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TECHNOLOGICKY
INSTITUT M 8307

Metoda
vySetreni: Next Gen Sequencing (NGS)
Pouzité kity: BRONCO (SureSelectXT HS2, Agilent)
NextSeq 550 Mid Output Kit v2 (150 cycles) (lllumina)

Princip metody:

K vytvoreni sekvenacni knihovny je pouzita technologie SureSelect XT HS2
target enrichment (cilené obohaceni). Vzorek DNA o vstupnim mnozstvi 10-
200 ng je nejprve fragmentovan na fragmenty 150-200 bp. Ty jsou v dalSim
kroku oznaceny tzv. molekuldrnimi barkédy, které umoznuji rozliseni
jednotlivych fragmentl a odfiltrovani artefaktl vzniklych béhem nasledujici
amplifikace. Po amplifikaci jsou vysledné PCR produkty hybridizovany se
sondami, které byly pro vybrané geny specidlné& navrzeny. Useky DNA, které
nebyly nahybridizovany k sonddm jsou potom odseparovany pomoci
magnetickych kulicek. Vyslednd ,,capture sekvenacni knihovna“ je znovu
amplifikovana, jednotlivé vzorky jsou dale poolovany v ekvimolarnim poméru
a sekvenacni run probihd na pfistroji lllumina NextSeq dle instrukci vyrobce.
Sekvenace probihd pomoci syntézy komplementarniho retézce, kde je
v kazdém cyklu inkorporovdn a zaznamenan jeden odlisSné znaceny
nukleotid. Cteni je provddéno z obou stran amplifikovanych fragmentd
a prirazeno k referencni sekvenci. Nakonec jsou vyhodnoceny nalezené
varianty.

Limitace metody:

NextGen sekvenovani neni doporuceno pro mapovani vysoce repetitivnich
sekvenci. Tato metoda neni optimalizovana pro detekci inzerci, deleci a
translokaci. S pouzitym pokrytim je metoda vhodnd pouze pro detekci
germinalnich variant.

Sledované parametry sekvenacniho béhu:

- skére kvality Q30 musi byt vic jak 80 %

- pocet Cteni na vzorek musi byt veétsi nez 3 miliony

- podil cilenych bazi (ROI) s pokrytim nizSim nez 50x musi byt pod 2 %.
- medidn pokryti ROl musi byt vétsi nez 300x

- podil duplikovanych ¢teni musi byt mensi nez 50 %
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