Pribalovy letak supravy Illumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO
IBA NA EXPORT

Ugel pouzitia

Suprava lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx je supravou reagencii a spotrebného materialu, ktora sa
pouziva na pripravu kniznic vzoriek z gendmovej DNA ziskanej z ludskych buniek a tkaniv. Panely sond na
pripravu kniznic, ktoré cielia na $pecifické gendmové oblasti, musi zabezpecit pouzivatel. Vytvorené kniznice
vzoriek su uréené na pouzitie so sekvenovacimi systémami spolo¢nosti lllumina.

Zasady postupu

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je ur€ena na pripravu kniznic DNA na sekvenovanie
obohatenych o cielové oblasti zgendmovej DNA ziskanej z ludskych buniek a tkaniva.

Na cielové obohatenie sa vyZaduju pouzivatelom dodané biotinylované panely oligonukleotidov. Suprava
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilnd s mnohymi velkostami panelov od malych (< 20 000
sond) az po velké (> 200 000 sond). Vytvorené obohatené kniZnice su ur¢ené na pouzitie so sekvenovacimi
systémami spolo¢nosti lllumina.

Postup prace so supravou lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa sklada z tychto krokov:

* Tagmentdacia gendmovej DNA - pouziva maly BLT panel na obohatenie (eBLTS, Enrichment BLT Small) na
tagmentaciu vstupnej DNA. Po¢as tagmentacie sa gDNA v jednom kroku fragmentuje a oznaci adaptérmi.
VyZaduje sa minimalne vstupné mnozstvo DNA 50 ng na saturdciu eBLTS v tagmentacnej reakcii. Po
saturacii eBLTS fragmentuje stanoveny pocet molekul DNA a vytvara normalizované kniZznice
s konzistentnou distribuciou velkosti fragmentov.

* Precistenie po tagmentacii - precisti adaptérmi ozna¢enud DNA na eBLTS, aby sa mohla pouzit pri
amplifikacii.

* Amplifikacia tagmentovanej DNA - amplifikuje tagmentovanu DNA pouzitim PCR programu s limitovanymi
cyklami. Jedine¢né dualne (UD, unique dual) indexy sa pripoja na konce fragmentov DNA, ¢o umozni
jedine¢né dualne oznadenie vytvorenia kniznic DNA a klastrov poc¢as sekvenovania.

* Precistenie kniZnice - pouziva postup purifikacie na gul6¢kach (beads) na purifikaciu a vyber velkosti
amplifikovanych kniznic DNA.

* ZdruZovanie kniZnic - spdja kniznice DNA s jedine¢nymi indexmi do jedného suboru, ktory obsahuje do
12 kniznic. Zdruzovat kniznice mézete na zaklade objemu alebo podla hmotnosti.

* Hybridizacia sond - sklada sa z hybridizacnej reakcie, poCas ktorej sa kniznice dvojviaknovej DNA
denaturuju a panel biotinylovanych sond DNA sa hybridizuje na cielové gendmové oblasti.

— Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilna s viacerymi panelmi. Suprava lllumina

DNA Prep with Enrichment Dx neobsahuje panel na obohatenie. Panely sond si musi zabezpedit
pouzivatel a musia spifat pozadované parametre. Reagencie stpravy lllumina DNA Prep with
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Enrichment Dx su kompatibilné s oligonukleotidovymi panelmi na obohatenie DNA vyrobenymi
spolo&nostou lllumina alebo tretimi stranami, pokial spifiaju pozadované parametre. Informacie
o pozadovanych parametroch panelov tretich stran najdete v ¢asti PoZiadavky na panel sond na
obohatenie na strane 10.

* Zachytenie hybridizovanych sond — pouziva magnetické gul'6¢ky so streptavidinom (SMB3, Streptavidin
Magnetic Beads) na zachytenie biotinylovanych sond hybridizovanych na pozadované cielové oblasti.

* Amplifikacia obohatenych kniZnic — pouziva PCR na amplifikaciu obohatenych kniznic.

* Precéistenie amplifikovanych obohatenych kniznic — pouziva postup purifikacie na gul6¢kach (beads) na
purifikaciu obohatenych kniznic pripravenych na sekvenovanie.

* Sekvenovanie — sekvenovanie obohatenych kniznic sa vykonava v sekvenovacich systémoch MiSeqDx,
NextSeq 550Dx alebo NovaSeq 6000Dx. Na nastavenie sekvenovacieho chodu, monitorovanie chodu
a primarnu analyzu v systémoch MiSeqDx a NextSeq 550Dx sa pouziva integrovany modul DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager (vytvorenie FASTQ z volani bazy). V systéme NovaSeq 6000Dx sa
na nastavenie chodu a sekundarnu analyzu s viacerymi dostupnymi pracovnymi postupmi pouziva aplikacia
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Obmedzenia postupu

* Nadiagnostické pouzitie in vitro.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilna s gendmovou DNA ziskanou z ludskych
buniek a tkaniva.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilna so vstupnym mnoZstvom dvojvidknovej
gDNA 50 -1 000 ng. Nezarucuje sa spravna vykonnost, ked' sa vstupné parametre nenachadzaju v tomto
rozpati.

* Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx neobsahuje reagencie na extrakciu DNA. Ziskali sa
analytické testovacie vysledky vratane testovania interferencii uvedeného v ¢asti Vykonnostné
charakteristiky na strane 57 v pripade pInej krvi a FFPE ako reprezentativnych typov vzoriek
s reprezentativnymi supravami na extrakciu DNA. VSetky diagnostické testy vyvinuté na pouzitie
s reagenciami supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyzaduju pInu validaciu vSetkych aspektov
vykonnosti s vybranou supravou na extrakciu DNA.

* Sduprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa neodporuca pri vzorkach FFPE slabej kvality s ACq > 5.
PouZzitie vzoriek s ACq > 5. mbze zvysit pravdepodobnost zlyhania pripravy kniznice a znizit vykon testu.

* Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx boli konfigurované a testované na vloZenie
vzorky, reakcie obohatenia a ndsobnost uvedenu v nasledujlicej tabulke.
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lllumina DNA Prep

) ) Vstupna vzorka Reakcie obohatenia Nasobnost obohatenia
with Enrichment Dx
Suprava so Nizka kvalita (FFPE) 16 reakcii 1-nasobné
16 vzorkami
Suprava so Vysoka kvalita 8 reakcii 12-nasobné
96 vzorkami (napr. plna krv)

* Postup vkladania FFPE bol testovany a odporuca sa len pri 1-nasobnych reakcidch obohatenia pri pouziti
supravy so 16 vzorkami.

* Prisuprave s 96 vzorkami mozno pouzit nestandardnu nasobnost (2 az 11), existuju vsak tieto obmedzenia:
— Spracuvanie vzoriek v 2-nasobnych az 11-nasobnych reakcidch obohatenia zniZuje vykonnost supravy.

— Nie su zaru¢ené optimalne vysledky. Na dosiahnutie vhodného vytazku obohatenia pri nestandardnych
nasobnostiach moéze byt potrebna dodato¢na optimalizacia.

— Pristratégiach zdruzovania s nizkou ndsobnostou (2-nasobné az 8-nasobné) je potrebné vybrat
adaptéry indexov s réznymi sekvenciami, aby sa optimalizovala rovnovaha farieb na Uspesné
sekvenovanie a analyzu udajov. Modul DNA GenerateFASTQ Dx na pristrojoch MiSegDx a NextSeq
550Dx poskytuje moznosti farebne vyvazenych indexovych kombinacii poas nastavenia chodu. Viac
informacii o metddach zdruzovania najdete v ¢asti Metddy zdruzovania na strane 33.

* Pouzitie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je obmedzené na dodanie obohatenych kniznic
sekvenovanych len v pristrojoch MiSeqDx, NextSeq 550Dx a NovaSeq 6000Dx. Pouzitie inych
sekvenovacich systémov vyZaduje plnu validaciu vSetkych aspektov vykonnosti.

* Panely na obohatenie nie su sucastou tohto vyrobku. Vysledky analytického testovania uvedené v ¢asti
Vykonnostné charakteristiky na strane 57 boli ziskané pomocou reprezentativnych panelov na obohatenie
a sluzia len na informaéné ucely. Charakteristiky analytickej vykonnosti slizia ako priklad vSeobecnych
schopnosti analyzy a nestanovuju schopnosti alebo vhodnost v suvislosti so $pecifickymi ndrokmi na
analyzu. VSetky diagnostické testy vyvinuté na pouzitie s tymito reagenciami vyzaduju pinu validaciu
vSetkych aspektov vykonnosti.

* Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilna s panelmi na obohatenie vyrobenymi
spolo¢nostou lllumina alebo tretimi stranami. S panelmi na obohatenie vyrobenymi tretimi stranami, ktoré
nespinaju poziadavky na panely, sa véak nezaruduje spravna vykonnost. Informdcie o poziadavkach na
panel sond na obohatenie najdete v ¢asti PoZiadavky na panel sond na obohatenie na strane 10.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pouziva 2-hodinovu hybridizaciu. DIhsi ¢as hybridizacie
mb&ze ovplyvnit metriku vykonnosti.

* Moduly DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager pre MiSeqDx a NextSeq 550Dx poskytuju len subory
FASTQ. Ak pouzivate tieto moduly, je potrebné, aby ste vykonali sekundarnu validaciu analyzy.

* Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je dostupna pre pristroj NovaSeq 6000Dx. Tato
aplikacia podporuje viacero pracovnych postupov sekundarnej analyzy vratane generovania FASTQ,
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generovania FASTQ a VCF na detekciu germinalneho variantu a generovanie FASTQ a VCF na detekciu
somatického variantu. Ak pouZzivate aplikaciu na generovanie VCF, nemusite vykonat sekundarnu validaciu
analyzy.

Z dévodu obmedzeni aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pri pouziti s pristrojom
NovaSeq 6000Dx si prestudujte pribalovy letdk pristroja NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200025276).

Sucasti produktu

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa sklada z tychto sucasti.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataldgové ¢. 20051354 (16 vzoriek) alebo €.
20051352 (96 vzoriek)

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, kataldogové ¢. 20051355 (16 vzoriek) alebo €.
20051353 (96 vzoriek)

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj NextSeq 550Dx, katalégové ¢. 20063024
Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSeqDx, kataldgové ¢. 20063022

Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pre pristroj NovaSeq 6000Dx, katalégové ¢&.
20074609

Dodavané reagencie

Vykonanie testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyZaduje pouzitie supravy lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx with UD Indexes Set A alebo supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes B.
Mb6zete vykonat nasledujuci pocet reakcii pripravy a obohatenia kniznic pouzitim stpravy so 16 alebo

s 96 vzorkami.

lllumina DNA Prep

) ) Vstupna vzorka Reakcie obohatenia Nasobnost obohatenia
with Enrichment Dx
Suprava so Nizka kvalita (FFPE) 16 reakcii 1-ndsobné
16 vzorkami
Suprava so Vysoka kvalita (napr. 8 reakcii 12-nasobné
96 vzorkami plna krv)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, skladovanie pri teplote 15 °C az 30 °C

Nasledujlce reagencie sa prepravuju priizbovej teplote. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou
teplotou skladovania, aby ste zabezpedili ich spravnu funkénost.

MnoZstvo skumaviek
Farba Objem

Nazov reagencie i i Aktivne latk
g 16 vzoriek 96 vzoriek vietka  plnenia y
(¢.20050020) (¢€.20050025)
Pufer na zastavenie 1 4 Cervena 350 Cistiaci roztok vo vode.

tagmentacie 2 (ST2,
Stop Tagment Buffer 2)

Preplachovaci pufer na 1 1 Zelena  41ml Pufrovany vodny roztok
tagmentaciu 2 (TWB2, s obsahom gistiaceho
Tagment Wash Buffer 2) prostriedku a soli.
Cistiace gul'6&ky (CB, 1 Nevztahuje Cervend 10 ml Paramagnetické gul'dcky
Cleanup Beads) sa* vV pevhom skupenstve
v pufrovanom vodnom
roztoku.

* Cistiace guld&ky pre 96 vzoriek st zahrnuté vo vyrobku lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (&. 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 vzoriek), skladovanie pri teplote
15°Caz 30 °C

Pri supravach na 96 vzoriek su Cistiace gul6¢ky zahrnuté vo vyrobku lllumina Prep Dx Cleanup Beads
(kataldgové €. 20050030). Nasledujuca reagencia sa prepravuje pri izbovej teplote. Reagencie rychlo
uskladnite v prostredi so stanovenou teplotou skladovania, aby ste zabezpedili ich spravnu funkénost. Pri
sUpravach na 16 vzoriek su Cistiace guld&ky zahrnuté vo vyrobku lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1
(katalégové €. 20050020).

Farba Objem

Aktivne latk
vie€ka plnenia y

Nazov reagencie Mnozstvo

Cistiace gul6&ky 4 Cervenda 10 ml Paramagnetické gul6¢ky v pevhom

(CB, Cleanup skupenstve v pufrovanom vodnom roztoku.

Beads)
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lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, skladovanie pri teplote 2 °C az
8°C
Nasledujuce reagencie sa prepravuju chladené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou teplotou

skladovania, aby ste zabezpecdiliich spravnu funkénost. Skimavku so zdsobou eBLTS skladujte vo zvislej
polohe, aby boli gul'6¢ky stale ponorené v pufri.

MnozZstvo skumaviek Objem plnenia

Nazov . 16 vzoriek 96 vzoriek Farba ) _ Aktivne latky
reagencie . . T 16 vzoriek 96 vzoriek
(6.20050021) (€.20050026) VieCka

Maly BLT panel 1 4 Zlta 200 ul 290 uI - Magnetické gul'écky

na obohatenie so streptavidinom

(eBLTS, spojené

Enrichment BLT s transpozénmi

Small) v pufrovanom
vodnom roztoku
s obsahom glycerolu,
EDTA, ditiotreitolu,
soli a Cistiaceho
prostriedku.

Pufer na 1 4 Cira 1,8 ml 1,8 mi Pufrovany vodny

resuspenziu roztok.

(RSB,

Resuspension

Buffer)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, skladovanie pri teplote
-25°Caz-15°C

Nasledujuce reagencie sa prepravuju zmrazené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou
teplotou skladovania, aby ste zabezpedili ich spravnu funkénost.

MnozZstvo skimaviek Objem plnenia

Nazov 16 iek 96 iek Farba Aktivne latky
. vzorie vzorie o
reagencie ; B viecka 16 vzoriek 96 vzoriek
(¢.20050022) (¢.20050027)
Tagmentacény 1 4 Cira 290 ul 290 ul Pufrovany vodny

roztok s obsahom
horc&ikovej soli
a dimetylformamidu.

pufer 1 (TB1,
Tagmentation
Buffer 1)
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Mnozstvo skumaviek Objem plnenia
Nazov 16 iek 26 iek Farba Aktivne latky
. vzorie vzorie .
reagencie . . viecka 16 vzoriek 96 vzoriek
(¢.20050022) (¢.20050027)
VylepSena PCR 2 4 Cira 200 ul 610 pl DNA polymeraza
zmes (EPM, a dNTP v pufrovanom
Enhanced PCR vodnom roztoku.

Mix)

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 vzoriek), skladovanie pri teplote
2°Caz8°C

Pri supravach na 16 vzoriek su do produktu lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 zahrnuté tieto
reagencie (katalégové ¢. 20050023). Pri sUpravach na 96 vzoriek su do produktu lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 zahrnuté tieto reagencie (kataldgové ¢. 20050028).

Nasledujuce reagencie sa prepravuju chladené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou teplotou
skladovania, aby ste zabezpecdili ich spravnu funkénost.

, ) Mnozstvo Farba Objem , ,
Nazov reagencie ) ] L. . Aktivne latky
skumaviek  viecCka plnenia

Magnetické gul'd¢ky so 4 Cira 1,2 ml Magnetické gul'd¢ky so

streptavidinom (SMB3, streptavidinom v pufrovanom

Streptavidin Magnetic Beads) vodnom roztoku s obsahom
formamidu, Cistiaceho
prostriedku a soli.

Pufer na resuspenziu (RSB, 1 Cira 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.

Resuspension Buffer)

Hybridizaény pufer na 1 Cira 200 ul Pufrovany vodny roztok

obohatenie (EHB2, Enrichment s obsahom Cistiaceho

Hyb Buffer 2) prostriedku a soli.

Eluény cielovy pufer 2 (ET2, 1 Cira 200 pl Pufrovany vodny roztok.

Elute Target 2)

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 vzoriek), skladovanie pri 2 °C az 8 °C

Pri supravach na 96 vzoriek su do produktu lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 zahrnuté tieto reagencie
(kataldgové €. 20050028). Pri supravach na 16 vzoriek st do produktu llluminaDNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1 zahrnuté tieto reagencie (katalégové ¢. 20050023).

Nasledujuce reagencie sa prepravuju chladené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou teplotou
skladovania, aby ste zabezpecdili ich spravnu funkénost.
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i ) Mnozstvo
Nazov reagencie , .
skumaviek
Magnetické gulé&ky so 2
streptavidinom (SMB3,
Streptavidin Magnetic Beads)
Pufer na resuspenziu (RSB, 4

Resuspension Buffer)

Hybridiza¢ny pufer na
obohatenie (EHB2, Enrichment
Hyb Buffer 2)

Eluény cielovy pufer 2 (ET2,
Elute Target 2)

Farba
vieCka

Cira

Cira

Cira

Cira

Objem
plnenia

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

illumina

Aktivne latky

Magnetické gul6&ky so
streptavidinom v pufrovanom
vodnom roztoku s obsahom
formamidu, Cistiaceho
prostriedku a soli.

Pufrovany vodny roztok.

Pufrovany vodny roztok
s obsahom Cistiaceho
prostriedku a soli.

Pufrovany vodny roztok.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, skladovanie pri teplote

-25°Caz-15°C

Nasledujuce reagencie sa prepravuju zmrazené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou
teplotou skladovania, aby ste zabezpedili ich spravnu funkénost.

MnozZstvo skiimaviek

Nazov reagencie

Eluény pufer na obohatenie 1
1 (EE1, Enrichment Elution
1)

VylepSeny preplachovaci 4

pufer na obohatenie (EEW,
Enhanced Enrichment
Wash)

Kokteil PCR primérov (PPC, 1

PCR Primer Cocktail)

2N NaOH (HP3) 1
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16 vzoriek

96 vzoriek
(¢.20050024) (¢.20050029)

1

Farba

vieCka

Cira

Oranzova

Cira

Cira

Objem , .
. Aktivne latky

plnenia

580 ul  Cistiaci roztok vo
vode.

4,1 ml Pufrovany vodny
roztok s obsahom soli
a Cistiaceho
prostriedku.

320 pl Zmes PCR primérov
(oligonukleotidov).

200 pl Roztok 2N hydroxidu

sodného (NaOH).
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MnozZstvo skiimaviek
Farba Objem

Nazov reagencie i i Aktivne latk

J 16 vzoriek 96 vzoriek A pinenia y

(¢.20050024) (¢.20050029)

Hybridizaény pufer 2 + IDT 2 1 Modra 480 pl Pufrovany vodny
NXT blokatory (NHB2, HYB roztok s Cot-1DNA,
Buffer 2 + IDT NXT zahustujucou latkou
Blockers) a formamidom.
VylepSena PCR zmes (EPM, 2 1 Cira 200 pl DNA polymeraza
Enhanced PCR Mix) a dNTP v pufrovanom

vodnom roztoku.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, skladovanie pri teplote -25 °C az -15 °C

Nasledujuce reagencie sa prepravuju zmrazené. Reagencie rychlo uskladnite v prostredi so stanovenou
teplotou skladovania, aby ste zabezpecili ich spravnu funkénost. Sekvencie adaptérov indexov najdete v ¢asti
Priloha: lllumina UD Indexes Adapter Sequences (sekvencie adaptérov indexov) na strane 61.

Sucast MnoZstvo
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 indexov), ¢. 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indexov), ¢. 20050039 1

Reagencie, ktoré sa nedodavaju

VyZadované reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Reagencie na extrakciu a purifikaciu DNA

* Reagencie na kvantifikaciu DNA

* Etanol (200-proof pre molekuldrnu bioldgiu)

* Voda bez nukledz

* 1MTris-HCI,pH 7,0

* 10 mM Tris-HCI,pH7,5-8,5

* 1N NaOH roztok, stupen pre molekularnu bioldgiu

* Ak pouzivate sekvenovaci systém NextSeq 550Dx:
— NextSeq 550Dx High Output Reagent v2.5 (300 cyklov) (kataldgové ¢. 20028871)

* Ak pouzivate sekvenovaci systém MiSeqDx:
— MiSegDx Reagent v3 (kataldégové ¢. 20037124)
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* Ak pouzivate sekvenovaci systém NovaSeq 6000Dx:
— Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 Reagent (300 cyklov) (kataldgoveé ¢. 20046931)
— Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S4 Reagent (300 cyklov) (katalégové ¢. 20046933)
— Zasobnik s pufrom NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataldgové ¢. 20062292)
— Zasobnik s pufrom NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (kataldgové ¢. 20062293)
— Skumavka na kniznice NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalégové ¢. 20062290)
— Skumavka na kniznice NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 kusov (kataldgové ¢. 20062291)

PozZiadavky na panel sond nha obohatenie

Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx su kompatibilné s oligonukleotidovymi panelmi na
obohatenie DNA vyrobenymi spolo¢nostou lllumina alebo tretimi stranami. Ak pouZivate biotinylované DNA
sondy (nemenné alebo prispdsobené panely), uistite sa, Ze spifaji pozadované parametre.

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx bola optimalizovana a validovana pri pouziti nasledujucich
parametrov panelov tretich stran. Nezarucuje sa porovnatelna vykonnost, ak sa pouziju panely tretich stran,
ktoré nespifiaju pozadované parametre.

* Dizka sondy 80 bp alebo 120 bp
* 0d500do 675000 sond
¢ Jednovlaknova alebo dvojvliaknova DNA

* Celkovy vstup sond = 3 pmol na obohatenie s nasobnostou od 1do 12

Skladovanie a manipulacia

* |Izbova teplota je definovana ako teplota medzi 15 °C a 30 °C.

* Reagencie su stabilné az do datumu exspiracie na Stitku supravy, pokial sa skladuju pri predpisanych
teplotach. Informacie o teplotach skladovania najdete v ¢asti Doddvané reagencie na strane 4.
* Zmrazené reagencie su stabilné maximalne pocas $tyroch cyklov zmrazenia a rozmrazenia pred datumom
exspiracie.
* Postup prace so supravou lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obsahuje tieto body bezpe&ného
zastavenia:
— Po kroku Amplifikdcia tagmentovanej DNA na strane 29 su amplifikované kniznice stabilné do 30 dni, ak
sa skladuju pri teplote -25 °C az -15 °C.
— Pokroku Precistenie kniznic na strane 31 su precistené amplifikované kniznice stabilné do 30 dni, ak sa
skladuju pri teplote -25 °C az -15 °C.
— Po kroku ZdruZovanie kniznic pred obohatenim na strane 33 su zdruzené kniZnice stabilné do 30 dni, ak
sa skladuju pri teplote -25 °C az -15 °C.
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— Po kroku Amplifikdcia obohatenej kniznice na strane 44 méze dosti¢ka s obohatenymi amplifikovanymi
kniZznicami ostat v termalnom cykléri do 24 hodin. Pripadne sa dosticka mdze skladovat pri teplote od
2°C do 8 °C do 48 hodin.

— Konecné precistené obohatené kniznice su stabilné do 7 dni, ak sa skladuju pri teplote -25 °C az -15 °C.
* Akje balenie alebo ktordkolvek sucast stpravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx poskodenad alebo
znehodnotend, kontaktujte zédkaznicke sluzby spolo¢nosti lllumina.

* Pufer na zastavenie tagmentacie 2 (ST2, Stop Tagment Buffer) mdze vytvarat viditeIné precipitaty alebo
krystaly. Ak spozorujete precipitaty, zohrejte vzorku na 10 minut na 37 °C a potom vortexujte, kym sa
precipitaty nerozpustia.

* Hybridiza¢né oligonukleotidy (HYB) a vylepSeny preplachovaci pufer na obohatenie (EEW, Enhanced
Enrichment Wash) sa musia predhriat na rovnaku teplotu, ako je udrziavacia teplota pri hybridizacii platna
pre dany typ vzorky a panel sond. Viac informacii o praci s NHB2 a EEW najdete v ¢asti Pozndmky tykajuce
sa postupov na strane 16.

* Hybridiza¢ny pufer na obohatenie 2 (EHB2, Enrichment Hyb Buffer 2) a hybridizacny pufer + IDT NXT
blokatory (NHB2, Hyb Buffer 2 + IDT NXT Blockers) mozu spbsobit tvorbu krystalov a zakalenie. Ak
spozorujete krystaly a zakalenie, vortexujte alebo pipetujte nahor a nadol, az kym roztok nebude ¢&iry.
Uistite sa, Ze ste NHB2 pred pipetovanim predhriali.

*  Pri manipuldcii s ¢istiacimi gul6¢kami (CB, Cleanup Beads) pouzite nasledujlice najlepsie postupy:
— Gul6&ky nikdy nezmrazujte.
— Bezprostredne pred pouzitim gulé¢ky vortexujte, kym sa resuspenduju a ziskaju homogénne sfarbenie.
*  Primanipulacii s malym BLT na obohatenie (eBLTS, Enrichment BLT Small) pouzite nasledujlce najlepSie
postupy:
— Skumavku s eBLTS skladujte vo zvislej polohe, aby boli gul6¢ky stale ponorené v pufri.

— Dobkladne eBLTS vortexujte, az kym sa gul6¢ky resuspenduju. Aby sa zabranilo opatovnému usadeniu
gul6Cok, neodporuca sa odstredovanie v centrifuge pred pipetovanim.

— Ak sa guléCky prilepia na steny alebo vrch 96-jamkovej dosticky, odstredujte 3 sekundy pri 280 x g
a potom napipetujte, aby sa obsah resuspendoval.

*  Pri manipuldcii s dostickami s adaptérmi indexov pouzite nasledujlice najlepsie postupy:
— Nepridavajte vzorky na dosti¢ku s adaptérmiindexov.

— Kazdd jamka dosticky s indexmi je uréena len na jedno pouZzitie.

Pozadované, ale nedodavané vybavenie
a materialy

Pred spustenim protokolu sa uistite, Ze okrem supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx mate poZzadované
vybavenie a materialy.
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Vybavenie

Pred spustenim protokolu sa uistite, Ze mate pozadované vybavenie.

Protokol bol optimalizovany a validovany pri pouZiti poloZiek s uvedenymi parametrami. Nezarucuje sa
porovnatelna vykonnost, ak sa pouzite iné nez Specifikované vybavenie.

Niektoré polozky su potrebné len na Specifické pracovné postupy. Podrobnosti o tychto polozkach su uvedené
v osobitnych tabulkach.

*  Termalny cyklér s tymito parametrami:
— Nahrievany priklop
— Rozsah regulacie teploty minimaine 10 °C az 98 °C
— Minimalna presnost teploty 0,25 °C
— Maximalny reakény objem 100 pl
— Kompatibilita s 96-jamkovymi PCR dosti¢kami s obrubou
* Inkubator na mikrovzorky s tymito parametrami:
— Rozsah teploty prostredia 5 °C az 99 °C
— Kompatibilita s 96-jamkovymi MIDI dosti¢kami
* Kompatibilita vloZiek inkubatora na mikrovzorky s 96-jamkovymi MIDI dosti¢kami
* Vysokorychlostny mieSac¢ na mikrodosti¢ky s rozsahom rychlosti miesania 200 - 3 000 rpm
* Kompatibilita magnetického stojana s 96-jamkovymi PCR dostickami
* Kompatibilita magnetického stojana s 96-jamkovymi MIDI dosti¢kami
* Kompatibilita fluorometra s vasou kvantifikacnou metddou
* Analyzér fragmentov DNA
* Pipety na presné nanasanie:
— Jednokanadlové a viackanalové pipety, 10 pl
— Jednokanadlové a viackanalové pipety, 20
— Jednokanalové a viackanalové pipety, 200 ul
— Jednokanalové pipety, 1000 ul

— Pipety na presné nanasanie zabezpecuju presné nanesenie reagencie a vzorky. Jednokanalové
a viackanalové pipety sa mozu pouzit, ak su pravidelne kalibrované a neodchyluji sa viac nez o 5 % od
uvedeného objemu.

* Centrifuga na mikrodosti¢ky

* Mikrocentrifuga

* Jeden z tychto sekvenovacich systémov spolo¢nosti lllumina:
— MiSeqgDx, katalégové ¢. DX-410-1001
— NextSeq 550Dx, katalégové ¢. 20005715
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— NovaSeq 6000Dx, katalégové ¢. 20068232

[Volitelné] Vakuovy koncentrator

[FFPE] Real-time PCR detekény systém

Materialy

Pred spustenim protokolu sa uistite, Zze mate pozadovany material.

Niektoré polozky su potrebné len na Specifické pracovné postupy. Podrobnosti o tychto poloZzkach su uvedené
v osobitnych tabulkach.

Protokol bol optimalizovany a validovany pri pouziti uvedenych poloziek. Nezarucuje sa porovnatelnd
vykonnost, ak sa pouziju alternativhe materidly.

Filtrované pipetové Spicky

Kdénické centrifuga¢né skumavky, 15 ml alebo 50 ml

Mikrocentrifugaéné skimavky, 1,5 ml

Multikanalové zasobniky na reagencie bez obsahu RNaz/DNaz, na jedno pouzitie

Strip 8 skimaviek s vieCkami bez obsahu RNaz/DNaz

Sérologické pipety

96-jamkova polypropylénova skladovacia dosti¢ka s hlbokymi jamkami (MIDI dosti¢ka), 0,8 mi
96-jamkové tvrdé PCR dosti¢ky s obrubou

[FFPE] gPCR dosti¢ky kompatibilné s pristrojom na gPCR

Adhezivne plomby pre 96-jamkové dosticky s nasledujicimi $pecifikaciami:

— Opticky Ciry polyester so zlupovacim filmom

— Vhodny pre PCR dosti¢ky s obrubou

— Vysoko adhezivne, odolné vodi viachnasobnym zmenam teploty od -40 °C do 110 °C

— Bez obsahu DN&z/RNaz

Plastovy spotrebny materidl kompatibilny s vybranou kvantifikacnou metddou

Suprava na fluorometricku kvantifikaciu dsDNA kompatibilna s vybranym kvantifikanym systémom:

— Na kvantifikaciu amplifikovanych kniznic pred obohatenim sa méze pouzit Sirokospektraina
kvantifikacna suprava.

— Pri kvantifikacii obohatenych kniznic zavisi rozsah kvantifika¢nej supravy od pouzitého panela sond.
Suprava na analyzu fragmentov na kvalifikaciu kniznic s vybranym kvalifikaénym systémom:

— Na kvalifikaciu amplifikovanych kniznic pred obohatenim sa mdze pouzit Sirokospektralna stuprava.
— Pri kvalifikacii obohatenych kniznic zavisi rozsah kvalifikacnej supravy od pouzitého panela sond.

[Volitelné] Suprava na extrakciu DNA z ludskych buniek a tkaniva. M6Zete pouzit ktortikol'vek validovand
extrakénu metddu.
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Odber, preprava a skladovanie vzoriek

A UPOZORNENIE

So vSetkymi vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infekénym materialom.

* Tato analyza je kompatibilnd s gendmovou DNA ziskanou z ludskych buniek a tkaniva.

* Pri komerc¢ne dostupnej purifikovanej gDNA sa uistite, Ze vzorky sa prepravovali v spravnych podmienkach
a skladovali sa podla pokynov vyrobcu. Pri skladovani a vykonavani cyklov zmrazenia a rozmrazenia gDNA
sa riad'te najlepsimi postupmi.

* Privstupnej vzorke z plnej krvi sa riad'te poziadavkami na odber krvi, prepravu a skladovanie, ktoré su
platné pre vybranu metddu extrakcie DNA. M6Ze sa pouzit ktordkolvek validovana extrakéna metdda.
Preprava plnej krvi sa musi vykonavat v sulade s ndrodnymi, federalnymi, Statnymi a miestnymi predpismi
tykajucimi sa prepravy etiologickych agens.

* Na extrakciu DNA z tkaniva FFPE sa mbZe pouzit ktorakolvek validovana extrakéna metdda. Riadte sa
pokynmi a odporucaniami platnymi pre vybranu extrakénui metddu, na zaklade ktorych sa uréia nasledujlce
postupy:

— Metdda fixovania formalinom a zaliatia do parafinu pre tkanivo, aby sa zabezpecdila najlepsia kvalita
extrahovanej DNA.

— Skladovanie vzoriek FFPE.
— Poziadavky na pociato€ny material, ako je pocCet a hribka sekcii FFPE. Vac¢sina purifikaénych metdd
odporuca pouzit ¢erstvo odobraté Casti.

Varovania a preventivne opatrenia

* Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obsahuju potenciadlne nebezpe&né chemikalie.
K osobnym zraneniam méze dojst v dosledku vdychnutia, poZitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami.
Noste ochranné prostriedky vratane ochrany oci, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto
nebezpedenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte
ich v stlade s platnymi regionalnymi, ndrodnymi a miestnymi zdkonmi a predpismi. Dalsie informécie
o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete na kartach bezpecnostnych udajov (SDS) na
stranke support.illumina.com/sds.html.

*  So vSetkymi krvnymi vzorkami zaobchadzajte ako s infek&nym materidlom obsahujucim virus ludskej
imunitnej nedostato¢nosti (HIV), virus ludskej hepatitidy B (HBV) a iné krvou prenasané patogény
(univerzalne preventivne opatrenia).

* PouZite bezné laboratdrne bezpednostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavaijte Ustami. Nejedzte, nepite ani
nefajCite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami zo supravy pouzivajte
jednorazové rukavice a laboratdrny plast. Po manipulacii so vzorkami a reagenciami zo supravy si dokladne
umyte ruky.

Dokument €. 200019584 v02 SLK 14 z 69

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO
IBA NA EXPORT



Pribalovy letak supravy Illumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Aby ste zabranili znehodnoteniu vzorky alebo reagencie, pred za¢atim protokolu sa uistite, ze vSetky vypary
chlérnanu sodného po Cisteni sa rozptylili.
* Kontamindcia vzoriek inymi PCR produktmi/amplikénmi m6ze spOsobit nepresné a nespolahlivé vysledky.
Aby ste zabranili kontamindacii, riad'te sa tymito najlepsSimi postupmi:
— Pouzivajte spravne laboratérne postupy a laboratérnu hygienu.
— Pracovné kroky vykonavajte v priestoroch uréenych na pred-amplifikacné a post-amplifikacné postupy.
— Pouzité reagencie skladujte pred precistenim kniznic v priestore uréenom na pred-amplifikacné
postupy.
— Oddelte pred-amplifikacné reagencie od post-amplifikacnych.
— Ubezpecte sa, ze pred-amplifikacné a post-amplifikacné priestory maju Specializované vybavenie, ako
su pipety, Spicky pipiet, virivy mixér a centrifuga.
* Zabrarnite krizovej kontamindcii. Pre kazdu dalSiu vzorku a pri rozdelovani reagencii pouzite vzdy novu
pipetovu Spi¢ku. Pouzivanie filtrovanych Spiciek znizuje riziko prenesenia amplikénu a kriZzovej kontaminacie
vzoriek medzi sebou.

— Ked pridavate alebo prenasate vzorky alebo hlavné zmesi reagencii, vymerite $pi¢ky medzi kazdou
vzorkou.

— Ked pridavate adaptéry indexov viackanalovou pipetou, vymerite Spicky medzi kazdym riadkom alebo
kazdym stipcom. Ak sa pouZiva jednokanalové pipeta, vymefite $pi¢ky medzi kazdou vzorkou.

— Odstrante nepouzité dosticky s adaptérmiindexov z pracovnej oblasti.
* Pouzite nasledujuce najlepsie postupy pre kroky preplachovania etanolom:
— Vizdy pripravte Cerstvy 80 % etanol. Etanol m6ze absorbovat vodu zo vzduchu, ¢o méZe ovplyvnit
vysledky.
— Uistite sa, Ze pocas preplachovacich krokov sa zo dna jamoék odstranil vSetok etanol. ZvySkovy etanol
moze ovplyvnit vysledky.
— Riadte sa $pecifikovanym ¢asom susenia pre kroky suvisiace s magnetickym stojanom, aby ste
zabezpedili, Ze sa latka celkom vyparila. ZvySkovy etanol moze ovplyvnit vykonnost naslednych reakcii.
* Hlavné zmesi pripravujte vzdy bezprostredne pred pouzitim a zmie$ané pracovné roztoky nikdy
neskladujte.
* Vykonnost supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nie je zaru¢end, ked' sa nedodrzia postupy
uvedené v pribalovom letaku.
* Nepouzivajte ziadne sucasti sUpravy po uplynuti datumu exspiracie uvedeného na oznaceni stpravy.

* Nevymienajte sucasti slpravy za sucasti z inych suprav lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Supravy su
identifikované na Stitku supravy.
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Poznamky tykajuce sa postupov

Odporucania tykajuce sa vstupného mnozstva DNA

Protokol pre supravu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilny s vysokokvalitnou dvojvidknovou
gendmovou DNA (gDNA) vo vstupnom mnoZstve 50 -1 000 ng.

Uistite sa, ze vzorka gDNA neobsahuje > 1 mM EDTA ani Ziadne organické znecistujlce latky ako fenol a etanol.
Tieto latky m6zu interferovat s reakciou pri tagmentdacii a viest k zlyhaniu analyzy.

Vstupné mnozstvo gDNA = 50 ng

Kvantifikacia a normalizacia pociato¢nej vzorky gDNA sa pri vstupnom mnoZstve gDNA od 50 do 1000 ng
nevyzaduje.

Vstupné mnozstvo gDNA < 50 ng

Moze sa pouzit vstupné mnozstvo DNA 10 — 50 ng, pricom je potrebné vykonat tieto Upravy:

* Aksavlozi10-49 ng gDNA, odporuca sa kvantifikovat pociato¢nu vzorku gDNA, aby sa stanovil pocet
cyklov PCR potrebnych po tagmentacii. Na kvantifikaciu dvojvlaknovej vstupnej gDNA pouzite
fluorometrickl metédu. Nepouzivajte metddy, ktoré meraju celkovu nukleovu kyselinu, ako si NanoDrop
alebo iné UV absorpcné metody.

* Tento protokol nenormalizuje konec¢né vytazky kniznice pred obohatenim z 10 - 49 ng gDNA, a preto sa
vyzaduje kvantifikacia a normalizacia kniznic pred aj po obohateni.

* Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx bola charakterizovana a verifikovana pre vstupné mnozstvo
DNA 50 -1 000 ng. Nemozno zarucit rovnaku vykonnost produktu pri vstupnom mnozstve gDNA < 50 ng.

Odporucania tykajuce sa vkladania krvi

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilnd s gDNA extrahovanou z periférnej pinej krvi.
Moze sa pouzit ktordkolvek validovana extrakéna metdda. Ked sa extrahuje gDNA z plnej krvi, nevyzaduje sa
uvodna kvantifikacia viozenej DNA a suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vytvara normalizované
vytazky kniznice pred obohatenim.

Nasledujuce faktory mézu negativne ovplyvnit mnozstvo DNA ziskanej zo vzoriek pinej krvi, a teda aj
normalizaciu kniznice:

* Vekkrvnejvzorky
* Podmienky skladovania

* Zakladny zdravotny stav, ktory ovplyviiuje pocet bielych krviniek
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Odporuéania tykajuce sa vstupnej vzorky tkaniva FFPE

Na ur¢enie vhodnej vstupnej vzorky na Uspesnu pripravu kniznice pouzite nasledujuce kritéria kvality pre DNA z
tkaniva FFPE:

* Prevzorky FFPE s hodnotou ACq = 5 je odporuc¢ané vstupné mnozstvo DNA 50 -1 000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa neodporuca pri vzorkach FFPE slabej kvality s ACq > 5. PouZitie
vzoriek s ACq > 5 je mozné, ale mdze zvysit pravdepodobnost zlyhania pripravy kniZznice alebo znizit vykon
testu.

Extrakcia z tkaniva FFPE

Pouzite metddu izolacie nukleovej kyseliny, ktora vytvara vysoko obnovitelné vytazky, minimalizuje spotrebu
vzorky a zachovava jej celistvost. M6Zete pouzit ktorukolvek validovanu metddu na extrakciu DNA zo vzoriek
FFPE. Ked sa extrahuje gDNA z tkaniva FFPE, vyzaduje sa Uvodna kvantifikacia vstupnej DNA a sUprava lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx nevytvara vytazky normalizovanej kniznice pred obohatenim.

Kvalifikacia DNA z tkaniva FFPE

Vzorka gDNA extrahovana z FFPE tkaniva by sa mala pred pouzitim kvalifikovat. Aby ste dosiahli optimalnu
vykonnost, posudte kvalitu vzorky DNA pouzitim validovanej metody extrakcie na kvalifikdciu DNA
extrahovanej zo vzoriek FFPE. Protokol supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je kompatibilny so
vzorkami DNA z tkaniva FFPE s hodnotou ACq = 5. Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa
neodporuca pri vzorkach FFPE slabej kvality s ACq > 5. Pouzitie vzoriek s ACq > 5 je mozné, ale mbze zvysit
pravdepodobnost zlyhania pripravy kniznice alebo zniZit vykon testu.

[Volitelné] Referenéné vzorky FFPE

Pri vykonavani protokolu pouZite charakterizované referen¢né materialy, napriklad Horizon HD799 (DNA) ako
pozitivhu kontrolu. Kvalifikované materidly FFPE zo xenograftov ziskanych z bunkovej linie sa takisto mézu
pouzit ako referenéné vzorky. Na kvantifikaciu referenéného materialu pred za¢atim postupu pouzite
fluorometrickd metddu.

POZNAMKA Spracovanie referenénej vzorky ako pozitivnej kontroly alebo kontroly bez Sablény spotrebuiva
reagencie a znizuje celkovy pocet neznamych vzoriek, ktoré mozno spracovat.

Odporucania tykajuce sa vstupnej vzorky

Odporucania tykajuce sa vstupnej vzorky pre supravu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx su zhrnuté
v nasledujucej tabulke.
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Tabulka1 Odporucania tykajuce sa vstupnej vzorky

. Mnozstvo
Typ vstupnej )
vstupnej
vzorky
vzorky
gDNA 10-49ng
gDNA 50-1000 ng

gDNAzkrvi  50-1000 ng

gDNAzZFFPE  50-1000 ng

VyzZaduje sa
kvantifikacia
vstupnej DNA

Ano

Nie

Nie

Ano

PoZadovana kvalita
vstupnej DNA

Pomer 260/280 pri
1,8-2,0

Pomer 260/280 pri
1,8-2,0

Pomer 260/280 pri
1,8-2,0

Hodnota ACq =5

VytaZzok
normalizovanej
kniZnice pred
obohatenim

Nie
Ano
Ano

Nie

Odporucané PCR cykly pre PCR program s eBLTS sa prispdsobuju na zaklade koncentracie a kvality vstupnej
vzorky. Viac informacii najdete v ¢asti Amplifikdcia tagmentovanej DNA na strane 29.

Spi¢ky a techniky

Zabranenie krizovej kontaminacii

* Ked pridavate alebo prenasate vzorky, vymente $picky medzi kaZdou vzorkou.

* Ked pridavate adaptéry indexov viackanalovou pipetou, vymerite §picky medzi kaZdym riadkom alebo
kazdym stlpcom. Ak sa pouziva jednokandlova pipeta, vymerite $pi¢ky medzi kazdou vzorkou.

Zaplombovanie dosti¢ky

* Dosticku s 96 jamkami vzdy zaplombujte novou adhezivnou plombou pouzitim gumového val€eka, aby bola
dostic¢ka zakryta pred vykonanim nasledujicich krokov protokolu:

Pretrepavanie

Inkubdcia. Nespravne zaplombovanie dosticky méze viest k vyparovaniu pocas inkubacie.

Odstredenie v centrifuge

Hybridizacia

* Uistite sa, Ze okraje a jamky su celkom zaplombované, aby sa znizilo riziko krizovej kontaminacie
a vyparovania.

*  Predtym ako pomaly odstranite plombu, polozte dosti¢ku na rovny povrch.

Ak spozorujete tekutinu alebo kondenzaciu na plombe alebo po stranach jamoék dosti¢ky, podla potreby
ju odstredte v centrifuge pred otvorenim plomby.
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Pribalovy letak supravy Illumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Manipulacia s malym BLT panelom na obohatenie (eBLTS, Enrichment BLT Small)

* Skumavku so zasobou eBLTS skladujte v chladni¢ke a vo zvislej polohe, aby boli gul6¢ky stale ponorené
v pufri.

* Tesne pred pouzitim skimavku so zasobou eBLTS dokladne vortexujte, az kym sa gulé6&ky celkom

resuspenduju. Aby sa zabranilo opatovnému usadeniu gul6¢ok, neodportcéa sa odstredovanie v centrifuge
pred pipetovanim.

* Ak saguldCky prilepia na steny alebo vrch 96-jamkovej dostiCky, odstredujte 3 sekundy pri 280 x g a potom
napipetujte, aby sa obsah resuspendoval.
* Pripreplachovani eBLTS:
— Pouzite vhodny magneticky stojan pre dosti¢ku.
— Nechajte dosticku na magnetickom stojane tak dlho, ako je uvedené v pokynoch.
— Ak ddéjde k aspiracii gul6¢ok do $picky pipety, vratte ich na dosti¢ku na magnetickom stojane a pockajte,
kym tekutina nie je ¢ira (2 minudty).
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Ina

Pracovny postup pri pouziti supravy lllumina DNA

Prep with Enrichment Dx

Nasledujuci graf zobrazuje pracovny postup pri pouziti supravy Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx. M
jednotlivymi krokmi st vyznacené body bezpeéného zastavenia. Odhad ¢asov je zaloZeny na spracovani
12 vzoriek v 12-nasobnom obohateni.

gDNA

Bod bezpecného
zastavenia

o Tagmentécia genémovej DNA
Aktivna: 20 minGt
Celkom: 40 minut
Reagencie: eBLT, TB1

e Precistenie po tagmentéacii
Aktivne: 10 minat
Celkom: 20 minut
Reagencie: ST2, TWB2

e Amplifikacia tagmentovanej DNA
Aktivna: 15 minat
Celkom: 45 minut
Reagencie: EPM, adaptéry indexov

Bod bezpecného

zastavenia
o Precistenie kniznic
Aktivne: 10 minit
Celkom: 20 minut
Reagencie: RSB, CB, EtOH
Bod bezpecného
Zzastavenia

e Zdruzovanie kniznic
Reagencie: RSB

Bod bezpecného
zastavenia L.
o Hybridizacia sond
Aktivne: 10 minat
Celkom: 125 minut
Reagencie: panel sond na obohatenie, NHB2,
EHB2, RSB

0 Zachytenie hybridizovanych sond
Aktivne: 25 minat
Celkom: 65 minut
Reagencie: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

o Amplifikacia obohatenej kniznice
Aktivna: 5 minat
Celkom: 40 minut
Reagencie: PPC, EPM

Bod bezpecného
zastavenia o Preéistenie amplifikovanej

obohatenej kniZznice
Aktivne: 10 minat

Celkom: 20 minut
Reagencie: CB, RSB, EtOH

® Pred PCR @ PoPCR
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Pribalovy letak supravy Illumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Navod na pouZzitie

V tejto kapitole je opisany protokol pre supravu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

* Precitajte si cely planovany pracovny postup sekvenovania od pripravy vzorky az po analyzu, aby ste
zabezpedili, Ze parametre vyrobkov a experimentov budu kompatibilné.

* Pred pokracovanim sa uistite, Ze sUprava je kompletnd a Ze mate vSetky potrebné slcasti, vybavenie
a material.
— Biotinylované sondy tretich stran musia spifiat osobitné parametre. Pre&itajte si PoZiadavky na panel

sond na obohatenie na strane 10, aby ste sa ubezpedili, Ze ich vase sondy tretej strany splfiaju.
* DodrzZiavajte protokol v uvedenom poradi a pouzite pri tom uréené objemy a parametre inkubacie.
* Ak nie je v protokole Specifikovany bod bezpecného zastavenia, ihned prejdite na dalsi krok.

* Ked vytvarate hlavnu zmes, nadbyto¢ny objem je zahrnuty do uvedenych objemov.

* Uistite sa, Ze pouzivate vhodny magneticky stojan pre vas typ dosticky.

Priprava na zdruzovanie

Tento krok je potrebny na zaistenie UspeSného sekvenovania obohatenych kniznic. Zdruzovanie kniznic sa
mbze vykonat pred obohatenim a sekvenovanim.

Pred obohatenim - jednotlivé amplifikované kniznice s indexmi sa zdruZia na obohatenie pomocou vybraného
panelu sond. Tym sa vytvori mnohonasobny subor obohatenych kniznic. Postup vkladania vzorky tkaniva FFPE
bol testovany a odporuca sa len pre 1-nasobné reakcie obohatenia. Pri vysokokvalitnej gDNA sa testovali 12-
nasobné reakcie, ale mozné su aj 2-nasobné az 11-nasobné.

Pred sekvenovanim - 1-nasobné obohatené kniZnice a/alebo mnohonasobné obohatené kniznice sa zdruzuju
pred sekvenovanim. Poéet obohatenych kniznic, ktoré mozno sekvenovat, zavisi od cielovej hibky &itania
kazdej vzorky na vasom sekvenovacom systéme.

Jedinec¢né dualne indexovanie

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pouziva jedine¢né dualne indexy.

* Dudlne indexované kniznice pridavaju sekvencie Index 1 (i7) a Index 2 (i5) a vytvaraju tak unikatne oznacené
kniznice.
* UD indexy maju rozli¢né, nestvisiace indexové sekvencie pre &itanie indexov i7 a i5. Indexy maju dizku
10 baz.
Vyber adaptérov indexov s réznymi sekvenciami pre zdruzené kniznice optimalizuje rovnovahu farieb na
Uspesné sekvenovanie a analyzu Udajov. Suc¢astou suborov, ktoré su = 10-ndsobné, je rovnovaha farieb, takze
mbzete pouzit ktorukolvek kombinaciu adaptérov indexov. Po¢as vasho sekvenovacieho chodu poskytuje
modul DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moznosti indexovych kombinacii s vyvazenymi farbami
a oznami vam, ak vybrané indexové kombindcie nie su dostatocne réznorodé.
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Informacie o sekvenciach adaptérov UD indexov spolo¢nosti lllumina a o rozlozeni doétiCiek ndjdete v Casti
Priloha: lllumina UD Indexes Adapter Sequences (sekvencie adaptérov indexov) na strane 61.

Podporovana nasobnost obohatenia

Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx su konfigurované a testované v 1-nasobnom a 12-
nasobnom obohateni. Hoci sU mozné aj iné ndsobnosti obohatenia, niektoré si vyZzaduju dodatoénu pripravu
kniZnice pred obohatenim a dodatocné reagencie panela sond na obohatenie.

Na dosiahnutie vhodného vytazku obohatenia pri nestandardnej ndasobnosti méze byt potrebna dodatocna

optimalizacia. Nie su zaru¢ené optimalne vysledky.

* Nasobnost obohatenia - pocet kniznic pred obohatenim (1-12) zdruZzenych v jednej reakcii obohatenia na
hybridizdciu pomocou panelov sond na obohatenie. Napriklad, kombinacia 12 kniznic pred obohatenim
vytvori 12-nasobne obohateny subor.

* Reakcia obohatenia — pocet jedineénych priprav reakcie obohatenia bez ohladu na pocet kniznic pred
obohatenim zdruzenych na jednu reakciu. V jednej reakcii obohatenia mozno pripravit napriklad 1-ndsobne
alebo 12-nasobne obohateny subor.

Na vypocitanie celkového poctu nasledne obohatenych kniznic vynasobte ndsobnost obohatenia v jednej
reakcii po¢tom reakcii obohatenia. Napriklad, v jednej reakcii obohatenia 12-ndsobného obohateného siboru sa
vytvori sibor 12 nasledne obohatenych kniznic.

Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx podporuju pri zdruzovani kniznic pred obohatenim
nasledujice reakcie obohatenia a ndsobnost.

Reagencie supravy lllumina DNA Prep with

. Reakcie obohatenia Nasobnost obohatenia
Enrichment Dx
Suprava so 16 vzorkami 16 reakcii 1-nasobné
SuUprava so 96 vzorkami 8 reakcii 12-nasobné

Stratégie zdruzovania od dvojnasobnych po osemnasobné

V nasledujlcej tabulke su uvedené adaptéry indexov (jamky), ktoré sa moézu kombinovat v 2 — 8-ndsobnom
sUbore, priom kazdu kombindaciu ilustruje obrazok urcitej farby.

Zdruzte véetky pripady s ndsobnostou = 2 zhora alebo zdola stipca. Nezdruzujte podla riadkov.

Nasobnost kniZnic v reakcii Kombinacie Farba na obrazku
2 Prvé dve alebo posledné dve jamky v stipci: Oranzova

« AaB

e« GaH

Riadky C - F sa nepouzivaju.
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Nasobnost kniznic v reakcii
3

Dokument €. 200019584 v02 SLK

Kombinacie

Prvé tri alebo posledné tri jamky v stipci:

« A-C

e« F-H

Riadky D a E sa nepouzivaju.

Prvé $tyri alebo posledné Styri jamky v stipci:
« A-D

« E-H

Prvych pat alebo poslednych pat jamdk v stipci:

« A-E

« D-H

[MoZnost 1] Prvych Sest alebo poslednych Sest
jamok v stipci:

« A-F

« C-H

[Moznost 2] Prvé dve jamky (A a B) alebo
posledné dve jamky (G a H) v jednom stipci

a akékolvek tyri jamky v susediacom stipci.
Prvych sedem alebo poslednych sedem jamok
v stipci:

« A-G

« B-H

Cely stipec.

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO
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Farba na obrazku

Siva

Fialova

Modra

Zelena

RuzZova

Tyrkysova
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§2

Stratégie devatnasobného zdruzovania
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Pouzite adaptéry indexov z ktorychkolvek jamok, ktoré optimalizuju farebnu rovnovahu v sekvenovacom
chode, napriklad:

A1-H1a A2
* A4-D4aA5-E5
* A7-F7aA8-C8
* A10-C10,A11-C11aA12-C12

Nasledujuci obrazok znazorfiuje vSetky Styri priklady.
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Tagmentacia gendmovej DNA

V tomto kroku sa pouziva maly BLT panel na obohatenie (eBLTS) na tagmentaciu DNA, ¢o je proces, ktory
fragmentuje a oznacuje DNA adaptérovymi sekvenciami.
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Spotrebny material

* eBLTS (BLT na obohatenie, maly) (ZIté vie¢ko)

* TB1(Tagmentac¢ny pufer 1)

* Voda bez nukleaz

* 96-jamkova PCR dosticka

* Adhezivna plomba

* Mikrocentrifuga¢né skimavky, 1,7 ml

*  Strip s 8 skimavkami

* Pipetoveé Spicky

— Viackanalové pipety, 200 pl

A UPOZORNENIE
Tato suprava reagencii obsahuje potencialne nebezpeéné chemikalie. K osobnym zraneniam
moze dojst v dosledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami. Noste
ochranné prostriedky vratane ochrany odi, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre
toto nebezpecenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym
odpadom a likvidujte ich v sulade s platnymi regionalnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi

a predpismi. Dal$ie informéacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpe&nosti najdete na
kartach bezpecnostnych Udajov (SDS) na stranke support.illumina.com/sds.html.

Informacie o reagenciach
* eBLTS sa musiuchovavat priteplote od 2 °C do 8 °C. Nepouzivajte eBLTS, ktory sa skladoval pri teplote
nizSej ako 2 °C.

* eBLTS neodstredujte v centriflige.

Priprava

1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

eBLTS (zIté viecko) 2°Caz8°C Nechaijte zohriat na izbovu teplotu. Tesne
pred pouzitim vortexujte, aby sa obsah
premiesal. Pred pipetovanim neodstredujte
v centrifuge.

TB1 -25°Caz-15°C Nechajte zohriat na izbovu teplotu.
Vortexujte, aby sa obsah premiesal.

2. Vortexujte alebo pipetujte DNA a potom kratko odstredte v centrifuge.
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3. Natermalnom cykléri si uloZte tento TAG program:
* Vyberte moznost predhriatia priklopu a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 pl.
* 55°Cna5minut
* Udrzujtenal10°C
Postup

1.

9.

10.
1.

Pridajte 2 - 30 ul DNA do kazdej jamky 96-jamkovej PCR dosti¢ky, takZe celkové vstupné mnozZstvo bude
50-1000 ng.
Ak je objem DNA < 30 pl, pridajte vodu bez nukledz k vzorkam DNA, aby ste dosiahli celkovy objem 30 pl.

Doékladne eBLTS vortexujte, az kym sa guld¢ky celkom resuspenduju.

Zmiesajte nasledujliice objemy v skimavke a pripravte hlavnu zmes na tagmentdciu. Vyndsobte vSetky
objemy pocétom vzoriek, ktoré sa spracuvaju.

* eBLTS (11,5 ul)

* TB1(11,5ul)

Nadbyto¢né mnozstvo reagencii je zahrnuté do objemu.

Hlavnu zmes na tagmentdciu dokladne napipetujte, aby sa obsah premiesal.

Objem hlavnej zmesi na tagmentdaciu rovnhomerne rozdelte do stripu s 8 skimavkami.

Pomocou 200 ul viackanalovej pipety preneste 20 ul hlavnej zmesi na tagmentdciu do kazdej jamky PCR
dosti¢ky, ktord obsahuje vzorku. PouZite nové $picky na kazdy stipec alebo riadok so vzorkami.

Po rozdeleni hlavnej zmesi na tagmentéciu strip s 8 skimavkami zlikvidujte.

Pomocou 200 ul viackanalovej pipety nastavenej na 40 pl napipetujte kazdu vzorku 10-krat, aby sa obsah
premiesal. PouzZite nové $picky na kazdy stipec so vzorkami.
Pripadne PCR dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat v trepacke 1 minutu pri 1600 rpm.

Dosti¢ku zaplombujte, umiestnite do predprogramovaného termalneho cykléra a spustite TAG program.
Pockajte, kym tagmentacny program dosiahne stabilnu teplotu 10 °C, a potom dosti¢ku hned odstrarite.

Nechajte 96-jamkovu PCR dosti¢ku 2 minuty priizbovej teplote a potom prejdite na dalsi krok.

Precistenie po tagmentacii

V tomto kroku sa preplachne adaptérom oznacena DNA na eBLTS pred PCR amplifikaciou.

Spotrebny material

ST2 (Pufer na zastavenie tagmentacie 2)
TWB2 (Preplachovaci pufer na tagmentaciu 2)

Magneticky stojan na PCR dosti¢ku s 96 jamkami
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* Adhezivna plomba

* Strip s 8 skiumavkami

* Pipetové $picky
— Viackanalové pipety, 20 pl
— Viackanalové pipety, 200 pl

* Pripravte si ha pokraCovanie postupu:
— EPM (Vylepsena PCR zmes)

— Dosticka s adaptérmiindexov

Informacie o reagenciach

* Uistite sa, Ze pouzivate vhodny magneticky stojan pre vasu dosti¢ku. PouZitie magnetického stojana
ur¢eného pre MIDI dosti¢ku na PCR dosticku moze spdsobit, Ze sa TWB2 nenaviaze na gul'écky.

* Pipetujte TWB2 pomaly, aby ste minimalizovali tvorbu peny, a zabranili aspiracii nespravneho objemu
a nelplnému zmiesaniu.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte 1 hodinu na lade.
Prevratte, aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstredujte
v centriflge.

ST2 15°Caz30°C Ak spozorujete precipitaty, zohrejte vzorku na 37 °C poc¢as 10 minut
a potom vortexujte, kym sa precipitaty nerozpustia. Pouzivajte pri
izbovej teplote.

TWB2 15°Caz30°C Pouzivajte priizbovej teplote.
Dosticka -25°Caz-15°C Rozmrazujte 30 minut priizbovej teplote.
s adaptérmi
indexov
Postup

1. Pridajte 10 ul ST2 do kazdej tagmentacnej reakcie. Ak pouzivate viackanalovu pipetu, napipetujte ST2 do
stripu s 8 skiimavkami, a potom preneste spravne objemy na PCR dosti¢ku. Pouzite nové Spic¢ky na kazdy
stipec alebo riadok so vzorkami.

2. Pomocou 200 ul pipety nastavenej na 50 pl pomaly napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa gul6¢ky
resuspendovali.

Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minutu pri 1 600 rpm. Opakujte podla potreby.
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3.

4.

5.

6.
a.
b.
d.
e.
f.

g.
h

Zaplombujte dosti¢ku a odstredujte ju 10 sekund v centrifuge pri 280 x g.
Inkubujte 5 minut pri izbovej teplote.
Umiestnite dosticku na magneticky stojan na PCR dosti¢ky a ¢akajte, kym nebude tekutina &ira (3 mindty).

[= 48 vzoriek] Preplachnite trikrat, ako je uvedené dale;.

Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 60 pl odstrarite a zlikvidujte supernatant. Dbajte na
to, aby ste pritom neposkodili obal gul6Cok.

Vyberte dosticku z magnetického stojana.

Hned potom pomaly pridajte 100 ul TWB2 priamo na guldcky.

Pipetujte pomaly, az kym sa gul6¢ky celkom resuspenduju. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minatu pri1 600 rpm.

Ak dbéjde k rozstrekovaniu, odstredujte 10 sekund pri 280 x g.

Umiestnite dosticku na magneticky stojan na PCR dosti¢ky a ¢akajte, kym nebude tekutina &ira

(3 minuty).

Podas tretieho preplachovania ponechajte dosti¢ku na magnetickom stojane a TWB2 v jamkach, aby sa
predislo nadmernému vysuseniu. Po priprave hlavnej PCR zmesi odstrarite a zlikvidujte supernatant.
Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 100 pl odstrarite a zlikvidujte supernatant.

Zopakujte kroky c —f dvakrat, pricom celkovo vykonaijte tri preplachnutia.

7. [> 48 vzoriek] Preplachnite trikrat, ako je uvedené dale;j.

a.

© o o T

i.
-
k.

Vykonajte kroky b a c v prirastkoch o 1- 2 stipce, az kym nebudu véetky stipce spracované tak, aby sa
predislo nadmernému vysuseniu.

Pomocou 200 ul viackandlovej pipety nastavenej na 60 pl odstrarite a zlikvidujte supernatant.
Vyberte dosticku z magnetického stojana.

Hned potom pomaly rozdelte 100 pl TWB2 priamo na gul6cky.

Pipetujte pomaly, az kym sa gul'6¢ky celkom resuspenduju. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minutu pri 1600 rpm.

Ak dojde k rozstrekovaniu, odstredujte 10 sekund pri 280 x g.

Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na PCR dosti¢ky a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira

(3 minaty).

Pocas tretieho preplachovania ponechajte dosti¢ku na magnetickom stojane a TWB2 v jamkach, aby sa
predislo nadmernému vysuseniu. Po priprave hlavnej PCR zmesi odstrarite a zlikvidujte supernatant.

Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 100 ul odstrarite a zlikvidujte supernatant.
Odstrante magneticky stojan a pomaly pridajte 100 pul TWB2 priamo na guld¢ky.
Opakuijte kroky h a i v prirastkoch o 1 alebo 2 stipce, az kym nebudu véetky stipce spracované.

Zopakujte kroky e — h dvakrat, pricom celkovo vykonajte tri preplachnutia.

8. Nechajte dosti¢ku na magnetickom stojane, az kym neprejdete na krok 4 v odsekuPostup v Casti
Amplifikdcia tagmentovanej DNA.
TWB2 ma ostat v jamkach, aby sa predislo nadmernému vysuseniu guldcok.
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Amplifikacia tagmentovanej DNA

Tymto krokom sa amplifikuje tagmentovana DNA pouzitim PCR programu s limitovanymi cyklami. V PCR kroku
sa pridaju adaptéry indexov 1 (i7), adaptéry indexov 2 (i5) a sekvencie potrebné na vygenerovanie sekvencného
klastra.

Spotrebny material
* EPM (Vylep$ena PCR zmes)
* Dosticka s adaptérmiindexov
* 96-jamkova PCR dosti¢ka
* Voda bez nukleaz
* Adhezivna plomba
* Mikrocentrifuga¢né skimavky, 1,5 ml
* Pipetové $picky
— Viackanalové pipety, 20 pl
— Viackanalové pipety, 200 pl

Informacie o reagenciach
* Dosticky s adaptérmiindexov
— Jamka moze obsahovat > 10 ul adaptérov indexov.
— Nepriddvajte vzorky na dosticku s adaptérmi indexov.

— Kazdd jamka dosti¢ky s indexmi je uréena len na jedno pouZitie.

Priprava

1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material:

PolozZka Skladovanie Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte 1 hodinu pri teplote 4 °C alebo na l'ade.
Prevratte, aby sa obsah premiesal, a potom kratko
odstredujte v centrifuge.

Dosti¢ka s adaptérmi -25°Caz-15°C Rozmrazujte 30 minut priizbovej teplote.
indexov
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2. UloZte si nasledujuci PCR program pre eBLTS v termalnom cykléri a pouzite spravny pocet cyklov PCR
podla uvedenej tabulky.

* Vyberte moznost predhriatia priklopu a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 pl
* 72°Cna 3 minuty
* 98°C na 3 minuty
* Xcyklov z:
* 98°Cna20sekund
* 60°Cna30sekund
* 72°Cnal1mindtu
* 72°Cna3minuty
* Udrzujtenal10°C
Celkovy ¢as chodu je ~38 minut pri 9 cykloch a ~46 minut pri 12 cykloch.

Typ vstupnej vzorky Pocet cyklov PCR (X)
10 -49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
50 -1000 ng gDNA extrahovanej z FFPE 12
gDNA extrahovana z krvi 9
Postup

1. ZmieSajte nasledujlce latky a pripravte hlavni PCR zmes. Vynasobte vSetky objemy po&tom vzoriek, ktoré
sa spracuvaju.
* EPM (23 ul)
* Vodabeznukleaz (23 ul)
Nadbyto¢né mnozstvo reagencii je zahrnuté do objemu.
Napipetujte hlavnu PCR zmes 10-krat, aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstredujte v centrifuge.
3. Viackanalovou pipetou s objemom 200 pl odstrarite TWB2 a zlikvidujte ho, pricom dosti¢cka musi byt
umiestnena na magnetickom stojane.
Pena, ktora ostane na stenach jamky, nema neziaduci vplyv na kniznicu.
4. Vyberte dosti¢ku z magnetického stojana.
Ihned' pridajte 40 ul hlavnej PCR zmesi priamo na gul6¢ky v kazdej jamke.
6. lhned napipetujte, aby ste latku zmiesSali, az kym sa gul'6¢ky celkom resuspenduju. Pripadne dosti¢ku
zaplombuijte a nechajte pretrepat 1 mindtu pri 1 600 rpm.
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10.
1.

12.
13.

Zaplombujte dosti¢ku so vzorkami a odstredujte ju v centrifiige 10 sekdnd pri 280 x g.

Odstredujte dosti¢ku s adaptérmi indexov 1 mindtu pri 1000 x g.

Pripravte si dosticku s adaptérmiindexov.

* [< 96 vzoriek] Prepichnite féliovu plombu na dostiCke s adaptérmi indexov novou pipetovou Spi¢kou pri
kazdej jamke len pre ten pocet vzoriek, ktory sa spracuva.

* [96 vzoriek] Zarovnajte novu PCR dosti¢ku s poloviénou obrubou nad dosti¢kou s adaptérmi indexov
a zatlaCte smerom nadol, aby ste prepichli féliovi plombu. Zlikvidujte PCR dosti¢ku, ktoru ste pouzili na
prepichnutie féliovej plomby.

Pomocou novej pipetovej Spicky pridajte 10 pl vopred sparovanych adaptérov indexov do kazdej jamky.

Pouzite pipetovu supravu na 40 pl a pipetujte 10-krat, aby sa obsah premie8al. Pripadne dostic¢ku
zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minatu pri 1600 rpm.

Zaplombujte dosti¢ku a odstredujte ju 10 sekund v centrifuge pri 280 x g.

Umiestnite ju do termalneho cykléra a spustite PCR program pre eBLTS.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C maximalne 30 dni.

Precistenie kniznic

V tomto kroku sa pouziva dvojstranny proces purifikacie na gulé¢kach (beads) na purifikaciu amplifikovanych
kniznic.

Spotrebny material

CB (Cistiace guld&ky)

RSB (Pufer na resuspenziu)

Cerstvo pripraveny 80 % etanol (EtOH)

96-jamkova 0,8 ml polypropylénova skladovacia dosti¢ka s hlbokymi jamkami (MIDI dosti¢ka)
96-jamkova PCR dosticka

Magneticky stojan na MIDI dostic¢ku

Magneticky stojan na PCR dosti¢ku

Mikrocentrifuga¢né skumavky, 1,5 ml

Voda bez nukleaz

Informacie o reagenciach

Cistiace gulo&ky

— Pred kazdym pouzitim vortexujte.

— Vortexujte ¢asto, aby boli gul6¢ky rozloZzené rovhomerne.

— Zdbvodu viskozity roztoku vykonavajte aspiraciu a rozdelovanie pomaly.
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Priprava

1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

CB Izbova Vortexujte a prevratte, aby sa obsah premiesal, az kym nie je farba tekutiny
teplota homogénna.
RSB 2°Caz8°C Rozmrazujte 30 minut priizbovej teplote. Vortexujte, aby sa obsah
premiesal.
Postup

1. Nechajte 96-jamkovu PCR dosti¢ku pretrepat 1 minutu pri 1 800 rpm a potom kratko odstredujte
v centrifuge.

2. Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na PCR dosti¢ky a Cakajte, kym nie je tekutina Cira (1 minutu).
Vortexujte CB 3-krat po 10 seklnd a potom viackrat prevratte, aby sa obsah resuspendoval.

4. Privysokokvalitnej gDNA postupujte podla nasledujucich pokynov.

Pridajte 77 pl vody bez nukledz do kazdej jamky novej MIDI dosticky.

Pridajte 88 ul CB do kazdej jamky MIDI dosticky.

Preneste 45 ul supernatantu z kazdej jamky PCR dosti¢ky do prislusnej jamky MIDI dosticky.

Zlikvidujte PCR dosticku.

Napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah premiesal. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minatu pri1 800 rpm.

® o 0 T o

f. Dosticku zaplombuijte a inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

g. Skontrolujte, ¢i vzorka neobsahuje vzduchové bubliny. Ak spozorujete vzduchové bubliny, vzorku
odstredte.

h. Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a Cakajte, kym nie je tekutina ¢ira (5 minut).

i. Pocas inkubacie dékladne vortexujte CB a potom pridajte 20 ul do kazdej jamky novej MIDI dosticky.

j. Preneste 200 ul supernatantu z kazdej jamky prvej MIDI dosti¢ky do prisluSnej jamky novej MIDI
dosti¢ky (obsahujucej 20 ul CB).

k. Zlikvidujte prvd MIDI dostic¢ku.

I.  Napipetujte kazdu jamku novej MIDI dosti¢ky10-krat, aby sa obsah premiesal. Pripadne dosti¢ku
zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minGtu pri 1 800 rpm.

5. Pri extrahovanom FFPE postupujte podla nasledujlcich inStrukcii.
a. Pridajte 81 ul CB do kazdej jamky novej MIDI dostiCky.
b. Preneste 45 pl supernatantu z kazdej jamky PCR dosti¢ky do prislusnej jamky MIDI dosticky.
c. Zlikvidujte PCR dostiCku.
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d. Napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah premiesal. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 mindtu pri 1800 rpm.

6. Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

Skontrolujte, ¢i vzorka neobsahuje vzduchové bubliny. Ak spozorujete vzduchové bubliny, vzorku
odstredte.

8. Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina ¢ira (5 minut).
Odstranite a zlikvidujte supernatant, pricom davajte pozor, aby ste neposkodili gul6¢ky.

10. Gul'6¢ky preplachnite podla nasledujuceho postupu.
a. Ponechajte dosti¢ku na magnetickom stojane a pridajte 200 ul erstvého 80 % EtOH bez miesania.
b. Inkubujte 30 sekund.
c. Odstrante a zlikvidujte supernatant, pri¢om davajte pozor, aby ste neposkodili gul6cky.

11. Gul'6¢ky druhy raz preplachnite.

12. Suste 5 minut vzduchom na magnetickom stojane.

13. Pocas susenia vzduchom pouzite 20 pl pipetu na odstranenie a zlikvidovanie zvy$kového EtOH.

14. Vyberte dosticku z magnetického stojana.

15. Pridajte 17 yl RSB ku gul'6¢kam.

16. Dosticku zaplombujte a nechajte pretrepat 2 minuty pri 1800 rpm.

17. Inkubujte 2 minuty priizbovej teplote.

18. Skontrolujte, ¢i vzorka neobsahuje vzduchové bubliny. Ak spozorujete vzduchové bubliny, vzorku
odstredte.

19. Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a Cakajte, kym nie je tekutina Cira (2 minuty).
20. Preneste 15 pl supernatantu do novej 96-jamkovej PCR dosticky.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, dosticku zapecatte a skladujte ju pri teplote -25 °C az -15 °C maximalne 30 dni.

Zdruzovanie kniznic pred obohatenim

V tomto kroku sa spajaju kniznice DNA s unikatnymi indexmi do jedného suboru obsahujiceho az 12 kniznic.
Metddy zdruzovania

Zdruzovat mozno na zaklade objemu alebo hmotnosti. Pouzite nasledujicu tabulku na uréenie vhodnej metédy
pre svoj vstup.

Tabulka 2 Odporuc¢ané metddy zdruZovania

Vstupna vzorka Metdda zdruzovania
10 - 49 ng gDNA Hmotnost
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Vstupna vzorka Metdda zdruzovania
50-1000 ng gDNA Objem

gDNA extrahovana z FFPE Hmotnost

gDNA extrahovana z krvi Objem

* Jednonasobné obohatenie nevyzaduje zdruzovanie kniznic pred obohatenim. Mdze vs$ak byt potrebné
pridat RSB.

* Po kvantifikacii kniznice pred obohatenim méZzu byt vSetky typy vstupnych vzoriek zdruzené podla
hmotnosti, aby sa dosiahla optimalna rovnovaha indexov.

* Kone¢ny vytazok kniznic pred obohatenim v osobitnych experimentalnych preparatoch sa moze lisit. Preto
sa na dosiahnutie optimalnej rovnovahy indexov odporuc¢a zdruzovanie podla hmotnosti.

* Pre nasledujlce situacie pouzite 1-nasobné obohatenie.
* 10-49ng gDNA
* 50-1000ng gDNA extrahovanej z FFPE

* Detekcia nizkej frekvencie minoritnej alely pre volanie somatickych variantov.

ZdruzZovanie podla hmotnosti

V nasledujucich situaciach kvantifikujte kniznice na obohatenie na pouzitie hmotnosti DNA podla kniZnice, ako
je opisané v Casti ZdruZte kniZnice pred obohatenim pri rovnakej koncentracii na strane 35.

* 10-49 ng vstupna vzorka gDNA

* 50-1000 ng gDNA extrahovanej zo vstupnej vzorky FFPE

* Detekcia nizkej frekvencie minoritnej alely pre volanie somatickych variantov

* gDNA extrahovana z krvi na optimalnu rovnovahu indexov

Kvantifikacia kniznic pred obohatenim

1. Spracujte 1 pl kniznic pred obohatenim pouzitim preferovanej fluorescenénej kvantifikatnej metddy, ktora
vyuziva interkala¢né farbivo dsDNA.

*  Pre 50-1000 ng vysokokvalitnej gDNA ocakévajte = 500 ng vytazok kniznic pred obohatenim.

* Pre 50-1000 ng gDNA extrahovanej z FFPE o¢akavajte 500 — 6 000 ng vytazok kniznic pred
obohatenim v zavislosti od kvality po&iato¢nej vzorky.

POZNAMKA Pre kvantifikacné metddy s réznymi odchylkami kvalifikujte kvantifikaéni metédu pre tento
pracovny postup. Vysledna koncentracia sa moze lisit v zavislosti od pouzitej metody.
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Zdruzte kniznice pred obohatenim pri rovnakej koncentracii

PouZite nasledujucu tabulku na uréenie hmotnosti DNA podla kniZnice, ktora sa pozaduje na obohatenie, podla
typu vzorky a ndsobnosti obohatenia. Ak sa pouziju nizsie vytazky kniznice pred obohatenim nez sa odporuca,
nezarucuju sa optimalne vytazky obohatenia a vykonnost analyzy.

Celkova hmotnost DNA v reakcii obohatenia by nemala presiahnut 6 000 ng.

] Nasobnost Hmotnost DNA na kniznicu Celkova hmotnost kniZnice DNA
Vstupna vzorka .
obohatenia (ng) (ng)
Vysokokvalitna gDNA 12 250-500 3000-6000
gDNA extrahovana 1 200 200

z FFPE

1. Zaznamenajte indexy pre kniznice, ktoré planujete zdruzit v tomto kroku.

2. Na zaklade koncentracie kazdej kniznice vypocitajte objem, ktory sa musi pridat k reakcii obohatenia, aby
sa dosiahla pozadovand hmotnost DNA.

* Vysokokvalitnd gDNA: vypocitajte objem kniZnice potrebny na vstupné mnozstvo 250 - 500 ng.
* gDNA extrahovana z FFPE: vypocitajte objem kniznice potrebny na vstupné mnozstvo 200 ng.
Pridajte vypocitany objem kazdej kniznice do tej istej jamky PCR dosticky.

4. Ak pouzivate vysokokvalitni gDNA, vykonajte jeden z tychto postupov na zaklade celkového objemu
zdruzenych kniznic pred obohatenim:

* Ak je objem kniznice pred obohatenim = 30 pl, postupujte podla pokynov v ¢asti Hybridizacia sond na
strane 37.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim < 30 ul, pridajte RSB, aby ste dosiahli celkovy objem 30 l.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim > 30 pl, pouzite metddu zalozenu na gul6ckach alebo vakuovy
koncentrator na koncentraciu zdruzenej vzorky. Pridajte RSB do koncentrovanej zdruZenej vzorky, aby
ste dosiahli celkovy objem 30 pl.

5. Ak pouzivate gDNA extrahovanu z FFPE, vykonajte jeden z tychto postupov na zaklade celkového objemu
zdruzenych kniznic pred obohatenim.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim = 7,5 pul, postupujte podla pokynov v ¢asti Hybridizacia sond na
strane 37.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim < 7,5 yl, pridajte RSB, aby ste dosiahli celkovy objem 7,5 pl.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, dosticku zapeclatte a skladujte ju pri teplote -25 °C az -15 °C maximalne 30 dni.
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Zdruzovanie podla objemu

Ked je vstupné mnozstvo gDNA 50 —1 000 ng, nevyZaduje sa kvantifikacia a normalizacia jednotlivych kniznic
vytvorenych v ramci toho istého pokusu.

Aby ste dosiahli optimdinu vykonnost, zdruzujte len vzorky kniznic pred obohatenim, ktoré pripravil ten isty
pouzivatel, tu istu Sarzu reagencii a td istu dosti¢ku s adaptérmiindexov.

1. Zaznamenajte indexy pre kniznice, ktoré planujete zdruzit v tomto kroku.

2. ZmieSajte nasledujucu kniznicu pred obohatenim a objemy RSB pre prislusnu nasobnost obohatenia v jednej
jamke novej PCR dosticky.
Vysledny objem je 30 pl.

Objem kazdej kniznice pred

Nasobnost obohatenia* ,
obohatenim (ul)

RSB objem (ul)

1-nasobné 14 16
2-nasobné 14 2
3-nasobné 10 0
4-ndsobné 7,5 0
5-nasobné 6 0
6-nasobné 5 0
7-ndsobné 4,2 0,6
8-nasobné 3,7 0,4
9-ndsobné 3,3 0,3
10-nasobné 3 0
11-nasobné 2,7 0,3
12-ndsobné 2,5 0

*Informacie o neStandardnych nasobnostiach (2 az 11) najdete v ¢asti Obmedzenia postupu na strane 2.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, dosticku zapecatte a skladujte ju pri teplote -25 °C az -15 °C maximalne 30 dni.

[Volitel'né] Kvalifikacia kniznic pred obohatenim

Ak sa zdruzuju podla objemu, na kvantifikaciu kniznic pred obohatenim pouzite fluorometricki metédu, ktora
vyuziva interkalac¢né farbivo dsDNA. Na kvantifikaciu kniZnic pred obohatenim pouzite analyzator fragmentov
DNA s vhodnou supravou na analyzu fragmentov.

Na kvalifikaciu kniznic pouzite celkom 1 pl. KniZnice pred obohatenim su dostatoéne koncentrované, aby
umoznili malé zriedenia na kvantifikaciu alebo analyzu fragmentov.
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Hybridizacia sond

Tento krok spéja cielové oblasti DNA so sondami na zachytenie.

Reagencie supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx su kompatibilné s oligonukleotidovymi panelmi na
obohatenie DNA vyrobenymi spolo¢nostou lllumina alebo tretimi stranami. Informacie o pozadovanych
parametroch panelov tretich stran najdete v ¢asti PoZiadavky na panel sond na obohatenie na strane 10.

Spotrebny material
* EHB2 (Hybridiza¢ny pufer na obohatenie 2)
* NHB2 (Hybridiza¢ny pufer 2 + blokatory IDT NXT) (modré vie¢ko)
* Panel sond na obohatenie
* 96-jamkova PCR dosticka
* Adhezivna plomba
* Pripravte si na pokracovanie postupu:
— SMB3 (Magnetické gul'd¢ky so streptavidinom)

— EEW (VylepSeny preplachovaci pufer na obohatenie) (oranzové viecko)

Informacie o reagenciach
* Pocas skladovania NHB2 dochadza k precipitacii a separacii.

* Panel sond na obohatenie znamena vybrany panel oligonukleotidov na cbohatenie od dodavatela
spolo¢nosti lllumina.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

EHB2 2°Caz8°C Nechajte zohriat na izbovu teplotu. Vortexujte, aby sa
obsah premiesal.
Ak spozorujete krystaly alebo zakalenie, zopakujte
vortexovanie alebo pipetujte nahor a nadol, aby sa
roztok premiesal, az kym nebude dgiry.

Panel sond na -25°Caz-15°C Panely od spolo¢nosti lllumina, ako aj panely tretich
obohatenie (Numina) strén treba nechat zohriat na izbovu teplotu. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal.
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Polozka Skladovanie

NHB2 (modré viecko) -25°Caz-15°C

SMB3* 2°Caz8°C

EEW* -25°Caz-15°C
(oranzova skumavka)

Pokyny

Rozmrazte priizbovej teplote.

Ked vzorka dosiahne izbovu teplotu, predhrejte ju
5 minut v inkubatore na mikrovzorky na rovnaku teplotu,
akl ma sonda, ktoru pouzivate.

Vortexujte pri maximalnej rychlosti 3-krat, vzdy po
10 seklnd, aby sa obsah resuspendoval.

Kratko odstredte v centrifuge.

Pipetujte nahor a nadol smerom od dna skumavky.
Ak spozorujete krystaly alebo zakalenie, zopakujte
vortexovanie alebo pipetujte nahor a nadol, aby sa
roztok premiesal, az kym nebude &iry.

Pouzite ho, kym je teply, aby nedoslo k tvorbe
precipitatov v désledku pretvarania.

Ak sa chystate vykonat dalsi postup hned po 90-
mindtovom zastaveni HYB programu, vzorku nechajte
zohriat na izbovu teplotu aspori 2 hodiny pre spustenim
HYB programu.

Ak sa chystate vykonat dal$i postup hned po 90-
mindtovom zastaveni HYB programu, vzorku nechajte
zohriat na izbovu teplotu aspori 2 hodiny pre spustenim
HYB programu.

Ked' vzorka dosiahne izbovu teplotu, predhrejte ju pred
ukon&enim HYB programu 30 minut v inkubatore na
mikrovzorky az do prislusnej teploty hybridizacie

a zachytenia.

*Ak postup zastavujete pred dalSim krokom, pripravte tuto reagenciu aZ tesne pred uvedenym krokom.

Tabulka 3.

Ulozte si nasledujuci HYB program v termalnom cykléri a pouzite spravny pocet cyklov, ktoré uvadza

* Vyberte moznost predhriatia priklopu a nastavte teplotu na 100 °C.

* Nastavte reakény objem.

* [Vysokokvalitna gDNA] 100 pl

* [gDNA extrahovana z FFPE] 25 pl

* 98°Cnab5 minut

* Xcyklov, kazdy po 1 minute, s poc¢iato¢nou teplotou 98 °C pri prvom cykle, potom znizovat teplotu o

2 °C pri kazdom cykle

* Udrzte 90 minut na prislusnej teplote:

* [gDNA extrahovana z FFPE] 58 °C
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* [80 mer panely sond] 58 °C
* [Volanie somatickych variantov] 58 °C
* [VSetky ostatné] 62 °C

Celkovy ¢as cyklu je ~115 minut.

Tabulka 3 Pocet cyklov na vzorku alebo panel

Typ vzorky a panelu Pocet cyklov (X)

gDNA extrahovanad z FFPE (bez ohladu na typ panela) 20

80 mer panely sond (bez ohladu na typ vzorky) 20

Volanie somatickych variantov 20

VSetky iné vzorky a panely 18

Postup

1. [Vysokokvalitna gDNA] Pridajte tieto reagencie v uvedenom poradido kazdej zdruzenej kniznice v PCR
dosticke.
Nevytvarajte hlavni zmes. Vytvorenie hlavnej zmesi z NHB2 a EHB2 negativne ovplyviuje vykonnost
obohatenia.

*  NHB2 (modré vie¢ko) (50 ul)
* Panel sond na obohatenie (10 pl)
* EHB2 (10 ul)

2. [Vysokokvalitna gDNA] Pouzitim pipety nastavenej na 90 ul pipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah
premiesal.

3. [gDNA extrahovana z FFPE] Pridajte tieto reagencie v uvedenom poradi do kazdej zdruzenej kniznice v PCR
dosticke.
Nevytvarajte hlavni zmes. Vytvorenie hlavnej zmesi z NHB2 a EHB2 negativne ovplyviuje vykonnost
obohatenia.
* NHB2 (modré vie¢ko) (12,5 ul)
* Panel sond na obohatenie (2,5 pl)
* EHB2(2,5ul)

4. [gDNA extrahovana z FFPE] Pouzitim pipety nastavenej na 20 pl pipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa
obsah premiesal.
Zaplombujte dosti¢ku a odstredujte ju v centrifuge 10 sekund pri 280 x g.

6. Dosti¢ku so vzorkami umiestnite do predprogramovaného termaineho cykléra a spustite HYB program.

7. Ked skonéi ¢as udrziavania teploty HYB programu, pokracujte ihned dal$im krokom.
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A UPOZORNENIE

Ak teplota hybridizaénej reakcie klesne pod izbovu teplotu, déjde k precipitacii.

Zachytenie hybridizovanych sond

V tomto kroku sa pouzivaju magnetické gul6¢ky so streptavidinom (SMB3) na zachytenie sond hybridizovanych
na pozadované cielové oblasti.

Spotrebny material

* EEW (VylepSeny preplachovaci pufer na obohatenie) (oranzové vie¢ko)

* EE1 (Eluény pufer na obohatenie 1)

* ET2 (Eluény cielovy pufer 2)

* HP3 (2N NaOH)

* SMB3 (Magnetické gul'6¢ky so streptavidinom)

* Mikrocentrifugacna skiumavka, 1,5 ml

* 96-jamkova MIDI dosticka

* 96-jamkova PCR dosticka

* Adhezivna plomba

* Magneticky stojan na MIDI dosti¢ku

* Pripravte si na pokracovanie postupu:
— VylepSena PCR zmes (EPM, Enhanced PCR Mix)
— Kokteil PCR primérov (PPC, PCR Primer Cocktail)

Informacie o reagenciach
* EEW

— Ubezpecte sa, Ze EEW sa pred predbeZznym zahriatim v inkubatore na mikrovzorky aspon 2 hodiny
rozmrazoval priizbovej teplote.

— Ubezpecte sa, Ze EEW sa pred ukonéenim HYB programu 30 minut zohrieval v inkubatore na
mikrovzorky.

— Ked sa EEW nepouziva, ponechajte ho v inkubatore na mikrovzorky. EEW ma ostat zohriaty pocas
celého protokolu.

— Podosiahnutiizbovej teploty moze byt zakaleny.
— Mobze mat zlté sfarbenie.
* SMB3

— SMB3 musi mat pred pouzitim izbovu teplotu.
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Priprava

1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material.

Polozka Skladovanie Pokyny

SMB3 2°Caz8°C Nechajte 2 hodiny odstat, aby sa dosiahla izbova teplota.
Prevratte a potom vortexujte, az kym sa celkom resuspenduje.

EEW -25°Caz-15°C Poinkubacii priizbovej teplote pocas 2 hodin ho 30 minut

(oranzova skumavka) predhrejte v inkubatore na mikrovzorky na vhodnu teplotu

hybridizacie a zachytenia pred ukonéenim HYB programu.

EE1 -25°Caz-15°C Rozmrazte priizbovej teplote a potom vortexujte.

HP3 -25°Caz-15°C Rozmrazte priizbovej teplote a potom vortexujte.

ET2 2°Caz8°C Nechajte zohriat na izbovu teplotu. Vortexujte, aby sa obsah
premiesal.

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte jednu hodinu na lade. Prevrétte, aby sa obsah

premiesal, a potom kratko odstredujte v centrifuge. Nechajte
odstat na lade.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte jednu hodinu na lade. Vortexujte, aby sa obsah
premiesal, a potom kratko odstredujte v centrifuge. Nechajte
odstat na lade.

2. Predhrejte jeden inkubator na mikrovzorky pomocou vkladacieho ohrievacieho bloku MIDI, aby sa
inkubovala dosticka so vzorkami na jednu z uvedenych teplot. Na predhriatie EEW sa mdZe pouzit volitelny
druhy inkubator na mikrovzorky. Ponechajte EEW na vrchu vkladacieho ohrievacieho bloku MIDI.

FFPE] 58 °C

80 mer na panel sond] 58 °C

Volanie somatickych variantov] 58 °C

[
[
[
[VSetky ostatné] 62 °C

Postup

Zachytenie

1. Pridajte SMB3 do prislusnej jamky novej MIDI dosti¢ky podla nasledujucich informAcii.
* [Vysokokvalitna gDNA] Pridajte 250 ul SMB3.
* [gDNA extrahovana z FFPE] Pridajte 62,5 ul SMB3.

2. Pouzitim pipety nastavenej na 100 ul pre vysokokvalitnd gDNA alebo na 25 ul pre FFPE preneste kazdu
zdruzenu kniZnicu z 96-jamkovej PCR dosti¢ky do prislusnej jamky novej MIDI dosticky .

3. Dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 4 minuty pri 1200 rpm.
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4. Ak dochadza k rozstrekovaniu, dosti¢ku odstredujte kratko.

Umiestnite dosticku so zdruzenymi kniznicami na vkladaci ohrievaci blok MIDI v inkubatore na mikrovzorky
pod skumavku s EEW, zatvorte priklop a inkubujte 15 minut pri prislusnej teplote:

FFPE] 58 °C

80 mer na panel sond] 58 °C

Volanie somatickych variantov] 58 °C

[
[
[
* [VSetky ostatné] 62 °C
6. Vyberte dosti¢ku so zdruzenymi kniznicami a odstredujte ju v centrifuge 30 sekund pri 280 x g.
Ihned' ju umiestnite na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina ¢ira (2 minuty).

8. [Vysokokvalitna gDNA] Pouzitim pipety nastavenej na 200 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant
z kazdej jamky a dbajte na to, aby ste pritom neposkodili obal gul6Cok.

9. [gDNA extrahovana z FFPE] Pouzitim pipety nastavenej na 90 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant
z kazdej jamky a dbajte na to, aby ste pritom neposkodili obal gulécok.

10. Odstrante a zlikvidujte vSetok zvysSny supernatant.

Preplachovanie

1. Vyberte dosti¢ku z magnetického stojana.
[Vysokokvalitna gDNA] Rychlo vyberte EEW z inkubatora na mikrovzorky a pridajte 200 pl do kaZdej jamky.
3. [gDNA extrahovana z FFPE] Rychlo vyberte EEW z inkubatora na mikrovzorky a pridajte 50 pl do kazdej
jamky.
4. Nepouzity EEW vréatte do inkubatora na mikrovzorky a udrZujte zohriaty.
Zaplombujte a nechajte pretrepat 4 minuty pri 1800 rpm.

6. Umiestnite dosti¢ku so vzorkami na vkladaci ohrievaci blok MIDI v inkubatore na mikrovzorky pod skimavku

s EEW, zatvorte priklop a potom inkubujte 5 minut pri prislusnej teplote:
* [FFPE]58°C

[
* [80 mer panely sond] 58 °C
[

Volanie somatickych variantov] 58 °C
* [VSetky ostatné panely] 62 °C
Ihned ju umiestnite na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina ¢ira (2 mindty).

8. Pouzitim pipety nastavenej na 200 pl v pripade vysokokvalitnej gDNA alebo 50 pl v pripade FFPE, odstrante
a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

9. Zopakujte kroky 1 -8 dvakrat, pricom celkovo vykonajte tri preplachnutia.
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Preplachovanie pri prenasani

10.
11.
12.

Vyberte dosticku z magnetického stojana.
[Vysokokvalitna gDNA] Rychlo vyberte EEW z inkubatora na mikrovzorky a pridajte 200 ul do kazdej jamky.

[gDNA extrahovana z tkaniva FFPE] Rychlo vyberte EEW z inkubatora na mikrovzorky a pridajte 50 ul do
kazdej jamky.

Zaplombujte a nechajte pretrepat 4 minuty pri 1800 rpm. Ak ddjde k rozstrekovaniu, znizte rychlost na
1600 rpm.

Preneste roztok resuspendovanych gul6¢ok do novej MIDI dostic¢ky.
Urcité mnozstvo vzorky moze ostat v jamkach.

A UPOZORNENIE

Prenos reagencie minimalizuje prenesenie zvySkovych reagencii, ktoré mézu inhibovat PCR od 5'
k 3'koncu.

Umiestnite dosti¢ku so vzorkami na vkladaci ohrievaci blok MIDI v inkubatore na mikrovzorky, zatvorte
priklop a potom inkubujte po¢as 5 minut pri prislusnej teplote:

* [FFPE] 58°C

* [80 mer panely sond] 58 °C

* [Volanie somatickych variantov] 58 °C

* [VSetky ostatné] 62 °C

Ihned' ju umiestnite na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina ¢ira (2 minuty).

PouZitim pipety nastavenej na 200 ul v pripade vysokokvalitnej gDNA alebo 50 ul v pripade FFPE ,
odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

Odstredujte dosti¢ku v centrifuge 30 sekund pri 280 x g.
Umiestnite ju na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky na 10 sekund.
Pomocou 20 ul pipety odstrarite a zlikvidujte zvySkovu tekutinu z kazdej jamky.

Ihned' pokracujte krokom Elticia na strane 43, aby sa predislo nadmernému vysuseniu gulé¢ok a strate
vytazku kniznice.

Elucia

ZmieSanim tychto objemov pripravte elué¢nu hlavnu zmes. Vynasobte kazdy objem poétom zdruzenych
kniznic, ktoré sa spracuvaju.

e EE1(28,5pl)
* HP3(1,5ul)
Nadbyto¢né mnoZstvo reagencie je zahrnuté do objemu.

Vortexujte a potom kratko odstredte v centriflge.
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Vyberte MIDI dosti¢ku z magnetického stojana.
Pridajte 23 pl elu€nej hlavnej zmesi do kazdej jamky.

Dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 2 minuty pri 1800 rpm.

3

4

5

6. Inkubujte dosti¢ku 2 minuty priizbovej teplote.

7. Odstredujte v centrifuge 30 sekund pri 280 x g.

8. lhned ju umiestnite na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina ¢ira (2 mindty).
9

Preneste 21 yl supernatantu z MIDI dosti¢ky do prislusnej jamky novej 96-jamkovej PCR dosticky.
10. Zlikvidujte MIDI dosti¢ku.
11. Pridajte 4 pl ET2 do kazdej jamky obsahujlcej 21 ul supernatantu.
12. Nastavte pipetu na 20 ul a pomaly pipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah premiesal.
13. Zaplombujte dosti¢ku a odstredujte ju 10 sekund v centrifuge pri 280 x g.
14. Inkubujte dosticku 1 mindtu pri izbovej teplote.

Amplifikacia obohatenej kniznice
V tomto kroku sa pouziva PCR na amplifikdciu obohatenej kniznice.

Spotrebny material
* EPM (Vylep$ena PCR zmes)
* PPC (Kokteil PCR primérov)

* Adhezivna plomba

Priprava
1. Pripravte si nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte jednu hodinu pri teplote 4 °C alebo na lade.
Prevratte, aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstredujte
v centrifuge. Nechajte odstat na lade.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte jednu hodinu pri teplote 4 °C alebo na l'ade.
Vortexujte, aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstredujte
v centrifuge. Nechajte odstat na lade.
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UloZzte si nasledujuci AMP program v termalnom cykléri a pouZzite spravny pocet cyklov PCR podla uvedenej
tabulky.

* Vyberte moznost predhriatia priklopu a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 pl.
* 98°Cna45sekund
* (X) cyklov z:
* 98 Cna30sekund
* 60°Cna30sekund
* 72°Cna 30 sekund
* 72°Cna5 minut
* UdrzZujtena10°C
Celkovy Cas cyklu je ~35 minut.
Typ vzorky a panelu (X) cyklov
FFPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) pre vysokokvalitni gDNA 10
lllumina Exome Panel (CEX) pre FFPE 12

VSetky iné vzorky a panely 121234

TPre malé panely tretich strdn sa moze naslednou optimalizdciou upravit az do 15 cyklov. Ak pouzivate FFPE, pocet
cyklov sa mdze upravit az do 17.

2 Pre panely tretich stran, ktoré maju len 500 sond, sa mdZe upravit az do 17 cyklov. Ak pouzivate FFPE, pocCet cyklov
samobze upravit az do 19.

3 Pre vzorky FFPE sa m6ze upravit az do 14 cyklov.

4 Zvys$ovanie poctu cyklov PCR mozZe spdsobit vyssiu mieru duplikatov a fragmenty mensej velkosti pri vzorkach FFPE.

Postup

I N

Pridajte 5 pl PPC do kazdej jamky.

Pridajte 20 pl EPM do kazdej jamky.

Dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 mindtu pri 1200 rpm.
Odstredujte dosti¢ku v centrifuge 10 sekund pri 280 x g.

Umiestnite ju do predprogramovaného termalneho cykléra a spustite AMP program.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, skladujte pri teplote 2 °C az 8 °C maximalne dva dni. Pripadne ponechajte v termalnom
cykléri maximalne 24 hodin.
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Precistenie amplifikovanej obohatenej kniznice

V tomto kroku sa pouzivaju Cistiace gul6¢ky na purifikdciu obohatenej kniznice a odstranenie neziaducich
produktov.

Spotrebny material

» CB (Cistiace guld&ky)

* RSB (Pufer na resuspenziu)

* Cerstvo pripraveny 80 % etanol (EtOH)
* Adhezivne plomby

* 96-jamkova MIDI dosti¢ka

* 96-jamkova PCR dosticka

* Magneticky stojan na MIDI dosti¢ku

Informacie o reagenciach
» Cistiace guldky
* Pred kazdym pouzitim vortexujte.
* Vortexujte ¢asto, aby boli gul6¢ky rozloZzené rovhomerne.

* Zdobvodu viskozity roztoku vykonavajte aspiraciu a rozdelovanie pomaly.

Priprava

1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material.

Polozka Skladovanie Pokyny
CB Izbova Vortexujte a prevratte, aby sa obsah premiesal, az kym nie je farba
teplota tekutiny homogénna.
RSB 2°Caz8°C Nechajte zohriat naizbovu teplotu. Vortexujte, aby sa obsah
premiesal.

2. Pripravte si Cerstvy 80 % EtOH z Cistého etanolu.

Postup

Odstredujte PCR dosti¢ku v centrifuge 10 sekund pri 280 x g.

Vortexujte CB 3-krat po 10 seklind a potom prevratte.

Pridajte 40,5 ul CB do kazdej jamky novej MIDI dosticky.

Preneste 45 yl z kazdej jamky PCR dostic¢ky do prislusnej jamky MIDI dosticky.

I N

Dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minudtu pri 1 800 rpm.
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Inkubujte MIDI dosti¢ku 5 minut priizbovej teplote.
Odstredujte v centrifige 10 sekund pri 280 x g.
Umiestnite ju na magneticky stojan na MIDI dosti¢ky a ¢akajte, kym nie je tekutina &ir (5 minut).

© © N o

Pouzitim pipety nastavenej na 95 pl odstrarite a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

10. Dvakrat preplachnite podla nasledujuceho postupu.
a. Ponechajte dosti¢ku na magnetickom stojane a pridajte 200 yl erstvého 80 % EtOH bez miesania.
b. Inkubujte 30 sekund.
c. Odstrante a zlikvidujte supernatant, pri¢om davajte pozor, aby ste neposkodili gul6cky.

11. Suste 5 minut vzduchom na magnetickom stojane.

12. Pocas susenia vzduchom pouzite 20 pl pipetu na odstranenie a zlikvidovanie zvy$kového EtOH z kazdej
jamky.

13. Odstrante dosticku z magnetického stojana a pridajte 32 pl RSB do kazdej jamky.

14. Dosti¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minutu pri1 800 rpm.

15. Inkubujte dosti¢ku 5 minut priizbovej teplote.

16. Odstredujte v centrifuge 10 sekund pri 280 x g.

17. Umiestnite ju na magneticky stojan na MIDI dosticky a Cakajte, kym nie je tekutina &ira (2 minut).

18. Preneste 30 ul supernatantu z 96-jamkovej MIDI dosti¢ky do prislusnej jamky novej PCR dosticky.

19. Zlikvidujte MIDI dosti¢ku.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusite, dosticku zapecatte a skladujte ju pri teplote -25 °C az -15 °C maximalne 7 dni.

Kontrola obohatenych kniznic

Na kvantifikaciu vloZenej dvojvlaknovej gDNA pouzite fluorescenénu metddu, ktord vyuziva interkalacné
farbiva. Nepouzivajte metddy, ktoré meraju celkovu nukleovu kyselinu, ako su NanoDrop alebo iné UV
absorpéné metddy.

1. Spustite analyzu 1 ul obohatenych kniznic pouzitim svojej kvantifikacnej metddy.

POZNAMKA Celkova molarita sond proporcéne ovplyviuje vytazok kniznice po obohateni.

Mozno oCakavat priemernu velkost fragmentu v rozmedzi 125 az 235 bp a distribuciu DNA fragmentov
s rozpatim velkosti od ~200 bp do ~1 000 bp.

Zriedenie kniznic na pociato¢nu koncentraciu

V tomto kroku sa kniznice zriedia na poc¢iato¢nu koncentrdciu pre vas sekvenovaci systém. Je to prvy krok série
riedenia. Po zriedeni na podiato¢nu koncentraciu su kniznice pripravené na denaturaciu a zriedené na konecénu
koncentraciu nanasania.
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Bez ohladu na pouzity panel sond na obohatenie lllumina odporuca pri sekvenovani nastavit chod na &itanie
z oboch koncov so 151 cyklami na jedno Citanie (2 x 151) a 10 cyklami na jedno ¢&itanie indexov. Ak chcete
docielit menej prekryvajucich sa ¢itani alebo menej nespracovaného pokrytia, mézete sekvenovanie znizit na
2 x 126 alebo 2 x 101.

1. Vypocitajte hodnotu molarity kniznice alebo zdruzenych kniZznic pomocou tohto vzorca.
* Pre kniZnice kvalifikované na analyzatore DNA fragmentov pouzite priemernu velkost ziskanu pre
kniznicu.
* Preiné kvalifikacné metddy kvalifikacie pouzite 350 bp ako priemernu velkost kniznice.

ng!,u1'><106

= Molarita (nM
660 m—%{ x priemerna vel'kost kniznice (bp) ()

Napriklad, ak je koncentracia kniznice 20 ng/ul a priemernd velkost je 350 bp, vyslednd hodnota molarity je
86,58 nM.

20ng /ulx10°

5
660 —27x 350 (bp)

= 86,58(nM)

2. Pouzitim hodnoty molarity vypocitajte objemy RSB a kniZnice potrebné na zriedenie kniZnic na pociato¢nu
koncentraciu pre vas systém.

Minimalny ve s s _y . .
, B . L. Pociatocna Konecna koncentracia
Sekvenovaci systém  pozadovany objem , . e .
. koncentracia (nM) nanasania (pM)
kniznice (pl)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqgDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) alebo 310 1,75 350

(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM je Uvodna koncentracia pre kone¢nu koncentraciu nanasania 350 pM. Ak je
to potrebné, upravte kone¢nu koncentraciu nanasania pomocou nasledujucej tabulky.

Konecéna koncentracia Koncentracia zdruzenej
nanasania (pM) kniZnice (nM)

100 0,50
150 0,75
200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2
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Koneéna koncentracia Koncentracia zdruzenej
nanasania (pM) kniznice (nM)
450 2,25
500 2,50

3. Zriedte kniZnice pouzitim RSB:
* Kniznice kvantifikované ako stubor mnohonasobnych kniznic — zriedte subor na pociato¢nu
koncentraciu pre vas systém.

* Kniznice kvantifikované individudlne — zried'te kazdu kniznicu na pociato¢nu koncentraciu pre vas
systém. Pridajte 10 ul z kazdej zriedenej kniznice do skimavky a vytvorte tak subor
mnohondsobnych kniznic.

4. Postupuijte podla pokynov na denaturaciu a zriedenie pre vas systém, aby ste vzorku zriedili na kone¢nu
koncentraciu nanasania.

* Informdcie o systéme NextSeq 550Dx najdete v ¢asti Priprava sekvenovania v pristroji NextSeq
550Dx na strane 49.

* Informdacie o systéme MiSeqDx najdete v Casti Priprava sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane
51.

* Informacie o systéme NovaSeq 6000Dx najdete v Casti Priprava sekvenovania v pristroji NovaSeq
6000Dx na strane 52.

Pociatoénou hodnotou a vSeobecnym usmernenim su kone¢né koncentracie nanasania. Optimalizujte

koncentracie pre svoj pracovny postup a kvantifikaénd metddu po sebe nasledujicimi sekvenovacimi

chodmi alebo titraciou v prietokovom ¢élanku.

Priprava sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx

Denaturaciu a zriedenie kniznic v sekvenovacom systéme NextSeq 550Dx vykonajte podla nasledujlcich
pokynov.

Spotrebny material

* HT1 (Hybridizaény pufer)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Priprava

Pripravte Cerstvy roztok 0,2N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Pripravuje sa objem navyse, aby sa
zabranilo tomu, Ze drobné chyby pri pipetovani ovplyvnia koneénu koncentraciu NaOH .
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A UPOZORNENIE

—_

Cerstvo rozriedeny 0,2N NaOH je pre proces denaturédcie zasadny. Nespravna denaturacia moze
znizit vytazok.
ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifugacnej skimavke a zriedte 1IN NaOH na 0,2N NaOH:

Pripravte si nasledujuci spotrebny material.

Polozka Skladovanie Pokyny

HT1 -25°Caz-15°C Rozmrazte priizbovej teplote. Skladujte pri teplote 2° C az 8 °C, az kym nie
ste pripraveni na zriedenie denaturovanych kniznic.

ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifugacnej skumavke a pripravte ¢erstvo zriedeny NaOH:

* Laboratérna voda (800 pl)

* 1N NaOH (200 pl)

Vysledok je 1 ml 0,2 N NaOH.

Skumavku niekolkokrat prevratte, aby sa obsah premiesal.

ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifugacnej skimavke a pripravte 200 mM Tris-HCI s pH 7,0.

* Laboratérna voda (800 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)

Vysledok je 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.

POZNAMKA Na skumavke ponechajte viecko. Cerstvo zriedeny roztok pouzite v priebehu 12 hodin.

Denaturacia kniznic

1.

ZmieSajte uvedené objemy kniznice a ¢erstvo zriedeny 0,2 N NaOH v mikrocentrifuga¢nej skimavke.
* 10yl kniznica

* 10ul0,2N NaOH

Kratko vortexujte a potom odstredujte 1 minutu v centrifuge pri 280 x g.

Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

Pridajte 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Zriedenie denaturovanych kniznic na 20 pM

1.

Pridajte 970 pl vychladeného HT1 do skumavky s denaturovanymi kniznicami.
Vysledok je denaturovana kniznica s koncentraciou 20 pM.

Kratko vortexujte a potom odstredujte 1 minutu v centrifuge pri 280 x g.

Umiestnite kniznice s koncentraciou 20 pM na lad, kym nebudete pripraveni na zaverecéné zriedenie.
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Zriedenie kniZznic na koncentraciu nanasania

1. Pridajte uvedené objemy a zriedte denaturovany 20 pM roztok kniznice na 1,2 pM.
* Denaturovany roztok kniznice (78 pl)

* Vychladeny HT1 (1222 pl)
Celkovy objem je 1,3 ml s koncentraciou 1,2 pM.
2. Prevratte, aby sa obsah premiesal, a potom odstredte pri pulznom chode centriflugy.

3. Pokraduje sekvenovanim. Pokyny najdete v ¢asti NextSeq 550Dx Instrument Reference Guide (Referencna
priruc¢ka k pristroju NextSeq 550Dx, dokument &. 1000000009513).

Priprava sekvenovania v pristroji MiSegDx

Denaturaciu a zriedenie kniznic v sekvenovacom systéme MiSeqDx vykonajte podla nasledujuicich pokynov.

Spotrebny material
* HT1 (Hybridizaény pufer)
* 1N NaOH

Priprava
Pripravte Zerstvy roztok 0,2N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Pripravuje sa objem navyse, aby sa
zabranilo tomu, Ze drobné chyby pri pipetovani ovplyvnia koneénu koncentraciu NaOH .
A UPOZORNENIE
Cerstvo rozriedeny 0,2N NaOH je pre proces denaturacie zasadny. Nespravna denaturacia moéze
znizit vytazok.
1. ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifuga¢nej skimavke a zriedte 1IN NaOH na 0,2N NaOH:
1. Pripravte si nasledujlci spotrebny material.
Polozka  Skladovanie Pokyny
HT1 -25°Caz-15°C Rozmrazte priizbovej teplote. Skladujte pri teplote 2° C az 8 °C, az
kym nie ste pripraveni na zriedenie denaturovanych kniznic.
2. ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifugacnej skimavke a pripravte ¢erstvo zriedeny NaOH:
* Laboratérna voda (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
Vysledok je 1 ml 0,2 N NaOH.

POZNAMKA Na skimavke ponechajte vie¢ko. Cerstvo zriedeny roztok pouzite v priebehu 12 hodin.
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Denaturacia 4 nM kniznice

1. ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifugaénej skiimavke.
* 4 nMKkniznica (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Kratko vortexujte a potom odstredujte 1 minutu v centrifuge pri 280 x g.
Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

Pridajte 990 ul vychladeného HT1 do skimavky s denaturovanou kniznicou.
Vysledok je 1 ml 20 pM denaturovanej kniznice.

Zriedenie denaturovanej 20 pM kniznice

1. Zriedte do pozadovanej koncentracie pouzitim nasledujucich objemov.

Koncentracia 6pM 8pM 10pM 1pM 12pM 15pM 20pM
20 pM kniznica 180l 240l 300l 330ul 360ul 450l 600l
Vychladeny HT1 4201 360l 300l 270l 240wl 150 O ul

2. Prevratte, aby sa obsah premiesal, a potom odstredte pri pulznom chode centrifugy.

3. Pokraduje sekvenovanim. Pokyny najdete v referenénej priru¢ke MiSeqDx Instrument Reference Guide for
MOS v4 (dokument &. 1000000157953).

Priprava sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx

Denaturdciu a zriedenie kniznic v sekvenovacom systéme NovaSeq 6000Dx vykonajte podla nasledujucich
pokynov.

Spotrebny material

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Pufer na resuspenziu)
* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* Skumavka na kniznice pre NovaSeq 6000Dx

Priprava

Pripravte cerstvy roztok 0,2N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Pripravuje sa objem navyse, aby sa
zabranilo tomu, Ze drobné chyby pri pipetovani ovplyvnia koneénu koncentraciu NaOH .
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A UPOZORNENIE

Cerstvo rozriedeny 0,2N NaOH je pre proces denaturédcie zasadny. Nespravna denaturacia moze
znizit vytazok.
1. ZmieSajte uvedené objemy v mikrocentrifuga¢nej skimavke a zriedte IN NaOH na 0,2N NaOH:
Tabulka 4 ReZzim S2

Objem na jeden prietokovy ¢lanok Objem na dva prietokové ¢lanky

Reagencia

J () (ul)
Laboratdérna voda 40 80
Pripraveny 10 20
TN NaOH

Vysledkom tychto objemov je 50 pl 0,2N NaOH na jeden prietokovy ¢lanok alebo 100 pyl 0,2N NaOH na dva
prietokové ¢lanky.

Tabulka5 Rezim S4

Objem na jeden prietokovy ¢lanok Objem na dva prietokové ¢lanky

Reagencia

J (ul) (ul)
Laboratdérna voda 80 160
Pripraveny 20 40
TN NaOH

Vysledkom tychto objemov je 100 pl 0,2N NaOH na jeden prietokovy ¢lanok alebo 200 pl 0,2N NaOH na dva
prietokové ¢lanky.

2. Viackrat prevratte, aby sa obsah premiesal alebo dokladne vortexujte.
POZNAMKA Na skiimavke ponechajte vie¢ko. Cerstvo zriedeny roztok pouZite v priebehu 12 hodin.

Vytvorenie normalizovaného suboru kniznic

Koncentracia nanasania sa moze liSit v zavislosti od metdd pripravy, kvantifikacie a normalizacie kniznice.

Na normalizaciu kniznic na vhodnu koncentraciu pouzite nasledujuce pokyny a potom ich zdruZzte. Kniznice
sekvenované na rovnakom prietokovom ¢lanku sa musia spajat do jedného normalizovaného stboru.

POZNAMKA Maximainy pocet vzoriek, ktoré mozno spustit v jednej drahe s lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, je 192. Toto obmedzenie vyplyva z celkového poc¢tu UD indexov v siboroch A
aB.
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Normalizacia kniZnic na zdruzZzovanie

1.

Urdite pozadovanu koncentraciu zdruzenej kniZnice na zaklade poZzadovanej konec¢nej koncentracie

nanasania.

* Pre kone¢nu koncentraciu nanasania 350 pM sa vyZzaduje koncentracia zdruzenej kniznice 1,75 nM.

* Na uréenie koncentracie zdruzenej kniznice pre ind kone¢nu koncentraciu nandsania si preditajte ¢ast
Zriedenie kniznic na pociato¢nu koncentraciu na strane 47.

Normalizujte kniznice na pozadovanu koncentraciu zdruzenej kniznice pouzitim 10 mM Tris-HCl s pH 8,5.

Ak potrebujete pomoc s riedenim kniznic na primeranu koncentraciu, pouzite Kalkulacku zdruzovania na
webovych strankach spolo¢nosti lllumina.

Odporucané koncentracie nanasania

Optimalna koncentracia DNA pre nanasanie zavisi od typu kniznice a velkosti vlozenej vzorky. Pri knizniciach
s velkostou > 450 bp mo6zu byt potrebné vyssie koncentracie nanasania.

Zdruzovanie normalizovanych kniznic a pridanie volitelnej kontroly pomocou PhiX

1.

ZmieSajte primerany objem kazdej normalizovanej kniznice v novej mikrocentrifugaénej skimavke, aby ste
ziskali jeden z nasledujucich kone¢nych objemov:

Rezim Koneény objem (ul)
S2 150
S4 310

[Volitelné] Pridajte 1 % nedenaturovanej PhiX > podla nasledujucich pokynov.
a. Rozriedte 10 nM PhiX na 2,5 nM pouzitim 10 mM Tris-HCl s pH 8,5.

b. Pridajte primerany objem nedenaturovanej 2,5 nM PhiX do skiimavky z nedenaturovaného suboru

kniznic.
Rezim Nedenaturovana 2,5 nM PhiX (ul) Nedenaturovany subor kniznic (ul)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310

Ked'sa pridava PhiX, odporuc¢ané mnozstvo pre dobre vyvazené kniznice je 1 %. Kniznice s nizkou diverzitou
mozu vyzadovat vacsie mnozstvo. Ak chcete pouzit kontrolu PhiX pri kniZniciach s nizkou diverzitou,
kontaktujte technicku podporu spolo¢nosti lllumina, ktora vam poradi.

Denaturacia suboru kniznic a volitel'na kontrola PhiX

1.

Pridajte 0,2 N NaOH do skimavky nedenaturovaného suboru kniZnic a vykonajte volitelnu PhiX podla
nasledujiceho postupu.
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SRS

Prietokovy 0,2 Nedenaturovany subor kniznic _ | L

., Vysledny objem

c¢lanok N NaOH (i)

S2 37 150 187 pl alebo 187,9 ul s
PhiX

S4 77 310 387 plalebo 388,9 ul s
PhiX

Zatvorte vieCkom a kratko vortexujte.

Odstredujte v centrifige 1 minutu pri 280 x g.

Inkubujte 8 minut priizbovej teplote, aby sa obsah denaturoval.

Pridajte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 na neutralizaciu, ako je uvedené dale;j.

Rezim 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul)  Vysledny objem
S2 38 225 plalebo 225,9 pl s PhiX
sS4 78 465 pl alebo 466,9 pl s PhiX

Zatvorte vieCkom a kratko vortexuijte.

Odstredujte v centrifuge 1 mindtu pri 280 x g.

illumina

Preneste cely objem denaturovanej kniznice alebo denaturovanu kniznicu a PhiX do skimavky na kniznicu

NovaSeq 6000Dx.

Pokracuje sekvenovanim. Pokyny najdete v dokumentacii k produktu NovaSeq 6000Dx Instrument Product

Documentation (dokument &. 200010105).
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illumina

RieSenie problemov

Na rieSenie problémov pocas pracovného postupu pouzite nasledujicu tabulku. Ak sekvenovaci chod alebo
priprava kniznice pre vzorku dvakrat zlyha, m6ze byt potrebné dalsie rieSenie problému. Obratte sa na
oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina.

Spozorovany
problém

Sekvenovaci chod

nespifia
Specifikacie
kontroly kvality
chodu

Chyba pri
vytvarani FASTQ
alebo vSeobecna
chyba
sekvenovacieho
systému (napr.
problém siete,
chyby pri

vkladani/vyberani

reagencii atd.)

MozZna pri¢éina Odporucany krok

Chyba
pouzivatela
alebo
laboratérneho
vybavenia
pocCas
vykonavania
analyzy

Problém
s pristrojom

Problém so
softvérom
alebo

s pristrojom
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Kvalifikujte obohatené kniznice, aby ste zabezpedili primerany vytazok
kniznice a distriblciu velkosti fragmentov. Zopakujte pripravu kniznice od
niektorého z tychto krokov podla toho, kedy nastala predpokladana
chyba pouzitia alebo vybavenia. Ak to nie je zname alebo sa vyskytli ajiné
chyby, obratte sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina,
ktoré vam pomoéze s rieSenim problému daného chodu.

» Zopakujte sekvenovanie kniznic. Precitajte si dokumenty Priprava
sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx na strane 49, Priprava
sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane 51 alebo Priprava
sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx na strane 52.

« Zopakujte obohatenie kniznic. Preditajte si ¢ast Hybridizacia sond na
strane 37.

» Zacnite s pripravou kniznice od uvodnych krokov pracovného postupu.
Preditajte si Navod na pouZitie na strane 21.

Obratte sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina.

Precitajte si Local Run Manager Software Guide (Sprievodca softvérom
aplikacie Spravca lokalnych chodov, dokument ¢. 100000002702), ak
potrebujete pomoc s generovanim FASTQ, alebo si precitajte NextSeq
550Dx Instrument Reference Guide (Referencna priru¢ka k pristroju
NextSeq 550Dx, dokument &. 1000000009513), MiSeqDx Instrument
Reference Guide for MOS v4 (Referenéna priru¢ka k pristroju MiSeqDx
pre MOS v4, dokument & 1000000157953) alebo NovaSeq 6000Dx
Instrument Product Documentation (Produktova dokumentacia k pristroju
NovaSeq 6000Dx, dokument ¢. 200010105).

Ak potrebujete dalsiu pomoc, obratte sa na technickd podporu
spolo¢nosti lllumina.
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Spozo’rovany MoZna pri¢éina Odporucany krok

problém

Kniznica DNA Neboli splnené Zabezpecte vhodnu vstupnu vzorku a zopakujte pripravu kniznice.
nevytvara poziadavky na Precitajte si Odporticania tykajuce sa vstupnej vzorky na strane 17.
dostatoCny vstupnu

vytazok na vzorku

vlozenie na

Chyba pouzitia Zopakuijte pripravu kniZnice od niektorého z tychto krokov podla toho,
sekvenovanie

alebo kedy nastala predpokladana chyba pouZzitia alebo vybavenia. Ak to nie je
vybavenia zname alebo sa vyskytli aj iné chyby, obratte sa na oddelenie technickej
v pracovhom  podpory spolo¢nosti lllumina, ktoré vam poméze s rieSenim problému
postupe daného chodu.

analyzy

« Zopakujte sekvenovanie kniznic. Precitajte si dokumenty Priprava
sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx na strane 49, Priprava
sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane 51 alebo Priprava
sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx na strane 52.

« Zopakujte obohatenie kniznic. Preditajte si ¢ast Hybridizacia sond na
strane 37.

» Zacnite s pripravou kniznice od Uvodnych krokov pracovného postupu.
Precitajte si Navod na pouZitie na strane 21.

Neboli splnené Zabezpecte vhodny panel sond na obohatenie a zopakujte pripravu
poziadavky na kniznice.

panel sond na Preditajte si PoZiadavky na panel sond na obohatenie na strane 10.
obohatenie

Vykonnostné charakteristiky

Vykonnostné charakteristiky aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pri pouZziti s pristrojom
NovaSeq 6000Dx su uvedené v pribalovom letdku k pristroju NovaSeq 6000Dx (dokument & 200025276).

Vykonnost s komplethnymi exdmovymi panelmi

Vykonnost exdmového panelu bola testovana pouzitim najniz$ej (50 ng) a najvyssej (1 000 ng) odporucanej
vstupnej hodnoty Coriell Cell Line gDNA NA12878 so znamymi pravdivostnymi hodnotami pre detekciu
zarodoc¢ného variantu (Coriell platinum genome). Ako reprezentativne panely sa pouzili exémovy panel 1

(45 Mb) a exdmovy panel 2 (36,8 Mb). Pouzitim analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx assay

s exémovym panelom 1 (45 Mb) sa testovalo 24 technickych replikatov v dvoch 12-nasobnych reakciach
obohatenia. Pouzitim analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx assay s exdmovym panelom 2 (36,8 Mb) sa
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testovalo 12 technickych replikatov v jednej 12-nasobnej reakcii obohatenia. Obohatené kniznice sa
sekvenovali v sekvenovacom systéme pristroja NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx Local Run
Manager.

Nasledujuca tabulka uvadza priemerné hodnoty sekunddrneho sekvenovania a metriku vykonnosti stanovenia
variantu pre technické replikaty testované s kazdym panelom.
Tabulka 6 Vykonnost analyzy s dvoma kompletnymi exdmovymi panelmi

Obohatenie

Panel so stimenym Rovnomernost Oh:;;:;an Odozva Presnost Odozva Presnost
jedineénym pokrytia SNV! SNV?2 indelu’ indelu?
e fragmentu
Citanim

Exémovy 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %

panel 1

(45 Mb)

Exémovy 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %

panel 2

(36,8 Mb)

'0dozva = pozitivne/(skuto¢ne pozitivne + falo$ne negativne)
2Presnost = skutoc¢ne pozitivne/(skuto¢ne pozitivne + falo$ne pozitivne)

Detekény limit

Na testovanie detekéného limitu sa pouzil referenény $tandard DNA Horizon HD799. HD799 sa sklada z mierne
znehodnotenej DNA osSetrenej formalinom so znamymi SNV vo frekvencidch alel v rozsahu 1- 24,5 %. Pouzilo sa
najnizsie odporucané vstupné mnozstvo DNA (50 ng) a hodnotila sa rychlost detekcie SNV s frekvenciou
variantnej alely (VAF) = 5,0 %. Pouzitim analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pracovnym postupom
FFPE obohatenej o komplexny rakovinovy panel (1,94 Mb) v 16 (jednonasobnych) obohateniach sa testovalo 16
technickych replikatov, ktoré sa potom sekvenovali v pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA

GenerateFASTQ Dx.

Vsetky vzorky splnili poziadavky na vykonnost vzorky podla panela, ako je uvedené v nasledujuicej tabulke.

Tabulka7 Vykonnost vzorky pre detekény limit

Detekéna miera variantu SNV Priemer
Panel

=5,0% VAF Rovnomernost pokrytia
Komplexny rakovinovy panelna 100 % 99 %
obohatenie (1,94 Mb,
523 génov)
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Interferujuce latky

Vplyv potencidlne interferujucich latok v lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa posudzoval zhodnotenim
vykonnosti analyzy v pritomnosti interferujicich latok.

Interferencia v plnej krvi

Acetaminofén (exogénna zlucenina, liek), kreatinin a triglyceridy (endogénne metabolity) sa testovaliich
vpravenim do vzoriek celej ludskej krvi pred extrakciou DNA. Na posudenie interferencie vyplyvajlcej z odberu
krvi (maly objem) sa do vzoriek plnej krvi vpravila aj EDTA. Okrem toho sa na posudenie interferencie v désledku
pripravy vzorky vpravil do DNA extrahovanej z plnej krvi aj etanol na molekularnej Urovni.

V nasledujucej tabulke su uvedené testovacie koncentracie podla interferenénej latky.

Tabulka 8 Potencidlne interferujuce latky a koncentracie testované v plnej krvi
Testovacia latka Testovacia koncentracia

Acetaminofén 15,6 mg/dI*
Trojnasobok o¢akavanej najvy$sej koncentracie po
terapeutickej davke lieku.

Kreatinin 15 mg/dI*
Najvyssia pozorovana koncentrdcia v populacii.
Triglyceridy 1,5 g/dI*
NajvysSia pozorovana koncentracia v populacii.
EDTA 6 mg/ml
Trojndsobok o¢akavanej koncentracie v krvi odobratej do
EDTA skumaviek.
Etanol na molekularnej drovni 15 % v/v

V eluate po extrakcii DNA.

*Podla CLSIEP37-ED1:2018

Podla interferujucej latky sa pouzitim analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obohatenej o exdmovy
panel 1 (45 Mb) metddou jednoduchého (12-ndsobného) obohatenia testovalo 12 technickych replikatov, ktoré
sa potom sekvenovali v pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Pri testovanych latkach splnilo véetkych 12 vzoriek poziadavky na vykonnost vzorky a nepozorovala sa Ziadna
interferencia s vykonnostou analyzy.

Interferencia v tkanive FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, fixované
formalinom a zaliate do parafinu)

Testovali sa dve kolorektalne vzorky FFPE za pritomnosti aj absencie hemoglobinu v koncentracii 0,1 mg na
10 um sekcie FFPE s cielom reprezentovat najhors$i mozny scenar 50 % kontaminacie tkanivovej vzorky FFPE
krvou s vysokou koncentraciou hemoglobinu. Vzorky sa testovali pomocou analyzy lllumina DNA Prep with
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Enrichment Dx pouzitim komplexného rakovinového panela na obohatenie 1 (1,94 Mb) ako reprezentativneho
panela pri jednonasobnej metdde obohatenia. Obohatené kniZnice sa potom sekvenovali v pristroji NextSeq
550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx. VSetky vzorky splnili poziadavky na vykonnost a dokazalo sa, ze
hemoglobin neinterferuje s vykonnostou analyzy.

Na posudenie interferencie vyplyvajlcej z pripravy vzorky sa do DNA extrahovanej zo vzorky tkaniva FFPE z
karcindmu moc¢ového mechura vpravili dve exogénne zlu¢eniny. Testované exogénne latky su extrakéné
roztoky, ktoré sa bezne pouzivaju pocas procesu extrakcie DNA a su uvedené aj s testovanymi mnozstvami
v nasledujucej tabulke.

Testovacie roztoky su komer¢ne dostupné v tzv. column-based supravach naizolaciu DNA.

Tabulka 9 Potencidlne interferujuce exogénne latky a koncentracie testované vo FFPE

Testovacia latka Testovacia koncentracia (ul/30 pul eluatu)
Deparafinizacny roztok 113 x1078
Preplachovaci pufer AW2 0,417

Na kazdu interferujucu latku sa pouzitim analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obohatenej o komplexny
rakovinovy panel (1,94 Mb) jednondsobnou metddou obohatenia testovalo osem technickych replikatov, ktoré
sa potom sekvenovali v pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Pri oboch testovanych latkach splinilo véetkych osem vzoriek poziadavky na vykonnost vzorky a nepozorovala
sa ziadna interferencia vo vykone analyzy.

Krizova kontaminacia

Pomocou analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa na Sachovnicovom usporiadani dosti¢ky testovali
Coriell Cell Line gDNA NA12878 (zenské, 10 vzoriek), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (muzské, 12 vzoriek)

a kontroly bez $ablény (NTC, no template controls; 2 vzorky). Pri véetkych vzorkach sa pouzilo odportc¢ané
vstupné mnozstvo gDNA (1 000 ng) ako najprisnejSia podmienka hodnotenia krizovej kontaminacie. Testovanie
vykonali dvakrat dvaja r6zni operatori. Pri 12-ndsobnych reakcidch obohatenia sa pouzil exdmovy panel 1

(45 Mb). Obohatené kniZnice sa sekvenovali v pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.
Hodnotenie sa vykonalo posudenim pokrytia muzského chromozému Y v Zenskych vzorkach porovnanim

s podkladovymi uroviiami plnej dosti¢ky so zenskymi vzorkami, ako aj reprezentaciou indexov NTC vzoriek.

Tabulka 10 Vysledky krizovej kontaminacie

Zenské vzorky s pokrytim muzského
chromozomu Y v < 3 x vychodiskovom Sume

100 % < 0,0005 %

Reprezentacia indexov v NTC
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Priloha: Illumina UD Indexes Adapter Sequences
(sekvencie adaptérov indexov)

V dosticke su umiestnené tieto adaptéry jedine¢nych dualnych (UD) indexov, aby podporili odporuc¢anu
stratégiu parovania. Adaptéry indexov maju dizku 10 béz namiesto typickych osem baz.

Adaptéry indexov 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptéry indexov 2 (i5)
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Tato sekvencia sa pouziva na ¢itanie 1 a Citanie 2 trimovania adaptérov.

CTGTCTCTTATACACATCT

Adapteéry indexov na dosticke A/v suprave 1

Nazov indexu i7 bazy v adaptéri i5 bazy v adaptéri
UDP00O01 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0O004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGTTAAT
UDPO0O009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UbDP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDPO0OO0O16 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDP0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA
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Nazov indexu
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0O031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDPO0035
UDP0036
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
UDPO0047

i7 bazy v adaptéri

GGTTGCCTCT

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
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i5 bazy v adaptéri

CTAATGATGG

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

illumina
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Nazov indexu
UDP0048
UDPO0049
UDP0050
UDPO0051
UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDPO0057
UDP0058
UDP0059
UDP0060
UDPO0O061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0O065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDPO0071
UDP0072
UDPO0073
UDP0074
UDP0075
UDP0076
UDPO0O077

i7 bazy v adaptéri

AGTGCCACTG

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
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i5 bazy v adaptéri

TAACAATAGG
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
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Nazov indexu
UDP0078
UDPO0079
UDP0080
UDP0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDP0085
UDP0086
UDPO0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

i7 bazy v adaptéri

CGCACTAATG

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

CATGTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACGC

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG

i5 bazy v adaptéri

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Adaptéry indexov na dosticke B/v suprave 2

Nazov indexu
UDP0097
UDP0098
UDP0099
UDP0100
UDP0101
UDP0102
UDP0103
UDP0104

i7 bazy v adaptéri

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC
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i5 bazy v adaptéri

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG
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Nazov indexu
UDP0105
UDP0106
UDPO0107
UDP0108
UDP0109
UDPO110
UDPO1M
UDPO0112
UDPO0113
UDPO0O114
UDPO115
UDPO0116
UDP0117
UDPO0O118
UDPO119
UDP0120
UDP0121
UDP0122
UDP0123
UDP0124
UDP0125
UDP0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO131
UDP0132
UDP0133
UDP0134

i7 bazy v adaptéri

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA
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i5 bazy v adaptéri

TGTGATGTAT

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
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Nazov indexu
UDP0135
UDP0136
UDP0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDPO0145
UDP0146
UDP0147
UDP0148
UDP0149
UDP0150
UDPO0151
UDPO0152
UDPO0153
UDPO0154
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0157
UDP0158
UDP0159
UDP0160
UDPO0161
UDP0162
UDP0163
UDPO0164

i7 bazy v adaptéri

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG
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i5 bazy v adaptéri

TGAGACAGCG

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

illumina
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Nazov indexu
UDPO0165
UDP0166
UDPO167
UDP0168
UDP0169
UDPO0170
UDPO171
UDP0172
UDPO0173
UDPO0174
UDPO0175
UDPO0176
UDP0177
UDPO0178
UDPO0179
UDP0180
UDP0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDP0190
UDPO191
UDP0192

i7 bazy v adaptéri

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG
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i5 bazy v adaptéri

AGGCCAGACA

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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Historia revizii

Dokument Datum Opis zmeny

Dokument &. September Pridal sa obsah na pomoc so sekvenovanim na pristroji NovaSeq
200019584 v02 2022 6000Dx.

Dokument €. Maj 2022 Pridali sa ndzvy sekvenovacich systémov a katalégové Cisla.
200019584 v01 Odstranili sa informacie o jedine¢nom dualnom indexovani pre

kniznice s jednym indexom.

Dokument €. Maj 2022 Uvodné vydanie.
200019584 v00
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Oznacenie produktu

UpIné informéacie o symboloch, ktoré sa nachadzaju na obale a ozna&eni produktu, najdete vo vysvetlivkach
symbolov pre vasu sUpravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation (Dokumentacia).
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