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[J 1 lzolace DNA dle typu vzorku
[J 2 Kvantifikace DNA (optional)

1 Pfiprav si cerstvy 80% EtOH
(0,5 ml na kazdy vzorek)

(1 1 Zmér koncentraci pomoci HS dsDNA
reagentu pro Qubit na LightCycleru

[1 3 Sestaveni PCR reakce [J 2 AMPure beads musi mit RT

[ 3 Vortexuj AMPure beads 60 vtefin Master mix 4x x
Master mix 1x x [J 4 Prepipetujsi 25 pul PCR reakce do 1,5ml Dye 104
Polymerdza 2x 10,0 ul eppendorfky Pufr 199,0 pl _
FW primer 2,5 uM 2,0 ul - [1 5 Pridej 20 pl AMPure beads a smés
REV primer 2,5 uM 2,0 ul _ propipetuj nebo zvortexuj [J 2 Nared vzorek na domluvenou koncentraci
DEPC-H,0 9,0 ul 6 Inkubuj 5 min pfi RT (Nejnizsi rozumna koncentrace podle vzorki)
Vzorek DNA 2,0 ul - 7 Dej na magnet na 2 minuty pfi RT [l 3 Smichej nafedéné vzorky dohromady po

[J 4 Amplifikace dle programu
(nastav ramp rate annealingu 60%)
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8 Nech na magnetu a odstran supernatant
9 Pfidej 200 pl 80% EtOH na 30 vtefin a poté
EtOH odstran

skupinach po 6-8 vzorcich (pooling)
[J 4 Smichej pooly vzorkl do findIni knihovny
[1 5 Pfiprav béh na FragmentAnalyzeru podle
navodu na pocitadi

[0 10 Pfidej znovu 200 pl 80% EtOH na 30 vzui véech v a findIni knih
= - y analyzuj vSechny pooly a findlni knihovnu

Program cykleru Teplota Cas vtefin a znovu EtOH odstran . é N Y d! I ykp'h y 1000x 100003(
Inicidlni denaturace 95 °C 3 min [1 11 Odstran zbytky EtOH a nech zbytek frev pooly akni 9vnu a

odpafit. Pelety nesmi vyschnout. "1 7 Priprav qPCR reakci
Denaturace 95°C 45s [1 12 Sundej zkumavku z magnetu = . :

. ° X

Annealing 52°C 60s 35x  [] 13 Pfidej eluéni pufr podle oéekavané aster mix
Extenze 72 °C 90s NEBNext Quant MM 16,0 pl

koncentrace (1530 pl).

) ; . Vzorek / standard 4,0 ul
— . [1 14 Propipetuj nebo vortexuj.
Finalni extenze 72°C 5 min 1 15 Inkubui 5 min ofi RT
12 °C Hold nkubuy > min pri [1 8 Vypocitej molarni koncentraci knihovny

16 Dej znovu na magnet na 2 min pfi RT
17 Odeber supernatant s precisténou DNA

[1 9 Prfiprav sekvenacni béh dle navodu
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Kazdy vzorek musi mit unikatni kombinaci index( P7 a P5!
Indexacni primery jsou 10 uM — pro PCR je potfeba primery 4x naredit na 2,5 uM koncentraci.

Zapis si kombinace indexU svych vzorkd pro pozdéjsi vyhodnoceni.




