07/2017
v1. SEQPLEXING

INSTRUCCIONES DE UTILIZACION OG-CLL

OG-CLL

OBTENCION DE AMPLICONES DE MUTACIONES IMPLICADAS EN LA LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA PARA MISEQ_(ILLUMINA)




07/2017
v1. SEQPLEXING

Pagina 2




07/2017
v1. SEQPLEXING

Y%
.eequeXinq
SEQUENCING MULTIPLEX SL
Calle Catedratico José Beltran, N2 2
CP 46980 Paterna, Valencia, Espaina

RUO

Sélo para su uso en investigacion

Version 1 Protocolo, Julio 2017




07/2017
v1. SEQPLEXING

Pagina 4




07/2017
v1. SEQPLEXING

KIT PARA LA OBTENCION DE AMPLICONES DE MUTACIONES IMPLICADAS EN LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA PARA SU USO MEDIANTE EL SISTEMA MISEQ (ILLUMINA)

1. GLOSARIO DE TERMINOS

2. ANTECEDENTES Y USO PREVISTO

3. CONTENIDO Y CONSERVACION DEL KIT

4. MATERIAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

4.1.Reactivos necesarios no proporcionados

4.2.Equipos

5. RECOMENDACIONES TRABAJO CON PCR
6. RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS PARA SECUENCIACION

7. MUESTRAS
8. PROTOCOLO

8.1.Reaccion de amplificacidn las regiones de interés
8.2.Reaccion de “Marcado” de los amplicones con barcodes y resto de secuencias para el sistema MiSeq

8.3.Comentarios.
9. PROBLEMAS POSIBLES
10. PROTOCOLO RESUMIDO: PERSONAL EXPERIMENTADO EN EL PROCEDIMIENTO

11. INDICACIONES PARA LA PREPARACION MUESTRAS PARA SECUENCIACION

Pagina 5



07/2017

v1. SEQPLEXING

1. GLOSARIO DE TERMINOS

Estable hasta AAAA/MM

Temperatura de
almacenamiento: -15/-25°C

m

Fabricante

No reutilizable

REF

Referencia: N° de catalogo

Consulte las instrucciones de
uso

Cadigo del lote

Research Use Only
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2. ANTECEDENTES Y USO PREVISTO

En los ultimos afios se esta investigando intensamente en las bases genéticas de diferentes tipos de tumores
y en como las diferentes alteraciones genéticas afectan en la respuesta al tratamiento, la evolucidén y el
prondstico. Recientemente se han desarrollado diferentes farmacos anticancerigenos cuya eficacia aumenta
o disminuye considerablemente en funcién de la presencia de determinadas mutaciones somadticas en
diferentes tipos tumorales. La investigacién en nuevos farmacos y la necesidad de saber si diferentes
mutaciones afectan a los farmacos que ya se estan utilizando ha hecho imprescindible el estudio de estas
mutaciones. Para realizar estos estudios se debe trabajar a partir de ADN obtenido de tejido tumoral,
normalmente incluido en parafina. La inclusién en parafina produce la alteracidon del ADN y su fragmentacién
en diferente grado, por lo que se necesitan técnicas especificas para trabajar con este material genético.

Por otro lado, las mutaciones somaticas en los tumores pueden encontrarse en una baja proporcién respecto
a la secuencia normal en el ADN obtenido de una muestra tumoral, debido a que parte de las células tumorales
presentan la mutacién o a que haya una baja proporcidn de estas células en la muestra; si bien, normalmente
el ADN mutado supera el 10% del total. Para poder detectar las mutaciones de interés en esta situacion no
sirven protocolos basados en secuenciacidn convencional, dado el alto indice de falsos negativos que necesita
que la mutacion esté presente en mas del 25 o el 30% para detectarla. Por lo que se han desarrollado nuevas
técnicas, principalmente basadas en PCR cuantitativa, que permiten detectarlas, aunque la mutacidn solo esté
presente en el 1-5% del ADN obtenido de una muestra. Estos protocolos sirven solamente para detectar las
mutaciones ya identificadas y requieren numerosos estudios individuales para detectar todas las posibles
mutaciones de interés. Estos métodos son utiles en algunos genes donde se producen una o unas pocas
mutaciones, normalmente de ganancia de funcién; pero no son viables cuando se necesita estudiar varios
genes y en genes que presentan numerosas mutaciones diferentes.

El presente kit OG-CLL se basa en tecnologia propia de Sequencing Multiplex SL y ha sido disefiado para
detectar las mutaciones presentes en los exones y regiones intrénicas contiguas (tabla 1) con interés cientifico
y/o clinico hasta el momento en genes implicadas en la leucemia linfocitica crénica (CLL), en sélo dos
reacciones de PCR simultaneas y la secuenciacion de los productos obtenidos mediante el sistema MiSeq
(Hlumina). El presente protocolo permite detectar todas las mutaciones presentes en las regiones analizadas
mediante la secuenciacion de los productos con el sistema MiSeq.

Tablal. Regiones analizadas en los genes SF3B1, BIRC3, NOTCH1 y MYD88 donde se han
descrito las principales mutaciones somaticas en involucradas en la CLL y region analizada en
cada fragmento. Los exones indicados se analizan al completo.

kit Gen Exon
SF3B1 el4, el5, el6
BIRC3 eb6, e7, e8, e9
OG-CLL
NOTCH1 e34
MYD88 e5
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Tabla 2. Identificacidn de las tiras de tubos para la amplificacion y los cddigos de identificacidn (barcodes) que contiene cada pocillo.

CONTENIDO Y CONSERVACION DEL KIT

Los kits de OG-CLL incluyen reactivos para 24 o 48 muestras que permiten la amplificacién de las regiones de
interés (reaccion amplificacion) y 3 o 6 tiras (para 24 o 48 reacciones), que incluyen las regiones necesarias
para realizar la secuenciacién con el sistema MiSeq (lllumina) y los barcodes (Reacciones de marcado) y, en
general, con los sistemas de Secuenciacidon de Nueva Generacion de Illumina (las secuencias incluidas en cada

amplicon incluyen oligos Nextera definidos por lllumina).

El kit consta de:

e Premix A: 1 o 2 tubos (para 24 o 48 muestras) con todos los reactivos necesarios para la amplificar la
mitad de las regiones de interés. Cada tubo contiene un volumen de Premix A suficiente para dispensar

12ul por muestra, para 24 muestras.

e Premix B: 1 0 2 tubos (para 24 o 48 muestras) con todos los reactivos necesarios para la amplificar la
otra mitad de las regiones de interés. Cada tubo contiene un volumen de Premix B suficiente para
dispensar 12l por muestra, para 24 muestras.

e 3 0 6 tiras (para 24 o 48 muestras) con una mezcla de los diferentes barcodes preparados en cada
pocillo a una concentracién de 0.33 pM. La distribucién de los diferentes barcodes en cada tubo se
puede ver en la tabla 2. La placa viene marcada con una muesca en la parte inferior derecha.

El kit debe de ser conservado a -202C desde su recepcion.

ILLU-DI69_3’

ILLU-DI181_3’

ILLU-DI10_3’

ILLU-DI97_3’

ILLU-DI109_3’

ILLU-DI121_3’

lu-A35 5 Illu-DI69 3 Illu-A35_5_lllu- Ilu-A35_5_lllu- Mu-A27_5_lllu- Mu-A27_5_lllu- Mu-A27_5_lllu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
Illu-A36_5_lllu- DI69_3 Ilu-A36_5_lllu- I1u-A36_5_lllu- 1llu-A28_5_lllu- 1llu-A28_5_lllu- 1llu-A28_5_lllu-
DI181_3 DI10_3 DI97 3 DI109_3 DI121_3
Ilu-A37_5_lllu- DI69_3 u-A37_5_lllu- lu-A37_5_lIllu- u-A29_5_Illu- Mu-A29_5_Illu- Mu-A29_5_Illu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
Illu-A38_5_lllu- DI69_3 Illu-A38_5_lllu- Illu-A38_5_lllu- 1llu-A30_5_lllu- 1llu-A30_5_lIllu- 1llu-A30_5_1Illu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
Illu-A39_5_lllu- DI69_3 Ilu-A39_5_lIllu- Illu-A39_5_lIllu- Mu-A31_5_Illu- Mu-A31_5_Illu- Mu-A31_5_Illu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
Illu-A40_5_Illu- DI69_3 Illu-A40_5_lllu- Illu-A40_5_lllu- 1llu-A32_5_lllu- lu-A32_5_Illu- u-A32_5_Illu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
lllu-A41_5_lllu- DI69_3 lllu-A41_5_lllu- lllu-A41_5_lllu- 1llu-A33_5_lllu- 1llu-A33_5_lllu- 1llu-A33_5_lllu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
llu-A42 5 Illu-DI6S 3 Illu-A42_5_lllu- Illu-A42_5_lllu- Ilu-A34_5_lllu- Ilu-A34_5_lllu- Ilu-A34_5_lllu-
DI181_3 DI10_3 DI97_3 DI109_3 DI121_3
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MATERIAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

A continuacidn, se enumera todo el material y el equipamiento requerido que no es suministrado con el kit.

4.1.

Reactivos necesarios no proporcionados (En caso de duda consultar a SEQPLEXING)

Sistema de extraccion de ADN a partir de diferentes tipos de muestras. Para la extraccidn de parafina
podemos recomendar “cobas® DNA SamplePreparation Kit” (Roche), “High Pure FFPET DNA Isolation Kit”
(Roche) o Maxwell 16 LEV RNA FFPE Purification Kit (Promega). Para la extraccion de sangre o células se
pueden utilizar protocolos de Maxwell y diferentes sistemas de Qiagen. Cualquier otro sistema debe ser
verificado para determinar si origina alteraciones en el ADN que puedan afectar al resultado.

Sistema de Purificacion MagSi-NGS PREP (MagnaMedics) o Ampure (AgencourtAMPure XP, Ref. A63881;
BeckmanCoulter).

Cuantificacién por fluorometria con QuantiFluor® dsDNA System (Promega).

Reactivos de Miseq para secuenciar con oligos Nextera (150bpx2 mas la lectura de barcodes en los dos
extremos).

. Equipos

Termociclador de 96 o 48 pocillos con tapa térmica para tubos de 200 ul; el protocolo se ha realizado en
diferentes termocicladores de LifeTech (AppliedBiosystems), y en Eppendorf.

Pipetas para volumenes entre 2 y 100 ul (aconsejable una 0.5 a 10, otra de 2-20 y otra de 10-100 o hasta
200).

Centrifuga para strips, tubos de 200 ul o placas.

Sistema de electroforesis que permita identificar las bandas amplificadas, puede ser en gel de agarosa,
Bioanalizador (Agilent Technologies), Qiaxcel (Qiagen), etc.

Sistema MiSeq (lllumina).

Fluorimetro (necesario para calcular la concentracién del ADN de doble cadena con QuantiFluor antes de
pasar al procedimiento de secuenciacién).

RECOMENDACIONES TRABAJO CON PCR

El sistema desarrollado es muy sensible por lo que puede detectar cualquier contaminaciéon que haya entre

las muestras o con reacciones anteriores. Por ello se debe evitar siempre cualquier fuente de contaminacion

y evitar que las muestras se contaminen entre ellas.

a)

b)

Verificar que se dispone de todo lo necesario.

Es aconsejable habilitar una zona para preparar la PCR, donde no se trabaje nunca con productos de PCR
o con ADN derivado de éstos, para evitar contaminar las muestras o las reacciones de PCR con este ADN.
Las pipetas sélo se deben utilizar en esta area.

Pagina 9



07/2017

v1. SEQPLEXING

c)

d)

e)

f)

j)

Los productos de PCR se deben manipular en dreas especificas de facil limpieza y diferente a la zona de
preparacion de PCRs. Las pipetas deben ser especificas de esta zona y los guantes utilizados en esta drea
no deben usarse en otras zonas del laboratorio.

Antes de empezar cualquier experimento se debe limpiar la zona de trabajo y todas las superficies del
material presente en esta zona con productos para la eliminacion de ADN. Todo el material (pipetas,
banco, campana, gradillas, etc.) se debe limpiar con productos que eliminen el ADN.

Siempre se deben utilizar puntas de pipeta con filtro.

Utilizar siempre guantes limpios en cada procedimiento de amplificacién. Si se toca material de otra zona
del laboratorio, se deben cambiar los guantes.

Todo el material (pipetas, banco, campana, gradillas, etc.) se debe limpiar con productos que eliminen el
ADN.

Se debe evitar siempre tocar la parte interior de los tapones de las tiras de tubos y tapas, de las muestras,
de las diluciones, etc.

El procedimiento se explica para utilizar todo el kit en un sélo experimento, pero puede subdividirse
utilizando menos muestras. Para ello se debe:

identificar las tiras que se vayan a utilizar. Se pueden identificar mediante las coordenadas de las placas e
identificando la placa.

En cada experimento se debe incluir, como minimo, un control negativo.

La secuenciacion de las muestras amplificadas con este kit se puede hacer en combinacién con las
muestras amplificadas con otros kits OncoGenBasic.

RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS PARA SECUENCIACION

Se debe proceder segun las instrucciones del sistema MiSeq para la secuenciacidon mediante el sistema MiSeq

de amplicones. Nuestras recomendaciones son:

Descartar para los siguientes pasos aquellos productos que presenten bandas intensas de un tamafio
inferior 100-150bp (que posiblemente son “primer-dimer”). Estos productos producirdn una reduccion en
las lecturas utiles.

Purificar los productos obtenidos con nuestro kit con MagSi-NGS PREP (MagnaMedics) o Ampure
(AgencourtAMPure XP, Ref. A63881; BeckmanCoulter).

Es necesario poner la misma cantidad de cada muestra, por lo que es importante cuantificar el producto
purificado con QuantiFluor® dsDNA System (Promega), segin procedimientos estandar.

Ajustar la concentracion a 10nM (4.0 ng/ul) de cada muestra con Tris-Tween 20 al 0.1% (preparado segln
indicaciones de lllumina). En el calculo de lecturas a obtener por muestra se debe considerar que se
analizan 33 amplicones.
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- Afadir 5 pl de cada muestra en un tubo limpio (no incluir control negativo ni muestras que no se hayan
amplificado correctamente).

- Vortex durante 1 minuto para mezclar bien. Esta libreria se puede conservar congelada a -202C para
utilizar otro dia.

- Pararealizar la secuenciacion se deben seguir a partir de aqui las indicaciones del sistema MiSeq.

TODO EL PROCESO DE PURIFICACION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SECUENCIACIOLN DEBE SEGUIR
LAS INDICACIONES DE LOS PROTOCOLOS DE MISEQ (ILLUMINA) Y LA REACCION DE SECUENCIACION Y ANALISIS
SE DEBEN REALIZAR SEGUN ESTOS MISMOS PROTOCOLOS. LOS BARCODES DEBEN SER INTRODUCIDOS SEGUN
LAS INDICACIONES DE ILLUMINA PARA MISEQ (LOS BAROCODES DE NUESTROS KITS CORRESPONDEN LA
NUMERACION Y SECUENCIA A LA USADA POR ILLUMINA).

MUESTRAS

El kit esta disefiado para ADN obtenido a partir de muestras de tumor incluidas en parafina o a partir de
sangre.

PROTOCOLO

Hemos disefiado un protocolo muy robusto y sencillo para amplificar las regiones indicadas en la tabla 1, incluir
las regiones necesarias para su secuenciacidon con el sistema MiSeq y marcar cada muestra con una
combinacion Unica de barcodes. Recomendamos la cuantificacidon del ADN de partida con QuantiFluor® dsDNA
System (Promega), para tener una cuantificacion fiable, aunque se pueden utilizar otros sistemas. El kit admite
un amplio rango de concentraciones (entre 10 ng y 100 ng totales). Posteriormente al protocolo de nuestro kit
se debe realizar la reaccion de secuenciacién mediante el sistema MiSeq segln las indicaciones de Illumina.
Los productos de PCR obtenidos deben ser purificados segun las indicaciones de Illumina, recomendando su
purificacién con Ampure (AgencourtAMPure XP, Ref. A63881; BeckmanCoulter).

8.1. Reaccidn de amplificacion las regiones de interés

Se deben utilizar los pocillos necesarios o placas, para ajustarse al nimero de reacciones deseado. Cada
muestra debe amplificarse inicialmente en 2 tubos separados (uno con el Premix A y otro con Premix B).
NUNCA MEZCLAR EL CONTENIDO DE AMBOS TUBOS ANTES DE REALIZAR LA PRIMERA PCR

8.1.1. Descongelar los tubos con los Premix A y B. Agitar bien con un vortex 5 segundos.

8.1.2. Preparar y rotular (o etiquetar) strips de 8 tubos o placas de PCR. Se usaran 2 tubos/pocillos por cada
muestra (uno por cada premix).

8.1.3. Centrifugar 15 segundos los tubos con los Premix A y B (verificar que todo el volumen esta en el fondo).
Repartir 12 pl del Premix A en tantos tubos como muestras mas los controles necesarios. Repartir 12 pl
del Premix B en tantos tubos como muestras mas los controles necesarios. Se precisa un tubo
independiente con cada premix para cada muestra.
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8.1.4. Aiiadir 3 pl de ADN gendmico (entre 10 y 100 ng en total) a los pocillos con Premix Ay B.

8.1.5. Afiadir 3 pl de agua en el control negativo.

8.1.6. Centrifugar 15 segundos. Verificar que todo el volumen estd en el fondo y que no hay burbujas.

8.1.7. Colocar en el termociclador y utilizar el siguiente programa de PCR:

8.1.8.

ETAPA T Tiempo NUMERO DE CICLOS

(2C) (seg)

Desnaturalizacion 98 900
98 30
55 60

Amplificacion 60 60 X 18

65 60
70 60

Extension final 70 1200
15 oo

Una vez terminada la reaccidon de amplificacidn, no es necesaria realizar una visualizacion del producto
ya que no puede verse ningun fragmento.

8.2. Reaccion de “Marcado” de los amplicones con barcodes y resto de secuencias para el sistema MiSeq

Se deben utilizar 3 o 6 columnas de la placa con la mezcla de barcodes (contienen los reactivos para la
amplificacion de las regiones de interés en 24 o 48 reacciones, la inclusidon de dos “barcodes” en cada muestra

y las secuencias necesarias para la secuenciacion con el sistema MiSeq).

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

Identificar la orientacién de la placa (la muesca queda en la parte inferior a la derecha) y anotar el orden
de las muestras. La distribucion de los barcodes en la placa se puede ver en la tabla 2. Cada pocillo lleva
1 pul de cada barcode a 5 uM.

Centrifugar la placa 30 segundos a maxima velocidad.

Mezclar bien los productos de las dos reacciones de PCR realizadas con cada premix para cada muestra.
Afadir 2 pl de esta mezcla al pocillo que se haya determinado en la placa.

Centrifugar la placa 15 segundos (verificar que todo el volumen esta en el fondo y que no hay burbujas).

Cargar en el termociclador y utilizar el siguiente programa:

ETAPA T Tiempo NUM. CICLOS
(eC) (seg)
Desnat. Inicial 95 900
98 20
Amplificacion 60 30 x 38
72 60
Extension final 72 600

15 oo
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1)

2)

3)

8.2.6. Una vez terminada la reaccién de amplificacion, visualizar el resultado de las muestras amplificadas y de
los dos controles mediante un sistema de deteccién de DNA en electroforesis (por ejemplo, un sistema
Qiaxcel de Qiagen, cargar al menos 2 pl segun instrucciones del equipo mas 8ul de dilution buffer o en
gel de agarosa de alta sensibilidad para ver fragmentos entre 80 y 400 bp (por ej. 2-3% agarosa alta
sensibilidad y 1% agarosa normal; cargar 3-5 pul de cada muestra y un marcador de tamafios entre 50 y
400).

8.3. Comentarios

- Si el ADN esta en las condiciones apropiadas se observara una banda ancha sobre unos 300 bp o varias
bandas proximas segun la resolucién del sistema y no se observan bandas diferentes a las anteriores.

- En el control negativo no deben verse bandas superiores a 200 bp aunque pueden verse bandas de menor
tamanfio correspondientes a “primer-dimer”, normalmente en torno a las 100-200bp.

- Sise observa en alguna muestra sélo bandas inferiores a 200 bp intensas, la muestra no deberd analizarse
dado que los productos de PCR obtenidos son principalmente primer-dimers, estos producirdn un gran
numero de secuencias que no son Utiles al sélo contener secuencias de los primers. Consultar a
SEQPLEXING SL para obtener las recomendaciones mas adecuadas para ese tipo de muestras e intentar
gue se puedan analizar.

PROBLEMAS POSIBLES

No se amplifican bandas (en ningln caso): verificar que todos los pasos del protocolo se han realizado
correctamente.

El control negativo presenta varias bandas similares a las muestras: ha habido una contaminacién en la
reaccion. Se deberia proceder a descontaminar todo el material utilizado en la preparacion de la reaccion de
PCRy de las areas de trabajo, etc.

Existen varias causas por las que obtengamos un resultado de “NO ANALIZABLE”

e Extraccidén no vélida: La presencia de inhibidores o un fallo en la extraccion de la muestra, no permite
la amplificacion de las mutaciones y/o de los controles de amplificacion y de extraccion, para
resolverlo es necesario repetir todo el proceso.

e Amplificacién novalida: La ausencia de amplificacién en uno de los tubos y presencia de amplificacién
en otros tubos, indicara que se ha realizado una correcta extraccion pero que ha habido un fallo en
la amplificacidon de alguno de los tubos, para resolverlo se deben amplificar de nuevo los tubos
correspondientes y continuar el proceso.
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10. PROTOCOLO RESUMIDO: PERSONAL EXPERIMENTADO EN EL PROCEDIMIENTO

Las reacciones usan oligos Nextera para la inclusion de los Barcodes y de las restantes secuencias para trabajar

con los sitemas de NGS de lllumina.
10.1. PR.1: REACCION 1: AMPLIFICACION DE LAS REGIONES DE INTERES

PROCEDIMIENTO (24 o 48 reacciones). Cada muestra o control debe amplificarse por separado con el Premix
Ay el Premix B (NUNCA MEZCLAR EL CONTENIDO DE AMBOS TUBOS ANTES DE REALIZAR LA PRIMERA PCR):

10.1.1. Descongelar los tubos con el Premix A y B. Agitar bien cada tubo y centrifugar 10 segundos a maxima

velocidad.

10.1.2. Preparar y rotular (o etiquetar) strips de 8 tubos o placas de PCR. Se usaran 2 tubos/pocillos por cada

muestra (uno por cada premix).

10.1.3. Centrifugar 15 segundos los tubos con los Premix A y B. Repartir 12 ul de cada premix en pocillos

diferentes.

10.1.4. Anadir 3 pl de ADN gendmico (entre 10 y 100 ng en total) a cada tubo/pocillo segin el orden
seleccionado (3 pl al tubo/pocillo de amplificacion Premix Ay 3 ul al Premix B).

10.1.5. Anadir 3 pl de agua en el control negativo.
10.1.6. Centrifugar 10 segundos a mdaxima velocidad los strips o placas.

10.1.7. Cargar en el termociclador y utilizar el siguiente programa:

ETAPA T Tiempo NUM. CICLOS
(eC) (seg)
Desnat. Inicial 98 900
98 30
55 60
Amplificacion 60 60 x 18
65 60
70 60
Extension final 70 1200
15 oo

10.2. PR.2: REACCION 2: INCLUSION DE BARCODES Y RESTO DE SECUENCIAS PARA SECUENCIAR CON LOS
SISTEMAS ILLUMINA.

En este paso se incluyen los barcodes (ver distribucidn en la tabla 2 del protocolo extendido).
10.2.1. Identificar la orientacion de la placa (la muesca queda en parte inferior a la derecha) y anotar el orden
de las muestras. La distribucién de los barcodes en la placa se puede ver en la tabla 2.

10.2.2. Centrifugar 30 segundos a maxima velocidad las tiras de tubos o placas de la reaccién anterior.
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10.2.3. Meazclar bien los productos de las dos reacciones de PCR realizadas con cada premix para cada muestra.
Afadir 2 ul de esta mezcla al pocillo que se haya determinado.

10.2.4. Centrifugar la placa 15 segundos.

10.2.5. Cargar en el termociclador y utilizar el siguiente programa:

ETAPA T Tiempo NUM. CICLOS
(eC) (seg)
Desnat. Inicial 95 900
98 20
Amplificacion 60 30 x 38
72 60
Extension final 72 600
15 oo

10.2.6. Visualizar el resultado de las muestras amplificadas.

11. INDICACIONES PARA LA PREPARACION MUESTRAS PARA SECUENCIACION

Los productos de nuestro kit deben ser posteriormente purificados y procesados segtin las indicaciones de
MiSeq (lllumina) para su secuenicacion con este sistema. Algunas indicaciones generales son:

- Purificar los productos obtenidos con nuestro kit con Ampure (AgencourtAMPure XP, Ref. A63881;
BeckmanCoulter).

- Es importante no incluir en los siguientes pasos aquellas muestras que no presenten bandas correctas,
sobre todo si presentan bandas de ADN de menor tamanio (posiblemente primer-dimer). Las muestras de
estas caracteristicas producirdn una reduccién en la calidad de los resultados y el nimero de lecturas
validas.

- Es necesario poner la misma cantidad de amplicones de cada muestra por lo que es importante cuantificar
el producto purificado con QuantiFluor® dsDNA System segun procedimientos estandar.

- Cuantificar el producto purificado con QuantiFluor® dsDNA System segun procedimientos estandar.

- Ajustarla concentracion a 10nM (4.0 ng/ul) cada muestra con Tris-Tween 20 0.1%. En el calculo de lecturas
a obtener por muestra se debe considerar que se analizan 33 amplicones.
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