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1. UCEL POUZITI

RDNGS0018 fastGEN Intolerance Kit | slouzi pro rychlou pfipravu sekvenacni knihovny,
potfebnou pro genotypizaci oblasti rs118204429, rs764826805, rs387906225, rs1800546,
rs76917243, rs78340951, rs77718928, rs370793608 v genu ALDOB, oblasti rs10156191,
rs1049742, rs2268999, rs1049793, rs2052129 v genu AOC1 a oblasti rs4988235, rs182549
v genu MCM6 sekvenovanim nové generace (NGS).

Vstupnim materialem pro pfipravu sekvenacni knihovny je izolovana DNA.

1.1 Pouzité zkratky

ALDOB gen pro Aldolazu B

AOC1 gen pro Diaminooxidazu (Amine oxidase copper-containing 1)

Ct Cislo cyklu (Cycle Threshold)

DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

FAM/SYBR 6-karboxyfluorescein/ Asymmetrical Cyanine Dye

LoD limit detekce (Limit of Detection)

MCM6 gen pro Minichromosome maintenance complex component 6

NC negativni kontrola (Negative Control)

NGS sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)

PC pozitivni kontrola (Positive Control)

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce (Quantitative Polymerase Chain
Reaction)

RFU relativni fluorescenéni jednotky (Relative Fluorescence Units)

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (Single-Nucleotide Polymorphism)

VAF frekvence variantni alely (Variant Allele Frequency)
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3.

ZAKLADNIi CHARAKTERISTIKA

Pouze pro vyzkumné ucely!

Celkova doba pfipravy sekvenacni knihovny je kratSi nez 3 hodiny a zahrnuje méné nez
30 minut laboratornich operaci.

Technologie je zaloZzena na rychlé arobustni jednokrokové pfripravé sekvenacni
knihovny za u€elem genotypizace vybranych oblasti vyznamnych pro geny ALDOB, AOC1
a MCMG6.

Souprava obsahuje kompletni Master Mixy Kk pfimému pouziti, v€etné indexd,
a sekvenacni primery.

Souprava fastGEN Intolerance Kit | je ur€ena pro vysetieni celkem 15 vybranych oblasti
v genech ALDOB, AOC1 a MCM6 u 16 vzorkld s unikatni kombinaci indext do jednoho
sekvenacniho béhu.

Pfiprava knihovny pomoci soupravy fastGEN Intolerance Kit | vyZzaduje pouze pridani
izolované DNA ke konkrétnimu Master Mixu a analyzu pomoci Real-Time PCR

termocykleru.

SKLADOVANI

Soupravu skladujte pfi =20 °C. Za téchto podminek jsou vSechny komponenty stabilni po dobu

exspirace uvedené na vnejSim obalu.

Souprava fastGEN Intolerance Kit | je dodavana zamrazena na —20 °C.

Po dodani skladujte fastGEN Intolerance Kit | pfi teploté —20 °C.

Komponenty soupravy chraiite pred svétlem.

Omezte opakované zmrazeni a rozmrazeni Master Mixu.

Po otevieni R2SP Intolerance | a ISP Intolerance | skladujte komponenty pfi teploté —20 °C.
Sekvenacni primery lze pouzit az 3x.

Nepouzivejte soupravu po vyprseni doby exspirace.
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4. UVOD

Potravinové intolerance mohou zpUsobovat fadu nepfijemnych pfiznaku, v€etné travicich potizi,
koznich vyrazek, bolesti hlavy a dalSich zdravotnich problémul. VEasna detekce a spravna
diagnéza téchto intoleranci je kliCova pro zlepSeni kvality Zivota postizenych jedincu a pro

navrzeni vhodného dietniho rezimu.

Intolerance fruktézy je neschopnost téla spravné metabolizovat fruktézu, cukr, ktery se nachazi
v mnoha druzich ovoce a nékterych sladidlech. Existuji dvé hlavni formy: vrozena fruktézova
intolerance, zplisobena genetickym deficitem enzymu aldolazy B, a malabsorpce fruktozy, kde je
problém s transportem fruktdozy ve stfevé. VySetfované genetické varianty: rs118204429,
rs387906225, rs1800546, rs 76917243, rs78340951, rs77718928, rs370793608, rs764826805.

Intolerance histaminu vznika, kdyz télo nemudze u€inné odbouravat histamin, latku pfirozené
se vyskytujici v nékterych potravinach. Histamin je biogenni amin, ktery se podili na rfadé
fyziologickych procesu, v€etné zanétlivych reakci. VySetfované genetické varianty: rs10156191,
rs1049742, rs2268999, rs1049793, rs2052129.

Intolerance laktézy je neschopnost travit laktézu, cukr obsazeny v mléce a mlé€nych vyrobcich.
Tento stav je zplsoben nedostatkem' enzymu. laktazy, ktery je nezbytny pro rozklad laktozy
na glukozu a galaktéozu. Gen MCM6.(minichromosome maintenance complex component 6) hraje
kliCovou roli vregulaci exprese genu LCT (laktaza), atim ive schopnosti travit laktozu.

VySetfované genetické varianty: rs4988235, rs182549.

Geneticky screening zaloZzeny na metodé NGS je vysoce citlivy, specificky a vhodny pro

diagnostiku.

Zakladem NGS genotypizace je pfiprava vhodného dvouviaknového DNA konstruktu

(tzv. sekvenacni knihovny), ktery musi obsahovat:

—  Cilovou sekvenci pro ucely genotypizace (Usek DNA)

—  Adaptérovou sekvenci pro nasedani sekvenacnich primert

- Indexovou sekvenci, ktera je pro vzorek v daném béhu unikatni, slouzici ke ztotoznéni
ziskanych vysledkld s odpovidajicim vzorkem DNA (pacientem) a umozriuje tak paralelni
sekvenovani vice vzorkl v jednom béhu

—  Sekvenci pro navazani DNA konstruktu na povrch flowcelly
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5. PRINCIP STANOVENI

Souprava fastGEN Intolerance Kit | slouzi k pfipravé vzorku na vySetfeni genetickych variant
spojenych s intoleranci fruktéozy (ALDOB), histaminu (AOC1) a laktézy (MCM6) pomoci NGS.
Princip stanoveni vyuziva kratkych amplikonl ziskanych pomoci jediné polymerazové fetézové
reakce s tagovanymi hybridnimi primery, kdy dochazi k amplifikaci usekl o primérné délce 243
paru bazi a naslednému sekvenovani o vysokém pokryti. Pouziti kratkych amplikonu zvysSuje
amplifikovatelnost DNA a diagnostickou vytéznost. Master Mixy dodavané ve formatu k pfimému

pouziti umoznuji usporu celkového €asu na vysSetreni a snizeni rizika chyby.

Priprava sekvenacni knihovny pomoci soupravy fastGEN Intolerance Kit | vyzaduje pouze
pridani izolované DNA ke konkrétnimu Master Mixu a analyzu pomoci Real-Time PCR
termocykleru.

K vyhodnoceni sekvenaénich dat je doporué¢en software GENOVESA, modul fastGEN,

ktery je soucasti komplexniho reseni.

6. UPOZORNENI

- Pouze pro profesionalni pouziti vySkolenymi pracovniky v adekvatnim laboratornim
prostredi.

- Komponenty soupravy fastGEN Intolerance Kit | neobsahuji infek&ni material.

—  Se vzorky pro testovani soupravou fastGEN Intolerance Kitl je tfeba zachazet jako
s potencialné infekCnim materiadlem a je nutno dodrzovat standardni bezpeénostni opatfeni.

- Nepijte, nejezte a nekufte v prostoru, kde se pracuje s biologickym materialem.

CZE.001.A



TECHNICKA DOPORUCENI

Pfed a po kazdém testu musi byt pracovni prostfedi dekontaminovano vhodnymi prostredky
odstranujicimi RNazy, DNazy i standardnimi dezinfekénimi prostfedky. Prace v nevhodném
prostfedi mize vést ke kontaminaci komponent soupravy.

Master Mixy nealikvotujte ani opakované nerozmrazujte, vicenasobné rozmrazeni muze
negativné ovlivnit kvalitu testu.

Jednotlivé komponenty soupravy rozmrazujte tésné pred pouZzitim. Minimalizujte dobu, kdy
jsou reagencie pfi bézné laboratorni teploté. Pracujte na ledu nebo za pouziti chladicich
stojanka.

Pfed pouzitim reagencie promichejte jemnym vortexovanim a kratce zcentrifugujte.
Pripravu qPCR a post-amplifikaéni kroky provadéjte v oddélenych laboratornich prostorech.
Zabrante kontaminaci vzorkl( a reagencii. Z tohoto divodu pouzivejte pro kazdy vzorek
a reagencie Spi¢ky na jedno pouZiti.

Likvidaci spotfebovaného a nepouZitého _materialu provadéjte v souladu s platnou

legislativou.
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8.

SLOZENi SOUPRAVY

Souprava fastGEN Intolerance Kit | je dodavana ve formatu k pfimému pouziti a analyze

16 vzorkl (Tabulka €. 1). Soucasti soupravy jsou specifické Master Mixy obsahujici vSechny

potfebné komponenty reakce a sekvenaéni primery pro geny ALDOB, AOC1 a MCM6.

Objem v 1

Intolerance Master Mix i732 CCTATTAC 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i733 GAGGATAC 18 1 pFfimé pouziti
Intolerance Master Mix i734 AGCTCGAC 18 1 pFfimé pouziti
Intolerance Master Mix i735 GTATACCA 18 1 pfimé pouziti
Intolerance Master Mix i737 CTTGAGAA 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i738 ATCCTCAA 18 1 pfimé pouziti
Intolerance Master Mix i742 TTGGCGTT 18 1 pfimé pouziti
Intolerance Master Mix i745 GCAGGCTT 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i755 ACGCGGAT 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i756 CAATCAAT 18 1 pFfimé pouziti
Intolerance Master Mix i758 ATTAGCTG 18 1 pfimé pouziti
Intolerance Master Mix i759 CGAATATG 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i762 CATCATGG 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i763 CGGTCCGG 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i765 CCAGCGCG 18 1 primé pouziti
Intolerance Master Mix i766 GGTAAGCG 18 1 primé pouziti

R2SP Intolerance | 55 1 k redéni

ISP Intolerance | 55 1 k fedéni

Tabulka 1: SloZeni soupravy fastGEN Intolerance Kit I.
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9.2

DOPORUCENY MATERIAL (NEDODAVANY SE SOUPRAVOU)
Chemikalie

VySetfovany vzorek DNA

Standardizovany vzorek obsahujici poZzadované varianty vySetfovanych gent ALDOB,
AOC1 a MCM6 (vhodny jako pozitivni kontrola)

Voda pro molekularni biologii (Nuclease Free Water, vhodna jako negativni kontrola)
Sekvenacni kit

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies)

NaOH (p.a.)

Tween 20

Kit nebo magnetické Castice pro purifikaci DNA poolu

Komeréné dostupné roztoky pro dekontaminaci povrchu

Material

Zkumavky 0,2 ml a zkumavky 1,5-2 ml vhodné pro praci s nukleovymi kyselinami (RNase
+ DNase free, low binding nucleic acid tubes)

PCR zkumavky/stripy/desticky. dle pouzitého Real-Time PCR termocykleru (vhodné pro
praci s nukleovymi kyselinami)

Adhezivni PCR folie

Stojanky na zkumavky

Chladici blo¢ky/lednice/mrazak/box s ledem pro vychlazeni zkumavek

Jednorazové utérky na opticka zafizeni

Jednorazové Spicky s filtrem; tenka plastova Pasteurova pipeta

Ochranné pomucky (rukavice, odév)
Pristroje

Automatické pipety pro objemy 0,2—1 000 pl

Real-Time PCR termocykler

Flowbox/PCR box

Fluorimetr

Vortex, combi-spin (centrifuga a vortex), centrifugy

Sekvenator
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10. PRIPRAVA REAGENCII

Pripravte odpovidajici pocet zkumavek s Master Mixy potfrebnymi pro planovany test.
Nepouzivejte komponenty po uplynuti doby exspirace vyznaéené na obalu.

Reagencie jsou dodavany ve formé k primému pouziti nebo k redéni.

10.1 fastGEN Intolerance Kit I: Master Mix

Pro genotypizaci gentl ALDOB, AOC1 a MCM®6 nechte pred pfipravou reakce rozmrazit adekvatni
poCet zkumavek Master Mix a uchovejte v chladu do doby tésné pred pouzitim.

10.2 Sekvenaéni primery

Pfed denaturaci sekvenacni knihovny nechte rozmrazit a uchovejte je v chladu do doby tésné
pred pouzitim:
- 1 zkumavku: R2SP Intolerance |

- 1 zkumavku: ISP Intolerance |

CZE.001.A



11. PRIPRAVA VZORKU

Pracujte ve vhodném PCR boxu.

—  Vstupnim materialem pro pfipravu sekvenacni knihovny je izolovana DNA.

—  Stanovte vhodné fedéni na zakladé koncentrace vstupni DNA dle Tabulky €. 2.

- PfiliS koncentrovana DNA muaze vést k inhibicnim jevim PCR a nespravnym vysledkam.
Vzorky o velmi nizké koncentraci DNA nefedte a zahriite je do analyzy v duplikatu (pipetujte
5 pl DNA do zkumavek se dvéma rlznymi Master Mixy).

- Do jedné reakce pipetujte vzdy 5 ul DNA vzorku pfipraveného dle Tabulky €. 2.

— Vzorek nafedény na vhodnou koncentraci je pripraven k analyze. Pokracujte dle

kapitoly 12. Postup stanoveni.

Koncent;lasce Qubit Redéni Postup fedéni
A >10 ng/pl 5x 1 ul DNA + 4 ul H20
B 1-10 ng/ul bez fedéni 5 ul DNA
C <1 ng/pul bez redéni 5 ul DNA v duplikatu

Tabulka 2: Stanoveni vhodného redéni DNA do PCR.

Doporuceni:

Do kazdého béhu testovani pomoci fastGEN Intolerance Kit | je doporuceno pfidavat pozitivni
kontrolu (PC; standardizovany vzorek obsahujici pozadované varianty vySetfovanych gena, neni
dodavan se soupravou) a negativni kontrolu (NC) pro zhodnoceni spravné pripravy reakci
a vylouceni kontaminace. PFi nedodrzeni tohoto doporuceni nelze vyloucit faleSné pozitivni
¢i negativni vysledky. PC pfipravte obdobnym fedénim jako vySetfované vzorky DNA.

S pozitivni kontrolou manipulujte s opatrnosti a pipetuje jako posledni soucast reakce.
PFfi nevhodné manipulaci mize dojit ke kontaminaci testu a faleSné pozitivnim vysledkim.

Pfi podezfeni na kontaminaci test opakujte.
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12. POSTUP STANOVENI

Technologie NGS umoznuje sekvenovat vSechny pozadované useky DNA se sekvenacnim

pokrytim v fadu tisicu ¢teni pro kazdy vzorek. Metoda je proto vysoce citliva.

Souprava je navrzena tak, aby bylo mozné zpracovat az 16 vzorkl pro genotypizaci gentit ALDOB,

AOC1 a MCM6 v jednom sekvenacnim béhu.

1. 2%
Vzorky a Master Mixy
s rznymi indexy jsou
smichany (10 min).

3 4,
Indexované amplikony
jsou spojeny (5 min).

5 6.

DNA je nafedéna
a denaturovana
(10 min).

Obrazek 1: Schéma postupu genotypizace pomoci soupravy fastGEN.

CZE.001.A
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(1 hod. 45 min).

Spojena DNA je
precisténa (10 min).

DNA je sekvenovana.



12.1 Priprava DNA knihovny

12.1.1 Priprava vySetfované DNA

Pracujte ve vhodném PCR boxu.

Vzorky si pfipravte podle svého pracovniho rozpisu.

DNA vzorky kratce vortexujte a centrifugujte.

Do PCR desticky anebo stripu pipetujte 5 ul vzorku DNA o0 vhodné koncentraci
(viz kapitola 11).

Doporuceni:

- Zahriite mezi skupinu vySetfovanych vzorku také pozitivni (PC) a negativni (NC)

kontrolu.

Pipetujte 5 pl DNA pozitivni kontroly o vhodné koncentraci (viz kapitola 11).

Pipetujte 5 pl vody pro molekularni biologii jako negativni kontrolu.

12.1.2 Priprava Master Mixu

Pracujte ve vhodném PCR boxu v pre-PCR mistnosti.

Oznacte si PCR desku nebo stripy.

Po rozmrazeni Master Mixy kratce vortexujte a centrifugujte.

Ke kazdému vzorku nebo kontrole pfidejte 15 pl Master Mixu.

Celkovy objem PCR reakce je 20 pl.

V jedné pozici mlizete pouzit jenom jeden druh Master Mixu.

Maximalni mozny pocet soubézné vySetfovanych vzorkl véetné kontrol je 16.

Jednotlivé Master Mixy otvirejte postupné a vzdy tésné pred pfidanim do reakce, poté ihned
uzaviete. Zabrante sou€asnému otevirani vice Master Mix(, aby nedoslo k vzajemné
kontaminaci.

Zalepte PCR desku lepici folii nebo uzaviete mikrozkumavky, vortexujte, kratce centrifugujte
(15 s, 280 x g).
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12.1.3 gPCR

Na Real-Time PCR termocykleru nastavte amplifikacni program dle Tabulky €. 3.

Detekce signalu probiha v amplifikaénim cyklu*, v kanalu FAM/SYBR/Green channel.

Krok Cas Teplota
Denaturace 2 min 95 °C
15s 95 °C
Amplifikacni 30s 62 °C 40 cyKld
cyklus
30s 72 °C*
Finalni elongace 5 min 72 °C
Krivka tanit 60 °C — 95 °C
Chlazeni 0 4°C

Tabulka 3: Program gPCR amplifikace (f volitelny krok).

—  Zadejte identifikaci vzorku do ovladaciho programu Real-Time PCR termocykleru.

—  Spustte nastaveny amplifikacni program se vzorky.

—  Zpracujte a exportujte qPCR data a provedte kontrolu amplifikace. Hodnoty Ct uloZte pro

pfipadnou kontrolu.

- Produkty PCR uchoveijte pro dalSi pouziti pfi 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani je uchovejte

pfi —20 °C.
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12.2 Spojeni amplikont v DNA pool, purifikace a kvantifikace

Cely proces pfipravy knihovny provadéjte v post-PCR mistnosti ve vhodném boxu a po celou

dobu, vyjma denaturace, udrzujte amplikony a DNA pool na ledu.

12.2.1 Spojeni amplikon v DNA pool

- Po ukon&eni qPCR amplifikace zkumavky s amplikony kratce zcentrifugujte.
- Pro vytvofeni knihovny pro genotypizaci gentt ALDOB, AOC1 a MCM6:
—  Smichejte jednotlivé amplikony vSech vzorkd do jednoho DNA poolu ve stejném
pomeéru.
—  Priklad: Pfi po¢tu 16 vzorkd smichejte jednotlivé amplikony v mnozstvi 2 ul PCR
produktu z kazdého vzorku. Takto ziskate DNA pool v objemu 32 pl.
- Finalni objem DNA poolu stanovte dle pouzivaného kitu pro purifikaci DNA poolu.
- Doporuceni: V pfipadé, Ze vzorek vykazuje hodnotu Ct > 33 nebo nevykazuje

amplifikaci, do DNA poolu ho nepfidavejte a vyfadte jej ze sekvenace.

— Pro purifikaci pfeneste DNA pool do nové 1,5 ml'zkumavky.
- Plvodni PCR desti¢ku/stripy s amplikony uchovejte zmrazené pro pfipadné opakovani

purifikace DNA poolu.

12.2.2 Purifikace DNA poolu

- Pro purifikaci DNA poolu postupujte dle navodu vyrobce purifikaéniho kitu.

- Purifikovany DNA pool uchovejte dle pokynu vyrobce purifikagniho kitu.

CZE.001.A



12.2.3 Kvantifikace DNA poolu

- Fluorimetricky stanovte koncentraci DNA poolu po jeho precisténi.
- Doporu¢ena koncentrace DNA poolu je cca 40-80 ng/ul; nejnizSi akceptovatelna
koncentrace je 10 ng/ul.
—  Znaméfené hmotnostni koncentrace vypocitejte molaritu DNA poolu podle vzorce:
pi | 79| x 106
ul
(660 x 243)

c[nM] =

- pi je hmotnostni koncentrace DNA
- 243 je orientacni priamérna velikost molekuly DNA po indexaci [bp]

- 660 g/mol je primérna molarni hmotnost jedné baze (bp)
12.3 Priprava na sekvenaci

12.3.1 Priprava sekvenatoru

Pfed pouzitim sekvenatoru, nejlépe v'dobé, kdy probiha qPCR, sekvenator promyijte
(tzv. ,maintenance wash”) arozmrazte sekvenacni kazetu. Provedte ,power cycling

sekvenatoru.

12.3.2 Priprava custom sekvenaénich primert

Sekvenacni knihovna pfipravena pomoci fastGEN Intolerance Kit | je vhodna k pouziti na vSech
sekvenatorech znacky Illlumina®. Naredte custom sekvenacéni primery R2SP a ISP pufrem HT1
nebo Illumina® sekvenacénimi primery dle pouzivaného sekvenatoru, zvortexujte a kratce
zcentrifugujte. V pfipadé michani fastGEN knihoven s jinymi knihovnami vyZadujicimi lllumina
sekvenacni primery, pouzijte k fedéni misto HT1 pufru pfislusny lllumina sekvenaéni primer.
Pro Read 1 pouzijte Illlumina® sekvenaéni primery. Uvedte pouziti custom pozic

v SampleSheetu a v nastaveni pfistroje.

12.3.3 Redéni a denaturace DNA poolu

Naredte purifikovany DNA pool na pozadovanou koncentraci dle doporuceni lllumina® a dle
pouzivaného sekvenatoru.

Provedte denaturaci vhodné nafedéného DNA poolu NaOH. Vzdy je nutné pfipravit Cerstvy roztok
NaOH. Zfedte denaturovany DNA pool vychlazenym pufrem HT1 z lednice na finalni koncentraci.

Pred aplikaci uchovejte DNA pool v lednici.
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12.3.4 Priprava sekvenacéni kazety, spusténi sekvenaéniho programu

Zkontrolujte, ze sekvenacni kazeta je dokonale rozmrazena a zamichejte jeji obsah pfevracenim
(3x). Pripravte flowcellu podle pokynt vyrobce a spustte sekvenacni program (software
od lllumina®). Postupujte podle pokynu vyrobce pfistroje.

Na jeden vzorek je potfeba 40 000 paired-end readu. Pfi nastavovani runu uvedte délku cteni

151 bp (paired-end read) a velikost indexu 8 bp.

12.3.5 Doporucéeni pro sekvenator typu MiSeq

Koncentrace fedéného DNA poolu musi byt v rozsahu 1,6—-2,4 nM. Denaturujte 5 yl DNA poolu

s 5 pl Cerstvé pfipraveného 0,2M NaOH po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Zfedte denaturovany

DNA pool vychlazenym pufrem HT1 na finalni koncentraci 10 pM (napf. 10 yul DNA pool + 990 ul

HT1). Redéni je mozné upravit tak, aby bylo dosahovano optimalnich hodnot sekvenaéni hustoty.

Priprava sekvenacnich primeru:

- Cistou pasteurovou pipetou vyjméte lllumina sekvenaéni primery pro Read 1 z pozice 12
do Cisté zkumavky

- Index sekvenacni primery (ISP): 13 ul ISP Intolerance | + 587 pl HT1

- Read2 sekvenacni primery (R2SP):13 ul R2SP Intolerance | + 587 yl HT1

Pipetujte 600 yul nafedéné 10pM DNA knihovny a nafedénych sekvenaclnich primerl

do sekvenacni kazety do pozic 17-20:

pozice 17: DNA knihovna v HT1

pozice 18: lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 odebrané z pozice 12

pozice 19: nafedény ISP v HT1

pozice 20: nafedény R2SP v HT1
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12.3.6 Doporucéeni pro sekvenator MiniSeq

Koncentrace fedéného DNA poolu musi byt v rozsahu 0,8-1,2 nM. Denaturujte 5 yl DNA poolu

s 5 pl Cerstvé pfipravenym 0,2M NaOH po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Pfidejte 5 ul 200mM

Tris-HCI. Zfedte denaturovany DNA pool 985 ul vychlazeného pufru HT1 na koncentraci 5 pM.

Nasledné nafedte 5pM DNA pool vychlazenym HT1 na finalni koncentraci 1,4 pM (napf. 150 pl

DNA 5pM pool + 385 ul HT1) nebo 1,6 pM (napf. 150 ul DNA 5pM pool + 319 ul HT1). Redéni je

mozné upravit tak, aby bylo dosahovano optimalnich hodnot sekvenacni hustoty.

Priprava sekvenacnich primeru:

—  Vyjméte lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 z pozice 24 do Cisté zkumavky

- Index sekvenacni primery (ISP): 10,6 pl ISP Intolerance | + 809,4 yl HT1 nebo lllumina®
sekvenacnich primerl (pozice 28)

- Read2 sekvenacéni primery (R2SP): 8,0 ul R2SP Intolerance | + 602,0 yl HT1 nebo
lllumina® sekvenacnich primerd (pozice 25)

Pipetujte 500 pl nafedéné 1,4pM nebo 1,6pM DNA knihovny a vSechny nafedéné sekvenacni

primery do sekvenacni kazety do pozic 13-16:

pozice 16: DNA knihovna v HT1

pozice 15: lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 odebrané z pozice 24

pozice 13: nafedény ISP

pozice 14: nafedény R2SP

12.3.7 Doporuceni pro sekvenator NextSeq 500/550

Koncentrace fedéného DNA poolu musi byt v rozsahu 3,6—4,4 nM. Pridejte fastGEN DNA pool

ke zfedénému poolu dalSi sekvenacni knihovny. Denaturujte 5 pl celkového DNA poolu s 5 pl

Cerstvé pfipraveného 0,2M NaOH po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Pfidejte 5 yl 200mM

Tris-HCI. Zfedte denaturovany DNA pool 985 pl vychlazeného pufru HT1 na koncentraci 20 pM.

Nasledné nafedte 20pM DNA pool vychlazenym HT1 na finalni koncentraci 1,5 pM (napf. 100 pl

20pM DNA pool + 1 233 pl HT1) pro Mid Output nebo 1,8 pM (napf. 120 pl 20pM DNA pool

+ 1 213 ul HT1) pro High Output. Redéni je mozné upravit tak, aby bylo dosahovano optimalnich

hodnot sekvenacni hustoty.

Priprava sekvenacnich primeru (Mid Output):

—  Vyjméte lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 z pozice 20 do Cisté zkumavky

- Index sekvenacni primery (ISP): 26 ul ISP Intolerance | + 1974 pl lllumina® sekvenacnich
primerl (pozice 22)

- Read2 sekvenacni primery (R2SP): 19,5 yl R2SP Intolerance | + 1480,5 ul lllumina®

sekvenacnich primerl (pozice 21)
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Priprava sekvenacnich primeru (High Output):

—  Vyjméte lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 z pozice 20 do Cisté zkumavky

- Index sekvenacni primery (ISP): 26 ul ISP Intolerance | + 1974 pl lllumina® sekvenacnich
primerl (pozice 22)

- Read2 sekvenacni primery (R2SP): 26 pyl R2SP Intolerance | + 1974 ul lllumina®
sekvenacnich primerl (pozice 21)

Pipetujte 1 300 ul nafedéné 1,5pM nebo 1,8pM DNA knihovny a vSechny nafedéné sekvenacni

primery do sekvenacni kazety do pozic 7-10:

pozice 10: DNA knihovna v HT1

pozice 7: lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 odebrané z pozice 20

pozice 9: nafedény ISP

pozice 8: nafedény R2SP

12.3.8 Doporuceni pro sekvenator NovaSeq, reagent kit v1.5 SP, S1, S2, S4

Koncentrace fedéného DNA poolu musi byt v rozsahu 1-2 nM. Pf¥idejte fastGEN DNA pool

ke zfedénému poolu dalSi sekvenacni knihovny. Typicky fastGEN knihovna vyzaduje 0,1-1 %

sekvenaéni kapacity kitu NovaSEQ .SP. Redéni apodil je mozné upravit tak, aby bylo

dosahovano optimalnich hodnot sekvenacni hustoty a poctu ¢teni na vzorek. Denaturujte celkovy

DNA pool (SP/S1 100 pl; S2 150 pl; S4 310 ul) pomoci Cerstvé pfipraveného 0,2M NaOH (SP/S1

25 ul; S2 37 ul; S4 77 pl) po dobu 8 min pfi pokojové teploté. Pridejte 400mM Tris-HCI (SP/S1

25 ul; S2 38 ul; S4 78 pl).

Priprava sekvenacnich primeru (pro dostate¢né mnozstvi sekvenaénich primer( pro S4

NovaSeq je nutno dokoupit fastGEN Intolerance Kit | Extra Sequencing Primers, RDNSP0018A):

—  Vyjméte lllumina® sekvenaclni primery pro Read 1 z pozice 24 do Cisté zkumavky

— Index sekvenacni primery (ISP, pro SP, S1, S2): 45,5 pl ISP Intolerance | + 3 454,5 ul
[llumina® sekvenacnich primerl (pozice 23)

— Index sekvenacni primery (ISP, pro S4 Novaseq): 65 pl ISP Intolerance | + 4 935 pl
lllumina® sekvenacnich primerl (pozice 23)

- Read2 sekvenacni primery (R2SP, pro SP, S1, S2): 26 yl R2SP Intolerance | + 1 974 pl
lllumina® sekvenacnich primerl (pozice 13)

- Read2 sekvenaéni primery (R2SP, pro S4 Novaseq): 45,5 ul R2SP Intolerance | +

3 454,5 pl lllumina® sekvenacnich primerl (pozice 13)
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Pipetujte 150 ul (SP, S1), 225 ul (S2), 465 ul (S4) nafedéné, denaturované a neutralizované

knihovny a nafedéné sekvenacéni primery do sekvenacni kazety do pozic 5-8:

pozice 8: DNA knihovna v HT1

pozice 5: lllumina® sekvenacni primery pro Read 1 odebrané z pozice 24 (2 000 ul pro SP, S1,
S2; 3500 pl pro S4)

pozice 7: nafedény ISP

pozice 6: nafedény R2SP

Poznamka: V pfipadé, ze DNA pool pfidavate k jiné knihovné, kontaktujte aplikacni podporu.
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13. VYHODNOCENI

Pro vyhodnoceni sekvenacnich dat pouzijte software GENOVESA, modul fastGEN, ktery je

dostupny online na adrese www.biovendor.com.

GENOVESA modul fastGEN
Jedna se o cloudové all-in-one FfeSeni pro analyzu hrubych dat sekvenatord (FASTQ files)

s technickou a aplika¢ni podporou v Cestiné.

Software umoznuje:

pokrocCilou kontrolu kvality sekvenacnich dat

- automatické upozornéni na regiony s nizkym pokrytim
—  jednoduchou filtraci relevantnich variant

- meésicni update anotacnich databazi

- moznost customizace

- ukladat pacientska data a varianty do interni databaze

- report na jedno kliknuti

13.1 Genotypizace ALDOB, AOC1.a MCM6

Vysledek genotypizace ALDOB a AOC1 a MCM6 je povazovan za pozitivni, pokud byla varianta
v nékteré z oblasti rs118204429, rs764826805, rs387906225, rs1800546, rs76917243,
rs78340951, rs77718928, rs370793608 v genu ALDOB, oblasti rs10156191, rs1049742,
rs2268999, rs1049793, rs2052129 v genu AOC1 a oblasti rs4988235, rs182549 v genu MCM6

detekovana s frekvenci = 30 %.

POZOR! Vzhledem k tomu, Ze se laktézova intolerance v oblastech rs4988235, rs182549 v genu
MCM6 projevuje u alely vedené v referenénim genomu GRCh38, vyskyt variantni alely znaci
zdravého jedince. U pacienta trpiciho laktézovou intoleranci bude hodnota VAF <1 % atim
padem se v GENOVESA v soupisu variant nevypisuje!

Vysledek genotypizace pro vzorky s velmi nizkou koncentraci DNA je povazovan za validni,

pokud se vysledek detekce varianty genu shoduje pro oba replikaty s odliSnymi Master Mixy.
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Soupis variant a jejich hodnoceni

Referencni v e . Varianta
Oblast HGVSc [GRCh3g]  2l€lavreportu Sfliiiné??ﬂu Intolerance
Gen . (orientace ref. prod y (orientace ref.
(dbSNP) (orientace dle genu) _ (orientace ref. _
genomu = _ genomu =
genomu = plus)
plus) plus)
ALDOB rs118204429  c.178C>T/C>A G AT GAl f‘r@r’GT’
ALDOB rs764826805 C.324+1G>A C T CT/TT
dup. nebo del.
ALDOB rs387906225  c.360_363del / dup TTTG del/ dup TTTG* v oblast
+500_ delTTTG /
dupTTTG*
ALDOB  rs1800546 C.448G>C | G>A c GIT cG/ GT?’ cr/
ALDOB rs76917243 C.524C>A G T GT/TT
ALDOB rs78340951  ¢.1005C>G / C>T G C/A ce/ iﬁ;’ GA/
c.1013C>T/ C>G / GA/AA/CG ]/
ALDOB rs77718928 o G AICIT e or T
ALDOB rs370793608  c.612T>G/T>A A CIT CAl CT(%’ AT/
AOCl rs10156191 C.47C>T C T CT/TT
AOCl = rs1049742 C.995C>T C T CT/TT
AOC1l  rs2268999 C.-16-578A>T A T AT/TT
AOC1l  rs1049793 C.1933C>G / G>T c GIT cG/ GT?/ cr/
.150851884G>A /
AOC1l = rs2052129 G>T G AIT GT/ TATA/ GAl
(GRCh38.p14 chr 7)
MCM6  rsagggss  C1917+326C>T/C>G G G GG
[ C>A
MCM6 rs182549 €.1362+117G>A C C CcC

Tabulka 4: Soupis referencnich a mozZnych variant pro vybrané oblasti (*pro rozliSeni duplikaci
I deleci, jsou do analyzy zahrnuty také okolni nukleotidy).

13.2 Negativni vysledek

Pokud nejsou dané varianty detekovany, nebo nedosahuje jejich ¢etnost predepsané frekvence,

vysledek genotypizace je negativni (bez mutace).

13.3

Interpretace PC a NC

Zahrnuti pozitivni a negativni non-templatové kontroly pro kazdy béh testu (skupinu vzork

méfenou soucasné) je doporucené pro kontrolu spravného provedeni pfipravy DNA knihovny

a vylouceni technickych problému.
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13.3.1 Pozitivni kontrola musi splnovat nasledujici kritéria:

—  V gPCR amplifikacnim kroku pfipravy knihovny je detekovana s hodnotou minimalné o 3 Ct
niz8i nez NC (Ctpc +3 < Cinc).
- Po vyhodnoceni sekvenacnich dat vykazuje pfitomnost danych variant gent ALDOB, AOCL1

a MCM6 v predepsanych frekvencich.

13.3.2 Negativni kontrola musi splhovat nasledujici kritéria:

— V gPCR amplifikaénim kroku pfipravy knihovny neni detekovana nebo ma Ct hodnotu

minimalné o 3 Ct vysSi nez posledni vzorek/PC.

Pokud PC a NC nespliuje jeden z parametr(i, test neprobéhl zcela spravné aje nezbytné
individualné zhodnotit dopad na interpretaci dat. Mulzete kontaktovat aplikacni podporu

www.biovendor.com.

Vice informaci v kapitole 16. Casto kladené dotazy.
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14. LIMITACE SOUPRAVY

- Souprava fastGEN Intolerance Kit | je validovana na DNA izolované z bukalniho stéru, piné
krve a syntetické DNA.

—  Vysledek genotypizace je ovlivnén kvalitou vzorku. Spravny postup odbéru, transportu,
izolace DNA a skladovani vzorku je pro vySetifeni duleZity.

—  Vysledky genotypizace by mély byt hodnoceny odbornym pracovnikem ve zdravotnictvi.

- Souprava fastGEN Intolerance Kit | je navrZzena pro rychlou pfipravu sekvenacni knihovny,
potfebné pro genotypizaci oblasti rs118204429, rs764826805, rs387906225, rs1800546,
rs76917243, rs78340951, rs77718928, rs370793608 v genu ALDOB, oblasti rs10156191,
rs1049742, rs2268999, rs1049793, rs2052129 v genu AOCL1 a oblasti rs4988235, rs182549
v genu MCM6 technologii NGS. Sekvenc¢ni varianty jinych gend, nejsou kitem fastGEN
Intolerance Kit | zjistitelné.

—  Negativni vysledek nevylu€uje mutace pod limitem detekce metody.

—  Vzacné sekvencni varianty v oblasti primertd mohou ovlivnit funkénost jednotlivych fastGEN

primert a mohou vést ke snizeni efektivity-amplifikace daného amplikonu.

PFi provedeni testu by mély byt dodrzeny v8echny instrukce uvedené v tomto dokumentu. Jejich

nedodrzeni muze ovlivnit kvalitu a spolehlivost vysledku.

15. CHARAKTERISTIKA SOUPRAVY

Vyhodnocenim dat v ramci analytické charakteristiky soupravy fastGEN Intolerance Kit | firmy
BioVendor — Laboratorni medicina a.s. byly stanoveny parametry analytické senzitivity
a specificity. Pro soupravu byl stanoven limit detekce metody a ovéfena kfizova reaktivita primert
(in silico). Byla testovana opakovatelnost a robustnost metody na sérii totoznych vzorkd ve dvou
nezavislych experimentech s definovanou zménou podminek. Diagnosticka pfesnost (senzitivita
a specificita) testu byla stanovena na zakladé analyzy klinickych vzorkll se znamym mutacnim
statusem. Vysledky stanoveni genotypu gent ALDOB, AOC1 a MCM6 byly ve vSech typech

vzorkl spravné ve vSech pfipadech véetné opakovani (senzitivita a specificita 100 %).
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16. CASTO KLADENE DOTAZY

1.

Kolik vzorkt Ize sekvenovat sou¢asné v 1 béhu?

Na jeden vzorek je potfeba 40 000 paired-end readd. MiSeq Reagent kit v2 Nano, ktery ma
kapacitu 2 mil paired-end readu, je dostacujici az pro 16 vzorkl aje zaplnén ze 32 %.
MiSeq Reagent kit v2 Micro, ktery ma 8 mil paired-end readu je pfi sekvenaci 16 vzorku
zaplnén z 8 %.

Lze pouzit i jiny nastroj na analyzu dat?

Ano, na sekundarni analyzu dat je mozné pouzit napf. Local Run Manager nebo BaseSpace
Sequencing Hub.

Jaky typ sekvenatoru je vhodny pro analyzu vzork pripravenych kity fastGEN?

Pro sekvenovani knihoven pfipravenych pomoci souprav fastGEN jsou vhodné sekvenatory
znacky lllumina®.

Lze kombinovat soupravy na genotypizaci?

Ano, je mozné vzajemné kombinovat vSechny soupravy z fady fastGEN. V pfipadé, ze DNA
pool pfidavate k jiné knihovné, kontaktujte aplikaéni podporu.

Jak pristoupit k hodnoceni vysledku v pripadé, ze PC a NC nesplnuji dana kritéria?
PFiciny nestandardnich vysledkd'PC a NC mohou byt rizné. Doporu€ujeme ovéfit kvalitu
a spravny typ pouzité PC (musi.obsahovat mutace v cilovych oblastech zmifiovanych gena),
dale ovéfte nastaveni technického vybaveni, ovéfte, zda nedoSlo k manualni chybé pfi
pripravé knihovny ¢i kontaminaci materialu. V pfipadé nejasnosti se obratte na zakaznickou

podporu.

Co délat v pripadé spotiebovani veskerého objemu sekvenacnich primert?
Je mozné zakoupit souvisejici produkt fastGEN Intolerance Kit | Extra Sequencing Primers
RDNSPO018A.
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18. VYSVETLIVKY K SYMBOLUM

REF

Katalogoveé Cislo

LOT

Sarze

s

Pouzit do data

/ﬂ/-zo"c

Horni mez teploty

Vyrobce

wl
BH

www.biovendor.com

Ctéte elektronicky navod k pouziti

N/

16

Obsah postacuje pro 16 testl
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