lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Rendeltetés

Az lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx készlet egy reagensekbdl és fogydeszkozokbél allé készlet, amely
emberi sejtekbdl és szbvetekbdl szarmazd genomikus DNS-b&I mintakdnyvtarak készitéséhez hasznalatos in
vitro diagnosztikai eljarasok |étrehozasa érdekében. A felhasznald altal biztositott probapanelek sziikségesek a
genom bizonyos terlileteit megcélzd konyvtarak elkészitéséhez. A l1étrehozott mintakonyvtarak

az lllumina szekvenaldrendszerein vald hasznalatra szolgalnak. A lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx
szoftver a szekvenalasi futtatas beallitdsara, monitorozasara és elemzésére szolgal.

Az eljaras midkodési elve

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet az emberi sejtekbdl és szévetekbdl szarmazd genomialis
DNS-bél szarmazo célrégidk szamara dusitott DNS-szekvenalasi konyvtarak manuadlis elékészitésére szolgal.

A céldusitashoz a felhasznald altal biztositott biotinilalt oligonukleotid panelek sziikségesek. Az lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx készlet kompatibilis a panelméretek széles valasztékaval, beleértve a kis paneleket (<
20 000 szonda) és a nagy paneleket is (> 200 000 szonda). A létrehozott dusitott kdnyvtarak szekvenalasra
szolgalnak a lllumina szekvenalasi rendszereken.

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet eljaras a kdvetkez6 |épésekbdl all:

* Genomikai DNS cimkézése — A Enrichment BLT Small (eBLTS) segitségével cimkézi fel a DNS bemenetet. A
cimkézés soran a gDNS fragmentalddik, és adapterekkel kertil felcimkézésére egyetlen Iépésben. Legalabb
50 ng DNS-bemenet sziikséges a eBLTS telitéséhez a cimkézési reakcidban. Telitett dllapotban a eBLTS
toredékek meghatarozott szamu DNS-molekulat tartalmaznak, hogy egységes méretl, normalizalt
konyvtarakat hozzanak létre.

* Cimkézés utani tisztitds - Feltisztitja az adapterrel elldtott DNS-t az amplifikacidhoz valé eBLTS
felhasznalasra.

* Tagmentalt DNS amplifikalasa — Amplifikalja a tagmentalt DNS-t egy korlatozott ciklusu PCR program
segitségével. A DNS-fragmentumok végén egyedi kettés (UD) indexek kerlilnek hozzaadasra, amelyek
lehet6évé teszik a DNS-kdnyvtdrak kettés egyedi vonalkddolasat és a klaszter |étrehozasat a szekvenalas
soran.

* Konyvtarak tisztitasa — Gyongytisztitasi eljarast alkalmaz az amplifikalt DNS konyvtarak megtisztitdsahoz
és méretének kivalasztasahoz.

* Konyvtarak — Egyedilalld indexekkel rendelkezé DNS konyvtarakat egyesit akar 12 kdnyvtarbal allé pool-
ban. Konyvtarakat kotet vagy témeg szerint is sszevonhat.

* Szondak hibridizalasa - Hibridizacids reakcidbdl all, amelynek sordn a kétszali DNS kdnyvtarakat
denaturaljak, és a biotinilalt DNS szondak paneljét hibridizaljak a célzott genomikai régidkra.
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— Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet tdbb panellel kompatibilis. A lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx készlet nem tartalmaz dusité panelt. A prdbapaneleket a felhasznald biztositja, és meg
kell felelnilik a sziikséges specifikacioknak. A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek
kompatibilisek mind a lllumina és harmadik féltél szarmazo dusitd DNS oligonukleotid panelekkel,
amelyek megfelelnek a sziikséges specifikacioknak. A harmadik félt8l szarmazd panelek sziikséges
specifikdcidival kapcsolatban lasd: Dusitdsi szondapanel kévetelményeia 10. oldalon

* Hibrid szondak régzitése — A Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) segitségével rogziti a célteriiletekre
hibridizalt biotinilalt szondakat.

* Amplifikalt, dusitott konyvtarak — PCR segitségével amplifikdlja a dusitott kdnyvtarakat.

*  Amplifikalt dusitott konyvtarak tisztitdsa — Gyongytisztitasi eljarassal tisztitja meg a dusitott,
szekvenaldsra kész kdnyvtarakat.

* Szekvenalds - A dusitott konyvtarak szekvendlasa MiSeqDx, NextSeq 550Dx vagy NovaSeq 6000Dx
szekvenalasi rendszereken torténik. A MiSegDx és a NextSeq 550Dx esetén az integralt DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modul az alaphivasokbdl szarmazd futtatasi beadllitasok,
futtatasfelligyelet és FASTQ-generalas szekvenalasara szolgal. A DRAGEN Server és NovaSeq 6000Dx
kiszolgaldval rendelkez6 NextSeq 550Dx esetén az DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
alkalmazas szamos elérheté munkafolyamattal rendelkez6 futtatasi bedllitasra és masodlagos elemzésre
szolgal.

Az eljaras korlatai

* Invitro diagnosztikai hasznalatra.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet kompatibilis az emberi sejtekbdl és szévetekbdl szarmazé
genomialis DNS-sel.

* Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet 50-1000 ng k6zotti kettés szali gDNS bemenetekkel
kompatibilis. A teljesitmény nem garantalt az ezen kiiszobértékeken kiviili bemenetek esetén.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet nem tartalmazza a DNS-extrakciéhoz sziikséges
reagenseket. Az analitikai vizsgalati eredményeket, beleértve az interferencia tesztelést is, a
Teljesitményjellemzdk a 59. oldalon megadva, teljes vérrel és FFPE-vel, reprezentativ mintatipusként
kaptak reprezentativ DNS extrakcios készletekkel. A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet
reagensekkel valé hasznalatra kifejlesztett 6sszes diagnosztikai teszthez teljes kor(i validalas sziikséges a
valasztott DNS extrakcios készlet teljesitményével kapcsolatban.

* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet nem ajanlott gyenge minéségl FFPE-mintakhoz, ha a
ACq > 5. Ha olyan mintakat hasznal, amelyeknél a ACq > 5, az névelheti a konyvtar el6készitésének
sikertelenségét, és csOkkentheti a vizsgalat teljesitményét.
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* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagenseket konfiguraltak és tesztelték a mintabemenetre,
a dusitasi reakciokra és a plexitasra vonatkozdan az aldbbi tablazatban jelzettek szerint.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Mintabevitel Dusitasi reakciok Dusitasi plexitas
Dx készlet
16-mintas készlet  Alacsony minéség 16 reakcid 1-plex
(FFPE)
96-mintas készlet  Kivald minéség (pl. 8 reakcid 12-plex
teljes vér)

* Az FFPE bemeneti feldolgozast mar tesztelték, és kizardlag 1-plex dusitasi reakciokhoz ajanlott a 16-mintas
készlet hasznalata esetén.

* A 96-mintas készlet esetében nem standard plexitasok (2-plex —11-plex) lehetségesek, de a kovetkez6

korlatozasokkal rendelkeznek:

— A mintak feldolgozasa 2-plex és 11-plex dusitasi reakciokban csdkkenti a készlet atbocsatoképességét.

— Az optimalis eredmények nem garantaltak. A nem szabvanyos plexitdsokhoz megfelelé dusitasi hozam
elérése tovabbi optimalizalast igényelhet.

— Az alacsony plexitasu (2-plex és 8-plex kdz0tti) poolozasi stratégidkhoz kiilonb6z8 szekvenciaju
indexadapterek kivalasztasa szilkséges a szinegyensuly optimalizaldsahoz a sikeres szekvenalashoz és
adatelemzéshez. A MiSeqDx és a NextSeq 550Dx DNA GenerateFASTQ Dx modulja a futtatas beallitasa

soran a szinegyensuly-index kombinacidk lehetéségeit kinalja. A poolozasi stratégiakkal kapcsolatos
tovabbi informéacidkért 1dsd: Osszevondsi médszerek a 34. oldalon.

* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet csak a MiSeqDx, NextSeq 550Dx és NovaSeq 6000Dx
rendszereken szekvenalt dusitott konyvtdrakra korlatozdédik. Mas szekvenalasi rendszerek hasznalata
teljes korl validalast igényel a teljesitmény minden vonatkozasaban.

* Atermék nem tartalmaz dusité paneleket. A Teljesitményjellemzdbk a 59. oldalon részben megadott
analitikai vizsgalati eredményeket reprezentativ dusité panelekkel kaptak, és csak tajékoztatasi célokat
szolgalnak. Az analitikai teljesitményjellemzék a vizsgalat altalanos képességeit példazzak, és nem
hatarozzak meg a képességeket vagy az alkalmassagot semmilyen konkrét vizsgalati allitasra vonatkozdéan.
Az ezekkel a reagensekkel torténé hasznalatra kifejlesztett valamennyi diagnosztikai teszt teljes kord
validalast igényel minden teljesitménybeli szempont tekintetében.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet kompatibilis mind a lllumina mind a és harmadik féltél
szarmazo dusitépanelekkel. Azonban a harmadik féltél szarmazé dusitdpanelek teljesitménye nem
garantalt, ha azok nem felelnek meg a panel kovetelményeinek. A panelekre vonatkozd kovetelményeket
lasd: Dusitdsi szondapanel kévetelményeia 10. oldalon.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet 2 6ras hibridizacios id6t hasznal. Hosszabb hibridizacids id6
alkalmazasa befolyasolhatja a teljesitménymutatokat.

* A MiSeqDx és NextSeq 550Dx DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modulok csak FASTQ fajlokat
szolgaltatnak. Ha ezeket a modulokat hasznalja, akkor el kell végeznie a masodlagos elemzés validalasat.
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* Az DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas elérhet6 a kdvetkezé helyen: NextSeq
550Dx DRAGEN Server és NovaSeq 6000Dx. Az alkalmazas tobb masodlagos elemzési munkafolyamatot
tdmogat, beleértve a FASTQ generdlast, a FASTQ és VCF generalast csiravonal varians kimutatashoz, és a
FASTQ és VCF generalast szomatikus varidns kimutatdshoz. Ha az alkalmazast VCF-generaldshoz
hasznalja, akkor nem kell masodlagos elemzés validalasat elvégeznie. Az alkalmazas korlatai a kovetkezdk:
— A >18bp hosszusagu beillesztések és a > 21 bp hosszusagu torlések nem lettek validalva.

— A nagy variansok, beleértve a tobb nukleotidbdl allé variansokat (MNV-k) és a nagy indelek, a kimeneti
VCEF-fajlban kiilonallé kisebb variansokként szerepelhetnek.

— AKkis MNV-ket kiilon valtozatként jelentik a kimeneti VCF fajlban.

— A VCF fajlban a delécidk jelentése a VCF formatum szerinti megel6z6 bazis koordinatajan térténik. Ezért
vegye figyelembe a szomszédos variansokat, mielétt azt leletezné, hogy egy egyedi bazisazonositas
homozigdta referencia.

— Csak a csiravonal munkafolyamatra vonatkozé korlatozasok:

* Az DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Alkalmazas Germline FASTQ és VCF
generacios elemzési munkafolyamatat ugy tervezték, hogy kvalitativ eredményeket adjon
csiravonal varians hivasahoz (pl. homozigéta, heterozigdta, vad tipusu).

* A masolatszam befolyasolhatja, hogy egy varians homozigdtaként vagy heterozigdtaként kerdl
azonositasra.
* Arendszer egyetlen I6kuszon nem jelenit meg két valtozatnal tdbbet, még a masolasi szam
valtozasa esetén sem.
— Csak a szomatikus munkafolyamatra vonatkozo korlatozasok:
* Az DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazds Szomatikus FASTQ és VCF

generacios elemzési munkafolyamatat ugy tervezték, hogy kvalitativ eredményeket adjon a
szomatikus varidns hivdsahoz (azaz szomatikus varidns jelenléte esetén).

* A Szomatikus FASTQ és VCF generacios elemzési munkafolyamat nem képes kiilénbséget tenni a
csiravonal és a szomatikus valtozatok kdzott. A munkafolyamat a gyakorisagok nagy
tartomanyaban eléforduld variansok kimutatasara szolgal, azonban a varians gyakorisaga nem
hasznalhaté a szomatikus és a csiravonalbeli variansok elkiilénitésére.

* A mintaban taldlhat6 egészséges szévetek befolydsoljak a varidnsok kimutatasat. Az emlitett
kimutatasi hatarérték a daganatos szovethdl és az egészséges szovetbdl kivont varians és normal
DNS gyakorisaga kdz6tti ardnyon alapul.

* Haegynél tobb varians allélt hivnak ugyanabban a I6kuszban, egyik allél sem lesz sikeres
variansként jelentve. Ehelyett az allélok teljes készlete jelentésre kerlil, de szlrésre keriil a
multiallelikalis cimke segitségével.

A termék 0sszetevoi

A(z) lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet a kbvetkezé komponensekbdl all:
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* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataldgusszam: 20051354 (16 minta) vagy
20051352 (96 minta)

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, kataldgusszam: 20051355 (16 minta) vagy
20051353 (96 minta)

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modul a NextSeq 550Dx rendszerhez, katalégusszam:
20063024

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modul a MiSegDx-hez, kataldgusszam: 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas a NovaSeq 6000Dx-hez, katalégusszam:
20074609

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas a NextSeq 550Dx-hez, katalégusszam:
20074730

Szallitott reagensek

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx kit6ltéséhez a sziikséges lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with
UD Indexes Set A vagy lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B. A konyvtar el6készitési és
dusitasi reakcidk a kdvetkezé szamat hajthatja végre 16 minta vagy 96 mintakészlet hasznalataval.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Mintabevitel Dusitasi reakciok Dusitasi plexitas
Dx készlet
16-mintas készlet Alacsony minéség 16 reakcio 1-plex
(FFPE)
96-mintas készlet Kivaléd minéség (pl. 8 reakcid 12-plex
teljes vér)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, 15 °C és 30 °C k6z6tt tarolandé

A kovetkezé reagensek szdllitdsa szobah6mérsékleten torténik. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett taroldsi
hémérsékleten, ezzel biztositva a megfelel teljesitményt.

Kémcs6é mennyisége .
Kupak Toltési

A reagens heve i i Hatéanyagok
g 16 minta 96 minta i térfogat yag
(#20050020)  (#20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Piros 350 ul Mosdszeroldat vizben.
(ST2)
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zold 41 ml Mosdszert és sét
(TWB2) tartalmazé pufferelt vizes
oldat.
Cleanup Beads (CB) 1 NA* Piros 10 ml Szilard fazisu

paramagneses gyongyok
pufferelt vizes oldatban.

*Cleanup Beads 96 mintdhoz a lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 mintak (# 20050030) tartalmazzak.

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 minta), 15-30 °C-on tarolando

A 96 mintakészletnél a lllumina Prep Dx Cleanup Beads (kataldégusszam: 20050030) tartalmazza a Cleanup
Beads-t. A kovetkezd reagens szallitasa szobahémérsékleten torténik. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett
taroldsi h6mérsékleten, ezzel biztositva a megfeleld teljesitményt. A 16 mintakészletnél, a lllumina Prep Dx
Tagmentation Reagents 1 (katalégusszam: 20050020) tartalmazza a Cleanup Beads-t.

A reagens Kupak Toltési
9 Darab ’p 2 Hatéanyagok
heve szine terfogat
Cleanup Beads 4 Piros 10 ml Szilard fazisu paramagneses gyongyok
(CB) pufferelt vizes oldatban.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, 2-8 °C-on tarolandé

A kovetkezé reagenseket hiitve szallitjak. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel
biztositva a megfeleld teljesitményt. A eBLTS térzsoldatot tartalmazo kémcsovet fliggélegesen tarolja, hogy a
gyongyok mindig a pufferbe meriiljenek.
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Kémcsé mennyisége Toltési térfogat
A reagens neve 16 minta 96 minta Kupak 16 26 Hatéanyagok
(#20050021) (#20050026) szine minta minta
Enrichment BLT 1 4 Sarga 200yl 290yl Glicerint, EDTA-t,
Small (eBLTS) ditiothreitolt, sot és
mososzert tartalmazoé
pufferelt vizes
oldatban lévé
transzpozommal
0sszekapcsolt
Streptavidin Magnetic
Beads.
Resuspension 1 4 Torlés 1,8ml  1,8ml Pufferelt vizes oldat.

Buffer (RSB)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, -25 °C és -15 °C kozott tarolando

A kovetkezé reagenseket fagyasztva szallitjdk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten,
ezzel biztositva a megfeleld teljesitményt.

Kémcsé mennyisége Toltési térfogat
A reagens neve 16 minta 96 minta Kupak 16 96 Hatéanyagok
(#20050022) (#20050027) szine minta minta
Tagmentation 1 4 Torlés 290l 290pul  Magnéziumsodkat és
Buffer 1 (TB1) dimetil-formamidot
tartalmazo pufferelt
vizes oldat.
Enhanced PCR 2 4 Torlés 200yl 610yl DNS-polimeraz és
Mix (EPM) dNTP-k pufferelt vizes
oldatban

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 minta), 2-8 °C-on tarolandé

16 mintakészlet esetében a kdvetkez6 reagensek talalhatdk a lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1-ben
(katalogusszam: 20050023). 96 mintakészlet esetén a reagensek a lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1
(kataldgusszam: 20050028) részét képezik.

A kovetkezé reagenseket hiitve szallitjak. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel
biztositva a megfeleld teljesitményt.
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Kémcsé
A reagens neve y
mennyisége
Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4
Resuspension Buffer (RSB) 1
Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1

Kupak
szine

Torlés

Torlés

Torlés

Torlés

Toltési X
i Hatéanyagok

térfogat

1,2 ml Streptavidin Magnetic
Beads formamidot,
detergenst és sot
tartalmazo pufferelt
vizes oldatban.

1,8 ml Pufferelt vizes oldat.

200 ul Mosdszert és sot
tartalmazé pufferelt
vizes oldat.

200 ul Pufferelt vizes oldat.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 minta), 2-8 °C-on tarolandé

96 mintakészlet esetében a kovetkezd reagenseket tartalmazza a lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1
(kataldgusszam: 20050028). 16 mintakészlet esetén a reagensek a lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents

1 (kataldgusszam: 20050023) részét képezik.

A kovetkezé reagenseket hilitve szallitjak. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel

biztositva a megfeleld teljesitményt.

Kémcs6 Kupak

A reagens neve .. ,
mennyisége  szine

Streptavidin Magnetic Beads 2 Torlés
(SMB3)
Resuspension Buffer (RSB) 4 Torlés
Enrichment Hyb Buffer 2 1 Torlés
(EHB2)
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Torlés

Toltési
térfogat

1,2 ml

1,8 mi
200 pl

200 pl

Hatdanyagok

Streptavidin Magnetic Beads
formamidot, detergenst és sot
tartalmazo pufferelt vizes
oldatban.

Pufferelt vizes oldat.

Mosdszert és sét tartalmazé
pufferelt vizes oldat.

Pufferelt vizes oldat.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, -25 °C és -15 °C k6zo6tt tarolando

A kovetkezd reagenseket fagyasztva szallitjdk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi h6mérsékleten,

ezzel biztositva a megfelel6 teljesitményt.
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A reagens neve

Enrichment Elution
Buffer 1 (EE1)

Enhanced
Enrichment Wash
Buffer (EEW)

PCR Primer Cocktail
(PPC)

2N NaOH (HP3)

HYB Buffer 2 + IDT

NXT Blockers
(NHB2)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Kémcsé mennyisége

16 minta 96 minta
(# 20050024) (# 20050029)
1 1
4 4
1 1
1 1
2 1
2 1

Kupak szine

Torlés

Borostyansarga

Torlés

Torlés

Kek

Torlés

Toltési
térfogat

580 pl

4,1 ml

320l

200 pl

480 pl

200 pl

illumina

Hatéanyagok

Mosdszeroldat
vizben.

Mosdszert és
sokat tartalmazé
pufferelt vizes
oldat.

PCR primerek
(oligonukleotidok)
keveréke.

2N natrium-
hidroxid (NaOH)
oldat.

Pufferelt vizes
oldat Cot-1 DNS-
sel, tomoritd
anyaggal és
formamiddal
DNS-polimeraz és
dNTP-k pufferelt
vizes oldatban

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, -25 °C és -15 °C k6zo6tt tarolando

A kdvetkezé reagenseket fagyasztva szallitjdk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten,
ezzel biztositva a megfelel§ teljesitményt. Az index adapter szekvenciakat l1asd a Fliggelék: lllumina UD indexek
adapter szekvencidi a 64. oldalon.

Komponens

lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 index), # 20050038
[llumina Unique Dual Index Dx Set B (96 index), #20050039
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

Nem szallitott reagensek

Sziikséges, de nem szallitott reagensek

* DNS extrakcids és tisztité reagensek
* DNS mennyiségi értékelési reagensek
* Etanol (200 proof molekularis bioldgiai hasznalatra szolgalo)
* Nukledzmentes viz
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1IN NaOH oldat, molekularis bioldgiai min&sitésl
* A NextSeq 550Dx szekvenaldrendszer hasznalata esetén:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (1 M Tris-HCL-bél higithato, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 ciklus), (cikkszam: 20028871)
* MiSeqDx szekvenalasi rendszer hasznalata esetén:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (cikkszam: 20037124)
* NovaSeq 6000Dx szekvenaldsi rendszer hasznalata esetén:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (1 M Tris-HCL-bél higithatd, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 ciklus) (kataldgusszam: 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 ciklus) (kataldgusszam: 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataldgusszam: 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalégusszam: 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (kataldgusszam: 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 db-os csomag (kataldgusszam: 20062291)

Dusitasi szondapanel kovetelményei

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek kompatibilisek mind a lllumina-tél, mind a harmadik
féltél szarmazd dusitd DNS oligonukleotid panelekkel. Ha harmadik féltél szarmazé biotinilalt DNS szondakat
(rogzitett vagy egyedi paneleket) hasznal, gy6z6djon meg arrdl, hogy azok megfelelnek a sziikséges
specifikacidknak.

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet az alabbi, harmadik féltél szarmazé panelspecifikacidk alapjan
lett optimalizalva és validalva. Az 6sszehasonlithatd teljesitmény nem garantalt, ha olyan kiils6 paneleket
hasznal, amelyek nem felelnek meg a specifikacidknak.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

* 80 bpvagy 120 bp szondahossz
* 500-675 000 szonda
* Egy- vagy kétszali DNS

* Teljes szondabemenet = 3 pmol a plexitasok dusitasahoz 1-plex és 12-plex kozott

Tarolas és kezelés

* Aszobahémérséklet a 15 °C és 30 °C kdzo6tti hémérsékletet jelenti.

* Areagensek a megadott mddon térténd tarolds esetén a készlet cimkéjén feltlintetett lejarati datumig
stabilak. A tarolasi h6mérsékleteket lasd a Szdllitott reagensek a 5. oldalon cim( részben.

* Afagyasztott reagensek stabilak a feltiintetett lejarati id6 el6tt legfeljebb négy fagyasztasi-felolvasztasi
ciklusig.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet eljaras a kovetkez6 biztonsagos leallasi pontokat
tartalmazza:

— A Cimkézett DNS amplifikdlasa a 29. oldalon utan az amplifikalt kdnyvtarak -25 °C és -15 °C kozo6tti
hémérsékleten tarolva akar 30 napig is stabilak.

— A KOnyvtdrak tisztitdsa a 31. oldalon -25 °C és -15 °C kdz6tt tarolva akar 30 napig is stabilak.

— A Pool elére dusitott kbnyvtdrak a 33. oldalon utdn az 6sszevont konyvtarak -25 °C és -15 °C kozotti
hémérsékleten tarolva akar 30 napig is stabilak.

— Az Dusitott konyvtar amplifikdlasa a 44. oldalon utan a dusitott, felerésitett kbnyvtarlemez akar 24 éran
atis a héciklus-szabalyozén maradhat. Alternativ megoldasként a lemez 2-8 °C-on legfeljebb 48 éran
at tarolhatd.

— Az utolsé megtisztitott, dusitott kdnyvtarak -25 °C és -15 °C kdzo6tti hémérsékleten tarolva akar 7 napig
is stabilak.
* Haalllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet valamelyik 6sszetevéjének csomagolasa vagy tartalma
megsérilt vagy mas médon karosodott, forduljon az lllumina tigyfélszolgalatahoz.
* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) lathatd csapadékokat vagy kristalyokat képezhet. Ha csapadékot észlel,
melegitse 37 °C-on 10 percig, majd vortexelje, amig a csapadék feloldodik.

* A Hibridizacids oligék (HYB) és Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) elémelegitését a mintatipusonként
és a szondapanelenként alkalmazhato hibridizacidés hémérséklet-tartasi hémérséklettel megegyez6
hémérsékletre kell végezni. Az NHB2 és EEW kezelésével kapcsolatos tovabbi informacidkért lasd az Az
eljiardssal kapcsolatos megjegyzések a 16. oldalon részt.

* A Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) és a HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) kristalyok és zavarossag
kialakulasahoz vezethet. Ha kristalyok és zavarossag figyelhet6 meg, vortexelje vagy pipettazza fel és le,
hogy dsszekeverje, amig az oldat tiszta nem lesz. Pipettazas el6tt melegitse el az NHB2-t.

* A Cleanup Beads (CB) kezelésekor kovesse az aldbbi bevalt gyakorlatokat:

— Soha ne fagyassza meg a gyongyoket.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

— Kozvetleniil a hasznalat el6tt vortexelje a gydngydket, amig Ujra nem szuszpendalddnak, és a szinik
homogén nem lesz.

* AEnrichment BLT Small (eBLTS) kezelésekor kdvesse az aldbbi bevélt gyakorlatokat:
— A eBLTS csovet fliggblegesen tarolja, hogy a gyongydk mindig a pufferbe merdljenek.

— Keverje 6ssze alaposan a eBLTS-t, amig a gyéngyok Ujra nem szuszpendalddnak. A gyéngyok
visszahelyezésének elkerlilése érdekében a pipettazas eldtti centrifugdlas nem ajanlott.

— Haagyongyok egy 96 lireges lemez oldalara vagy tetejére tapadnak, centrifugalja 280 x g erével 3
masodpercig, majd pipettadzza Ujra a szuszpenziot.

* Azindex adapterlemezek kezelésekor kdvesse az alabbi bevalt gyakorlatokat:
— Ne tegyen mintakat az index adapterlemezre.

— Azindexlemez minden lirege egyszer hasznalatos.

Szukséges, de nem szallitott eszk6zok és anyagok

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet mellett a protokoll megkezdése el6tt gy6z8djon meg arrdl,
hogy rendelkezik a szlikséges felszereléssel és anyagokkal.

Berendezés

Ugyeljen ra, hogy mielétt nekikezdene a protokollnak, rendelkezésre alljanak a sziikséges fogydeszkdzok.

A protokollt a felsorolt specifikacidkkal rendelkezé tételek segitségével optimalizaltuk és validaltuk. Az
0sszehasonlithato teljesitmény nem garantalt, ha a berendezést a specifikacioktdl eltéréen hasznalja.

Egyes elemek csak bizonyos munkafolyamatokhoz sziikségesek. Ezeket a tételeket kiilon tablazatokban
hatarozzak meg.

* Hévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzékkel:
— F(tott fedél
— Minimalis h6mérséklet-szabdlyozasi tartomany: 10 °C és 98 °C kdzott
— Minimalis hémérséklet pontossaga +0,25 °C
— Maximalis reakcidtérfogat: 100 pl
— Kompatibilis a 96 lireges, teljes peremmel ellatott PCR-lemezekkel
* Mikrominta inkubator a kovetkez6 specifikaciokkal:
— Hémérséklet-tartomany: kornyezeti, +5,0 °C és 99,0 °C k6z6tt
— Kompatibilis a 96 treges MIDI lemezekkel
* Mikrominta inkubatorbetétek, amelyek kompatibilisek a 96 lGreges MIDI lemezekkel
* Nagy sebességl mikrolemezes shaker 200-3000 rpm keverési sebességgel

* Magneses allvany, 96 lireges PCR lemezekkel kompatibilis
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel

Magneses allvany, 96 lireges MIDI lemezekkel kompatibilis

A fluorométer kompatibilis a mennyiségi meghatarozasi médszerrel
DNS-fragmentum analizator

Precizids pipettak:

— 10 pl-es egycsatornds és tobbcsatornas pipetta

— 20 pJl-es egycsatornas és tébbcsatornas pipetta

— 200 ul-es egycsatornas és tébbcsatornas pipetta

— 1000 pul-es egycsatornas pipettak

illumina

— Aprecizids pipettak hasznalata biztositja a reagensek és mintak pontos adagolasat. Egycsatornds vagy
tobbcsatornas pipettak is hasznalhatdk, ha azokat rendszeresen kalibraljak, és a pontossaguk

megadott térfogat 5%-an belil van.
Mikrolemezes centrifuga
Mikrocentrifuga
Az alabbi lllumina szekvenalasi rendszerek egyike:
— MiSeqgDx készlilék, katalégusszam: DX-410-1001

— NextSeq 550Dx készllék, katalégusszam: 20005715, opcionalis lllumina DRAGEN Server a NextSeq

550Dx készlilékhez, katalégusszam: 20086130
— NovaSeq 6000Dx készlilék, kataldogusszam: 20068232

[Opcionalis] Vakuumkoncentrator

[FFPE] Valds idejli PCR detektaldrendszer

Anyagok

A protokoll megkezdése elétt gyéz6djon meg arrdl, hogy rendelkezik a sziikséges anyagokkal.

Egyes elemek csak bizonyos munkafolyamatokhoz sziikségesek. Ezeket a tételeket kiilon tablazatokban
hatarozzak meg.

A protokollt a felsorolt elemek felhasznaldsaval optimalizaltak és validaltak. Az 6sszehasonlithaté teljesitmény
nem garantalt alternativ anyagok hasznalata esetén.

Sz(irt pipettahegyek

Kupos centrifugacsévek, 15 ml vagy 50 ml
Mikrocentrifuga-csovek, 1,5 ml

RNaz/DNaz-mentes tébbcsatornas reagenstartalyok, eldobhaté
RNaz/DNaz-mentes 8 csdves csikok és kupakok

Szeroldgiai pipettak

96 Ureges polipropilén mély lreges taroldlemez, 0,8 ml (MIDI lemez)
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

* Keményhéju 96-liregl, peremes PCR lemezek

* [FFPE] gPCR lemezekkel kompatibilis

* Ragasztd lemezek a 96 lreg(i lemezekhez a kdvetkez6 jellemzékkel:
— Hamozhato, optikailag atlatszé poliészter
— Peremes PCR lemezekhez alkalmas

— Er6sragasztéanyag, amely ellenall a -40 °C és 110 °C k6zotti hémérséklet-valtozasoknak

DN&az/RNaz-mentes
* Avalasztott kvantifikalasi médszerrel kompatibilis mianyag fogydeszkdzok
e Avdlasztott kvantifikalo rendszerrel kompatibilis fluorometrikus dsDNS kvantifikald készlet:

— Az el6re dusitott amplifikalt kdnyvtarak szamszerdsitéséhez széles korld szamszer(lsité készlet
hasznalhatd.

— Adusitott konyvtarak szamszer(sitéséhez a szamszer(sit6é készlet tartomanya a hasznalt
szondapaneltdl flgg.

* Toredékelemzé készlet a konyvtar minésitéséhez a kivalasztott mindsitési rendszerrel:
— Az el6dusitott kdnyvtarak minésitéséhez széles kor(i készlet hasznalhato.
— A minésitett dusitott konyvtarak esetében a minésitési készlet tartomanya a hasznalt szondapaneltél
flgg.
* [Opcionalis] Készlet az emberi sejtekbél és szovetekbdl torténé DNS-extrakcidhoz. Barmilyen hitelesitett
kivonasi médszert hasznalhat.

Mintavétel, -szallitas és -tarolas

A FIGYELEM!

Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.

* Ezavizsgalat kompatibilis az emberi sejtekbél és szévetekbdl szarmazd genomidlis DNS-sel.

* Akereskedelmiforgalomban kaphaté tisztitott gDNS esetében gy$z6djon meg arrdl, hogy a mintakat a
megfeleld korilmények kdzott szallitottak és a gyartd utasitdsainak megfeleléen taroltak. Kvesse a gDNS
tarolasi és kiolvasztasi ciklusainak bevalt gyakorlatait.

* Ateljes vér beviteléhez kdvesse a valasztott DNS-extrakcids mddszerre vonatkozd vérvételi, -szallitasi és -
tarolasi kdvetelményeket. Barmilyen hitelesitett kivonasi médszer hasznalhatd. A teljes vér szallitasat a
betegségek terjesztésére alkalmas anyagokra vonatkozé orszagos és helyi el6irdsoknak megfeleléen kell
végezni.

* ADNS FFPE-szovetbdl torténd kinyeréséhez barmilyen validalt kinyerési médszer alkalmazhaté. Kévesse a
vélasztott extrakciés modszerre vonatkozo utasitdsokat és ajanlasokat a kovetkezd gyakorlatok
meghatarozasahoz:
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

— Formalinfixalasi és paraffinba dgyazasi moédszer szovetekhez a kivont DNS legjobb minéségének
biztositédsa érdekében.
— FFPE-mintdk tarolasa.

— Akiinduldsi anyagokra vonatkozd kovetelmények, példaul az FFPE-metszetek szama és vastagsaga. A
legtobb tisztitasi modszer frissen vagott metszetek hasznalatat javasolja.

Figyelmeztetések és dvintézkedéesek

* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket
tartalmaznak. Belélegzésik, lenyelésik, bérrel érintkezésiik és szembe kerlilésik esetén személyi sériilést
okozhatnak. Viseljen védéfelszerelést, igy véddszemiiveget, kesztyl(t és laborkdpenyt a kockazat
mértékének megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszdgos és
helyi torvényeknek és eléirasoknak megfelel6en artalmatlanitsa. A tovabbi kérnyezetvédelmi és
munkavédelmi informacidkért tekintse meg a biztonsagi adatlapot (SDS) a support.illumina.com/sds.html
weboldalon.

* Atermékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse az lllumina vallalatnak és a
felhasznald és a paciens lakhelye szerinti tagallamok illetékes hatdsagainak.
* Minden vérmintat ugy kell kezelni, mintha ismerten fert6z6 lenne human immundeficiencia virus (HIV),

hepatitis B virus (HBV) vagy mas vérrel terjed6 kérokozdk tekintetében (altalanos dvintézkedések).

* Hasznalja a rutinszer( laboratdriumi ovintézkedéseket. Ne pipettazzon szajjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt terlileteken. A mintak és a készlet reagensei kezelésekor
viseljen eldobhatd gumikesztyl(it és laboratériumi kdpenyt. A mintak és a készlet reagensei kezelése utan
alaposan mosson kezet.

* A mintdk vagy reagensek lebomldsanak megel6zéséhez ligyeljen arra, hogy a protokoll megkezdése el6tt
az 6sszes tisztitasbdl szarmazd natrium-hipoklorit géz teljesen eltavozzon.

* A mintak mas PCR termékekkel/amplikonokkal valé szennyez&dése pontatlan és megbizhatatlan
eredményeket okozhat. A szennyez8dés elkeriilése érdekében kdvesse az alabbi bevalt gyakorlatokat:

— Alkalmazzon megfeleld laboratériumi gyakorlatokat és laboratdriumi higiéniat.

— Hajtsa végre a munkafolyamat Iépéseit a kijeldlt el§- és utdbamplifikacios teriileteken.

— Téarolja a haszndlt reagenseket a kdnyvtarak tisztitasa el6tt egy eléamplifikacids terileten.
— Valassza el az el6amplifikacids reagenseket az utéamplifikacids reagensektél.

— Ugyeljen arra, hogy az amplifikécié el6tti és az azutani teriileteken kiildn késziilékek legyenek (példaul
pipettak, pipettahegyek, vortexel6 és centrifuga).

* Kerllje el a keresztszennyezédést. Az egyes mintak kozott és az egyes reagensek kozott hasznaljon U
pipettahegyeket. Az szlrt pipettahegyek hasznalata csdkkenti az amplikonok atvitelét és az egyes mintak
k6zotti keresztszennyezddést.

— Mintak vagy reagens torzselegyek hozzaadasakor vagy tovabbitasakor cserélje ki a hegyeket az egyes
mintak kdzott.
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— Haindexadaptereket ad hozza tébbcsatornas pipettaval, cserélje ki a hegyeket az egyes sorok vagy
oszlopok k6zott. Egycsatornds pipetta hasznadlata esetén cserélje ki a hegyeket az egyes mintak kdzott.

— Tavolitsa el a fel nem hasznalt index adapterlemezeket a munkateriletrél.
* Az etanolmosasilépésekhez kdvesse az aldbbi bevalt gyakorlatokat:

— Mindig frissen készitsen 80%-0s etanololdatot. Az etanol vizet vehet fel a levegébdl, ami
befolyasolhatja az eredményeket.

— Ugyeljen arra, hogy a mosési Iépések soran minden etanol eltavolitasra keriiljon az liregek aljabdl. A
megmaradt etanol befolydsolhatja az eredményeket.

— A magnesallvanyon elvégzett [épés utan tartsa be a megadott szaradasi id6t, hogy biztositsa a teljes
mértéku elparolgdst. A megmaradt etanol befolyasolhatja a kés6bbi reakciok teljesitményét.

* Hasznadlat el6tt mindig készitse eld a torzselegyeket, és soha ne tarolja a kombinalt munkaoldatokat.

* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet teljesitménye nem garantalt, ha az eljarasokat nem kovetik
a terméktajékoztatéban leirtak szerint.

* Ne haszndlja a reagenseket a készlet cimkén feltlintetett lejarati id6 utan.

* Ne cserélje fel eltéré tételhez tartozé lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készletek 6sszetevéit. A
készletek a készlet cimkéjén vannak feltlintetve.

Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések

DNS bemeneti ajanlasok

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet protokoll 50-1000 ng k&z6tti, kivald minéség(, kétszalu
genomikai DNS (gDNS) bemenetekkel kompatibilis.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a kezdeti gDNS-minta nem tartalmaz > 1 mM EDTA-t, és szerves
szennyez6désektdl, példaul fenoltdl és etanoltdl mentes. Ezek az anyagok zavarhatjak a tagmentacids reakciot,
és a vizsgalat sikertelenségét okozhatjak.

gDNS bemenet = 50 ng

Az 50-1000 ng koz6tti gDNS-bemenetek esetében nincs sziikség a kezdeti gDNS-minta szamszer(isitésére és
normalizalasara.

gDNS bemenet < 50 ng

10-50 ng DNS bemenetek hasznalhatdk, a kdvetkezé bedllitasokkal:

* Ha10-49 ng gDNS bemenetet hasznal, a kezdeti gDNS minta szamszer(sitése javasolt a tagmentacié utan
sziikséges PCR ciklusok szamanak meghatarozasahoz. Fluorometrias alapu moédszerrel szamszerdsitse a
kétszall gDNS-bemenetet. Kerllje a teljes nukleinsav mérésére szolgaléd modszereket, példaul a
NanoDrop-ot vagy mas UV abszorbancia médszereket.
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* Ezaprotokoll nem normalizalja a végleges el6re dusitott kbnyvtari kapacitdsokat 10-49 ng gDNS-bél, ezért
a konyvtarak mennyiségi meghatarozdsa és normalizalasa szlikséges a dusitds el6tt és utan.

* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet-t 50-1000 ng k6z6tti DNS-bemenetekre jellemezték és
ellenérizték. Az egyenértékl termék teljesitménye nem garantdlhatd a < 50 ng gDNS bemenetek esetén.

Javaslatok a vérbevitelre vonatkozoéan

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet kompatibilis a periférias teljes vérbdl kivont gDNS-sel. Barmilyen
hitelesitett kivonasi médszer hasznalhaté. A gDNS teljes vérbél torténd kivonasakor a bemeneti DNS kezdeti
mennyiségi meghatarozasa nem sziikséges, és a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet normalizalt
el6re dusitott konyvtari kapacitast hoz létre.

A kovetkezé tényezo6k hatranyosan befolyasolhatjak a teljes vérmintakbdl nyert DNS mennyiségét, ésigy a
kényvtar normalizalasat:

* Vérminta életkora
* Tarolasi feltételek

* Afehérvérsejtszamot befolydsolo alapbetegségek

FFPE szovetminta bevitelére vonatkozo6 ajanlasok

A konyvtar sikeres el6készitéséhez a kovetkezé FFPE DNS-min&ségi kritériumok alapjan hatarozza meg a
megfelel§ bemenetet:

* FFPE-mintdk esetében, amelyek ACq értéke =< 5, a javasolt DNS-bemenet 50-1000 ng.
* Alllumina DNA Prep with Enrichment Dx nem ajanlott gyenge minéségi FFPE-mintakhoz, ahola ACq > 5. A

mintak hasznalata lehetséges, ha a ACq > 5 érték van megadva, de névelheti a kdnyvtar el6készitésének
sikertelenségét vagy csokkentheti a vizsgalat teljesitményét.

FFPE-extrakcid

Hasznaljon olyan nukleinsav-izolaciés modszert, amely magas visszanyerési hozamot eredményez,
minimalizalja a mintafogyasztast és megérzi a minta integritdsat. Barmilyen validalt médszert alkalmazhat az
FFPE-mintakbdl térténé DNS-extrakcidhoz. Az FFPE-szovetbdl kivont gDNS esetében a bemeneti DNS kezdeti
mennyiségi meghatdrozasa sziikséges, és a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet nem termel
normalizalt elére dusitott konyvtari kapacitast.

FFPE DNS-mindsités

Az FFPE-szOvetbdl kivont gDNS-t haszndlat elétt mindsiteni kell. Az optimalis teljesitmény érdekében értékelje
a DNS-minta minéségét validalt extrakcidos médszerrel az FFPE-mintakbdl kivont DNS mindsitéséhez. A lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx készlet protokoll kompatibilis a = 5-6s ACq értékl FFPE DNS-mintakkal. lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx készlet nem ajanlott rossz minéség, ACq > 5-6s FFPE mintakhoz. Ha a mintak
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ACq > 5 értékkel rendelkeznek, lehetséges, de ndvelhetik a kdnyvtar elékészitésének sikertelenségét vagy
csokkenthetik a vizsgalat teljesitményét.
[Opcionalis] FFPE referenciamintak

A protokoll végrehajtasakor hasznaljon minésitett referenciaanyagokat, példaul a Horizon HD799 (DNS)-t
pozitiv kontrollként. A sejtvonalbdl szarmazdé xenograftokbdl szarmazoé mindsitett FFPE-anyagok
referenciamintakként is felnasznalhatdk. Hasznaljon fluorometrids alapu modszert a referenciaanyagok
mennyiségi meghatarozasara hasznalat elétt.

MEGJEGYZES A pozitiv kontroll referencia minta és a sablon nélkiili kontroll (NTC) futtatasa reagenseket
fogyaszt és csokkenti a feldolgozhatd ismeretlen anyai mintak szamat.

Mintabeviteli ajanlasok

A mintabemeneti ajanlasokat az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet-hoz az alabbi tablazat foglalja
0ssze.

1tablazat Mintabeviteli ajanlasok

Bemeneti DNS

. . . . .. e, Normalizalt
Mintabevitel Mintabevitel mennyiségi Szukséges DNS- o
tipusa O0sszege meghatarozasa bemeneti minésé elodusitott

P 9 g i g konyvtar hozam

szukséges
gDNS 10-49 ng Igen 260/280 arany: 1,8-2,0 Nem
gDNS 50-1000 ng Nem 260/280 arany: 1,8-2,0 Igen
gDNS a 50-1000 ng Nem 260/280 arany: 1,8-2,0 Igen
vérbol
gDNS FFPE- 50-1000 ng Igen ACqérték <5 Nem
bél

A eBLTS PCR program javasolt PCR ciklusait a minta bemeneti koncentracidja és mindsége alapjan allitjak be.
Tovabbi informacidkért lasd: Cimkézett DNS amplifikdldsa a 29. oldalon.
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Tippek és modszerek

A keresztszennyezd6dés elkeriilése
* Mintak hozzaadasakor vagy tovabbitasakor cserélje ki a hegyeket az egyes mintak kézétt.

* Haindexadaptereket ad hozza tébbcsatornas pipettaval, cserélje ki a hegyeket az egyes sorok vagy
oszlopok k6zétt. Egycsatornds pipetta hasznalata esetén cserélje ki a hegyeket az egyes mintak kozott.

A lemez lezarasa

* A 96 Ureges lemezt mindig gumihengerrel, Uj ragasztds tomitéssel zarja le, mielétt a protokoll kbvetkez6
[épéseit végrehajtana:
— Razasilépések
— Inkubalasilépések. A lemez megfelel6 lezardsanak elmulasztasa az inkubacié soran elparolgashoz

vezethet.

— Centrifugalasi lépések
— Hibridizacios lépések

* Akeresztszennyez8dés és a parolgds kockazatdnak csokkentése érdekében gy6z6djon meg arrél, hogy a
szélek és az Uregek teljesen le vannak zarva.

— Ha barmilyen folyadék vagy paralecsapddas figyelheté meg a lemezcelldk tomitésén vagy oldalan,
centrifugalja szlikség szerint a lezaras feloldasa el6tt.

* Helyezze alemezt vizszintes felliletre, és lassan hlzza le a zaréfoliat.

Kezelés Enrichment BLT Small (eBLTS)

* AeBLTS torzsoldatot tartalmazé kémcsovet fliggblegesen, hiitészekrényben tarolja, hogy a gyongyok
mindig a pufferbe meriljenek.

* Kozvetlenil a hasznélat el6tt alaposan vortexelje a eBLTS térzsoldatot tartalmazo csovet, amig a gyongyok
Ujraszuszpendalddnak. A gyéngyok visszahelyezésének elkeriilése érdekében a pipettazas el6tti
centrifugalas nem ajanlott.

* Haagyongyok egy 96 Ureges lemez oldalara vagy tetejére tapadnak, centrifugdlja 280 x g erével 3
masodpercig, majd pipettazza Ujra a szuszpenziot.

* eBLTS mosasakor:
— Alemezhez megfelel§ magneses allvanyt hasznaljon.
— Tartsa alemezt a magneses allvanyon, amig az eltavolitdsra vonatkozé utasitdsok meg nem hatdrozzak.

— Haagyodngyoket a pipettahegyekbe szivja fel, adagolja vissza a magneses allvanyon [évé lemezbe, és
varjon, amig a folyadék tiszta nem lesz (2 perc).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet
munkafolyamat

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet munkafolyamatot az alabbi dbra szemlélteti. A Iépések kozott
jelezve vannak a biztonsagos megszakitasi pontok. Az idébecslések 12 minta 12-plex dusitassal torténé
feldolgozasan alapulnak.

gDNA

Biztonsagos
abbahagyasi pont

A genomikai DNS cimkézése
Munkaidé: 20 perc

Osszesen: 40 perc

Reagensek: eBLT, TB1

e Tagmentacié utani tisztitas
Munkaidé: 10 perc
Osszesen: 20 perc
Reagensek: ST2, TWB2

e Cimkézett DNS amplifikalasa
Munkaidé: 15 perc
Osszesen: 45 perc
Reagensek: EPM, indexadapterek
Biztonsagos

abbahagyasi pont .. . . p
o Konyvtarak tisztitasa
Munkaidé: 10 perc

Osszesen: 20 perc
Reagensek: RSB, CB, EtOH
Biztonsagos

abbahagyasi pont . . .. .
Konyvtarak dsszekeverése
Reagensek: RSB

Biztonsagos
abbahagyasi pont
PP @) Szondak hibridizalasa
Munkaidé: 10 perc
Osszesen: 125 perc
Reagensek: Dusité szondapanel,
NHB2, EHB2, RSB

€©) Hivridizalt szondak rogzitése
Gyakorlat: 25 perc
Osszesen: 65 perc
Reagensek: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

© Dusitott konyvtar amplifikalasa
Munkaidé: 5 perc
Osszesen: 40 perc
Reagensek: PPC, EPM
Biztonsagos

sobanagyesieent @) Amplifikalt dusitott
konyvtar tisztitasa
Munkaidé: 10 perc
Osszesen: 20 perc
Reagensek: CB, RSB, EtOH

® Pre-PCR @® Poszt-PCR
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Hasznalati Utmutato

Ez a fejezet a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet protokollt ismerteti.

* Tekintse at a tervezett teljes szekvenalasi munkafolyamatot, a mintatdl az elemzésig, a termékek és a
vizsgalati paraméterek kompatibilitdsanak biztositasa érdekében.

* Miel6tt folytatna, ellenérizze a készlet tartalmat, és gy6z8djon meg arrél, hogy rendelkezik a sziikséges
komponensekkel, berendezésekkel és anyagokkal.

— A harmadik féltél szarmazé biotinilalt szondaknak meg kell felelnitik a konkrét kdvetelményeknek.
Olvassa el a Dusitasi szondapanel kévetelményeia 10. oldalon, hogy megbizonyosodjon arrél, hogy a
harmadik féltél szarmazo szondak megfelelnek a kovetelményeknek.

* Kovesse a protokollt a megadott sorrendben, a megadott térfogatok és inkubacids paraméterek
alkalmazasaval.

* Afelsorolt mlveleteket kdzvetlenil egymas utan kell elvégezni; csak a protokollban megjeldlt biztonsagos
megszakitasi pontoknal lehet abbahagyni.

* Atorzselegy létrehozasakor a megadott mennyiségek tartalmazzak a tobbletet.

» Ugyeljen arra, hogy a lemeztipuséanak megfelelé magneses allvanyt haszndlja.

Felkészulés a poolozasra

Erre a Iépésre a dusitott konyvtarak sikeres szekvenaldsanak biztositdsahoz van sziikség. A kdnyvtadrak
O0sszevonasa a gazdagodas és a szekvenalas el6tt is megtorténhet.

Dusitas el6tt — Az egyes indexalt amplifikalt kdnyvtarak 6ssze vannak gyUjtve a kivalasztott szondapanellel vald
dusitds érdekében. Ez egy multiplexelt, dusitott konyvtarcsoportot hoz Iétre. Az FFPE-minta beviteléhez a
feldolgozast tesztelték, és kizardlag 1-plex dusitasi reakcidkhoz ajanlott. A kivalé minéségid gDNS-hez 12-
plexet teszteltek, de 2-plextdl 11-plexig lehetséges.

Szekvenalas elétt - 1-plex dusitott konyvtarak és/vagy multiplex dusitott konyvtdrak dsszesitése a
szekvenalas elétt. A sorba rendezheté dusitott kdnyvtarak szama a szekvenalasi rendszer egyes mintainak
célmérési mélységétdl fligg.

Egyedi kettés indexelés

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet egyedi kett6és indexeket alkalmaz.

* Akett6s indexelt kbnyvtarak 1 (i7) és 2 (i5) index szekvencidkat adnak hozza az egyedien cimkézett
konyvtarak létrehozasahoz.

* Az UDindexek azi7 ési5 index leolvasashoz kiilonb6zé, fliggetlen index szekvenciakkal rendelkeznek. Az
indexek 10 bazis hosszuak.
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A kiilénb6z6 szekvenciaju indexadapterek kivalasztdsa az 6sszevont kdnyvtarakhoz optimalizélja a
szinegyensulyt a sikeres szekvenaldashoz és adatelemzéshez. A = 10 plexes plexitas pool-ok eredendéen
szinkiegyensulyozottak, igy barmilyen indexadapter-kombinaciét haszndlhat. A szekvendldsi futtatas soran a
DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager Modul opcidkat kinal a szinegyensulyozott indexkombinacidkhoz,
és értesiti Ont, ha a kivalasztott indexkombindacidkban nincs elegendé diverzitas.

Az lllumina UD index adapter szekvencidkkal és lemezelrendezésekkel kapcsolatos informacidkat 1asd a
Fliggelék: lllumina UD indexek adapter szekvenciai a 64. oldalon

Tamogatott dusitasi plexiak

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek konfiguralasa és tesztelése 1-plex és 12-plex
dusitasi plexitassal torténik. Bar mas dusité plexidk is lehetségesek, egyes plexidk tovabbi elédusité kdnyvtar
el6készitést és dusité szonda panel reagenseket igényelnek.

A nem szabvanyos dusitasi plexitdshoz megfelel§ dusitasi hozam elérése tovabbi optimalizalast igényelhet. Az
optimalis eredmények nem garantaltak.

* Dusitd plexitas — Az elére dusitott konyvtarak (1-12) szama, amelyek egyetlen dusitasi reakciéban
egyeslilnek a dusitd szondapanelekkel vald hibridizaciéhoz. Ha példaul 12 elére dusitott konyvtarat egyesit
0ssze, akkor egy 12-plex dusité pool jon létre.

* Dusitasi reakcié — Az egyedi dusitasi reakcié-el6készitések szama, fliggetleniil a reakcidonként 6sszevont
elédusitott konyvtarak szamatdl. Példaul egy egyszeri dusitasi reakcid el6 tud késziteni egy 1-plex vagy 12-
plex dusitasi csoportot.

A posztdusitott konyvtarak teljes szamanak kiszamitdsahoz szorozza meg a dusité plexitast reakcionként a
dusito reakcidok szamaval. Példaul egy 12-plex dusitd halmaz egyetlen dusitasi reakcidja 12 utddusitott
konyvtarat hoz létre.

Eléredusitott kdnyvtarak egyesitésekor a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek a kovetkezé
dusitasi reakcidkat és plexiséget tamogatjak.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Dusitasi reakciok Dusitasi plexitas
készlet Reagensek &
16-mintas készlet 16 reakcié 1-plex
96-mintds készlet 8 reakcio 12-plex

Két-Plex nyolcon keresztiil -Plex poolozasi stratégiak

Az alabbi tablazat azokat az indexadaptereket (cellakat) mutatja, amelyek kombinalhatdk egy 2-8-plex
halmazban, mig a szinkédolt dbra az egyes kombinacidokat mutatja.

Az oszlop tetejétdl vagy aljatdl = 2-es plexitast kell 6sszevonni. Ne végezzen dsszevonast egy soron keresztil.
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Plexitas
2

Dokumentumszam: 200038118 v00

Kombinacidok

Az oszlop elsé két vagy utolsd
két cellaja:

e AésB

e GésH

A C-F sorok nincsenek
hasznalatban.

Az oszlop elsé harom vagy
utolsé harom celldja:

« A-C

« F-H

A D és E sor nem hasznalatos.

Az oszlop elsé négy vagy utolsd
négy cellgja:

« A-D

« E-H

Az oszlop elsé 6t vagy utolsé 6t
cellgja:

o A-E

« D-H

[1. opcio] Az oszlop elsé hat
vagy utolsé hat cellgja:

o A-F

« C-H

[2. opcid] Az els6 két lireg (A és
B) vagy az utolsé két lireg (G és
H) egy oszlopban és barmely
négy lUreg egy szomszédos
oszlopban.

Az oszlop elsé hét vagy utolso
hét cellgja:

o A-G

« B-H

A teljes oszlop.
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Kilenc plex poolozasi stratégia

Hasznaljon indexadaptereket barmely tregbdl, amelyek optimalizaljak a szinegyensulyt egy szekvenalasi
futtatasban, példaul:

* Al-H1ésA2

* A4-D4 és A5-E5

* A7-F7és A8-C8

* A10-C10, A11-C11 és A12-C12

A kbvetkezd abra mind a négy példat abrazolja.

O O00 00000000
5000000000000
Q00000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
HOOO0O00000000O0

A genomikai DNS cimkézése

Ez alépés a Enrichment BLT Small (eBLTS) segitségével jel6li meg a DNS-t, amely egy olyan folyamat, amely a
DNS-t adapter szekvenciakkal tori és cimkézi.
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Fogydeszkozok
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (sarga kupak)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Nukledzmentes viz
* 96 Uregli PCR-lemez
* Ragasztds tOmités
* Mikrocentrifuga-csovek, 1,7 ml
* 8-csoves kémcsésor
* Pipettahegyek
— 200 pl tébbcsatornas pipetta

A FIGYELEM!

Ezek a reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik,
bérrel érintkezésiik és szembe keriilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen
védéfelszerelést, igy védészemiiveget, kesztylit és laborkdpenyt a kockazat mértékének
megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi
torvényeknek és eléirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. A tovabbi kornyezetvédelmi és
munkavédelmi informaciokért tekintse meg a biztonsagi adatlapot (SDS) a
support.illumina.com/sds.html weboldalon.

A reagensekrél

* AzeBLTS 2°C és 8 °C kozotti hémérsékleten tarolandd. Ne hasznaljon olyan eBLTS-t, amit 2 °C alatti
hémérsékleten taroltak.

* Ne centrifugdlja az eBLTS-t.
El6készités
1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Elem Tarolas Utasitasok

eBLTS (sarga kupak) 2 °C és 8 °C koz06tt Hozza szobahdmérsékletre. Hasznalat
elétt kdzvetlenll vortexelje a keveréket.
Ne centrifugalja pipettazas el6tt.

TB1 -25°Cés-15°C Hozza szobahdmérsékletre. Vortexeléssel
kozott keverje 6ssze.

2. Vortexelje vagy pipettdzza a DNS-t, majd roviden centrifugalja.
3. Mentse a kdvetkezd TAG programot a héciklerre:

* Vdlassza az el6fitott fedél lehet6séget, és dllitsa be 100 °C-ra.
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* Allitsa a mennyiséget 50 pl-re.
* 55°C 5 percig

* Tarolas 10 °C-on

Eljaras

1.

10.
11.

Adjon 2-30 pl DNS-t a 96 mintahelyes PCR-lemez minden liregéhez Ugy, hogy a teljes bemeneti mennyiség
50-1000 ng legyen.
Ha a DNS-térfogat < 30 pl, adjon nukledzmentes vizet a DNS-mintdkhoz, hogy a teljes térfogat 30 ul legyen.

Alaposan vortexelje eBLTS, amig a gyongyok teljesen Ujraszuszpendalddnak.

A cimkézési torzselegy elkészitéséhez a kdvetkez6 térfogatokat keverje 6ssze egy kémcsében. Szorozza
meg az egyes térfogatokat a feldolgozott mintak szamaval.

* eBLTS(11,5ul)

* TB1(11,5ul)

A térfogat tartalmazza reagenstobbletet.

Pipettazza alaposan a cimkézési torzselegyet a keveréshez.

Ossza szét egyenléen a tagmentacios torzselegy térfogatat egy 8 cséves csikra.

200 pl-es tobbcsatornas pipettaval vigyen at 20 ul tagmentacids térzselegyet a mintat tartalmazoé PCR-
lemez minden egyes lregébe. Hasznaljon friss hegyeket minden egyes mintaoszlophoz vagy -sorhoz.

A cimkézési térzselegy kiosztasa utan dobja ki a 8 cséves csikot .

200 pl-es tobbcsatornas pipettaval, 40 pul-re allitva pipettazzon minden mintat 10-szer a keveréshez.
Hasznaljon friss hegyeket minden mintaoszlophoz.

Masik lehetéségként zarja le a PCR-lemezt, és hasznaljon 1600 rpm fordulatszamon 1 percig tarté
lemezrazot.

Zarja le a lemezt, majd helyezze azt az el6re beprogramozott hévaltoztatd inkubatorba, és futtassa a TAG
programot.

Varjon, amig a TAG program eléri a 10 °C-os tarolasi hdmérsékletet, majd azonnal vegye ki a lemezt.

Hagyja a 96 lreges PCR-lemezt 2 percig szobahédmérsékleten allni, majd folytassa a kdvetkez6 |épéssel.

Cimkézés utani tisztitas

Ez a lépés az adapterrel megjeldlt DNS-t mossa a eBLTS-ban a PCR amplifikacidja elétt.

Fogydeszkozok

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)
96 Ureges PCR lemez magneses allvany

Ragasztds tomités
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* 8-csoves kémcsbsor

* Pipettahegyek
— 20 pl tébbcsatornas pipetta
— 200 ul tébbcsatornas pipetta

* Készliiljon fel a kés6bbi eljarasra:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Index adapter lemez

A reagensekrél

* Ugyeljen arra, hogy a lemezéhez megfelel6 magneses &llvanyt hasznaljon. A MIDI lemez magneses
allvanyanak PCR lemezhez vald hasznalata megakadalyozhatja a gyongyok TWB2 tapaddsat.

* Ahabzas minimalizalasa érdekében pipettazzon TWB2 lassan, hogy elkeriilje a helytelen térfogati aspiraciot
és a nem teljes keverést.

El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok
EPM -25°Cés-15°C  Olvassza fel jégen 1 6ran at.
kozott Atforditassal keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
ST2 15°Cés 30°C Ha csapadékot észlel, melegitse 37 °C-on 10 percig, majd vortexelje,
kozott amig a csapadék feloldddik. Hasznadlja szobahémérsékleten.
TWB2 15°Cés30°C Haszndlja szobahémérsékleten.
kozott
Index -25°Cés-15°C  Hagyja szobahémérsékleten felolvadni 30 percig.
adapter  kozott
lemez
Eljaras

1. Adjon 10 pl ST2-t az egyes cimkézési reakcidokhoz. Ha tdbbcsatornas pipettat hasznal, pipettazzon ST2-t
egy 8 csbves kémcsésorba, majd vigye at a megfeleld térfogatokat a PCR lemezre. Hasznaljon friss
hegyeket minden egyes mintaoszlophoz vagy -sorhoz.

2. Egy 50 pl-re beallitott 200 pl-es pipettaval lassan pipettazzon minden lreget 10-szer a gyéngyok
Ujraszuszpendalasahoz.
Masik lehetéségként zarja le a lemezt, és razza 1600 rpm fordulatszamon 1 percig. Szlikség szerint
ismételje meg.

3. Zarjale alemezt, és centrifugdlja 280 x g-vel 10 masodpercig.
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4. Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

5. Helyezze az PCR-lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).

6. [= 48 minta] Mossa meg haromszor az alabbiak szerint.

a.

g.
h.

200 pl-es tébbcsatornas pipettaval, 60 pl-re allitva, tavolitsa el és dobja ki a felliliszét a gyéngypellet
felkavarasa nélkdl.

Tavolitsa el a magneses allvanyral.
Kozvetlenil ezutan lassan adjon hozza 100 pl TWB2-t kdzvetlenil a gydngyokhoz.

Lassan pipettazza, amig a gyongyok teljesen ujraszuszpendalddnak. Masik lehetéségként zarja le a
lemezt, és razza 1600 rpm fordulatszamon 1 percig.

Froccsenés esetén centrifugalja 280 x g erével 10 masodpercig.

Helyezze az PCR lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).
Hagyja a lemezt a magneses allvanyon és az TWB2 liregekben, hogy megel6zze a kiszaradast a
harmadik mosas soran. A PCR torzselegy elkészitése utan tavolitsa el és dobja ki a felliluszét.

200 pl-es tobbcsatornas pipettaval, 100 pl-re allitva tavolitsa el és dobja ki a felliliszoét.

Ismételje meg kétszer a c—f Iépéseket, 6sszesen harom mosassal.

7. [> 48 minta] Mossa meg haromszor az aldbbiak szerint.

a.

® o o T

K.

Hajtsa végre a b és c 1épéseket 1-2 oszlopos Iépésekben, amig az 6sszes oszlopot fel nem dolgozta a
tulszaritds megel6zése érdekében.

Egy 200 pl-es tobbcsatornas pipettaval, 60 ul-re allitva tavolitsa el és dobja ki a felliluszot.
Tavolitsa el a magneses allvanyrdél.
Kozvetlenil ezutan lassan adagoljon 100 ul TWB2-t kdzvetleniil a gyéngyokre.

Lassan pipettazza, amig a gyongyok teljesen ujraszuszpendalddnak. Masik lehetéségként zarja le a
lemezt, és razza 1600 rpm fordulatszamon 1 percig.

Froccsenés esetén centrifugalja 280 x g erével 10 masodpercig.

Helyezze az PCR lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).
Hagyja a lemezt a magneses allvanyon és az TWB2 liregekben, hogy megel6zze a kiszaradast a
harmadik mosas soran. A PCR torzselegy elkészitése utan tavolitsa el és dobja ki a felliluszot.

200 pl-es tobbcsatornas pipettaval, 100 pl-re allitva tavolitsa el és dobja ki a felliliszot.
Tavolitsa el a magneses allvanyrdl, és lassan adjon hozza 100 ul TWB2-t kdzvetlendl a gyongyokhoz.

Ismételje meg a h ésilépéseket 1vagy 2 oszlopos lépésekben, amig az 6sszes oszlopot fel nem
dolgozta.

Ismételje meg az e—h Iépéseket kétszer, 6sszesen harom mosassal.

8. Tartsa a magneses allvanyon az Eljdrds rész 4. 1épéséig az Tagmentdlt DNS amplifikdldsa részben.
A TWB2 a kutakban marad, hogy megakadalyozza a gydngyodk tulszaradasat.
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Cimkézett DNS amplifikalasa

Ez a lépés egy korlatozott ciklusu PCR program segitségével amplifikalja a cimkézett DNS-t. A PCR Iépés Index
1(i7) adaptereket, Index 2 (i5) adaptereket és a szekvenalasi cluster |étrehozdsahoz sziikséges szekvenciakat

ad hozza.

Fogyo6eszk6z6k

* EPM (Enhanced PCR Mix)

* Index adapter lemez

* 96 uregli PCR-lemez

* Nukleazmentes viz

* Ragasztos tOmités

* Mikrocentrifuga-csovek, 1,5 ml

* Pipettahegyek
— 20 pl tébbcsatornas pipetta
— 200 ul tébbcsatornas pipetta

A reagensekrél

* Index adapter lemezek
— Egy Ureg > 10 ylindexadaptert tartalmazhat.
— Ne tegyen mintakat az index adapterlemezre.

— Azindexlemez minden lirege egyszer hasznalatos.
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok
EPM -25°Cés-15°C Olvassza fel 4 °C-on vagy jégen 1 éran at.
k6zott Atforditassal keverje 6ssze, majd rovid ideig
centrifugalja.
Index adapter -25°Cés-15°C Hagyja szobahémérsékleten felolvadni 30 percig.
lemez kozott
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Az aldbbi tdblazatban megadott szamu PCR-ciklust hasznadlva mentse el a kovetkezd eBLTS PCR-
programot a héciklerre.

* Valassza az el6f(itott fedél lehet6séget, és dllitsa be 100 °C-ra.
* Allitsa a mennyiséget 50 pl-re.
* 72°C 3 percig
* 98°C 3 percig
* Xciklus:
* 98 °C 20 masodpercig
* 60 °C 30 masodpercig
* 72°C1percig
* 72°C 3 percig
* Tarolds 10 °C-on
A teljes lizemidé ~38 perc 9 cikluson at és ~46 perc 12 cikluson at.
Mintabevitel tipusa PCR ciklusok szama (X)
10-49 ng gDNS 12
50-1000 ng gDNS 9
FFPE-b&I kivont 50-1000 ng gDNS 12
Vérbél kivont gDNS 9

Eljaras

1.

A PCR torzselegy elkészitéséhez a kovetkezbket kell 6sszeadni. Szorozza meg az egyes térfogatokat a
feldolgozott mintdk szamaval.

* EPM (23 ul)

* Nukledzmentes viz (23 pl)

A térfogat tartalmazza reagenstbbletet.

Pipettazza a PCR torzselegyet 10-szer a keveréshez, majd réviden centrifugalja.

A lemezt a magneses allvanyon tartva 200 pl-es tdbbcsatornas pipettaval tavolitsa el és dobja ki TWB2.
Az aknafalakon maraddé hab nem befolyasolja hatranyosan a konyvtarat.

Tavolitsa el a magneses allvanyrél.
Azonnal adjon hozza 40 pl PCR térzselegyet kozvetlenill a gydngyckhdz minden liregben.

Azonnal pipettazza, hogy 6sszekeverje, amig a gyongyok teljesen Ujraszuszpendalddnak. Masik
lehetéségként zarja le a lemezt, és razza 1600 rpm fordulatszamon 1 percig.
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Zarja le a mintalemezt, és centrifugalja 280 x g erével 10 masodpercig.
Centrifugdlja az indexadapter lemezt 1000 x g erével 1 percig.
9. Készitse el6 az index adapterlemezt.

* [< 96 minta] Szurja at a féliatdmitést az index adapterlemezen egy Uj pipettaheggyel mindegyik
Ureghez, csak a feldolgozott mintak szamara.

* [96 minta] lgazitsa az Uj félszorkds PCR-lemezt az index adapterlemez f6lé, és nyomija le a féliatomités
atszurasahoz. Dobja ki a féliatomités atszurasahoz hasznalt PCR-lemezt.

10. Egy U] pipettahegy segitségével adjon 10 ul elére parositott indexadaptert minden lireghez.

11. 40 pl-re beallitott pipettaval pipettazzon 10-szer a 6sszekeveréshez. Masik lehetéségként zarja le a lemezt,
és razza 1600 rpm fordulatszamon 1 percig.

12. Zarja le alemezt, és centrifugdlja 280 x g-vel 10 masodpercig.

13. Helyezze a héciklerre, és futtassa a eBLTS PCR programot.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha félbehagyja a mUiveletet, -25 °C és -15 °C kdz6tti h6mérsékleten tarolja legfeljebb 30 napig.

Konyvtarak tisztitasa

Ez a lépés kétoldalas gyongytisztitasi eljarast alkalmaz az amplifikalt kdnyvtarak tisztitasahoz.

Fogydeszkozok

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Frissen elkészitett 80%-0s etanol (EtOH)

* 96 Ureges, 0,8 ml-es polipropilén Deepwell taroldlemez (MIDI lemez)
* 96 Uregli PCR-lemez

* MIDI lemez magneses allvany

* PCRlemez magneses allvany

* Mikrocentrifuga-csovek, 1,5 ml

* Nukledzmentes viz

A reagensekrél
* Cleanup Beads
— Vortexelje minden hasznalat el6tt.
— Gyakran vortexelje a gyongyok egyenletes eloszlasanak biztositdsa érdekében.

— Az oldat viszkozitdsa miatt lassan aspirdljon és adagoljon.
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El6készités

1.

Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok
CB Szobahémérséklet  Vortexelje és keverje fel, amig a folyadék szine homogén nem lesz.

RSB 2°C és8°Ckozott  Hagyja szobahémérsékleten felolvadni 30 percig. Vortexeléssel

keverje 6ssze.

Eljaras

—_

M 0N

6.

Razza a 96 lireges PCR-lemezt 1800 rpm fordulatszamon 1 percig, majd réviden centrifugalja.

Helyezze az PCR lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (1 perc).

Vortexelje CB 3-szor 10 masodpercig, majd forditsa at tébbsz6r az Ujraszuszpendalashoz.

Kivalé min6ségli gDNS esetén tegye a kdvetkezbket.

® o 0 T o

> a

Adjon 77 pl nukledzmentes vizet az Uj MIDI lemez minden Uregéhez.

Adjon 88 pI-CBt a MIDI lemez minden iregéhez.

Vigyen at 45 pl felliliszot a PCR lemez mindegyik tiregébdél a MIDI lemez megfeleld liregébe.
Artalmatlanitsa az PCR lemezt.

Pipettazzon minden lireget 10-szer a keveréshez. Masik lehetéségként zarja le a lemezt, és razza
1800 rpm fordulatszamon 1 percig.

Zarja le a lemezt és inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

Ellenérizze, hogy nincsenek-e légbuborékok. Ha ilyet észlel, centrifugalja le.

Helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).

Az inkubalas sordn alaposan vortexelje a CB-t, majd adjon 20 pl-t az djMIDI lemez minden liregéhez.

Vigyen at 200 pl felliliszét az elsé MDI lemez mindegyik liregébdl az Gj MIDI lemez megfelel liregébe
(amely 20 ul CB-t tartalmaz).

Dobja ki az elsé MIDI lemezt.

Pipettazza az uj MIDI lemez minden liregéhez 10-szer a keveréshez. Masik lehetéségként zarja le a
lemezt, és razza 1800 rpm fordulatszamon 1 percig.

A kivont FFPE esetében a kdvetkez&képpen jarjon el.

a
b
c.
d

Adjon 81 ul CB-t az Uj MIDI lemez minden lUregéhez.
Vigyen at 45 pl felliliszot a PCR lemez mindegyik liregébdl a MIDI lemez megfelel§ liregébe.
Artalmatlanitsa az PCR lemezt.

Pipettdzzon minden Ureget 10-szer a keveréshez. Masik lehet&ségként zarja le a lemezt, és rdzza
1800 rpm fordulatszamon 1 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

7. Ellenérizze, hogy nincsenek-e légbuborékok. Ha ilyet észlel, centrifugalja le.
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Helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).
9. A gyodngyok felkavarasa nélkil tavolitsa el és dobja ki a felliliszét.
10. Végezze el a gyongydk mosasat a kovetkez6é modon:
a. Alemezt a magneses allvanyon tartva adjon hozza 200 pl friss 80%-0s EtOH-t keverés nélkill.
b. Inkubalja 30 masodpercig.
c. Agyongyok felkavarasa nélkiil tavolitsa el és dobja ki a felliluszot.
11. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.
12. Szaritsa leveg6n a magneses allvanyt 5 percig.
13. Levegdn torténd szaritas kdzben 20 pl-es pipettaval tavolitsa el és dobja ki a maradék EtOH-t.
14. Tavolitsa el a magneses allvanyrol.
15. Adjon 17 ul RSB-t a gyongyodkhdz.
16. Zarja le alemezt, és rdzza 1800 rpm fordulatszamon 2 percig.
17. Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.
18. Ellenérizze, hogy nincsenek-e légbuborékok. Ha ilyet észlel, centrifugalja le.
19. Helyezze az MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

20. Vigyen at 15 pl felliluszét egy Uj 96 lireges PCR lemezre.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha félbehagyja a m(iveletet, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C kozo6tti hémérsékleten tarolja legfeljebb 30
napig.

Pool elére dusitott konyvtarak

Ez a lépés a DNS-konyvtarakat egyedi indexekkel kombinalja egy legfeljebb 12 kényvtarbdl allo készletben.
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Osszevonasi mddszerek

Térfogat vagy témeg alapjan is 6sszevonhatd. Az alabbi tablazat segitségével hatarozza meg a megfeleld
maodszert a bevitelhez.

2 tablazat Ajanlott poolozasi médszerek

Mintabevitel Poolozasi médszer
10-49 ng gDNS Tdémeg

50-1000 ng gDNS Térfogat

FFPE-bdIl kivont gDNS Toémeg

Vérbél kivont gDNS Térfogat

* Az egyoldalas dusitas nem igényel elére dusitott kdnyvtarak 6sszevonasat. Azonban szilikség lehet RSB
hozzaadasara.

* Az elbre dusitott kdnyvtar mennyiségi meghatarozasa utan az 6sszes mintabemeneti tipus témegenként
0sszevonhatd az optimalis indexegyenslly elérése érdekében.

* AKkUlon kisérleti készitményekben eléallitott elédusitott konyvtarak végsé kapacitasa eltéré lehet. Ezért
javasolt tomegenkénti 6sszevonas az optimalis indexegyensuly elérése érdekében.

* Haszndljon 1-plex dusitast a kovetkezé helyzetekben.
* 10-49 ng gDNS
* FFPE-bél kivont 50-1000 ng gDNS

* Alacsony kisebb allélgyakorisag-észlelés szomatikus varians hivashoz.

Csoport tomeg szerint

A kovetkezé helyzetekben szamszer(sitse konyvtarait, hogy konyvtaranként egy DNS-tdmeget hasznaljanak a
dusitashoz, amelyet a Pool eldre dusitott kbnyvtdrak egyenld koncentracioban a 35. oldalon.

* 10-49 ng gDNS minta bemenet

* FFPE-mintabemenetbél kivont 50-1000 ng gDNS

* Alacsony kisebb allélgyakorisdg-észlelés szomatikus varians hivashoz

* Vérbdl kivont gDNS az optimalis indexegyensuly érdekében

” 7

El6re dusitott kdnyvtarak szamszer(isitése
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1. Futtasson 1 pl elédusitott kdnyvtarat a kivant fluoreszcenciaalapi mennyiségi meghatarozasi moédszerrel,
amely dsDNS interkalacids festéket hasznal.

* 50-1000 ng magas minéségl gDNS esetén = 500 ng eldre dusitott konyvtarkapacitasra szamithat.

* Az FFPE-bdl kivont 50-1000 ng gDNS esetében a kezdeti minta mindségétél fliggéen 500-6000 ng
el6re dusitott konyvtarkapacitasra szamithat.

MEGJ EGYZES A klilénbo6z6 torzitasu mennyiségi meghatarozasi médszerek esetében mindsitse a
munkafolyamat mennyiségi meghatarozasi modszerét. A koncentracids eredmények az
alkalmazott médszertél fliggéen eltérhetnek.

Pool elére dusitott kdnyvtarak egyenlé koncentraciéban

Az aldbbi tablazat segitségével hatarozza meg a dusitashoz sziikséges DNS-tomeget kdnyvtaranként, a minta
tipusa és dusitasi plexitasa szerint. Az optimalis dusitasi kapacitas és a vizsgalat teljesitménye nem garantalt,
ha az ajanlottnal alacsonyabb el6re dusitott kdnyvtari kapacitast hasznal.

A dusitasi reakcidban a teljes DNS-t6meg nem haladhatja meg a 6000 ng-t.

. . Dusitasi DNS tomege konyvtaranként Teljes DNS konyvtar tomege
Mintabevitel L
plexitas (ng) (ng)
Kivalé minéség( 12 250-500 3000-6000
gDNS
FFPE-b&I kivont 1 200 200
gDNS

1. Jegyezze fel az ebben a lépésben 6sszevonni kivant konyvtarak indexeit.

2. Az egyes kdnyvtarak koncentracidja alapjan szamitsa ki azt a térfogatot, amelyet hozza kell adni a dusitasi
reakcidéhoz a sziikséges DNS-tdmeg eléréséhez.

*  Kivaléd minéségl gDNS: Szamitsa ki a 250-500 ng bemenethez sziikséges kdnyvtartérfogatot.
* FFPE-bél kivont gDNS: Szamitsa ki a 200 ng bemenethez sziikséges konyvtartérfogatot.
Adja hozza az egyes konyvtarak kiszamitott térfogatat a PCR lemez ugyanazon lregébe.

Ha kivalé min6ségl gDNS-t hasznal, végezze el az aldbbiak egyikét az 6sszevont elédusitott konyvtarak
teljes térfogata alapjan:

* Haazel6dusitott konyvtar térfogata = 30 i, folytassa a Szondak hibridizalasa a 37. oldalon.
* Haazel6re dusitott konyvtar térfogata < 30 pl, adjon hozza RSB-t a 30 pl 6ssztérfogat eléréséhez.

* Haazel6re dusitott konyvtar térfogata > 30 ul, hasznaljon gyéngyalapu mddszert vagy
vakuumkoncentratort az 6sszevont minta koncentraldsahoz. Adjon RSB-t a koncentralt 6sszevont
mintahoz, hogy elérje a 30 pl 6ssztérfogatot.
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5. Ha FFPE-bél kivont gDNS-t hasznal, végezze el az aldbbiak egyikét az 6sszevont elédusitott konyvtarak
teljes térfogata alapjan.

* Haazel6re dusitott konyvtar térfogata = 7,5 ul, folytassa a Szondak hibridizalasa a 37. oldalon.

* Haazelbre dusitott konyvtar térfogata < 7,5 ul, adjon hozzd RSB-t a 7,5 ul 6ssztérfogat eléréséhez.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha félbehagyja a m(iveletet, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C kozo6tti hémérsékleten tarolja legfeljebb 30
napig.

Csoport térfogat szerint

Ha a bemenet 50-1000 ng gDNS, akkor az ugyanabban a kisérletben létrehozott egyéni kdnyvtarak
szamszer(sitése és normalizaldsa nem sziikséges.

Az optimalis teljesitmény elérése érdekében csak ugyanazon felhaszndld, reagenstétel és indexadapter-lemez
altal el6készitett elére dusitott konyvtarmintakat szabad 6sszeallitani.

1. Jegyezze fel az ebben a lépésben 6sszevonni kivant konyvtarak indexeit.

2. A dusité plexitashoz a kovetkezé el6ére dusitott kdnyvtarat és RSB térfogatokat kombinalja az Uj PCR lemez
ugyanazon cellajaba.
A kapott térfogat 30 pl.

Minden egyes elédusitott

RSB térfogat (ul
konyvtar térfogata (ul) gat (k)

Dusitasi plexitas*

1-plex 14 16
2-plex 14 2
3-plex 10 0
4-plex 7,5 0
5-plex 6 0
6-plex 5 0
7-plex 4,2 0,6
8-plex 3,7 0,4
9-plex 3,3 0,3
10-plex 3 0
11-plex 2,7 0,3
12-plex 2,5 0

*A nem szabvanyos plexiakkal (2-plex — 11-plex) kapcsolatos informacidkért 1asd Az eljdrds korldtaia 2. oldalon.
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BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha félbehagyja a m(iveletet, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C kozo6tti hémérsékleten tarolja legfeljebb 30
napig.

[Opcionalis] Elédusitott konyvtarak minésitése

Térfogat szerinti 6sszevonas esetén az elére dusitott konyvtarak mennyiségi meghatarozasahoz hasznaljon
dsDNS interkalacids festéket alkalmazé fluorometrias alapu mdédszert. Az elédusitott konyvtarak mindsitéséhez
hasznaljon DNS fragmentumelemzét a megfelel6 fragmentumelemzé készlettel.

A konyvtar minésitéséhez 6sszesen 1 pl-t hasznaljon. Az elédusitott konyvtarak elég koncentraltak ahhoz, hogy
kis higitasokat lehessen hasznalni a mennyiségi meghatarozashoz vagy a fragmentumok elemzéséhez.

Szondak hibridizalasa

Ez alépés a DNS célteriileteit koti 6ssze a befogo probakkal.

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet reagensek kompatibilisek mind a lllumina-tél, mind a harmadik
félt6él szarmazo dusitd DNS oligonukleotid panelekkel. A harmadik félt6l szarmazd panelek sziikséges
specifikacidival kapcsolatban lasd: Dusitdsi szondapanel kévetelményeia 10. oldalon.

Fogyodeszkozok
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers) (kék kupak)
* Dusitdé szonda panel
* 96 Uregli PCR-lemez
* Ragasztds tomités
* Készlljon fel a késébbi eljarasra:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (borostyanszinl kupak)

A reagensekrél
* Az NHB2 kicsapddik és elvdlik a tarolas soran.

* Adusitészonda panel a lllumina gyarto altal kivalasztott dusité oligonukleotid panelre utal.
El6készités

1. Készitse el6 a kdvetkezé fogydeszkdzoket:
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Elem Tarolas Utasitasok

EHB2 2°Cés8°Ckdzott Hozza szobah6mérsékletre. Vortexeléssel
keverje 6ssze.
Ha kristalyok és zavarossag figyelhet6é meg,
ismételje meg a vortexelést vagy pipettdzzon fel
és le, hogy dsszekeverje, amig az oldat tiszta

nem lesz.
Dusité szonda panel -25°Cés-15°C Mind az lllumina, mind a harmadik féltél
kozott (lllumina) szarmazo panelek esetében allitsa
szobah6émérsékletre. Vortexeléssel keverje
Ossze.
NHB2 (kék kupak) -25°Cés-15°C Olvassza fel szobahémérsékleten.
kozott Szobahdmérsékleten melegitse el6 egy

mikrominta inkubatort 5 percig a hasznalt
szondaval megegyezé hémérsékletre.

Az Ujraszuszpendaldshoz vortexelje maximalis
sebességgel 3-szor 10 masodpercig.

Roviden centrifugalja.

Pipettazza fel és le a cs6 aljardl.

Ha kristalyok és zavarossag figyelhet6é meg,
ismételje meg a vortexelést vagy pipettdzzon fel
és le, hogy 6sszekeverje, amig az oldat tiszta
nem lesz.

Melegen hasznalja, hogy elkeriilje a kicsapddast
a reformacidbdl.

SMB3* 2°C és8°Ckozott  Hakozvetlenil a HYB program 90 perces
szlineteltetése utan folytatja a kovetkez6
eljarast, akkor a HYB program elinditasa el6tt
legalabb 2 6raval melegitse
szobahémérsékletre.

EEW* -25°Cés-15°C Ha kézvetlenil a HYB program 90 perces

(borostyanszinl kémcsé)  kozott szlineteltetése utan folytatja a kovetkez6
eljarast, akkor a HYB program elinditasa el6tt
legaldbb 2 6raval melegitse
szobah&mérsékletre.
Szobah&mérsékleten melegitse el egy
mikrominta inkubatoron a megfelel6
hibridizacidos hémérsékletre, és rogzitse a
hémérsékletet 30 percig a HYB program vége
elétt.
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*Ha a kdvetkezd eljaras el6tt all meg, akkor a reagens el6készitését addig kell késleltetni, amig el nem éri az adott
eljarast.
Mentse el a kovetkezd HYB programot a hécikleren a megfelel6 szamd ciklus hasznalataval, amelyek az 3
tablazat vannak felsorolva.
* Valassza az el6f(itott fedél lehet6séget, és dllitsa be 100 °C-ra.
* Allitsa be a reakciés mennyiséget.
* [Kivalé minéségi gDNS] 100 pl
* [FFPE-bél kivont gDNS] 25 pl
* 98°C 5 percig
* Xciklus egyenként 1 percig, az els6 ciklusnal 98 °C-on kezdve, majd ciklusonként 2 °C-kal csdkkentve
* Tartsa 90 percig a megfelel6 hémérsékleten:
* [FFPE-bél kivont gDNS] 58 °C
* [80 mer szonda panelek] 58 °C
* [Szomatikus valtozat hivasa] 58 °C

* [Minden mas] 62 °C
A teljes Uzemid6 ~115 perc.

3 tablazat Ciklusszam mintanként vagy panelenként

Minta és panel tipusa Ciklusok szama (X)
FFPE-b&I kivont gDNS (panel tipusatol fliggetlendil) 20
80 mer-szondapanelek (mintatipustdl fliggetlendil) 20
Szomatikus valtozat hivasa 20
Az 6sszes tobbi minta és panel 18
Eljaras

1.

[Kivalo min6ségi gDNS] Adja hozza a kovetkezé reagenseket a PCR-lemez egyes 6sszevont kényvtaraihoz
felsorolt sorrendben.

Ne hozzon létre torzselegyet. Az NHB2 és EHB2 torzselegyének létrehozasa negativan befolyasolja a
dusitasi teljesitményt.

* NHB2 (kek kupak) (50 pl)

* Dusité szonda panel (10 pl)

* EHB2 (10 ul)

[Kivalo minéségli gDNS] Egy 90 pl-re beadllitott pipettaval pipettazzon minden mintahelyet 10-szer az
O0sszekeveréshez.

3. [FFPE-bdl kivont gDNS] Adja hozza a kévetkezb reagenseket a PCR-lemez egyes dsszevont knyvtaraihoz
felsorolt sorrendben.
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Ne hozzon létre torzselegyet. Az NHB2 és EHB2 t6rzselegyének létrehozdsa negativan befolyasolja a
dusitasi teljesitményt.

* NHB2 (kék kupak) (12,5 pl)

* Dusité szonda panel (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[FFPE-bdl kivont gDNS] Egy 20 pl-re beallitott pipettaval pipettazzon minden lreget 10-szer a keveréshez.
Zarja le a lemezt, és centrifugalja 280 x g sebességgel 10 masodpercig.

Helyezze a minta lemezt az elére beprogramozott hévaltoztatd inkubatorba, és futtassa a HYB programot.

N o g ks

Ha a HYB program tarolasi hémérsékleti ideje lejar, azonnal Iépjen tovabb a kdvetkezb eljarasra.

A FIGYELEM!

Kicsapddas akkor fordul eld, ha a hibridizacids reakcido hémérséklete szobahémérséklet ala esik.

Hibridizalt szondak rogzitése

Ez a lépés a Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) segitségével rogziti a célterlletekre hibridizalt szondakat.

Fogydeszk6zok
* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (borostyanszin(i kupak)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
* ET2 (Elute Target Buffer 2)
* HP3 (2N NaOH)
* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csé
* 96 uregli MIDI lemez
* 96 Uregli PCR-lemez
* Ragasztds tomités
* MIDIlemez magneses allvany
* Készlljon fel a kés6bbi eljarasra:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

A reagensekrél

* EEW
— Miel6tt mikrominta-inkubatorra melegitené, ellenérizze, hogy EEW szobahémérsékleten legaldbb 2 éran
at kiolvadt-e.
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— A HYB program befejezése el6tt gy6z6djon meg arrél, hogy EEW 30 percig melegitette mikrominta-
inkubatorban.

— Hasznalaton kivil hagyja a EEW-t a mikrominta inkubatorban. A EEW-t a protokoll teljes id6tartama alatt
melegen kell tartani.

— A szobahdmérséklet elérése utan zavaros lehet.
— Sargalehet.
e SMB3

— A SMB3-nek felhasznalas el6tt szobahdmérsékleten kell lennie.
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket.

Elem Tarolas Utasitasok
SMB3 2°Cés8°C Hagyja allni 2 éraig, hogy szobahémérsékletre
kozott melegedjen. Forditsa meg, majd vortexelje, amig

teljesen Ujra nem szuszpendalddik.

EEW -25°Cés-15°C 2 6ras szobahémérsékletl inkubacié utan melegitse

(borostyanszinti kémcsé)  kdzott el6 egy mikrominta inkubatoron a megfeleld
hibridizaciora, és régzitse a hémeérsékletet 30 percig a
HYB program vége el6tt.

EE1 -25°Cés-15°C  Olvassza fel szobahémérsékleten, majd vortexelje.
kozott

HP3 -25°Cés-15°C  Olvassza fel szobahémérsékleten, majd vortexelje.
kozott

ET2 2°Cés8°C Hozza szobahdémérsékletre. Vortexeléssel keverje
kozott 0ssze.

EPM -25°Cés-15°C  Olvassza fel jégen egy 6réra. Atforditassal keverje
kozott 0ssze, majd rovid ideig centrifugdlja. Tegye félre jégre.

PPC -25°Cés-15°C Olvassza fel jégen egy oOrara. Vortexeléssel keverje
kozott 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre jégre.

2. Melegitsen el egy mikrominta inkubatort MIDI héblokk betéttel, hogy a mintalemezt az alabbi
hémérsékletek egyikére inkubalja. Az EEW el6melegitéséhez opcionalis masodik mikrominta inkubator
hasznalhatd. Helyezze az EEW-t a MIDI héblokk betét tetejére.

* [FFPE]58°C
* [80 mer per szonda panelek] 58 °C

* [Szomatikus véltozat hivasa] 58 °C

[

Minden mas] 62 °C
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Eljaras
ROgzités

1. Adja SMB3 hozza egy Uj MIDI lemez megfelel6 Gregéhez a kbvetkezdk szerint:
* [Kivalé min6ségli gDNS] Adjon hozza 250 ul SMB3-at.
* [FFPE-bdl kivont gDNS] Adjon hozz& 62,5 ul SMB3-at.
2. Akivaléd minéségld gDNS-hez 100 pl-re, az FFPE-hez pedig 25 ul-re allitott pipettaval vigye at az egyes
0sszevont kdnyvtarakat a 96 mintahelyes PCR-lemezrél az Uj MIDI-lemez megfeleld cellajaba.
Zarja le a lemezt, és razza 1200 rpm fordulatszamon 4 percig.
4. Froccsenés esetén rovid ideig centrifugalja a lemezt.

Helyezze a poolozott kdnyvtarlemezt a MIDI héblokk betétre a mikrominta inkubatoron, a EEW csé ala, zarja

le a fedelet, majd inkubalja 15 percig a megfelel6 hémérsékleten:

* [FFPE] 58 °C

* [80 mer szonda panel] 58 °C

* [Szomatikus valtozat hivasa] 58 °C

* [Minden mas] 62 °C

6. Tavolitsa el az 6sszevont kdnyvtarlemezt, és centrifugalja 280 x g erével 30 masodpercig.
Azonnal helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

8. [Kivalé minéségli gDNS] 200 pul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliliszot
mindegyik Uregbdl a gydngypellet felkavarasa nélkiil.

9. [FFPE-bdl kivont gDNS] Egy 90 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 8sszes fellillszot
mindegyik tregbdl a gydngypellet felkavarasa nélkil.

10. Szivjale, és artalmatlanitsa az 6sszes rezidudlis felliluszot.

Mosas

1. Tavolitsa el a magneses allvanyrol.

2. [Kivalé minéségi gDNS] Gyorsan vegye ki a mikrominta EEW inkubatorbdl, és adjon hozza 200 ul-t minden
Ureghez.

3. [FFPE-bdl kivont gDNS] Gyorsan tavolitsa el a mikrominta EEW inkubatorbdl, és adjon 50 pl-t minden
Ureghez.

4. Tegye vissza EEW a fel nem hasznalt mintakat a mikrominta inkubatorba, és tartsa melegen.
Zarja le és razza 1800 rpm fordulatszamon 4 percig.

6. Helyezze a mintalemezt a MIDI héblokk betétre a mikrominta inkubatorban, a EEW csé ala, zarja le a fedelet,
majd inkubalja 5 percig a megfelelé hémérsékleten:

e [FFPE]58°C
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9.

* [80 mer szonda panelek] 58 °C

* [Szomatikus valtozat hivasa] 58 °C

* [Minden mas panel] 62 °C

Azonnal helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

A kivalé minéségl gDNS-hez 200 pul-re, az FFPE-hez pedig 50 pl-re allitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki
az 6sszes felliluszdt az egyes Uregekbdl.

Ismételje meg kétszer az 1-8. Iépést, 6sszesen harom mosdassal.

Athelyezési mosas

10.
1.
12.

Tavolitsa el a magneses allvanyral.

[Kivalé minéségli gDNS] Gyorsan vegye ki a mikrominta EEW inkubatorbdl, és adjon hozza 200 pl-t minden
Ureghez.

[FFPE-b&I kivont gDNS] Gyorsan tavolitsa el a mikrominta EEW inkubatorbdl, és adjon 50 ul-t minden
Ureghez.

Zarja le és razza 1800 rpm fordulatszamon 4 percig. Froccsenés esetén csokkentse a sebességet 1600 rpm
értékre.

Vigye at az Ujraszuszpendalt gydngyoldatot egy Uj MIDI lemezre.

Bizonyos mintak a cellakban maradhatnak.

A FIGYELEM!

A reagens atvitele minimalizalja a maradék reagensek atvitelét, amelyek gatolhatjak a
downstream PCR-t.

Helyezze a mintalemezt a MIDI héblokk betétre a mikrominta inkubatoron, zarja le a fedelet, majd inkubalja 5
percig a megfelelé hémérsékleten:
FFPE] 58 °C

* [80 mer szonda panelek] 58 °C
* [Szomatikus valtozat hivasa] 58 °C
Minden mas] 62 °C

Azonnal helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

[
[
[
I

A kivalé min6ségli gDNS-hez 200 pl-re, az FFPE-hez pedig 50 pl-re allitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki
az Osszes felliluszét az egyes lregekbdl.

Centrifugadlja a lemezt 280 x g-vel 30 masodpercig.
Helyezze egy MIDI lemezes magneses allvanyra 10 masodpercre.
Egy 20 ul-es pipettaval tavolitsa el és dobja ki a maradék folyadékot az egyes liregekbdl.

Azonnal folytassa az Higitds a 44. oldalon-tel, hogy megelézze a gydngyok tulzott szaradasat és a konyvtari
kapacitasveszteséget.
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Higitas

1.
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Az ellcids torzselegy elkészitéséhez a kdvetkez6 térfogatokat kombinalja. Szorozza meg az egyes
térfogatokat a feldolgozott 6sszevont kényvtarak szamaval.

* EE1(28,5ul)

e HP3 (1,5l

A térfogat magaban foglalja a reagenstébbletet.

Vortexelje, majd rovid ideig centrifugalja.

Tavolitsa el a MIDI lemezt a magneses allvanyrél.

Adjon 23 pl ellcids torzselegyet mindegyik treghez.

Zarja le a lemezt, és razza 1800 rpm fordulatszamon 2 percig.

Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 2 percig.

Centrifugalja 30 masodpercig 280 x g erével.

Helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

Vigyen at 21 pl fellluszét a MIDI lemezrél egy Uj 96-lreges PCR lemez megfelel liregébe.

. Artalmatlanitsa a MIDI lemezt.

. Adjon 4 pl ET2-t minden 21 ul felliluszét tartalmazo Greghez.

. Allitsa a pipettat 20 pl-re, és lassan pipettazzon mindegyik mintahelyen 10-szer a 6sszekeveréshez.
. Zarja le a lemezt, majd centrifugalja 280 x g erével 10 masodpercig.

14.

Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 1 percig.

Dusitott konyvtar amplifikalasa

Ez a Iépés PCR-t hasznal a dusitott konyvtar amplifikalasahoz.

Fogydeszk6zok

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

Ragasztds tomités
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El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok

EPM -25°Cés-15°C  Olvassza fel 4 °C-on vagy jégen egy 6ran &t. Atforditassal
kozott keverje 0ssze, majd révid ideig centrifugalja. Tegye félre jégre.

PPC -25°Cés-15°C  Olvassza fel 4 °C-on jégen egy éran at. Vortexeléssel keverje
k6zott 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre jégre.

2. Mentse el a kdvetkez6 AMP programot a héciklus-szabalyozén a megfelel6 szamu PCR ciklus
hasznalataval, amelyek a kovetkez6 tablazatban szerepelnek.

* Vdlassza az el6flitott fedél lehetéséget, és allitsa be 100 °C-ra.
* Allitsa a mennyiséget 50 pl-re.
* 98 °C 45 masodpercig
* (X) ciklus kovetkez6k szerint:
* 98 °C 30 masodpercig
* 60 °C 30 masodpercig
* 72°C 30 masodpercig
e 72°C5percig
* Tarolds 10 °C-on
A teljes Uzemid6 ~35 perc.

Minta és panel tipusa (X) Ciklusok
FPPE 14

lllumina Exome Panel (CEX) kivalé minéségli gDNS-hez 10

[llumina Exome Panel (CEX) FFPE-hez 12

Az 6sszes tobbi minta és panel 121234

T A kisebb, harmadik féltél szarmazd panelek esetében akar 15 ciklus is bedllithaté a kés6bbi optimalizalas révén. FFPE

hasznalata esetén a ciklusok szama legfeljebb 17-ig allithato be.
2 Akar 17 ciklus is bedllithatd olyan kiils6 paneleknél, amelyek csak 500 szondaval rendelkeznek. FFPE hasznalata

esetén a ciklusok szama 19-ig allithatd.
3 Az FFPE mintak esetében legfeljebb 14 ciklus allithatd be.
4 A PCR-ciklusok szamanak novelése magasabb duplikalt ardnyt és kisebb fragmensméreteket eredményezhet az

FFPE-mintak esetében.
Eljaras
1. Adjon 5 pl-t PPC minden Uregbe.
Dokumentumszam: 200038118 vO0O 45172

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx csomagmelléklettel illumina

Adjon 20 pl-t EPM minden Uregbe.
Zarja le a lemezt, és rdzza 1200 rpm fordulatszamon 1 percig.

Centrifugdlja a lemezt 280 x g-vel 10 masodpercig.

GoR W

Helyezze az elére beprogramozott hévaltoztatd inkubatorba, és futtassa az AMP programot.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha félbehagyja a mUiveletet, tarolja 2-8 °C-on legfeljebb két napig. Vagy hagyja a héciklus-szabdlyozdén
legfeljebb 24 6ran at.

Amplifikalt dusitott konyvtar tisztitasa
Ez a lépés Cleanup Beads-t hasznal a dusitott konyvtar tisztitasara és a nem kivant termékek eltavolitasara.

Fogydeszk6zok

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Frissen elkészitett 80%-o0s etanol (EtOH)
* Ragasztds tomitések

* 96 Uregl MIDI lemez

* 96 uregli PCR-lemez

* MIDIlemez magneses allvany

A reagensekrél
* Cleanup Beads
* Vortexelje minden hasznalat el6tt.
* Gyakran vortexelje a gyongyok egyenletes eloszlasanak biztositdsa érdekében.

* Az oldat viszkozitasa miatt lassan aspiraljon és adagoljon.
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkozoket.

Elem Tarolas Utasitasok

CB Szobahémérséklet  Vortexelje és keverje fel, amig a folyadék szine homogén
nem lesz.

RSB 2°Cés 8°Ckozott Hozza szobahémérsékletre. Vortexeléssel keverje 6ssze.

2. Abszolut etanolbdl készitsen frissen 80%-o0s EtOH-t.
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Eljaras

© ® N O U A NS
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1.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Centrifugalja a PCR lemezt 280 x g-vel 10 masodpercig.

Vortexelje CB 3-szor 10 masodpercig, majd forditsa meg.

Adjon 40,5 pl CB-t az Uj MIDllemez minden lregéhez.

Vigyen at 45 pl felliliszét a PCR lemez mindegyik liregébdél a MIDI emez megfelelé lregébe.
Zarja le a lemezt, és razza 1800 rpm fordulatszamon 1 percig.

Inkubalja a MIDI lemezt szobahémérsékleten 5 percig.

Centrifugadlja 10 masodpercig 280 x g erével

Helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).

Egy 95 ul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliluszét az egyes lregekbdl.

. Mossa meg kétszer az alabbiak szerint.

a. Alemezt a magneses allvanyon tartva adjon hozza 200 pul friss 80%-0s EtOH-t keverés nélkiil.
b. Inkubalja 30 masodpercig.

c. A gyongyok felkavarasa nélkiil tavolitsa el és dobja ki a felliliszot.

Szaritsa leveg6n a magneses allvanyt 5 percig.

A leveg6n torténd szaritds soran 20 ul-es pipettaval tavolitsa el és dobja ki az egyes lregekbdl
visszamaradt EtOH-t.

Tavolitsa el a magneses allvanyrdl, és adjon 32 ul-t RSB minden lreghez.

Zarja le a lemezt, és razza 1800 rpm fordulatszamon 1 percig.

Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 5 percig.

Centrifugalja 10 masodpercig 280 x g erével

Helyezze a MIDI lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).
Vigyen at 30 pl fellluszdt a 96-Ureges MIDI lemezrél az uj PCR lemez megfeleld liregébe.
Artalmatlanitsa a MIDI lemezt.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha félbehagyja a mUlveletet, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C k6zo6tti hémérsékleten tarolja legfeljebb 7
napig.

A dusitott konyvtarak ellendrzése

A kétszall gDNS-bemenet szamszer(sitéséhez hasznaljon fluoreszcencian alapulé médszert, amely interkaldld
festéket hasznal. Kerllje a teljes nukleinsav mérésére szolgalé modszereket, példaul a NanoDrop-ot vagy mas
UV abszorbancia mdédszereket.

1.

Futtasson le 1 yl dusitott kényvtarat a mennyiségi meghatarozads modszerével.
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MEGJ EGYZES A teljes szonda molaritds aranyosan befolyasolja a dusitas utani konyvtar hozamat.

A betét atlagos varhaté mérete 125-235 bp, a konyvtardarabok eloszlasa pedig ~200 bp és ~1000 bp
k6zotti méretd.
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Higitsa a konyvtarakat a kiindulasi koncentraciora

Ez a lépés higitja a kbnyvtarakat a szekvenaldsi rendszer kezd6 koncentracidjara, és ez az elsé |épés a
sorozatos higitasban. A kezd6 koncentracidra valé higitas utéan a konyvtarak készen allnak a denaturalasra és a
végsé betdltési koncentracidra vald higitasra.

Szekvenalashoz, fliggetlenil a hasznalt dusitészonda-paneltdl, lllumina azt javasolja, hogy allitson be egy paros
végu futtatast leolvasasonként 151 ciklussal (2 x 151) és indexmérésenként 10 ciklussal. Ha kevesebb atfed6
leolvasast vagy kevesebb nyers lefedettséget szeretne, 2 x 126-ig vagy 2 x 101-ig sorozatot készithet.

1. Szamitsa ki a konyvtar vagy az 6sszevont kényvtarak molaritasi értékét a kdvetkez6 képlettel:
* A DNS fragmentum analizatorral minésitett konyvtarak esetében a konyvtarhoz kapott atlagos méretet
hasznalja.

* Minden egyéb mindsitési mddszer esetén a konyvtar atlagos mérete 350 bp.

ng /ulx 108 .
T g/u,_ — = Molaritas (nM)
660 — xatlagos konyvtarméret (bn)

Példaul, ha a kényvtar koncentracioja 20 ng/ul, és az atlagos méret 350 bp, az eredményként kapott
molaritas érték 86,58 nM.

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

2. Az molaritas érték felhasznalasaval szamitsa ki a kényvtaraknak a rendszer kezdé koncentraciojara torténé
higitdsahoz szlikséges RSB térfogatat és konyvtarat.

Minimalis
. sziikséges Kezd6 koncentracio Végs6 betoltési
Szekvenalorendszer . L, . s
konyvtartérfogat (nM) koncentracié (pM)

(1)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) vagy 310 1,75 350

(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM a kezdd koncentracié a végsd 350 pM terhelési koncentracidhoz. Sziikség
esetén allitsa be a végs6 terhelési koncentraciét az aldbbi tablazat segitségével.

Végso6 betoltési Osszevont konyvtar
koncentracio (pM) koncentracioé (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
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Végsé betoltési Osszevont kdnyvtar
koncentracié (pM) koncentracio (nM)
250 1,25
300 1,50
350 1,75

400 2
450 2,25
500 2,50

3. Higitsa fel a konyvtarakat RSB hasznalataval:

* Konyvtarak multiplex konyvtarkészletként szamszeriisitve — Higitsa a poolt a rendszer kezdé
koncentracidjara.

* Egyénileg szamszerlisitett konyvtarak — Higitsa az egyes konyvtarakat a rendszer
kezdékoncentracidjara. Adjon 10 ul-t minden higitott konyvtarbdl egy cs6hdz, hogy multiplexelt
konyvtarcsoportot hozzon létre.

4. Kovesse a denaturaldsra és higitdsra vonatkozo utasitasokat a rendszernek a végsé terhelési
koncentracidig torténd higitasahoz.

* A NextSeq 550Dx rendszerrel kapcsolatban lasd a NextSeq 550Dx szekvenalds el6készitése a 50.
oldalon.

* A MiSeqDx rendszerre vonatkozdan lasd a MiSeqDx szekvenalds el6készitése a 52. oldalon cim( részt.

* A NovaSeq 6000Dx rendszerrel kapcsolatban lasd a NovaSeq 6000Dx szekvendlds el6készitése a 53.
oldalon.

A végs6 terhelési koncentracidk kiindulasi pontok és altalanos irdnyelvek. Optimalizalja a koncentracidkat a

munkafolyamathoz és a mennyiségi meghatarozas modszeréhez a késébbi szekvenalasi futtatasok vagy
aramlasi cella titraldsa soran.

NextSeq 550Dx szekvenalas elékészitése

Kovesse az aldbbi utasitdsokat konyvtarak denaturaldsahoz és higitdsadhoz szekvenaldshoz a NextSeq 550Dx
szekvenaldsi rendszeren.

Fogydeszk6zok
* HT1 (Hibridizacios puffer)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
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El6készités

Készitsen friss, 0,2 N-os higitasu NaOH oldatot a kdnyvtarak szekvenalas céljabdl torténé denaturalasahoz.
Extra térfogat késziil a kis pipettazasi hibaknak a végsé NaOH koncentraciora gyakorolt hatasanak elkertlése
érdekében.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2N NaOH elengedhetetlen a denaturacids folyamathoz. A nem megfelel6é
denaturacié csokkentheti a hozamot.

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket.

Elem Tarolas Utasitasok
HT1 -25°Cés-15°C Olvassza fel szobahémérsékleten. Tarolja 2—-8 °C-on, amig készen nem all
kozott a denaturalt konyvtarak higitasara.

2. A NaOH friss higitasanak elkészitéséhez a kovetkezd térfogatokat keverje 6ssze mikrocentrifugas csében:
* Laboratériumi minéségu viz (800 ul)
* TN NaOH (200 pl)
Az eredmény 1 ml 0,2N NaOH.
Keverje 6ssze a kémcsé tobb alkalommal torténd atforditasaval.

4. A 200 mM Tris-HCI, pH 7,0 elkészitéséhez a kdvetkez6 térfogatokat keverje 6ssze mikrocentrifugas
csb6ben.

* Laboratériumi minéségu viz (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Az eredmény 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

MEGJEGYZES Tartsa a kémcsdvet kupakkal lezarva. A friss higitast 12 éran beliil hasznalja fel.

Konyvtarak denaturalasa

1. Keverje 0ssze a kévetkezd konyvtari térfogatokat és frissen higitott 0,2 N NaOH-t egy mikrocentrifugas
cs6ben.

* 10 pl kdnyvtar
* 10 ul0,2N NaOH

2. Roviden keverje meg, majd centrifugalja 280 x g-vel 1 percen keresztlil.
Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

4. Adjon hozza 10 pl 200 mM Tris-HCI-t, pH 7.
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Konyvtarak higitasa és denaturalasa 20 pM-re

1. Adjon 970 ul el6h(itott HT1-et a denaturalt kdnyvtarak csovéhez.
Az eredmény egy 20 pM denaturalt kdnyvtar.

2. Roviden keverje meg, majd centrifugalja 280 x g-vel 1 percen keresztlil.

3. Helyezze a 20 pM kényvtarat jégre, amig készen nem all a végsé higitasra.

Higitsa a konyvtarakat a betoltési koncentracidra

1. Adjahozza a kovetkez térfogatokat a denaturalt 20 pM kdnyvtaroldat higitasahoz 1,2 pM-hez.
* Denaturalt kdnyvtari oldat (78 pl)
* EI6hUGtott HT1 (1222 pl)
A teljes térfogat 1,3 ml 1,2 pM-nél.

2. Forditsa at a keveréshez, majd pulzalja a centrifugat.

3. Folytassa a szekvenaldssal. Az utasitasokat lasd a NextSeq 550Dx eszkéz referencia-utmutatdjaban
(dokumentumszam: 1000000009513) és a Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx munkafolyamat
utmutatod NextSeq 550Dx-hez (dokumentumszam: 200015671), vagy a DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx az NextSeq 550Dx alkalmazdson felhaszndldi utmutatdjaban (dokumentumszam:
200025238).

MiSeqDx szekvenalas eldkészitése

A MiSeqgDx szekvenaladsi rendszeren a konyvtarak denaturaldsahoz és higitasahoz kdvesse az alabbi
utasitasokat.

Fogyodeszk6z6k
* HT1 (Hibridizacios puffer)
* 1N NaOH

El6készités

Készitsen friss, 0,2 N-os higitasu NaOH oldatot a kdnyvtarak szekvenalas céljabdl torténd denaturalasahoz.
Extra térfogat készll a kis pipettazasi hibaknak a végsé NaOH koncentracidra gyakorolt hatdsanak elkeriilése
érdekében.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2N NaOH elengedhetetlen a denaturacidés folyamathoz. A nem megfelel6
denaturacié csdkkentheti a hozamot.

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket.
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Elem Tarolas Utasitasok
HT1 -25°Cés-15°C Olvassza fel szobahdmérsékleten. Tarolja 2-8 °C-on, amig készen
kozott nem all a denaturalt kdnyvtarak higitasara.

2. A NaOH friss higitasanak elkészitéséhez a kovetkezd térfogatokat keverje 6ssze mikrocentrifugas csében:

* Laboratériumi minéségu viz (800 ul)

* 1IN NaOH (200 pl)
Az eredmény 1 ml 0,2N NaOH.

MEGJ EGYZES Tartsa a kémcsovet kupakkal lezarva. A friss higitast 12 éran beliil hasznalja fel.

Denature a 4 nM konyvtar

1. Adja a kdvetkez6 térfogatokat egy mikrocentrifuga-csébe.
* 4 nMkoényvtar (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 pl)

2. Roviden keverje meg, majd centrifugalja 280 x g-vel 1 percen keresztiil.
Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

Adjon 990 pl el6h(itott HT1-et a denaturalt konyvtarat tartalmazé kémcséhoz.
Az eredmény 1 ml 20 pM denaturalt kdnyvtar.

Higitott denaturalt 20 pM koényvtar

1. Higitsa a kivant koncentracidra a kovetkezd térfogatok hasznalataval.

Koncentracio 6 pM 8 pM 10pM 1 pM 12pM
20 pM konyvtar 180 ul 2404l 300l 330l 360 ul
EI6h(itott HT1 420l 360ul  300pl  270ul 240l

Forditsa at a keveréshez, majd pulzalja a centrifugat.

15pM 20pM
450 yI 600 i
150 i O ul

3. Folytassa a szekvenaldssal. Az utasitasokat lasd: MiSeqDx készlilék referencia-utmutatd az MOS v4-hez
(dokumentumszam: 1000000157953) és a Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx munkafolyamat

Utmutatdja MiSeqDx-hez (dokumentumszam: 200015661) ciml dokumentumban.

NovaSeq 6000Dx szekvenalas el6készitése

A NovaSeq 6000Dx szekvenalashoz hasznalt konyvtarak denaturdlasahoz és higitdsahoz kdvesse az alabbi

utasitasokat.
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Fogydeszkozok

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

*  NovaSeq 6000Dx kényvtar kémcsé

El6készités

Készitsen friss, 0,2 N-os higitasu NaOH oldatot a kdnyvtarak szekvenalds céljabdl torténé denaturalasahoz.
Extra térfogat késziil a kis pipettazasi hibaknak a végsé NaOH koncentraciora gyakorolt hatasanak elkertlése
érdekében.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2N NaOH elengedhetetlen a denaturacids folyamathoz. A nem megfelel6é
denaturacié csokkentheti a hozamot.

1. Az 1IN NaOH 0,2N NaOH-ra higitdsahoz keverje 6ssze a kovetkezé térfogatokat mikrocentrifugas
kémcsdében:
4 tabldzat S2 mod

Egy aramlasi cella térfogata  Két aramlasi cella térfogata
Reagens

(HD) (1)
Laboratériumi minéség( 40 80
viz
1N készlet NaOH 10 20

Ezek a térfogatok 50 ul 0,2 N-os NaOH-t eredményeznek egy aramlasi cellara vagy 100 pl 0,2 N-os NaOH-
t két daramlasi cellara.

5 tablazat S4 madd

Egy aramlasi cella térfogata  Két aramlasi cella térfogata

Reagens

° (u) (u)
Laboratériumi min6ség(i 80 160
viz
1N készlet NaOH 20 40

Ezek a térfogatok 100 ul 0,2 N-os NaOH-t eredményeznek egy aramlasi cellara vagy 200 ul 0,2 N-os NaOH-
t két daramlasi cellara.

2. Forditsa at tobbszor a keveréshez, vagy vortexelje alaposan.
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3. A 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 elkészitéséhez a kdvetkezd térfogatokat keverje 8ssze mikrocentrifugas
kémcsdben.

* Laboratériumi minéségu viz (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pl)
Az eredmény 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

MEGJ EGYZES Tartsa a kémcsovet kupakkal lezarva. A friss higitast 12 éran beliil hasznalja fel.

Normalizalt konyvtarcsoport létrehozasa

A betoltési koncentracid valtozé lehet a konyvtarak el6készitésétdl, a mennyiségi meghatarozasi médszerektdl
és a normalizalastdl fliggben.

Az aldbbi utasitasok segitségével normalizalhatja a konyvtarakat a megfelelé koncentraciora, majd
0sszevonhatja azokat. Az azonos dramlasi cellan sorba rendezett kdnyvtarakat egyetlen normalizalt poolba kell
kombinalni.

MEGJ EGYZES A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készlet segitségével sdvonként legfeljebb 192
minta futtathatd. Ez a hatarérték az A és B készletben talalhaté UD indexek teljes szama
miatt van.

Konyvtarak normalizalasa poolozashoz

1. Hatarozza meg a sziikséges 0sszevont kdnyvtarkoncentraciot a kivant végsé betdltési koncentracio
alapjan.

* 350 pM végsoé betdltési koncentracid esetén a szilkséges dsszevont kényvtarkoncentracié 1,75 nM.

* Egy masik végsé betdltési koncentracié 6sszevont kényvtarkoncentraciojanak meghatarozasahoz lasd
a Higitsa a kényvtarakat a kiinduldsi koncentracidra a 49. oldalon részben.

2. Normalizalja a kbnyvtarakat a kivant 6sszevont konyvtarkoncentracidhoz 10 mM Tris-HCl-vel, pH 8,5.
A konyvtarak megfelelé koncentracidra torténd higitasaval kapcsolatos segitségért tekintse meg a lllumina
webhely Poolozasi kalkulatorat.

Javasolt betoltési koncentraciok

Az optimalis DNS betdltési koncentracio a konyvtar tipusatdl és a betét méretétdl fligg. > 450 bp kdnyvtarak
esetén nagyobb terhelési koncentracidra lehet sziikség.

Pool normalizalt konyvtarak és opcionalis PhiX vezérlés hozzaadasa

1. Egyesitse az egyes normalizalt kdnyvtarak megfeleld térfogatat egy Uj mikrocentrifuga csében, hogy a
kovetkez6 végleges térfogatok egyikét kapja:
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2.

Uzemmod Végsé térfogat (ul)
S2 150
S4 310

[Opcionalis] Szurja meg 1%-0s nem denaturalt PhiX>-ben az aldbbiak szerint.
a. Higitson 10 nM PhiX-et 2,5 nM-re 10 mM Tris-HClI-vel, pH 8,5.
b. Adjahozza a megfelel6 mennyiségl nem denaturalt 2,5 nM PhiX-et a nem denaturalt kbnyvtarkészlet
kémcsovéhez.
Uzemmod Nem denaturalt 2,5 nM PhiX (uI) Nemdenaturalt konyvtarcsoport (ul)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310
PhiX-ben torténé tiiskézés esetén a kiegyensulyozott kdnyvtarak szdmara az ajanlott mennyiség 1%. Az

alacsony sokféleségu kényvtarakban tobbre lehet szlikség. Ha a PhiX vezérlét alacsony sokszinlségu
koényvtarakkal szeretné hasznalni, Utmutatasért forduljon a lllumina miszaki tdmogatashoz.

Denaturalt konyvtarcsoport és Opcionalis PhiX vezérlés

1.

GoR W

Adjon 0,2N NaOH-t a nem denaturdlt konyvtarkészlet és az opcionalis PhiX kémcs6h6z az aldbbiak szerint.

Aramlasi 0,2N NaOH Nemdenaturalt kényvtarcsoport E,redmény'ul kapott

cella (ul) térfogat

S2 37 150 187 ul vagy 187,9 pl
PhiX-szel

S4 77 310 387 ulvagy 388,9 pi
PhiX-szel

Csavarja rd a kupakot, majd révid ideig vortexelje.
Centrifugdlja 280 x g-vel legfeljebb 1 percig.
Inkubalja szobahémérsékleten 8 percig a denaturalds miatt.

A semlegesitéshez adjon hozzd 400 mM Tris-HCI-t, pH 8,0-t az aldbbiak szerint.
Uzemméd 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (pl) Eredményiil kapott térfogat
S2 38 225 plvagy 225,9 pl PhiX-szel
S4 78 465 ul vagy 466,9 ul PhiX-szel

Csavarja ra a kupakot, majd révid ideig vortexelje.

Centrifugadlja 280 x g-vel legfeljebb 1 percig.

Vigye at a denaturalt konyvtar vagy a denaturalt konyvtar és a PhiX teljes térfogatat a NovaSeq 6000Dx
kényvtar csdvébe.
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9. Folytassa a szekvenadldssal. Az utasitdsokat lasd a NovaSeq 6000Dx készlilék termékdokumentdcidjaban
(dokumentumszam: 200010105) és a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq
6000Dx dokumentumban (dokumentumszam: 200014776).
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Hibaelharitas

A kovetkezd tablazat segitségével elharithatja a munkafolyamat soran felmerdlé problémakat. Ha egy minta
szekvenalasi futtatasa vagy konyvtar-el6készitése kétszer sikertelen, tovabbi hibaelharitasra lehet sziikség.
Vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki ligyfélszolgalataval.

Medfigyelés Lehetséges Ok

A szekvenalasi Felhasznaldi vagy
futtatas nem felelmeg laboratdriumi

a minéség- berendezés hibdja a
ellenérzésen Mlszaki  vizsgalat

adatok munkafolyamataban

Mdszer probléma

Hiba a FASTQ Szoftver- vagy
Iétrehozdsanal vagy muUszerhiba
altalanos szekvenalasi

rendszerhiba (pl.

haldzati hiba,

reagensek

betdltése/eltavolitasa

stb.)

Dokumentumszam: 200038118 v00

Ajanlott Teend6

Mindsitse a dusitott kdnyvtarakat a megfelel6
kényvtarkapacitas és fragmentumok méretének elosztasa
érdekében. Ismételje meg a konyvtar elékészitését a
kovetkezd lépések egyikével, attol fliggéen, hogy hol
tortént a hasznalat vagy a berendezés hibaja. Ha ismeretlen
vagy mas hiba tértént, a futtatas hibaelharitasahoz Iépjen
kapcsolatba a lllumina miszaki tamogatassal.

o Konyvtarak kovetése. Lasd: NextSeq 550Dx szekvenalds
el6készitése a 50. oldalon, MiSeqDx szekvenalds
elbkészitése a 52. oldalon, vagy NovaSeq 6000Dx
szekvenalds elbkészitése a 53. oldalon.

o A kbnyvtarak Ujradusitasa. Lasd: Szondak hibridizaldsa a
37. oldalon.

o A konyvtar elé6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd a Hasznalati utmutato a 21.
oldalon.

Vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki
tgyfélszolgalataval.

Az analizissel kapcsolatos segitségért olvassa el a modult
vagy az alkalmazasi Utmutatét, vagy olvassa el a NextSeq
550Dx készlilék ismertetd kézikonyve (dokumentumszam:
7000000009513), a MiSeqDx készlilék referencia-utmutato
az MOS v4-hez (dokumentumszdm: 1000000157953), vagy
a NovaSeq 6000Dx készlilék termékdokumentaciojat
(dokumentumszam: 200010105).

Tovabbi segitségért forduljon a lllumina mdszaki
tamogatashoz.
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Medfigyelés

A DNS konyvtar nem
general elegendé
hozamot a
szekvenalas
betdltéséhez

Teljesitmenyjellemzdk

Lehetséges Ok

A mintabemenetre
vonatkozo
kévetelmények nem
teljestltek

Hasznalati vagy
berendezéshiba a
vizsgalat
munkafolyamataban

A dusité szonda
panelre vonatkozd
kovetelmények nem
teljestltek

illumina

Ajanlott Teend6

Ellenérizze a megfeleld mintabevitelt, és ismételje meg a
kényvtar el6készitését.
Lasd: Mintabeviteli ajanldsok a 18. oldalon.

Ismételje meg a kdonyvtar el6készitését a kdvetkezd
Iépések egyikével, attol fliggéen, hogy hol tortént a
hasznalat vagy a berendezés hibaja. Ha ismeretlen vagy
mas hiba tortént, a futtatas hibaelhdritdsdhoz Iépjen
kapcsolatba a lllumina miszaki tamogatassal.

» Konyvtarak kdvetése. Lasd: NextSeq 550Dx szekvenalas
elékészitése a 50. oldalon, MiSeqDx szekvenalas
elbkészitése a 52. oldalon, vagy NovaSeq 6000Dx
szekvendlds el6készitése a 53. oldalon.

o A kdnyvtarak Ujradusitdsa. Lasd: Szondak hibridizdldsa a
37. oldalon.

o Akonyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd a Hasznalati utmutato a 21.
oldalon.

Gondoskodjon a dusitészonda megfelel6 paneljérél, és
ismételje meg a konyvtar el6készitését.
Lasd: Dusitdsi szondapanel kévetelményei a 10. oldalon.

Teljes exom panelek teljesitménye

Az exom panel teljesitményét a Coriell Cell Line gDNS NA12878 legalacsonyabb (50 ng) és legmagasabb (1000
ng) ajanlott bemenetével tesztelték, ismert igazsdgkészlettel csiravonal varidns kimutatasahoz (Coriell platinum
genom). Az 1-es exompanelt (45 Mb) és a 2-es exompanelt (36,8 Mb) hasznaltak reprezentativ panelként. A
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat soran 24 miiszaki replikatumot teszteltek az 1-es exompanellel
(45 Mb) két 12-plex dusitasi reakcidban. A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat soran 12 technikai
replikdtumot teszteltek 2-es exompanellel (36,8 Mb) egyetlen 12-plex dusitasi reakcidban. A dusitott
kényvtarakat a DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modullal egylitt a NextSeq 550Dx szekvenalasi
rendszeren sorba rendezték.

Az aldbbi tablazat az egyes panelekkel tesztelt mlszaki replikatumok masodlagos szekvenalasi és varianshivasi
teljesitménymutatdinak atlagértékeit mutatja.
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6 tablazat Vizsgalati teljesitmény két teljes exom panellel

Parnazott,

Panel egyedi Lefedettség Fragmenshossz SNV SNV Belsé Belsé
leolvasasi egységessége median visszahivasa' pontossag? visszahivas' pontossag?
dusitas

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

panel 1

(45 Mb)

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

panel 2

(36,8 MB)

Visszahivas=Pozitiv/(igaz pozitiv + hamis negativ)
2Pontossag=Igaz pozitiv/(lgaz pozitiv + hamis pozitiv)

Kimutatasi hatarérték

A kimutatasi hatar teszteléséhez a Horizon HD799 DNS referencia standardot hasznaltdk. A HD799
mérsékelten veszélyeztetett, formalinnal kezelt DNS-bél all ismert SNV-kkel, 1-24,5%-0s allélfrekvencian. A
legalacsonyabb ajanlott DNS-bemenetet (50 ng) hasznaltak, és értékelték a = 5,0%-0s varidns
allélfrekvenciaval (VAF) rendelkezd SNV-k detektaldsi aranyat. 16 mlszaki replikatumot teszteltek a lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx vizsgdlat sordan FFPE-munkafolyamattal, dusitépanellel (1,94 Mb) dusitva 16 (1
plex) dusitdsban, majd szekvenalva egy NextSeq 550Dx késziiléken a DNA GenerateFASTQ Dx modullal.

Az 6sszes minta megfelelt a panelspecifikus mintateljesitmény-kdvetelményeknek, amint az a kdvetkez6
tablazatban lathatd.

7 tablazat Mintateljesitmény kimutatasi hatarhoz

Panel Az SNV-k variansészlelési Atlag

aranya = 5,0% VAF Lefedettség egységessége
Pan-cancer dusité panel (1,94 100% 99%
Mb, 523 gén)

Zavaro anyagok

A lllumina DNA Prep with Enrichment Dx mikodését potencialisan zavard anyagok hatasanak értékelése tortént
a vizsgalatnak az ilyen anyagok jelenlétében tapasztalt teljesitménye értékelésével.

Interferencia teljes vérben

Az acetaminofent (exogén vegylilet, gydgyszer), a kreatinint és a triglicerideket (endogén metabolitok) a DNS-
extrakcio el6tt teljes human vérmintakhoz adtak. A vérvételbél eredd interferencia (tul kevés vér levétele)
értékeléséhez EDTA-t is adtak a teljes vérmintakhoz. Ezenkiviil a minta el6készitésébdl eredd interferencia
értékeléséhez molekularis minéségl etanolt oltottak be a teljes vérbél kivont DNS-be.
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Az aldbbi tablazat a interferensenkénti tesztkoncentracidkat mutatja.

8 tablazat A teljes vérben tesztelt potencialisan interferald anyagok és koncentraciok
Vizsgalt anyag Teszt koncentracidja

Acetaminophen 15,6 mg/dL*
A gyodgyszerterapias ddzis utan varhatd legmagasabb
koncentracié haromszorosa.

Kreatinin 15 mg/dL*
A legmagasabb megfigyelt koncentracié a populdcidban.
Trigliceridek 1,5 g/dL*
A legmagasabb megfigyelt koncentracié a populacidban.
EDTA 6 mg/mL
A vart koncentracié haromszorosa, EDTA-s cs6vekbe
levéve.
Molekuldris minéségu etanol 15% v/v

Az eluatum DNS utani extrakcidjaban.

*A CLSI EP37-ED1:2018 szerint

Interferalé anyagonként 12 technikai replikatumot teszteltek a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat
soran, amelyeket exompanellel dusitottak 1 (45 Mb) egyetlen (12-plex) dusitdsban, majd sorozatban egy
NextSeq 550Dx késziiléken a DNA GenerateFASTQ Dx modullal.

A tesztelt anyagok esetében mind a 12 minta megfelelt a minta teljesitményére vonatkozé kovetelményeknek,
és nem figyeltek meg interferenciat a vizsgalat teljesitményével.

Interferencia az FFPE szovetben

Két kolorektalis FFPE mintat vizsgaltak hemoglobin jelenlétében és hidnyaban 0,1 mg/10 um FFPE szekcidban,
hogy a legrosszabb esetben az FFPE-szdvetminta 50%-0s szennyez&dését jelentsék magas
hemoglobinszinttel rendelkezé vérrel. A mintakat a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat soran 1-es
pan-cancer dusitd panel (1,94 Mb) segitségével vizsgaltak reprezentativ panelként egyplex dusitasokban. A
dusitott kdnyvtarakat ezutdn a DNA GenerateFASTQ Dx modullal egy NextSeq 550Dx késziiléken szekvenaltak.
Minden minta megfelelt a minta teljesitményére vonatkozd kovetelményeknek, és kimutattak, hogy a
hemoglobin nem zavarja a vizsgalat teljesitményét.

A mintael6készitésbdl eredé interferencia értékeléséhez két exogén vegyiiletet oltottak be egy hugyhdlyagrak
FFPE szdvetmintajabdl kivont DNS-be. A vizsgalt exogén anyagok a kovetkezé tablazatban a vizsgalt
mennyiségekkel egyltt felsorolt, a DNS-extrakcid soran gyakran hasznalt kivonasi oldatok.

A vizsgalati anyag oldatok kereskedelmi forgalomban kaphatdk oszlopalapu DNS-izolacids készletekben.
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9 tédblazat Az FFPE-ben tesztelt potencidlisan zavard exogén anyagok és koncentracidk

Vizsgalt anyag Tesztkoncentracid (ul / 30 pl eluatum)
Deparaffinizalasi oldat 113 x107°
AW?2 mosodpuffer 0,417

Interferald anyagonként nyolc technikai replikdtumot teszteltek a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
vizsgalat soran, amelyeket egy pan-cancer dusité panellel (1,94 Mb) dusitottak egyplex dusitasokban, majd a
DNA GenerateFASTQ Dx modullal egy NextSeq 550Dx m(iszeren szekvenaltak.

Mindkét tesztelt anyag esetében mind a nyolc minta megfelelt a minta teljesitményére vonatkozé
kovetelményeknek, és nem figyeltek meg interferenciat a vizsgalat teljesitményében.

Keresztszennyezddés

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat soran a Coriell Cell Line gDNA NA12878 (néi, 10 minta), a
Coriell Cell Line gDNA NA12877 (férfi, 12 minta) és egyetlen sablon kontrollt (NTC, 2 minta) sem vizsgaltak az
ellenérzélemez elrendezésben. Minden minta a legmagasabb (1000 ng) gDNS bemeneti ajanldst hasznalta a
legszigorubb feltételként a minta keresztszennyez&désének értékeléséhez. A tesztelést két kiilon kezeld
végezte. Az 1-es exompanelt (45 Mb) 12-plex dusitasi reakcidban hasznaltak. A dusitott kényvtarak sorozata a
NextSeq 550Dx rendszeren tértént a DNA GenerateFASTQ Dx segitségével. Az értékelést a férfi specifikus Y-
kromoszdéma néi mintakban vald lefedettségének felmérésével végezték, a néi mintak teljes lemezének
hattérszintjével sszehasonlitva, valamint az NTC mintak index reprezentacidjaval.

10 tablazat Keresztszennyezdédési eredmények

N6i mintak férfi Y-kromoszoma
lefedettséggel < 3x kiindulasi zajban

100% < 0,0005%

Index reprezentacio az NTC-ben
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
alkalmazas teljesitménnyel

A DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas NovaSeq 6000Dx-hez teljesitményjellemzéit a
NovaSeq 6000Dx eszkbz haszndlati utasitdsa tartalmazza (dokumentumszam: 200025276).

A DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx ugyanazokat a masodlagos elemzési
munkafolyamatokat biztositja, mint a NovaSeq 6000Dx alkalmazas, beleértve a kbvetkezé harom
munkafolyamatot: FASTQ generalas, FASTQ és VCF generalas csiravonal varidns kimutatdshoz és FASTQ és
VCF generalas szomatikus varians kimutatashoz.

Az 6sszehasonlithatd masodlagos elemzési teljesitményt mindkét platformon sorba rendezett konyvtar-
el6készitésbdl kaptuk. A Coriell Cell Line gDNS mintak esetében a varidnsok detektalasi ardnyat (11 tablazat) és
a gyakorisagi egyezést (1 abra) egy reprezentativ vizsgalattal értékelték, amelynek célja az volt, hogy mind a 23
human kromoszémaban 1970 505 bazist (9232 célpontot) lefedd kiilonbdz6 géneket kérdezzen le. Nyolc
Platinum Genome DNS mintat teszteltek, hét replikatum hatbdl (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880,
NA12882, NA12883, NA12884) és egy (NA12881) 6tbdl alld replikdtumbdl (ldsd az 1 dbra). A kdnyvtdrakat harom
futtatassal sorba rendezték NovaSeq 6000Dx és NextSeq 550Dx mUiszereken, és a varians hivast a FASTQ és
VCF generacid hasznalataval végezték a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas
csiravonal varians kimutatasi munkafolyamatahoz.

A NovaSeq 6000Dx és a NextSeq 550Dx mUszereken az alkalmazas teljesitménye k6zotti erés korrelacid
alapjan a NovaSeq 6000Dx miszer hasznalati itmutatdjaban (dokumentumszam: 200025276) megadott
masodlagos elemzéssel kapcsolatos teljesitményjellemzéket is a DRAGEN for Illlumina DNA Prep with
Enrichment Dx NextSeq 550Dx alkalmazasban kell alkalmazni.

11tablazat Alkalmazas teljesitménye — Valtozatészlelési sebesség SNV-k, beszurasok és torlések esetén

Valtozatészlelési sebesség Valtozatészlelési sebesség

Panel a NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx
késziiléken késziiléken
Pan-genom panel 99,9% 99,9%

(1,97 Mb, 9232 cél, 23 6ra)
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14bra A NovaSeq 6000Dx és a NextSeq 550Dx frekvencia-0sszehasonlitdsa DRAGEN for IDPE Dx alkalmazas
elemzéssel fut
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FUggelék: lllumina UD indexek adapter szekvenciai

Ezek az egyedi kett6s (UD) index adapterek a lemezben vannak elrendezve az ajanlott parositasi stratégia
érvényesitéséhez. Az index adapterek 10 bazis hosszuak a tipikus nyolc bazis helyett.

Index 1 (i7) adapterek

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Index 2 (i5) adapterek

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[15] TCGTCGGCAGCGTC

A kovetkezd sorrend hasznalatos az 1. olvasas és a 2. olvasas adapterének vagasahoz.

CTGTCTCTTATACACATCT

A lemez/1. készlet indexadapterei

Index neve i7 bazisok adapterben i5 bazisok adapterben

UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG

UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA

UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT

UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG

UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT

UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT

UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
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Index neve
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDP0011
UDP0012
UDPO0O013
UDP0014
UDPO0015
UDP0016
UDPOO017
UDP0018
UDPO0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDPO0030
UDP0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDPO0037

i7 bazisok adapterben

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
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i5 bazisok adapterben

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
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Index neve
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
uUbDPO0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDP0053
UDP0054
UDPO0O055
UDP0056
UDP0057
UDP0058
UDPO0O059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0065
UDP0066
UDPO0067

i7 bazisok adapterben

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 bazisok adapterben

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
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Index neve
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDPO0071
UDP0072
UDPO0O073
UDP0074
UDP0075
UDP0076
UDPO0O077
UDP0078
UDP0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0O085
UDPO0086
UDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

i7 bazisok adapterben

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 bazisok adapterben

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
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B lemez/2. készlet indexadapterei

Index neve i7 bazisok adapterben i5 bazisok adapterben
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTIG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0O105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDPO0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0O110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPOTNM CCTTGTTAAT TGTTGTTCGT
UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0O113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UDP0O114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
ubP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDPO0O118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDPO119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Index neve
UDP0125
UDPO0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDPO0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0135
UDP0136
UDP0137
UDPO0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDPO0146
uDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDP0153
UDPO0154

i7 bazisok adapterben

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC
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i5 bazisok adapterben

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA
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Index neve
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0O157
UDPO0158
UDPO0159
UDPO0160
UDPO0O161
UDP0162
UDP0163
UDPO0164
UDPO0165
UDP0166
UDP0167
UDP0168
UDPO0169
UDP0170
UDP0171
UDP0172
UDPO0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDPO0O177
UDP0178
UDP0179
UDPO0180
UDPO0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184

i7 bazisok adapterben

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT
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i5 bazisok adapterben

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC
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Index neve
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

i7 bazisok adapterben

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG

illumina

i5 bazisok adapterben
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Modositasi el6zmények

Dokumentum Datum Modositasok leirdsa
Dokumentumszam: 2023. Elsé kiadas.
200038118 v0O julius A korabbi 200019584 szamu dokumentum helyébe ez Iépett.

Az Uj dokumentum valtozasai az 200019584 v2 dokumentumhoz

Dokumentumszam: 200038118 v00

képest:

Hozzaadott tartalom a szekvenalds tamogatdsara a NextSeq
550Dx készlléken a,,DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx alkalmazas NextSeq 550Dx-hez” hasznalataval.
Tisztazott reagensek nincsenek megadva lista.
Incidenciajelentési informacidk hozzdadasa a Figyelmeztetések
és Ovintézkedések részhez.

Pontositott Dusitasi kdnyvtarak elvarasai.

Utasitdsok hozzaadva a 400 mM Tris-HCI elkészitéséhez, pH 8,0.
Eltavolitottak a szekvenalas el6készitése |épés tipografiai hibajat.

A 200019584 szamu dokumentum korabbi modositasai:

Hozzdadott tartalom a NovaSeq 6000Dx késziiléken végzett
szekvenalds tamogatasara.

Szekvenadldsi rendszernevek és kataldgusszamok hozzdadasa.
Egyedi kettds indexelési informaciok eltavolitasa az egyszeres
indexelt konyvtarakbol.
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