= BioVendor — Laboratorni medicina a.s.
Blovendor Karasek 1767/1, 621 00 Brno. Ceska republika
G roup +420 549 124 185

objednavky@biovendor.cz
www.biovendor.cz

APLIKACNI PROTOKOL

Priprava sekvenacni kazety pfi michani primert fastGEN
a primert od firmy lllumina®, Inc.

Tento protokol se doporucuje pro smichani sekvenacénich primerti fastGEN se sekvenacnimi
primery od firmy lllumina®, Inc.

PRIPRAVA SEKVENACNI KAZETY

Pripravte si: 3 x 1,5 ml zkumavky nebo tubu (dle pouzivaného sekvenatoru a mnozstvi primer()

6.

3 x tenkou plastovou Pasteurovu pipetu
jednorazoveé Spicky s filtrem
rozmrazenou sekvenacni kazetu

1,5 ml zkumavky popiste R1SP, ISP a R2SP.

Spi¢kou propichnéte pozici pro Read 1. Pasteurovou pipetou odeberte veskeré primery
a preneste je do nové zkumavky oznacené jako R1SP. Vyzaduje-li to protokol (viz Tabulka 1),
pridejte 3 pl custom sekvenacniho primeru fastGEN R1SP z kitu. Zkumavku zvortexujte, kratce
centrifugujte a sekvenacni primery napipetujte do custom pozice v sekvenacni kazeté.

Spi¢kou propichnéte pozici pro Index. Novou Pasteurovou pipetou odeberte veskeré primery
a pfeneste je do nové zkumavky oznacené jako ISP. Do zkumavky pfidejte custom sekvenacni
primery fastGEN ISP z kitu. Zkumavku zvortexujte, kratce centrifugujte a sekvenacni primery
napipetujte do do custom pozic v sekvenacni kazeté.

Spi¢kou propichnéte pozici pro Read 2. Novou Pasteurovou pipetou odeberte veskeré primery
a pfeneste je do nové zkumavky oznacCené jako R2SP. Do zkumavky pfidejte custom
sekvenaéni primery fastGEN R2SP 2z kitu. Zkumavku zvortexujte, kratce centrifugujte
a sekvenacni primery napipetujte do do custom pozic v sekvenacéni kazeté.

V pfipadé pouziti vice druht fastGEN kitu, smichejte uvedené objemy (viz Tabulka 1). Pokud
pouzivate pouze jeden kit, pfidavejte jen jeden pfislusny primer s uvedenym objemem.

Do SampleSheetu poté zadejte informaci o custom primerech.

Tento protokol se doporucuje pro smichani knihoven fastGEN s PhiX nebo jinymi knihovnami.

7.

Smichejte precisténé DNA pooly (sekvenacni knihovny). Denaturujte NaOH, nafedte
vychlazenym roztokem HT1.

Volitelné: Pfidejte denaturovanou a nafedénou kontrolni knihovnu PhiX.

Uchovavejte v chladu do doby tésné pred pouzitim. Poté aplikujte do sekvenacni kazety.
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MiniSeq

fastGEN custom objem fastGEN custom objem

sekvenacni primery R1SP ISP R2SP :sekvenacni primery R1SP ISP R2SP

Solid 3ul 13,5 pl 13,5 ul  Solid

Solid I X 13,5 pl 13,5 ul Solid I X 11 ul 8,2 ul

Lung 3ul 6 ul 6 ul i Lung

Brain 3ul 3ul 3yl Brain

POLE 3l 6 ul 6yl POLE

POLE/ CTNNB1 10,5 pl 10,5 ul | POLE/ CTNNB1 8,6 ul 6,4 pl

TP53 20 ul 20yl i TP53 X 246 yl 18,3 pl

PIK3CA 16,5 pl 16,5 ul | PIK3CA 13,5 pl 10,1 pl

CFTR 3ul 44l 44yl CFTR

3:1';":21;'2‘;"‘;"0"]2"‘" 600ul | 600ul | 600 pl 3:1';":21;'2‘;"‘;"0"]2"‘" 5501 @ 820l 610l

lllumina Primer Read 1 Index 1 Read 2 | lllumina Primer Read 1 iIndex 1+2: Read 2

(nazev) (HP10) (HP12) | (HP11) (nazev) (BP10) (BP14) | (BP11)

::zz;ct:ée v sekvenacni 12 13 14 ::zz;ct:ée v sekvenacni 24 8 25
aplikace do sekvenaéni kazety aplikace do sekvenacni kazety

Pozice 18 : 19 20 Pozice : 15 ' 13 14

NextSeq 500/550 Mid Output

NextSeq 500/550 High Output

fastGEN custom objem fastGEN custom objem

sekvenacni primery R1SP ISP R2SP : sekvenacni primery R1SP ISP R2SP

Solid Solid

Solid 1l X 27 ul 20yl Solid I X 27 ul 27 ul

Lung Lung

Brain Brain

POLE POLE

POLE/ CTNNB1 X 21 ul 16 Il  POLE/ CTNNB1 X 21 ul 21 ul

TP53 X 60 pl 45yl TP53 X 60 pl 60 pl

PIK3CA X 33 ul 25yl  PIK3CA X 33 ul 33 ul

CFTR CFTR

3:1';":21;'2‘;"‘;"0"]2"‘" 1330 | 2000 | 1500l 3:1';":21;'2‘;"‘;"0"]2"‘" 173041 20004l 2000 I

lllumina Primer Read 1 Index 1+2 | Read 2 ' lllumina Primer Read 1 | Index 1+2 Read 2

(nazev) (BP10) (BP14) (BP11) (nazev) (BP10) (BP14) (BP11)

::zz;ct:ée v sekvenacni 20 22 21 ::zz;ct:ée v sekvenacni 20 29 21
aplikace do sekvenaéni kazety aplikace do sekvenaéni kazety

Pozice 79 8  Pozice 79 8
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NovaSeq SP; S1; S2 NovaSeq S4

fastGEN custom objem fastGEN custom objem
sekvenacni primery R1SP ISP R2SP  sekvenacni primery R1SP ISP R2SP
Solid Solid
Solid I X 47 pl 27yl i Solid Il X 67,5 yl 47 l
Lung Lung
Brain Brain
POLE POLE
POLE/ CTNNB1 37 ul 21yl | POLE/ CTNNB1 52,5 ul 37 ul
TP53 105 pl 60 yul i TP53 150 pl 105 pl
PIK3CA 58 ul 33 ul  PIK3CA 82,5 yl 58 ul
CFTR CFTR
g:’im:;'g‘;“maemu 2000l 3500 2000l g:’im:;'g‘;“maemu 3500u 5000 3500 pl
lllumina Primer Read 1 Index 1+2 Read 2 : lllumina Primer Read 1 | Index 1+2 | Read 2
(nazev) (VP10) (VP14) (VP11) (nazev) (VP10) (VP14) (VP11)
:::;ctzg v sekvenacni 24 23 13 :::;ctzg v sekvenacni 24 23 13

aplikace do sekvenacni kazety aplikace do sekvenacni kazety
Pozice 5 7 6 Pozice 5 7 6

V pfipadé nejasnosti a dotazu kontaktujte aplikacniho specialistu:
Mgr. lveta Tothova, Ph.D. (Tel.: +420 724 873 015, email: tothova@biovendor-mdx.com)
Mgr. Adam Novotny (Tel.: +420 720 966 537, email: novotny@biovendor-mdx.com)

Odkazy:

https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/system_documentation/miseq/miseq-system-custom-primers-quide-15041638-01.pdf
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