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Formular laboratorneho sledovania TruSight™ Oncology
Comprehensive (EU)

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO
IBA NA EXPORT

Navod na pouZzitie

Prehlad pracovného postupu testu TruSight Oncology Comprehensive (TSO Comprehensive) je uvedeny na
obrazkoch Obrazok 1 a Obrazok 2.

NeZ zaCnete s protokolom, precitajte si vietky varovania a upozornenia v pribalovom letaku k testu TruSight
Oncology Comprehensive (EU) (dokument & 200007789).
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Postup prace pri priprave kniznice

Obrazok 1 Pracovny postup procesu TSO Comprehensive (EU) (€ast 1)

Den 1 o Denaturacia a hybridizacia (annealing) RNA o Fragmentacia gDNA

Bod bezpecného zastavenia
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Realizacia: 65 minat
Celkom: 75 minuat
Reagencie: EPH3

Syntetizacia prvého viakna cDNA
Realizacia: 10 minuat

Celkom: 50 minut

Reagencia: FSM, RVT

Syntetizacia druhého vlakna cDNA
Realizacia: 10 minut

Celkom: 35 minuat

Reagencia: SSM

Cistenie cDNA

Realizacia: 30 minat

Celkom: 40 minuat

Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

Realizacia: 100 minuat
Celkom: 110 minut
Reagencia: TEB

Bod bezpecdneého zastavenia

' Oprava konca a A-Tailing (pridavanie bazy A)

Realizacia: 10 minut
Celkom: 70 minuat
Reagencie: ERA1-A, ERA1-B

G Ligacia adaptérov
Realizacia: 15 minut
Celkom: 50 minat

Reagencie: ALB1, LIG3, SUAT/UMI, STL

o Vycistenie ligacie

Realizacia: 40 minut
Celkom: 50 minuat

Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

e Indexovacie PCR
Realizacia: 15 minat
Celkom: 60 minut
Reagencie: UPxx/CPxx, EPM

Bod bezpecéného zastavenia

@ cDNA

@ Stiepena DNA

* Cas realizacie a celkovy &as predstavuju odhady.
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Pracovny postup obohatenia

Obrazok 2 Pracovny postup procesu TSO Comprehensive (EU) (East 2)

Defi 1 (pokraéovanie)o Nastavenie prvej hybridizacie
Realizacia: 15 minut
Celkom: Cez noc
Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/OFD2
Noéna hybridizacia

Defi 2 o Prvé zachytenie cielov
Realizacia: 60 minut
Celkom: 100 minut
Reagencie: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Nastavenie druhej hybridizacie
Realizacia: 10 minut

Celkom: 2 = 4 hodiny

Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Druhé zachytenie cielov
Realizacia: 25 minut

Celkom: 60 minut

Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Bod bezpecného zastavenia

Amplifikacia obohatenej kniznice
Realizacia: 5 minut

Celkom: 60 minut

Reagencie: EPM, PPC3

Cistenie amplifikovane;
obohatenej kniznice
Realizacia: 30 minut
Celkom: 40 minut

= 5
T~ Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB
Normalizacia kniznic
Realizacia: 40 minut
Celkom: 70 minut
Reagencie: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

Bod bezpecného zastavenia

QO Q0O 000

Priprava na sekvenovanie
Realizacia: 30 — 45 minuat

Celkom: 120 minut

Reagencie: HP3, RSB, PX3, HT1

@ Obohatenie @ Priprava sekvenovania
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Programovanie tepelného cyklovaca

o 1 Nez zaCnete s analyzou, ulozte nasledujuce programy v predamplifikaénych a postamplifikacnych tepelnych

cyklovacoch.

Tabulka 1 Programy predamplifikacného tepelného cyklovaca

Krok procedury

Denaturacia a hybridizacia RNA

Syntetizacia prvého vliakna cDNA

Syntetizacia druhého vlakna cDNA

Nazov

programu
LQ-RNA

1stSS

2ndSS

Teplota veka

100°C

100°C

30°C

Reakény

objem
17 pl

25l

50 pl

Parametre tepelného cyklovaca

* 65°C, 5minat
* 4°C, 1 minuta
* 4°C, podrzanie

25°C, 10 minut
42 °C, 15 minut
70 °C, 15 minut
4 °C, 1 minuta

4 °C, podrzanie
16 °C, 25 minut
4°C, 1 minata

4 °C, podrzanie

Ak nie je mozné nastavit teplotu veka pri kroku 2ndSS na 30 °C, vypnite moznost predohriatia veka.

Tabulka 2 Programy postamplifikatného tepelného cyklovaca

Krok procedury

Indexovanie PCR

Vykonanie prvej hybridizacie

Vykonanie druhej hybridizacie

Amplifikacia obohatenej kniznice
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Nazov
programu

I-PCR

HYB1

HYB2

EL-PCR

Teplota veka

100°C

100°C

100°C

100°C

Reakény
objem

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

Parametre tepelného cyklovaca

98 °C, 30 sekund

15 cyklov:
+ 98°C, 10 sekund
» 60 °C, 30 sekund
» 72°C, 30 sekund

72 °C, 5 minut

10 °C, podrzanie

95 °C, 10 minut

85 °C, 2 min. 30 sekund

75 °C, 2 min. 30 sekund

65 °C, 2 min. 30 sekund

57 °C, podrzanie 8 az 24 hodin

95 °C, 10 minut

85 °C, 2 min. 30 sekund

75 °C, 2 min. 30 sekund

65 °C, 2 min. 30 sekund

57 °C, podrzanie 1,5 az 4 hodin

98 °C, 30 sekund

18 cyklov:
» 98°C, 10 sekund
» 60 °C, 30 sekund
» 72°C, 30 sekund

72°C, 5min

10 °C, podrzanie
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Zadanie informacii o chode

Aplikacia Local Run Manager pristroja NextSeq 550Dx je softvér pouzivany na nastavenie chodu TSO
Comprehensive. DalSie informacie najdete v prirucke k pracovnému postupu analytického modulu Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

Informacie o nastaveni chodu a vzorky zadajte priamo do analytického modulu TruSight Oncology Comprehensive.

Nastavenie parametrov chodu
o 1 Prihlaste sa do aplikacie Local Run Manager v pristroji alebo pomocou pocita¢a pripojeného do siete.
o 2 Vyberte moznost Create Run (Vytvorit chod) a potom vyberte moznost TSO Comp (EU).
o 3 Zadajte nazov chodu, ktory identifikuje chod pocnuc sekvenovanim az po analyzu s nasledujucimi kritériami.
1 — 40 znakov.
Iba alfanumerické znaky, znaky podciarknutia alebo pomicky.
Pred znakmi podc¢iarknutia, pomi¢kami a za nimi musi nasledovat alfanumericky znak.
Jedine¢né v ramci vSetkych chodov v pristroji.
o 4 [Volitelné] Na zjednodu$enie identifikacie chodu zadajte opis chodu s nasledujdacimi kritériami.
1 — 150 znakov.
Iba alfanumerické znaky alebo medzery.
Pred medzerami a za nimi musi nasledovat alfanumericky znak.

Stanovenie vzoriek pre chod
Pomocou niektorej z nizSie uvedenych moznosti stanovte vzorky pre chod.

Enter samples manually (Manualne zadanie vzoriek) — pouzite prazdnu tabulku na obrazovke Create Run
(Vytvorenie chodu).

Import samples (Importovanie vzoriek) — prejdite do externého suboru vo formate hodnét oddelenych iarkou (*.csv).
Na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) bude k dispozicii $abléna na stiahnutie.

& UPOZORNENIE
Nezhody medzi vzorkami a indexovacimi primérmi mozZu spdsobit’ vykazanie nespravneho vysledku
v désledku toho, ze neddjde k pozitivnej identifikacii vzorky. Nez zaénete s pripravou kniznice, zadajte 1D
vzoriek a priradte indexy v aplikacii Local Run Manager. Po€as pripravy kniZnice si zaznamenajte 1D
vzorky, indexy a orientaciu jamiek na platnicke.

é UPOZORNENIE
S ciefom vyhnut sa strate udajov dbajte na to, aby pred uloZenim chodu neprebiehala inStalacia databazy
KB.

Manualne zadanie vzoriek
o 1 Do pola Sample ID (ID vzorky) zadajte jedine¢nu identifikaciu vzorky s nasledujucimi kritériami. Najprv je potrebné
pridat’ vietky kontrolné vzorky. Dalsie informéacie najdete v asti Kontrolné vzorky na strane 7.
1 — 25 znakov.
Iba alfanumerické znaky, znaky poddciarknutia alebo pomicky.
Pred znakmi podc¢iarknutia, pomi¢kami a za nimi musi nasledovat alfanumericky znak.
o 2 [Volitel'né] Do pola Sample Description (Opis vzorky) zadajte opis vzorky s nasledujucimi kritériami.
1 — 50 znakov.
Iba alfanumerické znaky, pomlcky, znaky podciarknutia alebo medzery.
Pred medzerami, znakmi podciarknutia a pomi¢kami a za nimi musi nasledovat alfanumericky znak.
o 3 Vyberte index pre kniZznicu DNA alebo kniZznicu RNA pripravenu zo vzorky.
Dbaijte na to, aby boli vzorky RNA a DNA v osobitnych stipcoch.
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o9

Pole DNA i7+i5 Sequence (Sekvencia DNA i7 + i5) sa automaticky vyplIni po vybere ID indexu DNA. Pole RNA i7+i5
Sequence (Sekvencia RNA i7 + i5) sa automaticky vyplni po vybere ID indexu RNA.
Okrem tu uvedeného zhrnutia si precitajte aj pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200007789), v ktorom najdete informacie o vybere ID indexu.
V pripade kniznice zo vzorky DNA vyberte jedine¢né ID indexu (indexy UPxx alebo CPxx) z rozbalovacieho
zoznamu DNA Index ID (ID indexu DNA).
V pripade kniznice zo vzorky RNA vyberte jedine¢né ID indexu (iba UPxx) z rozbalovacieho zoznamu RNA index
ID (ID indexu RNA).
Ak su do chodu zahrnuté celkovo tri kniznice, postupujte podla pokynov na vyber indexu v pribalovom letaku
k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢&. 200007789).
Pomocou pola Tumor Type (Typ tumoru) priradte kazdej vzorke typ tumoru (vyberte ¢o najviac Specificky dostupny
tumor). Precitajte si €ast' Vyber typu tumoru na strane 7.
Pomocou pola Tumor Type (Typ tumoru) priradte ku kazdej kontrolnej vzorke niektory z nasledujucich typov kontrol.
Precitajte si ¢ast Kontrolné vzorky na strane 7.
DNA External Control (Externa kontrola DNA)
RNA External Control (Externa kontrola RNA)
DNA No-Template Control (Kontrola DNA bez templatu)
RNA No-Template Control (Kontrola RNA bez templatu)
Ak pouzivate kontrolu Consumable Prefix DNA, typom kontroly bude externa kontrola DNA. Ak pouzivate kontrolu
Consumable Prefix RNA, typom kontroly bude externa kontrola RNA.
Priradte pohlavie.
[Volitel'né] Na exportovanie informacii o vzorke do externého suboru vyberte moznost Export to CSV (Exportovat
do suboru CSV).
Na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) si prezrite informacie.
Nespravne informacie mézu ovplyvniovat vysledky.
Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).

Import vzoriek

o 1

o 2

o3

o 4

Vyberte moznost Import CSV (Importovat stibor CSV) a prejdite do umiestnenia suboru s informaciami o vzorke.

Existuju dva typy suborov, ktoré mézete importovat.
Vyberte moznost Download CSV (Stiahnut subor CSV) na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) na
stiahnutie novej $ablény s informaciami o vzorke. Stbor CSV obsahuje poZzadované hlaviéky stipcov a format na
import. Zadajte informacie o vzorke do kazdého stipca pre vzorky v chode. Do stipca Tumor Type (Typ tumoru)
zadajte vyraz/oznacenie typu tumoru alebo priradeny kod. Pole Tumor Type (Typ tumoru) sa pouziva aj na
oznacenie vzoriek ako kontrolnych (precitajte si ast Kontrolné vzorky na strane 7).
Pouzite subor s informaciami o vzorke, ktory bol exportovany z analytického modulu TSO Comprehensive
pouzitim funkcie Export to CSV (Exportovat do siboru CSV).

Na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) si prezrite importované informacie.

Nespravne informacie mbézu ovplyvnovat vysledky.

[VoliteI'né] Na exportovanie informacii o vzorke do externého suboru vyberte moznost Export to CSV (Exportovat

do suboru CSV).

Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).
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Kontrolné vzorky

Modul TSO Comprehensive vyZaduje pouZitie panelovej kontroly. Oznacenie vzorky ako kontrolnej automaticky
nastavi pohlavie vzorky na nezname. Ak chcete oznacit vzorku ako kontrolnu, vyberte niektory zo Styroch typov
kontrolnych vzoriek v poli Tumor Type (Typ tumoru): DNA External Control (positive DNA control) (Externa kontrola
DNA (pozitivna kontrola DNA)), DNA No-Template Control (Kontrola DNA bez templatu), RNA External Control
(positive RNA control) (Externa kontrola RNA (pozitivha kontrola RNA)) alebo RNA No-Template Control (Kontrola
RNA bez templatu). Precitajte si Cast' Vyber typu tumoru na strane 7, v ktorej ndjdete informacie o nastaveni typu
tumoru pre vSetky typy vzoriek po¢as nastavenia chodu.

V ramci chodu je mozné Specifikovat iba jeden z kazdého typu kontrolnej vzorky. V pripade externej kontroly DNA
alebo kontroly DNA bez templatu je mozné Specifikovat iba kniznicu DNA. V pripade externej kontroly RNA alebo
kontroly RNA bez templatu je mozné Specifikovat iba kniznicu RNA. Kniznice oznacené ako kontroly DNA alebo
RNA bez templatu sa nepocitaju do maximalneho poctu kniznic v chode.

Vyber typu tumoru
Pre kazdu vzorku je potrebné Specifikovat typ tumoru. Okrem typov kontrol su dostupné typy tumoru odvodené
z nainstalovanej databazy KB a v pripade aktualizovanych verzii databazy KB sa mézu menit..

UPOZORNENIE

Nespravny vyber typu tumoru méze viest k nespravnym vysledkom. VyrieSte vSetky varovania, ktoré sa
zobrazia pocas uréovania typov tumorov, aby nedo$lo k zlyhaniu analyzy.

Oznacenia typov tumorov su sucastou hierarchickej ontolégie ochorenia v databaze KB, ktora je zostavena na
principe vztahu podradenosti a nadradenosti. Napriklad oznagenie nemalobunkovy karcindm pfuc je podradeny
oznaceniu karcindm pfuc, pretoze nemalobunkovy karciném pfuc je typom karcindmu pluc. Obrazok 3 uvadza
podmnoZinu vzorovej ontoldgie ochorenia s vyobrazenim pevného tumoru ako koreriového oznacenia/vyrazu

a s oznaCeniami priradenymi ku karcinébmu pluc a 8titnej zfazy (iné typy tumoru nie su vyobrazené). Vyraz, ktory je
prepojeny prostrednictvom vztahov nadradenosti a podradenosti k oznadeniam nizSej urovne, sa nazyva
predchodca. Pripojené oznac&enia niZ8ej urovne su nasledovnici terminu, ktory je predchodcom. Napriklad rakovina
pluc je predchodcom adenokarcindmu pfic a malobunkového karcindmu pfuc, a medularny karcindm $titnej Zlazy je
nasledovnikom karcinému 8&titnej Zfazy a pevného tumoru.
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Obrazok 3 Podmnozina vzorovej ontoldgie ochorenia

Pevny tumor

I l

Karciném $titnej Zlazy Rakovina pltuc
Medularny karciném Nemalobunkova Maligny mezoteliém Malobunkova
stitnej Zlazy rakovina pluc pohrudnice rakovina pluc
_ [
Papilarny karcindm Nemalobunkova rakovina
stitnej zlazy neskvamoznych buniek pluc

|

Adenokarciném pluc

Folikularny karcinom
stitnej zlazy

Karciném Hurthleho
buniek stitnej Zlazy

Adenoskvamozny
karcindm pluc

Anaplasticky karcinom
Stitnej 2lazy

Velkobunkovy
karcindm pluc

Sarkomatoidny
karciném pluc

Vybraty typ tumoru pre vzorku pacienta ovplyvinuje nasledujuce aspekty:
Ugely ur&enia pridruzenej diagnostiky, ktoré sa vzhlfadom na vzorku budu hodnotit. V ramci daného predpokladu
budu hodnotené iba pacientske vzorky s typom tumoru, ktory je presnou zhodou alebo nasledovnikom typu tumoru
pre ucel ur€enia pridruzenej diagnostiky.
Varianty profilovania tumoru, ktoré budu zahrnuté do spravy modulu TSO Comprehensive.
Nasledujuce pokyny opisuju proces vyberu typu tumoru prostrednictvom obrazovky Create Run (Vytvorenie chodu).
Typ tumoru je taktiez mozné nastavit importovanim suboru CSV obsahujiceho typ tumoru (precitajte si Cast Import
vzoriek na strane 6).
o 1 Dvojitym kliknutim na bunku Tumor Type (Typ tumoru) v riadku danej vzorky zobrazite dostupné typy tumorov.
Dostupné typy tumorov sa zobrazia v hierarchickom zozname s abecednym usporiadanim.
Pole Tumor Type (Typ tumoru) sa pouziva aj na ur€enie typu kontroly kontrolnych vzoriek (precitajte si Cast’
Kontrolné vzorky na strane 7).
o 2 Vyhladajte a vyberte pozadovany typ tumoru v zozname alebo pomocou vyhladavacieho panela v hornej ¢asti okna
Tumor Type (Typ tumoru).

Priprava na kroky protokolu

o 1 Pomocou Cistiaceho prostriedku na inhibiciu RNazy/DNazy dbkladne dekontaminujte pracovné oblasti.

UPOZORNENIE
VSetky procedury v ramci pracovného postupu vyzaduju pouzitie prostredia bez obsahu RNazy/DNazy.
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o 2 Nastavte predamplifikaéné programy tepelného cyklovaca. Precitajte si Cast Programovanie tepelného cyklovaca
na strane 4

Pri nastavovani ultrazvukového zariadenia postupujte podfa pokynov vyrobcu.

Ak spracuvate iba vzorky DNA, pokraujte priamo ¢astou Fragmentacia gDNA na strane 13.

Vyberte kontroly RNA z miesta ulozenia.

Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 3 Suprava TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (€. polozky 20031127)

o oo o
(27, I S @V]

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

EPH3 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Denaturacia a hybridizacia
(annealing) RNA

FSM -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Syntetizacia prvého vlakna cDNA

RVT -25°Caz-15°C Ponechajte na lade. Syntetizacia prvého vlakna cDNA

SSM -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Syntetizacia druhého vlakna cDNA

Tabulka 4 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (¢. polozky 20031119)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SPB (svetlozeleny stitok) 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou na Cistenie cDNA
30 minut.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Cistenie cDNA

Denaturacia a hybridizacia (annealing) RNA

Priprava
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
EPHS3 — pripravte ju a odlozte nabok.
FSM — virenim premieSajte. Kratko odstredte a pipetovanim premiesajte. Skontrolujte vyskyt usadenin. V pripade
ich existencie mieSajte dovtedy, kym sa usadeniny nerozpustia.
RVT — kratko odstredte a pipetovanim premie3ajte. Ponechajte na fade.

POZNAMKA RVT je viskozny roztok. Pipetujte vzdy pomaly, aby nedochadzalo k tvorbe bublin.

o 2 Do skumavky do mikroodstredivky preneste nasledujice objemy na vytvorenie zmesi FSM + RVT Master mix.

Tabulka5 Zmes FSM + RVT Master Mix

Sucast’ Master Mix 3 vzorky RNA (pl) 8 vzoriek RNA (ul) 16 vzoriek RNA (ul) 24 vzoriek RNA (ul)
FSM 27 72 144 216
RVT 3 8 16 24

Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoétoch najdete v Easti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letaku k suprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).

o 3 10-nasobnym pipetovanim premieSajte.

o 4 Ulozte zmes FSM + RVT Master Mix na lad, kym nespustite Syntetizacia prvého viakna cDNA na strane 10.

Postup
o 1 Rozmrazte extrahované vzorky RNA a kontroly RNA na lade.
Kontroly RNA spracujte ako vzorky v ramci zvySnej Casti protokolu.
Informacie o kvantifikacii vzoriek najdete v pribalovom letaku k suprave TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200007789).
o 2 10-nasobnym pipetovanim kazdej vzorky RNA vzorky premieSajte.
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o 3 Pouzite vodu bez obsahu RNazy/DNazy na pripravu 40 ng kazdej vzorky RNA s celkovym objemom 8,5 pl (4,7 ng/pl).
V pripade kontrol RNA pouzite koncentraciu uvedenu na oznaceni skumavky.

o 4 Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako CF (fragmenty cDNA).

o 5 Pridajte 8,5 pl kazdej vzorky RNA do jedine¢nej jamky platnicky CF PCR.

o 6 Pocas nastavovania chodu dbajte na to, aby sa rozlozenie platnicky so vzorkami a indexy pre kazdu vzorku zhodovali
s chodom naplanovanym v softvéri Local Run Manager.

o 7 Virenim premieSajte EPH3 a vysledny produkt kratko odstredte.

o 8 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 8,5 ul EPH3.

o 9 Na platnicku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

UPOZORNENIE
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

o 10 Pretrepavajte pri otaCkach 1200 ot./min 1 mindtu.
o 11 Odstredujte pri otackach 280 x g 1 minutu.
o 12 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program LQ-RNA.
Preditajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4
o 13 Ked vzorky dosiahnu 4 °C, pockajte jednu minutu a potom ihned pokracujte dalSim krokom.

Syntetizacia prvého viakna cDNA

Postup
Datum a €as zacCiatku
Vyberte platnicku CF PCR z tepelného cyklovaca.
Pipetovanim (5-krat) premiesajte zmes FSM + RVT Master Mix.
Do kazdej jamky na vzorky pridajte 8 ul zmesi FSM + RVT Master Mix.
Pipetovanim premiesajte (5-krat).
Zvysnu zmes FSM + RVT Master Mix zlikvidujte.
Na platnicku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.
Pretrepavaijte pri otaCkach 1200 ot./min 1 minatu.
Odstredujte pri otackach 280 x g 1 minutu.
o 9 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program 1stSS.
Precitajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4
o 10 Ked vzorky dosiahnu 4 °C, ihned pokracujte dalSim krokom.
Vzorky prvého vlakna je mozné ponechat pri teplote 4 °C max. 5 minut.

o oooo o
oo Ok, WN -

o

Syntetizacia druhého viakna cDNA

Priprava
Datum a €as zacCiatku
o 1 Pripravte si nasledujucu reagenciu.
SSM — 10-nasobnym preklopenim premiesajte. Kratko odstredte.

Postup

1 Vyberte platnicku CF PCR z tepelného cyklovaca.

2 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 25 pyl SSM.

o 3 Na platnicku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

o 4 Pretrepavajte pri otackach 1200 ot./min 1 minutu.

o o
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o 5 Odstredujte pri otackach 280 x g 1 minutu.
o 6 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program 2ndSS.
Precitajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4
o 7 Ked vzorky dosiahnu 4 °C, pockajte jednu minutu a potom ihned pokracujte dalSim krokom.
Cistenie cDNA
Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
SPB - dbajte na to, aby sa gul6cky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
RSB — ulozte na pouzitie v postupe.
o 2 Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skimavky si pripravte ¢erstvy 80 % EtOH.
Reagencia 3 vzorky 8 vzoriek 16 vzoriek 24 vzoriek
100 % etanol, alkohol, Cisty 2 mil 4 ml 8 ml 12 ml
Voda bez obsahu 500 pl 1 mi 2 mi 3ml
RNazy/DNazy
o 3 Mixérom premieSajte Cerstvy 80 % EtOH.
o 4 Oznacte novu platnicku MIDI BIND1 s 96 jamkami (viazanie cDNA).
o 5 Zakryte a odlozte nabok.
o 6 Nastavte magnet.
Postup
Viazanie
o 1 Vyberte platnicku CF PCR z tepelného cyklovaca.
o 2 Virenim premieSavajte SPB 1 minGtu, aby sa resuspendovali guld¢ky.
o 3 lhned pridajte 90 yl SPB do kazdej jamky na vzorku na platni¢ke BIND1 MIDI.
Ak na davkovanie SPB pouzivate uzku vani¢ku, zahrite faktor pokrytia 1,05 v pripade, ak vytvarate postacujuce
alikvoty materialu na vzorku. Po pridani SPB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok zvySny material.
4 Preneste cely objem (50 pl) kazdej vzorky z platnicky CF PCR do prislusnej jamky na platnicke BIND1 MIDI.
5 Prazdnu platnicku CF PCR zlikvidujte.
6 Na platnicku BIND1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 7 Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 2 minuty.
o 8 Inkubujte pri izbovej teplote 5 minut.
o 9 Vlozte platnicku BIND1 MIDI do magnetického stojana na 5 minut.
o 10 Pomocou pipety P200 nastavenej na objem 200 ul odstrarite a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky na

april 2022

vzorku bez narudenia gul6ckovej pelety.
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Premyvanie
o 1 Guldécky premyte nasledujucim sposobom.

o a Ponechajte ich na magnetickom stojane a do kazdej jamky pridajte 200 pl Cerstvo pripraveného 80 %
EtOH.

o b Pockajte 30 sekund.
o ¢ Supernatant z kazdej jamky odstrante a zlikvidujte.

o 2 Gulécky premyte druhy raz.

o 3 Zkazdej jamky odstrarite zvySkovy EtOH.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spickami.

o 4 Nepouzity 80 % EtOH zlikvidujte.

Elucia
o 1 Vytiahnite platnicku BIND1 MIDI z magnetického stojana.
o 2 Preklopte ju alebo virenim premieSajte RSB.
o 3 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 22 pl RSB.
o 4 Na platnicku BIND1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 5 Pretrepavajte pri otackach 1800 ot./min 2 minuty.
o 6 Inkubujte pri izbovej teplote 2 minuty.
o 7 Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.
o 8 Oznacte novu platnicku MIDI PCF (fragmenty purifikovanej cDNA) s 96 jamkami.
Ak zastavenie vykonate tam, kde je BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA na strane 12, pouzite platnicku PCR.
o 9 Preneste 20 yl eluatu z kazdej jamky so vzorkou z platnicky BIND1 MIDI do prislusnej jamky na platnicke PCF.
o 10 Prazdnu platnicku BIND1 MIDI zlikvidujte.
o 11 Pridajte 30 ul RSB do kazdej jamky so vzorkou na platni¢ke PCF.
o 12 Pipetovanim premieSajte (10-krat).
o 13 Na platnicku PCF umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a platni¢ku ulozte na lad.
o 14 Produkty EPH3, FSM, RVT a SSM vratte na miesto skladovania.
o 15 Ak iba spracuvate vzorky odvodené z RNA (cDNA) a nezastavujete v bode bezpecného zastavenia, pokracujte Castou

Oprava konca a A-Tailing (pridavanie bazy A) na strane 15.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platnicku PCF PCR s otackami 280 x g 1 minatu a skladujte ju v prostredi s teplotou
-25°C az -15°C max. 7 dni.

Datum a ¢as skoncéenia

Priprava na kroky protokolu

o 1 Vyberte kontroly DNA z miesta ulozenia.
o 2 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 6 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep Refridgerate (€. polozky 20031119)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

TEB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Fragmentacia gDNA
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Fragmentacia gDNA

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pocas kvantifikacie vzoriek dodrziavajte odporuc€ania v pribalovom letaku k testu TruSight Oncology Comprehensive
(EU) (dokument &. 200007789).
o 2 Pripravte si nasledujucu reagenciu.
TEB — produkt premieSajte preklapanim alebo virenim.

Postup

Priprava platnicky
o 1 Na pripravu platni¢ky pouzite niektoru z nasledujucich troch moznosti.
Moznost’ €. 1: Vzorky gDNA spracujte subezne so vzorkami cDNA na platnicke PCF MIDI.

o a Oznacte platnicku PCF MIDI ako LP (priprava kniznice).
o b Ulozte ju na lad a odlozte nabok na pouzitie v Casti Prenos fragmentovanej DNA na strane 14.

Moznost’ €. 2: Vzorky gDNA spracujte subezne so vzorkami cDNA a platnicka PCF PCR je zmrazena.

Rozmrazte platnicku PCF PCR na izbovu teplotu.

Odstredujte pri otackach 280 x g 1 minutu.

10-nasobnym pipetovanim premieSajte.

Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako LP (priprava kniznice).

Preneste cely objem 50 ul kazdej vzorky z platnicky PCF PCR do prisluSnej jamky na platnicke
LP MIDI.

Platnicku PCF PCR zlikvidujte.

o g Na platnicku umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a uloZte ju na lad az do kroku Prenos
fragmentovanej DNA na strane 14.

oo oo o
® O O T QO

O
—

Moznost’ €. 3: Spracujte iba vzorky gDNA.

o a Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako LP (priprava kniznice).

o b Ak zastavenie vykonate tam, kde je BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA na strane 14, pouzite
platnicku PCR.

o ¢ Zakryte ju a odlozte nabok na pouzitie podla €asti Prenos fragmentovanej DNA na strane 14.

Riedenie gDNA

1 Priizbovej teplote rozmrazte vzorky gDNA a kontroly DNA.

Kontroly DNA spracujte ako vzorky pre zostavajucu Cast’ protokolu.

10-nasobnym pipetovanim kazdej vzorky gDNA vzorky premiesajte.

Kratkym odstredenim skimavky zhromazdite kvapky.

PremieSajte TEB preklapanim alebo virenim.

Produkt TEB pouzite na pripravu 40 ng kazdej vzorky gDNA so zavere€nym objemom 52 pl (0,77 ng/l).

Analyza vyzaduje minimalnu koncentraciu extrakcie 3,33 ng/ul, aby sa ziskalo najmenej 40 ul TEB z objemu 52 pl.
V pripade kontrol DNA pouzite koncentraciu uvedenu na Stitku skimavky. Na zabranenie strate vzorky nepipetujte
menej nez 2 yl vzorky do tejto dildcie.

O

a b~ ODN

o oo g

Fragmentacia
o 1 Pridajte 52 pl kazdej vzorky gDNA do osobitnej jamky skumavky ultrazvukového pristroja.
o 2 Zaznamenaijte si orientaciu pruzku.
o 3 Pomocou ultrazvukového pristroja fragmentujte gDNA na fragmenty.
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Prenos fragmentovanej DNA

o 1 Pocas nastavovania chodu dbajte na to, aby sa rozlozenie platnicky so vzorkami a indexy pre kazdu vzorku zhodovali
s chodom naplanovanym v softvéri Local Run Manager.

o 2 Na regeneraciu vzorky postupujte podla pokynov vyrobcu ultrazvukového zariadenia.
V pripade niektorych typov skumaviek uréenych pre ultrazvukové zariadenia sa méze vyzadovat odstredovanie na
konsolidaciu vzorky v skimavke.

o 3 V pripade kazdej fragmentovanej vzorky gDNA pouzite pipetu p20 s tenkymi Spi¢kami na tri prenosy objemu 16,7 pl
do prazdnej jamky na platni¢ke LP MIDI.

o 4 Na platni¢ku LP MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

BOD BEZPEENEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, umiestnite adhezivne tesniace pokrytie na platnicku LP PCR a odstredujte ju s otackami 280 x g
1 minatu. Skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C max. 7 dni.

Datum a ¢as skonc&enia

Priprava na kroky protokolu

o 1 Pripravte si vedierko s ladom.
o 2 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 7 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep Freeze Box (€. polozky 20031118)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

ERA1-A -25°Caz-15°C Ponechajte na lade. Oprava konca a A-Tailing (pridavanie
bazy A)

ERA1-B -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Oprava konca a A-Tailing (pridavanie
bazy A)

ALB1 -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Ligacia adaptérov

LIG3 -25°Caz-15°C Ponechajte na lade. Ligacia adaptérov

SUA1 (modré viecko) -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Ligacia adaptérov

UMI (biele viecko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Ligacia adaptérov

STL -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Ligacia adaptérov

EPM -25°Caz-15°C Ponechajte na lade. Indexovanie PCR

Tabulka 8 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep Refridgerate Box (€. polozky 20031119)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SPB (svetlozeleny &titok) 2°C az8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou na Vyc¢istenie ligacie
30 minat.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Vycistenie ligacie

Tabulka 9 Suprava TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (€. polozky 20031120)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

UPxx -256°Caz-15°C Rozmrazte prislusné skimavky s indexovacim Indexovanie PCR
primérom na izbovu teplotu.

Tabulka 10 Suprava TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (€. polozky 20031126)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

CPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte prislusné skimavky s indexovacim Indexovanie PCR
primérom na izbovu teplotu.
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Oprava konca a A-Tailing (pridavanie bazy A)

]

]

O

O
O

Priprava
Datum a €as zaciatku

1 Podla nasledujuceho postupu nahrejte 2 inkubatory na mikrovzorky pomocou vlozZiek ohrievacieho bloku MIDI.
Nahrejte inkubator na mikrovzorky na 30 °C.
Nahrejte inkubator na mikrovzorky na 72 °C.

2 Pripravte si nasledujuce reagencie.
ERA1-A — kratko odstredte a pipetovanim premiesajte. Ponechajte na lade.
ERA1-B — virenim premiesSajte a potom kratko odstredte. Skontrolujte vyskyt usadenin. V pripade ich existencie
zahrejte skumavku na 37 °C a pipetovanim obsah mieSajte dovtedy, kym sa usadeniny nerozpustia.

3 Pripravte si zmes ERA1 Master Mix do skumavky do mikroodstredivky.

Tabulka 11 Zmes ERA1 Master Mix

Sucast’ Master Mix 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
ERA1-B 26 pl 69 ul 138 ul 207 ul 415l
ERA1-A 10 pl 27 ul 54 pl 81 ul 161 pl

Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letaku k stprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).

4 Pomalym 10-nasobnym pipetovanim premiesajte, kratko odstredte a potom ulozte zmes ERA1 Master Mix na l'ad.
5 Na pripravu platni¢ky si vyberte niektord z nasledujucich dvoch moznosti.

Moznost’ €. 1: Ak sa vzorky nachadzaju na platnicke MIDI.

o a Oznacte platni¢ku MIDI ako LP2 (priprava kniznice 2).
Ak sa niektoré vzorky nachadzaju na osobitnych platnickach MIDI, premiestnite vSetky vzorky do osobitnych
jamiek na rovnakej platnicke MIDI podla rozloZenia platnicky.

Moznost’ €. 2: Ak je platnicka zmrazena.

Rozmrazte platnicku PCF PCR alebo platni¢ku LP PCR na izbovu teplotu.

Odstredujte platni¢ku s otackami 280 x g 1 minutu.

10-nasobnym pipetovanim premieSajte.

Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako LP2 (priprava kniznice 2).

Preneste celych 50 ul kazdej vzorky z platnicky PCF PCR alebo platni¢ky LP PCR do prisluSnej jamky na
platnicke LP2 MIDI.

o f Platnicku PCF PCR alebo LP PCR zlikvidujte.

o oo oo
® QO O T QO

Postup

o 1 Pridajte 10 yl zmesi ERA1 Master Mix do kazdej jamky na vzorku na platnicke LP2 MIDI.
o 2 ZvysSnu zmes ERA1 Master Mix zlikvidujte.
o 3 Na platnicku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

o oo g

Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.

Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min 2 minuty.

Inkubujte 30 minut v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 30 °C.

Okamzite preneste do druhého nahriateho inkubatora na mikrovzorky a 20 minuat inkubujte pri teplote 72 °C.
Na 5 minut ulozte platnicku LP2 MIDI na lad.

~N o oA

Ligacia adaptérov

Tymto postupom sa adaptéry liguju ku koncom fragmentov cDNA alebo gDNA.
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]

o oo o

o oo oo

Analyza TSO Comprehensive zahffia adaptéry SUA1 a UMI.

Adaptéry SUA1 pouzite v pripade vzoriek RNA.
Adaptéry UMI pouZite v pripade vzoriek DNA.

Priprava

1

Datum a €as zaciatku

Pripravte si nasledujuce reagencie.
ALB1 — virenim obsah min. 10 sekund premieSajte a potom kratko odstredte.
LIG3 — kratko odstredte a pipetovanim premieSajte. Ponechajte na lade.
SUA1 — virenim obsah min. 10 sekund premieSajte a potom kratko odstredte.
UMI — virenim obsah min. 10 sekind premieSajte a potom kratko odstredte.
STL — tento produkt si pripravte na pouzitie v ramci procedury.

Postup

1

2
3
4

= O 00 N O

Vytiahnite platni¢ku LP2 MIDI z ladu.

Pridajte 60 pl ALB1 do kazdej jamky na vzorku na platnicke LP2 MIDI — pipetujte pomaly.
Do kazdej jamky na vzorku pridajte 5 pl LIG3.

Pridajte adaptéry.

Nepouzivajte dovedna rozne typy adaptérov.

Jamky na vzorky RNA — 10 yl SUA1 (modré viecko) do kazdej vzorky odvodenej z RNA.

Jamky na vzorky DNA — 10 yl UMI (biele viecko) do kazdej vzorky odvodenej z DNA.
Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min 2 minuty.
Inkubujte pri izbovej teplote 30 minuty.
Virenim premieSajte produkt STL a potom kratko odstredte.
Pridajte 5 yl STL do kazdej jamky na vzorku na platnicke LP2 MIDI.
Na platnicku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.

o 11 Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 2 minuty.

Vycistenie ligacie

16

o o

Priprava

1

2

3
4

Datum a €as zacCiatku

Pripravte si nasledujuce reagencie.
SPB — dbajte na to, aby sa guf6cky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
RSB — ulozte na pouzitie v postupe.

Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skumavky si pripravte Cerstvy 80 % EtOH.

Reagencia 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic
100 % etanol, alkohol, Cisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml
Voda bez obsahu 500 pl 1ml 2mi 3 ml
RNazy/DNazy

Mixérom premie3ajte Cerstvy 80 % EtOH.
Nastavte magnet.
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Postup

Viazanie

o 1 Virenim premieSavajte SPB 1 minutu, aby sa resuspendovali gul6cky.

o 2 lhned pridajte 112 ul SPB do kazdej jamky na vzorku na platnicke LP2 MIDI.
Ak na davkovanie SPB pouzivate uzku vaniCku, zahrite faktor pokrytia 1,05 v pripade, ak vytvarate postacujuce
alikvoty materialu na vzorku. Po pridani SPB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok zvySny material.

o 3 Na platnicku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 2 minuty.

Inkubujte pri izbovej teplote 5 minuty.

Vlozte platnicku LP2 MIDI do magnetického stojana na 10 minut.

Pomocou pipety P200 nastavenej na objem 200 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky na

vzorku bez narusenia gul6ckovej pelety.

o oo o
~N o oA

Premyvanie
o 1 Gulécky premyte nasledujiucim spdsobom.

o a Ponechajte ich na magnetickom stojane a do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 ul Cerstvo pripraveného
80 % EtOH.

o b Pockajte 30 sekund.

o ¢ Odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky bez narusenia gul6¢kovej pelety.

2 Guldcky premyte druhy raz.

3 Zkazdej jamky odstrante zvySkovy EtOH.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spi¢kami.

o 4 NepouZity 80 % EtOH zlikvidujte.

]
O

Elucia
o 1 Vytiahnite platnicku LP2 MIDI z magnetického stojana.
o 2 Preklopte ju alebo virenim premieSajte RSB.
o 3 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 27,5 ul RSB.
o 4 Na platnicku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 5 Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 2 minuty.
o 6 Inkubujte pri izbovej teplote 2 minuty.
o 7 Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.
o 8 Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako LS (vzorky kniznice).
o 9 Preneste 25 pl kazdého eluatu z platni¢ky LP2 MIDI do prislusnej jamky na platni¢ke LS PCR.
o 10 Prazdnu platni¢ku LP2 MIDI zlikvidujte.
o 11 Na platnicku LS PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Indexovanie PCR

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
EPM — uchovavajte na fade.
UPxx — virivym spdsobom premie$ajte a potom kratko odstredte. UPxx je indexovaci primér vybraty na
obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) v softvéri Local Run Manager pocas nastavovania chodu.
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CPxx — virivym spdsobom premieSajte a potom kratko odstredte. CPxx je indexovaci primér vybraty na
obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) v softvéri Local Run Manager po¢as nastavovania chodu.
o 2 Pocas nastavovania chodu dbajte na to, aby sa indexy pre kazdu vzorku zhodovali s chodom naplanovanym v softvéri
Local Run Manager. Dodrziavajte pokyny tykajluce sa vyberu indexov v pribalovom letaku k testu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

UPOZORNENIE
Nezhoda medzi vzorkami a indexovacimi primérmi spésobi, Ze nedéjde k pozitivnej identifikacii vzorky.

Postup

1 Pridajte 5 pl prislusného indexovacieho priméru (UPxx alebo CPxx) do prisluSnej jamky na vzorku na platnicke LS
PCR podla indexov vybratych na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) v softvéri Local Run Manager v priebehu
nastavovania chodu.

]

UPOZORNENIE
Naraz vzdy otvarajte a manipulujte iba s jednou skimavkou s indexovacim primérom. Ilhned po pouZiti
uzavrite kazdu skumavku s indexom vieckom. Indexovacie priméry nepouzivajte spolo¢ne.

o 2 Virivym spdsobom 5 sekind mieSajte EPM a potom tento produkt kratko odstredte.
o 3 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 20 pl EPM.
o 4 Na platnicku LS PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.
o 5 Pretrepavajte pri otaCkach 1200 ot./min 1 mindtu.
o 6 Vratte predamplifikacné reagencie na miesto ulozenia.

UPOZORNENIE
VSetky nasledujuce kroky vykonavajte v oblasti po amplifikacii, aby nedoslo k prenosu produktu
amplifikacie.

o 7 Odstredujte platniku LS PCR s ota¢kami 280 x g 1 minutu.

o 8 Vlozte do vopred naprogramovaného postamplifikacného tepelného cyklovaca a spustite program I-PCR.
Precitajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4

POZNAMKA Ak budete pokracovat astou Nastavenie prvej hybridizéacie na strane 19, postupuijte podla pokynov na
rozmrazenie reagencii uvedenych v &asti Priprava krokov protokolu.

o 9 Po dokonc€eni programu I-PCR odstredujte platnicku LS PCR s otackami 280 x g 1 minutu.
o 10 PlatniCku oznacte ako ALS (Amplified Library Samples, amplifikované vzorky kniznice).
BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, skladujte platnicku ALS PCR v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
Datum a ¢as skoncenia

Priprava na kroky protokolu

o 1 Overte, €i su nastavené programy tepelného cyklovaca po amplifikacii. Precitajte si Cast’ Programovanie tepelného
cyklovaca na strane 4
o 2 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 12 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Refridgerate Box (€. poloZzky 20031123)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

TCB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Nastavenie prvej hybridizacie
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Tabulka 13 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Freeze Box (€. polozky 20031121)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie prvej hybridizacie

Tabulka 14 Suprava TruSight Oncology Comp Content Set Box (€. polozky 20031122)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
OPR1 (Cerveny uzaver) -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie prvej hybridizacie
OPD2 (biely uzaver) -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie prvej hybridizacie

Nastavenie prvej hybridizacie

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
TCB1 — po€as 5 minut zahrievajte skimavku na 37 °C. Virenim obsah 10 sekind premieSavajte a potom kratko
odstredte.
TCA1 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
OPR1 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
OPD2 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
o 2 Ak bola platnicka ALS PCR ulozena na mieste uchovavania, rozmrazte ju na izbovu teplotu a 1 mindtu odstredujte
s otackami 280 x g. Potom obsah pipetovanim premieSajte.
o 3 Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako HYB1 (hybridizacia 1).

Postup
o 1 Preneste 20 yl kazdej kniznice cDNA a gDNA z platni¢ky ALS PCR do prislusnej jamky na platnicke HYB1 PCR.
o 2 Na platnicku ALS PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a odlozte ju nabok.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 3 Skontrolujte vyskyt usadenin v TCB1. Ak su pritomné, znova zahrejte skimavku a virenim mieSajte jej obsah
dovtedy, kym sa krystaly nerozpustia.
o 4 Pridajte 15 pl TCB1 do kazdej jamky kniznice na platnicke HYB1 PCR.
Pridajte 10 yl TCA1 do kazdej jamky kniznice na platnicke HYB1 PCR.
o 6 Pridajte sondy.
Nepouzivajte spolu rozne typy sond.
Jamky kniznice RNA — 5 pyl OPR1 do kazdej kniznice odvodenej z RNA.
Jamky kniznice DNA — 5 pyl OPD2 do kazdej kniznice odvodenej z DNA.
o 7 Na platnicku HYB1 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie

()}

UPOZORNENIE
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedo$lo k odparovaniu.

o 8 Pretrepavajte pri otaCkach 1200 ot./min 2 minuty.
o 9 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program HYB1.
Precitajte si Cast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4
o 10 Hybridizujte pri teplote 57 °C minimalne 8 hodin (max. 24 hodin).
o 11 Vratte hybridizacné reagencie na miesto uloZenia.
o 12 PlatniCku ALS PCR skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.

Priprava na kroky protokolu

o 1 Na zaciatku 2. diia vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.
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Tabulka 15 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Refridgerate Box (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SMB (tmavomodry Stitok) 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou na Prvé zachytenie ciefov
30 minut. Druhé zachytenie cielov

ET2 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Prvé zachytenie cielov

Druhé zachytenie cielov

HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Prvé zachytenie cielov
Druhé zachytenie cielov
Normalizécia kniznic

TCB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Nastavenie druhej hybridizacie

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Druhé zachytenie cielov
Vycistenie amplifikovanej obohatenej
kniznice

Tabulka 16 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Freeze Box (€. polozky 20031121)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Prvé zachytenie cielov
Druhé zachytenie cielov
Normalizécia kniZnic

EEW -256°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Prvé zachytenie ciefov

TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie

Tabulka 17 Suprava TruSight Oncology Comp Content Set Box (€. polozky 20031122)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
OPR1 (Cerveny uzaver) -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie
OPD2 (biely uzaver) -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie

Prvé zachytenie ciefov

20

Priprava
Datum a ¢as zaciatku

o 1 Nahrejte inkubator na mikrovzorky pomocou vlozky ohrievacieho bloku MIDI na 57 °C.
o 2 Pripravte si nasledujuce reagencie.

EEW — virenim premieSavajte obsah 1 minutu.

EE2 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.

HP3 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.

SMB - dbajte na to, aby sa gulé¢ky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
V ramci tejto procedury pouzivajte SMB, nie SPB.

ET2 — produkt si pripravte na dalSie pouzitie v ramci procedury.

o 3 Pripravte si Cerstvu eluénu zmes EE2+HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.

Tabulka 18 Zmes na eluciu EE2+HP3 Elution Mix na prvé zachytenie ciefov

Sucast’ Elution Mix (zmes

. 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
na eluciu)
EE2 85,5 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5l 12l 24yl 36 pl 72 pl

Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letéku k stprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).
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o 4 Virenim premieSajte zmes na eluciu EE2+HP3 Elution Mix a potom vykonajte kratke odstredenie. Produkt si odlozte
na pouzitie v kroku Elucia.
o 5 Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako CAP1 (zachytenie 1).
o 6 Nastavte magnet.
Postup
Viazanie
o 1 Vytiahnite platnicku HYB1 PCR z tepelného cyklovaca.
o 2 Odstredujte dosticku HYB1 PCR s ota¢kami 280 x g 1 minutu.
o 3 Virenim SMB mieSajte 1 minutu, aby sa resuspendovali guldcky.
o 4 Do kazdej jamky kniznice platnicky CAP1 MIDI ihned pridajte 150 pl SMB.
Ak na davkovanie SMB pouzivate uzku vanicku, zahrite faktor prebytku 1,15 v pripade, ak vytvarate postacujuce
alikvoty materialu na vzorku. Po pridani SMB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok zvySny material.
o 5 Nastavte pipetu na 50 pl a preneste cely objem kazdej kniznice z platnicky HYB1 PCR do prislusnej jamky na
platnicke CAP1 MIDI.
o 6 Prazdnu platnicku HYB1 PCR zlikvidujte.
7 Na platnicku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.
o 8 Pretrepavajte pri otackach 1800 ot./min 2 minuty.
o 9 Inkubujte 25 minut v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.
o 10 Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.
o 11 Ponechaijte platnicku CAP1 MIDI na magnetickom stojane a pomocou pipety P200 nastavenej na 200 pl odstrarite

a zlikvidujte vSetok supernatant bez narusenia gul6ckovej pelety.

UPOZORNENIE

Ihned pokracujte dalSim krokom. (Premyvanie.) Dbajte na to, aby sa gulf6ckova peleta dIhSi Cas
neusadzala bez pritomnosti kvapaliny.

Premyvanie

o 1

Guldeky premyte nasledujucim spdsobom.

o a Vytiahnite platnicku CAP1 MIDI z magnetického stojana.
o b Do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 ul EEW.
o ¢ Nastavte objem pipety na 150 pl a zmes pipetovanim premiesajte (minimalne 10-krat). Dbajte na to, aby

sa vSetky gulé6Cky resuspendovali.

P P

& UPOZORNENIE
Dbajte na to, aby nezostali Ziadne gulé&kové pelety — opatrne aspirujte cely roztok s gulé&kami do
Spicky. Nasledne prehladajte dno kazdej jamky, i sa v hom nenachadza peleta. Nahnite Spicku
pipety smerom k pelete gulé&ok poc€as krokov premyvania, aby sa peleta dislokovala. Dbajte na to,
aby sa gulé¢kova peleta nachadzala uplne celé v roztoku. Roztok by mal mat tmavohnedu farbu
a homogénnu konzistenciu.

Na platnicku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

Pretrepavajte pri otackach 1800 ot./min 4 minuaty.

Inkubujte 5 minat v inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.

Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.

Ponechajte na magnetickom stojane a odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky bez

DA v

naruSenia gul6ckovej pelety.

o oooo o
- oD KQa ™o Qa
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o o o
A ODN

Guld6¢ky premyte druhy raz.

Gulécky premyte treti raz.

Z kazdej jamky odstrarite zvySkovy supernatant.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spickami.

Elucia

oo oo o
a b ON -

o0 N O

9

10
11
12
13
14
15
16

Ooo0oooooooooao

Vytiahnite platnicku CAP1 MIDI z magnetického stojana.

Virenim premieSajte Cerstvu zmes EE2+HP3 Elution Mix a potom vykonajte kratke odstredenie.

Opatrne pridajte 17 ul elu¢nej zmesi EE2+HP3 Elution Mix do kazdej jamky knizZnice na platnicke CAP1 MIDI.
Zlikvidujte zvySnu eluénu zmes EE2+HP3 Elution Mix.

Na platnicku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavaijte pri ota€kach 1800 ot./min 2 minuty.

Na 2 minaty umiestnite na magneticky stojan.

Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako ELU1 (elucia 1).

Virenim premieSajte ET2 a vysledny produkt kratko odstredte.

Pridajte 5 ul ET2 do kazdého prislusnej jamky kniznice v novej platnicke ELU1 PCR.

Opatrne preneste 15 pl eluatu z kazdej jamky platnicky CAP1 MIDI do prisluSnej jamky na platnicke ELU1 PCR.
Prazdnu platnicku CAP1 MIDI zlikvidujte.

Na platnicku ELU1 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.

Pretrepavaijte pri otackach 1200 ot./min 2 minaty.

Vratte EEW na miesto uloZenia.

Nastavenie druhej hybridizacie

22

Priprava

Datum a ¢as zaciatku

o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
TCB1 — po€as 5 minut zahrievajte skumavku na 37 °C. Virenim obsah 10 sekind premieSavajte a potom kratko
odstredte.
TCA1 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
OPR1 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
OPD2 - virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
Postup
o 1 Skontrolujte vyskyt usadenin v TCB1. Ak su pritomné, znova zahrejte skimavku a mixérom miesajte jej obsah
dovtedy, kym sa krystaly nerozpustia.
2 Pridajte 15 pyl TCB1 do kazdej jamky kniznice na platnicke ELU1 PCR.
3 Pridajte 10 yl TCA1 do kazdej jamky kniznice.
4 Pridajte sondy.
Nepouzivajte spolu rézne typy sond.
Jamky kniznice RNA — 5 ul OPR1 do kazdej kniznice odvodenej z RNA.
Jamky kniznice DNA — 5 ul OPD2 do kazdej kniznice odvodenej z DNA.
o 5 Na platnicku ELU1 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.
0 6 Pretrepavajte pri otackach 1200 ot./min 2 minuty.
o 7 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program HYB2.
Precitajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4
o 8 Hybridizujte pri teplote 57 °C minimalne 1,5 hodin (max. 4 hodin).
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9 Produkty TCA1, TCB1, OPR1 a OPD2 vratte na miesto ulozenia.

Druhé zachytenie cielov

O
O

O

a
]
O

o oo o

Priprava
Datum a €as zacCiatku
1 Nabhrejte inkubator na mikrovzorky pomocou vlozky ohrievacieho bloku MIDI na 57 °C.
2 Pripravte si nasledujuce reagencie.
EE2 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
HP3 — virenim premiesSajte a potom kratko odstredte.
SMB - dbajte na to, aby sa gulécky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
V ramci tejto procedury pouzivajte SMB, nie SPB.
RSB - ulozte na pouzitie v postupe.
ET2 — produkt si pripravte na dalSie pouzitie v ramci procedury.
3 Pripravte si Cerstvu eluént zmes EE2+HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.

Tabulka 19 Elu¢na zmes EE2+HP3 Elution Mix na druhé zachytenie ciefov

Sucast’ Elution Mix 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
EE2 85,5 ul 228 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5l 12 ul 24 ul 36 ul 72 ul

Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letéku k stprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).

4 Virenim premieSajte a potom kratko odstredte. Produkt si odlozte na pouzitie v kroku Elucia.

5 Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako CAP2 (zachytenie 2).

6 Nastavte magnet.

Postup

Viazanie

1 Vytiahnite platnicku ELU1 PCR z tepelného cyklovaca.

2 Odstredujte platnicku ELU1 PCR s otackami 280 x g 1 minutu.

3 Virenim SMB mieSajte 1 minutu, aby sa resuspendovali guldcky.

4 Do kazdej jamky kniznice platnicky CAP2 MIDI ihned pridajte 150 pyl SMB.

Ak na davkovanie SMB pouzivate Uzku vani¢ku, zahrite faktor prebytku 1,15 v pripade, ak vytvarate postacujuce
alikvoty materialu na vzorku. Po pridani SMB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok zvySny material.
Preneste 50 ul kazdej kniznice z platnicky ELU1 PCR do prisluSnej jamky na platnicke CAP2 MIDI.

Prazdnu platnicku ELU1 PCR zlikvidujte.

D O

o 7 Na platnicku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.

o 8 Pretrepavajte pri ota€kach 1800 ot./min 2 minuty.
o 9 Inkubujte 25 minat v inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.

]
O

POZNAMKA Ak pokradujete krokom Amplifikacia obohatenej kniznice na strane 25, postupuijte podla pokynov
v Casti Priprava na kroky protokolu.

10 Na 2 minuty poloZte na magneticky stojan.
11 Ponechaijte platnicku CAP2 MIDI na magnetickom stojane a pomocou pipety P200 nastavenej 200 ul odstrarite
a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky kniZznice bez naruSenia gul6Ckovej pelety.
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UPOZORNENIE

Ihned pokracujte dalSim krokom. (Premyvanie.) Dbajte na to, aby sa gul6ckova peleta dihsi ¢as
neusadzala bez pritomnosti kvapaliny.

Premyvanie
o 1 Vytiahnite platnicku CAP2 MIDI z magnetického stojana.
o 2 Preklopte ju alebo virenim premieSajte RSB.
o 3 Do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 pl RSB.
o 4 Na platnicku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
5 Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 4 minuty.
6 Na 2 minuty polozte na magneticky stojan.
7 Ponechaijte platnicku CAP2 MIDI na magnetickom stojane a odstrarite a zlikvidujte vSetok supernatant bez narusSenia
guldckovej pelety.
o 8 Zkazdej jamky odstrarite zvySkovy supernatant.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spic¢kami.
Elucia
o 1 Vytiahnite platnicku CAP2 MIDI z magnetického stojana.
o 2 Virenim premieSajte Cerstvia zmes EE2+HP3 Elution Mix a potom vykonajte kratke odstredenie.
o 3 Pridajte 22 pl elu€nej zmesi EE2+HP3 Elution Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke CAP2 MIDI.
o 4 Zlikvidujte zvySnu eluénu zmes EE2+HP3 Elution Mix.
o 5 Na platnicku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 6 Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 2 minuty.
o 7 Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.
o 8 Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako ELUZ2 (elucia 2).
o 9 Virenim premieSajte ET2 a vysledny produkt kratko odstredte.
o 10 Pridajte 5 yl ET2 do kazdého prisluSnej jamky kniznice v novej platnicke ELU2 PCR.
o 11 Opatrne preneste 20 pl eluatu z kazdej jamky platnicky CAP2 MIDI do prisluSnej jamky na platnicke ELU2 PCR.
o 12 Prazdnu platni¢ku CAP2 MIDI zlikvidujte.
o 13 Na platnicku ELU2 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.
o 14 Pretrepavajte pri otaCkach 1200 ot./min 2 minuty.
o 15 Vratte SMB, EE2, HP3 a ET2 na miesto ulozenia.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platnicku ELU2 PCR s otackami 280 x g 1 minutu a skladujte ju v prostredi s teplotou
-25°C az -15 °C max. 7 dni. Vratte RSB na miesto uloZenia.

Datum a ¢as skonc&enia

Priprava na kroky protokolu

o 1

Pripravte si vedro s ladom.

o 2 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.
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Tabulka 20 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Freeze Box (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
PPC3 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Amplifikacia obohatenej kniznice
EPM -25°Caz-15°C Ponechajte na lade. Amplifikacia obohatenej kniznice

Tabulka 21 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Refridgerate Box (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SPB (svetlozeleny §titok) 2°C az8°C Preneste do prostredia s izbovou Cistenie amplifikovanej obohatenej kniZnice
teplotou na 30 minut.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou Cistenie amplifikovanej obohatenej kniZnice
teplotou. Priprava na sekvenovanie

Amplifikacia obohatenej kniznice

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Ak bola platnicka ELU2 skladovana, rozmrazte ju na izbovu teplotu a 1 mindtu odstredujte s ota€kami 280 x g.

Postup
Virenim premieSajte PPC3 a vysledny produkt kratko odstredte.
Pridajte 5 ul PPC3 do kazdej jamky kniznice na platni¢ke ELU2 PCR.
Virenim 5 sekund premieSajte EPM a vysledny produkt kratko odstredte.
Pridajte 20 yl EPM do kazdej jamky kniznice.
Na platnicku ELU2 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.
Pretrepavaijte pri otackach 1200 ot./min 2 minuty.
o 7 Vlozte do tepelného cyklovaca a spustite program EL-PCR.

Preditajte si ¢ast Programovanie tepelného cyklovaca na strane 4

Oo oo oo
a b~ ON -

»

POZNAMKA Ak pokradujete krokom Normalizécia kniznic na strane 27, postupujte podla pokynov v ¢asti
Priprava na kroky protokolu.

o 8 Vratte PPC3 a EPM na miesto uchovavania.
Vycistenie amplifikovanej obohatenej kniznice

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
SPB — dbajte na to, aby sa guf6cky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
V ramci tohto postupu pouzivajte SPB, nie SMB.
RSB — ulozte na pouzitie v postupe.
o 2 Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skimavky si pripravte €erstvy 80 % etanol.

Reagencia 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
100 % etanol, alkohol, €isty 2 ml 4 ml 8 mi 12 ml 24 mi
Voda bez obsahu 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml
RNazy/DNazy
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o3
o 4
o5

Mixérom premiesajte Cerstvy 80 % EtOH.
Oznacte novu platnicku MIDI BIND2 s 96 jamkami (vycistenie vazby).
Nastavte magnet.

Postup

Viazanie

Ooooooaod
~NOoO Ok, WON -

Vytiahnite platnicku ELU2 PCR z tepelného cyklovaca.

Odstredujte platnicku ELU2 PCR pri rychlosti 280 x g 1 minutu.

Virenim premieSavajte SPB 1 minutu, aby sa resuspendovali gul6¢ky.

Do kazdej jamky kniznice platnic¢ky BIND2 MIDI ihned pridajte 110 ul SPB.

Preneste 50 ul kazdej kniznice z platnicky ELU2 PCR do prisluSnej jamky na platnicke BIND2 MIDI.
Prazdnu platnicku ELU2 PCR zlikvidujte.

Na platnicku BIND2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

o 8 Pretrepavajte pri ota€kach 1800 ot./min 2 minuty.
o 9 Inkubujte pri izbovej teplote 5 minuty.
o 10 Na 5 minut polozZte platnicku na magneticky stojan.
o 11 Pomocou pipety P200 nastavenej na objem 200 pl odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky kniznice
bez naruSenia guléckovej pelety.
Premyvanie
o 1 GuléEky premyte nasledujucim spdsobom.
o a Ponechajte platnicku na magnetickom stojane a do kazdej jamky pridajte 200 ul Cerstvo pripraveného
80 % EtOH.
o b Pockajte 30 sekund.
o c¢ Odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky so vzorkou bez naruSenia gulé&kovej pelety.
o 2 Gulécky premyte druhy raz.
o 3 Zkazdej jamky odstrarte zvySkovy EtOH.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spi¢kami.
o 4 NepouZity 80 % EtOH zlikvidujte.
Elucia
o 1 Vytiahnite platnicku BIND2 MIDI z magnetického stojana.
o 2 Preklopenim alebo virenim premie$ajte RSB.
o 3 Pridajte 32 pl RSB do kazdej jamky kniznice.
o 4 Na platnicku BIND2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
o 5 Pretrepavajte pri otackach 1800 ot./min 2 minuty.
o 6 Inkubujte pri izbovej teplote 2 minuty.
o 7 Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.
o 8 Oznacte novu platnicku PCR PL s 96 jamkami (purifikované kniZnice).
o 9 Preneste 30 pyl kazdého eluatu z platnicky BIND2 MIDI do prislusnej jamky na platnicke PL PCR.
o 10 Prazdnu platnic¢ku BIND2 MIDI zlikvidujte.
o 11 Na platnicku PL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
o 12 Vratte SPB na miesto uloZenia.
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BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platnicku PL PCR s otac¢kami 280 x g 1 minutu a skladujte ju v prostredi s teplotou
-25°C az -15 °C max. 30 dni. Vratte RSB na miesto uloZenia.

Datum a ¢as skoncéenia

Priprava na kroky protokolu
o 1 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 22 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Freeze Box (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
LNA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Normalizacia kniznic
EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Normalizacia kniznic

Tabulka 23 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Refridgerate Box (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

LNB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou na 30 minut. Normalizacia kniznic

HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Normalizacia kniznic
Priprava na sekvenovanie

LNWA1 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Normalizacia kniznic

LNS1 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou teplotou. Normalizacia kniznic

o 2 Ak vrovnaky def pokraCujete krokom Priprava na sekvenovanie na strane 30, postupujte podla krokov rozmrazenia
v Casti Priprava na kroky protokolu.

Normalizacia kniznic

Priprava
Datum a €as zaciatku
o 1 Pripravte si nasledujuce reagencie.
LNB1 — dbajte na to, aby sa gul6cky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
LNA1 — virenim premieSaijte.
EE2 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
HP3 — virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
LNW1 — virenim premie$ajte. Produkt si pripravte na dalSie pouZzitie v rdmci procedury.
LNS1 — virenim premieSajte. Produkt si pripravte na dalSie pouzitie v ramci procedury.
o 2 Virenim mieSajte LNB1 1 minutu, aby sa resuspendovali gulfocky.
Preklapanim skumavky s LNB1 zaistite resuspendovanie gulé&ok.
o 3 Pomocou pipety P1000 nastavenej na objem 800 pl pipetujte LNB1 10-krat nahor a nadol na zaistenie resuspenzie.

o 4 Okamzite si pripravte Cerstvi zmes LNA1+LNB1 Master Mix v konickej skimavke.

UPOZORNENIE

Uplne resuspenduijte guldkovu peletu LNB1 v spodnej &asti skiimavky, aby ste zabranili
nekonzistentnej hustote klastra.

Tabulka 24 LNA1+LNB1 Master Mix

Sucast’ Master Mix 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
LNA1 229 ul 610 pl 1219 ul 1829 ul 3658 pl
LNB1 41 ul 110 221 ul 331l 662 pl
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Této tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informéacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letaku k stprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).

o 5 Virenim premieSajte zmes LNA1+LNB1 Master Mix. Odlozte ju na pouzitie v kroku Viazanie.

o 6 Pripravte si Cerstvi zmes EE2+HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.

Tabulka 25 EE2+HP3 Elution Mix na normalizaciu kniznic

Sucast’ Elution Mix 3 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
EE2 114 ul 304 ul 608 pl 912 ul 1824 ul
HP3 6 ul 16yl 32 ul 48l 96 pl

Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipulacia s reagenciami v pribalovom letaku k stprave TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (doument ¢. 200007789).

o 7 Virenim premieSajte Cerstvd zmes na ellciu a potom vykonajte kratke odstredenie. Produkt si odloZte na pouzitie

v kroku Eldcia.

o 8 Ak bola platnicka PL PCR ulozena na mieste uchovavania, rozmrazte ju na izbovu teplotu, 1 minutu odstredujte
s otackami 280 x g a pipetovanim premiesajte obsah.

9 Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako BBN (normalizacia zalozena na pouziti gulé¢ok).

o 10 Nastavte magnet.

O

Postup

Viazanie

Virenim premieSajte zmes LNA1+LNB1 Master Mix.

Okamzite pridajte 45 pl zmesi LNA1+LNB1 Master Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke BBN MIDI.
ZvySnu zmes LNA1+LNB1 Master Mix zlikvidujte.

Preneste 20 ul kazdej kniznice z platnicky PL PCR do prislusnej jamky na platnicke BBN MIDI.

Na platnicku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte pri otaCkach 1800 ot./min 30 minut.

Na platnicku PL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a vratte platnicku na miesto ulozenia.

Na 2 minuty polozte platniCku na magneticky stojan.

Ponechaijte platnicku na magnetickom stojane a pomocou pipety P200 odstranite a zlikvidujte vSetok supernatant

z kazdej jamky bez naruSenia gulé¢kovej pelety.

oo oo o
a b WON -

o oo o

© 00 N O

Premyvanie
o 1 Gulécky premyte nasledujiucim spdsobom.

Vytiahnite platnicku BBN MIDI z magnetického stojana.

Pridajte 45 pl LNW1 do kazdej jamky kniznice.

Na platnicku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min 5 minuty.

Na 2 minuty umiestnite na magneticky stojan.

Odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky so vzorkou bez narusenia gul6&kovej pelety.

O o0oooooao
Q 0O QO 0 T o

o 2 Guldcky premyte druhy raz.
o 3 Zkazdej jamky odstrarite zvySkovy supernatant.
Pouzite pipetu P20 s tenkymi Spickami.

Elucia
o 1 Vytiahnite platnicku BBN MIDI z magnetického stojana.
o 2 Virenim premieSajte Cerstvu zmes EE2+HP3 Elution Mix a potom vykonajte kratke odstredenie.
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3 Pridajte 32 pl roztoku EE2+HP3 do kazdej jamky kniZnice na platnicke BBN MIDI.

Zvysnu eluénu zmes zlikvidujte.

Na platnicku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min 2 minut.

Na 2 minaty umiestnite na magneticky stojan.

Oznacte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako NL (Normalized Libraries, normalizované kniznice).

Opatrne preneste 30 ul eluatu z kazdej jamky platnicky BBN MIDI do prislusnej jamky na platnicke NL PCR.

(&2~

© 00N

& UPOZORNENIE
Ak aspirujete gul6cky do pipetovych Spiciek, guldcky nadavkujte spat na platniku v magnetickom stojane

a pockajte, kym nebude kvapalina priehladna (priblizne 2 minudty) pred tym, nez vykonate dalSi krok
postupu.

10 Prazdnu platnicku BBN MIDI zlikvidujte.

11 Virenim premieSajte produkt LNS1.

12 Pridajte 30 pul LNS1 do kazdej jamky kniznice na novej platnicke NL PCR.

13 Pipetovanim premiesajte (5-krat).

14 Na platnicku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.
15 Produkty LNB1, LNA1, EE2, LNW1 a LNS1 vratte na miesto ulozenia.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platnicku NL PCR s otackami 280 x g 1 minutu a skladujte ju v prostredi s teplotou
-25°C az -15 °C max. 30 dni.

Datum a ¢as skondéenia

Priprava na kroky protokolu

O

O

O

Zacnite s pripravou spotrebnych materialov na sekvenovanie zo supravy NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cyklov) (€. polozky 20028871) najmenej jednu hodinu pred pouzitim.

1 Vytiahnite pufer na dildcie kniznice (HT1) z miesta uskladnenia (-25 °C az -15 °C), rozmrazte ho na izbovu teplotu
a uloZte na lad.

2 Pokial ide o dalsi spotrebny material v suprave, postupujte podla pokynov na pripravu v referenénej prirucke
k pristroju NextSeq 550Dx (dokument &. 1000000009513).

Kazeta s reagenciami NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov)
Kazeta s pufrom NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cyklov)

Kazeta s prietokovymi ¢lankami NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cyklov)
3 Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 26 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Freeze Box (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
PhiX Internal Control (PhiX, -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu. Priprava na sekvenovanie
interna kontrolna kniznica PhiX) Ponechajte na lade.
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Tabulka 27 Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment Refridgerate Box (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou Priprava na sekvenovanie
teplotou.

RSB (ruzovy $stitok) 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou Priprava na sekvenovanie
teplotou.

Priprava na sekvenovanie

Priprava
Datum a Cas zacCiatku

o 1 Precitajte si pokyny tykajuce sa poctu kniznic a vyberu indexov v pribalovom letaku k analyze TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).
Oznacte skimavku do mikroodstredivky ako dHP3 (zriedena HP3).
Oznacte skimavku do mikroodstredivky ako dPhiX (zriedena PhiX).
Zahrejte ohrievaci blok na 96 °C pre skimavky do mikroodstredivky.
Pripravte si vedro s ladom.

a b ON

o oo o

Dilucia a denaturacia kontrolnej kniznice PhiX

1 Virenim premieSajte HP3 a vysledny produkt kratko odstredte.

o 2 Do skumavky do mikroodstredivky dHP3 skombinujte nasledujuce objemy.
10 ul HP3
190 pl vody bez obsahu RNazy/DNazy-

]

o 3 Virenim premieSajte dHP3 a vysledny produkt kratko odstredte.
o 4 Preklopte ju alebo virenim premieSajte RSB.
o 5 Virenim premieSajte kontrolnu kniznicu PhiX a potom tento produkt kratko odstredte.
o 6 Do skumavky do mikroodstredivky dPhiX skombinujte nasledujice objemy.
8 ul RSB
2 yl kontrolnej kniznice PhiX
o 7 Pridajte 10 yl dHP3 do skumavky dPhiX.
o 8 Skumavku dHP3 zlikvidujte.
o 9 Virenim premieSajte obsah skumavky dPhiX a potom tento produkt kratko odstredte.
o 10 Inkubujte dPhiX pri izbovej teplote 5 minut, aby doslo k denaturacii.
o 11 Virenim premieSajte produkt HT1.
o 12 lhned pridajte 980 pl vopred schladeného produktu HT1 do dPhiX.
o 13 Virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
o 14 Ulozte dPhiX na fad az do momentu pouzitia na pripravu druhého roztoku.

Zavere€na koncentracia je 20 pM dPhiX.
o 15 Vratte produkty PhiX, HP3 a RSB na miesto ulozenia.

ZdruZovanie (pool) a denaturacia kniznic
o 1 Ak bola platnicka NL PCR uloZena na mieste uchovavania, rozmrazte ju na izbovu teplotu a 1 minutu odstredujte
s otaCkami 280 x g.
o 2 Pomocou multikanalovej pipety nastavenej na 30 ul opatrne premiesajte kniznice na platnicke NL PCR (5-krat).
Na kazdu kniznicu pouzite nové Spicky.
UPOZORNENIE
Na dosiahnutie pozadovanej u€innosti sa kniznice musia riadne premiesat.

o 3 Vyberte niektoru z nasledujucich moznosti na zdruzovanie (pool), denaturaciu a dildciu kniznic.
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Moznost’ €. 1: Subezné sekvenovanie kniznic odvodenych zo vzoriek RNA a DNA. Precitajte si ¢ast MozZnost' ¢.
1: KniZznice DNA a RNA dovedna na strane 31.

Moznost’ €. 2: Sekvenovanie kniznic odvodenych iba zo vzoriek DNA. Preditajte si €ast Moznost' ¢. 2: Iba
kniZnice DNA na strane 31.

Moznost’ €. 3: Sekvenovanie kniznic odvodenych iba zo vzoriek RNA. Precitajte si ast Moznost' ¢. 3: Iba
kniZznice RNA na strane 32.

Moznost €. 1: Kniznice DNA a RNA dovedna

o 1 Oznacte skimavku do mikroodstredivky ako PRL (zdruzené kniznice RNA).

o 2 Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako PDL (zdruzené kniznice DNA).

o 3 Preneste 10 yl kazdej normalizovanej kniznice RNA (cDNA) z platnicky NL do skumavky PRL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

o 4 Preneste 10 yl kazdej normalizovanej kniznice DNA z platni¢ky NL do skimavky PDL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

o 5 Na platnicku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Virenim premieSajte obsah skumaviek PRL a PDL.

Kratko odstredte obsah skumaviek PRL a PDL.

Inkubujte skimavky PRL a PDL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C 2 minuty.

9 Ulozte PRL a PDL na 5 minut na l'ad.

10 Virenim premieSajte skimavky PRL a PDL a potom kratko odstredte.

11 Vratte skimavky PRL a PDL na lad.

0 N o
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Priprava prvého roztoku

Oznacte 1,7 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL1 (dilucia 1).

Preneste 20 yl PDL do prazdnej skumavky DIL1.

Pridajte 5 ul PRL do DIL1.

Skumavky PDL a PRL zlikvidujte.

Pridajte 475 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1 : 20).
Virenim premieSajte skimavku DIL1 a potom kratko odstredte.

O o0ooooao
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Priprava druhého roztoku
Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (dilucia 2).
Preneste 40 pl DIL1 do prazdnej skumavky DIL2.
Skimavku DIL1 zlikvidujte.
Pridajte 1660 pl vopred schladeného produktu HT1 do skumavky DIL2 (roztok v pomere 1 : 850).
Virenim premiesajte 20 pM dPhiX a potom tento produkt kratko odstredte.
Pridajte 2,5 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skumavky DIL2.
Virenim premiesSajte a potom kratko odstredte.
Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov)
Viac informacii najdete v referencnej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
o 9 Skimavku DIL2 zlikvidujte.
o 10 Odstredujte platnicku NL PCR s otackami 280 x g 1 minutu a uskladnite pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
o 11 Pokracujte sekvenovanim.
Viac informacii najdete v referencnej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Moznost €. 2: Iba kniznice DNA
o 1 Oznacte skimavku do mikroodstredivky ako PDL (zdruzené kniznice DNA).
o 2 Preneste 10 yl kazdej normalizovanej kniznice DNA z platniCky NL do skimavky PDL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

Ooooooooao
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o 3 Na platnicku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Obsah skumavky PDL virenim premiesajte.

Skumavku PDL kratko odstredte.

Inkubujte skimavku PDL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C 2 minuty.
Ulozte PDL na 5 minat na lad.

Virenim premiesSajte skimavku PDL a potom kratko odstredte.

Vratte skimavku PDL na lad.

© 00N O b
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Priprava prvého roztoku

1 Oznacte 1,7 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL1 (dilucia 1).

2 Preneste 10 yl PDL do prazdnej skumavky DIL1.

3 Skumavku PDL zlikviduijte.

4 Pridajte 190 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1 : 20).
5 Virenim premieSajte DIL1 a vysledny produkt kratko odstredte.

o oo oo

Priprava druhého roztoku
Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (dilucia 2).
Preneste 40 pl DIL1 do prazdnej skumavky DIL2.
Skdimavku DIL1 zlikvidujte.
Pridajte 1660 ul vopred schladeného produktu HT1 do skumavky DIL2 (roztok v pomere 1 : 850).
Virenim premieSajte 20 pM dPhiX a potom tento produkt kratko odstredte.
Pridajte 2,5 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skumavky DIL2.
Virenim premiesajte a potom kratko odstredte.
Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov)
Viac informacii najdete v referencnej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
o 9 Skumavku DIL2 zlikvidujte.
o 10 Odstredujte platnicku NL PCR s otackami 280 x g 1 minutu a uskladnite pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
o 11 Pokracujte sekvenovanim.
Viac informacii najdete v referencnej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Ooooooooao
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Moznost €. 3: Iba kniznice RNA

1 Oznacte skimavku do mikroodstredivky ako PRL (zdruzené kniznice RNA).

2 Preneste 10 pl kazdej normalizovanej kniznice RNA (cDNA) z platnicky NL do skumavky PRL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

o 3 Na platnicku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Obsah skimavky PRL premieSajte virenim.

Skumavku PRL kratko odstredte.

Inkubujte skimavku PRL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C 2 minuty.

UloZte PRL na 5 minut na lad.

Virenim premieSajte skimavku PRL a potom kratko odstredte.

Vratte skumavku PRL na l'ad.

o o

O oooo o
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Priprava prvého roztoku

Oznacte 1,7 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL1 (dilucia 1).

Preneste 10 yl PRL do prazdnej skimavky DIL1.

Skumavku PRL zlikvidujte.

Pridajte 190 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1 : 20).
Virenim premiesajte DIL1 a vysledny produkt kratko odstredte.

oo oo o
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Priprava druhého roztoku
Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (dilucia 2).
Preneste 40 pl DIL1 do prazdnej skumavky DIL2.
Skumavku DIL1 zlikviduijte.
Pridajte 1646 ul vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL2 (roztok v pomere 1 : 843).
Virenim premieSajte 20 pM dPhiX a potom tento produkt kratko odstredte.
Pridajte 16,7 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skumavky DIL2.
Virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov)
Viac informacii najdete v referencnej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
o 9 Skumavku DIL2 zlikvidujte.
o 10 Odstredujte platnicku NL PCR s otackami 280 x g 1 minutu a uskladnite pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
o 11 Pokracujte sekvenovanim.
Viac informacii najdete v referenc¢nej prirucke k pristroju NextSeq 550Dx (dokument &. 1000000009513).
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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 su 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 Sirit na ziadny iny ucel a/alebo inak poskytovat, zverejfiovat’ alebo reprodukovat’
akymkolvek spdsobom bez predchadzajiceho pisomného suhlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto dokumentom neposkytuje
ziadnu licenciu na zaklade patentu, ochrannej znamky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, ¢i podobnych prav tretich stran.

Pokyny v tomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vySkolenym personalom, aby sa zabezpecilo
spravne a bezpecné pouzivanie tu popisaného vyrobku (vyrobkov). Pred pouzitim takéhoto vyrobku (vyrobkov) je nutné precitat’ si cely obsah
tohto dokumentu s porozumenim.

NEPRECITANIE VSETKYCH POKYNOV TU OBSIAHNUTYCH A ICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK POSKODENIE
VYROBKU (VYROBKOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZiIVATELOV ALEBO INYCH OSOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU

A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOCNOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU UVADZANYCH
PRODUKTOV (VRATANE SUCASTI ALEBO SOFTVERU).

© 2022 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

VsSetky ochranné znamky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych vlastnikov. Informacie o konkrétnych ochrannych
znamkach néjdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktné informacie

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 USA IVD

+1 800 809 ILMN (4566)

+1 858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) ec | rep
techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holandsko
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UplIné informacie o symboloch, ktoré sa mézu nachadzat na obale a oznageni produktu, najdete vo vysvetlivkach
symbolov pre vasu supravu na stranke support.illumina.com.
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