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Zamysleny ucel

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit je sada reagencii a spotfebniho materialu, ktera se pouziva

k pfipravé knihoven vzorkl z genomické DNA ziskané z lidskych bunék a tkani pro vyvoj diagnostickych rozbor(
in vitro. Pro pfipravu knihoven uréenych pro specifické genomické oblasti zajmu jsou nutné panely sond dodané
uzivatelem. Vytvorené knihovny vzorkd jsou uréeny pro pouziti v systémech pro sekvenovani spole¢nosti
lllumina. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx obsahuje software pro nastaveni, monitorovani a analyzu
sekvenovani.

Principy postupu

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je uren pro ruéni pfipravu sekvenacnich knihoven DNA obohacenych
o cilové oblasti zgenomové DNA ziskané z lidskych bunék a tkané.

Pro obohaceni cilll jsou nutné panely biotinylovanych oligonukleotid( dodané uzivatelem. lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s rznymi velikostmi panell, véetné malych panell (< 20 000 sond)

a velkych paneld (> 200 000 sond). Vytvofené obohacené knihovny jsou uréeny pro pouziti k sekvenovani na
sekvenacnich systémech lllumina.

Postup lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit se skldda z nasledujicich krokd:

* Genomova DNA tagmentu — pouziva Enrichment BLT Small (eBLTS) k tagmentaci vstupu DNA. Béhem
tagmentace je gDNA fragmentovana a ozna¢ena adaptéry v jediném kroku. Pro saturaci eBLTS v reakci
tagmentace je zapotifebi minimalné 50 ng vstupni DNA. Po saturaci eBLTS fragmentuje stanoveny pocet
molekul DNA a vytvafi normalizované knihovny s konzistentni distribuci velikosti fragmentd.

* Nasledné tagmentacni ¢isténi — vycisti DNA oznacenou adaptérem na eBLTS pro pouziti pfi amplifikaci.

* Amplifikace tagmentované DNA - amplifikuje tagmentovanou DNA pomoci programu PCR s omezenym
cyklem. Na konce fragment( DNA se ptidavaji jedine¢né dudini (UD) indexy, které umozniuji dvoji jedine¢né
¢éarové kodovani knihoven DNA a generovani klastrl béhem sekvenovani.

« Cisténi knihoven - k purifikaci a selekci velikosti amplifikovanych knihoven DNA se pouziva postup
purifikace pomoci ¢astic.

* Sdruzeni knihoven - sdruzuje knihovny DNA s jedineé¢nymi indexy do jedné smési az 12 knihoven. Knihovny
mUzZete sdruzovat podle objemu nebo hmotnosti.

* Hybridizace sond - sestava z hybridizani reakce, pfi nizZ jsou knihovny dvouvlaknové DNA denaturovany
a panel biotinylovanych sond DNA je hybridizovan na cilené genomické oblasti.

— Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s vice panely. lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx Kit nezahrnuje obohacovaci panel. Panely sond jsou dodavany uzivatelem a musi
spliovat poZzadované specifikace. Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou kompatibilni
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s oligonukleotidovymi panely DNA obohacenymi oligonukleotidy od spole¢nosti lllumina i s témi od
tfetich stran, které spliuji poZzadované specifikace. Informace o pozadovanych specifikacich pro panely
tfetich stran naleznete v ¢asti PoZadavky na panel obohacovacich sond na strané 10

* Zachyceni hybridizovanych sond — pouziva Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) k zachyceni
biotinylovanych sond hybridizovanych s cilovymi oblastmi zajmu.

* Amplifikace obohacenych knihoven — pouziva PCR k amplifikaci obohacenych knihoven.

 Cisténi amplifikovanych obohacenych knihoven - k purifikaci obohacenych knihoven pfipravenych
k sekvenovani pouziva postup purifikace pomoci ¢astic.

* Sekvenovani - sekvenovani obohacenych knihoven se provadi na sekvenaénim systému MiSegDx™,
NextSeq 550Dx™ nebo NovaSeq 6000Dx™. U pfistroji MiSegqDx se integrovany modul DNA GenerateFASTQ
Dx Local Run Manager pouziva pro nastaveni sekvena¢niho béhu, monitorovani béhu a generovani FASTQ
z pfifazeni bazi. U pfistroje NextSeq 550Dx se serverem DRAGEN a pfistroje NovaSeq 6000Dx se pro
nastaveni béhu a sekundarni analyzu pouziva aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
s nékolika dostupnymi pracovnimi postupy.

Omezeni postupu

* Urceno k diagnostice in vitro.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s genomovou DNA ziskanou z lidskych bunék
a tkané.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni se vstupy dvouvldknové gDNA o hmotnosti 50—
1000 ng. Funk&nost neni zaru¢ena u vstupd mimo tyto prahové hodnoty.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nezahrnuje reagencie pro extrakci DNA. Vysledky analytického
testovani, véetné testovaniinterferenci, uvedené v Charakteristiky funkénostina strané 57 byly ziskany
s plnou krvi a FFPE jako reprezentativnimi typy vzork( s reprezentativnimi sadami pro extrakci DNA.
VSechny diagnostické testy vyvinuté pro pouZziti s reagenciemi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
vyZzaduji Gplnou validaci véech aspektl vykonnosti pomoci sady pro extrakci DNA dle viastniho vybéru.

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

* Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit byly nakonfigurovany a testovany pro vstupni material
vzork(, reakce obohaceni a plexitu obohaceni uvedenou v nésledujici tabuice.

lllumina DNA Prep , ..
Vstupni material

with Enrichment . Reakce obohaceni Plexita obohaceni
. vzorku
Dx Kit
Souprava pro Nizka kvalita (FFPE) 16 reakci Jednoplexové
16 vzorkd
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lllumina DNA Prep , ..
Vstupni material

with Enrichment . Reakce obohaceni Plexita obohaceni
. vzorku

Dx Kit

Souprava pro Vysoka kvalita 8 reakci 12plexové

96 vzorkU (napf. pIna krev)

* Bylo testovano vstupni zpracovani FFPE, které se doporucuje vyhradné pro jednoplexové reakce obohaceni
s pouzitim sady pro 16 vzorkd.

* U sady s 96 vzorky jsou mozné nestandardni plexity (2- az 11plexové), ale maji nasledujici omezeni:
— Zpracovani vzork({ ve 2- az 11plexovych reakcich obohaceni snizuje vykonnost sady.

— Optimalni vysledky nejsou zaru¢eny. Ziskani vhodné vytéZnosti obohaceni pro nestandardni plexity
mUze vyZadovat dali optimalizaci.

— U strategii sdruzovani s nizkou plexitou (2- az 8plexové) je pro optimalni vyvazeni barev pro Uspésné
sekvenovani a analyzu dat nutné zvolit indexové adaptéry s rliznymi sekvencemi. Modul DNA
GenerateFASTQ Dx na MiSeqDx a NextSeq 550Dx poskytuje moznosti pro kombinace barevné
vyvazenych indexd béhem nastaveni béhu. Dalsi informace o strategiich sdruzovani naleznete v ¢asti
Metody sdruZovanina strané 33.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je omezeno pouze na dodavani obohacenych knihoven
sekvenovanych na pfistrojich MiSeqDx, NextSeq 550Dx a NovaSeq 6000Dx. Pouziti jinych sekvenacnich
systémui vyZaduje Uplnou validaci véech aspektll vykonnosti.

* Obohacovaci panely nejsou soucasti tohoto produktu. Vysledky analytického testovani uvedené
v Charakteristiky funkénostina strané 57 byly ziskany s reprezentativnimi obohacovacimi panely a jsou
uvedeny pouze pro informacni U€ely. Charakteristiky analytické uc¢innosti slouzi jako pfiklad obecnych
schopnosti rozboru a nestanovuji moznosti nebo vhodnost tykajici se jakychkoli konkrétnich tvrzeni
o rozboru. VSechny diagnostické testy vyvinuté pro pouziti s t&mito reagenciemi vyzaduji Uplnou validaci
vSech aspektl vykonnosti.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s obohacovacimi panely i lllumina s obohacovacimi
panely tfetich stran. Vykonnost obohacovacich panell tietich stran, které nespliuji pozadavky panelu, viak
neni zaru¢ena. Informace o pozadavcich na panel naleznete v ¢asti PoZadavky na panel obohacovacich
sond na strané 10.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit pouziva dvouhodinovou dobu hybridizace. PouZiti delsi doby
hybridizace mlze mit vliv na metriky vykonu.

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

* Aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je k dispozici pro NextSeq 550Dx se
serverem DRAGEN a pro NovaSeq 6000Dx. Aplikace podporuje vice pracovnich postupl sekundarni
analyzy, v€etné generovani FASTQ, generovani FASTQ a VCF pro detekci zarode¢nych variant a generovani

FASTQ a VCF pro detekci somatickych variant. Pokud aplikaci pouzivate pro generovani VCF, nemusite
provadét validaci sekundarni analyzy. Omezeni aplikace zahrnuji nasledujici:
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— Inzerce délky > 18 bp a delece délky > 21 bp nebyly validovany.

— Velké varianty, v€etné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indelli, mohou byt ve vystupnim
souboru VCF vykazany jako samostatné mensi varianty.

— Malé MNV jsou ve vystupnim souboru VCF vykazany jako samostatné varianty.

— Delece se v souboru VCF vykaZou na soufadnici pfedchazejici baze v souladu s formatem VCF. Proto je
nutné zvazit pfiléhajici varianty dfive, nez se vykaze, ze signal pfifazeni individualni baze je
homozygotni reference.

— Specifickd omezeni tykajici se germinalnich variant:

* Pracovni postup analyzy generace Germline FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky pro pfifazovani germinalnich
variant (napf. homozygotni, heterozygotni, divoky typ).

* Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni, nebo heterozygotni, mize byt ovlivnéno
variabilitou poc¢tu kopii.
* Systém nebude hlasit vic nez dvé varianty v jednom lokusu, a to ani za pfitomnosti variability poc¢tu
kopii.
— Specificka omezeni tykajici se somatickych variant:

* Pracovni postup analyzy generace Somatic FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky pro pfifazovani somatickych
variant (tj. pfitomnost somatickych variant).

* Pracovni postup analyzy generace Somatic FASTQ a VCF nedokdze rozliSit mezi germinaini
a somatickou variantou. Pracovni postup je uréen k detekovani variant v celé fadé frekvenci variant,
ale frekvenci variant nelze pouzit k rozliSeni somatickych variant od germinalnich variant.

* Detekci variant ovliviiuje normalni tkan ve vzorku. Vykazana mez detekce je zaloZzena na frekvenci
variant vzhledem k celkové DNA izolované z nadorové a normaini tkané.

* Pokud je ve stejném lokusu pfifazena vic nez jedna variantni alela, Zzadna z alel nebude hlasena jako
prliichozi varianta. Misto toho bude hlddena celd sada alel, ale bude filtrovana pomoci vicealelového
tagu.

Slozky produktu

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit se sklada z nasledujicich sloZek:

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sadou A index( UD, kat. ¢. 20051354 (16 vzork{), nebo
¢. 20051352 (96 vzorkd)

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sadou B index0 UD, kat. ¢. 20051355 (16 vzorkd), nebo
¢. 20051353 (96 vzorkd)

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modul pro MiSegDx, kat. ¢. 20063022
* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplikace pro NovaSeq 6000Dx, kat. ¢. 20074609
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* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplikace pro NextSeq 550Dx, kat. &. 20074730

Dodané reagencie

Dokonc¢eni lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vyZaduje lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sadou A
indext UD nebo lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sadou B indext UD. Pomoci soupravy pro 16 nebo
96 vzorkl mlZete provést nasledujici pocet reakci pfipravy a obohaceni knihovny.

lllumina DNA Prep , ..
Vstupni material

with Enrichment Dx . Reakce obohaceni Plexita obohaceni
. vzorku

Kit

Souprava pro Nizka kvalita (FFPE) 16 reakci Jednoplexové

16 vzorkl

Souprava pro Vysoka kvalita 8 reakci 12plexové

96 vzorkU (napf. pIna krev)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se sadou A/B indexU
ubD

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

Nasledujici reagencie se dodavaji pfi pokojové teploté. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené
skladovaci teploté, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani.

MnozZstvi zkumavek

Nazev reagencie : . barva Objem Uginné latk
9 16 vzorkd 96 vzorkd | .« pIngni y
(¢.20050020) (& 20050025)

Stop Tagment Buffer 2 1 4 Cervenda 350yl Roztok detergentu ve vodé.

(ST2)

Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zelena 41 ml Pufrovany vodny roztok

(TWB2) obsahuijici detergent a sdl.

Cleanup Beads (CB) 1 N/A* Cervend 10 ml Tuhé paramagnetické ¢astice
v pufrovaném vodném
roztoku.

* Cleanup Beads pro 96 vzorkd je zahrnuto v lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (¢. 20050030).
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lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 vzorki), skladujte pfi teploté 15 °C az 30 °C

U 96vzorkovych sad jsou Cleanup Beads soucasti lllumina Prep Dx Cleanup Beads (kat. ¢. 20050030).
Nasledujici reagencie se dodava pfi pokojové teploté. lhned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené
skladovaci teploté, aby bylo zajiSténo jejich spravné fungovani. U 16vzorkovych sad jsou Cleanup Beads
soucasti lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (kat. ¢. 20050020).

B . . ., Barva Objem v
Nazev reagencie Mnozstvi . . . . Ucinné latky
uzaveru pInéni
Cleanup Beads 4 Cervend 10 ml Tuhé paramagnetické ¢astice v pufrovaném
(CB) vodném roztoku.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, uchovavejte pfri teploté
2°Caz8°C
Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci

teploté, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani. Zasobni zkumavku eBLTS uchovavejte ve svislé poloze tak,
aby byly ¢astice vzdy ponofené v pufru.

Mnozstvi zkumavek Objem pInéni
Nazev reagencie 16 vzorkG 96 vzorka Barva 16 . Uginné latky
( oy . 96 vzorku
(€.20050021)  (&.20050026) UZaveru yzorku
Enrichment BLT 1 4 Zluta 200 pl 290 pl Streptavidinové magnetické
Small (eBLTS) ¢astice spojené

s transpozomy v pufrovaném
vodném roztoku obsahujicim
glycerol, EDTA, dithiothreitol,
sUl a detergent.

Resuspension 1 4 Cira 1,8 ml 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.
Buffer (RSB)

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

Nasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci
teploté, aby bylo zajiSténo jejich spravné fungovani.
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Mnozstvi zkumavek Objem plnéni
Nazev reagencie 16 vzorkii 96 vzorka Barva 16 . Uginné latky
- . 96 vzorku
(&.20050022)  (&.20050027) UZaveru  yzorku
Tagmentation 1 4 Cira 290 ul 290 ul Pufrovany vodny roztok
Buffer 1 (TB1) obsahuijici siran hofeénaty
a dimethylformamid.
Enhanced PCR 2 4 Cira 200 ul 610 pl DNA polymerdza a dNTP
Mix (EPM) v pufrovaném vodném
roztoku.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 vzork(), skladujte pfi teploté
2°Caz8°C

U 16vzorkovych sad jsou nasledujici reagencie obsazeny v lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kat.
¢.20050023). U 96vzorkovych sad jsou reagencie obsazeny v lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kat.
¢.20050028).

Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci
teploté, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani.

. . MnozZstvi Barva Objem o 1z
Nazev reagencie . y Ucinné latky
zkumavek uzaveru pilnéeni
Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Cira 1,2 ml Streptavidinové

magnetické ¢astice

v pufrovaném vodném
roztoku obsahujicim
formamid, detergent

a sul.
Resuspension Buffer (RSB) 1 Cira 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.
Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Cira 200 pl Pufrovany vodny roztok
obsahujici detergent
a sul.
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Cira 200 pl Pufrovany vodny roztok.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 vzorku), skladujte pfi teploté
2°Caz8°C

U 96vzorkovych sad jsou nasledujici reagencie obsazeny v lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kat.
¢.20050028). U 16vzorkovych sad jsou reagencie obsazeny v lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1
(kat. €. 20050023).
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Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci
teploté, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani.

i . Mnozstvi Barva Objem e
Nazev reagencie . . . Ucinne latky
zkumavek uzaveéru pInéni

Streptavidin Magnetic Beads 2 Cira 1,2 ml Streptavidinové magnetické

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

Resuspension Buffer (RSB) 4 Cira 1,8 ml Pufrovany vodny roztok.

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Cira 200 ul Pufrovany vodny roztok

(EHB2) obsahuijici detergent a sdl.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Cira 200 ul Pufrovany vodny roztok.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C

Nasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci
teploté, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani.

MnozZstvi zkumavek

Nazev reagencie : ¥ Barva Objem Uginné latk
9 16 vzorku 96 vzorkU UZAVErU pIndni y
(¢.20050024) (¢.20050029)

Enrichment Elution Buffer 1 1 1 Cira 580 i Roztok detergentu ve

(EET) vodé.

Enhanced Enrichment 4 4 Zlutohnédd 4,1 ml Pufrovany vodny

Wash Buffer (EEW) roztok obsahujici soli
a detergent.

PCR Primer Cocktail (PPC) 1 1 Cira 320 ul Smés primerd PCR
(oligonukleotidd).

2N NaOH (HP3) 1 1 Cira 200 pl 2N roztok hydroxidu
sodného (NaOH).

HYB Buffer 2 + IDT NXT 2 1 Modra 480 i Pufrovany vodny

Blockers (NHB2) roztok s DNA Cot-1,
zapliovacim Cinidlem
a formamidem

Enhanced PCR Mix (EPM) 2 1 Cira 200 pl DNA polymeraza
a dNTP v pufrovaném
vodném roztoku.
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Sada lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, skladujte pfFi teploté od

-25°Cdo-15°C

illumina

®

Nasledujici reagencie se dodavaji zmrazené. Ihned uskladnéte jednotlivé reagencie pfi uvedené skladovaci

teploté&, aby bylo zajisténo jejich spravné fungovani. Sekvence indexovych adaptérl naleznete v Priloha:

lllumina UD Indexes Adapter Sequences na strané 62.

Komponenta MnozZstvi
Sada lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 index(), ¢. 20050038 1
Sada lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indexd), ¢. 20050039 1

Nedodané reagencie

PoZzadované reagencie, hedodané

* Reagencie pro extrakci a purifikaci DNA

* Reagencie kvantifikace DNA

* Ethanol (200 proof pro molekuldrni biologii)

* Voda bez nukleazy

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 1IN roztok NaOH, v kvalité pro molekularni biologii

* Pokud pouzivate systém pro sekvenovani NextSeq 550Dx:

200 mM Tris, pH 7,0 (Ize fedit z1 M Tris-HCL, pH 7,0)

Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) (kat. ¢. 20028871)

* Pokud pouzivate sekvenacni systém MiSeqDx:

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

* Pokud pouzivate sekvenacni systém NovaSeq 6000Dx:

400 mM Tris, pH 8,0 (Ize Fedit z 1M Tris-HCL, pH 8,0)

NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (kat. . 20046931)
NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (kat. ¢. 20046933)
NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kat. ¢. 20062292)
NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (kat. ¢. 20062293)
NovaSeq 6000Dx Library Tube (kat. &. 20062290)

NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (kat. ¢. 20062291)
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Pozadavky na panel obohacovacich sond

Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou kompatibilni s oligonukleotidovymi panely DNA
obohacenymi oligonukleotidy od spole¢nosti lllumina i témi od tfetich stran. Pokud pouzivate biotinylované
sondy DNA tFetich stran (fixni nebo vlastni panely), ujistéte se, Ze splfiuji pozadované specifikace.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit byl optimalizovan a ovéfen pomoci nasledujicich specifikaci panelu
tfeti strany. PFi pouziti panell tfetich stran, které nesplfiuji specifikace, neni srovnatelna G¢innost zaruéena.
* Délka sondy 80 bp nebo 120 bp

* 500az675 000 sond

* Jednovlaknova nebo dvouvlaknova DNA

* Celkovy vstup sondy = 3 pmoly pro obohaceni pfi plexitach od 1 plexu do 12 plexU

Skladovani a manipulace

* Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.
* Reagencie jsou stabilni, pokud jsou skladovany v souladu s pokyny az do data pouzitelnosti uvedeného na
Stitcich sady. Teploty skladovani naleznete v ¢asti Dodané reagencie na strané 5.
* Zmrazené reagencie jsou stabilni maximalné po dobu ¢tyf cykld zmrazeni a rozmrazeni, které probéhnou
pfed uvedenym datem expirace.
* Postup lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit obsahuje nasledujici body bezpe&ného preruseni:
— Po Ampilifikace tagmentované DNA na strané 27 jsou amplifikované knihovny stabilni az 30 dni, pokud
jsou skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.
— Po Cisténi knihoven na strané 30 jsou vy¢&isténé amplifikované knihovny stabilni az 30 dni, pokud jsou
skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.

— Po Sdruzeni predem obohacenych knihoven na strané 32 jsou sdruzené knihovny stabilni az 30 dni,
pokud jsou skladovany pfi teploté -25 °C az -15 °C.

— Po Amplifikace obohacené knihovny na strané 43 mize deska s obohacenymi amplifikovanymi
knihovnami zlstat na termocykléru az 24 hodin. Pfipadné Ize desku skladovat pfi teploté 2 °C az 8 °C po
dobu az 48 hodin.

— Konec&né vycisténé obohacené knihovny jsou v pfipadé skladovani pfi teploté -25 °C az -15 °C stabilni
az 7 dni.

* Dojde-li k poskozeni nebo poruseni obalu nebo obsahu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, obratte se
na zakaznicky servis spole¢nosti lllumina.

* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) mohou vytvaret viditelné srazeniny nebo krystaly. Pokud se objevi srazeniny,
zahtivejte pfi 37 °C po dobu 10 minut a poté promichavejte ve vortexové tfepacce, dokud se srazeniny
nerozpusti.
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* Hybridization Oligos (HYB) a Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) musi byt pfedehfaté na stejnou
teplotu, jako je teplota pro udrzovani hybridizace platna pro dany typ vzorku a panel sondy. Dalsi informace
o nakladani s HYB a EEW naleznete v ¢asti Pozndmky k postupu na strané 15.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) a HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers (NHB2) mohou vytvaret krystalky
a zakal. Pokud se objevi krystalky a zakal, promichavejte roztok ve vortexové tfepacce nebo pipetujte
nahoru a doll, dokud nebude &iry. Pfed pipetovanim nezapomerite NHB2 pfedehfiat.

* Prfinakladani s Cleanup Beads (CB) dodrzujte nasledujici osvédéené postupy:
— Castice nikdy nezmrazujte.

— Bezprostiedné pred pouzitim michejte ¢astice ve vortexové tfepacce, dokud nebudou resuspendovany
a barva nebude homogenni.

* PFinakladani s Enrichment BLT Small (eBLTS) dodrzujte ndsledujici osvédené postupy:
— Zkumavku eBLTS uchovavejte ve svislé poloze tak, aby byly ¢astice vzdy ponofené v pufru.

— eBLTS ddkladné promichejte ve vortexové tiepacce, dokud ¢astice nebudou resuspendovany. Aby se
zabranilo opétovnému usazovani ¢astic, nedoporucuje se pfed pipetovanim odstfedovat.

— Pokud se ¢astice pfichyti ke sténé nebo horni ¢asti desky s 96 jamkami, odstfedujte je pfi 280 x g po
dobu 3 sekund a poté pipetou resuspenduijte.

*  Pfinakladani s deskamiindexového adaptéru dodrzujte nasledujici osvédcené postupy:
— Nepridavejte vzorky na desku indexového adaptéru.

— Kazda jamka desky indexu je uréena pouze k jednorazovému pouziti.

Potfebné vybaveni a materialy, které nejsou
soucasti dodavky

Kromé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit se pfed zahdjenim protokolu ujistéte, Ze mate potiebné
vybaveni a materialy.

Vybaveni

Pfed zahajenim protokolu se ujistéte, Ze mate potfebné vybaveni.

Protokol byl optimalizovan a validovan pomoci polozek s uvedenymi specifikacemi. Srovnatelny vykon neni
zarucen pfi pouziti vybaveni mimo specifikace.

Nékteré polozky jsou vyzadovany pouze pro uréité pracovni postupy. Tyto poloZky jsou specifikovany
v samostatnych tabulkach.

* Termocyklér s nasledujicimi specifikacemi:
— Vyhfivané viko

— Minimalni rozsah regulace teploty 10 °C az 98 °C
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— Minimalni pfesnost teploty = 0,25 °C
— Maximalni reakéni objem 100 pl
— Kompatibilni s deskami PCR s 96 jamkami a plnym lemem
* Inkubdator mikrovzorkd s nasledujicimi specifikacemi:
— Teplotnirozsah okoli +5,0 °C az 99,0 °C
— Kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
* Vlozky do inkubatoru mikrovzorkd kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
* Vysokorychlostni tfepacka pro mikrodesky s rozsahem rychlosti michani 200-3000 ot./min
* Magneticky stojan kompatibilni s deskami PCR s 96 jamkami
* Magneticky stojan kompatibilni s deskami MIDI s 96 jamkami
*  Fluorometr kompatibilni s vasi metodou kvantifikace
* Analyzator fragmentl DNA
* Presné pipety:
— Jedno- nebo vicekanalové pipety 10
— Jedno- nebo vicekanalové pipety 20 pl
— Jedno- nebo vicekanalové pipety 200 pl
— Jednokanalové pipety 1000 pl

— Presné pipety zajistuji pfesné davkovani reagencii a vzorkl. Jedno- nebo vicekanalové pipety Ize
pouzit, pokud jsou pravidelné kalibrovany a jsou pfesné v rozmezi 5 % uvedeného objemu.

* QOdstfedivka pro mikrodesky

* Mikroodstfedivka

* Jeden z nasledujicich lllumina sekvenovacich systému:
— Pristroj MiSeqDx, kat. ¢. DX-410-1001

— Pristroj NextSeq 550Dx, kat. €. 20005715 s volitelnym serverem lllumina DRAGEN Server for NextSeq
550Dx, kat. ¢. 20086130

— Pristroj NovaSeq 6000Dx, kat. ¢. 20068232
* [Volitelné] Vakuovy koncentrator

* [FFPE] Systém detekce PCR v redlném Case

Materialy

Pfed zahajenim protokolu se ujistéte, Ze mate potiebné materialy.

Nékteré polozky jsou vyzadovany pouze pro uréité pracovni postupy. Tyto poloZky jsou specifikovany
v samostatnych tabulkach.
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Protokol byl optimalizovan a validovan pomoci uvedenych poloZek. Pfi pouZiti alternativnich materialQ neni
zaru€ena srovnatelna funk&nost.

Pipetovaci $picky s filtrem

Konické odstredivé zkumavky, 15 ml nebo 50 ml

Zkumavky mikroodstfedivky, 1,5 ml

Vicekanalové zasobniky reagencii bez RNazy/DNazy, jednorazové

Stripy a uzavéry pro 8 zkumavek bez RNazy/DNazy

Sérologické pipety

0,8 ml polypropylenova deska Deepwell s 96 jamkami pro uchovavani (deska MIDI)
Desky PCR Hard-Shell s 96 jamkami a s plnym lemem

[FFPE] Desky gPCR kompatibilni s pfistrojem gPCR

Lepici tésnéni na desky s 96 jamkami s ndsledujicimi specifikacemi:

— Odlupovaci, opticky Ciry polyester

— Vhodné na desky PCR s lemem

— Silné lepidlo, které odolava opakovanym zménam teploty v rozsahu -40 °C-110 °C
— Bez DN&z/RNaz

Plastové spotfebni materialy kompatibilni s vybranou metodou kvantifikace
Fluorometricka sada pro kvantifikaci dsDNA kompatibilni se zvolenym kvantifikaénim systémem:

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

— U kvantifikace obohacenych knihoven zavisi rozsah sady pro kvantifikaci na pouzitém panelu sondy.
Sada pro analyzu fragment( pro kvalifikaci knihovny s vybranym kvalifikaénim systémem:

— Pro kvalifikaci pfedem obohacenych amplifikovanych knihoven Ize pouzit sadu se Sirokym rozsahem.
— U kvalifikace obohacenych knihoven zavisi rozsah sady pro kvalifikaci na pouzitém panelu sondy.

[Volitelné] Souprava pro extrakci DNA z lidskych bunék a tkané. Mizete pouzit jakoukoli schvalenou
metodu extrakce.

Odbér, preprava a skladovani vzorku

/N UPOZORNENI

Se v§emi vzorky zachdzejte tak, jakoby byly potencidlné infekénimi Cinidly.

Tento rozbor je kompatibilni s genomovou DNA ziskanou z lidskych bunék a tkani.
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* U komerc¢né dostupné purifikované gDNA se ujistéte, Ze vzorky byly pfepravovany za spravnych podminek
a skladovany podle pokyni vyrobce. Dodrzujte osvéd¢ené postupy pro skladovani a cykly zmrazovani
arozmrazovani gDNA.

* Vpfipadé vstupu pIné krve dodrzujte poZzadavky na odbér, pfepravu a skladovani krve platné pro zvolenou
metodu extrakce DNA. Lze pouzit jakoukoli validovanou metodu extrakce. Pfeprava plné krve musi splfiovat
véechny statni, federalni a mistni pfedpisy pro pfepravu patogend.

* Pro extrakci DNA z tkané FFPE Ize pouzit jakoukoli validovanou metodu extrakce. Pfi uréovani nasledujicich
postupul se fidte pokyny a doporué¢enimi platnymi pro zvolenou metodu extrakce:

— Formalinova fixace a metoda zaliti tkani do parafinu pro zajisténi nejlepsi kvality extrahované DNA.
— Uchovavani vzork( FFPE.

— Pozadavky na vychozi materidl, jako je pocet a tloustka ez FFPE. Vét$ina metod purifikace doporuduje
pouzivat ¢erstvé nafezané fezy.

Varovani a preventivni opatfeni

* Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit obsahuji potencialné nebezpené chemickeé latky.
Vdechovanim, pozitim, stykem s klizi a vniknutim do o¢i mize dojit k Gjmé na zdravi. Pouzivejte ochranné
pomdicky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika
expozice. S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se
zakony a pfedpisy platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany zivotniho prostfedi, zdravi
a bezpecnosti prace naleznete v bezpecénostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

* Neprodlené nahlaste veskeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spole¢nosti lllumina
a prislusnym organtm ¢lenskych statd, ve kterych uzivatel a pacient sidli.

* Sevsemivzorky krve zachazejte tak, jako by byly infikovany virem lidské imunodeficience (HIV), lidskym
virem hepatitidy B (HBV) a dalSimi krevnimi patogeny (univerzaini opatfeni).

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech
nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a sadami reagencii pouzivejte jednordzové rukavice
a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a sadami reagencii si dkladné umyjte ruce.

* Chcete-li zabranit degradaci vzorku nebo reagencie, zajistéte, aby byly pfed zahajenim protokolu pIné
rozptyleny vSechny pary chlornanu sodného vzniklé ¢isténim.

* Kontaminace vzorkd jinymi produkty/amplikony PCR mize vést k nepfesnym a nespolehlivym vysledkdm.
Abyste zabranili kontaminaci, pouzivejte nasledujici osvédcené postupy:
— DodrzZujte spravné laboratorni postupy a laboratorni hygienu.
— Provedte kroky pracovniho postupu v uréenych oblastech prfed amplifikaci nebo po amplifikaci.

— PouZité reagencie pred ¢isténim knihoven ulozte do prostoru pro pfedamplifikaci.

Preamplifikaéni reagencie oddélte od postamplifika¢nich reagencii.
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— Ujistéte se, zZe prostory pro pfedamplifikaci a postamplifikaci maji vyhrazené vybaveni, jako jsou pipety,

hroty pipet, vortexova tfepacka a odstredivka.

* Zabrarite kiizové kontaminaci. Pro odli$né vzorky nebo dispenzni reagencie pouzivejte Cerstvé hroty pipet.

Pouziti filtrovanych hrotl snizuje riziko pfenosu amplikonl a kfizové kontaminace mezi vzorky.

—  P¥i pfidavani nebo prenaseni vzorkl nebo hlavnich smési reagencii vyménujte mezi jednotlivymi vzorky

hroty.

— P¥ipfidavani indexovych adaptérl pomoci vicekanalové pipety vymérujte mezi jednotlivymi fadky nebo

sloupci hroty. Pokud pouzivate jednokanalovou pipetu, vyménte mezi jednotlivymi vzorky hroty.
— Zpracovniho prostoru odstrarujte nepouzivané desky indexového adaptéru.
*  Pro kroky myti ethanolem pouzijte nasledujici osvédc¢ené postupy:
— Vzdy pfipravte Cerstvy 80 % ethanol. Ethanol mliZze absorbovat vodu ze vzduchu, cozZ potencialné
ovliviuje vysledky.
— Dbejte na to, aby byl b&hem promyvani ze dna jamek odstranén veskery ethanol. Zbytky ethanolu
mohou mit vliv na vysledky.

— Dodrzujte stanovenou dobu schnuti pro kroky magnetického stojanu, aby se zajistilo Uplné odpareni.
Zbytkovy ethanol mize ovlivnit U¢innost naslednych reakci.

* Hlavni smési pfipravujte vzdy pfed pouzitim a nikdy neskladujte kombinované pracovni roztoky.

 Uginnost lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit neni zaru¢ena, pokud nejsou dodrzeny postupy uvedené

v pfibalové informaci.
* Nepouzivejte zadné soucasti sady po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitku sady.

* Nezaménujte slozky sady se slozkami z jinych sad lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Sady jsou
oznaceny na Stitku sady.

Poznamky k postupu

Doporuceni pro vstup DNA

Protokol lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni se vstupy vysoce kvalitni dvouvlaknové
genomické DNA (gDNA) 50-1000 ng.

Ujistéte se, Ze pocatecni vzorek gDNA neobsahuje > 1 mM EDTA a je bez organickych kontaminantd, jako je
fenol a etanol. Tyto Iatky mohou interferovat s reakci tagmentace a vést k selhani rozboru.

Vstup gDNA = 50 ng

Pro vstupy gDNA v rozmezi 50-1000 ng neni kvantifikace a normalizace pocate¢niho vzorku gDNA nutna.

Vstup gDNA < 50 ng

Vstupy DNA 10-50 ng Ize pouzit s nasledujicimi Upravami:
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*  Pfipouziti vstupu gDNA 10-49 ng se doporucuje kvantifikovat po¢ateéni vzorek gDNA, aby bylo mozné urcit
pocet cykll PCR potfebnych po oznadeni. Pro kvantifikaci vstupu dvouvldknové gDNA pouZijte metodu
zaloZzenou na méreni fluorescence. Vyhnéte se metodam, které méfi celkovou nukleovou kyselinu, jako je
NanoDrop nebo jiné metody UV absorbance.

* Tento protokol nenormalizuje kone¢né vytézky pfedem obohacenych knihoven z 10-49 ng gDNA, proto je
nutna kvantifikace a normalizace pred a po obohaceni knihoven.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit byl charakterizovan a ovéren pro vstupy DNA 50-1000 ng. Pro
vstupy gDNA < 50 ng nelze zarucit ekvivalentni u¢innost produktu.

Doporuceni pro vstup krve

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni s gDNA extrahovanou z periferni plné krve. Lze pouzit
jakoukoli validovanou metodu extrakce. Pfi extrakci gDNA z pIné krve neni nutna poc¢atecni kvantifikace vstupu
DNA a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit vytvafi vytézky normalizovanych pfedem obohacenych
knihoven.

Mnozstvi DNA ziskané ze vzork( pIné krve, a tedy i normalizaci knihovny, mohou nepfiznivé ovlivnit nasledujici
faktory:

* Veékvzorku krve
*  Podminky skladovani

* Zakladni zdravotni stav ovliviujici po€et bilych krvinek

Doporucéeni pro vstupni material vzork( tkané FFPE

Pro uréeni vhodného vstupu pro tspésnou pfipravu knihovny pouzijte nasledujici kritéria kvality DNA FFPE:
* Provzorky FFPE s hodnotou ACq = 5 je doporuc¢ena vstupni hmotnost DNA 50-1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx se nedoporucuje pro nekvalitni vzorky FFPE s ACq > 5. Pouziti vzork(
s ACq > 5 je mozné, ale mlze zvysit pravdépodobnost selhani pfipravy knihovny nebo snizit G¢innost
rozboru.

Extrakce FFPE

Pouzijte metodu izolace nukleovych kyselin, ktera poskytuje vysokou vytéznost, minimalizuje spotfebu vzorku
a zachovava jeho integritu. Pro extrakci DNA ze vzork( FFPE m{zete pouZit jakoukoli validovanou metodu.

U gDNA extrahované z tkané FFPE je nutna pocatecni kvantifikace vstupni DNA a lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit nevytvari vytézky normalizovanych pfedem obohacenych knihoven.

Kvalifikace DNA FFPE
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gDNA extrahovana z tkané FFPE musi byt pfed pouzitim kvalifikovana. Pro optimalni vykon posuzujte kvalitu
vzork( DNA pomoci validované extrakéni metody pro kvalifikaci DNA extrahované ze vzorkl FFPE. Protokol
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilni se vzorky DNA FFPE s hodnotou ACq = 5. lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit se nedoporuéuje pro nekvalitni vzorky FFPE s hodnotou ACq > 5. Pouziti vzorkd

s ACq > 5 je mozné, ale mdze zvysit pravdépodobnost selhani pfipravy knihovny nebo snizit G¢innost rozboru.

[VoliteIné] Referenéni vzorky FFPE

Pfi provadéni protokolu pouzijte jako pozitivni kontrolu charakterizované referenéni materialy, napfiklad Horizon
HD799 (DNA). Jako referenéni vzorky Ize pouzit také kvalifikované materialy FFPE z xenograf(i odvozenych od
bunécné linie. Ke kvantifikaci referenénich materiall pfed pouzitim pouZijte metodu zaloZenou na méfeni
fluorescence.

POZNAMKA Zpracovani pozitivniho kontrolniho referenéniho vzorku nebo kontrola bez $ablony
spotifebovava reagencie a snizuje celkovy pocet neznamych vzork(, které Ize zpracovat.

Doporuéeni vstupniho materialu vzorku

Doporuceni vstupniho materialu vzorkd pro lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou shrnuta v nasleduijici
tabulce.

Tabulka1 Doporucéeni vstupniho materialu vzorkd

i Mnozstvi . i VytéZznost

Typ vstupniho , VyzZzadovana . , . . ,

., vstupniho . Pozadovana kvalita normalizované
materialu ., kvantifikace vstupu . ,

o materialu vstupu DNA predem obohacené
vzorku R DNA .

vzorku knihovny

gDNA 10-49 ng Ano Pomér 260/280 1,8-2,0 Ne
gDNA 50-1000 ng Ne Pomér 260/280 1,8-2,0 Ano
gDNA z krve 50-1000 ng Ne Pomér 260/280 1,8-2,0 Ano
gDNA zFFPE  50-1000 ng Ano Hodnota ACq =<5 Ne

Doporucené cykly PCR pro program PCR eBLTS jsou upraveny na zakladé koncentrace a kvality vstupniho
materidlu vzork(. Dalsi informace naleznete v ¢asti Amplifikace tagmentované DNA na strané 27.
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Tipy a techniky

Zabrante krizové kontaminaci
*  Pfipfidavani nebo pfenaseni vzorkd vymériujte mezi jednotlivymi vzorky hroty.

* Pfipfidavani indexovych adaptéri pomoci vicekanalové pipety vyménujte mezi jednotlivymi Fadky nebo
sloupci hroty. Pokud pouzivate jednokandalovou pipetu, vyméfite mezi jednotlivymi vzorky hroty.

Utésnéni desky

* Pred nasledujicimi kroky v protokolu vzdy utésnéte desku s 96 jamkami novym lepicim tésnénim pomoci
gumového valecku, ktery desku zakryje:

— Kroky michani v tfepacce
— Kroky inkubace. Nespravné utésnéni desky mdze vést k odpafovani béhem inkubace.
— Kroky odstfedovani
— Kroky hybridizace
* Ujistéte se, Ze jsou okraje a jamky dikladné utésnéné. Snizi se tim riziko k¥izové kontaminace a odparovani.
— Pokud se na tésnéni nebo na sténach jamek desky objevi tekutina nebo kondenzace, mizete pred
odlepenim tésnéni pfipadné provést odstredéni.

* Polozte desku na rovny povrch a poté opatrné sejméte tésnici folii.

Nakladani s Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Zasobni zkumavku eBLTS uchovavejte v chladni¢ce ve svislé poloze tak, aby byly ¢astice vzdy ponofené
v pufru.

* Bezprostfedné pred pouzitim zdsobni zkumavku eBLTS dlkladné promichejte, dokud nebudou ¢astice
resuspendovany. Aby se zabranilo opétovnému usazovani ¢astic, nedoporucuje se pred pipetovanim
odstfedovat.

* Pokud se ¢astice pfichyti ke sténé nebo horni ¢asti desky s 96 jamkami, odstfedujte je pfi 280 x g po dobu
3 sekund a poté pipetou resuspenduijte.

* PfimytieBLTS:
— PouZijte vhodny magneticky stojan pro danou desku.
— Ponechte desku na magnetickém stojanu, dokud nebude v pokynech uvedeno, Ze ji mate odebrat.

— Pokud jsou ¢astice nasaty do pipetovych hrotl, vratte je zpét na desky na magnetickém stojanu
a pockejte, dokud tekutina nezprdhledni (2 minuty).
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illumina

®

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Pracovni
postup

Nasledujici diagram ilustruje pracovni postup pro lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. Mezi kroky jsou
vyznaceny body bezpelného prerudeni. Odhady ¢asu jsou zalozeny na zpracovani 12 vzork{ pfi 12plexovém

obohaceni.

Bod bezpeéného
preruseni

Bod bezpecného
preruseni

Bod bezpecného
preruseni

Bod bezpecného
preruseni

Bod bezpecného
preruseni

®

®

gDNA

o Tagmentace genomové DNA

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

Nasledné tagmentaéni Cisténi
Pracovni ¢as: 10 minut

Celkem: 20 minut

Reagencie: ST2, TWB2

Amplifikace tagmentované DNA
Pracovni ¢as: 15 minut

Celkem: 45 minut

Reagencie: EPM, indexové adaptéry

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

e Fondy knihoven

Reagencie: RSB

Hybridizace sond

Pracovni ¢as: 10 minut

Celkem: 125 minut

Reagencie: Panel obohacovaci sondy,
NHB2, EHB2, RSB

Zachyceni hybridizovanych sond
Pracovni ¢as: 25 minut

Celkem: 65 minut

Reagencie: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

Amplifikace obohacené knihovny
Pracovni ¢as: 5 minut

Celkem: 40 minut

Reagencie: PPC, EPM

Cisténi amplifikované obohacené
knihovny

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

° Pre-PCR Post-PCR
(.pfed PCRY) = (,po PCRY)
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Navody k pouziti

Tato kapitola popisuje protokol lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

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

* Nez budete pokracovat, ovéfte si obsah sady a ujistéte se, Ze mate potrebné soucasti, vybaveni
a materialy.
— Biotinylované sondy tfetich stran musi splfiovat specifické pozadavky. V &asti PoZadavky na panel
obohacovacich sond na strané 10 se ujistéte, Ze sondy tfetich stran spliuji pozadavky.

* Postupujte podle protokolu v uvedeném poradi s pouzitim specifikovanych objemi a parametrl inkubace.
* Pokud v protokolu neni stanoven bod bezpeéného preruseni, prejdéte ihned k dalSimu kroku.
*  Prfivytvareni hlavni smésije v poskytnutych objemech zahrnut prebytek.

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

PFiprava na sdruzovani

Tento krok je nutny k zajisténi Uspésného sekvenovani obohacenych knihoven. Sdruzovani knihoven mize
probihat pfed obohacenim a pfed sekvenovanim.

Pfed obohacenim - jednotlivé indexované amplifikované knihovny jsou sdruzeny pro obohaceni vybranym
panelem sond. Tim se vytvofi multiplexni fond obohacenych knihoven. Zpracovani vstupniho materialu vzorkd
FFPE bylo testovano a doporucuje se vyhradné pro jednoplexové reakce obohaceni Pro vysoce kvalitni gDNA
byly testovany 12plexové, ale je mozné pouziti 2- az 11plexové.

Pred sekvenovanim - Iplexové obohacené knihovny a/nebo multiplexni obohacené knihovny se vlozi do fondu
pfed sekvenovanim. Po¢et obohacenych knihoven, které Ize sekvenovat, zavisi na cilové hloubce &teni pro
kazdy vzorek ve vasem sekvenacnim systému.

Unikatni dvojité indexovani

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit pouziva unikatni dvojité indexy.

* Knihovny s dvojitym indexovanim pfidavaji sekvence indexu 1 (i7) a indexu 2 (i5) a vytvareji jedineé¢né
oznacené knihovny.

* Indexy UD maji odlidné, nesouvisejici sekvence indexd pro ¢teniindext i7 a i5. Indexy jsou dlouhé 10 bazi.

Vybér indexovych adaptért s riznymi sekvencemi pro sdruzené kninovny optimalizuje vyvazeni barev pro

uspésné sekvenovani a analyzu dat. Fondy plexit, které jsou = 10plexové, jsou ze své podstaty barevné

vyvazeng, takze mlzete pouzit libovolnou kombinaci indexovych adaptérd. Béhem bé&hu sekvenovani poskytuje

modul DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moZnosti barevné vyvazenych kombinaci indext a upozorni
vas, pokud ve vybranych kombinacich index( neni dostate¢na rozmanitost.
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Informace o sekvencich indexovych adaptér UD lllumina a rozloZeni desek naleznete v Priloha: lllumina UD
Indexes Adapter Sequences na strané 62

Podporované obohacovaci plexity

Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou konfigurovany a testovany pfi jednoplexové
a 12plexové obohacovaci plexité. A¢koli je moZné obohacovat i jiné plexity, nékteré plexity vyzaduji reagencie
pro dodatecnou pfipravu knihovny pfed obohacenim a panel obohacovaci sondy.

Ziskani vhodné vytéznosti obohaceni pro nestandardni plexitu obohaceni mdze vyzadovat dal$i optimalizaci.

Optimalni vysledky nejsou zaruceny.

* Plexita obohaceni- Pocet pfedem obohacenych knihoven (1-12) sdruzenych dohromady v jedné reakci
obohaceni pro hybridizaci s panely obohacovacich sond. Napfiklad kombinace 12 pfedem obohacenych
knihoven dohromady vytvofi 12plexovy obohacovaci fond.

* Reakce obohaceni- Pocet jedinecnych pfiprav reakci obohaceni bez ohledu na pocet pfedem
obohacenych knihoven sdruzenych do jedné reakce. Napfiklad z jediné reakce obohaceni Ize pfipravit 1-
nebo 12plexovy obohacovaci fond.

Pro vypocet celkového poctu nasledné obohacenych knihoven vynasobte plexitu obohaceni na reakci poétem
reakci obohaceni. Napftiklad jedind reakce obohaceni 12plexového obohacovaciho fondu vytvari fond
12 nasledné obohacenych knihoven.

Pfi sdruzovani pfedem obohacenych knihoven podporuji reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
nasledujici reakce obohaceni a plexitu.

Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Reakce obohaceni Plexita obohaceni
Souprava pro 16 vzorkd 16 reakci Jednoplexové
Souprava pro 96 vzorkl 8 reakci 12plexové

Strategie 2- az 8plexového sdruzovani

Nasledujici tabulka uvadi indexové adaptéry (jamky), které Ize kombinovat ve 2-8plexovém fondu, zatimco
barevné oznaceny obrazek znazorfiuje jednotlivé kombinace.

Sdruzte libovolnou plexitu = 2 z horni nebo dolni &asti sloupce. Nesdruzujte napfi¢ fadkem.

. . Barva na
Plexita Kombinace B
obrazku

2 Prvni dvé nebo posledni dvé jamky ve sloupci: Oranzova

« AaB

« GaH

Radky C-F se nepouzivaji.
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Plexita Kombinace

3 Prvni tfi nebo posledni tfi jamky ve sloupci:
« A-C
« F-H
Radky D a E se nepouzivaji.

4 Prvni &tyfi nebo posledni ¢tyfi jamky ve sloupci:
o A-D
« E-H

5 Prvnich pét nebo poslednich pét jamek ve sloupci:
o A-E
« D-H
6 [Moznost 1] Prvnich Sest nebo poslednich Sest jamek ve sloupci:
o A-F
« C-H
[Moznost 2] Prvni dvé jamky (A a B) nebo posledni dvé jamky (G a H)
v jednom sloupci a vSechny &tyfi jamky ve vedlejSim sloupci.

7 Prvnich sedm nebo poslednich sedm jamek ve sloupci:
o A-G
e B-H

8 Cely sloupec.
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Strategie 9plexového sdruzovani

illumina

Barva na
obrazku

Seda

Fialova

Modra

Zelena

RUZova

Modrozelend

Pouzijte indexové adaptéry z libovolnych jamek, které optimalizuji vyvazeni barev pfi sekvenovani, napfiklad:

* Al-H1aA2
* A4-D4aA5-ES5
* A7-F7aA8-C8
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A10-C10, A11-C11a A12-C12

Nasledujici obrazek znazornuje vSechny &tyfi priklady.
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Genomova DNA tagmentu

illumina

V tomto kroku se pouzivaji Enrichment BLT Small (eBLTS) k tagmentovani DNA, coz je proces, ktery
fragmentuje a oznacuje DNA pomoci sekvenci adaptér.

Spotrebni material

eBLTS (Enrichment BLT Small) (Zluty uzavér)
TB1 (Tagmentation Buffer 1)

Voda bez nukleazy

Deska PCR s 96 jamkami

Lepici tésnéni

Zkumavky mikroodstfedivky, 1,7 ml

Strip s 8 zkumavkami

Hroty pipet

— Vicekanalové pipety o objemu 200 pl
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/N VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpecné chemickeé latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kliZi a vniknutim do oé&i miiZe dojit k Ujmé na zdravi. Pouzivejte ochranné pomuicky
véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika
expozice. S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je

v souladu se zakony a predpisy plathymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany zivotniho
prostfedi, zdravi a bezpednosti préce naleznete v bezpecénostnich listech (SDS) na strance
support.illumina.com/sds.html.

O reagenciich

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

* eBLTS neodstiedujte.

Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

PolozZka Skladovani Pokyny

eBLTS (zluty uzavér) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Tésné pfed pouzitim
promichejte ve vortexové tfepacce. Pfed
pipetovanim neodstfeduijte.

TB1 -25°Caz-15°C Pfived'te k pokojové teploté. Promichejte ve
vortexové tfepacce.
2. DNA promichejte ve vortexové tfepacce nebo pipetujte a poté kratce odstredte.
3. Ulozte nasledujici program TAG do termocykléru:
* Zvolte moznost prfedehfati vika a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakéni objem na 50 pl.
* 55°C podobu 5 minut
* Udrzujte pfi teploté 10 °C.
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Postup

1.

9.

10.
1.

Do kazdé jamky desky PCR s 96 jamkami pfidejte 2—-30 ul DNA tak, aby celkové vstupni mnozstvi bylo 50—
1000 ng.
Pokud je objem DNA < 30 pl, pfidejte ke vzorkim DNA vodu bez nukledzy, aby celkovy objem dosahl 30 pl.

eBLTS ddkladné& promichejte ve vortexové tfepacce, dokud ¢astice nebudou zcela resuspendovany.

Pro pfipravu smési Tagmentation Master Mix zkombinujte ve zkumavce néasledujici objemy. Kazdy objem
vynasobte poétem zpracovavanych vzorkd.

* eBLTS (11,5 ul)

* TB1(11,5ul)

Pfebytky reagencii jsou zahrnuty v objemu.

Smés Tagmentation Master Mix dlkladné pipetujte, aby se promichala.

Rozdélte objem smési Tagmentation Master Mix rovhomérné do stripu s 8 zkumavkami.

Pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 ul pfeneste 20 ul smési Tagmentation Master Mix do kazdé
jamky desky PCR obsahuijici vzorek. Pro kazdy sloupec nebo fadek vzorku pouzijte nové hroty.

Po davkovani smési Tagmentation Master Mix zlikvidujte strip s 8 zkumavkami.

Pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 pl nastavené na 40 yl pipetujte kazdy vzorek 10krat, aby se
promichal. Pro kazdy sloupec vzorku pouzijte nové hroty.
Pripadné desku PCR uzavrete a protfepavejte ve tfepacce na desky pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

Desku uzavrete a poté ji umistéte na pfedprogramovany termocyklér a spustte program TAG.
Pockejte, dokud program TAG nedosahne udrzovaci teploty 10 °C, a poté desku okamzité vyjméte.

Nechte desku PCR s 96 jamkami po dobu 2 minut stat pfi pokojové teploté a poté prejdéte k dalsimu kroku.

Nasledné tagmentacni €isténi

Timto krokem se DNA oznacena adaptérem na eBLTS prfed amplifikaci PCR promyje.

Spotrebni material

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)
Magneticky stojan desky PCR s 96 jamkami
Lepici tésnéni

Strip s 8 zkumavkami

Hroty pipet

— Vicekanalové pipety o objemu 20 pl

— Vicekanalové pipety o objemu 200 pl

Pfipravte se na pozdé&jsi postup:
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— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Deska indexového adaptéru

O reagenciich

* Ujistéte se, Ze pro vasi desku pouzivate vhodny magneticky stojan. Pouziti magnetického stojanu desky
MIDI pro desku PCR by mohlo zabranit pfilnuti TWB2 k ¢asticim.

*  TWB2 pipetujte pomalu, abyste minimalizovali pénéni a predesli nespravnému nasati objemu a nelplnému
promichani.

Pfiprava
1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

PolozZka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte naledu po dobu 1 hodiny.
Prevratte, aby se obsah promichal, poté kratce odstredte.

ST2 15°Caz30°C Pokud se objevi srazeniny, zahfivejte pfi 37 °C po dobu 10 minut a poté
promichejte ve vortexové tfepacce, dokud se srazeniny nerozpusti.
Pouzivejte pfi pokojové teploté.

TWB2 15°Caz30°C Pouzivejte pfi pokojové teploté.
Deska -25°Caz-15°C Nechte 30 minut rozmrazovat pfi pokojové teploté.
indexového
adaptéru
Postup

1. Ke kazdé reakci tagmentace pfidejte 10 ul ST2. Pokud pouzivate vicekanalovou pipetu, pipetujte ST2 do
stripu s 8 zkumavkami a poté pfeneste pfislusné objemy na desku PCR. Pro kazdy sloupec nebo fadek
vzorku pouzijte nové hroty.

2. Pomoci 200 pl pipety nastavené na 50 ul pomalu 10krat pipetujte kazdou jamku, abyste ¢astice
resuspendovali.
Pfipadné desku uzaviete a protifepavejte pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty. Podle potfeby opakuijte.

Desku uzavrete a poté odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (3 minuty).

o gk~ w

[= 48 vzork] Trikrat promyjte nasledujicim zplsobem.

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

b. Vyjméte z magnetického stojanu.

c. Ihned poté pomalu pfidejte 100 pul TWB2 pfimo na ¢astice.
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g.
h.

Pomalu pipetujte, dokud nejsou ¢astice zcela resuspendovany. Pfipadné desku uzavfete
a protfepavejte pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

Pokud dojde k rozstfiku, odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (3 minuty).
PFi tfetim promyvani nechte desku na magnetickém stojanua TWB2 v jamkéch, aby nedoslo
k prfesuseni. Po pfipravé hlavni smési PCR Master Mix odstrante a zlikvidujte supernatant.

Pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 pl nastavené na 100 ul odeberte a zlikvidujte supernatant.

Kroky b—g opakujte dvakrat pro celkem tfi promyti.

[> 48 vzork] Trikrat promyjte nasledujicim zplsobem.

a.

© o o T

j.

K.

Kroky b a c provadeéjte v krocich po 1 az 2 sloupcich, dokud nezpracujete vSechny sloupce, aby nedoslo
k pfesuseni.

Pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 ul nastavené na 60 ul odeberte a zlikvidujte supernatant.
Vyjméte z magnetického stojanu.

Ihned poté pomalu vypoustéjte 100 ul TWB2 pfimo na &astice.

Pomalu pipetujte, dokud nejsou ¢astice zcela resuspendovany. Pfipadné desku uzavfete
a protfepavejte pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

Pokud dojde k rozstfiku, odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (3 minuty).
Pfi tfetim promyvani nechte desku na magnetickém stojanua TWB2 v jamkach, aby nedoslo
k presuseni. Po pfipravé hlavni smési PCR Master Mix odstrante a zlikvidujte supernatant.

Pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 pl nastavené na 100 ul odeberte a zlikvidujte supernatant.
Vyjméte z magnetického stojanu a pomalu pfidejte 100 ul TWB2 pfimo na ¢astice.
Kroky h a i opakujte v krocich po 1 nebo 2 sloupcich, dokud nezpracujete vSechny sloupce.

Kroky e—h opakujte dvakrat pro celkem tfi promyti.

Ponechte na magnetickém stojanu az do kroku 4 v ¢asti Postup v ¢asti Amplifikace tagmentované DNA.
TWB2 zlstava v jamkach, aby se zabranilo nadmérnému vyschnuti ¢astic.

Amplifikace tagmentované DNA

V tomto kroku se tagmentovana DNA amplifikuje pomoci programu PCR s limitovanym cyklem. V kroku PCR se
pridaji adaptéry indexu 1 (i7), adaptéry indexu 2 (i5) a sekvence potiebné pro generovani klastrl sekvenovani.

Spotrebni material
EPM (Enhanced PCR Mix)

Deska indexového adaptéru

Deska PCR s 96 jamkami

Voda bez nukleazy
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* Lepicitésnéni
*  Zkumavky mikroodstfedivky, 1,5 ml
* Hroty pipet
— Vicekanalové pipety o objemu 20 pl

— Vicekanalové pipety o objemu 200 pl

O reagenciich

* Desky indexového adaptéru
— Jamka mUze obsahovat > 10 pl indexovych adaptérd.
— Nepfidavejte vzorky na desku indexového adaptéru.

— Kazda jamka desky indexu je uréena pouze k jednorazovému pouziti.
Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte pfi 4 °C nebo na ledu po dobu 1 hodiny.
Prevratte, aby se obsah promichal, poté kratce
odstfedte.

Deska indexového -25°Caz-15°C Nechte 30 minut rozmrazovat pfi pokojové teploté.

adaptéru

2. Nasledujici program PCR eBLTS uloZte do termocykléru s pouzitim pfislusného pocétu cykld PCR uvedenych
v tabulce nize.

* Zvolte moznost pfedehfati vika a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakéni objem na 50 pl.
* 72°Cpodobu 3 minut
* 98°C podobu 3 minut
* X cykll:
* 98 °C podobu 20 sekund
* 60°Cpodobu 30 sekund
* 72°Cpodobu1minuty
* 72°C podobu 3 minut
* UdrZujte pfi teploté 10 °C.
Celkova doba provozu je ~38 minut pro 9 cykll a ~46 minut pro 12 cykl(.
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Typ vstupniho materialu vzorku Podet cyklti PCR (X)
10-49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
50-1000 ng gDNA extrahované z FFPE 12
gDNA extrahovana z krve 9
Postup

1. Pro pfipravu smési PCR Master Mix zkombinujte nasledujici. Kazdy objem vynasobte poctem
zpracovavanych vzorkd.

* EPM (23l
* Voda bez nukleazy (23 ul)
Pfebytky reagencii jsou zahrnuty v objemu.
2. Smés PCR Master Mix 10krat pipetujte, aby se promichala, a poté kratce odstfedte.

3. Kdyz je deska na magnetickém stojanu, odeberte ji pomoci vicekanalové pipety o objemu 200 ul
a zlikvidujte TWB2.
Péna, kterd zUstava na sténach jamek, nema na knihovnu nepfiznivy vliv.

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

6. Okamzité pipetujte, aby se obsah promichal, dokud se ¢astice zcela nerozpusti. Pfipadné desku uzaviete
a protfepavejte pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

Desku se vzorkem uzavfete a odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.
Odstredujte desku indexového adaptéru pfi 1000 x g po dobu 1 minuty.
9. Pfipravte desku indexového adaptéru.

* [< 96 vzorkd] Propichnéte tésnici folii na desce indexového adaptéru novym hrotem pipety pro kazdou
jamku pouze pro takovy pocet vzork(, které se budou zpracovavat.

* [96 vzork{] Zarovnejte novou desku PCR s poloviénim lemem nad desku indexového adaptéru
a zatlacéte ji dol(, abyste propichli tésnici félii. Desku PCR pouzitou k propichnuti tésnici félie zlikviduijte.
10. Pomoci nového hrotu pipety pfidejte do kazdé jamky 10 ul pfedem sparovanych indexovych adaptérd.

11. Pomoci pipety nastavené na 40 pl 10krat pipetujte, aby doslo k promichani. Pfipadné desku uzaviete
a protfepavejte pfi 1600 ot./min po dobu 1 minuty.

12. Desku uzaviete a poté odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.
13. Vlozte na termocyklér a spustte eBLTS program PCR.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI
Pokud provadite pferuseni, skladujte pfi teploté od -25 °C do -15 °C po dobu az 30 dni.
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Cisteni knihoven
V tomto kroku se k purifikaci amplifikovanych knihoven pouziva postup oboustranné purifikace ¢astic.

Spotrebni material

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Cerstvé pripraveny 80 % ethanol (EtOH)

* 0,8 ml polypropylenova deska Deepwell s 96 jamkami pro uchovavani (deska MIDI)
* DeskaPCR s 96 jamkami

* Magneticky stojan desky MIDI

* Magneticky stojan desky PCR

* Zkumavky mikroodstfedivky, 1,5 ml

* Voda bez nukleazy

O reagenciich
* Cleanup Beads
— Pred kazdym pouzitim promichejte ve vortexové tfepacce.
— Casto promichavejte ve vortexové titepaéce, abyste se ujistili, Ze jsou ¢astice rovnomérné rozlozeny.

— Nasavejte a vypoustéjte pomalu vzhledem k viskozité roztoku.
Priprava

1. Pfipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

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

1. Protrepavejte desku PCR s 96 jamkami pfi 1800 ot./min. po dobu 1 minuty a poté kratce odstredte.
2. Umistéte na magneticky stojan desky PCR a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (1 minutu).

3. CBtrikrat promichejte ve vortexové tiepacce po dobu 10 sekund a poté nékolikrat prevratte, aby doslo
k resuspendaci.

4. U vysoce kvalitni gDNA postupujte nasledovné.

a. Do kazdé jamky nové desky MIDI pfidejte 77 pl vody bez nukleazy.
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b. Do kazdé jamky desky MIDI pfidejte 88 pl CB.

c. Preneste 45 pl supernatantu z kazdé jamky desky PCR do odpovidajici jamky desky MIDI.

d. Zlikvidujte desku PCR.

e. Kazdou jamku pipetujte 10krat, abyste obsah promichali. Pfipadné desku uzavfete a protfepavejte pfi
1800 ot./min po dobu 1 minuty.

f. Desku uzavfete a inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

g. Zkontrolujte, zda se netvofi vzduchové bubliny. Pokud se tvofi, provedte odstifedéni.

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

Bé&hem inkubace CBdUkladné promichejte ve vortexové tfepacéce a poté pfidejte 20 ul do kazdé jamky
nové desky MIDI.

j. PFeneste 200 pl supernatantu z kazdé jamky prvni desky MIDI do odpovidajici jamky nové desky MIDI
(obsahuijici 20 ul CB).

k. Zlikvidujte prvni desku MIDI.

I.  Kazdou jamku nové desky MIDI pipetujte 10krat, abyste obsah promichali. Pfipadné desku uzaviete
a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

U extrahovaného FFPE postupujte nasledovné.

a. Pridejte 81l CB do kazdé jamky nové desky MIDI.

b. Preneste 45 pl supernatantu z kazdé jamky desky PCR do odpovidajici jamky desky MIDI.
c. Zlikvidujte desku PCR.
d

Kazdou jamku pipetujte 10krat, abyste obsah promichali. Pfipadné desku uzavfete a protfepavejte pfi
1800 ot./min po dobu 1 minuty.

Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
Zkontrolujte, zda se netvofi vzduchové bubliny. Pokud se tvofi, provedte odstfedéni.
Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢ira (5 minut).

Odeberte a zlikvidujte supernatant, aniz byste narusili ¢astice.

. Promyjte ¢astice nasledujicim zptsobem.

a. Kdyz je deska na magnetickém stojanu, pfidejte 200 pul ¢erstvého 80 % EtOH bez michani.
b. Inkubujte po dobu 30 sekund.

c. Odeberte a zlikvidujte supernatant, aniz byste narusili ¢astice.

Promyjte ¢astice podruhé.

Suste na vzduchu na magnetickém stojanu po dobu 5 minut.

Béhem suseni na vzduchu odstrante pomoci pipety o objemu 20 pl zbytky EtOH a zlikvidujte je.
Vyjméte z magnetického stojanu.

Pridejte k ¢asticim 17 ul RSB.

Desku uzavrete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.
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18. Zkontrolujte, zda se netvofi vzduchové bubliny. Pokud se tvofi, provedte odstfedéni.
19. Umistéte desku na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude €ira (2 minuty).

20. PFeneste 15 yl supernatantu do nové desky PCR s 96 jamkami.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, zapecette desku a uskladnéte ji pfi teploté -25 az -15 °C max. na 30 dni.

Sdruzeni predem obohacenych knihoven

Tento krok spojuje knihovny DNA s jedine¢nymi indexy do jedné smési az 12 knihoven.
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Metody sdruzovani

Sdruzovat mizete podle objemu nebo hmotnosti. Pomoci nasledujici tabulky uréete vhodnou metodu pro vas
vstup.

Tabulka 2 Doporuc¢ené metody sdruzovani

Vstupni material vzorkut Metoda sdruzovani
10-49 ng gDNA Hmotnost

50-1000 ng gDNA Objem

gDNA extrahovana z FFPE Hmotnost

gDNA extrahovana z krve Objem

* Jednoplexové obohaceni nevyzaduje sdruzovani piedem obohacenych knihoven. Pfidani RSB véak muze
byt nezbytné.

* Po kvantifikaci piedem obohacené knihovny Ize véechny typy vstupniho materidlu vzorkd sdruzit podle
hmotnosti, aby se dosahlo optimalni indexové rovnovahy.

* Konecna vytéznost pfedem obohacenych knihoven generovanych v samostatnych experimentalnich
pfipravnych postupech se mdze lidit. Proto se doporucuje sdruzovani podle hmotnosti, aby se dosahlo
optimalni indexové rovnovahy.

¢ Jednoplexové obohaceni pouzijte v nasledujicich situacich.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1000 ng gDNA extrahované z FFPE

* Detekce nizké frekvence recesivni alely pro pfifazeni somatickych variant.

Sdruzeni podle hmotnosti

V nasledujicich situacich kvantifikujte své knihovny tak, abyste pouzilihmotnost DNA na knihovnu pro
obohaceni uvedenou v ¢asti Sdruzeni predem obohacenych knihoven pfi stejné koncentracina strané 34.
*  Vstupni material vzork( gDNA 10-49 ng

* 50-1000 ng gDNA extrahované ze vstupniho materialu vzorkd FFPE

* Detekce nizké frekvence recesivni alely pro pfifazeni somatickych variant

* gDNA extrahovana z krve pro optimalni rovnovahu indexu

Kvantifikace pfedem obohacenych knihoven
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1. Provedte 1 ul pfedem obohacenych knihoven pomoci preferované metody kvantifikace zalozené na méfeni
fluorescence, ktera pouziva interkalaéni barvivo dsDNA.

* U 50-1000 ng vysoce kvalitni gDNA ocekavejte vytéznost = 500 ng pfedem obohacené knihovny.

* U 50-1000 ng gDNA extrahované z FFPE o¢ekavejte vytéznost 500-6000 ng pfedem obohacené
knihovny v zavislosti na kvalité vychoziho vzorku.

POZNAMKA V pfipadé kvantifikacnich metod s rdznymi odchylkami kvalifikujte kvantifika¢ni metodu pro
tento pracovni postup. Vysledky koncentrace se mohou lisit v zavislosti na pouzité metodé.

Sdruzeni pifedem obohacenych knihoven pfi stejné koncentraci

Pomoci nasledujici tabulky uréete hmotnost DNA na knihovnu potfebnou pro obohaceni podle typu vzorku
a plexity obohaceni. PFi pouziti nizSich nez doporu¢enych vytézkl predem obohacené knihovny neni zaru¢ena
optimalni vytéZnost obohaceni a U¢innost rozboru.

Celkova hmotnost DNA v reakci obohaceni by neméla prekrocit 6000 ng.

Vstupni material Plexita Hmotnost DNA na knihovhu  Celkova hmotnost knihovhy DNA
vzorku obohaceni (ng) (ng)

Vysoce kvalitnigDNA 12 250-500 3000-6000

gDNA extrahovana 1 200 200

z FFPE

1.V tomto kroku zaznamenejte indexy knihoven, které planujete sdruzit.

2. Na zakladé koncentrace kazdé knihovny vypocitejte objem, ktery je tfeba pfidat do reakce obohaceni, aby
bylo dosazeno pozadované hmotnosti DNA.

* Vysoce kvalitni gDNA: Vypoditejte objem knihovny potfebny pro vstup 250-500 ng.
* gDNA extrahovana z FFPE: Vypodcitejte objem knihovny potfebny pro vstup 200 ng.
Pfidejte vypocteny objem pro kazdou knihovnu do stejné jamky desky PCR.

Pokud pouzivate vysoce kvalitni gDNA, provedte jednu z nasledujicich akci na zakladé celkového objemu
sdruzenych prfedem obohacenych knihoven:

* Pokud objem pfedem obohacené knihovny = 30 ul, prejdéte k ¢asti Hybridizace sond na strané 36.

* Pokud je objem pfedem obohacené knihovny < 30 i, pfidejte RSB, abyste dosahli celkového objemu
30 pl.

* Pokud je objem prfedem obohacené knihovny > 30 pl, pouzijte ke koncentraci sdruzeného vzorku
metodu zaloZzenou na ¢asticich nebo vakuovy koncentrator. Pfidejte RSB do koncentrovaného
sdruzeného vzorku, abyste dosahli celkového objemu 30 pl.

5. Pokud pouzivate gDNA extrahovanou z FFPE, provedte jednu z ndsledujicich akci na zékladé celkového
objemu sdruzenych pfedem obohacenych knihoven.
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* Pokud objem pfredem obohacené knihovny = 7,5 ul, pfejdéte k ¢asti Hybridizace sond na strané 36.

* Pokud je objem pfedem obohacené knihovny < 7,5 pl, pfidejte RSB, abyste dosahli celkového objemu
7,5 Ml

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, zapecette desku a uskladnéte ji pfi teploté -25 az -15 °C max. na 30 dni.

Sdruzeni podle objemu

Pfi vstupu 50-1000 ng gDNA neni nutné kvantifikovat a normalizovat jednotlivé knihovny vytvofené ve stejném
experimentu.

Pro dosazeni optimalniho vykonu sdruzujte pouze vzorky pfedem obohacenych knihoven pfipravené stejnym
uzivatelem, stejnou Sarzi reagencie a stejnou deskou indexového adaptéru.

1.V tomto kroku zaznamenejte indexy knihoven, které planujete sdruzit.

2. Zkombinujte nasledujici objemy pfedem obohacené knihovny a RSB pro vasi plexitu obohaceni do stejné
jamky nové desky PCR.
Vysledny objem je 30 pl.

Kazdy objem predem

Plexita obohaceni*
obohacené knihovny (ul)

Objem RSB (pl)

Jednoplexové 14 16
2plexové 14 2
3plexové 10 0
4plexové 7,5 0
5plexové 6 0
6plexové 5 0
7plexové 4,2 0,6
8plexové 3,7 0,4
9plexové 3,3 0,3
10plexové 3 0
Tplexové 2,7 0,3
12plexové 2,5 0

* Informace o nestandardnich plexitach (2- az 11plexové) naleznete v &asti Omezeni postupu na strané 2.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite pferuseni, zapecette desku a uskladnéte ji pfi teploté -25 az -15 °C max. na 30 dni.
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[Volitelné] Kvalifikace predem obohacenych knihoven

V pfipadé sdruzovani podle objemu pouzijte ke kvantifikaci pfedem obohacenych knihoven metodu zalozenou
na méreni fluorescence, ktera pouziva interkalaéni barvivo dsDNA. Ke kvalifikaci pfedem obohacenych
knihoven pouZijte analyzator fragmentl DNA s pfislusnou sadou pro analyzu fragmentd.

Pro kvalifikaci knihovny pouzijte celkem 1 pl. PFedem obohacené knihovny jsou dostate¢né koncentrované, aby
umoznily malé fedéni pro kvantifikaci nebo analyzu fragmentg.

Hybridizace sond

V tomto kroku probiha vazba cilovych oblasti DNA pomoci zachytnych sond.

Reagencie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jsou kompatibilni s oligonukleotidovymi panely DNA
obohacenymi oligonukleotidy od spole¢nosti lllumina i s témi od tfetich stran. Informace o poZzadovanych
specifikacich pro panely tfetich stran naleznete v ¢asti PoZadavky na panel obohacovacich sond na strané 10.

Spotrebni material
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
*  NHB2 (HYB pufr 2 + blokatory NXT IDT) (modry uzavér)
* Panel obohacovaci sondy
* Deska PCR s 96 jamkami
* Lepicitésnéni
* Pfipravte se na pozdé&jsi postup:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (Zlutohnédy uzaveér)

O reagenciich
* NHB2 se pfi skladovani srazi a oddéluje.

* Panel obohacovaci sondy oznacuje vybrany oligonukleotidovy obohacovaci panel od dodavatele lllumina.
Priprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:
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PoloZka Skladovani
EHB2 2°Caz8°C
Panel obohacovaci -25°Caz-15°C
sondy (Hlumina)

NHB2 (modry uzavér) -25°Caz-15°C

SMB3* 2°Caz8°C

EEW* -25°Caz-15°C
(Zlutohnéda zkumavka)

Pokyny

Privedte k pokojové teploté. Promichejte ve vortexové
tfepacce.

Pokud se objevi krystalky a zakal, znovu promichejte
roztok ve vortexové tfepacce nebo pipetujte nahoru

a dold, aby se obsah promichal, dokud nebude &iry.

Panely lllumina i panely tfetich stran uvedte do pokojové
teploty. Promichejte ve vortexové tfepacce.

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.

Pfi pokojové teploté predehfivejte mikrovzorkovy
inkubator na stejnou teplotu, jakou ma pouzivana sonda,
po dobu 5 minut.

Promichavejte ve vortexové tfepacce maximalni rychlosti
tfikrat po dobu 10 sekund, aby doslo k resuspenzi.
Kratce odstfedte.

Pipetujte ode dna zkumavky nahoru a dold.

Pokud se objevi krystalky a zékal, znovu promichejte
roztok ve vortexové tfepacce nebo pipetujte nahoru

a doll, aby se obsah promichal, dokud nebude &iry.
Pouzivejte teplé, aby se znovu nevytvofily srazeniny.

Pokud pfechazite k dalSimu postupu bezprostfedné po
90minutovém pozastaveni v programu HYB, nechte prejit
do pokojové teploty nejméné 2 hodiny pred zahajenim
programu HYB.

Pokud pFfechazite k dalSimu postupu bezprostiedné po
90minutovém pozastaveni v programu HYB, nechte prejit
do pokojové teploty nejméné 2 hodiny pfed zahajenim
programu HYB.

Pfi pokojoveé teploté pfedehfivejte na mikrovzorkovém
inkubatoru na pfislusnou hybridizaéni teplotu a teplotu
zachytu po dobu 30 minut pfed ukonéenim programu
HYB.

* Pokud pfed dalSim postupem zastavujete, odloZte pfipravu této reagencie, dokud se nedostanete k tomuto postupu.
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Nasledujici program HYB uloZte do termocykléru s pouzitim pfislu§ného poctu cykld, které jsou uvedeny
v Tabulka 3.

* Zvolte moznost prfedehfati vika a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakéni objem
* [Vysoce kvalithnigDNA] 100 pl
* [gDNA extrahovana z FFPE] 25 pl
* 98°Cpodobub5 minut
* X cykld po 1 minuté, pricemz prvni cyklus zadind na 98 °C, poté se teplota snizuje o 2 °C na cyklus
* Udrzujte po dobu 90 minut na pfislusné teploté:
* [gDNA extrahovana z FFPE] 58 °C
* [80 mer na panely sondy] 58 °C
* [Prifazeni somatickych variant] 58 °C

* [VSechno ostatni] 62 °C
Celkova doba provozu je ~115 minut.

Tabulka 3 Cislo cyklu na vzorek nebo panel

Typ vzorku a panelu Pocet cykli (X)
gDNA extrahovana z FFPE (bez ohledu na typ panelu) 20

80 mer na panely sondy (bez ohledu na typ vzorku) 20

Prifazeni somatickych variant 20

VSechny ostatni vzorky a panely 18

Postup

1.

[Vysoce kvalitnigDNA] Pridejte nasledujici reagencie v uvedeném poradike kazdé sdruzené knihovné na
desce PCR.

Nevytvarejte hlavni smés. Vytvoreni hlavni smési NHB2 a EHB2 ma negativni dopad na vykonnost
obohaceni.

* NHB2 (modry uzavér) (50 pl)

* Panel obohacovaci sondy (10 pl)

* EHB2 (10 ul)

[Vysoce kvalitnigDNA] Pomoci pipety nastavené na 90 pl pipetujte kazdou jamku 10krat, aby doslo

k promichani..

[gDNA extrahovana z FFPE] Pfidejte nasledujici reagencie v uvedeném poradike kazdé sdruzené knihovné
na desce PCR.

Nevytvarejte hlavni smés. Vytvoreni hlavni smési NHB2 a EHB2 ma negativni dopad na vykonnost
obohaceni.
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* NHB2 (modry uzavér) (12,5 ul)
* Panel obohacovaci sondy (2,5 ul)
* EHB2(2,5ul)

4. [gDNA extrahovana z FFPE] Pomoci pipety nastavené na 20 pl pipetujte kazdou jamku 10krat, aby se obsah
promichal.

Desku uzaviete a odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.
6. Umistéte desku se vzorkem na predprogramovany termocyklér a spustte program HYB.

7. Po uplynuti doby udrZzovani teploty v ramci programu HYB pfejdéte okamzité k dalSimu postupu.

/N UPOZORNENI

Ke srazeni dochazi, pokud teplota hybridizaéni reakce klesne pod pokojovou teplotu.

Zachyceni hybridizovanych sond

Tento krok pouziva Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) k zachyceni sond hybridizovanych na cilené oblasti
zajmu.
Spotiebni material
* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (zlutohnédy uzavér)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
* ET2 (Elute Target Buffer 2)
* HP3 (2N NaOH)
* SMBS3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* Zkumavka mikroodstredivky, 1,5 ml
* Deska MIDI s 96 jamkami
* DeskaPCR s 96 jamkami
* Lepicitésnéni
* Magneticky stojan desky MIDI
* Pfipravte se na pozdéjsi postup:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

O reagenciich
* EEW

— Ujistéte se, ze pred pfedehfatim na mikrovzorkovém inkubatoru byl EEW rozmrazovan pfi pokojové
teploté po dobu nejméné 2 hodin.
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— Ujistéte se, ze pfed ukoncenim programu HYB byl EEW zahFivan v mikrovzorkovém inkubatoru po dobu
30 minut.

— Pokud se nepouziva, ponechte EEW v mikrovzorkovém inkubatoru. EEW by mél po celou dobu protokolu
zUstat zahraty.
— Po dosazeni pokojové teploty mlize byt obsah zakaleny.
— Mdze se jevit Zluté.
* SMB3

— SMB3 musi mit pfed pouzitim pokojovou teplotu.
Pfiprava
1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

SMB3 2°Caz8°C Nechte 2 hodiny odstat, aby byla dosazena pokojova teplota.
Prevratte a poté promichavejte ve vortexové tiepadce,
dokud nedojde k Uplné resuspenzi.

EEW -25°Caz-15°C Podvouhodinové inkubaci pfi pokojové teploté predehfivejte

(Zlutohnéda zkumavka) na mikrovzorkovém inkubatoru na pfislusnou hybridizaéni
teplotu a teplotu zachytu po dobu 30 minut pfed ukonéenim
programu HYB.

EE1 -25°Caz-15°C Rozmrazte pfi pokojové teploté a poté promichejte ve
vortexové tfepacce.

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

ET2 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Promichejte ve vortexové
tfepadce.
EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte naledu po dobu jedné hodiny. Pfevratte, aby se

obsah promichal, poté kratce odstiedte. Odlozte na led.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte na ledu po dobu jedné hodiny. Promichejte ve
vortexové tfepacce, poté kratce odstfedte. Odlozte na led.

2. Predehfejte jeden mikrovzorkovy inkubator s vyhfivaci vioZkou MIDI a inkubujte desku se vzorkem na jednu
z nasledujicich teplot. K pfedehrati EEW Ize pouzit volitelny druhy mikrovzorkovy inkubator. EEW poloZte na
horni ¢ast vyhfivaci vliozky MIDI.

* [FFPE] 58°C
* [80 mer na panely sond] 58 °C
* [Pfifazeni somatickych variant] 58 °C

* [VSechno ostatni] 62 °C
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Postup

Zachyceni

1. Pridejte SMB3 do pfislusné jamky nové desky MIDI nasledujicim zplsobem.
* [Vysoce kvalitnigDNA] Pfidejte 250 ul SMB3.
* [gDNA extrahovana z FFPE] Pfidejte 62,5 ul SMBS3.

2. Pomoci pipety nastavené na 100 pl pro vysoce kvalitni gDNA nebo 25 ul pro FFPE preneste kazdou
slou¢enou knihovnu z desky PCR s 96 jamkami do odpovidajici jamky nové desky MIDI.

Desku uzavrfete a protfepavejte pfi 1200 ot./min po dobu 4 minut.
4. Pokud dojde k rozstfiku, kratce desku odstfedte.

Umistéte desku se slou¢enymi knihovnami na vyhfivaci viozku MIDI na mikrovzorkovém inkubatoru pod

EEW zkumavku, zavfete viko a poté inkubujte 15 minut pfi pfislusné teploté:
FFPE] 58 °C

anel sondy mer 80] 58 °C

[
[P
e [Pfifazeni somatickych variant] 58 °C
[VSechno ostatni] 62 °C
6. Vyjméte desku se slou¢enymi knihovnami a odstfedujte ji pfi 280 x g po dobu 30 sekund.

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

8. [Vysoce kvalitnigDNA] Pomoci pipety nastavené na 200 ul odstrante a zlikvidujte veskery supernatant
z kazdé jamky, aniz byste narusili shluk ¢astic.

9. [gDNA extrahovana z FFPE] Pomoci pipety nastavené na 90 pl odstrafite a zlikvidujte veSkery supernatant
z kazdé jamky, aniz byste narusili shluk ¢astic.

10. Odstranite a zlikvidujte veskery zbyly supernatant.
Myti

1. Vyjméte z magnetického stojanu.

2. [Vysoce kvalithnigDNA] Rychle vyjméte EEW z mikrovzorkového inkubatoru a pfidejte 200 pl do kazdé
jamky.

3. [gDNA extrahovana z FFPE] Rychle vyjméte EEW z mikrovzorkového inkubatoru a pfidejte 50 ul do kazdé
jamky.

4. Nepouzité vzorky EEW vratte do mikrovzorkového inkubatoru a udrzujte je zahraté.
Uzavfete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut.

6. Umistéte desku se vzorkem na vyhfivaci vlozku MIDI v mikrovzorkovém inkubatoru pod zkumavku EEW,
zaviete viko a poté inkubujte 5 minut pfi pfislusné teploté:
* [FFPE]58°C
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illumina

* [80 mer na panely sondy] 58 °C

* [Pfifazeni somatickych variant] 58 °C

* [VSechny ostatni panely] 62 °C

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

Pomoci pipety nastavené na 200 ul pro vysoce kvalitni gDNA nebo 50 ul pro FFPE odeberte a zlikvidujte
veskery supernatant z kazdé jamky.

Kroky 1-8 opakujte dvakrat pro celkem tfi promyti.

Myti pfi pfendseni

10.
1.
12.

Dokument ¢. 200038118 vO1

Vyjméte z magnetického stojanu.

[Vysoce kvalitnigDNA] Rychle vyjméte EEW z mikrovzorkového inkubatoru a pfidejte 200 ul do kazdé
jamky.

[gDNA extrahovana z FFPE] Rychle vyjméte EEW z mikrovzorkového inkubatoru a pfidejte 50 ul do kazdé
jamky.

Uzavfete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut. Pokud dojde k rozstfiku, snizte otacky na
1600 ot./min.

Resuspendovany roztok ¢astic pfeneste na novou desku MIDI.

Nékteré vzorky mohou zUstat v jamkach.

/N UPOZORNENI

Pfenos reagencie minimalizuje pfenos zbytkovych reagencii, které mohou inhibovat nasledné
PCR.

Umistéte desku se vzorkem na vyhfivaci viozku MIDI v mikrovzorkovém inkubatoru, zavfete viko a poté
inkubujte 5 minut pfi pfislusné teploté:

* [FFPE] 58 °C

* [80 mer na panely sondy] 58 °C

e [Pfifazeni somatickych variant] 58 °C

* [VSechno ostatni] 62 °C

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

Pomoci pipety nastavené na 200 ul pro vysoce kvalitni gDNA nebo 50 pl pro FFPEodeberte a zlikvidujte
veskery supernatant z kazdé jamky.

Odstredujte desku pfi 280 x g po dobu 30 sekund.
Umistéte na magneticky stojan desky MIDI na 10 sekund.
Pomoci 20 ul pipety odstrarite a zlikvidujte zbytkovou kapalinu z kazdé jamky.

Okamzité pfejdéte k Eluovdnina strané 43, abyste zabranili nadmérnému vysychani ¢astic a ztraté
vytéznosti knihovny.

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

42270



Piibalovy letak k lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Eluovani

© © N O U A ®WN

- A o
w N = O

illumina

Pro pFipravu smési Elution Master Mix zkombinujte nasledujici objemy. Kazdy objem vynasobte poctem

zpracovavanych sdruzenych knihoven.

* EE1(28,5ul)

* HP3(1,5ul)

Pfebytky dalSich reagencii jsou zahrnuty v objemu.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstiedte.
Odeberte desku MIDI z magnetického stojanu.

Do kazdé jamky pfidejte 23 ul smési Elution Master Mix.

Desku uzavriete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 2 minut.
Odstfedujte s nastavenim 280 x g po dobu 30 sekund.

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

Pfeneste 21 ul supernatantu z desky MIDI do odpovidajici jamky nové desky PCR s 96 jamkami.
. Zlikvidujte desku MIDI.

. Pridejte 4 ul ET2 do kazdé jamky obsahuijici 21 pl supernatantu.

. Nastavte pipetu na 20 ul a pomalu pipetujte kazdou jamku 10krat, aby se obsah promichal.

. Desku uzavfete a poté odstfedujte pfi 280 x g po dobu 10 sekund.

14.

Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty.

Amplifikace obohacené knihovny

V tomto kroku se k amplifikaci obohacené knihovny pouziva PCR.

Spotiebni material

EPM (Enhanced PCR Mix)
PPC (PCR Primer Cocktail)

Lepici tésnéni
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Priprava
1. Pfipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazuijte pfi 4 °C nebo na ledu po dobu jedné hodiny.
Prevratte, aby se obsah promichal, poté kratce odstredte.
OdloZte na led.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte pfi 4 °C na ledu po dobu jedné hodiny. Promichejte
ve vortexoveé tfepacce, poté kratce odstfedte. Odlozte na led.

2. Nasledujici program AMP uloZte do termocykléru s pouZitim pfisludného poctu cykll PCR, které jsou
uvedeny v nasledujici tabulce.

* Zvolte moznost pfedehfati vika a nastavte teplotu na 100 °C.
* Nastavte reakéni objem na 50 pl.
* 98°C podobu 45 sekund
* (X)cyklG:
* 98 °C podobu 30 sekund
* 60°Cpodobu 30 sekund
* 72°Cpodobu 30 sekund
* 72°Cpodobu5 minut

* Udrzujte pfi teploté 10 °C.
Celkova doba provozu je ~35 minut.

Typ vzorku a panelu (X) cykly
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) pro vysoce kvalitni gDNA 10
lllumina Exome Panel (CEX) pro FFPE 12
VSechny ostatni vzorky a panely 121234

U malych paneld tfetich stran Ize naslednou optimalizaci nastavit az 15 cyklQ. Pfi pouziti FFPE Ize po&et cykll nastavit
aznal7.

2 U panell tfetich stran, které maji pouze 500 sond, |ze nastavit az 17 cyklQ. PFi pouziti FFPE Ize poc¢et cykll nastavit az
na19.

3 U vzork(l FFPE Ize nastavit az 14 cyklQ.

4 Zvy$eni po&tu cykld PCR mdze vést k vy$simu poctu duplicit a mensi velikosti fragmentd u vzorkd FFPE.

Postup

1. Do PPC kazdé jamky pfidejte 5 pl.
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2. Do EPM kazdé jamky pfidejte 20 pl.
3. Desku uzavfete a protfepavejte pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
4. Odstredujte desku pfi 280 x g po dobu 10 sekund.

5. Umistéte do pfedprogramovaného termocykléru a spustte program AMP.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az dvou dnd. Pfipadné& ponechte na
termocykléru po dobu az 24 hodin.

Cisténi amplifikované obohacené knihovny

Tento krok vyuziva Cleanup Beads k vy¢isténi obohacené knihovny a odstranéni nezadoucich produktd.

Spotiebni material

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

» Cerstvé pripraveny 80 % ethanol (EtOH)
* Lepicitésnéni

* Deska MIDI s 96 jamkami

* DeskaPCR s 96 jamkami

* Magneticky stojan desky MIDI

O reagenciich
* Cleanup Beads
— Pred kazdym pouzitim promichejte ve vortexové tfepacce.
— Casto promichavejte ve vortexové trepadce, abyste se ujistili, Ze jsou &astice rovnomérné rozlozeny.

— Nasavejte a vypoustéjte pomalu vzhledem k viskozité roztoku.
Pfiprava

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

PolozZka Skladovani  Pokyny

CB Pokojova Promichejte ve vortexové tfepacce a pfevracejte, dokud neni barva
teplota kapaliny homogenni.

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

2. Z absolutniho ethanolu pfipravte ¢erstvy 80 % EtOH.
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Postup
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1.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Odstiedujte desku PCR pfi 280 x g po dobu 10 sekund.

CB 3krat promichavejte ve vortexové tiepacce po dobu 10 sekund a poté prevratte.

Pridejte 40,5 ul CB do kazdé jamky nové desky MIDI.

Pfeneste 45 ul z kazdé jamky desky PCR do odpovidajici jamky desky MIDI.

Desku uzavriete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

Inkubujte desku MIDI pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Odstfedujte s nastavenim 280 x g po dobu 10 sekund.

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

Pomoci pipety nastavené na 95 pl odeberte a zlikvidujte veSkery supernatant z kazdé jamky.

. Umyijte dvakrat nasledujicim zplsobem.

a. Kdyz je deska na magnetickém stojanu, pfidejte 200 pul ¢erstvého 80 % EtOH bez michani.
b. Inkubujte po dobu 30 sekund.

c. Odeberte a zlikvidujte supernatant, aniz byste narusili ¢astice.

Suste na vzduchu na magnetickém stojanu po dobu 5 minut.

Béhem suseni na vzduchu odstrante pomoci pipety o objemu 20 pl zbytky EtOH z kazdé jamky a zlikvidujte
je.

Vyjméte z magnetického stojanu a pfidejte 32 ul RSB do kazdé jamky.

Desku uzavfete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

Inkubujte desku pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Odstredujte s nastavenim 280 x g po dobu 10 sekund.

Umistéte na magneticky stojan desky MIDI a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira (2 minuty).
Pfeneste 30 ul supernatantu z desky MIDI s 96 jamkami do odpovidajici jamky nové desky PCR.
Zlikvidujte desku MIDI.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, zapecette desku a uskladnéte ji pfi teploté -25 az -15 °C max. na 7 dni.

Kontrola obohacenych knihoven

Pro kvantifikaci vstupu dvouvlaknové gDNA pouzijte metodu zalozenou na fluorescenci, ktera pouziva
interkalaéni barvivo. Vyhnéte se metodam, které méfi celkovou nukleovou kyselinu, jako je NanoDrop nebo jiné
metody UV absorbance.

1.

Zpracujte 1yl obohacenych knihoven pomoci vasi kvantifikaéni metody.

POZNAMKA Celkova molarita sondy proporcionalné ovliviiuje vytéznost nasledné obohacené knihovny.
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Ocekavejte prdmérnou velikost insertl 125-235 bp a distribuci fragmentl knihovny s rozsahem velikosti od
~200 bp do ~1000 bp.
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Redé&ni knihoven na poéateéni koncentraci

Tento krok fedi knihovny na vychozi koncentraci pro vas sekvenacni systém a je prvnim krokem sériového
fedéni. Po nafedéni na pocatecni koncentraci jsou knihovny pfipraveny k denaturaci a nafedéni na kone¢nou
koncentraci pro vlozeni.

Pro sekvenovani, bez ohledu na panel obohacovacich sond, ktery pouzivate, lllumina doporucuje nastavit
parovy-koncovy béh se 151 cykly na ¢teni (2 x 151) a 10 cykly na indexové ¢teni. Pokud chcete mit méné
prekryvajicich se ¢teni nebo mensi hrubé pokryti, mizete sekvenci snizit na 2 x 126 nebo 2 x 101.

1. Vypocitejte hodnotu molarity knihovny nebo sdruzenych knihoven pomoci ndsledujiciho vzorce.

* U knihoven kvalifikovanych na analyzatoru fragmentt DNA pouzijte primérnou velikost ziskanou pro
danou knihovnu.
* Pro vSechny ostatni kvalifikaéni metody pouZijte jako primérnou velikost knihovny 350 bp.

ng /plx10° ,
—— g{ £ = Molarita (nM)
660— x prumérnavelikost knihovny (bp)

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

6
20ng JuXA0_ _ 8658 (n M)
660 x350(bp)

2. Pomoci hodnoty molarity vypocitejte objemy RSB a knihovny potifebné k nafedéni knihoven na vychozi
koncentraci pro vas systém.

. i Minimalni poZadovany Pocatec¢ni koncentrace Koneéna koncentrace pro
Sekvenachi systém

objem knihovny (ul) (nM) vloZeni (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqgDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) nebo 310 (S4) 1,75 350

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

Koneéna koncentrace pro Koncentrace sdruzené
vlozeni (pM) knihovny (nM)

100 0,50
150 0,75
200 1

250 1,25
300 1,50
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Konecéna koncentrace pro Koncentrace sdruzené
vioZeni (pM) knihovny (nM)
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Redéni knihoven pomoci RSB:
* Knihovny kvantifikované jako multiplexni fond knihoven — nafedte fond na po¢atec¢ni koncentraci pro
vas systém.
* Knihovny kvantifikované jednotlivé — nafedte kazdou knihovnu na poc¢atecni koncentraci pro vas
systém. Pfidejte 10 pl kazdé zfedéné knihovny do zkumavky, abyste vytvofili multiplexni fond knihoven.
4. Prifedéni na kone¢nou koncentraci pro vioZeni postupujte podle pokynl pro denaturaci a fedéni pro vas
systém.
* Vpfipadé systému NextSeq 550Dx viz Priprava sekvenovani NextSeq 550Dx na strané 49.

* Vpfipadé systému MiSeqDx viz Priprava sekvenovani na MiSeqDx na strané 51.

* Vpfipadé systému NovaSeq 6000Dx viz Priprava sekvenovani na NovaSeq 6000Dx na strané 52.
Konec¢né koncentrace pro vlozeni jsou vychozim bodem a obecnym voditkem. Optimalizujte koncentrace
pro svUj pracovni postup a metodu kvantifikace béhem néslednych sekvenénich cykll nebo pomoci titrace
v pritokové kyveté.

Priprava sekvenovani NextSeq 550Dx

Pro denaturaci a fedéni knihoven pro sekvenovani na sekvenaénim systému NextSeq 550Dx se fid'te
nasledujicimi pokyny.

Spotiebni material

* HT1 (Hybridiza¢ni pufr)
* TN NaOH

* 200 mM Tris-HCI,pH 7,0

Pfiprava

Pfipravte novyroztok 0,2N NaOH k denaturaci knihoven pro sekvenovani. Aby se pfedeslo drobnym chybam pfi
pipetovani, které by mohly ovlivnit kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravi se dodate¢ny objem.
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/N UPOZORNENI

Cerstvé zfedény 0,2N NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace miiZe snizit
vytéznost.
Pfipravte nasledujici spotfebni material:
Polozka Skladovani Pokyny
HT1 -25°Caz-15°C Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté. Uchovavejte pfi teploté 2 °C
az 8 °C, dokud nebudete pfipraveni nafedit denaturované knihovny.
Ve zkumavce mikroodstiedivky zkombinujte nasledujici objemy a pfipravte novy roztok NaOH:
* Voda laboratorni jakosti (800 pl)
* 1IN NaOH (200 pl)
Vysledkem je 1 ml 0,2N NaOH.
Zkumavku nékolikrat prevratte, aby se obsah promichal.
Ve zkumavce mikroodstiedivky zkombinujte nasledujici objemy a pfipravte 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Voda laboratorni jakosti (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Vysledkem je 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.

POZNAMKA Zkumavku udrzujte uzavienou. éerstvy roztok pouzijte do 12 hodin.

Denaturace knihoven

1.

Ve zkumavce mikroodstiedivky smichejte nasledujici objemy knihovny a ¢erstvé zfedéného 0,2N NaOH.
* 10 pl knihovny

* 10l 0,2N NaOH

Kratce promichejte ve vortexoveé tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 x g po dobu 1 minuty.

Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

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

Redéni denaturovanych knihoven na 20 pM

1.

Do zkumavky s denaturovanymi knihovnami pfidejte 970 ul pfedchlazeného HT1.
Vysledkem je denaturovana knihovna 20 pM.

Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 x g po dobu 1 minuty.

Knihovny o velikosti 20 pM uloZte na led, dokud nebudete pfipraveni na koneéné fedéni.
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Redéni knihoven na koncentraci pro vliozeni

1. PFidejte nasledujici objemy, abyste 20 pM roztok denaturované knihovny zfedilina 1,2 pM.
* Roztok denaturované knihovny (78 pl)

* Pfedchlazeny HT1 (1222 pl)
Celkovy objem je 1,3 ml pfi 1,2 pM.
2. Prevratte, aby doslo k promichani, a poté pulzné odstredte.

3. Pokradujte v sekvenaci. Pokyny naleznete v Referencni pfiru¢ce k pfistroji NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513) a v v UzZivatelské pfirucce k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
na NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025238).

Pfiprava sekvenovani na MiSeqDx

Pro denaturaci a fedéni knihoven pro sekvenovani na sekvena¢nim systému MiSegDx se fidte nasledujicimi
pokyny.

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

Pfiprava

Pfipravte novy roztok 0,2N NaOH k denaturaci knihoven pro sekvenovani. Aby se pfedeslo drobnym chybam pfi
pipetovani, které by mohly ovlivnit kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravi se dodate¢ny objem.

/N UPOZORNENI

Cerstvé zfedény 0,2N NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace miiZze snizit
vytéznost.

1. PFipravte nasledujici spotfebni material:

Polozka Skladovani Pokyny

HT1 -25°Caz-15°C Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté. Uchovavejte pfi teploté
2 °C az 8 °C, dokud nebudete pfipraveni nafedit denaturované
knihovny.

2. Ve zkumavce mikroodstiedivky zkombinujte nasledujici objemy a pfipravte novy roztok NaOH:
* Voda laboratorni jakosti (800 pl)

* 1N NaOH (200 pl)
Vysledkem je 1 ml 0,2N NaOH.
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POZNAMKA Zkumavku udrzujte uzavienou. éerstvy roztok pouzijte do 12 hodin.

Denaturace knihovny 4 nM

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

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

Do zkumavky obsahujici denaturovanou knihovnu pfidejte 990 pl pfedchlazeného HT1.
Vysledkem je 1 ml denaturované knihovny 20 pM.

Nafedte denaturovanou knihovnu 20 pM

1. Naredte na pozadovanou koncentraci pomoci nasledujicich objema.

Koncentrace 6pM 8pM 10pM 1pM 12pM 15pM 20pM
Knihovna 20 pM 180 pl 240l 300l 330l 360p 450ul 600wl
Pfedchlazeny HT1 420l 360 pl 300pl 270l 2401 150l Ol

2. Prevratte, aby doslo k promichani, a poté pulzné odstredte.

3. Pokradujte v sekvenaci. Pokyny naleznete v Referencni priru¢ka pristroje MiSeqDx pro systém MOS v4
(dokument ¢. 200010452). a v pfirucce Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx Workflow Guide for
MiSeqDx (dokument ¢. 200015661).

Priprava sekvenovani na NovaSeq 6000Dx

Pro denaturaci a fedéni knihoven pro sekvenovani na sekvenacénim systému NovaSeq 6000Dx se fidte
nasledujicimi pokyny.

Spotrebni material

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* Zkumavka knihovny na NovaSeq 6000Dx
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Priprava

Pfipravte novyroztok 0,2N NaOH k denaturaci knihoven pro sekvenovani. Aby se pfedeslo drobnym chybam pfi
pipetovani, které by mohly ovlivnit kone¢nou koncentraci NaOH, pfipravi se dodate¢ny objem.

/N UPOZORNENI

1.

Cerstvé zfedény 0,2N NaOH je pro proces denaturace nezbytny. Nespravna denaturace mlize snizit
vytéZznost.

Ve zkumavce mikroodstfedivky zkombinujte nasledujici objemy a zfedte 1IN NaOH na 0,2N NaOH:

Tabulka 4 ReZim S2

. Objem pro jednu Objem pro dvé
Reagencie . . 3
prutokovou kyvetu (ul) prutokoveé kyvety (ul)
Voda laboratorni jakosti 40 80
Zasoba 1N NaOH 10 20

Vysledkem téchto objem{ je 50 ul 0,2N NaOH pro jednu pritokovou kyvetu nebo 100 ul 0,2N NaOH pro dvé

pritokové kyvety.
Tabulka 5 Rezim S4

) Objem pro jednu Objem pro dvé
Reagencie N o 3
prutokovou kyvetu (ul) prutokové kyvety (ul)
Voda laboratorni jakosti 80 160
Zasoba 1N NaOH 20 40

Vysledkem téchto objem je 100 pl 0,2N NaOH pro jednu pritokovou kyvetu nebo 200 ul 0,2N NaOH pro
dvé prdtokoveé kyvety.
Né&kolikrat prevratte, aby se obsah promichal, nebo ddkladné promichejte ve vortexové tfepacce.
3. Ve zkumavce mikroodstiedivky zkombinujte nasledujici objemy a pfipravte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.
* Voda laboratorni jakosti (600 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pI)
Vysledkem je 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

POZNAMKA Zkumavku udrzujte uzavienou. éerstvy roztok pouzijte do 12 hodin.

Vytvoreni fondu normalizované knihovny

Koncentrace pro vlozeni se midze lisit v zavislosti na metodach pfipravy, kvantifikace a normalizace knihovny.

Pomoci nasledujicich pokynd normalizujte knihovny na pfislu§nou koncentraci a poté je sdruzte. Knihovny
sekvenované na stejné pritokové kyveté musi byt sdruzeny do jednoho normalizovaného fondu.
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POZNAMKA Maximalni po&et vzorkd, které Ize s lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit zpracovat na jedné
draze, je 192. Tento limit je dan celkovym poétem indext UD v sadé A a B.

Normalizace knihoven pro sdruzovani

1. UrCete poZzadovanou koncentraci sdruzené knihovny na zakladé pozadované koneéné koncentrace pro
vlozZeni.

* Pro konec¢nou koncentraci naplné 350 pM je poZzadovana koncentrace sdruzené knihovny 1,75 nM.

* Chcete-li uréit koncentraci sdruzené knihovny pro jinou kone¢nou koncentraci pro vliozeni, nahlédnéte
do &asti Redéni knihoven na po&ateéni koncentracina strané 48.

2. Normalizujte knihovny na poZadovanou koncentraci sdruzené knihovny pomoci 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
Pomoc pfi fedéni knihoven na vhodnou koncentraci naleznete v Kalkulatoru sdruzovani na webové
strance lllumina.

Doporucené koncentrace pro vioZzeni

Optimalni koncentrace DNA pro vlozeni zavisi na typu knihovny a velikosti viozky. U knihoven o velikosti
> 450 bp mGze byt nutné pouzit vy$si koncentraci pro viozeni.

Sdruzovani normalizovanych knihoven a pfidani volitelné kontroly PhiX

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

Rezim Koneény objem (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Volitelné] Pridejte 1 % nedenaturované PhiX > ndsledovné.
a. Zfedte 10 nM PhiX na 2,5 nM pomoci 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. Do zkumavky fondu nedenaturované knihovny pfidejte pfislusny objem nedenaturované 2,5 nM PhiX.

Rezim Nedenaturovana 2,5 nM PhiX (ul) Fond nedenaturované knihovny (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Pfi pfidavani PhiX je doporu¢ené mnozstvi pro dobfe vyvazené knihovny 1 %. Knihovny s nizkou diverzitou
mohou vyZadovat vy$si hodnotu. Chcete-li pouzit kontrolu PhiX s knihovnami s nizkou diverzitou, obratte se
na technickou podporu Illumina.
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Fond knihovny denaturace a volitelna kontrola PhiX

1.

aoR W

illumina

Do zkumavky s fondem nedenaturované knihovny a volitelnym PhiX pfidejte 0,2N NaOH nasledujicim

zplsobem.
Pritokova Fond nedenaturované knihovny | L
0,2N NaOH Vysledny objem

kyveta (%])]

S2 37 150 187 Wl nebo 187,9 ul
s PhiX

sS4 77 310 387 pl nebo 388,9 p
s PhiX

Uzavfete a kratce promichejte.
Odstredujte pfi 280 x g po dobu az 1 minuty.
Inkubujte 8 minut pfi pokojové teploté kvili denaturaci.

Pro neutralizaci pfidejte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 nasledujicim zplsobem.

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

Uzavfete a kratce promichejte.

Odstredujte pfi 280 x g po dobu az 1 minuty.

Pfeneste cely objem denaturované knihovny nebo denaturované knihovny a PhiX do zkumavky knihovny

NovaSeq 6000Dx.

Pokracdujte v sekvenaci. Pokyny naleznete v dokumentaci NovaSeq 6000Dx Instrument Product
Documentation (dokument ¢. 200010105) a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq

6000Dx (dokument &. 200014776).
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Reseni problémd

illumina

K feseni problém v pracovnim postupu mlzete pouzit nasledujici tabulku. Pokud se béh sekvenovani nebo
pFiprava knihovny pro vzorek dvakrat nezdafi, mdze byt nutné provést dodateéné fedeni problému. Obratte se
na technickou podporu lllumina.

Pozorovani

Béh sekvenovani
nevyhovuje
specifikacim kontroly
kvality

Chyba pfi generovani
FASTQ nebo obecna
chyba sekvenovaciho
systému (napf. chyba
sité, chyba pfi
vkladani/vyjimani
reagencii atd.)

Dokument ¢. 200038118 vO1

MozZna pficina
Chyba uzivatele
nebo
laboratorniho
vybaveni

v pracovnim
postupu
rozboru

Problém
s pfistrojem

Problém se
softwarem nebo
pfistrojem

Doporucéeny postup

Kvalifikujte obohacené knihovny, abyste zajistili odpovidajici
vytéZznost knihovny a distribuci velikosti fragmentt. Opakujte
pfipravu knihovny od jednoho z nasledujicich krokd v zavislosti na
tom, kde doslo k domnéle chybnému pouziti nebo zavadé
vybaveni. Pokud doslo k neznamé nebo jiné chybé, obratte se

v ramci odstrafnovani chyby béhu na technickou podporu lllumina.

« Knihovny resekvenovani. Viz Priprava sekvenovani NextSeq
550Dx na strané 49, Priprava sekvenovani na MiSeqDx na
strané 51 nebo Priprava sekvenovani na NovaSeq 6000Dx na
strané 52.

 Knihovny opétovného obohaceni. Viz Hybridizace sond na
strané 36.

e Zacnéte s pfipravou knihovny od za¢atku pracovniho postupu.
Viz Névody k pouZzitina strané 20.

Obratte se na technickou podporu lllumina.

Napovédu k analyze naleznete v pfiru¢ce k modulu nebo aplikaci,
pfipadné v Referenéni prirucka pro pristroj NextSeq 550Dx
(dokument ¢. 1000000009513), Referencni prirucka pfistroje
MiSeqDx pro systém MOS v4 (dokument ¢. 200010452). nebo

v dokumentaci NovaSeq 6000Dx Instrument Product
Documentation (dokument ¢. 200010105).

DalSi napovédu ziskate od technické podpory spole¢nosti lllumina.
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Pozorovani Mozna pficina Doporucéeny postup

Knihovna DNA Nebyly splnény Zajistéte vhodny vstupni materidl vzork( a opakujte pfipravu
nevytvafi dostatecny pozadavky na knihovny.

vytézek pro sekvenaéni vstupni materidl Viz Doporuceni vstupniho materialu vzorkt na strané 17.
vloZeni vzorkl

Chybné pouziti Opakujte pFipravu knihovny od jednoho z nasledujicich krok

nebo zavada v zavislosti na tom, kde doslo k domnéle chybnému pouziti nebo
vybaveni zavadé vybaveni. Pokud doslo k neznamé nebo jiné chybé,

v pracovnim obratte se v rdmci odstrafiovani chyby béhu na technickou
postupu podporu lllumina.

rozboru

» Knihovny resekvenovani. Viz Priprava sekvenovani NextSeq
550Dx na strané 49, Priprava sekvenovani na MiSeqDx na
strané 51 nebo Pfiprava sekvenovani na NovaSeq 6000Dx na
strané 52.

» Knihovny opétovného obohaceni. Viz Hybridizace sond na
strané 36.

 Zacnéte s pfipravou knihovny od za¢atku pracovniho postupu.
Viz Navody k pouZitina strané 20.

Pozadavky na Zajistéte vhodny panel obohacovacich sond a opakujte pfipravu

panel knihovny.

obohacovacich Viz PoZadavky na panel obohacovacich sond na strané 10.
sond nebyly

splnény

Charakteristiky funkcnosti

Vykonnost s panely celého exomu

Vykonnost panelu exomu byla testovana pomoci nejnizsiho (50 ng) a nejvyssiho (1000 ng) doporu¢eného
vstupu gDNA bunécéné linie Coriell NA12878 se zndmou pravdivou sadou pro detekci germinalni varianty (Coriell
platinum genome). Jako reprezentativni panely byly pouzity panel exomu 1 (45 Mb) a panel exomu 2 (36,8 Mb).
24 technickych replikatl bylo testovano pomoci rozboru lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pouzitim
panelu exomu 1 (45 Mb) ve dvou reakcich 12plexového obohaceni. Pomoci rozboru lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx bylo testovano 12 technickych replikatl s pouZitim panelu exomu 2 (36,8 Mb) v jedné reakci
12plexového obohaceni. Obohacené knihovny byly sekvenovany na sekvenaénim systému NextSeq 550Dx

s modulem DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.

Nasledujici tabulka zobrazuje primérné hodnoty sekundarniho sekvenovani a metrik vykonu pro pfifazeni
variant pro technické replikaty testované s kazdym panelem.
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Tabulka 6 Vykonnost rozboru se dvéma panely celého exomu

Doplnéna .. . , . q
e v . Median Opétovné . Opétovné .
jedineéna Rovnomérnost , e ,  Presnost e ,  Presnost
Panel obohacens okrvti deélky prirazeni SNV?2 prirazeni Indel?
., T fragmentu SNV Indel
cteni
Panel 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
exomu 1
(45 Mb)
Panel 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
exomu 2
(36,8 Mb)

1 Opétovné pfifazeni = pozitivni / (skute¢né pozitivni + fale$né negativni)
2 Pfesnost = skutec¢né pozitivni / (skute¢né pozitivni + falegné pozitivni)

Mez detekce

K testovani limitu detekce byl pouzit referenéni standard DNA Horizon HD799. HD799 se sklada z mirné
poskozené DNA osSetfené formalinem se znamymi SNV v alelickych frekvencich v rozmezi 1-24,5 %. Byl pouzit
nejnizsi doporuceny vstup DNA (50 ng) a byla vyhodnocena mira detekce SNV s = 5,0 % alelickou frekvenci
variant (VAF). 16 technickych replikatd bylo testovano pomoci rozboru lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
s vyuzitim pracovniho postupu FFPE, obohaceno panelem pro pan-kancerogenni obohaceni (1,94 Mb) v 16
(jednoplexovych) obohacenich a poté sekvenovano na pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA
GenerateFASTQ Dx.

V8echny vzorky vyhovély pozadavkdm na ucinnost specifickych vzorkd panelu, jak je uvedeno v nasledujici
tabulce.

Tabulka 7 Uginnost vzorku pro limit detekce

Panel Mira detekce varianty Pramér
SNV = 5,0 % VAF Rovnhomérnost pokryti
Pan-Cancer Enrichment Panel 100 % 99 %

obohaceni (1,94 Mb, 523 gend)

Interferujici latky

Vliv potencialnich interferentll byl posouzen v testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na zakladé
vyhodnoceni U¢innosti rozboru za pfitomnosti interferujicich latek.
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Interference v piné krvi

Acetaminofen (exogenni slou¢enina, 1é€ivo), kreatinin a triglyceridy (endogenni metabolity) byly testovany
jejich pridanim do vzorkl pIné lidské krve pred extrakci DNA. Pro posouzeni interference zplsobené odbérem
krve (kratky odbér) byla do vzork({ pIné krve pfidana také EDTA. Pro posouzeni interferenci zptsobenych
pfipravou vzork{ byl navic do DNA extrahované z piné krve pridan ethanol molekularni kvality.

V nasleduijici tabulce jsou uvedeny testovaci koncentrace pro jednotlivé interferenty.

Tabulka 8 Potencialné interferujici latky a koncentrace testované v pIné krvi
Testovana latka Testovaci koncentrace

Acetaminofen 15,6 mg/dI*
Trojndsobek nejvys$si koncentrace ocekavané po
terapeutické davce léku.

Kreatinin 15 mg/dI*
Nejpozorovanéjsi koncentrace v populaci.
Triglyceridy 1,5 g/dI*
Nejpozorovanéjsi koncentrace v populaci.
EDTA 6 mg/ml
Trojnasobek koncentrace o¢ekavané v krvi odebrané do
zkumavek EDTA.
Ethanol molekularni kvality 15 % objemu na objem

V eluatu po extrakci DNA.

* Podle CLSIEP37-ED1:2018

Na jednu interferujici latku bylo testovano 12 technickych replikatd pomoci rozboru lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, obohaceno o panel exomu 1 (45 Mb) v ramci jednoho (12plexového) obohaceni a poté
sekvenovany na pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx.

U testovanych latek splnilo véech 12 vzorkl pozadavky na u¢innost vzorku a nebyla pozorovana zadna
interference s ucinnosti rozboru.

Interference v tkani FFPE

Dva kolorektalni vzorky FFPE byly testovany za pfitomnosti a nepfitomnosti hemoglobinu v mnozstvi 0,1 mg na
10 um Fezu FFPE, aby pfedstavovaly nejhorsi mozny scénar 50 % kontaminace vzorku tkané FFPE krvi

s vysokym obsahem hemoglobinu. Vzorky byly testovany pomoci rozboru lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx s pouzitim panelu pro pan-kancerogenni obohaceni 1 (1,94 Mb) jako reprezentativniho panelu

v jednoplexovém obohaceni. Obohacené knihovny byly poté sekvenovany na pfistroji NextSeq 550Dx

s modulem DNA GenerateFASTQ Dx. V8echny vzorky splfiovaly pozadavky na U¢innost vzorku a bylo
prokazano, Ze hemoglobin neinterferuje s u¢innosti rozboru.
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Pro posouzeni interference zplsobené piipravou vzorku byly do DNA extrahované ze vzorku tkané FFPE
karcinomu moc¢ového méchyfe pfidany dvé exogenni slou€eniny. Testované exogenni latky jsou extrakéni
roztoky bézné pouzivané pfi extrakci DNA a jsou uvedeny s testovanymi mnoZzstvimi v nadsledujici tabulce.

Roztoky testovanych latek jsou komeréné dostupné v sadach pro izolaci DNA kolonkovou metodou.
Tabulka 9 Potencialné interferujici exogenni latky a koncentrace testované ve
FFPE

-y Testované koncentrace (ul /
Testovana latka

30 pl eluatu)
Deparafinizacni roztok 113 x 1078
Promyvaci pufr AW2 0,417

Na jednu interferujici Iatku bylo testovano osm technickych replikatli pomoci rozboru lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, obohaceno panelem pro pan-kancerogenni obohaceni (1,94 Mb) v jednoplexovém obohaceni
a poté sekvenovano na pfistroji NextSeq 550Dx s modulem DNA GenerateFASTQ Dx.

U obou testovanych latek spinilo védech osm vzork( poZadavky na ucinnost vzorku a nebyla pozorovana zadna
interference s ucinnosti rozboru.

KFizova kontaminace

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (zena, 10 vzorku), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (muz, 12 vzork() a kontroly
bez Sablony (NTC, 2 vzorky) byly testovany v rozboru lllumina DNA Prep with Enrichment Dx v Sachovnicovém
usporadani desek. U v8ech vzorkUl byla pouZita nejvy$si doporu¢ena hodnota (1000 ng) gDNA vstupu jako
nejpfisné&jsi podminka pro hodnoceni kiizové kontaminace vzork{. Testovani bylo provedeno dvakrat dvéma
samostatnymi operatory. Panel exomu 1 (45 Mb) byl pouzit u 12plexovych reakci obohaceni. Obohacené
knihovny byly sekvenovany na pfistroji NextSeq 550Dx s DNA GenerateFASTQ Dx. Hodnoceni bylo provedeno
posouzenim pokryti muzského specifického chromozomu Y v Zenskych vzorcich porovnanim s urovni pozadi
plné desky Zenskych vzorkl a také indexovym zastoupenim vzorkd NTC.

Tabulka 10 Vysledky kfizové kontaminace

Zenské vzorky s pokrytim muzského chromozomu Y
v < 3x zakladni Urovné Sumu

100 % < 0,0005 %

Indexové zastoupeni v NTC
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Uginnost aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Charakteristiky ucinnosti aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pro NovaSeq 6000Dx jsou
uvedeny v pfibalové informaci k pristroji NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200025276).

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx poskytuje stejné pracovni postupy
sekundarni analyzy jako aplikace na NovaSeq 6000Dx, v€etné nasledujicich tfi pracovnich postupd: generovani
FASTQ, generovani FASTQ a VCF pro detekci zarodecnych variant a generovani FASTQ a VCF pro detekci
somatickych variant.

Ze stejné pfipravné knihovny sekvenované na obou platformach bylo dosaZeno srovnatelné Gcinnosti
sekundarni analyzy. Limit detekce varianty (Tabulka 11) a shoda frekvence (viz Obrazek 1) pro vzorky gDNA
bunééné linie Coriell byly vyhodnoceny pomoci reprezentativniho rozboru uréeného k vyhledani riiznych genl
zahrnujicich 1970 505 bazi (9 232 cildl) napfi¢ véemi 23 lidskymi chromozomy. Bylo testovano osm vzork( DNA
genomu Platinum Genome, sedm v Sesti replikatech (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882,
NA12883, NA12884) a jeden (NA12881) v péti replikatech (viz Obrazek 1). Knihovny byly sekvenovany po tfech
bézich na pfistrojich NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx a pfifazeni variant bylo provedeno pomoci pracovniho
postupu generovani FASTQ a VCF pro analyzu detekce germinalnich variant v aplikaci DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx.

Na zakladé silné korelace mezi vykonem aplikaci na pfistrojich NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx se
charakteristiky ucinnosti tykajici se sekundarni analyzy uvedené v pribalové informaci k pristroji NovaSeq
6000Dx (dokument &. 200025276) povazuji za pouzitelné i pro DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx na aplikaci NextSeq 550Dx.

Tabulka 11 Vykonnost aplikace — mira detekce varianty pro SNV, inzerce a delece

Panel Mira detekce variant na Mira detekce variant na
NovaSeq 6000Dx NextSeq 550Dx

Panel pangenomu 99,9 % 99,9 %

(1,97 Mb, 9 232 cil, 23 chr.)
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illumina

Obrazek 1 Porovnani frekvence variant pro NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx s analyzou aplikace DRAGEN

for IDPE Dx
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Pfiloha: Illumina UD Indexes Adapter Sequences

Tyto jedine¢né dudini (UD) indexové adaptéry jsou v desce usporadany tak, aby vynucovaly doporuc¢enou
strategii parovani. Indexové adaptéry jsou namisto obvyklych osmi bazi dlouhé 10 bazi.

Adaptéry Index 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]1GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptéry Index 2 (i5)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Pro ofezavani adaptérli Read 1 a Read 2 se pouziva nasledujici sekvence.

CTGTCTCTTATACACATCT

Indexové adaptéry desky A/Set 1

Nazev indexu
UDPO0001
UDP0002
UDP0003
UDPO0004
UDP0005
UDP0006
UDP0007

Zakladny i7 v adaptéru

CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT
TAATCTCGTC
GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

Dokument ¢. 200038118 vO1

Zakladny i5 v adaptéru

TCGTGGAGCG

CTACAAGATA

TATAGTAGCT

TGCCTGGTGG

ACATTATCCT

GTCCACTTGT

TGGAACAGTA
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Nazev indexu
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDP0011
UDP0012
UDP0013
UDP0014
UDP0015
UDP0016
UDPO0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDPO0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDPO0037

Zakladny i7 v adaptéru

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA
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Zakladny i5 v adaptéru

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

illumina
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Nazev indexu
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDP0049
UDP0050
UDPO0O051
UDP0052
UDP0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDP0057
UDP0058
UDPO0059
UDP0060
UDP0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDP0065
UDP0066
UDPO0O067

Zakladny i7 v adaptéru

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT
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Zakladny i5 v adaptéru

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

illumina
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Nazev indexu
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDPO0071
UDP0072
UDPO0O073
UDP0074
UDP0075
UDP0076
UDPO0O077
UDP0078
UDP0079
UDP0080
UDPO0O081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086
UDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDP0095
UDP0096

Zakladny i7 v adaptéru

TTGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA

CGCACTAATG

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

CATGTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACGC

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG
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Zakladny i5 v adaptéru

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

illumina



P¥ibalovy letak k lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Indexové adaptéry desky B/Set 2

Nazev indexu Zakladny i7 v adaptéru Zakladny i5 v adaptéru
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTIG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDP0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO0O107 TATTGCGTTIC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPO111 CCTTGTTAAT TGTTGITCGT
UDPO112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0113 CTTGTAATTIC ACCGGCTCAG
UDP0114 TCCAATTCTA GITAATCTGA
UDP0O115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UDP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDP0119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTTCTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Nazev indexu
UDP0125
UDP0126
UDP0127
UDP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDP0134
UDP0135
UDP0136
UDP0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDPO0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDPO0146
UDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0O150
UDPO0151
UDP0152
UDP0153
UDPO0154

Zakladny i7 v adaptéru

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC
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Zakladny i5 v adaptéru

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA

illumina
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Nazev indexu
UDPO0155
UDPO0O156
UDPO0157
UDP0158
UDP0159
UDP0160
UDPO0161
UDP0162
UDP0163
UDPO0O164
UDP0165
UDP0166
UDPO0O167
UDP0168
UDP0169
UDPO0170
UDP0O171
UDP0172
UDP0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDPO0177
UDP0178
UDPO0179
UDP0180
UDPO0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184

Zakladny i7 v adaptéru

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT
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Zakladny i5 v adaptéru

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC

illumina
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Nazev indexu
UDP0185
UDP0186
UDP0187
UDP0188
UDP0189
UDP0190
UDPO191
UDP0192

Zakladny i7 v adaptéru

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Historie revizi

Dokument

Datum

Dokument ¢. 200038118 | Prosinec

vO1

2025

Dokument ¢. 200038118 | Cervenec

v0O

2023

Dokument ¢. 200038118 vO1

illumina

Zakladny i5 v adaptéru
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Popis zmény

o Odstranén odkaz na Local Run Manager DNA Generate FASTQ
pro pristroj NextSeq 550Dx.

« Objasnén postup ¢isténi po tagmentaci.

o Aktualizovano ¢islo dilo dokumentu referenéni pfiru¢ky pfistroje
MiSeqDx pro systém MOS v4.

Prvni vydani.

Pfedchozi dokument 200019584 byl nahrazen timto dokumentem.

Zmény z dokumentu 200019584 v2 na tento novy dokument:

» PFidan obsah podporujici sekvenovani na pfistroji NextSeq
550Dx pomoci aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Application for NextSeq 550Dx.

o Zpfesnény seznam neposkytnutych reagencii.

« Do ¢asti,Varovani a preventivni opatfeni” byly pfidany
informace o hlaseniincidence.

o Zpfesnéné ocekavani knihoven obohaceni.

 Pfidan pokyn k pfipravé 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

o Odstranéna tiskova chyba v kroku Pfiprava sekvenovani.

Zmény provedené v dokumentu 200019584

» Pfidan obsah podpory sekvenovani na pfistroji NovaSeq
6000Dx.

 Pridany nazvy a katalogova ¢isla sekvenacnich systémd.

o Odstranény jedine¢né informace o dualnim indexovani pro
knihovny s jednim indexem.
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole€nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (dale jen ,lllumina®). Slouzi vylu¢né
zékaznikovi ke smluvnim G¢ellm v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd a k zadnému jinému Gcelu. Tento dokument a jeho obsah
nesmi byt pouzivan ani $ifen za Zaddnym jinym G¢elem ani jinak sdélovan, zvefejfiovan ¢i rozmnozovan bez pfedchoziho pisemného souhlasu
spole¢nosti lllumina. Spole¢nost lllumina nepfedava timto dokumentem zadnou licenci na svij patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i
prava na zakladé zvykového prava ani zadna podobna prava kterychkoli tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt ddsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné prokolenym persondlem, aby bylo zaji$téno
spravné a bezped&né pouzivani zde popsanych produktd. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktl beze
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