llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.

Uréené pouzitie

Suprava lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit je sUpravou Cinidiel a spotrebného materialu, ktora sa
pouZiva na pripravu kniznic vzoriek z genomickej DNA odvodenej z ludskych buniek a tkaniv na vyvoj
diagnostickych analyz in vitro. Na pripravu kniznic so zameranim sa na Specifické genomické oblasti zaujmu sa
vyZaduju pouzivatelom doddvané panely sond. Generované kniznice vzoriek su uréené na pouzivanie

v sekvencénych systémoch od spolo¢nosti lllumina. Su¢astou systému lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx je
softvér na sekvenovanie nastavenia cyklu, monitorovanie a analyzu.

Zasady postupu

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je uréena na manualnu pripravu kniznic sekvenovania DNA
obohatenych o cielové oblasti z genomickej DNA ziskanej z ludskych buniek a tkaniva.

Na obohatenie cielov su potrebné pouzivatelom dodavané biotinylované oligonukleotidové panely. Suprava
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilna s radom velkosti panelov vratane malych panelov (<
20 000 sond) az po velké panely (> 200 000 sond). Vytvorené obohatené kniZnice su uréené na sekvenovanie
na sekvenovacich systémoch lllumina.

Postup prace s produktom Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit pozostava z nasledujucich krokov:

* Tagmentacia gendmovej DNA — pouziva Enrichment BLT Small sa (eBLTS) na tagmentaciu vstupnej DNA.
Pocas tagmentacie sa gDNA v jednom kroku fragmentuje a oznaci adaptérmi. VyZaduje sa minimalne
vstupné mnozstvo DNA 50 ng na saturaciu eBLTS v tagmentacnej reakcii. Po saturacii eBLTS fragmentuje
stanoveny poc¢et molekul DNA a vytvara normalizované kniznice s konzistentnou distribuciou velkosti
fragmentov.

* Precistenie po tagmentacii - precisti adaptérmi ozna¢enu DNA na eBLTS, aby sa mohla pouzit pri
amplifikacii.
* Amplifikacia tagmentovanej DNA - amplifikuje tagmentovanu DNA pouzitim PCR programu s limitovanymi

cyklami. Jedine¢né dualne (UD) indexy sa pripoja na konce fragmentov DNA, ¢o umozni jedine¢né dualne
oznacenie vytvorenia kniznic DNA a klastrov pocas sekvenovania.

* Precistenie kniZnice — pouziva postup purifikacie na gul6¢kach na purifikaciu a vyber velkosti
amplifikovanych kniznic DNA.

* Zdruzovanie kniznic - spaja kniznice DNA s jedine¢nymi indexmi do jedného suboru, ktory obsahuje do 12
kniznic. Zdruzovat kniznice mozete na zdklade objemu alebo podla hmotnosti.

* Hybridizacia sond - sklada sa z hybridizac¢nej reakcie, pocas ktorej sa kniznice dvojviaknovej DNA
denaturuju a panel biotinylovanych sond DNA sa hybridizuje na cielové gendmové oblasti.
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— Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilna s viacerymi panelmi. Suprava lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Kit neobsahuje panel na obohatenie. Panely sond si musi zabezpedit
pouZivatel a musia spifiat pozadované parametre. Reagencie produktu Stprava lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit su kompatibilné s oligonukleotidovymi panelmi na obohatenie DNA vyrobenymi
spolo&nostou lllumina alebo tretimi stranami, pokial spifiaju pozadované parametre. Informacie o
pozadovanych parametroch panelov tretich stran ndjdete v ¢asti PoZiadavky na panel obohacovacej
sondy na strane 10.

* Zachytenie hybridizovanych sond — pouziva Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) na zachytenie
biotinylovanych sond hybridizovanych na pozadované cielové oblasti.

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

* Precistenie amplifikovanych obohatenych kniznic — pouZziva postup purifikacie na gulé¢kach na purifikaciu
obohatenych kniZnic pripravenych na sekvenovanie.

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

Obmedzenia postupu

* Nadiagnostické pouzitie in vitro.

* Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilna s genomickou DNA ziskanou z ludskych
buniek a tkaniva.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilna so vstupmi gDNA s dvomi vlidknami
s velkostou 50 -1 000 ng. Vykon nie je zaruceny pri vstupoch mimo tychto prahovych hodnét.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit neobsahuje reagencie na extrakciu DNA. Vysledky
analytického testovania vratane testovania interferencie uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky na
strane 57 boli ziskané s plnou krvou a FFPE ako reprezentativnymi typmi vzoriek s reprezentativnymi
sUpravami na extrakciu DNA. VSetky diagnostické testy vyvinuté na pouzitie s reagenciami produktu
Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit si vyzaduju Uplné overenie vSetkych hladisk vykonu
s vybratou supravou na extrakciu DNA.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sa neodporuca pre vzorky FFPE nizkej kvality s ACq > 5.
Pouzitie vzoriek s ACq > 5 mo6Zze zvysit pravdepodobnost zlyhania pripravy kniZnice a znizit vykon analyzy.

* Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit boli nakonfigurované a testované na
vstup vzorky, obohacujlce reakcie a plexitu uvedené v nasledujucej tabulke.
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Suprava lllumina
DNA Prep with Vstup vzorky Obohatujuce reakcie Obohacujuca plexita
Enrichment Dx Kit

Slprava so Nizka kvalita 16 reakcii 1 plex

16 vzorkami (FFPE)

Suprava Vysoka kvalita 8 reakcii 12 plexov
s 96 vzorkami (napr. pIna krv)

* Spracovanie vstupu FFPE bolo testované a odporuca sa vyluéne pre 1-plexové obohacovacie reakcie
s pouzitim supravy so 16 vzorkami.

* Vpripade supravy s 96 vzorkami su mozné nestandardné plexity (2 az 11 plexov), ale maju nasledujlice
obmedzenia:

— Spracovanie vzoriek v 2-plexovych az 11-plexovych obohacovacich reakcidch znizuje priepustnost
sUpravy.

— Optimalne vysledky nie su zaruc¢ené. Ziskanie vhodnej obohacujlcej vytaznosti pre nestandardné
plexity si moze vyzadovat dodato¢nu optimalizaciu.

— V pripade stratégii zdruzovania s nizkou plexitou (2- az 8-plexové) sa na optimalizaciu vyvazenia farieb
na Uspesné sekvenovanie a analyzu Udajov vyZaduje vyber indexovych adaptérov s réznymi
sekvenciami. DNA GenerateFASTQ Dx Modul MiSeqDx a NextSeq 550Dx poskytuje moznosti pre
kombinécie farebne vyvézenych indexov po&as nastavenia cyklu. Dalsie informacie o stratégiach
zoskupovania najdete v Casti Metddy zdruZovania na strane 34.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je obmedzend na dodavanie obohatenych kniznic, ktoré
su sekvenované iba na moduloch MiSegDx, NextSeq 550Dx a NovaSeq 6000Dx. PouZzitie inych
sekvenénych systémov si vyZaduje Uplné overenie vSetkych hladisk vykonu.

* Obohacujuce panely nie su su¢astou tohto produktu. Vysledky analytickych testov uvedené v ¢asti
Vykonnostné charakteristiky na strane 57 boli ziskané s reprezentativnymi obohacujucimi panelmi a sltzia
len na informacéné Ucely. Charakteristiky analytického vykonu slizia na ilustraciu vSeobecnych schopnosti
analyzy a nestanovuju schopnosti ani vhodnost tykajlce sa akychkolvek $pecifickych narokov na analyzu.
VSetky diagnostické testy vyvinuté na pouzitie s tymito reagenciami si vyZaduju Uplné overenie vSetkych
aspektov vykonu.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilnd s obohacovacimi panelmi lllumina aj
panelmi tretich stran. Vykon s obohacujtcimi panelmi tretich stran, ktoré nespifiaju poziadavky panela, véak
nie je zaruceny. Informacie o poziadavkach na panel najdete v Easti PoZiadavky na panel obohacovacej
sondy na strane 10.

* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit pouziva 2-hodinovy ¢as hybridizacie. Vyuzitie dlhSieho
¢asu hybridizacie m6ze ovplyvnit metriky vykonnosti.

* Moduly DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager pre MiSegDx poskytuju iba stibory FASTQ. Ak
pouzivate tieto moduly, musite vykonat overenie sekundarnej analyzy.
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* Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je k dispozicii na NextSeq 550Dx so
serverom DRAGEN a NovaSeq 6000Dx. Aplikacia podporuje viaceré pracovné postupy sekundarnej analyzy
vratane generovania FASTQ, generovania FASTQ a VCF na detekciu zarodo&nych variantov a generovania
FASTQ a VCF na somaticku detekciu variantov. Ak pouzivate aplikaciu na generovanie VCF, nemusite
vykondvat overenie sekundarnej analyzy. Medzi obmedzenia aplikacie patria:

dizka zavedeni > 18 bp a dizka delécii > 21 bp neboli validované;

velké varianty vratane multikleotidovych variantov (MNV) a velkych indelov sa m6zu vo vystupnom
subore VCF vykazovat ako samostatné mensie varianty;

malé MNV sa vo vystupnom subore VCF uvadzaju ako samostatné varianty;

delécie sa v subore VCF vykazu na suradnici predchadzajlucej bazy podla formatu VCF. Preto v pripade
susediacich variantov treba pred vykazovanim zvazit, Ci je kazda primarna analyza baz homozygotnou
referenciou;

obmedzenia $pecifické pre modul Germline:

pristroj pouzivajuci postupy analyzy generovania suborov Germline FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrhnuty tak, aby poskytoval kvalitativne vysledky
analyz variantov Germline (t. j. homozygotné, heterozygotné, Standardné);

variacia v pocte kopii méze ovplyvnit to, ¢i sa variant identifikuje ako homozygotny alebo
heterozygotny;

systém nebude hlasit viac ako dva varianty na jednom mieste, a to ani v pritomnosti varidcie poc¢tu
kopi;

obmedzenia $pecifické pre modul Somatic:

pristroj pouzivajuci postupy analyzy generovania stiborov Somatic FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrhnuty tak, aby poskytoval kvalitativne vysledky
analyz variantov Somatic (t. j. pritomnost variantov Somatic);

pracovny postup analyzy generovania suborov Somatic FASTQ a VCF nedokaze rozliSovat medzi
Germline a Somatic variantmi. Pracovny postup je uréeny na detekciu variantov v celom rozsahu
frekvencii variantov, frekvenciu variantov v$ak nie je mozné pouzit na odliSenie Somatic variantov
od Germline variantov;

normalne tkanivo vo vzorke ovplyviiuje detekciu variantov. Vykazovany limit detekcie je zaloZeny na
frekvencii variantov vzhladom na celkovi DNA extrahovanu z nadorového aj normalneho tkaniva;
ak sa na rovnakom mieste analyzuje viac ako jedna variantna alela, zZiadna z alel nebude hldsena ako

prechadzajuci variant. Namiesto toho bude hlasena cela mnozina alel, ale filtrovana cez multialelicky
tag.

Komponenty produktu

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

Dokument ¢. 200038118 vO1 427270

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

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

* Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, katalégové ¢. 20051355
(16 vzoriek) alebo &. 20051353 (96 vzoriek)

*  Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre MiSegDx, katalégové ¢. 20063022

* Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pre NovaSeq 6000Dx, kataldgové
¢. 20074609

* Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pre NextSeq 550Dx, katalégové
¢.20074730

Dodavané reagencie

Na dokoncenie testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa vyZaduje priprava supravy lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx with UD Indexes Set A alebo supravy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD
Indexes Set B. Pomocou 16 vzoriek alebo 96 sUprav vzoriek mdZete vykonat nasledujuici pocet knizni¢nych
pripravnych a obohatenych reakcii.

Suprava lllumina
DNA Prep with Vstup vzorky Obohatujuce reakcie Obohacujuca plexita
Enrichment Dx Kit

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

Tagmentacné reagencie lllumina Prep Dx 1, skladujte pri teplote 15 °C az 30 °C

Nasledujuce reagencie sa dodavaju priizbovej teplote. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote
skladovania, aby sa zabezpedil ich riadny vykon.

MnoZstvo skumaviek

Nazov reagencie i i Farba Objem Aktivne latk
9 16 vzoriek 96 vzoriek uziveru plnenia y
(€. 20050020) (&. 20050025)

Stop Tagment Buffer 2 1 4 Cervend 350l Roztok Cistiaceho
(ST2) prostriedku vo vode.
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zelend 41 ml Pufrovany vodny roztok
(TWB2) obsahujuci detergent a sol.
Cleanup Beads (CB) 1 Nevztahuje Cervend 10 ml Paramagnetické gul6cky

sa* v pevnej faze v pufrovanom

vodnom roztoku.
* Cleanup Beads pre 96 vzoriek je stic¢astou lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (¢. 20050030).

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

Pri sUpravach na 96 vzoriek su Cleanup Beads zahrnuté vo vyrobku lllumina Prep Dx Cleanup Beads
(kataldogové ¢. 20050030). Nasledujuce reagencie sa dodavaju pri izbovej teplote. Reagencie okamzite
uskladnite pri uvedenej teplote skladovania, aby sa zabezpedil ich riadny vykon. Pri supravach na 16 vzoriek su
Cleanup Beads zahrnuté vo vyrobku lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (katalégové ¢. 20050020).

Nazov . Farba Objem , i
) Mnozstvo ; ) Aktivne latky
reagencie uzaveru plnenia
Cleanup Beads 4 Cervend 10 ml Paramagnetické gul6cky v pevnej faze v
(CB) pufrovanom vodnom roztoku.

Reagencie lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, skladujte pri teplote
2°Caz8°C
Nasledujuce balenia reagencii sa dodavaju chladené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote

skladovania, aby sa zabezpecdil ich riadny vykon. Zasobnu skimavku eBLTS uchovavaijte v zvislej polohe tak,
aby boli gul'6¢ky vzdy ponorené do pufra.
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Mnozstvo skiumaviek Objem plnenia

Nazov

reagencie NZLIEL SRR SIS Far'ba 16 vzorieck 96 vzoriek
(&.20050021) (¢.20050026) ~ UzZaveru

Enrichment BLT 1 4 Zlta 200 ul 290 pl

Small (eBLTS)

Resuspension 1 4 Cira 1,8 ml 1,8 ml

Buffer (RSB)

illumina

Aktivne latky

Streptavidin
Magnetic Beads
spojené

s transpozdmami
v pufrovanom
vodnom roztoku
obsahujicom
glycerol, EDTA,
ditiotriitol, sol

a detergent.

Pufrovany vodny
roztok.

Reagencie lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, skladujte pri teplote

-25°Caz-15°C

Nasledujlce balenia reagencii sa dodavaju zmrazené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote

skladovania, aby sa zabezpecdil ich riadny vykon.

MnozZstvo skumaviek Objem plnenia

Nazov

. 16 vzoriek 96 vzoriek Farba
reagencie . 16 vzoriek 96 vzoriek
(&.20050022) (&.20050027) ~ Uzaveru
Tagmentation 1 4 Cira 290 290
Buffer 1 (TB1)
Enhanced PCR 2 4 Cira 200 pl 610 pl

Mix (EPM)

Aktivne latky

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
horc¢ikovu sol

a dimetylformamid.

DNA polymeraza
a dNTP v pufrovanom
vodnom roztoku.

Reagencie lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 vzoriek), skladujte pri

teplote od 2 °C do 8 °C

V pripade 16 suprav vzoriek su nasledujuce reagencie zahrnuté v reagenciach Illlumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (kataldgové ¢. 20050023). V pripade 96 suprav vzoriek sU reagencie zahrnuté v reagenciach

[llumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataldgové ¢. 20050028).
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Nasledujlce balenia reagencii sa doddvaju chladené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote
skladovania, aby sa zabezpecil ich riadny vykon.

Mnozstvo Farba Objem

Nazov reagencie . . , .
skumaviek uzaveru plnenia

Aktivne latky

Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Cira 1,2 ml Streptavidin Magnetic
Beads v pufrovanom
vodnom roztoku
obsahujucom formamid,
detergent a sol.

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

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Cira 200 pl Pufrovany vodny roztok
obsahujuci detergent
asol.

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

Reagencie lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 vzoriek), skladujte pri
teplote od 2 °C do 8 °C

V pripade 96 sUprav vzoriek su nasledujlice reagencie zahrnuté v reagenciach lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (kataldogové €. 20050028). V pripade 16 sUprav vzoriek su reagencie zahrnuté v reagenciach
lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataldgové ¢. 20050023).

Nasledujuce balenia reagencii sa dodavaju chladené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote
skladovania, aby sa zabezpedil ich riadny vykon.

, . Mnozstvo Farba Objem , ,
Nazov reagencie i . i . Aktivne latky
skumaviek uzaveru plnenia

Streptavidin Magnetic Beads 2 Cira 1,2 ml Streptavidin Magnetic Beads

(SMB3) v pufrovanom vodnom roztoku
obsahujucom formamid,
detergent a sol.

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

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Cira 200 pl Pufrovany vodny roztok

(EHB2) obsahujuci detergent a sol.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Cira 200 ul Pufrovany vodny roztok.
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Reagencie lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, skladujte pri teplote od
-25°Cdo-15°C

Nasledujuce balenia reagencii sa dodavaju zmrazené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote
skladovania, aby sa zabezpecil ich riadny vykon.

MnozZstvo skimaviek

Nazov reagencie i i Farba Objem Aktivne latk
9 16 vzoriek 96 vzoriek T plnenia y
(€. 20050024) (& 20050029)

Enrichment Elution Buffer 1 1 Cira 580 ul Roztok Cistiaceho

1 (EET) prostriedku vo vode.

Enhanced Enrichment 4 4 Jantarova  4,1ml Pufrovany vodny

Wash Buffer (EEW) roztok obsahujuci
sol' a detergent.

PCR Primer Cocktail 1 1 Cira 320 pul PCR primery

(PPC) (oligonukleotidy)
zmie$ané.

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

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

Blockers (NHB2) roztok s DNA Cot-1,
stld¢acim ¢inidlom
a formamidom.

Enhanced PCR Mix (EPM) 2 1 Cira 200 ul DNA polymeraza

adNTP
v pufrovanom
vodnom roztoku.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, skladujte pri teplote od -25 °C do -15 °C

Nasledujuce balenia reagencii sa dodavaju zmrazené. Reagencie okamzite uskladnite pri uvedenej teplote
skladovania, aby sa zabezpecdil ich riadny vykon. Sekvencie indexovych adaptérov ndjdete v Appendix:
Sekvencie adaptérov indexov lllumina UD na strane 62.

Komponent Mnozstvo

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

[llumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indexov), ¢. 20050039 1
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Nedodavane reagencie

PoZadované reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Reagencie na extrakciu a Cistenie DNA
* Reagencie na kvantifikdciu DNA
* Etanol (kategoria 200 vhodna na molekularnu mikrobioldgiu)
* Voda bez nukleaz
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1IN NaOH roztok, trieda vhodna na molekuldrnu mikrobioldgiu
* Ak pouzivate sekvenovaci systém NextSeq 550Dx:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (moZno zriedit z1 M Tris-HCL, pH 7,0)

— Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) (katalégové
¢islo 20028871)

* Ak pouzivate sekvenovaci systém MiSeqDx:
— suUprava reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 (katalégové ¢. 20037124)
* Ak pouzivate sekvenovaci systém NovaSeq 6000Dx:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (mozno zriedit z1 M Tris-HCL, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cyklov) (kataldgové &islo 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cyklov) (katalégové Cislo 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalégové Cislo 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalégové Cislo 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (kataldgové &islo 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (kataldgové &islo 20062291)

Poziadavky na panel obohacovacej sondy

Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit su kompatibilné s panelmi lllumina aj
oligonukleotidovymi panelmi obohacujucimi DNA tretej strany. Ak pouzivate biotinylované sondy DNA tretich
stran (fixné alebo vlastné panely), uistite sa, Ze spifiaju pozadované $pecifikacie.

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bola optimalizovana a overena pomocou nasledujucich
Specifikacii panelu tretich stran. Porovnatelny vykon nie je zaru€eny pri pouzivani panelov tretich stran, ktoré
nespinaju $pecifikacie.
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* Dizka sondy 80 bp alebo 120 bp
* Medzi 500 az 675 000 sondami
* Jednovldknova alebo dvojvldknova DNA

* Celkovy vstup sondy = 3 pmol pre obohatenie pri nasobnostiach od 1-nasobnych po 12-nasobné

Skladovanie a manipulacia

* |zbova teplota je stanovena na 15 °C az 30 °C.
* Reagencie su stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na oznaceni suprav, ak sa skladuju podla
pokynov. Teploty skladovania najdete v Casti Doddvané reagencie na strane 5.
* Zmrazené reagencie su stabilné maximalne Styri cykly zmrazenia a rozmrazenia, ktoré sa uskuto¢ruju pred
Specifikovanym datumom exspiracie.
* Postup produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit obsahuje nasledujice bezpe¢né body
zastavenia:
— Po kroku Amplifikdcia tagmentovanej DNA na strane 28 su zosilnené kniznice stabilné az 30 dni, ak sa
skladuju pri teplote =25 °C az -15 °C.
— Po kroku Cistenie kniznic na strane 31 su vygistené amplifikované kniznice stabilné az 30 dni pri
skladovani pri teplote —25 °C az -15 °C.
— Pokroku Zdruzovanie kniZnic pred obohatenim na strane 33 su zdruZené kniznice stabilné az 30 dni, ak
sa skladuju pri teplote -25 °C az -15 °C.
— Po kroku Amplifikdcia obohatenej kniZnice na strane 44 mdze obohatend platni¢ka z amplifikovanych

kniZnic zostat na tepelnom cyklovaci az 24 hodin. Pripadne mozno platni¢ku skladovat pri teplote 2 °C
az 8 °C az 48 hodin.

— Konecné ocistené obohatené kniznice su stabilné az 7 dni, ak sa skladuju pri teplote =25 °C az -15 °C.

* Akje niektory z obalov alebo obsahu produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kit poSkodeny alebo naruseny, obratte sa na oddelenie zdkaznickeho servisu spolo€nosti lllumina.

* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) mézu tvorit viditelné zrazeniny alebo krystaly. Ak spozorujete zrazeniny,
zohrievajte ich 10 minut pri teplote 37 °C, a potom miesajte, kym sa zrazeniny nerozpustia.

* Hybridization Oligos (HYB) a Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) sa musia predhriat na rovnaku
teplotu ako teplota uchovania hybridizacie podla typu vzorky a panela sondy. Dal$ie informacie
o manipuldcii s HYB a EEW ndjdete v Casti Poznamky k procedure na strane 16.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) a blokatory HYB Buffer+IDT NXT (NHB2) m6zu vytvarat krystaly
a zakalenie. Ak spozorujete krystaly a zakalenie, virenim premiesajte alebo pipetujte nahor a nadol, aby sa
roztok premiesal, az kym nebude &iry. Pred pipetovanim nezabudnite NHB2 predhriat.

*  Primanipulacii s Cleanup Beads (CB) dodrziavajte nasledujlce osvedcené postupy:
— gulécky nikdy nezmrazuijte,
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tesne pred pouzitim rozvirte gulé¢ky, kym sa neodstredia a farba nebude vyzerat homogénne.

*  Primanipulacii s Enrichment BLT Small (eBLTS) dodrziavajte nasledujlice osvedcené postupy:

skimavku eBLTS uchovavaijte v zvislej polohe tak, aby boli gulé¢ky vzdy ponorené do pufra,

eBLTS dokladne rozvirte, kym sa gul'6¢ky Uplne neresuspenduju. Aby sa zabranilo opatovnému

usadeniu guld&ok, pred pipetovanim sa neodporicéa odstredovanie,

illumina

Ak sa gul6¢ky prilepia na bo¢nu alebo vrchnu ¢ast 96-jamkovej platni¢ky, odstredujte ju rychlostou

280 x g pocas 3 sekund, a potom pipetou resuspendujte.

*  Primanipuldcii s platni¢kami adaptéra indexu dodrziavajte nasledujuce osved¢ené postupy:

na platni¢ku adaptéra indexu nepridavajte vzorky,

kazda jamka indexovej platni¢ky je uréena len na jedno pouzitie.

Pozadované, ale nedodavané vybavenie
a materialy

Okrem produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sa pred zacatim protokolu uistite, Ze mate
pozadované vybavenie a materialy.

Vybavenie

Pred spustenim protokolu sa uistite, ze mate pozadované zariadenia.

Protokol bol optimalizovany a overeny pomocou poloziek s uvedenymi Specifikaciami. Porovnatelny vykon nie
je zaruceny pri pouzivani zariadenia mimo Specifikacii.

Niektoré polozky su potrebné iba pre konkrétne pracovné postupy. Tieto polozky su uvedené v samostatnych
tabulkach.

* Tepelny cyklovac s nasledujucimi Specifikdciami:

vyhrievané veko

minimalny rozsah regulacie teploty od 10 °C do 98 °C
minimalna presnost teploty +0,25 °C

maximalny reakény objem 100 pl

kompatibilny s 96-jamkovymi platni¢kami PCR s plnym okrajom

* Inkubator s mikrovzorkou s nasledujucimi $pecifikaciami:

Teplotny rozsah okolia +5,0 °C az 99,0 °C

Kompatibilné s 96-jamkovymi platni¢kami MIDI

* Inkubator na mikrovzorky s viozkami kompatibilnymi s platni¢kami MIDI s 96 jamkami,

* Vysokorychlostny vytriasa¢ mikroplatni¢iek s rozsahom rychlosti miesania 200 — 3 000 ot./min.
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* Magneticky stojan kompatibilny s 96-jamkovymi platni¢kami PCR

* Magneticky stojan kompatibilny s 96-jamkovymi platni¢kami MIDI

*  Fluorometer je kompatibilny s vasou metddou kvantifikacie

* Analyzator fragmentov DNA

* Presné pipety:
— Jednokanalové alebo multikanalové pipety s objemom 10 pl
— Jednokanalové alebo multikanalové pipety s objemom 20 pl
— Jednokanalové alebo multikanalové pipety s objemom 200 pl
— Jednokanalové pipety s objemom 1 000 pl

— Presné pipety zabezpecuju presné podavanie reagencie a vzorky. Jednokanalové alebo viackanalové
pipety sa méZu pouzit, ak su pravidelne kalibrované a presné v ramci 5 % uvedeného objemu.

* Centrifuga mikroplatni¢ky

* Mikroodstredivka

* Jeden z nasledujucich sekvenovacich systémov lllumina:
— Nastroj MiSeqDx, katalégové &. DX-410-1001

— Zariadenie NextSeq 550Dx, katalégové ¢. 20005715 s volitelnym serverom lllumina DRAGEN pre
NextSeq 550Dx, katalégové ¢. 20086130

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

* [FFPE] Detekény systém PCR v realnom Case

Materialy

Pred spustenim protokolu sa uistite, Ze mate pozadované materialy.

Niektoré polozky su potrebné iba pre konkrétne pracovné postupy. Tieto polozky su uvedené v samostatnych
tabulkach.

Protokol bol optimalizovany a overeny pomocou uvedenych poloziek. Porovnatelny vykon nie je zaruceny pri
pouziti alternativnych materialov.

* Filtrované pipetoveé Spicky

* Koénické centrifugacné skiumavky, 15 ml alebo 50 ml

* 1,5 ml mikrocentrifugaé¢né skimavky

* Multikanalové zasobniky na reagencie bez obsahu RNaz/DNaz, na jedno pouzitie
*  Strip 8 skiumaviek s vieCkami bez obsahu RNdz/DNaz

* Sérologické pipety

* 96-jamkova polypropylénova skladovacia dosti¢ka s hibokymi jamkami (MIDI platni¢ka), 0,8 ml
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* 96-jamkové tvrdé PCR platni¢ky s obrubou
* [FFPE] gPCR platni¢ky kompatibilné s pristrojom na qPCR
* Adhezivne plomby pre 96-jamkové platni¢ky s nasledujucimi $pecifikadciami:
— Opticky ¢iry polyester so zlupovacim filmom
— Vhodny pre PCR platni¢ky s obrubou
— Odolné adhezivum, ktoré vydrzi viaceré zmeny teploty v rozsahu -40 °C az 110 °C
— Bez obsahu DNazy/RNazy
* Plastovy spotrebny material kompatibilny s vybranou kvantifikatnou metddou
* Sdprava na fluorometricku kvantifikaciu dsDNA kompatibilna s vybranym kvantifikaénym systémom:

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

— Pri kvantifikacii obohatenych kniznic zavisi rozsah kvantifika¢nej slpravy od pouzitého panela sond.

* Suprava na analyzu fragmentov na kvalifikaciu kniznic s vybranym kvalifikacnym systémom:
— Na kvalifikaciu amplifikovanych kniznic pred obohatenim mozno pouzit stpravu so Sirokym rozsahom.
— Prikvalifikacii obohatenych kniZznic zavisi rozsah kvalifikaénej slUpravy od pouzitého panela sond.

* [VoliteIné] Suprava na extrakciu DNA z ludskych buniek a tkaniva. M&Zete pouzit ktorukolvek validovanu
extrakénud metddu.

Odber, preprava a skladovanie vzoriek

/N UPOZORNENIE
So vSetkymi vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infek&nymi latkami.

* Tento test je kompatibilny s genomickou DNA ziskanou z ludskych buniek a tkaniva.

* Vpripade komeréne dostupnej purifikovanej gDNA sa uistite, ze vzorky boli prepravované za spravnych
podmienok a skladované podla pokynov vyrobcu. Dodrziavajte osvedcené postupy pre cykly skladovania
arozmrazovania a zmrazovania gDNA.

*  Privstupe plnej krvi dodrziavajte poziadavky na odber, prepravu a uchovavanie krvi platné pre zvolenu
metodu extrakcie DNA. MbzZete pouzit lubovolnl overenu extrakénu metddu. Preprava plnej krvi musi byt
v stlade s narodnymi, federalnymi, Statnymi a miestnymi predpismi pre prepravu etiologickych latok.
* Na extrakciu DNA z FFPE tkaniva mozno pouzit akukolvek overenu extrakénu metddu. Pri uréovani
nasledujucich postupov postupujte podla pokynov a odporucani platnych pre zvoleny spdsob odsavania:
— metdda fixacie vo formaline a zalievania do parafinu pre tkaniva, aby sa zabezpedcila najlepSia kvalita
extrahovanej DNA,

— skladovanie FFPE vzoriek,
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— poziadavky na pociato€¢ny materidl, ako je pocet a hrubka sekcii FFPE. Va¢sina metdd Cistenia odporuca
pouzit Cerstvo narezané rezy.

Varovania a preventivne opatrenia

* Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit obsahuju potencidlne nebezpeéné
chemikalie. V désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami méze dojst
k zraneniam. Noste ochranné prostriedky vratane ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su
vhodné pre toto nebezpecenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym
odpadom a likvidujte ich v stlade s platnymi regionalnymi, $tatnymi a miestnymi zékonmi a predpismi. Dalsie
informacie o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpeénosti najdete na kartach bezpe&nostnych
Udajov (SDS) na stranke support.illumina.com/sds.html.

* lhned nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spolo¢nosti lllumina a prislusnym
uradom v ¢lenskom $tate, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

* So v8etkymi krvnymi vzorkami zaobchadzajte ako s infekénym materidlom obsahujicim virus ludske;j
imunitnej nedostato¢nosti (HIV), virus ludskej hepatitidy B (HBV) a iné krvou prenasané patogény
(univerzalne preventivne opatrenia).

* Pouzite bezné laboratdrne bezpecnostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavajte ustami. Nejedzte, nepite ani
nefajcite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipuldcii so vzorkami a supravami reagencii noste
jednorazové rukavice a laboratérny plast. Po manipuldcii so vzorkami a reagenciami zo sUpravy si dokladne
umyte ruky.

* Pred spustenim protokolu sa uistite, ze vSetky vypary chlérnanu sodného su Uplne rozptylené, aby sa
zabranilo degraddcii vzorky alebo Cinidla.

* Kontaminacia vzoriek inymi produktmi/amplikdnmi PCR mo&ze spdsobit nepresné a nespolahlivé vysledky.
Aby ste predisli kontaminacii, pouzivajte nasledujuce osvedcené postupy:
— DodrZiavajte spravnu laboratérnu prax a laboratérnu hygienu.
— Kroky pracovného postupu vykonajte v uréenych oblastiach pred amplifikaciou alebo po ne;j.
— Pouzité reagencie skladujte pred Cistenim kniznic v predamplifikaénej oblasti.
— Oddelte predamplifikacné reagencie od postamplifikacnych.
— Dbajte na to, aby mali priestory pred amplifikaciou a po amplifikacii Specializované vybavenie, ako napr.

pipety, Spi¢ky pipiet, vortexery a centrifigy.

* Dbajte na to, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii. Pri spracovani jednotlivych vzoriek a pri davkovani
novych reagencii pouzivajte zakazdym nové pipetové Spic¢ky. Pouzitie filtrovanych Spiciek znizuje riziko
prenosu amplikénu a krizovej kontaminacie medzi vzorkami.

— Pripridavani alebo prenose vzoriek alebo hlavnych zmesi reagencii zmente $pi¢ky medzi jednotlivymi
vzorkami.

— Pripridavaniindexovych adaptérov s viackanalovou pipetou vymienajte $pi¢ky medzi kazdym riadkom
alebo kazdym stipcom. Ak pouzivate jednokanalovu pipetu, vymefite $pi¢ky medzi kazdou vzorkou.
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— Zpracovného priestoru odstrante nepouzité dosky indexového adaptéra.
Pri krokoch premyvania etanolom dodrziavajte nasledujice osvedéené postupy:

— vzdy pripravte ¢erstvy 80 % etanol. Etanol dokaze absorbovat vodu zo vzduchu, ¢o mbze ovplyviiovat
vysledky;

— dbajte nato, aby sa pocas krokov premyvania odstranil vSetok roztok etanolu z dolnej ¢asti jamiek.
Zvyskovy etanol moze ovplyvnit vysledky;

— dodrziavajte stanoveny ¢as suSenia krokov magnetického stojana, aby ste zabezpedili Uplné
odparovanie. Zvyskovy etanol méze ovplyvnit t¢innost ndslednych reakcii.

Pred pouzitim vzdy pripravte hlavné zmesi a nikdy neskladujte kombinované pracovné roztoky.

Vykonnost produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nie je zaru¢en3, ak sa postupy
nedodrZiavaju, ako je uvedené v pribalovom letaku.

Nepouzivajte ziadne sucasti supravy po uplynuti datumu exspiracie uvedenom na $titku supravy.

Nezamienajte komponenty supravy z r6znych suprav lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Supravy su
oznacené na Stitku supravy.

Poznamky k procedure

Odporucania pre vstup DNA

Protokol produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilny s vysokokvalitnymi,
dvojvldknovymi vstupmi gendmovej DNA (gDNA) s velkostou 50 — 1 000 ng.

Uistite sa, ze pociatocna vzorka gDNA neobsahuje > 1 mM EDTA a neobsahuje organické kontaminanty, ako je
fenol a etanol. Tieto latky mozu narusit reakciu oznacovania a viest k zlyhaniu analyzy.

Vstup gDNA = 50 ng

Pre vstupy gDNA medzi 50 — 1 000 ng sa nevyzaduje kvantifikacia a normalizacia poc&iato¢nej vzorky gDNA.

Vstup gDNA < 50 ng

Je mozné pouzit vstupy DNA 10 — 50 ng s nasledujucimi Upravami:

Ak pouzivate vstup 10 - 49 ng gDNA, odporuca sa kvantifikacia pociato¢nej vzorky gDNA na stanovenie
poctu PCR cyklov potrebnych po oznaceni. Na kvantifikaciu dvojvliaknového vstupu gDNA pouzite metédu
zaloZenu na fluorometrii. Vyhnite sa metddam, ktoré meraju celkovy pocet nukleovych kyselin, ako je
NanoDrop alebo iné metddy absorbancie UV Ziarenia.

Tento protokol nenormalizuje konecné vytazky vopred obohatenej kniznice z 10 - 49 ng gDNA, a preto sa
vyzaduje kvantifikacia a normalizacia kniznic pred a po potrebe obohatenia.
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* Sdprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bola charakterizovana a overena pre vstupy DNA 50 -
1000 ng. Ekvivalentny vykon produktu nie je mozné zarucit pre vstupy gDNA < 50 ng.

Odporucania tykajuce sa vkladania krvi

Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilna s gDNA extrahovanou z periférnej plnej krvi.
Mozete pouzit [ubovolnu overenu extrakénu metddu. Ked' sa extrahuje gDNA z plnej krvi, nevyZaduje sa Uvodna
kvantifikacia viozenej DNA a Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit vytvara normalizované vytazky
kniznice pred obohatenim.

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

* Vekkrvnejvzorky
* Podmienky skladovania

* Zakladny zdravotny stav, ktory ovplyviiuje pocet bielych krviniek

Odporucéania pre vstup vzorky tkaniva FFPE

Pouzite nasledujuce kritéria kvality DNA FFPE na uréenie vhodného vstupu pre Uspesnu pripravu kniznice:
* Prevzorky FFPE s hodnotou ACq = 5 je odporuc¢any vstup DNA 50 -1 000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sa neodporuca pre vzorky FFPE nizkej kvality s ACq > 5. PouZitie
vzoriek s ACq > 5 je mozné, ale mdze zvysit pravdepodobnost zlyhania pripravy kniznice alebo znizit vykon
analyzy.

Extrakcia FFPE

Pouzite metddu izolacie nukleovej kyseliny, ktord vytvara vysoké vytazky zachytu, minimalizuje spotrebu
vzorky a zachovava integritu vzorky. Na extrakciu DNA zo vzoriek FFPE mbzete pouzit lubovolni overenu
metodu. V pripade gDNA extrahovanej z FFPE tkaniva sa vyzaduje pociato¢na kvantifikacia vstupnej DNA

a Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit neprodukuje normalizované vopred obohatené vytaznosti
kniznice.

Kvalifikacia FFPE DNA

Pred pouzitim sa musi pouzit gDNA extrahovana z FFPE tkaniva. Pre optimalny vykon vyhodnotte kvalitu vzorky
DNA overenou extrakénou metddou na kvalifikaciu DNA extrahovanej zo vzoriek FFPE. Protokol produktu
Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit je kompatibilny so vzorkami FFPE DNA s hodnotou ACq = 5.
Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sa neodporuca pre vzorky FFPE nizkej kvality s ACq > 5.
PouZzitie vzoriek s ACq > 5 je mozné, ale moze zvysit pravdepodobnost zlyhania pripravy kniznice alebo znizit
vykon analyzy.

[VoliteIné] Referenéné vzorky FFPE
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Pri vykonavani protokolu pouZzivajte charakterizované referenéné materialy, ako je Horizon HD799 (DNA), ako
pozitivnu kontrolu. Ako referen¢né vzorky je mozné pouzit aj kvalifikované materidly FFPE zo xenograftov
odvodenych od bunkovej linie. Na kvantifikaciu referenénych materidlov pred pouzitim pouZzite metddu
zalozenu na fluorometrii.

POZNAMKA Pri spracovani pozitivnej kontrolnej referenénej vzorky alebo Ziadnej $ablény kontroly sa
spotrebuju reagencie a zniZi sa celkovy po¢et nezndmych vzoriek, ktoré je mozné spracovat.

Odporucéania pre vstup vzorky

Odporucania pre vstup vzorky pre produkt Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit su zhrnuté
v nasledujucej tabulke.

Tabulka1 Odporucania pre vstup vzorky

. S Vytaznost
Mnozstvo VyZaduje sa . , . . -
Typ vstupu e PozZzadovana kvalita normalizovanej
vzork vstupu kvantifikacia vstupu DNA vopred obohatenej
y vzorky vstupnej DNA 8 pv . )
kniznice
gDNA 10-49ng Ano Pomer 260/2801,8-2,0  Nie
gDNA 50-1000ng Nie Pomer 260/2801,8-2,0 Ano
gDNA z krvi 50-1000ng Nie Pomer 260/2801,8-2,0 Ano
gDNAZFFPE  50-1000ng Ano Hodnota ACq =5 Nie

Odporucané cykly PCR pre program eBLTS PCR sa upravia na zaklade vstupnej koncentracie a kvality vzorky.
Dalsie informécie najdete v &asti Amplifikdcia tagmentovanej DNA na strane 28.

Tipy a techniky

Dbajte na to, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii.
*  Pripridavani alebo prenasani vzoriek vymiefajte Spicky medzi jednotlivymi vzorkami.

*  Pripridavaniindexovych adaptérov s viackanalovou pipetou vymienajte Spicky medzi kaZdym riadkom alebo
kazdym stlpcom. Ak pouzivate jednokanalovu pipetu, vymente $pi¢ky medzi kazdou vzorkou.

Zapecatenie platni¢ky
* Pred nasledujucimi krokmi v protokole vZdy utesnite 96-jamkovu platfiu novym lepiacim tesnenim pomocou
gumového val€eka na zakrytie platnicky:

— kroky pretrepavania;

— kroky inkubdcie. Nesprdvne utesnenie platni¢ky moze viest k odparovaniu poc¢as inkubacie;
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— kroky centrifugy;
— kroky hybridizacie.
* Naobmedzenie rizika krizovej kontaminacie a odparovania overte, ¢i su okraje a jamky Uplne utesnené.

— Ak spozorujete akékolvek tekutiny alebo kondenzaciu na tesneni alebo bokoch jamiek platni¢ky, pred
odtesnenim odstredujte podla potreby.

* Nez zac¢nete pomaly odstrafiovat tesnenie, polozte platni¢ku na rovny povrch.

Manipulacia Enrichment BLT Small (eBLTS)
* Zasobnu skumavku eBLTS uchovavajte vo zvislej polohe v chladni¢ke tak, aby boli gul6¢ky vZzdy ponorené
do pufra.

* Bezprostredne pred pouzitim dékladne rozvirte zasobnu skimavku eBLTS, az kym sa gulé¢ky znovu
nerozpustia. Aby sa zabranilo opatovnému usadeniu guldcok, pred pipetovanim sa neodporuca
odstredovanie.

* Ak sagul6cky prilepia na boénu alebo vrchnu ¢ast 96-jamkovej platni¢ky, odstredujte ju rychlostou 280 x g
pocas 3 sekund, a potom pipetou resuspendujte.
*  Pripremyvani eBLTS:
— Pouzite vhodny magneticky stojan pre dlahu.
— Ponechajte platnicku na magnetickom stojane dovtedy, kym pokyny neuvadzaju, ze ju mate odobrat.
— Ak aspirujete guldcky do pipetovych $piciek, gulé¢ky nadavkuijte spat na platni¢ku v magnetickom
stojane a pockajte, kym nebude kvapalina priehladna (2 minuty).
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Pracovny postup produktu Suprava lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit

Nasledujuci diagram znazornuje pracovny postup produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.
Medzi jednotlivymi krokmi su vyznacené body bezpec&ného zastavenia. Odhady ¢asu su zaloZzené na spracovani
12 vzoriek pri 12-plexovom obohateni.

gDNA

Bod bezpeéného
zastavenia

o Genomicka DNA tagmentu
Realizacia: 20 minut
Spolu: 40 minut
Reagencie: eBLT, TB1

e Cistenie po tagmentacii
Realizacia: 10 minat
Spolu: 20 minuat
Reagencie: ST2, TWB2

e Amplifikacia tagmentovanej DNA
Realizacia: 15 minat
Spolu: 45 minat
Bod bezpeéného Reagencie: EPM, indexové adaptéry
zastavenia
o Cistenie kniznic
Realizacia: 10 minut
Spolu: 20 minut
Bod bezpeéného Reagencie: RSB, CB, EtOH
zastavenia

e Zoskupené kniznice
Reagencie: RSB

Bod bezpecného
zastavenia

© Hybridizacia sond
Realizacia: 10 minat
Spolu: 125 minut
Reagencie: Panel obohacujticej sondy, NHB2,
EHB2, RSB

0 Zachytenie hybridizovanych sond
Realizacia: 25 minaut
spolu: 65 minut
Reagencie: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Amplifikacia obohatenej kniznice
Realizacia: 5 minat
Spolu: 40 minat
Bod bezpeéného Reagencie: PPC, EPM
zastavenia

e Vycistenie amplifikovanej obohatenej
kniznice
Realizacia: 10 minat
Spolu: 20 minat
Reagencie: CB, RSB, EtOH

® Pred PCR @ PoPCR
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Navod na pouZzitie

Této kapitola opisuje protokol produktu Stprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

* Skontrolujte planovany Uplny postup sekvenovania, od vzorky az po analyzu, aby ste zaistili kompatibilitu
produktov a parametrov experimentu.

* Pred pokracovanim potvrdte obsah sUpravy a uistite sa, Ze mate potrebné komponenty, vybavenie
a materialy.
— Biotinylované sondy tretich stran musia spinat $pecifické poziadavky. Pozrite si ¢ast PoZiadavky na
panel obohacovacej sondy na strane 10, aby ste sa uistili, Ze vase sondy tretich stran spiﬁaju
poziadavky.

* Postupujte podla protokolu v uvedenom poradi pomocou Specifikovanych objemov a inkubaénych
parametrov.

* Ak sav protokole neuréi bod bezpec&ného zastavenia, ihned prejdite na dalsi krok.
*  Privytvarani mastermixu sa prebytok zapocita do poskytnutych objemov.

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

Priprava na zdruzenie

Tento krok je potrebny na zabezpecenie UspesSného sekvenovania obohatenych kniznic. K zdruzeniu kniznic
mbze dojst pred obohatenim a pred sekvenovanim.

Pred obohatenim - jednotlivé indexované amplifikované kniznice sa zdruzia dohromady, aby sa obohatili

o zvoleny panel sond. Tym sa vytvori viacnasobny subor obohatenych kniznic. Pre vstup vzorky FFPE bolo
spracovanie testované a odporuca sa vyluéne pre 1-nasobné obohacovacie reakcie. Pri vysokokvalitnej gDNA
sa testovali 12-nasobné reakcie, ale mozné su aj 2-nasobné az 11-nasobné.

Pred sekvenovanim - pred sekvenovanim sa spoja 1-nasobné obohatené kniznice a/alebo multiplexom
obohatené kniznice. Poget obohatenych kniznic, ktoré je mozné sekvenovat, zavisi od cielovej hibky &itania pre
kazdu vzorku v sekvenovacom systéme.

Jedinec¢né dualne indexovanie

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

* Kniznice s dualnym indexovanim pridavaju sekvencie indexu 1 (i7) a indexu 2 (i5) na generovanie jedine¢ne
oznacenych kniznic.

* Indexy UD maju odlisné nesuvisiace indexové sekvencie pre nacitanu hodnotu indexu i7 a i5. Indexy maju
diZzku 10 baz.
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Vyber indexovych adaptérov s réznymi sekvenciami pre zdruzené kniznice optimalizuje vyvazenie farieb pre
uspesné sekvenovanie a analyzu Udajov. Skupiny zlozitosti s = 10 plexmi su prirodzene vyvazené farbami, takze
mozete pouzit [ubovolnd kombindciu indexového adaptéra. Pocas sekvenovania poskytuje modul DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moznosti pre kombinacie indexov s vyvazenymi farbami a upozorni vas,
ak nie je vo vybranych kombindcidch indexov dostato¢na rozmanitost.

Informdacie o sekvenciach adaptérov indexu UD lllumina a rozlozeniach dosti¢iek ndjdete v Appendix: Sekvencie
adaptérov indexov lllumina UD na strane 62

Podporované obohacovacie nasobnosti

Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sa konfiguruju a testuju pri 1-nasobnej
a 12-ndsobnej obohacujicej nasobnosti. Hoci si mozné dalSie obohacujlice nasobnosti, niektoré ndsobnosti si
vyzaduju dalSiu pripravu predobohacovacej kniznice a reagencie panelu obohacujucej sondy.

Ziskanie vhodnej obohacujlcej vytaznosti pre nestandardné obohacovacie ndsobnosti si méze vyzadovat

dodato¢nu optimalizaciu. Optimalne vysledky nie su zaru¢ené.

* Obohacovacia nasobnost — poc¢et vopred obohatenych kniznic (1-12) spojenych do jednej obohatenej
reakcie na hybridizaciu s panelmi obohacovacej sondy. Napriklad kombindcia 12 vopred obohatenych
kniznic spolu vytvori 12-nasobny obohacujuci subor.

* Reakcia obohacovania - pocet jedine¢nych obohacovacich reakénych pripravkov bez ohladu na pocet

vopred obohatenych kniZnic zdruzenych na reakciu. Napriklad jedna obohacovacia reakcia moze pripravit
1-ndsobny alebo 12-ndsobny obohacujuci subor.

Ak chcete vypocitat celkovy pocet nasledne obohatenych kniznic, vynasobte obohacujicu ndsobnost na
reakciu po¢tom obohatenych reakcii. Napriklad jedna obohatena reakcia 12-nasobného obohacovacieho
suboru produkuje subor 12 nasledne obohatenych kniznic.

Pri zoskupovani vopred obohatenych kniznic reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit podporuju nasledujliice obohatené reakcie a nasobnost.

Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with

Obohatujuce reakcie Obohacujuca plexita
Enrichment Dx Kit J J P
Suprava so 16 vzorkami 16 reakcii 1 plex
Suprava s 96 vzorkami 8 reakcii 12-ndsobné

Stratégie dvoj- az osemnasobného zdruzovania

Nasledujlca tabulka zobrazuje adaptéry indexov (jamky), ktoré mozno kombinovat v 2- az 8-nasobnych
sUboroch, zatial ¢o farebne kddovany obrazok zobrazuje kazdu kombinaciu.

Zdruzte akukolvek ndsobnost = 2 z hornej alebo dolnej &asti stipca. Nezdruzujte v jednom riadku.
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Nasobnost Kombinacie Fark’>a na
obrazku
2 Prvé dve alebo posledné dve jamky v stipci: Oranzovy
« AaB
« GaH
Riadky C - F sa nepouzivaju.
3 Prvé tri alebo posledné tri jamky v stipci: Siva
« A-C
« F-H
Riadky D a E sa nepouzivaju.
4 Prvé $tyri alebo posledné Styri jamky v stipci: Fialova
« A-D
« E-H
5 Prvych pat alebo poslednych péat jamiek v stipci: Modra
« A-E
e D-H
6 [Moznost 1] Prvych $est alebo poslednych $est jamiek v stipci: Zelena
« A-F
« C-H
[MoZnost 2] Prvé dve jamky (A a B) alebo posledné dve jamky (G a H)
v jednom stipci a vietky §tyri jamky v susednom stipci.
7 Prvych sedem alebo poslednych sedem jamiek v stipci: Ruzova
« A-G
« B-H
8 Cely stipec. Modrozelend
f123456789101112”
AOOOOOOOQ@
BOOOOOO oele
J0]0/0|0[0]e0]0)0® ®®
JoJolo/e(e|o|e[e10/e ¢
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Dokument ¢. 200038118 vO1 23270

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert

Stratégie zdruzZovania deviatich plexov

illumina

Pouzite adaptéry indexov z akychkolvek jamiek, ktoré optimalizuju vyvazenie farieb podas sekvenovania,

napriklad:

* Al-Hl1aA2

* A4-D4aA5-E5

* A7-F7aA8-C8

* A10-C10,A11-C11aA12-C12

Nasledujuci obrazok znazorfiuje vsetky Styri priklady.
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Genomicka DNA tagmentu

Tento krok pouziva Enrichment BLT Small (eBLTS) na oznacenie DNA, €o je proces, ktory fragmentuje

a oznacuje DNA pomocou sekvencii adaptérov.

Spotrebny material
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (zlty uzaver)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Voda bez nukleaz
* 96-jamkova PCR platnicka
* Lepiace tesnenie
* 1,7 ml mikrocentrifugac¢né skimavky
* Pruzok s 8 skimavkami
* Spicky pipety
— 200 pul viackandlové pipety
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/N VAROVANIE

Tato suprava reagencii obsahuje potencialne nebezpeéné chemikalie. V désledku vdychnutia,
pozitia, kontaktu s pokoZkou a kontaktu s o¢éami mdzZe dojst k zraneniam. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto
nebezpeéenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom

a likvidujte ich v stlade s platnymi regionalnymi, $tatnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Dalsie
informacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpecénosti ndjdete na kartach
bezpenostnych udajov (SDS) na stranke support.illumina.com/sds.html.

Informacie o reagenciach

* eBLTS sa musi skladovat pri teplote 2 °C az 8 °C. eBLTS nepouzivajte, ak je teplota skladovania nizsia ako
2°C.

* eBLTS neodstredujte.

Priprava

1. Pripravte nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

eBLTS (zlty uzaver) 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou.
Tesne pred pouzitim premiesajte virenim. Pred
pipetovanim neodstredujte.

TB1 -25°Caz-15°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou.
Virenim premieSajte.
2. Rozvirte alebo pipetujte DNA, a potom kratko odstredujte.
3. Natepelnom cykleri ulozte nasledujuci program TAG:
* Vyberte volitelnu funkciu veka predhrievania a nastavte na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 pl
* 55°Cna5minut
* Uchovavaijte pri teplote 10 °C

Dokument ¢. 200038118 vO1 25270

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.


http://support.illumina.com/sds.html

llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Postup

1.

o

10.
1.

Pridajte 2 - 30 ul DNA do kazdej jamky z 96-jamkovej platni¢ky PCR tak, aby celkové vstupné mnozstvo
bolo 50-1000 ng.
Ak je objem DNA < 30 i, pridajte do vzoriek DNA vodu bez nukleazy, aby celkovy objem dosiahol 30 pl.

Dékladne rozvirte eBLTS, kym sa gul'6¢ky Uplne nerozpustia.

V skimavke skombinujte nasledujluce objemy, aby ste pripravili Tagmentation Master Mix. Vynasobte kazdy
objem poctom zdruzenych kniznic, ktoré sa spracuvaju.

* eBLTS (11,5 ul)

* TB1(11,5ul)

Nadbytocny prebytok reagencie je zahrnuty v objeme.

Dokladne napipetujte Tagmentation Master Mix, aby sa premiesala.

Objem Tagmentation Master Mix rovnomerne rozdelte do pruzku s 8 skumavkami.

Pomocou 200 ul multikanalovej pipety preneste 20 ul Tagmentation Master Mix do kazdej jamky platni¢ky
PCR obsahuijlcej vzorku. Pre kazdy stipec alebo riadok vzorky pouzite nové $picky.

Pruzok s 8 skimavkami zlikvidujte po nadavkovani Tagmentation Master Mix.

Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 40 yl pipetou premieSajte kazdu vzorku 10-krat. Pre
kazdy stipec vzorky pouzite nové $picky.
Pripadne utesnite platni¢ku PCR a 1 mindtu pouzivajte trepacku platni¢ky rychlostou 1600 ot./min.

Utesnite platni¢ku, a potom ju umiestnite na vopred naprogramovany tepelny cyklovac a spustite program
TAG.

Pockajte, kym program TAG dosiahne teplotu 10 °C, a potom platni¢ku okamzite odstrarite.

Nechajte 96-jamkovU platni¢ku PCR postat priizbovej teplote 2 minuty, a potom pokracujte dalsim krokom.

Cistenie po tagmentacii

Tento krok premyva DNA oznacenu adaptérom na pristroji eBLTS pred amplifikaciou PCR.

Spotrebny material

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

96-jamkovy magneticky stojan na PCR platni¢ky
Lepiace tesnenie

Pruzok s 8 skiimavkami

Spicky pipety

— 20 plviackanalové pipety

— 200 pul viackandlové pipety
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Pripravte sa na neskorsi postup:

— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Platni¢ka s adaptérmiindexov

Informacie o reagenciach

Uistite sa, Ze pouzivate vhodny magneticky stojan pre svoju platni¢ku. Pouzitie magnetického stojana MIDI
na PCR platni¢ku moze zabranit TWB2 prilepeniu na gulécky.

Pomaly napipetujte TWB2, aby sa minimalizovalo penenie, aby sa zabranilo nespravnej aspiracii objemu

a neuplnému zmiesSaniu.

Priprava

1.

Pripravte nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

EPM -25°Caz-15°C  Rozmrazujte na lade 1 hodinu.
Prevratenim premiesSajte, a potom kratko odstredte.

ST2 15°Caz 30°C Ak spozorujete zrazeniny, zohrievajte ich 10 minut pri teplote 37 °C,
a potom mieSajte, kym sa zrazeniny nerozpustia. Pouzivajte pri
izbovej teplote.

TWB2 15°Caz 30°C Pouzivajte priizbovej teplote.
Platni¢ka -25°Caz-15°C  Rozmrazujte priizbovej teplote 30 mindut.
s adaptérmi
indexov
Postup

1.

Pridajte 10 ul ST2 ku kazdej tagmentacnej reakcii. Ak pouzivate viackanalovu pipetu, pipetou preneste ST2
do pruzku s 8 skiimavkami, a potom preneste prislu$né objemy do PCR dosti¢ky. Pre kazdy stipec alebo
riadok vzorky pouzite nové Spicky.

2. Pomocou 200 ul pipety nastavenej na 50 pl pomaly napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa gul'd¢ky
resuspendovali.
Pripadne dosticku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minttu pri 1 600 ot./min. Opakujte podla potreby.
3. Zaplombujte dosti¢ku a odstredujte ju 10 sekund v centrifuge pri 280 x g.
4. Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.
5. Umiestnite dosti¢ku na magneticky stojan na PCR dosti¢ky a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (3 minuty).
6. [= 48 vzoriek] Preplachnite trikrat, ako je uvedené dale;j.
a. Pomocou 200 ul viackanalovej pipety nastavenej na 60 ul odstrante a zlikvidujte supernatant. Dbajte na
to, aby ste pritom neposkodili obal gul'6cok.
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h.
[ > 48 vzoriek] Prepldchnite trikrat, ako je uvedené dalej.

a.

®© o o T

.

K.

Odstrante z magnetického stojana.

Hned potom pomaly pridajte 100 yl TWB2 priamo na gul'6¢ky.

Pipetujte pomaly, az kym sa gul6¢ky celkom resuspenduju. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minutu pri 1600 ot./min.

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

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

(3 minuaty).

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

Pomocou 200 ul viackandlovej pipety nastavenej na 100 pl odstrarite a zlikvidujte supernatant.

Kroky b — g zopakujte dvakrat pre celkovo tri premyvania.

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

Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 60 ul odstrante a zlikvidujte supernatant.
Odstrarte z magnetického stojana.

Hned potom pomaly nadavkujte 100 ul TWB2 priamo na gulé&ky.

Pipetujte pomaly, az kym sa gul6¢ky celkom resuspenduju. Pripadne dosti¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minudtu pri 1600 ot./min.

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

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

(3 minuty).

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

Pomocou 200 pl viackanalovej pipety nastavenej na 100 ul odstrarite a zlikvidujte supernatant.
Odstrarte z magnetického stojana a pomaly pridajte 100 yl TWB2 priamo na gul'6c¢ky.
Opakuijte kroky h a i v prirastkoch o 1 alebo 2 stipce, az kym nebudu véetky stipce spracované.

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

8. Nechajte dosti¢ku na magnetickom stojane, az kym neprejdete na krok 4 v odseku Postup v Easti
Amplifikdcia tagmentovanej DNA.
TWB2 ma ostat v jamkach, aby sa predi$lo nadmernému vysuseniu gulé&ok.

Amplifikacia tagmentovanej DNA

Tento krok amplifikuje tagmentovanu DNA pouzitim PCR programu s limitovanymi cyklami. Krok PCR pridava
adaptéry Index 1 (i7), adaptéry Index 2 (i5) a sekvencie potrebné na sekvenovanie generovania klastra.
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Spotrebny material
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* Platni¢ka s adaptérmiindexov
* 96-jamkova PCR platni¢ka
* Voda bez nukleaz
* Lepiace tesnenie
* 1,5 ml mikrocentrifugacné skimavky
* Spicky pipety
— 20 plviackanalové pipety

— 200 pul viackandlové pipety

Informacie o reagenciach

* Platni¢ky s adaptérmiindexov

— jamka mo6ze obsahovat > 10 ul adaptérov indexov,

— na platni¢ku adaptéra indexu nepridavajte vzorky,

illumina

— kazda jamka indexovej platni¢ky je ur¢ena len na jedno pouzitie.

Priprava

1. Pripravte nasledujlci spotrebny material:

PoloZka Skladovanie

EPM -25°Caz-15°C

Platni¢ka s adaptérmi -25°Caz-15°C

indexov
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Pokyny

Rozmrazujte pri teplote 4 °C alebo na lade 1 hodinu.
Prevratenim premiesajte, a potom kratko odstredte.

Rozmrazuijte priizbovej teplote 30 mindt.
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2. UloZte si nasledujuci PCR program pre eBLTS v termalnom cykléri a pouzite spravny pocet cyklov PCR
podla uvedenej tabulky.

* Vyberte volitelnu funkciu veka predhrievania a nastavte na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 p
* 72°C 3 minuty
* 98°C 3 minuty
* X cyklov:
* 98°C 20 sekund
* 60°C 30sekund
e 72°C1mindtu
e 72°C 3 minuty
* Uchovavajte pri teplote 10 °C
Celkovy ¢as chodu je ~38 minut pri 9 cykloch a ~46 minut pri 12 cykloch.

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

1. Na pripravu hlavnej zmesi PCR skombinujte nasledujuce. Vynasobte kazdy objem poétom zdruzenych
kniznic, ktoré sa spracuvaju.
* EPM (23 pl)
* Vodabeznukleaz (23 ul)
Nadbytoény prebytok reagencie je zahrnuty v objeme.
Napipetujte hlavnu PCR zmes 10-krat, aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstred'ujte v centrifuge.

3. Splatni¢kou na magnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety s objemom 200 ul odstrante a
zlikvidujte TWB2.
Pena, ktora ostane na stenach jamky, nema neziaduci vplyv na kniznicu.

4. Odstrante z magnetického stojana.
Ihned' pridajte 40 ul hlavnej PCR zmesi priamo na gul6¢ky v kazdej jamke.

6. lhned napipetujte, aby ste latku zmieSali, az kym sa gul'd¢ky celkom resuspenduju. Pripadne platni¢ku
zaplombuijte a nechajte pretrepat 1 mindtu pri 1 600 ot./min.
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10.
11.

12.
13.

Zaplombujte platni¢ku so vzorkami a odstredujte ju v centrifuge 10 sekund pri 280 x g.

Odstredujte platni¢ku s adaptérmiindexov 1 mindtu pri 1000 x g.

Pripravte si platni¢ku s adaptérmi indexov.

* [< 96 vzoriek] Prepichnite féliovu plombu na platni¢ke s adaptérmiindexov novou pipetovou Spic¢kou pri
kazdej jamke len pre ten pocet vzoriek, ktory sa spracuva.

* [96 vzoriek] Zarovnajte novu PCR platni¢ku s polovi¢nou obrubou nad platni¢kou s adaptérmi indexov a
zatlacte smerom nadol, aby ste prepichli féliovd plombu. Zlikvidujte PCR platni¢ku, ktoru ste pouzili na
prepichnutie féliovej plomby.

Pomocou novej pipetovej Spicky pridajte 10 ul vopred spdrovanych adaptérov indexov do kazdej jamky.

Pouzite pipetovu supravu na 40 pl a pipetujte 10-krat, aby sa obsah premiesal. Pripadne platni¢ku
zaplombujte a nechaijte pretrepat 1 minatu pri 1 600 ot./min.

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

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

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max. 30 dni.

Cistenie kniZnic

Tento krok vyuziva na Cistenie zosilnenych kniznic postup Cistenia obojstrannych gulé&ok.

Spotrebny material

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspension Buffer)

Cerstvo pripraveny 80 % etanol (EtOH)

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

Magneticky stojan na platni¢ky MIDI

Magneticky stojan na PCR platni¢ky

1,5 ml mikrocentrifuga¢né skimavky

Voda bez nukleaz

Informacie o reagenciach

Cleanup Beads
— Pred kazdym pouzitim premiesSajte.
— Casto premiedajte, aby ste sa uistili, Ze st guld&ky rovhomerne rozlozené.

— Aspirujte a pomaly nadavkujte z dévodu viskozity roztoku.
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Priprava

1.

Pripravte nasledujlci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

CB Izbova MieSajte a prevracajte, aby sa premiesala, az kym nebude farba kvapaliny
teplota homogénna.
RSB 2°Caz8°C Rozmrazujte priizbovej teplote 30 minut. Virenim premiesajte.
Postup
1. 96-jamkovu platni¢ku PCR pretrepavajte 1 minudtu pri 1 800 ot./min. a potom ju kratko odstredujte.
2. Umiestnite platni¢ku na magneticky stojan na PCR platni¢ky a ¢akajte, kym nebude tekutina &ira (1 minuta).
3. Miesajte CB 3-krat po 10 sekund a potom viackrat prevratte, aby sa obsah resuspendoval.
4. Privysokokvalitnej gDNA postupujte podla nasledujucich pokynov.
a. Pridajte 77 pl vody bez nukledz do kazdej jamky novej MIDI platnicky.
b. Pridajte 88 ul CB do kazdej jamky MIDI platni¢ky.
c. Preneste 45 ul supernatantu z kazdej jamky PCR platni¢ky do prislusnej jamky MIDI platni¢ky.
d. Zlikvidujte PCR platni¢ku.
e. Napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah premies$al. Pripadne platni¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minutu pri 1800 ot./min.
f. Platni¢ku zaplombujte a inkubujte 5 minut priizbovej teplote.
g. Skontrolujte, ¢i vzorka neobsahuje vzduchové bubliny. Ak spozorujete vzduchové bubliny, vzorku
odstredte.
h. Umiestnite platni¢ku na magneticky stojan na MIDI platni¢ky a pockajte, kym nebude tekutina ¢ira
(5 minut).
i. Pocas inkubacie ddkladne premiesjte CB, a potom pridajte 20 ul do kazdej jamky novej MIDI platnicky.
j.  Preneste 200 ul supernatantu z kazdej jamky MIDI platni¢ky do prislusnej jamky novej MIDI platni¢ky
(obsahujucej 20 pl CB).
k. Zlikvidujte prvud MIDI platni¢ku.
I.  Napipetujte kazdu jamku novej MIDI platni¢ky 10-krat, aby sa obsah premiesal. Pripadne platni¢ku
zaplombujte a nechajte pretrepat 1 mindtu pri 1800 ot./min.
5. Priextrahovanom FFPE postupujte podla nasledujucich pokynov.
a. Pridajte 81 pl CB do kazdej jamky novej MIDI platni¢ky.
b. Preneste 45 yl supernatantu z kazdej jamky PCR platni¢ky do prislusnej jamky MIDI platni¢ky.
c. Zlikvidujte PCR platni¢ku.
d. Napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa obsah premies$al. Pripadne platni¢ku zaplombujte a nechajte
pretrepat 1 minutu pri 1800 ot./min.
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10.

1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

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

Umiestnite platni¢ku na magneticky stojan na MIDI platni¢ky a pockajte, kym nebude tekutina ¢ira (5 minut).
Odstranite a zlikvidujte supernatant, pri¢om davajte pozor, aby ste neposkodili gul6¢&ky.

Gul'd&ky preplachnite podla nasledujliceho postupu.

a. Ponechajte platni¢ku na magnetickom stojane a pridajte 200 pl erstvého 80 % EtOH bez mieSania.
b. Inkubujte 30 sekund.

c. Odstrante a zlikvidujte supernatant, pricom davajte pozor, aby ste neposkodili gul6&ky.

Guld&ky druhy raz preplachnite.

Suste 5 minut vzduchom na magnetickom stojane.

Pocas susenia vzduchom pouzite 20 ul pipetu na odstranenie a zlikvidovanie zvySkového EtOH.
Odstrafite z magnetického stojana.

Pridajte 17 pl RSB ku gul6¢kam.

Platnicku zaplombujte a nechaijte pretrepat 2 minuty pri 1 800 ot./min.

Inkubujte 2 minuty priizbovej teplote.

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

Umiestnite platni¢ku na magneticky stojan na MIDI platni¢ky a pockajte, kym nebude tekutina Cira
(2 minuty).

20. Preneste 15 pl supernatantu do novej 96-jamkovej PCR platnicky.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte platni¢ku v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max. 30 dni.

Zdruzovanie kniznic pred obohatenim

Tento krok kombinuje kniznice DNA s jedine¢nymi indexmi do jedného suboru z az 12 kniznic.
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Metddy zdruzovania

Zdruzovanie mozete vykonavat na zaklade objemu alebo podla hmotnosti. PouZite nasledujucu tabulku na
uréenie vhodnej metddy pre vas vstup.

Tabulka 2 Odporuc¢ané metddy zdruZovania

Vstup vzorky Metdda zdruzovania
10 - 49 ng gDNA Hmotnost

50-1000 ng gDNA Objem

gDNA extrahovana z FFPE Hmotnost

gDNA extrahovana z krvi Objem

* Obohatenie jednou kniZnicou nevyzaduje zdruzovanie kniZnic pred obohatenim. Mozno v$ak bude potrebné
pridat RSB.

* Po kvantifikacii kniznice pred obohatenim mozno vSetky typy vstupnych Udajov vzoriek spojit podla
hmotnosti, aby sa dosiahlo optimalne vyvazenie indexu.

* Konecny vytazok kniznic pred obohatenim vytvorenych v samostatnych experimentdlnych pripravkoch sa
mbze lisit. Preto sa na dosiahnutie optimalneho vyvazenia indexu odporuca zdruzenie.

* Vnasledujucich situacidch pouzite 1-ndsobné obohatenie.
* 10-49nggDNA,
* 50-1000 ng gDNA extrahovanej z FFPE,

* Detekcia nizkej frekvencie minoritnej alely pre volanie somatickych variantov.

Skupina podla hmotnosti

V nasledujucich situdciach kvantifikujte svoje kniznice, aby ste pouzili hmotu DNA na kniZnicu na obohatenie
Specifikované v Casti ZdruZovanie kniznic pred obohatenim v rovnakej koncentraciina strane 35.

* 10-49 ng vstup vzorky gDNA

* 50-1000ng gDNA extrahovanej zo vstupu vzorky FFPE

* Detekcia nizkej frekvencie alel pre somatické volanie variantov

* gDNA extrahovana z krvi pre optimalne vyvazenie indexu

Kvantifikacia vopred obohatenych kniznic
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1. Spustite 1 pl vopred obohatenych kniznic pomocou preferovanej metddy kvantifikacie na baze
fluorescencie, ktora pouziva farbivo interkalujice dsDNA.

* Pri50-1000 ng vysokokvalitnej gDNA mézete o€akavat = 500 ng vopred obohatenu vytaznost
kniznice.

* Vpripade 50-1000 ng gDNA extrahovanej z FFPE o¢akavajte 500 — 6 000 ng vopred obohatenu
vytaznost kniznice v zavislosti od kvality pociato¢nej vzorky.

POZNAMKA V pripade metdéd kvantifikacie s réznymi predsudkami kvalifikujte metddu kvantifikacie pre
tento pracovny postup. Vysledky koncentracie sa mozu lisit v zavislosti od pouzitej metddy.

Zdruzovanie kniznic pred obohatenim v rovnakej koncentracii

Pomocou nasledujucej tabulky uréte hmotnost DNA na kniZnicu potrebnu na obohatenie podla typu vzorky
a nasobnosti obohatenia. Optimalne vytaznosti obohatenia a vykon analyzy nie st zaruc¢ené pri pouziti nizsich
vytaznosti kniznice pred obohatenim, ako sa odporuca.

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

Obohacujuca Hmotnost DNA na kniznicu Celkova hmotnost kniZnice
Vstup vzorky .
plexita (ng) DNA (ng)
Vysokokvalitnd gDNA 12 250-500 3000-6000
gDNA extrahovana 1 200 200
z FFPE

1. Zaznamenajte indexy kniznic, ktoré planujete zdruZovat v tomto kroku.

2. Na zaklade koncentracie kazdej kniZnice vypocditajte objem, ktory sa musi pridat k reakcii obohacovania,
aby ste dosiahli pozadovani hmotnost DNA.

* Vysokokvalitnd gDNA: Vypoditajte objem kniznice potrebny na vstup 250 - 500 ng.
* gDNA extrahovana z FFPE: Vypocitajte objem kniznice potrebny na 200 ng vstup.
Pridajte vypocitany objem pre kazdu kniznicu do tej istej jamky PCR platnicky.

Ak pouzivate vysokokvalitni gDNA, vykonajte jeden z nasledujucich krokov na zaklade celkového objemu
kniznic pred obohatenim:

* Ak je objem kniznice pred obohatenim = 30 pl, prejdite na ¢ast Hybridizdcia sond na strane 37.
* Ak je objem kniznice pred obohatenim < 30 pl, pridajte RSB, aby ste dosiahli celkovy objem 30 ul.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim > 30 pl, na koncentrovanie zdruzenej vzorky pouzite metddu na
baze gul6cok alebo koncentrator vakua. Pridajte RSB do koncentrovanej zdruzenej vzorky, aby ste
dosiahli celkovy objem 30 pl.

5. Ak pouzivate gDNA extrahovanu z FFPE, vykonajte jeden z nasledujucich krokov na zaklade celkového
objemu kniznic pred obohatenim.
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* Ak je objem kniznice pred obohatenim = 7,5 yl, prejdite na ¢ast Hybridizdcia sond na strane 37.

* Ak je objem kniznice pred obohatenim < 7,5 ul, pridajte RSB tak, aby dosiahol celkovy objem 7,5 pl.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte platni¢ku v prostredi s teplotou —25 °C az —15 °C max. 30 dni.
Skupina podla objemu

Ak je vstup 50 — 1 000 ng gDNA, kvantifikdcia a normalizacia jednotlivych kniznic vygenerovanych v tom istom
experimente sa nevyZzaduje.

Na dosiahnutie optimalneho vykonu zdruZujte iba vopred obohatené vzorky kniznice pripravené tym istym
pouzivatelom, $arzou Cinidla a platni¢kou adaptéra indexového adaptéra.

1. Zaznamenajte indexy kniznic, ktoré planujete zdruzovat v tomto kroku.

2. Skombinujte nasledujticu vopred obohatenu kniznicu a objemy RSB pre svoju obohacujicu ndsobnost do tej
istej jamky novej platnicky PCR.
Vysledny objem je 30 ul.

Kazdy vopred obohateny

Obohacujuca nasobnost* . .
objem kniznice (pl)

Objem RSB (ul)

1 plex 14 16
2-nasobna 14 2
3-ndsobna 10 0
4-nasobna 7,5 0
5-nasobna 6 0
6-nasobna 5 0
7-ndsobna 4,2 0,6
8-nasobna 3,7 0,4
9-ndsobni 3,3 0,3
10-nasobna 3 0
11-ndsobna 2,7 0,3
12 plexov 2,5 0

* Informacie o nestandardnych ndsobnostiach (2-nasobnych az 11-ndsobnych) ndjdete v ¢asti Obmedzenia postupu na
strane 2.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte platni¢ku v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
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[Volitelné] Kvalifikujte vopred obohatené kniznice

Pri zoskupovani podla objemu pouzite na kvantifikaciu vopred obohatenych kniznic metddu zaloZzenu na
fluorometrickych parametroch, ktora pouziva farbivo interkalujice dsDNA. Na kvalifikaciu vopred obohatenych
kniznic pouzite analyzator fragmentov DNA s prislusnou supravou na analyzu fragmentov.

Na kvalifikaciu kniZnice pouzite celkovo 1 pl. Vopred obohatené kniznice su dostato¢ne koncentrované, aby
umoznili malé riedenia na kvantifikaciu alebo analyzu fragmentov.

Hybridizacia sond

Tento krok viaze cielové oblasti DNA. so zachytavacimi sondami.

Reagencie produktu Suprava lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit su kompatibilné s panelmi lllumina aj
oligonukleotidovymi panelmi obohacujucimi DNA tretej strany. Informacie o pozadovanych Specifikaciach
panelov tretich stran najdete v Easti PoZiadavky na panel obohacovacej sondy na strane 10.

Spotrebny material
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB Buffer 2 + blokatory IDT NXT) (modry uzaver)
* Panel obohacujlcej sondy
* 96-jamkova PCR platnicka
* Lepiace tesnenie
*  Pripravte sa na neskorsi postup:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (zlty uzaver)

Informacie o reagenciach
* NHB2 savyzraza a oddeluje pocas skladovania.

* Panel obohacujucej sondy oznacuje vybrany obohacujuci oligonukleotidovy panel od dodavatela lllumina.

Priprava

1. Pripravte nasledujuci spotrebny material:
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Polozka Skladovanie Pokyny

EHB2 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Virenim
premiesajte.
Ak spozorujete krystaly a zakalenie, zopakujte virenie
alebo pipetou nahor a nadol premie$ajte roztok, az kym

nebude Ciry.
Panel obohacujucej -25°Caz-15°C Pri paneloch lllumina aj paneloch tretich stran nechajte
sondy (Nlumina) panel ohriat na izbovu teplotu. Virenim premiesajte.
NHB2 (modry uzaver) -25°Caz-15°C Rozmrazujte priizbovej teplote.

Priizbovej teplote predhrejte inkubator s mikrovzorkou na
rovnaku teplotu ako sondu, ktoru pouzivate, pocas
5 minut.
PremieSajte 3-krat maximalnou rychlostou pocas 10
seklnd, aby ste ju resuspendovali.
Kratko odstredte.
Pipetujte nahor a nadol z dolnej ¢asti skimavky.
Ak spozorujete krystaly a zakalenie, zopakujte virenie
alebo pipetou nahor a nadol premieSajte roztok, az kym
nebude ¢iry.
Pouzivajte za tepla, aby ste predisli precipitacii.

SMB3* 2°Caz8°C Ak postupujete k dalSiemu postupu ihned po
90-minutovom udrzani v programe HYB, privedte ho na

izbovu teplotu najmenej 2 hodiny pred spustenim
programu HYB.

EEW* -25°Caz-15°C Ak postupujete k dalSiemu postupu ihned po

(jantarovéa skumavka) 90-minutovom udrzani v programe HYB, privedte ho na
izbovu teplotu najmenej 2 hodiny pred spustenim
programu HYB.
Priizbovej teplote predhrejte inkubator s mikrovzorkou na
prislusnu hybridizaciu a zaznamenaijte teplotu 30 minut
pred skoncenim programu HYB.

* Ak sa zastavite pred dal$im postupom, odloZte pripravu tejto reagencie, kym tento postup nedosiahnete.
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Nasledujuci program HYB uloZte na tepelny cyklova¢ pomocou prislusného poctu cyklov, ktoré su uvedené
v Tabulka 3.

* Vyberte volitelnu funkciu veka predhrievania a nastavte na 100 °C.
* Nastavenie reakéného objemu
* [VysokokvalitnagDNA] 100 pl
* [gDNA extrahovana z FFPE] 25 pl
* 98°C,5minut
* Cykly X po 1 mintte, po¢nuc 98 °C pre prvy cyklus, potom znizovat o 2 °C na cyklus
* Drzte 90 minut pri prislusnej teplote:
* [gDNA extrahovana z FFPE] 58 °C
* [80-merové panely sond] 58 °C
* [Volanie somatickych variantov] 58 °C

* [VSetky ostatné] 62 °C
Celkovy ¢as prevadzky je ~115 minut.

Tabulka 3 Cislo cyklu na vzorku alebo panel

Typ vzorky a panela Pocet cyklov (X)
gDNA extrahovana z FFPE (bez ohladu na typ panela) 20
80-merové panely sond (bez ohladu na typ vzorky) 20
Volanie somatickych variantov 20
VSetky ostatné vzorky a panely 18
Postup

1.

[VysokokvalitnagDNA] Pridajte nasledujuce reagencie v poradi uvedenom do kazdej zdruzenej kniznice na
dosticke PCR.

Nevytvarajte hlavnu zmes. Vytvorenie mastermixu NHB2 a EHB2 negativne ovplyviuje obohacujuci vykon.
* NHB2 (modry uzaver) (50 pl)

* Panel obohacujucej sondy (10 pl)

* EHB2 (10 pI)

[VysokokvalitnagDNA] Pomocou pipety nastavenej na 90 ul napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa
premiesala.

[gDNA extrahovana z FFPE] Pridajte nasledujlce reagencie v poradi uvedenom do kazdej zdruzenej
kniznice na dosticke PCR.
Nevytvarajte hlavnu zmes. Vytvorenie mastermixu NHB2 a EHB2 negativne ovplyviuje obohacujuci vykon.

* NHB2 (modry uzaver) (12,5 ul)
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* Panel obohacujucej sondy (2,5 ul)
* EHB2(2,5ul)

[gDNA extrahovana z FFPE] Pomocou pipety nastavenej na 20 ul napipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa
premiesala.

Dosti¢ku utesnite a odstredujte pri 280 x g pocas 10 sekund.
PoloZte dosti¢ku na vzorky na vopred naprogramovany tepelny cyklovaé a spustite program HYB.

Po skonéeni ¢asu udrziavania teploty programu HYB okamzite prejdite na dalSi postup.

/N UPOZORNENIE

Ak teplota hybridiza¢nej reakcie klesne pod izbovu teplotu, déjde k precipitacii.

Zachytenie hybridizovanych sond

V tomto kroku sa pouziva Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) na zachytenie sond hybridizovanych na cielené
oblasti zaujmu.

Spotrebny material

EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (Zlty uzaver)
EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
ET2 (Elute Target Buffer 2)

HP3 (2N NaOH)

SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
1,5 ml mikrocentrifugaéna skimavka
96-jamkova platni¢ka MIDI
96-jamkova PCR platnicka

Lepiace tesnenie

Magneticky stojan na platni¢ky MIDI
Pripravte sa na neskorsi postup:

— Enhanced PCR Mix (EPM)

— PCR Primer Cocktail (PPC)

Informacie o reagenciach

EEW

— Pred predhriatim v inkubatore na mikrovzorky sa uistite, Ze ste EEW rozmrazili priizbovej teplote
najmenej 2 hodiny.

— Pred ukonéenim programu HYB sa uistite, ze ste EEW 30 minut ohrievali v inkubatore na mikrovzorky.
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illumina

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

celého protokolu.

— Podosiahnutiizbovej teploty mdze byt zakaleny.

— MOo6ze mat ZIté sfarbenie.

* SMB3

— SMB3 musi mat pred pouzitim izbovu teplotu.

Priprava

1. Pripravte nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie
SMB3 2°Caz8°C
EEW -25°Caz-15°C

(ZIta skimavka)

EE1 -25°Caz-15°C
HP3 -25°Caz-15°C
ET2 2°Caz8°C

EPM -25°Caz-15°C
PPC -25°Caz-15°C

Pokyny

Nechajte odstat 2 hodiny, aby sa dosiahla izbova teplota.
Prevratte a potom premiesajte, kym sa Uplne nerozpusti.

Po inkubacii priizbovej teplote poc¢as 2 hodin ho 30 minut
predhrejte v inkubatore na mikrovzorky na vhodnu teplotu
hybridizacie a zachytenia pred ukonéenim programu HYB.

Rozmrazte priizbovej teplote, a potom premieSajte.
Rozmrazte priizbovej teplote, a potom premiesajte.
Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Virenim premiesajte.

Rozmrazujte na lade jednu hodinu. Prevratenim premiesSajte,
a potom kratko odstredte. Nechajte odstat na lade.

Rozmrazujte na lade jednu hodinu. PremieSajte, a potom kratko
odstredte. Nechajte odstat na l'ade.

2. Predhrejte jeden inkubator na mikrovzorky pomocou vkladacieho ohrievacieho bloku MIDI, aby sa

inkubovala platni¢ka so vzorkami na jednu z uvedenych teplét. Na predhriatie EEW sa mdZe pouzit volitelny

druhy inkubator na mikrovzorky. Ponechajte EEW na vrchu vkladacieho ohrievacieho bloku MIDI.

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

* [Volanie somatickych variantov] 58 °C

* [VSetky ostatné] 62 °C
Postup

Zaznamenanie

1. Pridajte SMB3 do prislusnej jamky novej platnicky MIDI takto.
* [VysokokvalitnagDNA] Pridajte 250 pl SMB3.
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* [gDNA extrahovana z FFPE] Pridajte 62,5 ul SMB3.

Pomocou pipety nastavenej na 100 ul pre vysokokvalitni gDNA alebo 25 ul pre FFPE preneste kazdu
zdruZenu kniznicu z 96-jamkovej PCR platni¢ky do prislusnej jamky novej platni¢cky MIDI .

Platni¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 4 minuty pri 1200 ot./min.

Ak dbéjde k rozstrekovaniu, platni¢ku rychlo odstredte.

PoloZte platni¢ku so zdruzenymi kniZnicami na vlioZku tepelného bloku MIDI na inkubator s mikrovzorkou,
pod skimavku EEW, zatvorte veko a potom inkubujte 15 minut pri prislusnej teplote:

FFPE] 58 °C

Volanie somatickych variantov] 58 °C

[

* [80 mer panel sondy] 58 °C
[
[

VSetky ostatné] 62 °C

Vyberte platni¢ku so zdruzenymi kniznicami a 30 sekund ju odstredujte pri 280 x g.

Okamzite polozte na magneticky stojan platnicky MIDI a poc¢kajte, kym sa tekutina nevydcisti (2 minuty).
[Vysokokvalitna gDNA] Pomocou pipety nastavenej na 200 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant
z kazdej jamky. Dbajte na to, aby ste pritom neposkodili obal gul6&ok.

[gDNA extrahovana z FFPE] Pomocou pipety nastavenej na 90 ul odstrante a zlikvidujte vSetok
supernatant z kazdej jamky. Dbajte na to, aby ste pritom neposkodili obal gul6Cok.

10. Odstrante a zlikvidujte vSetok zvyskovy supernatant.

Premyvanie

1.
2.

Odstrafte z magnetického stojana.

[Vysokokvalitna gDNA] Rychlo odstrante EEW z inkubatora na mikrovzorku a pridajte 200 ul do kazdej
jamky.

3. [gDNA extrahovana z FFPE] Rychlo odstrante EEW z inkubatora na mikrovzorku a do kazdej jamky pridajte
50 ul.
4. Nepouzité EEW vratte do inkubatora s mikrovzorkou a udrzujte zahriate.
Utesnite a traste rychlostou 1 800 ot./min. poc¢as 4 minut.
6. Polozte platni¢ku so vzorkou na vliozku MIDI tepelného bloku v inkubatore na mikrovzorku, pod EEW
sklimavku, zatvorte veko a potom inkubujte 5 minut pri prislu$nej teplote:
* [FFPE] 58 °C
* [80-merové panely sond] 58 °C
* [Volanie somatickych variantov] 58 °C
* [VSetky ostatné panely] 62 °C
7. Okamzite polozte na magneticky stojan platnicky MIDI a poc¢kajte, kym sa tekutina nevydcisti (2 minuty).
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8. Pomocou pipety nastavenej na 200 ul pre vysokokvalitnd gDNA alebo 50 yl pre FFPE odstrarite a zlikvidujte
vSetok supernatant z kazdej jamky.

9. Kroky 1-8 zopakujte dvakrat pre celkovo tri premyvania.

Prenos premyvacieho roztoku

1. Odstrante z magnetického stojana.

2. [Vysokokvalitna gDNA] Rychlo odstrante EEW z inkubatora na mikrovzorku a pridajte 200 ul do kazdej
jamky.

3. [gDNA extrahovana z FFPE] Rychlo odstrante EEW z inkubatora na mikrovzorku a pridajte 50 pl do kazdej
jamky.

4. Utesnite a traste rychlostou 1800 ot./min. po¢as 4 minut. Ak dojde k rozstrekovaniu, znizte ota¢ky na 1 600
ot./min.

5. Preneste resuspendovany roztok gulé¢ok na novu platni¢ku MIDI.
Niektoré vzorky mozu zostat v jamkach.

/N UPOZORNENIE

Prenos reagencie minimalizuje prenos zvyskovych reagencii, ktoré mézu inhibovat nasledné PCR.
6. Polozte platni¢ku so vzorkou na viozku MIDI tepelného bloku na inkubator pre mikrovzorky, zatvorte veko,
a potom inkubujte 5 minut pri prislusnej teplote:
FFPE] 58 °C

80-meroveé panely sond] 58 °C

Volanie somatickych variantov] 58 °C

[
[
[
* [VSetky ostatné] 62 °C
7. Okamzite poloZte na magneticky stojan platni¢ky MIDI a pockajte, kym sa tekutina nevycisti (2 minuty).

8. Pomocou pipety nastavenej na 200 ul pre vysokokvalitni gDNA alebo 50 pl pre FFPEodstrante a zlikvidujte
vSetok supernatant z kazdej jamky.

9. Odstredujte platnic¢ku rychlostou 280 x g 30 sekund.
10. Umiestnite na magneticky stojan MIDI platni¢ky na 10 sekund.
11. Pomocou 20 pl pipety odstrante a zlikvidujte zvyskovu kvapalinu z kazdej jamky.

12. Okamzite prejdite na polozku Eltdcia na strane 43 aby ste zabranili nadmernému vysuseniu gul6¢ok a strate
vytaznosti kniZnice.

Ellcia
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1. Kombinujte nasledujuce objemy na pripravu zmesi hlavnej elu¢nej zmesi. Vynasobte kazdy objem poc¢tom
zdruzenych kniznic, ktoré sa spracuvaju.

* EE1(28,5ul)
* HP3(1,5ul)
Dodato¢ny prebytok reagencie je zahrnuty v objeme.

2. Virte a potom kratko odstredte.

3. Vytiahnite platni¢ku MIDI z magnetického stojana.

4. Do kazdejjamky pridajte 23 ul hlavnej elu¢nej zmesi.

5. Dosti¢ku utesnite a 2 minuty pretrepavajte rychlostou 1 800 ot./min.

6. Platni¢ku inkubujte priizbovej teplote 2 minuty.

7. Odstredujte po¢as 30 sekund pri 280 x g.

8. Polozte na magneticky stojan platnicky MIDI a pockajte, kym sa tekutina nevycisti (2 minuty).
9. Preneste 21 ul supernatantu z platni¢ky MIDI do prislusnej jamky novej platni¢ky PCR s 96 jamkami.
10. Platni¢ku MIDI zlikvidujte.

11. Pridajte 4 ul ET2 do kazdej jamky obsahujucej 21 ul supernatantu.

12. Pipetu nastavte na 20 pl a pomaly pipetujte kazdu jamku 10-krat, aby sa premiesala.

13. Platni¢ku utesnite, a potom 10 sekund odstredujte rychlostou 280 x g.

14. Platni¢ku inkubujte priizbovej teplote 1 mindtu.

Amplifikacia obohatenej kniznice
Tento krok pouziva PCR na amplifikaciu obohatenej kniznice.

Spotrebny material
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Lepiace tesnenie

Priprava

1. Pripravte nasledujlci spotrebny material:

Polozka Skladovanie Pokyny

EPM -25°Caz-15°C Rozmrazujte pri teplote 4 °C alebo na lade jednu hodinu.
Prevratenim premiesajte, a potom kratko odstredte. Nechajte
odstat na lade.

PPC -25°Caz-15°C Rozmrazujte na lade pri teplote 4 °C jednu hodinu. Premiesajte,
a potom kratko odstredte. Nechajte odstat na lade.

Dokument ¢. 200038118 vO1 447270

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

UloZte si nasledujuci AMP program v termalnom cykléri a pouZzite spravny pocet cyklov PCR podla uvedenej
tabulky.

* Vyberte volitelnu funkciu veka predhrievania a nastavte na 100 °C.
* Nastavte reakény objem na 50 pl.
* 98°C 45 sekund
* (X)cyklov:
* 98°C 30 sekund
* 60-°C 30 sekund
* 72°C 30 sekund
* 72°C5minut
* Uchovavaijte pri teplote 10 °C
Celkovy Cas prevadzky je ~35 minut.
Typ vzorky a panela (X) cyklov
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) pre vysokokvalitni gDNA 10
[llumina Exome Panel (CEX) pre FFPE 12
VSetky ostatné vzorky a panely 121234

TPomocou ndslednej optimalizacie mozno upravit az 15 cyklov pre malé panely tretich stran. Ak pouzivate FFPE, pocet
cyklov sa mdze upravit az do 17.

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

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

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

Postup

I N

Do PPC kazdej jamky pridajte 5 .

Do EPM kaZzdej jamky pridajte 20 pl.

Platni¢ku utesnite a 1 minutu pretrepavajte pri 1200 ot./min.
Platni¢ku odstredujte v centrifige 10 sekund pri 280 x g.

Umiestnite ju do predprogramovaného termalneho cykléra a spustite AMP program.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte v prostredi s teplotou 2 °C az 8 °C max. dva dni. Pripadne nechajte na tepelnom
cyklovadiaz 24 hodin.
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Vyc¢istenie amplifikovanej obohatenej kniznice

Tento krok vyuziva Cleanup Beads na Cistenie obohatenej kniznice a odstranenie nechcenych produktov.

Spotrebny material

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Cerstvo pripraveny 80 % etanol (EtOH)
* Lepiace tesnenia

* 96-jamkova platni¢ka MIDI

* 96-jamkova PCR platni¢ka

* Magneticky stojan na platni¢ky MIDI

Informacie o reagenciach
* Cleanup Beads
— Pred kazdym pouzitim premiesaijte.
— Casto premiedajte, aby ste sa uistili, ze st guld&ky rovnomerne rozlozené.

— Aspirujte a pomaly nadavkujte z dévodu viskozity roztoku.

Priprava

1. Pripravte nasledujuci spotrebny material:

Polozka Skladovanie = Pokyny

CB Izbova MieSajte a prevracajte, aby sa premiesSala, az kym nebude farba
teplota kvapaliny homogénna.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Virenim premiesajte.

2. Pripravte ¢erstvy 80 % EtOH z absolutneho etanolu.

Postup

PCR platni¢ku odstredujte 10 sekund pri 280 x g.

MiesSajte CB 3-krat 10 sekuind, a potom prevratte.

Pridajte 40,5 pl CB do kazdej jamky novej platnicky MIDI.

Preneste 45 ul z kazdej jamky PCR platni¢ky do prislusnej jamky MIDI platnicky.
Platnicku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minutu pri 1 800 ot./min.

Inkubujte MIDI platni¢ku 5 minut priizbovej teplote.

N o o s N

Odstredujte v centrifige 10 sekund pri 280 x g.
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10.

11.
12.

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

Umiestnite ju na magneticky stojan na MIDI platni¢ky a pockajte, kym nebude tekutina &ira (5 minut).
Pouzitim pipety nastavenej na 95 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

Dvakrat preplachnite podla nasledujuceho postupu.

a. Ponechajte platni¢ku na magnetickom stojane a pridajte 200 pl Cerstvého 80 % EtOH bez mieSania.
b. Inkubujte 30 sekund.

c. Odstrante a zlikvidujte supernatant, pri¢om davajte pozor, aby ste neposkodili gul'6¢ky.

Suste 5 minut vzduchom na magnetickom stojane.

Pocas susenia vzduchom pouzite 20 ul pipetu na odstranenie a zlikvidovanie zvyskového EtOH z kazdej
jamky.

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

Platni¢ku zaplombujte a nechajte pretrepat 1 minutu pri 1 800 ot./min.

Inkubujte platni¢ku 5 minut priizbovej teplote.

Odstredujte v centrifige 10 sekdnd pri 280 x g.

Umiestnite ju na magneticky stojan na MIDI platni¢ky a pockajte, kym nebude tekutina €ira (2 minuty).
Preneste 30 pl supernatantu z 96-jamkovej MIDI platni¢ky do prislusnej jamky novej PCR platnicky.
Platni¢ku MIDI zlikvidujte.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, uzavrite platni¢ku a skladujte ju v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max. 7 dni.

Skontrolujte obohatené kniznice

Na kvantifikaciu vstupu dvojvidknovej gDNA pouzite fluorescenénu metddu, ktord pouziva interkala¢né farbivo.
Vyhnite sa metddam, ktoré meraju celkovy pocet nukleovych kyselin, ako je NanoDrop alebo iné metddy
absorbancie UV Ziarenia.

1.

Pomocou kvantifikaénej metddy spustite 1 ul obohatenych kniznic.

POZNAMKA Celkova molarita sond proporc¢ne ovplyvnuje vytazok kniznice po obohateni.

Mozno o¢akavat priemernu velkost fragmentu v rozmedzi 125 az 235 bp a distribuciu DNA fragmentov
s rozpatim velkosti od ~200 bp do ~1 000 bp.
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Riedenie kniznic na vychodiskovu koncentraciu

Tento krok riedi kniZznice na poc¢iato€nu koncentraciu sekvenéného systému a je prvym krokom v sériovom
riedeni. Po zriedeni na pociatoénu koncentraciu su kniznice pripravené na denaturaciu a zriedenie na koneénu
koncentraciu napline.

Na sekvenovanie, bez ohladu na panel obohacujicej sondy, ktory pouZzivate, lllumina odporuc¢a nastavit cyklus
sparovaného konca so 151 cyklami na &itanie (2 x 151) a 10 cyklami na &itanie indexu. Ak chcete menej
prekryvajlcich sa ¢itani alebo menej nespracované krytie, mézete sekvenovat az 2 x 126 alebo 2 x 101.

1. Vypocitajte hodnotu molarity kniznice alebo zdruzenych kniZznic pomocou nasledujuceho vzorca.
* V pripade kniznic kvalifikovanych na analyzator fragmentov DNA pouzite priemernu velkost ziskanu pre
kniZnicu.
* Pre vSetky ostatné kvalifikacné metddy pouzite ako priemernu velkost kniznice 350 bp.

ng/ul x 10°

= Molarita (nM)

660 % X priemerna vel'kost kniznice (bp)

Napriklad, ak je vasa koncentrdcia v kniznici 20 ng/ul a priemernd velkost je 350 bp, vyslednd hodnota
molarity je 86,58 nM.

20 ng/ul x 10°

Y
660 x 350 (bp)

= 86,58 (nM)

2. Pomocou hodnoty molarity vypocitajte objemy RSB a kniZnicu potrebné na zriedenie kniznic na pociato¢nu
koncentraciu v systéme .

Minimalny e e v _y -
. . ; . L Pociatocna Konec€na koncentracia
Sekvenény systém pozadovany objem , . e .
. koncentracia (nM) nanasania (pM)

kniznice (pl)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) alebo 310 1,75 350

(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM je pociato¢na koncentracia pre kone¢nu koncentraciu zatazenia 350 pM.
V pripade potreby upravte konecnu koncentraciu vlozenia pomocou nasledujicej tabulky.

Koneéna koncentracia Koncentracia zdruzenej
nanasania (pM) kniZnice (nM)
100 0,50
150 0,75
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Koneéna koncentracia Koncentracia zdruzenej
nanasania (pM) kniZnice (nM)

200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2

450 2,25
500 2,50

3. Zriedte kniZnice pomocou RSB:

* Kniznice kvantifikované ako multiplexna skupina kniZnic — zriedte skupinu na pociato¢nu koncentraciu
pre svoj systém.

* Kniznice kvantifikované individualne - zried'te kazdu kniZnicu na pociatocnu koncentraciu pre svoj
systém. Pridajte 10 ul kazdej zriedenej kniznice do skimavky a vytvorte skupinu multiplexnych kniznic .

4. Postupujte podla pokynov na denaturaciu a riedenie, aby sa systém zriedil na kone¢nu koncentraciu napline.

* Pre systém NextSeq 550Dx si pozrite ¢ast Priprava sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx na strane
49.

* Informacie o systéme MiSeqDx ndjdete v ¢asti Priprava sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane 51.

* Pre systém NovaSeq 6000Dx si pozrite ¢ast Priprava sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx na
strane 52.

Konecné koncentrdcie zatazenia su vychodiskovym bodom a v§eobecnou smernicou. Optimalizujte

koncentracie pre svoj pracovny postup a metddu kvantifikacie po¢as naslednych sekvenénych cyklov alebo

pomocou titracie prietokovej kyvety.

Priprava sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx

Na sekvenovanie v sekvenénom systéme NextSeq 550Dx pouzite nasledujuce pokyny na denaturaciu
a riedenie kniznic.

Spotrebny material

* HT1 (Hybridiza¢ny pufer)
* TN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
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Priprava
Pripravte si Cerstvy roztok 0,2 N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Extra objem je pripraveny tak,
aby sa zabranilo malym chybam pri pipetovani, ktoré ovplyvnia kone¢nu koncentraciu NaOH.
/N UPOZORNENIE
Cerstvo zriedeny 0,2 N NaOH je nevyhnutny pre proces denaturdcie. Nespravna denaturacia méze
znizit vytaznost.
1. Pripravte nasledujuci spotrebny material:
Polozka  Skladovanie Pokyny

HT1 -25°Caz-15°C Rozmrazujte priizbovej teplote. Uchovavaijte pri teplote 2 °C az 8 °C,
kym nebudete pripraveni na riedenie denaturovanych kniznic.

2. Skombinujte nasledujlce objemy v mikrocentrifugaénej skiimavke, aby ste pripravili nové riedenie NaOH:
* Laboratérna voda (800 i)

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

Skumavku niekolkokrat prevratte a premiesajte.
4. Skombinujte nasledujlice objemy v mikrocentrifuga¢nej skimavke na pripravu 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Laboratérna voda (800 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Vysledkom je 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

POZNAMKA Skumavku uchovavajte uzatvorenu. Cerstvé riedenie pouzite do 12 hodin.

Denaturacia kniznic

1. Skombinujte nasledujuce objemy kniznice a Cerstvo zriedené 0,2 N NaOH v mikrocentrifugovej skimavke.
* 10 plkniznica
* 10l 0,2 N NaOH
Kratko vortexujte a potom odstredujte 1 minutu v centrifuge pri 280 x g.
Inkubuijte priizbovej teplote 5 minut.
4. Pridajte 10 ul 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Riedenie denaturovanych kniznic na 20 pM

1. Pridajte 970 pl predchladeného HT1 do skiimavky denaturovanych kniznic.
Vysledkom je denaturovana kniznica 20 pM.
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2. Kratko vortexujte a potom odstredujte 1 minutu v centrifuge pri 280 x g.

3. Kniznice s 20 pM umiesthujte na lad, kym nebudete pripraveni prejst na findlne riedenie.

Riedenie kniznic na koncentraciu nanasania

1. Pridajte nasledujlice objemy na zriedenie denaturovaného roztoku kniZznice 20 pM na 1,2 pM.
* Denaturovany roztok kniznice (78 pl)

* Predchladeny HT1 (1222 pl)
Celkovy objem je 1,3 ml pri 1,2 pM.
PremieSajte a potom odstredujte pulzom.

3. Pokradujte sekvenovanim. Pokyny najdete v referencnej prirucke ndstroja NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513) a v prirucke pre pouZivatela k aplikacii NextSeq 550Dx pre DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx (dokument ¢&. 200025238).

Priprava sekvenovania v pristroji MiSegDx

Na sekvenovanie v sekvenénom systéme MiSeqDx pouzite nasledujlice pokyny na denaturdciu a riedenie
kniznic.

Spotrebny material
* HT1 (Hybridiza¢ny pufer)
* 1IN NaOH

Priprava

Pripravte si ¢erstvy roztok 0,2 N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Extra objem je pripraveny tak,
aby sa zabranilo malym chybam pri pipetovani, ktoré ovplyvnia kone¢nu koncentraciu NaOH.
/N UPOZORNENIE
Cerstvo zriedeny 0,2 N NaOH je nevyhnutny pre proces denaturacie. Nespravna denaturacia méze
znizit vytaznost.
1. Pripravte nasledujlci spotrebny material:
Polozka Skladovanie Pokyny

HT1 -25°Caz-15°C Rozmrazujte priizbovej teplote. Uchovavaijte pri teplote 2 °C az
8 °C, kym nebudete pripraveni na riedenie denaturovanych kniznic.

2. Skombinujte nasledujuce objemy v mikrocentrifugaénej skumavke, aby ste pripravili nové riedenie NaOH:
* Laboratérna voda (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
Vysledkom je 1 ml 0,2 N NaOH.
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POZNAMKA Skumavku uchovavajte uzatvorenu. Cerstvé riedenie pouzite do 12 hodin.

Denaturacia 4 nM kniznice

1. ZmieSajte nasledovné objemy v mikrocentrifuga¢nej skumavke.
* 4 nMkniznica (5 pl)
* 0,2NNaOH (5 ul)

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

Pridajte 990 ul predchladeného HT1 do skimavky denaturovanych kniznic.
Vysledkom je 1 ml 20 pM denaturovana kniznica.

Riedenie denaturovanych 20 pM kniznic

1. Zriedte na pozadovanu koncentraciu pomocou nasledujicich objemov.

Koncentracia 6 pM 8 pM 10 pM 11 pM 12 pM
Kniznica 20 pM 180l 240l 300pl 330l 360yl
Predchladeny HT1 420l 360l 300plI 270 2404l

2. PremieSajte a potom odstredujte pulzom.

illumina

15 pM
450 pl
150

20 pM
600 pl
O ul

3. Pokradujte sekvenovanim. Pokyny najdete v ¢asti Referencnd prirucka k ndstroju MiSeqDx pre systém MOS
v4 (dokument & 200010452) a v prirucke pracovného postupu Local Run Manager pre MiSeqDx

generovania DNA pre systém FASTQ Dx (dokument &. 200015661).

Priprava sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx

Na sekvenovanie na sekvenovacom systéme NovaSeq 6000Dx pouzite nasledujice pokyny na denaturaciu

a riedenie kniznic.

Spotrebny material

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* Skumavka kniZznice NovaSeq 6000Dx
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Priprava

Pripravte si Cerstvy roztok 0,2 N NaOH na denaturaciu kniznic na sekvenovanie. Extra objem je pripraveny tak,
aby sa zabranilo malym chybam pri pipetovani, ktoré ovplyvnia kone¢nu koncentraciu NaOH.
/N UPOZORNENIE
Cerstvo zriedeny 0,2 N NaOH je nevyhnutny pre proces denaturdcie. Nespravna denaturacia méze
znizit vytaznost.
1. Skombinujte nasledujtce objemy v mikrocentrifugaénej skimavke, aby ste zriedili 1IN NaOH na 0,2N NaOH:

Tabulka 4 ReZim S2

. Objem pre jednu Objem pre dve
Reagencia . . . q
prietokovu bunku (ul) prietokové bunky (jl)
Laboratérna voda 40 80
Zasoby 1N NaOH 10 20

Vysledkom tychto objemov je 50 pl 0,2 N NaOH pre jednu prietokovu kyvetu alebo 100 ul 0,2 N NaOH pre
dve prietokové bunky.

Tabulka 5 Rezim S4

) Objem pre jednu Objem pre dve
Reagencia . , . q
prietokovu bunku (pl) prietokové bunky (ul)
Laboratdrna voda 80 160
Zasoby 1N NaOH 20 40

Vysledkom tychto objemov je 100 pl 0,2 N NaOH pre jednu prietokovu kyvetu alebo 200 pl 0,2 N NaOH pre
dve prietokové kyvety.

Niekolkokrat premiesajte alebo dékladne rozvirte.

3. Skombinujte nasledujlice objemy v mikrocentrifugaénej skumavke na pripravu 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.
* Laboratérna voda (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pI)
Vysledkom je 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

POZNAMKA Skumavku uchovavajte uzatvorenu. Cerstvé riedenie pouzite do 12 hodin.

Vytvorenie normalizovaného suboru kniznic

Koncentracia nandsania sa moze lisit v zavislosti od metdd pripravy, kvantifikacie a normalizacie kniznice.

Podla nasledujucich pokynov normalizujte kniznice na vhodnu koncentraciu, a potom ich zdruzte. Kniznice
sekvenované na rovnakej prietokovej kyvete sa musia skombinovat do jedného normalizovaného suboru.
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POZNAMKA Maximalny pocet vzoriek, ktoré mozno spustit v jednej drahe s produktom Suprava lllumina

DNA Prep with Enrichment Dx Kit, je 192. Toto obmedzenie vyplyva z celkového poctu UD
indexov v suboroch A a B.

Normalizacia kniznic na zdruzovanie

1.

Stanovte pozadovanu koncentraciu zdruzenej kniznice na zaklade poZadovanej koneénej koncentracie

nanasania.

* Pre kone¢nu koncentraciu nacitania 350 pM je poZadovana koncentracia zdruzenej kniznice 1,75 nM.

* Ak chcete uréit koncentraciu zdruzenej kniznice pre ind kone&nu koncentraciu vlozenia, pozrite si ¢ast
Riedenie kniZnic na vychodiskovu koncentrdciu na strane 48.

Normalizujte kniZznice na pozadovanu koncentraciu v zdruzenej kniznici pomocou 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

Pomoc pri riedeni kniznic na vhodnu koncentraciu ndjdete v ¢asti Kalkulator zdruZzovania na webovej
stranke lllumina.

Odporucané koncentracie nanasania

Optimalna koncentracia nanasania DNA zavisi od typu kniznice a velkosti vloZky. V pripade kniznic
s frekvenciou > 450 bp moze byt potrebné zvysit koncentracie naplne.

Zdruzovanie normalizovanych kniznic a pridanie volitelnej kontroly pomocou PhiX

1.

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

Rezim Koneény objem (ul)
S2 150
S4 310
2. [Volitelné] Pridajte 1 % nedenaturovanej PhiX > podla nasledujucich pokynov.
a. Rozriedte 10 nM PhiX na 2,5 nM pouzitim 10 mM Tris-HCl s pH 8,5.
b. Pridajte primerany objem nedenaturovanej 2,5 nM PhiX do skimavky z nedenaturovaného suboru
kniznic.
RezZim Nedenaturovana 2,5 nM PhiX (ul) Nedenaturovany subor kniznic (pl)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310
Ked sa pridava PhiX, odporuc¢ané mnozstvo pre dobre vyvazené kniznice je 1 %. KniZnice s nizkou diverzitou
mozu vyzadovat vac¢sie mnozstvo. Ak chcete pouzit kontrolu PhiX pri kniZniciach s nizkou diverzitou,
kontaktujte technicku podporu spolo¢nosti lllumina, ktora vam poradi.
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Zdruzovanie denaturovanych kniznic a volitel'na kontrola pomocou PhiX

1.

GoR W

Pridajte 0,2 N NaOH do skimavky nedenaturovanej kniznice a volitelnej PhiX nasledujlicim sp6sobom.

Prietokovy 0,2 Nedenaturovany subor kniznic , ..

., Vysledny objem

c¢lanok N NaOH (i)

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

S4 77 310 387 pl alebo 388,9 pl
s PhiX

Uzavrite a potom kratko premieSajte.
Platni¢ku odstredujte 1 minutu s ota¢kami 280 x g.
Inkubujte priizbovej teplote 8 minut, aby doslo k denaturacii.

Na neutralizaciu pridajte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 nasledujucim spésobom.

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

Uzavrite a potom kratko premiesaijte.

Platni¢ku odstredujte 1 minutu s otac¢kami 280 x g.

Preneste cely objem denaturovanej kniznice alebo denaturovanej kniZznice a PhiX do skimavky kniznice

NovaSeq 6000Dx.

Pokracujte sekvenovanim. Pokyny najdete v dokumentdcii k pristroju NovaSeq 6000Dx (dokument
¢. 200010105) a v dokumentacii DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq 6000Dx

(dokument ¢. 200014776).
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RieSenie problemov

Pomocou nasledujucej tabulky sa méZete pokusit vyriesit pripadné problémy v rdmci pracovného postupu. Ak
cyklus sekvenovania alebo priprava kniznice na vzorku dvakrat zlyha, mézu sa vyzadovat dalSie opatrenia na
rieSenie problémov. Obratte sa na technickl podporu spolo¢nosti lllumina.

Pozorovanie MoZna pric¢ina

Chod sekvenovania Chyba
nevyhovuje pouzivatela
$pecifikdciam kontroly  alebo
kvality chodu laboratérneho
vybavenia
vV ramci
pracovného
postupu
analyzy

Problém
s pristrojom

Chyba s generovanim Problém so

FASTQ alebo softvérom
v§eobecna chyba alebo
systému na pristrojom

sekvenovanie
(napriklad sietova
chyba, chyby poclas
vkladania a vykladania
reagencii atd’)

Dokument ¢. 200038118 vO1

Odporucana akcia

Kvalifikujte obohatené kniznice, aby ste zabezpedili primeranu
vytaznost a distriblciu velkosti fragmentov. Opakujte pripravu
kniZnice poc¢nuc niektorym z nasledujucich krokov v zavislosti od
toho, kde sa dana chyba pouZzitia alebo laboratérneho vybavenia
vyskytla. Ak d6jde k vyskytu neznamej alebo inej chyby, obratte
sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina

a poziadajte o vyrieSenie daného problému.

« Kniznice na opakované sekvenovanie. Pozrite si ¢ast Priprava
sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx na strane 49, Priprava
sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane 51 alebo Priprava
sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx na strane 52.

« Obohatte kniznice. Pozrite si ¢ast Hybridizacia sond na strane
37.

« Spustite pripravu kniznice od zacdiatku pracovného postupu.
Pozrite si Ndvod na pouZitie na strane 21.

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Pomoc pri analyze najdete v priru¢ke k modulu alebo aplikacii,
pripadne v dokumentoch Referencna prirucka k pristroju
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513), Referencnd
prirucka k ndstroju MiSeqDx pre systéem MOS v4 (dokument

¢. 200010452) alebo v dokumentd&cii k pristroju NovaSeq
6000Dx (dokument ¢. 200010105).

Poziadajte o pomoc oddelenie technickej podpory spolo&nosti
lllumina.
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Pozorovanie

Kniznica DNA
negeneruje dostato¢nu
vytaznost na
sekvenovanie nacitania

MoZna pric¢ina
Poziadavky na
vstup/zadanie

vzorky neboli
splnené

Chyba
pouzivania
alebo
vybavenia

v ramci
pracovného
postupu
analyzy

Neboli splnené
poziadavky na
panel
obohacujucej
sondy

illumina

Odporucana akcia

Zabezpedte vhodny vstup vzorky a zopakujte pripravu kniznice.
Pozrite si Odportcania pre vstup vzorky na strane 18.

Opakujte pripravu kniznice pocénuc niektorym z nasledujutcich
krokov v zavislosti od toho, kde sa dana chyba pouZitia alebo
laboratérneho vybavenia vyskytla. Ak déjde k vyskytu nezname;j
alebo inej chyby, obratte sa na oddelenie technickej podpory
spolo¢nosti lllumina a poziadajte o vyrieSenie daného problému.

« KniZnice na opakované sekvenovanie. Pozrite si ¢ast Priprava
sekvenovania v pristroji NextSeq 550Dx na strane 49, Priprava
sekvenovania v pristroji MiSeqDx na strane 51 alebo Priprava
sekvenovania v pristroji NovaSeq 6000Dx na strane 52.

« Obohatte kniznice. Pozrite si ¢ast Hybridizdcia sond na strane
37.

« Spustite pripravu kniZnice od zaciatku pracovného postupu.
Pozrite si Ndvod na pouZitie na strane 21.

Zabezpedte vhodny panel obohacujlcej sondy a zopakujte
pripravu kniznice.

Pozrite si Cast PoZiadavky na panel obohacovacej sondy na
strane 10.

Vykonnostné charakteristiky

Vykon s panelmi s uplnym exémom

Vykonnost exdmového panela sa testovala pouzitim najnizsieho (50 ng) a najvyssieho (1 000 ng) odporic¢aného
vstupu Coriell Cell Line gDNA NA12878 so zndmou pravdivou stUpravou na detekciu zarodo¢nych variantov
(gendém Coriell platinum). Ako reprezentativne panely bol pouzity exdmovy panel 1 (45 Mb) a exdmovy panel 2
(36,8 Mb). 24 technickych replikdtov bolo testovanych testom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pomocou
exdémového panelu 1 (45 Mb) v dvoch 12-nasobnych obohacujlcich reakcidch. 12 technickych replikatov bolo
testovanych pomocou analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pouzitim exémového panelu 2 (36,8 Mb)
v jednej 12-ndsobnej obohacujlcej reakcii. Obohatené kniznice boli potom sekvenované na sekvenovacom
systéme NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.

V nasledujucej tabulke sU uvedené priemerné hodnoty sekundarneho sekvenovania a metriky vykonnosti pri
volani variantov pre technické replikaty testované s kazdym panelom.
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Tabulka 6 Vykonnost analyzy s dvoma panelmis Uplnym exénom

RO EEES Median

Panel jedinec¢né Rovnomernost dizky Vyvolanie Presnost Vyvolanie Presnost
obohacovanie pokrytia SNV! SNV?2 Indel’ Indel?
. fragmentu
Citania

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

exénu

1

(45

Mb)

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

exénu

2

(36,8

Mb)

TVyvolanie = pozitivne vysledky/(skuto¢né pozitivne vysledky + faloSne negativne vysledky)
2 Presnost = skuto¢né pozitivne vysledky/(skutoéné pozitivne vysledky + falogne pozitivne vysledky)

Detekcny limit

Referencny Standard DNA Horizon HD799 bol pouzity na testovanie limitu detekcie. HD799 pozostava zo
stredne kompromitovanej formalinom oSetrenej DNA so zndmymi SNV v alelickych frekvencidch v rozsahu
od 1do 24,5 %. Bol pouzity najnizsi odporuc¢any vstup DNA (50 ng) a bola vyhodnotena miera detekcie SNV
s = 5,0 % variantnou frekvenciou alel (VAF). 16 technickych replikatov bolo testovanych pomocou analyzy
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx pomocou pracovného postupu FFPE, obohatenych panelom
obohacovania panrakoviny (1,94 Mb) v 16 (1-plexovych) obohateniach, a potom sekvenovanych na pristroji
NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Vsetky vzorky spifiali poziadavky na vykonnost vzoriek $pecifické pre dany panel, ako je uvedené
v nasledujucej tabulke.

Tabulka 7 Vykonnost vzorky pre limit detekcie

Miera detekcie variantov SNV  Priemer

Panel 1 .
25,0 % VAF Rovnomernost pokrytia

Pan-nadorovy obohacovaci 100 % 99 %
panel (1,94 Mb, 523 génov)

Interferujuce latky

Vplyv potencidlnych interferencii sa hodnotil v pristroji lllumina DNA Prep with Enrichment Dx posudenim
vykonnosti analyzy v pritomnosti interferujlcich latok.
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Interferencia v plnej krvi

Acetaminofén (exogénna zlu¢enina, lie€ivo), kreatinin a triglyceridy (endogénne metabolity) sa testovaliich
pridanim do vzoriek plnej ludskej krvi pred extrakciou DNA. Na vyhodnotenie interferencie vyplyvajucej

z odberu krvi (kratky odber) sa EDTA napipetovala aj do vzoriek plnej krvi. Okrem toho na vyhodnotenie
interferencie vyplyvajucej z pripravy vzorky bol do DNA extrahovanej z pinej krvi pridany molekularny etanol.

Nasledujuca tabulka uvadza testovacie koncentracie pre interferenciu.

Tabulka 8 Potencialne interferujuce latky a koncentracie testované v plnej krvi

Testovana latka Testovana koncentracia

Acetaminofén 15,6 mg/dI*
Trikrat vy$sia o¢akavana koncentracia po terapeutickej
davke lieku.

Kreatinin 15 mg/dI*

Najvys$Sia pozorovana koncentracia v populacii.

Triglyceridy 1,5 g/dI*
Najvys$Sia pozorovana koncentracia v populacii.

EDTA 6 mg/ml
Trojnasobna koncentracia o¢akavana v krvi odobrata do
skimaviek EDTA.

Etanol triedy ur¢enej pre molekularnu 15 % obj./obj.
bioldgiu V eluate po extrakcii DNA.

* Podla CLSI EP37-ED1:2018

Na interferujlcu latku sa pomocou analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testovalo 12 technickych
replikatov, ktoré boli obohatené o exédmovy panel 1 (45 Mb) v jedinom (12-plexovom) obohateni a potom boli
sekvenované na pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Pri testovanych latkach v8etkych 12 vzoriek splnilo poziadavky na vykon vzorky a nebolo pozorované ziadne
ruSenie vykonu analyzy.

Interferencia v tkanive FFPE

Dve kolorektalne FFPE vzorky sa testovali v pritomnosti a nepritomnosti hemoglobinu pri davke 0,1 mg na 10 um
FFPE sekciu, ¢o predstavuje najhorsi scenar kontaminacie 50 % FFPE vzorky tkaniva vysokou hladinou
hemoglobinu krvou. Vzorky sa testovali pomocou analyzy Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx s pouzitim pan-
rakovinového obohacovacieho panela 1 (1,94 Mb) ako reprezentativny panel v jednozlozkovych obohacovacich
materidloch. Obohatené kniznice boli potom sekvenované na pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA
GenerateFASTQ Dx. V8etky vzorky spifiali poziadavky na vykonnost vzoriek a bolo preukdzané, e hemoglobin
neinterferuje s vykonom testu.
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Na vyhodnotenie interferencie vyplyvajucej z pripravy vzorky boli do DNA extrahovanej zo vzorky tkaniva FFPE
karcindmu moc¢ového mechura pridané dve exogénne zluceniny. Testované exogénne latky su extrakéné
roztoky bezne pouzivané pocas procesu extrakcie DNA a sU uvedené s testovanymi mnozstvami v nasledujucej
tabulke.

Roztoky testovacich latok sui komeréne dostupné v koldnovych izolaénych stpravach DNA.
Tabulka 9 Potencidlne interferujuce exogénne latky a koncentracie testované vo
FFPE

Testovana koncentracia (ul/30 pl
Testovana latka (MI/30

eluatu)
Deparafinizaény roztok 13 x1078
Premyvaci pufer AW2 0,417

Na interferujicu latku sa pomocou analyzy Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx testovalo osem technickych
replikatov, ktoré boli obohatené o pan-nadorovy obohacovaci panel (1,94 Mb) v jednoplexovom obohateni,
a potom boli sekvenované na pristroji NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Pri obidvoch testovanych latkach vSetkych osem vzoriek spinilo poziadavky na vykon vzorky a nebolo
pozorované ziadne rusenie vykonu analyzy.

Krizova kontaminacia

Boli testované Coriell Cell Line gDNA NA12878 (zenska, 10 vzoriek), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (muzska,
12 vzoriek) a Ziadne kontroly $ablén (NTC, 2 vzorky) pomocou analyzy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
v rozlozeni kontrolnej platni¢ky. VSetky vzorky pouzili najvyssie odporucanie vstupu gDNA (1 000 ng) ako
najprisnejsi stav na hodnotenie krizovej kontamindcie vzorky. Testovanie vykonali dvakrat dvaja samostatni
operatori. Panel exdmu 1 (45 Mb) sa pouzil pri 12-zloZzkovych obohacovacich reakciach. Obohatené kniznice
boli sekvenované na pristroji NextSeq 550Dx s aplikdciou DNA GenerateFASTQ Dx. Hodnotenie sa vykonalo
vyhodnotenim pokrytia chromozdédmu Y Specifického pre muzov vo vzorkach Zien porovnanim so zakladnymi
uroviiami plnej platni¢ky vzoriek zien, ako aj indexovym zastupenim vzoriek NTC.

Tabulka 10 Vysledky krizovej kontaminacie

Vzorky zien s pokrytim sam¢im chromozomom Y v
< 3-nasobnom vychodiskovom Sume

100 % < 0,0005 %

Reprezentacia indexu v NTC
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Vykonnost aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Vykonnostné charakteristiky aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pre pristroj NovaSeq
6000Dx su uvedené v pribalovom letdku k pristroju NovaSeq 6000Dx (dokument ¢&. 200025276).

Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na pristroji NextSeq 550Dx poskytuje rovnaké
pracovné postupy sekundarnej analyzy ako aplikacia na NovaSeq 6000Dx vratane nasledujucich troch
pracovnych postupov: generovania FASTQ, generovania FASTQ a VCF na detekciu zarodoénych variantov
a generovania FASTQ a VCF na somaticku detekciu variantov.

Porovnatelny vykon sekundarnej analyzy sa ziskal z rovnakej pripravy kniznice sekvenovanej na oboch
platformach. Miera detekcie variantov (Tabulka 11) a zhoda frekvencii (pozrite si Obrazok 1) pre vzorky Coriell
Cell Line gDNA sa hodnotili pomocou reprezentativnej analyzy uréenej na dopytovanie roznych génov
pokryvajucich 1970 505 baz (9 232 cielov) na v8etkych 23 ludskych chromozdmoch. Testovalo sa osem
vzoriek DNA Platinum Genome, sedem v opakovaniach po Siestich (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880,
NA12882, NA12883, NA12884) a jeden (NA12881) v opakovaniach po piatich (pozrite si Obrazok 1). Kniznice
boli sekvenované s tromi spracovaniami na pristrojoch NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx a volanie variantov
bolo uskuto¢nené pomocou generovania FASTQ a VCF na pracovny postup analyzy zarodo¢nych variantov
aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Na zaklade silnej korelacie medzi vykonom aplikacie na pristrojoch NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx su
stanovené aj funk&né charakteristiky suvisiace so sekundarnou analyzou uvedenou v pribalovom letaku
pristroja NovaSeq 6000Dx (dokument &. 200025276) ako pouzitelné pre aplikaciu DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx.

Tabulka 11 Vykonnost aplikacie — rychlost detekcie variantov pre SNV, inzercie a delécie

Miera detekcie variantov na Miera detekcie variantov na

Panel
pristroji NovaSeq 6000Dx pristroji NextSeq 550Dx
Pan-gendmovy panel 99,9 % 99,9 %
(1,97 Mb, 9 232 cielov, 23 chr.)
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illumina’

Obrdzok 1 Porovnanie frekvencie variantov pre pristroje NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx, na ktorych je
spustena analyza pomocou aplikacie DRAGEN for IDPE Dx
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Appendix: Sekvencie adaptérov indexov lllumina

ubD

Tieto jedinecné adaptéry s dualnym indexom (UD) su na dosti¢ke usporiadané tak, aby presadzovali
odporui&anu stratégiu parovania. Indexové adaptéry maju dizku 10 b4z namiesto typickych 6smich baz.

Adaptéry indexu 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptéry indexu 2 (i5)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Nasledujuci postup sa pouziva pre orezanie adaptéra Read 1 a Read 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Plathi€ka A/indexové adaptéry supravy 1

Nazov indexu
UDPO0001
UDP0002
UDP0003
UDPO0004
UDPO0005

Dokument ¢. 200038118 vO1

Bazy i7 v adaptéri
CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT

TAATCTCGTC
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Bazy i5 v adaptéri
TCGTGGAGCG
CTACAAGATA
TATAGTAGCT
TGCCTGGTGG

ACATTATCCT
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Nazov indexu
UDP0006
UDPO0007
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDPOOM
UDP0012
UDP0013
UDP0014
UDPO0O015
UDPO0016
UDP0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDPO0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDPO0O035
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Bazy i7 v adaptéri

GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

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

Bazy i5 v adaptéri

GTCCACTTGT

TGGAACAGTA

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

illumina
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Nazov indexu
UDP0036
UDPO0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDPO0057
UDP0058
UDPO0059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0O065
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Bazy i7 v adaptéri

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

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

Bazy i5 v adaptéri

TGGCAATATT

GATCACCGCG

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

illumina
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Nazov indexu
UDP0066
UDPO0067
UDPO0068
UDP0069
UDPO0070
UDPOO071
UDP0072
UDPO0073
UDP0074
UDPO0O075
UDP0076
UDPO0077
UDP0078
UDPO0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086
UDP0087
UDPO0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096
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Bazy i7 v adaptéri

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

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

Bazy i5 v adaptéri

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

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
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Plathi€ka B/indexové adaptéry supravy 2

Nazov indexu Bazy i7 v adaptéri Bazy i5 v adaptéri
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0O105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDPO0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0O110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPOTNM CCTTGTTAAT TGTTGITCGT
UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0O113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UDP0O114 TCCAATTCTA GITAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
ubP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDPO0O118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDPO119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Nazov indexu
UDP0125
UDPO0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDPO0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0135
UDP0136
UDP0137
UDPO0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDPO0146
uDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDP0153
UDPO0154
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Bazy i7 v adaptéri

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

Bazy i5 v adaptéri

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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Nazov indexu
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0O157
UDPO0158
UDPO0159
UDPO0160
UDPO0O161
UDP0162
UDP0163
UDPO0164
UDPO0165
UDP0166
UDP0167
UDP0168
UDPO0169
UDP0170
UDP0171
UDP0172
UDPO0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDPO0O177
UDP0178
UDP0179
UDPO0180
UDPO0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
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Bazy i7 v adaptéri

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

Bazy i5 v adaptéri

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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Nazov indexu
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

Historia revizi

Dokument

Dokument
¢.200038118 vO1

Dokument
¢.200038118 vOO

Dokument ¢. 200038118 vO1

Bazy i7 v adaptéri

GTTGGACCGT
ACCAAGTTAC
GTGTGGCGCT
GGCAGTAGCA
TGCGGTGTTG
GATTAAGGTG
CAACATTCAA

GTGTTACCGG

LV 4
I
Datum

December
2025

jal 2023

illumina

Bazy i5 v adaptéri
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Opis zmeny

o Odstranena referencia na Local Run Manager DNA Generate
FASTQ Dx Module for NextSeq 550Dx.

« Objasneny postup Cistenia po tagmentacii.

o Aktualizovana referen¢na priruc¢ka k nastroju MiSegDx pre
¢islo ¢asti dokumentu MOS v4.

Uvodné vydanie.

Predchadzajuci dokument 200019584 nahradeny tymto

dokumentom.

Zmeny z dokumentu 200019584 v2 v tomto novom dokumente:

« Pridany obsah na podporu sekvenovania na pristroji NextSeq
550Dx pomocou softvéru DRAGEN pre lllumina DNA Prep
s aplikaciou Enrichment Dx pre NextSeq 550Dx.

e Zoznam objasnenych reagencii nedodanych.

o Pridané informacie o hlaseni vyskytu do varovani
a preventivnych opatreni.

» Objasnené oCakavania obohacujucich kniznic.

o Pridany pokyn na pripravu 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

« Odstranena typografickd chyba kroku pripravy sekvenovania.

Zmeny vykonané v predchadzajucom dokumente 200019584:

« Pridany obsah na podporu sekvenovania na pristroji NovaSeq
6000Dx.

o Pridané nazvy sekvenovacich systémov a kataldgové Cisla.

» Odstranené jedine¢né informacie o dudlnej indexacii kniznic
s jednym indexom.
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina“) a st uréené
vyluéne na zmluvné pouzitie u zakaznika v suvislosti s pouzivanim vyrobku (vyrobkov) opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na
ziadny iny Ucel. Tento dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani $irit na ziadny iny Ucel a/alebo inak poskytovat, zverejiiovat alebo

reprodukovat akymkolvek spdsobom bez predchadzajliceho pisomného suhlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto

illumina

dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na zéklade patentu, ochrannej znamky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, i
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