Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Tilsigtet brug

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit er et saet bestdende af reagenser og materialer til klargering af
prevebiblioteker fra genomiskDNA afledt fra humane celler og humant vaev til at udvikle in vitro diagnostiske
analyser. Brugerleverede probepaneler er pakraevede til klargaring af biblioteker, der er malrettet specifikke
genomiske interesseomréder. De genererede pravebiblioteker er beregnet til brug pa sekventeringssystemer
fra lllumina. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx indeholder software til opsaetning, overvagning og analyse
af sekventeringskersler.

Procedureprincipper

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er beregnet til klargering af DNA-sekventeringsbiblioteker, der
beriges for malomrader fra genomisk DNA afledt fra humane celler og humant vaev.

Brugerleverede biotinylerede oligonukleotidpaneler er nadvendige til malberigelse. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit er kompatibel med en raekke panelsterrelser, inklusive sma paneler (< 20.000 prober) til store
paneler (> 200.000 prober).. De genererede berigede biblioteker er beregnet til sekventering pa lllumina
sekventeringssystemer.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Proceduren bestar af fglgende trin:

* Tagmentering af genomisk DNA — Anvender Enrichment BLT Small (eBLTS) til at tagmentere DNA-inputtet.
| forbindelse med tagmenteringen bliver gDNA fragmenteret og tagget med adaptere pa et enkelt trin. Det
kreever et DNA-input pd minimum 50 ng at maette eBLTS i tagmenteringsreaktionen. Efter maetning
fragmenterer eBLTS et angivet antal DNA-molekyler for at generere normaliserede biblioteker med
konsistent fordeling af fragmentstarrelser.

* Oprensning efter tagmentering — Oprensning af det adapter-taggede DNA pa det eBLTS, der skal
anvendes til amplificering.

* Amplificering af tagmenteret DNA — Det tagmenterede DNA amplificeres ved hjalp af et PCR-program med
begraensede cyklusser. Der bliver fgjet unikke dobbeltindekser (UD-indekser) til DNA-fragmenternes ender,
hvilket muligger dobbelt unik stregkodning af DNA-bibliotekerne og clustergenerering under
sekventeringen.

* Oprensning af biblioteker - Der udferes oprensning og sterrelseudveelgelse pa de amplificerede DNA-
biblioteker ved hjaelp af en perle-oprensningsprocedure.

* Oprettelse af bibliotekspuljer - DNA-biblioteker kombineres med unikke indekser i en pulje med op til 12
biblioteker. Du kan oprette bibliotekspuljer efter volumen eller masse.
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Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Hybridisering af prober - Bestar af en hybridiseringsreaktion, i lgbet af hvilken de dobbeltstrengede DNA-
biblioteker bliver denatureret, og et panel med biotinylerede DNA-prober bliver hybridiseret til
malgenomomraderne.

— Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er kompatibel med flere paneler. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit indeholder ikke et berigelsespanel. Probepaneler leveres af brugeren og skal opfylde
de pakraevede specifikationer. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagenser er kompatible med
bade lllumina og tredjepartsberigede DNA-oligonukleotidpaneler, der opfylder de pakreevede
specifikationer. Du kan finde oplysninger om de pakraevede specifikationer for tredjepartspaneler under
Krav til berigelsesprobepaneler pa side 10

* Indfangning af hybridiserede prober - Ved hjalp af Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) indfanges de
biotinylerede prober, der er hybridiseret til de mélrettede interesseomrader.

* Amplificering af berigede biblioteker — De berigede biblioteker amplificeres ved hjeelp af PCR.

* Oprensning af amplificerede, berigede biblioteker — Ved hjeelp af en perleoprensningsprocedure bliver de
berigede biblioteker, der er Klar til sekventering, oprenset.

* Sekventering - Sekventering af de berigede biblioteker udfgres pa et MiSeqDx-, NextSeq 550Dx- eller
NovaSeq 6000Dx-sekventeringssystem. For MiSeqDx og NextSeq 550Dx anvendes det integrerede DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager-modul til opsaetning af sekventeringskersler, karselsovervagning
og FASTQ-generering fra basebestemmelser. For NextSeq 550Dx med DRAGEN Server og NovaSeq
6000Dx bruges DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-applikationen til kerselsopsaetning og
sekundaer analyse med flere tilgaengelige arbejdsgange.

Procedurens begraensninger

* Tilin vitro-diagnostisk brug.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er kompatibel med genomisk DNA, der er afledt fra humane celler
og humant veev.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er kompatibel med dobbeltstrengede gDNA-input pa 50-1000 ng.
Der kan ikke gives garanti for ydeevnen med input uden for disse taerskler.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit inkluderer ikke reagenser til DNA-ekstraktion. De analytiske
testresultater, herunder interferenstestning, i Karakteristika for ydeevne pa side 57 er opnaet med fuldblod
og FFPE som repraesentative prgvetyper med repraesentative DNA-ekstraktionssaet. Alle diagnostiske test,

der bliver udviklet til brug sammen med lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit-reagenser, kreever fuld
validering med hensyn til alle ydeevneaspekter med det valgte kit til DNA-ekstraktion.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit anbefales ikke til FFPE-praver af darlig kvalitet med ACq > 5. Brug
af prever med ACq > 5 kan @ge risikoen for fejl i biblioteksklargeringen og reducere analyseydelsen.
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Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit -reagenserne er blevet konfigureret og testet for de prgveinput,
berigelsesreaktioner og pleksiteter, der er angivet i nedenstdende tabel.

lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx Kit Preveinput Berigelsesreaktioner Berigelsespleksitet
Saet med 16 prever Lav kvalitet (FFPE) 16 reaktioner 1-plex

Saet med 96 Hgj kvalitet (f.eks. 8 reaktioner 12-plex

prever fuldblod)

* Behandling af FFPE-input er blevet testet og anbefales udelukkende til 1-plex-berigelsesreaktioner med
brug af saettet med 16 praver.

* Med seettet med 96 prover kan der anvendes ikke-standard-pleksiteter (2-plex til 11-plex), men dette er
forbundet med falgende begraensninger:

— Behandling af praver i 2-plex- til 11-plex-berigelsesreaktioner reducerer kittets gennemlgb.

— Der kan ikke gives garanti for optimale resultater. Det kan kraeve yderligere optimering at opna
passende berigelsesudbytte for ikke-standard-pleksiteter.

— Hvad angar puljeoprettelsesstrategier med lav pleksitet (2-plex til 8-plex), skal der veelges
indeksadaptere med forskellige sekvenser for at optimere farvebalancen med henblik pa vellykket
sekventering og dataanalyse. DNA GenerateFASTQ Dx -modulet pa MiSegDx og NextSeq 550Dx giver
mulighed for at indstille farvebalancerede indekskombinationer under karselskonfigurationen. For
yderligere oplysninger om puljeoprettelsestrategier henvises til Puljeoprettelsesmetoder pa side 34.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er udelukkende beregnet til at frembringe berigede biblioteker til
sekventering pa MiSeqDx, NextSeq 550Dx og NovaSeq 6000Dx. Brug af andre sekventeringssystemer
kraever fuld validering med hensyn til alle ydelsesaspekter.

* Berigelsespaneler medfelger ikke som en del af dette produkt. De analytiske testresultater i Karakteristika
for ydeevne pa side 57 er opnadet med repraesentative berigelsespaneler og er kun givet til
informationsformal. De analytiske ydelsesegenskaber har til formal at eksemplificere analysens generelle
kapaciteter og klarleegger ikke kapaciteter eller velegnethed, hvad angar specifikke analysekrav. Alle
diagnostiske tests, der bliver udviklet til brug med disse reagenser, skal valideres fuldt ud med hensyn til
alle ydelsesaspekter.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er kompatibel med bade lllumina og tredjeparts berigelsespaneler.
Der kan imidlertid ikke gives garanti for ydeevnen med berigelsespaneler fra tredjeparter, der ikke opfylder
panelkravene. Du kan finde oplysninger om panelkrav under Krav til berigelsesprobepaneler pa side 10.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bruger en hybridiseringstid pa 2 timer. Anvendelse af laengere
hybridiseringstid kan have indvirkning pa ydeevnemalinger.

* Modulerne DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager til MiSeqDx og NextSeq 550Dx leverer kun FASTQ-
filer. Hvis du bruger disse moduler, skal du gennemfgre validering af sekundaere analyser.
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* Applikationen DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx er tilgaengelig pd NextSeq 550Dx med
DRAGEN Server og NovaSeq 6000Dx. Applikationen understatter flere sekundeere analysearbejdsgange,
herunder FASTQ-generering, FASTQ- og VCF-generering til pavisning af kimcellevariationer og FASTQ- og
VCF-generering til pavisning af somatiske variationer. Hvis du bruger applikationen til VCF-generering,
behever du ikke at udfgre sekundeer analysevalidering. Begraensninger i applikationen omfatter felgende:

Insertioner med en leengde pa >18 bp og deletioner med en laeengde pa >21 bp er ikke blevet valideret.

Store varianter, inklusive multinukleotid-varianter (MNV'er) og store indels, rapporteres muligvis som
separate mindre varianter i VCF-outputfilen.

Sma MNV’er rapporteres som separate varianter i VCF-outputfilen.

Deletioner rapporteres i VCF-vilen ved koordinaten i den foregdende base pr. VCF-format. Derfor ber

tilstedende varianter tages i betragtning, inden det rapporteres, at en individuel basebestemmelse er
homozygot.

Kimcellespecifikke begraensninger:

Arbejdsgangen for kimcelle FASTQ- og VCF-genereringsanalyse for applikationen DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx er designet til at levere kvalitative resultater til bestemmelse
af kimcellevarianter (f.eks. homozygot, heterozygot, vildtype).

Variation i kopiantal kan pavirke, hvorvidt en variant bliver identificeret som homozygot eller
heterozygot.

Systemet vil ikke rapportere mere end to varianter ved en enkelt locus, selv under tilstedeveerelsen
af variation i kopiantal.

Specifikke somatiske begraensninger:

Arbejdsgangen for somatisk FASTQ- og VCF-genereringsanalyse med applikationen DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, er designet til at levere kvalitative resultater til bestemmelse
af somatiske varianter (dvs. tilstedeveerelsen af en somatisk variant).

Arbejdsgangen for somatisk FASTQ- og VCF-genereringsanalyse kan ikke differentiere mellem
kimcellevarianter og somatiske varianter. Arbejdsgangen er designet til at pavise varianter pa tvaers
af en raekke variantfrekvenser, men variantfrekvenser kan ikke anvendes til at skelne mellem
somatiske varianter og kimcellevarianter.

Normalt veev i preven pavirker pavisningen af varianter. Den rapporterede pavisningsgraense er
baseret pa en variantfrekvens i forhold til det samlede DNA, der er ekstraheret fra bdde tumorvaev
0g hormalt vaev.

Hvis mere end en variant-allel bestemmes pd samme locus, vil ingen af allelerne blive rapporteret
som passerende varianter. Det fulde seet alleler vil i stedet blive rapporteret, men filtreret via
multiallelisk tag.

Produktets komponenter

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bestar af falgende komponenter.
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD-indekssaet A, katalognr. 20051354 (16 prover) eller
katalognr. 20051352 (96 prover)

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD-indeksseet B, katalognr. 20051355 (16 praver) eller
katalognr. 20051353 (96 prever)

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modul til NextSeq 550Dx, katalognr. 20063024

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modul til MiSeqDx, katalognr. 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Applikation til NovaSeq 6000Dx, katalognr. 20074609
* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Applikation til NextSeq 550Dx, katalognr. 20074730

Medfelgende reagenser

Gennemfgrsel af lllumina DNA Prep with Enrichment Dx kraever lllumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD-
indekssaet A eller lllumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD-indekssaet B. Du kan udfgre fglgende antal
biblioteksklargeringer og berigelsesreaktioner med et saet med 16 eller 96 prover.

lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx Kit Praveinput Berigelsesreaktioner Berigelsespleksitet
Saet med 16 prever  Lav kvalitet (FFPE) 16 reaktioner 1-plex
Seet med 96 prever Hgj kvalitet (f.eks. 8 reaktioner 12-plex
fuldblod)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD-indeksseet
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, opbevaring ved 15 °C til 30 °C

Folgende reagenser afsendes ved rumtemperatur. Saet omgaende reagenserne til opbevaring ved de anviste
temperaturer for at sikre korrekt ydeevne.

Antal ror
Heettens . .
Reagensnavn 16 prever 96 prover farve Fyldningsvolumen Aktive stoffer
(nr. 20050020)  (nr. 20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Red 350 i Rensemiddeloplgsning i
(ST2) vand.
Tagment Wash Buffer 1 1 Gron 41 ml Vandig bufferoplgsning
2 (TWB2) indeholdende
rensemiddel og salt.
Cleanup Beads (CB) 1 I/R* Red 10 ml Paramagnetiske

fastfase-perler i vandig
bufferopl@sning.

* Cleanup Beads til 96 prever er inkluderet i lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (nr. 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 prever), opbevaring ved 15 °C til 30 °C

For saet med 96 prgver er Cleanup Beads inkluderet i lllumina Prep Dx Cleanup Beads (katalognr. 20050030).
Felgende reagens afsendes ved rumtemperatur. Seet omgaende reagenserne til opbevaring ved de anviste
temperaturer for at sikre korrekt ydeevne. For seet med 16 prever er Cleanup Beads inkluderet i lllumina Prep Dx
Enrichment Reagents 1 (katalognr. 20050020).

Heettens . .
Reagensnavn Stk. Fyldningsvolumen Aktive stoffer

farve
Cleanup 4 Red 10 ml Paramagnetiske fastfase-perler i vandig
Beads (CB) bufferoplgsning.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, opbevaring ved 2 °C til 8 °C

Felgende reagenser afsendes péa kal. Seet omgdende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer
for at sikre korrekt ydeevne. Opbevar eBLTS-obevaringsreret lodret, sa perlerne altid er nedsunket i bufferen.
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Antal rer Fyldningsvolumen
Reagensnavn 16 prover 96 praver Heettens 16 26 Aktive stoffer
(nr. 20050021) (nr. 20050026) farve prever praver
Enrichment BLT 1 4 Gul 200yl 290l Streptavidin Magnetic
Small (eBLTS) Beads sammenkaadet
med transposomer i
vandig
bufferopl@sning, der
indeholder glycerol,
EDTA, dithiothreitol,
salt og rensemiddel.
Resuspensions 1 4 Klar 1,8 ml 1,8 ml  Vandig
Buffer (RSB) bufferoplgsning.

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, opbevaring ved -25 °C til -15 °C

Folgende reagenser afsendes frosne. Saet omgédende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer
for at sikre korrekt ydeevne.

Antal ror Fyldningsvolumen
Reagensnavn 16 prover 96 prover Haettens 16 96 Aktive stoffer
(nr. 20050022) (nr. 20050027) farve prever prover
Tagmentation 1 4 Klar 290yl 290l Vandig
Buffer 1 (TB1) bufferoplgsning, der
indeholder
magnesiumsalt og
dimethylformamid.
Enhanced PCR 2 4 Klar 200yl 610 I DNA-polymerase og
Mix (EPM) dNTP’erivandig

bufferoplgsning.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 praver), opbevaring ved
2°Ctil8°C

For saet med 16 praver er fglgende reagenser inkluderet i lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1
(katalognr. 20050023). For seet med 96 praver er reagenserne inkluderet i lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (katalognr. 20050028).

Felgende reagenser afsendes pa kal. Seet omgdende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer
for at sikre korrekt ydeevne.
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Haettens

Reagensnavn Antal ror Fyldningsvolumen Aktive stoffer

farve

Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Klar 1,2 mi

Resuspensions Buffer (RSB) 1 Klar 1,8 ml

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Klar 200 pl

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Klar 200 pl

Streptavidin

Magnetic Beadsi

vandig
bufferoplgsning
indeholdende
formamid,
rensemiddel og
salt.

Vandig

bufferoplgsning.

Vandig
bufferoplgsning
indeholdende
rensemiddel og
salt.

Vandig

bufferoplgsning.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 prover) skal opbevares ved en

temperatur mellem 2 °C og 8 °C

illumina

For saet med 96 prover er fglgende reagenser inkluderet i lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalognr.
20050028). For saet med 16 prover er reagenserne inkluderet i llluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1

(katalognr. 20050023).

Felgende reagenser afsendes pa kel. Seet omgaende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer

for at sikre korrekt ydeevne.

Heettens .
Reagensnavn Antal rer Fyldningsvolumen
farve
Streptavidin Magnetic 2 Klar 1,2 ml

Beads (SMB3)

Resuspensions Buffer 4 Klar 1,8 ml
(RSB)
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Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Haettens . .
Reagensnavn Antal ror Fyldningsvolumen Aktive stoffer
farve
Enrichment Hyb Buffer 2 1 Klar 200 pl Vandig bufferoplgsning
(EHB2) indeholdende rensemiddel
og salt.
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Klar 200 pl Vandig bufferoplgsning.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, opbevaring ved -25 °C til -15 °C

Felgende reagenser afsendes frosne. Saet omgédende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer
for at sikre korrekt ydeevne.

Antal ror
Reagenshavn 16 prover 96 prover Ha::::gs Fyldningsvolumen Aktive stoffer
(nr.20050024)  (nr. 20050029)

Enrichment Elution 1 1 Klar 580 i Rensemiddeloplgsning i

Buffer 1 (EE1) vand.

Enhanced 4 4 Ravgul  4,1ml Vandig bufferoplasning

Enrichment Wash indeholdende salte og

Buffer (EEW) rensemiddel.

PCR Primer 1 1 Klar 320 pl Blanding af PCR-

Cocktail (PPC) primere
(oligonukleotider).

2N NaOH (HP3) 1 1 Klar 200 pl 2N natriumhydroxid
(NaOH)-opl@sning.

HYB Buffer 2 + IDT 2 1 Bl& 480 pl Vandig bufferoplgsning

NXT Blockers med Cot-1 DNA,

(NHB2) crowding-stof og
formamid

Enhanced PCR Mix 2 1 Klar 200 pl DNA-polymerase og

(EPM)

dNTP’er i vandig
bufferoplgsning.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B; opbevares ved -25 °C til-15 °C

Felgende reagenser afsendes frosne. Saet omgédende reagenserne til opbevaring ved de anviste temperaturer
for at sikre korrekt ydeevne. For indeksadaptersekvenser henvises der til Bilag: lllumina UD-
indeksadaptersekvenser pa side 62.
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Komponent Stk.
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 indekser), nr. 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indekser), nr. 20050039 1

Reagenser, der ikke medfalger

Naedvendige reagenser, medfelger ikke

* Reagenser til DNA-ekstraktion og -oprensning

* Reagenser til DNA-kvantificering

* Ethanol (200 proof til molekylaerbiologi)

* Nukleasefrit vand
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 1N NaOH-oplgsning, molekylaerbiologisk kvalitet

* Hvis du anvender et NextSeq 550Dx-sekventeringssystem:

200 mM Tris, pH 7,0 (kan fortyndes fra 1 M Tris-HCL, pH 7,0)
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklusser) (katalognr. 20028871)

* Hvis du anvender et MiSegDx-sekventeringssystem:

MiSeqDx Reagent Kit v3 (katalognr. 20037124)

* Hvis du anvender et NextSeq 6000Dx-sekventeringssystem:

400 mM Tris, pH 8,0 (kan fortyndes fra1 M Tris-HCL, pH 8,0)
NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (katalognr. 20046931)
NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (katalognr. 20046933)
NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalognr. 20062292)
NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalognr. 20062293)
NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalognr. 20062290)

NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (katalognr. 20062291)

Krav til berigelsesprobepaneler

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit-reagenserne er kompatible med bade lllumina og tredjepartsberigede
DNA-oligonukleotidpaneler. Hvis du bruger tredjeparts biotinylerede DNA-prober (faste eller brugerdefinerede
paneler), skal du serge for, at de opfylder de pakraevede specifikationer.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er optimeret og valideret ved brug af felgende specifikationer for
tredjepartspaneler. Der gives ingen garanti for tilsvarende ydeevne ved brug af tredjepartspaneler, der ikke
opfylder specifikationerne.

Probelaengde pa 80 bp eller 120 bp
Mellem 500 og 675.000 prober
Enkelt- eller dobbeltstrenget DNA

Totalt probeinput pa = 3 pmol for berigelse ved en pleksitet fra 1-plex til 12-plex

Opbevaring og handtering

Stuetemperatur er defineret som 15 °C til 30 °C.

Reagenserne er stabile ved de anfaerte opbevaringsbetingelser indtil den udlgbsdato, der fremgar af

maerkningen pa saettene. For opbevaringstemperaturer henvises der til Medfalgende reagenser pa side 5.

De frosne reagenser er stabile i maksimalt fire nedfrysnings-/opteningscyklusser, der gennemfgres inden

den anferte udlgbsdato.

Proceduren for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit indeholder falgende sikre stoppunkter:

— Efter Amplificering af tagmenteret DNA pa side 28 er de amplificerede biblioteker stabile i op til 30 dage
ved opbevaring ved -25 °C til -15 °C.

— Efter Oprensning af biblioteker pa side 31 er de oprensede, amplificerede biblioteker stabile i op til 30
dage ved opbevaring ved -25 °C til -15 °C.

— Efter Oprettelse af forudberigede bibliotekspuljer pa side 33 er bibliotekspuljerne stabile i op til 30 dage
ved opbevaring ved -25 °C til -15 °C.

— Efter Amplificér beriget bibliotek pa side 44 kan pladen med berigede, amplificerede biblioteker forblive
pa termocykleren i op til 24 timer. Alternativt kan pladen opbevares ved 2 °C til 8 °C i op til 48 timer.

— Deendelige, oprensede, berigede biblioteker er stabile i op til 7 dage ved opbevaring ved -25 °C til -
15 °C.

Kontakt llluminas kundeservice, hvis emballagen eller indholdet i lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Kit er beskadiget eller brudt lllumina.

Stop Tagment Buffer 2 (ST2) kan danne synligt bundfald eller krystaller. Hvis du bemaerker bundfald:
Opvarm ved 37 °C i 10 minutter, og bland derefter pa vortexblander, indtil bundfaldet er opl@st.
Hybridization Oligos (HYB) og Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) skal forvarmes til samme
temperatur som den gaeldende hybridiseringsholdetemperatur pr. pravetype og probepanel. For yderligere
oplysninger om handtering af NHB2 og EEW henvises til Procedurenoter pa side 16.

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) og HYB Buffer+IDT NXT-blokeringer (NHB2) kan danne krystaller og
uklarhed. Hvis du bemaerker krystaller eller uklarhed, skal du blande pa vortexblander eller pipettere op og
ned, indtil oplasningen er klar. Sgrg for at forvarme NHB2 inden pipettering.

Anvend fglgende bedste praksis i forbindelse med handtering af Cleanup Beads (CB):
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Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

— Nedfrys aldrig perlerne.

— Bland perlerne i vortexblander umiddelbart inden brug, indtil de er genopopsleemmet, og farven er
homogen.

* Anvend fglgende bedste praksis i forbindelse med handtering af Enrichment BLT Small (eBLTS):
— Opbevar eBLTS-rgret lodret, sa perlerne altid er nedsunket i bufferen.

— Bland eBLTS grundigt pa vortexblander, indtil perlerne er genopslaemmet. For at undga at perlerne
seetter sig igen, frarddes det at centrifugere inden pipettering.

— Hvis perlerne har sat sig pa siden eller i toppen af pladen med 96 brende, centrifugeres der ved 280 x g
i 3 sekunder, hvorefter der genopsleemmes ved pipettering.

* Anvend fglgende best practice i forbindelse med héndtering af indexadapterplader:
— Tilfgj ikke prever til indeksadapterpladen.

— Hver brend pa indekspladen er kun til engangsbrug.

Nedvendigt udstyr og nedvendige materialer,
medfaelger ikke

Udover lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit skal du sgrge for, at du har det ngdvendige udstyr og de
ngdvendige materialer, far du starter protokollen.

Udstyr

Serg for, at du har det udstyr, du skal bruge, for du starter protokollen.

Protokollen er optimeret og valideret ved brug af de anfgrte specifikationer. Der gives ingen garanti for
tilsvarende ydeevne ved brug af udstyr uden for specifikationerne.

Nogle artikler er kun ngdvendige til specifikke arbejdsgange. Disse artiker er angivet i separate tabeller.
* Termocykler med folgende specifikationer:

— Opvarmet lag

— Temperaturkontrolinterval pa minimum 10 °C til 98 °C

— Temperaturpraecision pa minimum £0,25 °C

— Reaktionsvolumen pa maksimum 100 pl

— Kompatibilitet med PCR-plader med 96 brande og fuldt skart.
* Mikroprgveinkubator med fglgende specifikationer:

— Interval for omgivelsestemperatur pa +5,0 °C til 99,0 °C

— Kompatibilitet med MIDI-plader med 96 brgnde

* Indsatser til mikroprgveinkubator, der er kompatible med MIDI-plader med 96 brande

Dokumentnr. 200038118 v0O 12 af 70

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Hgjhastighedsmikropladeomryster med et blandingshastighedsinterval pa 200-3000 o/m
Magnetisk holder, der er kompatibel med PCR-plader med 96 brgnde

Magnetisk holder, der er kompatibel med MIDI-plader med 96 brgnde

Fluorometer, der er kompatibelt med din kvantificeringsmetode
DNA-fragmentanalyseenhed

Praecisionspipetter:

— 10 pl enkeltkanal- og multikanalpipetter

— 20 pl enkeltkanal- og multikanalpipetter

— 200 ul enkeltkanal- og multikanalpipetter

— 1000 pul enkeltkanalpipetter

— Preecisionspipetter sikrer ngjagtig levering af reagens og pregve. Enkeltkanal- eller multikanalpipetter
kan anvendes, hvis de bliver kalibreret regelmaessigt og har en ngjagtighed inden for 5 % i forhold til den
angivne volumen.

Mikropladecentrifuge

Mikrocentrifuge

Et af felgende lllumina sekventeringssystemer:

— MiSegDx Instrument, katalognr. DX-410-1001

— NextSeq 550Dx Instrument, katalognr. 20005715 med valgfri lllumina DRAGEN Server for NextSeq
550Dx, katalognr. 20086130

— NovaSeq 6000Dx Instrument, katalognr. 20068232
[Valgfrit] Vakuumkoncentrator

[FFPE] PCR-detektionssystem i realtid

Materialer

Serg for, at du har de materialer, du skal bruge, fer du starter protokollen.

Nogle artikler er kun ngdvendige til specifikke arbejdsgange. Disse artiker er angivet i separate tabeller.

Protokollen er optimeret og valideret ved brug af de anfgrte artikler. Der gives ikke garanti for samme ydeevne
ved brug af andre materialer.

Pipettespidser med filter

Koniske centrifugergr, 15 ml eller 50 ml

1,5 ml mikrocentrifugerar

RNase/DNase-frie multikanalsreagensreservoirer, engangsbrug
RNase/DNase-fri strips med 8 rgr og heetter

Serologiske pipetter
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* Dybbrgndsopbevaringsplade af polypropylen med 96 brgnde, 0,8 ml (MIDI-plade)
* Hard-Shell PCR-plader med fuldt skart og 96 brgnde.
* [FFPE] gPCR-plader, der er kompatible med gPCR-instrument
* Selvklaebende forseglinger til 96-bragnds plader med falgende specifikationer:
— Optisk klar polyester, der kan afpilles
— Velegnede til PCR-plader med skort
— Steerkt kleebemiddel, der kan modsta flere temperaturaendringer fra -40 °C til 110 °C
— DNase/RNase-frit
* Plastikmaterialer, der er kompatible med den valgte kvantificeringsmetode
* Fluorometrisk dsDNA-kvantificeringskit, der er kompatibelt med det valgte kvantificeringssystem:

— Til kvantificering af forudberigede, amplificerede biblioteker kan der anvendes et kvantificeringskit med
bredt interval.

— Til kvantificering af berigede biblioteker afhaenger kvantificeringskittets interval af det anvendte
probepanel.

* Fragmentanalysekit til bibliotekskvalificering med det valgte kvalificeringssystem:

— Til kvalificering af forudberigede, amplificerede biblioteker kan der anvendes et kvalificeringskit med
bredt interval.

— Tilkvalificering af berigede biblioteker afhaenger kvalificeringskittets interval af det anvendte
probepanel.

* [Valgfrit] Kit til DNA-ekstraktion fra humane celler og humant vaev. Du kan anvende en hvilken som helst
valideret ekstraktionsmetode.

Prgveindsamling, transport og opbevaring

A FORSIGTIG

Alle prever skal handteres som potentielt infektigse stoffer.

* Denne analyse er kompatibel med genomisk DNA, der er afledt fra humane celler og humant vaev.

* Hvad angar kommercielt tilgaengeligt oprenset gDNA, skal du sikre dig, at preverne er blevet transporteret
under de korrekte betingelser og opbevaret i henhold til producentens anvisninger. Falg best practice for
gDNA'ets opbevaring og nedfrysnings-/optaningscyklusser.

* Hvad angér fuldblodsinput, skal du falge de geeldende krav til indsamling, transport og opbevaring af blod
for den valgte DNA-ekstraktionsmetode. Der kan anvendes en hvilken som helst valideret
ekstraktionsmetode. Helblod skal transporteres i overensstemmelse med nationale, regionale og lokale
regler vedregrende transport af eetiologiske stoffer.
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* Til ekstraktion af DNA fra FFPE-vaev kan der anvendes en hvilken som helst valideret ekstraktionsmetode.
Folg anvisningerne og anbefalingerne for den valgte ekstraktionsmetode for at fastlaegge praksis for
felgende:

— Metode til formalinfiksering og paraffinindstgbning af vaev for at sikre optimal kvalitet af det
ekstraherede DNA.

— Opbevaring af FFPE-prover.

— Krav til startmaterialer, sdsom antallet og tykkelsen af FFPE-sektionerne. De fleste oprensningsmetoder
anbefaler brug af nyskarne sektioner.

Advarsler og forholdsregler

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit-reagenser indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation,
indtagelse, hudkontakt og gjenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder
briller, handsker og laboratoriekittel, der giver tilstraeekkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende regionale,
nationale og lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede
oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

* Alle alvorlige haendelser, der er relateret til dette produkt, skal omgédende indberettes til lllumina og til de
kompetente myndigheder i brugerens og patientens opholdsland.

* Alle blodprever skal handteres som vaerende smitsomme med human immundefekt-virus (HIV), human
hepatitis B-virus (HBV) eller andre blodbarne patogener (universelle forsigtighedsregler).

* Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der ma ikke
indtages mad og drikke eller ryges i arbejdsomraderne. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel i
forbindelse med handtering af praver og reagenser. Vask haenderne grundigt efter handtering af praver og
reagenser.

* Foratforhindre nedbrydning af praver eller reagenser skal det tilsikres, at alle natriumhypochloritdampe
som felge af rengering er fuldstaendigt forsvundet, inden protokollen pabegyndes.

* Kontaminering af preverne med andre PCR-produkter/amplikoner kan forarsage ungjagtige og upalidelige
resultater. Anvend felgende best practices for at undga kontaminering:

— Anvend korrekt laboratoriepraksis og laboratoriehygiejne.

— Udfer trinnene i arbejdsgangen i det relevante prae- eller post-amplifikationsomrade.

— Seet brugte reagenser til opbevaring, fer du renger biblioteker i et pree-amplifikationsomrade.
— Adskil pree-amplifikationsreagenser fra post-amplifikationsreagenser.

— For at forhindre kontaminering skal det sikres, at prae- og post-amplifikationsomréderne har dedikeret
udstyr, f.eks. pipetter, pipettespidser, vortexblander og centrifuge.
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* Undgé krydskontaminering. Brug nye pipettespidser mellem hver preve og mellem dispensering af
reagenser. Brug af spidser med filter reducerer risikoen for amplikonoverfersel og krydskontaminering fra
preve til prave.

— Skift spidser mellem hver preve, nar du tilfgjer eller overferer prever eller reagens-masterblandinger.

— Skift spidser mellem hver raekke eller hver kolonne, nar du tilfgjer indeksadaptere med en
multikanalpipette. Skift spidser mellem hver preve, hvis du bruger en enkeltkanalspipette.

— Fjernindeksadapterplader, der ikke er i brug, fra arbejdsomradet.
* Brug feglgende bedste praksis for trin med ethanolvask:
— Klarger altid frisk 80 % ethanol. Ethanol kan absorbere vand fra luften, hvilket kan pavirke resultaterne.

— Serg for, at alt ethanol fjernes fra bunden af brendene pa vasketrinnene. Resterende ethanol kan
pavirke resultaterne.

— Overhold den anviste tarretid pa trinnene med den magnetiske holder for at sikre fuldstaendig
fordampning. Resterende ethanol kan pavirke resultaterne af efterfalgende reaktioner.

* Klarger altid masterblandinger inden brug, og opbevar aldrig de blandede arbejdsoplgsninger.

* Der gives ingen garanti for de opnéede resultater med lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, hvis
procedurerne ikke bliver fulgt, som beskrevet iindleegssedien.

* Brug ikke komponenterne i kittet efter den udlgbsdato, der er angivet pa kittets etiket.

* Byt ikke om pa kitkomponenter fra forskellige lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-saet. Kit-
identifikationen fremgar af etiketten.

Procedurenoter

Anbefalinger vedrerende DNA-input

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit -protokollen er kompatibel med dobbeltstrenget genomisk DNA
(gDNA)-input af hgj kvalitet pa 50-1000 ng.

Serg for, at den initiale gDNA-prave ikke indeholder > 1 mM EDTA og er fri for organiske kontaminanter, sdsom
phenol og ethanol. Disse stoffer kan interferere med tagmenteringsreaktionen og resultere i analysefejl.

gDNA-input = 50 ng

Ved gDNA-input p& 50-1000 ng er det ikke nadvendigt at kvantificere og normalisere den initiale gDNA-prgve.

gDNA-input < 50 ng

DNA-input pa 10-50 ng kan anvendes med felgende justeringer:
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* Ved anvendelse af 10-49 ng gDNA-input anbefales det at kvantificere den initiale gDNA-preve for at
bestemme det nedvendige antal PCR-cyklusser efter tagmentering. Anvend en fluorometribaseret metode
til kvantificering af dobbeltstrenget gDNA-input. Undgé metoder, der méler total nukleinsyre, sdsom
NanoDrop eller andre UV-absorbansmetoder.

* Denne protokol normaliserer ikke endelige forudberigede biblioteksudbytter fra 10-49 ng gDNA, og derfor
er kvantificering og normalisering af bibliotekerne fgr og efter berigelse ngdvendig.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er blevet karakteriseret og verificeret til DNA-input pa 50-1000
ng. Tilsvarende produktydeevne kan ikke garanteres forgDNA-input < 50 ng.

Anbefalinger vedrerende blodinput

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er kompatibel med gDNA ekstraheret fra perifert fuldblod. Der kan
anvendes en hvilken som helst valideret ekstraktionsmetode. Ved ekstraktion af gDNA fra fuldblod er
indledende kvantificering af input-DNA'et ikke ngdvendig, og lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
frembringer normaliserede udbytter af forudberigede biblioteker.

Felgende faktorer kan have negativ indvirkning pad maengden af DNA, der indhentes fra fuldblodpraver, og
dermed biblioteksnormaliseringen:

* Blodprgvens alder
* Opbevaringsbetingelser

* Underliggende medicinske tilstande, der pavirker antallet af hvide blodlegemer

Anbefalinger vedrerende FFPE-vaevspraveinput

Anvend felgende kvalitetskriterier for FFPE DNA for at klarleegge passende input til vellykket
biblioteksklargering:

* For FFPE-prever med en ACg-veerdi = 5 er det anbefalede DNA-input 50-1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx anbefales ikke til FFPE-prgver af darlig kvalitet med ACq > 5. Det er
muligt at bruge prever med ACq > 5, men det kan gge risikoen for fejl i biblioteksklargeringen eller reducere
analyseydeevnen.

Ekstraktion fra FFPE

Anvend en metode til nukleinsyreisolering, der frembringer haje gendannelsesudbytter, minimerer
preveforbruget og bevarer prgveintegriteten. Du kan anvende en hvilken som helst valideret metode til
ekstraktion af DNA fra FFPE-preover. For gDNA, der er ekstraheret fra FFPE-vaev, skal der udferes initial
kvantificering af input-DNA, og lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit frembringer ikke normaliserede
udbytter af forudberigede biblioteker.

Kvalificering af DNA fra FFPE
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illumina

gDNA, der er ekstraheret fra FFPE-vaev, skal kvalificeres inden brug. Med henblik pa optimal ydeevne skal
DNA-provekvaliteten vurderes ved hjelp af en valideret ekstraktionsmetode til kvalificering af DNA, der er
ekstraheret fra FFPE-prgver. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Protokollen er kompatibel med FFPE
DNA-prever med en ACg-vaerdi pa < 5. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit anbefales ikke til FFPE-praver
af darlig kvalitet med ACq > 5. Det er muligt at bruge prever med ACq > 5, men det kan @ge risikoen for fejl i

biblioteksklargeringen eller nedsaette analyseydeevnen.

[Valgfrit] FFPE-referenceprgver

Anvend karakteriserede referencematerialer, sdsom Horizon HD799 (DNA), som positivkontrol ved
gennemfarelse af protokollen. Der kan ogsa anvendes kvalificerede FFPE-materialer fra cellelinjederiverede
xenografter som referenceprgver. Anvend en fluorometribaseret metode til kvantificering af

referencematerialer inden brug.

BEMZERK

Karsel af en positiv kontrolreferenceprave eller kontrol uden skabelon forbruger reagenser

og reducerer det totale antal ukendte prgver, der kan behandles.

Anbefalinger vedrgrende preveinput

Anbefalingerne vedrgrende preoveinput til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er opsummeret i tabellen

nedenfor.

Tabel 1 Anbefalinger vedrgrende preveinput

Typen af Mangden af
preveinput preveinput
gDNA 10-49 ng
gDNA 50-1000 ng
gDNA frablod 50-1000 ng
gDNA fra 50-1000 ng
FFPE

Kvantificering af input-
DNA pakraevet

Ja

Nej
Nej
Ja

Pakraevet kvalitet af DNA-
input

260/280-ratio pa 1,8-2,0

260/280-ratio p&1,8-2,0
260/280-ratio p&1,8-2,0
ACq-veerdi= 5

Normaliseret udbytte af
forudberiget bibliotek

Nej

Ja
Ja
Nej

De anbefalede PCR-cyklusser til eBLTS PCR-programmet justeres pa baggrund af koncentrationen og
kvaliteten af preveinput. For yderligere oplysninger henvises til Amplificering af tagmenteret DNA pa side 28.
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Tip og teknikker

Forebyggelse af krydskontaminering
*  Skift spidser mellem hver prave, nar du tilfgjer eller overfarer prover.

* Skift spidser mellem hver raekke eller hver kolonne, nar du tilfajer indeksadaptere med en multikanalpipette.
Skift spidser mellem hver prgve, hvis du bruger en enkeltkanalspipette.

Forsegling af pladen

* Forsegl altid pladen med 96 brgnde med ny, selvklaebende forsegling ved hjselp af en gummirulle for at
deekke pladen, inden felgende trin i protokollen udfares:

— Omrystningstrin
— Inkubationstrin. Hvis pladen ikke bliver korrekt forseglet, kan det medfere fordampning under
inkubationen

— Centrifugeringstrin
— Hybridiseringstrin

* Serg for, at kanterne og brandene er fuldsteendigt forseglede for at reducere risikoen for
krydskontaminering og fordampning.

— Centrifugér efter behov inden fjernelse af forseglingen, hvis der observeres veeske eller
kondensdannelse pa forseglingen eller brendenes sidevaegge.

* Placér pladen pa en jeevn overflade, inden forseglingen fjernes forsigtigt.

Handtering Enrichment BLT Small (eBLTS)
* Opbevar eBLTS-obevaringsreret lodret i keleskabet, sa perlerne altid er nedsunket i bufferen.

* Umiddelbartinden brug blandes eBLTS-opbevaringsraret grundigt pa vortexblander, indtil perlerne er
genopslaeemmet. For at undga at perlerne saetter sig igen, frarades det at centrifugere inden pipettering.

* Hvis perlerne har sat sig pa siden eller i toppen af pladen med 96 brgnde, centrifugeres der ved 280 x gi 3
sekunder, hvorefter der genopslaemmes ved pipettering.

* Vedvask af eBLTS:
— Brug den korrekte magnetiske holder til pladen.
— Bibehold pladen pa den magnetiske holder, indtil vejledningen angiver, at den skal fjernes.

— Huvis perlerne suges op i pipettespidsen, skal du dispensere perlerne tilbage pa pladen pa den
magnetiske holder og vente, indtil vaesken er klar (2 minutter).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit-
arbejdsgang

Felgende diagram illustrerer arbejdsgangen for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. Sikre stoptidspunkter
er markeret mellem trinnene. Tidsestimeringer er baseret pad behandling af 12 prgver ved 12-plex-berigelse.
gDNA

Sikkert
stoptidspunkt

o Tagmentering af genomisk DNA
Arbejdstid: 20 minutter
| alt: 40 minutter
Reagenser: eBLT, TB1

e Oprensning efter tagmentering
Arbejdstid: 10 minutter
| alt: 20 minutter
Reagenser: ST2, TWB2

e Amplificering af tagmenteret DNA
Arbejdstid: 15 minutter
| alt: 45 minutter
Reagenser: EPM, indeksadaptere
Sikkert

stoptidspunkt o Oprensning af biblioteker
Arbejdstid: 10 minutter
| alt: 20 minutter
Reagenser: RSB, CB, EtOH
Sikkert

stoptidspunkt e Oprettelse af bibliotekspuljer
Reagenser: RSB

Sikkert
stoptidspunkt L X
e Hybridisering af prober

Arbejdstid: 10 minutter

| alt: 125 minutter

Reagenser: Berigelsesprobepanel, NHB2, EHB2, RSB

Indfangning af hybridiserede prober
Arbejdstid: 25 minutter

| alt: 65 minutter

Reagenser: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

o Amplificér beriget bibliotek
Arbejdstid: 5 minutter
| alt: 40 minutter
Reagenser: PPC, EPM
Sikkert

stoptidspunict Oprens amplificeret, beriget bibliotek

Arbejdstid: 10 minutter
| alt: 20 minutter
Reagenser: CB, RSB, EtOH

® pPre-PCR @ Post-PCR
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Brugervejledning

| dette kapitel er lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokollen beskrevet.

* Gennemga hele arbejdsgangen for den planlagte sekventering, fra preve til analyse, for at sikre
kompatibilitet med produkter og eksperimentparametre.

* Fordufortsaetter, skal du kontrollere kitindholdet og serge for, at du har de nedvendige komponenter,
udstyr og materialer.

— Tredjeparts bioetinylerede prober skal opfylde specifikke krav. Se Krav til berigelsesprobepaneler pa
side 10 for at sikre, at dine tredjepartsprober opfylder kravene.

* Folg protokollen i den viste reekkefalge, og anvend de angivne voluminer og inkubationsparametre.
* Fortsaet straks til naeste trin, medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt i protokollen.
* Nar du opretter en masterblanding, er overskud inkluderet i de angivne voluminer.

* Sorg for at bruge den korrekte magnetiske holder til din pladetype.

Klargering til puljeoprettelse

Dette trin er nedvendigt for at sikre vellykket sekventering af berigede biblioteker. Oprettelse af bibliotekspuljer
kan ske inden berigelse og inden sekventering.

Inden berigelse - Individuelle, indekserede, amplificerede biblioteker samles i puljer med henblik pa berigelse
med det valgte probepanel. Derved bliver der oprettet en multiplekseret pulje med berigede biblioteker. For
FFPE-praveinput er behandlingen blevet testet og anbefales udelukkende til 1-plex-berigelsesreaktioner. For
gDNA af hgj kvalitet er 12-plex blevet testet, men 2-plex til 11-plex er muligt.

Inden sekventering — 1-plex-berigede biblioteker og/eller multipleksberigede biblioteker samles i puljer inden
sekventering. Antallet af berigede biblioteker, der kan sekventeres, afhanger af malleesningsdybden for hver
preve pa dit sekventeringssystem.

Unik dobbeltindeksering

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit anvender unikke dobbeltindekser.

* Dobbeltindekserede biblioteker tilfgjer Index 1 (i7)- og Index 2 (i5)-sekvenser for at generere unikt taggede
biblioteker.

* UD-indekser har forskellige, urelaterede indekssekvenser for i7- og i5-index-laesningen. Indekser er 10
baser lange.

Valg af indeksadaptere med forskellige sekvenser til puljede biblioteker optimerer farvebalancen med henblik
pa vellykket sekventering og dataanalyse. Pleksitetspuljer, der er = 10-plex, er i sagens natur farvebalancerede,
sé du kan anvende en hvilken som helst indeksadapterkombination. | forbindelse med sekventeringskerslen
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Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

giver modulet DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager dig mulighed for at indstille farvebalancerede
indekskombinationer og giver dig besked, hvis der ikke er tilstraekkelig diversitet i de valgte
indekskombinationer.

For oplysninger om lllumina UD-indeksadaptersekvenser og pladelayout henvises til Bilag: lllumina UD-
indeksadaptersekvenser pa side 62

Understoattede berigelsespleksiteter

Reagenserne i lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er konfigureret og testet ved en berigelsespleksitet pa
1-plex og 12-plex. Det er muligt at anvende andre berigelsespleksiteter, men visse pleksiteter kreever yderligere
klargering af forudberigede biblioteker og berigelse af probepanelreagenser.

Det kan kraeve yderligere optimering at opna passende berigelsesudbytte med ikke-standard-
berigelsespleksitet. Der kan ikke gives garanti for optimale resultater.

* Berigelsespleksitet — Antallet af forudberigede biblioteker (1-12), der samles i en pulje i én
berigelsesreaktion med henblik pa hybridisering med berigelsesprobepanelerne. Eksempel: Hvis du samler
12 forudberigede biblioteker, far du en 12-plex-berigelsespulje.

* Berigelsesreaktion — Antallet af unikke berigelsesreaktionspraeparationer, uanset antallet af forudberigede
biblioteker i puljen pr. reaktion. Eksempel: En enkelt berigelsesreaktion kan praeparere en 1-plex- eller 12-
plex-berigelsespulje.

For at beregne det totale antal post-berigede biblioteker, skal du gange berigelsespleksiteten pr. reaktion med
antallet af berigelsesreaktioner. Eksempel: En enkelt berigelsesreaktion for en 12-plex-berigelsespulje
frembringer en pulje med 12 post-berigede biblioteker.

Ved oprettelse af puljer med forudberigede biblioteker understatter reagenserne i lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit felgende berigelsesreaktioner og pleksitet.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Reagenser Berigelsesreaktioner Berigelsespleksitet
Saet med 16 prover 16 reaktioner 1-plex
Saet med 96 prover 8 reaktioner 12-plex

Strategier for oprettelse af to-plex- til otte-plex-puljer

Nedenstdende tabel viser indeksadaptere (brende), der kan kombineres i en 2-8-plex-pulje, og den
farvekodede figur illustrerer hver kombination.

Opret puljer med pleksitet = 2 fra toppen eller bunden af en kolonne. Opret ikke puljer pé tveers af en reekke.
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Pleksitet

2
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Kombinationer

De to ferste eller to sidste
brende i en kolonne:

e« AogB

e GogH

Raekke C-F anvendes ikke.

De tre farste eller tre sidste
brande i en kolonne:

o A-C

e F-H

Reekke D og E anvendes ikke.

De fire farste eller fire sidste
brande i en kolonne:

e A-D

e E-H

De fem ferste eller fem sidste
brende i en kolonne:

o A-E

o D-H

[Mulighed 1] De seks farste eller
seks sidste brgnde i en kolonne:
o A-F

« C-H

[Mulighed 2] De to ferste
brende (A og B) eller to sidste
brgnde (G og H) i en kolonne og
fire vilkarlige brende i en
tilstedende kolonne.

De syv farste eller syv sidste
brande i en kolonne:

* A-G

* B-H

Hele kolonnen.

Farve pa figur

Orange

Lilla

BI3

Greon

Lysered

Turkis
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Strategier for oprettelse af ni-plex-puljer

illumina’

Anvend indeksadaptere fra brgnde, der optimerer farvebalancen i en sekventeringskegrsel, for eksempel:

* A1-H1og A2

* A4-D4 og A5-ES5

* A7-F70gA8-C8

* A10-C10, A11-C11 0g A12-C12

Alle fire eksempler er afbildet pa nedenstdende figur.

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000

00000000

00000000

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 )

Tagmentering af genomisk DNA

Pa dette trin anvendes der Enrichment BLT Small (eBLTS) til at tagmentere DNA, hvilket er en proces, der

fragmenterer og tagger DNA med adaptersekvenser.

Forbrugsstoffer
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (gul haette)
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* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Nukleasefrit vand
* PCR-plade med 96 brgnde
* Selvklaebende forsegling
* 1,7 ml mikrocentrifugerar
* Stripmed 8 ror
* Pipettespidser
— 200 ul multikanalpipetter

A FORSIGTIG

Dette reagensszet indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og
ojenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller, handsker
og laboratoriekittel, der giver tilstreekkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende
regionale, nationale og lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og
sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

Om reagenser

* eBLTS skal opbevares ved temperaturer pa 2 °C til 8 °C. Brug ikke eBLTS, som har veeret opbevaret under
2°C.

* Centrifugér ikke eBLTS.

Klargering
1. Klarger felgende materialer:
Artikel Opbevaring Instruktioner
eBLTS (gul haette) 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur.

Bland pa vortexblander umiddelbart inden
brug. Centrifugér ikke far pipettering.

TB1 -25°Ctil-15°C Lad hensta for at opna rumtemperatur.
Bland pé& vortexblander.

2. Bland DNA pa vortexblander eller ved pippetering, og centrifugér kortvarigt.
3. Gem fglgende TAG-program pa termocykleren:

* Veelg funktionen til prezopvarmning af Iaget, og indstil til 100 °C

* Indstil reaktionsvoluminen til 50 i

e 55°Ci5 minutter
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* Holdved10°C

Fremgangsmade

1. Tilfej 2-30 pl DNA til hver brend pa en PCR-plade med 96 brande, sa den totale inputmangde er 50-1000
ng.
Hvis DNA-volumen er < 30 pl: Tilfgj nukleasefrit vand til DNA-praverne for at opna en totalvolumen pa 30 pl.

2. Bland eBLTS grundigt pa vortexblander, indtil perlerne er genopslaeemmet.

3. Bland felgende voluminer i et rgr for at klargere Tagmentation Master Mix. Gang hver volumen med antallet
af prever, der skal behandles.

* eBLTS (11,5 ul)
e TB1(11,5ul)
Reagensoverskud er inkluderet i voluminen.
4. Bland Tagmentation Master Mix grundigt ved pipettering.
Fordel Tagmentation Master Mix-voluminen ligeligt i en strip med 8 ror.

6. Overfer ved hjeelp af en 200 ul multikanalpipette 20 pl Tagmentation Master Mix til hver brend pa PCR-
pladen, der indeholder en prave. Brug en ny spids pr. prgvekolonne eller -reekke.

7. Kassér strippen med 8 rer, nar du har overfert Tagmentation Master Mix.

8. Pipettér hver preve 10 gange for at blande ved hjaelp af en 200 pul pipette, der er indstillet til 40 ul. Brug en
ny spids til hver prgvekolonne.
Alternativt kan du forsegle og omryste PCR-pladen og bruge en pladeomryster ved 1600 o/m i 1 minut.

9. Forsegl pladen, og anbring den derefter pa den forudprogrammerede termocykler, og kar TAG-
programmet.

10. Vent, til TAG-programmet nar holdetemperaturen pa 10 °C, og fjern sa straks pladen.

11. Lad PCR-pladen med 96 brgnde sta ved rumtemperatur i 2 minutter, og fortsaet derefter til naeste trin.

Oprensning efter tagmentering

Pa dette trin vaskes det adapter-taggede DNA p& eBLTS inden PCR-amplificering.

Forbrugsstoffer

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* Magnetisk holder til PCR-plade med 96 brgnde
* Selvklaebende forsegling

* Strip med 8 ror

* Pipettespidser
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— 20 pl multikanalpipetter

— 200 pl multikanalpipetter

Klarger felgende til senere procedure:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Indeksadapterplade

Om reagenser

1.

Serg for at bruge den korrekte magnetiske holder til din plade. Brug af en magnetisk MIDI-pladeholder til en
PCR-plade kan forhindre TWB2 i at binde til perlerne.

Pipettér TWB2 langsomt for at minimere skumdannelse og undgé opsugning af ukorrekt maengde og
ufuldsteendig blanding.

Klargering
Klargar felgende materialer:
Artikel Opbevaring Instruktioner
EPM -25°Ctil-15°C  Opte paisiltime.
Vend op og ned for at blande, og centrifugér derefter
kortvarigt.
ST2 15°Ctil30°C Hvis du bemeerker bundfald: Opvarm ved 37 °C i 10 minutter,

og bland derefter pa vortexblander, indtil bundfaldet er
oplast. Anvendes ved rumtemperatur.

TWB2 15°Ctil30°C Anvendes ved rumtemperatur.
Indeksadapterplade  -25°Ctil-15°C  Optg ved rumtemperatur i 30 minutter.

Fremgangsmade

1.

Tilfgj 10 pl ST2 til hver tagmenteringsreaktion. Hvis du bruger en multikanalpipette, skal du pipettere ST2
ned i en strip med 8 ror og derefter overfare de relevante voluminer til PCR-pladen. Brug en ny spids pr.
pravekolonne eller -raekke.

2. Pipettér langsomt hver brend 10 gange for at genopsleemme perlerne ved hjaelp af en 200 ul pipette, der er
indstillet til 50 pl.
Alternativt kan du forsegle og omryste pladen ved 1600 o/m i 1 minut. Gentag efter behov.

3. Forsegl pladen, og centrifugér derefter ved 280 x g i 10 sekunder.

4. Inkuber ved stuetemperaturi 5 minutter.

5. Anbring den pa den magnetiske PCR-pladeholder, og vent, til veesken er klar (3 minutter).

6. [= 48 prever] Vask tre gange, som falger.
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a. Fjern og kassér supernatant uden at forstyrre perlepelleten ved hjeelp af en 200 pl multikanalpipette, der
er indstillet til 60 pl.

b. Fjern pladen fra den magnetiske holder.
Umiddelbart herefter tilsaettes langsomt 100 pl TWB2 direkte pa perlerne.

d. Pipettér langsomt, indtil perlerne er helt genopslaemmet. Alternativt kan du forsegle og omryste pladen
ved 1600 o/m i 1 minut.

e. ltilfeelde af plasken centrifugeres der ved 280 x g i 10 sekunder.

f.  Anbring den pa den magnetiske PCR-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (3 minutter).
Lad pladen blive pa den magnetiske holder og TWB2 i brgndene for at forhindre overterring, nar du
udferer den tredje vask. Fjern og kassér supernatant, nar du har klargjort PCR Master Mix.

Fjern og kassér supernatant ved hjaelp af en 200 yl multikanalpipette, der er indstillet til 100 pl.

> @

Gentag trin c-f to gange, dvs.tre vaske i alt.

N
—

> 48 prever] Vask tre gange, som falger.

Q

Gennemfar trin b og c trinvist i 1til 2 kolonner ad gangen, indtil alle kolonner er blevet behandlet, for at
undga overtarring.

Fjern og kassér supernatant ved hjeelp af en 200 pl multikanalpipette, der er indstillet til 60 ul.
Fjern pladen fra den magnetiske holder.

Umiddelbart herefter tilsaetter du langsomt 100 pl TWB2 direkte pa perlerne.

®© o o T

Pipettér langsomt, indtil perlerne er helt genopsleemmet. Alternativt kan du forsegle og omryste pladen
ved 1600 o/m i 1 minut.

f. ltilfeelde af plasken centrifugeres der ved 280 x g i 10 sekunder.

g. Anbring den pa den magnetiske PCR-pladeholder, og vent, til vasken er klar (3 minutter).
Lad pladen blive pa den magnetiske holder og TWB2 i brgndene for at forhindre overterring, nar du
udferer den tredje vask. Fjern og kassér supernatant, nar du har klargjort PCR Master Mix.

h. Fjern og kassér supernatant ved hjeelp af en 200 ul multikanalpipette, der er indstillet til 100 pl.
i. Fjern fra den magnetiske holder, og tilsaet langsomt 100 ul TWB2 direkte pa perlerne.

j.  Gennemfer trin h og i trinvist i 1til 2 kolonner ad gangen, indtil alle kolonner er blevet behandlet.
k. Gentagtrin e-h to gange, dvs. tre vaske i alt.

8. Lad pladen sta pa den magnetiske holder indtil trin 4 i afsnittet Procedure under Amplificering af
tagmenteret DNA.
TWB2 forbliver i brandene for at forhindre overtarring af perlerne.

Amplificering af tagmenteret DNA

Pa dette trin bliver det tagmenterede DNA amplificeret ved hjeelp af et PCR-program med begraensede
cyklusser. PCR-trinnet tilfgjer Index 1 (i7)-adaptere, Index 2 (i5)-adaptere og sekvenser, der kraeves til
sekventering af klyngegenerering.
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Forbrugsstoffer

* EPM (Enhanced PCR Mix)

* Indeksadapterplade

* PCR-plade med 96 brgnde

* Nukleasefrit vand

* Selvklaebende forsegling

* 1,5 ml mikrocentrifugerer

* Pipettespidser
— 20 Pl multikanalpipetter
— 200 pl multikanalpipetter

Om reagenser

* Indeksadapterplader
— Enbrend kan indeholde > 10 ul indeksadaptere.
— Tilfgj ikke praver til indeksadapterpladen.

— Hver brend pa indekspladen er kun til engangsbrug.

Klargering
1. Klarger fglgende materialer:
Artikel Opbevaring Instruktioner
EPM -25°Ctil-15°C  Opte ved 4 °Celler paisi1time.
Vend op og ned for at blande, og centrifugér derefter
kortvarigt.

Indeksadapterplade  -25°Ctil-15°C  Opte ved rumtemperatur i 30 minutter.
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Gem fglgende eBLTS PCR-program pa en termocykler ved brug af det relevante antal PCR-cyklusser, som
angivet i tabellen nedenfor.

*  Vaelg funktionen til prazopvarmning af laget, og indstil til 100 °C
* Indstil reaktionsvoluminen til 50 pl
* 72°Ci3 minutter
* 98°Ci3 minutter
* X cyklusser af:
* 098°Ci20 sekunder
* 60°Ci30 sekunder
* 72°Ci1minut
* 72°Ci3 minutter

* Holdved10-°C
Den totale karselstid er ~38 minutter for 9 cyklusser og ~46 minutter for 12 cyklusser.

Typen af proveinput Antal PCR-cyklusser (X)
10-49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
50-1000 nggDNA ekstraheret fra FFPE 12
gDNA ekstraheret fra blod 9
Procedure

1.

Bland fglgende for at klargere PCR Master Mix. Gang hver volumen med antallet af prgver, der skal
behandles.

e EPM (23 pl)
* Nukleasefrit vand (23 pl)
Reagensoverskud er inkluderet i voluminen.

Pipettér PCR Master Mix 10 gange for at blande, og centrifugér derefter kortvarigt.

3. Lad pladen sta pa den magnetiske holder, og brug en 200 ul multikanalpipette til at fijerne og bortskaffe
TWB2.
Tilbageveerende skum pé brendvaeggene har ikke negativ indvirkning pa biblioteket.

4. Fjern pladen fra den magnetiske holder.
Tilfgj straks 40 pl PCR Master Mix direkte pa perlerne i hver brand.

6. Pipettér straks for at blande, indtil perlerne er helt genopslaammet. Alternativt kan du forsegle og omryste
pladen ved 1600 o/m i 1 minut.
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10.
1.

12.
13.

Forsegl prevepladen, og centrifugér ved 280 x gi 10 sekunder.
Centrifugér indeksadapterpladen ved 1000 x g i 1 minut.
Klarger indeksadapterpladen.

* [< 96 praver] Prik hul pa folieforseglingen pa indeksadapterpladen med en ny pipettespids for hver
brend for det antal praver, der skal behandles.

* [96 praver] Anbring en ny PCR-plade med halvskert over indeksadapterpladen, og tryk ned for at prikke
hul pa folieforseglingen. Kassér den PCR-plade, som du brugte til at prikke hul pa folieforseglingen.

Tilfej ved hjzelp af en ny pipettespids 10 ul pé fornand parrede indeksadaptere til hver brand.

Pipettér 10 gange for at blande ved hjeelp af en pipette, der er indstillet til 40 yl. Alternativt kan du forsegle
og omryste pladen ved 1600 o/m i 1 minut.

Forsegl pladen, og centrifugér derefter ved 280 x g i 10 sekunder.

Placer pa termocykleren, og ker eBLTS PCR-programmet.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper: Opbevares ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Oprensning af biblioteker

Pa dette trin oprenses de amplificerede biblioteker ved hjzelp af en procedure med dobbeltsidet
perleoprensning.

Forbrugsstoffer

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspensions Buffer)

Nyklargjort 80 % ethanol (EtOH)

Dybbrendsopbevaringsplade af polypropylen med 96 brende, 0,8 ml (MIDI-plade)
PCR-plade med 96 brgnde

Magnetisk holder til MIDI-plade

Magnetisk holder til PCR-plade

1,5 ml mikrocentrifugerer

Nukleasefrit vand

Om reagenser

Cleanup Beads

— Bland pa vortexblander inden hver brug.
— Bland hyppigt pa vortexblander for at sikre, at perlerne er jeevnt fordelt.

— Skal opsuges og dispenseres langsomt pa grund af opl@sningens viskositet.

Dokumentnr. 200038118 v0O 31af 70

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Klargering

1.

Klarger felgende materialer:

Artikel Opbevaring Instruktioner
CB Rumtemperatur ~ Blandes pa vortexblander og ved at vende op og ned, indtil vaeskens
farve er homogen.
RSB 2°Ctil8°C Opte ved rumtemperatur i 30 minutter. Bland pa vortexblander.
Fremgangsmade

1
2
3.
4

6.

Omryst PCR-pladen med 96 brgnde ved 1800 o/m i 1 minut, og centrifugér den derefter kortvarigt.

Anbring den pa en magnetisk PCR-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (1 minut).

Bland CB pa vortexblander 3 gange i 10 sekunder, og vend den derefter op og ned flere gange.

Gor folgende for gDNA af hgj kvalitet.

a.

b
c
d.
e

> Q@

Tilfaj 77 pl nukleasefrit vand til hver brend pa en ny MIDI-plade.

Tilfej 88 pl CB til hver brend pa MIDI-pladen.

Overfor 45 ul supernatant fra hver brend pa PCR-pladen til den tilsvarende brgnd pa MIDI-pladen.
Kassér PCR-pladen.

Pipettér hver brend 10 gange for at blande. Alternativt kan du forsegle og omryste pladen ved 1800 o/m
i 1 minut.

Forsegl og inkuber pladen ved rumtemperatur i 5 minutter.
Kontrollér for luftbobler. Centrifugér i tilfeelde af luftbobler.
Anbring den pa en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (5 minutter).

Bland grundigt pa vortexblander under inkubation, CB og tilfgj derefter 20 ul til hver brend pa en ny
MIDI-plade.

Overfer 200 pl supernatant fra hver brend pa den ferste MIDI-plade til den tilsvarende brend pa en ny
MIDI-plade (indeholdende 20 ul CB).

Kassér den ferste MIDI-plade.

Pipettér hver brend pa den nye MIDI-plade 10 gange for at blande. Alternativt kan du forsegle og
omryste pladen ved 1800 o/m i 1 minut.

Gor folgende for ekstraheret FFPE.

a.

b
c.
d

Tilfej 81 ul CB til hver brgnd pa en ny MIDI-plade.
Overfor 45 ul supernatant fra hver brend pa PCR-pladen til den tilsvarende brgnd pa MIDI-pladen.
Kassér PCR-pladen.

Pipettér hver brend 10 gange for at blande. Alternativt kan du forsegle og omryste pladen ved 1800 o/m
i 1 minut.

Inkuber ved rumtemperatur i 5 minutter.
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Kontrollér for luftbobler. Centrifugér i tilfeelde af luftbobler.
Anbring den p& en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til veesken er klar (5 minutter).
9. Fjern og kassér supernatant uden at forstyrre perlerne.

10. Vask perlerne, som fglger.

a. Mens pladen star pa den magnetiske holder, tilseettes 200 pl frisk 80 % EtOH uden at blande.

b. Inkuberi30 sekunder.
c. Fjern og kassér supernatant uden at forstyrre perlerne.
11. Vask perlerne en ekstra gang.
12. Lad luftterre pé den magnetiske holder i 5 minutter.
13. Brug en 20 pl pipette til at fjerne og kassere resterende EtOH under luftterringen.
14. Fjern pladen fra den magnetiske holder.
15. Tilsaet 17 pl RSBtil perlerne.
16. Forsegl og omryst pladen ved 1800 o/m i 2 minutter.
17. Inkuber ved stuetemperatur i 2 minutter.
18. Kontrollér for luftbobler. Centrifugér i tilfeelde af luftbobler.
19. Anbring pladen p& den magnetiske MIDI-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (2 minutter).

20. Overfar 15 pl supernatant til en ny PCR-plade med 96 brgnde.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT
Hvis du stopper: Forsegl pladen og opbevar ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Oprettelse af forudberigede bibliotekspuljer

Pa dette trin kombineres DNA-biblioteker med unikke indekser i en pulje med op til 12 biblioteker.
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Puljeoprettelsesmetoder

Du kan oprette puljer efter volumen eller masse. Brug nedenstdende tabel til at klarleegge den relevante metode
til dit input.

Tabel 2 Anbefalede puljeoprettelsesmetoder

Proveinput Puljeoprettelsesmetode
10-49 ng gDNA Masse

50-1000 ng gDNA Volumen

gDNA ekstraheret fra FFPE Masse

gDNA ekstraheret fra blod Volumen

* Enkelt-plex-berigelse kreever ikke puljeoprettelse af forudberigede biblioteker. Det kan imidlertid vaere
ngdvendigt at tilfgje RSB.

* Efter kvantificering af forudberigede biblioteker kan alle prgveinputtyper puljes efter masse for at opna
optimal indeksbalance.

* Det endelige udbytte af forudberigede biblioteker, der bliver genereret i separate eksperimentelle
preeparater, kan variere. Det anbefales derfor at puljer oprettes efter masse for at opna optimal
indeksbalance.

* Anvend 1-plex-berigelse i fglgende situationer.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1000 nggDNA ekstraheret fra FFPE

* Lav, ubetydelig allelfrekvensdetektion for somatisk variationsbestemmelse

Puljeoprettelse efter masse

| felgende situationer skal du kvantificere dine biblioteker med henblik p& at anvende en DNA-masse pr.
bibliotek til berigelse, som specificeret under Puljeoprettelse af forudberigede biblioteker i lige stor
koncentration pa side 35.

* 10-49 ng gDNA-prgveinput
* 50-1000 ng gDNA ekstraheret fra FFPE-prgveinput
* Lav, ubetydelig allelfrekvensdetektion for somatisk variationsbestemmelse

* gDNA ekstraheret fra blod for optimal indeksbalance
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Kvantificering af forudberigede biblioteker

1. Ker 1 ul af de forudberigede biblioteker ved hjaelp af din foretrukne fluorescensbaserede
kvantifikationsmetode med dsDNA-interkalerende farvestof.

* For 50-1000 ng gDNA af hgj kvalitet kan du forvente et forudberiget biblioteksudbytte = 500 ng.

* For 50-1000 ng gDNA ekstraheret fra FFPE kan du forvente et forudberiget biblioteksudbytte pa 500-
6000 ng, afhaengigt af kvaliteten af den initiale prove.

BEMAERK For kvantificeringsmetoder med forskellig bias skal du kvalificere kvantificeringsmetoden
til denne arbejdsgang. Koncentrationsresultater kan variere afhaengigt af den anvendte
metode.

Puljeoprettelse af forudberigede biblioteker i lige stor koncentration

Anvend nedenstdende tabel til at klarlaeegge den pakraevede DNA-masse pr. bibliotek til berigelse i henhold til
prevetype og berigelsespleksitet. Der gives ingen garanti for optimale berigelsesudbytter og optimal
analyseydeevne ved brug af lavere forudberigede biblioteksudbytter end anbefalet.

Den totale DNA-masse i berigelsesreaktionen bear ikke overstige 6000 ng.

DNA-masse pr. bibliotek Total DNA-biblioteksmasse

Preveinput Berigelsespleksitet (ng) (ng)

gDNA af hgj kvalitet 12 250-500 3000-6000
gDNA ekstraheret fra 1 200 200

FFPE

1. Registrer indekserne for de biblioteker, som du planlagger at pulje pa dette trin.

2. Beregn den volumen, der skal fgjes til berigelsesreaktionen for at opna den pakraevede DNA-masse, ud fra
koncentrationen af hvert bibliotek.

* gDNA af hgj kvalitet: Beregn den ngdvendige biblioteksvolumen til 250-500 ng input.
* gDNA ekstraheret fra FFPE: Beregn den ngdvendige biblioteksvolumen til 200 ng input.
Tilfej den beregnede volumen for hvert bibliotek i den samme brend p& PCR-pladen.

4. Hvis du bruger gDNA af hgj kvalitet, skal du foretage en af falgende handlinger baseret pa den totale
volumen af puljede forudberigede biblioteker:

* Hvis den forudberigede biblioteksvolumen = 30 pl, skal du fortsaette til Hybridisering af prober pa side

37.
* Hvis den forudberigede biblioteksvolumen < 30 pl, skal du tilfaje RSB for at opna en totalvolumen pé 30

Ml
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* Hvis den forudberigede biblioteksvolumen > 30 pl, skal du anvende en perlebaseret metode eller en
vakuumkoncentrator til at koncentrere den puljede preve. Tilfgj RSB til den koncentrerede puljede prove
for at opna en totalvolumen pé 30 pl.

5. Hvis du bruger gDNA ekstraheret fra FFPE, skal du gennemfare en af felgende handlinger baseret pa den
totale volumen af puljede forudberigede biblioteker.

* Hvis den forudberigede biblioteksvolumen = 7,5 pl, skal du fortsaette til Hybridisering af prober pa side

37.

* Hvis den forudberigede biblioteksvolumen < 7,5 pl, skal du tilfaje RSB for at opna en totalvolumen pa 7,5

V]

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper: Forsegl pladen, og opbevar den ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Puljeoprettelse efter volumen

Hvis inputtet er 50-1000 ng gDNA, er det ikke ngdvendigt at kvantificere og normalisere individuelle biblioteker,
der bliver genereret i det samme eksperiment.

For at opna optimal ydeevne skal du kun pulje forudberigede bibliotekspraver, der er blevet klargjort af den
samme bruger med det samme reagensbatch og den samme indeksadapterplade.

1. Registrer indekserne for de biblioteker, som du planlagger at pulje pa dette trin.

2. Kombiner fglgende forudberigede biblioteks- og RSB-voluminer til din berigelsespleksitet i samme brend pa

en ny PCR-plade.

Den opnéede volumen er 30 pl.

Berigelsespleksitet *

1-plex
2-plex
3-plex
4-plex
5-plex
6-plex
7-plex
8-plex
9-plex
10-plex
11-plex
12-plex
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*For oplysninger om ikke-standard-pleksiteter (2-plex til 11-plex) henvises der til Procedurens begraensninger pa side 2.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT
Hvis du stopper: Forsegl pladen, og opbevar den ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

[Valgfrit] Kvalificering af forudberigede biblioteker

Hvis du opretter puljer efter volumen, skal du kvantificere de forudberigede biblioteker ved hjaelp af en
fluorometribaseret metode med dsDNA-interkalerende farvestof. Anvend en DNA-fragmentanalyseenhed med
det relevante fragmentanalysekit til kvalificering af de forudberigede biblioteker.

Anvend 1 pli alt til bibliotekskvalificering. Forudberigede biblioteker er tilstraekkeligt koncentrerede til, at der
kan foretages sma fortyndinger med henblik p& kvantificering eller fragmentanalyse.

Hybridisering af prober

Pa dette trin bliver DNA'ets malomrader bundet sammen med indfangningsproberne.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit-reagenserne er kompatible med bade lllumina og tredjepartsberigede
DNA-oligonukleotidpaneler. Du kan finde oplysninger om de pakraevede specifikationer for tredjepartspaneler
under Krav til berigelsesprobepaneler pa side 10.

Forbrugsstoffer

* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)

* HYBBuffer 2 + IDT NXT Blockers (NHB2) (bla heette)
* Berigelsesprobepanel

* PCR-plade med 96 brgnde

* Selvklaebende forsegling

* Klargar fglgende til senere procedure:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (ravgul haette)

Om reagenser
* NHB2 danner bundfald og skiller under opbevaring.

* Berigelsesprobepanel henviser til det valgte berigelsesoligonukleotidpanel fra lllumina leverander.

Klargering

1. Klarger fglgende materialer:
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Artikel Opbevaring Instruktioner

EHB2 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Bland pa
vortexblander.
Hvis du bemaerker krystaller eller uklarhed, skal du
gentage blandingen pa vortexblander eller pipettere
op 0g ned, indtil oplgsningen er klar.

Berigelsesprobepanel -25°Ctil-15°C Lad paneler fra bade lllumina og tredjeparter opna
(Humina) rumtemperatur. Bland pé vortexblander.
NHB2 (bl& haette) -25°Ctil-15°C Opta ved rumtemperatur.

Ved opnéelse af rumtemperatur forvarmes denien
mikropregveinkubator til den samme temperatur som
den probe, du anvender, i 5 minutter.

Bland pa vortexblander ved maksimal hastighed 3
gange a 10 sekunder for at genopslaamme.
Centrifugér kortvarigt.

Pipetter op og ned fra bunden af roret.

Hvis du bemeerker krystaller eller uklarhed, skal du
gentage blandingen pa vortexblander eller pipettere
op og ned, indtil oplgsningen er klar.

Anvend den, mens den er varm, for at undga
dannelse af bundfald igen.

SMB3* 2°Ctil8°C Hvis du fortsaetter til naeste procedure umiddelbart
efter holdeperioden pa 90 minutter i HYB-
programmet, skal den bringes til rumtemperatur i
mindst 2 timer f@r opstart af HYB-programmet.

EEW* (ravgult rar) -25°Ctil-15°C Hvis du fortsaetter til naeste procedure umiddelbart
efter holdeperioden p& 90 minutter i HYB-
programmet, skal den bringes til rumtemperaturi
mindst 2 timer for opstart af HYB-programmet.

Ved opnaelse af rumtemperatur forvarmes denien
mikropregveinkubator til den relevante hybridiserings-
og indfangningstemperatur i 30 minutter, for HYB-
programmet slutter.

* Hvis du stopper inden den naeste procedure, skal du vente med at klargere denne reagens, til du nér til den
procedure.
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Gem foelgende HYB-program pé termocykleren ved brug af det relevante antal cyklusser, som angivet i
Tabel 3.

*  Vaelg funktionen til prazopvarmning af laget, og indstil til 100 °C
* Indstil reaktionsvoluminen

* [gDNA af hgj kvalitet] 100 pl

* [gDNA ekstraheret fra FFPE] 25 pl
* 98°Ci5 minutter

* Xcyklusser a1 minut, startende ved 98 °C for den farste cyklus, hvorefter temperaturen nedsaettes
med 2 °C pr. cyklus

* Hold ved den relevante temperatur i 90 minutter:
* [gDNA ekstraheret fra FFPE] 58 °C
* [80 mer probepaneler] 58 °C
* [Somatisk variationsbestemmelse] 58 °C

* [Alle andre] 62 °C
Total kaerselstid er ~115 minutter.

Tabel 3 Cyklusantal per prgve eller panel

Prove- og paneltype Antal cyklusser (X)
gDNA ekstraheret fra FFPE (uanset paneltype) 20
80 mer probepaneler (uanset pravetype) 20
Somatisk variationsbestemmelse 20
Alle andre praver og paneler 18
Fremgangsmade

1.

[gDNAaf hej kvalitet] Tilfej falgende reagenser i den angivne raekkefolge til hvert puljet bibliotek i PCR-
pladen.

Opret ikke en masterblanding. Oprettelse af en masterblanding med NHB2 og EHB2 pavirker
berigelsesydeevnen negativt.

* NHB2 (bla haette) (50 pl)

* Berigelsesprobepanel (10 pl)

* EHB2 (10 pl)

[gDNAaf hej kvalitet] Pipettér hver brand 10 gange med en pipette indstillet til 90 pl for at blande.

3. [gDNA ekstraheret fra FFPE] Tilfgj felgende reagenser i den angivne raekkefalge til hvert puljet bibliotek i
PCR-pladen.
Opret ikke en masterblanding. Oprettelse af en masterblanding med NHB2 og EHB2 péavirker
berigelsesydeevnen negativt.
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* NHB2 (bla heette) (12,5 pl)
* Berigelsesprobepanel (2,5 pl)
* EHB2(2,5l)

4. [gDNA ekstraheret fra FFPE] Pipettér hver brend 10 gange med en pipette, der er indstillet til 20 pl for at
blande.

Forsegl og centrifugér pladen ved 280 x gi 10 sekunder.
6. Anbring prevepladen pa den forudprogrammerede termocykler, og ker HYB-programmet.

7. Fortseet straks til naeste procedure, nar HYB-programmets temperaturholdeperiode slutter.

A FORSIGTIG

Der sker bundfeeldning, hvis hybridiseringsreaktionstemperaturen falder under rumtemperaturen.

Indfangning af hybridiserede prober

Dette trin anvender Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) til at indfange prober, der er hybridiseret til de
malrettede interesseomrader.

Forbrugsstoffer

* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (ravgul heette)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

* ET2 (Elute Target Buffer 2)

* HP3 (2N NaOH)

* SMBS3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* 1,5 ml mikrocentrifugerer

* MIDI-plade med 96 brende

* PCR-plade med 96 brgnde

* Selvklaebende forsegling

* Magnetisk holder til MIDI-plade

* Klarger fglgende til senere procedure:

— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

Om reagenser
* EEW

— Seorg for, at EEW er blevet optget ved rumtemperatur i mindst 2 timer inden forvarmning pa en
mikropregveinkubator.
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— Serg for, at EEW er blevet opvarmet i en mikroprgveinkubator i 30 minutter, for HYB-programmet
slutter.

— Lad EEW blive i mikropraveinkubatoren, nar den ikke er i brug. EEW skal forblive opvarmet i hele
protokollen.

— Kan veere uklar efter opnaelse af rumtemperatur.
— Kan veere gul.
* SMB3

— SMB3 skal have rumtemperatur for brug.

Klargering
1. Klarger fglgende materialer.
Artikel Opbevaring Instruktioner
SMB3 2°Ctil8°C Lad stai 2 timer for at opnd rumtemperatur. Vend op og ned, og
bland derefter pa vortexblander indtil fuld genopsleemning.
EEW -25°Ctil-15°C  Efter 2 timers inkubation ved rumtemperatur forvarmes denien
(ravgult ror) mikropreveinkubator til den relevante hybridiserings- og
indfangningstemperatur i 30 minutter, far HYP-programmet slutter.
EE1 -25°Ctil-15°C  Opte ved rumtemperatur, og bland derefter pa vortexblander.
HP3 -25°Ctil-15°C  Opte ved rumtemperatur, og bland derefter pa vortexblander.
ET2 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Bland pa vortexblander.
EPM -25°Ctil-15°C  Opte paisién time. Vend op og ned for at blande, og centrifugér

derefter kortvarigt. Seet til side pais.

PPC -25°Ctil-15°C  Opte paisién time. Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter
kortvarigt. Seet til side pa is.

2. Forvarm en mikropr@veinkubator med en MIDI-varmeblokindsats for at inkubere prevepladen til en af
felgende temperaturer. En valgfri anden mikroprgveinkubator kan bruges til at forvarme EEW. Lad EEW hvile
oven pa MIDI-varmeblokindsatsen.

* [FFPE] 58 °C

80 mer pr. probepanel] 58 °C

[
* [Somatisk variationsbestemmelse] 58 °C
[

Alle andre] 62 °C

Fremgangsmade

Indfangning

1. Tilfej SMB3til den tilsvarende brand pa en ny MIDI-plade, som falger.
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* [gDNA af hoj kvalitet] Tilsaet 250 ul SMB3.
* [gDNA ekstraheret fra FFPE] Tilfgj 62,5 ul SMB3.

Brug en pipette, der er indstillet til 100 ul forgDNA af hgj kvalitet eller 25 pl for FFPE, til at overfgre hvert
puljet bibliotek fra PCR-pladen med 96 brgnde til den tilsvarende brend i den nye MIDI-plade.

Forsegl og omryst ved 1200 o/m i 4 minutter.
| tilfeelde af plasken centrifugeres pladen kortvarigt.

Anbring den puljede biblioteksplade pa MIDI-varmeblokindsatsen pa mikropreveinkubatoren under EEW-
reret, luk Idget, og inkuber derefter i 15 minutter ved den relevante temperatur:

e [FFPE]58°C

[80 mer probepanel] 58 °C
* [Somatisk variationsbestemmelse] 58 °C
* [Alleandre] 62 °C

Fjern pladen med de puljede biblioteker, og centrifugér den ved 280 x g i 30 sekunder.

Anbring den omgéende pa en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til veesken er klar (2 minutter).

[gDNA af hej kvalitet] Fjern og kassér ved hjeaelp af en pipette, der er indstillet til 200 pl, al supernatant fra
hver brgnd uden at forstyrre perlepelleten.

[gDNA ekstraheret fra FFPE] Fjern og kassér ved hjaelp af en pipette, der er indstillet til 90 I, al
supernatant fra hver brgnd uden at forstyrre perlepelleten.

10. Fjern og kassér al resterende supernatant.

Vask

o g s w N 2

Fjern pladen fra den magnetiske holder.

[gDNA af hej kvalitet ] Fjern hurtigt EEW fra mikropreveinkubatoren, og tilseet 200 pl til hver brgnd.
[gDNA ekstraheret fra FFPE] Fjern hurtigt EEW fra mikropr@gveinkubatoren, og tilsaet 50 pl til hver brgnd.
Returner ubrugt EEW til mikropr@veinkubatoren, og hold det opvarmet.

Forsegl og omryst ved 1800 o/m i 4 minutter.

Anbring pravepladen pa MIDI-varmeblokindsatsen i mikroprgveinkubatoren under EEW-reret, luk laget, og

inkuber derefter i 5 minutter ved den relevante temperatur:
FFPE] 58 °C

80 mer probepaneler] 58 °C

Somatisk variationsbestemmelse] 58 °C

[
[
[
[Alle andre paneler] 62 °C

Anbring den omgaende pa en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (2 minutter).

8. Brug en pipette, der er indstillet til 200 ul for gDNA af hgj kvalitet eller 50 pl for FFPE, og fjern og kassér alle
supernatanter fra hver bregnd.
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9.

Gentag trin 1-8 to gange, dvs. tre vaske i alt.

Overforsel af vask

—_

Fjern pladen fra den magnetiske holder.

2. [gDNA af hej kvalitet] Fjern hurtigt EEW fra mikropregveinkubatoren, og tilsaet 200 pl til hver brgnd.
3. [gDNA ekstraheret fra FFPE] Fjern hurtigt EEW fra mikroprgveinkubatoren, og tilsaet 50 pul til hver brgnd.
4. Forsegl og omryst ved 1800 o/m i 4 minutter. | tilfeelde af plasken reduceres hastigheden til 1600 o/m.
5. Overfgr den genopsleemmede perleoplasning til en ny MIDI-plade.
Noget prgvemateriale kan forblive i brendene.
A FORSIGTIG
Overfersel af reagenset minimerer overfersel af restreagenser, der kan heemme downstream-
PCR.
6. Anbring prevepladen pa MIDI-varmeblokindsatsen pa mikroprgveinkubatoren, luk Idget, og inkuber derefter
i 5 minutter ved den relevante temperatur:
* [FFPE] 58°C
* [80 mer probepaneler] 58 °C
* [Somatisk variationsbestemmelse] 58 °C
* [Alle andre] 62 °C
7. Anbring den omgéende pa en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til veesken er klar (2 minutter).
8. Brug en pipette, der er indstillet til 200 ul forgDNA af hgj kvalitet eller 50 pl for FFPE, og fjern og kassér alle
supernatanter fra hver brend.
9. Centrifugér pladen ved 280 x gi 30 sekunder.
10. Placer pladen pa en magnetisk MIDI-pladeholder i 10 sekunder.
11. Brug en 20 pl pipette til at fjerne og kassere resterende veeske fra hver brgnd.
12. Fortseet straks til E/uér pa side 43 for at undga overtarring af perlerne og tab af biblioteksudbytte.
Eluér

Bland fglgende voluminer for at klarggre en elueringsmasterblanding. Gang hver volumen med antallet af
puljede biblioteker, der skal behandles.

* EE1(28,5ul)
e HP3(1,5ul)
Yderligere reagensoverskud er inkluderet i voluminen.

2. Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
3. Fjern MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
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10. Kassér MIDI-pladen.

Tilfgj 23 ul elueringsmasterblanding til hver bragnd.
Forsegl og omryst ved 1800 o/m i 2 minutter.
Inkuber pladen ved rumtemperatur i 2 minutter.
Centrifugér ved 280 x g i 30 sekunder.

Anbring den p& en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til vaesken er klar (2 minutter).

11. Tilfgj 4 ul ET2 til hver brgnd indeholdende 21 ul supernatant.

12. Indstil pipetten til 20 ul, og pipettér langsomt hver brgnd 10 gange for at blande.

13. Forsegl pladen, og centrifugér derefter ved 280 x g i 10 sekunder.

14. Inkuber pladen ved rumtemperatur i 1 minut.

Amplificér beriget bibliotek

Pa dette trin anvendes der PCR til at amplificere det berigede bibliotek.

Forbrugsstoffer
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Selvklaebende forsegling

Klargering

1. Klarger felgende materialer:

Artikel Opbevaring
EPM -25°Ctil-15°C
PPC -25°Ctil-15°C

Dokumentnr. 200038118 v0O

Instruktioner

Opte ved 4 °C eller pa is i én time. Vend op og ned for at
blande, og centrifugér derefter kortvarigt. Seet til side pa is.

Opto ved 4 °C péisién time. Bland pa vortexblander, og
centrifugér derefter kortvarigt. Szet til side pa is.

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.
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Overfer 21 ul supernatant fra MIDI-pladen til den tilsvarende brend pa en ny PCR-plade med 96 brende.
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2. Gem felgende AMP-program pa termocykleren ved brug af det relevante antal PCR-cyklusser, som angivet i
felgende tabel.

*  Vaelg funktionen til prazopvarmning af laget, og indstil til 100 °C
* Indstil reaktionsvoluminen til 50 pl
* 98°Ci45sekunder
* (X) cyklusser af:
* 098°Ci30 sekunder
* 60°Ci30sekunder
* 72°Ci30sekunder
* 72°Ci5minutter

* Holdved10°C
Total kerselstid er ~35 minutter.

Preve- og paneltype (X) Cyklusser
FPPE 14

lllumina Exome Panel (CEX) til gDNA af hgj kvalitet 10

[llumina Exome Panel (CEX) til FFPE 12

Alle andre prover og paneler 121234

"Kan justeres op til 15 cyklusser for sma tredjepartspaneler ved hjeelp af efterfelgende optimering. Hvis der anvendes
FFPE, kan antallet af cyklusser justeres op til 17.

2 Kan justeres op til 17 cyklusser for tredjepartspaneler, som kun har 500 prober. Hvis der anvendes FFPE, kan antallet
af cyklusser justeres op til 19.

3 Kan justeres op til 14 cyklusser for FFPE-praver.

4 @gning af antallet af PCR-cyklusser kan resultere i en hgjere dubletrate og mindre fragmentsterrelser for FFPE-
preover.

Fremgangsmade

Tilfgj 5 pl PPC til hver brgnd.
Tilfaj 20 ul EPM til hver brend.
Forsegl og omryst ved 1200 o/m i 1 minut.

Centrifugér pladen ved 280 x g i 10 sekunder.

aor w2

Anbring pa den forudprogrammerede termocykler, og ker AMP-programmet.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper: Opbevares ved 2 °C til 8 °C i op til to dage. Alternativt kan du lade den sidde pa termocykleren i
op til 24 timer.
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Oprens amplificeret, beriget bibliotek

Pa dette trin anvendes der Cleanup Beads til at oprense det berigede bibliotek og fierne uanskede produkter.

Forbrugsstoffer

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspensions Buffer)

* Nyklargjort 80 % ethanol (EtOH)
* Selvklaebende forseglinger

* MIDI-plade med 96 brgnde

* PCR-plade med 96 brgnde

* Magnetisk holder til MIDI-plade

Om reagenser
* Cleanup Beads
* Bland pé vortexblander inden hver brug.
* Bland hyppigt pa vortexblander for at sikre, at perlerne er jeevnt fordelt.

* Skal opsuges og dispenseres langsomt pa grund af oplasningens viskositet.

Klargering
1. Klarger felgende materialer.
Artikel Opbevaring Instruktioner
CB Rumtemperatur  Blandes péa vortexblander og ved at vende op og ned, indtil

vaeskens farve er homogen.

RSB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Bland pa vortexblander.

2. Klargear frisk 80 % EtOH fra absolut ethanol.

Fremgangsmade

Centrifugér PCR-pladen ved 280 x gi 10 sekunder.

Bland CB pé vortexblander 3 gange i 10 sekunder, og vend den derefter op og ned.
Tilfgj 40,5 pl CB til hver brend pa en ny MIDI-plade.

Overfor 45 yl fra hver breand pa PCR-pladen til den tilsvarende brend pa MIDI-pladen.
Forsegl og omryst ved 1800 o/m i 1 minut.

Inkuber MIDI-pladen ved rumtemperatur i 5 minutter.

N o g s wN 2

Centrifugér ved 280 x gi 10 sekunder.
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Anbring den p& en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til veesken er klar (5 minutter).
9. Fjern og kassér ved hjeelp af en pipette, der er indstillet til 95 pl, al supernatant fra hver brend.
10. Vask to gange, som fglger.
a. Mens pladen star pa den magnetiske holder, tilseettes 200 pl frisk 80 % EtOH uden at blande.
b. Inkuberi30 sekunder.
c. Fjern og kassér supernatant uden at forstyrre perlerne.
11. Lad Iuftterre pé den magnetiske holder i 5 minutter.
12. Brug a 20 pl pipette til at fjerne og kassere resterende EtOH fra hver brand under luftterringen.
13. Fjern fra den magnetiske holder, og tilfgj 32 pl RSB til hver brand.
14. Forsegl og omryst ved 1800 o/m i 1 minut.
15. Inkuber pladen ved rumtemperatur i 5 minutter.
16. Centrifugér ved 280 x g i 10 sekunder.
17. Anbring den pa en magnetisk MIDI-pladeholder, og vent, til veesken er klar (2 minutter).
18. Overfer 30 ul supernatant fra MIDI-pladen med 96 brgnde til den tilsvarende brgnd pa en ny PCR-plade.
19. Kassér MIDI-pladen.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT
Hvis du stopper: Forsegl pladen og opbevar ved -25 °C til -15 °C i op til 7 dage.

Kontrol af berigede biblioteker

Brug en fluorescensbaseret metode med interkalerende farvestof til at kvantificere dobbeltstrenget gDNA-
input. Undgé metoder, der maler total nukleinsyre, sdésom NanoDrop eller andre UV-absorbansmetoder.

1. Ker 1 ul af de berigede biblioteker ved hjaelp af din kvantificeringsmetode.

BEM/ZERK Den totale probemolaritet pavirker biblioteksudbyttet efter berigelse proportionalt.

Forvent en gennemsnitlig indsatsstarrelse pa 125-235 bp og fordeling af DNA-fragmenter med en storrelse
fra ~200 bp til ~1000 bp.
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Fortynding af biblioteker til startkoncentration

Pa dette trin fortyndes bibliotekerne til startkoncentrationen til dit sekventeringssystem. Dette trin er det forste
i en seriel fortynding. Efter fortynding til startkoncentrationen er bibliotekerne klar til denaturering og fortynding
til den endelige overfgrselskoncentration.

Til sekventering anbefaler lllumina, at du konfigurerer en kersel med parvise ender med 151 cyklusser per
leesning (2 x 151) og 10 cyklusser per indekslaesning, uanset hvilket berigelsesprobepanel du anvender. Hvis du
ensker faerre overlappede laesninger eller mindre ra deekning, kan du sekventere ned til 2 x 126 eller 2 x 101.

1. Beregn molaritetsvaerdien for biblioteket eller de puljede biblioteker ved hjeelp af falgende formel.

* For biblioteker, der er kvalificeret pa en DNA-fragmentanalyseenhed, anvendes den
gennemsnitssterrelse, der er opnaet for biblioteket.

* Ved alle andre kvalificeringsmetoder anvendes der 350 bp som gennemsnitlig biblioteksstarrelse.

ng /plx10° ,
. 9 /b = Molaritet (nM)
660 — x gennemsnitlig bibliotekssto rrelse (bp)

Eksempel: Hvis din bibliotekskoncentration er 20 ng/ul, og gennemsnitssterrelsen er 350 bp, er
molaritetsveerdien 86,58 nM.

6
20mg [uXW0__ g6 58 (M)
660 -2 x350(bp)

2. Ved hjeelp af molaritetsveerdien beregnes de naedvendige RSB- og biblioteksvoluminer til fortynding af
bibliotekerne til startkoncentrationen for dit system.

. Pakraevet minimal . Endelig overferselskoncentration
Sekventeringssystem e Startkoncentration (nM)
biblioteksvolumen (ul) (pPM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) eller 310 1,75 350
(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM er startkoncentrationen for en endelig overfarselskoncentration pa 350 pM.
Juster om ngdvendigt den endelige overfgrselskoncentration ved hjaelp af felgende tabel.

Endelig overferselskoncentration . . X
Puljet bibliotekskoncentration (nM)

(PM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
300 1,50
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Endelig overferselskoncentration . - .
Puljet bibliotekskoncentration (nM)

(PM)

350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Fortynding af biblioteker med RSB:

* Biblioteker, der er kvantificeret som en multiplekseret bibliotekspulje — Fortynd puljen til
startkoncentrationen for dit system.

* Biblioteker, der er kvantificeret individuelt — Fortynd hvert bibliotek til startkoncentrationen for dit

system. Tilfgj 10 ul af hvert fortyndet bibliotek til et rar for at oprette en multiplekseret bibliotekspulje.
4. Felg anvisningerne vedrgrende denaturering og fortynding for dit system for at fortynde til den endelige

overfgrselskoncentration.

* Se Klargering til sekventering pa NextSeq 550Dx pa side 49 for oplysninger om NextSeq 550Dx-
systemet.

* Se Klargering til sekventering pd MiSeqDx pa side 51 for oplysninger om MiSeqDx-systemet.

* Se Klargering til sekventering pa NovaSeq 6000Dx pa side 52 for oplysninger om NovaSeq 6000Dx-
systemet.

De endelige overfgrselskoncentrationer udgar udgangspunkter og generelle retningslinjer. Optimer

koncentrationerne til din arbejdsgang og kvantificeringsmetode over de efterfglgende sekventeringskarsler
eller ved hjeelp af flowcelletitrering.

Klargering til sekventering pa NextSeq 550Dx

Brug nedenstdende instruktioner til denaturering og fortynding af biblioteker, der skal sekventeres pa NextSeq
550Dx-sekventeringssystemet.

Forbrugsstoffer
* Hybridiseringsbuffer (HT1)
* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Klargering

Klarger en frisk fortynding af 0,2N NaOH til denaturering af biblioteker til sekventering. Ekstra volumen klarggres
for at forhindre sma pipetteringsfejl i at pavirke den endelige NaOH-koncentration.
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A FORSIGTIG

Frisk fortyndet 0,2N NaOH er afgerende for denatureringsprocessen. Forkert denaturering kan
reducere udbyttet.
Klarger felgende materialer.
Artikel Opbevaring Instruktioner
HT1 -25°Ctil-15°C  Opte ved rumtemperatur. Opbevar ved 2 °C til 8 °C, indtil du er klar til at
fortynde de denaturerede biblioteker.
Bland felgende voluminer i et mikrocentrifugerer for at klargere en frisk fortynding af NaOH:
* Vand godkendt til laboratorier (800 pl)
* 1IN NaOH (200 pl)
Resultatet er 1 ml 0,2N NaOH.
Vend op og ned pa reret gentagne gange for at blande.
Kombiner felgende voluminer i et mikrocentrifugerer for at klargere 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Vand godkendt til laboratorier (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Resultatet er 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

BEMZAERK Hold reret tillukket. Anvend den friske fortynding inden for 12 timer.

Denaturering af biblioteker

1.

4.

Bland fglgende voluminer af bibliotek og frisk fortyndet 0,2N NaOH i et mikrocentrifugerar.
* 10 ul bibliotek

* 10pl0,2N NaOH

Bland kortvarigt pa vortexblander, og centrifugér derefter ved 280 x g i 1 minut.

Inkuber ved rumtemperatur i 5 minutter.

Tilfgj 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Fortynding af denaturerede biblioteker til 20 pM

1.

Tilfej 970 ul HT1, der er afkalet pé forhand, til reret med denaturerede biblioteker.
Resultatet er et denatureret bibliotek pa 20 pM.

Bland kortvarigt pa vortexblander, og centrifugér derefter ved 280 x g i 1 minut.

Anbring 20 pM bibliotekerne pa is, indtil du er klar til at fortsaette til den endelige fortynding.
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Fortynding af biblioteker til overferselskoncentration

1. Tilfej felgende voluminer for at fortynde den denaturerede 20 pM biblioteksoplgsning til 1,2 pM.
* Denatureret biblioteksoplgsning (78 ul)

* HT1, der er afkelet pa forhand (1222 pl)
Den totale volumen er 1,3 ml ved 1,2 pM.

2. Vend op og ned for at blande, og pulscentrifugér.

3. Fortsaet til sekventering. Du kan finde instruktioner i oversigtsvejledningen til NextSeq 550Dx-instrument
(dokumentnr. 1000000009513) og Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx arbejdsprocesvejledning til
NextSeq 550Dx (dokumentnr. 200015671) eller Brugervejledning til DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Application (dokumentnr. 200025238).

Klargering til sekventering pa MiSeqDx

Brug nedenstdende instruktioner til denaturering og fortynding af biblioteker, der skal sekventeres pa MiSeqDx-
sekventeringssystemet.

Forbrugsstoffer
* Hybridiseringsbuffer (HT1)
* 1IN NaCH

Klargering

Klarger en frisk fortynding af 0,2N NaOH til denaturering af biblioteker til sekventering. Ekstra volumen klargeres
for at forhindre sma pipetteringsfejl i at pavirke den endelige NaOH-koncentration.

A FORSIGTIG

Frisk fortyndet 0,2N NaOH er afg@rende for denatureringsprocessen. Forkert denaturering kan
reducere udbyttet.

1. Klarger felgende materialer.

Artikel Opbevaring Instruktioner

HT1 -25°Ctil-15°C Opta ved rumtemperatur. Opbevar ved 2 °C til 8 °C, indtil du er klar
til at fortynde de denaturerede biblioteker.

2. Bland felgende voluminer i et mikrocentrifugerar for at klargaere en frisk fortynding af NaOH:
* Vand godkendt til laboratorier (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
Resultatet er 1 ml 0,2N NaOH.
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BEM/ZERK Hold reret tillukket. Anvend den friske fortynding inden for 12 timer.

Denaturering af et bibliotek pa 4 nM

1. Kombiner fglgende voluminer i et mikrocentrifugerer.
* 4 nM bibliotek (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Bland kortvarigt pa vortexblander, og centrifugér derefter ved 280 x g i 1 minut.
Inkuber ved rumtemperatur i 5 minutter.

Tilfej 990 pl HT1, der er afkelet pa forhand, til reret med det denaturerede bibliotek.
Resultater er 1 ml denatureret bibliotek pa 20 pM.

Fortynding af denatureret 20 pM bibliotek

1. Fortynd til den gnskede koncentration ved hjeelp af felgende voluminer.

Koncentration 6 pM 8 pM 10 pM 11 pM 12 pM 15 pM 20 pM
20 pM bibliotek 180yl 240ul  300pl  330ul  360pl  450ul 600 ul
HT1, der er afkolet pa forhand 420yl 360pl  300pl  270ul 240ul 150 pl ol

2. Vend op og ned for at blande, og pulscentrifugér.

3. Fortseet til sekventering. Du kan finde instruktioner i Oversigtsvejledning til MiSeqDx-instrument til MOS v4
(dokumentnr. 1000000157953) og Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx arbejdsprocesvejledning til
MiSeqDx (dokumentnr. 200015661).

Klargering til sekventering pa NovaSeq 6000Dx

Brug nedenstdende instruktioner til denaturering og fortynding af biblioteker, der skal sekventeres pa NovaSeq
6000Dx-sekventeringssystemet.

Forbrugsstoffer

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspensions Buffer)

* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx biblioteksrar
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Klargering

Klarger en frisk fortynding af 0,2N NaOH til denaturering af biblioteker til sekventering. Ekstra volumen klargeres
for at forhindre sma pipetteringsfejl i at pavirke den endelige NaOH-koncentration.

A FORSIGTIG

Frisk fortyndet 0,2N NaOH er afg@rende for denatureringsprocessen. Forkert denaturering kan
reducere udbyttet.

1. Bland felgende voluminer i et mikrocentrifugerer for at fortynde 1N NaOH til 0,2N NaOH:
Tabel 4 S2-tilstand

Reagens Volumen for én flowcelle (ul) Volumen for to flowceller (pl)
Vand laboratoriekvalitet 40 80
Lager TN NaOH 10 20

Disse voluminer resulterer i 50 ul 0,2N NaOH for en flowcelle eller 100 pl 0,2N NaOH for to flowceller.

Tabel 5 S4-tilstand

Reagens Volumen for én flowcelle (ul) Volumen for to flowceller (pl)
Vand laboratoriekvalitet 80 160
Lager 1N NaOH 20 40

Disse voluminer resulterer i 100 pl 0,2N NaOH for en flowcelle eller 200 pl 0,2N NaOH for to flowceller.
2. Vend flere gange for at blande, eller bland grundigt.
3. Kombiner fglgende voluminer i et mikrocentrifugergr for at klargere 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

* Vand godkendt til laboratorier (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pI)

Resultatet er 1ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

BEMZAERK Hold rgret tillukket. Anvend den friske fortynding inden for 12 timer.

Opret en normaliseret bibliotekspulje

| praksis kan overfgrselskoncentrationen variere afhangigt af biblioteksklarggrings- og
kvantificeringsmetoderne.

Brug felgende instruktioner til at normalisere biblioteker til den korrekte koncentration og derefter pulje.
Biblioteker, der er sekventeret pa den samme flowcelle, skal kombineres i en enkelt normaliseret pulje.

BEMZAERK Det maksimale antal prever, der kan kegres pr. bane med lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit er 192. Denne graense skyldes det samlede antal UD-indekser i saet A og B.
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1.

Normalisér biblioteker til puljeoprettelse

Bestem den gnskede bibliotekskoncentration baseret pa den enskede endelige overferselskoncentration.

* Den endelige overferselskoncentration pa 350 pM er den ngdvendige puljede bibliotekskoncentration
1,75 nM.

* Se Fortynding af biblioteker til startkoncentration pa side 48 for at bestemme den samlede
bibliotekskoncentration for en anden endelig overfgrselskoncentration.

2. Normalisér bibliotekerne til den enskede samlede bibliotekskoncentration ved hjaelp af 10 mM Tris-HCI, pH

8,5.
For hjeelp til fortynding af biblioteker til den relevante koncentration henvises til Puljeoprettelsesberegner
pa lllumina hjemmesiden.

Anbefalede overfarselskoncentrationer

Den optimale overfarselskoncentration afhasnger af bibliotekstypen og indsatssterrelsen. For biblioteker > 450
bp kan det veere ngdvendigt med hgjere overfgrselskoncentrationer.

Puljenormaliserede biblioteker og tilfaj valgfri PhiX-kontrol

1.

Kombiner den korrekte volumen for hvert normaliseret bibliotek i et nyt mikrocentrifugerer for at resultere i
en af fglgende endelige volumener:

Tilstand Endelig volumen (ul)
S2 150
S4 310

[Valgfri] Tilfgj 1 % ikke-denatureret PhiX> som felger.
a. Fortynd 10 nM Phix to 2,5 nM ved brug af 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. Tilsaet den korrekte maengde ikke-denatureret 2,5 nM PhiX til reret med ikke-denatureret
bibliotekspulje.

Tilstand Ikke-denatureret 2,5 nM PhiX (ul) lkke-denatureret bibliotekspulje (pl)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Ved tilsaetning i PhiX er 1 % den anbefalede maengde for velafbalancerede biblioteker. Biblioteker med lav
diversitet kan kraeve mere. Kontakt lllumina tekniske support for at fa vejledning, hvis du vil bruge en PhiX-
kontrol med biblioteker med lav diversitet.

Denaturbibliotekspulje og valgfri PhiX-kontrol

1.

Tilseet 0,2N NaOH til reret med ikke-denatureret bibliotekspulje og valgfrit PhiX pa felgende méade.
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Flowcelle 0,2N NaOH lkke-denatureret bibliotekspulje (ul])  Resulterende volumen
S2 37 150 187 pl eller 187,9 ul med PhiX
sS4 77 310 387 pl eller 388,9 ul med PhiX

2. Seet haette p3, og hvirvl derefter kortvarigt.

3. Centrifugér ved 280 x g i op til 1 minut.

4. Inkuber ved stuetemperatur i 8 minutter for at denaturere.

5. Tilsaet 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 som faelger for at neutralisere.

Tilstand 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (pl) Resulterende volumen
S2 38 225 pleller 225,9 pl med PhiX
sS4 78 465 pl eller 466,9 pl med PhiX

6. Seet heette pa, og hvirvl derefter kortvarigt.

Centrifugér ved 280 x g i op til 1 minut.

8. Overfar hele voluminen af denatureret bibliotek eller denatureret bibliotek og PhiX til NovaSeq 6000Dx-
biblioteksraret.

9. Fortsaet til sekventering. Du kan finde instruktioner i produktdokumentationen til NovaSeq 6000Dx-
instrumentet (dokumentnr. 200010105) og DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq
6000Dx (dokumentnr. 200014776).
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Fejlfinding

Brug fglgende tabel til fejlifinding af problemer i arbejdsgangen. Hvis en sekventeringskersel eller klargaring af
bibliotek mislykkes to gange, kan der veere behov for yderligere fejlfinding. Kontakt lllumina teknisk support.

Observation

Sekventeringskerslen
bestar ikke
kvalitetskontrol af
kerslen Specifikationer

Fejl under FASTQ-
generering eller generel
fejl med
sekventeringssystemet
(f.eks. netveerksfejl, fejl
under tilfgjelse/fjernelse
af reagenser osv.)

Dokumentnr. 200038118 v0O

Mulig Arsag

Bruger- eller
laboratorieudstyrsfejl
under
analysearbejdsgangen

Problem med
instrumentet

Software- eller
instrumentfejl

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Anbefalet Handling

Kvalificer berigede biblioteker for at sikre korrekt
biblioteksudbytte og fordeling af fragmentsterrelser.
Gentag klargering af bibliotek fra ét af de felgende
trin, afhaengigt af hvor den formodede fejl i
anvendelse eller udstyr opstod. Hvis &rsagen er
ukendt, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjeelp til
fejlfinding af din kersel.

» Sekventer bibliotekerne igen. Se Klargaring til
sekventering pd NextSeq 550Dx pa side 49,
Klargering til sekventering pd MiSeqDx pa side 51
eller Klargaring til sekventering pd NovaSeq 6000Dx
pa side 52.

« Berig bibliotekerne igen. Se Hybridisering af prober
pa side 37.

« Start biblioteksforberedelse fra begyndelsen af
arbejdsgangen. Se Brugervejledning pa side 21.

Kontakt lllumina teknisk support.

Se modulet eller applikationsvejledningen for at fa
hjaelp til analyse, eller se Oversigtsvejledning til
NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr.
71000000009513), Oversigtsvejledning til MiSeqDx-
instrument til MOS v4 (dokumentnr. 1000000157953)
eller produktdokumentationen til NovaSeq 6000Dx-
instrumentet (dokumentnr. 200010105).

Kontakt lllumina teknisk support, hvis du har brug for
yderligere hjeelp.
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Observation Mulig Arsag Anbefalet Handling

DNA-biblioteket Krav til prgveinput blev Serg for relevant prgveinput, og gentag

genererer ikke ikke overholdt biblioteksklargeringen.

tilstreekkeligt udbytte til Se Anbefalinger vedrarende proveinput pa side 18.

sekventeringsoverforsel  pgjjj anvendelse eller Gentag klargering af bibliotek fra ét af de felgende
udstyr under trin, afhaengigt af hvor den formodede fejl i

analysearbejdsgangen anvendelse eller udstyr opstod. Hvis arsagen er
ukendt, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjeelp til
fejlfinding af din karsel.

» Sekventer bibliotekerne igen. Se Klargaring til
sekventering pa NextSeq 550Dx pa side 49,
Klargering til sekventering pa MiSeqDx pa side 51
eller Klargering til sekventering pd NovaSeq 6000Dx
pa side 52.

« Berig bibliotekerne igen. Se Hybridisering af prober
pa side 37.

« Start biblioteksforberedelse fra begyndelsen af
arbejdsgangen. Se Brugervejledning pa side 21.

Kravene til Serg for relevant berigelsesprobepanel, og gentag
berigelsesprobepanelet  biblioteksklargaringen.
er ikke blevet overholdt Se Krav til berigelsesprobepaneler pa side 10.

Karakteristika for ydeevne

Ydeevhe med helexompaneler

Exompanelydeevnen blev testet ved brug af det laveste (50 ng) og det hgjeste (1000 ng) anbefalede input for
Coriell Cell Line gDNA NA12878 med et kendt sandhedsseet for detektion af kimbanevariationer (Coriell
platinum genome). Exompanel 1 (45 Mb) og exompanel 2 (36,8 Mb) blev anvendt som repraesentative paneler.
24 tekniske replikater blev testet ved hjeelp af lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-analysen med brug af
exompanel 1 (45 Mb) i to 12-plex-berigelsesreaktioner. 12 tekniske replikater blev testet ved hjaelp af lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx-analysen med brug af exompanel 2 (36,8 Mb) i en enkelt 12-plex-
berigelsesreaktion. De berigede biblioteker blev sekventeret pa NextSeq 550Dx-sekventeringssystemet med
DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager-modulet.

| nedenstaende tabel kan du se middelvaerdierne for sekundaere malinger af sekventerings- og
variationsbestemmelsesydelsen for de tekniske replikater, der blev testet med hvert panel.
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Tabel 6 Analysens ydeevne med to helexompaneler

Berigelse
af Ensartethed Fragmentleengde, SNV- SNV- Indel- Indel-

Panel '‘padded' . . ] NP q fror )
unik af deekning median genbestemmelse preecision genbestemmelse praecision
laesning

Exompanel 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %

1

(45 Mb)

Exompanel 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %

2 (36,8

Mb)

'Genbestemmelse = Positive/(sandt positive + falsk negative)
2Praecision = Sandt positive/(sandt positive + falsk positive)

Detektionsgraense

Detektionsgraensen er testet ved brug af referencestandarden Horizon HD799 DNA. HD799 bestar af moderat
kompromitteret, formalin-behandlet DNA med kendte SNV'er i allelfrekvenser iintervallet 1-24,5 %. Der blev
anvendt det laveste anbefalede DNA-input (50 ng), og detektionsraten for SNV'er med en
variationsallelfrekvens (VAF) = 5,0 % blev evalueret. 16 tekniske replikater blev testet med lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx-analysen ved brug af FFPE-arbejdsgangen, beriget med et pan-cancer-berigelsespanel
(1,94 Mb) i 16 (1-plex) berigelser og derefter sekventeret pa et NextSeq 550Dx-instrument med DNA
GenerateFASTQ Dx-modulet.

Alle prever bestod de panelspecifikke ydeevnekrav, som vist i nedenstdende tabel.

Tabel 7 Pr@vens ydeevne for detektionsgraense

panel Variationsdetektionsrate for SNV'er Gennemsnit
med VAF = 5,0 % Ensartethed af daekning
Pan-cancer-berigelsespanel 100 % 99 %

(1,94 Mb, 523 gener)

Interfererende stoffer

Indvirkningen af potentielle interfererenter er blevet vurderet i lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ved at
evaluere analysens ydeevne under tilstedeveerelse af interfererende stoffer.

Interferens i fuldblod

Acetaminophen (eksogent stof, laagemiddel), kreatinin og triglycerider (endogene metabolitter) blev testet ved
at fgje dem til humane fuldblodspr@ver inden DNA-ekstraktion. For at vurdere interferens som fglge af
blodindsamling (short draw - blodprever, der indeholder mindre end de anbefalede voluminer) blev der ogsa
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fejet EDTA til fuldblodspraverne. For at vurdere interferens som felge af preveklargaring blev der desuden fgjet
ethanol af molekyleerbiologisk kvalitet til DNA, der var ekstraheret fra fuldblod.

Testkoncentrationerne pr. interferent kan ses i nedenstaende tabel.

Tabel 8 Potentielt interfererende stoffer og koncentrationer testet i fuldblod
Teststof Testkoncentration
Acetaminophen 15,6 mg/dl*

Tre gange den hgjeste forventede koncentration efter en
terapeutisk laegemiddeldosis.

Kreatinin 15 mg/dI*
Hgjeste observerede koncentration i populationen.
Triglycerider 1,5 g/dI*
Hgjeste observerede koncentration i populationen.
EDTA 6 mg/mi
Tre gange den forventede koncentration i blod, indhentet i
EDTA-rer.
Ethanol af molekylaerbiologisk kvalitet 15 % v/v

| eluatet efter DNA-ekstraktion.

* | henhold til CLSI EP37-ED1:2018

For hvert interfererende stof blev 12 tekniske replikater testet ved hjaelp af lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx-analysen, beriget med exompanel 1 (45 Mb) i en enkelt (12-plex) berigelse, og derefter sekventeret pa et
NextSeq 550Dx-instrument med DNA GenerateFASTQ Dx-modulet.

For de testede stoffer opfyldte alle 12 prever kravene til preveydeevne, og der blev ikke set nogen interferens
med analysens ydeevne.

Interferens i FFPE-vaev

To kolorektale FFPE-prgver blev testet med og uden tilstedevaerelse af heemoglobin ved 0,1 mg pr. 10 um FFPE-
sektion for at afspejle et veerst taenkeligt scenarie i form af 50 % FFPE-veevsprgvekontamination med hgjt
haemoglobinniveau i blodet. Praverne blev testet ved hjaelp af Illumina DNA Prep with Enrichment Dx-analysen
ved brug af pan-cancer-berigelsespanel 1 (1,94 Mb) som repraesentativt panel ved single-plex-berigelser. De
berigede biblioteker blev derefter sekventeret pa et NextSeq 550Dx-instrument med DNA GenerateFASTQ Dx-
modulet. Alle preverne opfyldte kravene til preveydeevne, og det blev pavist, at heemoglobin ikke interfererer
med analysens ydeevne.

For at vurdere interferens som fglge af praveklargering blev der fgjet to eksogene stoffer til DNA, der var
ekstraheret fra en FFPE-vaevsprave med blaerecancer. De testede eksogene stoffer bestod af almindeligt
anvendte ekstraktionsoplasninger i forbindelse med DNA-ekstraktion og er angivet i nedenstaende tabel med
de testede maengder.

Teststofoplgsningerne er kommercielt tilgaengelige i kolonnebaserede DNA-isolationskit.
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Tabel 9 Potentielt interfererende eksogene stoffer og koncentrationer testet i FFPE

Teststof Testkoncentration (ul/30 pl eluat)
Afparaffineringsoplgsning 113 x107¢
Wash Buffer AW2 0,417

For hvert interfererende stof blev otte tekniske replikater testet ved hjaelp af lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx-analysen, beriget med et pan-cancer-berigelsespanel (1,94 Mb) i single-plex-berigelser, og derefter
sekventeret pa et NextSeq 550Dx-instrument med DNA GenerateFASTQ Dx-modulet.

For begge de testede stoffer opfyldte alle otte praver kravene til praveydeevne, og der blev ikke set nogen
interferens med analysens ydeevne.

Krydskontaminering

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (kvindelig, 10 praver), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (mandlig, 12 praver) og
kontroller uden skabelon (NTC, 2 prever) blev testet ved hjaelp af lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-
analysen i et skakbratmanstret pladelayout. Der blev anvendt det hgjeste anbefalede (1000 ng) gDNA-input for
alle prever som den mest stringente betingelse til evaluering af krydskontaminering mellem prgverne. Testen
blev udfaert to gange af to forskellige operatarer. Exompanel 1 (45 Mb) blev anvendt i 12-plex-
berigelsesreaktioner. De berigede biblioteker blev sekventeret pd NextSeq 550Dx med DNA GenerateFASTQ
Dx. Evalueringen blev udfert ved at vurdere deaekningen for det mandsspecifikke Y-kromosom i kvindelige
prever ved at sammenligne baggrundsniveauerne pa en fuld plade med kvindelige prever samt
indeksrepraesentationen i NTC-praverne.

Tabel 10 Resultater vedrgrende krydskontaminering

Kvindelige praver med mandlig Y-kromosom-daekning ved <
3 x baselinestoj

100 % < 0,0005 %

Indeksrepraesentation i NTC
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-
applikationsydeevne

Ydeevnekarakteristika for DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx applikationen til NovaSeq 6000Dx
findes i indlaegssedien til NovaSeq 6000Dx-instrumentet (dokumentnr. 200025276).

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx har de samme sekundaere
analysearbejdsgange som applikationen pa NovaSeq 6000Dx, herunder fglgende tre arbejdsgange: FASTQ-
generering, FASTQ- og VCF-generering til pavisning af kimcellevariationer og FASTQ- og VCF-generering til
pavisning af somatiske variationer.

Sammenlignelig sekundzer analyseydeevne blev indhentet fra samme biblioteksklargering sekventeret pa
begge platforme. Variationsdetektionsrate (Tabel 11) og frekvensoverensstemmelse (Figur 1) for Coriell Cell
Line gDNA-prgver blev evalueret ved hjalp af en repraesentativ analyse, der var designet til at undersgge en
reekke gener, der deekkede 1.970.505 baser (9.232 mal) pa tveers af alle 23 humane kromosomer. Otte Platinum
Genome DNA-praver blev testet, syv i replikater pa seks (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882,
NA12883, NA12884) og en (NA12881) i replikater pa fem (se Figur 1). Biblioteker blev sekventeret med tre
kersler pa hver NovaSeq 6000Dx- og NextSeq 550Dx-instrumenter, og variationsbestemmelse blev udfert ved
hjeelp af FASTQ- og VCF-generering til kimcellevariationsdetektionsanalysearbejdsgang for DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx-applikationen.

Baseret pa den staerke korrelation mellem applikationsydeevne pa NovaSeq 6000Dx- og NextSeq 550Dx-
instrumenter bestemmes det 0gsa, at ydeevnekarakteristika relateret til sekundaer analyse i NovaSeq 6000Dx-
instrumentets indlaegsseddel (dokumentnr. 200025276) geelder for DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx-applikationen.

Tabel 11 Applikationsydeevne — Variationsdetektionsrate for SNV'er, Indseettelser og Sletninger

panel Variationsdetektionsrate pa Variationsdetektionsrate pa
NovaSeq 6000Dx NovaSeq 550Dx
Pangenompanel 99,9 % 99,9 %
(1,97 Mb, 9.232 mal, 23 Chr.)
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Figur1 Variationsfrekvenssammenligning for NovaSeq 6000Dx- og NextSeq 550Dx-kersler med DRAGEN til
IDPE Dx-applikationsanalyse
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Bilag: lllumina UD-indeksadaptersekvenser

Disse unikke dobbelt (UD)-indeksadaptere anbringes i pladen for at underbygge den anbefalede
parringstrategi. Indexadapterne har en la&engde pa 10 baser i stedet for de typiske otte baser.

Index 1 (i7)-adaptere
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Index 2 (i5)-adaptere
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[15] TCGTCGGCAGCGTC

Felgende sekvensanvendes til adaptertrimming for laesning 1 og laesning 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Indeksadaptere til plade A/saet 1

Indeksnavn i7-baser i adapter i5-baser i adapter

UDPO0O0O01 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG

UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA

UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT

UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG

UDPO0O005 TAATCTCGTC ACATTATCCT

UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT

UDP0O007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
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Indekshavn

UDPO008
UDPO009
UDPO010
UDPOOM

UDP0012
UDPO0013
UDP0O014
UDP0015
UDPO0016
UDP0017
UDPO0018
UDPO0019
UDP0020
UDP0021

UDP0022
UDP0023
UuDP0024
UDP0025
UDP0026
UDPO0027
UDP0028
UDP0029
UDPO030
UDPO0031

UDP0032
UDPO0O033
UDP0034
UDPO0035
UDPO0036
UDP0O037

i7-baser i adapter

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

Dokumentnr. 200038118 v0O

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

i5-baser i adapter

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

illumina
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Indekshavn

UDPO0038
UDPO0039
UDP0040
UDP0041

UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDPO0049
UDP0050
UDPO051

UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO055
UDPO0056
UDPO057
UDP0058
UDP0059
UDPO0O060
UDPO0061

UDP0062
UDPO0063
UDP0064
UDPO0065
UDP0066
UDP0O067

i7-baser i adapter

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT
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i5-baser i adapter

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

illumina
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Indekshavn

UDPO0068
UDP0069
UDP0O070
UDPO071

UDP0072
UDP0073
UDP0O074
UDPO0075
UDPO0076
UDPO077
UDPO0078
UDPO0079
UDPO0080
UDPO0081

UDP0082
UDPO0083
UDP0084
UDP0085
UDPO0086
UDP0O087
UDPO0088
UDP0089
UDPO0O090
UDPO0O091

UDP0092
UDPO0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

i7-baser i adapter

TTGTTCCGTG
AAGTACTCCA
ACGTCAATAC
GGTGTACAAG
CCACCTGTGT
GTTCCGCAGG
ACCTTATGAA
CGCTGCAGAG
GTAGAGTCAG
GGATACCAGA
CGCACTAATG
TCCTGACCGT
CTGGCTTGCC
ACCAGCGACA
TTGTAACGGT
GTAAGGCATA
GTCCACTTGT
TTAGGTACCA
GGAATTCCAA
CATGTAGAGG
TACACGCTCC
GCTTACGGAC
CGCTTGAAGT
CGCCTTCTGA
ATACCAACGC
CTGGATATGT
CAATCTATGA
GGTGGAATAC

TGGACGGAGG
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i5-baser i adapter

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

illumina
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Indeksadaptere til plade B/seet 2

Indeksnavn i7-baser i adapter i5-baser i adapter
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDPO0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDPO101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDPO105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDP0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDP0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDPO0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0O110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPO1M CCTTGTTAAT TGTTGTTCGT
UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDPO113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UDP0114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDP0115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDP0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UDPO117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDPO119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDPO0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDPO0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
UDPO0125 TCCACGGCCT CTCGTGCGTT
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Indeksnavn i7-baser i adapter i5-baser i adapter
UDP0126 GATACCTCCT CCAGTTGGCA
UDPO0127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDP0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDPO0131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDPO0133 CGGCCTCGTIT ATACCTGGAT
UDPO0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
UDP0136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCGG TATATTCGAG
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDP0141 GGCCAATAAG GATAACAAGT
UbDP0142 CAGTAGTTGT AGTTATCACA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
ubDP0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDP0145 GGCCATCATA GATTGTCATA
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
uDP0148 CTATACGCGG TAGGAACCGG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDPO0150 GTATTCTCTA TATAGATTCG
UDPO151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDP0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDPO0153 TTCAGCGTGG TATTCCTCAG
UDPO0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
UDPO0155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
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Indeksnavn i7-baser i adapter i5-baser i adapter
UDP0156 TGAATATTGC GGCGCCAATT
UDPO0157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDP0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDPO0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDP0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDP0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDPO0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDPO0164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDP0165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
UDP0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDP0167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0168 GATTGTCATA TTGCTTGTAT
UDP0169 CCAACAACAT CAATCTATGA
UbDP0170 TTGGTGGTGC TGGTACTGAT
UDPO0171 GCGAACGCCT TTCATCCAAC
UDP0172 CAACCGGAGG CATAACACCA
UDP0173 AGCGGTGGAC TCCTATTAGC
UDP0174 GACGAACAAT TCTCTAGATT
UDPO0175 CCACTGGTCC CGCGAGCCTA
UDP0176 TGTTAGAAGG GATAAGCTCT
UDP0177 TATATTCGAG GAGATGTCGA
UDP0178 CGCGACGATC CTGGATATGT
UDP0179 GCCTCGGATA GGCCAATAAG
UDPO0180 TGAGACAGCG ATTACTCACC
UDP0181 TGTTCGCATT AATTGGCGGA
ubDP0182 TCCAAGAATT TTGTCAACTT
UDP0183 GCTGTAGGAA GGCGAATTCT
UDP0184 ATACCTGGAT CAACGTCAGC
UDP0185 GTTGGACCGT TCTTACATCA
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Indekshavn

UDPO0186
UDP0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

Revideringshistorik

Dokument

Dokumentnr.

200038118 vOO

i7-baser i adapter

ACCAAGTTAC
GTGTGGCGCT
GGCAGTAGCA
TGCGGTGTTG
GATTAAGGTG
CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Dato

Juli
2023

Dokumentnr. 200038118 v0O

illumina

i5-baser i adapter

CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Beskrivelse af andring

Oprindelig udgivelse.
Forrige dokument 200019584 erstattet af dette.
Zndringer fra dokument 200019584 v2 til dette nye dokument:

Tilfejet indhold til understattelse af sekventering pa NextSeq
550Dx-instrumentet ved hjeelp af DRAGEN for lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Application til NextSeq 550Dx.

Listen Afklarede reagenser medfalger ikke.

Tilfejede oplysninger om haendelsesrapportering til Advarsler og
forholdsregler.

Afklarede forventninger til berigelsesbiblioteker.

Tilfgjet instruktion i klargering af 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.
Fjernede typografisk fejl i sekventeringsklargaringstrin.

Zndringer tidligere foretaget af dokument 200019584

Tilfejet indhold til understattelse af sekventering pa NovaSeq
6000Dx-instrument.

Tilfgjelse af sekventeringssystemnavne og katalognumre.
Fjernelse af oplysninger om unik dobbeltindeksering for enkelt-
indekserede biblioteker.
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Patenter og varemaerker

Dette dokument og dets indhold er ophavsretligt beskyttet af lllumina, Inc. og dets datterselskaber (“lllumina”) og er udelukkende beregnet
til kundens kontraktmaessige brug i forbindelse med anvendelsen af de produkter, som er beskrevet heri, og til intet andet formél. Dette
dokument og dets indhold ma ikke bruges eller distribueres til noget andet formal og/eller pd anden made kommunikeres, offentliggeres
eller reproduceres pa nogen som helst made uden forudgaende, skriftligt samtykke fra lllumina. Med dette dokument udsteder lllumina
ingen licens under sit patent, varemaerke, sin copyright eller seedvaneret eller lignende rettigheder for nogen tredjeparter.

Anvisningerne i dette dokument skal fglges ngje og fuldstaendigt af kvalificerede og behgrigt uddannede medarbejdere for at sikre, at det
produkt eller de produkter, der er beskrevet heri, anvendes korrekt og sikkert. Alt indhold i dette dokument skal laeses grundigt og forstas
inden brug af produktet/produkterne.

HVIS ALLE ANVISNINGERNE HERI IKKE GENNEML/AESES FULDT UD OG F@LGES N@JE, KAN DET MEDF@RE SKADE PA PRODUKTET ELLER
PRODUKTERNE, SKADE PA PERSONER, HERUNDER BRUGERE ELLER ANDRE, OG SKADE PA ANDEN EJENDOM OG VIL G@RE ENHVER
GARANTI GZALDENDE FOR PRODUKTET ELLER PRODUKTERNE UGYLDIG.

ILLUMINA PATAGER SIG INTET ANSVAR SOM F@LGE AF FORKERT BRUG AF DET PRODUKT ELLER DE PRODUKTER, DER ER BESKREVET
HERI (HERUNDER DELE HERAF ELLER SOFTWARE).

© 2023 lllumina, Inc. Alle rettigheder forbeholdes.

Alle varemaerker tilngrer lllumina, Inc. eller de respektive ejere. Specifikke varemasrkeoplysninger er tilgaengelige pa
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktoplysninger
lllumina, Inc.
5200 lllumina Way IVD Australsk sponsor
San Diego, California 92122 U.S.A. lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (uden for Nordamerika) 3 Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherands B.V.
techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000
. . 5626 DK Eindhoven .
www.illumina.com The Metherlands Australien

Produktmaerkning

Du kan finde en fyldestgerende forklaring pa de symboler, der kan fremga af produktemballagen og -
maerkningen, i symbolforklaringen pa support.illumina.com under fanen Dokumentation for det relevante saet.
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