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UvoD

Ta navodila za uporabo opisujejo, kako pripraviti zdruZljive knjiZznice iz amplikonov, ustvarjenih z uporabo kompleta
AllType™ FASTplex™ NGS 11 Loci Kit za sisteme sekvenciranja lllumina®.

Navodila za uporabo vsebujejo korake, potrebne za ustvarjanje naslednjih amplikonov PCR:

Lokus Ciljna regija

HLA-A Cel gen

HLA-B Cel gen

HLA-C Cel gen

HLA-DRB1 Ekson 1 in ekson 2 do 3’ UTR *
HLA-DRB3/4/5 Ekson 2 do 3’ UTR *
HLA-DQB1 Ekson 1 in ekson 2 do 3’ UTR *
HLA-DPB1 Ekson 1 in ekson 2 do 3’ UTR *
HLA-DQA1 Cel gen

HLA-DPA1 Cel gen

* Vklju¢uje intronicno sekvenco

Po amplifikaciji preostanek navodil za uporabo zajema korake za ¢rtno kodiranje vzorcev, univerzalno ¢rtno
kodiranje, ojacanje knjiznice, pripravo na lon GeneStudio S5 Plus ali enakovredni sekvencer in lon Chef System,
izvajanje sistema lon Chef in uporabo lon S5 oz. lon GeneStudio S5 serija sekvencer.

Za prepreCevanje poskodb in optimalno uporabo kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit preberite vsa navodila
za uporabo.

OPIS IZDELKA

Uradno ime izdelka
Komplet AllIType™ FASTplex™ NGS 11 Loci Kit — 48

kataloske informacije

Kataloska $t.

e ALL-FAST11L

Namen uporabe

Izdelki za tipizacijo AllType FASTplex NGS HLA so za diagnosti¢no uporabo in vitro in za profesionalno
E[a uporabo za tipizacijo HLA za lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DBR3, -DRB4, -DRB5, -DQA1, -DQBA1, -
DPA1 in -DPB1.
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Intended Purpose

Izdelki za tipizacijo AllType FASTplex NGS HLA so za diagnosti¢no uporabo in vitro in profesionalno uporabo za HLA
tipizacijo za lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DBR3, -DRB4, -DRB5, -DQA1, -DQB1, -DPA1, in -DPB1 z uporabo
naslednje generacije sekvenciranja s sintezo, protonsko detekcijo za diagnostiko presadkov. Vsi izdelki za tipizacijo
AllType FASTplex NGS HLA so kvalitativni testi za amplifikacijo in pripravo knjiznice ter sekvenciranje DNK,
ekstrahirane iz polne krvi ali brisov ustne votline.

Pregled izdelkov

Izdelki za tipizacijo AllType™ FASTplex™ NGS HLA vsebujejo reagente za obogatitev 11-loci HLA genov za HLA-A,
B, C, DRB1, DRB345, DQB1, DPB1, DPA1, in DQA1 z metodo dolge multipleksne verizne polimerazne reakcije
(PCR), preciscenje produktov amplifikacije in izgradnjo knjiznic za sekvenciranje za sisteme lon Torrent, ki vsebujejo
do 96 vzorcev na komplet.

Izdelki za tipizacijo AllType™ FASTplex™ NGS HLA so sestavljeni iz vnaprej optimizirane raztopine primera za
amplifikacijo genov HLA v vodni teko¢i obliki, encima PCR, 5X reakcijskega pufra in deoksiribonukleotidov (dNTP), ki
s0 na voljo pri priporo€eni temperaturi shranjevanja pri -20 °C. Zasnova amplifikacijskega primerja temelji na znanih
sekvencah DNK, o katerih poro€ajo v javnih bazah sekvenc DNK, kot sta Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) in IMGT (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/).

Izdelki za tipizacijo AllIType FASTplex NGS HLA zagotavljajo plos€o s 96 vdolbinicami, ki vsebuje 48 edinstvenih
reagentov za €rtno kodiranje vzorcev v vsaki vdolbinici v dveh izvodih in 1 sam reagent za univerzalno ¢rtno kodiranje
(glejte Identifikacija izdelka). V kombinaciji lahko uporabnik pripravi knjiznico za 8 do 48 vzorcev z edinstvenimi
¢rtnimi kodami in skupno sekvenco za naknadno amplifikacijo na koncih fragmentov DNK, da se ujemajo s sistemi
lon GeneStudio S5 ali lon S5. Izdelki za tipizacijo AllType FASTplex NGS HLA Typing zagotavljajo tudi meSanico
temeljnih primerjev za amplifikacijo knjiznice, ki identificira skupno sekvenco na koncih fragmentov DNK in amplificira
vse izdelke s ¢rtno kodo v knjiznici. Kompleti vsebujejo tudi reagente za dokon&anje priprave knjiznice, vkljuéno s
pufrom za ¢értno kodiranje, raztopino za zaustavitev in paramagnetnimi kroglicami.

Pretok za vse izdelke za tipizacijo AllType FASTplex NGS HLA s sekvencerji

Stevilo vzorcev

Komplet ionskega €ipa Najvecji pretok
Komplet lon 530 Chip Kit 48
Komplet lon 520 Chip Kit 24

Nacela metode

Tipizacija genov humanega levkocitnega antigena (HLA) v glavhem kompleksu histokompatibilnosti (MHC, major
histocompatibility complex) pri ljudeh je bistven diagnosti¢ni test za presaditev organov in kostnega mozga, razlicne
povezave bolezni in farmakogenetiko za odkrivanje preobdutljivosti na zdravila X2, Zaradi velike raznolikosti
polimorfizmov in homolognih sekvenc v genih HLA postajajo tehnologije sekvenciranja naslednje generacije (NGS), ki
omogocajo klonsko sekvenciranje polnih ali skoraj polnih genov nujna metoda za zagotavljanje rezultatov tipizacije z
najvisjo lodljivostjo.

Izdelek AllType FASTplex NGS 11 Loci generira cilino specificne produkte amplifikacije za ve¢ genov HLA v eni
verizni reakciji s polimerazo (PCR). Podatki o sekvenciranju DNK za tipizacijo HLA so pridobljeni z obdelavo
pomnozenega izdelka z delovnim potekom fragmentacije knjiznice za pripravo knjiznice, ki jo je mogoce sekvencirati
s pomogcjo platform sekvencerja lon Torrent. Komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit je bil zasnovan in
optimiziran za izdelavo skoraj ekvimolarne koli¢ine vsake tarée, da se zagotovi ustrezno pokritost sekvenciranja.
Nastali podatki se analizirajo s programsko opremo za analizo TypeStream™ Visual NGS za ustvarjanje dodelitev
alelov HLA visoke locljivosti.
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OPOZORILA

OPOZORILO: Za podrobnejSe informacije glejte varnostni list. Posami¢ne varnostne liste lahko prenesete
na naslovu www.onelambda.com in/ali www.thermofisher.com.
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PRILOZENI MATERIALI

Vsebina pakiranja in shranjevanje

Komplet AllIType FASTplex NGS 11 Loci Kit sestavljata dve lo¢eni Skatli. Komplet AllType FASTplex
NGS 11 Loci Kit — 48 (1. od 2 Skatel) lahko varno hranite pri -20 °C, komplet AllType FASTplex NGS Kit
(2. od 2 Skatel) pa ima komponente, ki se shranujejo pri +2 do 8 °C. Priporo€eni pogoji skladiS¢enja za
FAST-STOP in FAST-BBUF so +20 do 25 °C. Izdelek -20 °C lahko do 12-krat zamrznete/odtajate.

POZOR: Po prejemu hranite vsako $katlo neposkodovano, dokler ni pripravljena za uporabo. Izogibajte
se nepotrebnemu prestavljanju.
A Celoten seznam prilozenih materialov in njihove ustrezne pogoje shranjevanja najdete v razdelku

Komponente, prilozene kompletu AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit. Oznaka izdelka vsebuje tudi pogoje
skladis€enja posameznih komponent.

Komponente v kompletu AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit

Skatla 1 od 2
Komponenta Kataloska St. Kolic¢ina Volumen (ul) Skladiséenje
AllType FASTplex 11 Loci Primer Mix ALF-P11F 1 viala 600
AllType FASTplex 11 Loci Exon 1 Primer Mix ALF-P11E1 1 viala 240
AllType dNTPs ALL-NTP 1 viala 200
AllType Buffer ALL-BUF 1 viala 500
AllType LR Polymerase ALL-LRPOL 1 viala 100 -20°C
FASTplex Sample Plate 48 FAST-SP48B 1 viala 20 na vdolbinico
FASTplex Univ Barcode P1 FAST-UBP1 1 viala 40
MeSanica FASTplex Library Primer Mix FAST-LPM 1 viala 180
FASTplex Library Amp Mix FAST-LAM 1 viala 900
Skatla 2 od 2
Komponenta Kataloska st. Kolic¢ina Volumen (ul) Skladiséenje
Pufer FASTplex Barcoding Buffer FAST-BBUF 1 viala 1500
+2do25°C
FASTplex Stop Solution FAST-STOP 2 viali 1200
FASTplex Paramagnetic Beads FAST-BEAD 1 viala 7.700
+2do8°C
Pufer FASTplex DNA Suspension Buffer FAST-SUSP 1 viala 8.000
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Navedbe o nestabilnosti

OPOZORILO: Ne uporabljajte, ¢e so Skatle poskodovane, izdelek ni prejet pri zahtevani temperaturi
A skladis€enja ali Ce je pri izdelku prislo do pud€anja vsebine. Za tehni€no podporo se obrnite na druzbo
One Lambda nallambda-TechSupport@thermofisher.com.

Elektronske datoteke

Komponenta Lokacija

AllType FASTplex lon ExT predloga 530 Prenesite jo na
www.onelambda.com

FASTplex lon ExT predloga 520
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POTREBEN MATERIAL, Kl NI PRILOZEN

Potrebscine in potro$ni material
Opis
96-vdolbinic, 0,2 ml, plo§¢e PCR

96 vdolbinic plasti¢na/folijska zatesnitev plosce

Polipropilenske plosce s 96 vdolbinicami MicroWell™ Thermo Scientific

Nunc™

Plos¢a PCR in 0,2 ml hladilnik epruvet

Epruvete Eppendorf DNA LoBind, 5,0 ml

Epruvete Eppendorf DNA LoBind, 2,0 ml

Epruveta PCR 0,2 ml

50-ml stoz&aste epruvete brez nukleaze

15-ml stozCaste epruvete brez nukleaze

Seroloske pipete, 10 ali 25 ml

Kontrolnik pipet

Ves nabor ro¢nih enokanalnih pipet (20 pl, 200 pl, 1 ml)
20 plin 200 pl roéne veckanalne pipete

Ves nabor filtriranih, vnapre;j steriliziranih konic za pipete
Sterilni rezervoarji za reagent

Tracne epruvete / pokrovcki

Tla¢na blazinica termi¢ne ciklicne naprave PCR
Komplet lon 520™ in lon 530™ EXT Kit-Chef

Reakcije lon 520 Chip Kit-4 Reactions *

Reakcije lon 530 Chip Kit-4 Reactions *

Voda brez nukleaze

Etanol 200 Proof, primerne kakovosti za molekularno biologijo

Hladilnik plos¢e PCR

Dobavitelj
MLS™
MLS

Fisher Scientific

MLS

Eppendorf

Eppendorf

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
MLS

MLS

MLS

Kataloska st.

12-565-369

0030108310
022431048

A30670

A27761

IONS5-530C4

*Uporabnik naj doloci, katero velikost ionskega Eipa bo uporabil na podlagi povprecne velikosti knjiznice vzorcev.

**MLS: Velik laboratorijski dobavitelj
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OPREMA, KI JE POTREBNA, A NI PRILOZENA

Oprema

Opis Dobavitelj Kataloska st.

TypeStream™ Visual NGS programska oprema za analizo (razli¢ica 2.0 ali

noveja) One Lambda. Inc. TSVPGR
Instrument lon Chef™ Thermo Fisher Scientific IONCHEF
Sistem lon S&5™ Thermo Fisher Scientific IONS5
Sistem lon S5™ XL Thermo Fisher Scientific IONS5XL
Sistem lon GeneStudio™ S5 Thermo Fisher Scientific IONGSS5
Sistem lon GeneStudio™ S5 Plus Thermo Fisher Scientific IONGSS5PL

Stojalo z magnetnimi obroci (96 vdolbinic)
Magnetno stojalo za epruvete 2,0 ml

Termicna cikli¢na naprava z 96-vdolbinicami Veriti*
Fluorometer Qubit® ali enakovredno

Komplet za analizo Qubit dsDNA HS

Epruvete za analizo Qubit

Centrifuga s plo$¢o z zmogljivostjo 1.500 x g
Mini/mikro-centrifuga

Vrtinéni mesalnik

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
MLS**

MLS

MLS

AM10027 ali AM10050
12321D

4375786

Q33216 ali Q33226
Q32854

Q32856

*Termicna ciklicna naprava s 96-vdolbinicami Veriti se lahko nadomesti z napravo za termicno cikliranje z moznostjo nastavitve
temperature za reakcijo PCR — toplotno ogrevanje 0,8 °C na sekundo in hitrost hlajenja 1,6 °C na sekundo — in reakcijskimi

volumni 100 pl.

**MLS: Velik laboratorijski dobavitelj
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PREVIDNOSTNI UKREPI
f VARNOSTNI PREVIDNOSTNI UKREPI: Nosite rokavice in ustrezno osebno zas¢&itno opremo.

POZOR: Upostevajte tehnike Cistega dela na mizi, da zmanjSate tveganje kontaminacije.

Delovno mizo temeljito oCistite s sredstvom za odstranjevanje DNK (npr. DNA Away™, Termi-DNA-Tor, 10-% belilo,
ki mu sledi 70-% alkohol, ali enakovredno), da zmanjSate tveganje kontaminacije vzorca.

Med delom na klopi pogosto obriSite rokavice s sredstvom za odstranjevanje DNK, da zmanjSate tveganje navzkrizne
kontaminacije vzorcev in reagentov. Druga moznost je, da si pogosto zamenjate rokavice.

POMEMBNE SMERNICE

Splosne laboratorijske prakse

Priporo€a se uporaba ro€nih ve¢kanalnih pipet. Enokanalne pipete so priporocljive samo za poteke dela, ki
vsebujejo majhno koliino vzorcev.

Vse instrumente in pipete je treba kalibrirati in vzdrzevati v skladu s smernicami proizvajalca.

Tehnika in oprema

Priporo€a se uporaba namenske opreme v okolju pred in po PCR.
Za udobje pred zagonom nastavite vse programe termi¢ne ciklicne naprave.

Uporabite termi¢no ciklicno napravo s 96-vdolbinicami Veriti ali model s hitrostjo emulacije 9600 ali +0,8 °C/s
ogrevanja in -1,6 °C/s hlajenja ter s pokrovom, ogrevanim na 105 °C ali enakovredno, za vse programe.

o Pri uporabi druge termi€ne cikli¢ne naprave, kot Veriti-96, termi¢no cikli¢no napravo validirajte.
Pri uporabi druge metode kvantifikacije kot fluorometer Qubit, validirajte metodo kvantifikacije.

Reagenti

Predmete v 1. od 2 Skatel kompleta je treba med uporabo hraniti na ledu in takoj po uporabi vrniti na -20 °C.

Predamplifikacijske (1. Skatlo kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit) in poamplifikacijske reagente
shranite lo¢eno.

Pripravo in razdeljevanje glavne meSanice je treba opraviti na ledu in v razmeroma hitrem tempu, da se izognete
nenamernim rezultatom.

Uporabite pufer za suspenzijo pufer FASTplex DNA Suspension Buffer za vsa red¢enja gDNA in amplikona ter
eluiranje knjiznice.

Ne uporabljajte raztopin, ki vsebujejo EDTA (npr. pufer TE ali pufer z nizko TE), saj lahko zavira reakcije v tej
analizi.

Varna tocka ustavitve

Za optimalne rezultate izvedite vse korake priprave knjiznice v enem dnevu.

o Ce pa potrebujete ve& &asa, poiscite @ VARNO TOCKO USTAVITVE za shranjevanje
vmesnega materiala pri -20 °C.

Zaradi neznane koli¢ine preostalih encimskih aktivnosti ne hranite materialov ve€ kot 72 ur pri -20°C; daljSi ¢as
skladiS€enja bi zahteval potrditev.
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ZBIRANJE VZORCEV in PRIPRAVA VZORCEV

Tip vzorca

Vzorci, vkljuéno z antikoagulirano periferno krvjo, kultiviranimi limfociti in bukalnimi epitelijskimi celicami, ki so bili
potrjeni z uporabo kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit.

DNK je mogoce izolirati iz vzorcev do 2 tedna po zacetnem odvzemu krvi ali odvzemu bukalnih epitelijskih celic,
Ceprav je priporocljivo, da se vzorce obdela v 2 do 3 dneh po odvzemu (4, 5). DNK se lahko ohrani v pogojih
shranjevanja in dolZini, kot jih potrdi posamezni laboratorij.

Shranjevanje vzorca
Polno kri je treba odvzeti v antikoagulantih ACD ali EDTA in shraniti pri 4 °C.

Brise iz ust je treba odvzeti z brisom, ki so potrjeni za odvzem epitelijskih celic in jih je treba hraniti pri sobni
temperaturi v zaprti posodi, da se izognemo prekomernemu susenju.

Metode ekstrakcije DNK

Naslednje metode ekstrakcije so bile potriene s kompletom AllType NGS 11 Loci Amplification Kit:
¢  Komplet Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit (Promega Corporation, kat. $t. AS1010)

¢  Komplet QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, kat. 5t./ID: 51104)

o Komplet za samodejni odvzem vec¢ vzorcev MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra Kit (Thermo Fisher Scientific,

kat. St. A25597) z uporabo sistema za preciS€enje KingFisher Flex Purification System (Thermo Fisher Scientific,
kat. st. 5400630, 5400610).

Uporabljajo se lahko druge metode ekstrakcije DNK, vendar mora metode in opremo validirati kon€ni uporabnik.
Prepricajte se, da vzorci ne vsebujejo zaviralcev polimeraze DNA.
Ne resuspendirajte vzorcev v raztopinah, ki vsebujejo kelate, kot je EDTA, v koncentraciji nad 0,1 mM.

Resuspendirajte vzorce DNK za PCR v EDTA z nizko vsebnostjo (pod 0,1 mM), pufru suspenzije DNA, sterilni vodi
ali v 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 pri optimalni koncentraciji 25 ng/ul s fluorometriéno metodo, kot je Qubit Fluorometer in
Qubit dsDNA HS komplet za analizo (Thermo Fisher Scientific). Uporabite lahko druge specifikacije, vendar jih mora
validirati laboratorij.

POMEMBNO: Zgornje reagente je mogoCe uporabiti le pri red€enju genomske DNK. V vseh naslednjih korakih, ¢e je
naveden pufer za suspenzijo DNK, lahko uporabite samo pufer FASTplex DNA Suspension Buffer.

Shranjevanje DNK
e Vzorce DNK uporabite takoj po izolaciji ali DNK shranite pri temperaturi -20 °C ali man;.
e Vzorce DNK posiljajte pri temperaturi 4 °C ali manj, da ohranite njihovo celovitost med transportom.

Validirana je bila ekstrahirana DNK ki je bila shranjena do 14 dni z uporabo kompleta AllType FASTplex NGS 11
Loci Kit. Dodatno shranjevanje DNK lahko validira posamezni laboratorij.
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POTEK DELA ZA ANALIZE

Skupni ¢as: 210 minut; potreben ¢as: 50 minut

Lokus HLA 11

. Preciscenje Kvantifikacija Redcenje
AMPLIFIKACIJA Multl!)l.eksna amplikona amplikona amplikona
amplifikacija
Skupni ¢as: 100 minut; potreben ¢as: 20 minut
X N\ e
CRTNO ( Reakcija Ustavitev ) Zdruzevanje )
KODIRANJE értnega —> .. —p J Preéi$éenje
VZORCA kodiranja reakcije vzorca
\ J AN J
4 N\ 7\ )
Ustavitev Reakcija
PreciScenje  [¢ reakeciie <4— univerzalnega [«
) ¢rtnega
\_ J J J
Skupni ¢as: 65 minut; potreben ¢as: 5 minut
AMPLIFIKACIJA Amplifikacijsk Preciscenje Konéna
~ a reakcije koncne kvantifikacija
KNJIZNICE knjiznice knjiznice knjiznice

Skupni ¢as: 15 minut; potreben ¢as: 5 minut

PRIPRAVA na SEKVENCER

ION GENESTUDIO S5 PLUS :.:iz?‘?:; U§:tvarjanje
ali ENAKOVREDEN in o naé tz\gnega

SISTEM ION CHEF

TEK na SISTEMU Nastavitev Zagon teka
sistema lon
ION CHEF Chef Chef ExT
UPORABA ION S5 ali Inicializacija Zagetek teka
sekvencerja .
GENESTUDIO S5 lon S5 sekvenciranja
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SPLOSNA PRIPRAVA NA ANALIZO

1.
2.

10.

1.

Locena obmocja pred in po PCR.
Pripravite naslednje predmete in reagente, tako da so dostopni skozi celoten potek dela:

e  Celoten nabor filtriranih konic za pipete

e Eno- in veCkanalne pipete

e 0,2-ml plos¢e PCR s 96 vdolbinicami

e Epruveta Eppendorf LoBind®

e Magnetna stojala za plo$¢o s 96 vdolbinicami in 2,0-ml epruveto

e Voda brez nukleaze

e Led

e Hiladilnik plos¢e PCR

e Potreb&Cine za oznalevanje epruvet

e Pufer FASTplex DNA Suspension Buffer

e  Etanol 200-proof

e  Sterilni rezervoariji za reagent

Resuspendirajte vzorce DNK v suspenzijskem pufru FASTplex DNA, pufru za suspenzijo z nizko vsebnostjo
(pod 0,1 mM) EDTA DNA, sterilni vodi ali v 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 pri optimalni koncentraciji 25 ng/pl,

kvantificirano s fluorometri€no metodo, kot je Qubit Fluorometer in komplet za analizo Qubit dsDNA HS. Metode
opti¢éne gostote (OD) se ne smejo uporabljati za merjenje koncentracije DNK; od¢itki so lahko precenjeni.

Sprejemljiv razpon koncentracij genomske DNK je od 3,00 ng/ul do 50 ng/ul.
Pricakovano razmerje A260/A280 je v razponu 1,65-1,80, Ce se za merjenje kakovosti DNK uporablja metoda
opti¢ne gostote (OD).

Zabelezite vsako lokacijo vzorca, volumen FASTplex Sample Plate 48 (glejte Prilogo 2 za diagram plosce) in
reagenta Univ Barcode P1 (UB), ki ga boste uporabili za pripravo knjiznice.

Pred zacetkom postopka izdelajte mapo z 8 epruvetami PCR ali plos¢o s 96-vdolbinicami.

Belezite, iz katerih vdolbinic na FASTplex Sample Plate 48 in koliko reagenta UB je bilo porabljenega za
pripravo knjiznice. Uporabniki se lahko sklicujejo na mreZo plo$¢ na koncu tega dokumenta.

Reagentov v kompletu ne zavrzite, dokler niso prazni, saj so namenjeni veckratni uporabi.
Preprecite kontaminacijo vseh reagentov/komponent kompleta.

Neuporabljene dele vrnite v shrambo pri temperaturi, ki je navedena na nalepki.

Izvedite previdnostne ukrepe, da preprecite krizno kontaminacijo med vdolbinicami.

Plos¢a FASTplex Sample Plate 48, ki je prilozena kompletu, vsebuje dovolj reagenta za €rtno kodiranje vzorcev
(SB) za pripravo knjiznice z 48 vzorci dvakrat ali do dvanajstih knjiznic z 8 vzorci, za skupno 96 vzorcev. Komplet
FASTplex je zdruzljiv tudi s katero koli knjiznico velikosti med 8 in 48 vzorci. PloS¢a je zasnovana tako, da
omogoca loCevanije stolpcev ¢rtnih kod (vdolbinic); preostalo vsebino ploS¢e za vzorce FASTplex je treba hraniti
pri temperaturi -20 °C do naslednje uporabe. Paziti je treba, da se izognemo navzkriznim kontaminacijam med
vdolbinicami.

PloS¢a FASTplex Sample Plate vsebuje 48 edinstvenih rtnih kod, dispenziranih v dveh izvodih po plos&i s
96 vdolbinicami. Za porazdelitev glejte korak 21 v tem razdelku.

Programi termi¢nih cikli¢nih naprav.
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12
13.

Nastavite programe vseh termi¢nih cikli¢nih naprav pred zacetkom.
Uporabite naslednje programe:

e Program HLA 11-Loci Amplification:

Temperatura Cas Cikel
94 °C 2 min

98 °C 10 sek

69 °C 3 min

98 °C 10 sek

60 °C 3 min

4°C ZADRZI 1

Hitrost emulacije 9600 in ogrevan pokrov

e Program TAG:55 °C za 15 min., 25 °C zadrzi, z ogrevanim pokrovom
e Program STOP: 68 °C za 10 min., 25 °C zadrzi, z ogrevanim pokrovom

e Program FASTplex lon Library Amplification:

Temperatura Cas Cikel
72 °C 10 min

98 °C 3 min

98 °C 15sek 7

66 °C 30 sek

72 °C 1 min -

72 °C 5 min

4°C ZADRZI

14.

15.

16.

TDX-OLI-DMR-PS-4386, Rev 02

Hitrost emulacije 9600 in ogrevan pokrov

POMEMBNO: Po vsakem kon¢anem koraku PCR izberite naslednji program termi¢ne ciklicne naprave, ki ga
Zelite uporabiti, tako da se termi¢ni pokrov predgreje. Pokrov termiéne cikli¢ne naprave mora na ustrezni
temperaturi tarCe biti pred postavitvijo reakcije. Reakcije ne postavljajte na hladno termi¢no cikli€éno napravo.

Komponente kompleta impulzno centrifugirajte v ustrezni centrifugi, da zberete reagente na dnu vdolbinice ali
epruvete pred vsako uporabo ploS¢e za vzorCenje FASTplex in pred izdajanjem iz reagenta epruvete, saj lahko
tekoCine kondenzirajo ali premaknejo lokacije v posodah med poSiljanjem oz. skladiS¢enje.

Ce komponente kompleta za sobno temperaturo zamrznejo med posiljanjem ali skladi§éenjem, pred
uporabo izvedite naslednje korake:

a) Odmrznite komponente kompleta.
b) Premesajte komponente kompleta.
c) Impulzno centrifugirajte komponente kompleta.

Paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads uravnotezite na sobno temperaturo. Paramagnetne
kroglice FASTplex Paramagnetic Beads lahko do 2 tedna shranite pri sobni temperaturi ali dlje pri 2 - 8 °C.

e Ce paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads shranite na hladnem, pred uporabo
izvedite naslednje korake:

a) Kroglice za 30 minut postavite na sobno temperaturo.
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b) Kroglice temeljito vrtinéno zmeS$aijte, da se resuspendirajo.
POMEMBNO: Za natan&en prenos volumnov konic pipet ne navlaZite in pipetirajte pocCasi.
17. Pred uporabo preverite, ali vsebuje raztopina »Stop Solution« oborine.

e Ce je vidna oborina, izvedite naslednje korake:
a) Epruveto 5 minut inkubirajte pri 37 °C.

b) Nezno meSajte z obraanjem, dokler se oborina ne raztopi.

POMEMBNO: Ne mesaijte z vrtenjem. Stop Solution vsebuje SDS, zato pri shranjevanju pod sobno temperaturo
nastajajo oborine. Premo¢no mesanje bo povzrodilo penjenje.

18. Pufer FASTplex Barcoding Buffer shranjujte pri sobni temperaturi, ko ga uporabljate, saj je viskozen.

POMEMBNO: Za natancen prenos pufra za ¢rtno kodiranje Barcoding Buffer pipetirajte po¢asi in konic pipet ne
navlazite. Med dodajanjem pufra za ¢rtno kodiranje reakcijam v celoti prime$ajte pufer za ¢rtno kodiranje tako,
da z istimi konicami pipet, ki smo jih uporabili za dodajanje, veckrat pipetirate gor in dol.

19. Vsak dan pripravite 80-% etanol.
20. Nacrtujte oznacevanje vzorcev s ¢rtno kodo pred zacetkom analize.
21. Ko naértujete értno kodiranje vzorca, upostevajte naslednje:

e Komplet vsebuje skupno 48 edinstvenih rtnih kod lonXpress kot ¢rtne kode za vzorce (SB, sample
barcodes) in edinstveno univerzalno ¢rtno kodo FASTplex Univ Barcode P1 (UB, Universal Barcode) za
pripravo knjiznice do 48 vzorcev.

e Dobiti je mogoce knjiznico z med 8 do 48 vzorceyv, ki je ¢rtno kodirana z eno edinstveno UB.

e  Pri zdruzevanju ve€ vzorcev ne izberite SB, ki se prekrivajo. Ne meSajte vdolbinic 1-48 z podvojeno &rtno
kodo v vdolbinicah 49-96. Vsaka vdolbinica vsebuje dovolj reagentov za €rtno kodiranje za eno reakcijo.

e Komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit (kat. t. ALL-FAST11L) je bil testiran s sistemom lon
GeneStudio S5 Plus ali enakovrednim in lon Chef instrumentom z uporabo lon 520 Chip (8 do 24 vzorcev)
in lon 530 Chip (8 do 48 vzorcev) z reagentoma za sekvenciranje lon 520 in lon 530 EXT Kit-Chef.

POMEMBNO: Ta aplikacija ne podpira alternativnih konfiguracij, kompletov in sistemov sekvenciranja in jih mora
doloditi in validirati uporabnik.
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Slika 1 prikazuje razporeditev knjiznice s 48 vzorci. Vdolbinice A7 do H12 so podvojitev tukaj prikazanih
vdolbinic. ID-ji értne kode lonXpress in polozaji so prikazani. Kalkulatorsko orodje TypeStream Visual (TSV)
ima zavihek za list vzorcev, ki odraza ta vrstni red ¢rtne kode.

1 2 3 4 5 6
A lonXpress_001 lonXpress_009 lonXpress_017 lonXpress_050 lonXpress_033 lonXpress_041
B lonXpress_002 lonXpress_010 lonXpress_018 lonXpress_026 lonXpress_034 lonXpress_042
o4 lonXpress_003 lonXpress_011 lonXpress_019 lonXpress_027 lonXpress_035 lonXpress_043
D lonXpress_004 lonXpress_012 lonXpress_020 lonXpress_028 lonXpress_036 lonXpress_049
E lonXpress_005 lonXpress_013 lonXpress_021 lonXpress_029 lonXpress_037 lonXpress_045

F lonXpress_006 lonXpress_014 lonXpress_022 lonXpress_030 lonXpress_038 lonXpress_046

G lonXpress_007 lonXpress_015 lonXpress_023 lonXpress_031 lonXpress_039 lonXpress_047

H lonXpress_008 lonXpress_016 lonXpress_024 lonXpress_032 lonXpress_040 lonXpress_048

Slika 1. Postavitev plosce z vzorci s ¢rtno kodo za knjiznico z 48 vzorci. Ta postavitev je podvojena v
stolpcih 7-12. Ne mesajte podvojenih Ertnih kod.

Kalkulator NGS TypeStream Visual (TSV) ima zavihek za list vzorcev, ki odraza ta vrstni red ¢rtne kode.

POMEMBNO: Ta aplikacija ne podpira alternativnih konfiguracij, kompletov in sistemov sekvenciranja in jih
mora doloditi in validirati uporabnik.

22. Ce delate z razliénimi velikostmi vzorcev, pri ravnanju s koliéinami reagenta upostevajte naslednje:

Komplet AllIType FASTplex NGS 11 Loci omogoc€a pripravo knjiznice z uporabo najmanj 8 do 48 vzorcev. Pri
obdelavi razliénih velikosti vzorcev bodo po koraku &rtnega kodiranja vzorca uporabljeni razli¢ni volumni
zdruzene reakcije SB in paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Beads.

Kalkulator TSV NGS prikazuje zahtevane koli¢ine reagenta. Na zavihku »SB UB Lib Amp« se bo skupno
Stevilo vzorcev samodejno posodobilo glede na Stevilo vzorcev, dodanih na zavihku «Pool Configuration«. V
zavihku »SB UB Lib Amp« so prikazani potrebni volumni reagenta.

Komplet vsebuje dovolj reagentov za €rtno kodiranje, pufer za €rtno kodiranje in raztopino »Stop Solution«
za obdelavo 12 tekov z 8 vzorci.

Za zagotovitev, da so vzor¢ni ID-ji pravilno zapolnjeni, glejte uporabniski priro€nik za programsko opremo za
analizo TypeStream Visual NGS.
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AMPLIFIKACIJA

Materiali in oprema

Y

Razredcena genomska DNK (25 ng/ul)

Epruvete Eppendorf DNA LoBind, 2,0 ml

96-vdolbinic, 0,2 ml, plos¢e PCR

AllType FASTplex 11 Loci Primer Mix (kat. ID ALF-P11)
AllType™ FASTplex™ 11 Loci Exon 1 Primer Mix (kat. ID ALF-P11E1)
AllType Buffer (kat. ID ALL-BUF)

AllType dNTPs (kat. ID ALL-NTP)

AllType LR Polymerase (kat. ID ALL-LRPOL)

Voda brez nukleaze

FASTplex Paramagnetic Beads (kat. ID FAST-BEAD)

Pufer FASTplex DNA Suspension Buffer (kat. ID FAST-SUSP)
Etanol 200 Proof, primerne kakovosti za molekularno biologijo
Polipropilenske plos¢e Nunc s 96-vdolbinic MicroWell
Magnetno stojalo za plosce

50-ml rezervoar za reagent iz stiropra

Komplet za analizo visoke obcutljivosti Qubit dsDNA
Fluorometer Qubit

Ves nabor ro¢nih enokanalnih pipet (20 ul, 200 pl, 1 ml)

Ves nabor filtriranih, vnaprej steriliziranih konic za pipete
Seroloske pipete, 10 ali 25 ml

Centrifuge s ploS¢o PCR

Mini-centrifuga

Vrtinéni mesSalnik

Ledeni ali hladni blok

Tla¢na blazinica termicne ciklicne naprave PCR

Termi€na cikli€éna naprava s 96-vdolbinicami Veriti ali enakovredno

Kalkulator TSV NGS

. del: Amplifikacija vzorca

Vklopite termi¢no cikli¢no napravo.

Programirajte termi¢no ciklicno napravo, da bo izvedla naslednji program amplifikacije HLA 11-loci:
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Program HLA 11-Loci Amplification:

Temperatura Cas Cikel
94 °C 2 min 1
98 °C 10 sek
22
69 °C 3 min
98 °C 10 sek
8
60 °C 3 min
4°C ZADRZI 1
3. Uporabite hitrost emulacije 9600 ali ogrevanje +0,8 °C/sek in hlajenje -1,6 °C/sek z ogrevanim pokrovom,
nastavljenim na 105 °C.
POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikli¢ne naprave. PrepriCajte
se, da je pokrov termi¢ne cikli¢ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.
4. Uporabite jezicek »gDNA Dilution« na kalkulatorju TSV NGS za izracun originalnih volumnov vzorca in
volumnov pufra DNA Suspension Buffer za pripravo razredéenj 25 ng/pl.
Opomba: Za zagotovitev, da so vzoréni ID-ji pravilno zapolnjeni, glejte uporabniski priro¢nik za programsko
opremo za analizo TypeStream Visual NGS.
5. Odtajajte AllType FASTplex 11 Loci Primer Mix, AllType FASTplex 11 Loci Exon 1 Primer Mix, AllType dNTP in
pufer AllType Buffer na sobni temperaturi.
6. Pustite epruveto AllType LR Polymerase na ledu.
7. Na kratko vrtinéno zmesaijte in centrifugirajte vse reagente RAZEN polimeraze.
8. Vse reagente hranite na ledu, dokler niso pripravljeni na uporabo.
9. Na 0,2-ml plosci PCR s 96 vdolbinicami alikvotirajte 4,0 ul genomske DNK s koncentracijo, prilagojeno na
25 ng/ul.
10. Zabelezite ID-je vzorcev in poloZaj vdolbinic na plo$¢i PCR.
11. Pojdite na zavihek »Amp-Clean Up« v kalkulatorju TSV NGS, ki bo samodejno izracunal koli¢ine vsakega
reagenta za amplifikacijo na podlagi $tevila vzorcev, vnesenih v zavihek »gDNA Dilution«.
12. Preverite okence »Exon 1« z me&anico primerja Exon 1.
13. V 2,0-ml epruveti LoBind pripravite amplifikacijsko glavno mesanico na podlagi volumnov reagenta, prikazanih
na zavihku »Amp Clean Up« na kalkulatorju TSV NGS.
14. Pripravite reagente v vrstnem redu, prikazanem v preglednici »Amplification« na zavihku »Amp-Clean Up« v
kalkulatorju TSV NGS.
POMEMBNO: Na tej stopniji pripravite samo mes$anico za amplifikacijo, ki vklju€uje prvih pet komponent. Na tej
stopnji ne dodajajte polimeraze.
15. MesSanico 10 sekund vrtinéno zmesajte in impulzno centrifugirajte.
16. MeSanico hranite na ledu.
17. Hitro centrifugirajte polimerazo.
18. Dodajte polimerazo h glavni mesanici v skladu s preglednico »Amplification« na kalkulatorju TSV NGS.
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19. Vdolbinico premesaijte s pipetiranjem 15-20 krat, pri Cemer je volumen pipete nastavljen na polovico celotne
prostornine glavne mes$anice.

20. Alikvotirajte 16 ul glavne mesanice v vsako vdolbinico z DNA.
21. Zatesnite plosco s tesnilnim pladnjem.

22. Impulzno centrifugirajte plosco.

23. Nalozite plos¢o v predhodno segreto termic¢no cikli¢cno napravo.
24. Pokrijte plos¢o s tlaéno blazinico.

25. Izvedite amplifikacijski program HLA 11-loci.

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikli¢ne naprave. Prepri¢ajte
se, da je pokrov termi€ne cikli¢ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite amplikon pri -20 °C.

N

. del: PreciS€enje amplikona

1. Paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads za 30 minut uravnotezite na sobno temperaturo.

2. Pripravite svezo 80-odstotno raztopino etanola tako, da lo¢eno izmerite etanol in vodo brez nukleaz ter

premesajte. Glejte kalkulator TSV NGS in zavihek »Amp Clean Up« v poglavju Preci§¢enje amplifikacije.

3. Paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads vrtinéno mesajte pri srednji hitrosti 30 sekund, dokler
niso kroglice povsem razpusc¢ene.

4. Na ploséi Nunc LoBind s 96 vdolbinicami alikvotirajte 12 pl kroglic v vsako vdolbinico. Za udobje uporabite
veckanalno pipeto in rezervoar za reagent.

5. Prenesite ves amplificirani izdelek (priblizno 20 pl) v ustrezne vdolbinice.
6. Mesaijte s pipetiranjem gor in dol 10-krat.

POMEMBNO: Konico zamenjajte za vsak vzorec. Izognite se nastajanju mehur&kov.
7. Inkubirajte 5 minut pri sobni temperaturi.

8. Dajte plosco na magnetno okroglo stojalo. Po potrebi prilagodite plosco, tako da kroglice tvori skupek kroglic na
eni strani vsake vdolbinice. Pustite stati priblizno 3 minute ali dokler ni bistro.

9. S pipeto, nastavljeno na 28 pl, previdno odstranite in zavrzite supernatant iz vsake vdolbinice, ne da bi pri
tem motili skupek kroglic.

10. S plos$¢o na magnetu v vsako vdolbinico dodajte 100 pl 80-% etanola.
11. Inkubirajte pri sobni temperaturi 30 sekund ali dlje, dokler se raztopina ne izprazni.

12. S pipeto, nastavljeno na 110 pl, odstranite in zavrzite supernatant.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.

13. Korake 10 do 12 ponovite za drugo pranje z etanolom.

14. S plo$¢o na magnetu odstranite vidne ostanke etanola s pipeto P-20.

15. Kroglice susite na zraku pri sobni temperaturi do priblizno 2 minuti na magnetu.

TDX-OLI-DMR-PS-4386, Rev 02 Stran 20 od 65
Datum izdaje: 21 Dec 202221 Dec 2022



ANALIZA ALLTYPE™ FASTPLEX™ NGS NA ION TORRENT — NAVODILA ZA UPORABO (CE)
One Lambda, Inc.

POMEMBNO: Ne osusite prevec.
16. S plos¢o na magnetu dodajte 27 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer v vsako vdolbinico.
17. Plos¢o odstranite z magneta.
18. Vsak vzorec premesajte tako, da pipetirate gor in dol 10-krat, da se izognete ustvarjanju mehurckov.
19. Inkubirajte 3 minute pri sobni temperaturi.
20. Postavite plo$¢o nazaj na magnet za priblizno 3 minute ali dokler ni bistra.

21. Z volumnom pipete, nastavljenim na 25 pl, prenesite supernatant na novo 0,2 ml PCR plo$¢o s
96 vdolbinicami, ne da bi motili kroglice.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.

w

. del: Kvantifikacija amplikona

1. Oznacite epruvete za analizo Qubit epruveta za vsak vzorec in $e dve dodatni epruveti za Qubit Standard &t. 1
in §t. 2.

2. Pripravite delovno raztopino Qubit s spodaj navedenimi volumni na vzorec, plus 15 % presezka z meSanjem
ekvivalenta:

a) 199 pl pufra Qubit dsDNA HS Buffer (komponenta B) na vzorec.

b) 1 pl reagenta Qubit dsDNA HS Reagent (komponenta A) na vzorec. Pred uporabo vrtinéno zmesaijte.
3. Vrtinéno zmesaijte delovno raztopino Qubit.
POMEMBNO: Delovno raztopino Qubit in jo zaScitite pred svetlobo. Uporabite v 2 urah.
Dodajte 198 pl delovne raztopine za vsako oznaceno epruveto za analizo Qubit.
Dodajte 190 ul delovne raztopine za dve epruveti za standarde.
Dodajte 2 yl odgovarjajo¢ega preciS¢enega amplikona za vsako oznaceno epruveto.
Dodajte 10 pl odgovarjajo¢ega standarda v ustrezno, oznaceno epruveto.

Hitro vrtinéno zmesajte ali centrifugirajte vse epruvete.

© ® N o a A

Vse epruvete zas¢itite pred svetlobo.

10. Inkubirajte 2 minuti pri sobni temperaturi.

11. Vklopite fluorometer Qubit.

12. Izberite DNA z domacega zaslona.

13. Izberite dsDNA High Sensitivity.

14. Pritisnite ustrezen gumb, da zac¢nete brati standarde.

15. Izmerite standarda 1 in 2, da dokoncate kalibracijo.

16. Zacnite brati epruvete z amplikonom.

17. Na poziv nastavite koli¢ino uporabljenega vzorca na 2 pl in enote na ng/pl.

18. Zabelezite koncentracijo vzorca.
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19. Ponovite korake od 16 do 18 za vse vzorce.

20. Ce kateri koli vzorec preseze zgornjo detekcijo, izvedite naslednje korake:

a) Vzorce razredcCite.
b) Ponovno izmerite razredéene vzorce.

c) Odcitano vrednost pomnozite s faktorjem redéenja. Za dodatna pojasnila glejte protokol Qubit.

del 4: Redéenje amplikona

Vzorci z nizjo koncentracijo morda ne vsebujejo ustrezne koli¢ine amplikonov. Koraki v tem razdelku vam bodo
pomagali izraunati koli¢ino pufra FASTplex DNA Suspension Buffer za razred¢enje amplikonov.

1.

Za izraCun razredcitve amplikona uporabite zavihka »Amplicon Dilution« in »Plate Layout« kalkulatorja TSV
NGS.
Funkcije zavihkov »Amplicon Dilution« in »Plate Layout«
ID zavihka
kalkulacijskega
orodja Funkcije
Redcenje Izracun 48 (maks) faktorjev red€enja amplikona in volumnov razredgila za pripravo 3-30 ng
amplikona vhodne DNK za reakcijo ¢rtno kodiranje vzorca
Razporeditev Oglejte si rezultate na vhodnih volumnih DNA in pufra FASTplex DNA Suspension Buffer v
plosce formatu plosce 8 x 6
Odprite kalkulator TSV NGS.
ID-ji vzorcev bodo samodejno izpolnjeni iz ID-jev vzorcev, vnesenih v zavihek »gDNA Dilutions«.
V zavihku »Amplicon Dilution« vnesite koncentracije amplikona v stolpcu z oznako »Amplicon Conc. (ng/pL)«.
e V preglednici je prikazan volumen pufra FASTplex DNA Suspension Buffer za dodajanje v 2 pl vsakega
amplikona [stolpec »Sample (uL)«].
e Vzorci, katerih koncentracije amplikona po razred€enju padejo izven Zelenega vnosa 3-30 ng v pripravo
knjiznice, bodo oznacéeni z oranzno (»High«) ali rde¢o (»Low«).
e Stolpec »Range« bo za ustrezen vzorec prikazal bodisi »High« ali »Low« ter koli¢ino vzorca in pufra za
uporabo.
e  ZaloZni volumen celic vzorca na kalkulatorju je prilagodljiv, e potrebujete ve& volumna.
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4. V cisto plosco s 96 vdolbinicami dodajte navedeni volumen pufra FASTplex DNA Suspension Buffer in 2 pl
zaloZznega amplikona.

e Za morebitne izstopajo€e vzorce dodajte volumne pufra FASTplex DNA Suspension Buffer in zaloznega
amplikona, ki sta navedeni v stolpcih Vzorec (ul) in pufer FASTplex DNA Suspension Puffer (ul) za vsak
vzorec. Optimalna vhodna koli¢ina je 10 ng v volumnu 8 pl pri 1,25 ng/pl.

o Uporabite zavihek »Plate Layout«, da najdete poloZaj izstopajoCih vzorcev na plo&ci

POMEMBNO: Za vse vzorce, ki so zunaj normalnega obmocja koncentracij, je pomembno dodati navedeno
koli€ino.

5. Razredc¢en amplikon vdolbinice previdno premesaijte s pipetiranjem.
POMEMBNO: Preprecite navzkrizno kontaminacijo.

6. Zatesnite plos¢o

7. Impulzno centrifugirajte plosco.

8. Shranite na ledu za takoj$njo uporabo ali shranite pri temperaturi -20 °C.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.
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Crtno kodiranje vzorca

Materiali in oprema

o Razredceni amplikoni

e  Epruvete Eppendorf DNA LoBind, 2,0 ml

e Epruveta PCR 0,2 ml

e  96-vdolbinic, 0,2 ml, plos¢e PCR

e Magnetno stojalo za epruvete 2,0 ml

e Seroloske pipete, 10 ali 25 ml

e FASTplex Sample Plate 48 (kat. ID FAST-SP48B)

e FASTplex Univ Barcode P1 (kat. ID FAST-UBP1)

e FASTplex Barcoding Buffer (kat. ID FAST-BB)

e FASTplex Stop Solution (kat. ID FAST-STOP)

e FASTplex Paramagnetic Beads (uravnotezene na sobno temperaturo) (kat. ID FAST-BEAD)
e Pufer FASTplex DNA Suspension Buffer (kat. ID FAST-SUSP)

e Etanol 200 Proof, primerne kakovosti za molekularno biologijo

e Ves nabor ro¢nih enokanalnih pipet (20 pl, 200 pl, 1 ml)

e Ves nabor filtriranih, vnaprej steriliziranih konic za pipete

e Trakovi z 8 epruvetami

e Tlacna blazinica termi¢ne cikli¢ne naprave PCR

e Termicna ciklicna naprava s 96-vdolbinicami Veriti ali enakovredno

e Kalkulator TSV NGS

1. del: Reakcija €rtnega kodiranja vzorca (SB), ustavitev reakcije, zdruzevanje vzorca in
preciS€enje

POMEMBNO: Pred zaCetkom tega koraka se prepriCajte, da je pokrov termicne ciklicne naprave na ustrezni
temperaturi tar€e. Reakcije ne odlagajte na hladno termiéno cikli¢no napravo.

POMEMBNO: Pred za¢etkom tega koraka zagotovite, da je bil zavihek »SB UB Lib Amp« na kalkulatorju TSV NGS
zapolnjen.

Koristni namig: V naslednjem razdelku ¢rtno kodiranje vzorca spodaj do koraka 20 je treba posamezni vzorec
obdelati lo€eno. Pipeta z 8 kanali in uporaba traku z 8 epruvetami lahko naredi ta korak hitrejSi in manj ob&utljiv za
napake. Obi¢ajne reagente, pufer za ¢rtno kodiranje in raztopino »Stop Solution« lahko razdelite v predalikvote na
traku z 8-epruvetami ali enakovreden za uporabo z 8-kanalno pipeto. Koli¢ina reagentov za alikvot z uporabo traku z
8 epruvetami je povzeta spodaj.

Za dva teka analize z 48 vzorci uporabite dva traka z 8 epruvetami. V vsako vdolbino vsakega traku dodajte koli¢ino
reagentov.
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Volumen (ul) za értno kodiranje in pufer za ustavitev na vdolbinico traku z 8 epruvetami (m/presezek)

Reagent 8 vzorcev 16 vzorcev 24 vzorcev 48 vzorcev

Pufer

Barcoding 14,0 27,0 41,0 83,0

Buffer

Raztopina

»Stop 20,0 41,0 61,0 124,0

Solution«

N o a &

10.
1.

12

13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.

Impulzno centrifugirajte ploS¢o FASTplex Sample Plate 48 v centrifugi.

Po centrifugiranju previdno odstranite tesnilo plos¢e s plosce z vzorci.

Zavrzite tesnilo plos¢e

POMEMBNO: Tesnila plos¢e ne uporabite ponovno.

FASTplex Sample Plate 48 dajte na led.

Paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads uravnotezite na sobno temperaturo.
Nastavite reakcijo SB na temperaturo okolja.

Z natancno pipeto prenesite 16 ul reagenta SB s FASTplex Sample Plate 48 na vnaprej oznaceno plos¢o PCR
ali trak(ove) PCR z 8 epruvetami.

POMEMBNO: Za vsak prenos uporabite ¢isto konico.

Vizualno potrdite, da je volumen reagenta SB videti enak.

Po dispenziranju reagenta ¢rtne kode vzorca odtrgajte uporabljene vrstice plosce.
Ce ne uporabite vseh értnih kod, plo$éo vrnite v zamrzovalnik (shranjevanje -20 °C).

Z natancno pipeto prenesite 8 ul razred¢ene vhodne DNK (1,25 ng/ul) v vsako vdolbino (en vzorec na vdolbino)
ali epruveto.

DNK temeljito premesajte z vzorénim reagentom &rtne kode v vsaki epruveti tako, da desetkrat pipetirate gor in
dol pri 8 pl.

POMEMBNO: Pazite, da ne vnesete preve¢ mehurckov.
Za vsak vzorec uporabite Ciste konice.

Previdno pipetirajte 12 pl pufra Barcoding Buffer v vsako vdolbinico ali epruveto, pri tem pa za vsak prenos
uporabite novo konico

Temeljito, a po€asi premesajte tako, da desetkrat pipetirate gor in dol pri 12 pl.

POMEMBNO: Pazite, da ne vnesete prevec pene. Pufer Barcoding Buffer je zelo viskozen in se peni.
Previdno in popolnoma zatesnite ali s pokrovékom zaprite reakcije SB, da preprecite izhlapevanije.
Impulzno centrifugirajte plosco.

Prenesite plos¢o v termi¢no cikli¢no napravo.

Cez plos&o polozite tlaéno blazinico za PCR.

Izvedite naslednji program (TAG) z nameS€enim ogrevanim pokrovom:
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Program TAG: 55 °C za 15 min., 25 °C zadrzi, Volumen reakcije: 36 pl

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikli¢ne naprave. PrepriCajte
se, da je pokrov termi€ne cikli¢ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

21. Plosco vzemite iz termi¢ne cikli¢ne naprave.
22. Impulzno centrifugirajte plosc¢o.
23. Dodajte 18 pl raztopine FASTplex Stop Solution v vsako reakcijo SB.
24. 5-krat pocasi pipetirajte gor in dol, da premeSate.
POMEMBNO: Pazite, da ne vnesete preve¢ mehurckov.
25. Za vsak prenos uporabite Cisto konico.
26. Po premesanju z raztopino »Stop Solution« plo§éo PCR varno ponovno zatesnite.
27. Impulzno centrifugirajte plos¢o PCR.
28. Prenesite plosco PCR v termi¢no ciklicno napravo
29. Izvedite naslednji program STOP z names$c¢enim ogrevanim pokrovom:
Program STOP: 68 °C za 10 min., 25 °C zadrzi, Volumen reakcije: 54 pl

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikli¢ne naprave. PrepriCajte
se, da je pokrov termi€ne cikli¢ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

30. Vrtinéno zmesaijte (ali mocno pipetirajte) paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads pri sobi
temperaturi, da se povsem razpustijo.

31. Po termalnem cikli€nem postopku impulzno centrifugirajte ploS¢o PCR, ki vsebuje ustavljene reakcije SB.

32. S pipeto primerne velikosti prenesite 25 pl vsake SB reakcije v eno samo 2-ml epruveto LoBind, oznadite to
epruveto kot »Tube A« in nezno premeSajte s poasnim pipetiranjem gor in dol.

Kon¢ni volumen zdruzenega SB reakcijskega zbira je doloCen z velikostjo serije.

33. Ko je zdruzevanje koncano, glejte razdelek »Sample and Universal Barcoding« na kartici »SB UB Lib Amp«
kalkulatorja TSV NGS za koli¢ino paramagnetnih kroglic FASTplex, ki jih je treba dodati zdruzeni reakciji SB.

34. V novo 2,0 ml epruveto LoBind prenesite volumen, doloc¢en v celici kalkulatorja »VVolume of stopped, pooled
SB reaction« iz » Tube A« v »Tube B«. Ne bo porabljen ves volumen epruvete A.

35. To epruveto oznaéite kot »Tube B«.
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36.

Nadaljujte z naslednjim korakom z »Tube B« in njenimi vsebinami.

Volumni bazena in paramagnetne kroglice za obi€ajne velikosti vzorcev so navedene v preglednici SB reakcijski
bazen in paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Bead. Prostornine za razli¢ne velikosti vzorcev se lahko
prikazejo s kalkulatorjem TSV NGS.

Volumni reakcije SB Reaction in paramagnetnih kroglic Paramagnetic Bead

Velikost serije

(vzorci na zbir) 8 vzorcev 16 vzorcev 24 vzorcev 48 vzorcev

Volumen ustavljenih zbirov

reakcije SB 144 pl 288 pl 432yl 864 pl

Dodajte paramagnetne
kroglice FASTplex
Paramagnetic Beads
(1 vol. ekvivalent)

144 | 288 pl 432l 864 pl

37. Pojdite na zavihek »SB UB Lib Amp«, da poi$¢ete volumne zbira, paramagnetne kroglice in reagente za
preostanek dela.

38. Dodaijte ustrezni volumen paramagnetnih kroglich FASTplex Paramagnetic Beads k ustavljenemu zbiru reakcije
SB v »Tube B«.

39. Temeljito premesajte s pipetiranjem gor in dol 10-krat.

40. Inkubirajte v stojalu za epruveto (nemagnetno) na polici 5 minut, da se DNK veze.

41. Epruveto prenesite na magnetno stojalo za priblizno 5 minut ali dokler ni bistra. Nastane skupek kroglic.

42. S pipeto pocasi odstranite supernatant in ga in zavrzite.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.

43. Z epruveto v magnetnem stojalu dodajte 2,0 ml 80 % etanola, da popolnoma potopite skupek kroglic, ne da bi
pri tem motili kroglice.
POMEMBNO: Pazljivo, da ne premesate kroglic.

44. Po 30 sekundah pocasi odstranite in zavrzite supernatant.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.

45. Ponovite koraka 43 in 44 za skupno dve praniji z 80-% etanolom. Uporabite majhno pipeto (npr. P20) odstranite
preostali etanol po drugem pranju.

46. Kroglice posusite na zraku tako, da epruveto pustite brez pokrova na magnetnem stojalu 2 minuti.

47. Preverite, da po koncu 2 minut v epruveti ni vidnih kapljic etanola.
e Ce so kapljice etanola $e vedno vidne, kroglice dlje ¢asa susite na zraku.
A POZOR: Ne susite skupka kroglic skupaj ve¢ kot 3 minute, sicer bo pridobitev DNK ogroZena.

48. Odstranite epruveto z magnetnega stojala.

49. Pipetirajte 50 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer na vrh skupka kroglic.

50. Raztopino pufra veckrat odpipetirajte vzdolZ notranje stene epruvete, da se skupek kroglic temeljito premesa in
resuspendira.
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51. Inkubirajte epruveto v stojalu za epruvete (nemagnetnem) na polici 5 minut, da eluirate zbir reakcij SB iz kroglic.

52. Vrnite epruveto na magnetno stojalo in pustite, da se skupek kroglic ponovno oblikuje na notranji steni epruvete
priblizno 2 minuti ali dokler ni bistra.

53. Ko je supernatant povsem bister, previdno prenesite celoten eluat the 48 pl knjiznice v novo 0,2-ml epruveto
PCR. Preneseni eluat vsebuje preciscen reakcijski zbir SB.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.
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2. del: Reakcija univerzalnega ¢rtnega kodiranja (UB), ustavitev reakcije in precisc¢enje

POMEMBNO: Pred za¢etkom tega koraka se prepricajte, da je pokrov termicne cikliéne naprave na ustrezni
temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno termiéno cikli€¢no napravo.

1. Nastavite UB reakcijo v 0,2 ml epruveti za PCR z uporabo preci$¢enega SB reakcijskega zbira iz zadnjega
koraka.

2. Dodajte kolicine, odvisno od velikosti zbira, UB P1 in pufra za ¢rtno kodiranje z uporabo kalkulatorja TSV NGS
ali v skladu s tabelo za nastavitev reakcij univerzalnega €rtnega kodiranja (UB).

Nastavitev reakcije univerzalnega €rtnega kodiranja (Universal Barcoding (UB) Reaction)
Velikost serije (vzorci na zbir) 8 vzorcev 16 vzorcev 24 vzorcev 48 vzorcev
Pregidtena reakcija SB 48,0 ul 48,0 ul 48,0 yl 48,0 yl
UB P1 1,7 yl 3,34l 5,0 pl 10,0 pl
Pufer Barcoding Buffer 25,0 pl 26,0 pl 26,0 pl 29,0 pl
Skupni volumen reakcije 74,7 pl 77,3 pl 79,0 pl 87,0 pl

3. Ce je velikost zbira zunaj 8, 16, 24 in 48, uporabite »UB reaction set-up« na kartici »SB UB Lib Amp« v orodju
za kalkulator TSV NGS

4. Ko je pipeta nastavljena na 50 pl, temeljito premesajte reakcijo UB s pipetiranjem 10-krat gor in dol.

5. Ponovno zaprite epruveto PCR, ki vsebuje reakcijo UB.

6. Impulzno centrifugirajte epruveto PCR.

7. Prenesite epruveto v termi¢no ciklicno napravo.

8. Uporabite tlacno blazinico PCR.

9. Zazenite naslednji program (TAG) z ustreznim volumnom reakcije in vklopljenim ogrevanjem pokrova:
Program TAG: 55 °C za 15 min., 25 °C zadrzi, Volumen reakcije: Nastavite volumen reakcije na ustrezno
velikost vzorca, ki je navedena v zgornji tabeli za nastavitev reakcij univerzalnega ¢rtnega kodiranja (UB) ali v
kalkulatorju TSV NGS.

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikliéne naprave. Prepricajte

se, da je pokrov termi€ne cikli€ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

10. Po programu TAG epruveto odstranite s termicne ciklicne naprave.

11. Dodajte raztopino Stop Solution v skladu s preglednico za volumne »Stop Solution Volumes« ali kalkulatorjem
TSV NGS.

Volumni raztopine za ustavitev »Stop Solution Volumes«

Velikost serije (vzorci na zbir) 8 vzorcev 16 vzorcev 24 vzorcev 48 vzorcev
Raztopina »Stop Solution« 37,0 pl 38,0 pl 40,0 pl 44,0 pl
Skupni volumen reakcije 111,7 pl 115,3 pl 119,0 pl 131,0 pl

12. Ko je pipeta nastavljena na 50 pl, temeljito premesaijte s pipetiranjem 10-krat gor in dol.
POMEMBNO: Pazite, da se izdelek ne speni prevec.

13. Epruveto PCR, ki vsebuje reakcijo UB ponovno zaprite in impulzno centrifugirajte v epruveti PCR.
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. Prenesite epruveto v termi¢no ciklicno napravo.
Zazenite naslednji program (STOP) z ustreznim volumnom reakcije in vklopljenim ogrevanjem pokrova:
Program STOP: 68 °C 10 min., 25 °C ZADRZI. Uporabite 100 ul volumna v programu PCR.

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne cikli¢ne naprave. Prepricajte
se, da je pokrov termi€ne cikli¢ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

Prenesite celoten volumen ustavljene reakcije UB v eno 2,0-ml epruveto LoBind.

Vrtinéno zmesajte paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads pri sobni temperaturi, da se povsem
razpustijo.

Izmerite volumen reakcije UB s pipeto.

Dodajte 1 volumski ekvivalent paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Beads glede na volumne v
spodniji preglednici ali po kalkulatorju TSV NGS k ustavljeni reakciji UB v 2,0-ml epruveti LoBind iz prejSnjega
koraka.

POMEMBNO: Izhlapevanje med reakcijo lahko zmanj$a volumen.

e Ce pride do izhlapevanja, ustrezno prilagodite volumen paramagnetnih kroglic iz spodnje tabele.

PreciScevanje ustavljene reakcije UB (Stopped UB Reaction) s paramagnetnimi kroglicami FASTplex
Paramagnetic Beads

Velikost serije (vzorci na zbir) 8 vzorcev 16 vzorcev 24 vzorcev 48 vzorcev

Volumen reakcije UB 112,0 pl 115,0 pl 119,0 pl 131,0 pl
\ézg‘d";e” FASTplex Paramagnetic 112,0 l 115,0 l 119,0 l 131,0 pl
20. Za velikost vzorca, ki ni prikazana spodaj, glejte zavihek »SB UB Lib Amp« v kalkulatorju TSV NGS.
21. Ce se med reakcijo izhlapevanja volumen zmanjsa, izvedite naslednje korake:
a) lzmerite volumen reakcije UB.
b) Dodajte enak volumen FASTplex Paramagnetic Beads.
22. Temeljito premesajte s pipetiranjem.
23. Inkubirajte pri sobni temperaturi v stojalu za epruveto (nemagnetno) na polici 5 minut, da se DNK veze.
24. Prenesite 2,0-ml epruveto LoBind na magnetno stojalo.
25. Pustite 3 minute, da se kroglice povsem locijo. Ob eni strani epruvete se bo oblikoval skupek kroglic in
supernatant bi moral biti popolnoma bister po priblizno 3 minutah.
26. S pipeto pocasi odstranite supernatant in ga in zavrzite.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.
27. Z epruveto v magnetnem stojalu dodajte 500 ul 80-% etanola in pazite, da je skupek kroglic potopljen.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.
28. Pocasi odstranite in zavrzite supernatant po 30 sekundah ali dokler se ne odisti.
POMEMBNO: Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.
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29

30.
31.
32.
33.

35.

36.
37.
38.
39.

Ponovite korake od 27 do 28 za skupno 2 pranji z 80-% etanolom.
Uporabite veliko pipeto odstranite ve€ino odpadnega etanola.
Uporabite manjSo pipeto (npr. P20), da odstranite preostali etanol, ki se nabira na dnu epruvete.
Kroglice posusite na zraku tako, da epruveto pustite brez pokrova na magnetnem stojalu 2 minuti.
Preverite, da po koncu 2 minut v epruvetah ni vidnih kapljic etanola.
e Ce so kapljice etanola $e vedno vidne, kroglice dlje ¢asa susite na zraku.
& POZOR: Ne susite skupka kroglic skupaj ve¢ kot 3 minute, sicer bo pridobitev DNK ogroZena.
34. Odstranite epruveto z magnetnega stojala.
Dodajte 13 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer.
e Tekoc€ino veckrat odpipetirajte vzdolZ notranjosti epruvete, da skupek kroglic temeljito resuspendirate.
Inkubirajte v stojalu za epruvete (nemagnetnem) na polici 5 minut, da se DNK veze.
Epruveto vrnite v magnetno stojalo.
Pustite, da se skupek kroglic oblikuje na notranji steni epruvete pribliZno 2 minuti oziroma dokler se ne zbistri.

Ko se supernatant popolnoma izprazni, previdno prenesite 10 pl eluata DNA v novo 0,2-ml epruveta LoBind.

Preneseni eluat vsebuje DNK, ocis€eno iz reakcije UB in je zdaj pripravljen za amplifikacijo knjiznice.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.
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AMPLIFIKACIJA KNJIZNICE

Materiali in oprema

1

Knjiznica s ¢rtno kodo UB

Epruveta PCR 0,2 ml

FASTplex Library Amp Mix (kat. ID FAST-LAM)

FASTplex Library Primer Mix (kat. ID FAST-LPM)

FASTplex Paramagnetic Beads (kat. ID FAST-BEAD)

Pufer FASTplex DNA Suspension Buffer (kat. ID FAST-SUSP)
Roc¢ne enokanalne pipete (20 pl, 200 pl, 1 ml)

Filtrirane, vnaprej sterilizirane konice za pipete

Etanol 200 Proof, primerne kakovosti za molekularno biologijo

Termicna cikli€na naprava s 96-vdolbinicami Veriti (ali enakovredno)

Magnetno stojalo za epruvete 2,0 ml
Voda brez nukleaze

Epruvete Eppendorf DNA LoBind, 2,0 ml
Fluorometer Qubit® ali enakovredno
Komplet za analizo Qubit dsDNA HS
Epruvete za analizo Qubit

Kalkulacijsko orodje

. del: Amplifikacijska reakcije knjiznice

POMEMBNO: Pred za¢etkom tega koraka se prepricajte, da je pokrov termicne cikliéne naprave na ustrezni
temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno termiéno cikli€¢no napravo.

Volumni reagenta za spodnje korake

Reagent Volumen

MeSanica FASTplex Library Primer Mix 15 pl

Knjiznica s ¢rtno kodo od koraka 39 v 2. delu razdelka

Crtno kodiranje vzorca 10

FASTplex Library Amp Mix 75 pl
1. Kot je opisano v zgornji preglednici, dodajte 15 pl mesanice knjiznice Primer Mix 10 pl eluatu knjiznice s

&rtno kodo v epruveta 0,2 ml PCR iz koraka 39 v 2. delu postopka Crtno kodiranje vzorca.
2. Dodajte 75 pl amplifikacijske meSanice knjiznice.
3. Mesajte vdolbinico s pipetiranjem.
4. Dajte pokrov na epruveto PCR in impulzno centrifugirajte.
5. Uporabite ustrezne tlacne blazinice PCR.
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6. lzvedite naslednji program FASTplex lon Library Amplification PCR z ogrevanim pokrovom in na¢inom emulacije
9600 ali segrevanjem +0,8 °C/sek in hlajenjem -1,6 °C/sek z ogrevanim pokrovom nastavljenim na 105 °C.
Skupni volumen reakcije je 100 pl.

e Program FASTplex lon Library Amplification:

Temperatura Cas

72°C 10 min 1
98 °C 3 min 1
98 °C 15 sek 7

66 °C 30 sek 9
72 °C 1 min -

72 °C 5 min 1
4°C ZADRZI 1

Hitrost emulacije 9600 in ogrevan pokrov

POMEMBNO: Pred dodajanjem reakcije preverite temperaturo pokrova termi¢ne ciklicne naprave. PrepriCajte
se, da je pokrov termi€ne cikli€ne naprave na ustrezni temperaturi tarée. Reakcije ne odlagajte na hladno
termi¢no cikli¢no napravo.

7. Po PCR impulzno centrifugirajte amplifikacijsko reakcijo knjiznice.
8. Prenesite 95 pl reakcije knjiznice amplifikacije v 2,0-ml epruveto LoBind.
9. Ce je manj kot 95 pl, zabelezite volumen za 2. DEL: Pregi$¢enje Amplificirane knjiznice, 1. korak.

POMEMBNO: Volumen se obiajno zmanjSa zaradi izhlapevanja med termi¢nim cikliranjem, zato je pomembno,
da prostornino izmerimo pred koraki prec€iS¢enja.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.

2. del: Prec¢isc¢enje Amplificirane knjiznice
1. Prenesite 95 pl amplificiranega produkta v svezo 2,0-ml epruveto LoBind.
2. Dodajte 305 pL pufra FASTplex DNA Suspension Buffer v konéni volumen 400 pl.

e Ce je na voljo manj kot 95 L, ustrezno poveéajte prostornino pufra FASTplex DNA Suspension Buffer,
da dosezZete konéni volumen 400 pl.

3. Vrtinéno zmesajte paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads pri sobni temperaturi, da se povsem
razpustijo.

4. Dodajte 240 pl paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Beads (0,6 x ekvivalente volumna) k razredceni
multipleksirani knjiznici.

5. Temeljito premesajte s pipetiranjem gor in dol.
6. Inkubirajte v stojalu za epruveto (nemagnetno) na polici 5 minut, da se DNK veze.

7. Prenesite 2,0-ml epruveto LoBind na magnetno stojalo in kroglice pustite 3 minute, da se povsem umirijo. Ob
eni strani epruvete se bo oblikoval skupek kroglic in supernatant bi moral biti po priblizno 3 minutah popolnoma
bistro moder.

8. Pocasi prenesite 580 pl supernatanta v sveZo 2,0-ml epruveto LoBind.
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POMEMBNO: Supernatanta ne zavrzite. Pazite, da ne zmotite skupka kroglic.

9. Dodajte 65,5 yl paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Bead k supernatantu v novo 2,0-ml epruveto
LoBind.

10. Vdolbinico mesajte s pipetiranjem gor in dol.
11. Inkubirajte pri sobni temperaturi na polici v stojalu za epruveto (nemagnetnem) 5 minut, da se DNK veZe.
12. Prenesite 2,0-ml epruveto LoBind na magnetno stojalo.
13. Pustite, da se kroglice lo¢ujejo priblizno 3 minute ali dokler niso bistre.
14. S pipeto, nastavljeno na 600 pl, odstranite in zavrzite supernatant.
POMEMBNO: Ne zmotite skupka kroglic.
15. Z epruveto v magnetnem stojalu dodajte 500 ul 80-% etanola in pazite, da je skupek kroglic potopljen.
POMEMBNO: Pazljivo, da ne premesate kroglic.
16. Inkubirajte 30 sekund.
17. Pustite epruveto na magnetnem stojalu.
18. Previdno odstranite in zavrzite supernatant.
19. Ponovite korake od 15 do 18 za skupno dve praniji z 80-% etanolom.
20. Uporabite majhno pipeto (npr. P20) odstranite preostali etanol po drugem pranju.
21. Kroglice posusite na zraku tako, da epruveto pustite brez pokrova na magnetnem stojalu 2 minuti.
22. Preverite, da po 1 minuti v epruveti ni vidnih kapljic etanola.
e Ce so kapljice etanola $e vedno vidne, kroglice dlje ¢asa susite na zraku.
A POZOR: Ne susite skupka kroglic skupaj ve¢ kot 3 minute, sicer bo pridobitev DNK ogroZena.
23. Odstranite epruveto z magnetnega stojala.
24. Dodajte 35 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer.
25. Tekocino veckrat odpipetirajte vzdolZ notranjosti epruvete, da se skupek kroglic temeljito razkropi.

26. Inkubirajte 5 minut v nemagnetnem stojalu za epruvete na klopi, da eluirate multipleksirano knjiznico iz
magnetnih kroglic.

27. Epruvete vrnite v magnetno stojalo.

28. Pustite, da se skupek kroglic oblikuje na notranji steni epruvete priblizno 2 minuti oziroma dokler se ne zbistri.
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29.

Ko se supernatant popolnoma izprazni, previdno prenesite 33 pl eluata DNA v novo 2,0-ml epruveta LoBind.
Preneseni eluat vsebuje konéno knjiznico.

VARNA TOCKA USTAVITVE: Takoj nadaljujte z naslednjim korakom ali shranite pregigéene izdelke pri -20 °C.

3. del: Kvantifikacija kon€ne knjiznice

Koristen namig: Ce Zelite zdruZiti ve¢ knjiznic SB, ki se ne prekrivajo, sledite spodnjemu protokolu za vsako
knjiznico. Za knjiznice, ki vsebujejo enako Stevilo vzorcev, zmeSajte konéno knjiznico 1:1. Za knjiZnice z razli¢nimi
Stevilkami vzorcev sledite spodnjemu protokolu, vendar zmeS$ajte knjiznice z uporabo volumna, sorazmerno s
stevilom vzorcev. Ce imata na primer dve knjiznici velikosti vzorcev 8 in 20, zmeSajte 8 ul in 20 l ali 4 pl in 10 pl
knjiznic pri kon&ni koncentraciji 0,045 ng/ul.

Opomba: Priporo€ena koncentracija knjiznice je enaka ne glede na to, ali uporabljate lon 520 ali 530 Chip

1. Oznacite pet epruvet za analizo Qubit — tri za trikratno kvantifikacijo knjiznice in dve dodatni epruveti za Qubit
Standard §t. 1 in §t. 2.

2. Pripravite delovno raztopino Qubit v 5 ml epruveti za 10 vzorcev (za upostevanje meritev v tem koraku in
25. koraku tega razdelka_ za naknadno razredéene vzorce) z meSanjem ekvivalentov:
a) 199 pl pufra Qubit dsDNA HS Buffer (komponenta B) na vzorec
b) 1 ul reagenta Qubit dsDNA HS Reagent (komponenta A) na vzorec. Pred uporabo reagent vrtinéno

zmeSajte.

3. Vrtinéno zmesajte delovno raztopino Qubit.

4. Prekrijte s folijo.
POMEMBNO: Uporabite v 2 urah.

5. Dodajte 198 pl delovne raztopine za tri epruvete za analizo Qubit, ki se uporabljajo za trikratno kvantifikacijo
knjiznice.

6. Dodajte 190 pl delovne raztopine v dve epruveti, uporabljeni za standarde Qubit.

7. Dodaijte 2 pl preciscene knijiznice za tri epruvete za analizo Qubit, ki se uporabljajo za trikratno kvantifikacijo
knjiznice.

8. Dodajte 10 pl ustreznega reagenta Qubit Standard v dve epruveti, ki ju uporabljate za reagente Qubit Standard.

9. Hitro vrtinéno zmesaijte ali centrifugirajte vse epruvete.

10. Epruvete prekrijte s folijo.

11. Epruvete inkubirajte 2 minuti pri sobni temperaturi.

12. Vklopite fluorometer Qubit.

13. Izberite DNA z domacega zaslona.

14. Izberite dsDNA High Sensitivity.

15. Pritisnite ustrezen gumb, da zac¢nete brati standarde.

16. Izmerite standarda 1 in 2, da dokoncate kalibracijo. To kalibracijo lahko uporabite za kvantificiranje kon¢ne
knjiznice v 25. koraku tega razdelka, ¢e se konéna kvantifikacija izvede v 2 urah.

17. Zacnite z odéitavanjem treh epruvet knjiznice.
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18

19.
20.

21.

22,

Na poziv zamenjajte koli¢ino uporabljenega vzorca na 2 pl in enote na ng/pl.
Zabelezite tri koncentracije knjiznice.

V kalkulatorju TSV NGS odprite zavihek z imenom »Final Quant«. Kalkulator bo samodejno prikazal Zeleno
cilino koncentracijo 0,045 ng/ul; uporabnik lahko to prilagodi, e je potrebno vmesno redcenje.

Vnesite povpre¢no koncentracijo treh odcitkov, ki je bila dolo¢ena s pomocjo Qubit, v kalkulator TSV NGS »Pool
Quant Values (ng/pL)«.

Kalkulator bo izracunal koli¢ino pufra FASTplex DNA Suspension Buffer in volumna zbira vzorceyv, ki ju je treba
zdruZiti v novi 2,0-ml epruveti LoBind, da doseZete ustrezno koncentracijo knjiznice.

Ce knjiznice ne uporabite takoj za nalaganje v sistem lon Chef™, zamrznite nerazred&eno ali vmesno
razred€eno knjiznico pri -20 °C za 72 ur ali manj.

Koristni namig: »Diluted Pool Volume (uL)« je mogoce po potrebi prilagoditi, vendar kon¢ne Zelene ciljne
koncentracije ni mogocCe urediti v kalkulatorju. Morda bi bilo koristno narediti vmesno razredcitev, da boste laZje
dosegli kon¢no koncentracijo 0,045 ng/ul.

23. Kvantificirajte tri koncne razredcene knijiznice z raztopino Qubit Working Solution, da potrdite ustreznost
koncentracije.

24. Po potrebi prilagodite koncentracijo z dodajanjem pufra za suspenzijo FASTplex DNA Suspension Buffer ali
nerazred€ene knjiznice, da doseZete ustrezno koncentracijo.

25. Kvantifikacijo ponavljajte, dokler ne dosezete pravilne koncentracije. Zapisite kon¢no koncentracijo v
besedilno polje kalkulator TSV NGS.
POMEMBNO: Uporabite 195 pl delovne raztopine Qubit s 5 pl knjiznice za trikratni odCitek Qubit zaradi nizke
koncentracije.

26. Knjiznico hranite na ledu za takoj$nje nalaganje v instrument lon Chef.
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PRIPRAVA na SEKVENCER ION GENESTUDIO S5 PLUS ali ENAKOVREDEN in
SISTEM ION CHEF

Materiali in oprema

1

Konéna knjiznica s koncentracijo, prilagojeno za komplet lon 520 in lon 530 ExT Kit-Chef
Komplet 520 in 530 ExT Kit-Chef
Komplet lon 520 ali 530 Chip Kit

. del: Nalaganje predloge FASTplex

Opomba: Predloge prenesite s spletne strani www.onelambda.com. Ce imate teZave pri iskanju ali prenosu ustrezne
predloge, se obrnite na tehni¢no podporo One Lambda na 1lambda-techsupport@thermofisher.com.

1. Ce zelite naloziti predloge za sekvenciranje FASTplex lon Sequencing (predloge FASTplex lon ExT 530
ali predloge FASTplex lon ExT 520), se prijavite v brskalnik Torrent za streznik Torrent, povezan s sistemom
lon S5 ali lon GeneStudio S5 in sistemom lon Chef.

2. Izberite zavihek »Plang, ki vas pripelje do zaslona » Templates«.

3. Kliknite modri gumb »Upload«, kot prikazuje slika 2.

Templates Samples Planned Runs l
* Favorites * Favorites AmpliSeq.com ® | | Add New Template | Plan New Run
5 Al a = | Upload Plans | s - » eroect Al
Search b ame il | 0 Date | Upload Template — i' ample Prep: - oject: -
B MRS DNG, T Upload Design/Panel Zip Archive
More Filters Clear All
[l Ampiiseq RuA
Slika 2. Posnetek zaslona spustnega menija »Upload«
4. Izberite »Upload Template« s spustnega menija, kot prikazuje slika 2. Odpre se okno »Import Plan Template,
kot je prikazano na sliki 3.
Import Plan Template
Select a CSV File :
‘ Select file
Slika 3. Posnetek zaslona okna »Import Plan Template«

5. Kliknite »Select file« in izberite preneseno predlogo FASTplex lon ExT 530 ali predlogo FASTplex lon ExT 520,
ki se ujema z vaso razli€ico programske opreme Torrent Suite. Datoteko je treba shraniti na lokacijo nekje v
racunalniku ali na pogon USB.

6. Ko izberete Zelene predloge, kliknite modri gumb »Load«. Predloga bo prikazana kot uspe$no uvozena.
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2. del: Ustvarjanje in nalaganje seznama vzorcev

1. Odprite zavihek »Sample Sheet« v kalkulatorju TSV NGS, da najdete list z vzorci. Stolpci lista vzorcev
»Sample_Name« in »Sample_ID« se samodejno izpolnijo z informacijami, ki ste jih vnesli prej.

2. Izpolnjen list vzorcev izvozite z gumbom »Export« in poimenuite list vzorcev.
3. Po zelji kopirajte datoteko na pomnilniski pogon USB.

4. Ce zelite naloziti ta seznam vzorcev za nastavitev naértovanega teka, se prijavite v brskalnik Torrent za
streznik Torrent, ki je povezan s sistemom lon S5 ali lon GeneStudio S5.

5. Izberite zavihek »Plan« in nato v podmeniju izberite »Samples«.

6. Kliknite gumb »Import Samples from File« na desni, kot je prikazano na sliki 2.

‘ Import Samples from File . Wdd or Update Sample Set/ Samples Sample Attributes
Sample Sets —_—

Slika 4. Posnetek zaslona zavihka »Plan«, podmenija »Samples« in gumba »Import Samples from File«
7. Sledite pozivom za uvoz vzorcev.
8. Izberite nov »Sample List for Upload«, da ga uvozite.
9. Z gumbom »Select File« poi§cite seznam vzorcev, kot je prikazano na sliki 5.
10. Izberite »Add Sample Set«, kot prikazuje slika 5.
11. Vnesite »Sample Set Namex, kot prikazuje slika 5.

Sample Sets

Import Samples Summary
Create sample set(s) with samples in the
€y : Sample File : imparied sample sheei

Select file -
Select a Sample File (csv) containing the samiples to import
Sample File Format
Click Sample File Format button to download the Iatest Sample File format based

upon your latest configuration

€»: Sample Set:

Select one or more sample sets to receive the samples once imporied.

Add Sample Set. -

Import samples to a newly created sample set.

- (N 4=

Uploads, parses & validates sample file, and saves if no errors found
No samples imported yet

Py

Slika 5. Posnetek zaslona za dodajanje novega imena niza vzorcev
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12. Kliknite »Save & Finish«.

w

. del: Ustvarite nac€rtovani tek in prenesite seznam vzorcev

-_—

Ce zelite ustvariti Naértovani tek, se prijavite v brskalnik Torrent za streZnik Torrent, ki je povezan s sistemom
lon S5 ali lon GeneStudio S5 in sistemom lon Chef.

Izberite zavihek »Plan«.
V podmeniju izberite »Samples«.
Najdite niz vzorcev, naloZen za tek.

Kliknite ustrezno ikono zobnika na desni.

o a > »w N

Izberite »Plan Run«, kot prikazuje slika 6.

Import Samples from File Add or Update Sample Set / Samples Sample Attributes v
Sample Sets

Qr | Go Clear Al Plan Run

Select et Name Date # Samples Description Grouping Lib Prep Type  Lib Prep Kit PCR Plate Combined Status
Serial # Tube Label

y O Example ﬂ;;uslﬁz 48 created o

Edit Sample Set

‘ Plan Run

Library Prep Summary

Delete Sample Set

Slika 6.Posnetek zaslona spustnega menija »Plan run«
7. V pojavnem oknu oznaéite »Show All Plan Templates«.
8. S spustnega menija izberite »FASTplex lon ExT«.
9. Kliknite gumb »Plan Run«.
10. Kliknite »Next« na zavihku »Barcoding« in zavihku »Projects«.
11. Na zavihku »Save & Finish« poimenujte tek v polju »enter a plan namex.
12. Kliknite »Save & Finish«.

Opomba: Ce je razlitica Torrent Suite starej$a od 5.10, se lahko pojavi sporoéilo o napaki, ki zavrne predloZzeno
predlogo. Ce se pojavi sporogilo o napaki, se obrnite na tehniéno podporo One Lambda natlambda-
techsupport@thermofisher.com.
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TEK na SISTEMU ION CHEF

Smernice za uporabo sistema lon Chef
Opomba: Vse komponente instrumenta lon Chef so samo za enkratno uporabo.

Ves potroSni material in vlozke lon Chef System hranite pod priporo¢enimi pogoji in v pokonénem polozaju.

Ob prihodu in ponovno pred uporabo preglejte ves potroSni material in vlozke sistema lon Chef glede poskodb.
Cipe za sekvenciranje drzite tako, da jih nezno primete za robove.

Ko sistem lon Chef ni v uporabi:

a) Odstranite ves potroSni material in reagente iz instrumenta.

b) Zaprite vrata instrumenta.

Pred uporabo se prepric¢ajte, da je bil sistem lon Chef po zadnji uporabi ocis¢en.

Preden jih nalozite na instrument lon Chef, se prepric¢ajte, da so vse komponente Ciste in suhe.

Pred nalaganjem komponent se prepric¢ajte, da so predelki postaje za reagente in raztopine suhi in brez
kondenzata.

Ne uporabljajte ponovno nobenega potroSnega materiala ali reagentov sistema lon Chef, razen nove
konice pipete vloZka v2. Po vsakem teku se prazna konica pipete vloZka v2 se prenese na postajo za odlaganje
odpadkov.

Vlozek z reagenti lon S5™ ExT Chef Reagents Cartridge odstranite iz Skatle 45 minut pred uporabo, nato pa
pustite, da se segreje na sobno temperaturo.

POMEMBNO: Centrifuga za nalaganje €ipov lon Chef je ocenjena za delovanje pri navedenih rotacijskih frekvencah
z nosilci Cipov, €ipi in adapterji. Centrifuga mora biti uravnotezena.

Odstranite in sekvencirajte Cipe v 1 uri po tem, ko jih sistem lon Chef kon¢a z nalaganjem.

Ce nalozenega ¢ipa ni mogoée takoj sekvencirati, ga shranite v posodi za shranjevanje &ipov pri 4 °C, dokler
ni pripravljen za tek (najve¢ 6-8 ur).

Ce je bil nalozen ¢ip shranjen, ga odstranite iz shrambe pri 4 °C (vendar ga hranite v posodi za shranjevanje
¢ipov) vsaj 20 minut pred zagonom, tako da se Cip segreje na sobno temperaturo.
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Materiali in oprema
Komplet lon 520 ali 530 Chip Kit
Komplet lon 520 in 530 EXT Kit-Chef

e Raztopine lon S5 Chef Solutions
¢ Reagenti lon S5 Ext Chef Reagents
e Potrebscine lon S5 Chef Supplies (glejte sliko 7):

Adapterji Cipov

Vlozek Enrichment Cartridge v2

Vlozek Tip Cartridge v2

Plos¢a PCR in tesnilo okvira v2

Pokrov za enkratno uporabo za rekuperacijsko postajo v2
Rekuperacijska epruveta Recovery Tube v2

O O O O O O

Slika 7. Povzetek zalog, ki so namesc¢eni na lon Chef, glejte 1. del spodaj za navodila, ki ustrezajo vsakemu
oznaCenemu elementu.

1. del: Nastavitev sistema lon Chef

1. Pritisnite gumb za izmet v zgornjem desnem kotu zaslona, da odprete spredniji del, e je zaprt.

2. Odstranite vse vlozke in potro$ni material iz njihovih ovojev in Skatel.

3. Postavite jih na polico poleg instrumenta lon Chef.

4. Postavite novo stojalo za konice v polozaj C. Prazno stojalo za konice iz prej$njega postopka bo postavljeno v
poloZaj B.

5. Postavite polovi¢no obrobljeno plo$¢o s 96 vdolbinicami na polozaj A.

6. Potisnite tesnilo plo$¢e pod pokrov, ki je namescéen za plo$¢o s 96 vdolbinicami. Zareze morajo biti obrnjene
navzven in navzgor ter gladko drsijo v reZi.

7. Odstranite pokrovéek s 4 epruvet na viozku z reagentom.
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8.

10.
1.

12,
13.
14.

Dodajte 50 pl konéne razredcene knjiznice v epruveto za vzorce lon S5 Ext Chef Library (epruveta s ¢rtno kodo
na vlozku z reagenti).

Vlozek z reagenti lon S5 Ext Chef Reagents Cartridge namestite v polozaj D , zatem ko ste odprli Stiri epruvete
na vlozku.

Vlozek z raztopinami lon S5 Ext Chef Solutions Cartridge namestite v polozaj E

Namestite Cip lon torrent v Zlico rotorja in ga vpnite v adapter za Cipe (glejte sliko 8), nalozite tehtnico Cipov
v prazen polozZaj centrifuge za nalaganje Cipov lon Chef in postavite sestavljen €ip v centrifugo v polozaj F.

Slika 8. Cip lon torrent Chip v nosilcu rotorja
Vlozek Enrichment Cartridge postavite na polozaj G.
Rekuperacijske epruvete Recovery Tubes postavite na vsa prazna mesta.

Pokrove za ervlkratno uporabo rekuperacijske postaje Recovery Station Disposable Lids postavite na polozaj H
(Position H). Crtna koda mora biti obrnjena navzgor, vrata pa obrnjena proti zadniji strani naprave.

2. del: Zagon teka Chef ExT

POMEMBNO: Ustvarite nacrtovani tek, preden zazenete Chef EXT na lon Chef. lon Chef prejema informacije iz
nacrtovanega teka v predlogo.

1. Ko so vsi reagenti in vzorec nastavljeni na lon Chef, pritisnite »Set up run«, kot je prikazano na sliki 9.
lon Chef
Set up run
‘ . ®
Notifications a " Settings
Slika 9. Posnetek zaslona gumba »Set up run«
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2. Pritisnite »Quick start«, kot prikazuje slika 10.

Set up Run

Slika 10. Posnetek zaslona gumba »Quick Start«

3. Pritisnite »Next«, da zaZenete potrditev konice lon Chef, kot prikazuje slika 11.

Quick Start

Step 10f2
Verify your pipette tips
1. New tip cartridge in position A

2. Empty tip rack in position B

Slika 11. Posnete zaslona gumba »Next«
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4. Pritisnite »Start check«, da zaCnete skeniranje instrumenta, kot prikazuje slika 12.

Quick Start

Step 1of 1

Close Door

1. Close door by pushing up to unlock,
then press down to close

2. After the load check is complete,
you will be asked to choose your
data destination and start your run

—_—
Start check

Slika 12. Posnetek zaslona gumba »Start check«

5. lzberite svoj izbor nacrta teka na zaslonu Destinacija podatkov, kot prikazuje slika 13.

Data Destination
Server: }nsmz onelambda.b ¥
Kit type: lon 521/530 ExT Kit-Chef V1 Chip type: 520

Chip ID: Chip ID:
Sample ID: Sample ID:

No Selection v ‘ | No Selection

Template size: Template size:

= Next

Slika 13. Posnetek zaslona gumba »Data Destination«
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6.

Ce je potrebno zagon sistema Chef skozi 9e|oten proces do nalaganja &ipov, izberite Casovnik na zaslonu
Moznosti zagona (glejte sliko 14). Moznost Casovnik omogoca izbiro, kdaj se tek kon€a. Teki obi¢ajno trajajo

6 urin 45 minut.

Run Options

Timer — —

Choose the approximate time 08:27AM PST

you want your run to end

Pause
Run will pause at the time shown for 08:27AM PST

* you to analyze templating efficiency

once [N

Slika 14. Posnetek zaslona zaslona »Run Options«

7. Zazacetek teka pritisnite »Start run«.

8. Ko se postopek Chef ExT zakljuéi, odstranite adapter za Cip in nalozen Cip iz nosilca (glejte sliko 15).

10.
1.
12

Chip Adapter

lon chip

Bucket

g = l— Ports (align with chip)
il

e

Tabs

Keyed comer (align with
bucket)

Slots

Slika 15. Adapter Cipa, Nalozen &ip in Konfiguracija nosilca

Preverite Cip glede odvecéne tekocCine.

Uporabite pipeto P-200, da odstranite presezek.

Za nalaganje S5 s ¢ipom nadaljujte z »Start the Sequencing Run«.

Po zaklju€ku postopka lon Chef mora tehnik, ki je izvedel, in drugi tehnik, ki je preveril dokumentacijo, podpisati
zavihek lon Chef v ALT-0007FORM-A.
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UPORABA ION S5 ali ION GENESTUDIO S5

Smernice za uporabo lon S5 ali lon GeneStudio S5

POMEMBNO: Sekvencerji lon S5, lon S5 XL, lon GeneStudio S5 in lon GeneStudio S5 Plus so opremljeni za
preverjanje zdruZzljivosti vsakega Cipa in potroSnega materiala, naloZenega med inicializacijo in sekvenciranjem, ter
za dodatno potrditev, da te komponente niso presegle roka uporabnosti. Da bi se izognili iziemam med inicializacijo,
preverite datum poteka za vsak potroSni material, preden ga namestite na instrument.

Opomba: Uporabljenih ipov ni mogo¢e ponovno uporabiti.
e Viozen z reagentom lon S5 EXT Sequencing Reagents (sistem lon Chef) vzemite iz Skatle 1 uro pred uporabo.

e Pustite, da se vlozek lon S5 ExT Sequencing Reagents uravnotezi na sobno temperaturo.

¢ Ne odstranite viozka lon S5 [ExT] Sequencing Reagents iz folije do tik preden ga nalozite, zato da lahko
neuporabljeni vioZek vrnete v shrambo, e je tek sekvenciranja zakasnjen.

POMEMBNO: Pred inicializacijo je treba sekvencerje lon S5, lon S5 XL, lon GeneStudio S5 in lon GeneStudio S5
Plus ogistiti. To se obiajno izvede samodejno ob zakljuéku prejénjega teka sekvenciranja. Ce pa se tek
sekvenciranja ni koncal (zaradi izpada elektrine energije, uporabniSkega prekinitve voznje itd.), instrument ne bo
dovolil nadaljnje inicializacije, dokler ni opravljeno €iS€enje. Za navodila za ro¢no €is€enje glejte uporabniski priroCnik.

¢ Reciklirajte ali zavrzite vse reagente in potroSni material v skladu z veljavnimi predpisi.

e V primeru razlitja ali puS€anja naredite naslednje:

Y

Odstranite steklenico raztopine za pranje lon S5 [ExT], nato odstranite in izpraznite rezervoar za odpadke.

O

Odstranite vlozek lon S5 [ExT] Sequencing Reagents.

g

o

)

)

) Preglejte prostore za odpadne in nukleotidne reagente glede tekoCine.

) Z vpojnim papirjem vpijte ¢im ve¢ teko€ine. Prizadeto obmocje sperite z 10-% raztopino belila.
)

)

Prizadete povrSine obriSite s 70-% izopropanolom in jih nato pustite, da se posusijo na zraku.

Reagenti

e lon S5 [ExT] Sequencing Reagents

e Viozek lon S5 [ExT] Sequencing Reagents
e lon S5 [ExT] Sequencing Solutions

e lon S5 [ExT] Wash Solution

e lon S5 [ExT] Cleaning Solution
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(1) Touchscreen () lon 55 Wash Solution bottle. Waste
(2) Power button reservoir located behind the Wash
) i 55 Soquisnding Reauais Gt J Solutlc_r"n bottle [shown on the right].
@ Chip clamp (®) lon S5” Cleaning Solution bottle

(7) Waste reservair
Slika 16. Polozaji komponent sistema lon S5 in lon GeneStudio S5

Koristni namig: Priporocljivo je, da se sekvenciranje zacne ¢im prej po zaklju€ku nalaganja €ipa in inicializacije
instrumenta; vendar se lahko uspesen tek sekvenciranja za¢ne do 24 ur po inicializaciji instrumenta.

1. del: Inicializacija sekvencerja lon S5

1. V glavnem meniju zaslona na dotik instrumenta izberite »Initialize« (glejte sliko 17). Vrata, ¢ip in sponke za
vloZek z reagentom se odklenejo.

Slika 17. Domagdi zaslon za inicializacijo lon S5 in lon GeneStudio S5

2. Na poziv odstranite steklenico raztopine za pranje lon S5 [ExT] za dostop do zbiralnika za odpadke, nato
odstranite in izpraznite rezervoar za odpadke.

3. Ponovno namestite prazen rezervoar za odpadke.
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4. Zamenijajte porabljen vloZzek lon S5 [ExT] Sequencing Reagents z novim vlozkom, uravnoteZenim na sobno
temperaturo.

5. Vlozek odtajajte vsaj 1 uro pred inicializacijo, da so nukleotidi povsem odtajani.
6. Odstranite rdeci pokrovcek z nove steklenice z raztopino za pranje lon S5 [Ext] Wash Solution.

7. Namestite novo stekenico z raztopino za pranje lon S5 [Ext] Wash Solution, kot prikazuje slika 18.

Slika 18. Namestite novo steklenico za pranje lon S5 ExT Wash Solution Bottle

8. Prepricajte se, da je uporabljeni ¢ip za sekvenciranje iz prejSnjega postopka pravilno names$cen v sponko za
¢ipe in da je objemka za Cipe potisnjena do konca.

9. Po potrebi namestite novo steklenico S5 [ExT] Cleaning Solution.
a) Steklenico lon S5 ExT Wash Solution vzemite iz Skatle (sistem lon Chef).
b) Steklenico 5-krat obrnite.

c) Zavrtite pod kotom, da se dobro premesate.

Opomba: Steklenica lon S5 [ExT] Cleaning Solution vsebuje dovolj reagenta za dokoncanije §tirih ¢iS¢en;.

10. Vrata zaprite.

11. Izberite »Next«. Instrument potrjuje, da sta potro$ni material in Cip pravilno namescéena in da steklenica Cistilne

raztopine lon S5 [ExT] Cleaning Solution vsebuje dovolj reagenta za ¢iS€enje po teku.

12. Sledite vsa priporocila na zaslonu, da zagotovite pravilno namestitev potrebnega potroSnega materiala.

Opomba: Ce je bilo izpolnjeno dovoljeno $tevilo &is&enj po teku, bo instrument uporabnika pozval, naj zamenja
steklenico Cistilne raztopine lon S5 [ExT] Cleaning Solution.

13. Po koncu inicializacije (priblizno 40 minut) izberite »Next«, da se vrnete v glavni meni. Instrument je zdaj
pripravljen na tek sekvenciranja.
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2. del: Zacetek teka sekvenciranja

Opomba: Izraz S5 Sequencer se uporablja generiéno za splosne linije S5 Sequencer, vklju¢no z lon S5, lon S5 XL,
lon GeneStudio in lon GeneStudio Plus.

1. V glavnem meniju zaslona na dotik instrumenta pritisnite »Run«. Vrata in objemka za odrezke se odklenejo.

2. Odstranite uporabljeni ¢ip za sekvenciranje in nato pritrdite ¢ip, naloZzen s Chef, s predlogo ISP-jev v sponko za
¢Cip z zarezo za €ip obrnjeno navzdol, kot je prikazano na sliki 19.
Slika 19. Postavitev €ipa v sponko za Cip.

3. Sponko za Cip potisniteven.

4. Odstranite Cip, ki je v sponki.

5. NaloZeni Cip postavite v sponko za ¢ip z zarezo za Cip v spodnjem sprednjem kotu.
POMEMBNO: Ne silite ¢ipa v sponko. Ce se &ip ne prilega zlahka v sponko, preverite, ali je zareza usmerjena,
kot je prikazano na sliki.

6. Vtisnite kovinski jezicek, da se sponka do konca vpne.

7. Zaprite vrata instrumenta.

8. Pritisnite »Next«.

9. Potisnite sponko Cipa do konca not, da se vpne.

10. Zaprite vrata instrumenta.

11. Pritisnite »Next«.

12. Na spustnem seznamu izberite nac¢rtovani tek, ki je bil ustvarjen v programski opremi Torrent Suite ™.

13. Pritisnite»Next«.
Opomba: Izberete lahko tudi »Planned Run (none)«, po katerem je treba na naslednjem zaslonu vnesti
informacije o teku.
Koristni namig: Priporocljivo je, da izberete vnaprej doloen nacrtovani tek.

14. Potrdite, da so predhodno izpolnjene nastavitve pravilne.

15. Po potrebi izvedite spremembe s pomocjo gumbov in spustnih seznamov.

16. Potrdite, da so vrata instrumenta zaprta.

17. Pritisnite »Next«.
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18. Ce je moznost na voljo, pritisnite »Calibrate«, da zaénete tek sekvenciranja. Ce ne, se tek sekvenciranja
zacne samodejno.

POZOR: Med tekom ne odpirajte vrat instrumenta. Izogibajte se dotikanju instrumenta. Ce se dotaknete
A instrumenta med sekvenciranjem, lahko zmanjSate kakovost meritev.

Ko je tek sekvenciranja kon€an, instrument samodejno izvede postopek €iS¢enja. Po CiS€enju se zaslon na dotik
vrne v glavni meni.

19. Uporabite brskalnik Torrent Browser, da si ogledate rezultate.
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REZULTATI

Pridobivanje podatkov

Po kon€anem sekvenciranju sistemska programska oprema sekvencer demultipleksira vse od&itke sekvenciranja z
uporabo értnih kod in ustvari datoteko na vzorec. Ce Zelite prenesti podatke sekvenciranja v privzeti ali dologeni
obliki, kot je datoteka FASTQ ali BAM za vsak vzorec, glejte uporabniski priro€nik sistemske programske opreme
sekvencerja. Programska oprema za analizo TypeStream™ Visual NGS uvozi datoteko FASTQ ali BAM iz
sekvencerja za analizo.

ID vzorca se lahko vstavi v podatkovno datoteko iz programske opreme sekvencer ali pa se doda ob pridobivanju
podatkov prek programske opreme za analizo TypeStream Visual NGS.

IzZracun podatkov

Za podrobnosti si preberite uporabniski prirocnik za programsko opremo za analizo TypeStream Visual NGS.
Programska oprema za analizo TypeStream Visual NGS zagotavlja vse potrebne meritve kakovosti, globino
pokritosti, oceno kakovosti za osnovne odcitke, poravnavo branja in navedbo variant, laboratorij pa mora doloéiti
sprejemljive vrednosti za vsako metriko kakovosti, da zagotovi natanéen rezultat.

Analiza podatkov

Programska oprema za analizo TypeStream Visual NGS razvrsti uvozeno sekvenco z uporabo referenénih sekvenc,
specifiénih za lokus, iz baze podatkov IPD-IMGT/HLA, ki zagotavlja specificno bazo podatkov za sekvence
GloveSkega glavnega kompleksa histokompatibilnosti, identificira referenéne alele, ki se najbolje ujemajo z odgitki
vzorca, kakovostno obrezovanje, preslikavo in sestavi sosednje sekvence iz preslikanih od¢itkov in dodeli alele na
lokus na podlagi sestavljenih konsenznih sosednjih sekvencah. Uporaba druge programske opreme za analizo lahko
povzro€i napacno tipizacijo in ni podprta.
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OMEJITVE POSTOPKA

A

Klini¢ne laboratorije urejajo smernice ASHI, CLIA in EFI, ki pooblas€ajo laboratorije, da sprejemajo klini¢ne
odlocCitve na podlagi ve€ virov. Da se ugotovi primernost darovalca, je potrebne pri presaditvi trdnih organov
potrditveno testiranje, pridobljeno iz vec virov. OdloCitev o presaditvi ne bo sprejeta samo na podlagi pozitivnih
ali negativnih rezultatov zadevnega testa.

Neoptimalna kakovost in/ali koli¢ina vzorca ali knjiznice lahko povzro€i napake pri testiranju. Vzroki za neuspeh
lahko vklju€ujejo majhno koli¢ino in slabo kakovost vzorca, kontaminacijo, prisotnost zaviralcev, nakljuéne okvare
encimskih reakcij, neumerjene in nepravilno delujoCe instrumente, uporabo reagentov s potekom roka trajanja ali
reagentov tretjih oseb, nepravilno vzdrzevanje reagenta, spremembo protokola in napa¢no kvantificiranje oz.
izracun.

Vzorec DNK je treba kvantificirati s fluorometrom in ne sme vsebovati nobenega znanega zaviralca PCR.
Zaviralce PCR lahko uvedemo iz izvirnega vira vzorca ali z razli¢nimi metodami ekstrakcije DNK. Rutinske
vzorce je treba validirati za amplifikacijo z uporabo reagentov kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit.

Potek dela za pripravo PCR in knjiznice, opisan v tem protokolu, zahteva zelo nadzorovane pogoje. Upostevajte
standardne smernice za PCR, navedene v zgornjem razdelku, SPLOSNA PRIPRAVA na ANALIZE, da
zmanjSate kontaminacije.

Naprava AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 je bila testirana za uporabo z vsemi termicnimi cikli¢nimi
napravami s 96-vdolbinicami Applied Biosystems Veriti (kat. $t. 4375786), modelom s hitrostjo emulacije 9600 ali
+0,8 °C/s ogrevanja in -1,6 °C/s hlajenja ter s pokrovom, ogrevanim na 105 °C ali enakovredno, za vse
programe. Druge termiéne cikli¢ne naprave, ki se Stejejo za uporabo, mora oceniti in validirati kon¢ni uporabnik.

Komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 (kat. $t. ALL-FAST11L) je bil testiran s sistemom lon
GeneStudio S5 Plus ali enakovrednim in lon Chef instrumentom z uporabo lon 520 Chip (8 do 24 vzorcev) in lon
530 Chip (8 do 48 vzorcev) in reagentoma za sekvenciranje lon 520 in lon 530 ExT Kit-Chef. Ta aplikacija ne
podpira alternativnih konfiguracij, kompletov in sistemov sekvenciranja in jih mora doloditi in validirati uporabnik.

NajmanjSa velikost vzorca na analizo je osem.

Komplet AllIType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 (kat. §t. ALL-FAST11L) ni bil testiran z nobenim protokolom, ki
odstopa od zgoraj opisanega in lahko vodi do napac&nih rezultatov.

Tipizacija HLA pri visoki lo¢ljivosti z uporabo tehnologije NGS je zapleten proces, ki zahteva usposobljeno osebje
za pregled podatkov in konénih dodelitev alelov HLA.

Ta test se ne sme uporabljati kot edina podlaga za kliniéno odlocitev.

Glejte Omejitve locljivosti — seznam nejasnosti za komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 za znan
seznam nejasnosti pri dodelitvi alelov, specifi¢nih za serijo, za polimorfizme, ki se nahajajo zunaj ojacenega
obmodja. Vsak naveden alel lahko povzro&i napaéne rezultate in ga je treba oceniti, preden dodelite rezultat.

o Komplet AllIType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 je bil zasnovan za zaznavanje DRB4*03:01N in
DQB1*03:276N z uporabo TypeStream Visual 2.1 ali novejSega

Nejasnosti genotipa so pricakovane zaradi omejitve pri zasnovi primerja in heterozigotnega genotipa po fazah
zaradi omejitev pri sekvenciranju dolZine branja in s tem povezane poravnave sekvenc.

Primeriji AllIType FASTplex 11 Loci za HLA-DRB1, -DQB1 in -DPB1 ne ojacajo eksona 1. Povezane dvoumnosti
so navedene na Seznamu dvoumnosti. Za razreSitev nejasnosti eksona 1 za te gene je treba uporabiti meSanico
primerja AllType FASTplex Exon 1. Pri uporabi meSanice AllType FASTplex 11 Loci Exon 1 Primer Mix z nizko
kakovostjo ali zelo razdrobljeno DNK lahko uporabniki doZivijo nizko enotnost med odcitki sekvenc.

V redkih primerih lahko neznane razli¢ice sekvenc na veznih mestih amplifikacijskega primera v neprevedenih
regijah (UTR) vplivajo na ucinkovitost amplifikacije zgoraj nastetih reagentov za molekularno tipizacijo. Pred
dodelitvijo rezultata je treba homozigotno tipizacijo potrditi s sekundarno metodo.

Primeriji AllType FASTplex so bile testirane z uporabo alelov, identificiranih na seznamu nomenklature v
oklepajih v indeksu 4 za AllType (npr. A*01:01['234)). Reaktivnost alelov, ki niso bili na voljo, je bila predvidena iz
njihove razpoloZljive sekvence in lahko povzro€i napacne reakcije, zato jo je treba oceniti pred dodelitvijo
rezultata.
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P. Vsi primerji AllType FASTplex so bile testirane samo na podlagi Field-3 (6-mestni tipi HLA). Zunaj tega podrocja
ni nobenega zatrjevanega delovanja.

Q. Analiza programske opreme za ta komplet je podprta samo s programsko opremo HLA TypeStream Visual NGS
za analizo 2,0.1 ali novejSim z uporabo kataloske datoteke AllType FASTplex. Uporaba druge programske
opreme ni podprta.

R. Za omejitve, specifiCne za serijo, si oglejte datoteko kataloga TSV.

Ce ne boste v celoti prebrali in izrecno upostevali vseh navodil, ki jih vsebuije, lahko povzroéi neveljavne rezultate
testov, Skodo na izdelku(-ih), poSkodbe oseb, vklju€no z uporabniki ali drugimi, in Skodo na drugi lastnini. One
Lambda, Inc. ne prevzema nikakrSne odgovornosti, ki bi izhajala iz nepravilne uporabe tukaj opisanih izdelkov
(vkljuéno z njihovimi deli ali programsko opremo).
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PRICAKOVANE VREDNOSTI

Amplifikacija vzorca

Pricakuje se, da bo komplet AllIType NGS 11 Loci Amplification Kit - 48 amplificiral in proizvedel produkte
amplifikacije, specificne za lokus HLA, sestavljene iz priblizno 5000 baznih parov povpre¢ne dolzine (spremembe na
serijo). Zelo priporogljivo je fizi€no locevanje in spremljanje kontaminacije v laboratoriju in opremi za
predamplifikacijo. Amplikoni eksona 1 bodo v razponu od 1,6-2,2 kb. Neravnovesje eksona in visje odCitke eksona 1
se lahko pojavijo pri testiranju z meSanico primerja eksona 1. To ne vpliva na rezultate tipiziranja ali izstopajoce
vrednosti.

Priprava knjiznice

Navodila v teh navodilih za uporabo so bila potrjena za izdelavo konéne knjiznice s €rtno kodo, ki je zdruZljiva se
sekvenco z uporabo amplificirane DNK iz kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit — 48 za konéno koncentracijo
0,045 ng/ul za sekvenciranje ionskih torentov lon Torrent z uporabo lon 520 ali 530 Chip na instrumentih serije lon S5
ali lon GeneStudio S5. Pri¢akovana koncna koncentracija knjiznice je 1 ng/pul ali veg, kot je izmerjena v
AMPLIFIKACIJI KNJIZNICE, 3. del, 19. korak. NiZja koncentracija knjiznice lahko pomeni nepravilno ali dvomljivo
tipizacijo zaradi nizjih odCitkov. Specifikacije vhodnega vzorca in postopki, opisani v teh navodilih za uporabo, so bili
potrjeni za izdelavo knjiznice, ki ustreza velikosti fragmenta tar¢a od 250 bp do 2500 bp z na¢inom od 500 do 850 bp.

Sekvenciranje DNK

Komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci — 48 je bil validiran z uporabo 48 vzorcev na sekvenco, da se zagotovi
minimalna povprecna globina branja 50 odcitkov ali ve€ na alel z uporabo €ipa lon 520 ali 530 Chip. Ta aplikacija ne
podpira alternativnih prepustnosti vzorcev na zagon in jih mora dolo€iti in potrditi uporabnik. Zaradi vpletene kemije
¢rtnega kodiranja so odgitki, ustvarjeni iz testa AllType FASTplex NGS, obrezani za 30 baz s konca 3' v Torrent Suite
z uporabo datotek predloge FASTplex lon EXT (glejte PRIPRAVA na ION GENESTUDIO S5 PLUS ali
ENAKOVREDNI SEKVENCER in SISTEM ION CHEF, 1. del: Nalaganije predloge FASTplex). Ta postopek izbolj$a
kakovost odcitkov, da se zagotovi zanesljivo tipkanje HLA in ne vpliva na lo€ljivost ali kakovost rezultatov tipiziranja
HLA. Odprava obdelave od¢itkov z uporabo napacne predloge analize lahko povzro€i napacne dodelitve alelov.

Naslednje meritve sekvenciranja v poro€ilu Torrent Suite Run Summary so bile validirane za zagotavljanje zanesljivih
rezultatov tipiziranja HLA za tek z 48 vzorci. Skupno Stevilo od¢itkov je Stevilo od€itkov, ki ustreza filtrom

QC sekvencerija in je dobra metrika za oceno, ali je tek ustvaril dovolj od€itkov. Povpre¢na dolzina od¢itka oznacuje,
ali odcitki sekvence branja ustrezajo minimalni dolzini, ki je potrebna za fazno sekvenco za tipizacijo visoke locljivosti.
Odcitek % CV ¢&rtne kode pomeni, da vsebuje knjiznica enako Stevilo od¢itkov za vsak vzorec. Visok %CV z vzorci z
bistveno nizZjimi odcitki kaZze na slab vnos vzorca ali normalizacijo, ki lahko vodi do tezav, znacilnih za vzorec.
Odstopanje posamezne metrike ne pomeni nujno napake sekvenciranja. Kombinacija nizkega skupnega odcitka in
visokega %CYV stanja branja ¢rtne kode zaradi manjSega odcitka ve¢ vzorcev ali manjSe dolzine odcitka lahko vodi do
dvoumne ali nepravilne tipizacije zaradi nezadostnega odcitka.

Metrika QC za sekvenciranje:
e  Skupni odgitki: = 13 milijonov
e Povprecna dolzina odcitka: > 200 bp

e % CV ravnotezje odcitkov €rtne kode: < 30 % brez prenizkih odc&itkov vzorca(ev)
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SPECIFICNE ZNACILNOSTI DELOVANJA

Znacilnosti delovanja kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci - 48 so bile proucene v internem preverjanju in

validaciji, kot je opisano spodaj.

Notranje preverjanje in validacija sta testirala delovanje kompleta AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit - 48 s Sestimi
kategorijami testov, vklju¢no z natan¢nostjo, obnovljivostjo, pripravo vzorca, ponovljivostjo, interferenéno snovjo in
mejo zaznavanja. Rezultati teh testov so pokazali, da komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit, kadar se uporablja
v skladu s temi navodili za uporabo, daje natan¢ne rezultate HLA tipkanja z visoko locljivostjo, ki so obnovljivi in
ponovljivi med operaterji in med tremi lo€eno proizvedenimi serijami. Robustnost izdelka je bila dokazana tudi v
testih priprave vzorca, meje detekcije in motecih substanc, ki so pokazali, da na delovanje izdelka niso vplivale
spremembe v dveh bioloskih virih DNK, tri razliéne metode ekstrakcije DNK, prisotnost Sestih pogosto najdenih
serumskih faktorjev, znani zaviralec PCR, in zmanjSanje koncentracije vnosa genomske DNK na 12 % zahtevane

koncentracije.

Na splosno je v vseh testih komplet AllType FASTplex NGS 11 Loci Kit dosegel nad 99,0 % odstotne skladnosti z
uporabo metode LB Clopper-Pearson. Podrobnosti testa za reprezentativno kategorijo testov so predstavljene v

spodniji preglednici.

Test Podrobnost — natan¢nost za komplete €ipov 530 in 520 Chip Kits

Skupno
Stevilo

Stevilo
Neskladnih
navedb alela

Stevilo
Navedb brez
alela

5 Stevilo
Stevilo uporabnik
analize ov

testiranih
vzorcev

262 7 2 0 4

Skupno
Stevilo
navedb alela

4.704

% ujemanja

99,9 %

% ujemanja

LB Clopper-

Pearson

99,8 %

Podrobnosti testa — natan¢nost

Stevilo ) Stevilo Stevilo Stevilo Skupno
Kategorija vzorcev ha Stevilo uporabniko Navedb Neskladnih Stevilo
testa analizo analize v brez alela navedb alela navedb alela % ujemanja
Obnovljivost 48 15 3 0 22 12.900 99,8 %
Ponovljivost 24 3 1 0 0 1.296 100 %
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INFORMACIJE ZA STIK

Proizvajalec

One Lambda, Inc.
22801 Roscoe Blvd, West Hills, CA 91304, ZDA
T: 747.494.1000 | F: 747.494.1001

Tehniéna pomo¢
Za tehni€na vpraSanja ali podporo strankam nas kontaktirajte na:
Tehni€na podproa One Lambda

Severna Amerika: + 1 747-494-1000 moznost §t. 2 (PST)

Brezplacna Stevilka Severna Amerika: +1 800-822-8824 moznost st. 2 (PST)
Mednarodno: +49 3302883-426 (CET)

Mednarodna brezpla¢na Stevilka: 00800 6200 0000 (CET)

Splet: www.onelambda.com E-posta: 1lambda-TechSupport@thermofisher.com

OBVESCANJE O RESNIH ZAPLETIH

Ce uporabnik opazi resen zaplet, ki se je zgodil v zvezi s tem medicinskim pripomogkom in vitro, mora uporabnik o
resnem zapletu obvestiti proizvajalca, katero koli lokalno regulativho agencijo in pristojni organ drzave €lanice, v
kateri ima uporabnik sedez.
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PRILOGE

Priloga 1: Referenéni vodnik programa PCR
Spodaj je seznam programov PCR, ki se uporabljajo za teste:

A. Program HLA 11-Loci Amplification:

Temperatura Cas Cikel
94 °C 2 min 1
98 °C 10 sek
22
69 °C 3 min
98 °C 10 sek
8
60 °C 3 min
4°C ZADRZ| 1

Hitrost emulacije 9600 in ogrevan pokrov

B. Program TAG:55 °C za 15 min., 25 °C zadrzi, z ogrevanim pokrovom

C. Program STOP:68 °C za 10 min., 25 °C zadrzi, z ogrevanim pokrovom

D. Program FASTplex lon Library Amplification:

Temperatura Cas Cikel
72 °C 10 min 1

98 °C 3 min 1

98 °C 15 sek 7

66 °C 30 sek 9

72 °C 1 min -

72 °C 5 min 1
4°C ZADRZ| 1

Hitrost emulacije 9600 in ogrevan pokrov
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Priloga 2: Delovni seznam FASTplex Sample Plate 48

- ® T m ) (@) w >

ol

(7%

¢l

Slika 20. Plos¢a FASTplex Sample Plate 48, ki vsebuje dovolj reagenta za ¢rtno kodiranje vzorcev (SB) za pripravo
knjiznice z 48 vzorci dvakrat ali do dvanajstih knjiznic z 8 vzorci.
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Priloga 3: Hitri vodnik (Za ve¢ podrobnosti glejte Navodila za uporabo.)
Hitra navodila za analizo lon — AllType FASTplex NGS

e Po amplificiranju vzorca DNK precistite z magnetnimi kroglicami in izmerite koncentracijo s standardnim
protokolom Qubit.

e Vrednosti Qubit vnesite v kalkulator TSV NGS. Razredcite amplikone s pufrom FASTplex DNA Suspension
Buffer iz kompleta, kot je navedeno.

e Razredceni amplikoni so pripravljeni za pripravo knjiznice.

Crtno kodiranje Univerzalno ¢rtno Amplifikacija knjiznice
vzorca kodiranje 65 minut
1. FASTplex reakcija 1 1. FASTplex reakcija 2 1. Amplifikacija knjiznice
2. Stop 2. Stop 2.  Predidéenje
3. Zbir 3. Preciscenje 3. Kvantificiranie
4.  Preciscenje

Opomba: Pred zacetkom odmrznite reagente in jih hranite na ledu. Paramagnetne kroglice FASTplex Paramagnetic Beads
postavite na sobno temperaturo vsaj 30 minut. PrepriCajte se, da pufri NE vsebujejo kristalov.

POMEMBNO: Uporabite samo pufer FASTplex DNA Suspension Buffer.

Koraki értnega kodiranja vzorca:

e  Centrifugirajte ploS€o z vzorci FASTplex in prenesite 16 pl reagenta za ¢rtno kodiranje na svezo plosco.
e Dodajte 8 pl razred€enega amplikona in meSanico pipetirajte 10-krat.

e Dodajte 12 pl pufra FASTplex Barcoding Buffer in meSanico 10-krat pipetirajte.

e  Zatesnite ploSc€o in impulzno centrifugirajte. Izvedite program FASTplex TAG.

e Dodajte 18 pl raztopine FASTplex Stop Solution in meSanico 5-krat pipetirajte.

e  Zatesnite ploS€o in impulzno centrifugirajte. Izvedite program STOP FASTplex.

e Zdruzite 18 pl iz vsake vdolbinice reakcije ¢rtno kodiranega vzorca.

e Dokoncajte preciS¢enje vzorca ¢rtne kode Sample Barcode (SB) po kalkulatorju TSV NGS.
e  Eluirajte v volumnu pufra suspenzije DNK v skladu s kalkulatorjem TSV NGS.

e  Prenesite 48 pl preciSCenega zbira SB v 0,2-ml epruveto PCR.

Korak Universal Barcoding (UB) (glejte kalkulator TSV NGS za ustrezne volumne vsakega reagenta):
e Dodajte reagent FASTplex Univ Barcode P1 v 48 pl preciS€enega zbira SB.

e Dodaijte pufer FASTplex Barcoding Buffer, meSanico pipetirajte in impulzno centrifugirajte. Izvedite program
FASTplex TAG.

¢ Dodajte raztopino FASTplex Stop Solution, meSanico pipetirajte in pulzno centrifugirajte. Izvedite program
STOP FASTplex.

¢ Impulzno centrifugirajte in koncajte preciS¢enje UB tako, da dodate 1 ekvivalent volumna paramagnetnih kroglic
FASTplex Paramagnetic Beads.

e  Eluirajte v 13 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer.

e Prenesite 10 pl preciS€enega zbira UB v 0,2-ml epruveto PCR.

Koraki amplifikacije knjiznice:

e Dodajte 15 pl meSanice FASTplex Library Primer Mix v 10l preciSéenega zbira UB.

e Dodajte 75 pl meSanice FASTplex knjiznica Amp Mix in pipetirajte, da zmesate.

e lzvedite program FASTplex lon Library Amplification.

e Razredcite knjiznico — 95 pl knjiznice v 305 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer

e Dokoncajte preciS€enje knjiznice z dvojno izbiro velikosti, 0,6-kratnim volumnom in 0,113-kratnim prostorninskim
ekvivalentom paramagnetnih kroglic FASTplex Paramagnetic Beads.

e  Eluirajte v 35 pl pufra FASTplex DNA Suspension Buffer in prenesite 33 pl kon¢ne knjiznice v 2-ml epruveto
LoBind.

e Razredcite kon¢no knjiznico za nalaganje v lon Chef pri 0,045 ng/pl.
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BLAGOVNE ZNAMKE

Vse druge blagovne znamke so last druzbe Thermo Fisher Scientific in njenih podruznic, razen ¢e je navedeno
drugace.

»Eppendorf« in »LoBind« sta blagovni znamki druzbe Eppendorf AG.

OMEJITEV ODGOVORNOSTI

Vsi izdelki za programsko opremo One Lambda so zasnovani tako, da pomagajo osebju, ki ima izku$nje z analizo
HLA tako, da predlagajo tipizacijo rezultatov ali dodelitev protiteles. Vse rezultate testov mora skrbno pregledati
usposobljeno osebje, da se zagotovi pravilnost.

Specifikacije, pogoji in cene se lahko spremenijo. Vsi izdelki niso na voljo v vseh drzavah. Za podrobnosti se

posvetujte z lokalnim prodajnim zastopnikom.

EVROPSKI POOBLASCENI PREDSTAVNIK
m MDSS GmbH, Schiffgraben 41, 30175, Hannover, Nemcija
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RAZLAGA SIMBOLOV

Referenc¢na EN ISO 15223-1: Medicinski pripomocki — simboli, ki se uporabljajo z nalepkami medicinskih

pripomockov, oznakami in informacijami, ki jih je treba dobaviti.

Simbol

=

ISO 7000 reg. st. 1641

Opis

Preberite si navodila za uporabo.
Sklic na elektronska navodila za
uporabo (elFU) je lahko URL
spletne strani proizvajalca ali
kaksen drug ustrezen sklic, da so
navodila za uporabo na voljo v
elektronski obliki.

Simbol

<

ISO 7000 reg. st. 0518

Opis

Vsebuje dovolj vsebine za
<n> testov

ISO 7000 reg. st. 2493

Katalos$ka Stevilka

ISO 7000 reg. st. 3082

Proizvajalec

E
o

Diagnosti¢ni medicinski pripomocek
in vitro

Pooblas¢eni predstavnik v
Evropski skupnosti

>

%)

O 7000 reg. $t. 0434A

Pozor

3

ISO 7000 reg. st. 2497

Datum proizvodnje

_—

ISO 7000 reg. st. 0632

Temperaturne omejitve

bl

ISO 7000 reg. st. 2607

Rok uporabnosti

Zgornja temperaturna omejitev LOT Koda serije
HI ISO 7000 reg. §t. 2492
ISO 7000 reg. §t. 0633
Drugi simboli
Drazeca snov (koza, oci) Kancerogen

&

K%

Polje serije na etiketi je za sledljivost proizvodnega dogodka.

Za Povzetek varnosti in ucinkovitosti se obrnite na sluzbo za stranke TDX.
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RAZLAGA KORISTNIH SIMBOLOV

@ Varna tocka ustavitve
l’é"b Opomba

Koristni namig
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ZGODOVINA SPREMEMB

Revizija Datum izdaje Opis revizije

01 12. apr. 2022 Zacetna izdaja

Pojasnilo o korakih je:

* Na strani 41 dodano besedilo »Vlozek z reagenti lon S5™ ExT Chef Reagents
Cartridge odstranite iz Skatle 45 minut pred uporabo, nato pa pustite, da se
segreje na sobno temperaturo.«

02 Trenutno * V tocki 9 na strani 43 dodan stavek »VlozZek z raztopinami lon S5 Ext Chef
Solutions Cartridge namestite v polozaj E, zatem ko ste odprli Stiri epruvete na
vlozku.« Odstranjen isti stavek iz tocke 10.

* V tocki 11 na str. 43 dodan stavek »nalozite tehtnico €ipov v prazen polozaj
centrifuge za nalaganje Cipov lon Chef«

C€ o107
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4’ ONE LAMBDA ThermoFisher

A Thermo Fisher Scientific Brand SCIENTIFIC

© 2021 Thermo Fisher Scientific Inc. Vse pravice pridrzane. Vse druge blagovne znamke so last druzbe
Thermo Fisher Scientific in njenih podruznic, razen ce je navedeno drugace. Specifikacije, pogoji in cene
se lahko spremenijo. Vsi izdelki niso na voljo v vseh drzavah. Za podrobnosti se posvetujte s svojim

lokalnim prodajnim zastopnikom.

TDX-OLI-DMR-PS-4386, Rev 02 Stran 65 od 65

Datum izdaje: 21 Dec 202221 Dec 2022



