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Příprava sekvenační kazety při míchání primerů fastGEN 
a primerů od firmy Illumina®, Inc.  

 

Tento protokol se doporučuje pro smíchání sekvenačních primerů fastGEN se sekvenačními 
primery od firmy Illumina®, Inc. 

 

PŘÍPRAVA SEKVENAČNÍ KAZETY 
 
Připravte si: 3 x 1,5 ml zkumavky nebo tubu (dle používaného sekvenátoru a množství primerů) 

  3 x tenkou plastovou Pasteurovu pipetu 
  jednorázové špičky s filtrem  

rozmraženou sekvenační kazetu 
  
1. 1,5 ml zkumavky popište R1SP, ISP a R2SP. 
2. Špičkou propíchněte pozici pro Read 1. Pasteurovou pipetou odeberte veškeré primery 

a přeneste je do nové zkumavky označené jako R1SP. Vyžaduje-li to protokol (viz Tabulka 1), 
přidejte 3 µl custom sekvenačního primeru fastGEN R1SP z kitu. Zkumavku zvortexujte, krátce 
centrifugujte a sekvenační primery napipetujte do custom pozice v sekvenační kazetě. 

3. Špičkou propíchněte pozici pro Index. Novou Pasteurovou pipetou odeberte veškeré primery 
a přeneste je do nové zkumavky označené jako ISP. Do zkumavky přidejte custom sekvenační 
primery fastGEN ISP z kitu. Zkumavku zvortexujte, krátce centrifugujte a sekvenační primery 
napipetujte do do custom pozic v sekvenační kazetě. 

4. Špičkou propíchněte pozici pro Read 2. Novou Pasteurovou pipetou odeberte veškeré primery 
a přeneste je do nové zkumavky označené jako R2SP. Do zkumavky přidejte custom 
sekvenační primery fastGEN R2SP z kitu. Zkumavku zvortexujte, krátce centrifugujte 
a sekvenační primery napipetujte do do custom pozic v sekvenační kazetě. 

5. V případě použití více druhů fastGEN kitů, smíchejte uvedené objemy (viz Tabulka 1). Pokud 
používáte pouze jeden kit, přidávejte jen jeden příslušný primer s uvedeným objemem. 

6. Do SampleSheetu poté zadejte informaci o custom primerech. 

Tento protokol se doporučuje pro smícháni knihoven fastGEN s PhiX nebo jinými knihovnami.  

7. Smíchejte přečištěné DNA pooly (sekvenační knihovny). Denaturujte NaOH, nařeďte 
vychlazeným roztokem HT1.  

8. Volitelné: Přidejte denaturovanou a naředěnou kontrolní knihovnu PhiX. 
9. Uchovávejte v chladu do doby těsně před použitím. Poté aplikujte do sekvenační kazety. 

APLIKAČNÍ PROTOKOL 
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MiSeq MiniSeq 

fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem 

R1SP ISP R2SP R1SP ISP R2SP 

Solid 3 µl 13,5 µl 13,5 µl Solid       

Solid II x 13,5 µl 13,5 µl Solid II x 11 µl 8,2 µl 

Lung 3 µl 6 µl 6 µl Lung       

Brain 3 µl 3 µl 3 µl Brain       

POLE 3 µl 6 µl 6 µl POLE       

POLE/ CTNNB1 x 10,5 µl 10,5 µl POLE/ CTNNB1 x 8,6 µl 6,4 µl 

TP53 x 20 µl 20 µl TP53 x 24,6 µl 18,3 µl 

PIK3CA x 16,5 µl 16,5 µl PIK3CA x 13,5 µl 10,1 µl 

CFTR 3 µl 44 µl 44 µl CFTR       

doplnit Illumina 
primery do objemu 

600 µl 600 µl 600 µl 
doplnit Illumina 
primery do objemu 

550 µl 820 µl 610 µl 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(HP10) 

Index 1 
(HP12) 

Read 2 
(HP11) 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(BP10) 

Index 1+2 
(BP14) 

Read 2 
(BP11) 

Pozice v sekvenační 
kazetě 

12 13 14 
Pozice v sekvenační 
kazetě 

24 28 25 

aplikace do sekvenační kazety  aplikace do sekvenační kazety  

Pozice 18 19 20 Pozice 15 13 14 

 

NextSeq 500/550 Mid Output NextSeq 500/550 High Output 

fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem 

R1SP ISP R2SP R1SP ISP R2SP 

Solid       Solid       

Solid II x 27 µl 20 µl Solid II x 27 µl 27 µl 

Lung       Lung       

Brain       Brain       

POLE       POLE       

POLE/ CTNNB1 x 21 µl 16 µl POLE/ CTNNB1 x 21 µl 21 µl 

TP53 x 60 µl 45 µl TP53 x 60 µl 60 µl 

PIK3CA x 33 µl 25 µl PIK3CA x 33 µl 33 µl 

CFTR       CFTR       

doplnit Illumina 
primery do objemu 

1 330 µl 2 000 µl 1 500 µl 
doplnit Illumina 
primery do objemu 

1 730 µl 2 000 µl 2 000 µl 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(BP10) 

Index 1+2 
(BP14) 

Read 2 
(BP11) 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(BP10) 

Index 1+2 
(BP14) 

Read 2 
(BP11) 

Pozice v sekvenační 
kazetě 

20 22 21 
Pozice v sekvenační 
kazetě 

20 22 21 

aplikace do sekvenační kazety  aplikace do sekvenační kazety  

Pozice 7 9 8 Pozice 7 9 8 
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NovaSeq SP; S1; S2 NovaSeq S4 

fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem fastGEN custom 
sekvenační primery 

objem 

R1SP ISP R2SP R1SP ISP R2SP 

Solid       Solid       

Solid II x 47 µl 27 µl Solid II x 67,5 µl 47 µl 

Lung       Lung       

Brain       Brain       

POLE       POLE       

POLE/ CTNNB1 x 37 µl 21 µl POLE/ CTNNB1 x 52,5 µl 37 µl 

TP53 x 105 µl 60 µl TP53 x 150 µl 105 µl 

PIK3CA x 58 µl 33 µl PIK3CA x 82,5 µl 58 µl 

CFTR       CFTR       

doplnit Illumina 
primery do objemu 

2 000 µl 3 500 µl 2 000 µl 
doplnit Illumina 
primery do objemu 

3 500 µl 5 000 µl 3 500 µl 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(VP10) 

Index 1+2 
(VP14) 

Read 2 
(VP11) 

Illumina Primer 
(název) 

Read 1 
(VP10) 

Index 1+2 
(VP14) 

Read 2 
(VP11) 

Pozice v sekvenační 
kazetě 

24 23 13 
Pozice v sekvenační 
kazetě 

24 23 13 

aplikace do sekvenační kazety  aplikace do sekvenační kazety  

Pozice 5 7 6 Pozice 5 7 6 

 

V případě nejasností a dotazů kontaktujte aplikačního specialistu:  
Mgr. Iveta Tóthová, Ph.D. (Tel.: +420 724 873 015, email: tothova@biovendor-mdx.com) 
Mgr. Adam Novotný (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-guide-15041638-01.pdf 


