Sporingsskjema for laboratoriet
TIL IN VITRO-DIAGNOSTISK BRUK

Dato:

Beskrivelse:

Partinr. for Illumina-sett:

Hybridisering av oligo-pool

Praktisk: 15 min
Inkubasjon: 80 min
Reagenser
CF 138-variantanalyse-oligopool
Hybridiseringsbuffer

Utbytte
HYB-plate

!

Fjeming av ubundne oligoer
Praktisk: 20 min

Reagenser
Stringent vaskebuffer
Universalvaskebuffer

Utbytte
FPU-plate

l

Ekstensjonsligasjon av
bundne oligoer

Praktisk: 5 min
Inkubasjon: 45 min
Reagenser

blanding

Utbytte
FPU-plate

l

PCR-forsterkning

Praktisk: 30 min
Syklustid: 90 min

Reagenser
PCR-hovedblanding
PCR-polymerase
Indeksprimere
NaOH

Utbytte
AMP-plate
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PCR-rengjering
Praktisk: 20 min
Behandling: 30 min
Reagenser
Elueringsbuffer
PCR-rengjeringskuler
EtOH
Utbytte
LNP-plate

l

Biblioteknormalisering
og -sammenslaing
Praktisk: 30 min
Behandling: 50 min
Reagenser
Biblioteknormaliseringsfortynning
Bibliotekkuler

ling for biblioteknormal
Biblioteklagringsbuffer
Bibliotekfortynningsbuffer
EtOH
NaOH
Utbytie
DAL-ror

. Preamp.

B Fostamp.

Sikkert
stoppapunkt
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett:

Vare

CF 139-variantanalyse-oligopool
Hybridiseringsbuffer

Stringent vaskebuffer
Universalvaskebuffer

Filterplate
Ekstensjonsligasjonsblanding
PCR-hovedblanding
PCR-polymerase

0,05 N NaOH - dato klargjort:

Elueringsbuffer
PCR-rengjoringskuler

80 % etanol — dato klargjort:

Biblioteknormaliseringsfortynning
Bibliotekkuler

Vaskelosning for biblioteknormalisering
Biblioteklagringsbuffer

0,1 N NaOH - dato klargjort:

Bibliotekfortynningsbuffer

10 nM PhiX-internkontroll

TE-buffer

MiSeqDx-reagenskassett — CF 139-variantanalyse
MiSeqDx-stromningscelle — CF 139-variantanalyse

MiSeqDx SBS-opplesning (PR2) — CF 139-
variantanalyse

Operator:

Varenummer
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:

10 N NaOH - partinr.:
Mal-fritt vann — partinr.:

Partinr.:
Partinr.:

100 % etanol — partinr.:
Mal-fritt vann — partinr.:

Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:

10 N NaOH - partinr.:
Mal-fritt vann — partinr.:

Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:
Partinr.:

Partinr.:
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Sporingsskjema for laboratoriet

Dato/klokkeslett: Operateor:
Indeksprimere
Indeksprimer A (A501) Indeksprimer 1 (A701)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer B (A502) Indeksprimer 2 (A702)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer C (A503) Indeksprimer 3 (A703)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer D (A504) Indeksprimer 4 (A704)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer E (A505) Indeksprimer 5 (A705)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer F (A506) Indeksprimer 6 (A706)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer G (A507) Indeksprimer 7 (A707)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer H (A508) Indeksprimer 8 (A708)
Partinr.: Partinr.:
Indeksprimer 9 (A709)
Partinr.:
Indeksprimer 10 (A710)
Partinr.:

Indeksprimer 11 (A711)
Partinr.:

Indeksprimer 12 (A712)
Partinr.:
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

Akronymer for Illumina MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse

Akronym Definisjon
AMP AMplification Plate (Forsterkningsplate)
CLP CLean-up Plate (Rengjoringsplate)
DAL Diluted Amplicon Library (Fortynnet amplikonbibliotek)
FPU Filter Plate Unit (Filterplateenhet)
HYB HYBridization Plate (Hybridiseringsplate)
LNP Library Normalization Plate (Biblioteknormaliseringsplate)
NTC No Template Control (Ingen mal-kontroll)
PAL Pooled Amplicon Library (Sammensatt amplikonbibliotek)
SGP StoraGe Plate (Oppbevaringsplate)
I I u m I n ao MiSeqgDx cystisk fibrose 139-variantanalyse
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Sporingsskjema for laboratoriet

Dato/klokkeslett: Operateor:

I dette trinnet blir oligonukleotid-poolen for cystisk fibrose med oppstrems og nedstrems
oligonukleotider som er spesifikke for cystisk fibrose transmembran konduktivitetsregulator-
genet (CFTR) hybridisert til genomiske DNA-prover.

Beregnet tid

Total varighet: 1 time 35 minutter
Aktivt: 15 minutter

La CF 139-variantanalyse-oligopool, hybridiseringsbuffer, genomiske DNA-prever og positiv
kontrollpreve na romtemperatur.

Roter CF 139-variantanalyse-oligopool og hybridiseringsbuffer kraftig for a sikre at alt
bunnfall er fullstendig opplest, og deretter sentrifugeres rorene et oyeblikk for a samle veeske.

Still inn en 96-brenners varmeblokk pa 95 °C.
Forvarm en inkubator til 37 °C.

Sett opp preveplaten i henhold til plategrafikkutskriften fra Illumina Worklist Manager eller
Local Run Manager.

Prgvearknavn (IWM): eller
Kjeringsnavn (Local Run Manager):

Sett ut en ny 96-brenners PCR-plate (heretter kalt HYB-platen).
Plate-ID:

Tilsett 5 pl av preven eller kontrollen til 50 ng/ul (250 ng totalt) i de aktuelle brennene i
HYB-platen. Folg det genererte plateoppsettet for riktig brennvalg.

Tilsett 5 pul CF 139-variantanalyse-oligopool i alle provebrenner.

Tilsett 40 ul hybridiseringsbuffer i hver provebrenn i HYB-platen. Pipetter forsiktig opp og
ned 3-5 ganger for & blande.

Forsegle HYB-platen, og sentrifuger ved 1000 x g ved 20 °Ci 1 minutt.
Legg HYB-platen pa den forhandsoppvarmede blokken ved 95 °C, og inkuber i 1 minutt.

MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse Inq ®
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

[L[]7 Reduser varmeblokken til 40 °C, og fortsett & inkubere til varmeblokken nar 40 °C (omtrent
80 minutter).
Gradvis avkjeling er avgjorende for riktig hybridisering. PCR-termosyklere med aktiv
avkjoling (for eksempel Peltier, termoelektrisk avkjelt) anbefales derfor ikke for denne

prosessen.
Starttid: Stopptid:
SIKKERT STOPPEPUNKT
1 Nar varmeblokken har nadd 40 °C, er HYB-platen stabil ved 40 °C i 2 timer.
® MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse
llumina
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

Denne prosessen fjerner ubundne oligonukleotider fra genomisk DNA med et filter som kan
velge storrelse. To vasketrinn som bruker stringent vaskebuffer, serger for komplett fijerning av
ubundne oligonukleotider. Et tredje vasketrinn som bruker universalvaskebuffer, fjerner
overfladig stringent vaskebuffer og klargjer prever for ekstensjonsligasjonstrinnet.

Beregnet tid
Total varighet: 20 minutter
Aktivt: 20 minutter

[[]1 La ekstensjonsligasjonsblanding, stringent vaskebuffer og universalvaskebuffer na
romtemperatur, og roter deretter kort.

[ ]2 Sett sammen filterplateenheten (heretter kalt FPU) i denne rekkefelgen fra topp til bunn: lokk,
filterplate, adapterkrage og MIDI-plate.
Filterplate-ID:

[ .13 Forvask filterplatemembranen slik:
[ ]a Tilsett 45 pl stringent vaskebuffer i hver brenn.
[[1b Dekk til filterplaten med lokket, og sentrifuger ved 2400 x g ved 20 °C i 5 minutter.
8 MERK
: Kontroller at alle bronner i filterplaten dreneres helt. Hvis vaskebufferen ikke dreneres helt,

sentrifuger pa nytt ved 2400 x g ved 20 °C til all vaesken har gatt gjennom (ytterligere
5-10 minutter).

J FORSIKTIG

Det er avgjorende a styre sentrifugetemperaturen under vasketrinnene. Hvis temperaturen
nar 25 °C eller hoyere, kan den hoyere temperaturen fore til hoyere stringens i
primerbinding. Hvis prever har SNV-er i primerbindingsregionene, kan den hoyere
stringensen i sjeldne tilfeller fore til allelutfall.

[[]1T Fjern HYB-platen fra varmeblokken og sentrifuger ved 1000 x g ved 20 °Ci 1 minutt.

[L[]2 Overfor hele volumet (omtrent 55 pl) for hver prove til de tilsvarende brennene pa
filterplaten.

[ (13 Dekk til filterplaten med lokket, og sentrifuger ved 2400 x g ved 20 °C i 5 minutter.

[ 14 Vask filterplaten slik:
[ ]a Tilsett 45 pl stringent vaskebuffer i hver prevebrenn.
[[]1b Dekk til filterplaten med lokket, og sentrifuger ved 2400 x g ved 20 °C i 5 minutter.

[[]5 Gjenta vaskingen som beskrevet i tidligere trinn.

MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse Inq ®
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

J MERK

N Hvis vaskebufferen ikke dreneres helt, sentrifuger pa nytt ved 2400 x g ved 20 °C til all
vaesken har gatt gjennom (ytterligere 5-10 minutter).

[L]6 Kasser alt som flyter gjennom (som inneholder formamid), og monter deretter FPU pa nytt.
[ 17 Tilsett 45 pl universalvaskebuffer i hver prevebrenn.

[ 18 Dekk til filterplaten med lokket, og sentrifuger ved 2400 x g ved 20 °C i 10 minutter.

'8 MERK
F Pase at all vaeske er drenert etter sentrifugering. Gjenta sentrifugeringen hvis dette er
nodvendig.
I I umin ao MiSeqgDx cystisk fibrose 139-variantanalyse
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

Denne prosessen forbinder de hybridiserte oppstrems- og nedstrems-oligonukleotidene. En DNA-
polymerase strekker seg fra oppstrems-oligonukleotiden gjennom malregionen, fulgt av ligering
til 5’-enden pé nedstrems-oligonukleotiden med en DNA-ligase. Dette forer til dannelsen av
produkter som inneholder de malrettede regionene av interesse, flankert av sekvensene som er
pakrevd for forsterkning.

Beregnet tid
Total varighet: 50 minutter
Aktivt: 5 minutter

[[]1 Tilsett 45 pl ekstensjonsligasjonsblanding i hver prevebrenn pa filterplaten.
[ 12 Forsegle filterplaten med klebende aluminiumsfolie og dekk deretter til med lokket.
[ (13 Inkuber FPU i den forhandsoppvarmede inkubatoren ved 37 °C i 45 minutter.

Starttid: Stopptid:
[[]4 Mens FPU-platen inkuberer, klargjores AMP (forsterkningsplaten) som beskrevet i folgende
avsnitt.
MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse I I umin a@
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

I dette trinnet blir ekstensjonsligasjonsproduktene forsterket med primere som legger til
indekssekvenser for provemultipleksing, i tillegg til vanlige adaptere som er pakrevd for
klyngegenerering.

Beregnet tid
Total varighet: ~90 minutter
Aktivt: 30 minutter

[[]1 Tilbered ny 0,05 N NaOH.

[ ]2 Bestem hvilke indeksprimere som skal brukes i henhold til plategrafikkutskriften fra
[llumina Worklist Manager eller Local Run Manager.

[[13 LaPCR-hovedblandingen og de aktuelle indeksprimerne na romtemperatur. Roter hvert tint
ror for a blande og gjor deretter en rask sentrifugering av rerene.

[[]4 Sett ut en ny 96-brenners PCR-plate (heretter kalt AMP-platen).

[ ]5 Tilsett indeksprimere i AMP-platen slik:
[]a Tilsett 4 ul av de valgte indeksprimerne [A (A501) — H (A508)] til den aktuelle brennen i
en kolonne pa AMP-platen.
[_[]b Kasser de opprinnelige hvite hettene og sett pa nye hvite hetter.
[ ]c Tilsett 4 ul av de valgte indeksprimerne [1 (A701) — 12 (A712)] til den aktuelle raden pa
AMP-platen. Spissene skal byttes etter hver rad for 4 unngad indeks-krysskontaminasjon.
[L]d Kasser de opprinnelige oransje hettene, og sett pa nye oransje hetter.

[L]6 Klargjeor PCR-hovedblandingen/PCR-polymerase PCR-arbeidslesningen pa folgende méte:
[ ]a Sentrifuger reret med PCR-polymerase kort for bruk for & fjerne luftbobler.
[_Ib For 96 prever tilsettes 56 pl PCR-polymerase til 2,8 ml PCR-hovedblanding.
[L[]c Snu den tilberedte PCR-arbeidsopplesningen 20 ganger for a blande.
PCR-arbeidsopplesningen er stabil i romtemperatur i 10 minutter.

[[]1 TaFPU ut av inkubatoren, og fijern deretter aluminiumsfolieforseglingen.
[ (12 Dekk til filterplaten med lokket, og sentrifuger ved 2400 x g ved 20 °C i 2 minutter.

[ (13 Tilsett 25 pl av 0,05 N NaOH i hver provebrenn pa filterplaten. Pipetter NaOH opp og ned
5-6 ganger.
[[14 Dekk til og inkuber filterplaten ved romtemperatur i 5 minutter.

[[]15 Mens filterplaten inkuberes, overfores 22 pl PCR-arbeidsopplesning i hver brenn pa AMP-
platen som inneholder indeksprimere.
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

[L[]6  Overfor prover som er eluert fra filteret til AMP-platen slik:
]a Pipetter provene i forste kolonne pa filterplaten opp og ned 5-6 ganger.
b Overfor 20 pul fra filterplaten til tilsvarende kolonne pa AMP-platen.
] ¢ Pipetter forsiktig opp og ned 5-6 ganger for & grundig kombinere DNA med PCR-
arbeidsopplesningen.
[_]d Overfor gjenveerende kolonner fra filterplaten til AMP-platen pa samme mate. Spissene
skal byttes etter hver kolonne for 4 unngd krysskontaminasjon av indeks og prove.

7 Forsegle AMP-platen, og fest den med en gummivalse.
8  Sentrifuger ved 1000 x g ved 20 °Ci 1 minutt.
9

L]
L]
L] Overfor AMP-platen til postforsterkningsomradet.
[ ]10 Utfer PCR med folgende program pa en termosykler:
95 °C1i 3 minutter
25 sykluser pa:
95 °C1i 30 sekunder
62 °C i 30 sekunder
72 °C1i 60 sekunder
72 °C i 5 minutter
Holdes pa 10 °C
Starttid: Stopptid:

SIKKERT STOPPEPUNKT
1 Hvis du ikke fortsetter umiddelbart til PCR-rengjoring, kan AMP-platen bli pa termosykleren
over natten eller oppbevares ved 2 °C til 8 °C i opptil 48 timer.

MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

Denne prosessen benytter PCR-rengjoringskuler for a rengjere PCR-produktene fra andre
reaksjonskomponenter.

Beregnet tid
Total varighet: 50 minutter
Aktivt: 20 minutter

[[]1 LaPCR-rengjeringskulene na romtemperatur.

[ ]2 Tilbered ny 80 % etanol fra absolutt etanol.

[[]1 Sentrifuger AMP-platen ved 1000 x g ved 20 °Ci 1 minutt.

[ ]2 Settuten ny MIDI-plate (heretter kalt CLP-platen).
Plate-ID:

[ 13 Snu PCR-rengjeringskulene 10 ganger. Roter kraftig og snu deretter ytterligere 10 ganger.
Kontroller visuelt opplesningen for a sikre at kulene er resuspendert.

Tilsett 45 ul PCR-rengjoringskuler i hver brenn i CLP-platen.
Overfor hele PCR-produktet fra AMP-platen til CLP-platen.

Forsegle CLP-platen, og rist den pa en mikroplateryster ved 1800 o/min i 2 minutter.

14

15

16

[ 17 Inkuberes i romtemperatur uten risting i 10 minutter.

[[]18 Sett platen pa et magnetstativ i minst 2 minutter eller til supernatanten er klar.
[[]9 Mens CLP-platen star pa magnetstativet, fiernes supernatanten forsiktig og kastes.
L]1

0 Mens CLP-platen star pa magnetstativet, vaskes kulene slik:

[_[]a Tilsett 200 pl nytilberedt 80 % etanol i hver prevebronn.

[_]b Inkuber platen pa et magnetstativ i minst 30 sekunder eller til supernatanten er klar.
[L] ¢ Fjern supernatanten forsiktig, og kasser den.

[ ]11 Gjenta vaskingen som beskrevet i tidligere trinn.
[ ]12 Bruk en P20 flerkanalsdrapeteller satt pa 20 ul til & fijerne overfledig etanol.

[ ]13 Ta CLP-platen ut av magnetstativet, og luftterk kulene i 10 minutter.
Starttid: Stopptid:

[ ]14 Tilsett 30 pl elueringsbuffer i hver prove.

[ 115 Forsegle CLP-platen, og rist den pa en mikroplateryster ved 1800 o/min i 2 minutter. Etter
ristingen ma du kontrollere at provene ble resuspendert. Hvis ikke skal dette trinnet gjentas.

[ ]16 Inkuberes i romtemperatur i 2 minutter.

MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

[_]17 Sett CLP-platen pa et magnetstativ i minst 2 minutter eller til supernatanten er klar.

[]18 Sett ut en ny MIDI-plate (heretter kalt LNP-platen).
Plate-ID:

[L]19 Overfor 20 pl av supernatanten fra CLP-platen til LNP-platen.

[L]20 Overfor gjenveerende 10 pl av supernatanten fra CLP-platen til en ny plate, og
merk platen med et kjeringsnavn og dato. Oppbevar denne platen ved —25 °C til -15 °C til
sekvenseringskjeringen og dataanalysen er ferdig. De rengjorte PCR-produktene kan brukes
til feilseking hvis det oppstar provefeil.

SIKKERT STOPPEPUNKT
1 Hyvis den stopper pa dette punktet, forsegles LNP-platen og sentrifugeres ved 1000 x g ved
20 °C i1 minutt. Platen er stabil i opp til 3 timer ved 2 °C til 8 °C.

MiSeqDx cystisk fibrose 139-variantanalyse Inq ®
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

Denne prosessen normaliserer mengden i hvert bibliotek for & sikre lik bibliotekrepresentasjon i
den sammenslatte proven. Like volumer med normaliserte biblioteker kombineres og fortynnes
deretter som klargjering for sekvensering.

Beregnet tid
Total varighet: 1 time 20 minutter
Aktivt: 30 minutter

[[]1 Tilbered ny 0,1 N NaOH ved a tilsette 30 pl av 10 N NaOH til 2970 pl RNase/DNase-fritt
vann.

[ ]2 La biblioteknormaliseringsfortynning, bibliotekkuler, vaskelosning for biblioteknormalisering
og bibliotekfortynningsbuffer oppna romtemperatur.

[ .13 Roter biblioteknormaliseringsfortynning kraftig, og kontroller at alt bunnfall er opplest.

[ .14 Roter bibliotekkuler kraftig i 1 minutt med vekselvis vending til kulene er resuspendert og
ingen pellet finnes pa bunnen av reret nar reret er vendt opp ned.

[[]1 Bland biblioteknormaliseringsfortynning og bibliotekkuler i et nytt 15 ml kjegleformet ror pa
folgende mate:

' MERK
Ved behandling av < 24 prever bruker du et nytt 1,5 mlror.

[L]a For 96 prover tilsettes 4,4 ml biblioteknormaliseringsfortynning.
[_]b Pipetter bibliotekkuler opp og ned 10 ganger for a resuspendere.

' MERK
F Det er ekstremt kritisk at bibliotekkulepelleter pa bunnen av reret blir fullstendig
resuspendert. Bruk av en P1000 sikrer at kulene er homogent resuspendert og at det ikke
finnes kulemasse pa bunnen av roret. Dette er avgjerende for a oppna konsekvent
klyngetetthet pa stromningscellen.

[ []c For 96 prever pipetteres 800 pl bibliotekkuler i roret som inneholder

biblioteknormaliseringsfortynning.
[ ]d Bland ved a snu reret 15-20 ganger.

[ ]2 Tilsett 45 ul av den kombinerte arbeidsopplesningen av
biblioteknormaliseringsfortynning/bibliotekkuler i hver brenn i LNP-platen som inneholder
biblioteker.

[.]3 Forsegle LNP-platen, og rist den pa en mikroplateryster ved 1800 o/min i 30 minutter.
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Sporingsskjema for laboratoriet

Dato/klokkeslett: Operateor:

Starttid: Stopptid:

[]
[]
[L]
[]

) MERK

Hvis sekvensering skal utfores samme dag, er det lurt & begynne & tine reagenskassetten na.
Folg instruksjonene for tining av MiSeqDx-reagenskassetten i avsnittet Klargjore
reagenskassetten pa side 17.

Sett platen pa et magnetstativ i minst 2 minutter eller til supernatanten er klar.
Mens LNP-platen star pa magnetstativet, fiernes supernatanten forsiktig og kastes.

Fjern LNP-platen fra magnetstativet, og vask kulene med vaskelosning for
biblioteknormalisering pa folgende mate:
a  Tilsett 45 ul vaskelgsning for biblioteknormalisering i hver provebreonn.

b  Forsegle LNP-platen, og rist den pa en mikroplateryster ved 1800 o/min i 5 minutter.

¢ Sett platen pad magnetstativet i minst 2 minutter eller til supernatanten er klar.
d Fjern supernatanten forsiktig, og kasser den.

Gjenta prosedyren for vaskelesning for biblioteknormalisering som beskrevet i tidligere trinn.

Bruk en P20 flerkanalsdrapetellers satt til 20 ul til & fierne overflodig vaskelgsning for
biblioteknormalisering.

Fjern LNP-platen fra magnetstativet, og tilsett 30 pl 0,1 N NaOH i hver brenn.

[[] 10 Forsegle LNP-platen, og rist den pa en mikroplateryster ved 1800 o/min i 5 minutter.

[L]11 Ilepet av elueringen pa 5 minutter settes en ny 96-brenners PCR-plate ut (heretter kalt SGP-
platen).

Plate-ID:

[ 112 Tilsett 30 pl biblioteklagringsbuffer i hver brenn som skal brukes i SGP-platen.

[ ] 13 Etter elueringen pa 5 minutter, pase at alle prevene pa LNP-platen er fullstendig
resuspendert. Hvis prevene ikke er fullstendig resuspendert, pipetteres disse provene
forsiktig opp og ned, eller bank platen forsiktig mot benken for & resuspendere kulene og rist
deretter i ytterligere 5 minutter.

[ ] 14 Sett LNP-platen pa magnetstativet i minst 2 minutter.

[_]15 Overfor supernatanten fra LNP-platen til SGP-platen. Pipetter forsiktig opp og ned 5 ganger
for & blande.

[ ]16 Forsegle SGP-platen, og sentrifuger deretter ved 1000 x g ved 20 °C i 1 minutt.

[[] 17 Roter bibliotekfortynningsbufferen, og kontroller at alt bunnfall er fullstendig opplest.

[]18 Sentrifuger et oyeblikk for a samle innhold.

[ 119 Sett ut et nytt Eppendorf-rer (heretter kalt PAL-roret [Pooled Amplicon Library (Sammensatt
amplikonbibliotek)]).

[ 120 Bestem hvilke prover som skal grupperes for sekvensering. Maksimum 48 prever kan
grupperes for sekvensering.

[ 121 Overfor 5 ul av hvert bibliotek som skal sekvenseres fra SGP-platen, kolonne etter kolonne,
til en strimmel med atte PCR-ror.

[ 122 Kombiner og overfer innholdet i strimmelen med atte PCR-rer til PAL-roret. Bland PAL-roret
grundig.
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Sporingsskjema for laboratoriet
Dato/klokkeslett: Operateor:

[ 123 Sett ut 2-3 nye Eppendorf-ror (heretter kalt DAL-reret [Diluted Amplicon Library (Fortynnet
amplikonbibliotek)] ).

[L]24 Tilsett 585 ul bibliotekfortynningsbuffer i DAL-rorene.

[L]25 Overfor 9 ul PAL til hvert DAL-rer som inneholder bibliotekfortynningsbuffer. Pipetter opp
og ned 3-5 ganger for a skylle spissen og for a sikre at overferingen er fullstendig.

SIKKERT STOPPUNKT
1 Hvis sekvensering pa MiSeqDx ikke skal utferes umiddelbart, kan DAL-rerene oppbevares
ved -25 °C til 15 °C i opptil 14 dager.
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Som klargjering for klyngegenerering og sekvensering, blir det fortynnede biblioteket
varmedenaturert for sekvensering pa MiSeqDx. PhiX brukes som intern kontroll for
sekvensering.

Stremningscellen vaskes, torkes og lastes inn i MiSeqDx, provene lastes inn i reagenskassetten,
reagenskassetten lastes inn i MiSeqDx, og sekvenskjeringen startes. MiSeqDx utferer
klyngegenerering, sekvensering ved syntese og dataanalyse.

Beregnet tid

L
N

Total varighet: ~28 timer
Aktivt: ~15 minutter

Still inn en varmeblokk som rommer 1,5 ml sentrifugerer, pa 96 °C.
Tilbered et isbad i en isbette. Avkjel bibliotekfortynningsbufferen i isvannet.
Begynn a tine MiSeqDx-reagenskassetten.

Tin MiSegDx-reagenskassett — CF139-variantanalyse i et vannbad som inneholder
tilstrekkelig Vann av laboratoriekvalitet til & senke bunnen av reagenskassetten til
vannlinjen angitt pa reagenskassetten. Ikke la vannet komme hoyere enn maksimum
vannlinje.

La reagenskassetten tine i vannbadet med romtemperatur i omtrent 1 time eller til den er
opptint.
Ta kassetten opp av vannbadet, og bank den forsiktig pa benken for & fierne vann fra

bunndelen av kassetten. Tork av bunndelen av kassetten. Pase at det ikke har kommet vann
pa den gvre delen av reagenskassetten.

Snu reagenskassetten ti ganger for a blande de tinte reagensene, og se til at alle posisjonene
er tint.
J MERK

N . . I .
' Det er avgjerende at reagensene i kassetten er grundig tint og blandet, for & sikre
tilfredsstillende sekvensering.

Kontroller reagensene i posisjon 1, 2 og 4 for a pase at de er fullt blandet og fri for bunnfall.
Bank kassetten forsiktig mot benken for a redusere luftbobler i reagensene.

J MERK
™ . . . A .
; MiSeqDx-sugerorene gar til bunnen pa hvert reservoar for 4 aspirere reagensene, sa det er
viktig at reservoarene er fri for luftbobler.

Sett reagenskassetten pa is, eller sett den til side ved 2 °C til 8 °C (opp til 6 timer) til det er
klart til & sette opp kjeringen. For a fa de beste resultatene fortsetter du direkte til innlasting
av preven og oppsetting av kjeringen.
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[[]1 Klargjer 0,1 N NaOH ved a kombinere folgende volumer i et kjegleformet ror:
DNase/RNase-fritt vann (2475 pl)
Stamlesning 10 N NaOH (25 pl)

[ ]2 Snu roret flere ganger for a blande.

J FORSIKTIG

3 Det er avgjerende a bruke nyfortynnet NaOH slik at prover blir fullstendig denaturert for
klyngegenerering pa MiSeqDx.
8 MERK
; Hyvis PhiX klargjores samme dag som biblioteknormalisering, kan samme stamlgsning av
0,1 N NaOH brukes.

[L[]3 Kombiner folgende volumer for a fortynne PhiX-internkontrollbibliotek til 2 nM:
10 nM PhiX-internkontrollbibliotek (2 pl)
1X TE-buffer (8 ul)

[ 14 Kombiner folgende volumer for a fa et PhiX-internkontrollbibliotek pa 1 nM:
2 nM PhiX-internkontrollbibliotek (10 ul)
0,1 N NaOH (10 ul)

[L]5 Roter et gyeblikk slik at PhiX-internkontrollbibliotekslesningen pa 1 nM blandes.
[L]6  Sentrifuger PhiX-internkontrollen pa 1 nM ved 280 x g ved 20 °Ci 1 minutt.

[[]7 Inkuberi5 minutter ved romtemperatur for a denaturere PhiX-
internkontrollbibliotekslgsningen til enkle strenger.

[L]8 Kombiner folgende volumer i et nytt mikrosentrifugeror for a fa et PhiX-
internkontrollbibliotek pa 20 pM:
Denaturert PhiX-internkontrollbibliotek (2 ul)
Forhandskjelt bibliotekfortynningsbuffer (98 pl)

' MERK
Det denaturerte PhiX-internkontrollbiblioteket p& 20 pM kan oppbevares i opptil 3 uker ved
-25 °C til -15 °C som alikvoter for engangsbruk.

[[]1 Fortsett med ett DAL-ror til sekvensering.

[ 12 Hvis DAL-roret ble lagret i frosset tilstand, skal det tines helt og blandes ved a pipettere
innholdet opp og ned.

Tilsett 6 pl av 20 pM PhiX-internkontroll i DAL-roret.
Pipetter opp og ned 3-5 ganger for a skylle spissen og sikre at overferingen er fullstendig.

3

4

5 Bland DAL-roret ved a rotere roret ved topphastighet.

6  Sentrifuger DAL-roret ved 1000 x g ved 20 °C i 1 minutt.

7 Inkuber DAL-roret pa en varmeblokk ved 96 °C i 2 minutter.
8

Etter inkubasjonen inverteres DAL-roret 1-2 ganger for blanding for det settes umiddelbart i
isvann.

[L19 La DAL-roret sta i isvann i 5 minutter.
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) MERK
Utfer varmedenatureringstrinnet umiddelbart for innlasting av DAL-reret i MiSeqDx-
reagenskassetten for a sikre effektiv malinnsetting pa MiSeqDx-stromningscellen.

Du finner detaljer om trinnene som er beskrevet her, i Referanseveiledning for MiSeqDx-instrumentet
(dokumentnr. 15038353 ).

[[]1 Bruken separat, ren og tom 1 ml drapetellerspiss til a gjennomhulle folieforseglingen over
reservoaret pa MiSeqDx-reagenskassetten — CF 139-variantanalyse merket Load Samples
(Last inn prover).

[ ]2 Pipetter 600 ul av DAL-provebibliotekene til beholderen merket Load Samples (Last inn
prover). Veer forsiktig slik at du unngér & berore folieforseglingen mens preven dispenseres.
Sjekk for luftbobler i reservoaret etter at proven er lastet inn. Hvis luftbobler er tilstede,
banker du kassetten forsiktig mot benken for a frigjore boblene.

[ (13 Logg deg pa MiSeq Operating Software (MOS).
MiSeqDx-serienummer:
Dato for siste forebyggende vedlikehold:

[[]4 Velg Sequence (Sekvens).
Flere kjeringsoppsett-skjermbilder apnes.

[L]15 Rengjor stromningscellen.
[_]6 Lastinn stremningscellen.

[L]7 Tom avfallsflasken, og sett inn MiSeqDx SBS-opplesning (PR2) — CF 139-variantanalyse-
flasken.

[_]8 Lastinn reagenskassetten.
[L]9 Bekreft kjoringsinnstillingene og resultatene fra for kjoring-kontrollen.

[ ]10 Start kjeringen.
Kjerings-ID:

[_]11 Utfer en etter kjoring-vask.
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