


Prehled pracovniho postupu

a) pro pouziti s cf DNA b) pro pouziti s genomovou a FFPE DNA

End-repair / A-tailing Fragmentation / End-repair / A-tailing

8 min Hands-on 45 min Incubation 8 min Hands-on 45 min Incubation

Adapter ligation

8 min Hands-on 20 min Incubation

Bead clean-up

Stop point el 25 min Total

Bead clean-up

Stop point sl 25 min Total

Stop point sl

Sample pooling / Probe hybridization

8 min Hands-on 4.5 hr or O/N Incubation

Probe capture to Dynabeads

8 min Hands-on 45 min Incubation
Bead wash

25 min Total
Post-capture PCR on Dynabeads

8 min Hands-on 40 min Incubation

Bead clean-up

25 min Total

=

Final library quality check

8 min Hands-on 10 min Incubation



Kapitola 1: Priprava knihovny

Pozadavky na vstupni DNA

e  Stanovte koncentraci DNA fluorometricky (napf. Qubit assay, Invitrogen).
e Eluci provedte do vody (molecular biology grade) nebo pufru s nizkym obsahem EDTA.
e Doporucené mnozstvi DNA pro pouziti s UMI indexy je 1-100 ng

e Doporucené mnozstvi DNA pro poufziti s cf DNA je 100-1000 ng

Doporuceni na mnozstvi DNA pro vzorky FFPE
Nasledujici tabulka uvadi doporuceni pro FFPE DNA dle DIN skore:

Vstupni mnozZstvi DNA u DNA vzorki izolovanych z FFPE block.

Vstupni parametry DNA DIN skore >8 DIN skére 3-8 DIN skore <3

Zvyste vstupni mnozstvi DNA 5-10x

Nasobné zvyseni ve srovnani s Zvyste vstupni mnozstvi DNA 1.5-4x

vysoce gistou DNA Neni nutné zadné zvyseni

. Minimalni vstupni mnoZstvi FFPE DNA bez ohledu na DIN skére je 10 ng.



1.A Verze kitu (a): End-repair / A-tailing (bez fragmentace) pro cfDNA

Nez zacnhete

e Nechte rozmrznout End-repair / A-tailing Buffer (10x) (cervené vic¢ko) a Ligation Buffer (5x) (modré vi¢ko) vortexujte,
kratce centrifugujte, udrzujte na ledu.

e  Promichejte End-repair / A-tailing Enzyme Mix (5x) (¢ervené vicko) a DNA Ligase Enzyme (modré vicko) poklepanim
na zkumavku, kratce centrifugujte, udrzujte na ledu.

Postup
1. Nastavte program.
Krok Teplota Cas
| 1 4°C Hold
2 20°C 30 min Cas v cycleru 1 hod.
3 65°C 30 min
4 4°C Hold

Nastavte vyhfivani vika na 70°C, objem reakce na 50 [l a spustte.

Pfipravte na ledu master mix, vortexujte a kratce centrifugujte.

Slozka Objem pro 1 reakci
| End-repair / A-tailing Buffer (10x) 5ul
Vzorek DNA X gl (max. 35ul)
Nuclease-free voda (35=X) pl
Celkem 40 pl

2. Pridejte 10 pl of End-repair / A-tailing Enzyme Mix (5x) na celkovy objem 50 pl. Vortexujte a kratce centrifugujte.
3. Preneste do predchlazeného cycleru (4°C) a preskocte “skip” na dalSi krok.

4. Hotové reakce vloZte na led. Okamzité pokracujte nasledujicim krokem ligace (1.C).



1.B Verze kitu (b): Fragmentation a end-repair / A-tailing pro gDNA a
FFPE DNA

e U vstupniho mnoZstvi DNA nizsiho nez 50 ng, pfidejte Fragmentation Enhancer.

Nez zacnete
¢ Nechte rozmrznout Fragmentation Buffer (10x) (Cervené vitko), Ligation Buffer (5x) (modré vi¢ko) a Fragmentation

Enhancer (oranzové vicko) (pro vzorky s méné nez 50ng) vortexujte, kratce centrifugujte, udrzujte na ledu.

e Promichejte Fragmentation Enzyme Mix (5x) (¢ervené vicko) a DNA Ligase Enzyme (modré vicko) poklepanim na
zkumavku, kratce centrifugujte, udrzujte na ledu.

Postup

1. Nastavte program.

Krok Teplota Cas
1 4°C Hold -
Cas v cycleru 1 hod.
2 32°C 30 min
3 65°C 30 min
4 4°C Hold

Nastavte vyhfivani vika na 70°C, objem reakce na 50 [l a spustte.

1. Pracujte na ledu, reagencie pred pouZitim zvortexujte a kratce centrifugujte.

Sloska Objem pro 1 reakci Objem pro 1 reakci
(DNA > 50 ng) (DNA < 50 ng)
Fragmentation Buffer (10x) 5ul 5ul
Vzorek DNA X I (max. 35 ul) X Ml (max. 32,5 ul)
Fragmentation Enhancer - 2.5l
Nuclease-free voda (35=X) ul (32.5—=X) pl
Celkem 40 pl 40 pl

5. Pridejte 10 pl Fragmentation Enzyme Mix (5x) na celkovy objem 50 ul. Dobfe zvortexujte a kratce centrifugujte.
6. Preneste do predchlazeného cycleru (4°C) a preskocte “skip” na dalsi krok.

7. Hotové reakce vloZte na led. Okamzité pokracujte nasledujicim krokem ligace (1.C).



1.C Ligace lllumina UMI adaptori

Nez zacnete
Vyndejte z lednice XP AMPure beads a nechte je alespori 20-30 minut pfi laboratorni teploté. Nechte rozmrazit v lednicce Illumina
UMI Adapters, pozor, at je nevysypete!

Postup
1. Nastavte program
Krok Teplota Cas
\ Cas v cycleru 15 min
1 4°C Hold
2 20°C 15 min

Nastavte vyhFivani vika na nevyhfivat (off) (nebo nechte viko oteviené), objem reakce na 100 pl a spustte.

e Pouzijte nafedéné 1.5 MM pro vstupni DNA < 50ng (fedéni 1:10)
e Pro vstupni DNA >50ng pouZijte nefedéné UMI (15 uM).

2. Pipetujte na ledu. Ke vzorkiim z pfedchoziho kroku pfidejte 5 pl lllumina UMI adaptert tak, Ze si udélate malou $pickou
dirku do alobalu a poté odeberete 5ul.

3. Ke kazdému vzorku pridejte zvortexované a stoc¢ené reagencie dle tabulky nize.

Slozka Objem pro 1 reakci
| Ligation Buffer (5x) 20 ul
DNA Ligase Enzyme 10 pl
Nuclease-free voda 15 ul
Celkem 45 pl

4. \Vortexujte a kratce centrifugujte.

5. VloZte do predchlazeného cycleru (4°C) a pfeskocte “skip” na dalsi krok.

Pfecisténi
1. Do 100 pl vzorku z pfedchoziho kroku pfidejte 90 ul AMPure XP NGS clean-up beads a promichejte pipetou 15-20x.
Inkubujte 5 minut pfi RT.

Ptipravte si ¢erstvy roztok 80% ethanolu (800 ul na jeden vzorek).

Vlozte vzorek na magnet a nechte vycefit 5 minut.
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Odsajte a vyhodte supernatant nedotykejte se kulicek.
Pfidejte 200 pl 80% ethanolu a inkubujte 30 sekund.
Nechte zkumavky na magnetu a opatrné odsajte a vyhod'te supernatant.

Zopakujte kroky 14-15 jesté jednou.
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Zkumavku kratce centrifugujte a odsajte zbytek ethanolu 10 pl $pickou.

10. Nechte vzorky na magnetu a inkubujte pfi RT s otevienymi vicky 5 minut nebo dokud neni peleta sucha. Nepresuste peletu.
11. Vyndejte zkumavky z magnetu a pfidejte 27 pl pufru EB nebo vody (molecular biology grade) a pipetou rozpustte peletu.
12. Inkubujte 2 minuty pfi RT.

13. Vlozte zkumavky na magnet na 2 minuty pfi RT.

14. Odsajte 22,5 pl supernatantu do Cistych 0,2 ml zkumavek.

Stop point: precisténé adapter ligované knihovny Ize skladovat pti -20°C



1.D Amplifikace knihoven

NezZ zaCnete

e Nechte rozmrazit PCR Master Mix (2x) (zelené vicko) a Primer Mix (10 uM) (€erné vicko) v lednicce. Vortexujte a
kratce centrifugujte.

Postup
1. Nastavte nasledujici program.
Krok Teplota Cas Cykly
| 1 98°C Hold 1
2 98°C 2 min 1 .
Cas v cycleru cca 30-40 min
3 98°C 20 sec
4 60°C 30 sec 11
5 72°C 30 sec
6 72°C 1 min 1
7 4°C Hold 1

Nastavte vyhtivané viko na 105°C, objem reakce na 50 fl a spustte.

Ke kazdému vzorku pfidejte reagencie dle nasledujici tabulky.

Slozka Objem na 1 reakci
[
PCR Master Mix (2x) 25 pl
Primer Mix (10 pM) 2.5yl
Celkem 27.5 pl

2. Vortexujte a kratce centrifugujte.
3. Vlozte do predehtatého cycleru (98°C) a preskocte ,, skip” na dalsi krok.

4. Vyndejte vzorky z cycleru a pokracujte okamZité precisténim.

Precisténi amplifikovanych knihoven
1. Do 50 pl vzorku pridejte 50 4l AMPure XP NGS clean-up beads a promichejte pipetou 15-20x.
Inkubujte 5 minut pfi RT.

VlozZte vzorek na magnet a nechte vycefit 5 minut.
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Odsajte a vyhodte supernatant nedotykejte se kulicek.

PFidejte 200 pl 80% ethanolu a inkubujte 30 sekund.

Nechte zkumavky na magnetu a opatrné odsajte a vyhod'te supernatant.
Zopakujte kroky 13-14 jesté jednou.

Zkumavku kratce centrifugujte a odsajte zbytek ethanolu 10 pl Spickou.
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Nechte vzorky na magnetu a inkubujte pfi RT s otevienymi vicky 5 minut nebo dokud neni peleta sucha. Nepresuste peletu.

10. Vyndejte zkumavky z magnetu a pridejte 32,5 pl pufru EB nebo vody (molecular biology grade) a pipetou rozpustte peletu.
11. Inkubujte 2 minuty pfi RT.

12. Vlozte zkumavky na magnet na 2 minuty pfi RT.

13. Odsajte 30 pl supernatantu do cistych 0,2 ml zkumavek.

Stop point: Pfecisténé knihovny lze skladovat pfi 4°C pfes noc nebo pfti -20°C dlouhodobé.



1.E Kvantifikace knihoven

. Zmérte koncentraci DNA (ng/ul) fluorometricky (napt. dsDNA BR assay kit, Invitrogen Qubit).
Koncentrace se obvykle pohybuje v rozmezi 5-50 ng/pl.
Dostateénou koncentraci jednotlivych vzorkd spoéitate takto:
1000/pocet vzork/30 = minimalni koncentrace vzorkt pro poutziti do poolu pro hybridizaci.

Pokud je koncentrace pfilis nizkd, je mozné se vratit k amplifikaci (bod 1.D) a vzorek doamplifikovat. V tomto pripadé
staci maximalné 3-4 cykly v PCR cycleru. Poté znovu precistit a znovu zméfit koncentraci na Qubitu.

. Doporucujeme analyzu knihovny fragmentacni analyzou (napf. TapeStation) pro zjisténi délky fragmentu.
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PFiklad jak by méla vypadat dobfe fragmentovana knihovna




Kapitola 2: Hybridizace sond a Capture
Enrichment

NezZ zaCnete

Pokud nemate vakuovy lyofilizacni koncentrator, Ize pro zakocentrovani poolovanych knihoven pouzit AMPure XP clean-up beads.
Méjte viak na paméti, Ze tento postup zavadi maly GC bias do vysledka.

Rozmrazte pfi RT Hybridization Buffer (2x) (modré vi¢ko), Hybridization Enhancer (hnédé vicko), (
vicko), COT-1 Human DNA (éervené victko) a TMB/MSI Panel (Ciré vicko). Vortexujte a kratce centrifugujte.

Poznamka: ovérte, Ze Hybridization Buffer (2x) (modré vicko) nezkrystalizoval. Pokud ano, ohfejte zkumavku na 65°C vortexujte
kazdych par minut dokud se krystaly nerozpusti (ohfev miZe trvat i 30-60 minut).

Ekvilibrujte AMPure XP clean-up beads pfi RT alespor 20-30 minut.
Postup pro pripad, kdy neni dostupna vakuova odparka

1. Nastavte program

Krok Teplota Cas Cykly
1 95°C Hold 1
2 95°C 30 sec 1
3 65°C 4 hours 1
4 65°C Hold 1

Nastavte vyhfivani vika na 100°C, objem reakce na 17 pl a spustte run.

2. Pfipravte hybridizacni master mix na ledu.

Slozka Objem na 1 reakci

Hybridization Buffer (2x) 9.5 pl
Hybridization Enhancer 3l
2 ul
Cell3™ Target: Probe Set 4,5 ul
Celkem 19 pl

3. Vortexujte a uloZte do lednice k pozdéjsimu pouZiti.
4. Smichejte stejny objem od kazdé knihovny tak, aby vysledny pool mél 1000 ng.

Pfiklad: Pokud méate 5 vzork(, tak kazdého je tfeba pfidat 1000ng/5 = 200ng .

vzorek Koncentrace Qubit MnoZstvi do poolu
1 19,1 ng/ul 200/19,1 = 10,5 pl
2 25,5 ng/ul 200/25,5=7,8 pl
3 26,5 ng/ul 200/26,5=7,5 pl
4 25,9 ng/ul 200/25,9=7,7 pl
5 33,7 ng/ul 200/33,7=5,9 ul
Pool pro hybridizaci 10,5+7,8+7,5+7,7+5,9 =39,4 ul

5. Pfidejte 7,5 gl COT-1 Human DNA do poolu. Vortexujte a kratce centrifujte.



6. Pridejte 1,8x objemu AMPure XP clean-up beads promichejte pipetou 15-20x.
Vychdazime-li z prikladu vyse tak: (39,4 pool+7,5 COT)*1,8 = 84,4 ul AMPure XP clean-up beads.
7. Inkubujte 10 minut pfi RT.
8. Vlozte vzorek na magnet a nechte vycCefit 5 minut.
9. Odsajte a vyhodte supernatant nedotykejte se kulicek.
10. Pridejte 200 pl 80% ethanolu a inkubujte 30 sekund.
11. Nechte zkumavky na magnetu a opatrné odsajte a vyhodte supernatant.
12. Zopakujte kroky 10-11 jesté jednou.
13. Zkumavku kratce centrifugujte a odsajte zbytek ethanolu 10 pl $pickou.
14. Nechte vzorky na magnetu a inkubujte pfi RT s otevienymi vicky 5 minut nebo dokud neni peleta sucha. Nepresuste peletu.
15. Vyndejte zkumavky z magnetu a pridejte 19 pl pufru hybridizaéniho master mixu a pipetou rozpustte peletu.
16. Inkubujte 5 minut pri RT.
17. Vlozte zkumavky na magnet na 5 minut pfi RT.

18. Odsajte 17 Jl supernatantu do cisté 0,2 ml zkumavky a vloZte ji do predehratého cycleru (95°C) a preskocte ,, skip” na dalsi
krok .

Hybridizaci Ize nechat jet i pfes noc.

Postup pro pripad, kdy je dostupna vakuova odparka

Nez zacnete

Rozmrazte pti RT Hybridization Buffer (2x) (modré vicko), Hybridization Enhancer (hnédé vicko), (
vicko), COT-1 Human DNA (éervené vicko) a TMB/MSI Panel (iré vicko). Vortexujte a kratce centrifugujte.

Poznamka: ovérte, Zze Hybridization Buffer (2x) (modré vicko) nezkrystalizoval. Pokud ano, ohfejte zkumavku na 65°C vortexujte
kazdych par minut dokud se krystaly nerozpusti (ohfev mUze trvat i 30-60 minut).

Postup
1. Nastavte program
Krok Teplota Cas Cykly
1 95°C Hold 1
2 95°C 30 sec 1
3 65°C 4 hours 1
4 65°C Hold 1

Nastavte vyhfivani vika na 100°C, objem reakce na 17 pl a spustte run.
1. Smichejte stejny objem od kazdé knihovny tak, aby vysledny pool mél 1000 ng.

Pfiklad: Pokud mate 5 vzork(, tak kazdého je tfeba pfidat 1000ng/5 = 200ng .

vzorek Koncentrace Qubit Mnozstvi do poolu
1 19,1 ng/ul 200/19,1=10,5 pl
2 25,5 ng/ul 200/25,5=7,8 pl
3 26,5 ng/ul 200/26,5=7,5pl
4 25,9 ng/ul 200/25,9=7,7 pl
5 33,7 ng/ul 200/33,7 =5,9
Pool pro hybridizaci 10,5+7,8+7,5+7,7+5,9 = 39,4 pl




2. Pfidejte 5 pl COT-1 Human DNA a 2 pl do poolu. Vortexujte a kratce centrifujte.
3. Vlozte s otevienym vickem do vakuové odparky vyhraté na 70°C nebo nizsi a nechte kompletné odpafrit.
Stop point: Odpareny pool Ize skladovat pfi 4°C pres noc.

4. Pripravte hybridiza¢ni master mix do zkumavky s odpafenym poolem.

Slozka Objem na 1 reakci

Hybridization Buffer (2x) 8.5 pl
Hybridization Enhancer 2,7yl
Cell3™ Target: Probe Set 4ul

Voda 1,8 pl
Celkem 17 pl

5. Propipetujte 10x, kratce centrifugujte a inkubuljte 10 minut pfi RT.
6. Prepipetujte cely objem do 0,2 ml zkumavky a vloZte do predehratého PCR cycleru a preskocte skip na dalsi krok programu.

7. Inkubujte 4-16 hodin pfipadné pies noc.

2.B Probe capture na Streptavidinovych kulickach a precisténi

Nez zacnete
e Ekvilibrujte Dynabeads® M-270 Streptavidin pfi RT 30 minut.

e Rozmrazte Wash Buffers (S, 1, 2, 3, B) pfi RT, vortexujte je a kratce centrifugujte.

e Ohrejte v suchém bloku Wash Buffer 1 pfi 65°C v pfipadé Ze zkrystalizoval.

e Nastavte v PCR cykleru run 65°C forever, s vikem vyhfivanym na 70°C, objem vzorku 100ul a spustte
Priprava wash buffera

1. Naredte pufry do 1,5 ml zkumavky dle tabulky nize:

Slozka Zasobni roztok Nuclease-free voda Celkem
Stringent Wash Buffer (10x) 40 pl 360 pl 400 pl
Wash Buffer 1 (10x) 30 pl 270 pl 300 pl
Wash Buffer 2 (10x) 20 pl 180 pl 200 i
Wash Buffer 3 (10x) 20 pl 180 pl 200 pl
Bead Wash Buffer (2x) 250 pl 250 pl 500 pl

Vortexujte a kratce centrifugujte.

Napipetujte 100 pl 1x Wash Buffer 1 do cisté 0.2 ml PCR zkumavky a vlozte do PCR cycleru vyhtatého na 65°C.
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Do dvou 0,2 ml zkumavek napipetujte 200 pl 1x Stringent Wash Buffer a vioZte je do pfedehratého PCR cycleru na 65°C.
5. 200 yl 1x Wash Buffer 1 a zbytek wash bufferti ponechte pfi RT.

Pfiprava Dynabeads® M-270 Streptavidin
6. Vortexujte RT Dynabeads® M-270 Streptavidin 15 sekund.

7. Napipetujte 50 pl of Dynabeads® M-270 Streptavidin do 1.5 ml zkumavky.
8. Vlozte 1.5 ml zkumavku na magnet a inkubujte 20-30 sekund.
9. Odsajte a vyhod'te supernatant.

10. Pridejte 200 pl 1x Bead Wash Buffer a vortexujte 10 sekund.

11. Vlozte 1.5 ml zkumavku na magnet a inkubujte 20-30 sekund.
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Odsajte a vyhod'te supernatant.

Opakujte promyti 1x Bead wash bufferem jesté jednou.

Pfidejte 100 ul 1x Bead Wash Buffer a vortexujte.

Pfeneste 100 pl rozpusténych kuli¢ek do cisté 0,2 ml zkumavky.

VloZte zkumavku na magnet a inkubujte 1-2 minuty nebo dokud se kulicky neusadi.

Odsajte a vyhodte supernatant a pokracujte ihned dalSim krokem.

Napipetujte vzorek (hybridizacni reakci) do zkumavky s peletou kulicek Dynabeads® M-270 Streptavidin a promichejte
pipetou 10x.

VloZte do predehratého (65°C) cycleru a inkubujte 45 minut. Kazdych 15 minut béhem inkubace zkumavku zvortexujte 3
sekundy.

Vyndejte zkumavku z cycleru a pridejte 100 pl predehfatého 1x Wash Buffer 1.
Propipetujte 10x a vloZte na magnet na 10-15 sekund.

Odsajte a vyhod'te supernatant.

Sundejte zkumavku z magnetu a pridejte 200 pl pfedehratého 1x Stringent Wash Buffer
Propipetujte 10x.

Preneste do cycleru (65°C) a inkubujte 5 minut.

Vyndejte zkumavku z cycleru a vloZte na magnet na 10-15 sekund.

Odsajte a vyhod'te supernatant.

Sundejte zkumavku z magnetu a pridejte 200 pl predehiatého 1x Stringent Wash Buffer
Propipetujte 10x.

Preneste do cycleru (65°C) a inkubujte 5 minut.

Vyndejte zkumavku z cycleru a vlozte na magnet na 10-15 sekund.

Odsajte a vyhod'te supernatant.

Vyndejte zkumavku z magnetu a pfidejte 200 pl 1x Wash Buffer 1 (nepfedehraty).
Vortexujte 2 minuty a kratce centrifugujte.

Vlozte zkumavku na magnet na 20-30 sekund.

Odsajte a vyhodte supernatant.

Vyndejte zkumavku z magnetu a pfidejte 200 pl 1x Wash Buffer 2.

Vortexujte 1 minutu a kratce centrifugujte.

Vlozte zkumavku na magnet na 20-30 sekund.

Odsajte a vyhodte supernatant.

Vyndejte zkumavku z magnetu a pridejte 200 pl 1x Wash Buffer 3.

Vortexujte 30 sekund a kratce centrifugujte.

Vlozte zkumavku na magnet na 1-2 minuty.

Odsajte a vyhod'te supernatant. Nesuste!

Vyndejte zkumavku z magnetu a rozpustte peletu kuli¢ek ve 22,5 Jl nuclease-free vody pipetovanim 10-15x.



2.C Captured library amplifikace a clean-up

NezZ zaCnete

e Rozmrazte v ledni¢ce PCR Master Mix (2x) (zelené vicko) a Primer Mix (10 pM) (Cerné vicko) vortexujte, kratce centrifugujte.
e Ekvilibrujte AMpure XP clean-up beads pti RT alespor 20-30 minut.

e  Pripravte si 80% Ethanol (400 ul na vzorek)

Postup
1. Nastavte program.
Krok Teplota Cas Cykly
1 98°C Hold 1
2 98°C 2 min 1
3 98°C 20 sec Cas v cycleru cca 30min
4 60°C 30 sec 12
5 72°C 30 sec
6 72°C 1 min 1
7 4°C Hold 1

Nastavte vyhfivané viko na 105°C, objem reakce na 50 I a spustte.

2. K 22,5 pl vzorku s kulickami pfidejte reagencie dle tabulky:

Slozka Objem na 1 reakci
|

PCR Master Mix (2x) 25l
Primer Mix (10 pM) 2.5l
Celkem 27.5 pl

3. Propipetujte 10-15x.
4. Vlozte do predehratého cycleru (98°C) a preskocte ,skip” na dalsi krok.

5. Vyndejte zklumavku z cycleru a pokracujte ihned na pfecisténi AMPure clean-up beads.

Precisténi amplifikované knihovny

6. Pridejte k 50 pl vzorku 75 pl AMPure XP clean-up beads a propipetujte 15-20x,

7. Inkubujte 5 minut pfi RT.

8. Vlozte zkumavku na magnet na 5 minut pfi RT.

9. Odsajte a vyhod'te supernatant.

10. Pfidejte 200 pl 80% ethanolu do zkumavky na magnetu a inkubujte pfi RT 30 sekund.

11. Odsajte a vyhodte supernatant.

12. Opakujte krok 10-11 jesté jednou.

13. Kratce centrifugujte a 10 pl pipetou odsajte zbytek tekutiny.

14. Nechte vzorky na magnetu a inkubujte pfi RT s otevienymi vicky 5 minut nebo dokud neni peleta sucha. Nepresuste peletu.
15. Vyndejte zkumavku z magnetu a pfidejte 32,5 pl pufru EB nebo 10mM TRIS pH 8.0 a pipetou rozpustte peletu.
16. Inkubujte 2 minuty pfi RT.

17. Vlozte zkumavku na magnet na 2 minuty pfi RT.

18. Odsajte 30 pl supernatantu do cisté zkumavky.



Stop point: knihovnu mizete skladovat pfi -20°C.

2.D Kvantifikace knihovny

. Zmérte koncentraci DNA (ng/ul) fluorometricky (napf. dsDNA HS assay kit, Invitrogen Qubit).
Koncentrace se pochybuje v rozmezi 1-20 ng/pl.

Doporucujeme analyzu knihovny fragmentacni analyzou (napf. TapeStation HS kit) pro zjisténi délky fragmentu.

Ptiklad jak by méla vypadat knihovna, velikost fragmentu se pohybuje kolem 300-400bp.

Vypocet koncentrace poolu v nM

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

(660 x délka fragmentu z tapestation)
Piiklad: (8,7 ng/ul * 106) / (660 * 325bp) = 40,56 nM

Pro sekvenovani si pool nafedte na 4nM a nafedény pool premérte na Qubitu. Naredény pool skladujte maximalné 24 hodin pfi -
20°C.



Kapitola 3: Denaturace knihovny a priprava na
sekvenovani

NezZ zaCnete

Nechte rozmrazit sekvenacni cartridge pfi RT nebo ve vodni lazni 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, Ze budete vzorky Nonacus spojovat s jinymi knihovnami, pocitejte, prosim, Ze potiebujete 10M ¢teni na 1 vzorek

Pan cancer panelu.

V pfipadé nutnosti Ize pridat 1% PhiX:

® Do 1,5 ml zkumavky napipetujte 2 ul 10nM PhiX, pridejte 3 pl 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 pl HT1, vortexujte a kratce centrifugujte. Timto jste ziskali 20pM PhiX.

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

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

e  Téchto 1300ul napipetujte do sekvenacni catridge.

Nastaveni sekvenace

e Insertreadl =101, read2 = 101bp
e Index readi5 = 8bp
e Indexreadi7 =17bp
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