedem obohacenych knihoven a panel sond pro obohaceni.

Ziskani vhodné vytéznosti obohaceni v pfipadé nestandardnich multiplexit obohaceni mlize vyZadovat dalsi
optimalizaci. Optimalni vysledky nejsou zaruceny.
*  Multiplexita obohaceni — Poc¢et pfedem obohacenych knihoven (1-12) sdruzenych spole¢né v jedné reakci

obohaceni za G¢elem hybridizace pomoci panell sond pro obohaceni. Napfiklad spojenim 12 pfedem
obohacenych knihoven Ize vytvofit fond 12plexniho obohaceni.

* Reakce obohaceni- Pocet jedinec¢nych pfiprav reakce obohaceni bez ohledu na pocet pfedem
obohacenych knihoven sdruzenych do fondu pro jednu reakci. Napfiklad jedna reakce obohaceni mize
pfipravit fond 1plexniho nebo 12plexniho obohaceni.

Chcete-li vypocitat celkovy pocet nasledné obohacenych knihoven, vynasobte multiplexitu obohaceni na jednu
reakci po¢tem reakci obohaceni. Napftiklad jedna reakce obohaceni fondu 12plexniho obohaceni vyprodukuje
fond 12 nasledné obohacenych knihoven.

Pfi sdruzovani pfedem obohacenych knihoven do fondu podporuji reagencie sady lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx nasledujici reakce a multiplexity obohaceni.

Reagencie sady Illlumina DNA Prep with

. Reakce obohaceni Multiplexita obohaceni
Enrichment Dx
Sada 0 16 vzorcich 16 reakci 1plexni
Sada 0 96 vzorcich 8 reakci 12plexni

Dvoj az osmiplexni strategie sdruzovani do fondu

V ndsleduijici tabulce jsou uvedeny adaptéry indexu (jamky), které Ize kombinovat ve 2 az 8plexovém fondu.
Barevna oznadeni na obrazku zndzornuji jednotlivé kombinace.

Do fondu pfidejte libovolny pocet vyS$Si nez 2 shora nebo zdola sloupce. Nevkladejte do fondu napf¥i¢ fadkem.

Multiplexita Kombinace Barva na obrazku
2 Prvni dvé nebo posledni dvé Oranzova
jamky ve sloupci:
« AaB
« GaH

Radky C-F nejsou pouzity.
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Multiplexita
3
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Kombinace

illumina

Barva na obrazku

Prvni tfi nebo posledni tfi jamky ve Seda

sloupci:

« A—C

. F-H

Radky D a E nejsou pouZzity.

Prvni &tyfi nebo posledni ¢tyfi
jamky ve sloupci:

« A-D

* E-H

Prvnich pét nebo poslednich pét
jamek ve sloupci:

o A-E

« D-H

[Varianta 1] Prvnich Sest nebo

poslednich Sest jamek ve sloupci:

o A-F

« C-H

[Varianta 2] Prvni dvé jamky (A a
B) nebo posledni dvé jamky (G a
H) v jednom sloupci a libovolné
étyfi jamky v sousednim sloupci.

Prvnich sedm nebo poslednich
sedm jamek ve sloupci:

o A-G

 B-H

Cely sloupec.

Purpurova

Modra

Zelena

RGZova

Modrozelend
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Nolelelelololololo ol
soiﬁgo ok
gels/s ls]s/e
-0 000
-0 00 IGO0
-oQlol0d
Nels s ls]lels
Nolelolelolels

Devitiplexni strategie sdruzovani do fondu
Pouzijte adaptéry indexu z libovolnych jamek, které optimalizuji rovnovahu barev v ramci béhu sekvenovani,
napfiklad:
A1-H1a A2
* A4-D4 aA5-E5
* A7-F7aA8-C8
* A10-C10, A11-C11 a A12-C12

Nasledujici obrazek znazornuje vSechny &tyfi priklady.

‘000000000000
s OO0 0000000000
c©00 0000000000
0|OO 0000000000
000000000000
OO0 000 QO0000
1000000000000
QOO0 0000000O0

Tagmentace genomové DNA

Tento krok vyuziva produkt Enrichment BLT Small (eBLTS) pro tagmentaci DNA, coz je proces, ktery
fragmentuje a oznacuje DNA pomoci sekvenci adaptéru.
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Spotrebni material
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (zluty uzavér)
* TB1(Tagmentacni pufr 1)
* Voda prosta nukleaz
* DeskaPCR s 96 jamkami
* Samolepici tésnici uzavér
* Zkumavky mikroodstfredivky, 1,7 ml
* Prouzek s 8 zkumavkami
* Pipetovaci $picky
— Vicekanalové pipety, 200 pl
A UPOZORNENI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpeéné chemické latky. Vdechovanim, pozZitim,
stykem s kliZi a vniknutim do o&i miZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomticky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S
pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony
a normami platnymi ve vasi zemi. Dalsi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostredi, zdravi

a bezpecnosti prace naleznete na bezpecnostnich listech (SDS) na strance
support.illumina.com/sds.html.

Reagencie

* eBLTS musi byt skladovan pfi teplotach 2 °C az 8 °C. Nepouzivejte eBLTS, ktery byl skladovan pfi teploté
niz8inez 2 °C.

* Produkt eBLTS neodstifedujte.

Priprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

eBLTS (Zluty uzavér) 2°Caz8 °C Pfived'te k pokojové teploté. Bezprostfedné
pfed pouzitim promichejte ve vortexové
tfepacce. Pfed pipetovanim neodstredujte.

TB1 -25°Caz-15°C Prived'te k pokojové teploté. Promichejte ve
vortexové tfepacce.
2. DNA michejte ve vortexové tfepacce nebo pipetou a poté kratce odstredte.
3. UlozZte do termocykléru nasledujici program TAG:

* Zvolte moznost pfedehfatého vika a nastavte teplotu 100 °C
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* Nastavte reakéni objem na 50 pl
* 55°C po dobu5 minut
* Udrzujte pfi teploté 10 °C

Postup

1.

9.

10.
1.

Do kazdé jamky desky PCR s 96 jamkami pfidejte 2-30 yl DNA, aby bylo celkové mnoZstvi vstupniho
materialu 50-1000 ng.

Pokud je objem DNA mensi nez 30 pl, pfidejte vodu prostou nukleaz do vzorkld DNA, abyste ziskali celkovy
objem 30 pl.

DuUkladné eBLTS promichejte ve vortexové tiepaéce, dokud se ¢astice zcela neresuspenduji.

Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce, abyste pfipravili hlavni smés pro tagmentaci. Vynasobte
kazdy objem poétem zpracovavanych vzorkd.

* eBLTS (11,5 ul)

* TB1(11,5ul)

Pfebytek reagencii je zahrnut v objemu.

Pipetovanim hlavni smés pro tagmentaci dikladné promichejte.

Rozdélte objem hlavni smési pro tagmentaci rovhomérné od prouzku pro 8 zkumavek.

Vicekanalovou 200ul pipetou pfeneste 20 ul tagmentacni hlavni smési do kazdé jamky desky PCR se
vzorkem. Pro kazdy sloupec nebo fadek vzorkd pouzijte Cisté $picky.

Po vypusténi hlavni smési pro tagmentaci prouzek pro 8 zkumavek vyhodte.

Pomoci 200ul vicekanalové pipety nastavené na objem 40 pl napipetujte kazdy vzorek 10krat, abyste
zajistili promichani. Pro kazdy sloupec vzorkd pouZijte erstvé §picky.

Pfipadné zapecette desku PCR a michejte 1 minutu v tfepacce desek pfi 1600 ot./min.

Zapecette desku, umistéte ji do pfedem naprogramovaného termocykléru a spustte program TAG.
Pockejte, dokud program TAG nedosahne teploty udrzovani 10 °C, a poté desku ihned vyjméte.

Nechte desku PCR s 96 jamkami 2 minuty stat pfi pokojové teploté a poté prejdéte k dalSimu kroku.

Cisténi po tagmentaci

Tento krok promyje adaptérem oznacenou DNA v produktu eBLTS pfed amplifikaci PCR.

Spotiebni material

ST2 (Pufr pro zastaveni tagmentace 2)
TWB2 (Promyvaci pufr tagmentace 2)
Magneticky stojan desky PCR s 96 jamkami

Samolepici tésnici uzaveér
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* ProuZek s 8 zkumavkami

* Pipetovaci $picky
— Vicekanalové pipety, 20 ul
— Vicekanalové pipety, 200 ul

* Pripravte pro pozdéjsi postup:
— EPM (Smés Enhanced PCR)

— Deska adaptéru indexu

Reagencie

* Ujistéte se, Ze pouzijete vhodny magneticky stojan pro danou desku. Pouziti magnetického stojanu desky
MID pro desku PCR mUze zabranit pfilnuti pufru TWB2 na ¢3stice.

* Pufr TWB2 pipetujte pomalu, aby se minimalizovala tvorba pény a zabranilo se nasati nespravného objemu a
nedplnému promichani.

Priprava
1. Pfipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte na ledu po dobu 1 hodiny.
Promichejte v pfeklopné tfepacce a poté kratce odstredte.

ST2 15°Caz30°C Pokud je pozorovan vyskyt srazenin, ohfivejte pfi teploté
37 °C po dobu 10 minut. Poté promichejte ve vortexové
tfepacce, dokud se srazenina nerozpusti. Pouzivejte pfi
pokojové teploté.

TWB2 15°Caz30°C Pouzivejte pfi pokojové teploté.
Deska adaptéru -25°Caz-15°C Nechte 30 minut rozmrazit pfi pokojové teploté.
indexu

Postup

1. Pridejte 10 pl ST2 ke kazdé tagmentadni reakci. Pokud pouzivate vicekanalovou pipetu, napipetujte ST2 do
prouzku pro 8 zkumavek a poté preneste patfi¢né objemy na desku PCR. Pro kazdy sloupec nebo fadek
vzorkl pouzijte Cisté $picky.

2. Pomoci 200yl pipety nastavené na objem 50 ul pomalu napipetujte kazdou jamku 10krat, aby se
resuspendovaly ¢astice.

Pripadné zapecdette desku a michejte v tfepacce pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty. Podle potieby opakuijte.
Zapecette desku a poté odstfedujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.

4. Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
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5. Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢&ira (3 minuty).

6. [= 48 vzork{] Trikrat promyjte, jak je uvedeno dale.

a.

g.
h

Pomoci 200ul vicekanalové pipety nastavené na objem 60 pl odeberte a zlikvidujte supernatant, aniz
byste narusili shluk ¢astic.

Vyjméte z magnetického stojanu.
Ihned poté pomalu pfidejte 100 ul pufru TWB2 pfimo na ¢astice.

Pomalu pipetujte, dokud nebudou ¢astice zcela resuspendovany. Pfipadné zapecette desku a michejte
v tfepacce pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

V pfipadé vystiiknuti odstfedujte ke dnu pfi 280 g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢&ird (3 minuty).
Ponechte desku na magnetickém stojanu a TWB2 v jamkach, aby se zabranilo pfeschnuti pfi tfetim
promyvani. Po pfipravé hlavni smési PCR odeberte a zlikvidujte supernatant.

Pomoci 200ul vicekanalové pipety nastavené na objem 100 ul odeberte a zlikvidujte supernatant.

Opakujte kroky c—f dvakrat, abyste docilili tfi promyti.

7. [> 48 vzorkU] Ttikrat promyjte, jak je uvedeno dale.

a.

®© 2 o T

K.

Aby se predeslo preschnuti, provedte kroky b a ¢ po pfirlistcich ve velikosti 1 sloupce az 2 sloupcd,
dokud nebudou zpracovany vSechny sloupce.

Pomoci 200ul vicekanaloveé pipety nastavené na objem 60 pl odeberte a zlikvidujte supernatant.
Vyjméte z magnetického stojanu.
Ihned poté pomalu vypustte 100 ul pufru TWB2 pfimo na ¢éstice.

Pomalu pipetujte, dokud nebudou ¢astice zcela resuspendovany. Pripadné zapecdette desku a michejte
v tfepacce pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

V pfipadé vystiiknuti odstfedujte ke dnu pfi 280 g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (3 minuty).
Ponechte desku na magnetickém stojanu a TWB2 v jamkach, aby se zabranilo pfeschnuti pfi tfetim
promyvani. Po pfipravé hlavni smési PCR odeberte a zlikvidujte supernatant.

Pomoci 200ul vicekanaloveé pipety nastavené na objem 100 ul odeberte a zlikvidujte supernatant.
Sejméte z magnetického stojanu a pomalu pfidejte 100 ul pufru TWB2 pfimo na &astice.

Provedte kroky h a i po pfirlistcich ve velikosti 1 sloupce az 2 sloupcd, dokud nebudou zpracovany
vSechny sloupce.

Opakujte kroky e-h dvakrat, abyste docilili tfi promyti.

8. Ponechte na magnetickém stojanu az do kroku 4 v ¢asti Postup v kapitole Amplifikace tagmentované DNA.
Pufr TWB2 zUstava v jamkach, aby se zabranilo pfeschnuti ¢astic.

Amplifikace tagmentované DNA

Tento krok amplifikuje tagmentovanou DNA pomoci programu PCR s limitovanymi cykly. Krok PCR pfida
adaptéry indexu 1 (i7), adaptéry indexu 2 (i5) a sekvence potfebné pro vytvoreni klastru sekvenovani.
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Spotrebni material
EPM (Smés Enhanced PCR)

Deska adaptéru indexu

Deska PCR s 96 jamkami

Voda prosta nukleaz

Samolepici tésnici uzavér

Zkumavky mikroodstfedivky, 1,5 ml

Pipetovaci $picky

Vicekanalové pipety, 20 ul
Vicekanalové pipety, 200 pl

Reagencie

Desky adaptéru indexu

Jamka mlzZe obsahovat vice nez 10 ul adaptérl indexu.
Nepfidavejte vzorky na desku adaptéru indexu.

Kazda jamka na desce adaptéru je ur¢ena pro jedno pouZziti.

Pfiprava

1.

Pfipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte pfi teploté 4 °C na ledu po dobu 1 hodiny.

Promichejte v pfeklopné tfepacce a poté kratce odstredte.

Deska adaptéru -25°Caz-15°C Nechte 30 minut rozmrazit pfi pokojové teploté.
indexu

UloZte nasledujici program PCR eBLTS na termocykléru pomoci patfi¢ného poétu cykll PCR oznaceného
v nasledujici tabulce.

Zvolte moznost pfedehfatého vika a nastavte teplotu 100 °C
Nastavte reakéni objem na 50 p

72 °C po dobu 3 minut

98 °C po dobu 3 minut

X cyklG:

* 98°C podobu 20 sekund

* 60°Cpodobu 30 sekund

* 72°C podobu1minuty
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* 72°C podobu 3 minut
* Udrzujte pfi teploté 10 °C
Celkova doba béhu je pfiblizné 38 minut pro 9 cykll a pfiblizné 46 minut pro 12 cyklI.

Typ vstupniho materialu vzorku Pocet cyklt PCR (X)
gDNA, 10-49 ng 12
gDNA, 50-1000 ng 9
gDNA ziskana z FFPE, 50-1000 ng 12
gDNA ziskand z krve 9
Postup

1. Nakombinujte nasledujici soucasti k pfipravé hlavni smési PCR. Vynasobte kazdy objem poétem
zpracovavanych vzorkd.
* EPM (23 pl)
* Voda prosta nukleazy (23 pl)
Pfebytek reagencii je zahrnut v objemu.

2. Napipetujte hlavni smés PCR desetkrat, aby se promichala. Poté ji kratce odstfedte.

3. Kdyz je deska na magnetickém stojanu, pomoci 200ul vicekanalové pipety odeberte a zlikvidujte TWB2.
Péna ulpivajici na sténach jamky nema nepfiznivy vliv na knihovnu.

4. Vyjméte z magnetického stojanu.
Ihned pfidejte 40 pl hlavni smési PCR pfimo na ¢astice v kazdé jamce.

6. Ihned napipetujte smés, dokud se ¢astice zcela neresuspenduiji. Pfipadné zapecette desku a michejte v
tfepacce pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.
7. Zapecette desku se vzorky a odstredujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.
8. Odstifedujte desku adaptéru indexu pfi 1000 g po dobu 1 minuty.
9. PfFipravte desku adaptéru indexu.
* [Méné nez 96 vzorkl] Propichnéte tésnici fdlii na desce adaptéru indexu novou pipetovaci $pi¢kou
pouze u tolika jamek, kolik zpracovavate vzorkd.
* [96 vzorkd] Pfilozte novou desku PCR s poloviénim lemem na desku adaptéru indexu a tlakem na ni
propichnéte tésnici fdlii. Vyhodte desku PCR pouzitou k propichnuti tésnici félie.
10. Pomoci nové pipetovaci $pi¢ky pridejte 10 ul pfedem sparovanych adaptér( indexu do kazdé jamky.

11. Pipetou nastavte objem 40 pl, pipetovanim 10krat promichejte. Pfipadné zapecette desku a michejte v
tfepacce pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

12. Zapecette desku a poté odstredujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.
13. Umistéte do termocykléru a spustte program PCR eBLTS.
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BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, skladujte pfi teploté -25 az -15 °C po dobu nejvice 30 dni.
Cisteni knihoven
Tento krok pouziva k purifikaci amplifikovanych knihoven proces dvojstranné purifikace ¢astic.

Spotiebni material

» CB (Cistici ¢astice)

* RSB (Resuspenzaéni pufr)

* Cerstvé ptipraveny 80% ethanol (EtOH)

* Polypropylénova Ulozna deska s 96 hlubokymijamkami, 0,8 ml (deska MIDI)
* Deska PCR s 96 jamkami

* Magneticky stojan desky MIDI

* Magneticky stojan desky PCR

*  Zkumavky mikroodstredivky, 1,5 mi

* Voda prosta nukleaz

Reagencie

» Cistici ¢astice
— Pred kazdym pouzitim promichejte ve vortexové tfepacce.
— Michejte ve vortexové tfepacce €asto, aby byly ¢astice rovnomérné rozdélené.
— Nasavejte a vypoustéjte pomalu z dlvodu viskozity roztoku.

Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

CB Pokojova Michejte ve vortexové a preklopné tfepacce, dokud neni barva kapaliny
teplota homogenni.
RSB 2°Caz8°C Rozmrazujte 30 minut pfi pokojoveé teploté. Promichejte ve vortexové
tfepacce.
Postup

1. Michejte v tfepacce desku PCR s 96 jamkami pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty a poté kratce odstredte.

2. Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude €ira (1 minutu).
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3.

6
7
8.
9

Promichejte Cistici ¢astice tfikrat ve vortexové tfepacce po dobu 10 sekund a poté nékolikrat prevratte, aby
doslo k resuspendaci.

V pfipadé vysoce kvalitni gDNA postupujte nasledovné.

a. Do kazdé jamky nové desky MIDI pfidejte 77 ul vody prosté nukleazy.

b. Do kazdé jamky desky MIDI pfidejte 88 pl gisticich ¢astic.

c. Preneste 45 ul supernatantu z kazdé jamky na desce PCR do pfislusné jamky na desce MIDI.
d. Vyhodte desku PCR.
e

Pipetovanim kazdé jamky 10krat promichejte. Pfipadné zapecette desku a michejte v tfepacce pfi
1800 ot./min po dobu 1 minuty.

f. Zapecette desku a inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
g. Zkontrolujte na vyskyt vzduchovych bublin. V pfipadé vyskytu je odstfedte ke dnu.
h. Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (5 minut).

Bé&hem inkubace dlkladné michejte gistici ¢astice ve vortexové tiepacce a poté pridejte 20 ul do kazdé
jamky nové desky MIDI.

j. PFeneste 200 ul supernatantu z kazdé jamky na prvni desce MIDI do pfislusné jamky na nové desce MIDI
(obsahuijici 20 pl gisticich ¢astic).
k. Vyhodte prvni desku MIDI.

I. Pipetovanim kazdé jamky na nové desce MIDI 10krat promichejte. Pfipadné zapecette desku a michejte
v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

V pfipadé ziskané FFPE postupujte nasledovné:

a. Do kazdé jamky nové desky MIDI pfidejte 81 pl Cisticich ¢astic.

b. Preneste 45 pl supernatantu z kazdé jamky na desce PCR do pfislusné jamky na desce MIDI.

c. Vyhodte desku PCR.

d. Pipetovanim kazdé jamky 10krat promichejte. Pfipadné zapecette desku a michejte v tfepacce pfi

1800 ot./min po dobu 1 minuty.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
Zkontrolujte na vyskyt vzduchovych bublin. V pfipadé vyskytu je odstfedte ke dnu.
Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (5 minut).

Aniz byste narusili ¢astice, odeberte a zlikvidujte supernatant.

10. Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.

1.

a. Kdyz je deska na magnetickém stojanu, pfidejte 200 pl Eerstvého 80% EtOH. Nemichejte.
b. Inkubujte po dobu 30 sekund.
c. Aniz byste narusili ¢astice, odeberte a zlikvidujte supernatant.

Promyjte ¢astice podruhé.

12. Nechte schnout na vzduchu na magnetickém stojanu po dobu 5 minut.

13. PFi schnuti na vzduchu odeberte a zlikvidujte pomoci 20ul pipety zbytkovy EtOH.
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14. Vyjméte z magnetického stojanu.

15. PFidejte 17 pl pufru RSB k ¢asticim.

16. Zapeclette desku a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

17. Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

18. Zkontrolujte na vyskyt vzduchovych bublin. V pfipadé vyskytu je odstfedte ke dnu.

19. Umistéte desku na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude €ira (2 minuty).
20. Pfeneste 15 pl supernatantu ha novou desku PCR s 96 jamkami.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, zapecette desku a skladujte pfi teploté -25 az -15 °C po dobu nejvice 30 dni.

Sdruzovani predem obohacenych knihoven do fondu

Tento krok kombinuje knihovny DNA s jedine€nymi indexy do jednoho fondu tvofeného az 12 knihovnami.
Metody sdruzovani do fondu

Do fondu Ize sdruZovat podle objemu nebo hmotnosti. Podle nasledujici tabulky uréete vhodnou metodu pro
dany vstupni material.

Tabulka 2 Doporu¢ené metody sdruzovani do fondu

Vstupni material vzorku Metoda sdruzovani do fondu
gDNA, 10-49 ng Hmotnost

gDNA, 50-1000 ng Objem

gDNA ziskana z FFPE Hmotnost

gDNA ziskana z krve Objem

* Jednoplexni obohaceni nevyzaduje sdruzovani predem obohacenych knihovnen do fondu. Mize vSak byt
nutné pridat pufr RSB.

* Po kvantifikaci pfedem obohacené knihovny Ize sdruzit vSechny typy vstupniho materidlu vzork{ podle
hmotnosti tak, aby bylo dosazeno optimalniho vyvazeni indexu.

* Konecna vytéznost pfedem obohacenych knihoven generovanych béhem samostatnych experimentalnich
priprav se mizZe ménit. Proto se za U¢elem dosazeni optimalniho vyvazeniindexu doporuéuje sdruzovani do
fondu podle hmotnosti.

* Vnasledujicich situacich pouzijte 1plexni obohaceni.
* gDNA,10-49 ng
* gDNA ziskana z FFPE, 50-1000 ng

* Detekce nizké frekvence vedlejsi alely pro pfifazeni variant v somatickém rezimu
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Sdruzovani do fondu podle hmotnosti

V nasleduijicich situacich kvantifikujte knihovny, abyste mohli pouzit hmotnost DNA na knihovnu pro obohaceni
uvedenou v ¢asti Sdruzovani pfedem obohacenych knihoven do fondu pfi stejné koncentraci na strané 33.

*  Vstupni material vzorku gDNA o hmotnosti 10-49 ng
*  Vstupni material vzorku gDNA ziskané z FFPE o hmotnosti 50-1000 ng
* Detekce nizké frekvence vedlejsi alely pro pfifazeni variant v somatickém rezimu

* gDNA ziskana z krve pro optimalni vyvazeniindexu

Kvantifikace predem obohacenych knihoven

1. Zpracujte 1yl predem obohacenych knihoven pomoci upfednostriované metody kvantifikace zaloZzené na
fluorometrii, ktera vyuziva interkalani barvivo pro dvouvlaknovou DNA.

*  PromnoZstvi 50-1000 ng vysoce kvalitni gDNA o¢ekavejte vytéznost pfedem obohacenych knihoven
= 500 ng.

*  Pro mnozstvi 50-1000 ng gDNA ziskané z tkané FFPE oCekavejte vytéZznost pfedem obohacenych
knihoven 500-6000 ng, v zavislosti na kvalité po¢ate¢niho vzorku.

POZNAMKA V pfipadé pouziti metod kvantifikace s odliSnymi zkreslenimi pro tento pracovni postup
metodu kvantifikace kvalifikujte. Vysledky koncentrace se mohou liSit v zavislosti na pouzité
metodé.

Sdruzovani predem obohacenych knihoven do fondu pfri stejné koncentraci

Podle nasledujici tabulky uréete hmotnost DNA na knihovnu potifebnou pro obohaceni. Rid'te se typem vzorku a
multiplexitou obohaceni. Optimalni vytéZnost obohaceni a U¢innost rozboru neni zaru¢ena, pokud pouZijete
nizsi nez doporucené vytéznosti pfedem obohacenych knihoven.

Celkova hmotnost DNA v reakci obohaceni nesmi pfekrocit 6000 ng.

Vstupni material Multiplexita Hmotnost DNA na knihovnu Celkova hmotnost kninovny DNA
vzorku obohaceni (ng) (ng)

Vysoce kvalitni gDNA 12 250-500 3000-6000

gDNA ziskana z FFPE 1 200 200

1. Poznamenejte siindexy knihoven, které chcete vloZit do fondu v tomto kroku.

2. Na zakladé koncentrace kazdé knihovny vypoctéte objem, ktery je tfeba pfidat do reakce obohaceni, aby
byla dosaZzena pozadovana hmotnost DNA.

* Vysoce kvalitni gDNA: Vypoctéte objem knihovny potfebny pro vstupni material o hmotnosti
250-500 ng.
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* gDNA ziskana z FFPE: Vypoctéte objem knihovny potfebny pro vstupni material o hmotnosti 200 ng.
Pridejte vypocteny objem kazdé knihovny do stejné jamky na desce PCR.

Pokud je pouZita vysoce kvalitni gDNA, provedte jeden z nasledujicich postupl na zakladé celkového
objemu pfedem obohacenych knihoven sdruzenych do fondu:

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny = 30 ul, pfejdéte k postupu Hybridizace sond na strané 35.

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny < 30 ul, pfidejte pufr RSB, abyste dosahli celkovy objem
30 pl.

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny > 30 ul, pouzijte metodu zaloZzenou na ¢asticich nebo
vakuovy koncentrator ke zvySeni koncentrace vzorku sdruzeného do fondu. Pfidejte pufr RBS do
koncentrovaného vzorku sdruzeného ve fondu, abyste dosahli celkovy objem 30 .

Pokud je pouzita gDNA ziskané z tkané FFPE, provedte jeden z nasledujicich postupl na zakladé celkového

objemu pfedem obohacenych knihoven sdruzenych do fondu:

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny = 7,5 ul, pfejdéte k postupu Hybridizace sond na strané 35.

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny < 7,5 ul, pfidejte pufr RSB, abyste dosahli celkovy objem
7,5 ul.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, zapecette desku a skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C po dobu nejvice 30 dni.

Sdruzovani do fondu podle objemu

Kdyz je mnoZstvi vstupniho materidlu 50-1000 ng gDNA, neni poZadovana kvantifikace a normalizace
jednotlivych knihoven generovanych v ramci stejného experimentu.

Chcete-li dosahnout optimalni u¢innosti, sdruzte do fondu pouze vzorky pfedem obohacenych knihoven
pfipravené stejnym uzivatelem, se stejnou Sarzi reagencii a deskou adaptéru indexu.

1.
2.

Multiplexita obohaceni*

Poznamenejte si indexy knihoven, které chcete vlozit do fondu v tomto kroku.

Nakombinujte nasledujici objemy pfedem obohacenych knihoven a RSB pro danou multiplexitu obohaceni
do stejné jamky nové desky PCR.

Vysledny objem je 30 pl.

Objem kazdé predem

Objem RSB (I
obohacené knihovny (pl) ) (WD)

Tplexni 14 16

2plexni 14 2

3plexni 10 0

4plexni 7,5 0

Splexni 6 0
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Objem kazdé predem

Multiplexita obohaceni* L
obohacené knihovny (ul)

Objem RSB (pl)

Bplexni 5 0
7plexni 4,2 0,6
8plexni 3,7 0,4
9plexni 3,3 0,3
10plexni 3 0
Mplexni 2,7 0,3
12plexni 2,5 0

*Informace o nestandardnich multiplexitach (2plexni az 11plexni) naleznete v ¢asti Omezeni postupu na strané 2.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, zapecette desku a skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C po dobu nejvice 30 dni.

[Volitelné] Kvalifikace predem obohacenych knihoven

Pokud sdruzujte do fondu podle objemu, pouzijte ke kvantifikaci pfedem obohacenych knihoven metodu
zaloZenou na fluorometrii, ktera vyuziva interkalaéni barvivo pro dvouvlaknovou DNA. Ke kvalifikaci pfedem
obohacenych knihoven pouZijte analyzator fragmentl DNA s odpovidajici sadou pro analyzu fragmentd.

Pro kvalifikaci knihovny pouzijte celkovy objem 1 ul. Pfedem obohacené knihovny jsou dostate¢né
koncentrovang, aby umoziiovaly mala fedéni za u¢elem kvantifikace nebo analyzy fragmenta.

Hybridizace sond

V tomto kroku probiha vazba cilovych oblasti DNA se zachycovacimi sondami.

Reagencie sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jsou kompatibilni s panely pro obohaceni

s oligonukleotidy DNA jak od spole¢nosti lllumina, tak od nezavislych dodavatell. Dalsi informace o
pozadovanych specifikacich na panely nezavislych dodavatell naleznete v ¢asti PoZadavky na panel sond pro
obohaceni na strané 9.

Spotiebni material

* EHB2 (Hybridiza¢ni pufr pro obohaceni 2)

* NHB2 (Pufr HYB 2 + blokery IDT NXT) (modry uzaveér)
* Panel sond pro obohaceni

* Deska PCR s 96 jamkami

* Samolepici tésnici uzavér

* Pfipravte pro pozdé;jsi postup:
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— SMB3 (Streptavidinové magnetické ¢astice)

— EEW (VylepSeny promyvaci pufr pro obohaceni) (Zlutohnédy uzavér)

Reagencie
* V NHB2 se béhem skladovani vytvofi srazeniny a jednotlivé slozky se oddéli.

* Panel sond pro obohaceni oznaduje zvoleny obohacujici panel oligonukleotidl od spole¢nosti lllumina.
Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny
EHB2 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Promichejte ve vortexové
tfepacdce.

Pokud jsou pfitomny krystalky nebo zakal, zopakujte
michani ve vortexové tfepacce, nebo je rozmichejte
pohybem pipety nahoru a doll, dokud neni roztok &iry.

Panel sond pro -25°Caz-15°C Jak v pfipadé panell lllumina, tak v pfipadé panell
obohaceni (Ilumina) nezavislych dodavatelll pfivedte na pokojovou teplotu.
Promichejte ve vortexové tfepacce.

NHB2 (modry uzavér) -25°Caz-15°C Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Pfi pokojové teploté pfedehfivejte 5 minut v inkubatoru
mikrovzork{ na stejnou teplotu, jakou mé pouzita
sonda.
Promichejte jednotlivé ve vortexové tfepacéce na
maximalni rychlost 3krat po dobu 10 sekund, aby doslo
k resuspendaci.
Kratce odstredte.
Pohybujte pipetou nahoru a doll odspodu zkumavky.
Pokud jsou pfitomny krystalky nebo zakal, zopakujte
michani ve vortexové tfepacce, nebo je rozmichejte
pohybem pipety nahoru a doll, dokud neni roztok giry.
Aby se predeslo tvorbé srazenin, pouzivejte v teplém
stavu.

SMB3* 2°Caz8°C Pokud po 90minutovém ¢ekani v rdmci programu HYB
pokracujete ihned dal$im postupem, pfivedte na
pokojovou teplotu nejméné 2 hodiny pfed spusténim
programu HYB.
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Polozka Skladovani Pokyny
EEW* -25°Caz-15°C Pokud po 90minutovém ¢ekani v rdmci programu HYB
(zlutohnéda zkumavka) pokracujete ihned dalSim postupem, pfivedte na

pokojovou teplotu nejméné 2 hodiny pred spusténim
programu HYB.

Pfi pokojoveé teploté predehfivejte 30 minut

v inkubatoru mikrovzork{ na pfislusnou teplotu
hybridizace a zachyceni, nez je dokon¢en program
HYB.

*Pokud zastavite pfed ndsledujicim postupem, zpozdéte pfipravu této reagencie, dokud postupu nedoséhnete.
2. Ulozte nasledujici program HYB na termocyklér pomoci patfi¢ného podétu cykld, ktery je uveden Tabulka 3.
* Zvolte moznost pfedehfatého vika a nastavte teplotu 100 °C
* Nastavte reakéni objem
* [Vysoce kvalitni gDNA] 100 I
* [gDNA ziskana z FFPE] 25 pl
* 98°C podobu 5 minut
*  Xcykll po 1 minuté, s poéate¢nim teplotou 98 °C pfi prvnim cyklu, kterd se snizi o 2 °C pfi kazdém cyklu
*  Udrzujte 90 minut na pfislusné teploté.
* [gDNA ziskana z FFPE] 58 °C
* [80-merni panely sond] 58 °C
* [Prifazeni variant v somatickém rezimu] 58 °C
* [VSe ostatni] 62 °C

Celkova doba béhu je pfiblizné 115 minut.

Tabulka 3 Pocet cykll na vzorek nebo panel

Typ vzorku a panelu Podéet cykli (X)

gDNA ziskana z FFPE (bez ohledu na typ panelu) 20

80-merni panely sond (bez ohledu na typ vzorku) 20

Pfifazeni variant v somatickém rezimu 20

VSechny ostatni vzorky a panely 18
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Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Postup

1. [Vysoce kvalitni gDNA] PFidejte nasledujici reagencie v uvedeném poradido kazdé knihovny sdruzené do
fondu na desce PCR.
Nevytvarejte hlavni smés. Vytvoreni hlavni smési NHB2 a EHB2 ma nepfiznivy dopad na udinnost
obohaceni.

* NHB2 (modry uzavér) (50 pl)
* Panel sond pro obohaceni (10 ul)
* EHB2 (10 ul)

2. [Vysoce kvalitni gDNA] Pipetou nastavenou na objem 90 ul napipetujte kazdou jamku 10krat, abyste
promichali obsah.

3. [gDNA ziskana z FFPE] Pridejte nasledujici reagencie v uvedeném poradi do kazdé knihovny sdruzené do
fondu na desce PCR.
Nevytvarejte hlavni smés. Vytvoreni hlavni smési NHB2 a EHB2 ma nepfiznivy dopad na udinnost
obohaceni.

* NHB2 (modry uzavér) (12,5 ul)
* Panel sond pro obohaceni (2.5 pl)
* EHB2(2,5ul)

4. [gDNA ziskana z FFPE] Pipetou nastavenou na objem 20 ul napipetujte kazdou jamku 10krat, abyste
promichali obsah.

Zapecette desku se vzorky a odstiedujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.
6. Umistéte desku se vzorky do pfedem naprogramovaného termocykléru a spustte program HYB.

Kdyz skon¢i doba udrzovani teploty programu HYB, pokracujte ihned k dalSimu postupu.

A UPOZORNENI

Pokud teplota hybridiza¢ni reakce poklesne pod pokojovou teplotu, dojde k tvorbé srazenin.

Zachyceni hybridizovanych sond

Tento krok vyuziva streptavidinové magnetické ¢astice (SMB3) k zachyceni sond hybridizovanych na cilové
oblasti zajmu.

Spotrebni material

* EEW (VylepSeny promyvaci pufr pro obohaceni) (zlutohnédy uzavér)
* EE1 (Elu¢ni pufr pro obohaceni 1)

* ET2 (Elu¢ni cilovy pufr 2)

* HP3 (2N NaOH)
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Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* SMB3 (Streptavidinové magnetické ¢astice)
* 1,5ml zkumavka mikroodstfedivky
* Deska MIDI s 96 jamkami
* DeskaPCR s 96 jamkami
* Samolepici tésnici uzavér
* Magneticky stojan desky MIDI
* Pripravte pro pozdéjsi postup:
— Smés Enhanced PCR (EPM)
— Primerovy koktejl PCR (PPC)

Reagencie
* EEW

— NezZ pfedehfejete inkubator mikrovzorkd, zajistéte rozmrazovani pufru EEW pfi pokojové teploté po

dobu nejméné 2 hodin.

— Zajistéte, aby byl pufr EEW zahfivan v inkubatoru mikrovzorkd 30 minut pfed ukonéenim programu HYB.

— Kdyz se pufr EEW nepouziva, ponechte jej v inkubatoru mikrovzorkd. Pufr EEW musi zlstat béhem

protokolu zahraty.

— Po dosazené pokojové teploty miize byt zakalené.

— Mdze se jevit jako Zluté.

* SMB3

— SMB3 musi mit pfed pouzitim pokojovou teplotu.

Priprava

1. Pfipravte nasledujici spotfebni material.

PoloZka Skladovani
SMB3 2°Caz8°C
EEW -25°Caz-15°C

(zlutohnéda zkumavka)

EE1 -25°Caz-15°C
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Pokyny

Nechte stat 2 hodiny, nez dosahne pokojovou teplotu.
Michejte v pfeklopné a poté vortexové tfepacce, dokud
nedojde k Uplné resuspendaci.

Po 2 hodinach inkubace pfi pokojové teploté
predehfivejte 30 minut v inkubatoru mikrovzorkd na
pfislusnou teplotu hybridizace a zachyceni, nez je
dokonc&en program HYB.

Rozmrazte pfi pokojové teploté a poté promichejte ve
vortexové tfepacce.
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Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Polozka Skladovani Pokyny

HP3 -25°Caz-15°C Rozmrazte pfi pokojové teploté a poté promichejte ve
vortexové tfepacce.

ET2 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Promichejte ve vortexové
tfepacce.

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte naledu po dobu jedné hodiny. Promichejte
v pfeklopné tfepacce a poté kratce odstfedte. Ulozte na
led.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte naledu po dobu jedné hodiny. Michejte ve
vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte. UloZte na
led.

Pfedehfejte jeden inkubator mikrovzorkl pomoci vyhfivaci viozky MIDI a inkubujte desku se vzorky na jednu
z nasledujicich teplot. K pfedehiati pufru EEW Ize pouzit volitelny druhy inkubator mikrovzorkl. Nechte pufr
EEW na vrchu vyhtivaci viozky MIDI.

FFPE] 58 °C

-merni panely sond] 58 °C

Pfifazeni variant v somatickém rezimu] 58 °C

[
[80
[
[vs

Se ostatni] 62 °C

Postup

Zachyceni

1.

Pfidejte pufr SMB3 do pfislusné jamky nové desky, jak je uvedeno dale.
* [Vysoce kvalitni gDNA] Pfidejte 250 pl pufru SMB3.
* [gDNA ziskané z FFPE] Pfidejte 62,5 ul pufru SMB3.

Pipetou nastavenou na objem 100 pl v pfipadé vysoce kvalitni gDNA nebo na 25 pl v pfipadé FFPE pfeneste
kazdou knihovnu vloZzenou do fondu z desky PCR s 96 jamkami do pfislusné jamky na nové desce MIDI.

Zapecette desku a michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 4 minut.
V pfipadé vystfiknuti desku kratce odstredte.

Umistéte desku s knihovnami sdruzenymi do fondu na vyhfivaci viozku MIDI v inkubatoru mikrovzorkd, pod
zkumavku s pufrem EEW. Zavfete uzavér a inkubujte po dobu 15 minut pfi pfislusné teploté:

FFPE] 58 °C

-merni panel sond] 58 °C

Pfifrazeni variant v somatickém rezimu] 58 °C

[
[80
[
[VSe ostatni] 62 °C

Vyjméte desku s knihovnami sdruzenymi do fondu a odstfedujte pfi 280 g po dobu 30 sekund.

Dokument €. 200019584 v02 CZE 40 ze 68

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT



Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Ihned umistéte na magneticky stojan desky MIDI a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢&ird (2 minuty).

8. [Vysoce kvalitnig DNA] Pipetou nastavenou na objem 200 pl odeberte a zlikvidujte vSechen supernatant
z kazdé jamky, aniz byste narusili shluk &astic.

9. [gDNA ziskana z FFPE] Pipetou nastavenou na objem 90 pl odeberte a zlikvidujte vSechen supernatant
z kazdé jamky, aniz byste narusili shluk ¢astic.

10. Odeberte a zlikvidujte vS§echen zbytkovy supernatant.

Myti

1. Vyjméte z magnetického stojanu.

2. [Vysoce kvalitni gDNA] Z inkubatoru mikrovzorkd rychle odeberte pufr EEW a pfidejte 200 ul do kazdé

jamky.

[gDNA ziskana z FFPE] Z inkubatoru mikrovzork(l rychle odeberte pufr EEW a pfidejte 50 ul do kazdé
jamky.

Vratte nepouzity pufr EEW do inkubatoru mikrovzorkd a udrzujte ho v ohifatém stavu.

Zapecette a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut.

Umistéte desku se vzorkem na vyhfivaci viozku MIDI v inkubatoru mikrovzorkd, pod zkumavku s pufrem
EEW. Zavfete uzavér a inkubujte po dobu 5 minut pfi pfislusné teploté:

* [FFPE] 58°C

* [80-merni panely sond] 58 °C

e [Pfifazeni variant v somatickém rezimu] 58 °C

* [VSechny ostatni panely] 62 °C

Ihned umistéte na magneticky stojan desky MIDI a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢&ird (2 minuty).

Pipetou nastavenou na objem 200 pl v pfipadé vysoce kvalitni gDNA nebo na objem 50 pl v pfipadé vzorku
FFPE, odeberte a zlikvidujte vSechen supernatant z kazdé jamky.

Opakujte kroky 1-8 dvakrat, abyste docilili tfi promyti.

Prenos promytého objemu

1.
2.

Vyjméte z magnetického stojanu.

[Vysoce kvalitni gDNA] Z inkubatoru mikrovzorkd rychle odeberte pufr EEW a pfidejte 200 ul do kazdé
jamky.

[gDNA ziskana z FFPE] Z inkubatoru mikrovzork(l rychle odeberte pufr EEW a ptidejte 50 ul do kazdé
jamky.

Zapecette a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut. V pfipadé vystfiknuti sniZzte otacky na
1600 ot./min.
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Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

10.
1.
12.

Pfeneste roztok resuspendovanych ¢astic na novou desku MIDI.
Nékteré vzorky mohou zUstat v jamkach.

A UPOZORNENI

Pfenosem reagencie se minimalizuje pfenos zbytkovych reagencii, které mohou zablokovat

naslednou analyzu PCR.
Umistéte desku se vzorkem na vyhfivaci vioZzku MIDI v inkubatoru mikrovzork(. Zaviete uzavér a inkubujte
po dobu 5 minut pfi pfislusné teploté:
FFPE] 58 °C

[
* [80-merni panely sond] 58 °C
[Prifazeni variant v somatickém rezimu] 58 °C
* [VSe ostatni] 62 °C
Ihned umistéte na magneticky stojan desky MIDI a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢€ira (2 minuty).

Pipetou nastavenou na objem 200 pl v pfipadé vysoce kvalitni gDNA nebo na objem 50 pl v pfipadé vzorku
FFPE, odeberte a zlikvidujte vSechen supernatant z kazdé jamky.

Odstredujte desku pfi 280 g po dobu 30 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky MIDI na 10 sekund.

Pomoci 20ul pipety odeberte a zlikvidujte zbytkovou kapalinu z kazdé jamky.

Okamzité pfejdéte k postupu Eluovéani na strané 42, abyste zabranili pfiliSnému vyschnuti ¢astic a ztraté
vytéznosti knihovny.

Eluovani

© ® N O oA WP

10.

Nakombinujte nasledujici objemy pro pfipravu hlavni eluéni smési. Kazdy objem vynasobte poctem
zpracovavanych knihoven sdruzenych do fondu.

* EE1(28,5ul)

* HP3(1,5ul)

Soucdsti objemu je prebytek reagencii.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Sejméte desku MIDI z magnetického stojanu.

Do kazdé jamky pfidejte 23 pl hlavni eluéni smési.

Zapecette desku a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 2 minut.

Odstredujte pfi 280 g po dobu 30 sekund.

Umistéte na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (2 minuty).

Pfeneste 21 ul supernatantu z desky MIDI do pFislusné jamky na nové desce PCR s 96 jamkami.
Vyhodte desku MIDI.
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11. PFidejte 4 yl ET2 do kazdé jamky obsahujici 21 pl supernatantu.

12. Nastavte pipetu na 20 yl a pomalu pipetovanim kazdé jamky 10krat promichejte.
13. Zapecette desku a poté odstfedujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.

14. Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty.

Amplifikace obohacené knihovny

Tento krok vyuzivéd postup PCR k amplifikaci obohacené knihovny.

Spotrebni material
* EPM (Smés Enhanced PCR)
* PPC (Koktejl primerd PCR)

* Samolepici tésnici uzavér

Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

illumina

Polozka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte pfi teploté 4 °C na ledu po dobu jedné hodiny.
Promichejte v pfeklopné tfepalce a poté kratce odstiedte. Ulozte na
led.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazuijte pfi teploté 4 °C na ledu po dobu jedné hodiny. Michejte

ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte. Ulozte na led.

2. UloZte nasledujici program AMP na termocyklér pomoci patfi¢ného pocétu cykll PCR, ktery je uveden
v nasledujici tabulce.

Celkova doba béhu je pfiblizné 35 minut.

Zvolte moznost prfedehratého vika a nastavte teplotu 100 °C

Nastavte reakéni objem na 50 pl

98 °C po dobu 45 sekund

(X) cyklG:

* 98 °C podobu 30 sekund
* 60 °C podobu 30 sekund
e 72°Cpodobu 30 sekund
72 °C po dobu 5 minut
UdrZujte pfi teploté 10 °C
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Typ vzorku a panelu (X) cyklt
FPPE 14

Panel pro exom lllumina (CEX) pro vysoce kvalitni gDNA 10

Panel pro exom lllumina (CEX) pro FFPE 12
V8echny ostatni vzorky a panely 121234

"V pfipadé panell od nezévislych dodavatelll Ize pomoci ndsledné optimalizace uzpUsobit az na 15 cykld. V pfipadé
pouziti FFPE Ize po&et cykld uzplsobit aZz na 17.

2V ptipadé panell od nezavislych dodavatell, které maji pouze 500 sond, Ize uzplsobit az na 17 cykld. V piipadé
pouziti FFPE Ize poc&et cykll uzplsobit az na 19.

3 Pro vzorky FFPE Ize uzpUsobit aZ na 14 cykl.

4 Zvys$eni poétu cykld PCR mlze mit za nasledek vy3si vyskyt duplikatl a mensi velikosti fragment( v pfipadé vzorkd
FFPE.

Postup

Do kazdé jamky pridejte 5 ul PPC.

Do kazdé jamky pridejte 20 ul EPM.

Zapecette desku a michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstredujte desku pfi 280 g po dobu 10 sekund.

I N

Umistéte do pfedem naprogramovaného termocykléru a spustte program AMP.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu nejvice dvou dni. MiZete pfipadné ponechat
v termocykléru az 24 hodin.

Cisténi amplifikované obohacené knihovny

Tento krok vyuziva Cistici ¢astice k purifikaci obohacené knihovny a odstranéni nechténych produktd.

Spotiebni material

» CB (Cistici ¢astice)

* RSB (Resuspenzaéni pufr)

» Cerstvé ptipraveny 80% ethanol (EtOH)
* Samolepici tésnici uzavéry

* Deska MIDI s 96 jamkami

* DeskaPCR s 96 jamkami

* Magneticky stojan desky MIDI
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Reagencie

Cistici ¢astice
* PFed kazdym pouzitim promichejte ve vortexové tfepacce.
* Michejte ve vortexové tfepacce Casto, aby byly ¢astice rovhomérné rozdélené.

* Nasavejte a vypoustéjte pomalu z dlvodu viskozity roztoku.

Priprava

1.

Pfipravte nasledujici spotfebni material.

illumina

PolozZka Skladovani Pokyny
CB Pokojova Michejte ve vortexové a preklopné tfepacce, dokud neni barva
teplota kapaliny homogenni.
RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Promichejte ve vortexové tfepacce.
2. PFipravte Cerstvy roztok 80% EtOH z Cistého ethanolu.
Postup

A

© ® N o g &~ w

1.
12.
13.
14.
15.
16.

Odstredujte desku PCR pfi 280 g po dobu 10 sekund.

Promichejte Cistici astice tfikrat ve vortexové tfepacce po dobu 10 sekund a poté promichejte v pfeklopné
tfepacce.

Do kazdé jamky nové desky MIDI pridejte 40,5 pl gisticich ¢astic.

Preneste 45 ul z kazdé jamky na desce PCR do pfislusné jamky na desce MIDI.

Zapecette desku a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

Inkubujte desku MIDI pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Odstredujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢&ira (5 minut).

Pipetou nastavenou na objem 95 pl odeberte z kazdé jamky vSechen supernatant a zlikvidujte jej.

. Dvakrat promyijte, jak je uvedeno dale.

a. Kdyzje deska na magnetickém stojanu, pfidejte 200 ul ¢erstvého 80% EtOH. Nemichejte.
b. Inkubujte po dobu 30 sekund.
c. Aniz byste narusili ¢astice, odeberte a zlikvidujte supernatant.

Nechte schnout na vzduchu na magnetickém stojanu po dobu 5 minut.

Pfi schnuti na vzduchu odeberte a zlikvidujte pomoci 20 pl pipety zbytkovy EtOH z kazdé jamKky.

Vyjméte magneticky stojan a do kazdé jamky pfidejte 32 ul RSB.
Zapecette desku a michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.
Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Odstredujte pfi 280 g po dobu 10 sekund.
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17. Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude &ird (2 minuty).
18. PFeneste 30 pl supernatantu z desky MIDI s 96 jamkami do pfislusné jamky na nové desce PCR.
19. Vyhodte desku MIDI.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud zastavite analyzu, zapecette desku a skladujte pfi teploté -25 aZ -15 °C po dobu nejvice 7 dni.

Kontrola obohacenych knihoven

Ke kvantifikaci vstupniho materialu gDNA se dvéma vlakny pouzijte metodu na bazi fluorescence, ktera vyuziva
interkalaéni barvivo. Vyhnéte se pouziti metod, které méfi celkovou nukleovou kyselinu, jako je NanoDrop nebo
dalSi metody zaloZené na pohlcovani zafeni UV.

1. Spustte béh s 1 pl obohacenych knihoven s pouzitim metody kvantifikace.

POZNAMKA Celkova molarita sondy pfimou Umérou ovliviiuje vytéznost knihovny po obohaceni.

Ocekaveijte stfedni velikost fragmentu v rozmezi 125-235 bp a rozdéleni fragmentd DNA s rozsahem
velikosti ~200 bp az ~1000 bp.

Dokument €. 200019584 v02 CZE 46 ze 68

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT
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Redéni knihoven na poéateéni koncentraci

Tento krok rozfedi knihovny na po¢ateéni koncentraci pro pouzity sekvenaéni systém. Jde o prvni krok
sériového fedéni. Po zfedéni na pocatecni koncentraci jsou knihovny pfipraveny na denaturaci a zfedéni na
konecéné koncentrace pro viozeni.

Bez ohledu na pouzity panel sond pro obohaceni doporucuje spole¢nost lllumina pro sekvenovani nastavit
parovy-koncovy béh se 151 cykly na ¢teni (2 x 151) a 10 cykly na ¢teni indexu. Pokud chcete mensi pocet
prekryvajicich se ¢teni nebo mensi Cisté pokryti, mizZete sekvenovat na 2 x 126 nebo 2 x 101.

1. Vypoctéte hodnotu molarity knihovny nebo knihoven sdruzenych do fondu pomoci nasledujiciho vzorce.
*  Pro knihovny kvalifikované na analyzatoru fragmentd DNA pouZijte primérnou velikost ziskanou pro
knihovnu.

* Pro vSechny ostatni zplsoby kvalifikace pouZijte prdmérnou velikost knihovny 350 bp.

1x10° .
i th il = Molarita (nM)

660 %ﬁ X primérnd velikost knihovny (bp)

Pfiklad: Pokud je koncentrace knihovny 20 ng/ul a prdmérna velikost je 350 bp, je vysledna hodnota
molarity 86,58 nM.

20ngf,ul><106

————— = 86,58(nM)
660 —&-r x 350 (bp)
2. S pouzitim hodnoty molarity vypoctéte objemy pufru RSB a knihovny potfebné k Fedéni knihoven na

pocatecéni koncentraci pro vas systém.

Minimalni

oy , . . Pocatecni koncentrace Kone&na koncentrace pro
Sekvenachi systém pozadovany objem

T (nM) vlozeni (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) nebo 310 1,75 350

(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM je pocatecni koncentrace pro koneé¢nou koncentraci pro viozeni 350 pM. V
pfipadé potfeby upravte kone¢nou koncentraci pro vlozeni podle nasledujici tabulky.

Konecéna koncentrace pro Koncentrace knihovny
vlozeni (pM) sdruzené do fondu (nM)
100 0,50
150 0,75
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Konecéna koncentrace pro Koncentrace knihovny
vioZeni (pM) sdruzené do fondu (nM)
200 1
250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Naredte knihovny pomoci pufru RSB:
* Knihovny kvantifikované jako multiplexovany fond knihoven — Nafedte fond na poc¢atecni koncentraci
pro vas systém.
* Knihovny kvantifikované jednotlivé — Nafedte kazdou knihovnu na po¢ateéni koncentraci pro vas

systém. Pfidejte 10 ul kazdé nafedéné knihovny do zkumavky, abyste vytvofili multiplexovany fond
knihoven.

4. Podle pokynl pro denaturaci a fedéni pro vas systém nafedte na kone¢nou koncentraci pro viozeni.
* Prosystém NextSeq 550Dx viz Priprava na sekvenovani systémem NextSeq 550Dx na strané 48.
*  Pro systém MiSeqDx System viz Priprava sekvenovani MiSeqDx na strané 50.

*  Pro systém NovaSeq 6000Dx viz Priprava na sekvenovani systémem NovaSeq 6000Dx na strané 51.

Konecéné koncentrace pro vioZeni jsou pocate¢nim bodem a obecnym pokynem. Optimalizujte koncentrace
pro pouzity pracovni postup a metodu kvantifikace béhem nasledujicich b&hl sekvenovani nebo titraci
s prdtokovou kyvetou.

Priprava na sekvenovani systémem NextSeq 550Dx

Pfi denaturaci a fedéni knihoven za U¢elem sekvenovani na sekvenaénim systému NextSeq 550Dx postupujte
podle nasledujicich pokynd.

Spotirebni material

* HT1 (Hybridiza¢ni pufr)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
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Priprava

Pfipravte cCerstvé fedéni 0,2N roztoku NaOH pro denaturaci knihoven pro sekvenovani. Chcete-li zabranit tomu,
aby drobné chyby pfi pipetovani ovlivnily kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravte jesté dalSi objem.

A UPOZORNENI

Cerstvé zfedény 0,2N roztok NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace mlize
snizit vytéznost.
Zkombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, a zfedte 1N roztok NaOH na 0,2N roztok
NaOH:
Pfipravte nasledujici spotfebni material.
Polozka Skladovani Pokyny
HT1 -25°C Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté. Uchovejte pfi teploté 2 °C az 8 °C,
az-15°C dokud nejste pfipraveni zfedit denaturované knihovny.
Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, abyste pfipravili Cerstvé fedéni NaOH:
* Voda laboratornijakosti (800 pl)
* TN NaOH (200 pl)
Vysledkem je 1 ml NaOH s koncentraci 0,2 N.
Nékolikrat zkumavku obratte, aby se promichal jeji obsah.

Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, abyste si pfipravili roztok Tris-HCI
s koncentraci 200 mM a pH 7,0.

* Voda laboratornijakosti (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Vysledkem je 1 ml roztoku Tris-HCI s koncentraci 200 mM a pH 7,0

POZNAMKA Nechte zkumavku uzavienou. Pouzijte ¢erstvé fedéni, od jehoZ pfipravy neubéhlo vice
nez 12 hodin.

Denaturace knihoven

1.

Nakombinujte nasledujici objemy knihovny a ¢erstvé zfedéného 0,2N roztoku NaOH ve zkumavce
mikroodstfedivky.

* 10 pl knihovny

* 10l 0,2N NaOH

Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

Pridejte 10 pl roztoku Tris-HCI s koncentraci 200 MM a pH 7.
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Redéni denaturovanych knihoven na 20 pM

1. PFidejte 970 pl prfedchlazeného pufru HT1 do zkumavky s denaturovanymi knihovnami.
Vysledkem je denaturovana knihovna s koncentraci 20 pM.

2. Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstiedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

3. Umistéte 20pM knihovny na led, dokud nejste pfipraveni prejit ke kone¢nému fedéni.

Redéni knihoven na podateéni koncentraci

1. PFidejte nasledujici objemy k nafedéni 20pM roztoku denaturované knihovny na koncentraci 1,2 pM.
* Roztok denaturované knihovny (78 pl)

* Predchlazeny pufr HT1 (1222 pl)
Celkovy objem je 1,3 ml pfi koncentraci 1,2 pM.
2. Promichejte v pfeklopné tfepacce a poté pulzné odstiedujte.

3. Prejdéte k sekvenaci. Pokyny naleznete v referenéni priruc¢ce pro pfistroj NextSeq 550Dx (dokument ¢.
1000000009513).

Priprava sekvenovani MiSeqDx

PFi denaturaci a fedéni knihoven za U¢elem sekvenovani na sekvenacnim systému MiSeqDx postupujte podle
nasledujicich pokynd.

Spotiebni material
* HT1 (Hybridiza¢ni pufr)
* TN NaOH

Pfiprava

Pfipravte cCerstvé fedéni 0,2N roztoku NaOH pro denaturaci knihoven pro sekvenovani. Chcete-li zabranit tomu,
aby drobné chyby pfi pipetovani ovlivnily kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravte jesté dalsi objem.

A UPOZORNENI

Cerstvé zfedény 0,2N roztok NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace mlize
snizit vytéznost.
1. Zkombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, a zfedte 1N roztok NaOH na 0,2N roztok
NaOH:

1. Pfipravte nasledujici spotfebni material.
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Polozka  Skladovani Pokyny
HT1 -25°Caz-15°C Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté. Uchovejte pfi teploté 2 °C
az 8 °C, dokud nejste pfipraveni zfedit denaturované knihovny.
2. Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, abyste pfipravili cerstvé fedéni NaOH:
* Voda laboratorni jakosti (800 pl)

e 1N NaOH (200 pl)
Vysledkem je 1 ml NaOH s koncentraci 0,2 N.

POZNAMKA Nechte zkumavku uzavienou. PouZijte Cerstvé fedéni, od jehoZ pfipravy neubéhlo vice
nez 12 hodin.

Denaturizace 4nM knihovny

1. Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky.
* 4 nM knihovna (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

Pridejte 990 ul pfedchlazeného pufru HT1 do zkumavky s denaturovanou knihovnou.
Vysledkem je 1 ml denaturované knihovny s koncentraci 20 pM.

Redéni denaturované 20pM knihovny

1. Naredte na pozadovanou koncentraci s pouzitim nasledujicich objema.

Koncentrace 6pM 8pM 10pM 1 pM 12pM 15pM 20pM
Knihovna 20 pM 180l 240l 300l 330pl 360u 450 ul 600 i
Predchlazeny pufr HT1 4201 360l 300l 270l 240wl 150 O ul

2. Promichejte v pfeklopné tfepacce a poté pulzné odstiedujte.

3. Prejdéte k sekvenaci. Pokyny naleznete v referenéni pfiruéce pfistroje MiSeqDx pro systém MOS v4
(dokument ¢. 1000000157953).

Priprava na sekvenovani systémem NovaSeq 6000Dx

Pfi denaturaci a fedéni knihoven za U¢elem sekvenovani na sekvenaénim systému NovaSeq 6000Dx postupujte
podle nasledujicich pokynd.
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Spotrebni material

HP3 (2N NaOH)

RSB (Resuspenzacéni pufr)

1N NaOH

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

400 mM Tris-HCI, pH 8,0

Zkumavka pro knihovnu NovaSeq 6000Dx

Priprava

Pfipravte cCerstvé fedéni 0,2N roztoku NaOH pro denaturaci knihoven pro sekvenovani. Chcete-li zabranit tomu,
aby drobné chyby pfi pipetovani ovlivnily kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravte jesté dalSi objem.

A UPOZORNENI

Cerstvé zfedény 0,2N roztok NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace mlize
snizit vytéznost.
Zkombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky, a zfedte 1N roztok NaOH na 0,2N roztok
NaOH:
Tabulka 4 Rezim S2
Objem jedné pratokové kyvety Objem dvou pritokovych kyvet

Reagencie

g ) ()
Voda laboratorni 40 80
jakosti
1N roztok NaOH 10 20

Tyto objemy odpovidaji 50 pl 0,2N roztoku NaOH pro jednu pritokovou kyvetu nebo 100 ul 0,2N roztoku
NaOH pro dvé prltokové kyvety.

Tabulka 5 ReZzim S4
Objem jedné pritokové kyvety Objem dvou pritokovych kyvet

Reagencie

J () (ul)
Voda laboratorni 80 160
jakosti
1N roztok NaOH 20 40

Tyto objemy odpovidaji 100 ul 0,2N roztoku NaOH pro jednu prdtokovou kyvetu nebo 200 ul 0,2N roztoku
NaOH pro dvé prltokové kyvety.

2. Nékolikrdt zkumavku obratte, aby se promichal jeji obsah, nebo pouZzijte vortexovou tfepacku.
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POZNAMKA Nechte zkumavku uzavienou. PouZijte Cerstvé fedéni, od jehoz pfipravy neubéhlo vice
nez 12 hodin.

Vytvoreni fondu normalizovanych knihoven

Koncentrace pro vioZeni se mlze li$it v zavislosti na pfipravé knihovny a metodach kvantifikace a normalizace.

Pomoci nasledujicich pokynl normalizujte knihovny na pfisludnou koncentraci a poté je viozte do fondu.
Knihovny sekvenované na stejné pritokové kyveté musi byt zkombinovéany do jednoho normalizovaného fondu.

POZNAMKA  Maximalni po&et vzorkd, u kterych Ize provést analyzu v jednom b&hu pomoci sady lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx, je 192. Tento limit je dan celkovym poétem index UD v sadé A
aB.

Normalizace knihoven pro sdruzovani do fondu

1. UrCete pozadovanou koncentraci knihovny sdruzené do fondu na zakladé pozadované koneéné
koncentrace pro vlozeni.

* Pro koneénou koncentraci pro viozeni 350 pM je pozadovana koncentrace knihovny sdruzené do fondu
1,75 nM.

* Chcete-li ur¢it koncentraci knihovny sdruzené do fondu pro jinou kone¢nou koncentraci pro vlozeni,
postupuijte podle &&sti Redéni knihoven na poéatecni koncentraci na strané 47.

2. Normalizujte knihovny na pozadovanou koncentraci knihovny sdruzené do fondu 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
Potfebujete-li pomoc s fedénim knihoven na vhodnou koncentraci, postupujte podle Kalkulacky sdruzovani
do fondu na webu lllumina.

Doporucené koncentrace pro vioZeni

Optimalni koncentrace DNA pro vlozeni zavisi na typu knihovny a velikosti viozky. V pfipadé knihoven, které
jsou vétsinez 450 bp, mohou byt nutné vyssi koncentrace pro viozeni.

Sdruzovani normalizovanych knihoven do fondu a pridani volitelné kontroly PhiX

1. Zkombinujte pfislusny objem kazdé normalizované knihovny v nové zkumavce mikroodstrfedivky tak, abyste
ziskali jeden z nasledujicich kone¢nych objemu:

Rezim Koneény objem (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Volitelné] Pridejte $picku 1% nedenaturované kontroly PhiX>, jak je uvedeno nize.
a. Zredte 10 nM PhiX na 2,5 nM pomoci 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
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b. Pridejte vhodny objem nedenaturované 2,5nM kontroly PhiX do zkumavky s nedenaturovanym fondem
knihoven.

Rezim Nedenaturovana 2,5nM kontrola PhiX (ul) Nedenaturovany fond knihoven (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Pokud je pfidana Spicka ke kontrole PhiX, je doporu¢ené mnozstvi pro dobfe vyvazené knihovny 1 %.
Knihovny s nizkou diverzitou mohou vyzadovat vys$si hodnotu. Pokud chcete pouzit kontrolu PhiX
s knihovnami s nizkou diverzitou, pozadejte o navod technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Denaturace fondu knihoven a volitelna kontrola PhiX

1. Do zkumavky s nedenaturovanym fondem knihoven a volitelnou kontrolou PhiX pfidejte 0,2N roztok NaOH
nasledujicim zplsobem.

Pritokova 0,2N roztok Nedenaturovany fond Vvsledny obiem

kyveta NaOH knihoven (pl) y y ob)

S2 37 150 187 ulnebo 187,9 pl s
kontrolou PhiX

sS4 77 310 387 ulnebo 388,9 ul's

kontrolou PhiX

Nasad'te uzavér a kratce promichejte vortexovou tfepackou.
Odstredujte pfi 280 g po dobu az 1 minuty.

Inkubujte 8 minut pfi pokojové teploté kvili denaturaci.

K neutralizaci pfidejte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 takto.

GoR W

Rezim 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Vysledny objem
S2 38 225 plnebo 225,9 ul s kontrolou PhiX
S4 78 465 pl nebo 466,9 ul s kontrolou PhiX

6. Nasadte uzavér a kratce promichejte vortexovou tfepackou.
Odstredujte pfi 280 g po dobu az 1 minuty.

8. Preneste cely objem denaturované knihovny nebo denaturované knihovny s kontrolou PhiX do zkumavky
pro knihovnu NovaSeq 6000Dx.

9. Prejdéte k sekvenaci. Pokyny naleznete v dokumentaci k pfistroji NovaSeq 6000Dx (dokument ¢.
200010105).
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Reseni problémd

illumina

K feseni problém v pracovnim postupu mlzete pouzit nasledujici tabulku. Pokud se béh sekvenovani nebo
pFiprava knihovny pro vzorek dvakrat nezdafi, mize byt nutné provést dodate¢né fedeni problém(. Obratte se
na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Pozorovani

Béh sekvenovani
nevyhovuje
specifikacim kontroly
kvality

Chyba pfi generovani
souboru FASTQ nebo
obecna chyba
sekvenovani (napf.
chyba sité, chyba pfi
vkladani/odebirani
reagencii atd.)

Mozna
pfi¢ina
Chyba
uzivatele
nebo
laboratorniho
vybaveni
v ramci
pracovniho
postupu
rozboru

Problém s
pfistrojem
Problém se
softwarem
nebo
pfistrojem

Dokument €. 200019584 v02 CZE

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT

Doporucéeny postup

Kvalifikaci obohacenych knihoven zajistite patfi¢nou vytéznost
knihoven a rozdéleni velikosti fragmentd. Opakuijte pfipravu knihovny
od jednoho z nasledujicich krokl v zavislosti na tom, kde doslo k
domnéle chybnému pouziti nebo zavadé vybaveni. Pokud doslo k
neznamé nebo jiné chybé, obratte se v ramci odstranovani chyby
béhu na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

» Opakujte sekvenovani knihoven. Viz ¢asti Priprava na sekvenovani
systémem NextSeq 550Dx na strané 48, Priprava sekvenovani
MiSeqDx na strané 50 nebo Pfiprava na sekvenovani systémem
NovaSeq 6000Dx na strané 51.

» Opakujte obohaceni knihoven. Viz ¢ast Hybridizace sond na strané
35.

» Zacnéte s pfipravou knihovny od za¢atku pracovniho postupu. Viz
¢ast Navod k pouZiti na strané 20.

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Ndapovédu ke generovani souboru FASTQ naleznete v pfirucce
softwaru Local Run Manager (dokument ¢. 100000002702),
referenéni prirucce pro pfistroj NextSeq 550Dx (dokument é.
71000000009513), referencni pfirucce pfistroje MiSeqDx pro systém
MOS v4 (dokument ¢. 1000000157953) nebo v dokumentaci pro
pfistroj NovaSeq 6000Dx (dokument &. 200010105).

DalSi pomoc ziskate od zakaznické podpory spole¢nosti lllumina.
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Mozna
pfi¢ina
Knihovna DNA Nebyly
negeneruje splnény
dostate€nou vytéznost pozadavky na
pro viozeni vstupni
k sekvenovani material
vzorkd

Chybné
pouziti nebo
zavada
vybaveniv
pracovnim
postupu
rozboru

Pozorovani

Pozadavky na
panel sond

Doporucéeny postup

Zajistéte vhodny vstupni material vzorkd a opakujte pfipravu
knihovny.
Viz ¢ast Doporuceni ke vstupnimu materidlu vzorku na strané 17.

Opakujte pfipravu knihovny od jednoho z nasledujicich krokl v
zavislosti na tom, kde doslo k domnéle chybnému pouziti nebo
zdvadé vybaveni. Pokud doslo k nezndmé nebo jiné chybé, obratte se
v ramci odstrafiovani chyby béhu na technickou podporu spoleénosti
lllumina.

* Opakujte sekvenovani knihoven. Viz ¢asti Priprava na sekvenovani
systémem NextSeq 550Dx na strané 48, Pfiprava sekvenovani
MiSeqDx na strané 50 nebo Pfiprava na sekvenovani systémem
NovaSeq 6000Dx na strané 51.

» Opakujte obohaceni knihoven. Viz ¢ast Hybridizace sond na strané
35.

o Zacnéte s pfipravou knihovny od zacatku pracovniho postupu. Viz
¢ast Navod k pouZiti na strané 20.

Zajistéte vhodny panel sond pro obohaceni a opakujte pfipravu
knihovny.

pro obohaceni Viz ¢ast PoZadavky na panel sond pro obohaceni na strané 9.

nebyly
splnény

Charakteristiky u¢innosti

Charakteristiky uc¢innosti aplikace DRAGEN pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pro systém
NovaSeq 6000Dx jsou uvedeny v pribalovém letaku k pfistroji NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200025276).

Uginnost s panely pro cely exom

Uginnost panelu pro exom byla testovana s pouZitim nejnizsiho (50 ng) a nejvy$siho (1000 ng) doporuéeného
mnozstvi vstupniho materialu Coriell Cell Line gDNA NA12878, se znamymi zavéry stanovenymi pro detekci
germinalnich variant (Coriell Platinum Genome). Jako reprezentativni panely byly pouzity Panel pro exom 1
(45 Mb) a Panel pro exom 2 (36,8 Mb). 24 technickych replikatl bylo otestovano rozborem lllumina DNA Prep
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with Enrichhment Dx s vyuzitim Panelu pro exom 1 (45 Mb) v rdmci dvou 12plexnich reakci obohaceni. 12
technickych replikatl bylo otestovano rozborem lllumina DNA Prep with Enrichhment Dx s vyuzitim Panelu pro
exom 2 (36,8 Mb) v ramci jedné 12plexni reakci obohaceni. Obohacené knihovny byly sekvenovany na
sekvenaénim systému NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.

V nasleduijici tabulce jsou uvedeny stfedni hodnoty metrik U¢innosti sekundarniho sekvenovani a pfifazeni
variant pro technické replikaty testované s jednotlivymi panely.

Tabulka 6 Uc¢innost rozboru se dvéma panely pro cely exom

Obohaceni .
e e e Median . , .

s jedineénymi Jednotnost , , Presnost Sila Presnost
Panel e , déelky Sila SNV’ . .

¢tenimi pokryti SNV?2 indelu’ indelu?

- fragmentu

s vyplni
Panelpro 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
exom 1
(45 Mb)
Panelpro 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
exom 2
(36,8 Mb)

1Sila=pozitivni/(skute¢né pozitivni + faleSné negativni)
2Pfesnost=skutecné pozitivni/(skute¢né pozitivni + faleSné pozitivni)

Limit detekce

K otestovani limitu detekce byl pouzit referenéni standard Horizon HD799 DNA. Standard HD799 obsahuje
mirné znehodnocenou, formalinem osetfenou DNA se znamymi SNV na frekvencich alely v rozsahu 1-24,5 %.
Bylo pouzito nejmensi doporu¢ené mnozstvi vstupniho materidlu DNA (50 ng) a byla vyhodnocena mira detekce
SNV s = 5,0% frekvenci variantni alely (VAF). 16 technickych replikatl bylo otestovano rozborem lllumina DNA
Prep with Enrichhment Dx s vyuZitim pracovniho postupu FFPE, obohaceno panelem obohaceni pro véechny
typy karcinom0 (1,94 Mb) v 16 (1plexnich) obohacenich a nasledné sekvenovano na pfistroji NextSeq 550Dx

s modulem DNA GenerateFASTQ Dx.

VS8echny vzorky splnily poZzadavky na vzorek specifické pro panel, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 7 Ug&innost vzorku z hlediska limitu detekce

i . Primér
Panel Mira detekce variant SNV s = 5,0 % VAF 3
Jednotnost pokryti
Panel obohaceni pro vsechny 100 % 99 %
typy karcinom( (1,94 Mb,
523 genl)
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Interferujici latky

Vliv potencialné ovliviiujicich latek byl vyhodnocen v sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyhodnocenim
ucinnosti rozboru za pfitomnosti ovliviaujicich latek.

Ovlivnéni v plné Kkrvi

Acetaminofen (exogenni sloucenina, Iék), kreatinin a triglyceridy (endogenni metabolity) byly testovany jejich
vpravenim do vzorkd plné lidské krve pied extrakci DNA. Aby bylo mozné vyhodnotit ovlivnéni v désledku
odbéru krve (kratky odbér), byl do vzorkl pIné krve vpraven také roztok EDTA. Aby bylo mozné vyhodnotit
ovlivnéni v disledku pfipravy vzorku, byl navic do DNA ziskané z pIné krve vpraven ethanol v kvalité pro
molekularni biologii.

V nasleduijici tabulce jsou uvedeny testovaci koncentrace pro jednotlivé ovliviujici faktory.

Tabulka 8 Potencialné ovliviujici latky a koncentrace testované v piné krvi
Testovana latka Testovaci koncentrace
Acetaminofen 15,6 mg/dI*

Trojnasobek nejvyssi koncentrace oCekavané béhem
terapeutické davky léku.

Kreatinin 15 mg/dI*
Nejvyssi pozorovana koncentrace v populaci.
Triglyceridy 1,5 g/dI*
Nejvys$si pozorovana koncentrace v populaci.
EDTA 6 mg/ml
Trojndasobek koncentrace ocekavané v krvi odebrané ve
zkumavkach s EDTA.

Ethanol v kvalité pro molekuldrni biologii 15 % v/v
V eluatu po extrakci DNA.

*Podle normy CLSI EP37-ED1:2018

Pro kazdou ovliviiujici Iatku bylo otestovano 12 technickych replikatd rozborem lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx obohacenym panelem pro exom 1 (45 Mb) v jednom (12plexnim) obohaceni. Nasledné bylo
provedeno sekvenovani pfistrojem NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx.

Pro testované latky splnilo véech 12 vzorkl poZadavky na uc¢innost vzorku a nebylo pozorovano zadné ovlivnéni
ucinnosti rozboru.

Ovlivnéni v tkani FFPE

Byly otestovany dva kolorektalni vzorky FFPE — jeden za pfitomnosti a jeden za absence hemoglobinu — pfi
hodnoté 0,1 mg na 10 um &asti FFPE. Tyto vzorky pfedstavovaly nejhor$i mozny pfipad 50% kontaminace
vzorku tkané FFPE krvi s vysokou hladinou hemoglobinu. Vzorky byly otestovany rozborem lllumina DNA Prep

Dokument €. 200019584 v02 CZE 58 ze 68

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT



Pfibalovy letak k sadé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

with Enrichment Dx s pouZitim panelu obohaceni pro véechny typy karcinomu 1 (1,94 Mb), ktery je
reprezentativnim panelem v pfipadé jednoplexnich obohaceni. Obohacené knihovny byly nasledné
sekvenovany v pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx. VSechny vzorky splnily pozadavky
na ucinnost vzorku a bylo prokdzano, ze hemoglobin neovliviiuje U¢innost rozboru.

Aby bylo mozné vyhodnotit ovlivnéni zplsobené pfipravou vzorku, byly dvé exogenni slou¢eniny pfidan do DNA
ziskané ze vzorku tkané FFPE karcinomu mocového méchyre. Testované exogenni latky jsou roztoky pro
extrakci, které jsou bézné pouzivany v procesu extrakce DNA a jsou uvedeny spole¢né s testovanym
mnoZstvim v nasledujici tabulce.

Roztoky testovanych latek jsou komer&né dostupné v sadach pro izolaci DNA kolonkovou metodou.

Tabulka 9 Potencialné ovliviujici exogenni latky a koncentrace testované v ramci FFPE

Testovana latka Testovana koncentrace (ul / 30 pl eluatu)
Deparafinizac¢ni ¢inidlo 113 x 1078
Promyvaci pufr AW2 0,417

Pro kazdou ovliviiujici Iatku bylo otestovano osm technickych replikatl rozborem lllumina DNA Prep with
Enrichhment Dx, obohaceno panelem obohaceni pro viechny typy karcinomut (1,94 Mb) v ramci jednoplexnich
obohaceni a nasledné sekvenovano na pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx.

Pro obé testované latky splnilo véech osm vzorkd pozadavky na G¢innost vzorku a nebylo pozorovano zadné
ovlivnéni u¢innosti rozboru.

KFizova kontaminace

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (Zenské pohlavi, 10 vzorkd), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (muzské pohlavi,
12 vzorkU) a kontroly bez templatu (NTC, 2 vzorky) byly otestovény rozborem lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx v $achovnicovém usporadani desky. V8echny vzorky pouzivaly nejvy$si doporu¢ené mnozstvi
vstupniho materidlu gDNA (1000 ng), coz je nejpfisnéj$i podminka pro hodnoceni kiizové kontaminace vzorkd.
Testovani bylo provedeno dvakrat dvéma rliznymi pracovniky. V rdmci 12plexnich reakci obohaceni byl pouZit
Panel pro exom 1 (45 Mb). Obohacené knihovny byly sekvenovany v pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA
GenerateFASTQ Dx. Hodnoceni bylo provedeno rozborem pokryti chromozomu Y specifického pro muzské
pohlavi ve vzorcich Zenského pohlavi tim, Ze byly porovnany s hodnotami pozadi piné desky vzorkd Zzenského
pohlavi jako i se zastoupenim indexu ve vzorcich NTC.

Tabulka 10 Vysledky kfizové kontaminace

Vzorky zenského pohlavi s pokrytim muzského
chromozomu Y se zakladni Urovni Sumu < 3x

100 % < 0,0005 %

Zastoupeni indexu ve vzorcich NTC
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Priloha: Sekvence adaptéru indext UD lllumina

Tyto jedine¢né dvojité (UD) adaptéry indexu jsou usporadany na desce tak, aby obsluhu pfimély dodrzovat
doporucenou strategii parovani. Adaptéry indexu maji délku 10 bazi namisto obvyklych osmi bazi.

Adaptéry indexu 1 (i7)
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptéry indexu 2 (i5)
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Pro ofiznuti adaptéru ¢teni 1 a ¢teni 2 je pouzita nasledujici sekvence.
CTGTCTCTTATACACATCT

Adaptéry indexu - deska A/sada 1

Nazev indexu Baze i7 v adaptéru Baze i5 v adaptéru
UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGTTAAT
UDPO009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UbP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDP0016 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDPO0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA
UDPO0O018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG
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Nazev indexu
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDPO0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDP0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDPO0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048

Baze i7 v adaptéru

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG
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Baze i5 v adaptéru

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG
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Nazev indexu
UDP0049
UDPO0O050
UDPO0051
UDP0052
UDP0053
UDPO0054
UDP0055
UDP0056
UDP0057
UDPO0058
UDP0059
UDP0060
UDP0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDP0065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDPO0070
UDPOO0O71
UDP0072
UDP0073
UDPO0074
UDPO0075
UDP0076
UDP0077
UDPO0O078

Baze i7 v adaptéru

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

TTGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA

CGCACTAATG
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Baze i5 v adaptéru

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA
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Nazev indexu
UDP0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDP0085
UDP0086
UDP0087
uUDP0088
UDP0089
UDP0090
UDP0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDP0095
UDP0096

Adaptéry indexu - deska B/sada 2

Nazev indexu
UDP0097
UDP0098
UDP0099
UDP0100
UDPO0101
UDP0102
UDP0103
UDP0104
UDP0105

Baze i7 v adaptéru

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

CATGTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACGC

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG

Baze i7 v adaptéru

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG
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Baze i5 v adaptéru

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Baze i5 v adaptéru

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT
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Nazev indexu Baze i7 v adaptéru
UDP0106 TTCTACAGAA
UDP0107 TATTGCGTTC
UDPO0O108 CATGAGTACT
UDP0109 TAATTCTACC
UDP0110 ACGCTAATTA
UDPO111 CCTTGTTAAT
UDPO112 GTAGCCATCA
UDP0O113 CTTGTAATTC
UbP0114 TCCAATTCTA
UDPO115 AGAGCTGCCT
UDPO116 CTTCGCCGAT
UbP0117 TCGGTCACGG
UDP0118 GAACAAGTAT
UDP0119 AATTGGCGGA
UDPO0120 GGCCTGTCCT
UDP0121 TAGGTTCTCT
UDP0122 ACACAATATC
UDP0123 TTCCTGTACG
UDPO0124 GGTAACGCAG
UDP0125 TCCACGGCCT
UDP0126 GATACCTCCT
UDP0127 CAACGTCAGC
UDPO0128 CGGTTATTAG
UDPO0129 CGCGCCTAGA
UDP0130 TCTTGGCTAT
UDP0131 TCACACCGAA
UDP0132 AACGTTACAT
UDP0133 CGGCCTCGTT
UDP0134 CATAACACCA
UDP0135 ACAGAGGCCA
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Baze i5 v adaptéru

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG
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Nazev indexu Baze i7 v adaptéru
UDP0136 TGGTGCCTGG
UDP0137 TAGGAACCGG
UDPO0O138 AATATTGGCC
UDP0139 ATAGGTATTC
UDP0140 CCTTCACGTA
UDP0141 GGCCAATAAG
UDPO0142 CAGTAGTTGT
UbP0143 TTCATCCAAC
UDP0144 CAATTGGATT
UDP0145 GGCCATCATA
UDPO0146 AATTGCTGCG
UbP0147 TAAGGAACGT
uUDP0148 CTATACGCGG
UDP0149 ATTCAGAATC
UDPO0O150 GTATTICTCTA
UDPO0151 CCTGATACAA
UDP0152 GACCGCTGTG
UDPO0153 TTCAGCGTGG
UDPO0O154 AACTCCGAAC
UDPO155 ATTCCGCTAT
UDP0156 TGAATATTGC
UDP0157 CGCAATCTAG
UDPO0O158 AACCGCATCG
UDP0159 CTAGTCCGGA
UDP0160 GCTCCGTCAC
UDPO0161 AGATGGAATT
UDPO0O162 ACACCGTTAA
UDP0163 GATAACAAGT
UDP0164 CTGGTACACG
UDP0165 CGAAGGTTAA
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Baze i5 v adaptéru

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA
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Nazev indexu Baze i7 v adaptéru
UDP0166 ATCGCATATG
UDP0167 ATCATAGGCT
UDPO0O168 GATTGTCATA
UDPO0O169 CCAACAACAT
UDP0170 TTGGTGGTGC
UDPO171 GCGAACGCCT
UDPO0172 CAACCGGAGG
UDP0173 AGCGGTGGAC
UDP0174 GACGAACAAT
UDPO0175 CCACTGGTCC
UDPO0O176 TGTTAGAAGG
UbP0177 TATATTCGAG
UDP0178 CGCGACGATC
UDP0179 GCCTCGGATA
UDPO0O180 TGAGACAGCG
UDP0O181 TGTTCGCATT
UDP0182 TCCAAGAATT
UDP0183 GCTGTAGGAA
UDP0O184 ATACCTGGAT
UDP0185 GTTGGACCGT
UDP0186 ACCAAGTTAC
UDP0187 GTGTGGCGCT
UDPO0O188 GGCAGTAGCA
UDP0189 TGCGGTGTTG
UDP0190 GATTAAGGTG
UDP0191 CAACATTCAA
UDPO0192 GTGTTACCGG
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Baze i5 v adaptéru

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC

TCTTACATCA

CGCCATACCT

CTAATGTCTT

CAACCGGAGG

GGCAGTAGCA

TTAGGATAGA

CGCAATCTAG

GAGTTGTACT
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Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény
Dokument ¢. 200019584 | ZA&ri Byl pfidan obsah tykajici se podpory sekvenovani na pfistroji NovaSeq
v02 2022 6000Dx.

Dokument €. 200019584 | Kvéten Byly pfidany nazvy a katalogova &isla sekvenaénich systémd.
v01 2022 Byly odstranény informace o jedine¢ném dvojitém indexovani pro
knihovny s jednim indexem.

Dokument €. 200019584 | Kvéten Prvni vydani.
v00 2022
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Stitky na produktech

UpIné reference k symboldim, které se objevuiji na baleni a oznaéeni produktu, naleznete v kli¢i symbold na
adrese support.illumina.com na karté Documentation (Dokumentace) pfislusné sady.
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