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Prehled

Tato produktova dokumentace podrobné popisuje pracovni postup lllumina Genom TruPath
a nasledujici diagram ilustruje pracovni postup.

gDNA

Kvantifikace DNA a vyhodnoceni kvality
350 ng DNA

0 Planovani béhu
Celkem: 10 minut
Cloudovy pracovni postup: Plan béhu v BaseSpace
Sequence Hub
Manudini pracovni postup: Pfiprava seznamu vzork(

o Rozmrazeni sekvenovacich reagencii

— e Ptiprava vzork(i DNA
Reagencie: FTB

Pracovni

¢as: v Ly
10 minut o Vlozeni reagencil na kazetu
Reagencie: FP1, FT2

e Spusténi béhu sekvenovani
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Doporuceni pro vstup DNA

Kvalita genomické DNA

Pracovni postup Genom TruPath vyZaduje purifikovanou genomickou DNA (gDNA) extrahovanou

z bunék nebo krev v odbé&rovych zkumavkach K2EDTA s vhodnou soupravou podle typu vzorku. Siréi
rozsah typU vzork{ naleznete v technické poznamce Vykonnost Genom TruPath se vzorky rlizného
typu a kvality. Tento pracovni postup neni vhodny pro vzorky FFPE gDNA nebo extrakce cfDNA.
Posudte kvalitu gDNA pomoci jedné z nasledujicich metod:

* Test Agilent gDNA ScreenTape —PouZijte nastroj pro analyzu oblasti k vyhodnoceni podil{
fragmentl vétsich nez 10 kb a 60 kb. Vzorek by mél obsahovat minimalné 50 % fragmentl DNA
vétSich nez 10 kb. | vzorky nizsi kvality mohou poskytnout pfijatelné sekvenéni Udaje z kratkych
¢teni, avSak pFinesou jen minimalni mnozstvi doplfikovych Udajl o blizkosti. Pro nejlepsi vysledky
Gdajd o blizkosti pouZzijte vzorek se 70 % nebo vice fragmentl DNA mezi 10 kb a 500 kb a 40 % nebo
vice fragmentl mezi 60 kb a 500 kb.

* Souprava Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb —Vzorek by mél ziskat minimalné hodnotu GQN 5,0
pfi limitu 10 kb. | vzorky nizsi kvality mohou poskytnout pfijatelné sekvenéni Udaje z kratkych ¢teni,
avsak pfinesou jen minimalni mnoZstvi dopliikovych udajl o blizkosti. Chcete-li ziskat nejkvalitnéjsi
data o blizkosti, pouzijte vzorek s hodnotou GQN nejméné 7,0 pfi prahové hodnoté 10 kb
a nejméneé 4,0 pfi prahové hodnoté 60 kb.

Pokyny k pouziti Agilent TapeStation nebo Agilent Femto Pulse naleznete na webovych strankach
vyrobce. Pro zlep$eni kvality DNA a méfeni blizkosti Genom TruPath pouzijte extrakéni sadu DNA
s vysokou molekularni hmotnosti (HMW).

Kvantita genomické DNA

Genom TruPath doporucuje vstup DNA 350 ng gDNA na vzorek na fadu. P¥i snizeni vstupniho mnozstvi
vzorku na 175 ng se ziskaji data o pokryti v blizkém okoli, avéak hloubka pokryti autosoml mlze byt
shizena.

* Pfed extrakci skladujte vzorky krve po dobu az tfi dnd pfi teploté 2 °C az 8 °C. Pokud vzorky
skladujete déle nez tfi dny, uchovavejte je pfi teploté -25 °C az -15 °C.
* Vyhnéte se vice nez 10 cykllm zmrazeni a rozmrazeni DNA.

* Zmeérfte koncentraci DNA v kazdém vzorku pomoci fluorometru Qubit s vyuzitim soupravy testu
Qubit pro dsDNA. Viz webové stranky vyrobce.
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Manipulace s DNA

* Pfipouziti HMW DNA mUze byt roztok viskdzni a tvofit vidkna, coz mize ztéZovat pipetovani
< 20 pl. Pritlacte $picku pipety na dno zkumavky, aby se rozbila vidkna ve vzorku a bylo mozné
provést presné pipetovani.

*  DNA HMW nevortexujte.

*  Primichani DNA pouzivejte pipetovaci $picky s Sirokym otvorem, aby nedochézelo ke stfihu.
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Spotrfebni material a vybaveni

Protokol Genom TruPath vyzaduje nasledujici spotfebni material a vybaveni:

* Bud prlitokova kyveta C2 (pro dva vzorky, jeden na Fadu) sparovana s kazetou reagencii NovaSeq X
1.5 B, nebo pritokova kyveta C8 (pro osm vzorkU, jeden na fadu) sparovana s kazetou reagencii
NovaSeq X 10B.

* Reagencie Genom TruPath.

* RU{zny spotiebni materidl a vybaveni dodavané uzivatelem.

Spotfebni materialy/reagencie Genom TruPath

Spotrebni materialy pro sadu se dvéma vzorky
lllumina katalogové €. 20157406

Soucast sady Skladovaci teplota
Sada reagencii Genom TruPath -25°Caz-15°C
Pritokova kyveta fady C2 NovaSeq X 2°Caz8°C

Lyo vliozka fady 1.5B NovaSeq X -25°Caz-15°C
Kazeta reagencie fady 1.5B NovaSeq X (300 cykld) -25°Caz-15°C
Prouzek zkumavek knihovny NovaSeq X fady 1.5B Pokojova teplota
Kazeta s pufrem fady NovaSeq X Pokojova teplota

Spotrebni materialy pro sadu s osmi vzorky
lllumina katalogové €. 20157405

Soucdast sady Skladovaci teplota
Sada reagencii Genom TruPath -25°Caz-15°C

Pritokova kyveta fady C8 NovaSeq X 2°Caz8°C

Lyo vliozka fady 10B NovaSeq X -25°Caz-15°C

Kazeta reagencie fady 10B NovaSeq X (300 cyklQ) -25°Caz-15°C

Prouzek zkumavek knihovny NovaSeq X fady 10B/25B Pokojova teplota

Kazeta s pufrem fady NovaSeq X Pokojova teplota
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Sada reagencii Genom TruPath
lllumina katalogové ¢. 20138424

Reagencie Popis Skladovaci teplota
FP1 PFipravna smés prlitokové kyvety 1 -25°Caz-15°C
FT2 Transpozom pritokové kyvety 2 -25°Caz-15°C
FTB FC Tagment Buffer -25°Caz-15°C

Spotrebni materialy a vybaveni dodavané uzivatelem

Spotiebni materialy a vybaveni Dodavatel

Mikroodstredivka Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

Fluorometr Qubit 4 Thermo Fisher Scientific, kat.
¢. Q33238

Sada testu Qubit dsDNA, HS nebo BR Jedna z nasledujicich moznosti

v zavislosti na kvantifikacni metodé:
Stanoveni HS, Thermo Fisher
Scientific, katalogové ¢. Q32851
nebo Q32854

Stanoveni HS, Thermo Fisher
Scientific, katalogové ¢. Q32850

nebo Q32853

Voda bez nukledzy Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

Jednokanadlova pipeta, 1 nebo 5 ml Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

Jednokanalova pipeta, 200 pl Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

Pipetovaci $pi¢ky se Sirokym primérem, 200 pl* Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

Jednokandlova pipeta, 20 pl Dodavatel bézného laboratorniho
vybaveni

* PFi manipulaci s DNA HMW se doporuduji $pi¢ky se Sirokym prlimérem. Standardni $pi¢ky mohou zpUsobit
fragmentaci DNA, coz vede k mensimu profilu velikosti DNA, nez je pozadovano. Pokud nejsou k dispozici
pipetovaci $picky s Sirokym prdmérem, |ze pouzit bézné $picky; vyhnéte se viak opakovanym cykldm
aspirace/davkovani.
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Dlrazné se doporucéuje vyhodnotit kvalitu gDNA, aby se zajistilo, Ze vzorek DNA spliiuje stanovené
prahové hodnoty kvality. Pro dimenzovani DNA je vhodné ndsledujici vybaveni a spotfebni materialy.

Spotiebni materialy a vybaveni (volitelné) Dodavatel
TapeStation Agilent, katalogové ¢. G2991BA
nebo G2992AA
Analyza genomické DNA Agilent, katalogové ¢. 5067-5366
a 5067-5365
Femto pulzni systém Agilent, katalogové ¢. M5330AA
Souprava pro analyzu Femto Pulse gDNA 165 kb Agilent, katalogové ¢. FP-1002-0275
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Protokol

Tato ¢ast popisuje protokol Genom TruPath.

Kvantifikace gDNA a vyhodnoceni kvality

1. Kvantifikujte DNA pomoci fluorometru Qubit se sadou dsDNA. lllumina doporucuje pouZziti zasoby
gDNA, ktera je menSi nez 100 ng/ul, aby bylo mozné provést vysoce presnou kvantifikaci,
hodnoceni kvality a pipetovani dale v protokolu. Cilové koneéné vnesené mnozstvi ¢ini 350 ng.

2. lllumina doporucuje provést QC DNA bud na TapeStation (paska gDNA) nebo na Femto Pulse (sada
gDNA 165 kb). Specifikace kvality viz Doporuceni pro vstup DNA na strané 2.

Obrazek 1 Profilovani velikosti vstupu gDNA pomoci Agilent TapeStation

1000 -

Intenzita vzaorku [normalizované FU)

200 -

&

&
&

Planovani béhu

1200

T Vellkost
‘ [bpl

Podrobné pokyny k planovani béhu v BaseSpace Sequence Hub nebo k seznamu vzorkl naleznete
v Uzivatelské pfiru¢ce k softwaru Genom TruPath.

lllumina doporucuje nastavit béh se 151 cykly na jedno ¢teni (2 x 151). Neprekracujte celkovy pocet
302 cykll. Nespoustéjte indexové cykly.

Rozmrazeni sekvenovacich reagencii

Podrobné pokyny k rozmrazovani reagencii viz Dokumentace k pristroji NovaSeq X (dokument

€. 200027529).
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Pfiprava vzork(i DNA

1.

10.

1.

Vyjméte reagencie Genom TruPath ze soupravy a rozmrazujte je pfi pokojové teploté po dobu
20 minut.

* FP1(modry prouzek na Stitku)
* FT2 (Cerveny prouzek na Stitku)
* FTB (prihledny prouzek na $titku)

Po rozmrazeni Ize uchovavat reagencie na ledu az 4 hodiny. Pokud reagencie nepouzivate, vratte je
do mraziciho boxu.

Pomalu pétkrat napipetujte plny objem FTB a kratce ho odstfedte na stolni odstfedivce.

Ujistéte se, Ze je zasoba DNA Fadné rozmrazena. Pomalu pétkrat napipetujte obsah, abyste se
ujistili, Ze je zcela resuspendovany, zejména HMW DNA.
Pouze pro resuspenzi se doporucuje Siroka Spicka na 200 pl.

Odvickujte strip rentgenky knihovny.
U kazdého vzorku pfidejte do jedné zkumavky se vzorkem prouzk( zkumavek knihovny
v uvedeném poradi nasledujici. Pro tento krok nejsou potieba Siroké Spicky.

Ujistéte se, Ze zkumavka se vzorkem odpovida spravné fadé pfifazené v seznamu vzorka.

Objednavka Reagencie Objem

1 Voda bez nukleazy Variabilni (153 pl — objem zasoby gDNA 350 ng)

2 FTB 17

3 Zasoba gDNA Proménna (v zavislosti na koncentraci zasob gDNA)
350 ng
Celkovy objem: 170 pl

Pokud je napfiklad koncentrace zasob gDNA 100 ng/ul, pak objem zasob gDNA 350 ng bude 3,5 ul
(350 ng = 100 ng/ul). Objem vody bez nukledzy bude 149,5 pl (153 pl - 3,5 pl gDNA zasob).

Nastavte pipetu P200 na 150 .

Pomoci nové pipetovaci $picky na kazdy vzorek pomalu pétkrat napipetujte obsah, aby se
promichal, a zabrante tvorbé bublinek. Ujistéte se, ze v dolni ¢asti nejsou zadné vzduchové mezery.
Doporuéuje se 200ul $picka s Sirokym prdmérem. Nepouzivejte $picku P1000.

Odvickujte prouzek zkumavek knihovny.

[Volitelné]: Kratce odstfedte prouzek zkumavky a ujistéte se, Ze na dné zkumavek nejsou
vzduchové mezery. Viz Dokumentace k pfistroji NovaSeq X (dokument ¢. 200027529).

Ujistéte se, Ze je objem konzistentni ve vSech zkumavkach.
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12. VloZte prouzek zkumavky s knihovnou do reagenc¢ni kazety a zatlacte ji doll. Lehké cvaknuti
oznacuje, Ze je prouzek zkumavek knihovny na svém misté. Ujistéte se, Ze je prouzek zkumavek
knihovny v kazeté rovné.

Vlozeni reagencii na kazetu

Objemy reagencii uvedené v nasledujicich pokynech jsou stejné pro kazety 1.5B i 10B.

Po pfidani FP1 nebo FT2 nerozmrazenou reagenéni kazetu nepfevracejte. Viz Dokumentace
k pfistroji NovaSeq X (dokument ¢. 200027529).

1. Cistou pipetovaci $pi¢kou propichnéte féliové t&snéni pozic CP1a CP2 reagenéni kazety.
Pozice CP1a CP2 jsou zvyraznéné na nasledujicim obrazku.

(i | | Pozice CP3 se pro pracovni postup Genom TruPath nepouziva.

2. Opatrné nékolikrat prevratte FP1 (modry prouzek na Stitku), aby se obsah promichal.

3. Pipetou preneste 3 ml FP1 do pozice CP1 kazety.
Celkovy objem napliné je 3 ml. To mUze, ale nemusi pouzit cely obsah zkumavky FP1.

4. Opatrné nékolikrat prevratte FP2 (Cerveny prouzek na Stitku), aby se obsah promichal.

Pipetou pfeneste 2,6 ml FP2 do pozice CP2 kazety.
Celkovy objem napIné je 2,6 ml. To mdze, ale nemusi pouzit cely obsah zkumavky FP2.
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VloZte lyo vlozku do kazety reagencii a zatlacte doll. Sly$itelné cvaknuti oznacuje, Ze je lyo vioZzka
na svém misté.

Pokracujte podle standardniho postupu zakladani pfistroje. Viz Dokumentace k pristroji NovaSeq X
(dokument ¢. 200027529).
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/Zdroje a literatura

Stranky podpory na webovych strankach lllumina obsahuji software, Skolici zdroje, informace
o kompatibilité produktl a nasledujici dokumentaci. Stranky podpory pravidelné kontrolujte, naleznete
na nich vzdy nejnovéjsi verze.

Dalsi zdroje

Zdroj Popis

Dokumentace k produktu NovaSeq Poskytuje technické informace pro pouzivani fady

X Series lllumina NovaSeq X.

lllumina Genom TruPath UZivatelska Poskytuje technické informace pro pouzivani

pfirucka k softwaru softwaru lllumina Genom TruPath.

Genom TruPath Vykon se vzorky Poskytuje technické informace pro $irsi $kalu typl

riizného typu a kvality vzorkl s Genom TruPath.

Ilumina Genom TruPath Datovy list Poskytuje technické informace o funkcich Genom
TruPath.
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