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Priloha €. 1a — Technicka specifikace pro ¢ast 1 VZ

Technicka specifikace:

Cast jedna - RNA sekvenovani za pouziti “Next-Generation Sequencing” (NGS)

lllumina technologie
Cil:

Vysledky RNA sekvenovani budou pouzity pro analyzu transkriptom (za pouziti kvalitativnich

i kvantitativnich pfFistupt).

Biologické vzorky pro analyzy transkriptomu:

RNA z rostlinného pletiva: kofeny a listy dubu Quercus suber (genome je dostupny) a Quercus
variabilis. Nékteré vzorky budou infikovany Phytophthora cinnamomi (genome je dostupny).

Vzorky budou ziskany z rostlin kultivovanych v in vitro podminkach a z dvouletych rostlin.

Kontaktni osoby:

Zalezitosti ohledné verejné zakazky a vzorku:

Marilia Horta Jung (marilia.jung@mendelu.cz nebo mariliahortajung@gmail.com) a Josef

Janousek (josef.janousek@mendelu.cz nebo janousek.jose@gmail.com)

Zalezitosti ohledné vysledki sekvenovani:

Marilia Horta Jung (marilia.jung@mendelu.cz nebo mariliahortajung@gmail.com) a Tomas

Kudlacéek (tomas.kudlacek@mendelu.cz nebo Kudlak@seznam.cz)

Sluzby jsou pozadovany nasledovné:

1) kvalita poskytnutych vzorku a jejich transport

RNA budou pfipraveny zadavatelem a poskytovatel sluzby zajisti jejich vyzvednuti a transport

na suchém ledu. Transport bude co nejrychlejsi, aby bylo zabranéno degradaci RNA vzorkd.
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Vzorky budou odesilany po 24 nebo 48 nebo 96 vzorcich (toto umozni poskytovateli sluzby

pripravit mix téchto vzorkl a sekvenovat ho najednou).

RNA vzorky budou odeslany ve 2 ml zkumavkach obsahujicich = 20 ul s RNA o koncentraci
alesponi 10 ng/ul a RIN =7. V pfipadé, ze budou vzorky poskytnuty ve snizené kvalitg,

poskytovatel sluzby o tom bude informovan.

2) Kontrola kvality (QC) vzorkt

Poskytovatel sluzby provede kontrolu kvality vzork( (kapilarni elektroforézou nebo
porovnatelnou metodou vhodnou pro vyhodnoceni kvality RNA a koncentrace v kazdém
vzorku) a provede také pfipadnou Upravu koncentrace RNA pied pfipravou cDNA knihoven.
V pfipadé komplikaci v této fazi zpracovani vzorku (napf. Spatna kvalita RNA), poskytovatel

sluzby bude kontaktovat Marilia Horta Jung.

3) Odstranéni rRNA

Odstranéni rRNA bude provedeno pied pfipravou cDNA knihoven. Pouziti poly(A) enrichment
nebo rRNA depletion kitu bude provedeno na zakladé domluvy s kontaktni osobou (Marilia

Horta Jung) — a to po kontrole kvality RNA vzorkl, pokud toto nebude specifikovano jiz drive.
3a) poly(A) obohaceni

Poly(A) obohaceni bude provedeno poly(A) enrichment kitem (viz pozadované parametry

kapitola ¢. 10 tohoto dokumentu).
3b) rRNA deplece

rRNA deplece bude provedena za pouziti rRNA deplecniho kitu (viz pozadované parametry

kapitola €. 10 tohoto dokumentu) a za pouziti oligonukleotidu, které budou zaslany

poskytovateli sluzby zaroven s odeslanim vzorkda.

4) Priprava RNA (cDNA) knihoven
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RNA (cDNA) knihovny budou pfipraveny s “unique dual indexes” a pomoci kitu pro pfipravu
RNA (cDNA) knihoven pro sekvenovani na lllumina platformé (viz pozadované parametry

kapitola €. 10 tohoto dokumentu).

5) Next Generation Sequencing (NGS)

NGS bude provedeno na pfistroji lllumina — NovaSeq 6000 s nastavenim “paired-end 150 bp
(oboustranné cteni v délce 150 bp). Sekvenalni reagencie a pocty drah (“lanes”) jsou

specifikovany v pfiloze Cislo 2a (to se odviji od po¢tu odeslanych vzorkd k sekvenaci).

6) Ocekavané vystupy, bioinformatické analyzy a kontrola kvality (QC)

Je oCekavano ziskani alespori 100 milionu “reads” ve vysoké kvalité z kazdého vzorku (tj. 50
milionu klaster z 2x 150 bp run). NizSi pocCet “reads” je pfijatelny pro vzorky poskytnuté v horsi
kvalité. Pozadavek na kvalitu dat: = 85% bazi vySSi nez Q30 pfi 2 x 150 bp nastaveni.
Zadavatel také poZaduje od poskytovatele sluzby dodat ,raw“ data a také data Castecné
zpracovana (po “de-multiplexing”, odstfihnuti adaptor(i, vyhodnoceni “index hopping”, etc.).

Sekvenacni data budou dodana elektronicky, prostfednictvim zabezpe&eného serveru.

7) Casovy harmonogram pozadovanych sluzeb

Zadavatel zasSle objednavku poskytovateli sluzby, ktery tuto objednavku potvrdi do dvou
pracovnich dni (nepotvrzena objednavka je povazovana druhy pracovni den za pfijatou). Na
zakladé potvrzené objednavky je poskytovatel sluzby povinen zajistit vyzvednuti RNA vzorku

do 3 pracovnich dni od data pfijeti objednavky.

Zadavatel pozaduje po poskytovateli sluzby provedeni kontroly kvality vzork(l a pfipadnou
upravu koncentrace pied pripravou cDNA knihoven do 10 pracovnich dni od data vyzvednuti
RNA vzorkd.

Zadavatel pozaduje po poskytovateli sluzby obdrzeni sekvenacnich vysledkd do 6 tydnd od

data kontroly kvality RNA vzorku.

Zadavatel pozaduje po poskytovateli sluzby uchovani sekvenacnich vysledku (dat) po dobu
minimalné 8 tydnu.
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8) Obecné pozadavky a o€ekavani

Zadavatel pozaduje, aby zbyvajici RNA vzorky byly skladovany poskytovatelem sluzby po

dobu minimalné 4 tydnu az 12 tydn( od data dodani sekvenacnich vysledku zadavateli.

VSechny sluzby musi byt provedeny poskytovatelem sluzby v souladu s béznou laboratorni

praxi a postupy, pocinaje kontrolou kvality vzorkd az po bioinformatické vyhodnoceni.

Poskytovatel sluzby je povinen prokazat predchozi zkuSenosti s pozadovanymi sluzbami a
poskytnout kontakty na pfedchozi tfi zakazniky, které mohou byt pouzity jako reference (viz

¢l. 5.7. Vyzvy k podani nabidek).

Zadavatel poZaduje od poskytovatele sluzby v ramci pIinéni kazdé dil¢i objednavky dodani
podrobného popisu pouzitych metod pro pfipravu knihoven ve formé reportu, ktery bude
obsahovat informace o konkrétnim pouzitém kitu pro pfipravu cDNA knihoven a protokol (s
uvedenim vS8ech uprav a pfidanych kroku). Protokol bude také zahrnovat jednotlivé kroky
kontroly kvality (v&etné vysledkt Qubit HS DNA Assay nebo kapilarni elektroforézy), nastaveni

sekvenacnich béhu a postup zpracovani dat a vyhodnoceni jejich kvality.

Poskytovatel sluzby je povinen zajistit 6 hodin konzultaci se zadavatelem (zejména ohledné
vyhodnoceni sekvenacénich dat, bioinformatické podpory, a také pfipadné ohledné zpracovani

vzorku; formou on-line diskuze nebo formou osobni konzultace)

Komunikace mezi poskytovatelem sluzby a zadavatelem bude probihat v anglickém jazyce

(protokoly, emailova komunikace, online konzultace a dal§i komunikace).

Cena musi zahrnovat vSechny nezbytné souvisejici naklady. Zadné dali poplatky nejsou

povoleny.

9) Shrnuti pozadovanych vystupt a nasledna fakturace
Zadavatel poZaduje, aby na zékladé kazdé dil€i objednavky obdrzel vzdy:
1) raw data (viz bod 6)

2) CasteCné zpracovana data ,pre-processed data“ a vyhodnocena data (viz
bod 6)
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3) report (bod 8)

V navaznosti na dodani vySe uvedenych vysledk( (raw dat, pre-processed dat,
vyhodnocenych dat a reportniho protokolu) provede zadavatel béhem 15 pracovnich
dni jejich kontrolu a potvrdi jejich akceptaci a moznost provedeni fakturace. V pfipadé,
Ze zadavatel akceptaci dat nepotvrdi do 15 pracovnich dni, mize po uplynuti této lhaty
dodavatel provést fakturaci i bez pfedchoziho potvrzeni ze strany zadavatele.

10) Pozadované specifikace kitu :

1) poly(A) enrichment kit

- kit, ktery je kompatibilni s naslednou pfipravou RNA (cDNA) knihoven pro NGS
sekvenovani

- ponechava intaktni mMRNA

- kit musi byt vhodny pro poly(A) enrichment z ,,celkové RNA® (total RNA)

2) rRNA depletion kit

- rRNA depleéni kit, ktery umoznuje pouziti viastnich ssDNA sond (custom probes)
- pfiblizné rozmezi vstupni RNA: 10 ng - 1ug

- kit musi byt vhodny i pro vzorky s nizkou kvalitou RNA

- princip fungovani deple¢niho kitu musi byt zaloZzeny na principu degradace RNA
enzymem RNase H

- ssDNA sondy budou poskytnuty zadavatelem (budou navrhnuty na zakladé rRNA
sekvenci ziskanych z jednotlivych druhd dubd)

- RNA musi byt nasledné vhodna pro pfipravu RNA (cDNA) knihoven pro NGS
sekvenovani

3) kit pro pripravu RNA (cDNA) knihoven pro sekvenovani na lllumina
platformé

- pIné kompatibilni s RNA po polyA obohaceni i s RNA po rRNA depleci
- pIné kompatibilni s naslednou sekvenaci na NovaSeq pfistroji (Illumina)

- vstupni mnozstvi RNA pfiblizné v rozsahu: 10 ng — 1 g (tj. knihovny Ize pfipravit
i pfi uvedeném limitnim nizkém mnozstvi RNA)

» Mendelova
) univerzita
v Brné



* Xk EVROPSKA UNIE
Evropské strukturalni a investi¢ni fondy

* 5 & Operaéni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTVI,
MLADEZE A TELOVYCHOVY

* % %
»*

- kit musi zachovat informaci ohledné viakna DNA, ze kterého byl transkript ziskan
(strand-specific metoda pfipravy knihoven)

- DNA polymeraza, ktera je soucasti kitu, musi byt alespon 200x pfesnéjsi nez-li
Taq polymeraza (tato specifikace oznacuje chybovost (error rate) polymerazy)
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