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5 GeneFirst XCeloSeq Targeted RNA Enrichment Kit Reagencie
XCeloSeq Targeted RNA Enrichment Kity se skladaji ze dvou krabicek:

* Prvni krabicka obsahuje XCeloSeq Targeted RNA Core Reagents — obecné reagencie univerzalni pro
vsechny XCeloSeq Targeted RNA kity.

* Druha krabicka obsahuje XCeloSeq Targeted RNA Enrichment Primers — reagencie specifické pro
dany panel gen(.

5.1 XCeloSeq Targeted RNA Core Reagents (GF031)

The XCeloSeq Targeted RNA Core Reagents krabicka obsahuje nasledujici reagencie:

Reagencie Barva zkumavky | Barva vicka Skladovan Kat. cislo

FS Mix Cira Hnéda -20°C PC0038

SS Enzyme Cira -20°C PC0039

ATO Cira Modra -20°C PC0040

ATO Reaction Mix Cira Zelena -20°C PC0041

Amplification One Mix Cira Cira -20°C PC0042

Primers Cird Cervena -20°C PC0043

Master Mix Cird Fialova -20°C PC0044
A Pozor, reagencie nejsou zaménitelné mezi riznymi XCeloSeq kity.

5.2 XCeloSeq Targeted RNA Enrichment Primery

Barva

Reagencie Barva vicka N ELLIEN
zkumavky

Outer Pool Cira ‘ Oraniova ‘ -20°C ‘

Inner Pool Cira ‘ Cernd ‘ -20°C ‘
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5.3 Dalsi vybaveni a reagencie, které nejsou dodavany s kitem

Reagencie a vybaveni pro extrakci RNA
Voda (molecular biology grade)

10 mM Tris-HCI pH 8.0 (molecular biology grade)
100% ethanol (molecular biology grade)
DNase and RNase-free Spicky s filtrem
DNase and RNase-free PCR zkumavky
AMPure® XP magnetic beads

Magnet

Pipety

Vortex

Microcentrifuga

Standardni PCR Cycler

Indexacni kit s unikatnimi indexy (UDI index kit), ktery vystaci na 128 vzorkd.

XCeloSeq UDI Set 1-01 for Hlumina IDX1-01
XCeloSeq UDI Set 1-02 for llumina IDX1-02
XCeloSeq UDI Set 1-03 for lllumina IDX1-03
XCeloSeq UDI Set 1-04 for lllumina IDX1-04
XCeloSeq UDI Set 1-05 for lllumina IDX1-05
XCeloSeq UDI Set 1-06 for lllumina IDX1-06
XCeloSeq UDI Set 1-07 for lllumina IDX1-07
XCeloSeq UDI Set 1-08 for lllumina IDX1-08
XCeloSeq UDI Set 1-09 for lllumina IDX1-09
XCeloSeq UDI Set 1-10 for Hlumina IDX1-10
XCeloSeq UDI Set 1-11 for lllumina IDX1-11
XCeloSeq UDI Set 1-12 for lllumina IDX1-12
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6 Protokol Overview
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RNA

l

Example Double Strand cDNA
Exon A Exon B

Conserved Fusion Known and Unknown
Partner Fusion Partners

the ATO as a template. This generates both

All 3' ends are extended as a primer using
a UMI and universal primer site

All captured cDNA molecules are linear
amplified

l Universal Primer

Multiplex target-specific primers
_—_—
Dual-Index Sample Barcodes

\ Target specific primers

UMI

\

Illumina adapters

High throughput seqencing to identify all fusion partners
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Double Strand cDNA
Synthesis

Hands-on Time: 5 min
Incubation Time: 60 min

Bead Purification: 30 min

ATO Reaction

Hands-on Time: 5 min
Incubation Time: 70 min

Amplification One

Hands-on Time: 5 min
Incubation Time: 35 min

Amplification Two

Hands-on Time: 5 min
Incubation Time: 80 min

Bead Purification: 30 min

Amplification Three

Hands-on Time: 5 min
Incubation Time: 75 min

Bead Purification: 30 min

Total time 7 hr 20 min
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7 Nez zaCnete

Lze pouzit FFPE RNA nebo celkovou (high-quality) RNA ptipadné cell-free RNA nebo celkova cell-free
nukleové kyseliny (DNA /RNA), ackoli u cell-free RNA Ize ocekavat nizsi seksitivitu pro fuze vzhledem
k nizké koncentraci.

Doporucena koncentrace FFPE RNA je 5-200 ng.
U nizkokvalitni RNA (RIN skére nizsi nez 8) doporucujeme pouzit 200ng RNA.
U kvalitni RNA (RIN skore vyssi nez 8) doporucujeme pouzit 100ng RNA.

Vyndejte AMPure XP beads z lednicky
Naredte si 80% EtOH.
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8 Navod

8.1 Syntéza prvniho vlakna cDNA

* Na ledu napipetujte do 0,2 ml zkumavky 4 pl FS Mix (Hnédé vicko) a pridejte 16 ul vzorku RNA,
zvortexujte a centrifugujte.

* VloZte do pfedeh¥atého PCR cycleru: viko 2100 °C, objem vzorku je 20 pl

Doba v cycleru 20 minut

Krok ’ Teplota ’ cas
1 65 °C 5 minut
2 4°C 2 minut
3 25°C 2 minut
4 55°C 10 minut
5 4°C Hold

8.2 Syntéza druhého vlakna cDNA

* Naledu ke vzorku pfidejte 1.5 pl

( ), vortexujte a centrifugujte.
* Vlozte do pfedehiatého PCR cycleru: viko =100 °C, objem vzorku je 21.5 pl

Doba v cycleru 30 minut

Krok ’ Teplota ’ cas
1 22 °C 30 minut
2 4°C Hold

www.genefirst.com
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8.3 Precisténi na kulickach

1) Pridejte ke vzorku 28.5 ul vody.

2) Pfidejte 100 pl AMPure XP beads ke vzorkiim, propipetujte 15x pipetou.

3) Nechte 5 minut stat pti RT.

4) Vlozte vzorky na magnet na 3 minuty nebo dokud se kuli¢ky nepfichyti na sténu zkumavky.
5) Odsajte a vyhodte supernatant.

6) Ponechte zkumavky v magnetu a pridejte 150 pul 80% ethanolu.

7) Inkubujte 30 sekund nebo dokud se kuli¢ky nepfichyti na sténu zkumavky.

8) Odsajte a vyhodte supernatant.

9) Zopakujte promyti ethanolem jesté jednou.

10) Vzorky centrifujte, vratte na magnet a opatrné odsajte zbytek ethanolu.

11) Suste vzorky s otevienym vickem 3 minuty pfi RT. Nepfesuste.
12) Peletu rozpustte v 15 ul vody.
13) Inkubujte 5 minut.

14) VloZte vzorky na 3 minuty na magnet nebo dokud se kulicky nepfichyti na sténu zkumavky.

15) Odsajte 13 pl supernatantu do Cisté 0,2 ml zkumavky.
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8.4 ATO Reakce — Krok 1: ATO a cDNA smés

e Kvzorkiim pfidejte 2 ul ATO (, Blue Cap), vortexujte a centrifugujte.
* VloZte do pfedeh¥atého PCR cycleru: viko 2100 °C, objem vzorku je 15 pl

Krok ‘ Teplota ’ cas
1 65 °C 2.5 minut -
Doba v cycleru 4 minuty
2 10°C 1 minut
3 10 °C Hold

8.5 ATO Reakce — Krok 2: Pridani ATO Reakcéniho mixu

* Ke vzorklm pridejte 5 ul ATO Reaction Mix (Green Cap).
* Vlozte do prechlazeného (4°C) PCR cycleru: viko =100 °C, objem vzorku je 20 pl

Krok ‘ Opakovani ‘ Teplota ‘ cas
1 - 4°C Hold/Pause
Doba v cycleru 1:05 hod
2 1x 10 °C 1 minuta
3 26 °C 6 minut
4 30 °C 10 minut
5 65 °C 1 minuta
1x
6 10 °C 1 minuta
7 26 °C 6 minut
8 30°C 10 minut
9 65 °C 1 minuta
10 10 °C 1 minuta
2X
11 26 °C 6 minut
12 30°C 5 minut
13 - 4°C Hold
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8.6 Prvni amplifikace
e Ke vzorkdm ptidejte 27 ul ATO Amplification One Mix (Ciré vicko) a 1.0 pl Primers (Cervené
vicko), vortexujte a centrifugujte.
e VloZte do pfedehfatého PCR cycleru: viko =100 °C, objem vzorku je 48 pl.

Krok ’ Opakovani ’ Teplota ‘ cas
1 1x 37 °C 10 minut
2 1x 98 °C 30 sekund Doba v cycleru 45 min
3 98 °C 5 sekund
4 10x 60 °C 1 minuta
5 72 °C 1 minuta
6 1x 72 °C 2 minut
7 - 4°C Hold

Po PCR reakci Ize vzorky skladovat -20°C maximdlné 24 hodin.
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8.7 Druha amplifikace, Target Specificka PCR

¢ Ke vzorkdm pridejte 2.0 pl Outer Pool (OranZové vicko), vortexujte a centrifugujte.
* VloZte do pfedeh¥atého PCR cycleru: viko 2100 °C, objem vzorku je 50.0 pl

Krok ‘ Opakovani ‘ Teplota
1 1x 98 °C 30 sekund
2 98 °C 5 sekund
. . Doba v cycleru 1:32

3 14x 65 °C 5 minut

4 72 °C 30 sekund

5 1x 72 °C 2 minut

6 - 4°C Hold

8.8 Precisténi na kulickach

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)

Ptidejte 90 pl AMPure XP beads ke vzork(im, propipetujte 15x pipetou.

Nechte 5 minut stat pti RT.

VloZte vzorky na magnet na 3 minuty nebo dokud se kuli¢cky nepfichyti na sténu zkumavky.
Odsajte a vyhod'te supernatant.

Ponechte zkumavky v magnetu a pridejte 150 pl 80% ethanolu.

Inkubujte 30 sekund nebo dokud se kuli¢ky nepfichyti na sténu zkumavky.

Odsajte a vyhod'te supernatant.

Zopakujte promyti ethanolem jesté jednou.

Vzorky centrifujte, vratte na magnet a opatrné odsajte zbytek ethanolu.

Suste vzorky s otevienym vickem 3 minuty pti RT. Nepresuste.

Peletu rozpustte v 23 ul vody.

Inkubujte 5 minut.

VloZte vzorky na 3 minuty na magnet nebo dokud se kulicky nepftichyti na sténu zkumavky.
Odsajte 21 pl supernatantu do cisté 0,2 ml zkumavky.

Po purifikaci Ize vzorky skladovat pri -20°C.
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8.9 Treti amplifikace, Nested Target Specificka PCR
* Soucasti kitu jsou dva indexy: i7-001 a i5-001, které neni nutné redit.

* Indexing kit i7, ktery je nutno objednat zvlast obsahuje i7 indexy, které je nutno nafedit index
dillution bufferem v poméru 1:4 (1 pl i7 indexu + 4 pl index dillution bufferu)

* Indexing kit i5, ktery je mozné objednat zvlast obsahuje i5 indexy, které neni nutno redit a lze je
pouzit pfimo do reakce.

* Pridejte ke vzorkiim reagencie dle nasledujici tabulky:

Reagencie 5?;:: Objem (u)
Inner Pool Black 2.0
Master Mix Lilac 25.0
UDI indexy Bila 2.0

* Vortexujte a centrifuguijte.

* Vlozite do pfedehfatého PCR cycleru: viko 2100 °C, objem vzorku je 50.0 pl

Krok Opakovani Teplota cas
1 1x 98 °C 30 sekund
2 98 °C 5 sekund
Doba v cycleru 1:13
3 Viz tab. nize 65 °C 5 minut
4 72 °C 30 sekund
5 1x 72 °C 2 minuty
6 - 4°C Hold

Doporuceny pocet cykli

Mnozstvi RNA
5ng 14-15x
10 ng 13-14x
25 ng 12-13x
50 ng 11-12x
100-200 ng 10-11x
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1) Ptidejte 60 pl AMPure XP beads ke vzorkiim, propipetujte 15x pipetou.

2) Nechte 5 minut stat pri RT.

3) VloZte vzorky na magnet na 3 minuty nebo dokud se kuli¢cky neptichyti na sténu zkumavky.
4) Odsajte a vyhod'te supernatant.

5) Ponechte zkumavky v magnetu a pridejte 150 pl 80% ethanolu.

6) Inkubujte 30 sekund nebo dokud se kuli¢ky nepfichyti na sténu zkumavky.

7) Odsajte a vyhodte supernatant.

8) Zopakujte promyti ethanolem jesté jednou.

9) Vzorky centrifujte, vratte na magnet a opatrné odsajte zbytek ethanolu.

10) Suste vzorky s otevienym vickem 3 minuty pti RT. Nepresuste.

11) Peletu rozpustte v 32 ul vody.

12) Inkubujte 5 minut.

13) Vlozte vzorky na 3 minuty na magnet nebo dokud se kulicky nepfichyti na sténu zkumavky.
14) Odsajte 30 pl supernatantu do cisté 0,2 ml zkumavky.
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8.11 Kvantifikace knihoven
Zmérte koncentraci jednotlivych vzorkl pomoci Qubit dsDNA HS Assay kit. Koncentrace se obvykle
pohybuji mezi 0,5-20 ng/ul.

Doporucujeme analyzu vzork( na Tapestation High sensitivity DNA chipu. Obvykle ziskame pik
s velikosti 200-300bp.

# 6:100ng # 1:5ng

[FU] 100ng

700+
600+
500+

400+

T T T T T T T T T T T T T T
3 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 10380 [bp]

Vypocet koncentrace knihoven v nM a pooling

Vypoditejte koncentraci (nM) vzork dle vzorce: koncentrace poolu (ng/ul) * 10°

(660 x délka fragmentu z tapestation)
Piiklad: (3,09 ng/ul * 10°) / (660 * 230bp) = 20,36 nM

Pro sekvenovani si vzorky nafedte na 4nM, poté napipetujte do 1,5 ml zkumavky 10ul od kazdého 4nM
vzorku a vytvorte tim 4nM pool. Naredény pool skladujte maximalné 24 hodin pfi -20°C.
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8.12 Denaturace knihovny a priprava na sekvenovani
Nechte rozmrazit sekvenacni cartridge pfi RT nebo ve vodni I1azni a pufr HT1 v lednici.
Pfipravte si Cerstvy 0,2M NaOH.

Postup

Do 1,5 ml zkumavky napipetujte 5ul 4nM poolu, pridejte 5ul 0,2M NaOH, vortexujte a kratce
centrifugujte.

Inkubujte pfi RT 5 minut.

Pridejte 5ul 200mM Tris-HCL, pH 7, vortexujte a kratce centrifugujte

Pridejte 985ul HT1, vortexujte, kratce centrifugujte a vlozte do ledu. Timto jste ziskali 20pM pool.
Smichejte 97 ul 20pM poolu a 1203 pl HT1, lehce zvortexujte a a centrifugujte.

V pfipadé nutnosti lze pridat 1% PhiX:

Do 1,5 ml zkumavky napipetujte 2 ul 10nM PhiX, pridejte 3 ul pufru RSB a 5 pl 0,2M NaOH,
vortexujte a kratce centrifugujte.

Inkubujte pfi RT 5 minut.

Pridejte 5ul 200mM Tris-HCL, pH 7, vortexujte a kratce centrifugujte

Pridejte 985 ul HT1, vortexujte a kratce centrifugujte. Timto jste ziskali 20pM PhiX.

Do nové 1,5 ml zkumavky napipetujte 97 pl 20pM PhiX a pfidejte 1203 pl HT1. Vortexujte, kratce
centrifugujte a vlozte do ledu. Timto jste ziskali 1,5 pM PhiX.

Do nové 1,5 ml zkumavky napipetujte 1287ul 1,5pM poolu a ptidejte 13ul 1,5pM PhiX. Vortexujte a
kratce centrifugujte.

Téchto 1300ul napipetujte do sekvenacni catridge.

V pripadé, ze budete vzorky Genefirst spojovat s jinymi knihovnami, pocitejte, prosim, Ze potiebujete
3M c¢teni na 1 vzorek Genefist Fusion reseach panelu.

(R1) Read 1 151
(11) Index Read 1 8
(12) Index Read 2 8

(R2) Read 2 151
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