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In diesem Handbuch...

Dieser Leitfaden enthalt Anweisungen fiir die automatisierte Vorbereitung der mit SureSelectT HS
zielangereicherten multiplexierten lllumina-Sequenzierungsbibliotheken mit gepaarten Enden mit
dem Magnis NGS Prep System.

Das SureSelect*" "S-System wird verwendet, um indizierte Bibliotheksproben mit molekularen
Barcodes vor der Zielanreicherung herzustellen, um eine hochempfindliche Sequenzierung auf der
lllumina-Plattform zu ermdglichen.

1 Vor dem Start

2 Bibliotheksvorbereitung mit dem Magnis NGS Prep System sequenzieren

3 Anhang 1: Richtlinien zur Vorbereitung von DNA-Proben

4 Anhang 2: Laufzeitvorbereitete Sondenstreifen verwenden

5 Anhang 3: Richtlinien fiir die Verarbeitung von DNA-Proben nach dem Durchlauf fiir NGS

6 Literaturhinweise
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Was ist neu in der Version DO

Unterstiitzung der Magnis-Protokolle SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM und LT-SSEL
XTHS-EPIS-RevB-ILM, die mit einem Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit

(Artikel-Nr. G9730D) mit leeren Probe Input Strips (EPIS) konfiguriert wurden. Siehe
»Anhang 2: Laufzeitvorbereitete Sondenstreifen verwenden" auf Seite 55 bis Seite 58

fur detaillierte Anweisungen zur Einrichtung der Probe Input Strips fir dieses Protokoll.
Informationen zum Reagent Kit, Artikel-Nr. G9730D, finden Sie in Tabelle 1 auf Seite 11

und Tabelle 16 auf Seite 74. Informationen zur Kompatibilitdt von Magnis-Protokollen und
Reagent Kits finden Sie in Tabelle 7 auf Seite 28. Informationen zur Fehlerbehebung finden
Sie auf Seite 87.

Unterstiitzung fiir Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits, Artikel-Nr. G9736C und
G9736D, die mit kundenspezifischen 24—50 Mb Probe Plates geliefert werden, und
Aktualisierungen der zusatzlichen Artikel-Nr. und Bezeichnungen fir die mit den Magnis
SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits gelieferten Probe Plates. Siehe Tabelle 1 auf Seite 11,
Tabelle 16 und Tabelle 17 auf Seite 75, Tabelle 18 auf Seite 75, und siehe Schritt 5 auf
Seite 24.

Aktualisierungen der Beschreibungen der Probe Plate flir die Magnis SureSelect XT HS
Reagent Kits (Originalformat). Siehe Tabelle 25 auf Seite 78.

Aktualisierungen der Bilder der Touchscreen-Oberflache auf Seite 29, Seite 40, Seite 41,
Seite 42 und Seite 43.

Aktualisierungen der Richtlinien fUr lllumina-Sequenzierkits in Tabelle 15 auf Seite 65.

Aktualisierungen der Informationen zur Fehlerbehebung der Anzeige , Time Remaining” auf
dem Magnis-Touchscreen (siehe Seite 88).

Was ist neu in der Version CO

Unterstiitzung zur Verwendung des Protokolls LT-SSEL XTHS-RevB-ILM mit Magnis SureSelect
XT HS Rev B Reagent Kits. Informationen tber die Auswahl des Protokolls, das mit lhrem
Reagent Kit-Format kompatibel ist, und andere Workflow-Parameter im Rahmen der
Lauf-Einrichtung finden Sie auf Seite 28. Siehe auch Fehlerbehebung auf Seite 87.

Das Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit, das mit leeren Probe Input Strips, Teilenr.
G9730D, geliefert wird, ist derzeit nicht verfiigbar. Siehe aktualisierte Listen der unterstitzten
Magnis Reagent Kits in Tabelle 1 auf Seite 11 und Tabelle 16 auf Seite 74. Informationen zur
Verwendung des Protokolls SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM fir die Verarbeitung von Laufen, die mit
dem G9730D Reagent Kit eingerichtet wurden, wurden aus Tabelle 7 auf Seite 28 und aus
»2Anhang 2: Laufzeitvorbereitete Sondenstreifen verwenden” auf Seite 55 bis Seite 58
entfernt. Besuchen Sie Agilent.com fiir Aktualisierungen zum Magnis Reagent Kit und zur
Verfligbarkeit von Protokollen.

Was ist neu in der Version B0

Unterstltzung flr Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits, die mit dem

Protokoll SSEL XTHS-RevB-ILM verarbeitet wurden. Die Rev B Reagent Kits enthalten neu
formatierte Komponenten (Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates Rev B ILM und eine Magnis
SureSelect XT HS Probe Plate, Pre-filled Single Well Format), die unter Verwendung eines
RevB-Protokolls verarbeitet werden missen. Siehe Seite 75 bis Seite 77 fir Informationen
Uber die Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit. Die Anleitungen in
diesem Dokument bieten auch Unterstlitzung fir die Probenverarbeitung unter Verwendung
des urspriinglichen Reagent Kit-Formats. Siehe Seite 78 bis Seite 80 flr Informationen Uber
die Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Reagent Kit (Originalformat). Eine
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zusammenfassende Liste aller unterstitzten Reagent Kits finden Sie in Tabelle 1 auf Seite 11.
Aktuelle Anweisungen zur Einrichtung der Reagent Plate und der Probe Plate finden Sie auf
Seite 23 bis Seite 24. Informationen Uber die Auswahl des Protokolls, das mit Ihrem Reagent
Kit-Format wahrend der Durchlauf-Einrichtung kompatibel ist, finden Sie auf Seite 28.

Unterstiitzung fiir kundenspezifische Sonden, die mit aktualisierten Design- und
Herstellungsverfahren ab August 2020 produziert werden. Sonden fiir alle neuen
kundenspezifischen Designs werden mit dem aktualisierten Verfahren hergestellt. Sonden fiir
bestehende kundenspezifische Designs, die vor August 2020 erstellt wurden, werden mit dem
alten Herstellungsverfahren produziert. Siehe Tabelle 18 auf Seite 75 flir Informationen Gber
Sonden, die mit den Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits geliefert werden. Siehe
Tabelle 25 auf Seite 78 fiir Informationen Uber Sonden, die mit den Magnis SureSelect XT HS
Reagent Kits im Originalformat geliefert werden.

Unterstiitzung fiir Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits mit Human All Exon V8 Probe
(Tabelle 1 auf Seite 11, Tabelle 16 auf Seite 74 und Tabelle 18 auf Seite 75).

Aktualisierungen der Handhabungshinweise fiir Kitkomponenten auf Seite 22 bis Seite 23
einschlielich Anweisungen zum Auftauen von Reagent Plates und Details zur Handhabung
von Folienabdeckungen und Plattenhdillen.

Kleinere Aktualisierungen der Ladeanweisungen fr Kihlermodule auf Seite 34 bis Seite 35.

Erganzung des Hygrometergerats in der Liste Erforderliche Ausriistung in der Tabelle 2 auf
Seite 12 und Erganzung des Feuchtigkeitsmessschritts in der Anleitung zur Einrichtung des
Instruments auf Seite 20.

Aktualisierungen der Bestellinformationen flr die Zentrifuge mit Ausschwingrotor (Tabelle 2
auf Seite 12) und fir 1X Low TE Buffer und Qubit Fluorometer (Tabelle 3 auf Seite 13).

Unterstltzung fur QC-Bibliotheksproben mit dem Agilent 5200 Fragment Analyzer (siehe
FuBnote zu Tabelle 3 auf Seite 13 und Anmerkung auf Seite 60)

Aktualisierungen von ,Anhang 2: Laufzeitvorbereitete Sondenstreifen verwenden* auf

Seite 55 bis Seite 58. Die Aktualisierungen beinhalten Unterstiitzung fiir das SSEL
XTHS-EPIS-RevB-ILM Protokoll, das mit einem Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit mit
Empty Probe Input Strips (EPIS) konfiguriert wurde.

Aktualisierungen der Fehlerbehebung auf Seite 86, einschlieRlich Informationen zum
Protokollzugriff, zum Sitz der Streifenréhrchen und zu Verify Labware-Anzeigen fir nicht
Ubereinstimmende Protokolle und Laborgerate.

Aktualisierung von Seite 9 mit Beschreibung kompatibler Sequenzierplattformen und
Aktualisierung der Richtlinien fUr lllumina-Sequenzierkits in Tabelle 15 auf Seite 65.

Entfernung der Ethylenglykol-Bestellinformationen aus Tabelle 6 auf Seite 14. Siehe Seite 47
und Seite 52 flir entsprechende Aktualisierungen der Anweisungen zur Einrichtung des
DNA-Scherens.

Hinzufligen der Bestellinformationen fir D1000 ScreenTape Assay zu Tabelle 6 auf Seite 14.
Aktualisierung der Kontaktinformationen des Technischen Supports (siehe Seite 2).
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Uberblick iiber den Ablauf

Der Workflow fiir die SureSelect*" "S Target Enrichment mit dem Magnis NGS Prep System wird
in Abbildung 1 zusammengefasst. Sobald die gescherten genomischen DNA-Proben und die
vorplattierten Reagenzien und Laborgerate geladen sind, fihrt das Magnis NGS Prep System alle
Schritte der SureSelect’T HS-Bibliotheksvorbereitung und Zielanreicherung im Liquid Handling
und Inkubation durch. Nach Abschluss des Durchlaufs des Magnis NGS Prep System stehen die
zielangereicherten Bibliotheken zur Verfligung, um sie unter Verwendung von lllumina HiSeq,
MiSeq, NextSeq 500 oder NovaSeq 6000-Sequenzern flir die multiplexierte
NGS-Probenvorbereitung und Sequenzanalyse zu biindeln.

DNA-Proben Magnis SureSelect "
(geschert) Reagent Kit

(vorplattierte Reagenzien und Magnis-Laborgerate)

]

Magnis NGS
Prep System

!

Zielangereicherte Bibliotheken

A 4

Pool und Sequenz

v

Datenanalyse

Abbildung 1 Gesamtablauf der NGS-Probenvorbereitung mit dem Magnis NGS Prep System
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Sicherheitshinweise

Tragen Sie geeignete personliche Schutzausriistung (PSA), wenn Sie im Labor
arbeiten.

Gefahr der Einwirkung von ultraviolettem (UV-)Licht

Die TUr und die Seitenwande des Magnis-Gerats sind nicht UV-durchlassig, daher ist die
Belastung durch UV-Licht minimal. Die folgenden Vorsichtsmalinahmen sind jedoch erforderlich.

+ Bei der Dekontamination der Gerateplatten mit UV-Licht diirfen Sie weder direkt noch indirekt
in die UV-Lichtquelle blicken.

+ FUhren Sie die Dekontamination immer bei geschlossener und verriegelter Geratetir durch.
Die Geratetir ist so programmiert, dass sie bei eingeschaltetem UV-Licht verriegelt bleibt.

+  UV-Ersatzrohren miissen von Agilent zur Verfligung gestellt und von einem Agilent Techniker
oder einem von Agilent autorisierten Dienstleister installiert werden.

Verbrennungsgefahr

« Wahrend der Protokolldurchlaufe erreichen der Thermoblock und andere Komponenten des
Thermocyclermoduls schnell Temperaturen von mehr als 50 °C. Um einen sicheren Betrieb zu
gewahrleisten, muss die Geratetlr wahrend des Durchlaufs geschlossen bleiben. Das Gerat
ist so programmiert, dass die Tur wahrend des Protokolldurchlaufs verriegelt bleibt.

+ Verwenden Sie nur Agilent Material (Platten, Klebestreifen, Folien, Matten), das fir die
Verwendung mit dem Magnis NGS Prep System vorgesehen ist. Diese Materialien sind
ausreichend temperaturbestandig (bis 120 °C).
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Benotigtes Material

Bendotigte Materialien fiir Durchlaufe von SureSelect XT HS Magnis

Prep System

Tabelle 1  Unterstiitzte Reagent Kits (wahlen Sie eins aus)

Beschreibung

96 Reaktionen®

32 Reaktionen®

Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit:
mit Tier 1 (1499 kb) Sonde
mit Tier 2 (0,5—-2,9 Mb) Sonde
mit Tier 3 (3—5,9 Mb) Sonde
mit Tier 4 (6—11,9 Mb) Sonde
mit Tier 5 (12—24 Mb) Sonde
mit 24-50 Mb Sonde
mit Human All Exon V7 Probe
mit Human All Exon V8 Probe
mit leeren Magnis Probe Input Strips*
Eine Liste der Kit-Inhalte finden Sie auf Seite 75 bis Seite 77.
ODER
Magnis SureSelect XT HS Reagent Kit (Originalformat):
mit 1-499 kb Sonde
mit 0,5—2,9 Mb Sonde
mit 3—5,9 Mb Sonde
mit 6—11,9 Mb Sonde
mit 12—24 Mb Sonde
mit Human All Exon V7 Probe
mit leeren Magnis Probe Input Strips*
Eine Liste der Kit-Inhalte finden Sie auf Seite 78 bis Seite 80.

Agilent
Artikel-Nr. G9731D
Artikel-Nr. G9732D
Artikel-Nr. G9733D
Artikel-Nr. G9734D
Artikel-Nr. G9735D
Artikel-Nr. G9736D
Artikel-Nr. G9771D
Artikel-Nr. G9772D
Artikel-Nr. G9730D

Agilent
Artikel-Nr. G9731B
Artikel-Nr. G9732B
Artikel-Nr. G9733B
Artikel-Nr. G9734B
Artikel-Nr. G9735B
Artikel-Nr. G9771B
Artikel-Nr. G9730B

Agilent

Artikel-Nr. G9731C
Artikel-Nr. G9732C
Artikel-Nr. G9733C
Artikel-Nr. G9734C
Artikel-Nr. G9735C
Artikel-Nr. G9736C
Artikel-Nr. G9771C
Artikel-Nr. G9772C
Nicht angeboten

Agilent

Artikel-Nr. G9731A
Artikel-Nr. G9732A
Artikel-Nr. G9733A
Artikel-Nr. G9734A
Artikel-Nr. G9735A
Artikel-Nr. G9771A
Nicht angeboten

* 96 Reaktions-Kits sind fiir 12 Durchldaufe mit 8 Proben pro Durchlauf formatiert.

1 32 Reaktions-Kits sind fiir 4 Durchlaufe mit 8 Proben pro Durchlauf formatiert.

1 Die Sonde muss separat erworben werden. Auf Seite 56 finden Sie Informationen zum Befiillen des leeren Magnis Probe Input Strip fiir den

Durchlauf.

SureSelect*™ HS Protocol mit dem Magnis NGS Prep System
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Tabelle2  Erforderliche Ausriistung

Beschreibung

Lieferant und Artikel-Nr.

Magnis NGS Prep System”
Roboter-Pipettierspitzen (steril, gefiltert, 250 pl)

Hygrometer

Vortex-Mischer
Mikrozentrifuge

Schwenkbecherzentrifuge

Pipetten (2-, 10-, 20- und 200-ul-Kapazitat)

Sterile, nucleasefreie Aerosol-Barriere-Pipettenspitzen
Kuhlschrank (2) auf —20 °C und —80 °C eingestellt
Kihlschrank, eingestellt auf +4 °C

Eiskibel

Puderfreie Handschuhe

Agilent Teilenr. G9710AA
Agilent Teilenr. G9477G

Ruckverfolgbarer Temperatur-/Feuchtigkeits-Datenlogger,
Cole-Parmer Teilenr. 18004-13 oder gleichwertig

Vortex Genie-2, VWR Teilenr. 58815-234 oder gleichwertig
Eppendorf-Mikrozentrifuge Modell 5417C oder gleichwertig"

Eppendorf-Zentrifuge Modell 5804 mit Rotor A-2-DWP oder
gleichwertig*

Rainin Pipet-Lite-Pipetten oder gleichwertig
Lieferant fir allgemeinen Laborbedarf
Lieferant fir allgemeinen Laborbedarf
Lieferant fir allgemeinen Laborbedarf
Lieferant fir allgemeinen Laborbedarf

Lieferant fir allgemeinen Laborbedarf

* Die Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits und die in dieser Publikation beschriebenen Protokolle sind auch mit dem Magnis Dx NGS Prep

System (Teilenr. K1007AA) kompatibel.

1 Der Zentrifugenrotor muss die mit den Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits gelieferten Streifenrohrchen aufnehmen.

1 Der Zentrifugenrotor muss die mit den Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits gelieferten tiefen Well-Platten aufnehmen. Ein Kiihlsystem ist

nicht erforderlich.

SureSelect*™ HS Protocol mit dem Magnis NGS Prep System
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Bendotigte Materialien fiir die DNA-Probenvorbereitung und -analyse

Tabelle 3  Bendtigte Materialien fiir die DNA-Probenvorbereitung und -analyse — Alle Probentypen

Beschreibung Lieferant und Artikel-Nr.

1X Low TE Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,0, 0,1 mM EDTA)  Thermo Fisher Scientific Teilenr. 12090-015 oder gleichwertig

Qubit BR dsDNA Assay Kit Thermo Fisher Scientific
100 Assays Teilenr. Q32850
500 Assays Teilenr. Q32853
Qubit-Fluorometer Thermo Fisher Scientific Teilenr. Q33238
Qubit-Assay-Rohrchen Thermo Fisher Scientific Teilenr. Q32856
Covaris Probenvorbereitungssystem Covaris Modell E220
Covaris microTUBE-Probenhalterungen Covaris Teilenr. 520045
DNA-Analysesystem und Verbrauchsmaterial:"
Agilent 4150 TapeStation Agilent Teilenr. G2992AA
ODER
Agilent 4200 TapeStation Agilent Teilenr. G299TAA
UND
TapeStation-kompatible 8-Well-Réhrchenstreifen Agilent Teilenr. 401428
8-Well Rohrchenstreifenkappen Agilent Teilenr. 401425
High Sensitivity D1000 ScreenTape Agilent Teilenr. 5067-5584
High Sensitivity D1000 Reagents Agilent Teilenr. 5067-5585

* Der Agilent 2100 Bioanalyzer (Teilenr. G2939BA) und das High Sensitivity DNA Kit (Teilenr. 5067-2646) oder der Agilent 5200 Fragment
Analyzedr (Teilegr. M5310AA) und das HS NGS Fragment Kit (Teilenr. DNF-474-0500) kdnnen auch fiir die DNA-Analyse in der Bibliothek
verwendet werden.

Tabelle 4  Erforderliche Materialien — Nur hochwertige DNA-Proben

Beschreibung Lieferant und Artikel-Nr.
Hochwertiges gDNA-Aufarbeitungssystem, z. B.:
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen

50 Proben Teilenr. 51304

250 Proben Teilenr. 51306

Tabelle 5 Erforderliche Materialien — Nur FFPE DNA-Proben

Beschreibung Lieferant und Artikel-Nr.
FFPE gDNA-Aufarbeitungssystem, z. B.: Qiagen
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, 50 Proben Teilenr. 56404
Deparaffinization Solution Teilenr. 19093
FFPE DNA-Integritatsbewertungssystem:
Agilent NGS FFPE QC Kit (empfohlene Methode) Agilent
16 Reaktionen Teilenr. G9700A
96 Reaktionen Teilenr. G9700B
ODER
TapeStation Genomic DNA-Analyseassay:” Agilent
Genomic DNA ScreenTape Teilenr. 5067-5365
Genomic DNA Reagents Teilenr. 5067-5366

* Die 4150 TapeStation oder 4200 TapeStation von Agilent und kompatible Kunststoffteile werden ebenfalls ben6tigt. In der oben angefiihrten
Tabelle 3 finden Sie Bestellinformationen.
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Optionale Materialien

Tabelle 6

Lieferanteninformationen fiir optionale Materialien in Protokollen

Beschreibung

Funktion

Lieferant und Artikel-Nr.

Tlcher mit verdiinnten
Bleichmitteln (10 %)

Alkoholtupfer (70 %)

Trockene, fusselfreie, kratzfreie
Wischtlcher

D1000 ScreenTape und D1000
Reagents

Tween 20

Oberflachenreinigung des Geratedecks
(siehe Seite 20)"

Oberflachenreinigung des Geratedecks
(siehe Seite 20)*

Oberflachenreinigung des
Barcodescannerfensters

Analyse von optionalen
QC-Bibliotheksproben vor der Erfassung mit
dem Agilent 4200/4150 TapeStation-System
(siehe Seite 44)

Speicher der Sequenzierungsbibliothek
(siehe Seite 63)

Hype-Wipe Wischticher mit Bleichmittel
(VWR Teilenr. 16200-218) oder
gleichwertig

Vorgefeuchtete VWR-Reinigungstiicher
(VWR Teilenr. 21910-110) oder
gleichwertig

Kimwipes-Wischtlcher (VWR Teilenr.
21905-026) oder gleichwertig

Agilent Teilenr. 5067-5582 und Teilenr.
5067-5583

Sigma-Aldrich Teilenr. P9416-50ML

* Agilent empfiehlt die Verwendung der UV-vermittelten Dekontaminationsprogramme des Magnis-Gerats fiir die routinemaRige
Instrumentendekontamination. Wenn eine Idsungsmittelbasierte Reinigung erforderlich ist, finden Sie im Benutzerhandbuch des Geréts
vollstandige Anweisungen zur Oberflachenreinigung. Zulassige Losungsmittel miissen vor der Verwendung auf einen festen Stofftrager
aufgetragen werden. Spriihen Sie kein Wasser, Bleichmittel, Alkohol oder andere Fliissigkeiten in das Gerat. Entfernen Sie vor Gebrauch
iberschiissige Flissigkeit aus Tiichern oder Feuchttiichern, um das Eindringen von Fliissigkeiten in die Geratekomponenten zu verhindern.

SureSelect*™ HS Protocol mit dem Magnis NGS Prep System
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Agilent

Agilent SureSelectX 1S Target Enrichment mit dem Magnis NGS Prep System
Protokoll

2

Bibliotheksvorbereitung mit dem Magnis NGS Prep

System sequenzieren

Informationen zur Nachverfolgung kritischer Proben 16
Probenorientierung in den Magnis Sample Input Strip Wells 16
Zuordnung von Proben zu Well-Positionen in der Magnis-Software 17

Vorbereitung Ihrer DNA-Proben fiir den Durchlauf 19

Vorbereiten des Magnis-Gerats und der Reagenzien fiir den Durchlauf 20
Schritt 1. Gerat fir die Ausfiihrung eines Protokolls vorbereiten 20
Schritt 2. SureSelectXT HS-Reagenzien und Kunststoffe vorbereiten 22

Bibliotheksvorbereitungsprotokoll ausfiihren 26
Schritt 1. Protokoll initiieren und Durchlaufinformationen eingeben 28
Schritt 2. Deck einrichten 30
Schritt 3. Verifizieren von Laborartikeln 37
Schritt 4. Eingeben von Probeninformationen 39
Schritt 5. Einrichtung bestatigen und Durchlauf starten 40
Schritt 6. Endgultige Bibliotheksproben vom Instrument sammeln 42
Schritt 7. Reinigen des Gerats nach dem Durchlauf 45

Dieses Kapitel enthalt Anweisungen zur Vorbereitung der SureSelect* 1S zielangereicherten
DNA-Sequenzierungsbibliothek mit dem Magnis NGS Prep System. Einen Uberblick tber den
Workflow finden Sie auf Abbildung 1 auf Seite 9.

Hier finden Sie detaillierte Anweisungen zur Einrichtung des Magnis NGS Prep System-Gerats

und der Assaykomponenten fir einen Durchlauf und die anschlieRende Ausflihrung eines Magnis

Instrument Protokolls fir die automatisierte Probenvorbereitung der NGS-Bibliothek.

FUr jede zu sequenzierende Probe wird eine individuelle indizierte und molekularbarcodierte
Bibliothek erstellt. Bibliotheken, die mit den hier beschriebenen Protokollen erstellt wurden,
sind bereit fUr die Sequenzierung mit dem Illumina-System zur gepaarten Ablesung.
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Informationen zur Nachverfolgung kritischer Proben

Eine genaue Probenverfolgung ist entscheidend fir die Interpretation lhrer

Sequenzierungsergebnisse. Bevor Sie mit einem Durchlauf beginnen, vergewissern Sie sich, dass
Sie die Informationen zur Probenverfolgung in diesem Abschnitt gelesen und verstanden haben,
einschlieBlich 1) der Orientierung der Probennummer in den Magnis Sample Input Strip Wells und
2) der Eingabe von Probenidentitédten in die Magnis-Software wahrend der Durchlauf-Einrichtung.

Probenorientierung in den Magnis Sample Input Strip Wells

Magnis NGS Prep System-Durchldufe verwenden die nachfolgend in Abbildung 2 dargestellte
Probenausrichtung, wobei die Probe T am weitesten vom Barcode in den mitgelieferten Magnis
Sample Input Strips entfernt geladen ist. Proben miissen in den Magnis Sample Input Strip Wells
in dieser Ausrichtung wahrend der Durchlauf-Einrichtung auf Seite 23 geladen werden.

Ordnen Sie vor der Einrichtung des Durchlaufs jede Probe einer bestimmten Probennummer 1 bis
8 zu und zeichnen Sie die Probennummernzuordnungen auf. Methoden zur Eingabe von
Probenzuordnungen fir einen Lauf in die Magnis-Software werden auf Seite 17 bis Seite 18
beschrieben.

Flgen Sie keine Schriftziige oder Etiketten hinzu, die den Barcode auf dem
Magnis Sample Input Strip verdecken kdnnten.

Probe 1

‘ Barcode

Abbildung 2  Erforderliche Ausrichtung der Probennummern 1 bis 8 im Magnis Sample Input
Strip.
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Zuordnung von Proben zu Well-Positionen in der Magnis-Software

Die Identitat jeder Probe im Durchlauf muss in der Magnis-Geratesoftware mit einer der

beiden nachfolgend beschriebenen Methoden angegeben werden. Die spezifischen Proben-IDs,
die in einen Lauf einbezogen werden sollen, werden bei der Durchlauf-Einrichtung in das
Magnis-System eingegeben, wie im Abschnitt ,Schritt 4. Eingeben von Probeninformationen auf
Seite 39 beschrieben. Stellen Sie sicher, dass Sie die folgenden Informationen zur
Probenpositionierung und -verfolgung verstehen, bevor Sie mit der Durchlauf-Einrichtung beginnen.

Jede Proben-ID muss 1-30 Zeichen enthalten und innerhalb des Durchlaufs eindeutig sein.
Proben-1Ds kénnen in verschiedenen Durchlaufen wiederverwendet werden.

Probenzuordnung Methode 1: Import von Probenzuordnungen iiber eine .csv-Datei

1 Erstellen Sie eine .csv-Datei (comma separated value) mit den geordneten Probennamen.
Die Daten des Probennamens kdnnen mit Hilfe einer Tabellenkalkulationsanwendung,
wie beispielsweise Microsoft Excel, im Tabellenformat eingegeben und dann im
.csv-Format gespeichert werden.

a Geben Sie den Kopftext sample_id in Zelle A1 ein, wie in Abbildung 3 gezeigt.

b Geben Sie den Namen jeder Probe in die Zellen A2 bis A9 ein (siehe Abbildung 3, linke
Leiste). Die Probeneingabedatei muss 8 eindeutige Proben-IDs enthalten. Wenn fir den
Durchlauf Proben-Wells leer bleiben, miissen Sie an den entsprechenden Stellen
Platzhaltertexte eingeben (siehe Abbildung 3, rechte Leiste).

6 Proben im Durchlauf mit

8 Proben im Durchlauf 2 Platzhalter-Proben-IDs
- -

A B A B i

1 sample_id 1 |sample_id

2 HD18060701 2 |HD13060701

3 HD18060702 3 |HD18060702

4 HD18060703 4 |HD18060703

5 HD18060704 5 |HD18060704

6 HD18060705 6 |HD18060705

7 'HD18060706 7 |HD18060706

8 HD18060707 8 |empty1

9 HD18060708 o |empty2

10 10

Abbildung 3 .csv-Beispieldateiinhalt (im Tabellenkalkulationsformat dargestellt) fiir das
Hochladen von Probenzuordnungen

2 Speichern Sie die Datei im .csv-Format.
3 Laden Sie die .csv-Datei auf einen unverschlisselten USB-Stick herunter.

4 Wenn Sie den Durchlauf einrichten, driicken Sie auf dem Bildschirm Enter Sample Info
die unten abgebildete Schaltflache zum Hochladen von Proben und folgen Sie dann den
Anweisungen des Protokoll-Setup-Assistenten, um die Proben-IDs von der USB-Disk zu
Ubertragen.

LY
Sample

g
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Probenzuordnung Methode 2: Manuelle Probenzuordnung iiber den Touchscreen des
Magnis-Gerats

1 Notieren Sie die Identitat jeder Probennummer fr den Lauf mit geeigneten Hardcopy- oder
Softcopy-Protokollierungsverfahren, bevor Sie Proben in die Magnis Sample Input Strip Wells
geben.

2 Wenn Sie den Durchlauf einrichten, folgen Sie den Aufforderungen des Magnis-Touchscreens,
um die Sample ID fiir jede Proben-Well-Position (iber den unten gezeigten Bildschirm Enter
Sample Info einzugeben. Das Magnis-System weist jeder Probenposition automatisch eine
Standard-Sample ID zu. Um die Sample ID zu andern, wahlen Sie zunachst eine bestimmte
Proben-Position auf dem Touchscreen aus und geben Sie dann mit dem Werkzeug Edit Sample
ID auf der rechten Seite den gewlinschten Sample ID-Text ein. Drlicken Sie auf Change, um den
eingegebenen Text zur Sample ID fUr die Probe zu speichern.

(WECEEEENY o Ready

Position  Sample ID
n "
21 Adm18121322 .
3)| Adm18121323
4)| Adm18121324 Edit Sample ID:

5)| Adm18121325 Adm18121321 |
6) Admi8121326

7)| Adm18121327
e s Adm18121328 D

Abbildung 4 Magnis Touchscreen-Schnittstelle fiir die manuelle Probenzuordnung wahrend
eines Durchlaufs.
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Vorbereitung Ihrer DNA-Proben fiir den Durchlauf

Das Vorbereitungsprotokoll der Bibliothek ist sowohl mit hochwertiger gDNA aus frischen oder
frisch gefrorenen Proben als auch mit minderwertiger DNA aus FFPE-Proben kompatibel.
Durchlaufe zur Verarbeitung von hochwertiger oder FFPE-basierter DNA kénnen 10 ng, 50 ng,
100 ng oder 200 ng eingegebene DNA beinhalten. Fir optimale Sequenzierungsergebnisse
verwenden Sie die maximale Menge an eingegebener DNA, die in diesem Bereich verflgbar ist.
Alle Proben desselben Durchlaufs miissen in der gleichen Menge bereitgestellt werden.

Vor der Einrichtung des Magnis-Durchlaufs miissen DNA-Proben unter Verwendung der
Richtlinien und Protokolle in ,Anhang 1: Richtlinien zur Vorbereitung von DNA-Proben” auf
Seite 46 vorbereitet, quantifiziert, qualifiziert und geschert werden. Einige Teile des
DNA-Probenvorbereitungsprotokolls, insbesondere die Qualifizierung von FFPE-basierten
Proben, miissen moglicherweise bis zu einem Tag vor Beginn der Magnis-Durchlaufschritte
abgeschlossen werden. DNA-Proben missen jedoch unmittelbar vor dem Einsatz im Durchlauf
geschert und in das eingegebene DNA-Probenstreifenréhrchen abgegeben werden.

Bevor Sie mit den Einrichtungsschritten des Magnis NGS Prep System auf der folgenden Seite
beginnen, Uberprifen Sie die Schritte zur Vorbereitung der DNA-Proben ab Seite 46, um
sicherzustellen, dass die gDNA-Proben und das Covaris E220-Gerat zur
Durchlauf-Einrichtungszeit fiir das DNA-Scheren bereit sind.

Die Vorbereitung des Covaris E220-Gerats flr die DNA-Scherung bendtigt ca.
30-60 Minuten zum Kihlen und Entgasen des Wasserbades. Fiihren Sie diese
Konditionierungsschritte durch (siehe Schritt 1 auf Seite 47), bevor Sie einen der
Schritte zur Einrichtung des Magnis NGS Prep System und der Reagenzien auf
den folgenden Seiten durchftihren.
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Vorbereiten des Magnis-Gerats und der Reagenzien fiir den
Durchlauf

Schritt 1. Gerat fiir die Ausfiihrung eines Protokolls vorbereiten

Die folgenden Anweisungen beinhalten ein geratevermitteltes
Dekontaminationsverfahren, bei dem ultraviolettes (UV-)Licht zur
Dekontamination des Instrumentendecks verwendet wird. Andere
Dekontaminationsverfahren (z. B. mit einer 10%igen Bleichldsung) kénnen
zuséatzlich oder alternativ zum automatisierten UV-Dekontaminationsverfahren
eingesetzt werden. Siehe die Bedienungsanleitung des Magnis-Systems fir
vollstandige Anweisungen zur Oberflachendekontamination und Reinigung.

1 Bevor Sie beginnen, verwenden Sie ein Hygrometer, um die Umgebungsfeuchtigkeit in der
Nahe des Magnis-Gerats zu messen. Uberpriifen Sie, ob die nicht kondensierende
Luftfeuchtigkeit im akzeptablen Bereich von 30 % bis 70 % liegt.

2 Vergewissern Sie sich, dass das Geratedeck von allen Laborartikeln aus friiheren Durchldufen
und von allen anderen verstreuten Materialien gereinigt ist. Alle Materialien, die sich wahrend
des Einrichtens auf dem Geratedeck befinden, konnen die Inbetriebnahme des Gerats und die
Durchlauf-Einrichtung stéren.

3 Schalten Sie das Gerat ein, indem Sie den Ein-/Aus-Schalter an der Vorderseite des Gerats
driicken. Schlielen Sie die Geratetdr.

Das Gerat schaltet sich ein, die LED-Anzeige leuchtet im Inneren des Gerats auf und die
Software wird auf dem Touchscreen gestartet.

Halten Sie sich bereit, wenn das System eine Reihe von Inbetriebnahmeaktivitaten durchfihrt,
die mehrere Minuten in Anspruch nehmen konnen.

4 Agilent empfiehlt die Durchfiihrung des Quick cycle fiir die UV-Dekontamination (erfordert
30 Minuten) vor jedem Durchlauf, wobei die folgenden Schritte ausgefiihrt werden.

a Drlcken Sie auf dem Bildschirm Home auf Decontamination.

2z B B

Fun Decontamination Post Settings
Proocold Bun Dats
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b Driicken Sie auf dem Bildschirm ,Decontamination” auf Quick cycle und dann auf Start.

Die Dauer des Dekontaminationsvorgangs Quick cycle betragt 30 Minuten. Die
LED-Anzeigeleuchten sind wahrend des UV-Dekontaminationsvorgangs ausgeschaltet,
wobei die UV-Lichtréhre des Gerats in diesem Zeitraum UV-Licht emittiert.

Decontamination

Extended cycle ‘
CAUTION Time Remaining

:: .I;I:th I‘ook directly at light
00:30:00

UV rayonnement
A Ne regardez pas directment

la lumiére
e—

Start Close

:B__Iiilt(en Sie nicht direkt in das UV-Licht, wahrend die Dekontamination
auft.

Beginnen Sie wahrend des 30-minitigen Dekontaminationsprozesses mit den
Schritten zur Reagenzienvorbereitung, die auf Seite 22 beschrieben werden.

5 Nach Abschluss des Dekontaminationszyklus leuchten die LED-Anzeigeleuchten des Gerats

blau. Kehren Sie tber die Touchscreen-Bildschirm zum Bildschirm ,Home" zurlick, um auf die

Einrichtungsschritte zuzugreifen.

SureSelect*™ HS Protocol mit dem Magnis NGS Prep System
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Schritt 2. SureSelectXT HS-Reagenzien und Kunststoffe vorbereiten

Handhabungshinweise fiir Platten und Streifenrohrchen

Machen Sie sich mit den wichtigen Anweisungen zur Handhabung von Laborgeraten vertraut,
bevor Sie mit der Einrichtung des Durchlaufs beginnen.

Magnis Sample Input Strips (rote Streifen im Plattenformat, Teilenr. 5190-9882 oder
5191-5676), zusammen mit allen Reagenzien zur Vorbereitung und Verdiinnung von
DNA-Proben, sollten nur in den Pra-PCR-Bereichen des Labors gelagert und verwendet
werden. Die leeren Magnis Probe Input Strips (Artikel-Nr. 5190-9883, nur mit Kits
Artikel-Nr. G9730D und G9730B) sollten auch in einem Pra-PCR-Bereich gelagert und
geflllt werden.

Die Klebestreifen und Folien, die die Kitplatten und Streifenréhrchen bedecken, diirfen
wahrend der Einrichtung und Ausfiihrung des Laufs nicht entfernt werden. Vermeiden Sie es,
die Folien- und Klebestreifenabdeckungen wahrend der Durchlauf-Einrichtung zu beriihren
oder zu beschadigen. Die Folienabdeckung des Probeneingangsstreifens wird wahrend des
Durchlaufs durchbohrt und die Wells missen wieder mit einem frischen
Folienversiegelungsstreifen versiegelt werden, das im Kit enthalten ist. Achten Sie darauf,
dass die Ersatzfolienversiegelungen nicht verunreinigt oder anderweitig beschadigt werden.

Gefiillte Reagenzplatten (sowohl Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffer Plates als auch
Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates) werden in weillen Kartonhdillen geliefert. Lassen Sie
die gefiillten Platten wahrend aller nachfolgend beschriebenen Vorbereitungsschritte in den
Hdllen. Zur visuellen Inspektion der Platten-Wells die Reagent Plate vorsichtig nur teilweise
aus der Hilse herausschieben, um ein Verbiegen oder Beschadigen der Folien- oder
Klebestreifenabdeckung zu vermeiden. Das unsachgemafie Wiedereinsetzen der Platte

in die Hilse kann die Integritat der Platte beeintrachtigen.

Mischen Sie mit einem Vortexer die gefiillten Reagenzplatten mit dem folgenden Verfahren,
wie in den folgenden Abbildungen dargestellt. Halten Sie die eingehiillte Platte wahrend des
Mischens mit einem Vortexer in einer vertikalen Position (auf ihrer Seite) statt horizontal.
Beginnen Sie, indem Sie eine lange Seite der Platte auf den Vortexerkopf driicken und

10 Sekunden lang mischen, dann die Platte um 90° drehen und die kurze Seite der Platte auf
den Vortexerkopf fiir weitere 10 Sekunden driicken. Setzen Sie die Rotation/Mischsequenz
von 10 Sekunden fort, bis sie auf allen vier Seiten der Platte abgeschlossen ist.

Wenn eine Kitkomponente beim Auspacken oder Durchlauf-Einrichten beschadigt scheint
(z. B. wird die Folien- oder Klebestreifenabdeckung durchbohrt oder sind Kunststoffteile
zerbrochen), verwenden Sie die Komponente nicht; wenden Sie sich an den Agilent Support,
um Unterstitzung zu erhalten.
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Schritte zur Einrichtung von Proben und Reagenzien

1 Bereiten Sie die Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plate mit den folgenden Schritten
fur den Durchlauf vor:

a Transferieren Sie eine Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plate aus der Lagerung bei
+4 °C zu RT und bewahren Sie die Platte in der weilRen Papphille auf. Lassen Sie die mit
Hillen versehene Platte mindestens 30 Minuten lang bei RT abgleichen, bevor Sie sie
wahrend des Durchlaufs verwenden.

b Mischen Sie die gepolsterte Platte mit einem Vortexer, wobei die Platte vertikal positioniert
ist, wie im Abschnitt Uber die Handhabungshinweise oben beschrieben.

¢ Drehen Sie die mit Hillen versehene Platte in einer Zentrifuge, die auf 250 x g eingestellt ist,
3 Sekunden lang, um die Flissigkeit aufzufangen, ohne die Kiigelchen zu pelletieren
(Beginn der Zeitmessung, sobald die Zentrifuge die volle Geschwindigkeit erreicht hat).
Uberschreiten Sie nicht die empfohlene Schleuderdrehzahl und -dauer, um ein Pelletieren
der Kligelchen zu verhindern.

d Halten Sie die mit Hiillen versehene Platte bei RT flr den Einsatz im Durchlauf am
selben Tag.

2 Bereiten Sie die Magnis SureSelect XT HS Reagent Plate Rev B ILM oder die Magnis
SureSelect XT HS Reagent Plate ILM gemaR den folgenden Schritten vor:

a Transferieren Sie eine Reagent Plate aus der Lagerung bei —20 °C zu RT und bewahren Sie
die Platte in der weillen Papphlle auf. Lassen Sie die Reagenzien 15 bis 30 Minuten bei RT
auftauen. Die Platte teilweise aus der Hilse schieben und visuell Giberprtifen, ob die
Reagenzien vollstandig aufgetaut sind.

b Sobald der Wellinhalt aufgetaut ist, mischen Sie die gepolsterte Platte mit einem Vortexer,
wobei die Platte vertikal positioniert ist, wie im Abschnitt Gber die Handhabungshinweise
oben beschrieben.

¢ Drehen Sie die mit Hillen versehene Platte in einer Zentrifuge, die auf 250 x g eingestellt ist,
1 Minute (Beginn der Zeitmessung, sobald die Zentrifuge die volle Geschwindigkeit erreicht
hat). Uberpriifen Sie die Unterseite der Platten-Wells auf Blasen, und wenn Blasen
vorhanden sind, wiederholen Sie den Drehschritt, bis alle Blasen gelost sind.

d Bewahren Sie die gepolsterte Platte auf Eis flir den Einsatz im Durchlauf am selben Tag
auf.

3 Bereiten Sie den Magnis Sample Input Strip mit den folgenden Schritten auf die Aufnahme
der DNA-Proben vor.

a Vergewissern Sie sich, dass das Covaris E220-Gerat flr den Einsatz im DNA-Scherschritt
bereit ist, wobei das Wasserbad auf 5 °C gekiihlt und wie auf Seite 47 oder Seite 52
beschrieben entgast wird.

b Nehmen Sie das Magnis Sample Input Strips Kit aus dem Lager bei RT. Entfernen Sie
einen leeren roten Probeneingangsstreifen (mit der Aufschrift ,S" am Bandende) von der
Plattenhalterung und lassen Sie die Folienabdeckung an ihrem Platz. Legen Sie einen
frischen Folienversiegelungsstreifen und eine angebrachte Riickseite zum erneuten
Versiegeln in Schritt d beiseite.

¢ Bereiten Sie den Magnis Sample Input Strip mit den flr Ihren DNA-Probentyp geeigneten
Anweisungen fir den Durchlauf vor. Fiir hochwertige DNA-Proben folgen Sie den
Anweisungen auf Seite 47 bis Seite 49. Fir FFPE-DNA-Proben folgen Sie den Anweisungen
auf Seite 50 bis Seite 54.
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Die endgliltigen Probeneingangsstreifen miissen 50 pl gescherte DNA (10 ng, 50 ng,
100 ng oder 200 ng) in jedem Proben-Well enthalten, wobei alle Wells des Streifens die
gleiche Menge an DNA enthalten.

d Nachdem alle Proben in die Magnis Sample Input Strip Wells gelegt wurden, verschlief3en
Sie das Streifenrohrchen wieder mit der frischen Folienversiegelung von Schritt b und
achten Sie darauf, dass der Barcode des Streifenréhrchens nicht durch den
Folienversiegelung verdeckt wird. Stellen Sie sicher, dass die Versiegelung fest und
gleichmaRig angebracht wird, ohne ibermaRige Uberstande oder Falten, die den Sitz des
Streifenrdhrchens beim Einlegen in das Instrument behindern kdnnten.

e Uberpriifen Sie die versiegelten Proben-Wells visuell, um sicherzustellen, dass keine Blasen
vorhanden sind. Entfernen Sie alle Blasen, indem Sie den vorbereiteten Probenstreifen in
einer Zentrifuge, die auf 250 x g eingestellt ist, 5 Sekunden lang drehen oder bis alle Blasen
aus der DNA-L6sung gelost sind.

f Halten Sie das Probenstreifenréhrchen auf Eis, bis Sie es auf Seite 35 verwenden.
4 Bereiten Sie das Index-Streifenréhrchen mit den folgenden Schritten vor:

a Bestimmen Sie den geeigneten Satz von Indizes, die fiir den Durchlauf verwendet
werden sollen. Die mitgelieferten Indexstreifenréhrchen sind auf dem dem Barcode
gegentiberliegenden Ende des Streifenrdhrchens mit A7, A2, A3 oder A4 beschriftet, um den
in den Wells enthaltenen spezifischen Indexsatz anzugeben (siehe Seite 81 fir
vollstandige Indexinformationen). Wenn Proben aus verschiedenen Magnis
NGS-Bibliotheksvorbereitungsdurchlaufen fir NGS gemultiplext werden, muss jeder
Durchlauf einen anderen Satz von Indizes verwenden, um sicherzustellen, dass alle
gemultiplexten Proben mit einer eindeutigen Indexsequenz versehen sind.

b Nehmen Sie die Magnis SureSelect XT HS Index Plate aus der Lagerung bei —20 °C.
Entfernen Sie den entsprechenden schwarzen Indexstreifen (mit der Bezeichnung A7, A2,
A3 oder A4) von der Plattenhalterung und lassen Sie die Folienabdeckung an ihrem Platz.
Legen Sie den entfernten Streifen zum Auftauen auf Eis und geben Sie die Platte mit den
restlichen Indexstreifen bei —20 °C zur Lagerung zuriick.

¢ Sobald der Inhalt des Indexstreifen-Wells aufgetaut ist, mischen Sie den Streifen mit einem
Vortexer 5 Sekunden lang mit hoher Geschwindigkeit.

d Drehen Sie den Indexstreifen in einer Zentrifuge, die auf 250 x g eingestellt ist, 5 Sekunden
lang. Uberpriifen Sie die Streifen-Wells, um sicherzustellen, dass die Fliissigkeit im Boden
der Wells gesammelt wird und keine Blasen vorhanden sind. Entfernen Sie alle Blasen,
indem Sie den Drehschritt wiederholen, bis alle Blasen gel6st sind.

e Halten Sie das Indexstreifenrohrchen auf Eis, bis Sie es auf Seite 35 verwenden.

5 Bereiten Sie das Streifenrohrchen der Sonde (Probe) mit den folgenden Schritten fir Kits vor,
die mit einem der unten aufgefiihrten vorgefiillten Probe Plate Formaten geliefert werden:

Magnis SureSelect Probe Plate, Pre-filled Single Well Format oder Magnis SureSelect XT HS
Probe Plate, Pre-filled Single Well Format, mit vollem Volumen der Sondenldsung fiir
8 Probendurchlaufe in Well A (Well B bis H sind leer).

Magnis SureSelect XT HS Probe Plate, mit Volumen der Sondenlésung fir 8
Probendurchlaufe, aufgeteilt auf alle 8 Wells.

Wenn |hr Kit keine vorgefiillten Sondenstreifen (Kit Teilenr. G3730D G9730B) enthalt und statt-
dessen leere Sondenstreifen fiir die Vorbereitung der Laufzeit-Sonde enthilt, Gberspringen Sie
die folgenden Anweisungen und bereiten Sie den Sondenstreifen stattdessen anhand der
Anweisungen auf Seite 56 vor.
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a Nehmen Sie die Probe Plate aus der Lagerung bei —80 °C. Entfernen Sie einen weif3en
Sondenstreifen (mit der Aufschrift ,P* am Streifenende) von der Plattenhalterung und
lassen Sie die Folienabdeckung an ihrem Platz. Legen Sie den entfernten Streifen zum
Auftauen auf Eis und geben Sie die Platte mit den restlichen Sondenstreifen bei —80 °C zur
Lagerung zurdick.

Die Sondenstreifen enthalten keine vom Menschen lesbaren Etiketten, die die
spezifische Identitdt des Sondendesigns zeigen. Seien Sie vorsichtig, um die
Identitat des Sondenstreifens zu verfolgen und zu erhalten, sobald ein
Sondenstreifen aus der Plate-Verpackung entfernt wird. Offnen Sie nicht
mehrere Verpackungen und entfernen Sondenstreifenrohrchen fiir
verschiedene Sondendesigns gleichzeitig.

b Sobald der Inhalt des Sondenstreifen-Wells aufgetaut ist, mischen Sie den Streifen mit
einem Vortexer 5 Sekunden lang mit hoher Geschwindigketit.

¢ Drehen Sie den Sondenstreifen in einer Zentrifuge, die auf 250 x g eingestellt ist,
5 Sekunden lang. Uberpriifen Sie die Streifen-Wells visuell, um sicherzustellen, dass die
Flissigkeit im Boden des/der Wells gesammelt wird und keine Blasen vorhanden sind.
Entfernen Sie alle Blasen, indem Sie den Drehschritt wiederholen, bis alle Blasen gelost
sind.

Das volle Volumen der Sondenldsung fiir den Lauf ist bei den mit den Rev
B Reagent Kits gelieferten Sondenstreifen in einem einzigen Well
vorhanden und wird bei den mit den Reagent Kits im Originalformat
gelieferten Sondenstreifen auf alle 8 Wells verteilt.

d Halten Sie den Sondenstreifen auf Eis, bis Sie es auf Seite 35 verwenden.

6 Nehmen Sie sich eine Magnis Empty Consumables-Verpackung aus der Lagerung bei
Raumtemperatur (RT) fir die Verwendung wahrend der Deckseinrichtung.

Fahren Sie fort mit ,Bibliotheksvorbereitungsprotokoll ausfiihren auf Seite 26.
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Bibliotheksvorbereitungsprotokoll ausfiihren

Wenn das Magnis-Gerat und alle Reagenzien fiir den SureSelect XT HS-Durchlauf vorbereitet
wurden, folgen Sie den Anweisungen auf dem Touchscreen des Gerats, um die Laborgerate auf
das Gerat zu laden und das Protokoll zur Bibliotheksvorbereitung auszufiihren. Die Schritte sind
in Abbildung 5 zusammengefasst.

Der Touchscreen des Magnis-Gerats bietet Aufforderungen zur Eingabe der
Durchlaufinformationen, zum Laden des Decks, zur Uberpriifung, ob alle Laborgeréte vorhanden
sind und die erforderlichen Eigenschaften aufweisen, zur Eingabe von Probeninformationen

und zur Bestatigung der Protokolleinrichtung. Wahrend dieser Einrichtungsschritte geben die
LED-Anzeigeleuchten des Gerats auf dem Deck ein weil3es Licht ab. Zusétzliche Informationen zu
jedem dieser angezeigten Schritte werden fiir neue Benutzer auf Seite 28 bis Seite 40 geboten.

Wahrend des Protokolldurchlaufs fiihrt das System die Bibliotheksvorbereitung und Zielanreicherung
Ihrer gescherten DNA-Proben durch, um zielangereicherte DNA-Bibliotheken zu erzeugen, die fiir
die Sequenzierung bereit sind. Wahrend des Durchlaufs leuchtet die LED-Anzeige grin.

Wenn der Durchlauf abgeschlossen ist, wie durch die Abgabe von blauem Licht von der
LED-Anzeige angezeigt, fordert Sie der Touchscreen des Systems auf, die endgliltigen
Sequenzierungsbibliotheksproben und QC-Proben (falls vorhanden) aus dem Gerat zu entfernen.
Richtlinien fir die Verarbeitung der endgliltigen zielgruppenangereicherten Bibliotheken fiir die
DNA-Sequenzierung finden Sie in ,Anhang 3: Richtlinien fiir die Verarbeitung von DNA-Proben
nach dem Durchlauf fiir NGS* auf Seite 59.
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LED: weil}

LED: griin

Abbildung 5  Ubersicht (iber die Schritte zur Einrichtung und Fertigstellung des Magnis NGS
Prep System. Die Farbe des Lichts, das von den LED-Anzeigeleuchten des Gerats
wahrend dieser Schritte abgegeben wird, ist rechts dargestellt.
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Schritt 1. Protokoll initiieren und Durchlaufinformationen eingeben

1 Drlcken Sie auf dem Bildschirm ,Home" des Touchscreens auf Run Protocol.

Das System verriegelt die Geré&tetir und fhrt einen Instrument Health Check (IHC) durch, der
mehrere Minuten dauern kann. Wenn der Bildschirm ein IHC-Problem meldet, finden Sie die
Richtlinien fir die Behebung im , Leitfaden zur Fehlerbehebung” auf Seite 85.

2 8 B &

Run Decontamination

Run Dats

2 Folgen Sie den Anweisungen auf dem Bildschirm Enter Run Info (Durchlaufinformationen
eingeben), wie im Folgenden beschrieben. Geben Sie auf dem ersten Bildschirm den
Protokollnamen und die Einstellungen fir die QC-Sammlung fir den Durchlauf an.

a Erweitern Sie das Meni Protokoll, und wahlen Sie das fiir Ihr Reagent Kit Format geeignete
Protokoll aus, wie unter Tabelle 7 beschrieben. Protokolle, die auf Ihrem Touchscreen
sichtbar sind und fir die Verwendung auf lhrem Instrument zur Verfligung stehen, kdnnen
von den in Tabelle 7 aufgefiihrten Protokollen abweichen (siehe ,Leitfaden zur
Fehlerbehebung” auf Seite 85 fiir weitere Informationen).

Tabelle 7 Informationen zur Protokoll-Verwendung

Protokollname Kompatible(s) Reagent Kit(s)

Verwendungsdetails

SSEL XTHS-RevB-ILM Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kits, die mit vorgefiillten
Probe Input Strips geliefert werden
(Pre-filled Single Well Format)

LT-SSEL XTHS-RevB-ILM Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kits, die mit vorgefiillten
Probe Input Strips geliefert werden
(Pre-filled Single Well Format)

SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kit, das mit leeren Probe
Input Strips geliefert wird
(Artikel-Nr. G9730D)

LT-SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM  Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kit, das mit leeren Probe
Input Strips geliefert wird
(Artikel-Nr. G9730D)

Dieses Protokoll bietet optimale
Hybridisierungsbedingungen fiir SureSelect Human
All Exon V7 und V8 Probes und fiir die meisten
benutzerdefinierten SureSelect XT HS Sondendesigns
mit den SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits.

Dieses Protokoll bietet Hybridisierungsbedingungen,
die dem Protokoll SureSelectXT HS-lllumina
entsprechen. Die Verwendung wird fur die Bearbeitung
von Proben mit Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kits empfohlen, wobei die Leistung von
Workflows, die mit dem Protokoll SureSelectXT
HS-lllumina eingerichtet wurden, oder bei der
Verwendung von benutzerdefinierten Sonden, die
urspriinglich fur die Verwendung mit dem SureSelect
XT System entwickelt wurden, erhalten bleibt.

Zum Verarbeiten von Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kits, die mit leeren Probe Input Strips (EPIS)
geliefert werden, unter Hybridisierungsbedingungen,
die dem Protokoll SSEL XTHS-RevB-ILM entsprechen.
Der Probe Input Strip vor dem Durchlauf befillt werden,
wie auf Seite 56 beschrieben.

Zum Verarbeiten von Magnis SureSelect XT HS Rev B
Reagent Kits, die mit leeren Probe Input Strips (EPIS)
geliefert werden, unter Hybridisierungsbedingungen,
die dem Protokoll LT-SSEL XTHS-RevB-ILM entsprechen.
Der Probe Input Strip vor dem Durchlauf befiillt werden,
wie auf Seite 56 beschrieben.
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Tabelle 7 Informationen zur Protokoll-Verwendung

Protokollname Kompatible(s) Reagent Kit(s)

Verwendungsdetails

SureSelectXT HS-Illumina Magnis SureSelect XT HS Reagent
Kits im Originalformat, die mit
vorgefiillten oder leeren Probe

Input Strips geliefert werden

Magnis Reagent Kits, die im Originalformat geliefert
werden, missen mit diesem Protokoll verarbeitet
werden. Falls zutreffend, muss der leere Probe Input
Strip vor dem Durchlauf befillt werden, wie auf Seite 56
beschrieben.

b Wenn Sie méchten, dass das Gerat von jeder Pre-Capture Library-Probe ein Aliquot (3 pl)
flr die optionale QC-Analyse nach dem Durchlauf entnimmt, driicken Sie Yes neben
Aliquot sample for QC. (Die QC-Proben vor der Aufnahme stehen nur dann fir die Analyse
zur Verfiigung, wenn der gesamte Durchlauf abgeschlossen ist.) Wenn Sie diese Auswahl
treffen, stellen Sie sicher, dass Sie den blauen QC-Streifen wahrend der Deckseinrichtung

auf Seite 35 einlegen.

Oder deaktivieren Sie das Kontrollkastchen, um den optionalen Schritt zur Sammlung von

QC-Aliguots zu Uberspringen.

¢ Drlicken Sie den Vorwartspfeil, um zum nachsten Bildschirm zu gelangen.

Run210309_1 X

e

Ready

Protocol  (SSEL XTHS-RevB-ILM v)
Version 1.0.
Aliquot sample for QC No

3 Wahlen Sie auf dem zweiten Bildschirm den geeigneten Sample Type (entweder High Quality
DNA oder FFPE DNA) und die Input Amount (70 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng) fiir die im Lauf
verarbeiteten Proben aus. Diese Einstellungen werden verwendet, um die richtigen
PCR-Zyklusbedingungen fir den Durchlauf zu bestimmen. Die Nummer der PCR-Zyklen und
andere Bedingungen, die wahrend des Durchlaufs verwendet werden sollen, werden wahrend
der Schritte Confirm Setup gemeldet (siehe Seite 40).

Run181129 1 X

e

Pre-Capture PCR Cycle Configuration

Sample Type

Input Amount (ng)
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Schritt 2. Deck einrichten

Die Magnis-Touchscreen-Oberflache fihrt Sie durch die Schritte zur Deckseinrichtung. Fir neue
Benutzer werden auf Seite 31 bis Seite 36 zusatzliche Informationen bereitgestellt. Die folgende
Abbildung zeigt ein komplett eingerichtetes Deck zur Orientierung an den Magnis-Deckpositionen
und den Durchlauf-Laborgeraten.

Wenn Sie die auf dem Touchscreen-Bildschirm angegebenen Schritte zur Deckseinrichtung
durchflhren, achten Sie besonders auf die folgenden kritischen Details, um einen fehlerfreien
Betrieb zu gewahrleisten:

+ Vergewissern Sie sich, dass die Spitzenverpackungen vollstandig gefiillt sind und flach auf
den Plattformen sitzen. Vergewissern Sie sich, dass jede Spitzenverpackung innerhalb des
Rahmens der erhdhten Lasche ihrer Plattformposition platziert ist und dass sich die
Verpackungen beim Entfernen des Deckels nicht |6sen.

+ Vergewissern Sie sich, dass alle Laborgerate mit dem Barcode zu Ihnen hin ausgerichtet sind
(Vorderseite des Gerats).

96-Well PCR Plate Thermal Cycler Seal, eingefiihrt ins Fach

Thermocycler-

Deep-Well HSM Modul

Plate

Spitzenver-
packungen auf
Spitzenver-
packungs-
plattformen
geladen

Beads/Buffer
Plate

Spitzenabfalloffnung

Streifenréhrchen-Laborgerate (Waste Bin-Laborgeréte
—~ Q . .
goom-2 nicht sichtbar)

BE2BSH®
=Ex oS5
28838t Reagent Plat
£E58353 eagent Plate
= s >
] ..
g O 5 Kihlermodul
n o5
(geschlossen)

Abbildung 6 Instrumentendeck fiir die Durchflhrung geladen
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Die Schritte zur Deck Setup (Deckseinrichtung), die auf der Magnis-Touchscreen-Oberflache
angezeigt werden, sind im Folgenden beschrieben. Fiir jeden Decksladeschritt wird die zu
ladende Decksposition auf dem Touchscreen-Bildschirm blau hinterlegt. Sobald jeder Schritt
abgeschlossen ist, driicken Sie den Vorwartspfeil, um zum nachsten Bildschirm zu gelangen.

1 Entfernen Sie den Einweg-Magnis Tip Waste Bin aus der Magnis Empty Consumables
Packung. Legen Sie den Einwegbehalter mit dem Barcode nach vorne in die Schublade des
Abfallschubfachs, wie auf dem Touchscreen dargestellt. SchlieBen Sie das Abfallschubfach.

Runi81213 1 X Ready

step 1/10

o Load Deck

Replace the disposable Tip Waste
Bin inside the waste bin drawer

2 Entfernen Sie die Magnis Deep-Well HSM Plate aus der Magnis Empty Consumables Packung.
Installieren Sie die Platte in der auf dem Touchscreen angezeigten Decksposition, wobei der
Barcode zu lhnen zeigt. Um die Platte zu laden, stecken Sie zuerst die linke Kante der Platte in
den Schlitz mit Federbelastung und senken Sie dann die rechte Kante der Platte nach unten,
bis die Platte flach auf der Plattform liegt. Sobald die Platte flach ist, verschieben Sie sie leicht
nach rechts (mit Hilfe des Federmechanismus) und stellen Sie sicher, dass die Platte festsitzt
und im Inneren der Halterung auf der Plattform befestigt ist.

Runi81213 1 X Ready

e Load Deck step 2/10

Load HSM Plate

Door
Unloc
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3 Entfernen Sie die Magnis Thermal Cycler Seal aus der Magnis Empty Consumables Packung.

Ziehen Sie die Schutzfolie vom Schaumstoffpolster unterhalb der Metallplatte ab, beginnend
mit der gelben Lasche. Nachdem die gesamte Folie entfernt wurde, stecken Sie die Thermal
Cycler Seal mit dem Barcode nach oben in den Schlitz an der auf dem Touchscreen
angezeigten Position. Schieben Sie die Thermal Cycler Seal weiter in den Schlitz, bis sie
einrastet.

Run181213_1 Ready

fy Labware Enter Sample Info Confirm Setup

e Léaé Defh . step 3/10
film
B t and sl ntl l

Thermal

Doc
Unlock

Entfernen Sie die Magnis 96-Well PCR Plate aus der Magnis Empty Consumables Packung.
Laden Sie die Platte in die auf dem Touchscreen angezeigte Decksposition, indem Sie die
Platten-Wells in die Block-Wells des Thermocyclers einsetzen, wobei der Plattenbarcode zu
lhnen zeigt.

Run181213_1 Ready

Jerify Labware Enter Sample Info Confirm Setup

step 4/10

Door 2:47:01PM

Unlocked 13 Dec 2018

Um sicherzustellen, dass die Platte fest im Block sitzt, setzen Sie zuerst die Mitte der Platte in
die Block-Wells, indem Sie gleichmaRig auf die Plattenpositionen driicken, die in der Abbildung
unten mit T markiert sind. Driicken Sie dann gleichmaRig auf alle vier Ecken der Platte
(Positionen, die in der Abbildung unten mit 2 markiert sind).
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5 Laden Sie eine frische, volle Spitzenverpackung an jeder der auf dem Touchscreen
angezeigten Deckspositionen. Entfernen Sie die Deckel von den Verpackungen. Vergewissern
Sie sich nach dem Entfernen des Deckels, dass jede Spitzenverpackung flach und innerhalb
des Rahmens der angehobenen Lasche ihrer Plattformposition liegt.

Runi81213 1 X Ready

e Load Deck

Load full tp boxes at highlighted
positions. Remove the lids

step 5/10

6 Nehmen Sie sich die Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plate, die auf Seite 23
vorbereitet wurde. Entfernen Sie die weilRe Papphiille und legen Sie die Platte in die auf dem
Touchscreen angezeigte Deckposition, wobei der Barcode zu lhnen zeigt. Um die Platte zu
laden, stecken Sie zuerst die linke Kante der Platte in den Schlitz mit Federbelastung und
senken Sie dann die rechte Kante der Platte nach unten, bis die Platte flach auf der Plattform
liegt. Sobald die Platte flach ist, verschieben Sie sie leicht nach rechts (mit Hilfe des
Federmechanismus) und stellen Sie sicher, dass die Platte festsitzt und im Inneren der
Halterung auf der Plattform befestigt ist.

Runi81213 1 X Ready

G Load Deck - step 6/10
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7 Das Kihlermodul des Gerats muss die richtige Temperatur (typischerweise 12 °C) erreichen,
bevor es fiir den Durchlauf im nachfolgenden Schritt 8 geladen werden kann. Bis die
Kaltemaschine die Ladetemperatur erreicht hat, erscheint der Touchscreen-Bildschirm
wie folgt, so dass Sie den Status der Kaltemaschine Uberprifen kdnnen.

Dieser Bildschirm erscheint moglicherweise nicht wahrend des Durchlaufs, wenn die
Kaltemaschine bereits die erforderliche Temperatur erreicht hat.

Run190115.1 X Ready

S R

@ Load Deck

step 7/10
for chil

¢

14.00°C
Current Temperature

1:24:31 AM

Door
Unlocked 15 Jan 2019

8 Laden Sie das Kaltemodul wie unten beschrieben.

a Offnen Sie die Kiihlertir, indem Sie auf die Halbkreis-Taste driicken, die mit einem griinen

Pfeil auf dem Touchscreen gekennzeichnet ist.

b Nehmen Sie die Reagent Plate, die auf Seite 23 vorbereitet wurde. Entfernen Sie die weille

Papphtille und Uberprtifen Sie die Boden der Wells auf eventuelle Blasen. Falls Blasen

vorhanden sind, entfernen Sie diese durch Drehen der Platte wie auf Seite 23 angegeben.

Laden Sie die Platte in das auf dem Touchscreen angezeigte Kiihlermodul, wobei der
Barcode zu Ihnen zeigt. Driicken Sie sie fest nach unten und Uben Sie den Druck
gleichmaRig auf die Platte aus. Vergewissern Sie sich, dass die Reagenzplatte fest im

geklhlten Plattenhalter sitzt.

Run181213 1 X

0 Load Deck

A) Open chiler door

B) Load Reagent Plate with barcode
facing you

<
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Enter Sample Info

Ready

Confirm Setup

step 8/10
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9 Laden Sie die Streifenréhrchen fr den Durchlauf in den angegebenen Positionen der
Kaltemaschine wie unten beschrieben und in der aufgefiihrten Reihenfolge. Vor dem Einlegen
jedes Streifens den Boden des Wells auf Blasenbildung priifen. Falls Blasen vorhanden sind,
entfernen Sie diese durch Drehen des Streifens wie auf Seite 24 angegeben. Vergewissern Sie
sich, dass jeder Streifen richtig sitzt, indem Sie beim Laden fest und gleichmaRig auf die
Kanten der Streifenréhrchen driicken. Vermeiden Sie es, die Folienabdeckungen zu beriihren
oder zu beschadigen. Achten Sie darauf, dass Sie jedes Streifenrohrchen mit dem Barcode
nach vorne ausrichten.

a Laden Sie das rote Probenstreifenrohrchen mit den eingegebenen DNA-Proben
(auf Seite 23 vorbereitet und auf Eis gehalten) in die mit S gekennzeichnete Position
des Streifenrchrchenhalters.

b Laden Sie das schwarze Streifenréhrchen mit indexierten Primern (auf Seite 24
vorbereitet und auf Eis gehalten) in die mit IDX gekennzeichnete Position des
Streifenrohrchenhalters.

¢ Laden Sie das weie Streifenrohrchen mit der Sondenlosung (auf Seite 24 vorbereitet und
auf Eis gehalten) in die mit P gekennzeichnete Position des Streifenrchrchenhalters.

d Nehmen Sie das Paket Magnis Library Output Strip, QC Strip und Foil Seals aus der Magnis
Empty Consumables Packung. Laden Sie den leeren griinen Bibliotheksausgabestreifen
(mit der Aufschrift ,L" am Streifenende) in die mit L gekennzeichnete Position des
Streifenrohrchenaufnahmehalters. Lassen Sie die Folienabdeckung intakt.

Wenn der Durchlauf das Sammeln von Aliquots der Bibliotheksproben flir QC vor der
Erfassung beinhaltet (siehe Seite 28), laden Sie den leeren blauen QC-Streifen

(mit der Aufschrift ,Q" am Ende des Streifens) in die mit Q beschriftete Position des
Streifenréhrchenhalters ein. Lassen Sie die Folienabdeckung intakt.

Halten Sie die in der Packung mitgelieferten frischen Folienversiegelungen am Ende des
Durchlaufs gebrauchsfertig.

e Sobald die Streifenrbhrchen an den Positionen S, IDX, P, L und Q (falls vorhanden) geladen
sind, schlielen Sie die Kiihlertlr. (Vergewissern Sie sich, dass die Tir vollstandig
geschlossen ist, wie durch ein horbares Klickgerdusch angezeigt).

Runi8i213 1 X Ready

Run Infc Verify Labware Enter Sample Info Confirm Setup

e Load Deck

Load strip tube:
matching the

step 9/10

. -{ : -
\j\:l \[1 ecr 00
[ BN ] o ° Barcode In Front
G U >

Door 24
Unlocked rﬁp'rh 13D
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10 Schliellen Sie die Geratetur.

Run181213_1 X

o

@ Load Deck

Close instrument door
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Ready

step 10/10
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Schritt 3. Verifizieren von Laborartikeln

Sobald alle Deck Setup-Schritte abgeschlossen sind, fihrt das Gerat die Phase Verify Labware
(Laborgerate Uberpriifen) des Durchlaufs durch, in der das Gerat den Barcode auf jeder der auf
dem Deck vorhandenen Laborgeratekomponenten scannt.

Bevor Sie mit der automatisierten Laborgerateverifizierung beginnen, miissen Sie sicherstellen,
dass die Deckel von allen Spitzenverpackungen entfernt wurden und dass alle Spitzenverpackungen
voll sind, wie in der folgenden Aufforderung angegeben. Sobald der Status der Spitzenverpackung
Uberpriift wurde, driicken Sie auf OK, um die automatisierte Laborverifikation des Gerats zu
starten.

Runigi2i3 1 X B Ready

Enter Run Info Deck Setup Enter Sample Info Confirm Setup

Scanning labware. Magnis — Information

~— Verify all tip boxes have lids removed and
are fully loaded with tips.

OK

Abort

Door 2:49:42 PI
Unlocked 65'?1 13 Dec 2018

Wahrend des Barcodescans Uberpriift das Gerat, ob alle fiir den Durchlauftyp erforderlichen
Komponenten vorhanden, in der richtigen Position und Ausrichtung sind und nicht abgelaufen
sind. Die Ergebnisse der Uberpriifung werden auf dem Magnis-Touchscreen angezeigt. Driicken
Sie zum Fortfahren auf den Vorwartspfeil.

Run181213.3 X Ready

Run Info Deck Setup Verify Labware Enter Sample Info Confirm Setup
v
v
v
v
v
v
v
v

Completed and Pass!

CRK KK

Wenn der Bildschirm Verify Labware ein Problem mit einer oder mehreren Durchlaufkomponenten
meldet, lesen Sie die Richtlinien fir die Behebung im ,Leitfaden zur Fehlerbehebung” auf
Seite 85.
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Der letzte Bildschirm Verify Labware ermdglicht es Ihnen, Details fiir den Probe Input Strip zu
Uberprtfen.

Bei Durchlaufen, die vordosierte Sonden beinhalten, wird die Identitat der Sondenlosung
automatisch durch den Streifenbarcode an die Magnis-Software Ubermittelt, und die
Sondeneigenschaften werden wie unten gezeigt zur Uberpriifung gemeldet. Driicken Sie zum
Fortfahren auf den Vorwartspfeil.

(CEERENR o Ready
Run Inf Deck Setup Enter Sample Info Confirm Setup

Probe Input Strip information:

Part Number (5190-9886 )
Lot Number (0123456789 )
Design ID (1234567 )

)

G Post-Capture PCR Cycles (10

Capure Size T .o [ D

Fiir Durchlaufe, die mit gefiillten Laufzeit-Sondenstreifen durchgefiihrt werden (Durchlaufe mit

dem Kit Artikel-Nr. G9730D oder G9730B, das leere Probe Input Strips enthalt), missen Sie die
sondenbezogenen Eigenschaften auf diesem Bildschirm manuell eingeben. Siehe die
Anweisungen auf Seite 58. Sobald alle Felder ausgeflillt sind, driicken Sie den Vorwéartspfeil,
um fortzufahren.
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Schritt 4. Eingeben von Probeninformationen

Verwenden Sie diesen Bildschirm, um jede Well-Position einer bestimmten Probe in der
Magnis-Software zuzuordnen. Die Magnis-Software weist jeder Probenposition automatisch eine
standardmalige Sample ID zu. Die standardmafBigen Sample IDs kénnen mit einer der beiden
folgenden Methoden durch eine/n ausgewahlte/n Probennamen / Sample ID ersetzt werden.

(WECEEEENY o Ready

Position  Sample ID
n "
21 Adm18121322 .
3)| Adm18121323
4)| Adm18121324 Edit Sample ID:

5)| Adm18121325 Adm18121321 |
6) Admi8121326 ——

7)| Adm18121327
e s Adm18121328

Verfahren 1: Import von Probenzuordnungen iiber eine .csv-Datei

1 Erstellen Sie eine .csv-Datei (comma separated value) mit den gewiinschten Sample IDs
flir den Durchlauf in der richtigen Reihenfolge und laden Sie die .csv-Datei auf einen
unverschlisselten USB-Datentrager herunter, wie auf Seite 17 beschrieben.

2 Driicken Sie auf dem oben gezeigten Bildschirm Enter Sample Info (Probeninformationen
eingeben) die Schaltflache zum Proben-Upload und folgen Sie dann den Anweisungen des
Protokoll-Setup-Assistenten, um die Sample IDs von der USB-Disk zu dbertragen.

| 3
Sample

Verfahren 2: Manuelle Laufzeitprobenzuordnung

1 Wahlen Sie eine bestimmte Probenposition auf dem Touchscreen aus.

2 Verwenden Sie das Werkzeug Edit Sample ID auf der rechten Seite, um den gewiinschten
Sample ID-Text einzugeben. Driicken Sie auf Change, um den eingegebenen Sample ID-Text
fur die Probenposition zu speichern.
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Schritt 5. Einrichtung bestatigen und Durchlauf starten

Verwenden Sie diesen Bildschirmsatz, um die Details der Durchlaufeinrichtung zu bestétigen,
bevor Sie einen Durchlauf starten.

1 Uberprifen Sie auf dem ersten Bildschirm die allgemeinen Merkmale des Durchlaufs. Sobald
die Eingaben als korrekt bestéatigt wurden, driicken Sie den Vorwartspfeil, um zum letzten
Einrichtungshildschirm zu gelangen.

Run210309 1 X Ready

Run Setup Summary 1

Protocol SSEL XTHS-RevB-ILM
Version 1.0.0

Aliquot Sample for QC Yes

Door

Closed

2 Der zweite Bildschirm zeigt Durchlaufdetails in Bezug auf die Eigenschaften der DNA-Probe
und der fir den Durchlauf verwendeten Sonde an. Die Nummern der Pre-Capture und
Post-Capture PCW Cycles, die im Lauf verwendet werden (basierend auf typischen optimalen
Bedingungen flr die eingegebene DNA und die im Durchlauf verwendete Sonde), werden angezeigt.

Runi81213 2 X Ready

Run Setup Summary 2
Sample Type High Quality DNA

Input Amount (ng) 10

Pre-Capture PCR Cycles 11

G Post-Capture PCR Cycles 10

4
4

Wenn ein Benutzer der Advanced Zugriffsebene angemeldet ist, kann jeder Wert der
Zyklusnummer durch Driicken der Stifttaste gedndert werden. &8 Benutzer der
Standard-Berechtigungsebene kénnen diese Durchlauf-Parameter nicht andern und die
Stifttaste ist auf dem oben gezeigten Bildschirm nicht sichtbar.

3 Nachdem Sie die Details der Durchlaufeinrichtung bestétigt haben, driicken Sie die
Schaltflache Start, um den Durchlauf zu starten. €3

Sobald der Durchlauf beginnt, leuchtet die LED-Anzeige griin, und der Touchscreen zeigt den
Status des Durchlaufs an, einschliellich einer Schatzung der verbleibenden Zeit bis zur
Beendigung des Durchlaufs.

Der Lauf dauert in der Regel 8,5 bis 9 Stunden und kann aus praktischen Griinden auch Uber
Nacht durchgefiihrt werden. Nach Abschluss des Protokolls werden die vorbereiteten
Bibliotheken automatisch bei 12 °C gehalten. Sammeln Sie die Bibliotheken innerhalb von
72 Stunden vom Gerét.
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Drlcken Sie bei Bedarf die rote Stop-Taste, um den Durchlauf abzubrechen. Es erscheint eine

Warnmeldung, in der Sie aufgefordert werden, zu bestatigen, dass Sie den Durchlauf
abbrechen mochten. Sobald Sie einen Durchlauf gestoppt haben, kann er nicht mehr
fortgesetzt werden, und die in diesem Durchlauf verwendeten Laborgerate kénnen nicht
mehr fUr einen spateren Durchlauf neu geladen werden.

Run210309_1 X

Time Remaining Protocol steps

08:55:17 IEEEEEIEEN

2. End Repair and A Tailing Set Up
. Stop
3. End repair and A tailing Reaction

Protocol 4. Ligation Set Up

SSEL XTHS-RevB-ILM o .
5. Ligation Reaction

Sample Size
8

6. Read Clean lIn

Cosed | &

Der Bildschirm Running muss wahrend der Dauer des Durchlaufs gedffnet
bleiben, und die Schaltflache zum Schlieen des Bildschirms (x) und andere
Navigationstasten sind wahrend des Durchlaufs inaktiv. Sie kénnen den
Touchscreen nicht verwenden, um wahrend eines Durchlaufs andere
Funktionen auszufiihren.
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SureSelect*™ HS Protocol mit dem Magnis NGS Prep System

Schritt 6. Endgiiltige Bibliotheksproben vom Instrument sammeln

Wenn der Durchlauf abgeschlossen ist, zeigt der Touchscreen die folgende Eingabeaufforderung
an. Drlicken Sie auf OK, wenn Sie die Bibliotheksproben vom Gerat entnehmen machten.

Run210309_1 X

Elapsed Time

12'43'39 Run is completel

Ready to collect samples?

Protocol
SSEL XTHS-RevB-ILM

OK

Sample Size

Das Gerat Ubertragt die vorbereiteten Bibliotheksldsungen von der PCR-Platte im Thermocycler
auf den griinen Library Output Strip in der Kaltemaschine.

Run210309_1 X

Elapsed Time

12:44:00 Run is complete

Collecting samples...

Protocol
SSEL XTHS-RevB-ILM

Sample Size

Door 6:54:03 AD
Closed dlErh 10 Mar 2021

Warten Sie, bis die LED-Anzeigeleuchten blau leuchten und damit anzeigen, dass alle vom Gerat
ausgeltsten Probenverarbeitungsschritte abgeschlossen sind, bevor Sie die Geratetlr 6ffnen.
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Sobald die Proben in den griinen Library Output Strip in der Kaltemaschine gelegt wurden,
erscheint der Touchscreen-Bildschirm wie folgt. Die Kaltemaschine, die die Bibliotheksproben
enthalt, wird bis zu 2 Stunden lang bei 12 °C gehalten, wobei die verbleibende Kihlzeit auf dem
Touchscreen-Dialog wie folgt angezeigt wird. Die K&ltemaschine wird ausgeschaltet, sobald die
Geratetir getffnet wird.

Run210309 1 X Ready

Elapsed Time

12:4

] Chiller will be turned off in

01:59:39 dy.

Protocol
SSEL XTHS-RevE

Sample Size

Door

Unlocked

Offnen Sie die Geratetir vollstandig (bis die LED-Anzeige weil leuchtet) und entnehmen Sie die
endgUltigen Bibliotheksproben im griinen Library Output Strip von der L-Position des Kiihimoduls.
Versiegeln Sie die Wells erneut mit einem frischen Folienversiegelungsstreifen (im Lieferumfang
der Library Output and QC-Streifenrhrchen-Packung enthalten) und platzieren Sie die
Bibliotheken dann unter geeigneten Lagerbedingungen, entsprechend Ihrem Forschungsdesign.

Richtlinien fUr die Verarbeitung der endgiltigen zielgruppenangereicherten Bibliotheken fiir die
DNA-Sequenzierung finden Sie in ,Anhang 3: Richtlinien fiir die Verarbeitung von DNA-Proben
nach dem Durchlauf flir NGS* auf Seite 59.

Sobald die Tir fir die Bibliotheksprobenahme ged&ffnet ist, erscheint der Touchscreen wie unten
gezeigt.

Run210309 1 X Ready

Elapsed Time

12:44:00

Run is complete!

Libraries are ready.

Protocol
SSEL XTHS-RevB-ILM

Sample Size
8

@ EI Admin

Schliefen Sie den Durchlaufbildschirm, indem Sie auf der Registerkarte auf das X drlicken,
um zum Home-Bildschirm zurtickzukehren.

Das Schlielten des Bildschirms kann einige Sekunden dauern. Driicken Sie die
Taste X nicht erneut.
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Verarbeitung der optionalen QC-Bibliotheksproben vor der Aufnahme

Wenn die optionalen QC-Bibliotheksproben vor der Aufnahme gesammelt wurden, entfernen Sie
den blauen QC Strip aus dem Kaltemodul. Trocknen Sie die DNA in den Wells, indem Sie den
unverschlossenen QC Strip bei RT belassen, bis die Proben getrocknet sind. QC-Proben kdnnen
im getrockneten Zustand gelagert werden, bis die Sequenzierungsbibliotheken analysiert sind.

QC-Proben kénnen am Ende des Durchlaufs getrocknet oder teilweise getrocknet
erscheinen, da die QC Strips unversiegelt bleiben, nachdem die 3-pl-Aliquots
wahrend des Durchlaufs gesammelt wurden. Die Proben sollten vor der Lagerung
oder Rekonstitution vollstandig getrocknet sein, um genaue QC-Ergebnisse zu
gewahrleisten.

Wenn eine Analyse der QC-Proben erforderlich ist, resuspendieren Sie die getrockneten Proben in
6 ul nukleasefreiem Wasser, um eine Konzentration zu erreichen, die fir die Analyse mit dem
Agilent's TapeStation-System und einem D1000 ScreenTape-Assay oder einem ahnlichen
Analysegerat geeignet ist. Nach Zugabe von 6 pl Wasser zu jedem Well inkubieren Sie es bei RT
fir 5—10 Minuten und mischen Sie es dann gut mit einem Vortexer, um eine vollstéandige
Resuspension zu gewahrleisten.

Erwartete Ergebnisse: Typische Bibliotheken vor der Aufnahme haben einen Hochstwert der
DNA-Fragment-Groe zwischen 300 und 400 bp fiir hochwertige eingegebene DNA oder
zwischen 200 und 400 bp fir eingegebene FFPE-basierte DNA.

QC-Proben, die in 6 pl getrocknet und resuspendiert wurden, sollten eine Konzentration von ca.
30-100 ng/ul aufweisen, abhangig von der Qualitat der eingegebenen DNA und der Nummer des
PCR-Zyklus vor der Aufnahme. Die Gesamtausbeute der Bibliothek vor der Aufnahme kann als
DNA-Menge in 1 ul der rekonstituierten QC-Probe x 36 berechnet werden (beinhaltet sowohl
Verdlnnungs- als auch Probenanpassungen).
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Schritt 7. Reinigen des Gerats nach dem Durchlauf

Entfernen und entsorgen Sie alle verwendeten Verbrauchsmaterialien, die sich auf dem
Geratedeck befinden:

+ Entfernen Sie den gefiillten Spitzenabfallbehalter aus der Schubfach des Abfallbehilters
und stellen Sie das Schubfach wieder in die geschlossene Position

+ Entfernen Sie die verwendete Deep-Well HSM Plate vom HSM-Modul

+ Entfernen Sie die verwendete 96-Well PCR Plate und das Thermal Cycler Seal vom
PCR-Modul

« Entfernen Sie alle Spitzenverpackungen, einschlieflich der teilweise gefiillten
Verpackungen

+ Entfernen Sie die gebrauchte Beads/Buffers Plate aus dem zentralen Deckplattenhalter

+ Offnen Sie das Kaltemodul und entfernen Sie die verwendete Reagent Plate und die
verwendeten roten, schwarzen und weillen Streifenrohrchen. Stellen Sie sicher, dass alle
griinen Library Output (L) Strip-Réhrchen und blauen QC Sample (Q) Strip-Réhrchen aus
der Kaltemaschine entfernt und fiir die weitere Verarbeitung aufbewahrt wurden.

Es ist wichtig, alle Laborgeratekomponenten und alle anderen verstreuten
Materialien vom Geratedeck zu entfernen, bevor ein neuer Durchlauf gestartet
wird. Das Vorhandensein von Materialien auf dem Deck, wenn ein neuer
Durchlauf eingeleitet wird, kann dazu fiihren, dass der Instrument Health Check
flr den neuen Durchlauf fehlschlagt.

Wenn verschiittete oder ausgelaufene Materialien auf dem Geratedeck beobachtet werden,
empfiehlt Agilent die Durchflihrung des Extended Cycle-Verfahrens zur UV-Dekontamination
(weitere Informationen zur UV-Dekontamination finden Sie auf Seite 20). Entfernen Sie das

verschittete Produkt gemafl den Anweisungen in der Bedienungsanleitung des Gerats.
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Agilent

Agilent SureSelectX 1S Target Enrichment mit dem Magnis NGS Prep System
Protokoll

3
Anhang 1: Richtlinien zur Vorbereitung von
DNA-Proben

|. Vorbereitung hochwertiger DNA-Proben fiir Magnis-Durchlaufe 47
Schritt 1. Vorbereiten, Quantifizieren und Qualifizieren der genomischen DNA-Proben 47
Schritt 2. Scheren der DNA 47
[l. Vorbereitung von FFPE-basierten DNA-Proben fiir Magnis-Durchlaufe 50
Schritt 1. Vorbereiten genomischer DNA aus FFPE-Proben 50
Schritt 2. Qualifizieren und Quantifizieren der FFPE DNA-Proben 50
Schritt 3. Scheren der FFPE DNA-Proben 52

Vor der Einrichtung des Vorbereitungsdurchlaufs der Magnis SureSelect*T HS

DNA-Sequenzierungsbibliothek miissen DNA-Proben unter Verwendung der Richtlinien und
Protokolle in diesem Abschnitt vorbereitet, quantifiziert, qualifiziert und geschert werden.

Magnis Sample Input Strips (rote Streifenrohrchen im Plattenformat, Teilenr. 5190-9882 oder
5191-56676), zusammen mit allen Reagenzien zur Vorbereitung und Verdiinnung von DNA-Proben,
sollten nur in den Pra-PCR-Bereichen des Labors gelagert und verwendet werden.

Das Vorbereitungsprotokoll der Bibliothek ist sowohl mit hochwertiger gDNA aus frischen oder
frisch gefrorenen Proben als auch mit minderwertiger DNA aus FFPE-Proben kompatibel.
Informationen zu hochwertigen gDNA-Proben finden Sie auf Seite 47. Informationen zu
FFPE-basierten DNA-Proben finden Sie auf Seite 50.

Magnis-Durchldufe kdnnen 10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng eingegebene DNA beinhalten. Fir
optimale Sequenzierungsergebnisse verwenden Sie die maximale Menge an eingegebener DNA,
die in diesem Bereich verfligbar ist.
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|. Vorbereitung hochwertiger DNA-Proben fiir Magnis-Durchlaufe

Magnis SureSelect XT HS-Durchldufe erfordern 10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng eingegebener
DNA in einem Volumen von 50 pl 1X Low TE Buffer. Alle Proben desselben Durchlaufs miissen in
der gleichen Menge bereitgestellt werden.

Verdiinnen Sie die zu scherenden Proben nicht mit Wasser. Das Scheren von
Proben in Wasser reduziert die Gesamtausbeute und Komplexitat der
Bibliotheksvorbereitung.

Schritt 1. Vorbereiten, Quantifizieren und Qualifizieren der
genomischen DNA-Proben

1 Bereiten Sie hochwertige gDNA aus frischen oder gefrorenen biologischen Proben mit einem
geeigneten Reinigungssystem, wie beispielsweise dem Qiagen's QlAamp DNA Mini Kit, nach
dem Protokoll des Herstellers vor.

Stellen Sie sicher, dass genomische DNA-Proben von hoher Qualitat sind und ein
OD 260/280-Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 aufweisen.

2 Verwenden Sie das Qubit BR dsDNA Assay Kit, um die Konzentration jeder gDNA-Probe zu
bestimmen. Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers flir das Gerat und das Assaykit.

3 Bereiten Sie jede DNA-Probe fiir das Bibliotheksaufbereitungsprotokoll vor, indem Sie die
entsprechende Menge (10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng) jeder gDNA-Probe mit 1X Low TE
Buffer auf ein Endvolumen von 50 pl verdiinnen. Mischen Sie sie gut mit einem Vortexer,
drehen Sie sie dann kurz, um die FlUssigkeit zu sammeln. Halten Sie die Proben auf Eis.

Schritt 2. Scheren der DNA

In diesem Schritt werden die 50-ul gDNA-Proben unter Bedingungen geschert, die flr
hochwertige DNA optimiert sind. Die GroRe des Ziel-DNA-Fragments betragt 150 bis 200 bp.

Dieses Protokoll wurde mit einem Covaris Modell E220-Gerat und dem 130-pl
Covaris microTUBE optimiert. Beachten Sie die Empfehlungen des Herstellers fiir
die Verwendung anderer Covaris-Gerate oder Probenhalter, um die gleiche
Ziel-DNA-FragmentgroRe zu erreichen.

1 Richten Sie das Covaris E220-Gerat ein. Weitere Informationen finden Sie in der
Bedienungsanleitung des Gerats.

a Uberpriifen Sie, ob das Wasser im Covaris-Tank mit frischem deionisiertem Wasser bis
zum entsprechenden Fllstand geflllt ist, gemaR den Empfehlungen des Herstellers fur
das jeweilige Geratemodell und das verwendete Probengefaly oder die verwendete Platte.

b Uberpriifen Sie, ob das Wasser den sichtbaren Glasteil des Rohrchens bedeckt.

¢ Drlcken Sie auf der Systemsteuerung des Instruments die Taste Degas. Entgasen Sie
gemal den Empfehlungen des Herstellers, typischerweise 30—60 Minuten.
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d Stellen Sie die Temperatur der Kaltemaschine auf 2 °C bis 5 °C ein, um sicherzustellen,
dass die Temperaturanzeige im Wasserbad 5 °C anzeigt. Beachten Sie die
Herstellerangaben zur Zugabe von Kihlflissigkeit, um ein Einfrieren zu verhindern.

2 Fihren Sie die folgenden DNA-Scherschritte fiir jede der gDNA-Proben durch.

a Transferieren Sie die 50-ul DNA-Probe in ein Covaris microTUBE, indem Sie eine konische
Pipettenspitze verwenden, um die Probe langsam durch das vorgespaltene Septum der
Kappe zu transferieren.

b Drehen Sie den microTUBE 30 Sekunden lang, um die Flissigkeit aufzufangen und Blasen
vom Boden des Rohrchens zu entfernen.

¢ Befestigen Sie den microTUBE im Rohrchenhalter und scheren Sie die DNA mit den
Einstellungen in Tabelle 8.

Tabelle 8  Schereinstellungen fiir Gerate der Covaris E-Serie (SonoLab Software Version 7 oder héher)

Einstellung Wert

Betriebsfaktor 10 %

Spitzeneinfallleistung (PIP) 175

Zyklen pro Burst 200

Badtemperatur 2bis8°C

Behandlungszeit 2 x 120 Sekunden (Zwei-Runden-Scheren mit den unten beschriebenen
Schritten)

+ Scheren Sie flir 120 Sekunden
+ Drehen Sie den microTUBE fiir 10 Sekunden

Mischen Sie den microTUBE mit einem Vortexer mit hoher
Geschwindigkeit fiir 5 Sekunden

Drehen Sie den microTUBE fiir 10 Sekunden
+ Scheren sie weitere 120 Sekunden
Drehen Sie den microTUBE fiir 10 Sekunden

Mischen Sie den microTUBE mit einem Vortexer mit hoher
Geschwindigkeit fir 5 Sekunden

+ Drehen Sie den microTUBE fiir 10 Sekunden

d Gehen Sie direkt zum nachsten Schritt Uber, lassen Sie die gescherte DNA nicht langer als
notig im Covaris microTUBE.

3 Legen Sie den Covaris microTUBE mit der gescherten DNA wieder in die Be- und
Entladestation zurlick. Halten Sie die microTUBE-Schnappkappe auf, fiihren Sie eine
Pipettenspitze durch das vorgespaltene Septum und entfernen Sie dann langsam die
gescherte DNA.

4 Transferieren Sie die 50-ul gescherte DNA-Probe aus dem Covaris microTUBE in das dafir
vorgesehene Well des roten Magnis Sample Input Strip und durchbohren Sie die Foliensiegel
mit der Pipettenspitze kurz vor der Abgabe der Fliissigkeit. Halten Sie die Proben auf Eis.

Achten Sie darauf, dass Sie die Proben an der richtigen Proben-Well-Position einlegen,
wobei die Probe 1 am weitesten vom Barcode entfernt ist, wie nachfolgend in Abbildung 7
gezeigt.
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Position der
Probe 1

i Barcode

N
Ll
123
4 5
6 7
8

Abbildung 7  Erforderliche Ausrichtung der Probennummern 1 bis 8 im Magnis Sample Input
Strip.

5 Nach dem Transfer der DNA-Probe drehen Sie den microTUBE kurz, um das verbleibende
Probenvolumen zu sammeln. Transferieren Sie alle zusatzlich gesammelten Fliissigkeiten in
das gleiche Well des Magnis Sample Input Strip.

Es ist wichtig, den Verlust von eingegebener DNA in diesem Schritt zu vermeiden,
insbesondere bei DNA-Proben mit geringem Uberfluss. Uberpriifen Sie den
microTUBE, um sicherzustellen, dass die gesamte Probe transferiert wurde.
Wenn Trépfchen im microTUBE verbleiben, wiederholen Sie Schritt 5.

6 Sobald alle Proben geladen sind, fahren Sie mit der Einrichtung des Probeneingangsstreifens
fort, wie auf Seite 24 erldutert (siehe Teil d von Schritt 3).
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ll. Vorbereitung von FFPE-basierten DNA-Proben fiir
Magnis-Durchlaufe

Magnis SureSelect XT HS-Durchlaufe erfordern 10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng eingegebener
DNA in einem Volumen von 50 pl 1X Low TE Buffer. Alle Proben desselben Durchlaufs missen in
der gleichen Menge bereitgestellt werden.

Verdiinnen Sie die zu scherenden Proben nicht mit Wasser. Das Scheren von
Proben in Wasser reduziert die Gesamtausbeute und Komplexitat der
Bibliotheksvorbereitung.

Schritt 1. Vorbereiten genomischer DNA aus FFPE-Proben

Vorbereiten und Qualifizieren von gDNA aus FFPE-Proben

1 Bereiten Sie gDNA aus FFPE-Gewebeschnitten mit Qiagen's QlAamp DNA FFPE Tissue Kit und
Qiagen'’s Deparaffinization Solution nach dem Protokoll des Herstellers vor. Eluieren Sie die
endgltigen gDNA-Proben aus der MinElute-Saule in zwei Runden mit jeweils 30 pl Buffer ATE
fUr ein endgltiges Elutionsvolumen von ca. 60 pl.

Wenn die Gewebelyse nach einer Stunde Verdauung mit Proteinase K
unvollstandig erscheint, geben Sie zusatzliche 10 pl Proteinase K zu und
inkubieren Sie sie bei 56 °C unter periodischem Mischen bis zu drei Stunden lang.

Lagern Sie die gDNA-Proben auf Eis fiir die Vorbereitung der Bibliothek am selben Tag oder bei
—20 °C fUr die spatere Verarbeitung.

2 Bewerten Sie die Qualitat (DNA-Integritat) fir jede FFPE DNA-Probe mit einer der folgenden
Methoden.

Schritt 2. Qualifizieren und Quantifizieren der FFPE DNA-Proben

Bewerten Sie die Qualitat (DNA-Integritat) fir jede FFPE-basierte DNA-Probe mit einer der beiden
folgenden Methoden. Die in diesem Schritt gemessene DNA-Integritat bestimmt die geeigneten
Mittel zur Probenquantifizierung, die erforderlich sind, um 10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng
amplifizierbare gDNA-Proben in den Durchlauf aufzunehmen.

Verfahrensoption 1: Qualifizierung mit dem Agilent NGS FFPE QC Kit (empfohlene Methode)

Das Agilent NGS FFPE QC Kit bietet einen gPCR-basierten Assay zur Bestimmung der
DNA-Probenintegritat. Die Ergebnisse beinhalten einen AACq DNA-Integritatswert und die
genaue Menge an amplifizierbarer DNA in der Probe, was eine direkte Normalisierung der
DNA-Eingabe fiir jede Probe erm&glicht. DNA-Eingabeempfehlungen basierend auf
AACg-Werten flr einzelne Proben werden in Tabelle 9 zusammengefasst.

a Verwenden Sie das Qubit BR dsDNA Assay Kit, um die Konzentration jeder gDNA-Probe zu
bestimmen. Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers fiir das Gerat und das Assaykit.

b Entfernen Sie einen 1 pl Aliquot der FFPE gDNA-Probe zur Analyse mit dem Agilent NGS
FFPE QC Kit zur Bestimmung des AACq DNA Integritatswerts. Weitere Informationen
finden Sie im Benutzerhandbuch des Kits unter www.agilent.com.
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¢ Fdiralle Proben mit dem AACq DNA Integritatswert <1 verwenden Sie die Qubit-basierte
gDNA-Konzentration, die oben in Schritt a bestimmt wurde, um das Volumen der fiir das
Protokoll bendtigten eingegebenen DNA zu bestimmen.

d Fur alle Proben mit dem AACq DNA Integritatswert >1 verwenden Sie die gPCR-basierte
Konzentration von amplifizierbarer gDNA, die von den Ergebnissen des Agilent NGS FFPE
QC Kit berichtet wird, um Mengen an eingegebener DNA fir das Protokoll zu bestimmen.

Tabelle9  SureSelect XT HS DNA-Eingabemodifikationen basierend auf dem AACq DNA Integritatswert

Protokollparameter nicht-FFPE Proben FFPE Proben
AACq <17 AACq >1
DNA-Eingabe fUr die 10 ng, 50 ng, 100 ng 10 ng, 50 ng, 100 ng 10 ng, 50 ng, 100 ng oder
Bibliotheksvorbereitung  oder 200 ng DNA, oder 200 ng DNA, 200 ng amplifizierbare DNA,
basierend auf dem basierend auf dem basierend auf der
Qubit-Assay Qubit-Assay gPCR-Quantifizierung

* FFPE-Proben mit den AACg-Werten <1 sollten wie nicht-FFPE Proben fiir DNA-Eingabemengenbestimmungen
behandelt werden. Fiir solche Proben ist darauf zu achten, dass die mit dem Qubit-Assay bestimmte
DNA-Konzentration anstelle der mit gqPCR bestimmten Konzentration verwendet wird, um das fiir 10—-200 ng
DNA erforderliche Volumen zu berechnen.

3 Bereiten Sie jede FFPE DNA-Probe fir das Bibliotheksaufbereitungsprotokoll vor, indem Sie
die entsprechende Menge (10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng) jeder gDNA-Probe mit 1X Low
TE Buffer auf ein Endvolumen von 50 pl verdiinnen. Mischen Sie sie gut mit einem Vortexer,
drehen Sie sie dann kurz, um die Flissigkeit zu sammeln. Halten Sie die Proben auf Eis.

Verfahrensoption 2: Qualifizierung mit dem DIN-Wert des Agilent's Genomic DNA
ScreenTape-Assays

Der Agilent’s Genomic DNA ScreenTape-Assay, der in Verbindung mit der Agilent's 4200
TapeStation verwendet wird, bietet einen quantitativen elektrophoretischen Assay zur
Bestimmung der Integritat von DNA-Proben. Dieser Assay liefert fiir jede Probe einen Wert
der DNA Integrity Number (DIN), mit dem die geeignete Normalisierung der DNA-Eingabe
flir DNA-Proben mit niedriger Integritdt geschatzt wird.

a Verwenden Sie das Qubit BR dsDNA Assay Kit, um die Konzentration jeder gDNA-Probe zu
bestimmen. Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers fir das Gerat und das Assaykit.

b Entfernen Sie einen 1-pl-Aliquot der FFPE gDNA-Probe und analysieren Sie ihn mit dem
Genomic DNA ScreenTape-Assay. Weitere Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch
unter www.genomics.agilent.com.
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¢ Anhand des DIN-Wertes, der fiir jede Probe im Genomic DNA ScreenTape-Assay
angegeben wurde, beachten Sie Tabelle 10, um die empfohlene Menge an Eingabe-DNA
fur die Probe zu bestimmen.

Tabelle 10  SureSelect XT HS DNA Eingabemodifikationen basierend auf dem Wert der DNA Integrity Number (DIN)

Protokoll- nicht-FFPE Proben  FFPE Proben
parameter =
DIN >8 DIN 3-8 DIN <3

DNA-Eingabe 10 ng, 50 ng, 10 ng, 50 ng, 100 ng Verwenden Sie 50 ng, 100 ng  Verwenden Sie 100 ng oder
fur die 100 ng oder 200 ng  oder 200 ng DNA, oder 200 ng DNA (verwenden 200 ng DNA (verwenden Sie
Bibliotheksvor-  DNA, quantifiziert quantifiziert durch den  Sie die maximal verfiighare die maximal verfligbare
bereitung durch den Qubit-Assay Menge an DNA, bis zu Menge an DNA, bis zu

Qubit-Assay 200 ng). Quantifizierung 200 ng). Quantifizierung

durch den Qubit-Assay zur durch Qubit Assay zur
Bestimmung des Volumens Bestimmung des Volumens
fUr eine Eingabe von 50 ng, flr eine Eingabe von 100 ng
100 ng oder 200 ng. oder 200 ng.

* FFPE-Proben mit DIN >8 sollten wie nicht-FFPE Proben fiir DNA-Eingabemengenbestimmungen behandelt werden.

4 Bereiten Sie jede FFPE DNA-Probe flir das Bibliotheksaufbereitungsprotokoll vor, indem Sie
die entsprechende Menge (10 ng, 50 ng, 100 ng oder 200 ng) jeder gDNA-Probe mit 1X Low
TE Buffer auf ein Endvolumen von 50 pl verdiinnen. Mischen Sie jede Probenverdlinnung mit
einem Vortexer, drehen Sie sie dann kurz, um die FlUssigkeit zu sammeln. Lagern Sie die
Proben auf Eis.

Schritt 3. Scheren der FFPE DNA-Proben

In diesem Schritt werden die 50-pul gDNA-Proben unter Bedingungen geschert, die flr
FFPE-basierte DNA optimiert sind. Die GroRe des Ziel-DNA-Fragments betragt 150 bis 200 bp.

Dieses Protokoll wurde mit einem Covaris Modell E220-Gerat und dem 130-pl
Covaris microTUBE optimiert. Beachten Sie die Empfehlungen des Herstellers
flr die Verwendung anderer Covaris-Gerate oder Probenhalter, um die gleiche
Ziel-DNA-FragmentgroRe zu erreichen.

1 Richten Sie das Covaris E220-Gerat ein. Weitere Informationen finden Sie in der
Bedienungsanleitung des Gerats.

a Uberpriifen Sie, ob das Wasser im Covaris-Tank mit frischem deionisiertem Wasser bis
zum entsprechenden Fillstand gefllt ist, gemal den Empfehlungen des Herstellers fir
das jeweilige Geratemodell und das verwendete Probengefal oder die verwendete Platte.

b Uberpriifen Sie, ob das Wasser den sichtbaren Glasteil des Rdhrchens bedeckt.

¢ Driicken Sie auf der Systemsteuerung des Instruments die Taste Degas. Entgasen Sie
gemaR den Empfehlungen des Herstellers, typischerweise 30—60 Minuten.

d Stellen Sie die Temperatur der Kaltemaschine auf 2 °C bis 5 °C ein, um sicherzustellen,
dass die Temperaturanzeige im Wasserbad 5 °C anzeigt. Beachten Sie die
Herstellerangaben zur Zugabe von Kihlflissigkeit, um ein Einfrieren zu verhindern.
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2 Fihren Sie die folgenden DNA-Scherschritte fir jede der 50-ul gDNA-Proben durch (die 10 ng,
50 ng, 100 ng oder 200 ng gDNA in 50 pl 1X Low TE Buffer enthalten).

a Transferieren Sie die 50-ul DNA-Probe in ein Covaris microTUBE, indem Sie eine konische
Pipettenspitze verwenden, um die Probe langsam durch das vorgespaltene Septum der
Kappe zu transferieren.

b Drehen Sie den microTUBE 30 Sekunden lang, um die Fliissigkeit aufzufangen und Blasen
vom Boden des Rohrchens zu entfernen.

¢ Befestigen Sie den microTUBE im Rohrchenhalter und scheren Sie die DNA mit den
Einstellungen in Tabelle 11.

Tabelle 11  Schereinstellungen fiir Gerate der Covaris E-Serie (SonoLab Software Version 7 oder héher)

Einstellung Wert
Betriebsfaktor 10 %
Spitzeneinfallleistung (PIP) 175

Zyklen pro Burst 200
Badtemperatur 2 bis8°C
Behandlungszeit 240 Sekunden

d Gehen Sie direkt zum nachsten Schritt tber, lassen Sie die gescherte DNA nicht langer als
notig im Covaris microTUBE.

3 Legen Sie den Covaris microTUBE mit der gescherten DNA wieder in die Be- und
Entladestation zurlick. Halten Sie die microTUBE-Schnappkappe auf, fiihren Sie eine
Pipettenspitze durch das vorgespaltene Septum und entfernen Sie dann langsam die
gescherte DNA.

4 Transferieren Sie die 50-ul gescherte DNA-Probe aus dem Covaris microTUBE in das daflr
vorgesehene Well des roten Magnis Sample Input Strip und durchbohren Sie die Foliensiegel
mit der Pipettenspitze kurz vor der Abgabe der Fllssigkeit. Halten Sie die Proben auf Eis.

Achten Sie darauf, dass Sie die Proben an der richtigen Proben-Well-Position einlegen,
wobei die Probe 1 am weitesten vom Barcode entfernt ist, wie nachfolgend in Abbildung 8
gezeigt.

Position der
Probe 1

i Barcode

Abbildung 8 Erforderliche Ausrichtung der Probennummern 1 bis 8 im Magnis Sample Input
Strip.
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5 Nach dem Transfer der DNA-Probe drehen Sie den microTUBE kurz, um das verbleibende
Probenvolumen zu sammeln. Transferieren Sie alle zusatzlich gesammelten Fllssigkeiten in
das gleiche Well des Magnis Sample Input Strip.

Es ist wichtig, den Verlust von eingegebener DNA in diesem Schritt zu vermeiden,
insbesondere bei DNA-Proben mit geringem Uberfluss. Uberpriifen Sie den
microTUBE, um sicherzustellen, dass die gesamte Probe transferiert wurde.
Wenn Tropfchen im microTUBE verbleiben, wiederholen Sie Schritt 5.

6 Sobald alle Proben geladen sind, fahren Sie mit der Einrichtung des Probeneingangsstreifens
fort, wie auf Seite 24 erlautert (siehe Teil d von Schritt 3).
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Anhang 2: Laufzeitvorbereitete Sondenstreifen
verwenden

Laufzeitvorbereitung des Sondenstreifens 56
Sondeninformationen in die Magnis-Software wahrend der Durchlauf-Einrichtung eingeben 58

Die Anweisungen in diesem Abschnitt sind speziell fir die Verwendung mit dem Reagent Kit mit
der Artikel-Nr. G9730D oder G9730B bestimmt, der mit leeren Probe Input Strips (EPIS) geliefert
wird. Durchlaufe, die mit diesen Kits durchgeflihrt werden, erfordern die Laufzeitvorbereitung von
Sondenstreifen und erfordern die in diesem Abschnitt beschriebenen zusétzlichen Schritte zur
Dateneingabe.

Die Reagent Kits mit den Artikel-Nr. G9730D und G9730B werden mit unterschiedlichen
Magnis-Laufprotokollen verarbeitet. Die Schritte zur Einrichtung der Sondenstreifen sind fiir beide
Protokolle ahnlich und unterscheiden sich nur im Volumen der pro Probenwell benétigten Sonde,
zusammengefasst in Tabelle 12 auf Seite 56.

Die Anweisungen in diesem Abschnitt gelten nicht fUr Kits, die vorgefillte Sondenstreifen
enthalten; Informationen zur Einrichtung der vorgeflllten Sondenstreifen finden Sie auf Seite 24.

55



Laufzeitvorbereitung des Sondenstreifens

Die leeren Magnis Probe Input Strips (Teilenr. 5190-9883, weille Streifen im Plattenformat)
sollten in einem Pra-PCR-Bereich des Labors gelagert und gefiillt werden. Bereiten Sie den Probe
Input Strip erst unmittelbar vor dem Durchlauf vor; fillen Sie die in diesen Protokollen
verwendeten Probe Input Strips nicht vorab und vermeiden Sie Einfrier-/Auftau-Vorgange.

Siehe Tabelle 12 unten, um das Volumen der SureSelect Probe zu bestimmen, das pro Well fr
den Typ des Reagent Kits und die Probe Capture Size erforderlich ist.

Die 8 Wells des leeren Magnis Probe Input Strip kdnnen mit den gleichen oder unterschiedlichen
Sondenldsungen gefiillt werden. Alle Sonden, die im gleichen Durchgang verwendet werden,
missen jedoch eine dhnliche Designgroie aufweisen, um die Verwendung der gleichen
Betriebsbedingungen durch die Magnis zu ermdglichen (siehe Tabelle 13 auf Seite 58 fir
kompatible GroRenbereiche des Sondendesigns).

Tabelle 12 Anforderungen fiir die Befiillung des leeren Magnis Probe Input Strip

Reagent Kit Name Auf dem Bildschirm Probe Capture Size Pipettier- Bendtigtes
(Artikel-Nr.) Enter Run Info volumen pro Volumen fiir
(Durchlaufinformationen Well 8-Proben-
eingeben) ausgewahltes Durchlauf
Protokoll
Magnis SureSelect XT HS ~ SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM >3 Mb (Large Capture Size)" 5 40 pl
Rev B Reagent Kit ODER ,
(G9730D) ITSSEL XTHS-EPIS-RevB- LM <3 MD (Small Capture Size)* 2 T4l
Magnis SureSelect XT HS  SureSelectXT HS-lllumina > 3 Mb (Large Capture Size)* 8 64 ul
Reagent Kit (G9730B) ,
<3 Mb (Small Capture Size)* 6 pl 48 pl

* Die Bezeichnung Large gegeniiber Small Capture Size fiir die im Durchlauf verwendete(n) Sonde(n) wird so in die Magnis-Software eingege-
ben, wie auf Seite 58 beschrieben. Alle in einem Durchlauf verwendeten Sonden miissen die gleiche Bezeichnung fiir Capture Size und die
gleichen PCR-Zyklusbedingungen nach der Erfassung verwenden (siehe Tabelle 13 auf Seite 58).

1 Nehmen Sie einen leeren weilen Magnis Probe Input Strip und einen frischen
Foliensiegelstreifen (mit Riickseite) aus dem Kit mit der Teilenr. 5190-9883, gelagert bei RT.

2 Tauen Sie die Flaschchen der SureSelect Probe auf und mischen Sie sie, um sie als Sonde fiir
den Durchlauf zu verwenden, und lagern Sie sie auf Eis.

3 Fdllen Sie die Wells des leeren Magnis Prob Input Strips mit der Menge an SureSelect
Probe-Losung, die fiir den Typ des Reagent Kits und die Sondendesigngrolie erforderlich ist,
und gehen Sie dabei wie folgt vor:

a Verwenden Sie eine leere 200-ul-Pipettenspitze, um die Folienversiegelung jedes Wells des
Probe Input Strips, der fiir den Durchlauf gefillt werden soll, vorher zu durchbohren.

b Geben Sie mit einer Mikropipette, die fiir die genaue Dosierung des in Tabelle 12
aufgefiihrten Sondenvolumens geeignet ist, die angegebene Menge der SureSelect
Probe-Ldsung in jedes Well.

Verwenden Sie eine Mikropipette mit einem Fassungsvermogen von 2 pl und eine
entsprechende Pipettenspitze fir die Abgabe von 2 pl der Sonde.
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Verwenden Sie eine Mikropipette mit 10 ul Fassungsvermodgen und eine entsprechende
Pipettenspitze fir die Abgabe von 5 pl, 6 pl oder 8 ul der Sonde.

Es ist wichtig, die Wells des Probe Input Strips genau mit den in Tabelle 12
angegebenen Volumina zu fiillen. Verwenden Sie eine kalibrierte Pipette, die
geeignet ist, das angegebene Volumen mit hoher Genauigkeit und Prazision
abzugeben.

4 Nachdem Sie die Sondenlésung in alle Wells gegeben haben, verschlielen Sie die Wells wieder
mit der im Kit mitgelieferten frischen Folienversiegelung und achten Sie darauf, dass der
Barcode des Sondenstreifens nicht mit der Folienversiegelung verdeckt wird. Stellen Sie
sicher, dass die Versiegelung fest und gleichmaflig angebracht wird, ohne tbermaRige
Uberstande oder Falten, die den Sitz des Streifenrhrchens beim Einlegen in das Instrument
behindern konnten.

5 Uberprifen Sie die Sondenstreifen-Wells, um sicherzustellen, dass keine Blasen vorhanden
sind. Entfernen Sie alle Blasen, indem Sie den vorbereiteten Sondenstreifen in einer Zentrifuge,
die auf 250 x g eingestellt ist, 5 Sekunden lang drehen oder bis alle Blasen aus der
Sondenlésung geldst sind.

6 Lagern Sie den Sondenstreifen auf Eis, bis Sie ihn wahrend der Abdeckeinrichtung auf Seite 35
verwenden.

Wenn Sie den Sondenstreifen beim Einrichten des Decks einlegen, stellen Sie sicher, dass der
Streifen richtig im Kihlimodul sitzt.
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Sondeninformationen in die Magnis-Software wahrend der
Durchlauf-Einrichtung eingeben

Fiir Durchlaufe, die mit zur Laufzeit gefiillten Sonden durchgefiihrt werden (Durchlaufe mit dem
Kit Artikel-Nr. G9730D oder G9730B), missen Sie die sondenbezogenen Eigenschaften in die
unten stehenden Felder wahrend der Phase Verify Labware der Durchlauf-Einrichtung eingeben
(siehe Seite 38).

Run181220 3 X Ready

Deck Setup Verify Labware Enter Sample Info Confirm Setup

Probe Input Strip information:

Part Number ( )
Lot Number ( j
Design 1D ( )
Post-Capture PCR Cycles [ )
G Capture Size smal [ Large | D

Door
Unlocked lﬁEﬂl 2

Geben Sie Informationen in die Felder Part Number, Lot Number und Design ID anhand der
Anforderungen lhrer Einrichtung an die Datensatze ein. Die Design ID und Lot Number fiir die von
Agilent gelieferten SureSelect- oder ClearSeg-Sonden finden Sie auf dem Produktflaschchen und
auf dem Analysezertifikat.

Geben Sie im Feld Post-Capture PCR Cycles die Nummer des PCR-Zyklus ein, der im Durchlauf
verwendet werden soll, je nach Grofe Ihrer Sondenkonstruktion(en), und driicken Sie die
entsprechende Beschreibung der Capture Size fiir die im Durchlauf verwendeten Sonden.
Informationen zu den Anleitungen finden Sie unten in der Tabelle 13. Die vorgeschlagene
PCR-Zyklusnummer ist in der Regel optimal fiir die angegebene SondengroRe, aber die
PCR-Zyklusnummer kann an die Bedirfnisse lhres Versuchsplans angepasst werden. Wahrend
die 8 Wells des Magnis Probe Input Strip unterschiedliche Sondenlésungen enthalten kénnen,
missen alle Sonden, die im gleichen Durchlauf verwendet werden, die gleichen Einstellungen fir
Post-Capture PCR Cycles und Capture Size verwenden.

Tabelle 13 Empfohlene Einstellungen fiir laufzeitdispensierte Sonden

SureSelect Probe-Designgrofie Post-Capture PCR Cycles Capture Size
<200 kb 14 Small
200-749 kb 13 Small
750-2999 kb 12 Small
3-5Mb 10 Large
>5Mb 9 Large

Sobald alle Felder ausgefillt sind, driicken Sie den Vorwartspfeil, um zum Bildschirm Enter
Sample Info zu gelangen, und folgen Sie den weiteren Schritten zur Durchlauf-Einrichtung ab
Seite 39.
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Anhang 3: Richtlinien fiir die Verarbeitung von
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Schritt 1. Analysieren von Quantitat und Qualitat der DNA-Proben der Bibliothek 60

Schritt 2. Poolproben fiir die multiplexierte Sequenzierung (optional) 63
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Richtlinien fUr die Einrichtung der HiSeq/NextSeq/NovaSeqg-Geratesequenzierung 66
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Ressourcen fiir die Sequenzanalyse 72

Nach Abschluss des Magnis SureSelect*T "S-Bibliotheksvorbereitungslaufs werden die
DNA-Proben quantifiziert und qualifiziert und anschlieRend von NGS analysiert. In diesem
Abschnitt finden Sie Richtlinien fiir die typische Probenverarbeitung nach dem Durchlauf fir NGS;
Ihr NGS-Verarbeitungs- und Analyseablauf nach dem Durchlauf kann variieren.
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Schritt 1. Analysieren von Quantitat und Qualitat der DNA-Proben
der Bibliothek

Analysieren Sie vor dem Probenpooling fiir die multiplexierte Sequenzierung die Quantitat und
Qualitat der DNA in den einzelnen vorbereiteten Bibliotheksproben mit einer Agilent 4200
TapeStation oder 4150 TapeStation und dem High Sensitivity D1000 ScreenTape und dem
zugehorigen Reagenz-Kit. Bestellinformationen finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 13. Detaillierte
Anweisungen finden Sie im Agilent High Sensitivity D1000 Assay Quick Guide.

Alternativ konnen DNA-Proben der Bibliothek mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer
und dem Bioanalyzer High Sensitivity DNA-Assay oder mit dem Agilent 5200
Fragment Analyzer und dem HS NGS Fragment Kit analysiert werden. Eine
vollstdndige Anleitung finden Sie in den verlinkten Assay-Benutzerhandbiichern.

1 Bereiten Sie die Proben des TapeStation-Assays in einem frischen Rohrenstreifen vor, wie im
Assay Quick Guide beschrieben. Verwenden Sie 2 ul jeder DNA-Probe der Bibliothek, verdiinnt
mit 2 pl der High Sensitivity D1000-Probenpuffer fir die Analyse.

Stellen Sie sicher, dass Sie die kombinierte DNA und den Probenpuffer mit
dem IKA-Vortexer griindlich mischen, wie im Assay Quick Guide angegeben,
um eine genaue Quantifizierung zu gewahrleisten.

2 Laden Sie die High Sensitivity D1000-Assay-Rohrchenstreifen aus Schritt 1, das High
Sensitivity D1000 ScreenTape und die Ladespitzen in die TapeStation, wie im Assay Quick
Guide beschrieben. Starten Sie den Durchlauf.

3 Vergewissern Sie sich, dass das Elektropherogramm den Hochstwert der
DNA-FragmentgrofRe zwischen 200 und 400 bp zeigt. Proben-Elektropherogramme sind in
Abbildung 9 (Bibliothek aus hochwertiger DNA), Abbildung 10 (Bibliothek aus mittlerer
FFPE-DNA) und Abbildung 11 (Bibliothek aus minderwertiger FFPE-DNA) dargestellt.

4 Bestimmen Sie die Konzentration jeder Bibliothek, indem Sie unter den gesamten Hochstwert
integrieren.
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Abbildung 9 Bibliothek nach der Erfassung, hergestellt aus einer hochwertigen gDNA-Probe,
die mit einem High Sensitivity D1000 ScreenTape-Assay analysiert wurde.
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Abbildung 10 Bibliothek nach der Erfassung, hergestellt aus einer typischen FFPE gDNA-Probe,
die mit einem High Sensitivity D1000 ScreenTape-Assay analysiert wurde.
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Abbildung 11 Bibliothek nach der Erfassung, hergestellt aus einer minderwertigen FFPE

gDNA-Probe, die mit einem High Sensitivity D1000 ScreenTape-Assay analysiert
wurde.

Haltepunkt Wenn Sie nicht mit dem nachsten Schritt fortfahren, lagern Sie die Proben Uber Nacht bei 4 °C

oder bei —20 °C fiir eine langere Lagerung.
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Schritt 2. Poolproben fiir die multiplexierte Sequenzierung (optional)

Die Anzahl der indizierten Bibliotheken, die in einer einzigen Sequenzierungsspur gemultiplext
werden kénnen, wird durch die Ausgabespezifikationen des verwendeten Sequenzierers sowie
die Menge der flr Ihr Forschungsdesign erforderlichen Sequenzierungsdaten bestimmt.
Berechnen Sie die Anzahl der Indizes, die pro Spur kombiniert werden kénnen, entsprechend der
Kapazitat des Sequenzierers und der Menge der pro Probe benétigten Sequenzierungsdaten.

Kombinieren Sie die Bibliotheken so, dass jede mit einem Index getagte Bibliothek in &quimolaren
Mengen im Pool vorhanden ist, wobei Sie eines der folgenden Verfahren verwenden. Verwenden
Sie fur die Verdlinnungsschritte das von Ihrem Sequenzierdienstleister angegebene
Verdinnungsmittel, z. B. Low TE.

Verfahren 1: Verdiinnen Sie jede zu poolende Bibliotheksprobe auf die gleiche Endkonzentration
(typischerweise 4—15 nM oder die Konzentration der am stérksten verdiinnten Probe) und
kombinieren Sie dann das gleiche Volumen aller Proben, um den endgdltigen Pool zu bilden.

Verfahren 2: Beginnen Sie mit Bibliotheksproben in verschiedenen Konzentrationen, fligen Sie
das entsprechende Volumen jeder Probe hinzu, um die aquimolare Konzentration im Pool zu
erreichen, und stellen Sie den Pool dann mit Low TE auf das gewiinschte Endvolumen ein.

Die folgende Formel dient zur Bestimmung der Menge jeder indizierten Probe, die in dem Pool
hinzugefligt wird.

Volumen des Index = K@X_C(f)
#x C(i)

wobei V(f) das endgiltige gewlinschte Volumen des Pools ist,

C(f) die gewiinschte Endkonzentration der gesamten DNA im Pool ist (typischerweise 4 nM—=15 nM oder
die Konzentration der am starksten verdtinnten Probe)

# die Anzahl der Indizes ist, und
C(i) die Anfangskonzentration jeder indexierten Probe ist.

Tabelle 14 zeigt ein Beispiel fir die Menge von 4 mit einem Index markierten Proben (mit
unterschiedlichen Konzentrationen) und Low TE, die fiir ein Endvolumen von 20 pl bei 10 nM
DNA bendtigt werden.

Tabelle 14 Beispiel einer Volumenberechnung fiir ein Gesamtvolumen von 20 pl bei 10 nM
Konzentration

Komponente V(f) C(i) c(f) # Zu verwendendes
Volumen (ul)

Probe 1 20 pl 20 nM 10nM 4 2,5

Probe 2 20 10 nM 10nM 4 5

Probe 3 20 pl 17nM 10 nM 4 29

Probe 4 20 25nM 10nM 4 2

Low TE 7,6

Wenn Sie die Bibliothek vor der Sequenzierung speichern, fligen Sie Tween 20 bis 0,1 % v/v hinzu
und lagern Sie sie kurzfristig bei =20 °C oder lagern Sie sie unter den von lhrem
Sequenzierdienstleister angegebenen Bedingungen.
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Schritt 3. Vorbereitung der Sequenzierungsproben

Der endgiiltige SureSelect*" "S-Bibliothekspool ist bereit fiir die direkte Sequenzierung mit
lllumina Standard-Endprimern mit gepaarten Enden und Chemie. Jedes Fragment in der
vorbereiteten Bibliothek enthalt einen Zieleinsatz, der von Sequenzmotiven umgeben ist, die flr
die multiplexierte Sequenzierung mit lllumina-Sequenzern erforderlich sind, wie in Abbildung 12
gezeigt.

Molekularer
Barcode, 10 nt
l Read] —— =
B |
e Read2 T

Probenindex,
8 nt

Abbildung 12 Inhalt der SureSelect XT HS Sequenzierungsbibliothek. Jedes Fragment enthalt
einen Zieleinsatz (blau), der von den Illumina-Sequenzierungselementen mit
gepaarten Enden (schwarz), dem Probenindex (rot), dem molekularen Barcode
(grtin) und den Bibliotheksbriicken-PCR-Primern (gelb) umgeben ist.

Bibliotheken kdnnen auf lllumina HiSeg-, MiSeq-, NextSeqg- oder NovaSeqg-Sequenzierern mit dem
in Tabelle 15 gezeigten Durchlauftyp und Chemiekombination sequenziert werden.

Verwenden Sie das HiSeq 2500-Gerat nicht im Durchlaufmodus mit
hoher Ausgabe (v4-Chemie), wenn Ihre Analysepipeline molekulare
Barcode-Ablesungen (i5) enthalt. Schlechte molekulare
Barcodesequenzdatenqualitat (niedrigere Q-Werte, mit Auswirkungen
auf die Abdeckung und Empfindlichkeit von Variantenereignissen) wurde
beobachtet, wenn SureSelect*T #S-Bibliotheken in diesem Modus auf
dem HiSeq 2500-Gerat sequenziert werden. Informationen zu alternativen
Betriebsmodus-/Chemieoptionen flir das HiSeq 2500-Gerat finden Sie in
Tabelle 15. Die Sequenzierungsleistung fiir Read-1-, Read-2- und
Proben-Level-Index-Ablesungen (i7) ist nicht betroffen, und diese(s/r)
Gerat/Laufmodus/Chemie kann fiir Anwendungen verwendet werden,
bei denen die molekulare Barcode-Analyse entfallt.

Fahren Sie mit der Cluster-Amplifikation mit dem entsprechenden Illlumina-Kit fiir
Cluster-Generation mit gepaarten Enden fort. Weitere Informationen zu Kit-Konfigurationen,
die mit der empfohlenen Ablesungslange kompatibel sind, finden Sie in Tabelle 15.

Die optimale Seeding-Konzentration fiir die mit SureSelect*™ 1S zielangereicherten Bibliotheken
variiert je nach Sequenziergerat, Lauftyp und lllumina-Kit-Version. Anleitungen finden Sie in
Tabelle 15. Die Seeding-Konzentration und die Clusterdichte miissen moglicherweise auch
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basierend auf dem GroRenbereich der DNA-Fragmente fiir die Bibliothek und der gewiinschten
Ausgabe- und Datenqualitat optimiert werden. Beginnen Sie mit der Optimierung mit einer
Seeding-Konzentration in der Mitte des aufgefiihrten Bereichs.

Befolgen Sie die Empfehlung von lllumina fir eine PhiX-Steuerung in einem niedrig konzentrierten
Spike-In flir eine verbesserte Qualitatskontrolle der Sequenzierung.

Tabelle 15 Auswabhlrichtlinien fiir die Konfiguration des lllumina-Kits

Gerat Durchlaufart Ablesungslange SBS- Chemie  Seeding-
Kitkonfiguration Konzentration

HiSeq 2500 Rapid Run 2 %100 bp 200 Zyklus-Kit v2 9-10 pM

HiSeq 2500 High Output” 2 %100 bp 250 Zyklus-Kit v4 12-14 pM

MiSeq Alle Durchlaufe 2 %100 bp 300 Zyklus-Kit v2 9-10 pM

MiSeq Alle Durchlaufe 2x75bp 150 Zyklus-Kit v3 12-16 pM

NextSeq Alle Durchlaufe 2 %100 bp 300 Zyklus-Kit v2.5 1,2-1,5 pM

500/550

HiSeq Alle Durchlaufe 2 %100 bp 300 Zyklus-Kit vl 300—-400 pM

3000/4000

NovaSeq 6000 Standard- 2x 100 bp 300 Zyklus-Kit v1.0 oder 300-600 pM
Arbeitsdurchlaufe v1.5

NovaSeq 6000 Xp- 2x100 bp 300 Zyklus-Kit v1.0 oder 200-400 pM
Arbeitsdurchlaufe v1.b

* Verwenden Sie keine Durchldaufe mit HiSeq 2500 High Qutput (v4 Chemie), wenn Ihre Analysepipeline
molekulare Barcode-Ablesungen (i5) enthalt. Reduzierte molekulare Barcodesequenzqualitdt und reduzierte
Q-Werte wurden in Sequenzen beobachtet, die aus HiSeq 25600-Durchlaufen unter diesen Bedingungen
erhalten wurden. Die Sequenzierungsleistung flr Read 1, Read 2 und Proben-Level-Index-Ablesungen (i7)
Ist nicht beeintrachtigt.
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Schritt 4. Ausfiihren des Sequenzierungsdurchlaufs und
Analysieren der Daten

Verwenden Sie die folgenden Richtlinien fir die Einrichtung und Analyse des Durchlaufs der
SureSelect*T HS-Bibliotheksequenzierung.

Der Proben-Level-Index (i7) erfordert ein Ablesen des 8-bp-Index. Vollstdndige Informationen
zur i7-Indexsequenz finden Sie in Tabelle 34 auf Seite 83.

+ Der degenerierte molekulare Barcode (i5) erfordert ein Ablesen des 10-bp-Index.

FUr HiSeq-, NextSeq- und NovaSeqg-Geratedurchlaufe richten Sie den Betrieb Uber die
Benutzeroberflache des Geréts ein und befolgen Sie die Richtlinien auf Seite 66.

Richten Sie fiir die MiSeg-Instrumentendurchlaufe den Durchlauf mit lllumina Experiment
Manager (IEM) ein, indem Sie die auf Seite 69 bis Seite 72 aufgefiihrten Schritte durchfiihren,
um ein benutzerdefiniertes Probenblatt zu erstellen.

+ Das Abrufen von |2-Indexdateien, die die molekularen Barcode-Indexablesungen (i5) enthalten,
erfordert die Offline-Konvertierung von .bcl- in fastg-Dateien. Informationen zur Durchfihrung
dieses Schrittes finden Sie auf Seite 67 fiir HiSeq, NextSeq und NovaSeq und auf Seite 72 fiir
MiSeq.

Bevor Sie die Ablesungen auf das Referenzgenom ausrichten, trimmen Sie die Ablesungen
von lllumina-Adaptersequenzen. Siehe Seite 72 fir Informationen zur Datenanalysesoftware
Agilent’'s SureCall, die fUr diese Aufgabe verwendet werden kann.

Richtlinien fiir die Einrichtung der
HiSeq/NextSeq/NovaSeq-Geratesequenzierung
Richten Sie Sequenzierdurchlaufe Uber die Schnittstelle der Instrumentenbediensoftware ein.

Eine Probendurchlaufeinrichtung fiir das HiSeg-Gerat mit 100 + 100 bp Sequenzierung mit
gepaarten Enden ist unten dargestellt.

RUN CONFIGURATION PRE-RUN SETUP INITIATE RUN

Check remaining parameters and select NEXT to continue.

Index Type Flow Cell Format

(O Nolndex (O Dual Index O Single Read

(O Single Index Custom Paired End
Read1 Index1(i7) Index2(i5) Read?2
'_“ f f
Cycles: 100@ 8 [ 10 u 100 [
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Wenn Sie das NextSeg- oder NovaSeq-Gerat verwenden, suchen Sie die gleichen Parameter auf
dem Bildschirm Run Setup und fiillen Sie die Felder Read Length mit den Cycles-Einstellungen
aus, die im obigen Beispiel des HiSeq-Gerats gezeigt werden. Deaktivieren Sie (markieren Sie
nicht) im Abschnitt Custom Primers auf dem Run Setup-Bildschirm des NextSeg- oder
NovaSeq-Gerats die Kontrollkastchen fir alle Primer (Read 1, Read 2, Index T und Index 2).

BaseSpace unterstltzt derzeit nicht die Sequenzierung von molekularen Barcodes als
Indexablesungen. Richten Sie NextSeqg-Durchlaufe im Standalone-Modus ein.

Abrufen von 12 FASTQ-Dateien mit molekularen Barcodes

Das Abrufen von I2-Indexdateien, die die molekularen Barcode-Indexablesungen (i5) enthalten,
erfordert die Offline-Konvertierung von .bcl- in fastg-Dateien mit einer der beiden folgenden
Methoden.

Option 1: Verwendung der bcl2fastg-Software mit Basis-Maskierung

Um Index 2 fastg-Dateien mit den molekularen P5-Barcodes mit der bcl2fastg-Software zu
erzeugen, folgen Sie den Anweisungen von lllumina zur Verwendung der Software mit den
folgenden Anderungen:

1 Die Verwendung eines Probenblattes ist obligatorisch und nicht optional. Andern Sie das
Probenblatt so, dass es nur den Probenindex und nicht den molekularen Barcode-Index
enthalt, indem Sie den Inhalt der Sdulen 15_Index_ID und index2 [6schen.

2 Setzen Sie mask-short-adapter-reads auf den Wert 0.

3 Verwenden Sie die folgende Basismaske: Y*, 18, Y10, Y* (wobei * durch die tatsachliche
Ablesungslénge ersetzt werden sollte, wahrend der eingegebene Wert dem Wert der
Ablesungslédnge in der Datei Runinfo.xml entspricht).

Wenn Sie fastg-Dateien mit der bcl2fastg-Software von lllumina erstellen,
stellen Sie sicher, dass Sie den Inhalt der index2-Spalte im Probenblatt wie
oben beschrieben I6schen. Geben Sie keine N;o-Sequenz ein, um den
degenerierten molekularen Barcode darzustellen, sondern lassen Sie die
Saulenzellen einfach leer.

Die bcl2fastg-Software behandelt das ,N*-Zeichen nicht als Platzhalter,
wenn es in Probenblattindexsequenzen gefunden wird, und die
Verwendung in diesem Zusammenhang flihrt zu einer Abweichung
flr ein anderes Sequenzzeichen als ,N“.

Option 2: Verwendung von Broad Institute Picard-Tools

Um Index 2 fastg-Dateien mit den molekularen P5-Barcodes mit den Broad Institute Picard-Tools
zu erzeugen, fihren Sie die folgenden Schritte aus:

1 Verwenden Sie das Tool ExtractllluminaBarcodes, um die Barcodes zu suchen. Nachfolgend
sehen Sie einen Probensatz von Befehlen (die von Ihrer Einrichtung verwendeten Befehle
konnen variieren).

nohup java -jar picard.jar Extract/lluminaBarcodes
BASECALLS_DIR=<sequencing_run_directory>/Data/Intensities/BaseCalls/
OUTPUT_DIR=<barcode_output_dir_name> LANE=1 READ_STRUCTURE=<read_structure>
BARCODE_FILE=<barcode_file> METRICS_FILE=<metric_file_name> NUM_PROCESSORS=<n>
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2 Verwenden Sie das Tool llluminaBaseCallsToFastq, um die fastg-Dateien basierend auf der
Ausgabe von Schritt T zu generieren. Nachfolgend sehen Sie einen Probensatz von Befehlen
(die von Ihrer Einrichtung verwendeten Befehle kénnen variieren).
nohup java -jar picard.jar llluminaBasecallsToFastq
BASECALLS _DIR=<sequencing_run_directory>/Data/Intensities/BaseCalls/ LANE=1

BARCODES_DIR=<barcode_output_dir_name> READ_STRUCTURE=<read_structure>
FLOWCELL_BARCODE=<FCID> MACHINE_NAME=<machine_name> RUN_BARCODE=<run_number>

ADAPTERS_TO_CHECK=PAIRED_END

NUM_PROCESSORS=<n> READ_NAME_FORMAT=CASAVA_1_8 COMPRESS_OUTPUTS=true
MULTIPLEX_PARAMS=<multiplex_params_file> IGNORE_UNEXPECTED_BARCODES=true
TMP_DIR=<temp_directory_location>
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Richtlinien fiir die Einrichtung der MiSeq-Geratesequenzierung

Verwenden Sie die lllumina Experiment Manager (IEM)-Software, um ein benutzerdefiniertes
Probenblatt gemaR den folgenden Richtlinien zu erstellen. Sobald ein Probenblatt generiert
wurde, missen die Indexsequenzen manuell auf die flir jede Probe verwendeten SureSelect XT
HS-Indizes umgestellt werden. Siehe Tabelle 34 auf Seite 83 flir Nukleotidsequenzen der
SureSelect XT HS Systemindizes.

Einrichten eines benutzerdefinierten Probenblattes:

1 Erstellen Sie in der IEM-Software ein Probenblatt fir das MiSeqg-Gerat mit den folgenden
Workflow-Auswahlen.

Wahlen Sie unter Category die Option Other.
+ Wahlen Sie unter Application die Option FASTQ Only.

2 Geben Sie auf dem Bildschirm Workflow Parameters die Durchlaufinformationen ein und geben
Sie die unten hervorgehobenen Schliisselparameter an. Wahlen Sie im Feld Library Prep
Workflow die Option TruSeq Nano DNA. Wahlen Sie im Feld /ndex Adapters die Option TruSeq
DNA CD Indexes (96 Indexes). Wenn lhre Pipeline SureCall fir das Trimmen von Adaptern
verwendet, deaktivieren Sie beide Kontrollkdstchen unter FASTQ Only Workflow-Specific
Settings (unten eingekreist), da diese standardmaRig ausgewahlt sind.

Wenn TruSeq Nano DNA nicht im Feld Sample Prep Kit verfiigbar ist, wahlen Sie stattdessen
TruSeq HT.

FASTQ Only Run Settings FASTQ Only Workflow-Specific Settings

Reagent Cartridge Barcode™ | MS5871368-300V2 [ Custom Primer for Read 1

Library Prep Workflow TruSeq Nano DNA ~ [ Custom Primer-or Index
Index Adapters TruSeq DNA CD Indexes (96 Indexes) ~

- - - [C] Custom Primer for Read 2
Index Reads QO 0(None) O 1(Single) ‘ @ 2 (Dual) )

Expenment Name ] Reverse Complement

Investigator Name

[C] Use Adapter Trimming

\
\
Description ‘

Date 1/22/2018 @~ [[] Use Adapter Trimming Read 2
Read Type (@ Paired End () Single Read

Cycles Read 1 100
Cycles Read 2 100
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3 Richten Sie mit dem Sample Sheet Wizard eine New Plate ein, indem Sie die erforderlichen

Informationen fir jede zu sequenzierende Probe eingeben. Ordnen Sie in der Saule

I7 Sequence jede Probe einem der lllumina i7-Indizes zu. Der Index wird zu einem spéateren
Zeitpunkt auf einen SureSelect XT HS Index korrigiert.

Ebenso weisen Sie in der Spalte 15 Sequence einen der zu korrigierenden lllumina i5-Indizes
dem degenerierten molekularen Barcode zu einem spateren Zeitpunkt zu.

Vo Tlumina Experiment Manager

[llumina Experiment Manager

"3

Samples ta includs in sample shest

Sample Sheet Wizard - Sample Selection

- re

Sample1D* | SampleName | Plate

wel

Index? 171 QESEQuEn:E)IndExZ[IE]‘ (haséqueme)sﬂma%.ect Descipliry

Platel
Platel
Platel
Platel
Platel
Plate1

Mo W =

1
2
3
1
=)
B

Lol

am
402
403
404
405

o7 ATTACTCG D&l TATAGCCT
D702 TCCGRAGA D&l TATAGCCT
Doz CGCTCATT D&01 TATAGCCT
D704 GAGATTCC D&l TATAGCCT
D705 ATTCAGAS D&01 TATAGCCT

D706

D501 TATAG

4 Beenden Sie die Einrichtungsaufgaben fiir das Probenblatt und speichern Sie die

Probenblatt-Datei.
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Bearbeiten des Probenblattes, um SureSelect XT HS-Indizes und molekulare Barcodes
aufzunehmen

1 Offnen Sie die Probenblatt-Datei in einem Texteditor und bearbeiten Sie die i7- und
i5-Indexinformationen fur jede Probe in den S&ulen 5—8 (markiert in Abbildung 13).

Geben Sie in Saule 5 unter 17_Index_ID den Namen des SureSelect XT HS Index ein, der der
Probe zugeordnet ist. Geben Sie in Spalte 6 unter index die entsprechende SureSelect XT HS
Indexsequenz ein. Siehe Tabelle 34 auf Seite 83 flir Nukleotidsequenzen der SureSelect XT
HS Indizes.

+ Geben Sie in Saule 7 unter 15_Index_ID fiir alle Proben MBC ein. Geben Sie in Sdule 8 unter
index2 den Text NNNNNNNNNN fUr alle Proben ein, um den degenerierten molekularen
10-Nukleotid-Barcode darzustellen, der jedes Fragment markiert.

Geben Sie Nyg-Text nur dann in die Sdule index2 ein, wenn Probenblatter mit der
MiSeq Reporter-Software verarbeitet werden, die so angepasst ist, dass sie 12
fastg-Dateien mit molekularen Barcodes abruft, wie auf Seite 72 beschrieben.
Probenblatter, die offline mit der Illumina’s bcl2fastg-Software verarbeitet
wurden, dirfen keine Nqg-Platzhalter-Indexsequenzen enthalten. Weitere
Informationen finden Sie auf Seite 67 unter Warnhinweis.

[Header]

IEMFileVel 5
Experimen XTHS

Date 1/22/2018
Workflow GenerateFASTQ
Applicatiol FASTQ Only
Instrumen: MiSeq

Assay TruSeq Nano DNA
Index Adaj TruSeq DNA CD Indexes (96 Indexes)
Description

Chemistry Amplicon

[Reads]
100
100

[Settings]
ReverseCg 0

[Data]

Sample_|D Sample_Name Sample_Plate Sample_W Index_Plate_WI17_Index_ID index 15_Index_| index2 Samp
XTHS-51  XTHS-S1 1 A01 AD1 A01 GTCTGTCA MBC NNNNNNNNNN  XTHS
XTHS-S2  XTHS-S2 1 BO1 BO1 BO1 TGAAGAGA MBC NNNNNNNNNN - XTH!

Abbildung 13 Probenblatt zur Verwendung mit dem MiSeqg-Gerat nach der Rekonfiguration des
MiSeq Reporter

2 Speichern Sie das bearbeitete Probenblatt an einem geeigneten Speicherort fiir die
Verwendung im MiSeg-Durchlauf.
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Rekonfigurieren der MiSeq Reporter-Software, um 12 FASTQ-Dateien abzurufen

Standardmalig erzeugt die MiSeq Reporter-Software keine fastg-Dateien fir Indexablesungen.
Um fastq 12-Indexdateien zu erzeugen, die die molekularen Barcode-Ablesungen mit dem MiSeq
Reporter enthalten, passen Sie die Softwareeinstellungen wie unten beschrieben an, bevor Sie
das MiSeqg-Gerat zum ersten Mal fUr die Sequenzierung der SureSelect XT HS-Bibliothek
verwenden. Nach der Anderung bleibt diese Einstellung fiir zukiinftige Durchldufe erhalten.

Um diese Einstellung zu andern, 6ffnen Sie die Datei MiSeq Reporter.exe.config. Fligen Sie unter dem
Tag <appSettings> <add key="CreateFastqForIndexReads" value="1"/> hinzu. Sie missen das Gerat neu
starten, damit diese Anderung der Einstellung wirksam wird.

Wenn Sie das gleiche Gerat fiir andere Assays als die Sequenzierung der
SureSelect XT HS-Bibliothek verwenden, sollte die Konfigurationsdatei in
<add key="CreateFastqForindexReads" value="0"/> gedndert werden und das
Gerat sollte neu gestartet werden, bevor der andere Assay ausgefihrt wird.

Wenn Sie das MiSeqDx-System verwenden, fihren Sie das Gerat im
Forschungsmodus aus, um Anderungen an den Einstellungen des MiSeq
Reporter vorzunehmen. Wenn der Forschungsmodus auf Ihrem Gerat nicht
verfligbhar ist, missen Sie das System mdglicherweise aktualisieren, um die
Dual-Boot-Konfiguration einzubinden, damit Einstellungen im Forschungsmodus
geandert werden konnen.

Die alternativen Methoden zum Abrufen von |12 fastg-Dateien, die auf Seite 67 fr
HiSeq, NextSeq und NovaSeg-Durchlaufe beschrieben werden, konnen auch auf
MiSeg-Durchlaufe angewendet werden.

Ressourcen fiir die Sequenzanalyse

Die Agilent SureCall NGS-Datenanalyse-Software wurde entwickelt, um Adaptertrimmen,
Ablesungsausrichtung und Variantenaufruf von Sequenzierungsdaten aus SureSelect*T HS-
Bibliotheken durchzufihren. Auf der SureCall Seite unter www.agilent.com kénnen Sie kostenlos
SureCall herunterladen und weitere Informationen, einschlieflich der SureCall-Software-Tutorials,
finden.

Wenn Sie eine andere Pipeline fiir die Ausrichtung und die nachgelagerte Analyse verwenden,
stellt Agilent das Agilent Genomics NextGen Toolkit (AGeNT) mit einigen der Agilent
SureCall-Funktionen in einer flexiblen Befehlszeilenschnittstelle zur Integration in hre
Bioinformatik-Pipeline zur Verfliigung. AGeNT ist ein Java-basiertes Softwaremodul, das
entwickelt wurde, um Adapter und minderwertiges Basentrimmen und Entfernen von Duplikaten
fiir hochempfindliche (HS) und Nicht-HS-Daten bereitzustellen. Dieses Tool wurde speziell fur
Anwender mit etablierten internen Bioinformatik-Experten entwickelt, die in der Lage sind, interne
Analysepipelines aufzubauen, zu integrieren, zu warten und Fehler zu beheben. Dariiber hinaus
ist das Modul speziell fiir Benutzer mit ausreichender Recheninfrastruktur und IT-Support
konzipiert, um alle Probleme zu beheben, die nicht mit der Ausflhrung der AGeNT-Algorithmen
zusammenhangen. Da Agilent nur begrenzten Support fiir AGeNT bietet, sollten Anwender mit
begrenztem bioinformatischem Fachwissen stattdessen die Agilent SureCall-Software
verwenden. Agilent garantiert nicht die Verwendbarkeit von Drittanbieterwerkzeugen (Open- oder
Closed-Source) bei der vor- und nachgelagerten Analyse von Daten in Verbindung mit AGeNT.
Weitere Informationen zu diesem Werkzeug finden Sie auf der AGeNT-Seite unter
www.agilent.com.
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Reagent Kit-Inhalte

Die Agilent Bestellnummern fiir die Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits, einschliellich neu
formatierter Rev B Kits und Kits im Originalformat, sind zusammengefasst in Tabelle 16.
Vergewissern Sie sich, dass Sie den Formattyp lhres Kits Uberpriift haben, bevor Sie mit der
Einrichtung des Laufs beginnen; neu formatierte Rev B Kits miissen mit dem entsprechenden
RevB Protokoll verarbeitet werden (auf dem Bildschirm Enter Run Info wahrend der Einrichtung
des Durchlaufs).

Inhaltliche Einzelheiten zu den Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagenziensatzen finden Sie auf
Seite 75 bis Seite 77 und zu den Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits im Originalformat auf
Seite 78 bis Seite 80.

Tabelle 16 Reagent Kit Formate und Artikel-Nummern

Inklusive SureSelect Probe Magnis SureSelect XT HS Rev B Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits
Reagent Kits (Originalformat)
96 Reaktionen 32 Reaktionen 96 Reaktionen 32 Reaktionen
Kundenspezifisch 1-499 kb G9731D G9731C G9731B G9731A
Kundenspezifisch 0,5-2,9 Mb G9732D G9732C G9732B G9732A
Kundenspezifisch 3—5,9 Mb G9733D G9733C G9733B G9733A
Kundenspezifisch 6-11,9 Mb (G9734D G9734C G9734B G9734A
Kundenspezifisch 12—-24 Mb G9735D G9735C G9735B G9735A
Kundenspezifisch 24-50 Mb G9736D G9736C Nicht angeboten  Nicht angeboten
Human All Exon V7 G9771D G9771C G9771B G9771A
Human All Exon V8 G9772D G9772C Nicht angeboten ~ Nicht angeboten
Keine (Kit umfasst leere Probe Input G9730D Nicht angeboten  G9730B Nicht angeboten
Strips fur die Einrichtung der
Laufzeitsonden)
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Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit-Inhalte

Die Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits enthalten die unter Tabelle 17 aufgeflihrten
Komponenten-Kits, wobei der Inhalt jedes Komponenten-Kits im Detail in Tabelle 18 bis
Tabelle 23 aufgeflihrt ist.

Tabelle 17 Komponenten-Kits, die mit Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits geliefert werden

Name des Komponentenkits

Lagerbedingungen

Teilenr. des Komponentenkits

96 Reaktionen

32 Reaktionen

Magnis SureSelect Probe Plate, Pre-filled Single Well

Format™T

Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates Rev B ILM

Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM

Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plates, ILM

Magnis Empty Consumables

Magnis Sample Input Strips

-80°C

-20°C

-20°C

+4°C
Raumtemperatur

Raumtemperatur

Teilenr. variiert; siehe

Tabelle 18
5191-6805
5190-9880
5190-9692
51909712
5190-9882

Teilenr. variiert; siehe
Tabelle 18

5191-6804
5191-5673
5191-5674
5191-56675
5191-5676

* Mdglicherweise auch bezeichnet als Magnis SureSelect XT HS Probe Plate, Pre-filled Single Well Format.

1 Das Kit Artikel-Nr. G9730D enthalt keine Magnis Probe Plate. Stattdessen enthalt das fiir die Einrichtung der Laufzeitsonde konfigurierte Kit
G9730D leere Magnis Probe Input Strips fiir 12 Durchlaufe (Artikel-Nr. 5190-9883), die bei Raumtemperatur gelagert werden.

Tabelle 18 Magnis SureSelect Probe Plate, Pre-filled Single Well Format-Artikel-Nr.

Teilenr. des
Reagenz-Kits

Enthaltenes Sondendesign

Teilenr. der Probe

Plate

Menge pro Kit

G9731D (96 Reaktionen)

G9731C (32 Reaktionen)

G9732D (96 Reaktionen)

G9732C (32 Reaktionen)

G9733D (96 Reaktionen)

G9733C (32 Reaktionen)

G9734D (96 Reaktionen)

G9734C (32 Reaktionen)

G9735D (96 Reaktionen)

G9735C (32 Reaktionen)

Kundenspezifisch 1-499 kb
(Tier 1)

Kundenspezifisch 1-499 kb
(Tier 1)

Kundenspezifisch 0,5-2,9 Mb
(Tier 2)

Kundenspezifisch 0,5-2,9 Mb
(Tier 2)

Kundenspezifisch 3—5,9 Mb
(Tier 3)

Kundenspezifisch 3—5,9 Mb
(Tier 3)

Kundenspezifisch 6—11,9 Mb
(Tier 4)

Kundenspezifisch 6—11,9 Mb
(Tier 4)

Kundenspezifisch 12—-24 Mb
(Tier 5)

Kundenspezifisch 12—24 Mb
(Tier 5)

5191-6817 oder
5191-6816"

5191-6807 oder
5191-6806*

5191-6819 oder
5191-6818*

5191-6809 oder
5191-6808*

5191-6821 oder
5191-6820*

5191-6811 oder
5191-6810*

5191-6823 oder
5191-6822*

5191-6813 oder
5191-6812*

5191-6825 oder
5191-6824*

5191-6815 oder
5191-6814*

1 Platte (12 Streifen)

—_

Platte (4 Streifen)

—_

Platte (12 Streifen)

—_

Platte (4 Streifen)

—

Platte (12 Streifen)

—_

Platte (4 Streifen)

—_

Platte (12 Streifen)

—_

Platte (4 Streifen)

—_

Platte (12 Streifen)

—

Platte (4 Streifen)
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Tabelle 18 Magnis SureSelect Probe Plate, Pre-filled Single Well Format-Artikel-Nr.

Teilenr. des Enthaltenes Sondendesign Teilenr. der Probe Menge pro Kit
Reagenz-Kits Plate

G9736D (96 Reaktionen) Kundenspezifisch 24-50 Mb ~ 5191-6846 1 Platte (12 Streifen)
G9736C (32 Reaktionen) Kundenspezifisch 24-50 Mb ~ 5191-6845 1 Platte (4 Streifen)
G9771D (96 Reaktionen) Human All Exon V7 5191-6827 1 Platte (12 Streifen)
G9771C (32 Reaktionen) Human All Exon V7 5191-6826 1 Platte (4 Streifen)
G9772D (96 Reaktionen) Human All Exon V8 5191-6974 1 Platte (12 Streifen)
G9772C (32 Reaktionen) Human All Exon V8 5191-6973 1 Platte (4 Streifen)

* Die Artikel-Nr. der Probe Plate, die fiir Ihr kundenspezifisches Sondendesign geeignet ist, wird von Agilent bestimmt,
wenn Sie ein Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit bestellen. Beide fiir die einzelnen Reagent Kits aufgefiihrten
Artikel-Nr. sind mit den in dieser Publikation unterstiitzten Magnis-Protokollen vollstandig kompatibel.

Tabelle 19 Komponenten der Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates Rev B ILM Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe)

Beigestellte Komponente

Menge und Format

5191-6805 (96 Reaktionen)

5191-6804 (32 Reaktionen)

Magnis SureSelect XT HS
Reagent Plate Rev B ILM

12 Platten (1 Platte pro Durchgang
verwenden)

4 Platten (1 Platte pro Durchgang
verwenden)

Tabelle 20 Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM-Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe)

Beigestellte Komponente

Menge und Format

5190-9880 (96 Reaktionen)
Index Plate, ILM

5191-5673 (32 Reaktionen)

Magnis SureSelect XT HS

1 Platte mit 12 Streifen (1 Streifen pro
Durchgang verwenden)

1 Platte mit 4 Streifen (1 Streifen pro
Durchgang verwenden)

Tabelle 21

Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plates, ILM-Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe)

Beigestellte Komponente

Menge und Format

5190-9692 (96 Reaktionen)

5191-5674 (32 Reaktionen)

Magnis SureSelect XT HS
Beads/Buffers Plate, ILM

12 Platten (1 Platte pro Durchgang
verwenden)

4 Platten (1 Platte pro Durchgang
verwenden)

Tabelle 22 Komponenten des Magnis Empty Consumables-Kits

Beigestellte Komponenten

Menge und Format”

Magnis Deep-Well HSM Plate
Magnis 96-Well PCR Plate
Magnis Library Output Strip
Magnis QC Strip

Magnis Foil Seals

1 Platte
1 Platte
1 griiner Rohrchen-Streifen
1 blauer Rohrchen-Streifen

1 Blatt (6 Foliensiegelstreifen flr
Einzelrohrchen-Streifen)
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Tabelle 22 Komponenten des Magnis Empty Consumables-Kits

Beigestellte Komponenten Menge und Format”
Magnis Thermal Cycler Seal 1 Einweg-Metall-Abdichtungsplatte
Magnis Tip Waste Bin 1 Einweg-Fachauskleidung

* Die aufgefiihrten Teile sind pro Verpackung mit Verbrauchsmaterial fiir einen einzigen Durchlauf. Jedes 96
Reaktions-Kit wird mit 12 Einzelverpackungen (Teilenr. 5190-9712) mit Verbrauchsmaterial fiir einen einzigen
Durchlauf geliefert, und jedes 32 Reaktions-Kit wird mit 4 Einzelverpackungen (Teilenr. 5191-5675) mit
Verbrauchsmaterial firr einen einzigen Durchlauf geliefert.

Tabelle 23 Komponenten des Magnis Sample Input Strips-Kits

Artikel-Nr. Beigestellte Komponenten Menge und Format
(KitgroRe)
5190-9882 Magnis Sample Input Strips 12 leere rote, folienversiegelte Streifen

(96 Reaktionen)

Magnis Foil Seals 2 Blatter (6 Foliensiegelstreifen fr
Einzelrohrchen-Streifen pro Blatt)
5191-5676 Magnis Sample Input Strips 4 leere rote, folienversiegelte Streifen
(32 Reaktionen) Magnis Foil Seals 1 Blatt (6 Foliensiegelstreifen fir Einzelréhrchen-Streifen
pro Blatt)
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Magnis SureSelect XT HS (Originalformat) Reagent Kit-Inhalte

Die Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits (Originalformat) enthalten die unter Tabelle 24,
aufgefiihrten Komponenten-Kits, wobei der Inhalt jedes Komponenten-Kits im Detail in
Tabelle 25 bis Tabelle 31 aufgeflihrt ist.

Tabelle 24 Komponenten-Kits, die mit Magnis SureSelectX" HS Reagent Kits geliefert werden

Name des Komponentenkits

Lagerbedingungen

Teilenr. des Komponentenkits

96 Reaktionen 32 Reaktionen

Magnis SureSelect XT HS Probe Plate*

Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates, ILM
Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM

Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plates, +4 °C

ILM

Magnis Empty Consumables

Magnis Sample Input Strips

-80°C*

-20°C
-20°C

Teilenr. variiert;  Teilenr. variiert;

siehe
Tabelle 25

5190-9688
5190-9880
5190-9692

Raumtemperatur 5190-9712
Raumtemperatur 5190-9882

siehe
Tabelle 25

5191-5672
5191-5673
5191-6674

5191-5675
5191-5676

* Die Artikel-Nr. des Kits G9730B enthalt keine Magnis SureSelect XT HS Probe Plate. Stattdessen enthalt das fiir die
Einrichtung der Laufzeitsonde konfigurierte Kit G9730B leere Magnis Probe Input Strips fiir 12 Durchlaufe (Artikel-Nr.
5190-9883), die bei Raumtemperatur gelagert werden.

Tabelle 25 Teilenummern Probe Plate

Teilenr. des Enthaltenes Sondendesign Teilenr. der Probe Menge pro Kit

Reagenz-Kits Plate

G9731B (96 Reaktionen)  Kundenspezifisch 1-499 kb 5190-9690 oder 1 Platte (12 Streifen)
5190-9691"

G9731A (32 Reaktionen)  Kundenspezifisch 1-499 kb 5191-5677 oder 1 Platte (4 Streifen)
5191-6678*

G9732B (96 Reaktionen)  Kundenspezifisch 0,5-29 Mb  5190-9884 oder 1 Platte (12 Streifen)
5190-9955*

G9732A (32 Reaktionen)  Kundenspezifisch 0,5-29 Mb  5191-5679 oder 1 Platte (4 Streifen)
5191-5680*

G9733B (96 Reaktionen)  Kundenspezifisch 3-59Mb  5190-9886 oder 1 Platte (12 Streifen)
5790-9956*

G9733A (32 Reaktionen)  Kundenspezifisch 3-59Mb  5191-5681 oder 1 Platte (4 Streifen)
5191-5682*

G9734B (96 Reaktionen)  Kundenspezifisch 6=11,9 Mb  5190-9888 oder 1 Platte (12 Streifen)
5190-9957*

G9734A (32 Reaktionen)  Kundenspezifisch 6-11,9 Mb  5191-5683 oder 1 Platte (4 Streifen)
5191-56684*

G9735B (96 Reaktionen)  Kundenspezifisch 12-24 Mb ~ 5190-9890 oder 1 Platte (12 Streifen)
5190-9958*
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Tabelle 25 Teilenummern Probe Plate

Teilenr. des Enthaltenes Sondendesign Teilenr. der Probe Menge pro Kit

Reagenz-Kits Plate

G9735A (32 Reaktionen)  Kundenspezifisch 12—=24 Mb  5191-5685 oder 1 Platte (4 Streifen)

5191-5686*

G9771B (96 Reaktionen) Human All Exon V7 5191-5721 1 Platte (12 Streifen)

G9771A (32 Reaktionen) Human All Exon V7 5191-5720 1 Platte (4 Streifen)

G9730B (96 Reaktionen)  Keine (geliefert mit leeren 5190-9883 (leere Probe 12 Streifen

Magnis Probe Input Strips) Input Strips)

* Die Artikel-Nr. der Probe Plate, die fiir Ihr kundenspezifisches Sondendesign geeignet ist, wird von Agilent bestimmt,
wenn Sie ein Magnis SureSelect XT HS Reagent Kit bestellen. Beide fiir die einzelnen Reagent Kits aufgefiihrten
Artikel-Nr. sind mit den in dieser Publikation unterstiitzten Magnis-Protokollen vollstandig kompatibel.

Tabelle 26 Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Reagent Plates, ILM-Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe) Beigestellte Komponente Menge und Format

57190-9688 (96 Reaktionen) Magnis SureSelect XT HS 12 Platten (1 Platte pro Durchgang

Reagent Plate, ILM verwenden)

5191-5672 (32 Reaktionen) 4 Platten (1 Platte pro Durchgang

verwenden)

Tabelle 27 Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM-Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe) Beigestellte Komponente Menge und Format

5790-9880 (96 Reaktionen) Magnis SureSelect XT HS 1 Platte mit 12 Streifen (1 Streifen pro

Index Plate, ILM Durchgang verwenden)
5191-5673 (32 Reaktionen) 1 Platte mit 4 Streifen (1 Streifen pro
Durchgang verwenden)

Tabelle 28 Komponenten des Magnis SureSelect XT HS Beads/Buffers Plates, ILM-Kits

Artikel-Nr. (KitgroBe) Beigestellte Komponente Menge und Format

57190-9692 (96 Reaktionen) Magnis SureSelect XT HS 12 Platten (1 Platte pro Durchgang

Beads/Buffers Plate, ILM verwenden)

5191-5674 (32 Reaktionen) 4 Platten (1 Platte pro Durchgang

verwenden)

Tabelle 29 Komponenten des Magnis Empty Consumables-Kits

Beigestellte Komponenten Menge und Format®

Magnis Deep-Well HSM Plate 1 Platte

Magnis 96-Well PCR Plate 1 Platte

Magnis Library Output Strip 1 grliner Rohrchen-Streifen

Magnis QC Strip 1 blauer Rohrchen-Streifen

Magnis Foil Seals 1 Blatt (6 Foliensiegelstreifen flr

Einzelrohrchen-Streifen)

Magnis Thermal Cycler Seal 1 Einweg-Metall-Abdichtungsplatte

Magnis Tip Waste Bin 1 Einweg-Fachauskleidung

* Die aufgefiihrten Teile sind pro Verpackung mit Verbrauchsmaterial fiir einen einzigen Durchlauf. Jedes 96
Reaktions-Kit wird mit 12 Einzelverpackungen (Teilenr. 5190-9712) mit Verbrauchsmaterial fiir einen einzigen
Durchlauf geliefert, und jedes 32 Reaktions-Kit wird mit 4 Einzelverpackungen (Teilenr. 5191-5675) mit
Verbrauchsmaterial firr einen einzigen Durchlauf geliefert.
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Tabelle 30 Komponenten des Magnis Sample Input Strips-Kits

Artikel-Nr. Beigestellte Komponenten Menge und Format

(KitgroRe)

5190-9882 Magnis Sample Input Strips 12 leere rote, folienversiegelte Streifen

(96 Reaktionen) Magnis Foil Seals 2 Blatter (6 Foliensiegelstreifen fir
Einzelrhrchen-Streifen pro Blatt)

5191-5676 Magnis Sample Input Strips 4 leere rote, folienversiegelte Streifen

(32 Reaktionen) P S . — . .

Magnis Foil Seals 1 Blatt (6 Foliensiegelstreifen fir Einzelrdhrchen-Streifen

pro Blatt)

Tabelle 31 Komponenten des Magnis Probe Input Strip-Kits

Artikel-Nr. Beigestellte Komponenten Menge und Format
(KitgroRe)
5190-9883 Magnis Probe Input Strip 12 leere weilte, folienversiegelte Streifen

(96 Reaktionen) Magnis Foil Seals 2 Blatter (6 Foliensiegelstreifen fir

Einzelrohrchen-Streifen pro Blatt)
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Referenzinformationen fiir SureSelect XT HS-Indizes

Informationen zur Plattenposition

Primer zur Indexierung der Sequenzierungsbibliotheken sind in der Magnis SureSelect XT HS
Index Plate, ILM enthalten. Die Platten enthalten die SureSelect XT HS-Indizes AO1-H04 in
Einmal-Aliguots in den einzelnen Wells von Streifenrchrchen, die in einem Plattentrager enthalten
sind. Die mit 32 Reaktions-Kits (Teilenr. 5191-5673) versehene Platte enthalt einen Satz von vier
(4) Streifen mit der Bezeichnung A7, A2, A3 oder A4, wobei jeder der 32 eindeutigen Indizes
AQ1—-HO04 in einem einzigen Well bereitgestellt wird. In der Tabelle 32 finden Sie eine
Plattenkarte.

Tabelle 32  Indexkarte fiir Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM mit 32 Reaktions-Kits ausgestattet

Plattensadule 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Streifenrohrchen- Al A2 A3 A4
Etikett

AO1 A02 AO03 A04 - - — — — — — —
BO1 B02 BO3 BO4 — - — — — — — —
CO1 Cco2 C0o3 Co4 — — — — — — — —
DO1 D02 D03 D04 - - — — — — — —
EOT EO02 EO3 EO4 - - — — - — - —
FO1 FO2 FO3 FO4 - - — — — — — —
GO1 G02 G03 G04 - - — — — — — —
HO1 HO2 HO3 HO4 — - — — — — — —

Die mit 96 Reaktions-Kits (Teilenr. 5190-9880) versehene Platte enthalt 12 Streifen, die aus drei
Satzen von vier (4) Streifen mit der Bezeichnung A7, A2, A3 oder A4 bestehen, wobei jeder der
32 eindeutigen Indizes AOT1—HO04 in drei Wells vorgesehen ist. In der Tabelle 33 finden Sie eine
Plattenkarte. Verwenden Sie nicht die gleiche Indexstreifen-Nummer fiir mehrere Durchlaufe,
die zur Vorbereitung von Bibliotheken verwendet werden, die flir NGS gemultiplext werden.
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Tabelle 33

Indexkarte fiir Magnis SureSelect XT HS Index Plate, ILM mit 96 Reaktions-Kits ausgestattet

Plattensaule 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Streifenrohrchen- Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4
Etikett
AO1 A02 AO3 AO4 AO1 AQ2 AO03 A04 AO01 A02 A03 A04
BO1 B02 BO3 BO4 BO1 B02 BO3 BO4 BO1 BO2 BO3 BO4
Co1 Cc0o2 C0o3 Cco4 COo1 C0o2 C0o3 Cco4 Co1 C02 C03 Cco4
DO1 D02 D03 D04 DO1 D02 D03 D04 DO1 D02 D03 D04
EOT E02 EO3 E04 EO1 E02 EO3 E04 EOT E02 EO3 E04
FO1 FO2 FO3 FO4 FO1 F02 FO3 FO4 FO1 F02 FO3 FO4
GO1 G02 G03 G04 GO1 G02 GO03 G04 GO1 G02 G03 G04
HO1 HO2 HO3 HO4 HO1 HO2 HO3 HO4 HO1 HO2 HO3 HO4
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Index Nukleotidsequenzen

Die Nukleotidsequenz der einzelnen SureSelect XT HS-Indizes wird in Tabelle 34 gezeigt. Jeder
Index ist 8 nt lang, und Sequenzierungsdurchlaufe sollten mit 8-bp Indexlesungen abgeschlossen
werden (siehe Seite 66).

Tabelle 34 SureSelect XT HS-Indizes A01 bis H04

Streifen Al

Index Sequenz

Streifen A2

Index  Sequenz

Streifen A3

Index Sequenz

Streifen A4

Index Sequenz

AO1T GTCTGTCA
BO1 TGAAGAGA
CO1 TTCACGCA
DO1 AACGTGAT
EOT ACCACTGT
FO1 ACCTCCAA
GO1 ATTGAGGA
HO1 ACACAGAA

AO2 GCGAGTAA
B02 GTCGTAGA
Co2 GTGTTCTA
D02 TATCAGCA
EO2 TGGAACAA
FO2 TGGTGGTA
G02 ACTATGCA
HO2 CCTAATCC

AO3 AGCAGGAA
BO3 AGCCATGC
C03 TGGCTTCA
D03 CATCAAGT
EO3 CTAAGGTC
FO3 AGTGGTCA
G03  AGATCGCA
HO3  ATCCTGTA

AD4 CCGTGAGA
BO4 GACTAGTA
Co4 GATAGACA
D04 GCTCGGTA
EO4 GGTGCGAA
FO4 AACAACCA
G04 CGGATTGC
HO4 AGTCACTA

Die Sequenzen des SureSelect XT HS-Systemindex AO1 bis HO4 unterscheiden
sich von den Sequenzen des Agilent’s SureSelect XT-Systems AO1 bis HO4.
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Nachverfolgen der Index-lIdentitat nach dem Durchlauf

Der spezifische Indexstreifen, der fUr einen Magnis Prep System-Durchlauf verwendet wird, wird
in den Post-Run Data dargestellt, die Gber den Bildschirm ,Home" des Touchscreens zugénglich
sind. Offnen Sie auf dem Bildschirm Post-Run Data die Registerkarte Labware Info und suchen

Sie unter Labware die Zeile Index Strip, um verschiedene Eigenschaften des fiir den Lauf

verwendeten Indexstreifens anzuzeigen. Die Index Streifennummer, die als Wert von 1-12
angegeben wird, kann angezeigt werden, indem Sie zum rechten Rand des Bildschirms scrollen
und in der Saule Index Strip suchen. Die entsprechende Index-Streifennummer von 1-12 finden
Sie auch in der Durchlaufprotokolldatei.

Die spezifischen SureSelect XT HS-Indizes, die jedem Indexstreifen Nummer 1-12 zugeordnet
sind, werden in Tabelle 35 gezeigt.

Tabelle 35 Verwendung von Index-Streifenzahlen aus Post-Run Data zur Indexverfolgung

Index Strip Index- Index nach Probennummer im Durchlauf
Nummer von [Streifenrohrchen-
Post-Run Etikett Probel Probe2 Probe3 Probe4 Probe5 Probe6 Probe7 Probe8
Data-Bildschirm | (Beschriftung)
oder -Protokoll
1 Al AO1 BO1 CO1 DO1 EO1 FO1 GO1 HO1
2 A2 A02 BO2 C02 D02 E02 F02 G02 HO2
3 A3 A03 BO3 C03 D03 EO3 FO3 G03 HO3
4 Ad AD4 BO4 Co4 D04 E04 FO4 G04 HO4
5 Al AO1 BO1 COo1 DO1 EO1 FOT GO1 HO1
6 A2 A02 BO2 C02 D02 EO2 FO2 G02 HO2
7 A3 A03 BO3 C03 D03 EO3 FO3 G03 HO3
8 Ad AO4 BO4 Co4 D04 EO4 FO4 G04 HO4
9 Al AO01 BO1 COo1 DO1 EO1T FO1 GO1 HO1
10 A2 A02 BO2 C02 D02 E02 FO2 G02 HO2
11 A3 A03 BO3 C03 D03 EO03 FO3 G03 HO3
12 Ad AO4 BO4 Co4 D04 EO4 FO4 G04 HO4
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Leitfaden zur Fehlerbehebung

Nachfolgend finden Sie Anleitungen zur Fehlerbehebung flir den Betrieb der SureSelect XT HS
NGS Library Preparation auf dem Magnis NGS Prep System sowie fiir die Schritte zur
Probenvorbereitung und Bibliotheksanalyse. Informationen zur allgemeinen Fehlerbehebung
bei Magnis-Geraten finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats, Publikation K1007-90000.

Wenn die Verwendung des Touchscreens zur Durchlauf-Einrichtung zu Problemen bei
der Benutzerfreundlichkeit fiihrt oder wenn der Touchscreen nicht reagiert

v/ Alternativ zu den Touchscreen-Bedienelementen kdnnen Sie mit einer Giber den USB-Anschluss
angeschlossenen Maus Auswabhlen treffen und Daten in die Magnis-Software eingeben. Schlielen
Sie die Maus iiber einen der beiden USB-Anschliisse an der Vorderseite des Gerats an. Verwenden Sie
nach der Verbindung die Point-and-Click-Funktion der Maus, um eine Auswahl auf der auf dem
Touchscreen angezeigten Benutzeroberflache vorzunehmen.

v/ Starten Sie das System neu, um die Touchscreen-Funktionalitat zuriickzusetzen.

Wenn die LED-Anzeige des Gerats rot leuchtet und der Touchscreen die
Fehlermeldung ,Teach points are shifted. Please perform auto teaching
from the Settings screen.” anzeigt

v/ Diese Fehlermeldung erscheint, wenn der Instrument Health Check (IHC) die Teachpoint-Verifizierung
nicht besteht und anzeigt, dass die Teachpoint-Marker auf dem Geratedeck verdeckt sein kdnnen oder
dass das Gerat vor der Durchlauf-Einrichtung die Teachpoint-Funktion Auto Teaching durchfiihren
muss. Fiihren Sie die folgenden Schritte aus, um das Gerat fiir einen Durchlauf vorzubereiten:

+  Vergewissern Sie sich, dass alle Magnis-Deckpositionen frei von Kit-Verbrauchsmaterial und
anderen Ablagerungen sind. Das Vorhandensein von Materialien auf dem Geratedeck kann die
erfolgreiche Erkennung der Teachpoint-Marker verhindern.

* Reinigen Sie das Fenster des Barcodescanners gemaf den Reinigungshinweisen im
Benutzerhandbuch des Gerats. Ablagerungen oder Fingerabdriicke auf dem Scanner
konnen die Teachpoints verdecken und zu einem Verifizierungsfehler fiihren.

+ Starten Sie das System neu. Nach der Anmeldung fiihrt das Gerat einen weiteren IHC durch. Wenn
dieser Zustandscheck erfolgreich war, kénnen Sie den Einrichtungsvorgang fortsetzen, ohne das
Auto Teaching durchzufiihren. Wenn der IHC erfolglos ist, fiihren Sie das Auto Teaching mit den
folgenden Schritten durch.

Offnen Sie auf dem Bildschirm ,Home" den Bildschirm Settings und driicken Sie Auto Teaching.
Befolgen Sie die Anweisungen auf dem Touchscreen-Bildschirm. Der Auto Teaching-Prozess
dauert ca. 30 Minuten und erfordert, dass ein Bediener anwesend ist, um die Laborgerate auf dem
Gerat zu platzieren.

* Sobald das Auto Teaching abgeschlossen ist, kdnnen Sie mit der Einrichtung beginnen, indem Sie
die Taste Run Protocol auf dem Bildschirm ,Home" driicken.

Wenn die LED-Anzeige des Gerats rot leuchtet und der Touchscreen eine
Fehlermeldung des Instrument Health Check (IHC) anzeigt

v/ Agilent empfiehlt, das Gerat nach einem IHC-Fehler mit den folgenden Schritten neu zu starten:
Driicken Sie im Fehlerdialog auf Cancel, um die Einleitung des Diagnosetests abzulehnen.

+ Driicken Sie das Fehlersymbol am unteren Bildschirmrand und notieren Sie den Fehlercode fiir die
mogliche Verwendung bei der Fehlersuche mit Agilent Support.

+ Schalten Sie das Gerat aus, indem Sie den Ein-/Aus-Schalter an der Vorderseite des Gerats
driicken.
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Vergewissern Sie sich, dass alle Magnis-Deckpositionen frei von Kit-Verbrauchsmaterial und
anderen Ablagerungen sind. Das Vorhandensein von Materialien auf dem Geratedeck kann den
IHC beim Neustart storen.

Schalten Sie das Gerét ein, indem Sie den Ein-/Aus-Schalter an der Vorderseite des Gerats
driicken.

Nach der Anmeldung fiihrt das Gerat einen weiteren IHC durch. Wenn dieser Zustandscheck
erfolgreich war, konnen Sie die Durchlauf-Einrichtung starten oder neu starten, indem Sie die
Taste Run Protocol auf dem Bildschirm ,Home" driicken.

Wenn der IHC nach dem Neustart des Gerats erneut fehlschlagt, wenden Sie sich an den technischen
Kundendienst von Agilent Worldwide.

Wenn ein Protokoll im Protokollmenii auf dem Bildschirm Enter Run Info
(Durchlaufinformationen eingeben) fehlt

v/ Die Magnis-Durchlaufprotokolle, die auf dem Touchscreen-Bildschirm Enter Run Info
(Durchlaufinformationen eingeben) sichtbar sind und auf Ihrem Gerat ausgefiihrt werden kénnen,
kdnnen je nach Kaufdatum des Gerats, Verfiigbarkeitsdatum des Protokolls und ob Aktualisierungen
nach dem Kauf auf lhrem Gerat vorgenommen wurden, variieren. Wenn Sie ein Protokoll benétigen,
das derzeit nicht auf Threm Geréat verfligbar ist, besuchen Sie die Downloadseite fiir Protokolle auf
Agilent.com fiir weitere Informationen.

Schwierigkeiten bei der Platzierung der Streifenréhrchen im Kiihlermodul

¢/ Um die korrekte Platzierung der Streifenréhrchen im Kiihlermodul zu erleichtern, laden Sie das gefiillte
Probenstreifenréhrchen, den Indexstreifen und den Sondenstreifen in der Reihenfolge von links nach
rechts ein.

v’ Falsch platzierte Folienversiegelungen kénnen die Positionierung und den Sitz des
Streifenrohrchens beim Beladen des Kiihlers behindern. Achten Sie beim WiederverschlieBen des
Probeneingangsstreifens oder eines selbstgefiillten Sondenstreifens mit einer Folienversiegelung
darauf, dass die Versiegelung fest und gleichmaRig, ohne tibermaBige Uberstande oder Falten,
aufgebracht wird.

Wenn der Bildschirm Verify Labware ein Problem mit einer oder mehreren
Laborgeratekomponenten meldet, nachdem die Barcodes der Laborgerate gescannt
wurden

v/ Wenn die Verifizierung der gesamten oder der meisten Laborgerate fehlgeschlagen ist, muss das
Barcodescannerfenster moglicherweise gereinigt werden. Weitere Informationen zu
Reinigungsanleitungen finden Sie im Benutzerhandbuch. Wiederholen Sie nach Abschluss der
Reinigung den Schritt Verify Labware.

¢ Wenn nur eine oder wenige Laborgeridtekomponenten die Uberpriifung nicht bestanden haben,

driicken Sie das Fehlersymbol am unteren Bildschirmrand und erweitern Sie die Informationen fiir die
fehlerhafte Position, um den Grund fiir den Fehler anzuzeigen.

+  Wenn der Barcodescanner eine bestimmte Laborgeratekomponente nicht gescannt hat

Vergewissern Sie sich, dass das Laborgerat an der erforderlichen Deckposition vorhanden und
richtig ausgerichtet ist, wobei der Barcode zur Vorderseite des Geréts zeigt. Lesen Sie die Seiten
Seite 31 bis Seite 35 fiir komplette Deckladeschritte. Korrigieren Sie die Auslassung oder den/die
Positionierungsfehler und wiederholen Sie dann den Schritt Verify Labware. Wenn die
fehlgeschlagenen Laborgerdtekomponenten vorhanden und korrekt positioniert sind, Giberpriifen
Sie den Barcode, um die Integritat zu Uberpriifen. Fiir ein erfolgreiches Scannen miissen die
Barcodes frei von Kratzern, Flecken, Kondenswasser, Verstopfungen durch Foliensiegel,
Schriftziige oder andere Markierungen auf den Kunststoffen sein. Wenn der Verdacht besteht,
dass der Barcode beschadigt oder verstopft ist, passen Sie die Laborgeratekomponente an oder
ersetzen Sie sie und wiederholen Sie den Schritt Verify Labware.
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+  Wenn das gescannte Laborgerat sein Ablaufdatum uberschritten hat

Ersetzen Sie alle abgelaufenen Komponenten durch nicht abgelaufene Komponenten und
wiederholen Sie dann den Schritt Verify Labware. Das Ablaufdatum ist dem Analysezertifikat zu
entnehmen, das jedem Komponenten-Kit mit vorgefiillten Reagenzien beigefiigt ist. Komponenten,
die als leere Kunststoffteile bereitgestellt werden, haben kein Ablaufdatum.

+  Wenn die gescannte Reagent Plate und der Probe Input Strip als falsche Laborgerite
identifiziert werden

Wenn die Reagent Plate und der Probe Input Strip als falsche Laborgeréte identifiziert werden, muss
Uberpriift werden, ob das richtige Protokoll fiir das Format des auf das Gerat geladenen Reagent
Kit ausgewahlt wurde. Uberpriifen Sie das Format des fiir den Durchlauf geladenen Reagent Kits
und vergewissern Sie sich dann anhand der unten stehenden Tabelle, dass beim Einrichten des
Durchlaufs das richtige Protokoll ausgewahlt wurde. Wenn das falsche Protokoll ausgewahlt
wurde, kehren Sie zum Bildschirm Enter Run Info (Durchlaufinformationen eingeben) zuriick, indem
Sie den Riickwartspfeil auf dem Touchscreen driicken, und wiahlen Sie das richtige Protokoll aus
dem Menii aus und erweitern Sie das Protokollmend, falls erforderlich. Nachdem Sie das richtige
Protokoll ausgewahlt haben, verwenden Sie die Vorwartspfeiltasten, um zum Bildschirm Verify
Labware zuriickzukehren, und wiederholen dann den Schritt Verify Labware.

Reagent Kit Protokoll zur korrekten
Verarbeitung

Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kits, die mit SSEL XTHS-RevB-ILM ODER

vorgefiillten Probe Input Strips geliefert werden LT-SSEL XTHS-RevB-ILM

Magnis SureSelect XT HS Rev B Reagent Kit, das mit leeren  SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM

Probe Input Strips (zur Laufzeit gefillt) geliefert wird ODER

LT-SSEL XTHS-EPIS-RevB-ILM

Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits im Originalformat, SureSelectXT HS-lllumina
die mit vorgefiillten Probe Input Strips geliefert werden

Magnis SureSelect XT HS Reagent Kits im Originalformat, SureSelectXT HS-Illumina
die mit leeren Probe Input Strips (zur Laufzeit gefillt)
geliefert werden

«  Wenn Laborgerate als falsche Laborgerate mit dem richtigen Protokoll ausgewahlt
wurden

Ersetzen Sie die verlegten Laborgerate durch die richtige Laborgeratekomponente und
wiederholen Sie den Schritt Verify Labware.

Wenn wahrend des Durchlaufs eine lose Mikropipettenspitze auf dem Geratedeck liegt

v/ Gelegentlich, wenn das Gerat gebrauchte Spitzen in den Abfallbehalter wirft, kann eine Spitze
herausspringen und auf dem Geratedeck landen. Legen Sie die Spitze mit einem Handschuh in den
Abfallbehalter oder entsorgen Sie sie wie beim Entleeren des Abfallbehalters.

Wenn der Dialog Turn off Chiller des Touchscreens den Durchlaufbildschirm verdeckt,
nachdem die Geratetiir gedffnet wurde und Bibliotheken am Ende des Durchlaufs
gesammelt wurden

v/ Wenn die Geratetiir am Ende des Durchlaufs gedffnet wird, bevor die LED-Anzeigen blau leuchten
(was den Abschluss aller Schritte des Instrumentendurchlaufs anzeigt), oder wenn die Geratetiir
am Ende des Durchlaufs nur teilweise gedffnet wird, kann der Dialog Turn off Chiller auf dem
Durchlaufbildschirm beibehalten werden, was den Bildschirminhalt verdeckt. Warten Sie zukiinftig,
bis die LED-Anzeigen blau leuchten, um anzuzeigen, dass das Gerét einen Ruhezustand nach dem
Start erreicht hat, bevor Sie die Geratetir 6ffnen. Offnen Sie die Tir vollstandig (bis die LED-Anzeige
weil leuchtet), bevor Sie lhre Proben entnehmen.
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Wenn die Anzeige Time Remaining auf dem Touchscreen nicht 0:00 anzeigt,
unmittelbar bevor Sie mit den Bildschirmen fiir den Abschluss des Durchlaufs/der
Probenahme fortfahren

v/ Der auf dem Touchscreen angezeigte Wert Time Remaining ist nur ein Schatzwert fiir die verbleibende
Zeit des Durchlaufs. Der Zahler kann die geschatzte verbleibende Zeit wahrend des Durchlaufs
anpassen und eine Zeit gréBer als 0:00 anzeigen, wenn das System bereit ist, mit der Probenahme zu
beginnen. Dies ist kein Hinweis auf ein Problem des Durchlaufs oder des Instruments.

Wenn die GroRe der Bibliotheksfragmente groRer ist als in Elektropherogrammen
erwartet

v/ Die Scherung ist moglicherweise nicht optimal. Fiir intakte, hochwertige DNA-Proben ist darauf zu
achten, dass die Scherung mit dem mitgelieferten Zwei-Runden-Scherungsprotokoll einschlieBlich
aller Dreh- und Vortexer-Schritte durchgefiihrt wird.

v/ Alle auf dem microTUBE-Filament vorhandenen Blasen kdnnen die vollstandige Scherung storen.
Drehen Sie das microTUBE vor der ersten Scherungsrunde 30 Sekunden lang, um sicherzustellen,
dass Blasen freigesetzt werden.

Wenn die Ausbeute der Bibliotheken nach der Erfassung gering ist

¢/ Die Nummer des PCR-Zyklus kann eine Optimierung erfordern. Wiederholen Sie die
Bibliotheksvorbereitung und Zielanreicherung fiir die Probe und erhéhen Sie die Anzahl der
PCR-Zyklen nach der Erfassung um 1 bis 2 Zyklen. Nur Benutzer mit dem Zugriffsrecht Advanced
kdnnen die Anzahl der PCR-Zyklen nach der Erfassung dndern. Weitere Informationen finden Sie auf
Seite 40.

v Uberpriifen Sie, ob die eingegebene DNA-Probe den unter ,Anhang 1: Richtlinien zur Vorbereitung von
DNA-Proben“ angegebenen Richtlinien fiir Qualitdt und Konzentrationsbereich entspricht.

v Uberpriifen Sie, ob der Durchlauf fiir die entsprechende eingegebene DNA-Konzentration und -Qualitat
eingerichtet wurde. Die Einstellungen konnen auf der Registerkarte Run Setup des Bildschirms Post
Run Data fiir den Durchlauf Gberpriift werden.

v Stellen Sie sicher, dass die DNA-Scherung im Puffer mit geringem TE und nicht in Wasser durchgefiihrt
wurde. Das Scheren von DNA-Proben in Wasser reduziert die Gesamtausbeute und Komplexitat der
Bibliothek.

v Stellen Sie sicher, dass die Durchlaufe bei einer Luftfeuchtigkeit von 30 % bis 70 % (nicht
kondensierend) durchgefiihrt werden. Der Betrieb des Systems bei Luftfeuchtigkeiten auRerhalb
dieses Bereichs kann die Leistung beeintrachtigen und zu einer niedrigeren oder gar keiner
Bibliotheksausbeute fiihren.

v/ Eine sehr geringe oder gar keine Ausbeute fiir eine oder mehrere Proben im Durchlauf kann auf ein
Problem mit den im Durchlauf verwendeten Pipettenspitzen hinweisen. Vergewissern Sie sich beim
Laden von Spitzen auf das Gerat, dass alle Spitzenverpackungen vollstandig gefiillt sind und dass alle
Spitzenverpackungen flach und innerhalb der Rahmen mit erhdhter Lasche der Plattformen sitzen.
Achten Sie darauf, dass die Spitzenverpackungen beim Entfernen der Deckel der Spitzenverpackungen
nicht gestort und unbesetzt sind.

Wenn Sequenzierungslesungen die erwarteten genomischen Bereiche nicht abdecken

v’ Moglicherweise wurde im Protokolldurchlauf zur Zielanreicherung das falsche Sondendesign
verwendet. Uberpriifen Sie die Probe und die Sondenverfolgung, die wahrend des Durchlaufs
aufgezeichnet wurden. Wiederholen Sie bei Bedarf den Protokolldurchlauf mit dem richtigen
Sondendesign.
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