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1. POUZITI

Souprava epicGEN Solid Cancer & MSI Kit slouzi k tvorbé cilenych knihoven uréenych k analyze
pomoci sekvenace nové generace (NGS) z Sirokého rozpéti vstupniho mnozstvi dvouretézcové
DNA (1 ng az 1 ug). Tento navod k pouziti popisuje pracovni postup pro analyzu vybranych

regionu zajmu slouzicich ke genotypizaci onkologickych vzorku.

1.1  Seznam pouzitych zkratek

dsDNA Dvouretézcova DNA

FFPE Vzorky fixované formalinem a zalité v parafinu (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded)
gDNA Genomicka DNA

MSI Mikrosatelitni nestabilita (Microsatellite Instability)

NGS Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)

PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

2. SKLADOVANI, EXSPIRACE

Jednotlivé Casti soupravy skladujte dle oznaceni na Stitku. Pfi dodrzeni téchto podminek jsou

vSechny komponenty stabilni po dobu exspirace uvedené na vné&jSim obalu.
Komponenty soupravy chrante pred svétlem.

Nepouzivejte soupravu po vyprseni doby exspirace.

3. UvoD

Souprava epicGEN Solid Cancer & MSI Kit umoznuje efektivni pfipravu NGS sekvenacnich
knihoven z dsDNA pro sekvenovani na platformach lllumina®. Postup zahrnuje enzymatickou
fragmentaci DNA, konstrukci NGS knihovny a naslednou hybridizaci znacenych préb s cilovymi
useky DNA (Obrazek 1).

NGS knihovny pfipravené timto postupem jsou kompatibilni se sekvenatory Illumina®
a GeneMind. Pro sekvenaci na jinych platformach (napf. MGI, AVITI), pouzijte pFislusny

konverzni kit.
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DEN1

Vzorek DNA
(EDNA, FFPE, Liquid biopsy, ctDNA)
1-1000 ng

Enzymaticka fragmentace

Ligace adaptoru

Safe stop point Pretisténi
PCR Amplifikace 1

Safe stop point Precigténi

Hybridizace

Hands on: 15 min
Celkem:1h

Hands on: 25 min
Celkem: 55 min

Hands on: 40 min
Celkem:1h

Hands on: 45 min
Celkem: 4-16 h

DEN 2

Zachyeceni hybridizovanych cil(l

PCR Amplifikace 2

Precisténi

Safe stop point

Sekvenace

Hands on: 45 min
Celkem:2,5h

Hands on: 45 min
Celkem:1h

Obrazek 1: Schéma protokolu epicGEN
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4. PRINCIP STANOVENI

Souprava epicGEN Solid Cancer & MSI Kit je urCena pro genotypizaci onkologicky relevantnich
oblasti vybranych genu (Tabulka 1) a stanoveni miry mikrosatelitni nestability (MSI) (Tabulka 2).

Princip vyhodnoceni je stanoven na detekci variant s vyskytem vysS8im nez 1 %.

4.1 Prehled gentli obsazenych v epicGEN Solid Cancer & MSI Kitu

AKT1 ALK ARAF ARID1A ARID1B ATM ATR
BRAF BRCA1 BRCA2 CDK12 CDKN2A DDR2 EGFR
ERBB2 ESR1 FAT1 FGFR1 FGFR2 FGFR3 FOXL2
CHEK1 IDH1 IDH2 KEAP1 KRAS MAP2K1 MET
MTOR NF1 NRAS NTRK1 NTRK2 NTRK3 PALB2
PDGFRA PIK3CA PIK3R1 POLE PTEN RB1 RET
STK11 TP53
Tabulka 1: Kédujici oblasti gent
BAT25 BAT26 BAT40 CAT25 D18S58 D2S123
MONO27 NR21 NR22 NR24 NR27 TGFBR2

Tabulka 2: MSI lokusy

5. UPOZORNENI

Pouze pro profesionalni pouziti vySkolenymi pracovniky v adekvatnim laboratornim prostredi.
Komponenty soupravy epicGEN Solid Cancer & MSI Kit neobsahuji infek&ni material.

Se vzorky pro testovani soupravou epicGEN Solid Cancer & MSI Kit je tfeba zachazet jako

s potencialné infekEnim materialem a je nutno dodrzovat standardni bezpecnostni opatfeni.

Nepijte, nejezte a nekufte v prostoru, kde se pracuje s biologickym materialem.
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6. TECHNICKA DOPORUCENI

Pfed a po kazdém testu musi byt pracovni prostfedi dekontaminovano vhodnymi prostfedky
odstranujicimi RNazy, DNazy i standardnimi dezinfekCnimi prostfedky. Prace v nevhodném

prostfedi mize vést ke kontaminaci komponent souprav.

Jednotlivé komponenty soupravy rozmrazujte tésné prfed pouzitim. Pracujte na ledu nebo za

pouZiti chladicich stojanku.
Pfed pouzitim reagencie promichejte jemnym vortexovanim a kratkou centrifugaci.
Pfipravu PCR a post-amplifikaéni kroky provadéjte v oddélenych laboratornich prostorech.

Zabrante kontaminaci vzork( a reagencii. Ztohoto divodu pouzivejte pro kazdy vzorek
a reagencie Spicky na jedno pouziti.

Likvidaci spotfebovaného a nepouZitého materialu provadéjte v souladu s platnou legislativou.
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7. SLOZENIi SOUPRAVY

prcﬁzls(zlu Baleni Reagencie Skladovani

epicGEN Fragmentation Buffer -20°C

epicGEN Fragmentation Enhancer -20 °C

epicGEN Fragmentation Enzyme -20°C

) epicGEN Ligation Buffer -20°C

P‘r'-l'prava Balerﬂ 1/2 ) N . o
- knihoven epicGEN Ligation Enzyme -20°C
2 epicGEN Adaptors -20 °C
g epicGEN PCR1 Master Mix -20 °C
o3 TE Buffer -20 °C
§ Deska epicGEN UDI primers -20°C
= epicGEN Hybridization Buffer -20 °C
% epicGEN Hybridization Buffer Enhancer -20 °C
] Human Cot DNA -20 °C
2 epicGEN 2X Bead Wash Buffer ~20°C
o epicGEN 10X Wash Buffer 1 -20 °C
% Baleni 2/2 epicGEN 10X Wash Buffer 2 -20°C
i

@ Hybridizace epicGEN 10X Wash Buffer 3 -20°C
epicGEN 10X Stringent Wash Buffer -20 °C

epicGEN PCR2 Master Mix -20°C

epicGEN Primer Mix -20°C

epicGEN Blockers TS -20°C

epicGEN Solid Cancer & MSI panel -20°C

Separatni baleni  epicGEN Streptavidin Beads 4°C

Tabulka 3: Slozeni epicGEN Solid Cancer & MSI Kitu
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8. DOPORUCENY MATERIAL (NEDODAVANY SE SOUPRAVOU)

Reagencie Dodavatel Katalogové Cislo
Absolutni Etanol (100%) Rzni dodavatelé Rdzné
Magnetické kulicky
- SPRIselect™ purification beads Beckman Coulter B23317/B23318/B2331
-Agencourt® AMPure® XP-PCR purification Beckman Coulter AB3880/AB3881
beads
Digitalni kapilarni elektroforéza
-Experion™ DNA 1K Analysis Kit Bio-Rad 700-7107
-High Sensitivity DNA Kit Agilent 5067-4626
-High Sensitivity D1000 ScreenTape® Agilent 5067-5584
DNA kvantifikaéni kit
i g :
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit nebo Thermo Fisher Scientific =~ Q32851/Q32854
ekvivalent
i g, :
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit nebo Thermo Fisher Scientific =~ Q32850/Q32853
ekvivalent
Nuclease-Free voda
PCR zkumavky, 0,2 ml RUOzni dodavatelé Rdzné
96-well, low-bind PCR desky Rdzni dodavatelé Razné
Low-bind DNA Zkumavky, 1,5 ml R0Ozni dodavatelé Rdzné
Spicky s filtrem s rozsahem 2—1000 Rizni dodavatelé Ruzné
Microgeal@ B.PCR Plate Sealing Film, Bio-Rad MSB1001
adhesive, optical
Digitalni elektroforéza
-Expenon Electrophoresis Station nebo Bio-Rad 200-7010
ekvivalent
-2190 Electrophoresis Bioanalyzer nebo Agilent G2939BA
ekvivalent
-2200 TapeStatlor? System/4200 TapeStation Agilent G2965AA/G2991AA
System nebo ekvivalent
Qubit™ 4 Fluorometer Thermo Fisher Scientific Q33226
Magneticky stojanek
-Magnetic Separator Plate Permagen MSP750
-Magnetic PCR Strip Magnetic Separator Permagen MSR812
Rack
2 PCR termocyklery RGzni dodavatelé Rbzné
Mikrocentrifuga Razni dodavatelé Rdzné
Vortex RUzni dodavatelé Ruzné

Tabulka 4: Material nedodavany se soupravou
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9. PRIPRAVA REAGENCII
Reagencie vzdy skladujte pfi —20 °C, kromé TE Bufferu, ktery Ize skladovat pfi pokojové teploté.

Enzymy obsazené v tomto kitu jsou citlivé na teplotu. Pfi skladovani a manipulaci je tfeba dbat
nalezité opatrnosti. Pro efektivnéjSi enzymatickou aktivitu reagencii, vyjméte zkumavky

s enzymy z —20 °C a pred pouzitim je umistéte na led po dobu nejméné 10 minut.

Po rozmrazeni na ledu reagencie kratce zvortexujte (kromé epicGEN Ligation Bufferu) a pfed

otevienim stocte v mikrocentrifuze.

Rozmrazte Ligation Buffer (pro Ligacni Master Mix) pfi pokojové teploté. epicGEN Ligation Buffer
je viskdézni a vyZaduje specialni zachazeni béhem pipetovani. Pufr pipetujte pomalu, abyste

dosahli pfesného objemu.

PFi tvorbé Master Mix(, upravte objemy reagencii podle potfeby, a pouzijte 10 % objemu navic
pro kompenzaci ztraty pfi pipetovani. Jednotlivé reagencie pridavejte v urceném poradi, jak je

uvedeno v protokolu. Master Mixy skladujte na ledu az do jejich pouziti.

Magnetické kulicky (SPRISelect® nebo obdobné) pouzivejte vzdy vytemperované na pokojovou

teplotu.

9.1 Riziko kontaminace

Abyste snizili riziko kontaminace DNA a NGS knihovny, fyzicky oddélte laboratorni prostor
a vybaveni na pre-PCR a post-PCR &ast. Aby se zabranilo kfizové kontaminaci, doporu€ujeme
provést tyto kroky:

—  Vydistéte laboratorni prostory pomoci 0,5% chlornanu sodného (10% bélidla).

- Pouzivejte pipetovaci Spicky s filtrem.

—  Vzdy ménte Spicky pipety mezi kazdym vzorkem.

9.2 Size-selekce v prubéhu ¢isténi magnetickymi kulickami

Tento protokol byl optimalizovan s magnetickymi kulickami SPRISelect® (Beckman Coulter),
ale Ize jej pouzit také s Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter). Pfi pouziti jinych

magnetickych kuli¢ek se podminky pro vazbu na DNA mohou liSit.
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10. PRIPRAVA VZORKU

10.1 Pozadavek mnozstvi a kvality DNA
Tento kit umoznuje praci se Sirokym rozsahem vstupniho mnozstvi DNA od 1 ng — 1 pg.
Kit umozZnuje vstup DNA s riznou kvalitou (vysoce kvalitni gDNA, FFPE DNA).

DNA pfed vstupem do protokolu kvantifikujte pomoci Qubit™ nebo podobnou fluorometrickou

metodou.

10.2 Parametry fragmentace

Casy fragmentace uvedené v tomto protokolu plati pro vzorky FFPE kvality. Pro vzorky s vy3si

kvalitou (gDNA) muze byt zapotfebi optimalizovat ¢as fragmentace.

10.3 EDTA v eluénim pufru

Enzymatické reakce jsou citlivé na vysoké koncentrace EDTA, ktera je obvyklou soucasti elunich
pufrl v zavére€nych krocich procesu extrakce DNA nebo purifikace. Vysoka koncentrace EDTA,
(>1 mM) ve standardnim TE pufru zpomali enzymatickou fragmentaci, coz ma za nasledek vétsi

velikosti inzerty.

Pfi standardnich podminkach enzymatické fragmentace (0,1 mM EDTA TE) je vyzadovano

pouziti 1,5 ul epicGEN Fragmentation Enhanceru (zahrnuto v protokolu).

Pokud je DNA rozpusténa ve standardnim TE s 1 mM EDTA, provedte vyménu pufru pomoci
kolonky nebo magnetickych kuliCek (pro minimalni ztratu vzorku DNA se doporucuje 3x
SPRIselect®). Alternativné muzete upravit mnozstvi epicGEN Fragmentation Enhanceru
pouzitého v kroku enzymatické fragmentace na maximalné trojnasobek, abyste dosahli

pozadované délky fragmentu (az 4,5 ul epicGEN Fragmentation Enhanceru na reakci).
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11. PROTOKOL PRiPRAVY

11.1 Enzymaticka fragmentace

Poznamka: Fragmentacni Master Mix a vzorky uchovavejte na ledu az do jejich umisténi do

termocykleru, pro ochranu proti nadmérné fragmentaci. Enzymy jsou aktivni pfi pokojové teploté

a mohou fragmentovat DNA na nezadouci délku fragmentu.

1. Vzorky DNA (1 ng — 1 ug) pfeneste do Cisté PCR zkumavky a doplrite do celkového objemu
19,5 pl pomoci TE Bufferu. Poté umistéte zkumavku na led.

2. Na termocykleru nastavte Fragmentaéni program, viz Tabulka 5:

Vyhfivani vika nastavte na 70 °C
Krok Teplota Cas
Chlazeni 4°C o0
Fragmentace 32 °C 7 min
Inaktivace 65 °C 30 min
Chlazeni 4°C <1 hodina

Tabulka 5: Fragmentacni program

Poznamka: Nenechavejte zavérecné chlazeni déle nez 1 hodinu.

3.  Spustte Fragmentaéni program na termocykleru (bez vzorku).

4. Pripravte Fragmentac¢ni Master Mix, viz Tabulka 6:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN Fragmentation Buffer 3 ul
epicGEN Fragmentation Enhancer 1,5 ul
epicGEN Fragmentation Enzyme 6 ul

Tabulka 6: Fragmentacni Master Mix

Fragmentacni Master Mix zvortexujte, kratce stoCte a do pouziti uloZte na led.

6. Ke kazdému vzorku (19,5 pl) pfidejte 10,5 pl Fragmentaéniho Master Mixu, zvortexujte
a kratce stocCte. Vysledny objem reakce je 30 pl.
Vzorky vlozte do pfedchlazeného termocykleru a spustte krok Fragmentace pfi 32 °C.

8. Béhem fragmentace pfipravte Ligaéni Master Mix (viz Tabulka 9).
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11.2 Ligace adaptoru

Dulezité: Pro vstupni mnozstvi DNA <500 ng fedte epicGEN Adaptors, viz Tabulka 7. Redéni

adaptord je dulezité kvili zamezeni tvorby adaptor-dimerd. Redéni adaptord muze byt

upraveno pro dosazeni optimalnich vysledku.

DNA vstup Redéni adaptort
=500 ng Bez fedéni
100 ng 10x
10 ng 20x
1 ng 30x

Tabulka 7: Redéni adaptorti

1. Na termocykleru nastavte program Ligace adaptoru:

Program nastavte bez vyhfivani vika

Krok Teplota Cas
Ligace 20 °C 20 min
Chlazeni 4°C o0

Tabulka 8: Ligace adaptort

2. Pripravte Liga€ni Master Mix, viz Tabulka 9:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN Ligation Buffer 12 pl
epicGEN Ligation Enzyme 4 ul
epicGEN Adaptors 5 ul
TE Buffer 9 ul

Tabulka 9: Ligacni Master Mix

Poznamka: epicGEN Ligation Buffer je velmi viskézni, pipetujte pomalu.

3. Po skon&eni Fragmentaéniho programu vzorky kratce stocte a pfidejte 30 pl Liga€niho

Master Mixu ke kazdému vzorku.

Vzorky zvortexujte a kratce stocte.

Vzorky vlozte do termocykleru a spustte program Ligace adaptort. Celkovy objem reakce

je 60 pl.

6. Po skonceni programu, okamzité pfistupte ke kroku Pre€isténi po ligaci (krok 11.3).
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11.3 Precisténi po ligaci

Poznamka: Pred precisténim nechte vytemperovat magnetické kulicky (SPRISelect®) na

pokojovou teplotu (alespori 30 minut).

2B T

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

Pfipravte Cerstvy 80% Etanol.

SPRISelect® zvortexujte, dokud nebudou magnetické kulicky plné homogenizovany.

Ke kazdému vzorku pfidejte 48 pl SPRISelect® (0,8x ratio).

Vzorky lehce zvortexujte a kratce stocte (pozor, aby se kulicky neusadily na dné zkumavky).
Inkubujte 5 minut pfi pokojove teploté.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte, dokud se supernatant nevycCefi
a kulicky nevytvofi uceleny pelet (cca 2 minuty).

Odstrante supernatant. Pozor abyste neporusili pelet.

Ke vzorkum pfidejte 180 pl 80% Etanolu. Vzorky ponechte na magnetickém stojanku.
Inkubujte 30 sekund, poté odstrante supernatant.

Ke vzorkum pfidejte 180 ul 80% Etanolu.

Inkubujte 30 sekund, poté odstrante supernatant. Vzorky ponechte na magnetickém
stojanku.

Odstrante veSkery zbyly etanol 10ul pipetou a ponechte na magnetickém stojanku do
vysuSeni peletu (cca 2 minuty).

Vzorky sundejte z magnetického stojanku a pfidejte 20 pl TE Bufferu.

Vzorky zvortexujte do rozpusténi peletu a inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

Kratce stoCte a umistéte vzorky na magneticky stojanek.

Inkubujte, dokud se supernatant nevycefi (cca 2 minuty).

Se vzorky stale na magnetickém stojanku pfeneste supernatant do nové zkumavky. Pozor,

abyste pfi pipetovani neporusili pelet.

Safe stop point: V tomto kroku je mozné skladovat vzorky pres noc pfi =20 °C.
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11.4 PCR Amplifikace 1

1. Na termocykleru nastavte program PCR Amplifikace 1, viz Tabulka 10:

Vyhfivani vika nastavte na 105 °C.

Krok Teplota Cas Cykly
Pocateéni denaturace 98 °C 45 s 1
Denaturace 98 °C 15s
Annealing 60 °C 30s _ 4-15
(viz Tabulka 11)
Extenze 72 °C 30s
Zavérecna extenze 72 °C 60 s 1
Chlazeni 4°C o0 1

Tabulka 10: Program PCR Amplifikace 1

DNA vstup Pocet cyklt
1000 ng 4
500 ng 7
100 ng 9
10 ng 12
1ng 15

Tabulka 11: Doporuceny pocet PCR cyklt

2. Ke kazdému vzorku pfidejte 5 pl epicGEN UDI Primers. Pro kazdy vzorek pouzijte unikatni

indexovy par.

Vzorky zvortexujte a stocte.

2B T
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Pridejte 25 uyl epicGEN PCR1 Master Mixu. Celkovy objem reakce je 50 pl.

VloZte do termocykleru a spustte program PCR Amplifikace 1.

Po dokonc&eni programu okamzité postupujte k Post-PCR precisténi.




11.5 Post-PCR precisténi

Poznamka: Pred precisténim nechte vytemperovat magnetické kulicky (SPRISelect®) na

pokojovou teplotu (alespori 30 minut).

2B T

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

Pfipravte Cerstvy 80% Etanol.

SPRISelect® zvortexujte, dokud nebudou magnetické kulicky plné homogenizovany.

Ke kazdému vzorku pfidejte 90 yl SPRISelect® (1,8x ratio).

Vzorky lehce zvortexujte a kratce stocte (pozor, aby se kulicky neusadily na dné zkumavky).
Inkubujte 5 minut pfi pokojove teploté.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte, dokud se supernatant nevycCefi
a kulicky nevytvofi uceleny pelet (cca 2 minuty).

Odstrante supernatant. Pozor abyste neporusili pelet.

Ke vzorkum pfidejte 180 pl 80% Etanolu. Vzorky ponechte na magnetickém stojanku.
Inkubujte 30 sekund, poté odstrante supernatant.

Ke vzorkum pfidejte 180 pl 80% Etanolu.

Inkubujte 30 sekund, poté odstrante supernatant. Vzorky ponechte na magnetickém
stojanku.

Odsaijte veskery etanol 10ul pipetou a ponechte na magnetickém stojanku do vysusSeni
peletu (cca 2 minuty).

Vzorky sundejte z magnetického stojanku a pfidejte 22 pl TE Bufferu.

Vzorky zvortexujte do rozpusténi peletu a inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

Kratce stoCte a umistéte vzorky na magneticky stojanek.

Inkubujte, dokud se supernatant nevycefi (cca 2 minuty).

Se vzorky stale na magnetickém stojanku preneste 20 pl supernatantu do nové zkumavky.

Pozor, abyste pfi pipetovani neporusili pelet.

Safe stop point: V tomto kroku je mozné skladovat vzorky pres noc pfi =20 °C.

V tomto kroku jsou knihovny pfipraveny ke kvantifikaci pomoci fluorometrického méfeni (napf.

Qubit™ Fluorometer).

Doporuéeni: Zkontrolujte knihovny pomoci kapilarni gelové elektroforézy (napf. 2200

TapeStation System) pro kontrolu spravné délky fragmentl. Primérna délka by se méla

pohybovat v rozmezi 250-350 bp.
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11.6 Hybridizace

Pro dalSi pokraCovani v protokolu doporuCujeme vzorky spojit do plexd (max. 8 vzorku v plexu

pro 1 hybridiza¢ni reakci). Od kazdého vzorku pouzijte 500 ng DNA.

Dulezité: Pokud pfipravujete knihovny z riznych typd materialu (napf. gDNA, FFPE atd.),
spojujte do plexu vzdy jen vzorky stejného typu. V opacném pfipadé muize dojit
k nerovhomérnému zastoupeni vzorku v plexu a tim nedostatecné hloubce pokryti vyslednych
sekvenci.

1. Na termocykleru nastavte Hybridiza€ni (Tabulka 12) a Promyvaci program (Tabulka 13):

Vyhtivani vika nastavte na 100 °C

Krok Teplota Cas
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 65 °C 4-24 h

Tabulka 12: Hybridizacni program

Vyhfivani vika nastavte na 70 °C
Krok Teplota Cas
Hybridizace 65 °C o0

Tabulka 13: Promyvaci program

Poznamka: Tento postup vyuziva zakoncentrovani vzorkl pfed hybridizaci pomoci
magnetickych kuli¢ek. Alternativni metodou je zakoncentrovani pomoci SpeedVAC systému,

postup je popsan v Priloze 1.

2.  Pripravte si Hybridizaéni Master Mix, viz Tabulka 14, a uchovejte na ledu:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN Hybridization Buffer 9,5 ul
epicGEN Hybridization Buffer Enhancer 3 ul
epicGEN Blockers TS 2 ul
epicGEN Solid cancer & MSI panel 4,5 ul
Celkem 19 ul

Tabulka 14: Hybridizacni Master Mix

Poznamka: SPRISelect® vytemperujte na pokojovou teplotu (alespori 30 minut).
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

17129

Spojte vzorky do plexd (max. 8 vzorkl v plexu), které budou hybridizovany spole¢né
v 1 reakci. Od kazdého vzorku pouZijte objem odpovidajici 500 ng DNA (dle hodnoty na
méfené pomoci Qubitu™). Pro vétsi objemy pouZijte 1,5 ml LoBind zkumavky.

Ke kazdému vzorku pfidejte 7,5 pl Human Cot DNA.

Pridejte 1,8x objem SPRISelect® (napf. pfi objemu vzorku 100 ul pfidejte 180 pl
SPRISelect®).

Zvortexujte a inkubujte pfi pokojové teploté 10 minut.

Preneste vzorky na magneticky stojanek a inkubujte 2 minuty, nebo do vyCefeni
supernatantu.

Odstrarite supernatant. Vzorky stale drzte na magnetickém stojanku.

Pridejte 80% Etanol. Objem zvolte tak, aby magnetické kulicky byly zcela ponofeny pod
hladinou

Inkubujte 30 sekund na magnetickém stojanku.

Odstrante supernatant a znovu pfidejte Cerstvy 80% Etanol.

Inkubujte 30 sekund na magnetickém stojanku.

Odstrante supernatant a zbyly etanol odsajte 10pl pipetou.

Nechte magnetické kulicky vyschnout (cca 2 minuty).

Pfidejte 19 ul Hybridizaéniho Master Mixu pfipraveného v kroku 2 v kapitole 11.6.
Zvortexujte tak, aby doslo k rozpusténi peletu.

Inkubujte 5 minut pfi pokojove teplote.

Kratce stoCte avzorky umistéte na magneticky stojanek. Inkubujte do vyCefeni
supernatantu.

Do nové PCR zkumavky pfeneste 17 pl supernatantu. Supernatant odeberte opatrné,
abyste nepfenesli do nové zkumavky magnetické kulicky.

Kratce stoCte a vlozZte do termocykleru.

Spustte Hybridizaéni program. Hybridizaci nechte pu$ténou minimalné 4 hodiny.

Se vzorky bude dale pokraCovano v kroku 2 kap. 11.9.

Poznamka: Pro optimalni efektivitu hybridizace nechte program bézet pres noc. Ne vSak déle

nez 24 hodin.

11.7 Priprava hybridiza¢nich pufra

Poznamka: Pro zachyceni a promyti hybridizovanych cild je zapotfebi minimalné 4 pozice

v termocykleru na kazdy vzorek. PFi vétSim poctu nez 24 vzorkd, je nutno pouzit 2 termocyklery.
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1.  Pfipravte 1X Promyvaci pufry, viz Tabulka 15:

Zasobni reagencie

Objem na 1 reakci

(10% rezerva zapogitana)

Pufr I';llye(zeva:)s:; Celkem

epicGEN 2X Bead Wash Buffer 165 pl 165 pl 330 ul
epicGEN 10X Wash Buffer 1 27,5 yl 247,5 yl 275 yl
epicGEN 10X Wash Buffer 2 16,5 pl 148,5 pl 165 pl
epicGEN 10X Wash Buffer 3 16,5 pl 148,5 pl 165 pl
epicGEN 10X Stringent Wash Buffer 33 ul 297 ul 330 ul

Tabulka 15: Priprava 1X Promyvacich pufrt

Poznamka: Pokud se v epicGEN 10X Wash Bufferu 1 tvofi srazeniny nebo je mlé¢né zakaleny,

zahrejte zasobni roztok na 65 °C a zvortexujte, dokud se roztok nevycefi.

1X Pracovni roztoky pufri Ize uchovat pfi pokojové teploté az 4 tydny.

2. Pro kazdou hybridizaCni reakci si pripravte nasledujici reagencie, které budou béhem

procesu umistény v termocykleru (3 pozice v termocykleru pro 1 vzorek):

Reagencie Objem

1X Wash Buffer 1 110 pl

1X Stringent Wash Buffer 160 pl
1X Stringent Wash Buffer 160 pl

Tabulka 16: Objem reagencii pro promyvani v termocykleru

Tip: Pro kazdou z reagencii pouzijte novy PCR strip, ktery po pouziti odstranite.

Poznamka: Zbytek 1X Wash Bufferu 1 nevyhazujte, bude pouZit v kroku Promyvani pfi pokojové

teploté (viz kapitola 11.11.).

3. Pripravte Rozpoustéci Master Mix, viz Tabulka 17:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN Hybridization Buffer 8,5 ul
epicGEN Hybridization Buffer Enhancer 2,7 ul
Nuclease-free voda 5,8 ul

Tabulka 17: Rozpoustéci Master Mix

Poznamka: Rozpoustéci Master Mix ponechte na ledé az do jeho pouziti.
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11.8 Priprava Streptavidinovych kuli¢ek

1.

© ® N o g &

Vytemperujte epicGEN Streptavidin Beads na pokojovou teplotu (alespori 30 minut)
a poradné zvortexujte.

Do PCR zkumavky napipetujte 50 pl epicGEN Streptavidin Beads pro kazdou hybridizaéni
reakci.

Pfidejte 100 pl 1X Bead Wash Bufferu (z kroku 1. kap.11.7) a propipetujte 10x pro uplnou
homogenizaci roztoku.

Preneste vzorky na magneticky stojanek a inkubujte, dokud se supernatant nevycefi.
Odstrante supernatant, aniz byste porusili pelet.

Opakujte kroky 3.-5. jesté 2x pro celkovy pocet 3 promyti.

Ke kuli¢kam pfidejte 17 pl Rozpoustéciho Master Mixu z kroku 3, kap. 11.7.

Zvortexujte pro uplnou homogenizaci roztoku a kratce stocte.

Resuspendované epicGEN Streptavidin Beads ponechte pfi pokojové teploté do kroku 4
kap. 11.9.

11.9 Zachyceni hybridizovanych cila

1.

Zapnéte na termocykleru Promyvaci program (krok 1, kap. 11.6). Pfi dosazeni teploty
65 °C vlozte do termocykleru pripravene 1X Promyvaci pufry z kroku 2, kap. 11.7.

Po skon&eni Hybridizaéniho programu (krok 1, kap. 11.6.), vyjméte vzorky z termocykleru
a kratce stocte.

Na termocykleru okamzité spustte Promyvaci program.

Poznamka: V tuto chvili bézi 2 termocyklery na stejny Promyvaci program. V jednom

termocykleru se zahfivaji 1X Promyvaci pufry, ve druhém se budou inkubovat vzorky. V pfipadé

mensiho poctu vzorku (<24) Ize inkubovat vzorky i Promyvaci pufry v jenom termocykleru.

N o o A

Ke vzorkim pfidejte epicGEN Streptavidin Beads z kroku 9, kap. 11.8.

Zvortexujte a kratce stocte.

Vzorky vlozte do termocykleru s aktivhim Promyvacim programem.

Inkubujte 45 minut. Kazdych 10-12 minut vzorky vyjméte alehce zvortexujte, aby

nedochazelo k usazovani kuliCek na dné zkumavky.
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11.10 Promyvani v termocykleru

Poznamka: B&hem celého procesu Promyvani v termocykleru, udrzujte 1X Promyvaci roztoky
pfi 65 °C.

1.
2.

© © N O

11.

Po skonceni 45minutoveé inkubace, vyjméte vzorky z termocykleru a stocte.

Ke kazdému vzorku pfidejte 100 pl pfedehfatého 1X Wash Bufferu 1 a 10x propipetujte.
Vyvarujte se tvorbé bublin ve zkumavce. Zaviete viko termocykleru s promyvacimi pufry
a nechte spustény Promyvaci program.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte do vyCefeni supernatantu.

Odstrante supernatant a sundejte vzorky z magnetického stojanku.

Pridejte 150 pl pfedehratého 1X Stringent Wash Bufferu a 10x propipetujte. Vyvarujte se
tvorbé bublin ve zkumavce.

Vzorky inkubujte 5 minut v termocykleru s aktivhim Promyvacim programem.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte do vyCefeni supernatantu.

Odstrarite supernatant a sundejte vzorky z magnetického stojanku.

Pridejte 150 pl pfedehratého 1X Stringent Wash Bufferu a 10x propipetujte. Vyvarujte se
tvorbé bublin ve zkumavce.

Vzorky inkubujte 5 minut v termocykleru s aktivhim Promyvacim programem.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte do vyCefeni supernatantu.

Poznamka: V tomto kroku mazete vypnout Promyvaci program na termocyklerech.

11.11 Promyvani pri pokojové teploté

a b w0 n =

o

Odstrante supernatant a pridejte 150 pl 1X Wash Bufferu 1.

Zvortexujte do uplné homogenizace kulicek.

Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Po skonCeni inkubace kratce stocte.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte do vyCefeni supernatantu.

Odstrante supernatant, sundejte vzorky z magnetického stojanku a pfidejte 150 pl 1X Wash
Bufferu 2. Vzorky zvortexujte do Uplné homogenizace kuli¢ek.

Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Po skon€eni inkubace kratce stocte.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte do vyCefeni supernatantu.

Odstrarite supernatant, sundejte vzorky z magnetického stojanku a pfidejte 150 pl 1X Wash
Bufferu 3. Vzorky zvortexujte do uplné homogenizace kulicek.

Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Po skon€eni inkubace kratce stocte.

Umistéte na magneticky stojanek a inkubujte do vy€efeni supernatantu.
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11. Odstrante supernatant. Pouzijte 10ul pipetu pro odstranéni veSkeré zbyvajici tekutiny
(v pfipadé potfeby kratce stoCte, umistéte zpét na magnet a odsajte zbytky tekutiny).
12. Pridejte 20 pl Nuclease-free vody a zvortexujte do uplné homogenizace kuliCek. Kratce

stocte.

Poznamka: Magnetické kulicky ponechejte ve vzorku az do dalSiho kroku. Nevyhazujte je.

11.12 PCR Amplifikace 2

1.  Pripravte si Amplifikaéni Master Mix 2, viz Tabulka 18:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN PCR2 Master Mix 25yl
epicGEN Primer Mix 1,25 pl
Nuclease-free voda 3,75 ul

Tabulka 18: Amplifikacni Master Mix 2

2. Na termocykleru nastavte program PCR Amplifikace 2, viz Tabulka 19:

Vyhrivani vika nastavte na 105 °C.

Krok Teplota Cas Cykla
donaturace 98 °C 45 1
Denaturace 98 °C 15s
Annealing 60 °C 30s 14

Extenze 72 °C 30s
ZaveéreCna extenze 72 °C 1 min 1
Chlazeni 4°C o0 -

Tabulka 19: Program PCR Amplifikace 2

Poznamka: PocCet PCR cykll muze byt optimalizovan. V pfipadé mensiho poctu vzorkd v plexu

nez 8, pfidejte cykly (4-plex: +1 cyklus; 1-plex: +2 cykly).

3. Ke kazdému vzorku pfidejte 30 pl Amplifikaéniho Master Mixu, zvortexujte a kratce stocte.
Celkovy objem reakce je 50 pl.
4. Vlozte vzorky do termocykleru a spustte program PCR Amplifikace 2.
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11.13 PrecisSténi

Poznamka: Vytemperujte SPRISelect® na pokojovou teplotu (alespori 30 minut).

1.

o & 0D

= 2 © N

- O

12.
13.
14.
15.
16.

Pripravte si Cerstvy 80% Etanol. Pro kazdy vzorek budete potfebovat min. 250 pl.

Ke kazdému vzorku pfidejte 75 pl SPRISelect® (1,5x ratio).

Vzorky lehce zvortexujte a kratce stocte (pozor, aby se kulicky neusadily na dné zkumavky).
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

Umistéte vzorky na magneticky stojanek a inkubujte, dokud se supernatant nevycefi
(cca 2 minuty).

Odstrante supernatant. Pozor abyste neporusili pelet.

Ke vzorkum pfidejte 125 pl 80% Etanolu.

Inkubujte 1 minutu na magnetickém stojanku.

Odstrarite supernatant a pfidejte 125 pl 80% Etanolu.

Inkubujte 1 minutu na magnetickém stojanku.

Odstrante supernatant a 10yl pipetou odsajte veSkery zbyly etanol a ponechte na
magnetickém stojanku do vysuSeni peletu.

Vzorky sundejte z magnetického stojanku a pfidejte 22 pl TE Bufferu.

Vzorky zvortexujte do rozpusténi peletu a inkubujte 5 minut pfi pokojoveé teploté.

Kratce stoCte a umistéte vzorky na magneticky stojanek.

Inkubujte, dokud se supernatant nevycefi (cca 2 minuty).

Preneste 20 pl supernatantu do nové PCR zkumavky.

11.14 Kontrola kvality knihoven

1.

Zméfte koncentraci knihoven pomoci Qubit™ dsDNA HS Assay kitu, nebo podobné,
fluorometricky zalozené kvantifikacni metodé. Koncentrace spravné pfipravené knihovny se
pohybuje od 4 nM vySe.

Zkontrolujte spravnou délku fragmentt knihovny pomoci digitalni gelové elektroforézy (napf.
Agilent 2200 TapeStation®, nebo podobné). Primérna délka fragmentl se pohybuje
v rozmezi 250-350 bp.
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11.15 Sekvenace

Redé&ni adenaturaci knihoven epicGEN provedte dle manualu pfislusného Illlumina®
sekvenatoru. Doporu¢ena hloubka ¢teni je 4 miliony paired-end readu (2 miliony klastrd) na

vzorek, doporucena konfigurace sekvenacniho runu, viz Tabulka 20:

Cteni Cykla
Read1 151
Index1 8
Index2 8
Read2 151

Tabulka 20: Konfigurace sekvenacniho runu

Knihovny epicGEN jsou kompatibilni se vSemi sekvenatory lllumina® a GeneMind. Pro sekvenaci

na pfistrojich AVITI a MGI pouzijte pfislusny protokol pro konverzi sekvenacnich adaptoru.
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12. PRILOHY

12.1 Priloha 1 —Zakoncentrovani vzorku pied hybridizaci pomoci SpeedVAC

systému

1. Spojte vzorky do plexd (max. 8 vzorkd v plexu), které budou hybridizovany spole¢né

v 1 reakci. Od kazdého vzorku pouzijte objem odpovidajici 500 ng DNA (dle hodnoty na

méfené na Qubitu). Pro vétsi objemy pouzijte 1,5 ml LoBind zkumavky.

2.  Pripravte Blocker Mix pro kazdou reakci, viz Tabulka 21:

Reagencie Objem na 1 reakci
Human Cot DNA 5yl
epicGEN Blockers TS 2 ul

Tabulka 21: Blocker Mix

3. Pridejte 7 pl Blocker Mixu ke kazdému vzorku.

4. Vlozte vzorky do SpeedVAC systému a nechte zcela vysusit.

Safe Stop Point: VysusSené vzorky Ize dlouhodobé skladovat pfi —20 °C.

5.  Pfripravte Hybridiza¢ni Master Mix, viz Tabulka 22:

Reagencie Objem na 1 reakci
epicGEN Hybridization Buffer 8,5 ul
epicGEN Hybridization Buffer Enhancer 2,7 ul
epicGEN Solid cancer & MSI panel 4 ul
Nuclease-free voda 2 ul
Celkem 17 i

Tabulka 22: Hybridizacni Master Mix

Hybridiza€ni Master Mix zvortexujte a stocte.

Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

= © © N ©

vzorky do PCR stripu.
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Zvortexujte do uplného rozpusténi DNA a kratce stocte.

Ke kazdému vysuSenému vzorku pfidejte 17 yl Hybridizaéniho Master Mixu.

0. Kratce zvortexujte a stocte. Pokud jste pracovali v 1,5 ml LoBind zkumavkach, pfeneste
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11. Vlozte vzorky do termocykleru a spustte Hybridizaéni program (krok 1, kap. 11.6).
Hybridizaci nechte pusténou minimalné 4 hodiny. Se vzorky bude dale pokracovano v kroku
2 kap. 11.9.

Poznamka: Pro optimalni efektivitu hybridizace nechte program bézZet pfes noc. Ne v8ak déle
nez 24 hodin.

V protokolu pokracujte krokem 11.7. P¥iprava hybridiza¢nich pufru.

12.2 Priloha 2 — Sekvence indexu

Pozice - i5 index i5 index

v desce I7 index Forward' Reverse Complement?
A1 CTGATCGT ATATGCGC GCGCATAT
B1 ACTCTCGA TGGTACAG CTGTACCA
C1 TGAGCTAG AACCGTTC GAACGGTT
D1 GAGACGAT TAACCGGT ACCGGTTA
E1 CTTGTCGA GAACATCG CGATGTTC
F1 TTCCAAGG CCTTGTAG CTACAAGG
G1 CGCATGAT TCAGGCTT AAGCCTGA
H1 ACGGAACA GTTCTCGT ACGAGAAC
A2 CGGCTAAT AGAACGAG CTCGTTCT
B2 ATCGATCG TGCTTCCA TGGAAGCA
C2 GCAAGATC CTTCGACT AGTCGAAG
D2 GCTATCCT CACCTGTT AACAGGTG
E2 TACGCTAC ATCACACG CGTGTGAT
F2 TGGACTCT CCGTAAGA TCTTACGG
G2 AGAGTAGC TACGCCTT AAGGCGTA
H2 ATCCAGAG CGACGTTA TAACGTCG

' sekvence pro MiSeq, MiniSeq Rapid Reagent kit, NovaSeq v1.0 Reagent kit

2 sekvence pro iSeq 100, NextSeq, MiniSeq Standard reagent kit, NovaSeq v1.5 Reagent kit

Tabulka 23: Sekvence indexu
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13.

VYHODNOCENI

Pro vyhodnoceni sekvenacnich dat pouzijte software GENOVESA, ktery je dostupny online na

adrese ngs-genovesa.biovendor.group.

GENOVESA modul Genomics

Jedna se o cloudové all-in-one feSeni pro analyzu hrubych dat sekvenatord (FASTQ files)

s technickou a aplika¢ni podporou.

Software umoznuje:

14.

pokrocCilou kontrolu kvality sekvenacnich dat
automatické upozornéni na regiony s nizkym pokrytim
jednoduchou filtraci relevantnich variant

moznost customizace

ukladat pacientska data a varianty do interni databaze

report na jedno kliknuti

LIMITACE SOUPRAVY

Souprava epicGEN Solid Cancer & MSI Kit je validovana na DNA z nadorové tkané fixované
v FFPE bloccich.

Vysledek genotypizace je ovlivnén kvalitou vzorku. Spravny postup odbéru, transportu,
izolace DNA a skladovani vzorkU je pro vySetreni dulezity.

Vysledky genotypizace by mély byt hodnoceny odbornym pracovnikem.

Souprava epicGEN Solid Cancer & MSI Kit je navrzena pro genotypizaci vzorkd DNA
pomoci technologie NGS

Negativni vysledek nevylu€uje mutace pod limitem detekce metody.

Pfi provedeni testu by mély byt dodrZzeny vSechny instrukce uvedené v tomto dokumentu. Jejich

nedodrzeni mize ovlivnit kvalitu a spolehlivost vysledku.
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15. CASTO KLADENE DOTAZY
1. Kolik vzorkt minimalné musim pripravovat najednou?

Kit je optimalizovan pro praci s 8nasobky vzorkl(. V kitu je dostatek reagencii pro

2 hybridiza¢ni reakce optimalizované pro 8 vzorkd.
2. Lze hybridizovat i jiny pocet vzorku, nez 8 v jedné reakci?

Ano, je to mozné. Pokud budete pfipravovat mensi poc€et vzorkd, nehrozi riziko snizeni
vykonu kitu (ale dfive spotfebujete hybridizacni chemii). Pokud budete pfipravovat vice nez
8 vzorkl v jedné hybridiza€ni reakci, nemusi byt vysledné pokryti vSech cild rovhomérné

a nékteré nemusi dosahnout pozadovaného pokryti viibec.
3. Je kit uréen pro vzorky s nizsi kvalitou DNA? (napf. FFPE)

Ano, protokol je pfizplsoben praci jak se vzorky horsi kvality, tak vysoce kvalitni gDNA.
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16. VYSVETLIVKY K SYMBOLUM

REF

Katalogové Cislo

LOT

Sarze

a

Pouzit do data

/H/—ZO °C

Horni mez teploty

Vyrobce

wl
(]3]

www.biovendor.com

Ctéte elektronicky navod k pouZziti

X

Obsah postacuje pro 16 testl
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