Laborkontrollformular
FURIN-VITRO-DIAGNOSTIK

Datum:

Beschreibung:

Chargen-Nr. des [llumina-Kits:

Oligo-Pool-Hybridisierung

Manueller Aufwand: 15 min
Inkubation: 80 min

Reagenzien
Oligo-Pool fiir den klinischen
CF-Sequenzierungs-Assay
Hybridisierungspuffer

Ausgabe
HYB-Platte

|

Entfernen von ungebundenen
Oligos
Manueller Aufwand: 20 min

Reagenzien
Stringenter Waschpuffer
Universeller Waschpuffer

Ausgabe
FPU-Platte

!

Extension-Ligation von
gebundenen Oligos

Manueller Aufwand: 5 min
Inkubation: 45 min

Reagenzien
Extension-Ligation-Mischung

Ausgabe
FPU-Platte

l

PCR-Amplifikation

Manueller Aufwand: 30 min
Zyklusdauer: 90 min

Reagenzien
PCR-Master-Mischung
PCR-Polymerase
Index-Primer
NaOH

Ausgabe
AMP-Platte
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PCR-Reinigung

Manueller Aufwand: 20 min
Verarbeitung: 30 min
Reagenzien
Elutionspuffer

— PCR-Reinigungs-Beads

EtOH
Ausgabe
LNP-Platte

Bibliotheksnormalisierung
Marnueiler Aufwand: 30 min
Verarbeitung: 50 min
Reagenzien
Bibliotheksnormalisierungsverdinner
Bibliotheks-Beads
Bibliotheksno isi gs-Waschlésung
Bibliothekslagerungspuffer
EtOH
NaOH
Ausgabe
SGP-Platte

Bibliotheks-Pooling
Manueller Aufwand: 10 min
Reagenzien
Bibliotheksverdinnungspuffer
Ausgabe

PAL- und DAL-Réhrchen

. Voramplifikation
B Nachamplifikation

Durc ung de
das Laborkontrol
aus

ilumina



Laborkontrollformular

0,05 N NaOH - vorbereitet am:

Elutionspuffer
PCR-Reinigungs-Beads

80%iges Ethanol — vorbereitet am:

Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Element Chargennummer
Oligo-Pool fiir den klinischen CF-Sequenzierungs- Chargen-Nr.:
Assay

Hybridisierungspuffer Chargen-Nr.:
Stringenter Waschpuffer Chargen-Nr.:
Universeller Waschpuffer Chargen-Nr.:
Filterplatte Chargen-Nr.:
Extension-Ligation-Mischung Chargen-Nr.:
PCR-Master-Mischung Chargen-Nr.:
PCR-Polymerase Chargen-Nr.:

10 N NaOH - Chargen-Nr.:
Matrizenfreies Wasser — Chargen-Nr.:

Chargen-Nr.:

Chargen-Nr.:

Ethanol absolut (100 %) — Chargen-Nr.:
Matrizenfreies Wasser — Chargen-Nr.:

Bibliotheksnormalisierungsverdiinner Chargen-Nr.:
Bibliotheks-Beads Chargen-Nr.:
Bibliotheksnormalisierungs-Waschlosung Chargen-Nr.:
Bibliothekslagerungspuffer Chargen-Nr.:

0,1 N NaOH - vorbereitet am:

10 N NaOH - Chargen-Nr.:
Matrizenfreies Wasser — Chargen-Nr.:

Bibliotheksverdiinnungspuffer Chargen-Nr.:
Interne 10-nM-PhiX-Kontrolle Chargen-Nr.:
TE-Puffer Chargen-Nr.:
MiSeqDx-Reagenzienkartusche — Klinischer CF- Chargen-Nr.:
Sequenzierungs-Assay

MiSeqDx-Flief3zelle — Klinischer CF-Sequenzierungs- Chargen-Nr.:
Assay

MiSeqDx-SBS-Losung (PR2) — Klinischer CE- Chargen-Nr.:

Sequenzierungs-Assay

lumina

MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Index-Primer

Index-Primer C (A503) Index-Primer 1 (A701)
Chargen-Nr.: Chargen-Nr.:
Index-Primer D (A504) Index-Primer 2 (A702)
Chargen-Nr.: Chargen-Nr.:
Index-Primer E (A505) Index-Primer 10 (A710)
Chargen-Nr.: Chargen-Nr.:
MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose I I u m I n a@
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Im Zusammenhang mit dem Illumina MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fiir
zystische Fibrose verwendete Akronyme

Akronym Definition
AMP Amplification Plate (Amplifikationsplatte)
CLP CLean-up Plate (Reinigungsplatte)
DAL Diluted Amplicon Library (Verdiinnte Amplikon-Bibliothek)
FPU Filter Plate Unit (Filterplatteneinheit)
HYB HYBridization Plate (Hybridisierungplatte)
LNP Library Normalization Plate (Bibliotheksnormalisierungsplatte)
NTC No Template Control (Negativkontrolle)
PAL Pooled Amplicon Library (Gepoolte Amplikon-Bibliothek)
SGP StoraGe Plate (Lagerungsplatte)
I I umin ao MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-AssaI)_/ :él;) iiitrl]stcr::"ef:rlzgzer

Dokument-Nr. 1000000015649 vO3 DEU
English Source: 15038345 v03



Laborkontrollformular

Datum/Uhrzeit:

Benutzer:

Waihrend dieses Schrittes wird der Oligonukleotid-Pool der zystischen Fibrose mit den
Upstream- und Downstream-Oligonukleotiden, die spezifisch fiir das , Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator”-Gen (CFTR) sind, an genomische DNA-Proben
hybridisiert.

Geschatzte Zeit

=L
Q1 =

Gesamtdauer: 1 Stunde und 35 Minuten
Manueller Aufwand: 15 Minuten

Bringen Sie den Oligo-Pool fiir den klinischen CF-Sequenzierungs-Assay, den
Hybridisierungspuffer, die Proben genomischer DNA und die positive Kontrollprobe auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie den Oligo-Pool fiir den klinischen CF-Sequenzierungs-Assay und den
Hybridisierungspuffer kraftig mit dem Vortexer, um sicherzustellen, dass sich alle
Ablagerungen vollstandig aufgelost haben. Zentrifugieren Sie dann kurz die Rohrchen,
um Fliissigkeit zu sammeln.

Erhitzen Sie einen 96-Well-Hitzeblock auf 95 °C.
Erwéarmen Sie einen Inkubator auf 37 °C.

Erstellen Sie die Probenplatte entsprechend der von Illumina Worklist Manager oder von
Local Run Manager ausgedruckten Plattengrafik.

Name des Probenblatts:

oder

Laufname (Local Run Manager):

Stellen Sie eine neue 96-Well-PCR-Platte (nachstehend als HYB-Platte bezeichnet) bereit.
Platten-ID:

Fiigen Sie 5 pl Probe oder Kontrolle bei 50 ng/ul (250 ng insgesamt) zu den entsprechenden
Wells in der HYB-Platte hinzu. Folgen Sie dem generierten Plattenlayout, um eine korrekte
Well-Auswahl vorzunehmen.

Fiigen Sie 5 ul Oligo-Pool fiir den klinischen CF-Sequenzierungs-Assay zu allen Proben-
Wells hinzu.

Fiigen Sie 40 pl Hybridisierungspuffer zu jeder Probe in der HYB-Platte hinzu. Pipettieren
Sie drei- bis finfmal leicht auf und ab, um zu mischen.

Versiegeln Sie die HYB-Platte und zentrifugieren Sie sie 1 Minute lang bei 1.000 x g und
20 °C.

MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

[ ]6 Platzieren Sie die HYB-Platte in dem mit 95 °C vorgeheizten Block und inkubieren Sie sie
1 Minute lang.

[ .17 Verringern Sie die Temperatur des Hitzeblocks auf 40 °C und fahren Sie mit der Inkubation
fort, bis der Hitzeblock 40 °C erreicht (etwa 80 Minuten).
Die allméhliche Abkiihlung ist fiir eine ordnungsgemafle Hybridisierung aufierst wichtig.
Daher werden PCR-Thermocycler mit aktiver Kithlung (z. B. Peltier, thermoelektrisch
gekiihlt) fiir diesen Vorgang nicht empfohlen.

Startzeit: Stoppzeit:
SICHERER HALTEPUNKT
1 Nachdem der Hitzeblock 40 °C erreicht hat, bleibt die HYB-Platte 2 Stunden lang bei 40 °C
stabil.

I I ® MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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Laborkontrollformular

Datum/Uhrzeit:

Benutzer:

Bei diesem Verfahren werden unter Verwendung eines Filters, der in der Lage ist, eine
Grofsenauswahl zu treffen, ungebundene Oligonukleotide aus genomischer DNA entfernt.
Zwei Waschlaufschritte mit stringentem Waschputffer stellen das vollstindige Entfernen
ungebundener Oligonukleotide sicher. Ein dritter Waschlaufschritt mit universellem
Waschpulffer entfernt Reste des stringenten Waschpuffers und bereitet die Probe fiir den
Extension-Ligation-Schritt vor.

Geschatzte Zeit

Gesamtdauer: 20 Minuten
Manueller Aufwand: 20 Minuten

Bringen Sie die Extension-Ligation-Mischung, den stringenten Waschpuffer und den
universellen Waschpuffer auf Raumtemperatur und mischen Sie sie dann kurz mit dem
Vortexer.

Setzen Sie die Filterplatten-Assembly-Einheit (nachstehend als FPU bezeichnet) in folgender
Reihenfolge von oben nach unten zusammen: Deckel, Filterplatte, Adapterkranz und MIDI-
Platte.

Filterplatten-ID:

Waschen Sie die Filterplattenmembran vorab wie folgt:

[[]a Geben Sie 45 ul stringenten Waschputffer in jeden Well.
[L]b Verschlielen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 5 Minuten

lang bei 2.400 x g und 20 °C.

) HINWEIS

Stellen Sie sicher, dass alle Wells der Filterplatte vollstandig entleert werden. Wenn der
Waschpulffer nicht vollstandig ablauft, zentrifugieren Sie erneut bei 2.400 x g und 20 °C,
bis die gesamte Fliissigkeit durchgelaufen ist (weitere 5-10 Minuten).

J VORSICHT

Es ist dufierst wichtig, die Zentrifugentemperatur bei den Waschlaufschritten zu priifen.
Temperaturen von 25 °C oder hoher kénnen zu einer hoheren Stringenz bei der Bindung der
Primer fiihren. In seltenen Fallen, wenn Proben SNVs in Primer-Bindungsregionen aufweisen,
kann die héhere Stringenz zu Allelausféllen fiihren.

Entfernen Sie die HYB-Platte aus dem Hitzeblock und zentrifugieren Sie sie 1 Minute lang
bei 1.000 x g und 20 °C.

Ubertragen Sie das gesamte Volumen (etwa 55 pl) jeder Probe in die entsprechenden Wells
der Filterplatte.

Verschliefsen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 5 Minuten lang
bei 2.400 x g und 20 °C.

MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose Im ®
Laborkontrollformular I I u I n a
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

[[14 Waschen Sie die Filterplatte wie folgt:
[L]a Fiigen Sie 45 ul stringenten Waschpuffer zu jedem Proben-Well hinzu.
[_]b Verschlielen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 5 Minuten
lang bei 2.400 x g und 20 °C.

[L[15 Wiederholen Sie den Waschvorgang, wie im vorherigen Schritt beschrieben.

J HINWEIS
Falls der Waschpuffer nicht vollstandig ablauft, zentrifugieren Sie erneut bei 2.400 x g und
20 °C, bis die gesamte Fliissigkeit durchgelaufen ist (weitere 5-10 Minuten).

[_[]16 Entsorgen Sie den gesamten Durchfluss (der Formamid enthélt) und setzen Sie dann die
FPU wieder zusammen.

[L[]7 Geben Sie 45 ul universellen Waschpuffer in jeden Proben-Well.

[ .18 Verschlielen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 10 Minuten lang
bei 2.400 x g und 20 °C.

' 5 HINWEIS
Stellen Sie sicher, dass die gesamte Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren abgelaufen ist.
Wiederholen Sie das Zentrifugieren bei Bedarf.

I I ® MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Dieser Prozess verbindet die hybridisierten Upstream- und Downstream-Oligonukleotide.

Eine DNA-Polymerase erstreckt sich vom Upstream-Oligonukleotid iiber die Zielregion hinaus,
gefolgt von der Ligation mit dem 5'-Ende des Downstream-Oligonukleotids mittels DNA-Ligase.
Das Ergebnis besteht in der Bildung von Produkten, die die gezielten Regionen von Interesse
enthalten, flankiert von Sequenzen, die fiir die Amplifikation benotigt werden.

Geschitzte Zeit
Gesamtdauer: 50 Minuten
Manueller Aufwand: 5 Minuten

[[]1 Fiigen Sie 45 ul Extension-Ligation-Mischung zu jedem Proben-Well der Filterplatte hinzu.

[[]12 Versiegeln Sie die Filterplatte mit klebender Aluminiumfolie und decken Sie sie dann mit
dem Deckel zu.

[ (13 Inkubieren Sie die FPU im vorab erwdrmten Inkubator 45 Minuten lang bei 37 °C.
Startzeit: Stoppzeit:

[L]4 Bereiten Sie wahrend der Inkubation der FPU-Platte die AMP (Amplifikationsplatte) vor, wie
im folgenden Abschnitt beschrieben.

MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose Im ®
Laborkontrollformular I I u I n a
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Laborkontrollformular

Datum/Uhrzeit: Benutzer:

In diesem Schritt werden die Extension-Ligation-Produkte unter Verwendung von Primern,
die Indexsequenzen fiir das Proben-Multiplexing hinzufligen, sowie von gangigen Adaptern,
die fiir die Clusterbildung erforderlich sind, amplifiziert.

Geschitzte Zeit
Gesamtdauer: ca. 90 Minuten
Manueller Aufwand: 30 Minuten

[[]1 Bereiten Sie frisches 0,05 N NaOH vor.

[ ]2 Ermitteln Sie anhand des Plattengrafikausdrucks von Illumina Worklist Manager oder Local
Run Manager die zu verwendenden Index-Primer.

[ 13 Bringen Sie die PCR-Master-Mischung und die entsprechenden Index-Primer auf
Raumtemperatur. Mischen Sie alle aufgetauten Rohrchen mit dem Vortexer und
zentrifugieren Sie sie anschliefiend kurz.

[L]4 Stellen Sie eine neue 96-Well-PCR-Platte (nachstehend als AMP-Platte bezeichnet) bereit.

[_]5 Figen Sie anhand des Probenblatts Index-Primer wie folgt zur AMP-Platte hinzu:

[ ]a Fiigen Sie 4 ul der Index-Primer C (A503), D (A504) und E (A505) zu den
entsprechenden Wells in einer Spalte der AMP-Platte hinzu.

[_]b Entsorgen Sie die urspriinglichen weiflen Verschliisse und bringen Sie neue weifle
Verschliisse an.

[]c Fiigen Sie 4 pl der ausgewdhlten Index-Primer 1 (A701), 2 (A702) und 10 (A710) zu den
entsprechenden Wells in einer Reihe der AMP-Platte hinzu. Die Spitzen miissen nach
jeder Reihe ausgetauscht werden, um eine Index-Kreuzkontamination zu vermeiden.

[L]d Entsorgen Sie die urspriinglichen orangen Verschliisse und bringen Sie neue orange
Verschliisse an.

[ 16 Bereiten Sie die PCR-Gebrauchslosung aus PCR-Master-Mischung und PCR-Polymerase wie
folgt vor:
[[]a Zentrifugieren Sie kurz das PCR-Polymerase-Rohrchen vor Gebrauch, um Luftblaschen
zu entfernen.
[ ]b Fiigen Sie 5,6 pl PCR-Polymerase zu 280 pl PCR-Master-Mischung hinzu.
[ ]c Invertieren Sie die vorbereitete PCR-Gebrauchslésung zum Mischen 20-mal.

[.]1T Nehmen Sie die FPU aus dem Inkubator und entfernen Sie die Aluminiumverschlussfolie.

[_[]2 Verschlielen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 2 Minuten lang
bei 2.400 x g und 20 °C.

| I ® MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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Laborkontrollformular

Datum/Uhrzeit: Benutzer:

[ ]3 Figen Sie 25 ul 0,05 N NaOH zu jedem Proben-Well der Filterplatte hinzu. Pipettieren Sie
das NaOH fiinf- bis sechsmal auf und ab.

[_[]4 Decken Sie die Filterplatte ab und inkubieren Sie sie 5 Minuten lang bei Raumtemperatur.

[[15 Ubertragen Sie wihrend der Inkubation der Filterplatte 22 ul der PCR-Gebrauchslésung in
jeden Well der AMP-Platte mit Index-Primern.

[L]6 Ubertragen Sie die vom Filter eluierten Proben wie folgt zur AMP-Platte:

[ ]a Pipettieren Sie die Proben in der ersten Spalte der Filterplatte fiinf- bis sechsmal auf und
ab.

[[1b  Ubertragen Sie 20 ul von der Filterplatte zur entsprechenden Spalte der AMP-Platte.

[ ]c Pipettieren Sie leicht fiinf- bis sechsmal auf und ab, um die DNA mit der PCR-
Gebrauchslosung griindlich zu mischen.

[ ]d Ubertragen Sie in dhnlicher Weise die verbleibenden Spalten von der Filterplatte zur
AMP-Platte. Die Spitzen miissen nach jeder Spalte ausgetauscht werden, um Index- und
Probenkreuzkontaminationen zu vermeiden.

7 Versiegeln Sie die AMP-Platte und sichern Sie den Verschluss mit einer Gummiwalze.
8  Zentrifugieren Sie 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.
9

[]
[]
L] Ubertragen Sie die AMP-Platte in den Nachamplifikationsbereich.
[ ]10 Fiihren Sie mithilfe des folgenden Programms auf einem Thermocycler eine PCR durch:
95 °C fiir 3 Minuten
25 Zyklen von:
95 °C fiir 30 Sekunden
62 °C fiir 30 Sekunden
72 °C fiir 60 Sekunden
72 °C fiir 5 Minuten
Halten Sie die Temperatur konstant bei 10 °C

Startzeit: Stoppzeit:
SICHERERHALTEPUNKT
1 Falls Sie nicht gleich mit der PCR-Reinigung fortfahren, kann die AMP-Platte iiber Nacht auf
dem Thermocycler bleiben oder sie kann bei 2 °C bis 8 °C bis zu 48 Stunden aufbewahrt
werden.
MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose ®
: auemmernge Assay ey llumina
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Laborkontrollformular
Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Bei diesem Vorgang werden PCR-Reinigungs-Beads zum Saubern des PCR-Produkts aus den
anderen Reaktionskomponenten verwendet.

Geschitzte Zeit
Gesamtdauer: 50 Minuten
Manueller Aufwand: 20 Minuten

[[]1 Bringen Sie die PCR-Reinigungs-Beads auf Raumtemperatur.

[ 12 Bereiten Sie frisches 80%iges Ethanol aus reinem Ethanol zu.

[[]1 Zentrifugieren Sie die AMP-Platte 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.

[L[]2 Stellen Sie eine neue MIDI-Platte (nachstehend als CLP-Platte bezeichnet) bereit.
Platten-ID:

[ 13 Invertieren Sie das PCR-Reinigungs-Beads-Rohrchen 10-mal. Mischen Sie kriftig mit dem
Vortexer und invertieren Sie erneut 10-mal. Inspizieren Sie die Losung visuell,
um sicherzugehen, dass die Beads resuspendiert sind.

[ 14 Figen Sie 45 ul PCR-Reinigungs-Beads zu jedem Well der CLP-Platte hinzu.
[[15 Ubertragen Sie das vollstindige PCR-Produkt von der AMP- zur CLP-Platte.

[ 16 Versiegeln Sie die CLP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschdittler
2 Minuten lang bei 1.800 rpm.

[ []7 Inkubieren Sie 10 Minuten lang bei Raumtemperatur, ohne zu schiitteln.

[ 18 Platzieren Sie die Platte mindestens 2 Minuten bzw. so lange auf einem Magnetstativ,
bis der Uberstand klar ist.

[[19 Lassen Sie die CLP-Platte auf dem Magnetstativ, entfernen Sie vorsichtig den Uberstand und
entsorgen Sie ihn.

[_]10 Lassen Sie die CLP-Platte auf dem Magnetstativ und waschen Sie die Beads wie folgt:
[ ]a Fiigen Sie jedem Proben-Well 200 pl frisch zubereitetes 80%iges Ethanol hinzu.
[_]b Inkubieren Sie die Platte auf dem Magnetstativ mindestens 30 Sekunden bzw. so lange,
bis der Uberstand klar ist.
[ ]c Entfernen Sie vorsichtig den Uberstand und entsorgen Sie ihn.

[_]11 Wiederholen Sie den Waschvorgang, wie im vorherigen Schritt beschrieben.

[ ]12 Verwenden Sie eine auf 20 pl eingestellte P20-Mehrkanalpipette, um tiberschiissiges Ethanol
zu entfernen.

I I ® MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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Datum/Uhrzeit:

[L]113

Startzeit: Stoppzeit:

[L]14
[L]115

Benutzer:

Entfernen Sie die CLP-Platte vom Magnetstativ und lassen Sie die Beads 10 Minuten lang
an der Luft trocknen.

Geben Sie 30 pl Elutionspuffer zu jeder Probe hinzu.

Versiegeln Sie die CLP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler
2 Minuten lang bei 1.800 rpm. Uberpriifen Sie nach dem Schiitteln, ob die Proben
resuspendiert sind. Wiederholen Sie diesen Schritt, wenn dies nicht der Fall ist.

Inkubieren Sie 2 Minuten lang bei Raumtemperatur.

Platzieren Sie die CLP-Platte mindestens 2 Minuten bzw. so lange auf dem Magnetstativ,
bis der Uberstand Klar ist.

Stellen Sie eine neue MIDI-Platte (nachstehend als LNP-Platte bezeichnet) bereit.
Platten-ID:

Ubertragen Sie 20 ul des Uberstands von der CLP-Platte auf die LNP-Platte.

Ubertragen Sie die verbleibenden 10 ul Uberstand von der CLP-Platte auf eine
neue Platte und beschriften Sie diese Platte mit einem Laufnamen und Datum. Lagern Sie
diese Platte bis zum Ende des Sequenzierungslaufs und der Datenanalyse bei -25 °C bis
-15 °C. Die gereinigten PCR-Produkte konnen im Falle von Probenfehlern zur
Fehlerbehebung verwendet werden.

SICHERER HALTEPUNKT

1 Wenn Sie den Vorgang an diesem Punkt beenden, versiegeln Sie die LNP-Platte und
zentrifugieren Sie sie 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C. Die Platte ist bei 2 °C bis 8 °C bis
zu 3 Stunden lang stabil.

MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay fur zystische Fibrose
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Datum/Uhrzeit: Benutzer:

Dieses Verfahren normalisiert die Menge jeder Bibliothek, um eine ausgewogene
Bibliotheksreprasentation in der gepoolten Probe zu gewihrleisten.

Geschitzte Zeit
Gesamtdauer: 1 Stunde und 20 Minuten
Manueller Aufwand: 30 Minuten

[ ]1 Bereiten Sie frisches 0,1 N NaOH vor, indem Sie 30 ul 10 N NaOH zu 2.970 pl RNase-
/DNase-freiem Wasser hinzufiigen.

[_]2 Bringen Sie den Bibliotheksnormalisierungsverdiinner, die Bibliotheks-Beads und die
Bibliotheksnormalisierungs-Waschlosung auf Raumtemperatur.

[L[13 Mischen Sie den Bibliotheksnormalisierungsverdiinner kréftig mit dem Vortexer und stellen
Sie sicher, dass alle Ausfallungen aufgelost wurden.

[_[]4 Mischen Sie die Bibliotheks-Beads kréftig 1 Minute lang mit dem Vortexer (zeitweilig mit
Inversion), bis die Beads resuspendiert sind und sich kein Pellet im unteren Bereich des
Rohrchens befindet, wenn das Rohrchen invertiert wird.

[[]1 Mischen Sie den Bibliotheksnormalisierungsverdiinner und die Bibliotheks-Beads wie folgt
in einem frischen 1,5-ml-Rohrchen:
[ ]a Filigen Sie 394 pl Bibliotheksnormalisierungsverdiinner hinzu.
[ ]b Pipettieren Sie die Bibliotheks-Beads 10-mal auf und ab, um zu resuspendieren.

_ll HINWEIS
; Es ist dufierst wichtig, das Bibliotheks-Bead-Pellet im unteren Bereich des R6hrchens
vollstindig zu resuspendieren. Durch die Verwendung einer P1000 wird sichergestellt, dass die
Beads homogen resuspendiert werden und sich keine Bead-Masse im unteren Bereich des
Rohrchens befindet. Dies ist unerlasslich, um eine einheitliche Clusterdichte auf der Flief3zelle
zu erzielen.

[_]c Pipettieren Sie 72 pl der Bibliotheks-Beads-Losung in das Rohrchen mit

Bibliotheksnormalisierungsverdiinner.
[_]d Mischen Sie die Losung, indem Sie das Rohrchen 15- bis 20-mal invertieren.

[[]2 Geben Sie 45 ul der kombinierten Bibliotheksnormalisierungsverdiinner/Bibliotheks-Beads-
Gebrauchslosung in jeden Well der LNP-Platte mit den Bibliotheken.

[[]13 Versiegeln Sie die LNP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler
30 Minuten lang bei 1.800 rpm.

I I ® MiSeqDx Klinischer Sequenzierungs-Assay flr zystische Fibrose
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J HINWEIS

Wenn Sie mit der Sequenzierung am selben Tag fortfahren mochten, ist jetzt ein guter
Zeitpunkt, um mit dem Auftauen der Reagenzienkartusche anzufangen. Befolgen Sie die
Anweisungen zum Auftauen der MiSeqDx-Reagenzienkartusche, die im Abschnitt Vorbereiten
der Reagenzienkartusche auf Seite 17 beschrieben sind.

Platzieren Sie die Platte mindestens 2 Minuten bzw. so lange auf einem Magnetstativ, bis
der Uberstand klar ist.

Lassen Sie die LNP-Platte auf dem Magnetstativ, entfernen Sie vorsichtig den Uberstand und
entsorgen Sie ihn.

Entfernen Sie die LNP-Platte vom Magnetstativ und waschen Sie die Beads mit
Bibliotheksnormalisierungs-Waschlosung wie folgt:

[L[]a Geben Sie 45 ul Bibliotheksnormalisierungs-Waschlosung in jeden Proben-Well.
[ ]b Versiegeln Sie die LNP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler

5 Minuten lang bei 1.800 rpm.

[ ]c Platzieren Sie die Platte mindestens 2 Minuten bzw. so lange auf dem Magnetstativ, bis

der Uberstand klar ist.

[ ]d Entfernen Sie vorsichtig den Uberstand und entsorgen Sie ihn.

Wiederholen Sie das Verfahren mit der Bibliotheksnormalisierungs-Waschldsung, wie im
vorherigen Schritt beschrieben.

Verwenden Sie eine auf 20 ul eingestellte P20-Mehrkanalpipette, um {iberschiissige
Bibliotheksnormalisierungs-Waschldsung zu entfernen.

Entfernen Sie die LNP-Platte vom Magnetstativ und fiigen Sie 30 ul 0,1 N NaOH zu jedem
Well hinzu.

Versiegeln Sie die LNP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler
5 Minuten lang bei 1.800 rpm.

Stellen Sie wahrend der 5-miniitigen Elution eine neue 96-Well-PCR-Platte (nachstehend als
SGP-Platte bezeichnet) bereit.
Platten-ID:

Fiigen Sie 30 pl Bibliothekslagerungspuffer zu jedem Well hinzu, der in der SGP-Platte
verwendet werden soll.

Stellen Sie nach Beendigung der 5-mindiitigen Elution sicher, dass alle Proben in der LNP-
Platte vollstandig resuspendiert sind. Falls die Proben nicht vollstandig resuspendiert sind,
pipettieren Sie diese Proben behutsam auf und ab oder klopfen Sie die Platte leicht auf die
Arbeitsfliche, um die Beads zu resuspendieren, und schiitteln Sie sie fiir weitere 5 Minuten.

Platzieren Sie die LNP-Platte mindestens 2 Minuten lang auf dem Magnetstativ.

Ubertragen Sie den Uberstand von der LNP- auf die SGP-Platte. Pipettieren Sie leicht
fiinfmal auf und ab, um zu mischen.

Versiegeln Sie die SGP-Platte und zentrifugieren Sie sie anschlielend 1 Minute lang bei
1.000 x g und 20 °C.
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SICHERERHALTEPUNKT

1 Wenn Sie nicht gleich mit dem Bibliotheks-Pooling und der anschlieffenden Sequenzierung auf
dem MiSeqDx-Gerit fortfahren, bewahren Sie die versiegelte SGP-Platte bis zu 3 Tage bei
-25° C bis -15 °C auf.
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Bei der Vorbereitung fiir die Clusterbildung und die Sequenzierung werden vor der
Sequenzierung auf dem MiSeqDx-Gerét gleiche Volumina normalisierter Bibliothek gemischt,
in Hybridisierungspuffer verdiinnt und vor der Sequenzierung auf dem MiSeqDx durch Hitze
denaturiert. PhiX wird als interne Kontrolle fiir die Sequenzierung verwendet.

Geschatzte Zeit

Gesamtdauer: 10 Minuten
Manueller Aufwand: 10 Minuten

Erhitzen Sie einen fiir 1,5-ml-Zentrifugenrohrchen passenden Hitzeblock auf 96 °C.

Bereiten Sie in einem Eiskiibel ein Eiswasserbad vor. Kiithlen Sie den
Bibliotheksverdiinnungspuffer im Eiswasserbad.

Beginnen Sie mit dem Auftauen der MiSeqDx-Reagenzienkartusche.

Tauen Sie die MiSeqDx-Reagenzienkartusche — Klinischer CF-Sequenzierungs-Assay in
einem Wasserbad auf, das ausreichend raumtemperiertes Wasser in Laborqualitét enthalt,
um die Basis der Reagenzienkartusche bis zu der auf der Reagenzienkartusche
aufgedruckten Wasserlinie einzutauchen. Das Wasser darf die maximale Wasserlinie nicht
ubersteigen.

Lassen Sie die Reagenzienkartusche im raumtemperierten Wasserbad etwa 1 Stunde bzw. so
lange auftauen, bis sie aufgetaut ist.

Nehmen Sie die Kartusche aus dem Wasserbad und klopfen Sie sie vorsichtig auf der
Arbeitsflache ab, um das Wasser von der Basis der Kartusche zu entfernen. Trocknen Sie die
Basis der Kartusche ab. Stellen Sie sicher, dass kein Wasser auf die Oberseite der
Reagenzienkartusche gespritzt ist.

Invertieren Sie die Reagenzienkartusche 10-mal, um die aufgetauten Reagenzien zu mischen,
und tiiberpriifen Sie, ob alle Positionen aufgetaut sind.
Tr HINWEIS

Es ist dufierst wichtig, dass die Reagenzien in der Kartusche vollstandig aufgetaut und
gemischt sind, damit eine ordnungsgemafie Sequenzierung sichergestellt werden kann.

Uberpriifen Sie die Reagenzien an den Positionen 1, 2 und 4, um sicherzugehen, dass sie
vollstindig gemischt und keine Ablagerungen enthalten sind.
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Klopfen Sie die Kartusche vorsichtig auf die Arbeitsflache, um Luftblasen in den Reagenzien
zu entfernen.
_|L HINWEIS

’ Die MiSeqDx-Sipper-Réhrchen reichen bis zum Boden der einzelnen Behélter, um die

Reagenzien zu aspirieren. Deshalb ist es wichtig, dass sich keine Luftblasen in den Behéltern
befinden.

Lagern Sie die Reagenzienkartusche auf Eis bzw. lagern Sie sie bei 2 °C bis 8 °C (bis zu

6 Stunden), bis Sie den Lauf konfigurieren kénnen. Um optimale Ergebnisse zu erzielen,
fahren Sie direkt mit dem Laden der Probe und dem Konfigurieren des Laufs fort.

Bereiten Sie 0,1 N NaOH vor, indem Sie die folgenden Volumina in einem konischen
Rohrchen mischen:

DNase-/RNase-freies Wasser (2.475 pl)

Stock 10 N NaOH (25 ul)

Invertieren Sie das Rohrchen zum Mischen mehrmals.

J VORSICHT
Die Verwendung von frisch verdiinntem NaOH ist notwendig, um die Proben fiir die
Clusterbildung auf dem MiSeqDx vollstandig zu denaturieren.

J HINWEIS
Wird PhiX am selben Tag wie die Bibliotheksnormalisierung vorbereitet, kann derselbe Stock
von 0,1 N NaOH verwendet werden.
Mischen Sie folgende Volumina, um die Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle auf 2 nM zu
verdiinnen:

10 nM Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle (2 pl)

1X TE-Puffer (8 ul)

Mischen Sie die folgenden Volumina, um eine 1-nM-Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle
zu erhalten:

2-nM-Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle (10 pl)

0,1 N NaOH (10 pl)

Mischen Sie die 1-nM-Bibliotheksldsung mit interner PhiX-Kontrolle kurz mit dem Vortexer.
Zentrifugieren Sie die interne 1-nM-PhiX-Kontrolle 1 Minute lang bei 280 x g und 20 °C.

Inkubieren Sie sie 5 Minuten bei Raumtemperatur, um die Bibliothekslésung mit interner
PhiX-Kontrolle in einzelne Strange zu denaturieren.

Mischen Sie folgende Volumina in einem neuen Mikrozentrifugenréhrchen, um eine 20-pM-
Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle zu erhalten:

Denaturierte Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle (2 ul)

Vorgekiihlter Bibliotheksverdiinnungspuffer (98 ul)
Jy  HINWES

Sie konnen die denaturierte 20-pM-Bibliothek mit interner PhiX-Kontrolle bei -25 °C bis -15 °C
bis zu 3 Wochen lang als Aliquote fiir den Einmalgebrauch aufbewahren.
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Bringen Sie den Bibliotheksverdiinnungspuffer auf Raumtemperatur. Mischen Sie den
Bibliotheksverdiinnungspuffer mit dem Vortexer und stellen Sie sicher, dass alle
Ausfallungen vollstandig aufgeldst wurden.

Wenn die SGP-Platte gefroren gelagert wurde, tauen Sie die SGP-Platte bei Raumtemperatur
auf.

Zentrifugieren Sie die SGP-Platte 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.

Stellen Sie ein neues Eppendorf-Gefafs (nachfolgend als PAL-Rohrchen [Pooled Amplicon
Library, gepoolte Amplikonbibliothek]).
Rohrchen-ID:

Wenn die SGP-Platte gefroren gelagert wurde, mischen Sie jede zu sequenzierende
Bibliothek, indem Sie drei- bis fiinfmal auf- und abpipettieren.

Ubertragen Sie 5 pl jeder zu sequenzierenden Bibliothek von der SGP-Platte auf einen PCR-
8-fach-Rohrchenstreifen. Versiegeln Sie die SGP-Platte mit einer klebenden
Plattenversiegelung und legen Sie sie beiseite.

J HINWEIS

N Bewahren Sie die versiegelte SGP-Platte bei -25 °C bis -15 °C auf. Die versiegelte SGP-Platte ist
bis zu 3 Tage lang stabil.

Kombinieren und {iibertragen Sie den Inhalt des PCR-8-fach-Rohrchenstreifens in das PAL-
Rohrchen. Mischen Sie das PAL-Rohrchen griindlich mit dem Vortexter.

Stellen Sie ein neues Eppendorf-Gefafs (nachfolgend als DAL-Rhrchen [Diluted Amplicon
Library, Verdiinnte Amplikonbibliothek] bezeichnet) bereit.
Rohrchen-ID:

Geben Sie 585 pl Bibliotheksverdiinnungspuffer in das DAL-Rohrchen.

Fiigen Sie dem DAL-Rohrchen 6 pl interne 20-pM-PhiX-Kontrolle hinzu. Pipettieren Sie drei-
bis fiinfmal auf und ab, um die Spitze zu spiilen und eine vollstindige Ubertragung
sicherzustellen.

Ubertragen Sie 9 pl PAL in das DAL-Rhrchen mit Bibliotheksverdiinnungspuffer.
Pipettieren Sie drei- bis fiinfmal auf und ab, um die Spitze zu spiilen und eine vollstindige
Ubertragung sicherzustellen.

Mischen Sie das DAL-Rohrchen mit dem Vortexer bei hochster Geschwindigkeit.
Zentrifugieren Sie das DAL-RShrchen 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.
Inkubieren Sie das DAL-Ro6hrchen auf einem Hitzeblock 2 Minuten lang bei 96 °C.

Invertieren Sie das DAL-Rhrchen nach der Inkubation ein- bis zweimal, um es gut zu
mischen, und legen Sie es dann sofort in das Eiswasserbad.

Belassen Sie das DAL-Rohrchen 5 Minuten lang im Eiswasserbad.
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Die Fliefizelle wird gewaschen, getrocknet und in das MiSeqDx-Gerét geladen, Proben werden in
die Reagenzienkartusche geladen, die Reagenzienkartusche wird in das MiSeqDx-Gerét geladen
und der Sequenzierungslauf wird gestartet. Das MiSeqDx-Gerit fithrt eine Clusterbildung, eine
Sequenzierung nach Synthese und eine Datenanalyse durch.

Geschatzte Zeit

Gesamtdauer der Sequenzierung; ca. 27 Stunden
Manueller Aufwand: ca. 5 Minuten

Austiihrliche Informationen zu den nachfolgenden Schritten finden Sie im Referenzhandbuch zum
MiSeqDx-Gerit (Dokument-Nr. 15038353).

Verwenden Sie eine separate, saubere und leere 1-ml-Pipettenspitze, um die Verschlussfolie
iiber dem mit Load Samples (Proben laden) bezeichneten Behalter auf der MiSeqDx-
Reagenzienkartusche — Klinischer CF-Sequenzierungs-Assay zu durchstechen.

Geben Sie mit der Pipette 600 ul der DAL-Probenbibliotheken in den Behalter Load Samples
(Proben laden). Achten Sie beim Zufiihren der Probe darauf, die Verschlussfolie nicht zu
bertihren.

Uberpriifen Sie nach dem Laden der Probe, ob sich Luftblasen im Behélter befinden. Falls
Luftblasen vorhanden sind, klopfen Sie mit der Kartusche vorsichtig auf die Arbeitsflache,
damit die Blasen entweichen.

Melden Sie sich bei der MiSeq Operating Software (MOS) an.
MiSeqDx-Seriennummer:
Datum der letzten praventiven Wartung;:

Wiahlen Sie Sequence (Sequenzieren).
Es werden nacheinander mehrere Bildschirme zur Laufkonfiguration gedffnet.

Reinigen Sie die Flief3zelle.
Laden Sie die Fliefzelle.

Leeren Sie die Abfallflasche und laden Sie die Flasche mit der MiSeqDx-SBS-Lésung (PR2)-
Klinischer CF-Sequenzierungs-Assay.

Laden Sie die Reagenzienkartusche.
Bestatigen Sie die Laufeinstellungen und die Ergebnisse des Selbsttests.

Starten Sie den Lauf.
Lauf-ID:

Fithren Sie einen Nachwaschlauf durch.
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