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Formular sledovani laboratornich vysledku TruSight™
Oncology Comprehensive (EU)

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT

Navod k pouziti
Prehled pracovniho postupu TruSight Oncology Comprehensive (TSO Comprehensive) je znazornén na Obrazek 1
a Obrazek 2.
Pred zahajenim protokolu si prostudujte varovani a preventivni opatfeni v pfibalovém letaku k modulu TruSight
Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200007789).
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Pracovni postup pfipravy knihovny

2

Obrazek 1 Pracovni postup TSO Comprehensive (Cast 1)

Den 1 o Denaturace a Zihani RNA

Pracovni £as: 65 minut
Celkem: 75 minut
Reagencie: EPH3

o Fragmentace gDNA
Pracovni €as: 100 minut
Celkem: 110 minut
Reagencie: TEB

o Prvni syntetizace vidken cDNA

Pracovni &as: 10 minut
Celkem: 50 minut
Reagencie: FSM, RVT

e Druha syntetizace viaken cDNA

Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 35 minut
Reagencie: SSM

Cisténi cDNA
Pracovni ¢as: 30 minut
Celkem: 40 minut

Bod bezpecéného Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB Bod bezpecéného

preruseni

preruseni

Provedeni opravy koncl a A-Tailing
Pracovni ¢as: 10 minut

Celkem: 70 minut

Reagencie: ERA1-A, ERA1-B

o Ligace adaptér(

Pracovni £as: 15 minut
Celkem: 50 minut
Reagencie: ALB1, LIG3, SUAT/UMI, STL

Cigténf ligace

Pracovni €as: 40 minut

Celkem: 50 minut

Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB

e Indexace PCR

Bod bezpecéného pleruseni

Dokument ¢. 200009022 vO2 CZE

Pracovni &as: 15 minut
Celkem: 60 minut
Reagencie: UPxx/CPxx, EPM

@ cDNA @ Stfihand DNA

* Pracovni £as a celkovy ¢as uddva pfiblizné hodnoty.
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Pracovni postup obohaceni
Obrazek 2 Pracovni postup TSO Comprehensive (¢ast 2)

Den 1 (pokragovani) o Nastaveni prvni hybridizace
Pracovni €¢as: 15 minut
Celkem: Pfes noc
Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Hybridizace pfes noc

Den 2 Prvni zachyceni cild
Pracovni ¢as: 60 minut
Celkem: 100 minut

Reagencie: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Nastaveni druhé hybridizace
Pracovni ¢as: 10 minut

Celkem: 2-4 hodiny

Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Druhé zachyceni cilll
Pracovni ¢as: 25 minut

Celkem: 60 minut

Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Bod bezpecneho preruseni

Amplifikace obohacené knihovny
Pracovni ¢as: 5 minut

Celkem: 60 minut

Reagencie: EPM, PPC3

Cisténi amplifikované
obohacené knihovny
Pracovni ¢as: 30 minut

Celkem: 40 minut

Bod bezpe&ného prerudent Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB
Normalizace knihoven

Pracovni ¢as: 40 minut

Celkem: 70 minut

Reagencie: LNAT, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

Bod bezpecného preruseni

Pfiprava na sekvenovani
Pracovni €as: 30-45 minut
Celkem: 120 minut

Reagencie: HP3, RSB, PX3, HT1

@ Obohaceni @ Priprava sekvenace
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Programovani termocyklérd

0 1 Pred zahdjenim rozboru uloZte nasledujici programy na termocyklér pfed amplifikaci a termocyklér po amplifikaci.

Tabulka1 Programy termocykléru pred amplifikaci

Krok postupu Nazev Teplota vicka o Parametry termocykléru
programu reakce
Denaturace a zihani RNA LQ-RNA 100 °C 17 ul ® 65 °C po dobu 5 minut

® 4 °C po dobu 1 minuty
e UdrZovat teplotu 4 °C

Prvni syntetizace vlaken cDNA 1stSS 100 °C 25 pl e 25°C po dobu 10 minut
e 42 °C po dobu 15 minut
e 70 °C po dobu 15 minut
® 4 °C po dobu 1 minuty
e UdrZovat teplotu 4 °C

Druha syntetizace vidken cDNA 2ndSS 30°C 50 pl ® 16 °C po dobu 25 minut
e 4°C po dobu 1 minuty
e Udrzovat teplotu 4 °C

Pokud teplotu vi¢ka pro 2ndSS nelze nastavit na 30 °C, vypnéte moznost predehrati vicka.

Tabulka2 Programy termocykléru po amplifikaci

Krok postupu L Teplota vicka L5 Parametry termocykléru
programu reakce
Indexace PCR I-PCR 100°C 50 pl e 98 °C po dobu 30 sekund

* 15 cykld:
e 98 °C po dobu 10 sekund
* 60 °C po dobu 30 sekund
e 72 °C po dobu 30 sekund

e 72 °C po dobu 5 minut

e Udrzovat teplotu 10 °C

Provedeni prvni hybridizace HYB1 100°C 50 pl e 95 °C po dobu 10 minut
e 85 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 75 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 65 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e Udrzovat teplotu 57 °C po dobu 8 az
24 hodin

Provedeni druhé hybridizace HYB2 100°C 50 pl e 95 °C po dobu 10 minut
e 85 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 75 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 65 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e Udrzovat teplotu 57 °C po dobu 1,5
az 4 hodin

Amplifikace obohacené knihovny EL-PCR 100 °C 50 pl ® 98 °C po dobu 30 s
* 18 cykld:
® 98°C podobu10s
® 60 °C po dobu 30 s
e 72°C po dobu 30s
e 72 °C po dobu 5 minut
e Udrzovat teplotu 10 °C
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Zadani informaci o bézich

Local Run Manager pfistroje NextSeq 550Dx je software slouzici k nastaveni béhu TSO Comprehensive. Dalsi
informace naleznete v Privodci pracovnimi postupy pro analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200008661).

Informace k nastaveni béhu a vzorku miZzete zadat pfimo do analytického modulu TruSight Oncology
Comprehensive.

Nastaveni parametr(i béhu

[0 1 V pfistroji nebo z pocitaCe v siti se pfihlaste do modulu Local Run Manager.

O 2 Vyberte moznost Create Run (Vytvorit béh) a poté TSO Comp (EU).

[0 3 Zadejte nazev béhu, kterym bude béh oznacen od sekvenovani po analyzu, a to tak, aby splfoval nasledujici kritéria.
1-40 znakd.
Pouzivejte alfanumerické znaky, pomi¢ky a podtrzitka.
Pred i za podtrzitkem a poml¢kou musi byt vzdy alfanumericky znak.
Nézev musi byt v ramci vSech b&hi v pfistroji jedinecny.

O 4 [VoliteIné] Pro usnadnéni identifikace béhu zadejte jeho popis, ktery bude splfovat nasledujici kritéria.
1-150 znakd.
Pouze alfanumerické znaky nebo mezery.
Pred i za mezerou musi byt vzdy alfanumericky znak.

Specifikace vzorkl pro béh
Vzorky pro béh zadejte pomoci jedné z nasledujicich moznosti.

Ruéni zadani vzorkl — PouZijte prazdnou tabulku na obrazovce Create Run (Vytvorit béh).

Importovani vzorkd — Piejdéte do externino souboru ve formatu .csv (Garkou oddélené Gdaje). Na obrazovce Create
Run (Vytvoreni béhu) je k dispozici $ablona ke stazeni.

é UPOZORNENI
Rozdily mezi vzorky a indexa¢nimi primery zpUlsobi, Ze se z dlivodu $patné identifikace pozitivnich vzorkd
vykazou nespravné vysledky. NeZ zacnete pfipravovat knihovnu, zadejte ID vzork( a pfifadte indexy
v modulu Local Run Manager. P¥i pfipravé knihovny si pro referenci poznamenejte ID vzork(, indexy a
orientaci jamek desky.

é UPOZORNENI
Aby nedoslo ke ztraté dat, ujistéte se, ze pred uloZzenim béhu neni spusténa instalace znalostni baze.

Ruéni zadani vzorkd
0 1 Do pole Sample ID (ID vzorku) zadejte jedine¢né ID vzorku tak, aby splfiovalo nasleduijici kritéria. Nejprve pfidejte
v8echny kontrolnf vzorky. Dalsi informace naleznete v asti Kontrolni vzorky na strané 6.
1-25 znakd.
Pouzivejte alfanumerické znaky, pomliCky a podtrzitka.
Pred i za podtrzitkem a pomli¢kou musi byt vzdy alfanumericky znak.
O 2 [VoliteIné] Do pole Sample Description (Popis vzorku) zadejte popis vzorku, ktery bude splfovat nasledujici kritéria.
1-50 znakd.
Pouzivejte alfanumerické znaky, pomicky, podtrzitka a mezery.
Pred i za mezerou, podtrzitkem a pomli¢kou musi byt vzdy alfanumericky znak.
0 3 Vyberte index pro knihovnu DNA, resp. knihovnu RNA pfipravenou ze vzorku.
Dejte pozor, aby vzorky RNA a DNA byly v oddélenych sloupcich.

Duben 2022 Dokument ¢. 200009022 v02 CZE | 5



Formular sledovanilaboratornich vysledk TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)

O 4

os

06
a7

08

o9

Pole sekvence i7+i5 DNA se automaticky vyplni po vybéru ID indexu DNA. Pole sekvence i7+i5 RNA se automaticky
vypIni po vybéru ID indexu RNA.
Kromé zde uvedeného prehledu naleznete dalsi informace v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (dokument ¢. 200007789).
Pro knihovnu vzork( DNA vyberte jedine¢né ID indexu (indexy UPxx nebo CPxx) z rozeviraciho seznamu ID
indext DNA.
Pro knihovnu vzorkl RNA vyberte jedine¢né ID indexu (pouze UPxx) z rozeviraciho seznamu ID index{ RNA.
Pokud jsou v béhu celkem tfi knihovny, postupujte podle pravidel pro vybér index( v pribalovém letaku k modulu
TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200007789).
Pomoci pole Tumor Type (Typ nadoru) pfifadte jednotlivym vzorkdim typ nadoru tak, Ze vyberete nejspecifictéjsi typ
nadoru, ktery je k dispozici. Viz Vybér typu nadoru na strané 7.
Pomoci pole Tumor Type (Typ nadoru) pfifadte kazdému kontrolnimu vzorku jeden z nasledujicich typU kontroly. Viz
Kontrolni vzorky na strané 6.
Externi kontrola DNA
Externi kontrola RNA
Kontrola DNA bez templatu
Kontrola RNA bez templatu
Pokud pouzivate kontrolni vzorky Consumable Prefix DNA Control, typ kontroly je DNA External Control (Externi
kontrola DNA). Pokud pouzivate kontrolni vzorky Consumable Prefix RNA Control, typ kontroly je RNA External
Control (Externi kontrola RNA).
Prifadte pohlavi.
[Volitelné] Pomoci funkce Export to CSV (Exportovat do CSV) mizZete informace o vzorku exportovat do externiho
souboru.
Zkontrolujte informace na obrazovce Create Run (Vytvoreni béhu).
Nespravné informace mohou mit vliv na vysledky.
Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Importovani vzork(

a1

a2

O3

04

Vyberte moznost Import CSV (Importovat CSV) a piejdéte na umisténi informacniho souboru vzorku. MizZete

importovat dva typy soubor(.
Na obrazovce Create Run (Vytvoreni béhu) vyberte moznost Download CSV (Stahnout CSV) a stahnéte si
novou $ablonu informaci o vzorku. Soubor CSV obsahuje potifebna zahlavi sloupcl a format pro import. K
vzorklm v béhu zadejte do kazdého sloupce informace o vzorku. Do sloupce Tumor Type (Typ nadoru) zadejte
termin typu nadoru nebo pridruzeny kod (viz StaZeni typl nadort na strané 1). Pole Tumor Type (Typ nadoru)
slouzi i k uréeni vzork( jako kontrolnich (viz Kontrolni vzorky na strané 6).
Pouzijte soubor informaci o vzorku, ktery byl exportovan z analytického modulu TSO Comprehensive pomoci
funkce Export to CSV (Exportovat do CSV).

Na obrazovce Create Run (Vytvoreni béhu) zkontrolujte importované informace.

Nespravné informace mohou mit vliv na vysledky.

[Volitelné] Pomoci funkce Export to CSV (Exportovat do CSV) mlzete informace o vzorku exportovat do externiho

souboru.

Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Kontrolni vzorky

Analyticky modul TSO Comprehensive vyzaduje pouziti funkce Panel Control (Kontrola panelu). Ozna&enim vzorku
za kontrolni vzorek se pohlavi vzorku automaticky nastavuje na Neznamé. PFi oznaceni vzorku za kontrolni vzorek
vyberte v poli Tumor Type (Typ nadoru) jeden ze &tyF typl kontroly: DNA External Control (Externi kontrola DNA)
(pozitivni kontrola DNA), DNA No-Template Control (Kontrola DNA bez templatu), RNA External Control (Externi
kontrola RNA) (pozitivni kontrola RNA) a RNA No-Template Control (Kontrola RNA bez templatu). Dalsi informace o
nastaveni typd nadord pro vSechny typy vzorkl béhem nastaveni béhu naleznete v ¢asti Vybér typu nadoru na
strané 7.
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V ramci béhu mize byt pro kazdy typ kontroly uréen pouze jeden. Pro externi kontrolu DNA nebo kontrolu DNA
bez templatu Ize zadat pouze knihovnu DNA. Pro externi kontrolu RNA nebo kontrolu RNA bez templatu Ize zadat
pouze knihovnu RNA. Knihovny oznacené jako kontroly DNA nebo RNA bez templatu se nezapocitavaji do
maximalniho poctu knihoven v béhu.

Vybér typu nadoru
Pro kazdy vzorek musi byt specifikovan typ nadoru. Kromé kontrolnich typ( jsou dostupné typy nador(i odvozené
z nainstalované znalostni baze a s aktualizaci verze znalostni baze se mohou zménit.

UPOZORNENI

Nespravna volba typu nadoru mdze vést k nespravnym vysledkdm. Vyreste vdechna varovani, ktera se pri
zadavani typu nadoru objevi, abyste predesli selhani analyzy.

Vyrazy pro typ nadoru jsou soucasti hierarchické ontologie nemoci ve znalostni bazi, ktera je konstruovana jako
sada vztah( nadfizenosti a podfizenosti. Napfiklad vyraz nemalobunéény karcinom plic je podfizeny vyrazu
karcinom plic, protoze nemalobunécny karcinom plic je typem karcinomu plic. Obrazek 3 ukazuje podmnozinu
prikladu ontologie nemoci zobrazuijici jako kofenovy vyraz ,solidni nador” a terminy spojené s karcinomem plic a
karcinomem §titné Zlazy (dalsi typy nadord nejsou zobrazeny). Vyraz propojeny vztahem nadfizenosti a

predka. Napfiklad karcinom plic je pfedkem adenokarcinomu plic a malobunééného karcinomu plic a medularni
karcinom §titné Zlazy je potomkem jak karcinomu §titné zlazy, tak solidniho nadoru.

Obrazek 3 Podmnozina pfikladu ontologie nemoci

Solidni nador

I l

Karcinom $&titné zlazy Karcinom plic
Medularni karcinom Nemalobunécny Maligni pleuralni Malobunécny
stitné Zlazy karcinom plic mezoteliom karcinom plic
Papilarni karcinom Neskvamézni
stitné Zlazy nemalobunéény

karcinom plic

Folikularni karcinom |

atitné zlazy

. R Adenokarcinom plic
Karcinom stitné zlazy
Hurthle bunék

Adenoskvamaézni
Anaplasticky karcinom karcinom plic
stitné zlazy
Velkobunécény

karcinom plic

Sarkomatoidni
karcinom plic
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Zvoleny typ nadoru pro pacientsky vzorek ovliviiuje nasleduijici:
Ktera zamyslena pouziti doprovodné diagnostiky budou pro vzorek vyhodnocena. Pro toto tvrzeni se vyhodnoti

pouze pacientské vzorky s typem nadoru, ktery je pfesné roven typu nadoru pro zamyslené pouziti doprovodné
diagnostiky nebo je jeho potomkem.
Které varianty profilovani nadoru budou zahrnuty ve vykazu TSO Comprehensive.
Nasledujici pokyny popisuji proces vybéru typu nadoru na obrazovce Create Run (Vytvoreni béhu). Typ nadoru lze
nastavit také prostfednictvim importu souboru CSV, ktery obsahuje typ nadoru (viz Importovani vzorki na strané
6).
0 1 Poklikdnim do buriky Tumor Type (Typ nadoru) v fadku vzorku si mlzete zobrazit dostupné typy nador(. Dostupné
typy nador( se zobrazi v hierarchickém seznamu v abecednim poradi.
Pole Tumor Type (Typ nadoru) slouzi i k uréeni vzork( jako kontrolnich (viz Kontrolni vzorky na strané 6).
[0 2 PoZadovany typ nadoru midZete vyhledat a vybrat interaktivné v seznamu nebo pomoci listy vyhledavani v horni ¢asti
okna Tumor Type (Typ nadoru).

Priprava na kroky protokolu

O 1 Provedte dikladnou dekontaminaci pracovnich oblasti pomoci Eistidla inhibujiciho RNazu/DNazu.

UPOZORNENI

V8echny postupy v pracovnim postupu vyzaduji prostiedi prosté RNaz/DNaz.
0 2 Nastavte programy termocykléru pred amplifikaci. Viz ¢ast Programovani termocykléri na strané 4.
0 3 Nastavte ultrasonikator podle pokynl od vyrobce.
00 4 Pokud zpracovavate pouze vzorky DNA, prejdéte pfimo ke kroku Fragmentace gDNA na strané 12.
O 5 Vyjméte kontroly RNA ze skladovacich prostor.
0 6 Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokynl k rozmrazeni.

Tabulka 3 Priprava knihovny RNA TruSight Oncology Comp (PN 20031127)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

EPH3 -25°C az-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Denaturace a zihani RNA

FSM -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Prvni syntetizace vlaken cDNA
RVT -25°C az-15°C UloZte na led. Prvni syntetizace vlaken cDNA
SSM -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Druha syntetizace vliaken cDNA

Tabulka 4 Priprava knihovny TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
SPB (svétle zeleny §titek) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté na 30 minut. Cisténi cDNA
RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Cisténi cDNA

Denaturace a zihani RNA

Priprava
OO0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
EPH3 - Odlozte.
FSM - Promichejte ve vortexové tfepacce. Kratce odstfedte a pipetovanim promichejte. Zkontrolujte, zda
neobsahuje srazeniny. Pokud jsou pfitomné, pipetovanim promichejte, dokud se srazeniny nerozpusti.
RVT - Kratce odstredte a pipetovanim promichejte. Ulozte na led.

POZNAMKA RVT je viskdzni roztok. Pipetujte vzdy pomalu, abyste predesli tvorbé bublin.
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2 Ve zkumavce mikroodstredivky nakombinujte nasledujici objemy, abyste si pfipravili hlavni smés FSM + RVT.
Tabulka 5 Hlavni smés FSM + RVT
SloZka hlavni smési 3 vzorky RNA (ul) 8 vzorkd RNA (ul) 16 vzorkd RNA (ul) 24 vzorkl RNA (ul)
FSM 27 72 144 216
RVT 3 8 16 24

Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

3 Pipetovanim desetkrat promichejte.

4 Umistéte hlavni smés FSM + RVT na led, dokud neprejdete ke kroku Prvni syntetizace viaken cDNA na strané 9.
Postup

1 Rozmrazte extrahované vzorky RNA a kontroly RNA na ledu.

Pro zbytek protokolu zpracovavejte kontroly RNA jako vzorky.
Informace o kvantifikaci vzork{ naleznete v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200007789).

2 Pipetovanim kazdy vzorek RNA 10krat promichejte.

3 Pro pfipravu 40 ng kazdého vzorku RNA pouzijte vodu prostou RNaz/DNaz s koneCnym objemem 8,5 pl (4,7 ng/ul).
Pro kontroly RNA pouzijte koncentraci uvedenou na stitku zkumavky.

4 Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako CF (cDNA Fragments — Fragmenty cDNA).

Pridejte 8,5 pl z kazdého vzorku RNA do jedine¢né jamky na desce CF PCR.

6 Zajistéte, aby rozlozeni desky se vzorky a indexy jednotlivych vzork( odpovidaly béhu naplanovaném v programu

Local Run Manager béhem nastaveni béhu.

Michejte EPH3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Pridejte 8,5 ul EPH3 do kazdé jamky vzorku.

9 Na desku CF PCR prilepte tésnéni.

&)

0

UPOZORNENI
Zajistéte, aby okraje a jamky byly dikladné utésnéné, a zabrante tak odparovani.
10 Michejte v tfepacce pii 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
11 Odstreduijte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
12 Vlozte na termocyklér a spustte program LQ-RNA.
Viz ¢ast Programovaéni termocyklérd na strané 4.
13 Kdyz vzorky dosahnou teploty 4 °C, vyCkejte jednu minutu a poté ihned pokracujte dalsim krokem.

Prvni syntetizace vlaken cDNA

Oooooon
o oA wWN =

Oooo

Postup

Datum a €as zacatku

Odeberte desku CF PCR z termocykléru.

Pipetovanim 5krat promichejte hlavni smés FSM + RVT.
Pridejte 8 pl hlavni smési FSM + RVT do kazdé jamky vzorku.
Pipetovanim 5krat promichejte.

Zlikvidujte zbyvajici hlavni smés FSM + RVT.

Na desku CF PCR prilepte tésnéni.

Dikladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.
Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstredujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

9 Vlozte na termocyklér a spustte program 1stSS.

©
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Viz &ast Programovani termocyklér(i na strané 4.

[0 10 Kdyz vzorky dosahnou teploty 4 °C, pokracujte ihned dalSim krokem.

Vzorky prvnich vidken Ize uchovavat pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut.

Druha syntetizace vlaken cDNA

Priprava

Datum a ¢as zacatku

0 1 Pripravte nasledujici reagencii.
SSM - Promichejte 10krat v preklopné tfepacce. Kratce odstredte.
Postup
0 1 Odeberte desku CF PCR z termocykléru.
0 2 Pridejte 25 pl SSM do kazdé vzorkoveé jamky.
[0 3 Na desku CF PCR prilepte tésnéni.
Dikladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.
O 4 Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
[0 5 Odstreduijte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
0 6 Vlozte na termocyklér a spustte program 2ndSS.
Viz ¢ast Programovadni termocyklérd na strané 4.
O 7 Kdyz vzorky dosahnou teploty 4 °C, vyCkejte jednu minutu a poté ihned pokracujte dalSim krokem.
Cisténi cDNA
Priprava
Datum a €as zacatku
[0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
SPB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
RSB - Odlozte pro ucely postupu.
0 2 Pripravte Cerstvy 80% ethanol do 15ml nebo 50ml kénické zkumavky.
Reagencie 3 vzorky 8 vzorki 16 vzorkd 24 vzorkl
100% ethanol, Cisty 2mi 4 ml 8 ml 12 ml
Voda prosta RNaz/DNaz 500 pl 1ml 2ml 3ml
0 3 Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
O 4 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BIND1 (cDNA Binding — Pro vazbu cDNA).
OO0 5 Zakryjte a odlozte.
0 6 Pripravte magnet.
Postup
Vazba
0 1 Odeberte desku CF PCR z termocykléru.
0 2 Michejte SPB ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace &astic.
0 3 Ihned pfidejte 90 pl SPB do kazdé jamky vzorku na desce BIND1 MIDI.
Pokud k davkovani SPB pouzivate Zlab, zapocitejte pfi davkovani dostateCného mnozstvi materialu na kazdy vzorek
faktor prebytku 1,05. Po pfidani SPB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvajici material.
0 4 Preneste cely objem (50 pl) jednotlivych vzorkd z desky CF PCR do odpovidajici jamky desky BIND1 MIDI.
O 5 Zlikvidujte prazdnou desku CF PCR.
0 6 Na desku BIND1 MIDI prilepte tésnéni.
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Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

0 7 Michejte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

[0 8 Inkubujte 5 minut pfi pokojoveé teploté.

O 9 Umistéte desku BIND1 MIDI na magneticky stojan na dobu 5 minut.

[0 10 Pomoci pipety P200 nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych vzorkovych jamek veSkery supernatant, aniz byste
narusili shluk &astic.

Myti
O 1 Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.

[0 a Ponechte na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé jamky 200 pl ¢erstvého 80% ethanolu.
[0 b Pockejte 30 sekund.
O ¢ Z kazdé jamky odeberte supernatant a zlikvidujte jej.

0 2 Promyijte Castice podruhé.

0 3 Odstrante z jednotlivych jamek zbytek ethanolu.
Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spickou.

O 4 Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.

Eluovani

0 1 Odeberte desku BIND1 MIDI z magnetického stojanu.

OO0 2 Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové trepacce.

OO0 3 Pridejte 22 pl RSB do kazdé vzorkové jamky.

OO0 4 Na desku BIND1 MIDI prilepte tésnéni.
Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

[0 5 Michejte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

0 6 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

OO0 7 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

0 8 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako PCF (Purified cDNA Fragments — Fragmenty vyCisténé cDNA).
Pokud konéite v bodé BOD BEZPECNEHO PRERUSENI na stran& 11, pouzijte desku PCR.

00 9 Preneste 20 pl eluatu z jednotlivych vzorkovych jamek desky BIND1 MIDI do odpovidajicich jamek na desce PCF.

O 10 Zlikvidujte prazdnou desku BIND1 MIDI.

0 11 Do kazdé vzorkové jamky na desce PCF pfidejte 30 pl RSB.

0 12 Pipetovanim 10krat promicheijte.

0 13 Prilepte na desku PCF tésnéni a ulozte ji na led.

0 14 Opét uskladnéte EPH3, FSM, RVT a SSM.

0 15 Pokud zpracovavate vzorky derivované pouze z RNA (cDNA) a nezastavite v bodé bezpecného preruseni, postupujte

podle ¢asti Provedeni opravy koncl a A-Tailing na strané 14.

BOD BEZPECNEHO PRERUSEN(

Pokud provadite preruseni, odstfedujte desku PCF PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°C do -15°C az 7 dni.

Datum a ¢as ukonc&eni

Priprava na kroky protokolu

0 1 Vyjméte kontroly DNA ze skladovacich prostor.
0 2 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynid k rozmrazeni.
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Tabulka 6 Priprava knihovny TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
TEB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Fragmentace gDNA
Fragmentace gDNA
Priprava

12

Datum a ¢as zacatku

O 1 P¥i kvantifikaci vzork( dodrzujte doporuceni v pfibalovém letaku k modulu TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200007789).
0 2 Pripravte nasledujici reagencii.
TEB - Promichejte v pfeklopné nebo vortexové tfepacce.
Postup
Priprava desky
0 1 Pro pfipravu desky zvolte jednu z nasledujicich tfi moznosti.
MozZnost €. 1: Vzorky gDNA zpracovavejte sou¢asné se vzorky cDNA na desce PCF MIDI.
OO0 a Oznacte desku PCF MIDI jako LP (Library Preparation — Pfiprava knihovny).
O b Umistéte do ledu a odlozte pro pouziti v kroku Prenos fragmentované DNA na strané 13.
Moznost €. 2: Vzorky gDNA zpracovavejte sou¢asné se vzorky cDNA. Deska PCF PCR je zmrazena.
0 a Rozmrazte desku PCF PCR na pokojovou teplotu.
0 b Odstredujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
O ¢ Pipetovanim 10krat promichejte.
0 d Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP (Library Preparation — Pfiprava knihovny).
0 e Preneste vS8ech 50 pl kazdého vzorku z desky PCF PCR do odpovidajici jamky na desce LP MIDI.
O f Zlikvidujte desku PCF PCR.
0 g Prilepte tésnéni a umistéte na led az do kroku Prenos fragmentované DNA na strané 13.
MozZnost €. 3: Zpracujte vzorky pouze s gDNA.
OO0 a Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP (Library Preparation — Pfiprava knihovny).
[0 b Pokud koné&ite v bodé BOD BEZPECNEHO PRERUSENI na strané 13, pouzijte desku PCR.
O ¢ Zakryjte a odlozte pro pouziti v kroku Prenos fragmentované DNA na strané 13.
Redéni gDNA
O 1 Rozmrazte vzorky gDNA a kontroly DNA pfi pokojové teploté.
Pro zbytek protokolu zpracovavejte kontroly DNA jako vzorky.
0 2 Pipetovanim kazdy vzorek gDNA 10krat promichejte.
OO0 3 Zkumavku kratce odstredte, aby se shromazdily kapky.
0 4 Promichejte TEB v preklopné nebo vortexové tfepacce.
O 5 Pro pfipravu 40 ng kazdého vzorku gDNA pouzijte TEB s kone€nym objemem 52 pl (0,77 ng/pl).
Rozbor vyzaduje minimalni koncentraci extrakce 3,33 ng/ul, aby bylo mozné pouzit alespori 40 yl TEB z objemu 52
pl. Pro kontroly DNA pouzijte koncentraci uvedenou na Stitku zkumavky. Aby se predeSlo ztraté vzorku, nepipetujte
do tohoto fedéni méné nez 2 pl vzorku.
Fragmentace
0 1 Pridejte 52 pl z kazdého vzorku gDNA do samostatné jamky zkumavky ultrasonikatoru.
[0 2 Zaznamenejte orientaci prouzku.
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0 3 Pomoci ultrasonikatoru fragmentujte gDNA na fragmenty.

Prenos fragmentované DNA

0 1 Zajistéte, aby rozlozeni desky se vzorky a indexy jednotlivych vzorkl odpovidaly béhu naplanovaném v programu

Local Run Manager béhem nastaveni béhu.
0 2 Obnovte vzorek podle pokyni od vyrobce ultrasonikatoru.

U nékterych typl zkumavek ultrasonikatoru mize byt vyzadovana centrifugace za Ucelem konsolidace vzorku ve

zkumavce.

0 3 Pro kazdy fragmentovany vzorek gDNA pouzijte pipetu P20 s jemnymi $pickami k provedeni 3 transfert 16,7 pul do

prazdné jamky na desce LP MIDI.
[0 4 Na desku LP MIDI prilepte tésnéni.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, pfilepte na desku LP MIDI tésnéni a odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty. Skladujte

pfi teploté —25 °C az —-15 °C maximalné 7 dni.
Datum a ¢as ukonc&eni

Priprava na kroky protokolu

0 1 Pfipravte nadobu s ledem.
0 2 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynd k rozmrazeni.

Tabulka 7 Krabice pfipravy knihovny TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031118)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani
ERA1-A -25°Caz-15°C Ulozte na led.

ERA1-B -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu.
ALBH1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu.
LIG3 -25°Caz-15°C Ulozte na led.

SUA1 (modré vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu.
UMI (bilé vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu.
STL -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu.
EPM -25°Caz-15°C Ulozte na led.

Tabulka 8 Krabice pfipravy knihovny TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani
SPB (svétle zeleny Stitek) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté na 30 minut.
RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté.

Tabulka 9 Krabice indexacnich primert TruSight Oncology Comp UP (PN 20031120)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani

UPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte pfislusné zkumavky s indexa¢nim primerem na
pokojovou teplotu.

Tabulka 10 Krabice indexac¢nich primert TruSight Oncology Comp CP (PN 20031126)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani

CPxx -25°C az-15°C Rozmrazte pfislusné zkumavky s indexaénim primerem na
pokojovou teplotu.

Krok protokolu

Provedeni opravy koncu a A-
Tailing

Provedeni opravy koncu a A-
Tailing

Ligace adaptér
Ligace adaptérd
Ligace adaptér
Ligace adaptérd
Ligace adaptér

Indexace PCR

Krok protokolu
Cisténi ligace

Cisténi ligace

Krok protokolu
Indexace PCR

Krok protokolu
Indexace PCR
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Provedeni opravy konct a A-Tailing

14

Priprava
Datum a €as zadatku
0 1 Predehtejte 2 mikrovzorkové inkubatory s vyhfivacimi viozkami MIDI nasledujicim zplsobem.

Predehrejte mikrovzorkovy inkubator na 30 °C.
Predehrejte mikrovzorkovy inkubator na 72 °C.

0 2 Pripravte nasledujici reagencie.

ERA1-A — Kratce odstredte a pipetovanim promichejte. UloZte na led.

ERA1-B - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte. Zkontrolujte, zda neobsahuje srazeniny.
Pokud jsou pfitomné, zahrejte zkumavku na 37 °C a nasledné pipetovanim promichejte, dokud se srazeniny
nerozpusti.

[0 3 Pripravte hlavni smés ERA1 v mikrocentrifugacni zkumavce.
Tabulka 11 Hlavni smés ERA1

Slozka hlavni smési 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
ERA1-B 26 pl 69 pl 138 pl 207 pl 415 pl
ERA1-A 10 pl 27 ul 54 pl 81 yl 161 pl

Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v €asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

O 4 Pomalym pipetovanim 10krat promichejte, kratce odstfedte a poté umistéte hlavni smés ERA1 na led.

O 5 Pro pfipravu desky zvolte odpovidajici moznost z nasledujicich dvou moznosti.

O a

oooogao
® Qa0 oo

O f

MozZnost €. 1: Kdyz jsou vzorky na desce MIDI.

Zmeénte oznaceni desky MIDI na LP2 (Library Preparation 2 — Pfiprava knihovny 2).
Pokud se nékteré vzorky nachazeji na samostatnych deskach MIDI, pfesunte vSechny vzorky do samostatnych
jamek na stejné MIDI desce na zakladé rozlozeni desky.

Moznost €. 2: KdyZ je deska zmrazena.

Rozmrazte desku PCF PCR nebo LP PCR na pokojovou teplotu.

Odstrfedujte desku pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Pipetovanim 10krat promichejte.

Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP2 (Library Preparation 2 — Pfiprava knihovny 2).
Preneste vSech 50 pl kazdého vzorku z desky PCF PCR nebo LP PCR do odpovidajici jamky na desce
LP2 MIDI.

Zlikvidujte desku PCF PCR nebo LP PCR.

Postup
0 1 Pfidejte 10 pl hlavni smési ERA1 do kazdé vzorkové jamky na desce LP2 MIDI.
0 2 Zlikvidujte zbyvajici hlavni smés ERA1.
OO0 3 Na desku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

O 4 Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
[0 5 Inkubujte v pfedehfatém mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 30 °C po dobu 30 minut.
0 6 Ihned pfeneste na druhy prfedehraty mikrovzorkovy inkubator a inkubujte pfi 72 °C po dobu 20 minut.
0 7 Ulozte desku LP2 MIDI na led na dobu 5 minut.
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Ligace adaptérd
Tento proces liguje adaptéry na konce fragmentcDNA nebo gDNA.
Rozbor TSO Comprehensive obsahuje adaptéry SUA1 a adaptéry UMI.
Adaptéry SUA1 pouzivejte se vzorky RNA.
Adaptéry UMI pouzivejte se vzorky DNA.

Priprava
Datum a €as zac¢atku
0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
ALB1 - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
LIG3 - Kratce odstredte a pipetovanim promichejte. Ulozte na led.
SUA1 - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
UMI - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
STL - OdloZzte pro ucely postupu.

Postup
1 Odeberte desku LP2 MIDI z ledu.
2 Pfidejte 60 pl ALB1 do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI. Pipetovani provadéjte pomalu.
3 Pridejte 5 pl LIG3 do kazdé jamky vzorku.
4 Pfidejte adaptéry.
Nekombinujte r(izné typy adaptérd.
Jamky vzorku RNA - 10 pl SUA1 (modré vicko) do kazdého vzorku odvozeného z RNA.
Jamky vzorku DNA - 10 pl UMI (bilé vicko) do kazdého vzorku odvozeného z DNA.
Na desku LP2 MIDI prilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté.
Promichejte STL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 5 pl STL do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI.
0 Na desku LP2 MIDI prilepte tésnéni.
Ddkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.
O 11 Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Ooooo

O
o

oooogao
= © 0N O

Cisténi ligace

Priprava
Datum a €as zac¢atku
OO0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
SPB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
RSB - Odlozte pro ucely postupu.
0 2 Pripravte Cerstvy 80% ethanol do 15ml nebo 50ml kénické zkumavky.

Reagencie 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
100% ethanol, Cisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
Voda prosta RNaz/DNaz 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml

0 3 Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
0 4 Pfipravte magnet.
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Postup

Vazba

[0 1 Michejte SPB ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.

O 2 lhned pfidejte 112 pl SPB do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI.
Pokud k davkovani SPB pouzivate zlab, zapoditejte pfi davkovani dostateéného mnozstvi materidlu na kazdy vzorek
faktor prebytku 1,05. Po pfidani SPB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvajici material.

[0 3 Na desku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.
Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

[0 4 Michejte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

0 5 Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

O 6 Umistéte desku LP2 MIDI na magneticky stojan na dobu 10 minut.

0 7 Pomoci pipety P200 nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych vzorkovych jamek veSkery supernatant, aniz byste
narusili shluk &astic.

Myti
O 1 Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.

[0 a Ponechte na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé vzorkové jamky 200 pl Cerstvého 80% ethanolu.
0 b Pockejte 30 sekund.
O ¢ Odeberte z jednotlivych jamek veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

0 2 Promyijte Castice podruhé.

0 3 Odstrante z jednotlivych jamek zbytek ethanolu.
Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spickou.

O 4 Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.

Eluovani
0 1 Odeberte desku LP2 MIDI z magnetického stojanu.
O 2 Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové trepacce.
O 3 Pridejte 27,5 pyl RSB do kazdé vzorkové jamky.
O 4 Na desku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky.
[0 5 Michejte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
0 6 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.
OO0 7 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
[0 8 Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako LS (Library Samples — Vzorky knihovny).
0 9 Preneste 25 pl kazdého eluatu z desky LP2 MIDI do odpovidajici jamky na desce LS PCR.
[0 10 Zlikvidujte prazdnou desku LP2 MIDI.
0 11 Na desku LS PCR pfilepte té€snéni.
Indexace PCR
Priprava

Datum a €as zaCatku
OO0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
EPM - UloZte na led.
UPxx — Promichejte ve vortexové tfepacce a kratce odstfedte. UPxx je indexaéni primer vybrany na obrazovce
Create Run (Vytvofit béh) v programu Local Run Manager pfi nastaveni béhu.
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CPxx — Promichejte ve vortexové tfrepacce a kratce odstredte. CPxx je indexacni primer vybrany na obrazovce
Create Run (Vytvofit béh) v programu Local Run Manager pfi nastaveni béhu.
[0 2 Zajistéte, aby indexy jednotlivych vzorkd odpovidaly béhu naplanovaném v programu Local Run Manager béhem
nastaveni béhu. P¥i vybéru indexu dodrzujte pokyny uvedené v pfibalovém letdku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

é UPOZORNENI
Rozdily mezi vzorky a indexa¢nimi primery zplsobi, Ze se z dlivodu $patné identifikace pozitivnich
vzork( vykazou nespravné vysledky.
Postup
O 1 Pridejte 5 pl pfislusného indexacniho primeru (UPxx nebo CPxx) do odpovidajici jamky vzorku na desce LS PCR v

souladu s indexy vybranymi na obrazovce Create Run (Vytvofit béh) v programu Local Run Manager pfi nastaveni
béhu.

UPOZORNENI
V jednu chvili pracujte a méjte otevienou pouze jednu zkumavku s indexa¢nim primerem. Indexacni
zkumavku po pouziti ihned znovu uzavrete. Indexacéni primery nekombinujte dohromady.

[0 2 Michejte EPM 5 sekund ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.
0 3 Pridejte 20 pl EPM do kazdé vzorkové jamky.
0 4 Na desku LS PCR pfilepte tésnéni.
Dulkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.
O 5 Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
0 6 Opét uskladnéte reagencie pred amplifikaci.

UPOZORNENI

Provedte vSechny nasledné kroky v postamplifikacni oblasti, abyste zabranili pfenosu amplifika¢niho
produktu.

O 7 Odstfedujte desku LS PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.
O 8 Umistéte ji na pfedem naprogramovany postamplifikacni termocyklér a spustte program I-PCR.
Viz ¢ast Programovéni termocyklérd na strané 4.

POZNAMKA V navaznosti na Nastaveni prvni hybridizace na stran& 18 postupuijte dle pokyn( k rozmrazovani
reagencii v ¢asti Pfiprava na kroky protokolu.

00 9 Po dokoné&eni programu I-PCR odstfedujte desku LS PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.
0 10 Zménte oznaceni desky na ALS (Amplified Library Samples — Vzorky z amplifikovanych knihoven).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, uskladnéte desku ALS PCR pri teploté od —-25 °C do -15 °C az 30 dni.
Datum a ¢as ukon&eni

Priprava na kroky protokolu

O 1 Zkontrolujte, Ze jsou nastaveny programy termocykléru po amplifikaci. Viz ¢ast Programovani termocyklérti na strané
4.
0 2 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynd k rozmrazeni.
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Tabulka 12 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031123)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

TCB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Nastaveni prvni hybridizace
Tabulka 13 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

TCA1 -25°C az-15°C  Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni prvni hybridizace

Tabulka 14 Krabice sady obsahu TruSight Oncology Comp (PN 20031122)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
OPR1 (Cervené vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni prvni hybridizace
OPD2 (bilé vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni prvni hybridizace

Nastaveni prvni hybridizace

Priprava
Datum a Cas zacatku
0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
TCB1 - Zahfivejte zkumavku pfi teploté 37 °C po dobu 5 minut. Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a
poté kratce odstredte.
TCA1 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
OPR1 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
OPD2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
0 2 Pokud byla deska ALS PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a odstfedujte pfi 280 g po dobu 1
minuty. Nasledné pipetovanim promichejte.
0 3 Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako HYB1 (Hybridization 1 — Hybridizace 1).

Postup
O 1 Preneste 20 pl z kazdé knihovny cDNA nebo gDNA z desky ALS PCR do odpovidajici jamky na desce HYB1 PCR.
[0 2 Na desku ALS PCR prilepte tésnéni a odlozte.
Dikladné utésnéte okraje a jamky.
O 3 Zkontrolujte, Ze se v TCB1 nenachazeji srazeniny. Pokud jsou pfitomny, zahfejte zkumavku znovu a promichejte ji ve
vortexové tiepacce, dokud se krystaly nerozpusti.
4 Pfidejte 15 pl TCB1 do kazdé jamky knihovny na desce HYB1 PCR.
Pridejte 10 pyl TCA1 do kazdé jamky knihovny na desce HYB1 PCR.
6 Pridejte sondy.
Nekombinujte rlizné typy sond.
Jamky knihovny RNA - 5 pyl OPR1 do kazdé knihovny odvozené z RNA.
Jamky knihovny DNA -5 pl OPD2 do kazdé knihovny odvozené z DNA.
O 7 Na desku HYB1 PCR pfilepte tésnéni.

O 0O
o

UPOZORNENI
Zajistéte, aby okraje a jamky byly dlikladné utésnéné, a zabrarite tak odparovani.
[0 8 Micheijte v trepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
0 9 Vlozte na termocyklér a spustte program HYB1.
Viz ¢ast Programovani termocykléri na strané 4.
10 Hybridizujte pfi 57 °C po dobu minimalné 8 hodin a maximalné 24 hodin.
11 Opét uskladnéte hybridizani reagencie.
12 Desku ALS PCR skladujte pfi teploté od —25 °C do -15 °C po dobu az 30 dni.

Ooood
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Priprava na kroky protokolu
0 1 Na zacéatku 2. dne vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupujte dle pokynl k rozmrazeni.
Tabulka 15 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031123)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

SMB (tmavé modry Stitek) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté na 30 minut. Prvni zachyceni cild
Druhé zachyceni cill

ET2 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Prvni zachyceni cild
Druhé zachyceni cil(

HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Prvni zachyceni cild
Druhé zachyceni cild
Normalizace knihoven

TCB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Nastaveni druhé hybridizace
RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Druhé zachyceni cild
Cisténi amplifikované
obohacené knihovny
Tabulka 16 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031121)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Prvni zachyceni cild
Druhé zachyceni cil(
Normalizace knihoven

EEW -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Prvni zachyceni cilC

TCA1 -25°Caz-15°C  Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni druhé hybridizace

Tabulka 17 Krabice sady obsahu TruSight Oncology Comp (PN 20031122)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
OPR1 (Cervené vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni druhé hybridizace
OPD2 (bilé vicko) -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Nastaveni druhé hybridizace
Ve Ve 71 O
Prvni zachyceni cilu
Priprava

Datum a Cas zaCatku
O 1 Predehfejte mikrovzorkovy inkubator s vyhfivaci vlozkou MIDI na 57 °C.
[0 2 Pripravte nasledujici reagencie.
EEW - Michejte ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty.
EE2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
HP3 — Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
SMB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
Ujistéte se, ze pro tento postup pouzivate SMB, nikoliv SPB.
ET2 - Odlozte pro ucely postupu.
[0 3 Pripravte Cerstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstredivky.

Tabulka 18 Eluéni smés EE2 + HP3 pro prvni zachyceni cilt

Slozka eluéni smési 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 85,5 pl 228 pl 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 4,5 pl 12 ul 24 ul 36 ul 72 pl
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Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).
0 4 Promichejte eluéni smés EE2 + HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte. OdloZte pro ucely kroku
Eluovani.
0 5 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako CAP1 (Capture 1 — Zachyceni 1).
[0 6 Pripravte magnet.

Postup

Vazba

Odeberte desku HYB1 PCR z termocykléru.

Odstredujte desku HYB1 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Michejte SMB ve vortexové trepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace castic.

Ihned pridejte 150 pul SMB do kazdé jamky knihovny na desce CAP1 MIDI.

Pokud k davkovani SMB pouzivate zlab, zapocitejte pfi davkovani dostate€ného mnozstvi materidlu na kazdy vzorek

faktor pfebytku 1,15. Po pfidani SMB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veSkery zbyvajici material.

0 5 Nastavte pipetu na 50 pl a pfeneste cely objem kazdé knihovny z desky HYB1 PCR do odpovidajici jamky na desce
CAP1 MIDI.

6 Zlikvidujte prazdnou desku HYB1 PCR.

7 Na desku CAP1 MIDI pfilepte té€snéni.
Ddkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

8 Micheijte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

9 Inkubuijte v predehfatém mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 25 minut.

10 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

11 Ponechte desku CAP1 MIDI na magnetickém stojanu a pomoci pipety P200 nastavené na 200 pl odeberte veskery
supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

oooao
I NGOV I

oo

OoooOod

UPOZORNENI
Prejdéte ihned k dalsimu kroku (Myt). Shluk ¢astic se nesmi odstavit na delsi dobu, pokud neni pfitomna
kapalina.

Myti
01 Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.

)

Odeberte desku CAP1 MIDI z magnetického stojanu.

Pridejte 200 yl EEW do kazdé jamky.

¢ Nastavte pipetovaci objem 150 pl a pipetovanim minimalné 10krat promichejte. Zajistéte resuspendaci
vSech castic.

O

d
t
(|

& UPOZORNENI
Peclivym nasatim celého roztoku ¢astic z jamek do Spicky zajistéte, aby nebyly pfitomny zadné

shluky ¢astic. Poté se podivejte na dno u vSech jamek, zda neobsahuji shluk. BEhem krok( myti
naklanéjte Spicku pipety ke shluku &astic, aby se shluk uvolnil. Zajistéte, aby se cely shluk &astic
dostal do roztoku. Roztok by mél mit tmavé hnédou barvu a homogenni konzistenci.

Na desku CAP1 MIDI pfilepte t&snéni.

Dlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepacéce pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut.

Inkubujte v mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 5 minut.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

oooogao
TQ +~ 0o a
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0 i Ponechte na magnetickém stojanu a odeberte z jednotlivych jamek veSkery supernatant, aniz byste

a2
a3
04

narusili shluk ¢astic.

Promyjte ¢astice podruhé.

Promyjte ¢astice potreti.

Odstrarite z jednotlivych jamek zbytek supernatantu.
Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spi¢kou.

Eluovani

oooogoao
S NIV SRR

ooooOoond
- =4 © ®~NO®

0
1

12
13
14
15
16

ooooOod

Odeberte desku CAP1 MIDI z magnetického stojanu.

Promichejte Cerstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
Opatrné pfidejte 17 pl eluéni smési EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce CAP1 MIDI.
Zlikvidujte zbyvajici eluéni smés EE2 + HP3.

Na desku CAP1 MIDI prilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako ELU1 (Elution 1 — Eluce 1).

Promichejte ET2 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Pridejte 5 pl ET2 do kazdé odpovidajici jamky knihovny na desce ELU1 PCR.

Opatrné preneste 15 pl eluatu z jednotlivych jamek knihovny na desce CAP1 MIDI do odpovidajicich jamek na desce
ELU1 PCR.

Zlikvidujte prazdnou desku CAP1 MIDI.

Na desku ELU1 PCR prilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.

Opét uskladnéte EEW.

Nastaveni druhé hybridizace

Priprava

Datum a ¢as zacatku

OO0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
TCB1 - Zahfivejte zkumavku pfi teploté 37 °C po dobu 5 minut. Michejte 10 sekund ve vortexoveé tfepacce a
poté kratce odstredte.
TCA1 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
OPR1 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
OPD2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Postup
O 1 Zkontrolujte, ze se v TCB1 nenachazeji srazeniny. Pokud jsou pfitomny, zahfejte zkumavku znovu a promichejte ve
vortexové tfepacce, dokud se krystaly nerozpusti.
[0 2 Pridejte 15 pl TCB1 do kazdé jamky knihovny na desce ELU1 PCR.
0 3 Pridejte 10 ul TCA1 do kazdé jamky knihovny.
0 4 Pfidejte sondy.
Nekombinujte rlizné typy sond.
Jamky knihovny RNA -5 pl OPR1 do kazdé knihovny odvozené z RNA.
Jamky knihovny DNA -5 pyl OPD2 do kazdé knihovny odvozené z DNA.
0 5 Na desku ELU1 PCR pfilepte té€snéni.

Ddlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.
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[0 6 Michejte v trepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
0 7 Vlozte na termocyklér a spustte program HYB2.
Viz ¢ast Programovani termocykléri na strané 4.
O 8 Hybridizujte pfi 57 °C po dobu minimalné 1,5 hodiny a maximalné 4 hodin.
0 9 Opét uskladnéte TCA1, TCB1, OPR1 a OPD2.

Druhé zachyceni cil(l

Priprava
Datum a €as zaCatku

0 1 Predehrejte mikrovzorkovy inkubator s vyhfivaci viozkou MIDI na 57 °C.

[0 2 Pripravte nasledujici reagencie.
EE2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
HP3 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
SMB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

Ujistéte se, ze pro tento postup pouzivate SMB, nikoliv SPB.

RSB - Odlozte pro ucely postupu.
ET2 - Odlozte pro ucely postupu.

OO0 3 Pripravte Cerstvou elucni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstredivky.

Tabulka 19 Elu¢ni smés EE2 + HP3 pro druhé zachyceni cill

Slozka eluéni smési 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 85,5 pl 228 pl 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5 pl 12 pl 24 pl 36 pl 72 pl

Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

O 4 Promichejte ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstfedte. Odlozte pro ucely kroku Eluovani.

O 5 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako CAP2 (Capture 2 — Zachyceni 2).

O 6 Pfipravte magnet.

Postup
Vazba
O 1 Odeberte desku ELU1 PCR z termocykléru.
O 2 Odstfedujte desku ELU1 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.
[0 3 Michejte SMB ve vortexové tirepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace Castic.
O 4 lhned pfidejte 150 pl SMB do kazdé jamky knihovny na desce CAP2 MIDI.

Pokud k davkovani SMB pouzivate Zlab, zapocitejte pfi davkovani dostate¢ného mnozstvi materidlu na kazdy vzorek
faktor prebytku 1,15. Po pfidani SMB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvajici material.

0 5 Nastavte pipetu na 50 pl a pfeneste cely objem kazdé knihovny z desky ELU1 PCR do odpovidajici jamky na desce
CAP2 MIDI.

0 6 Zlikvidujte prazdnou desku ELU1 PCR.

0 7 Na desku CAP2 MIDI pfilepte tésnéni.
Dikladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

00 8 Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

[0 9 Inkubujte v mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 25 minut.
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POZNAMKA Pokud pokradujete krokem Amplifikace obohacené knihovny na strané 24, postupujte dle pokyn( k
rozmrazovani reagencii v ¢asti Pfiprava na kroky protokolu.

0 10 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
0 11 Ponechte desku CAP2 MIDI na magnetickém stojanu a pomoci pipety P200 nastavené na 200 pl odeberte z
jednotlivych jamek knihovny veSkery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

UPOZORNENI

Prejdéte ihned k dalSimu kroku (Myt). Shluk Eastic se nesmi odstavit na delSi dobu, pokud neni pfitomna
kapalina.

Myti

1 Odeberte desku CAP2 MIDI z magnetického stojanu.

2 Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové trepacce.

3 Pridejte 200 yl RSB do kazdé jamky.

4 Na desku CAP2 MIDI pfilepte tésnéni.

Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 4 minut.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

7 Ponechte desku CAP2 MIDI na magnetickém stojanu a odeberte veskery supernatant, aniz byste narusili shluk

¢astic.

0 8 Odstrante z jednotlivych jamek zbytek supernatantu.

Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spickou.

OoooOod

Oooo
o ul

Eluovani

Odeberte desku CAP2 MIDI z magnetického stojanu.

Promichejte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 22 pl elu¢ni smési EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce CAP2 MIDI.
Zlikvidujte zbyvajici elu¢ni smés EE2 + HP3.

Na desku CAP2 MIDI prilepte tésnéni.

Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

oooono
IS NIV SR

O 6 Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

O 7 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

0 8 Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako ELUZ2 (Elution 2 — Eluce 2).

[0 9 Promichejte ET2 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

0 10 Pridejte 5 pl ET2 do kazdé odpovidajici jamky knihovny na desce ELU2 PCR.

0 11 Opatrné preneste 20 pl eluatu z jednotlivych jamek knihovny na desce CAP2 MIDI do odpovidajicich jamek na desce
ELU2 PCR.

O 12 Zlikvidujte prazdnou desku CAP2 MIDI.

0 13 Na desku ELU2 PCR pfilepte té€snéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.
[0 14 Micheijte v trepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
0 15 Opét uskladnéte SMB, EE2, HP3 a ET2.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, odstfedujte desku ELU2 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°C do -15°C az 7 dni.Opét uskladnéte RSB.

Datum a ¢as ukonceni
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Priprava na kroky protokolu

[0 1 Pripravte nadobu s ledem.
0 2 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynd k rozmrazeni.

Tabulka 20 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
PPC3 -25°C az-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Amplifikace obohacené knihovny
EPM -25°Caz-15°C Ulozte na led. Amplifikace obohacené knihovny

Tabulka 21 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031123)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

SPB (svétle zeleny Stitek) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté na 30 minut. Cisténi amplifikované
obohacené knihovny

RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Cisténi amplifikované
obohacené knihovny
Priprava na sekvenovani

Amplifikace obohacené knihovny

Priprava
Datum a Cas zaCatku
0 1 Pokud byla deska ELU2 skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a nasledné odstfedujte pfi 280 g po dobu 1
minuty.

Postup
[0 1 Promichejte PPC3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
0 2 Pridejte 5 yl PPC3 do kazdé jamky knihovny na desce ELU2 PCR.
[0 3 Michejte EPM 5 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstiedte.
0 4 Pridejte 20 pyl EPM do kazdé jamky knihovny.
0 5 Na desku ELU2 PCR prilepte tésnéni.
Dikladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.
00 6 Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
O 7 Vlozte na termocyklér a spustte program EL-PCR.
Viz ¢ast Programovéni termocyklérd na strané 4.

POZNAMKA Pokud pokradujete krokem Normalizace knihoven na strané 26, postupujte dle pokynl k
rozmrazovani v ¢asti Pfiprava na kroky protokolu.

[0 8 Opét uskladnéte PPC3 a EPM.
Cisténi amplifikované obohacené knihovny

Priprava
Datum a Cas zadatku
0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
SPB - Zajistéte, aby byly &astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
Ujistéte se, Ze pro tento postup pouzivate SPB, nikoliv SMB.
RSB - Odlozte pro ucely postupu.
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0 2 Pripravte Cerstvy 80% ethanol do 15ml nebo 50ml kénické zkumavky.
Reagencie 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
100% ethanol, gisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
Voda prosta RNaz/DNaz 500 pl 1ml 2ml 3 ml 6 ml
0 3 Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
[0 4 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BIND2 (Clean Up Binding — Cistici vazba).
0 5 Pfipravte magnet.
Postup
Vazba

ooooooao
No ok N =

8
9
10
11

OoooOod

Odeberte desku ELU2 PCR z termocykléru.

Odstredujte desku ELU2 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Michejte SPB ve vortexoveé tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace Castic.
Ihned pfidejte 110 pl SPB do kazdé jamky knihovny na desce BIND2 MIDI.

Preneste 50 pl z kazdé knihovny z desky ELU2 PCR do odpovidajici jamky na desce BIND2 MIDI.
Zlikvidujte prazdnou desku ELU2 PCR.

Na desku BIND2 MIDI pfilepte tésnéni.

Ddlkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Inkubujte 5 minut pfi pokojoveé teploté.

Umistéte na magneticky stojan na dobu 5 minut.

Pomoci pipety P200 nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych jamek knihovny veskery supernatant, aniz byste
narusili shluk Castic.

Myti

a1

Promyjte ¢astice nasledujicim zpUsobem.

Ponechte na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé jamky 200 ul Cerstvého 80% ethanolu.

O a
0 b Pockejte 30 sekund.
Oc

Odeberte z jednotlivych vzorkovych jamek vesSkery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

0 2 Promyijte Castice podruhé.
0 3 Odstrante z jednotlivych jamek zbytek ethanolu.
Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spickou.
O 4 Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.
Eluovani
0 1 Odeberte desku BIND2 MIDI z magnetického stojanu.
O 2 Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové trepacce.
00 3 Pridejte 32 pl RSB do kazdé jamky knihovny.
O 4 Na desku BIND2 MIDI pfilepte tésnéni.
Ddkladné utésnéte okraje a jamky.
[0 5 Michejte v trepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
0 6 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.
OO0 7 Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
0 8 Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako PL (Purified Libraries — Vycisténé knihovny).
00 9 Preneste 30 pl kazdého eluatu z desky BIND2 MIDI do odpovidajici jamky na desce PL PCR.
[0 10 Zlikvidujte prazdnou desku BIND2 MIDI.
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[0 11 Na desku PL PCR prilepte tésnéni.
0 12 Opét uskladnéte SPB.

BOD BEZPECNEHO PRERUSEN(

Pokud provadite preruseni, odstfedujte desku PL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
—25°C do -15 °C az 30 dni. Opét uskladnéte RSB.

Datum a ¢as ukonc&eni

Priprava na kroky protokolu
01 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynid k rozmrazeni.

Tabulka 22 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
LNA1 -25°Caz-15°C  Rozmrazte na pokojovou teplotu. Normalizace knihoven
EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. Normalizace knihoven

Tabulka 23 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

LNB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté na 30 minut. Normalizace knihoven

HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven
PFiprava na sekvenovani

LNWA1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven

LNS1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven

0 2 Pokud stejny den pokradujete krokem Priprava na sekvenovéani na strané 29, postupuijte dle pokynt k rozmrazovani
v Casti Pfiprava na kroky protokolu.

Normalizace knihoven

Priprava
Datum a €as zac¢atku
0 1 Pripravte nasledujici reagencie.
LNB1 - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
LNA1 — Promichejte ve vortexoveé tfepacce.
EE2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
HP3 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
LNW1 — Promichejte ve vortexové tfepacce. Odlozte pro ucely postupu.
LNS1 - Promichejte ve vortexové tfepacce. Odlozte pro Ucely postupu.
0 2 Michejte LNB1 ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace &astic.
Promichejte LNB1 v preklopné tfepacce, abyste zajistili resuspendaci ¢astic.
0 3 Pomoci pipety P1000 nastavené na 800 pl desetkrat nasajte a vypustte LNB1, ¢imz zajistite resuspendaci.
0 4 Ihned pfipravte Cerstvou hlavni smés LNA1 + LNB1 v kénické zkumavce.

UPOZORNENI

Provedte Uplnou resuspendaci shluku ¢astic LNB1 v dolni ¢asti zkumavky, aby se zabranilo
nekonzistentni hustoté klastru.
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Tabulka 24 Hlavni smés LNA1 + LNB1

Slozka hlavni smési 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
LNA1 229 ul 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658
LNB1 41 pl 110 i 221 pl 331 pl 662 pl

Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

5 Promichejte hlavni smés LNA1 + LNB1 ve vortexové tfepacce. Odlozte pro ucely kroku Vazba.

6 Pripravte Cerstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstredivky.

Tabulka 25 Eluéni smés EE2 + HP3 k normalizaci knihoven

Slozka eluéni smési 3 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 114 pl 304 pl 608 i 912 ul 1824 pl
HP3 6 pl 16 ul 32 ul 48 ul 96 pl

Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemi v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology

Comprehensive (EU) (dokument &. 200007789).

7 Promichejte Cerstvou eluéni smés ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte. Odlozte pro ucely kroku Eluovani.

8 Pokud byla deska PL PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu, odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty a
nasledné pipetovanim promicheijte.

9 Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BBN (Bead Based Normalization — Normalizace na zakladé ¢astic).
10 Pfipravte magnet.
Postup
Vazba
1 Promichejte hlavni smés LNA1 + LNB1 ve vortexové tfepacce.
2 lhned pfidejte 45 pl hlavni smési LNA1 + LNB1 do kazdé jamky knihovny na desce BBN MIDI.
3 Zlikvidujte zbyvajici hlavni smés LNA1 + LNB1.
4 Pridejte 20 pl z kazdé knihovny z desky PL PCR do odpovidajici jamky na desce BBN MIDI.
5 Na desku BBN MIDI pfilepte tésnéni.
Ddlkladné utésnéte okraje a jamky.
6 Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 30 minut.
7 Na desku PL PCR pfilepte t&snéni a opét ji uskladnéte.
8 Umistéte desku na magneticky stojan na 2 minuty.
9 Ponechte ji na magnetickém stojanu a pomoci pipety P200 odeberte z jednotlivych jamek veSkery supernatant, aniz
byste narusili shluk ¢astic.
Myti
1 Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.
0 a Odeberte desku BBN MIDI z magnetického stojanu.
O b Pridejte 45 ul LNW1 do kazdé jamky knihovny.
0 ¢ Na desku BBN MIDI prilepte té&snéni.
[0 d Duakladné utésnéte okraje a jamky.
O e Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 5 minut.
O f Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
[0 g Odeberte z jednotlivych jamek veSkery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.
2 Promyijte Castice podruhé.
3 Odstrante z jednotlivych jamek zbytek supernatantu.
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Pouzijte pipetu P20 s jemnou Spickou.

Eluovani

Odeberte desku BBN MIDI z magnetického stojanu.

Promichejte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 32 pl roztoku EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce BBN MIDI.

Zlikvidujte zbyvajici elu¢ni smés.

Na desku BBN MIDI pfilepte t&snéni.

Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako NL (Normalized Libraries — Normalizované knihovny).
Opatrné preneste 30 pl eluatu z jednotlivych jamek knihovny na desce BBN MIDI do odpovidajicich jamek na desce
NL PCR.

ooooo
S I NV SR

ooOood
© o N o

UPOZORNENI
Pokud dojde k nasati ¢astic do pipetovych Spicek, vypustte Castice zpét na desku na magnetickém
stojanu, a pfedtim, nez budete pokracovat dalsim krokem postupu, vyCkejte, dokud kapalina nebude ¢ira
(cca 2 minuty).
[0 10 Zlikvidujte prazdnou desku BBN MIDI.
0 11 Promichejte LNS1 ve vortexové tfepacce.
0 12 Pridejte 30 pl LNS1 do kazdé jamky knihovny na noveé desce NL PCR.
0 13 Pipetovanim 5krat promichejte.
0 14 Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
[0 15 Opét uskladnéte LNB1, LNA1, EE2, LNW1 a LNS1.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, odstfedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°C do -15°C az 30 dni.
Datum a ¢as ukond&eni

Priprava na kroky protokolu
S pfipravou spotfebniho materialu pro sekvenovani ze sady NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cykld) (PN 20028871) zacnéte nejméné hodinu pred pouzitim.
OO0 1 Vyjmeéte pufr pro fedéni knihoven (HT1) ze skladovacich prostor s teplotou -25 °C az -15 °C, rozmrazte na
pokojovou teplotu a umistéte na led.
0 2 Pri pfipravé dal$iho spotfebnino materidlu v sadé postupuijte dle pokynd k pfipravé v Referencni prirucéce pro pristroj
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Zasobnik s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykld)
Zasobnik s pufrem NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykl()

Zasobnik s pritokovou kyvetou NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykl()
[0 3 Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupuijte dle pokynid k rozmrazeni.
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Tabulka 26 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (mrazeni) (PN 20031121)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

PhiX Internal -25°C az -15°C Rozmrazte na pokojovou teplotu. UlozZte na led. Ptiprava na sekvenovani
Control

(Vnitfni

kontrola

PhiX) (PhiX)

Tabulka 27 Krabice obohaceni TruSight Oncology Comp (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Priprava na sekvenovani
RSB (rizovy $titek) 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. PFiprava na sekvenovani

Priprava na sekvenovani

Priprava

Datum a Cas zacatku

0 1 Pokyny pro uréeni poctu knihoven a vybér index( naleznete v pribalovém letaku k modulu TruSight Oncology
Comprehensive (dokument ¢. 200007789).

O 2 Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako dHP3 (diluted HP3 — zfedéné HP3).

O 3 Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako dPhiX (diluted PhiX — zfedéné PhiX).

OO0 4 Predehfejte tepelny blok pro zkumavky mikroodstredivky na 96 °C.

OO0 5 Pripravte nadobu s ledem.

Kontrola fredéni a denaturace PhiX
[0 1 Promichejte HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
0 2 Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky dHP3.
10 pl HP3
190 pl vody prosté RNaz/DNaz

0 3 Promichejte dHP3 ve vortexove tfepacce a poté kratce odstredte.
O 4 Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové trepacce.
[0 5 Promichejte kontrolu PhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
OO0 6 Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky dPhiX.
8 ul RSB
2 pl kontroly Phix
0 7 Pridejte 10 pl dHP3 do zkumavky dPhiX.
0 8 Zlikvidujte zkumavku dHPS3.
0 9 Promichejte zkumavku dPhiX ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.
0 10 Inkubujte dPhiX 5 minut pfi pokojové teploté kvali denaturaci.
0 11 Promichejte HT1 ve vortexové trepacce.
[0 12 Ihned pfidejte 980 pl predchlazeného HT1 do dPhiX.
[0 13 Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
[0 14 Umistéte dPhiX do ledu, dokud nebude pouzito v pfipravé druhého redéni.

Cilova koncentrace je 20 pM dPhiX.
0 15 Znovu uskladnéte PhiX, HP3 a RSB.

VlozZeni do fondu a denaturace knihoven

0 1 Pokud byla deska NL PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a nasledné odstredujte pfi 280 g po dobu
1 minuty.
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30

O3

Pomoci sady vicekanalové pipety nastavené na 30 pl opatrné 5krat pipetovanim promichejte knihovny na desce NL
PCR.

Pro kazdou knihovnu pouzijte Cerstvé SpicCky.

UPOZORNENI
Optimalni vykon zajistite fadnym promichanim knihoven.
Pro vlozeni do fondu, denaturaci a fedéni knihoven zvolte jednu z nasledujicich moznosti.
MozZnost ¢. 1: Soucasna sekvenace knihoven odvozenych ze vzorkl RNA a vzorkd DNA. Viz ¢ast Moznost ¢. 1:
Knihovny DNA a RNA spolecné na strané 30.
MozZnost &. 2: Sekvenace knihoven odvozenych pouze ze vzorkd DNA. Viz ¢ast Moznost ¢. 2: Pouze knihovny
DNA na strané 31.

Moznost ¢. 3: Sekvenace knihoven odvozenych pouze ze vzorkd RNA. Viz ¢ast MozZnost ¢. 3: Pouze knihovny
RNA na strané 31.

Moznost €. 1: Knihovny DNA a RNA spole¢né

1
2
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Oznacte zkumavku mikroodstredivky jako PRL (Pooled RNA Libraries — Knihovny RNA ve fondu).
Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako PDL (Pooled DNA Libraries — Knihovny DNA ve fondu).
Preneste 10 pl z kazdé normalizované knihovny RNA (cDNA) z desky NL do zkumavky PRL.
Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexa&nim primerem.

Preneste 10 pl z kazdé normalizované knihovny DNA z desky NL do zkumavky PDL.

Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexa&nim primerem.

Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

Promichejte obé zkumavky PRL a PDL ve vortexové tfrepacce.

Zkumavky PRL a PDL kratce odstredte.

Inkubujte zkumavky PRL a PDL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.

Umistéte PRL a PDL do ledu na dobu 5 minut.

10 Promichejte PRL a PDL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
11 Umistéte zkumavky PRL a PDL do ledu.

Priprava prvniho redéni

a1
a2
O3
04
os
[G]

Oznadte 1,7ml zkumavku mikroodstiedivky jako DIL1 (Dilution 1 — Redéni 1).
Preneste 20 pyl PDL do prazdné zkumavky DIL1.

Pridejte 5 pl PRL do DIL1.

Zlikvidujte zkumavky PDL a PRL.

Pridejte 475 pl predchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (fedéni 1 : 20).
Promichejte zkumavku DIL1 ve vortexové tfepacCce a poté kratce odstredte.

Priprava druhého redéni

oooooOood
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Oznadte 2,0ml zkumavku mikroodstedivky jako DIL2 (Dilution 2 — Redéni 2).

Preneste 40 pl DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.

Zlikvidujte zkumavku DIL1.

Pridejte 1660 pl predchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (fedéni 1 : 850).

Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Pridejte 2,5 pl pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(300 cykIG).

Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
Zlikvidujte zkumavku DIL2.
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Odstredujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od —25 °C do -15 °C az 30 dni.
Pokracujte v sekvenaci.
Dal&i informace naleznete v Referencni prirucce pro pfistroj NextSeq 5650Dx (dokument &. 1000000009513).

Moznost €. 2: Pouze knihovny DNA
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Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako PDL (Pooled DNA Libraries — Knihovny DNA ve fondu).
Preneste 10 pl z kazdé normalizované knihovny DNA z desky NL do zkumavky PDL.
Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexa&nim primerem.

Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

Promichejte zkumavku PDL ve vortexové tfepacce.

Zkumavku PDL kratce odstredte.

Inkubujte zkumavku PDL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.

Umistéte PDL do ledu na dobu 5 minut.

Promichejte zkumavku PDL ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
Umistéte zkumavku PDL do ledu.

Priprava prvniho fedéni

a2

Oznadéte 1,7ml zkumavku mikroodstiedivky jako DIL1 (Dilution 1 — Redéni 1).
Preneste 10 pl PDL do prazdné zkumavky DIL1.

Zlikvidujte zkumavku PDL.

Pridejte 190 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (fedéni 1 : 20).
Promichejte DIL1 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Priprava druhého redéeni

OooooooOood
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Oznadte 2,0ml zkumavku mikroodstiedivky jako DIL2 (Dilution 2 — Redéni 2).

Preneste 40 pl DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.

Zlikvidujte zkumavku DIL1.

Pridejte 1660 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (fedéni 1 : 850).

Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Pridejte 2,5 pl pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.

Promichejte ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.

Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(800 cykld).

Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
Zlikvidujte zkumavku DIL2.

Odstfedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a poté skladujte pfi teploté od —25 °C do —-15 °C az 30 dni.
Pokracujte v sekvenaci.

Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pfistroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Moznost €. 3: Pouze knihovny RNA
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Oznacte zkumavku mikroodstredivky jako PRL (Pooled RNA Libraries — Knihovny RNA ve fondu).
Preneste 10 pl z kazdé normalizované knihovny RNA (cDNA) z desky NL do zkumavky PRL.
Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexacnim primerem.

Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.

Ddkladné utésnéte okraje a jamky.

Promichejte zkumavku PRL ve vortexové trepacce.

Zkumavku PRL kratce odstredte.

Inkubujte zkumavku PRL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.

Umistéte PRL do ledu na dobu 5 minut.
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[0 8 Promichejte zkumavku PRL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
09 Umistéte zkumavku PRL do ledu.

Priprava prvniho fedéni
[0 1 Oznaéte 1,7ml zkumavku mikroodstedivky jako DIL1 (Dilution 1 — Red&ni 1).
0 2 Preneste 10 pl PRL do prazdné zkumavky DIL1.
O 3 Zlikvidujte zkumavku PRL.
[0 4 Pridejte 190 pl prfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (Fedéni 1 : 20).
[0 5 Promichejte DIL1 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Priprava druhého redéni
Oznadte 2,0ml zkumavku mikroodstiedivky jako DIL2 (Dilution 2 — Redéni 2).
Preneste 40 pl DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.
Zlikvidujte zkumavku DIL1.
Pridejte 1646 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (fedéni 1 : 843).
Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 16,7 pl pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.
Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(300 cyklG).
Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
9 Zlikvidujte zkumavku DIL2.
10 Odstfedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od —25 °C do -15 °C az 30 dni.
11 Pokralujte v sekvenaci.
Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

oooooood
0N O WN =

Ooood

Dokument €. 200009022 vO2 CZE Duben 2022



Formular sledovanilaboratornich vysledk’ TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)

Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. ajejich pfidruzenych spolec¢nosti (dale jen ,lllumina®). Slouzi vylu¢né
zékaznikovi ke smluvnim Ucellm v souvislosti s pouZitim zde popsanych produktl a k zadnému jinému Ucelu. Tento dokument a jeho obsah
nesmi byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym ucelem ani jinak sdélovan, zverfejfiovan ¢i rozmnoZovan bez predchoziho pisemného souhlasu
spoleénosti lllumina. Spole¢nost lllumina nepfedava timto dokumentem Zadnou licenci na svdj patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i
prava na zékladé zvykového prava ani zddna podobnd prava tretich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt dlsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné proskolenym persondlem, aby bylo zajisténo
spravné a bezpetné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produkt beze
zbytku precist a pochopit.

NEDODRZENI POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVANI ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST

K POSKOZENI PRODUKTU, PORANENI OSOB, AT UZ UZIVATELU CI JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICI SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITi ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VEETNE DiLU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2022 lllumina, Inc. V8echna prava vyhrazena.

V8echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pfislusnych vlastnikd. Informace o konkrétnich ochrannych
znamkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni udaje
lllumina
5200 lllumina Way
San Diego, Kalifornie 92122 U.S.A. IVD
+1 800 809 ILMN (4566)
+1858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) ec | rep
techsupport@illumina.com
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nizozemsko

Stitky na produktech

UplIné vysvétleni symbold, které se mohou objevit na baleni a oznageni produktd, naleznete v prehledu symbol
pro vasi sadu na adrese support.illumina.com.
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