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Wstep

Wstep

Rozwigzanie Universal NGS Workflow Solution V2 zostato opracowane i odpowiednio
zoptymalizowane do uzycia z genowymi tzw. ,,przynetami panelowymi” (ang. panel
baits) SureSeq™ i CytoSure® zaprojektowanymi przez firme Oxford Gene Technology
(OGT) w celu zapewnienia doktadnego wykrywania szerokiego zakresu wariantéw.

Technika sekwencjonowania nowej generacji (next-generation sequencing, NGS)
firmy OGT jest zgodna z produktami MiniSeq™, MiSeq™, NextSeq™ i NovaSeq™ firmy
[Nlumina.

Zestaw przeznaczony do 24 reakcji zawiera ilo$¢ odczynnikow wystarczajaca do
trzykrotnego przetworzenia serii sktadajgcych sie z 8 prébek. Zestaw przeznaczony
do 96 reakcji zawiera ilo$¢ odczynnikéw wystarczajacy do czterokrotnego
przetworzenia serii sktadajgcych sie z 24 probek.
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Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Odczynniki dostarczane przez firme OGT

Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Zawartosé Warunki transportowania/ Nr kat. Nr kat.
przechowywania (24 reakcje) | (96 reakcji)

Zestaw Universal Library Transport w temperaturze -20°C, ) )
Preparation Kit przechowywanie w temperaturze -20°C I | IO
Adaptery Universal Index Adapters | ransportw temperaturze -20°C. | 5650024 | 770200-96

przechowywanie w temperaturze -20°C

Zestaw Universal Hybridisation & Transport w temperaturze —-20°C, ) ~
Wash Kit V2 przechowywanie w temperaturze -20°C e

. . : Transport w temperaturze 4°C, _ )
Zestaw Pre-PCR Universal Bead Kit przechowywanie w temperaturze 4°C 770310-24 | 770310-96

) : . | Transport w temperaturze 4°C, ) )
Zestaw Post-PCR Universal Bead Kit przechowywanie w temperaturze 4°C 770315-24 | 770315-96

Panel SureSeq CLL-CNV V3 Panel
Zestaw SureSeq Reference DNA Uiginzge iy iEmeerEilize 20T, 770600 -

przechowywanie w temperaturze 4°C

Zestaw Universal Library Preparation Kit
770100-24 i 770100-96

Adaptery Universal Index Adapters
770200-24 i 770200-96

Zestaw Universal Hybridisation & Wash
Kit V2
770410-24 i 770410-96

Zestaw Pre-PCR Universal Bead Kit
770310-24i770310-96

Zestaw Post-PCR Universal Bead Kit
770315-24i770315-96

Zestaw SureSeq Reference DNA
770600

Podrecznik przygotowania uniwersalnej biblioteki NGS firmy OGT, wer. 2.0

Produkt wytacznie do uzytku badawczego; nie moze by¢ stosowany w procedurach diagnostycznych 5



Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Odczynniki dostarczane przez uzytkownika

Komponent

Etanol do biologii molekularnej w stezeniu 100%

Woda do biologii molekularnej

Roztwor wodorotlenku sodu 5,0 M do biologii
molekularnej

Zestaw Qubit® dsDNA High Sensitivity (HS) Assay Kit
Zestaw Qubit dsDNA Broad Range (BR) Assay Kit
Zestaw D100O0 ScreenTape

Odczynniki D100O Reagents

Zestaw High Sensitivity D100O ScreenTape
Odczynniki High Sensitivity D1I00O Reagents
Zestaw MiSeq Reagent Kit V2 (300 cykli)

Zestaw MiSeq Reagent Kit V3 (600 cykli)

Zestaw NextSeq 500/550 Mid-Output Kit v2.5 (300 cykli)

Zestaw NextSeq 500/550 High-Output Kit v2.5 (300 cykli)

Opcjonalnie: system Genomic DNA ScreenTape

Opcjonalnie: odczynniki Genomic DNA Reagents

Sugerowany dostawca

Dostawca sprzetu
laboratoryjnego do
ogolnego uzytku

Dostawca sprzetu
laboratoryjnego do
ogolnego uzytku

Dostawca sprzetu
laboratoryjnego do
ogoélnego uzytku

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
ILluminat

ILluminat

Illuminat

ILluminat

Agilent Technologies

Agilent Technologies

Nr kat.*

Q32854
Q32853
5067-5582
5067-5583
5067-5584
5067-5585
MS-102-2002
MS-102-3003
20024905
20024908
5067-5365
5067-5366

* Numery katalogowe sa prawidtowe w przypadku Wielkiej Brytanii; moga sie rozni¢ w innych krajach. Aby uzyskaé wiecej informacji, nalezy wystac

wiadomos¢ na adres support@ogt.com
t W zaleznosci od uzywanego urzadzenia do sekwencjonowania.
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Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Odczynniki, materiaty zuzywalne i sprzet

Materiaty zuzywalne dostarczane przez uzytkownika

Komponent Sugerowany dostawca Nr kat.*

Probowki Qubit Assay Tubes Thermo Fisher Scientific Q32856
Probowki DNA LoBind® Tubes o pojemnosci 1,5 mL | Eppendorf 22431021
PCR-strips z przymocowanymi zatyczkami Starlab A1402-3700
Sterylne koncoéwki do pipet z filtrami, odporne na Dostawca sprzetu laboratoryjnego do _
aerozole (2, 10, 20, 200, 1000 ub ogolnego uzytku

. - . , - Dostawca sprzetu laboratoryjnego do N
Opcgjonalnie: probowki o pojemnosci 15 mL lub 50 mL ogalnego uzytku

. . . - . Dostawca sprzetu laboratoryjnego do B
Opcjonalnie: jednorazowe pojemniki na odczynniRi ogolnego uzytku

Sprzet dostarczany przez uzytkownika

Etap

*
Komponent uzycia Sugerowany dostawca Nr kat.

System 4200 TapeStation® firmy Agilent® | Po PCR Agilent Technologies G2991BA
2 x termocykler (96-dotkowy) Przedipo | Dostawcy sprzetu laboratoryjnego _
z podgrzewang pokrywa PCR do ogdlnego uzytku
Wytrzgsarka laboratoryjna typu vortex — ]

: Przed i po IKA
firma OGT zaleca wytrzasarke cyfrowg IKA
IKA™ MS 3 Digital PCR 0003319000
Adapter ptytki do wytrzasarki typu IKA
vortex — firma OGT zaleca platforme do Po PCR IKA 0003426400

miareczkowania MS 34 firmy IKA

Mikrowirowka do standardowych ' .
probowek o pojemnosci 15 m i Erggd ipo | Dostawca sprzetu laboratoryjnego )

8-probowkowych paskow do PCR CoegarEss LEiiu
Magnes do ptytki 96-mikrodotkowej —

firma OGT zaleca magnes DynaMag™-96 Erczsd 'PO | Thermo Fisher Scientific 12331D
Side Magnet

Magnes do probowek o pojemnosci

15 mL — firma OGT zaleca magnes Po PCR Thermo Fisher Scientific 12321D
DynaMag-2 Magnet

Fluorometr (Qubit 4) Erczsd 'PO | Thermo Fisher Scientific Q33238
Spektrofotometr NanoDrop™

(spektrofotometr UV-Vis do pomiaru Przed PCR | Thermo Fisher Scientific ND-ONE-W
jednoobjetosciowego)

Pipeta 8-kanatowa o pojemnosci Przedipo | Dostawca sprzetu laboratoryjnego B
20-200 pLi1-10 pL PCR do ogolnego uzytku

Produkty MiniSeq, MiSeq, NextSeq lub Po PCR Ilumina B

NovaSeq firmy Illumina

* Numery katalogowe sg prawidtowe w przypadku Wielkiej Brytanii; moga sie rozni¢ w innych krajach. Aby uzyskac wiecej informaciji, nalezy wystac
wiadomosc¢ na adres support@ogt.com
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Ogolne wytyczne

Ogolne wytyczne

Zalecenia przed rozpoczeciem

Aby uzyskac najlepsze wyniki, firma OGT zaleca wykonywanie wszystkich etapow procedury
w probowkach do PCR w paskach z przymocowanymi zatyczkami.

Zdecydowanie zalecane jest, aby sprawdzi¢ warunki hybrydyzacji (termocykler
iwyroby z tworzyw sztucznych) w celu zapewnienia jak najmniejszego parowania
podczas nocnej inkubacji:

Aby wykonac test, nalezy doda¢ po 17 uL wody wolnej od nukleaz (bez DNA)
do kazdego uzywanego dotka i ustawic¢ termocykler zgodnie z parametrami
wskazanymi w Tabeli 9.

Po nocnej inkubacji sprawdzi¢, czy ilos¢ wyparowanego ptynu nie
przekroczyta 1-2 uL na probowke.

W razie potrzeby dostosowac ustawienia pokryw termocyklera i/lub zastosowac
przektadki odpowiednie dla danego modelu termocyklera.

Podczas catej procedury nalezy uzywac swiezego roztworu etanolu w stezeniu 80%
przygotowanego przy uzyciu etanolu do biologii molekularnej oraz wody do biologii
molekularne;j.

W razie potrzeby kulki Mag-Bind® TotalPure NGS i kulki magnetyczne Dynabeads™
M-270 Streptavidin nalezy przenies¢ z miejsca przechowywania 30 minut przed
uzyciem, aby mogty osiggna¢ temperature pokojowa.

Przechowywanie i uzywanie produktow

Zestaw nalezy zuzy¢ przed uptywem terminu wazno$ci podanego na etykiecie
zestawu.

Zestaw Universal Library Preparation Kit, adaptery Universal Index Adapters, panele
SureSeq i NGS Constitutional Panels i zestaw Universal Hybridisation & Wash Kit V2
nalezy przechowywac w temperaturze —20°C.

Zestawy SureSeq Reference DNA, Pre-PCR i Post-PCR Universal Bead Kit nalezy
przechowywac w temperaturze 4°C.
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Ogolne wytyczne i przeznaczenie

Ogolne wytyczne
Bezpieczenstwo

Przynety panelowe firmy OGT powinny by¢ uzywane wytgcznie przez przeszkolony
personel laboratoryjny wyposazony w odpowiedni sprzet ochronny, taki jak fartuchy
laboratoryjne, okulary ochronne i rekawiczki, zgodnie z dobrg praktyka laboratoryjna.

Zestaw Universal Hybridisation & Wash Kit V2 zawiera Srodki chemiczne, ktére
w przypadku nieprawidtowego uzycia sg potencjalnie niebezpieczne. Szczegdlng
ostrozno$¢ nalezy zachowac¢ w przypadku formamidu i buforu hybrydyzacyjnego.

Przed wykonaniem protokotu nalezy upewnic sie, ze wszyscy uzytkownicy zapoznali
sie z kartami charakterystyki substancji niebezpiecznych (safety data sheets, SDS)
oraz odpowiednimi ocenami ryzyka.

Legenda symboli
Symbol Definicja

Wazne informacje: w przypadku tych uwag bardzo wazne jest, aby je
przeczytac, zrozumiec i scisle ich przestrzegac.

>

Wskazéwka umozliwiajaca zaoszczedzenie czasu: opcjonalna sugestia
stuzaca do zwiekszenia efektywnosci protokotu.

\/
/1\

Krok: zimny: w przypadku tych krokow wszystkie komponenty nalezy trzymac
na lodzie.

Krok: na magnesie: w przypadku tych krokow wszystkie probowki powinny by¢
umieszczone na magnesie.

Informacje dotyczace sekwencjonowania: w przypadku tych uwag bardzo
wazne jest, aby je przeczytaé, zrozumiec i scisle ich przestrzegac¢ w celu
optymalnhego zatadowania cyklu sekwencjonowania.

Punkt bezpiecznego zatrzymania: na tym etapie probki mozna bezpiecznie
przechowywac bez wptywu na wyniki.

@ H Q %

Przeznaczenie

Opisywane produkty sg przeznaczone wytgcznie do uzytku badawczego. Rozwigzanie
Universal NGS Workflow Solution jest przeznaczone do stosowania przez
odpowiednio przeszkolony personel, wykorzystujacy DNA wyizolowany z réznych
tkanek, w tym krwi i szpiku kostnego.

Podrecznik przygotowania uniwersalnej biblioteki NGS firmy OGT, wer. 2.0

Produkt wytacznie do uzytku badawczego; nie moze byc¢ stosowany w procedurach diagnostycznych 9



Oprogramowanie Interpret NGS Analysis Software i Przeglad procedury
(genomowy DNA)

Oprogramowanie Interpret NGS Analysis Software

Pliki FASTQ zawierajace dane surowe, ktore zostaty wygenerowane przez
sekwenatory firmy Illumina, mozna analizowa¢ przy uzyciu oprogramowania
Interpret NGS Analysis Software i przeksztatca¢ w interaktywne raporty do analizy
NGS. Oprogramowanie to zaawansowany, samodzielny pakiet do analizy danych
firmy OGT, dostarczany w zestawie.

Przeglad procedury

Informacje na temat zamawiania produktéw firmy OGT mozna znalez¢ na stronie
www.ogt.com.

Ponizsze sekcje zawierajg instrukcje dotyczgce tworzenia bibliotek probek
odpowiednich dla platformy do sekwencjonowania firmy Illumina. Dla kazdej probki
biblioteka jest przygotowywana oddzielnie. Kazda probka jest oznaczona sekwencjg
indeksujacy (kodem kreskowym) oraz unikalnym identyfikatorem molekularnym
(unique molecular identifier, UMI) w celu korekcji btedow i zwiekszenia doktadnosci
podczas sekwencjonowania. Probki sg amplifikowane i tagczone w pule po osiem. Kazda
pula jest hybrydyzowana do przynet swoistych dla danego projektu, wychwytywana, a
nastepnie amplifikowana i gotowa do sekwencjonowania.

Genomowy DNA
+ Kontrola jakosci procesu —

v
: integralnosc, stezenie, czystosc
Fragmentacja DNA
Naprawa koncow i tworzenie
ogonoéw A przy koncach 3'
v
Ligacja adapterow 4 Adaptery indeksujace

W Oczyszczanie - Kontrola jakosci procesu —

PCR przed wychwytywaniem uzysk (ng/uL)
Przynety swoiste dla
danego projektu Oczyszczanie - Kontrola jakosci procesu —
wielkosc fragmentu 330-350 pz
Hybrydyzacja (+/-20 p2) i uzysk (hg/pL)
v
Wychwytywanie
hybrydyzacyjne
A 4
Ptukanie hybrydyzacyjne
v
PCR po wychwytywaniu

W Oczyszczanie - Kontrola jakosci procesu —
Pulowanie probek i wielkosc fragmentu 330-350 pz
sekwencjonowanie (+/-20 p2) i uzysk (hg/pL)
Rysunek 1: Schemat przebiegu przygotowania biblioteki probek, wskazujacy oczekiwang wielko$¢ fragmentu DNA na kazdym etapie procedury.
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Wymagania dotyczace probek

Wymagania dotyczace probek
Wymagania dotyczace prébek

DNA: protokédt zostat zoptymalizowany dla wejsciowej ilo§ci DNA wynoszacej
200-500 ng.

W przypadku panelu SureSeq CLL + CNV V3 Panel firmy SureSeq: nalezy uwzgledni¢
500 ng odczynnika SureSeq Reference Female oraz 500 ng odczynnika SureSeq
Reference Male z zestawu SureSeq Reference DNA Kit. Na pule hybrydyzacyjna

ff Zmiana zalecanej wejsciowej ilosci DNA bedzie miata wptyw na wyniki dalszego
sekwencjonowania.

wymagana jest jedna prébka referencyjna, przy czym w przypadku cyklu MiSeq
obejmujgcego 16 probek wymagane sg tacznie dwie prébki.

DNA — przygotowanie probki

Przed rozpoczeciem protokotu konieczne jest okreslenie stezenia gDNA w kazdej probce.
Ocena integralnosci i czysto$ci DNA jest opcjonalna, ale zalecana.

Do oceny integralnosci, stezenia i czystosci probki zalecane jest zastosowanie
ponizszych produktow:

Stezenie: Qubit firmy Thermo Fisher

Integralnos¢ DNA: 4200 TapeStation firmy Agilent

Czysto$¢: NanoDrop firmy Thermo Scientific

Stezenie DNA — zestaw Qubit dsDNA HS Assay Kit

Nalezy zapoznac sie z zapewnionym przez producenta podrecznikiem uzytkownika
oznaczenia Qubit firmy Thermo Fisher Scientific.
Najwazniejsze kroki opisano ponizej:
1. Przygotowac roztwoér roboczy Qubit, rozcienczajac odczynnik Qubit w
stosunku 1:200 w buforze Qubit.
Odmierzy¢ 190 pL roztworu roboczego Qubit dla obu wzorcow.
Doda¢ po 10 uL kazdego wzorca Qubit do odpowiedniej probowki.
Dla kazdej badanej prébki odmierzyc¢ 199 pL roztworu roboczego Qubit.

SR A

Doda¢ 1 uL prébki do odpowiedniej probowki.
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Wymagania dotyczace probek

Wymagania dotyczace probek

A Probki o wejsciowym stezeniu DNA wynoszacym >100 ng/pL nalezy wstepnie rozcienczyc¢ do
stezenia 20-100 ng/uL przy uzyciu buforu TE Buffer (dotaczonego do zestawu). Potwierdzic
stezenie DNA przy uzyciu zestawu Qubit dsDNA HS Assay Kit. Doktadne oznaczenie ilosciowe

wejsciowego DNA jest niezbedne dla uzyskania powtarzalnych wynikow podczas fragmentacji.

6. Mieszad, delikatnie wytrzasajac, przez 2—3 s; uwazac, aby nie wytworzyty sie
pecherzyki powietrza.

Inkubowac¢ probowki w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

8. Zmierzy¢ i zapisa¢ stezenia DNA, postepujac zgodnie z instrukcjami
wyswietlanymi na ekranie.

Integralnosé DNA — system Genomic DNA ScreenTape

Opcjonalnie: Ten krok jest wazny, poniewaz umozliwia ocenge ewentualnego poziomu
degradacji DNA.

Nalezy zapoznac¢ sie z zapewnionym przez producenta podrecznikiem uzytkownika
systemu 4200 TapeStation firmy Agilent. Najwazniejsze kroki opisano ponizej:

1. Przygotowa¢ drabinke, mieszajgc 10 uL buforu Genomic DNA Sample Buffer i
1L drabinki Genomic DNA Ladder w pierwszej probéwce paska lub pierwszym
dotku ptytki.

Uwaga: Do kazdego cyklu wymagana jest drabinka. W przypadku oznaczen
genomowego DNA nie sg dostepne drabinki elektroniczne.

2. W przypadku kazdej badanej probki doda¢ po 1 uL probki DNA do 10 pL
buforu do probek.

Szczelnie zamkna¢ wszystkie probowki/dotki.

4. Wytrzasaé probowki lub ptytke przez 1 minute przy 2000 obr./min, a nastepnie
krétko odwirowadé, aby zebra¢ ptyn na dnie.

5. Krétko odwirowac do pelnego zatrzymania, aby zebrac préobke na dnie
probowek/dotkow.

6. Zatadowac pasek probéwek lub ptytke do systemu TapeStation 4200 firmy Agilent.

Uwaga: W przypadku stosowania probéwek w paskach nalezy pamietac o zdjeciu
zatyczek.

7. Zaznaczy¢ wymagane probki w oprogramowaniu kontrolera i wprowadzic¢
nazwy probek w arkuszu prébek.

8. Wprowadzic¢ nazwe pliku w polu , Prefix” (Przedrostek) w oprogramowaniu
kontrolera, aby zapisa¢ wyniki, i wybrac¢ przycisk ,,Start”.
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Wymagania dotyczace probek

Wymagania dotyczace probek
9. Sprawdzi¢, czy elektroforegram wskazuje na zachowanie integralnosci gDNA,
przy rownomiernym rozktadzie i maksymalnym rozmiarze piku >5000 pz.

10. Po elektroforezie DNA przy uzyciu systemu 4200 TapeStation firmy
Agilent generowany jest wskaznik integralnosci DNA (DNA Integrity
Number, DIN). Wskaznik DIN >7 oznacza obecno$¢ nienaruszonego DNA,
natomiast wskaznik DIN <7 oznacza, ze doszto do degradacji DNA. Jesli
dla prébki uzyskano wskaznik DIN <7, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
specjalista ds. aplikacyjnych.

Czystos¢ — spektrofotometr NanoDrop

Opcjonalnie: Ten krok jest wazny, poniewaz umozliwia ocene czystosci probki DNA.,

Nalezy zapoznac sie z zapewnionym przez producenta podrecznikiem uzytkownika
spektrofotometru NanoDrop.
Najwazniejsze kroki opisano ponizej:

1. Uzy¢ ustawien ,,Nucleic Acid” (Kwas nukleinowy) i ,,DNA-50".
Wyczysci¢ koncéwke pomiarowg wodg wolng od nukleaz.
Nanies¢ 1-2 uL buforu do probek lub roztworu proby Slepe;.
Klikna¢ opcje ,,Measure blank” (Pomiar proby Slepej).

Wyczysci¢ koncéwke pomiarowq przy uzyciu niestrzepiacej sie $ciereczki.

I L o

Nanies¢ 1-2 uL kazdej probki na koncoéwke pomiarowa.
7. Klikng¢ opcje ,,Measure” (Pomiar).
8. Zanotowac odczyty przy 260/230, 260/280 nm i stezenie (ng/pL).

Zalecany stosunek OD przy 260/280 nm wynosi 1,8 do 2,0, a stosunek OD przy
260/230 nm wynosi 2,0 do 2,2. Uzycie probek DNA o nizszych wartos$ciach stosunkow
moze skutkowac staba wydajnoscia.

W przypadku jakichkolwiek pytan dotyczacych jakosci badanych probek nalezy
skontaktowac sie z lokalnym specjalistg ds. aplikacyjnych firmy OGT.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 1

Fragmentacja DNA, naprawa koncow i tworzenie ogonow A przy
koncach 3’

A IITIOTIITIITT

1 Fragment, naprawa koncow i ogon A

A

Genomowy DNA jest poddawany fragmentacji enzymatycznej. Pofragmentowany dsDNA
jest naprawiany za pomocq enzymow zawartych w mieszaninie do fragmentacji i
naprawy koncéw (end repair, ER), dzieki czemu powstajq tepe kornce. Jednoczesnie w celu
przygotowania do ligacji adapterow na koricach 3’ dodawane sq dodatkowe nukleotydy
adeninowe.

‘}K‘ .

%K* .

%I% .

Wyjac bufor TE Buffer (niebieska zatyczka; ®) z miejsca przechowywania
(od —15°C do —25°C). Pozostawi¢ do rozmrozenia i osiggniecia temperatury
pokojowej, a nastepnie umiesci¢ na lodzie.

fi Do przygotowania probek DNA nalezy uzywac wytacznie buforu TE Buffer (niebieska

zatyczka; @) dostarczonego z zestawem (10 mM Tris, 1 mM EDTA). Stosowanie innych
preparatow TE (np. 0,1x TE) lub wody moze mie¢ wptyw na wyniki fragmentacji.

Wyja¢ odczynnik Krok 1: Frag + ER Buffer (pomaranczowa zatyczka; ®)

z miejsca przechowywania (od —15°C do —25°C). Pozostawic¢ do rozmrozenia

i osiggniecia temperatury pokojowej, a nastepnie umiesci¢ na lodzie. Upewnic
sie, ze doszto do rozpuszczenia wszystkich sktadnikéw buforu.

W buforze moze dochodzi¢ do wytracania sie osadu. W takim przypadku nalezy
kilkukrotnie pipetowac bufor, aby rozbi¢ osad, a nastepnie krétko go wytrzgsac
do rozpuszczenia osadu. Jesli osad nadal wystepuje, nalezy unikaé pipetowania
go do mieszaniny Master Mix.

Wyjac¢ odczynnik Krok 1: Frag + ER Enzyme (pomaranczowa zatyczka; ®)
z miejsca przechowywania (od —15°C do —25°C) i umiesci¢ na lodzie.

Upewnic sie, ze prébka DNA zostata wstepnie rozcienczona do stezenia
20-100 ng/uL przy uzyciu buforu TE Buffer (niebieska zatyczka; @).
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Przygotowanie biblioteki: Krok 1

Szacowany czas: 1,25 godz. dla 8—24 prébek. Czas pracy uzytkownika: 15 min.

1. Zaprogramowac termocykler, korzystajac z ustawien przedstawionych w
Tabeli 1. Zapisaé program jako ,,OGT Fragmentation” (Fragmentacja OGT).

Krok Temperatura (°C) Czas
1 37 20 min
2 65 30 min
3 4 Wstrzymanie

Tabela 1: Profil inkubacji w programie ,,OGT Fragmentation” (Fragmentacja OGT).

2. Podgrzac termocykler do temperatury 37°C. Jesli to mozliwe, ustawi¢
podgrzewang pokrywe na temperature 75°C; alternatywnie, aktywowac
wstepnie ustawiong podgrzewana pokrywe.

%Ke 3. W probowkach w pasku do PCR rozcienczy¢ 200—500 ng probki DNA przy
uzyciu schtodzonego buforu TE Buffer (niebieska zatyczka; ®) do uzyskania
catkowitej objetosci wynoszacej 26,5 uL. Mieszac na wytrzasarce przez 3—5s,
odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosSci i umiesci¢ na lodzie.

W przypadku panelu SureSeq CLL + CNV V3: Przygotowac 1x 500 ng odczynnika
Human Reference DNA Female i 1x 500 ng odczynnika Human Reference DNA Male,
aby uzyskac tgczna objetosc 26,5 nL dla kazdej serii po 16 probek. Przetworzy¢ dwie
prébki referencyjne rownolegle z 14 prébkami badanymi.

_)}K(. 4. Oznaczy¢ nowy zestaw paskéw probéwek do PCR dla prébki i umiescic¢ na lodzie.

,}Ié 5. Miesza¢ odczynniki Step 1: Frag + ER Buffer i Step 1: Frag + ER Enzyme na
wytrzasarce przez 5—8 s. Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci
i umiescié na lodzie.

A Doktadne wymieszanie odczynnika Frag + ER Enzyme jest konieczne do osiggniecia
optymalnej wydajnosci analizy.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 1

6. Przygotowal mieszanine Fragmentation and ER Master Mix zgodnie
z parametrami podanymi w Tabeli 2 w §wiezej probéwce LoBind o pojemnosci
1,5 mL i umiescic jg na lodzie.

. ik Biblioteka1x | Biblioteka 8x (uL) | Biblioteka16x (uL) | Biblioteka 24x (nL)
czynni

£ (uL) (z naddatkiem 2) (z naddatkiem 2) (z naddatkiem 3)
Prébka DNA 265 - - -

Krok 1. Frgg + ER Buffer 7 70 126 189
(pomaranczowa zatyczka; @)

Krok 1. Frgg + ER Enzyme . 15 15 57 405
(pomaranczowa zatyczka; ®)

LACZNIE 35 85 153 2295

Tabela 2: Mieszanina Fragmentation and ER Master Mix.

_,}K_I
_,}K_S.
%%39.

Miesza¢ mieszanine Fragmentation and ER Master Mix na wytrzasarce przez
3—5 s, odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci i trzymac na lodzie.

Dodac po 8,5 pL mieszaniny Fragmentation and ER Master Mix do poszczegdlnych
pustych probéwek przygotowanych w kroku 4 i trzymac na lodzie.

Dodac¢ 26,5 pL prébki DNA z kroku 3 do probdwek z kroku 4 przy uzyciu pipety
wielokanatowe;j.
Aby unikna¢ nadmiernej fragmentacji, nalezy postepowac dosc szybko, poniewaz enzym

jest aktywny w temperaturze pokojowej. Trzymac probki na lodzie, gdy nie sg wytrzasane
lub odwirowywane.

10. Natychmiast wymieszac na wytrzgsarce (przez 3 s).

11. Odwirowa¢ pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci i natychmiast przeniesé¢
do podgrzanego termocyklera. Uruchomié¢ program ,,OGT Fragmentation”
(Fragmentacja OGT).

~ -~
- ~

12. Po zakonczeniu programu i ochtodzeniu termocyklera do temperatury 4°C
wyjac probki i umiescic je na lodzie, az do przejscia do etapu ligacji adapterow.

Zalecenie: Przygotowac mieszanke Ligation Master Mix w ciggu ostatnich 10 minut
programu termocyklera.

Zalecane jest, aby natychmiast przejsc¢ do ,Kroku 2: Ligacja adapteréw i oczyszczanie™.
W razie potrzeby probki mozna przechowywac w temperaturze —20°C, jednak uzysk moze byc¢
mniejszy (~20%).
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Ligacja adapteréw i oczyszczanie

A
A IIIITIITTITT

l Ligacja adapterow

o n
. I

Kompatybilne sekwencje adapterdw firmy Illumina sq poddawane ligacji do fragmentdéw
dsDNA przy uzyciu dodatkowych nukleotydow dodanych na koncach 3’ podczas
naprawiania koncow / tworzenia ogonow A i ligazy DNA. Adaptery zawierajq sekwencje
unikalnych identyfikatorow molekularnych (unique molecular identifier, UMI) oraz
unikalne indeksy probek.

* %

Wyija¢ kulki Mag-Bind TotalPure NGS z zestawu Pre-PCR Universal Bead Kit
z lodéwki co najmniej 30 min przed uzyciem, aby mogty osiggnac temperature
pokojowa.

Przygotowac Swiezy roztwor etanolu w stezeniu 80% przy uzyciu etanolu do
biologii molekularnej oraz wody do biologii molekularne;j.

Wyja¢ bufor Step 2: Ligation Buffer (z6tta zatyczka; ) z miejsca
przechowywania (od —15°C do —25°C) i rozmrozic¢ do temperatury pokojowej.
Upewnic sie, ze doszto do rozpuszczenia wszystkich sktadnikow buforu Ligase
Buffer. W razie potrzeby inkubowaé¢ w temperaturze 37°C do rozpuszczenia.

Wyja¢ odczynnik Step 2: Ligase (z6tta zatyczka; @) z miejsca przechowywania
(od —15°C do —25°C) i umies$ci¢ na lodzie.

Wyjac ptytke Universal Index Adapter Plate z miejsca przechowywania (od
—15°C do —25°C) 5—10 min przed uzyciem i pozostawi¢ do rozmrozenia na
lodzie. Odwirowac pulsacyjnie ptytke z adapterami w wiréwce, aby zebrac jej
zawartos¢. Caty czas trzymac ptytke na lodzie. Nie podgrzewac do temperatury
przewyzszajacej temperature pokojowa.

Adaptery Index Adapter sg przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku.
Jezeli wykorzystywana jest tylko czes¢é ptytki, nalezy przykry¢ wykorzystywane
dotki z adapterami, aby zapobiec wylaniu nadmiaru adapteréw Index Adapter.
Niewykorzystane adaptery mozna réwniez podzieli¢ na porcje, umiesci¢

w probéwkach w paskach i rozmrozi¢ bezposrednio przed uzyciem.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 2
Przypisac kazdej probce inny adapter Index Adapter. Lokalizacje adapteréw
Index Adapter na ptytce przedstawiono na Rysunkach 2 i 3.

Firma OGT zaleca przetwarzanie probek w partiach po osiem, tak aby dla kazdej
puli przypadata jedna cata kolumna z ptytki indekséw.

Szacowany czas: 35 min dla 8—24 probek. Czas pracy uzytkownika: 15 min.
1. Zaprogramowac termocykler, korzystajac z ustawien przedstawionych
w Tabeli 3. Zapisa¢ program jako ,,OGT Ligation” (Ligacja OGT).

A Nie uzywac podgrzewanej pokrywy. Jezeli podgrzewanej pokrywy nie mozna wytaczyc,
nalezy pozostawic ja otwarta.

Krok Temperatura (°C) Czas
1 20 20 min
2 4 Wstrzymanie

Tabela 3: Profil inkubacji w programie ,,OGT Ligation” (Ligacja OGT).

,Hé 2. Mieszac¢ odczynnik Krok 2: Ligase Buffer na wytrzasarce przez 3—5s,
odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosSci i umiesci¢ na lodzie.

{*} 3. Wymieszac odczynnik Krok 2: Ligase, ostukujac probéwke palcem, odwirowac
pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci i umiescic¢ na lodzie.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 2

%Ke 4. Przygotowal mieszanine Ligation Master Mix zgodnie z parametrami podanymi w

Tabeli 4 w Swiezej probowce LoBind o pojemnosci 1,5 mL i umiesci¢ jg na lodzie.

o ik Biblioteka1x | Biblioteka 8x (uL) | Biblioteka 16x (pL) | Biblioteka 24x (pL)
czynni

A (nL) (znaddatkiem 2) | (znaddatkiem 2) (z naddatkiem 3)
Probka DNA 35 - - -

Index Adapter 25 - - -

S_tgp 2: Ligase Buffer 9 90 162 543

(zotta zatyczka; )

Step 2: Ligase

(zotta zatyczka; © ) 2 20 36 54
LACZNIE 48,5 110 198 297

Tabela 4: Mieszanina Ligation Master Mix.

_,}K(_S.
_,}K_G.

10.

Miesza¢ mieszanine Ligation Master Mix na wytrzgsarce przez 3—5 s,
odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawarto$ci i trzymac na lodzie.

Doda¢ po 11 pL mieszaniny Ligation Master Mix do kazdej schtodzonej
probéwki z prébkg DNA zawierajacg pofragmentowany produkt.

Dodac po 2,5 pL adaptera Index Adapter do kazdej probowki z probkg DNA z
kroku 6.

Miesza¢ na wytrzasarce przez 3—5 s i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

Natychmiast przenie$¢ do termocyklera i uruchomic program ,,OGT Ligation”
(Ligacja OGT).

Po zakonczeniu programu i ochtodzeniu termocyklera do temperatury 4°C wyjgé
probki i natychmiast przejs¢ do etapu ,,0czyszczanie biblioteki po ligacji”.
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Rysunek 3: Uktad ptytki Universal Index Adapter Plate (1-96).
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Przygotowanie biblioteki: Krok 2

Szacowany czas pracy uzytkownika: 50 min dla 8—24 probek.

@9.

10.

11.

12.

Przed uzyciem nalezy mieszac kulki na wytrzasarce przez co najmniej 1 minute lub do
momentu, az roztwor kulek stanie sie jednorodny i bedzie miat jednolity kolor.

Przygotowac swiezy zestaw paskéw probéwek do PCR dla kazdego paska probek.

Dodac¢ po 29 pL zhomogenizowanych kulek Mag-Bind TotalPure NGS z
zestawu Pre-PCR Universal Bead Kit, ktore wczesniej zostaty doprowadzone do
temperatury pokojowej, do kazdej pustej probowki i odstawi¢, dopdki nie bedg
potrzebne w kroku 6.

Dodac¢ po 11 pL zhomogenizowanych kulek Mag-Bind TotalPure NGS z
zestawu Pre-PCR Universal Bead Kit, ktore wczesniej zostaty doprowadzone
do temperatury pokojowej, do kazdej probowki z prébkq DNA. Wymieszac
na wytrzasarce, aby zawiesi¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 3—5 min).

Przenie$¢ 60 pnL oczyszczonego supernatantu zawierajgcego probke DNA do
probéwek z kulkami przygotowanych w kroku 2. Zuzyty osad z kulek mozna
wyrzucic.

Wymieszac na wytrzgsarce, aby zawiesic¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu
zebrania zawartosci.

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Umiesci¢ probéwki w statywie magnetycznym i poczekacd, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 3—5 min).

Omijajgc osad z kulek, usung¢ i wyrzucié¢ oczyszczony supernatant (~88 uL).
Zachowac kulki zawierajgce probke DNA.

Doda¢ po 200 pL etanolu w stezeniu 80% do kazdej probéwki bez ponownego
zawieszania osadu z kulek.

Inkubowac przez 30 s, a nastepnie usung¢ etanol.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 2

@ 13. Jednokrotnie powtdrzy¢ ptukanie (kroki 111 12), aby tgcznie uzyska¢ dwa ptukania.
14.

Szczelnie zamkna¢ probéwki i odwirowac pulsacyjnie, aby zebrac pozostaty
etanol. Umiesci¢ probowki z powrotem w statywie magnetycznym. Usungé
resztki etanolu za pomocg pipety P20.

15. Suszy¢ osad z kulek w temperaturze pokojowej przez 1—2 min.

W celu unikniecia obnizenia uzysku nie nalezy przesuszac osadu. Osad z kulek jest suchy, gdy ich
powierzchnia zmieni sie z btyszczacej na matowa. Przesuszenie powoduje pekanie osadu z kulek.

16. Wyjacé probowki ze statywu magnetycznego i doda¢ 34 uL wody wolnej od
nukleaz bezposrednio do osadu z kulek w celu elucji prébki DNA. Wymieszac
na wytrzasarce, aby zawiesi¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

17. Inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min.

.. Zalecenie:W przypadku natychmiastowego przejscia do Kroku 3: PCR przed wychwytywaniem
:@: odczynniki Step 3: Primer Mix i Step 3: PCR Buffer mozna wyjac z miejsca przechowywania i
pozostawi¢ do rozmrozenia i osiggniecia temperatury pokojowej na tym etapie.

18. Oznaczy¢ nowy zestaw paskow probéwek do PCR dla probek i odtozy¢, dopoki
nie beda potrzebne w kroku 20.

@ 19. Umies$ci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 2—3 min).

20. Przenies¢ 32 pL eluatu zawierajacego oczyszczone, zligowane produkty do
probéwek z kroku 18. Na tym etapie probowki zawierajace kulki mozna wyrzucié.

21. Oceni¢ uzysk przy uzyciu 1 uL zligowanych produktéw i zestawu Qubit dSDNA
HS Kit zgodnie z instrukcjami producenta. Oczekiwany uzysk wynosi >2 ng/uL.

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli probki nie bedg uzywane natychmiast, mozna
. je przechowywac w temperaturze -20°C. W przeciwnym razie nalezy przejs¢ do etapu ,PCR
przed wychwytywaniem?”.
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PCR przed wychwytywaniem

Informacje ogoélne

T O T T

PCR1 przed wychwytywaniem
l (=330-350 p2)

I T T T
T O I T

Do amplifikacji biblioteki DNA przed hybrydyzacjq i wychwytywaniem sekwencji
docelowych stosuje sie reakcje PCR o wysokiej doktadnosci (ang. high fidelity PCR). Liczba
cykli reakcji PCR jest utrzymywana na minimalnym poziomie w celu ograniczenia liczby
zduplikowanych odczytéw (kopii z reakcji PCR tego samego oryginalnego fragmentu
DNA) w danych sekwencjonowania.

Przed rozpoczeciem:

Wyja¢ odczynniki Krok 3: Primer Mix (czerwona zatyczka; @) i Krok 3: PCR
Buffer (czerwona zatyczka; ®) z miejsca przechowywania (od —15°C do —25°C) i
pozostawi¢ do rozmrozenia w temperaturze pokojowej.

Upewnic sie, ze doszto do doktadnego rozpuszczenia wszystkich sktadnikéw
buforu PCR Buffer. W razie potrzeby wymieszac poprzez wytrzasanie i/lub
inkubowa¢ w temperaturze 37°C do rozpuszczenia.

*}K* - Wyjaé odczynnik Krok 3: PCR Polymerase (czerwona zatyczka; ®) z miejsca
przechowywania (od —15°C do —25°C) i umiescic na lodzie.
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Szacowany czas: 45 min dla 8—24 probek. Czas pracy uzytkownika: 15 min.

1. Zaprogramowac termocykler, korzystajac z ustawien przedstawionych w
Tabelach 5 i 6. Zapisa¢ program jako ,,OGT PCR1”. Jesli to mozliwe, ustawi¢
podgrzewang pokrywe na temperature 105°C; alternatywnie, aktywowac
wstepnie ustawiong podgrzewana pokrywe.

Krok Temperatura (°C) Czas
1 98 3 min
2 98 30s
3 65 30s
4 72 1 min
5 Powtorzy¢ kroki od 2 do 4 zgodnie z liczba cykli podana w Tabeli 6
6 72 10 min
7 4 Wstrzymanie

Tabela 5: Profil inkubacji w programie ,,OGT PCR1”.

Wejsciowy DNA Laczna liczba cykli w reakcji PCR
200-350 ng 6
351-500 ng 5

Tabela 6: £aczna liczba cykli w reakcji PCR dla zalecanego zakresu wej$ciowego DNA.

2. Wytrzgsac odczynniki krok trzeci ,,step 3”: Primer Mix i Step 3: PCR Buffer na
wytrzgsarce przez 3—5 s i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

% 3. Wymieszac odczynnik krok trzeci ,,step 3”: PCR Polymerase, ostukujac
probowke palcem, odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawarto$ci i trzymac
na lodzie.
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4. Przygotowac mieszanine Pre-capture PCR Master Mix zgodnie z parametrami
podanymi w Tabeli 7 w swiezej probéwce LoBind o pojemnosci 1,5 mL.

Biblioteka 1x | Biblioteka 8x (juL) | Biblioteka 16x (L) | Biblioteka 24x (pL)

Odczynnik . . .
(uL) (znaddatkiem2) | (znaddatkiem2) | (znaddatkiem 3)
Probka DNA ze zligowanymi
. 31 - - -

adapterami
Woda wolna od nukleaz. 95 95 171 2565
(przezroczysta zatyczka; O)
Krok trzeci ,step 3™ PCR Buffer 5 50 90 135
(czerwona zatyczka; @)
Krok trzeci ,step 3™ Primer Mix 25 o5 45 675

(czerwona zatyczka; @)

Krok trzeci ,step 3" PCR
Polymerase 2 20 36 54
(czerwona zatyczka; @)

LACZNIE 50 190 342 513

Tabela 7: Mieszanina Pre-capture PCR Master Mix.

5. Miesza¢ mieszanine Pre-capture PCR Master Mix na wytrzgsarce przez 3—5s i
odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

6. Dodac po 19 uL mieszaniny Pre-capture PCR Master Mix do kazdej probowki
zawierajacej prébke DNA ze zligowanymi produktami.

7. Mieszac na wytrzasarce przez 3—5 s i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

8. Przenie$¢ do termocyklera i uruchomié program ,,0OGT PCR1”.

Szacowany czas pracy uzytkownika: 40 min dla 8—24 probek.

Przed uzyciem nalezy mieszac kulki na wytrzasarce przez co najmniej 1 minute lub do
momentu, az roztwor kulek stanie sie jednorodny i bedzie miat jednolity kolor.
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~

S

Doda¢ po 45 pL zhomogenizowanych kulek Mag-Bind TotalPure NGS z
zestawu Post-PCR Universal Bead Kit, ktore wczesniej zostaty doprowadzone
do temperatury pokojowej, do kazdej probowki z prébkg DNA. Wymieszac

na wytrzasarce, aby zawiesi¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Umies$ci¢ probéwki w statywie magnetycznym i poczekaé, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 3—5 min).

Omijajac osad z kulek, usung¢ i wyrzucic¢ oczyszczony supernatant (~90 pL).
Zachowac kulki zawierajace probke DNA.

Doda¢ po 200 pL etanolu w stezeniu 80% do kazdej probdéwki bez ponownego
zawieszania osadu z kulek.

Inkubowac przez 30 s, a nastepnie usunac¢ etanol.
Jednokrotnie powtorzy¢ ptukanie (kroki 5i 6), aby tgcznie uzyska¢ dwa ptukania.

Szczelnie zamkna¢ probéwki i odwirowac pulsacyjnie, aby zebrac pozostaty
etanol. Umiesci¢ probdéwki z powrotem w statywie magnetycznym. Usung¢
resztki etanolu za pomocg pipety P20.

Suszy¢ osad z kulek w temperaturze pokojowej przez 1—2 min.

W celu unikniecia obnizenia uzysku nie nalezy przesuszac osadu. Osad z kulek jest suchy, gdy ich
powierzchnia zmieni sie z btyszczacej na matowa. Przesuszenie powoduje pekanie osadu z kulek.

10. Wyjaé probowki ze statywu magnetycznego i dodaé¢ 25 nL wody wolnej od

11.
12.

@ 113

14.

nukleaz bezposrednio do osadu z kulek w celu elucji prébki DNA. Wymieszac
na wytrzasarce, aby zawiesi¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Oznaczy¢ nowy zestaw paskéw probéwek do PCR dla prébek i odtozy¢, dopdki
nie bedg potrzebne w kroku 14.

Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 2—3 min).

Przenie$¢ 24 pL eluatu zawierajacego oczyszczone amplifikowane produkty do
probowek z kroku 12. Na tym etapie probéwki zawierajace kulki mozna wyrzucic.
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15. Oceni¢ wielko$¢ amplifikowanego produktu przy uzyciu systemu D1000
ScreenTape System firmy Agilent. Elektroforegram powinien przedstawiac

pik o wielko$ci 330—350 pz (+/—20 pz) (Rysunek 4). Ustawi¢ urzadzenie oraz
przygotowac tasme, prébki i drabinke zgodnie z instrukcjami producenta.

g S
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Rysunek 4: Elektroforegram oczyszczonych produktéw z reakeji PCR przed wychwytywaniem wygenerowany przy uzyciu oznaczenia D1000
ScreenTape firmy Agilent. Elektroforegram przedstawia maksymalny pik o wielkosci z zakresu okoto 330—350 pz (+/—20 pz).

Fragmenty o rozmiarach wykraczajacych poza ten zakres moga pogorszyc¢ jakosc¢ danych
A sekwencjonowania. Jesli wymagane jest dalsze wsparcie, nalezy skontaktowac sie z
lokalnym specjalista ds. aplikacyjnych.

16. Oceni¢ uzysk przy uzyciu 1 pL amplifikowanych produktéw i zestawu
Qubit dsDNA HS Kit zgodnie z instrukcjami producenta.
Oczekiwany uzysk wynosi >18 ng/uL (~400 ng na biblioteke).
W celu unikniecia niedoktadnych odczytow, ktore mogtyby wptywac na pulowanie, zalecane

jest, aby korzystac z pipety jednokanatowej i upewnic sie, czy po bokach koncowki nie
wyptywa nadmiar ptynu.

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli probki nie beda uzywane natychmiast, mozna je
przechowywac przez noc w temperaturze 4°C lub przez dtuzszy czas w temperaturze -20°C.
W przeciwnym razie nalezy przejsc¢ do etapu ,Hybrydyzacja Universal”.
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Hybrydyzacja Universal

Informacje ogolne

I T (T
T I e I

1Wychwytywanie hybrydyzacyjne przez
biotynylowane przynety zaprojektowane przez firme OGT

Amplifikowana biblioteka zostaje poddana denaturacji oraz wychwytywaniu przez
(biotynylowane) przynety NGS SureSeq lub CytoSure.

Przed rozpoczeciem:

- Wyja¢ kulki Mag-Bind TotalPure NGS z zestawu Post-PCR Universal Bead Kit z
lodowki co najmniej 30 min przed uzyciem, aby mogty osiggna¢ temperature
pokojowa.

- Przygotowac §wiezy roztwor etanolu w stezeniu 80% przy uzyciu etanolu do
biologii molekularnej oraz wody do biologii molekularne;j.

- Wyja¢ odczynniki Hybridisation Buffer (czerwona zatyczka; ®), Formamide
(z6tta zatyczka; ), Cot Human DNA (zielona zatyczka; ®) i Index Blockers
(niebieska zatyczka; ®) oraz wode wolng od nukleaz (przezroczysta
zatyczka; O) z miejsca przechowywania (od —15°C do —25°C) i pozostawié
do rozmrozenia i osiggniecia temperatury pokojowe;.

- Wyjaé przynety SureSeq lub CytoSure z miejsca przechowywania (od —15°C do
—25°C) i pozostawi¢ do rozmrozenia i osiggniecia temperatury pokojowej.

- Upewnic¢ sie, ze doszto do rozpuszczenia wszystkich sktadnikow buforu
Hybridisation Buffer. W razie potrzeby inkubowa¢ w temperaturze 37°C do
rozpuszczenia.
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Szacowany czas: 5 min dla 8—24 prébek. Czas pracy uzytkownika: 5 min.

1. Wytrzasac odczynniki Hybridisation Buffer, Formamide, Cot Human DNA
i Index Blockers oraz przynety swoiste dla danego panelu na wytrzgsarce
przez 3—5 s i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

2. Przygotowac mieszanine Hybridisation Master Mix zgodnie z parametrami
podanymi w Tabeli 8 w Swiezej probéwce LoBind o pojemnosci 1,5 mL.

. Pula 2x (pL) Pula 3x (pL)
Odczynnik Pula 1x (uL) . .
(z naddatkiem 0,5) (z naddatkiem 0,5)

Woda wolna od nukleaz. 25 6.25 875
(przezroczysta zatyczka; O)
Hybridisation Buffer 75 18.75 26,25
(czerwona zatyczka; @)
Formamide
(zotta zatyczka; ) 35 8,75 12,25
LACZNIE 13,5 33,75 47,25

Tabela 8: Mieszanina Hybridisation Master Mix.

3. Wymieszac na wytrzgsarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.
4. Natychmiast przejs¢ do etapu ,,Pulowanie probek i hybrydyzacja do przynet
wychwytujacych”.

Szacowany czas: 40 min dla 8—24 probek.

Do reakcji hybrydyzacji wymagane jest, aby wejSciowy DNA z kazdej probki
wystepowat w takiej samej iloSci, a nastepnie zostat potgczony w pule sktadajace

sie materiatu z 8 prébek. Dla kazdej puli wykonywane jest jedno wychwytywanie
hybrydyzacyjne. Hybrydyzacje najlepiej wykonuje sie przy maksymalnej iloci
wejsciowej wynoszacej 500 ng na probke. W przypadku uzyskow bibliotek
wynoszacych mniej niz 500 ng nalezy dostosowac ilosci wejsciowe wszystkich probek
do najnizszej ilosci wejSciowej w puli hybrydyzacyjne;.

1. Obliczy¢ objetosci produktow z reakcji PCR przed wychwytywaniem potrzebne
do potaczenia o$miu bibliotek w celu utworzenia puli hybrydyzacyjne;.

Nie nalezy stosowac ilosci wejsciowych mniejszych niz 300 ng na prébke; w celu uzyskania
dalszej pomocy nalezy skontaktowac sie z dziatem wsparcia firmy OGT.
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2.

3.
4.

@8.

S

10.

11.

12.

13.

Odmierzy¢ réwne porcje oczyszczonego, amplifikowanego produktu z
kroku 3 (300—-500 ng) z kazdej z osmiu bibliotek w puli do probéwki LoBind
o pojemnosci 1,5 mL.

W przypadku panelu SureSeq CLL+CNV V3 Panel: Uwzglednic 1 x biblioteke
referencyjng SureSeq Reference na pule razem z 7 pozostatymi bibliotekami.
1x odczynnik SureSeq Reference Female i 1x odczynnik SureSeq Reference
Male — w sumie w cyklu sekwencjonowania obejmujacym 16 probek powinny
zosta¢ uwzglednione 2 probki referencyjne.

Doda¢ po 10 pL odczynnika Cot Human DNA (zielona zatyczka; ®) do kazdej puli.
Wymieszac¢ na wytrzasarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Przed uzyciem nalezy mieszac kulki ha wytrzasarce przez co najmniej 1 minute lub do
momentu, az roztwor kulek stanie sie jednorodny i bedzie miat jednolity kolor.

Doda¢ 2-krotng objeto$¢ kulek Mag-Bind TotalPure NGS z zestawu Post-PCR
Universal Bead Kit do kazdej puli.

Przyktad: do puli hybrydyzacyjnej o objetosci 60 uL (+10 uL odczynnika Cot
Human DNA) dodac 140 pL kulek.

Wymieszaé na wytrzasarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartos$ci.
Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 3—5 min).

Omijajac osad z kulek, usunac¢ i wyrzuci¢ oczyszczony supernatant.
Zachowac kulki zawierajace probke DNA.

Doda¢ po 500 pL etanolu w stezeniu 80% do kazdej probdéwki bez ponownego
zawieszania osadu z kulek.

Inkubowac przez 30 s, a nastepnie usung¢ etanol.
Suszy¢ osad przez ok. 5 min lub do catkowitego odparowania pozostatego etanolu.

W celu unikniecia obnizenia uzysku nie nalezy przesuszac osadu. Osad z kulek jest suchy, gdy ich
powierzchnia zmieni sie z btyszczacej na matowa. Przesuszenie powoduje pekanie osadu z kulek.

Wyjaé probdwki ze statywu magnetycznego i doda¢ 13,5 L mieszaniny
Hybridisation Master Mix bezpos$rednio do osadu z kulek w celu elucji
spulowanych bibliotek DNA. Wymieszac na wytrzgsarce, aby zawiesic¢ kulki,
i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Upewnic sie, ze kulki zostaty catkowicie zawieszone. Wieksze objetosci kulek moga
wymagac dtuzszego wytrzasania w celu uzyskania petnego zawieszenia.
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14. Inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min.

15. Oznaczy¢ nowy zestaw paskow probowek do PCR dla pul i odtozy¢, dopoki nie
beda potrzebne w kroku 17.

EQE Zalecenie: Zaprogramowac termocykler, korzystajac z ustawien przedstawionych w Tabeli 9.
Zapisac program jako ,OGT Hybridisation” (Hybrydyzacja OGT).

@ 16. Umies$ci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 2—3 min).

17. Przenie$c¢ 13 uL eluatu do pustych probowek z kroku 15. Na tym etapie probowki
zawierajace kulki mozna wyrzucié.

18. Dodac 2 pL odczynnika Index Blockers (niebieska zatyczka; ®) do pul.
19. Dodac¢ 2 pL przynet swoistych dla danego panelu do pul.

20. Szczelnie zamknga¢ probowki, wymieszac na wytrzgsarce i odwirowac pulsacyjnie
w celu zebrania zawarto$ci. Koncowa objeto$¢é powinna wynosic 17 pL.

21. Upewnic sie, ze wszystkie zatyczki sg szczelnie zamkniete.

22. Umie$ci¢ probdéwki w termocyklerze i uruchomic program ,,OGT Hybridisation”
(Hybrydyzacja OGT) przedstawiony w Tabeli 9. Jesli to mozliwe, ustawic¢
podgrzewang pokrywe na temperature 105°C; alternatywnie, aktywowac
wstepnie ustawiong podgrzewang pokrywe.

Krok Temperatura (°C) Czas
1 95 5 min
2 65 Wstrzymanie

Tabela 9: Profil inkubacji w programie ,,OGT Hybridisation” (Hybrydyzacja OGT).

23. Inkubowa¢ mieszanine hybrydyzacyjng przez noc (16—20 godz.)
w temperaturze 65°C.

A Unikac przekraczania 24 godzin, poniewaz zwieksza to ryzyko parowania.

24. Przejs¢ do etapu ,,Wychwytywanie i ptukanie Universal”.

~ -~

()=  Wyjac bufory Hyb Wash Buffer (niebieska kropka; @) i Bead Priming Buffer (pomaranczowa

zatyczka/kropka; ®) z migjsca przechowywania (od -15°C do -25°C) i pozostawi¢ do rozmrozenia i
osiggniecia temperatury pokojowej. W celu rozmrozenia mozna je pozostawic¢ ha noc na blacie.
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Wychwytywanie i ptukanie Universal

l Ptukania hybrydyzacyjne na kulkach
ze streptawidyna

Zhybrydyzowane sekwencje docelowe sq przytqczane do kulek ze streptawidyng, a
nastepnie przeptukiwane w celu usuniecia DNA niebedqcego materiatem docelowym.

Szacowany czas: 1,25 godz. dla 8—24 prébek. Czas pracy uzytkownika: 45 min.

Rozgrzac termocykler do temperatury 65°C co najmniej 30 min przed uzyciem.

Rozgrzac termocykler do temperatury 35°C co najmniej 30 min przed uzyciem.

Wazne jest utrzymanie prawidtowej temperatury; zaleca sie sprawdzenie temperatury za
pomoca skalibrowanego termometru.

Wyjac¢ kulki magnetyczne Dynabeads M-270 Streptavidin z zestawu Post-PCR
Universal Bead Kit z lodéwki co najmniej 30 min przed uzyciem, aby mogty
osiggnac temperature pokojowa.

Wyjac¢ bufory Hyb Wash Buffer (niebieska kropka; ®) i Bead Priming Buffer
(pomaranczowa zatyczka/kropka; ®) z miejsca przechowywania (od —15°C
do —25°C) i pozostawic¢ do rozmrozenia i osiggniecia temperatury pokojowe;j.
W celu rozmrozenia mozna je pozostawic¢ na noc na blacie.
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Przygotowanie buforu Hyb Wash Buffer przeznaczonego do stosowania wytacznie
z panelem CytoSure Constitutional NGS Panel

W przypadku panelu CytoSure Constitutional NGS Panel wymagane jest, aby do

butelek z buforem Hyb Wash Buffer doda¢ odczynnik Component A (brgzowa
zatyczka; @).

A W przypadku paneli SureSeq Cancer Panels odczynnik Component A nie jest wymagany

1. Wyjac odczynnik Component A (bragzowa zatyczka; ®) z miejsca
przechowywania (od —15°C do —25°C) i pozostawi¢ do rozmrozenia i osiggniecia

temperatury pokojowe;j.
2. Zastosowac objetos¢ wymagang dla danego rozmiaru zestawu, wskazang
w Tabeli 10.
Rozmiar zestawn Objetos¢ odczynnliJILaf :rzﬁp;;lsr‘; ;As, li;k&z}arh(az{ ;iodaé do butelki z
24 reakcje 100
96 reakgcji 180 (na butelke z buforem Hyb Wash Buffer)

Tabela 10: Objetos¢ odczynnika Component A, jaka nalezy doda¢ do butelki z buforem Hyb Wash Buffer.

3. Odpowiednio oznaczy¢ butelke, aby wskazaé, ze odczynnik Component A zostat
dodany.

4. Po dodaniu odczynnika Component A odwrécic butelke 10 razy.

Przygotowanie buforéw do wychwytywania sekwencji i ptukania kulek

1. Upewnic sig, ze bufory Hyb Wash Buffer i Bead Priming Buffer sg catkowicie
rozmrozone.

ﬁ Inkubowac w temperaturze 37°C przez 5-10 min, aby zawiesi¢ caty osad. Bufory te mozna
rozmrozi¢ w temperaturze pokojowej podczas nocnej inkubaciji.

2. Odmierzy¢ porcje 6 x 200 pL buforu Hyb Wash Buffer na pule hybrydyzacyjna

do probowek do PCR w paskach, w sposob wskazany na Rysunku 5, dla jednej
puli hybrydyzacyjne;j.
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3. Podgrzewaé porcje na bloku grzewczym do temperatur wskazanych ponizej
przez co najmniej 30 min przed uzyciem:

3x200 pL w temp. 65°C/pule
3x200 uL w temp. 35°C/pule

Pula1 Pula1
w1l @ Wl @
W2 @ W2 @
W3 @ W3 @
Ptukania w temperaturze 65°C | Ptukania w temperaturze 35°C

Rysunek 5: Przygotowanie porcji buforu Hyb Wash Buffer dla jednej puli hybrydyzacyjne;j.

1. Wytrzasac kulki magnetyczne Dynabeads M-270 Streptavidin przez 1 min,;
zmieniac potozenie probowki co 15 s.

A Nalezy upewnic sie, ze zbite kulki w zadnym stopniu nie przylegaja do dna lub Scianek
probowki, poniewaz nadmiar kulek ma negatywny wptyw na dalsze procesy. Po wymieszaniu
kulek magnetycznych nie nalezy ich wirowac¢ pulsacyjnie.

2. Bezposrednio przed uzyciem zawiesic¢ kulki magnetyczne Dynabeads M-270
Streptavidin o temperaturze pokojowej, wykonujac mieszanie poprzez
pipetowanie za pomocg pipety o pojemnosci 200 uL ustawionej na 100 pL.
Nalezy pobra¢ i wypusci¢ roztwor pipetg co najmnie;j 10 razy.
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3. Dodac 100 uL kulek magnetycznych Dynabeads M-270 Streptavidin do nowej
probowki do PCR — jednej na pule hybrydyzacyjna.

~ -~

;@: Alternatywnie: W jednej probéwce LoBind o pojemnosci 1.5 mL mozna jednoczesnie
przeptukac do 400 pL kulek (dla czterech pul hybrydyzacyjnych).

@ 4. Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekad, az roztwor stanie
sie klarowny (ok. 10 s).

5. Omijajac osad z kulek, usunac¢ i wyrzucic¢ oczyszczony supernatant (~100 pL).

6. Dodac 200 pL porcji buforu 1x Bead Priming Buffer na 100 uL kulek.
Wymieszaé na wytrzasarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

7. Umie$ci¢ probowki z powrotem w statywie magnetycznym i poczekac, az
roztwor stanie sie klarowny (ok. 10 s).

8. Omijajac osad z kulek, usuna¢ i wyrzuci¢ oczyszczony supernatant (~200 uL).
9. Jednokrotnie powtorzyc¢ kroki 6—8, aby tgcznie uzyskaé¢ dwa ptukania.

10. Wyjaé probdwki ze statywu magnetycznego i doda¢ pierwotna objetos$é buforu
Bead Priming Buffer (tj. 100 uL buforu Bead Priming Buffer na 100 puL kulek),
wymieszac na wytrzasarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartos$ci.

11. Jesli ptukanych ma by¢ wiecej niz 100 pL kulek na probéwke, nalezy oznaczy¢
nowy zestaw paskow probowek do PCR i przenies¢ kulki do nowych probowek
do PCR (100 uL/pule).

@ 12. Umies$ci¢ probowki w statywie magnetycznym, odczekac, az kulki oddzielg sie
od supernatantu, po czym ostroznie usunac¢ i wyrzuci¢ supernatant.

Natychmiast przejsc do etapu ,Wykonanie wychwytywania hybrydyzacyjnego”. Nie dopuscic
do wyschniecia kulek. Niewielkie ilosci pozostatego buforu Bead Priming Buffer nie beda
zaktocac dalszego wigzania DNA z kulkami magnetycznymi Dynabeads M-270 Streptavidin.
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Przygotowanie biblioteki: Wychwytywanie i ptukanie Universal

Wykonanie wychwytywania hybrydyzacyjnego

1.

Po nocnej inkubacji trzymacé zhybrydyzowane prébki w termocyklerze
i przenie$¢ wszystkie zhybrydyzowane probki (objetos¢ ~17 uL) do
przygotowanych kulek ze streptawidyna.

Doktadnie miesza¢ na wytrzasarce przez 3—5 s i upewnic sie, ze kulki zostaty
zawieszone. Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Wtozy¢ probowki z powrotem do termocyklera, na ktéorym nadal uruchomiony
jest program ,,OGT Hybridisation” (Hybrydyzacja OGT), na 45 min.

Co 15 min miesza¢ na wytrzasarce przez 3 s i krétko odwirowywac pulsacyjnie
w celu zebrania zawarto$ci. Dzieki temu kulki pozostang zawieszone. Umie$cié
probéwki z powrotem w termocyklerze z uruchomionym programem , OGT
Hybridisation” (Hybrydyzacja OGT).

Po 45 minutach inkubacji wyja¢ probowki z termocyklera i odwirowac
pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci. Natychmiast przejs¢ do nastepnego
kroku ,,Ptukanie kulek ze streptawidyna w celu usuniecia niezwigzanego DNA”.

:@: W termocyklerze pozostawi¢ wtaczony program ,OGT Hybridisation™ (Hybrydyzacja OGT).

Ptukanie kulek ze streptawidyng w celu usuniecia niezwigzanego DNA

f Nalezy pracowac szybko, aby temperatura nie spadta znacznie ponizej 65°C. W tym celu zalecane

Jjest wykonywanie wszystkich krokéw ptukania w probéwkach do PCR w paskach i stosowanie
pipety wielokanatowej.

f Po dodaniu swiezego buforu nalezy upewnic sie, ze osad zostat catkowicie zawieszony

poprzez krotkie mieszanie na wytrzasarce, a nastepnie kontrole wzrokowa. Do mieszania nie
nalezy uzywac pipety.
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Przygotowanie biblioteki: Wychwytywanie i ptukanie Universal

Ptukanie gorace w temperaturze 65°C

Usuwanie
supernatantu

200 pL buforu
Hyb Wash Buffer,
w temp. 65°C

Mieszanie 1 min
Inkubacja 5 min

Usuwanie
supernatantu

v

\1 Powtorzenie

tacznie 3 ptukania

1

2.

10.

1L

12.

Umiescic probowki w statywie magnetycznym i poczekac,
az roztwor stanie sie klarowny (ok. 10 s).

Omijajac osad z kulek, usunac i wyrzucic supernatant (~17 pL)
zawierajacy niezwigzany DNA.

A Mieszanina do hybrydyzacji zawiera formamid.

Wyjac¢ probowki ze statywu magnetycznego.

Dodac 200 pL podgrzanego (do 65°C) buforu Hyb Wash
Buffer do kulek wychwytujacych (ze zwigzanym DNA).

Wymieszac na wytrzasarce, aby rozbic¢ osad z kulek.
Sprawdzi¢, czy osad z kulek zostat catkowicie zawieszony.

Umiescic probowki na wytrzasarce na ptytki i mieszac przy
2000 obr./min przez 1 min.

Wtozyc¢ probowki z powrotem do termocyklera z
uruchomionym programem ,OGT Hybridisation”
(Hybrydyzacja OGT) na 5 min.

Odwirowac pulsacyjnie, umiescic¢ probowki w statywie
magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie klarowny
(ok.10 s).

Omijajac osad z kulek, usunac i wyrzucic supernatant
(~200 pL) zawierajacy niezwigzany DNA.

Dwukrotnie powtoérzyc¢ kroki 3-9, aby tacznie uzyskac trzy
ptukania w temperaturze 65°C.

Wyjac¢ probowki ze statywu magnetycznego.

Natychmiast przejs¢ do nastepnego kroku ,Ptukanie
w temperaturze 35°C z wytrzgsaniem”.
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Przygotowanie biblioteki: Wychwytywanie i ptukanie Universal

Ptukanie w temperaturze 35°C z wytrzagsaniem

200 pL buforu Hyb
Wash Buffer, w
temp. 35°C

Mieszanie 2 min

Usuwanie
supernatantu

200 pL buforu
Hyb Wash Buffer,
w temp. 35°C

Mieszanie 1 min

Usuwanie
supernatantu

200 pL buforu Hyb
Wash Buffer, w
temp. 35°C

Mieszanie 30 s

10.

11.

12.

Dodac¢ 200 pL podgrzanego (do 35°C) buforu Hyb Wash Buffer
do kulek wychwytujacych.

Wymieszac¢ na wytrzasarce, aby rozbic¢ osad z kulek. Sprawdzic,
czy osad z kulek zostat catkowicie zawieszony.

Umiescic probowki na wytrzasarce na ptytki i mieszac przy
2000 obr./min przez 2 min.

Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Umiescic¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az
roztwor stanie sie klarowny (ok. 10 s).

Omijajac osad z kulek, usunac i wyrzucic supernatant (~200 pL)
zawierajacy niezwigzany DNA.

Doda¢ 200 pL podgrzanego (do 35°C) buforu Hyb Wash Buffer
do kulek wychwytujacych.

Wymieszac na wytrzasarce, aby rozbic¢ osad z kulek. Sprawdzic,
czy osad z kulek zostat catkowicie zawieszony.

Umiescic¢ probowki na wytrzasarce na ptytki i mieszac przy
2000 obr./min przez 1 min.

Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Umiescic¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az
roztwor stanie sie klarowny (ok. 10 s).

Omijajac osad z kulek, usunac i wyrzucic supernatant (~200 pL)
zawierajacy niezwigzany DNA.

. Dodac¢ 200 pL podgrzanego (do 35°C) buforu Hyb Wash Buffer

do kulek wychwytujacych.

. Wymieszac na wytrzasarce, aby rozbi¢ osad z kulek. Sprawdzi¢,

czy osad z kulek zostat catkowicie zawieszony.
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Ptukanie w temperaturze 35°C z wytrzgsaniem (ciag dalszy)

15. Umiescic¢ probowki na wytrzasarce na ptytki i mieszac przy
2000 obr./min przez 30 s.

A Nie miesza¢ dtuzej niz 30 sekund.

16. Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

17. Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az
roztwor stanie sie klarowny (ok. 10 s).

Usuwanie
supernatantu 18

. Omijajac osad z kulek, usunac i wyrzucic¢ supernatant (~200 pL).

19. Odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania pozostatosci buforu
ptuczacego. Umiesci¢ probéwki w statywie magnetycznym i
usunac resztki buforu ptuczacego za pomoca pipety P20.

20. Wyjac probowki ze statywu magnetycznego i dodac¢ 30 pL wody
Dodanie 30 uL NFW wolnej od nukleaz, aby zawiesic¢ osad z kulek.
FHESSeclie 21. Wymieszac¢ na wytrzasarce do uzyskania zawiesiny kulek (ang.

bead slurry).

Zalecenie: W przypadku natychmiastowego przejscia do Kroku 4: PCR po wychwytywaniu
odczynniki Step 4: Primer Mix i Step 4: PCR Buffer mozna wyjac z miejsca przechowywania
i pozostawic¢ do rozmrozenia i osiagniecia temperatury pokojowej na tym etapie.

NI/
i\

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli probki nie bedg uzywane natychmiast, zawiesine
kulek mozna przechowywac w temperaturze 4°C. Nie nalezy jej zamrazac. W przeciwnym razie
nalezy przejsc¢ do etapu ,PCR po wychwytywaniu”.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 4
PCR po wychwytywaniu

Informacje ogolne

Amplifikacja wychwyconych sekwencji
1 docelowych (=330-350 pz +/-20 p2z)

I T T LT
T T I

Po wychwyceniu fragmentdéw docelowych ssDNA zwiqzany z kulkami ze streptawidynqg
jest amplifikowany.

Przed rozpoczeciem:

Wyija¢ kulki Mag-Bind TotalPure NGS z zestawu Post-PCR Universal Bead Kit
z lodéwki co najmniej 30 min przed uzyciem, aby mogty osiggna¢ temperature
pokojowa.

Przygotowac §wiezy roztwor etanolu w stezeniu 80% przy uzyciu etanolu do
biologii molekularnej oraz wody do biologii molekularne;.

Wyjac odczynniki Step 4: Primer Mix (fioletowa zatyczka; @) i Step 4: PCR
Buffer (fioletowa zatyczka; ®) z miejsca przechowywania (od —15°C do —25°C)
i pozostawi¢ do rozmrozenia w temperaturze pokojowe;.

Upewnic sie, ze doszto do rozpuszczenia wszystkich sktadnikow buforu PCR
Buffer. W razie potrzeby wymiesza¢ poprzez wytrzgsanie i/lub inkubowaé
w temperaturze 37°C do rozpuszczenia.

% - Wyjac odczynnik Step 4: PCR Polymerase (fioletowa zatyczka; ®) z miejsca
przechowywania (od —15°C do —25°C) i umiescic na lodzie.
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Przygotowanie biblioteki: Krok 4

Szacowany czas: 1,25 godz. dla 8—24 prébek. Czas pracy uzytkownika: 15 min.

1. Zaprogramowac termocykler, korzystajac z ustawien przedstawionych
w Tabelach 11i 12. Zapisaé program jako ,,0GT PCR2”. Jesli to mozliwe,
ustawi¢ podgrzewang pokrywe na temperature 105°C; alternatywnie,
aktywowac wstepnie ustawiong podgrzewang pokrywe.

Krok Temperatura (°C) Czas
1 98 3 min
2 98 30s
3 65 30s
4 72 1 min
5 Powtarzac kroki od 2 do 4 zgodnie z tgczna liczba cykli
przedstawiona w Tabeli 12
6 72 10 min
7 4 Wstrzymanie

Tabela 11: Profil inkubacji w programie ,,0GT PCR2”.

Laczna liczba cykli w reakcji PCR Panel
18 770001 — Core MPN

770002 — Myeloid plus
770027 — CLL + CNV V3

16
770005 — Germline Breast Cancer + CNV
770007 — Comprehensive FH

15 770003 — Pan-Myeloid

10 502003 — CytoSure Constitutional NGS Panel

Tabela 12: £aczna liczba cykli w reakcji PCR dla réznych paneli NGS firmy OGT. Uwaga: Je$li uzywany jest niestandardowy panel MyPanel, aby
uzyskac¢ informacje na temat liczby cykli w reakcji PCR, nalezy skontaktowac sie ze specjalistg ds. aplikacyjnych.

2. Mieszac¢ odczynniki Step 4: Primer Mix i Step 4: PCR Buffer na wytrzasarce
przez 3—5 s i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

5%3 3. Wymieszac odczynnik Step 4: PCR Polymerase, ostukujgc proboéwke palcem,
odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawarto$ci i trzymac na lodzie.
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4, W przypadku wielu pul przygotowac¢ mieszanine Post-capture PCR Master Mix
zgodnie z parametrami podanymi w Tabeli 13 w Swiezej probéwce LoBind o
pojemnosci 1,5 mL.

. Pula 2x (pL) Pula 3x (pL)
Odczynnik Pula 1x (uL) . .
(z naddatkiem 0,5) (z naddatkiem 0,5)
Wychwycony cDNA
VYeo 14 — —
w zawiesinie kulek
Woda wolna od nukleaz 26,5 66,25 92.75
(przezroczysta zatyczka; O)
Step 4: PCR Buffer
. 8 12,5 17,5
(fioletowa zatyczka; @)
Step 4: Pri Mi
'ep rimer i 25 6,25 8,75
(fioletowa zatyczka; @)
Step 4: PCR Polymerase
, 2 5 7
(fioletowa zatyczka; @)
tACZNIE 50 90 126

Tabela 13: Mieszanina Post-capture PCR Master Mix.

5. Miesza¢ mieszanine Post-capture PCR Master Mix na wytrzgsarce przez 3—5s
i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

6. Oznaczy¢ nowy zestaw paskdéw probodwek do PCR dla poszczegdlnych
reakcji PCR.

7. Dodac 36 pL mieszaniny Post-capture PCR Master Mix do probéwek z kroku 5.

8. Ponownie zawiesi¢ zawiesine kulek, wykonujac mieszanie poprzez
pipetowanie. Nalezy pobrac¢ i wypus$ci¢ roztwor pipeta co najmniej 10 razy, aby
upewnic sie, ze uzyskany roztwor jest homogenny. Natychmiast doda¢ po 14 pL
dobrze wymieszanej zawiesiny kulek do kazdej probowki.

9. Wymieszac poprzez pipetowanie co najmniej 10 razy.

10. Przenie$¢ do termocyklera i uruchomié program ,,OGT PCR2”.
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Szacowany czas: 40 min dla 8—24 probek.

10.

11.

Przed uzyciem nalezy mieszac kulki na wytrzasarce przez co najmniej 1 minute lub do
momentu, az roztwor kulek stanie sie jednorodny i bedzie miat jednolity kolor.

Dodac po 45 pL zhomogenizowanych kulek Mag-Bind TotalPure NGS z zestawu
Post-PCR Universal Bead Kit, ktore wczesniej zostaty doprowadzone do
temperatury pokojowej, do kazdej probéwki z probka DNA. Wymieszac¢ na
wytrzgsarce, aby zawiesi¢ kulki, i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania
zawartosci.

Inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 3—5 min).

Omijajac osad z kulek, usunac¢ i wyrzuci¢ oczyszczony supernatant (~95 uL).
Zachowac kulki zawierajgce probke DNA.

Doda¢ po 200 pL etanolu w stezeniu 80% do kazdej probéwki bez ponownego
zawieszania osadu z kulek.

Inkubowac przez 30 s, a nastepnie usung¢ etanol.
Jednokrotnie powtorzyé ptukanie (kroki 5 i 6), aby tagcznie uzyska¢ dwa ptukania.

Szczelnie zamkna¢ probéwki i odwirowac pulsacyjnie, aby zebraé pozostaty
etanol. Umiesci¢ probéwki z powrotem w statywie magnetycznym na 30 s.
Usungc resztki etanolu za pomoca pipety P20.

Suszy¢ osad z kulek w temperaturze pokojowej przez 1—2 min.

W celu unikniecia obnizenia uzysku nie nalezy przesuszaé¢ osadu. Osad z kulek jest suchy, gdy ich
powierzchnia zmieni sie z btyszczacej na matowa. Przesuszenie powoduje pekanie osadu z kulek.

Wyjaé probdwki ze statywu magnetycznego i doda¢ 32 pL wody wolnej od
nukleaz bezposrednio do osadu z kulek w celu elucji prébki DNA. Wymieszac na
wytrzasarce i odwirowac pulsacyjnie w celu zebrania zawartosci.

Inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min.
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12.

@ 13.

14.

15.

Natezenie dla probki [znormalizowane FU]

Oznaczy¢ nowy zestaw paskéw probéwek do PCR dla eluatéw i odtozy¢, dopdki
nie bedg potrzebne w kroku 14.

Umiesci¢ probowki w statywie magnetycznym i poczekac, az roztwor stanie sie
klarowny (ok. 2—3 min).

Przenies¢ 30 pL eluatu zawierajacego oczyszczone produkty reakcji PCR po
wychwytywaniu do proboéwek z kroku 12. Na tym etapie probowki zawierajgce
kulki mozna wyrzucic.

Oceni¢ wielko$¢ amplifikowanego produktu przy uzyciu systemu High
Sensitivity D1000 ScreenTape System firmy Agilent. Elektroforegram powinien
przedstawia¢ pik o wielko$ci 330—350 pz (+/—20 pz) (Rysunek 6). Ustawic
urzadzenie oraz przygotowac tasme, probki i drabinke zgodnie z instrukcjami
producenta.
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Rysunek 6: Elektroforegram oczyszczonych produktéw reakcji PCR po wychwytywaniu wygenerowany przy uzyciu oznaczenia High Sensitivity
D1000 ScreenTape firmy Agilent. Elektroforegram przedstawia maksymalny pik o wielko$ci z zakresu okoto 330-350 pz (+/—20 pz).

ff Fragmenty o rozmiarach wykraczajacych poza ten zakres moga pogorszyc jakosc danych

sekwencjonowania. Wiecej szczegotow mozna uzyskac u lokalnego specjalisty ds. aplikacyjnych.
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16. Oceni¢ uzysk przy uzyciu 1 uL amplifikowanych produktow i zestawu Qubit
dsDNA HS Kit zgodnie z instrukcjami producenta. Oczekiwany uzysk jest zalezny
od panelu i wynosi 1-10 ng/uL. Wiecej szczegdtow mozna uzyskac u lokalnego
specjalisty ds. aplikacyjnych.

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli probki nie beda uzywane natychmiast, mozna je
przechowywac przez noc w temperaturze 4°C lub przez dtuzszy czas w temperaturze -20°C.
W przeciwnym razie nalezy przejsc¢ do etapu ,Sekwencjonowanie”.

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie

Pule wychwyconego DNA, ktdre zostaty przygotowane w poprzedniej sekcji (PCR po
wychwytywaniu), muszq zostac potqgczone w taki sposob, aby podczas tadowania do
sekwenatora kazda z nich wystepowata w takiej samej ilosci. W tym celu wymagane jest
doktadne okreslenie wielkosci piku (pz) przy uzyciu systemu TapeStation firmy Agilent
(High Sensitivity Kit) oraz doktadne okreslenie stezenia probki (ng/uL,) przy uzyciu
oznaczenia Qubit firmy Thermo Fisher Scientific (High Sensitivity).

~ -~

;@: Arkusz kalkulacyjny mozna utworzyc¢ przy uzyciu szablonu ,OGT_ULPK_Worksheet"
zapewnionego przez firme OGT. Alternatywnie mozna uzyc¢ ponizszych wzorow.

1. Uzy¢ arkusza kalkulacyjnego opisanego powyzej lub wzoréw wskazanych
ponizej w celu okreslenia objetosci (uL) kazdej puli wychwyconego DNA
potrzebnej do wygenerowania puli sekwencjonowania 4 nM.

Protokot ten zostat zwalidowany na podstawie sparowanych odczytéw 150 zasad przy uzyciu
zestawu MiSeq Reagent Kit v2 (300 cykli) (Ilumina, nr kat. MS-102-2002) i zestawu NextSeq
550 High-Output Kit 2 x 150 pz (Illumina, nr kat. 20024908).

2. Uzupenié tabele ,,Sequencing Pool Parameters” (Parametry puli
sekwencjonowania) i ,,Samples” (Prébki) w zaktadce ,,PCR2” szablonu
pulowania. Komoérki w kolorze zielonym nalezy zmieniac¢ recznie odpowiednio
do potrzeb; parametry oznaczone gwiazdka * musza zostac¢ podane.
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Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie

3. Doda¢ odpowiednig objetos¢ poszczegodlnych zaindeksowanych pul

sekwencjonowania do Swiezej probowki LoBind o pojemnosci 1,5 mL
oznaczonej etykieta ,,4 nM Sequencing Pool” (Pula sekwencjonowania 4 nM);
objetos$ci mozna znalez¢é w kolumnie ,,Volume of PCR2 product to pipette”
(Objetos¢ produktu z reakcji PCR2 do pipetowania) w zaktadkach ,,Volumes to
pipette” (Objetosci do pipetowania).

Dostosowac koncowa objetos¢ puli sekwencjonowania przy uzyciu wody
wolnej od nukleaz w celu osiggniecia pozadanego stezenia koncowego (4 nM).
Odpowiednie informacje mozna znalez¢é w kolumnie B w zaktadce ,,Volumes
to pipette” (Objetosci do pipetowania) obok pozycji ,,Volume of Nuclease-free
water to pipette” (Objeto$¢ wody wolnej od nukleaz do pipetowania).

5. Walidacja stezenia puli sekwencjonowania: oceni¢ rozktad wielkosci pikow puli

sekwencjonowania przy uzyciu systemu High Sensitivity D1000 ScreenTape
System firmy Agilent oraz oceni¢ uzysk przy uzyciu zestawu Qubit dsDNA
HS Kit. Uzupetnié¢ zaktadke ,,Pool validation and dilution” (Walidacja i
rozcienczenie puli), aby okresli¢ stezenie molowe puli sekwencjonowania.

6. Pula sekwencjonowania jest gotowa do zatadowania do sekwenatora.

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli pula sekwencjonowania nie bedzie uzywana
natychmiast, mozna ja przechowywac przez dtuzszy czas w temperaturze —-20°C. W przeciwnym
razie nalezy przejsc do etapu ,Przygotowanie arkusza probek”.

Wz6r 1 — wartos¢é nM poszczegoélnych probek

nM = [Stezenie prébki (ng/uL)] x 10

([Wielkos¢ probki w pz]x660)+157,9

Wzor 2 — objetosc¢ poszczegolnych zaindeksowanych probek DNA

Objetos¢ zaindeksowanej prébki =

Pula sekwencjonowania (uL) x Stezenie puli (4 nM)

Liczba probek w puli x Stezenie prébki w nM
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Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie

Przygotowanie arkusza probek

~

;@E Arkusz probek MiSeq mozna utworzyc, korzystajac z instrukcji pulowania MiSeq dostarczonej
przez firme OGT.

1. Otworzy¢ wypetniony arkusz kalkulacyjny i klikngé¢ odpowiednig karte arkusza
probek.

Arkusz ten zostanie automatycznie wypetniony parametrami i danymi dotyczacymi probek
wprowadzonymi w arkuszach ,PCR1" i ,PCR2",

2. Zaznaczy¢ wszystkie komorki zawierajgce tekst, jak pokazano na Rysunku 7.
Odpowiednio dostosowac liczbe zaznaczonych wierszy.

Rysunek 7: Przyktadowy arkusz prébek w szablonie pulowania MiSeq.
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Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie
3. Skopiowa¢ zaznaczone komorki i wklei¢ je do nowego pliku Excel.

IEI Caty tekst w kolorze czerwonym stanowi informacje dotyczace uzytkownika i probki. Caty
tekst w kolorze czarnym jest wymagany do rozpoznania pliku przez sekwenator.

4. Zapisac¢ nowy arkusz jako plik CSV (rozdzielany przecinkami).

5. Arkusz probek mozna teraz przesta¢ do sekwenatora przy uzyciu opcji ,,Manual
sample sheet upload” (Reczne przesytanie arkusza prébek).

OPCJONALNY PUNKT ZATRZYMANIA: Jesli pula sekwencjonowania nie bedzie uzywana

natychmiast, mozna jg przechowywac przez dtuzszy czas w temperaturze -20°C. W przeciwnym
razie nalezy przejs¢ do etapu ,Denaturacja i tadowanie puli sekwencjonowania” lub zapoznac¢

sie z odpowiednim protokotem firmy Illumina.

Denaturacja i tadowanie puli sekwencjonowania

1. W celu przeprowadzenia denaturacji puli sekwencjonowania nalezy
postepowac zgodnie z odpowiednim protokotem firmy Illumina.

Jesli w sekwenatorze dostepny jest tylko jeden krok rozcienczania, nalezy postepowac
zgodnie z protokotem tadowania firmy Illumina. Jesli sekwenator wymaga wykonania
drugiego kroku rozcienczenia, np. rozcienczenia denaturowanej puli 20 pM w celu uzyskania
puli tadowania 12 pM na platformie MiSeq, nalezy przejsc¢ do kroku 2.

’H% 2. Po denaturacji zwiekszy¢ ob](—;tosc puli do 1 mL przy uzyciu lodowatego
odczynnika HT1w celu rozcienczenia denaturowanej puli do stezenia ~20 pM;

nastepnie trzymac na lodzie.

Wymagane objetosci odczynnika HT1 roznig sie w zaleznosci od objetosci denaturowanej

II‘J puli wymaganej dla danego typu sekwenatora. Rzeczywiste stezenie puli ~20 pM mozna
sprawdzi¢ w zaktadce ,Pool validation and dilution™ (Walidacja i rozcienczenie puli) w arkuszu
kalkulacyjnym:; jest ono zalezne od stezenia puli sekwencjonowania.

3. Wprowadzi¢ stezenie wymagane do zatadowania sekwenatora w zaktadce ,,Pool
validation and dilution” (Walidacja i rozcienczenie puli) w arkuszu kalkulacyjnym.

Gestosc klastra moze sie rozni¢ w zaleznosci od urzadzenia. Zalecane jest zatadowanie
koncowego stezenia wynoszacego 8-12 pM w przypadku zestawu MiSeq V2 (300 cykli) lub
1,4 pM w przypadku zestawu NextSeq 500/550 High-Output Kit.

4. Rozcienczy¢ denaturowang pule 20 pM do usungc stowo stezenia wymaganego
do zatadowania, poprzez pipetowanie objetosci wskazanych w zaktadce ,,Pool
validation and dilution” (Walidacja i rozcienczenie puli) w arkuszu kalkulacyjnym.

W przypadku korzystania z produktu NextSeq przed uzyciem puli sekwencjonowania nalezy ja
potaczyc¢ z denaturowanym odczynnikiem PhiX w stezeniu 5%, zgodnie z protokotem firmy ILlumina.
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Sekwencjonowanie i Zatacznik

Sekwencjonowanie
5. Przy uzyciu pipety przenies$¢ pule tadowania do kasety sekwenatora i
skonfigurowa¢ cykl sekwencjonowania zgodnie z protokotem firmy Illumina.

6. Jesli uzywane jest oprogramowanie BaseSpace, wybrac opcje ,,+ Custom
Library Prep Kit” (+ Zestaw do przygotowania biblioteki niestandardowej)
Z menu rozwijanego zestawu do przygotowania biblioteki.

7. W celu utworzenia zestawu ,,Universal NGS Library Preparation Kit” uzy¢
informacji przedstawionych w Tabelach 14 i 15 w zatgczniku.

8. Zestaw , Universal NGS Library Preparation Kit” bedzie od teraz dostepny do
uzycia w cyklu sekwencjonowania.

Zatacznik

Sekwencje adapteréw

Adapter Sekwencja
1 AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA
2 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT

Tabela 14: Sekwencje adapteréw — konfiguracja forward. Nalezy pamieta¢, ze w przypadku niektérych urzadzen do sekwencjonowania firmy
Ilumina wymagana jest sekwencja odwrotna i komplementarna (ang. reverse complement) do sekwencji adaptera Index 2 (i5) Adapter.

Sekwencje indeksow

I7_Index ID Sekwencja indeksu 1 I5 Index ID Sekwencja indeksu 2
1 CTGATCGTNNNNNNNNN 501 ATATGCGC
2 ACTCTCGANNNNNNNNN 502 TGGTACAG
3 TGAGCTAGNNNNNNNNN 503 AACCGTTC
4 GAGACGATNNNNNNNNN 504 TAACCGGT
5 CTTGTCGANNNNNNNNN 505 GAACATCG
6 TTCCAAGGNNNNNNNNN 506 CCTTGTAG
7 CGCATGATNNNNNNNNN 507 TCAGGCTT
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Zatacznik

I7_Index_ ID

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Sekwencja indeksu 1
ACGGAACANNNNNNNNN
CGGCTAATNNNNNNNNN
ATCGATCGNNNNNNNNN
GCAAGATCNNNNNNNNN
GCTATCCTNNNNNNNNN
TACGCTACNNNNNNNNN
TGGACTCTNNNNNNNNN
AGAGTAGCNNNNNNNNN
ATCCAGAGNNNNNNNNN
GACGATCTNNNNNNNNN
AACTGAGCNNNNNNNNN
CTTAGGACNNNNNNNNN
GTGCCATANNNNNNNNN
GAATCCGANNNNNNNNN
TCGCTGTTNNNNNNNNN
TTCGTTGGNNNNNNNNN
AAGCACTGNNNNNNNNN
CCTTGATCNNNNNNNNN
GTCGAAGANNNNNNNNN
ACCACGATNNNNNNNNN
GATTACCGNNNNNNNNN
GCACAACTNNNNNNNNN
GCGTCATTNNNNNNNNN

ATCCGGTANNNNNNNNN
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515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
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GTTCTCGT

AGAACGAG

TGCTTCCA

CTTCGACT

CACCTGTT

ATCACACG

CCGTAAGA

TACGCCTT

CGACGTTA

ATGCACGA

CCTGATTG

GTAGGAGT

ACTAGGAG

CACTAGCT

ACGACTTG

CGTGTGTA

GTTGACCT

ACTCCATC

CAATGTGG

TTGCAGAC

CAGTCCAA

ACGTTCAG

AACGTCTG

TATCGGTC

Zatgcznik

Sekwencja indeksu 2
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Zatacznik

I7_Index_ ID

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Sekwencja indeksu 1
CGTTGCAANNNNNNNNN
GTGAAGTGNNNNNNNNN
CATGGCTANNNNNNNNN
ATGCCTGTNNNNNNNNN
CAACACCTNNNNNNNNN
TGTGACTGNNNNNNNNN
GTCATCGANNNNNNNNN
AGCACTTCNNNNNNNNN
GAAGGAAGNNNNNNNNN
GTTGTTCGNNNNNNNNN
CGGTTGTTNNNNNNNNN
ACTGAGGTNNNNNNNNN
TGAAGACGNNNNNNNNN
GTTACGCANNNNNNNNN
AGCGTGTTNNNNNNNNN
GATCGAGTNNNNNNNNN
ACAGCTCANNNNNNNNN
GAGCAGTANNNNNNNNN
AGTTCGTCNNNNNNNNN
TTGCGAAGNNNNNNNNN
ATCGCCATNNNNNNNNN
TGGCATGTNNNNNNNNN
CTGTTGACNNNNNNNNN

CATACCACNNNNNNNNN
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538
539
540
541
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548
549
550
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CGCTCTAT

GATTGCTC

GATGTGTG

CGCAATCT

TGGTAGCT

GATAGGCT

AGTGGATC

TTGGACGT

ATGACGTC

GAAGTTGG

CATACCAC

CTGTTGAC

TGGCATGT

ATCGCCAT

TTGCGAAG

AGTTCGTC

GAGCAGTA

ACAGCTCA

GATCGAGT

AGCGTGTT

GTTACGCA

TGAAGACG

ACTGAGGT

CGGTTGTT
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Sekwencja indeksu 2
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Zatacznik

I7_Index_ ID

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

Sekwencja indeksu 1
GAAGTTGGNNNNNNNNN
ATGACGTCNNNNNNNNN
TTGGACGTNNNNNNNNN
AGTGGATCNNNNNNNNN
GATAGGCTNNNNNNNNN
TGGTAGCTNNNNNNNNN
CGCAATCTNNNNNNNNN
GATGTGTGNNNNNNNNN
GATTGCTCNNNNNNNNN
CGCTCTATNNNNNNNNN
TATCGGTCNNNNNNNNN
AACGTCTGNNNNNNNNN
ACGTTCAGNNNNNNNNN
CAGTCCAANNNNNNNNN
TTGCAGACNNNNNNNNN
CAATGTGGNNNNNNNNN
ACTCCATCNNNNNNNNN
GTTGACCTNNNNNNNNN
CGTGTGTANNNNNNNNN
ACGACTTGNNNNNNNNN
CACTAGCTNNNNNNNNN
ACTAGGAGNNNNNNNNN
GTAGGAGTNNNNNNNNN

CCTGATTGNNNNNNNNN
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GTTGTTCG

GAAGGAAG

AGCACTTC

GTCATCGA

TGTGACTG

CAACACCT

ATGCCTGT

CATGGCTA

GTGAAGTG

CGTTGCAA

ATCCGGTA

GCGTCATT

GCACAACT

GATTACCG

ACCACGAT

GTCGAAGA

CCTTGATC

AAGCACTG

TTCGTTGG

TCGCTGTT

GAATCCGA

GTGCCATA

CTTAGGAC

AACTGAGC
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I7_Index_ ID

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Sekwencja indeksu 1
ATGCACGANNNNNNNNN
CGACGTTANNNNNNNNN
TACGCCTTNNNNNNNNN
CCGTAAGANNNNNNNNN
ATCACACGNNNNNNNNN
CACCTGTTNNNNNNNNN
CTTCGACTNNNNNNNNN
TGCTTCCANNNNNNNNN
AGAACGAGNNNNNNNNN
GTTCTCGTNNNNNNNNN
TCAGGCTTNNNNNNNNN
CCTTGTAGNNNNNNNNN
GAACATCGNNNNNNNNN
TAACCGGTNNNNNNNNN
AACCGTTCNNNNNNNNN
TGGTACAGNNNNNNNNN

ATATGCGCNNNNNNNNN

I5_Index_ ID
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595

596

GACGATCT

ATCCAGAG

AGAGTAGC

TGGACTCT

TACGCTAC

GCTATCCT

GCAAGATC

ATCGATCG

CGGCTAAT

ACGGAACA

CGCATGAT

TTCCAAGG

CTTGTCGA

GAGACGAT

TGAGCTAG

ACTCTCGA

CTGATCGT

Zatgcznik

Sekwencja indeksu 2

Tabela 15: Sekwencje indekséw. N oznacza identyfikator UMI. Nalezy pamieta¢, ze w przypadku niektérych urzadzen do sekwencjonowania firmy

Ilumina wymagana jest sekwencja odwrotna i komplementarna (ang. reverse complement) do sekwencji adaptera Index 2 (i5) Adapter.

Podrecznik przygotowania uniwersalnej biblioteki NGS firmy OGT, wer. 2.0

Produkt wytacznie do uzytku badawczego; nie moze by¢ stosowany w procedurach diagnostycznych

53



Zatacznik

Zalecane wytyczne dotyczace sekwencjonowania

Panel

770001 —
CoreMPN

770002 —
Myeloid Plus

770027 —
CLL+CNV V3

770003 — Pan
Myeloid

502003 —
CytoSure
Constitutional
NGS

770007 —
CytoSure
Comprehensive
Familial Hyper-
cholesterolaemia
(FH) NGS

Zatgcznik

Tabela 16: Zalecane wytyczne dotyczace sekwencjonowania.
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Zalecan Liczba cykliw
Zalecana Liczba probek " zaleznosci od
Proponowana rozmiar .
platforma do na cykl . P zakupionego
. . . .| wielkoS$c¢ puli zestawu do .
sekwencjonowania | sekwencjonowania rozmiaru
zakupu
Zestawu
2 x 24 reakcje 1cykl
MiSeq 300 V2 48 6 x 8-pleks.
1x 96 reakgciji 2 cykle
2 X 24 reakcje 3 cykle
MiSeq 300 V2 16 2 x 8-pleks.
1x 96 reakcji 6 cykli
2 x 24 reakcje 3 cykle
MiSeq 300 V2 16 2 x 8-pleks.
1x 96 reakcji 6 cykli
MiSeq 300 V2 8 1x 8-pleks. 1x 24 reakcje 3 cykle
2 x 24 reakcje 3 cykle
MiSeq 600 V3 16 2 x 8-pleks.
1x 96 reakgciji 6 cykli
NextSeq Mid 2 x 24 reakcje 1lcykl
extSeq Mid- 48 6 x 8-pleks.
Output .
1x 96 reakdji 2 cykle
NextSeq High- .
Output 24 3 x 8-pleks. 1x 24 reakcje 1cykl
. 2 X 24 reakcje i . .
MiSeq 300 V2 16 3 x 8-pleks. 1x 96 reakcj 3i6cykl
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Zatgcznik

Zatacznik

Lokalizacja probowek z odczynnikami

Frag+ER Frag+ER TE Buffer Frag +ER Frag +ER
Buffer Enzyme Buffer Enzyme
Ligase Buffer Ligase Woda wolna Ligase Buffer Ligase
od nukleaz
Woda wolna
od nukleaz
Primer Mix PCR Buffer PCR Primer Mix PCR Buffer PCR
Polymerase Polymerase
Rysunek 8: Lokalizacja probéwek w przypadku zestawu Rysunek 10: Lokalizacja probéwek w przypadku zestawu Library Preparation Kit
Library Preparation Kit do 24 reakcji (770100-24). do 96 reakcji (770100-96).

Bead Priming Component A
Buffer

@ 00 O @ @ 06 O

Cot Human Index Hybridisation  Formamide Cot Human Index Hybridisation Formamide
DNA Blockers Buffer DNA Blockers Buffer
I I : Primer Mix PCR Buffer PCR Woda wolna  Component A
Primer Mix PCR Buffer PCR Woda wolna P

Polymerase  od nukleaz Polymerase  od nukleaz

Rysunek 9: Lokalizacja probéwek w przypadku zestawu Rysunek 11: Lokalizacja probéwek w przypadku zestawu Hybridisation & Wash
Hybridisation & Wash Kit V2 do 24 reakeji (770410-24). Kit V2 do 96 reakcji (770410-96).
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Informacje prawne

Informacje prawne

Niniejszy podrecznik i jego zawarto$¢ sg objete prawem autorskim © firmy

Oxford Gene Technology (Operations) Limited 2024. Wszelkie prawa zastrzezone.
Powielanie catosci lub jakiejkolwiek istotnej czesci niniejszego podrecznika w
jakiejkolwiek formie jest zabronione, z wyjatkiem sytuacji, w ktérych indywidualni
uzytkownicy drukujg lub zapisujg fragmenty protokotow na wtasny uzytek. Niniejsza
licencja nie zezwala uzytkownikom na uwzglednianie opisywanych materiatéw ani
ich istotnej czesci w zadnych innych pracach lub publikacjach, zaréwno w formie
drukowanej, elektronicznej, jak i kazdej innej formie. W szczego6lno$ci zadna istotna
cze$¢ podrecznika (miedzy innymi) nie moze by¢ rozpowszechniana ani kopiowana
w celach komercyjnych.

Oznaczenie NGS Library Preparation

Zestaw Universal NGS Library Preparation Kit zostat opracowany przez firme Oxford
Gene Technology. Nabywca ma niezbywalne prawo do stosowania i wykorzystywania
produktu WYELACZNIE W CELACH BADAWCZYCH, A NIE DO PROCEDUR
DIAGNOSTYCZNYCH. Produkt nie jest przeznaczony i nie moze by¢ stosowany do
diagnozowania, prewencji, monitorowania lub leczenia jakiejkolwiek choroby lub
jakiegokolwiek stanu oraz tagodzenia ich przebiegu. Produkt nie jest przeznaczony i
nie moze by¢ réwniez stosowany do badan jakichkolwiek proceséw fizjologicznych u
mozliwej do zidentyfikowania osoby ani w zadnym innym celu medycznym.

Znaki towarowe

OGT™, SureSeq™, CytoSure® (Oxford Gene Technology); Agilent®, TapeStation®
(Agilent Technologies Inc.); MiniSeq™, MiSeq™, NextSeq™, NovaSeq™ (Illumina Inc.);
Dynabeads™, DynaMag™, NanoDrop™, Qubit® (Thermo Fisher Scientific); IKA™,
Mag-Bind® (Omega Bio-tek, Inc); LoBind® (Eppendorf SE).

Zobowigzania klienta

Klient potwierdza, ze firma Oxford Gene Technology (Operations) Limited (lub

firmy nalezace do tej grupy) posiada wszystkie prawa wtasnosci intelektualnej do
projektu Produktu, w tym wyboru i konfiguracji sekwencji oligonukleotydow uzytych
w Produkcie. Produkt moze by¢ powielany lub wytwarzany wytacznie przez firme
Oxford Gene Technology (Operations) Limited lub za jej zgoda.
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Informacje dotyczace zamawiania i informacje kontaktowe

Informacje dotyczace zamowien

Produkt Zawarto$¢ Nr kat.

Pakiet zawiera: 1 x zestaw Universal Library Preparation

Rozwiazanie Universal NGS Kit, 1 x adaptery Universal Index Adapters, 1 x zestaw 770510-24
Workflow Solution V2 Universal Hybridisation & Wash Kit, 1 x zestaw Universal | 770510-96
Bead Kit

Tabela 17: Informacje dotyczace zamawiania.

Aktualnag liste produktow oraz najnowsze informacje o produktach mozna znalez¢
na stronie ogt.com

Wielka Brytania +44 (0) 1865 856826
Stany Zjednoczone +1 914 467 5285
Wsparcie techniczne: support@ogt.com
contact@ogt.com

ogt.com

Oxford Gene Technology Ltd.

Unit 5, Oxford Technology Park, 4A Technology Drive, Kidlington, Oxfordshire, OX5 1GN,
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Firma z grupy Sysmex What bindS US,
o3t makes us.

SureSeq™ i CytoSure® Produkt wytacznie do uzytku badawczego; nie moze byc¢ stosowany w procedurach diagnostycznych. Niniejszy podrecznik i jego
zawartosc sa objete prawem autorskim © firmy Oxford Gene Technology IP Limited - 2024. Wszelkie prawa zastrzezone. OGT™, CytoSure® i SureSeq™ sa
znakami towarowymi firmy Oxford Gene Technology IP Limited.
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990370 09/24

Podrecznik przygotowania uniwersalnej biblioteki NGS firmy OGT, wer. 2.0 57


mailto:support%40ogt.com?subject=
http://ogt.com

	Zawartość
	Wstęp
	Odczynniki dostarczane przez firmę OGT
	Odczynniki dostarczane przez użytkownika
	Materiały eksploatacyjne dostarczane przez użytkownika
	Sprzęt dostarczany przez użytkownika
	Zalecenia
	Przechowywanie i używanie produktów
	Bezpieczeństwo
	Legenda symboli
	Przeznaczenie
	Oprogramowanie Interpret NGS Analysis Software
	Przegląd procedury
	Wymagania dotyczące próbek
	DNA — przygotowanie próbki
	Stężenie DNA — zestaw Qubit dsDNA HS Assay Kit
	Integralność DNA — system Genomic DNA ScreenTape
	Czystość — spektrofotometr NanoDrop
	Krok 1: Fragmentacja DNA, naprawa końców i tworzenie ogonów A przy końcach 3’
	Krok 2: Ligacja adapterów i oczyszczanie
	Krok 3: PCR przed wychwytywaniem
	Hybrydyzacja Universal
	Wychwytywanie i płukanie Universal
	Krok 4: PCR po wychwytywaniu
	Sekwencjonowanie
	Przygotowanie arkusza próbek
	Denaturacja i ładowanie puli sekwencjonowania
	Załącznik - Sekwencje adapterów
	Sekwencje indeksów
	Zalecane wytyczne dotyczące sekwencjonowania
	Lokalizacja probówek z odczynnikami
	Znaki towarowe
	Zobowiązania klienta
	Informacje dotyczące zamawiania
	Informacje kontaktowe
	Informacje prawne - Oznaczenie NGS Library Preparation

	Page 7a: 
	Page 4: 
	Page 5: 
	Page 6: 
	Page 7b: 
	Page 8a: 
	Page 8b: 
	Page 9a: 
	Page 9b: 
	Page 9c: 
	Page 10a: 
	Page 13: 
	Page 10b: 
	Page 11a: 
	Page 11b: 
	Page 11c: 
	Page 12: 
	Page 28: 
	Page 14: 
	Page 17: 
	Page 23: 
	Page 57b: 
	Page 32: 
	Page 40: 
	Page 45: 
	Page 48: 
	Page 49a: 
	Page 49b: 
	Page 54: 
	Page 55: 
	Page 56: 
	Page 56b: 
	Page 56c: 
	Page 57a: 
	Page 47: 
	Home: 
	Page 4: 
	Page 5: 
	Page 6: 
	Page 7: 
	Page 8: 
	Page 9: 
	Page 10: 
	Page 11: 
	Page 12: 
	Page 13: 
	Page 14: 
	Page 15: 
	Page 16: 
	Page 17: 
	Page 18: 
	Page 19: 
	Page 20: 
	Page 21: 
	Page 22: 
	Page 23: 
	Page 24: 
	Page 25: 
	Page 26: 
	Page 27: 
	Page 28: 
	Page 29: 
	Page 30: 
	Page 31: 
	Page 32: 
	Page 33: 
	Page 34: 
	Page 35: 
	Page 36: 
	Page 37: 
	Page 38: 
	Page 39: 
	Page 40: 
	Page 41: 
	Page 42: 
	Page 43: 
	Page 44: 
	Page 45: 
	Page 46: 
	Page 47: 
	Page 48: 
	Page 49: 
	Page 50: 
	Page 51: 
	Page 52: 
	Page 53: 
	Page 54: 
	Page 55: 
	Page 56: 

	Home 2: 
	Page 57: 



