ilumina

Nasledujici kroky provedte ukazdého

alikvotniho podilu:

a Odstfedujte pfi 1 600 g po dobu 10 minut
pfi teploté 4 °C.

b l|zolaci plazmy zahajte do 15 minut.

Zkontrolujte, zda kazda zkumavka obsahuje

minimalné 1,5 ml plazmy nad povlakem

z vysrazenych leukocytd (tzv. buffy coat).

Ze zkumavek sejmeéte uzavery a zkumavky

vloZte do drzak( zkumavek.
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Zadejte ID davky a uzivatelské jméno.

Nactéte seznam vzork( nebo kliknéte na No

Sample Sheet (Bez seznamu vzorkd).

Vyberte velikost davky.

Vyberte pocet kontrol bez Sablony (NTC).

VloZte vzorky, Spicky a desky (s Sarovym

kdédem sméfuijicim vpravo) do drzaku.

Sledujte automatické kroky.

Po skonc&eni kliknéte na prikaz Unload

(Vylozit), jimz se vylozi ploSina.

Vyjméte desku s hlubokymijamkami

s prechodnou plazmou.

a Zkontrolujte shodnost objemd na desce.

b Veskeré nesrovnalosti zaznameneijte.

¢ Desku zapecette, viozte ji vrovnovazné
poloze a odstredujte pfi 5 600 g po dobu
10 minut.

Kliknéte na Yes (Ano).

Sejméte tésnici folii desky a znovu viozte

desku do drzaku.

Sledujte automatické kroky.

Po skonceni kliknéte na prikaz Unload

(Vylozit), jimz se vylozi ploSina.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow

Manager, vyprazdnéte drzaky a plosinu.

Vyjméte desku s hlubokymi jamkami

obsahujici kone€nou plazmu.

Zkontrolujte, zda jsou objemy na desce

shodné a zda se zde nevyskytuji viditelné

bunécné shluky ¢i nedoslo k nadmérné

hemolyze.

Vzorky sviditelnymi bunécnymi shluky nebo

nadmeérnou hemolyzou zneplatnéte.

Zadejte komentar k dotyénym jamkam.

Cerven 2019
VLASTNICTVI SPOLECNOSTI ILLUMINA

URCENO K DIAGNOSTICE
IN VITRO

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI(

Pokud musite prerusit protokol, zapecette desku
skonecnou plazmou a uskladnéte ji pfi teploté
2az8°C (az 7 dni).
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Vlozte Spicky.

Zadejte umisténi prvni a posledni Spicky

z kazdého zasobniku Spicek.

Naskenujte ¢arové kody sady pro extrakci.
Zadeijte uzivatelské jméno nebo inicialy
pracovnika, ktery pfipravoval reagencie.
Naskenujte ¢arové kody na sadé

s prislusenstvim.

Zadejte uzivatelské jméno nebo inicialy
pracovnika, ktery pfipravoval reagencie.
Odpecette desku s hlubokymi jamkami
skonecnou plazmou a desky viozte do drzaku
(s Carovym kodem sméfuijicim vpravo).

U davek s ¢astecné vyuzitymi deskami
zapedette nepouzité jamky zastfizenou tésnici
folif (kolony 4-12 u davek s 24 vzorky a kolony
7-12 udavek se 48 vzorky).

Desku pro vazbu DNA viozte do vakuového
sbérného potrubi.

Zvolte zaskrtavaci pole Are DNA Binding Plate
Columns Sealed? (Jsou kolony desky pro
vazbu DNA zapecetény?) a poté kliknéte na
tlacitko OK.

Do zkumavek nalijte reagencie a viozte je.

Do zasobniku s hlubokymi jamkami pfeneste
reagencie a viozte jej.

Pockejte na dokonceni kontroly objemu
reagencii.

Potvrdte, ze odpad z vakuovani nepresahuje
polovinu objemu nadobky (doporucuje se
vyprazdneéni).

Sledujte automatické kroky.

Desku pro vazbu DNA odstred'ujte pfi 5 600g
po dobu 10 minut.
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Pri odstfedovani vycCistéte vakuovaci soustavu
pomoci 70% EtOH.
Po odstfedéni odpecette jamky obsahuijici
vzorky na desce pro vazbu DNA a umistéte ji
nahoru na desku pro eluci cfDNA.
Sledujte automatické kroky.
Po inkubaci vyberte zaskrtavaci pole Plates
are assembled as indicated (Desky jsou
sestaveny podle pokyn().
Desku pro vazbu DNA odstfed'ujte pfi 5 600 g
po dobu 2 minut.
Zkontrolujte shodnost objem{ na desce pro
eluci cfDNA.
ZapecCette a uschovejte desku pro eluci
cfDNA pro ucely pfipravy knihovny.
Po skonc&eni kliknéte na prikaz Unload
(Vylozit), jimz se vyloZi ploSina.
Vylozte vSechny drzaky a vycistéte plosinu ML
STAR.
Zadejte komentar k dotyénym jamkam.
Provedte jeden z nasledujicich krok{:
Chcete-li pokracovat v pfipraveé knihoven,
kliknéte na Yes (Ano).
Chcete-li skoncit, kliknéte na prikaz Exit
(Konec).

BOD BEZPECNEHO PRERUSEN(

Pokud musite prerusit protokol, zapecCette desku pro
eluci cfDNA a uskladnéte ji pfi teploté -25az-15°C
(az 7 dni).
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URCENO K DIAGNOSTICE
IN VITRO

Naskenujte ¢arové kody sady pro pfipravu

knihovny.

Zadejte uzivatelské jméno nebo inicialy

pracovnika, ktery pfipravoval reagencie.

Naskenujte ¢arové koédy na sadé

s pfislusenstvim.

Zadeijte uzivatelské jméno nebo inicialy

pracovnika, ktery pfipravoval reagencie.

Viozte Spicky.

Zadejte umisténi prvni Spicky z kazdého

zasobniku Spicek.

Vlozte desky.

Do zasobniku s hlubokymi jamkami nalijte

reagencie a vlozte jej.

Do zkumavek nalijte reagencie a viozte je.

PocCkejte na dokoncéeni kontroly objemu

reagencil.

Sledujte automatické kroky.

Po skonceni kliknéte na prikaz Unload

(Vylozit), jimz se vylozi ploSina.

Zkontrolujte shodnost objem( na desce

sknihovnami.

Zapecette a uschovejte desku s knihovnami

pro pfipadné uskladnéni.

Vylozte drzaky a vycCistéte ploSinu.

Zadejte komentar k doty¢nym jamkam.

Provedte jeden z nasledujicich krok(:
Chcete-li pokracovat v kvantifikaci
knihoven, kliknéte na Yes (Ano).
Chcete-li skoncit, kliknéte na prikaz Exit
(Konec).

Pokud nekoncite, pokracuijte inned

v kvantifikaci.
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BOD BEZPECNEHO PRERUSENI(

Pokud musite prerusit protokol, desku s knihovnami
pred uskladnénim zapedette. Deska s knihovnami je
stabilni po dobu maximalné 7 dni od data pfipravy pfi
teploté —25az -15°C.

Dokument ¢. 1000000089175 vOO
English Source: 1000000076883 vO1

(0]

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Naskenujte ¢arové kddy na sadé

s pfislusenstvim.

Zadejte uzivatelské jméno nebo inicialy
pracovnika, ktery pfipravoval reagencie.
Vlozte Spicky do drzaku Spicek.

Odpecette desku s knihovnami a poté viozte
desky.

VloZte zkumavky na reagencie bez uzavérd.
Do zkumavek na reagencie nalifte reagencie
a viozte je.

PocCkejte na dokon&eni kontroly objemu
reagencii.

Sledujte automatické kroky.

Po skonceni kliknéte na prikaz Unload
(Vylozit), jimz se vylozi ploSina.

Vylozte desku s knihovnami, zkontrolujte
shodnost objem(, zapecette a ulozte pfi
pokojové teploté.

Vylozte desky s 96 jamkami a zkontrolujte
shodnost objem(

Vylozte desku s 384 jamkami a zkontrolujte,
zda se v pfislusnych jamkach nachazi
kapalina.

Zapecette desku tésnici folii.

Odstredujte s nastavenim 1 000 g po dobu
20 sekund.

Inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté,
chrante pred svétlem.

Vylozte vSechny drzéky a vycistéte plosinu ML
STAR.

Po inkubaci sejméte tésnici folii a viozte desku
s 384 jamkami na CteCku mikrodesky.
Dvakrat kliknéte na Sablonu VeriSeq NIPT,
aby se otevrela v SoftMax Pro.
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URCENO K DIAGNOSTICE
IN VITRO

V zélozce DomU vyberte New Experiment

(Novy experiment).

Vyberte Read (Nacist).

Nasledujicim zpUsobem exportujte data ve

formatu XML.

a Pravym tlacitkem kliknéte na Plate
(Deska) a poté vyberte Rename
(Prejmenovat).

b Naskenujte ¢arovy kod desky pro
kvantifikaci a kliknéte na tlacitko OK.

¢ Vlevém hornim rohu displeje kliknéte na
ikonu desky a v nabidce vyberte moznost
Export.

d Zvolte zaskrtavaci pole Expt name (Nazev
exportu), volou data desky nastavte na
prvotni, vystupni format nastavte na XML
a poté kliknéte na OK.

e Zadejte cestu k vystupnimu souboru
a jeho nazev a kliknéte na prikaz Save
(Ulozit).

Do systému ML STAR zadeijte ID fluorometru,

komentare k béhu a nahrajte soubor XML.

Zkontrolujte vysledky analyzy.

Zadejte komentar k dotyénym jamkam.

Vyhodnotte vysledky.

Pokud vysledky vyhovuiji specifikaci,
pokracujte k ¢asti Fondy knihoven.
Specifikace jsou uvedeny vtabulce
parametrd a hrani¢nich hodnot kontroly
kvality kvantifikace v pfiru¢ce k softwaru
VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument

¢. 1000000067940).

Pokud vysledky nevyhovuiji specifikaci,
systém prerusi metodu. Zopakujte postupy
kvantifikace pocinaje ¢asti Priprava
knihoven na strané 2.
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26 Provedte jeden znasleduijicich krok(:
Chcete-li pokracovat k fonddm knihoven,
kliknéte na Yes (Ano).

Chcete-li skondit, kliknéte na prikaz Exit
(Konec).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI
Pokud musite prerusit protokol, zapecette desku

a uskladnéte ji pfi teploté —25az —-15°C (max. 7 dni).
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Vlozte desku s knihovnami na termocyklér

a spustte program denaturace.
Odstredujte desku s knihovnami pfi 1 000 g po
dobu 20 sekund.

Vyberte koncentraci fondu.

Nactéte seznam vzork( nebo pouZijte
implicitni nastaveni.

Vyberte Start.

Vlozte Spicky.

Vlozte desku s denaturovanou knihovnou.
Vlozte zkumavky pro slucovani.

Do zkumavek na reagencie nalijte reagencie
a vlozte je.

Vlozte Spicky.

Zadejte umisténi prvni a posledni Spicky

z kazdého zasobniku Spicek.

Sleduijte automatické kroky.

Zadejte komentar k dotyEnym jamkam.

Po skon&eni zvolte Unload (Vylozit), jimz se
vylozi plosina.

Vylozte drzak zkumavek.

Nasadte uzavéry na vSechny zkumavky pro
slu¢ovani, promichejte vortexovou tfepackou
a poté kratce odstredte.

Kliknéte na tlacitko OK.

Knihovny sekvenujte co nejdfive po slouceni
do fondu. V pfipadé potfeby zapelette desku
sknihovnou a skladujte ji pfi teploté —25 az
—15 °C po dobu maximalné 7 dni
kumulativniho skladovani, aby bylo mozno
znovu proveést slucovani.

Cerven 2019
VLASTNICTVI SPOLECNOSTI ILLUMINA

URCENO K DIAGNOSTICE
IN VITRO

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI(

Pokud musite prerusit protokol, zaviete zkumavky
pro sluC¢ovani a uskladnéte je pfiteploté —25 az
-15°C (az 7 dni).
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1 Nasledujici spotrebni material pridejte do
zasobniku sreagenciemi a poté pipetujte do
smesi.

Hybridizacni pufr 900 pl
Fond A 450 pl

2 Dale sekvenujte v sekvena&nim systému nové
generace.

3 V pfipadé potfeby tento postup opakuijte pro
fond B.

Aby bylo dosazeno rozmezi cilové hustoty
klastru, Ize desku s knihovnou znovu sloucit
do fondu pomoci odlisné koncentrace
slu¢ovani na pfistroji Hamilton.
Opakovanym slu¢ovanim se zneplatni
pOvodni fond.

Alternativné Ize upravit pomér fondu vici
HT1 (450+900ul) tak, aby bylo dosazeno
rozmezi cilové hustoty klastru.
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