lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Paredzetais lietojums

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir reagentu un paligmaterialu kopums, ko izmanto, lai
sagatavotu paraugu bibliotékas no genoma DNS, kas ieguta no cilvéka Sunam un audiem un izstradatu in vitro
diagnostiskas analizes. Lietotaja nodrosinati zondes paneli ir nepiecieSami, lai sagatavotu bibliotékas, kuru
mérkauditorija ir specifiski interesgéjosie genoma regioni. Generétas paraugu bibliotékas ir paredzétas lietosanai
lllumina sekvencésanas sistémas. lllumina® DNS Prep with Enrichment Dx ietver programmaturu
sekvencesanas cikla iestatiSanai, uzraudzibai un analizei.

Proceduras principi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir paredzéts manualai DNS sekvencésanas bibliotéku
sagatavosSanai mérka apgabaliem genoma DNS, kas iegutas no cilvéka Stnam un audiem.

Mérka bagatinasanai ir nepiecieSami lietotaja nodrosinati biotiniléti oligonukleotidu paneli. lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx komplekts ir saderigs ar dazadu izméru paneliem, ieskaitot mazus panejus (< 20.000
probes) to large panels (> 200 000 zondes). Generétas bagatinatas bibliotékas ir paredzétas sekvencésanai
lllumina sekvencésanas sistémas.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts procedura sastav no talak noraditajam darbibam.

* Genoma DNS atzimesana - izmanto Enrichment BLT Small (eBLTS), lai atzimétu DNS ievadi. AtzimésSanas
laika ar vienu darbibu gDNS tiek fragmentéta un atziméta ar adapteriem. Lai piesatinatu eBLTS atziméSanas
reakcija, nepiecieSama minimala DNS ievade 50 ng. Péc piesatinasanas, eBLTS fragmenté noteiktu DNS
molekulu skaitu, lai generétu normalizétas bibliotékas ar nemainigu fragmentu lieluma sadalijumu.

* TiriSana péc atzimésanas - tira uz eBLTS ar adapteri apziméto DNS, lai izmantotu amplificésanai.

* Atzimeto DNS amplifice$ana — amplificé atziméto DNS, izmantojot ierobeZota cikla PKR programmu. DNS
fragmentu galos tiek pievienoti unikalie dualie (UD) raditaji, kas nodroSina DNS bibliotéku dualu unikalu
svitrkodu un klasteru generésanu sekvencésanas laika.

* Biblioteku tiriSana — izmanto lodiSu tiriSanas procediiru, lai attiritu un atlasitu izméru amplificétajam DNS
bibliotekam.

* Biblioteku apvienoSana — apvieno DNS bibliotekas ar unikaliem raditajiem viena kopa ar lldz pat 12
bibliotekam. Bibliotékas var apvienot péc tilpuma vai péc svara.

* Zonzu hibridizéSana - ietver hibridizacijas reakciju, kuras laika divkarsas spirales DNS bibliotékas tiek
denaturétas, un biotiniléto DNS zonzu panelis tiek hibridizéts mérka genoma regionos.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir saderigs ar vairakiem paneliem. lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx komplekts neietver bagatinasanas paneli. Zonzu pane|us nodrosina lietotajs, un tiem
jaatbilst nepiecieSamajam specifikacijam. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagenti ir
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saderigi gan ar lllumina, gan ar treSas personas bagatinaSanas DNS oligonukleotidu paneliem, kas atbilst
nepiecieSamajam specifikacijam. Informaciju par nepiecieSamajam specifikacijam treSo personu
paneliem skatiet Bagatinasanas zondes panela prasibas, 11. lpp
* Hibridizéto zonZu tverSana —izmanto Streptavidin Magnetic Beads (SMB3), lai tvertu biotinilétas zondes,
kas hibridizétas mérka intereses regionos.

* Bagatinato biblioteku amplificeéSana —izmanto PKR, lai amplificétu bagatinatas bibliotékas.

* Amplificeto, bagatinato bibliotéku tiriSana — izmanto lodiSu attiriSanas proceddiru, lai attiritu bagatinatas
biblioteékas un sagatavotu sekvencésanai.

* Sekvencésana - bagatinato bibliotéku sekvencésana tiek veikta ar MiSeqDx, NextSeq 550Dx vai
NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sistemam. MiSegDx un NextSeq 550Dx instrumentos tiek izmantots
integréts DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modulis, lai veiktu sekvencé8anas izpildes
iestatiSanu, izpildes uzraudzibu un FASTQ generésanu no noteiktajam bazeém. NextSeq 550Dx with
DRAGEN Server un NovaSeq 6000Dx instrumentiem tiek izmantota DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx lietojumprogramma, lai veiktu izpildes iestatiSanu un sekundaro analizi, izmantojot vairakas
pieejamas darbpllsmas.

Proceduras ierobezojumi

* Tikai in vitro diagnostikas nolukiem.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir saderigs ar genoma DNS, kas ieglta no cilvéka Sunam
un audiem.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir saderigs ar dubultspirales gDNS ievadi 50-1000 ng.
Veiktspéja netiek garantéta ar ievadém arpus Sim robezam.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts neietver reagentus DNS ekstrakcijai. Analitiskas
testéSanas rezultati, tostarp traucéjumu testésana, kas sniegta Veiktspéjas raksturlielumi, 59. lpp, ir ieguti,
izmantojot pilnasinu un FFPE paraugus ka raksturigu paraugu veidus ar raksturigiem DNS ekstrakcijas
komplektiem. Visiem diagnostikas testiem, kas izstradati lietoSanai ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
komplekts reagentiem, nepiecieSama pilna visu veiktspéjas aspektu validacija, izmantojot izvéléto DNS
ekstrakcijas komplektu.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts nav ieteicams sliktas kvalitates FFPE paraugiem ar ACq
> 5. Paraugu izmantoSana ar ACq > 5 var palielinat bibliotékas sagatavo$anas klumes un samazinat analizes
veiktspéju.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagenti ir konfiguréti un testéti attieciba uz paraugu
ievadi, bagatinasanas reakcijam un pavairo$anas kartam, kas noraditas talak sniegtaja tabula.
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lllumina DNA Prep

. . . Bagatinasanas Bagatinasanas
with Enrichment Parauga ievade . . _
reakcijas pavairosanas kartas
Dx komplekts
16 paraugu Zema kvalitate 16 reakcijas 1karta
komplekts (FFPE)
96 paraugu Augsta kvalitate 8 reakcijas 12 kartas
komplekts (piem., pilnasinis)

* FFPEievades apstrade ir parbaudita un ir ieteicama tikai 1 kartas bagatinasanas reakcijam, izmantojot 16
paraugu komplektu.

* Komplekta ar 96 paraugiem ir iesp&jamas nestandarta pavairoSanas kartas (no 2 kartam lidz 11 kartam), bet

tam ir Sadi ierobezojumi:

— paraugu apstrade 2 kartu lldz 11 kartu bagatinasanas reakcijas samazina komplekta caurlaidibu.

— Optimali rezultati netiek garantéti. Lai iegltu piemérotu bagatinasanas rezultatu nestandarta
bagatinasanas kartam, var but nepiecieSama papildu optimizacija.

— Zemu kartu apvieno$anas stratégijam (no 2 kartam lidz 8 kartam), jaizvélas raditaju adapteri ar dazadam
sekvencém, lai optimizeétu krasu balansu veiksmigai sekvencésanai un datu analizei. MiSegDx un
NextSeq 550Dx DNA GenerateFASTQ Dx modulis nodroSina krasu balansa raditaju kombinacijas

izpildes iestati$anas laika. Papildinformaciju par apvieno$anas stratégijam skatiet sadala Apvienosanas
metodes, 35. Ipp.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts sp€&j nodroSinat bagatinatas bibliotékas, kuras ir
sekvenceétas tikai ar MiSeqDx, NextSeq 550Dx un NovaSeq 6000Dx. Citu sekvencésanas sistemu
izmantoS$anai nepiecieSama pilniga visu darbibas aspektu validacija.

* Bagatinasanas paneli nav ieklauti 81izstradajuma komplektacija. Analitiskas testédanas rezultati, kas sniegti
sadala Veiktspéjas raksturlielumi, 59. lpp, ir iegUti, izmantojot raksturigus bagatinasanas panelus, un ir
sniegti tikai informativos noltkos. Analitiskas veiktspéjas raksturlielumi paredzeti, lai skaidrotu analizes
visparéjas iespéjas un nesatur apgalvojumus par noteiktas analizes spé&jam vai piemérotibu. Visiem
diagnostikas testiem, kas izstradati lietoSanai ar Siem reagentiem, nepiecieSama pilniga visu veiktspéjas
aspektu validacija.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir saderigs gan ar lllumina, gan ar treSo personu
bagatinasanas paneliem. Tomeér tre3o personu bagatinasanas paneju veiktspéja, kas neatbilst paneju
prasibam, netiek garantéta. Informaciju par panelu prasibam skatiet sadala Bagatinasanas zondes panela
prasibas, 11. Ipp.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts izmanto 2 stundu hibridizacijas laiku. llgaka hibridizacijas
laika izmantoSana var ietekmeét veiktspéjas raditajus.

* MiSegDx un NextSeq 550Dx DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moduli nodroSina tikai FASTQ
failus. Ja izmantojat Sos modulus, jums javeic sekundaras analizes validacija.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma ir pieejama NextSeq 550Dx ar

DRAGEN Server un NovaSeq 6000Dx. Lietojumprogramma atbalsta vairakas sekundaras analizes
darbplismas, tostarp, FASTQ generésanu, FASTQ un VCF generésanu dzimumsinas lThiju variantu
noteik$anai un FASTQ un VCF generésanu somatisko variantu noteik$anai. Ja izmantojat
lietojumprogrammu VCF generésanai, sekundaras analizes validacija nav javeic. Lietojumprogrammas
ierobezojumiietver Sadus:

Insercijas > 18 bp un garuma delécijas > 21 bp nav apstiprinatas.

Lieli varianti, tostarp multinukleotidi varianti (MNV) un lielas insercijas/delécijas izvades VCF faila var tikt
zinoti ka atseviski mazaki varianti.

Mazi MNV izvades VCF faila tiek zinoti ka atseviski varianti.

Par delécijam tiek zinots VCF faila pie iepriek$€jas bazes koordinatas atkariba no VCF formata. Tapéc
izvértéjiet blakus esoSos variantus, pirms zinojat, ka atseviSka baze ir noteikta ka homozigotiska
atsauce.

Dzimumsunas lnijas ierobezojumi.

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx dzimumsinas lhiju FASTQ un VCF generésanas
analizes darbpllisma ir paredzéta, lai sniegtu kvalitativus rezultatus dzimumsinas iniju variantu
noteik8anai (piem., homozigotiska, heterozigotiska, savvalas tipa).

Kopiju skaita variacijas var ietekmét to, vai variants tiek identificéts ka homozigotisks vai
heterozigotisks.

Sistéma viena atraSanas vieta nezinos vairak par diviem variantiem, pat pastavot kopiju skaita
variacijam.

Somatiskie ierobezojumi.

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogrammas somatiskas FASTQ un VCF
generésanas analizes darbpllsma ir paredzéta, lai sniegtu kvalitativos rezultatus somatisko variantu
noteik$anai (t. i., somatiska varianta klatbutne).

Somatiskas FASTQ un VCF generésanas analizes darbpllisma nespéj noteikt atskiribu starp
dzimumsunas [iniju un somatiskajiem variantiem. Darbpllisma ir paredzéta, lai konstatétu variantus
dazada variantu biezuma diapazon3, bet variantu biezumu nevar izmantot, lai noteiktu atskiribu
starp dzimumsiinas [niju un somatiskajiem variantiem.

Normali audi parauga ietekmeé variantu konstaté3anu. Zinota noteikSanas robeza balstas uz variantu
biezumu attieciba pret kop€jo DNS, kas ekstrahéta gan no audzé&ja, gan no normaliem audiem.
Ja viena lokusa tiek noteikts vairak neka viens alléles variants, neviena no allélém netiks zinota ka

atbilstoSais variants. Ta vieta tiks zinots par visu alé|u komplektu, bet tas tiks filtréts, izmantojot
vairaku allé]u atzimi.

|lzstradajuma komponenti

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts sastav no talak noraditajiem komponentiem:
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataloga Nr. 20051354 (16 paraugi), vai
Nr. 20051352 (96 paraugi);

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, kataloga Nr. 20051355 (16 paraugi), vai
Nr. 20051353 (96 paraugi);

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulis NextSeq 550Dx, kataloga Nr. 20063024;
* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulis MiSeqDx, kataloga Nr. 20063022;

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma NovaSeq 6000Dx, kataloga
Nr.200746009;

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma NextSeq 550Dx, kataloga
Nr.20074730.

Nodrosinatie reagenti

Lai pabeigtu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, nepiecieSams lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with
UD Indexes Set A vai lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B. Jus varat veikt noradito
skaitu bibliotekas sagatavoSanas un bagatinasanas reakciju, izmantojot 16 paraugu vai 96 paraugu komplektu.

lllumina DNA Prep
with Enrichment Parauga ievade Bagatinasanas reakcijas
Dx komplekts

Bagatinasanas
pavairoSanas kartas

16 paraugu Zema kvalitate 16 reakcijas 1karta
komplekts (FFPE)
96 paraugu Augsta kvalitate 8 reakcijas 12 kartas
komplekts (piem., pilnasinis)
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lllumina DNS sagatavosana ar Enrichment Dx ar UD raditaju
komplektu A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, jauzglaba 15 °C-30 °C temperatura

Talak noraditie reagenti tiek piegadati telpas temperatiira. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja
uzglabasanas temperatira, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju.

Daudzums mégené

\ Vacina Uzpildes
Reagenta nosaukums 16 paraugi 96 paraugi

Aktivas sastavdalas

krasa tilpums
(Nr.20050020)  (Nr. 20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Sarkans 350yl Mazgasanas lildzek|a
(ST2) Skidums tdent.
Tagment Wash Buffer 1 1 Za|$ 41 ml Buferéta tdens
2 (TWB2) Skidums, kas satur
mazgasanas lidzekli un
sali.
Cleanup Beads (CB) 1 Nav* Sarkans 10 ml Cietas fazes

paramagnétiskas
lodites buferéta udens
Skiduma.

* Cleanup Beads 96 paraugiem ir iek|auti lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (Nr. 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 paraugi), uzglabat temperattira no
15 °C lidz 30 °C

96 paraugu komplektiem Cleanup Beads ir ieklautas lllumina Prep Dx Cleanup Beads (kataloga Nr. 20050030).
Talak noraditais reagents tiek piegadats telpas temperatira. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja
uzglabasanas temperatiira, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju. 16 paraugu komplektiem Cleanup Beads ir
iekJautas lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (kataloga Nr. 20050020).

Reagenta Vacina Uzpildes
J Daudzums _ . . Aktivas sastavdalas
hosaukums krasa tilpums ’
Cleanup 4 Sarkans 10 ml Cietas fazes paramagnétiskas lodites buferéta
Beads (CB) udens Skiduma.
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illumina

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 2, jauzglaba 2 °C-8 °C temperatura

Talak noraditie readenti tiek nostiti atdzeséti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas
temperatdra, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju. Glabajiet eBLTS uzglabasanas medeni vertikali, lai lodites

vienmeér butu iegremdétas buferSkiduma.

Daudzums mégené

Reagenta . .

nosaukums 10 Paraugi 96 paraugi
(Nr.20050021)  (Nr. 20050026)

Enrichment 1 4

BLT Small

(eBLTS)

Resuspension 1 4

Buffer (RSB)

Vacina
krasa

Dzeltens

Bezkrasains

Uzpildes tilpums

16 paraugi 96 paraugi
200 pl 290 pl
1,8 ml 1,8 ml

Aktivas
sastavdalas

Streptavidina
magnétiskas
lodites, kas
saistitas ar
transposomam
buferéta tdens
Skiduma, kas
satur glicerinu,
EDTA,
ditiotreitolu,
saliun
mazgasanas
dzekli.

Buferéts tdens
Skidums.

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, jauzglaba temperattira no

-25 °C lidz -15 °C.

Talak noraditie reagenti tiek piegadati sasaldéti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas
temperatira, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju.

Daudzums mégené

Reagenta : .

nosaukums 16 paraugi 96 paraugi
(Nr.20050022)  (Nr. 20050027)

Tagmentation 1 4

Buffer 1 (TB1)

Enhanced PCR 2 4
Mix (EPM)

Dokuments Nr. 200038118 v0O
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Uzpildes tilpums

16 paraugi 96 paraugi
290 pl 290 pl
200 pl 610 pl

Aktivas
sastavdalas

Buferéts tGdens
Skidums, kas satur
maghnija sali un
dimetilformamidu.
DNS polimeraze
un dNTP buferéta
udens Skiduma.
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 paraugiem), jauzglaba 2 °C-8 °C
temperatura

16 paraugu komplektiem lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga Nr. 20050023) ir ieklauti $adi
reagenti. 96 paraugu komplektiem reagenti ir ieklauti lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga
Nr. 20050028).

Talak noraditie reagenti tiek nostiti atdzeséti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas
temperatura, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju.

\ Daudzums Vacina Uzpildes  Aktivas
Reagenta nosaukums P - . =
meégeneé krasa tilpums sastavdalas
Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Bezkrasains 1,2 ml Streptavidina

magnétiskas
lodites buferéta
ddens §kiduma,
kas satur
formamidu,
mazgasanas
dzekli un sali.

Resuspension Buffer (RSB) 1 Bezkrasains 1,8 ml Buferéts tdens
Skidums.

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Bezkrasains 200yl Buferéta tdens
Skidums, kas satur
mazgasanas
lidzekli un sali.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Bezkrasains 200 pl Buferets tdens
SKidums.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 paraugiem), jauzglaba 2 °C-8 °C
temperatura
96 paraugu komplektiem lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga Nr. 20050028) ir iek|auti $adi

reagenti. 16 paraugu komplektiem reagenti ir iek|auti llluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga
Nr.20050023).

Talak noraditie reagenti tiek nostiti atdzeséti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas
temperatura, lai nodrosinatu pareizu veiktspéju.
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Reagenta nosaukums

Streptavidin Magnetic
Beads (SMB3)

Resuspension Buffer (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Daudzums
meégené

2

Vacina Uzpildes
krasa tilpums
Bezkrasains 1,2 ml
Bezkrasains 1,8 ml
Bezkrasains 200
Bezkrasains 200 pl

illumina

Aktivas sastavdalas

Streptavidina magnétiskas
lodites buferéta udens
8kiduma, kas satur
formamidu, mazgasanas
dzekli un sali.

Buferéts udens Skidums.

Buferéta udens skidums,
kas satur mazgasanas
lidzekli un sali.

Buferéts Gdens Skidums.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, jauzglaba -25 °C--15 °C

temperatura

Talak noraditie reagenti tiek piegadati sasaldéti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas

temperatura, lai nodroSinatu pareizu veiktspéju.

Reagenta nosaukums

Daudzums mégené

16 paraugi

(Nr.20050024)

Enrichment Elution
Buffer 1 (EE1)

Enhanced Enrichment
Wash Buffer (EEW)

PCR Primer Cocktail
(PPC)

2 N NaOH (HP3)

Dokuments Nr. 200038118 v0O
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Uzpildes
tilpums

580 pl

4,1Tml

320 ul

200 ul

Aktivas
sastavdalas

Mazgasanas
lidzekla Skidums
udent.

Buferéta Udens
Skidums, kas satur
sajus un
mazgasanas
dzekli.

PKR praimeru
(oligonukleotidu)
maisijums.

2 N natrija
hidroksida (NaOH)
Skidums.
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Daudzums mégené

B TN 16 paraugi 96 : Vacina Uzpildes Aktivas
gl paraugi krasa tilpums sastavdalas
(Nr. 20050024) (Nr. 20050029)

HYB Buffer 2 + IDT 2 1 Zils 480 pl Buferéts udens

NXT Blockers (NHB2) Skidums ar Cot-1
DNS,
koncentrésSanas
dzekli un
formamidu

Enhanced PCR Mix 2 1 Bezkrasains 200 pl DNS polimeraze

(EPM) un dNTP buferéta

ddens Skiduma.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, uzglabajiet temperatura no
-25°Clidz -15°C
Talak noraditie readenti tiek piegadati sasaldéti. Nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas

temperatura, lai nodroSinatu pareizu veiktspéju. Raditaju adapteru sekvences skatiet Pielikums: lllumina UD
raditaju adaptera sekvences., 64. Ipp.

Sastavdala Daudzums
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 raditaji), Nr. 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 raditaji), Nr. 20050039 1

Reagenti, kas netiek nodrosSinati

NepiecieSamie reagenti, kas netiek nodrosinati

* DNS ekstrakcijas un attirisanas reagenti
* DNS kvantifikacijas reagenti
* Etanols (200 stiprums, molekularajai biologijai)
* nukledzi nesatuross tdens
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1N NaOH skidums, molekularas biologijas klase
* Jaizmantojat NextSeq 550Dx sekvenceéSanas sistému:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (var atSkaidit no 1 M Tris-HCL, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) (kataloga Nr. 20028871)
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* Jaizmantojat MiSegDx sekvencésanas sistemu:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (kataloga Nr. 20037124)
* Jaizmantojat NovaSeq 6000Dx sekvencéSanas sistému:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (var atSkaidit no 1 M Tris-HCL, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cikli) (kataloga Nr. 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cikli) (kataloga Nr. 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataloga Nr. 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (kataloga Nr. 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (kataloga Nr. 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (kataloga Nr. 20062291)

Bagatinasanas zondes panela prasibas

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts readenti ir saderigi ar lllumina un tre$o personu bagatinasanas
DNS oligonukleotidu paneliem. Ja tiek izmantotas tredo personu biotiniletas DNS zondes (fikséti vai pielagoti
paneli), parliecinieties, ka tas atbilst nepiecieSamajam specifikacijam.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir optimiz&ta un apstiprinata, izmantojot Sadas treSo personu
panela specifikacijas. Izmantojot treSo personu panelus, kas neatbilst specifikacijam, netiek garantéta
salldzinama veiktspéja.

* 80 bpvai120 bp zondes garums
* Starp 500 un 675 000 zondém
* Vienas vai dubultas virknes DNS

* Kopéja zonzu ievade = 3 pmol bagatinasanai ar pavairojuma kartam no 1 kartas lidz 12 kartam.

Uzglabasana un izmantosSana

* |[stabas temperatura tiek definéta no 15 °C lidz 30 °C.

* Reagentiir stabili, ja tiek glabati atbilstosi noradijumiem ldz deriguma termina beigu datumam, kas noradits
uz komplekta etiketém. Informaciju par uzglabasanas temperatiiru skatiet sadalu Nodrosinatie reagenti,
5. lpp.

* Sasaldétie reagentiir stabili [ldz Cetriem sasaldé$anas un atsaldésanas cikliem, kas notiek pirms noradita
deriguma termina beigam.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts procedira ir Sadi droSas apstasanas punkti:
— Péc Atzimétas DNS amplificésana, 29. Ipp amplificétas bibliotékas ir stabilas lidz 30 dienam, uzglabajot

temperattra no -25 °C lidz -15 °C.
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— Péc Bibliotéku attirisana, 32. Ipp attiritas amplificétas bibliotékas ir stabilas lidz 30 dienam, uzglabajot
temperatlra no -25°C lidz -15°C.

— Pec leprieks bagatinato bibliotéku apvienosana, 34. lpp apvienotas bibliotékas ir stabilas ldz 30 dienam,
uzglabajot temperatura no =25 °C lidz =15 °C.

— Péc Bagatinatas bibliotékas amplificEsana, 45. |pp bagatinata, amplificéta biblioteéku plaksne var palikt
uz cikliska sildttaja lidz pat 24 stundam. Alternativi plati var glabat temperatura no 2 °C lidz 8 °C lidz
48 stundam.

— Galigas attiritas bagatinatas bibliotékas ir stabilas lldz 7 dienam, uzglabajot temperattra no -25 °C lidz
-15 °C.
* Jakads lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts iepakojums vai saturs ir bojats, sazinieties ar
lllumina klientu apkalpoSanas dienestu.
* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) var veidot redzamas nogulsnes vai kristalus. Ja tiek konstatétas nogulsnes,
uzsildiet 37 °C temperatira 10 mindtes un virpiniet, ldz nogulsnes izskist.

* Hibridizacijas oligo (HYB) un Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) ir ieprieks jasakarsé lidz tadai pasai
temperaturai ka hibridizacijas uzturéSanas temperatira, kas piemérojama katram parauga veidam un
zondes panelim. Vairak informacijas par rikoSanos ar NHB2 un EEW, skatit sadala Proceduras piezimes,

17. Ipp.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) un HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) var rasties kristali un dulkainums.
Ja tiek noveroti kristali un dujkainiba, virpiniet vai pipetéjiet uz augsu un uz leju, lai sajauktu lldz Skidums ir
dzidrs. Pirms pipetéSanas noteikti uzsildiet NHB2.

* Rikojoties ar Cleanup Beads (CB), izmantojiet talak noradito labo praksi.

— Nekad nesasaldégjiet lodites.
— TieSi pirms lietoSanas virpiniet lodites, l1dz tas ir atkartoti suspendétas un krasa izskatas viendabiga.

* Rikojoties ar Enrichment BLT Small (eBLTS), izmantojiet talak noradito labo praksi.

— Uzglabajiet eBLTS mégeni vertikali, lai lodites vienmér bitu iegremdétas buferskiduma.

— Rupigi samaisiet eBLTS ldz lodites ir pilniba atkartoti suspendétas. Lai izvairitos no lodiSu atkartotas
nosésanas, pirms pipetéSanas nav ieteicams veikt centrifugésanu.

— Jalodrites ir pielipusas pie 96 bedridu plaksnes saniem vai virspuses, centrifugégjiet ar 280 x g
3 sekundes un péc tam pipetéjiet, lai atkartoti suspendétu.

* Rikojoties ar raditaju adapteru plaksném, izmantojiet talak noradito labo praksi.
— Nepievienojiet paraugus raditaju adapteru plaksnei.

— Katra raditaju plaksnes iedobe ir tikai vienreizéjai lietoSanai.
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Nepieciesamais aprikojums un materiali, netiek
nodrosSinati

Papildus Illumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts, parliecinieties, ka jums ir nepiecieSamais aprikojums
un materiali pirms protokola palaiSanas.

Aprikojums

Pirms protokola palaiSanas parliecinieties, ka jums ir nepiecie§amais aprikojums.

Protokols ir ticis optimizéts un validéts, izmantojot vienumus ar uzskaititajam specifikacijam. Izmantojot
aprikojumu, kas neatbilst specifikacijam, netiek garantéta salidzinama veiktspéja.

Dazi vienumi ir nepiecie$ami tikai konkrétam darbplismam. Sie vienumi ir noraditi atseviskas tabulas.

Cikliskais sildrtajs ar Sadam specifikacijam:

apsildams vaks;

minimalais temperaturas kontroles diapazons no 10 °C [idz 98 °C;
minimala temperatiras precizitate +0,25 °C;

maksimalais reakcijas tilpums 100 pl;

saderigs 96 bedrisu PKR plaksném ar pilno apmali.

Mikroparaugu inkubators ar $adam specifikacijam:

temperatiras diapazons no +5,0 °C lidz 99,0 °C;

saderigs ar 96 bedrisu MIDI plaksném.

Mikroparaugu inkubatora ieliktni, kas saderigi ar 96 bedrisu MIDI plaksném.

Liela atruma mikroplaksnu kratitajs ar maisiSanas atruma diapazonu 200-3000 apgr./min.

Magnétiskais stativs, kas saderigs ar 96 bedriSu PKR plaksném.

Magnétiskais stativs, kas saderigs ar 96 bedrisu MIDI plaksném.

Fluorometrs, kas saderigs ar jusu kvantifikacijas metodi.

DNS fragmentu analizators.

Precizas pipetes:

10 pl viena kanala un daudzkanalu pipetes;
20 ul viena kanala un daudzkanalu pipetes;
200 pl viena kanala un daudzkanalu pipetes;
1000 pl viena kanala pipetes.

Precizas pipetes nodro$ina pareizu reagentu un paraugu ievadi$anu. Viena kanala vai daudzkanalu
pipetes var izmantot, ja tas tiek regulari kalibrétas un ir precizas 5 % robezas no noradita tilpuma.
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* Mikroplaksnes centrifiga

* Mikrocentrifliga

* Vienano 3adam lllumina sekvencésanas sistémam:
— MiSegDx instruments, kataloga Nr. DX-410-1001

— NextSeq 550Dx instruments, kataloga Nr. 20005715 ar papildu lllumina DRAGEN serveri iericei
NextSeq 550Dx, kataloga Nr. 20086130

— NovaSeq 6000Dx instruments, kataloga Nr. 20068232
* [Neobligats] Vakuuma koncentrators

* [FFPE] reallaika PKR noteik$anas sistéma
Materiali
Pirms protokola palaiSanas parliecinieties, ka jums ir nepiecieSamie materiali.

DaZi vienumi ir nepiecie$ami tikai konkrétam darbplismam. Sie vienumi ir noradti atseviskas tabulas.

Protokols ir ticis optimizets un validéts, izmantojot uzskaititos vienumus. Pielldzinama veiktspéja netiek
garantéta, ja tiek izmantoti alternativi materiali.

* Filtréti pipetes uzgali
* Koniskas centrifligas mégenes, 15 ml vai 50 ml
* 1,5 ml mikrocentrifligas mégenes
* Ribonukleazi/dezoksiribonuleazi nesaturosi vienreizlietojami daudzkanalu reagentu rezervuari
* Ribonukleazi/dezoksiribonuleazi nesaturosas 8 mégenu sloksnes un vacini
* Serologiskas pipetes
* 96 bedridu polipropiléna dzilo bedrisu uzglabasanas plaksne, 0,8 ml (MIDI plaksne)
* Cietas Caulas 96 bedrisu PKR plaksnes ar pilno apmali
* [FFPE] aPKR plaksnes, kas ir saderigas ar aPKR instrumentu
* Paslposie noslegi 96 berdisu plaksnem ar §adam specifikacijam:
— nolobams, optiski caurspidigs poliesters;
— piemérotas PKR plaksném ar apmali;
— izturiga ime, kas spé€j izturét vairakas temperaturas izmainas no -40 °C lidz 110 °C;
— nesatur ribonukleazi/dezoksiribonuleazi.
* Plastmasas paligmateriali, kas ir saderigi ar izvéléto kvantifikacijas metodi
* Fluorometriskais dsDNS kvantifikacijas komplekts, kas saderigs ar izvéléto kvantifikacijas sistému:

— lai kvantificétu iepriek$ bagatinatas amplificétas bibliotékas, var izmantot plasa diapazona
kvantifikacijas komplektu;
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— lai kvantificétu bagatinatas bibliotékas, kvantifikacijas komplekta diapazons ir atkarigs no izmantota
zondes panela.
* Fragmentu analizes komplekts bibliotékas kvalifikacijai ar izveléto kvalifikacijas sistému:
— lai kvalificétu iepriek$ bagatinatas amplificétas bibliotékas, var izmantot plasa diapazona kvalifikacijas
komplektu.
— Bagatinatu bibliotéku kvalificéSanai kvalifikacijas komplekta diapazons ir atkarigs no izmantota zondes
panela.

* [Neobligats] Komplekts DNS ekstrakcijai no cilvéka SUnam un audiem. Varat izmantot jebkuru apstiprinatu
ekstrakcijas metodi.

Paraugu nemsana, transportésana un uzglabasana

A UZMANIBU!

Ar visiem paraugiem jarikojas ta, it ka tie butu iesp&jami inficéti.
* Sranalize ir saderiga ar genomu DNS, kas iegiita no cilvéka $iinam un audiem.

* Komerciali pieejamai attiritai gDNS parliecinieties, ka paraugi ir transportéti pareizos apstaklos un uzglabati
saskana ar razotaja noradijumiem. levérojiet labako gDNS uzglabasanas un sasaldé3anas ciklu praksi.

* Pilnasinu ievadei ieverojiet asins savaksanas, transporté8anas un uzglabasanas prasibas, kas piemérojamas
izvélétajai DNS ekstrakcijas metodei. Var izmantot jebkuru apstiprinatu izgisanas metodi. Pilnasinu
transportésanai jaatbilst valsts, federalajiem, pavalsts un vietgjiem noteikumiem par etiologisko vielu
transportésanu.

* DNS ekstrakcijai no FFPE audiem var izmantot jebkuru validétu ekstrakcijas metodi. Izpildiet noradijumus un
ieteikumus, kuri attiecas uz izveleto ekstrakcijas metodi, lai noteiktu praksi.
— Formalina fiksacijas un parafina iegulSanas metodei audiem, lai nodrosinatu vislabako iegttas DNS
kvalitati.
— FFPE paraugu uzglabasana.

— Prasibas attieciba uz izejmaterialiem, pieméram, FFPE sekciju skaits un biezums. Lielaka dala attiriSanas
metozu iesaka izmantot svaigi grieztas sekcijas.

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagentu komplekta ir potenciali bistamas Kimiskas vielas.
leelpojot, norijot, saskaroties ar adu un saskaroties ar acim, iesp€jams gut traumas. Valkajiet aizsardzibas
lldzeklus, tostarp acu aizsargus, cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Apejieties ar
lietotiem reagentiem ka ar Kimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem
regionalajiem, valsts un vietéjiem likumiem un noteikumiem. Plasaku informaciju par vidi, veselibu un drosibu
skatiet droSibas datu lapas (DDL) timek|vietné support.illumina.com/sds.html.
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* Nekaveéjoties zinojiet par jebkadiem nopietniem negadijumiem saistiba ar produktu uznémumam lllumina un
to dallbvalstu kompetentajam iestadém, kura lietotajs un pacients ir registréti.

* Rikojieties ar visiem asins paraugiem ta, it ka butu zinams, ka tie inficéeti ar cilvéka imundeficita virusu (HIV),
cilvéka B hepatita virusu (HBV) un citiem ar asinim parnésajamu patogéniem (visparigi piesardzibas
pasakumi).

* |everojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti. Neédiet,
nedzeriet un nesmékegjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un komplekta reagentiem, valkajiet
vienreizlietojamos cimdus un laboratorijas uzsvarcus. Péc paraugu un komplekta reagentu izmantosanas ir
rdpigi janomazga rokas.

* Lainovérstu parauga vai reagenta noardianos, nodrosiniet, ka pirms protokola sak$anas visi natrija
hipohlorita tvaiki, kas radusies tiriSanas laika, ir pilniba izkliedéti.

* Paraugu piesarno$ana ar citiem PKR produktiem/aplikatoriem var izraisit neprecizus un neuzticamus
rezultatus. Lai izvairitos no piesarnojuma, ieverojiet talak noradito labo praksi.

— levérojiet atbilstoSu laboratorijas praksi un laboratorijas higiénu.

— lIzpildiet darbplismas darbibas tam paredzétas iepriek$€jas amplifikacijas vai pécamplifikacijas zonas.

— Pirms biblioteku tirisanas iepriek$éjas amplifikacijas zona novietojiet izmantotos reagentus glabasanai.

— Nodaliet reagentus iepriek$éjai amplifikacijai no reagentiem peécamplifikacijai.

— NodroSiniet, ka iepriek$€jas amplifikacijas un pécamplifikacijas zonas ir nepiecieSamais aprikojums,
pieméram, pipetes, pipetes uzgali, virpinatajs un centriflga.

* lzvairieties no S$kérspiesarnojuma. Izmantojiet svaigus pipetes uzgalus starp paraugiem un starp reagentu

ievadiSanu. Izmantojot filtrétos uzgalus, tiek samazinats amplikona parne8anas un paraugu savstarpé€ja
piesarnojuma risks.

— Pievienojot vai parnesot paraugus vai reagentu galvenos maisijumus, mainiet uzgalus starp katru
paraugu.

— Pievienojot raditaju adapterus ar daudzkanalu pipeti, mainiet uzgalus starp katru rindu vai katru kolonnu.
Jaizmantojat viena kanala pipeti, mainiet uzgalus starp katru paraugu.

— Nonemiet no darba zonas neizmantotas raditaju adapteru plaksnes.
* Etanola mazgasanas darbibam izmantojiet talak noradito labo praksi.

— Vienmer sagatavojiet svaigu 80 % etanolu. Etanols var absorbét tdeni no gaisa, kas var ietekmeét
rezultatus.

— Parliecinieties, ka mazgasanas darbibu laika no bedriSu apakSas atbrivojas no visa etanola. AtlikuSais
etanols var ietekmét rezultatus.

— Lainodrosinatu pilnigu iztvaikoSanu, ievérojiet noradito zavésanas laiku darbtbam magnétiskaja stativa.
AtlikuSais etanols var ietekmét turpmako reakciju veiktspéju.

* Pirms lietoSanas vienmeér sagatavojiet galveno maisijumu un neglabajiet apvienotos darba Skidumus.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts veiktspé&ja netiek garantéta, ja netiek ievérotas lietoSanas
instrukcija noraditas proceduras.
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* Nelietojiet nevienu komplekta sastavdalu péc noradita deriguma termina beigam, kas noradits uz komplekta
marké&juma.

* Nemainiet komplektu komponentus no dazadiem Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx komplektiem.
Komplekti ir noraditi uz komplekta etiketes.

Proceduras piezimes

DNS ievades ieteikumi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts Protokols ir savietojams ar augstas kvalitates divkarsas
virknes genoma DNS (gDNS) ievadém ar 50-1000 ng.

Parliecinieties, ka sakotné&jais gDNS paraugs nesatur > 1 mM EDTA un organiskus piesarnotajus, pieméram,
fenolu un etanolu. Sis vielas var traucét atzimésanas reakcijai un izraisit analizes neveiksmi.

gDNS ievade = 50 ng

Ja gDNS ievade ir 50-1000 ng, sakotnéjo gDNS paraugu nav nepiecieSams kvantificét un normalizét.

gDNS ievade < 50 ng

DNS ievades 10-50 ng var izmantot ar talak noraditajiem pielagojumiem.

* Jatiekizmantota 10-49 ng gDNS ievade, ir ieteicams kvantificét sakotnéjo gDNS paraugu, lai noteiktu
nepiecieSamo PKR ciklu skaitu péc atzimésanas. Lai kvantificétu divkarsas virknes gDNS ievadi, izmantojiet
fluorometrisku metodi. Izvairieties no metodem, kas méera kopé€jo nukleinskabi, pieméram, NanoDrop vai
citam UV absorbcijas metodém.

* Sjs protokols neveic iepriek$ bagatinatu bibliotéku rezultatu normalizaciju no 10-49 ng gDNS un tapéc ir
nepiecieSama bibliotéku kvantifikacija un normalizacija pirms un péc bagatinasanas.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir aprakstits un parbaudits DNS ievadém 50-1000 ng.
Lidzvertigu produkta veiktspé&ju gDNS ievadém < 50 ng nevar garantét.

leteikumi par asins ievadi

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts ir saderigs ar gDNS, kas izgUta no periférajam pilnasinim. Var
izmantot jebkuru apstiprinatu izgtsanas metodi. Izglistot gDNS no pilnasinim, sakotné&ja kvantifikacija
ievaditajai DNS nav nepiecieSama, un lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts sniedz normalizetas
iepriek$ bagatinatas bibliotékas rezultatus.

Talak minétie faktori var nelabvéligi ietekmét DNS daudzumu, kas ieguts no pilnasinu paraugiem un tadéjadi
bibliotekas normalizéSanu:

* asins parauga vecums;

* uzglabasanas apstakli;
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* pamatslimibas, kas ietekmé leikocitu skaitu.

FFPE audu paraugu ievades ieteikumi

Izmantojiet talak noraditos FFPE DNS kvalitates kritérijus, lai noteiktu atbilstoSu ievadi veiksmigai bibliotekas
sagatavoSanai.

* FFPE paraugiem ar ACq vértibu < 5 ieteicama DNS ievade ir 50-1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nav ieteicama sliktas kvalitates FFPE paraugiem ar ACq > 5. Paraugu
izmantoSana ar ACq > 5 ir iesp&jama, bet ta var palielinat bibliotékas sagatavosanas k|umes vai samazinat
analizes veiktspéju.

FFPE ekstrakcija

Izmantojiet nuklelnskabju izoléSanas metodi, kas nodroSina augstus atkopSanas rezultatus, samazina parauga
patérinu un saglaba parauga integritati. Jus varat izmantot jebkuru apstiprinatu metodi DNS ekstrakcijai no
FFPE paraugiem. Izglstot gDNS no FFPE audiem, nepiecieSama sakotngja kvantifikacija ievaditajai DNS, un
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts nesniedz normalizétas iepriek$ bagatinatas bibliotékas
rezultatus.

FFPE DNS kvalifikacija

Pirms lietoSanas no FFPE audiem izgutajai gDNS jabut kvalificétai. Lai iegutu optimalu veiktspéju, novertejiet
DNS parauga kvalitati, izmantojot apstiprinatu ekstrakcijas metodi no FFPE paraugiem izgUtai DNS. lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx komplekts protokols ir saderigs ar FFPE DNS paraugiem ar ACq vértibu =< 5.
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts nav ieteicams sliktas kvalitates FFPE paraugiem ar ACq > 5.
Paraugu izmantoSana ar ACq > 5 ir iesp€jama, bet ta var palielinat bibliotekas sagatavos8anas kljimes vai
samazinat analizes veiktspéju.

[Neobligati] FFPE atsauces paraugi

Protokola izpildes laika ka pozitivu kontroli izmantojiet tadus raksturigus atsauces materialus ka Horizon HD799
(DNS). Ka atsauces paraugus var izmantot art piemérotus FFPE materialus no Sunu linijas atvasinatiem
ksenotransplantatiem. Lai kvantificétu atsauces materialus pirms to lietoSanas, izmantojiet fluorometrisku
metodi.

PIEZIME Pozitivas kontroles atsauces parauga vai kontroles bez veidnes apstrade patéré reagentus un
samazina kop€jo nezinamo paraugu skaitu, ko var apstradat.

Paraugu ievades ieteikumi

Talak tabula ir apkopoti lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts paraugu ievades ieteikumi.
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Tabula1 Paraugu ievades ieteikumi

Parauga NepiecieSama
Parauga . .
. . ievades ievades DNS
ievades veids | T
tilpums kvantifikacija
gDNS 10-49 ng Ja
gDNS 50-1000 ng Né
gDNS no 50-1000 ng Né
asinim
gDNS no 50-1000 ng Ja
FFPE

NepiecieSama DNS
ievades kvalitate

260/280 attieciba 1,8-
2,0

260/280 attieciba 1,8-
2,0

260/280 attieciba 1,8-
2,0

ACqgveértiba<5

Normalizétas
ieprieks
bagatinatas
bibliotekas
rezultats

Née

Ja

illumina

eBLTS PKR programmai ieteiktie PKR cikli ir pielagoti, nemot véra parauga ievades koncentraciju un kvalitati.
Plasaku informaciju skatiet sadala Atzimétas DNS amplificésana, 29. lpp.

Padomi un metodes

IzvairiSanas no Skérspiesarnojuma

* Pievienojot vai parvietojot paraugus, mainiet uzgalus starp katru paraugu.

* Pievienojot raditaju adapterus ar daudzkanalu pipeti, mainiet uzgalus starp katru rindu vai katru kolonnu. Ja
izmantojat viena kanala pipeti, mainiet uzgalus starp katru paraugu.

Plakshes noslégSana

* Vienmér noslédziet 96 bedrisu plaksni ar jaunu pasliméjoso plévi, izmantojot gumijas rulliti, lai nosegtu

plaksni, pirms turpmakajam protokola darbibam.
— KratiSanas darbibas

— Inkubacijas darbibas Ja plaksne nav pareizi noslégta, tas var izraisit iztvaikoSanu inkubacijas laika.

— CentrifugéSanas darbibas

— Hibridizacijas darbibas

* Parliecinieties, ka malas un bedrites ir pilniba noslégtas, lai samazinatu Skérspiesarnojuma un iztvaikoSanas

risku.

— Jauz blivéjuma vai plaksnes bedriSu malam ir noveérojams Skidrums vai kondensats, pirms blivéjuma

nonemsanas péc nepiecieSamibas centrifuggjiet.

* Nolieciet plaksni uz lldzenas virsmas, pirms lenam nonemat blivéjumu.
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Rikosanas ar Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Glabajiet eBLTS uzglabasanas mégeni ledusskapr vertikali, lai lodites vienmér bltu iegremdétas
buferskiduma.

* Uzreiz pirms lieto$anas rlipigi virpiniet eBLTS uzglabasanas médeni, ldz lodites ir atkartoti suspendétas. Lai
izvairitos no lodiSu atkartotas nosésanas, nav ieteicams veikt centrifugésSanu pirms pipetésanas.

* Jalodites ir pielipuSas pie 96 bedrisu plaksnes saniem vai virspuses, centrifugéjiet ar 280 x g 3 sekundes un
pec tam pipetéjiet, lai atkartoti suspendétu.

* Mazgajot eBLTS:
— Plaksnei izmantojiet piemérotu magnétisko stativu.
— Turiet plaksni uz magnétiska stativa, lidz noradijumi liek to nonemt.
— Jalodites ir aspirétas pipetes uzgalos, iepildiet tas atpakal plaksné uz magnétiska stativa un nogaidiet,

lidz skidrums ir dzidrs (2 minates).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
komplekts darbplusma

illumina’

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts darbplismu ilustré talak redzama shéma. Starp darbibam ir
atziméti droSas apstasanas punkti. Laika apléses pamatojas uz 12 paraugu apstradi ar 12 kartu bagatinasanu.

gDNS

Dro3as apstasanas punkts

o Genoma DNS atzimésana
Darbs ar akfivu dalibu: 20 mindtes
Kopa: 40 mindtes
Reagenti: eBLT, TB1

e TirSana péc atzimésanas
Darbs ar akfivu dalibu: 10 minttes
Kopa: 20 minites
Reagenti: ST2, TWB2

e Atzimétas DNS amplificéSana
Darbs ar aktivu dalibu: 15 minates
Kopa: 45 minites
Reagenti: EPM, raditaju adapteri
Drosas apstasanas punkts

O Bivlioteku attirisana
Darbs ar akfivu dalibu: 10 mindtes
Kopa: 20 minltes
Reagenti: RSB, CB, EtOH
Drosas apstasanas punkts

e Biblioteku apvienoSana
Reagenti: RSB

Dro3as apstasanas punkts
Zonzu hibridizéSana
Darbs ar akfivu dalibu: 10 mindtes
Kopa: 125 minltes
Reagenti: BagatinaSanas zondes panelis,
NHB2, EHB2, RSB

e Hibridizétu zonzu uztversana
Darbs ar akfivu dalibu: 25 minites
Kopa: 65 minates
Reagenti: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Bagatinatas bibliotekas amplificéSana
Darbs ar akfivu dalibu: 5 minates
Kopa: 40 minates
Reagenti: PPC, EPM
Drosas apstasanas punkts

e Aplificéto bagatinato bibliotéku firiSana
Darbs ar akfivu dalibu: 10 minttes
Kopa: 20 minites
Reagenti: CB, RSB, EtOH

® Pirms PKR @ Péc PKR
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LietoSanas instrukcija

Saja nodala aprakstits lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts protokols.

* Parskatiet planoto pilno sekvencésanas darbplusmu no parauga lidz analizei, lai nodrosinatu produktu un
eksperimenta parametru saderibu.

* Pirms turpinat, parbaudiet komplekta saturu un parliecinieties, ka Jums ir nepiecieS8amas sastavdalas,
aprikojums un materiali.
— TreSo personu biotinilétajam zondém jaatbilst noteiktam prasibam. Skatiet Bagatinasanas zondes
panela prasibas, 11. lpp, lai nodroSinatu, ka treS§as personas zondes atbilst prasibam.

* |everojiet protokolu noraditaja seciba, izmantojot noraditos tilpumus un inkubacijas parametrus.
* Japrotokola nav noradits droSas apstasanas punkts, nekaveéjoties parejiet pie nakamas darbibas.
* Radot galveno maisijumu, nodroSinatajos apjomos tiek ieklauts papildu daudzums.

* Parliecinieties, ka izmantojat plaksnes veidam atbilstoSu magnétisko stativu.

Sagatavosana apvienosanai

ST darbiba ir nepiecie$ama, lai nodro$inatu veiksmigu bagatinato bibliotéku sekvencésanu. Bibliotéku
apvienoSanu var veikt pirms bagatinasanas un pirms sekvencésanas.

Pirms bagatinasanas — atseviskas indeksétas, amplificétas bibliotékas tiek apvienotas bagatinasanai ar
izvéléto zondes paneli. Sadi tiek izveidots bagatinatu bibliotéku vairaku kartu apvienojums. FFPE paraugu
ievadei apstrade ir parbaudita un ir ieteicama tikai 1 kartas bagatinasanas reakcijam. Augstas kvalitates gDNS ir
parbaudita 12 kartu bagatinasana, bet ir iespéjama bagatinasana ar no 2 lidz 11 kartam.

Pirms sekvencésanas — 1 kartas bagatinatas bibliotékas un/vai vairaku kartu bagatinatas bibliotékas tiek
apvienotas pirms sekvencésanas. Bagatinato bibliotéku skaits, ko var sekvencét, ir atkarigs no katra parauga
meérka lasiSanas dziluma jusu sekvencésanas sistema.

Unikala duala indeksacija

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts izmanto unikalos dualos raditajus.

* Dualiindekseétas bibliotékas pievieno 1. raditaja (i7) un 2. raditaja (i5) secibas, lai raditu bibliotekas ar
unikalam atzimem.

* UD raditajiem ir atSkirigas, nesaistitas raditaja secibas i7 un i5 raditaju lasijumam. Raditaji ir 10 bazes gari.

Atlasot raditaju adapterus ar dazadam secibam apvienotam bibliotékam, tiek optimizets krasu balanss, lai

nodroSinatu sekmigu sekvencésanu un datu analizi. Vairakkart bagatinati apvienojumi ar =10 bagatinasanas

kartam péc sava rakstura nodroSina vienmeérigu krasu balansu, tapéc varat izmantot jebkuru raditaju adapteru

kombinaciju. Sekvencésanas cikla laika DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager Modulis piedava

sabalansétu krasu raditaju kombinaciju iespé&jas un pazino, ja izvélétas raditaju kombinacijas nav pietiekamas

atskirigas.
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Informaciju par lllumina UD raditaju adapteru secibam un plaksnes izkartojumiem skatiet Pielikums: lllumina UD
raditaju adaptera sekvences., 64. lpp

Atbalstitie bagatinasanas kartu lielumi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagenti ir konfiguréti un testéti ar 1 kartas un 12 kartu
bagatinasanu. Lai gan ir iesp€jamas citas bagatinasanas kartu iesp€jas, daziem kartu skaitiem ir nepiecieSama
papildu ieprieks bagatinatas bibliotékas sagatavosana un bagatinasanas zondes panela reagenti.

Lai iegutu piemérotu bagatinasanas rezultatu nestandarta bagatinasanas kartam, var but nepiecieSama papildu
optimizacija. Optimali rezultati netiek garantéti.

* Bagatinasanas kartas - ieprieks$ bagatinato bibliotéku (1-12) skaits, kas apvienotas viena bagatinasanas

bibliotékas, tiek veidots 12 kartu bagatinasanas apvienojums.

* Bagatinasanas reakcija — unikalo bagatinasanas reakciju sagatavju skaits neatkarigi no ieprieks bagatinato
biblioteéku skaita, kas apvienotas katra reakcija. Pieméram, viena bagatinasanas reakcija var sagatavot 1
kartas vai 12 kartu bagatinasanas apvienojumu.

Lai aprekinatu bibliotéku péc bagatinasanas kop€jo skaitu, reiziniet bagatinasanas kartas lielumu katra reakcija

ar bagatinasanas reakciju skaitu. Pieméram, viena bagatinasanas reakcija ar 12 kartu bagatinasanas

apvienojumu rada 12 bibliotékas péc bagatinasanas.

Apvienojot ieprieks bagatinatas bibliotékas, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagenti atbalsta

talak noraditas bagatinaSanas reakcijas un kartas.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx  Bagatinasanas Bagatinasanas pavairoSanas
komplekts reagenti reakcijas kartas

16 paraugu komplekts 16 reakcijas 1karta

96 paraugu komplekts 8 reakcijas 12 kartas

Divkartigas lidz Astonkartigas apvienoSanas stratégijas

Talak tabula ir paraditi raditaju adapteri (bedrites), ko var kombinét 2-8 kartu apvienojuma, savukart ar krasu
kodéta attéla ir redzama katra kombinacija.

Apvienojiet jebkuru kartu daudzumu, kas = 2 no kolonnas augs$as vai apaksas. Neveidojiet apvienojumus rindas
ietvaros
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Kartu daudzums
2

Dokuments Nr. 200038118 v0O

Kombinacijas

Pirmas divas vai pédéjas divas
bedrites kolonna:

« AunB

e GunH

Rindas C-F netiek izmantotas.
Pirmas tris vai pedejas tris
bedrites kolonna:

o A-C

e F-H

Rindas D un E netiek
izmantotas.

Pirmas Cetras vai pédejas
Cetras bedrites kolonna:

o A-D

* E-H

Pirmas piecas vai pedgjas
piecas bedrites kolonna:

o A-E

e D-H

[1. iespéja] Pirmas sesas vai

pedejas sesas bedrites kolonna:

o A-F

« C-H

[2. iespéja] Pirmas divas
bedrites (A un B) vai pédéjas
divas bedrites (G un H) viena
kolonna un Cetras bedrites
blakus esoS$aja kolonna.
Pirmas septinas vai pédéjas
septinas bedrites kolonna:

o A-G

e B-H

Visa kolonna.

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.
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Krasa attéela

Oranza

Peleka

Violeta

Zils

Zals

Roza

Zilganzala
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Devinu kartu apvieno$anas stratégijas

Izmantojiet raditaju adapterus no jebkuras iedobes, kas optimize krasu balansu sekvencésanas cikla, pieméram:
* Al1-H1lun A2

*  A4-D4un A5-E5
* A7-F7un A8-C8
* A10-C10, A11-C11 un A12-C12

Talak attéla ir paraditi visi Cetri piemeri.

1 1 2 3 4 5 6 7 8

-
o
Y
-
-
N

0000000
0000000
0000000
0000000
00000000
00000000
0000000
O000000O0-
0000000
0000000
00000000

00000000

Genoma DNS atzimesana

Saja darbiba tiek izmantotas Enrichment BLT Small (eBLTS), lai atzimétu DNS, kas ir process, kurs$ fragmenté un
atzimeé DNS ar adapteru secibam.

Paligmateriali
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (dzeltens vacin$)
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* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* nukleazinesaturo$s udens

* 96 bedriSu PKR plaksne

* PaslipoSais noslegs

* 1,7 ml mikrocentrifligas mégenes
* 8 mégenu sloksne

* Pipetes uzgali

— 200 ul daudzkanalu pipetes

A UZMANIBU!

Saja reagentu komplekta ir potenciali bistamas kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties ar
adu un saskaroties ar acim, iespéjams giit traumas. Valkajiet aizsardzibas lidzek]us, tostarp acu
aizsargus, cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Apejieties ar lietotiem
reagentiem ka ar kKimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem
regionalajiem, valsts un vietéjiem likumiem un noteikumiem. Plagaku informaciju par vidi, veselibu
un drosibu skatiet drosibas datu lapas (DDL) timeklvietné support.illumina.com/sds.html.

Par reagentiem

* eBLTSjauzglaba temperatira no 2 °C lidz 8 °C. Nelietojiet eBLTS, ja tas ir uzglabatas temperatira, kas
zemaka par 2 °C.

* Necentrifugéjiet eBLTS.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana Noradijumi

eBLTS (dzeltens vacins) No 2°Clidz8°C Sasildiet lidz telpas temperatirai. TieSi
pirms lietoSanas samaisiet.
Necentrifugéjiet pirms pipetésanas.

TB1 No-25°Clidz -15°C Sasildiet lidz telpas temperaturai. Virpiniet,
lai samaisitu.

2. Samaisiet vai pipetéjiet DNS un péc tam nedaudz centrifuggjiet.

3. Saglabajiet talak noradito TAG programmu cikliskaja silditaja:
* |zvélieties iepriek$éjas uzsildisanas vaka iespéju un iestatiet uz 100 °C
* |estatiet reakcijas tilpumu uz 50 pl

* 55°Cuz5minutém
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* Turet10 °C temperatira

Procedura

1. Katrai 96 bedridu PKR plates bedritei pievienojiet 2-30 ul DNS, lai kopéjais ievades daudzums butu 50-
1000 ng.
Ja DNS tilpums ir < 30 ul, DNS paraugiem pievienojiet nukleazi nesaturosu tdeni, lai kop€jais tilpums butu
30 pl.

2. Rapigi virpiniet, eBLTS lidz lodites ir pilniba atkartoti suspendétas.

3. Apvienojiet mégené noraditos tilpumus, lai sagatavotu Atzimésanas galveno maisijumu. Sareiziniet katru
tilpumu ar apstradajamo paraugu skaitu.

* eBLTS (11,5 ul)
e TB1(11,5ul)
Tilpuma ir ieklauts reagenta papildu daudzums.
4. Rapigi pipetgjiet atzimésanas galveno maisijumu, lai to samaisitu.
Sadaliet atzimésanas galvena maisijuma tilpumu vienadi 8 mégenu sloksné.

6. Izmantojot 200 ul daudzkanalu pipeti, parnesiet 20 ul atzimésanas galveno maisijumu uz katru PKR plaksnes
bedriti, kura ir paraugs. Izmantojiet jaunus uzgalus katrai paraugu slejai vai rindai.

7. lzmetiet 8 mégenu sloksni péc atzimésanas galvena maisijuma ievadisanas.

8. Izmantojot 200 pl daudzkanalu pipeti, kas iestatita uz 40 pul, pipetégjiet katru paraugu 10 reizes, lai samaisitu.
Izmantojiet jaunus uzgalus katrai paraugu kolonnai.
Ka alternativa — noslédziet PKR plaksni un kratiet ar 1600 apgr./min 1 minuti.

9. Novietojiet plaksni un tad uzlieciet uz ieprieks ieprogrammeéta cikliska silditaja un palaidiet TAG programmu.

10. Pagaidiet, ldz TAG programma ir sasniegusi 10 °C uzturéSanas temperatiru, un péc tam nekavéjoties
nonemiet plaksni.

11. Laujiet 96 bedriSu PKR plaksnei nostaveéties telpas temperatira 2 minttes un péc tam veiciet nakamo
darbibu.

Tirisana pec atzimesanas
Saja darbiba tiek mazgata ar adapteri apzZiméta DNS eBLTS pirms PKR amplifikacijas.

Paligmateriali

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* 96 bedridu PKR plaksnes magnétiskais stativs
* PasliposSais noslegs

* 8 mégenu sloksne
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* Pipetes uzgali
— 20 pl daudzkanalu pipetes
— 200 pl daudzkanalu pipetes

* Sagatavo$ana vélakai proceddarai:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Raditaju adaptera plaksne

Par reagentiem

* Parliecinieties, ka izmantojat plaksni atbilstoSu magnétisko stativu. Izmantojot MIDI plaksnes magnétisko
stativu PKR plaksnei, var traucét TWB2 piesaisti loditem.

* Lenam pipetéjiet TWBZ2, lai samazinatu putoSanu, lai izvairitos no nepareiza tilpuma aspiracijas un nepilnigas
samaisiSanas.

SagatavosSana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums  Glabasana Noradijumi
EPM No -25°C Atkauséjiet uz ledus 1 stundu.
dz -15 °C Apvérsiet, lai samaisitu, péc tamisu bridi centrifuggjiet.
ST2 No Ja tiek konstatétas nogulsnes, uzsildiet 37 °C temperatura 10 minutes
15°Clidz30°C unvirpiniet, idz nogulsnes ir iz8kidinatas. Izmantojiet telpas
temperatura.
TWB2 No Izmantojiet telpas temperatura.

15°Clidz 30 °C

Raditaju No -25°C Atkauséjiet 30 minutes telpas temperatura.
adaptera ldz-15°C
plaksne

Procedura

1. Pievienojiet 10 ul ST2 katrai atzimésanas reakcijai. Ja izmantojat daudzkanalu pipeti, pipetéjiet ST2
8 mégenu sloksné un péc tam parnesiet atbilsto$os tilpumus uz PKR plaksni. Izmantojiet jaunus uzgalus
katrai paraugu slejai vai rindai.

2. lzmantojot 200 pl pipeti, kas iestatita uz 50 ul, IeEnam pipeté€jiet katru bedriti 10 reizes, lai atkartoti
suspendetu lodites.
Ka alternativa — noslédziet plaksni un kratiet ar 1600 apgr./min 1 minuti. Atkartojiet peéc nepiecieSamibas.

Noslédziet plaksni un centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

4. Inkubégjiet telpas temperatlira 5 minutes.
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5. Novietojiet uz PKR plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (3 mindtes).

6. [= 48 paraugi] Mazgajiet tris reizes ka noradis talak.

a.

9
h
[
a

Izmantojot 200 ul daudzkanalu pipeti, kas iestatita uz 60 pl, nonemiet un izmetiet virsslani, neaizskarot
lodiSu kapsulu.

Nonemiet no magnétiska stativa.
Uzreiz péc tam lenam pievienojiet 100 pl TWB2 tieSi uz loditem.

Lenam pipetejiet, lidz lodites ir pilniba atkartoti suspendétas. Ka alternativa — noslédziet plaksni un
kratiet ar 1600 apgr./min 1 minuti.

Jarodas $lakatas, centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

Novietojiet uz PKR plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (3 mindtes).
Atstajiet plaksni uz magneétiska stativa un TWB2 bedrités, lai noverstu parmeérigu izzusanu, veicot treSo
mazgasdanu. Péc PKR galvena maisijuma sagatavoSanas nonemiet un izmetiet virsslani.

Izmantojot 200 ul daudzkanalu pipeti, kas iestatita uz 100 ul, nonemiet un izmetiet virsslani.

Atkartojiet darbibas c—f divas reizes, kopa veicot tris mazgasanas.

> 48 paraugi] Mazgajiet tris reizes ka noradis talak.

® o o T

j.

k.

8. Turiet uz magnétiska stativa, lidz 4 darbibai sadala Proceddra Atzimétas DNS amplificésana.
TWB2 paliek bedrités, lai novérstu lodiSu parmérigu izzusanu.

Veiciet darbras b un ¢ ar 1 kolonnas vai 2 kolonnu soli, lldz visas kolonnas ir apstradatas, lai novérstu
parmeérigu izzasanu.

Izmantojot 200 pl daudzkanalu pipeti, kas iestatita uz 60 pl, nonemiet un izmetiet virsslani.
Nonemiet no magnétiska stativa.

Uzreiz péc tam lenam ievadiet 100 pl TWB2 tieSi uz loditem.

Lenam pipetéjiet, lidz lodites ir pilniba atkartoti suspendétas. Ka alternativa — noslédziet plaksni un
kratiet ar 1600 apgr./min 1 minuti.

Jarodas $lakatas, centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

Novietojiet uz PKR plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (3 mindtes).
Atstajiet plaksni uz magnétiska stativa un TWB2 bedrités, lai noveérstu parmeérigu izzusanu, veicot treSo
mazgasdanu. Péc PKR galvena maisijuma sagatavoSanas nonemiet un izmetiet virsslani.

Izmantojot 200 ul daudzkanalu pipeti, kas iestatita uz 100 ul, nonemiet un izmetiet virsslani.
Nonemiet no magnétiska stativa un IEnam pievienojiet 100 pl TWB2 tieSi uz loditém.
Atkartojiet darbibas h uniar 1 vai 2 kolonnu soli, ldz visas kolonnas ir apstradatas.

Atkartojiet darbibas e-h divas reizes, kopa veicot tris mazgasanas.

Atzimetas DNS amplificeSana

Ar 8o darbibu tiek amplificéta atziméta DNS, izmantojot ierobezota cikla PKR programmu. PKR darbiba pievieno
1. raditaja (i7) adapterus, 2. raditaja (i5) adapterus un sekvences, kas nepiecieSamas sekvencu kopas
veidoSanai.
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Paligmateriali

EPM (Enhanced PCR Mix)
Raditaju adaptera plaksne

96 bedrisu PKR plaksne

nukleazi nesatuross udens
PaslipoSais noslégs

1,5 ml mikrocentrifligas mégenes
Pipetes uzgali

— 20yl daudzkanalu pipetes

— 200 ul daudzkanalu pipetes

Par reagentiem

Raditaju adaptera plaksnes

— Bedrite varietvert > 10 pl raditaju adapteru.

— Nepievienojiet paraugus raditaju adapteru plaksnei.

— Katra raditaju plaksnes iedobe ir tikai vienreizg&jai lietoSanai.

SagatavosSana

1.

Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana
EPM No-25°C
idz -15 °C
Raditaju adaptera No -25°C
plaksne dz -15 °C

Dokuments Nr. 200038118 v0O

Noradijumi

illumina

Atkauseéjiet 4 °C temperatura vai uz ledus 1 stundu.

Apveérsiet, lai samaisitu, péc tamisu bridi
centrifugégjiet.

Atkauseéjiet 30 minutes telpas temperatura.
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2. Saglabajiet talak noradito eBLTS PKR programmu cikliskaja silditaja, izmantojot atbilstoSo PKR ciklu skaitu,
kas noradits talak tabula.

* |zvélieties iepriekS€jas uzsildiSanas vaka iesp€ju un iestatiet uz 100 °C
* lestatiet reakcijas tilpumu uz 50 pl
* 72°Cuz 3 minutém
* 98°Cuz3minutém
* X cikliar:
* 98°Cuz 20 sekundém
* 60°Cuz 30 sekundém
* 72°Cuz1minati
* 72°Cuz 3 minuitém
* Turét10 °C temperatura
Kopé€jais darbibas laiks ir ~38 minttes 9 cikliem un ~46 minates 12 cikliem.

Parauga ievades veids PKR ciklu skaits (X)
10-49 ng gDNS 12
50-1000 ng gDNS 9
50-1000 ng no FFPE izgUta gDNS 12
gDNS, kas izguta no asinim 9
Procedura

1. Apvienojiet talak noradito, lai sagatavotu PKR galveno maisijumu. Sareiziniet katru tilpumu ar apstradajamo
paraugu skaitu.

* EPM (23 ul)

* Nukleazi nesatuross udens (23 pl)

Tilpuma ir ieklauts reagenta papildu daudzums.

Ar pipeti ievadiet PKR galveno maisijumu 10 reizes, lai sajauktu, péc tam nedaudz centrifuggjiet.

3. Arplaksni uz magnétiska stativa izmantojiet 200 pl daudzkanalu pipeti, lai nonemtu un izmestu TWB2.
Putas, kuras paliek uz berdiSu sienam, nerada negativu ietekmi uz bibliotéku.

4. lznemiet no magnétiska stativa.
Nekaveéjoties pievienojiet 40 pl PKR galvena maisijuma tiesi uz loditém katra bedrité.

6. Nekaveéjoties pipetéjiet, lai samaisitu, lidz lodites atkal ir pilniba suspendétas. Ka alternativa — noslédziet
plaksni un kratiet ar 1600 apgr./min 1 minati.
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10.
1.

12.
13.

Noslédziet paraugu plaksni un centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.
Centrifugéjiet raditaju adapteru plaksni ar 1000 x g 1 minati.
Sagatavojiet raditaju adaptera plaksni.

* [< 96 paraugi] Caurduriet raditaju adaptera plaksnes folijas blivéjumu ar jaunu pipetes galu katrai
bedritei tikai apstradajamo paraugu skaitam.

* [96 paraugi] Novietojiet jaunu PKR plaksni ar daléjo apmali virs raditaju adaptera plaksnes un spiediet uz
leju, lai caurdurtu folijas blivejumu. Izmetiet PKR plaksni, kas izmantota folijas blivéjuma caurdursanai.

Izmantojot jaunu pipetes uzgali, pievienojiet katra bedrité 10 ul ieprieks savienotus raditaju adapterus.

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 40 pl, pipetéjiet 10 reizes, lai samaisitu. Ka alternativa — noslédziet plaksni
un kratiet ar 1600 apgr./min 1 minuti.

Noslédziet plaksni un centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

Novietojiet uz cikliska silditaja un palaidiet eBLTS PKR programmu.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, uzglabajiet -25—-15 °C temperatura ne ilgak ka 30 dienas.

Biblioteku attiriSana

Saja darbiba tiek izmantota divpuséjo lodT$u attiri$anas proceddra, lai attiritu amplificétas bibliotékas.

Paligmateriali

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspension Buffer)

Svaigi pagatavots 80 % etanols (EtOH)

96 bedridu 0,8 ml polipropiléna dzilo bedrisu uzglabasanas plaksne (MIDI plaksne)
96 bedridu PKR plaksne

MIDI plaksnes magnétiskais stativs

PKR plaksnes magnétiskais stativs

1,5 ml mikrocentrifligas mégenes

nukleazi nesatuross tdens

Par reagentiem

Cleanup Beads

— Pirms katras lietoSanas reizes samaisiet.
— Samaisiet bieZi, lai nodroSinatu, ka lodttes ir vienmérigi izkliedétas.

— Aspirgjiet un dozgjiet Skidumu IEnam Skiduma viskozitates dé|.
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Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums  Glabasana Noradijumi
CB Telpas Virpiniet un apversiet, lai maisitu lldz Skidruma krasa ir
temperatura viendabiga.
RSB No2°Chdz8°C Atkauséjiet 30 minutes telpas temperatura. Virpiniet, lai samaisitu.
Procedura

—_

M 0N

® o 0 T o

> a

Kratiet 96 bedrisu PKR plaksni ar 1800 apgr./min 1 minuti, un péc tam Tsu bridi centrifugéjiet.
Novietojiet uz PKR plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (1 minati).
Virpiniet CB 3 reizes 10 sekundes un tad vairakas reizes apveérsiet, lai atkartoti iegutu suspensiju.

Augstas kvalitates gDNS gadijuma rikojieties sadi.

Katra jaunas MIDI plaksnes bedrité pievienojiet 77 ul nukleazi nesaturoSu udeni.

Pievienojiet 88 ul CB katra MIDI plaksnes bedrite.

Parnesiet 45 pl virsslana no katras PKR plaksnes bedrites uz atbilstoSo MIDI plaksnes bedriti.
Izmetiet PKR plaksni.

Pipetéjiet katru bedriti 10 reizes, lai samaisitu. Ka alternativa — noslédziet plaksni un kratiet ar
1800 apgr./min 1 minati.

Noslédziet plaksni un inkubégjiet telpas temperattra 5 minutes.

Parbaudiet, vai nav gaisa burbulu. Ja tadi novéroti, centrifugéjiet uz leju.

Novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (5 minutes).
Inkubacijas laika rupigi virpiniet CB, péc tam pievienojiet 20 pl katra bedrité jauna MIDI plaksné.
Parnesiet 200 pl virsslana no pirmas MIDI plaksnes bedrites uz atbilstoSo jaunas MIDI plaksnes bedriti
(kas satur 20 pl CB).

Izmetiet pirmo MIDI plaksni.

Pipetéjiet katru jaunas MIDI plaksnes bedriti 10 reizes, lai samaisitu . Ka alternativa — noslédziet plaksni
un kratiet ar 1800 apgr./min 1 minati.

5. Arizguto FFPE rikojieties ka noradits talak.

a
b
c.
d

Pievienojiet 81 pl CB katra bedrité jauna MIDI plaksné.
Parnesiet 45 pl virsslana no katras PKR plaksnes bedrites uz atbilstoSo MIDI plaksnes bedriti.
Izmetiet PKR plaksni.

Pipetéjiet katru bedriti 10 reizes, lai samaisitu. Ka alternativa — noslédziet plaksni un kratiet ar
1800 apgr./min 1 minuti.

6. Inkubégjiet telpas temperatlira 5 minutes.

7. Parbaudiet, vai nav gaisa burbulu. Ja tadi noveéroti, centrifugéjiet uz leju.
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8. Novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (5 minutes).
9. Neaizskarot lodites, nonemiet un izmetiet virsslani.
10. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Uz magnétiska stativa eso8ajai plaksnei pievienojiet 200 ul svaiga 80 % EtOH bez maisiSanas.
b. Inkubgjiet 30 sekundes.
c. Neaizskarot lodites, nonemiet un izmetiet virsslani.
11. Mazgaijiet lodites otrreiz.
12. Zavéjiet ar gaisu uz magnétiska stativa 5 mindtes.
13. Zavéjot gaisa, izmantojiet 20 ul pipeti, lai nonemtu un izmestu atlikuo EtOH.
14. Nonemiet no magnétiska stativa.
15. Pievienojiet loditem 17 pl RSB.
16. Noslédziet plaksni un kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
17. Inkubégjiet telpas temperattra 2 minutes.
18. Parbaudiet, vai nav gaisa burbulu. Ja tadi novéroti, centrifugéjiet uz leju.
19. Novietojiet plaksni uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, ldz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).

20. Parnesiet 15 pl virsslana uz jaunu, 96 bedriSu PKR plaksni.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, noslédziet plaksni un uzglabajiet -25 °C—-15 °C temperatura ne ilgak ka 30 dienas.

leprieks bagatinato biblioteku apvienoSana

Saja darbiba tiek apvienotas DNS bibliotékas ar unikaliem raditajiem viena kopa ar ldz pat 12 bibliotékam.
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ApvienoSanas metodes

Apvienot var péc tilpuma vai péc svara. Izmantojiet nakamo tabulu, lai noteiktu savai ievadei atbilstoSu metodi.

Tabula 2 leteicamas apvienoSanas metodes

Parauga ievade ApvienoSanas metode
10-49 ng gDNS Svars

50-1000 ng gDNS Tilpums

No FFPE izgtta gDNS Svars

gDNS, kas izguta no asinim Tilpums

* Bagatinasanai ar vienu kartu nav nepiecieSama bagatinatu biblioteku apvienoSana. Tomér var bt
nepiecieSama RSB pievienoSana.

* Péc ieprieks bagatinatas bibliotékas kvantifikacijas visus paraugu ievades veidus var apvienot péc svara, lai
sashiegtu optimalu raditaju balansu.

* lepriek$ bagatinatu bibliotéku rezultati, kas ieguti atsevidkos eksperimentalos sagatavo3anas darbos, var
atskirties. Tadél, lai sasniegtu optimalu raditaju lidzsvaru, ieteicams veikt apvienoSanu péc svara.

* Lietojiet 1 kartas bagatinasanu talak noraditajas situacijas.
* 10-49 ng gDNS
* 50-1000 ng no FFPE izgttai gDNS

* Mazs mazo allélu noteik8anas biezums somatisko variantu noteik$anai.

ApvienoSana péc masas

Sajas situacijas kvantificgjiet savas bibliotékas, lai izmantotu DNS masu katras bibliotékas bagatinasanai, kas
noradita leprieks bagatinatu bibliotéku ar vienadu koncentraciju apvienosana, 36. Ipp.

* 10-49 ng gDNS parauga ievade

* No FFPE izguta 50-1000 ng gDNS parauga ievade

* Mazs mazo alléju bieZuma noteik8anas atrums somatisko variantu nosauk3anai

* No asinim izguta gDNS optimalam raditaju lldzsvaram

lepriek$ bagatinato biblioteku kvalificésana
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1. Apstradajiet 1 ul iepriek$ bagatinatu bibliotéku, izmantojot vélamo fluorescences kvantifikacijas metodi,
kura tiek izmantota dsDNA interkaléjoSa krasviela.

* 50-1000 ng augstas kvalitates gDNS gaidamais iepriek$ bagatinatas bibliotékas rezultats ir = 500 ng.

* 50-1000 ng gDNA, kas izguta no FFPE, atkariba no sakotnéja parauga kvalitates sagaidami 500-
6000 ng ieprieks bagatinatas biblioteékas rezultats.

PIEZIME Kvantifikacijas metodes ar dazadiem aizstajéjiem, kvalificgjiet kvantifikacijas metodi Sai
darbplismai. Koncentracijas rezultati var atskirties atkariba no izmantotas metodes.

lepriek$ bagatinatu bibliotéku ar vienadu koncentraciju apvienosana

Izmantojiet talak noradito tabulu, lai noteiktu bagatinasanai nepiecieSamo DNS masu katra bibliotéka atbilstosi
parauga veidam un bagatinaSanas pavairo$anas kartam. Izmantojot mazaku ieprieks bagatinato bibliotéku
apjomu, optimalu bagatinasanas un analizes rezultatu nevar garantéet.

Kopéja DNS masa bagatinasanas reakcija nedrikst parsniegt 6000 ng.

. BagatinaSanas pavairoSanas  DNS masa bibliotéeka Kopéja DNS bibliotéku
Parauga ievade

kartas (ng) masa (hg)
Augstas kvalitates 12 250-500 3000-6000
gDNS
No FFPE izguta 1 200 200
gDNS

1. Registrégjiet biblioteéku raditajus, ko planojat apvienot $aja darbiba.
2. Pamatojoties uz katras bibliotékas koncentraciju, aprékiniet tilpumu, kas japievieno bagatinasanas reakcijai,
lai iegutu nepiecieS8amo DNS masu.

* Augstas kvalitates gDNS: aprékiniet nepiecieSamo bibliotékas tilpumu 250-500 ng ievadei.
* No FFPE izguta gDNS: aprékiniet nepiecieSamo bibliotékas tilpumu 200 ng ievadei.
Pievienojiet katrai bibliotékai aprékinato tilpumu viena un taja pasa PKR plates bedritée.

Jaizmantojat augstas kvalitates gDNS, veiciet vienu no talak noraditajam darbibam, nemot véra ieprieks
bagatinato biblioteku apvienojuma kopéjo tilpumu.

* Jaiepriek$ bagatinatas bibliotékas tilpums = 30 pl, turpiniet ar ZonZu hibridizésana, 38. Ipp.
* Jaieprieks bagatinatas bibliotékas tilpums ir < 30 pl, pievienojiet RSB, lai sasniegtu 30 ul kopé&jo tilpumu.

* Jaieprieks bagatinatas bibliotékas tilpums ir > 30 ul, izmantojiet lodiSu bazes metodi vai vakuuma
koncentratoru, lai koncentrétu apvienoto paraugu. Pievienojiet RSB koncentrétajam apvienotajam
paraugam, lai sasniegtu 30 pl kop€jo tilpumu.

5. Jaizmantojat no FFPE izgltu gDNS, veiciet vienu no talak noraditajam darbibam, nemot véra ieprieks
bagatinato bibliotéku apvienojuma kopégjo tilpumu.
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* Jaieprieks bagatinatas bibliotékas tilpums = 7,5 pl, turpiniet ar ZonZu hibridizésana, 38. Ipp.
* Jaiepriek$ bagatinatas bibliotékas tilpums ir < 7,5 pl, pievienojiet RSB, lai sasniegtu 7,5 pl kopéjo
tilpumu.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS
Ja partraucat darbu, noslédziet plaksni un uzglabajiet -25 °C - -15 °C temperatura ne ilgak ka 30 dienas.
Apkopot pec tilpuma
Jaievade ir 50-1000 ng gDNS, atsevisku Saja eksperimenta radito biblioteéku kvantificéSana un normalizésana
nav nepiecieSama.
Lai sasniegtu optimalu veiktspéju, apviengjiet tikai iepriek§ bagatinatu bibliotéku paraugus, ko sagatavojis tas
pats lietotajs, izmantojot vienu reagentu partiju un raditaju adaptera plaksni.
1. Registrégjiet bibliotéku raditajus, ko planojat apvienot $aja darbiba.
2. Apvienojiet talak noradito iepriek$ bagatinato biblioteku un RSB tilpumus bagatinasanas kartu daudzumam

viena jaunas PKR plaksnes bedrité.
legutais tilpums ir 30 pl.

Fe pilotskes tpume () RSB tpums (4
1karta 14 16
2 kartas 14 2

3 kartas 10 0
4 kartas 7,5 0

5 kartas 6 0

6 kartas 5 0

7 kartas 4,2 0,6
8 kartas 3,7 0,4
9 kartas 3,3 0,3
10 kartas 3 0
11 kartas 2,7 0,3
12 kartas 2,5 0

* Informacija par nestandarta pavairoS§anas kartam (no 2 kartam lidz 11 kartam) atrodama sadala Proceduras ierobezojumi,
2. Ipp.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, noslédziet plaksni un uzglabajiet -25 °C - -15 °C temperatura ne ilgak ka 30 dienas.
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[Neobligati] leprieks bagatinato biblioteku kvalificeSana

Apvienojot péc tilpuma, lai kvantificétu iepriek$ bagatinatas bibliotékas, izmantojiet fluorometrisku metodi, kura
tiek izmantota dsDNS interkaléjoSa krasviela. Lai kvalificetu iepriek$ bagatinatas biblioteékas, izmantojiet DNS
fragmentu analizatoru ar atbilstoSu fragmentu analizes komplektu.

Bibliotekas kvalificéSanai izmantojiet kopa 1 pl. lepriek$ bagatinatas bibliotékas ir pietiekami koncentrétas, lai
varétu veikt nelielu at8kaidiSanu kvantificéSanai vai fragmentu analizei.

Zonzu hibridizesana
ST darbiba saista mérka DNS apgabalus ar uztversanas zondém.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts reagenti ir saderigi gan ar lllumina, gan ar treSo personu
bagatinasanas DNS oligonukleotidu paneliem. Informaciju par nepiecieSamajam specifikacijam treSo personu
paneliem skatiet Bagatinasanas zondes panela prasibas, 11. lpp.

Paligmateriali
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB buferis 2 + IDT NXT blokatori (zils vacin$)
* Bagatinasanas zondes panelis
* 96 bedridu PKR plaksne
* PaslipoSais noslegs
* SagatavoSana vélakai proceddurai:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)

— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (dzintara krasas vacins)

Par reagentiem
* Uzglabasanas laika NHB2 nogulsnéjas un atdalas.

* Bagatinasanas zondes panelis attiecas uz izveléto bagatinasanas oligonukleotidu paneli no lllumina
piegadataja.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.
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Vienums
EHB2

Bagatinasanas
zondes panelis

NHB2 (zils vacins)

SMB3*

EEW* (dzintara
krasas mégene)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert

Glabasana

No2°Clidz8°C

-25°Chdz-15°C
(Numina)

No -25°C

dz -15°C

No2°Clidz8°C

No -25°C
lidz -15°C

Noradijumi

Sasildiet lidz telpas temperaturai. Virpiniet, lai samaisitu.
Ja tiek novéroti kristali un dulkainiba, atkartojiet
virpinasanu vai pipetéjiet uz augsu un uz leju, lai sajauktu
lldz Skidums ir dzidrs.

Gan lllumina, gan treSo personu paneliem sasildiet lldz
telpas temperatdrai. Virpiniet, lai samaisitu.

Atkauséjiet telpas temperatura.

Kad sasniegta telpas temperatura, uzsildiet mikroparaugu
inkubatora lidz tadai paSai temperatirai ka izmantojama
zonde 5 minutes.

Virpiniet katru no tam ar maksimalo atrumu 3 reizes

10 sekundes, lai atkartoti suspendeéetu.

Centrifugéjiet Tsu bridi.

Pipetéjiet uz augsu un uz leju no mégenes apaksas.

Ja tiek noveroti kristali un dulkainiba, atkartojiet
virpinasanu vai pipetéjiet uz augsu un uz leju, lai sajauktu
lldz SKidums ir dzidrs.

Lietojiet, kamér ir silts, lai izvairitos no atkartotas
noguldnu veidosanas.

Ja parejat uz nakamo proceduru uzreiz pec 90 mintsu
aizturéSanas HYB programma, |aujiet sasniegt telpas
temperatlru vismaz 2 stundas pirms HYB programmas
palaisanas.

Ja parejat uz nakamo proceduru uzreiz péc 90 mintsu
aizturéSanas HYB programma, |aujiet sasniegt telpas
temperaturu vismaz 2 stundas pirms HYB programmas
palaiSanas.

Péc telpas temperatiras sasniegSanas, ieprieks uzsildiet
mikroparauga inkubatora lidz piemérojamai hibridizacijas
un uztverSanas temperatirai 30 mindtes pirms HYB
programmas beigam.

* Ja pirms nakamas proceddras darbiba tiek partraukta, atlieciet $Treagenta sagatavo$anu, lidz saksiet veikt $o

proceduru.
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2. Saglabajiet talak noradito HYB programmu cikliskaja silditaja, izmantojot atbilstoSu ciklu skaituTabula 3.
* lzvélieties iepriek$éjas uzsildidanas vaka iespé&ju un iestatiet uz 100 °C
* Reakcijas tilpuma iestatiSana
* [Augstas kvalitates gDNS] 100 I
* [No FFPE izguta gDNS] 25 I
* 98°Cuz5minutém
* Xcikli, katrs 1 minuti, sakot ar 98 °C pirmajam ciklam, péc tam samazinot par 2 °C katram ciklam
* Turiet 90 minutes atbilstoSaja temperatura:
* [No FFPE izgiita gDNS] 58 °C
* [80 mer zondes paneli] 58 °C
* [Somatisko variantu noteikSana] 58 °C
* [Visiem paréejiem] 62 °C
Kopé€jais darbibas laiks ir ~ 115 minutes.

Tabula 3 Ciklu skaits katram paraugam vai panelim

Parauga un panela veids Ciklu skaits (X)

No FFPE izguta gDNS (neatkarigi no panela veida) 20

80 mer zondes paneli (neatkarigi no parauga veida) 20

Somatisko variantu noteik8ana 20

Visi pargjie paraugi un paneli 18
Procedura

1. [Augstas kvalitates gDNS] Pievienojiet talak noraditos reagentus noraditaja seciba katrai apvienotajai
bibliotekai PKR plaksnée.
Neveidojiet galveno maisijumu. NHB2 un EHB2 galvena maisijuma izveido$ana negativi ietekmé
bagatinasanas veiktspéju.
* NHB2 (zils vacin$) (50 pl)
* Bagatinasanas zondes panelis (10 pl)
* EHB2 (10 ul)

2. [Augstas kvalitates gDNS] Izmanotojot pipeti, kas iestatita uz 90 pl, pipetéjiet katru bedriti 10 reizes, lai
sajauktu.

3. [No FFPE izglta gDNS] Pievienojiet talak noraditos readentus noraditaja seciba katrai apvienotajai
bibliotékai PKR plaksné.
Neveidojiet galveno maisijumu. NHB2 un EHB2 galvena maisijuma izveidoSana negativi ietekmé
bagatinasanas veiktspéju.
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* NHB2 (zils vacin$) (12,5 pl)

* Bagatinasanas zondes panelis (2,5 pl)

* EHB2(2,5l)

[No FFPE izguta gDNS] Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 20 pl, pipetéjiet katru bedriti 10 reizes, lai
sajauktu.

Noslédziet plaksni un centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

Novietojiet parauga plaksni uz ieprieks ieprogrammeéta cikliska silditaja un palaidiet HYB programmu.
Nekavéjoties parejiet pie nakamas proceddras, kad HYB programmas temperatlras uzturéSanas laiks ir
beidzies.

A UZMANIBU!

Ja hibridizacijas reakcijas temperatura nokrit zem telpas temperatiras, rodas nogulsnes.

Hibridizetu zonzu uztversana

St darbiba izmanto Streptavidin Magnetic Beads (SMB3), lai uztvertu zondes, kas hibridiz&tas mérka
interesgjosajiem regioniem.

Paligmateriali

EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (dzintara krasas vacins)
EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

ET2 (Elute Target Buffer 2)

HP3 (2 N NaOH)

SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)

1,5 ml mikrocentrifligas mégene

96 berdiSu MIDI plaksne

96 berdiSu PKR plaksne

PasliposSais noslegs

MIDI plaksnes magnétiskais stativs

SagatavoSana vélakai proceddurai:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

Par reagentiem

EEW
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— NodroSiniet, ka EEW pirms uzsildiSanas mikroparauga inkubatora ir atkauséts telpas temperatara vismaz
2 stundas.

— NodroSiniet, ka pirms HYB programmas beigam EEW ir karséts mikroparauga inkubatora 30 minutes.
— Atstajiet EEW mikroparaugu inkubatora, ja to nelietojat. EEW jauzglaba karsts visa protokola laika.
— Var but dulkains péc telpas temperaturas sasnieg3anas.
— Var bit dzeltena krasa.
* SMB3

— SMB3 pirms lietoSanas jabut telpas temperatura.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet $adus paligmaterialus.

Vienums Glabasana Noradijumi

SMB3 No2°Cldz8°C Laujiet nostavet 2 stundas, lai sasniegtu telpas temperaturu.
Apversiet un virpiniet, ldz atkal ieguta pilniga suspensija.

EEW (dzintara No -25°C Péc 2 stundu inkubacijas telpas temperatura, ieprieks uzsildiet
krasas mégene) dz-15°C mikroparauga inkubatora lldz piemérojamai hibridizacijas un
uztverSanas temperaturai 30 mindtes pirms HYB programmas
beigam.
EE1 No -25°C Atkauséjiet telpas temperatura un tad virpiniet.
dz -15 °C
HP3 No -25°C Atkauséjiet telpas temperatura un tad virpiniet.
dz -15 °C
ET2 No2°Clidz8°C  Sasildiet lidz telpas temperatdlrai. Virpiniet, lai samaisitu.
EPM No -25°C Atkauséjiet uz ledus vienu stundu. Apvérsiet, lai samaisitu, péc
dz -15 °C tam nedaudz centrifuggjiet. Nolieciet mala uz ledus.
PPC No - Atkauséjiet uz ledus vienu stundu. Virpiniet, lai samaisitu, péc

25°Chdz-15°C tam nedaudz centrifugégjiet. Nolieciet mala uz ledus.

2. Uzsildiet vienu mikroparauga inkubatoru ar MIDI siltumbloka ieliktni, lai inkubétu parauga plaksni viena no
§adam temperattram. Lai uzsilditu EEW, var izmantot otru papildu mikroinkubatoru. Novietojiet EEW uz MIDI
siltumbloka ieliktna.

FFPE] 58 °C

80 mer katram zondes panelim] 58 °C

Somatisko variantu noteikSana] 58 °C

[
[
[
[Visiem paréjiem] 62 °C
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Procedura

UztverSana

Pievienojiet SMB3 jaunas MIDI plaksnes atbilstoSajai bedritei, ka noradits talak.
* [Augstas kvalitates gDNS] Pievienojiet 250 ul SMB3.
* [gDNS ieguts no FFPE] Pievienojiet 62,5 ul SMB3.

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 100 ul augstas kvalitates gDNS vai uz 25 ul FFPE, parnesiet katru
apvienoto bibliotéku no 96 berdiSu PKR plaksnes uz atbilsto$o bedriti uz jaunas MIDI plaksnes.

Noslédziet plaksni un kratiet ar 1200 apgr./min 4 mindtes.
Jarodas Slakatas, Tslaicigi centrifugégjiet plaksni.

Novietojiet apvienoto bibliotéku plaksni uz MIDI siltumbloka ieliktna mikroparaugu inkubatora, zem EEW
mégenes, aizveriet vaku, tad inkubgjiet 15 minltes atbilsto$aja temperatdra:

FFPE] 58 °C

80 mer zondes panelis] 58 °C

Somatisko variantu noteikSana] 58 °C

[
[
[
* [Visiem pargjiem] 62 °C
Nonemiet apvienoto bibliotéku plaksni un centrifugéjiet ar 280 x g 30 sekundes.

Nekaveéjoties novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (2
mindtes).

[Augstas kvalitates gDNS] Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 200 ul, nonemiet un izmetiet visu virsslani no
katras bedrites, neaizskarot lodiSu kapsulu.

[gDNS, kas izgtta no FFPE] Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 90 pl, nonemiet un izmetiet visu virsslani no
katras bedrites, neaizskarot lodisu kapsulu.

10. Nonemiet un izmetiet visu atlikuSo virsslani.

Mazgasana

N

o g~ w

Nonemiet no magneétiska stativa.

[Augstas kvalitates gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 200 pl katra
bedrite.

[No FFRE izglita gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 50 ul katra bedrité.
Atgrieziet neizmantoto EEW mikroparaugu inkubatora un uzturiet siltu.
Nosledziet un kratiet to ar 1800 apgr./min 4 minutes.

Novietojiet parauga plaksni uz MIDI siltumbloka ieliktna mikroparaugu inkubatora, zem EEW caurules,
aizveriet vaku un tad inkubgjiet 5 minltes atbilstoSaja temperatura:

e [FFPE]58°C
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* [80 mer zondes paneli] 58 °C

* [Somatisko variantu noteikSana] 58 °C

* [Visi paréjie paneli] 62 °C

Nekavéjoties novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (2
minGtes).

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 200 pl augstas kvalitates gDNS vai 50 pl FFPE, nonemiet un izmetiet visu
virsslani no katras bedrites.

Atkartojiet 1.-8. darbibu divas reizes, lai kopa veiktu tris mazgasanas reizes.

Parneses mazgasana

10.
1.
12.

Nonemiet no magneétiska stativa.

[Augstas kvalitates gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 200 pl katra
bedrite.

[No FFPE izglita gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 50 ul katra bedrité.

Noslédziet un kratiet to ar 1800 apgr./min 4 minGtes. Ja rodas §|akatas, samaziniet atrumu lidz
1600 apgr./min.

Parnesiet atkartoti suspendéto lodisu $kidumu uz jaunu MIDI plaksni.
Kada parauga dala var palikt bedrités.

A UZMANIBU!

Readenta parnese samazina atlikuSo reagentu uzkrasanos, kas var kavét talaku PKR.

Novietojiet parauga plaksni uz MIDI siltumbloka ieliktna mikroparaugu inkubatora, aizveriet vaku un péc tam
inkubgjiet 5 minutes atbilstoSaja temperatura.
* [FFPE]58°C

80 mer zondes paneli] 58 °C

[
* [Somatisko variantu noteikSana] 58 °C
* [Visiem paréjiem] 62 °C

Nekavéjoties novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs
(2 minGtes).

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 200 pl augstas kvalitates gDNS vai uz 50 yl FFPE, nonemiet un izmetiet
visu virsslani no katras bedrites.

Centrifugéjiet plaksni ar 280 x g 30 sekundes.
Novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa uz 10 sekundém.
Izmantojiet 20 pl pipeti, lai nonemtu un izmestu atlikuSo Skidrumu no katras bedrites.

Nekavéjoties parejiet pie Eluésana, 45. lpp , lai noveérstu lodisu parlieku izziSanu un bibliotékas rezultatu
zudumu.
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Eluésana

illumina

1. Laisagatavotu eluéSanas galveno maisijumu apvienojiet talak noradttos tilpumus. Sareiziniet katru tilpumu

ar apstradajamo apvienoto bibliotéku skaitu.

* EE1(28,5ul)

* HP3(1,5ul)

Tilpuma ir ieklauts reagenta papildu daudzums.

Samaisiet, péc tamisu bridi centrifugégjiet.

Nonemiet MIDI plaksni no magnétiska stativa.

Pievienojiet 23 pl eluéSanas galvena maisijuma katra bedrite.
Noslédziet plaksni un kratiet to ar 1800 apgr./min 2 minutes.
Inkubéjiet plaksni telpas temperatira 2 minutes.

Centrifugéjiet ar 280 x g 30 sekundes.

© © N O U A ®WN

—_
o

. lzmetiet MIDI plaksni.

—_
—_

. Pievienojiet 4 pyl ET2 katra bedritg, kas satur 21 pl virsslana.

RN
N

. lestatiet pipeti uz 20 pl un lenam pipeté€jiet katru bedriti 10 reizes, lai sajauktu.

—_
w

. Nosledziet plaksni un péc tam centrifuggjiet ar 280 x g 10 sekundes.

14. Inkubéjiet plaksni telpas temperatira 1 minuti.
Bagatinatas bibliotekas amplificesana
Saja darbiba tiek izmantota PKR, lai amplificétu bagatinato biblioteku.

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

* PaslipoSais noslegs
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Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana  Noradijumi
EPM No -25°C Atkauseéjiet 4 °C temperatura vai uz ledus vienu stundu. Apveérsiet,
dz -15 °C lai samaisitu, péc tam nedaudz centrifugéjiet. Nolieciet mala uz
ledus.
PPC No -25°C Atkauseéjiet 4 °C temperatlra uz ledus vienu stundu. Virpiniet, lai

dz -15°C samaisitu, péc tam nedaudz centrifugéjiet. Nolieciet mala uz ledus.

2. Saglabajiet talak noradito AMP programmu cikliskaja silditaja, izmantojot atbilstoSo PKR ciklu skaitu, kas
noradits talak tabula.

* |zvélieties iepriekS€jas uzsildiSanas vaka iespé€ju un iestatiet uz 100 °C
* lestatiet reakcijas tilpumu uz 50 pl
* 98°Cuz45 sekundéem
* (X) cikli:
* 98°Cuz 30 sekundem
* 60 °Cuz 30 sekundém
* 72°Cuz 30 sekundém
* 72°Cuz5minutém
* Turét10 °C temperatira
Kopéjais darbibas laiks ir ~ 35 minltes.

Parauga un panela veids (X) Cikli
FPPE 14
lllumina Eksoma panelis (CEX) augstas kvalitates gDNS 10
lllumina Eksoma panelis (CEX) FFPE 12

Visi paréjie paraugi un paneli 121234

T Maziem treso personu paneliem var pielagot lidz 15 cikliem, veicot talaku optimizé$anu. Izmantojot FFPE, ciklu skaitu

var pielagot lidz 17.
2 TresSo personu paneliem, kuriem ir tikai 500 zondes, var pielagot lidz 17 cikliem. Izmantojot FFPE, ciklu skaitu var

pielagot idz 19.
3 FFPE paraugiem var pielagot lidz 14 cikliem.
4 PKR ciklu skaita palielinaSana FFPE paraugiem var palielinat dublikatu skaitu un samazinat fragmentu izmérus.

Procedura

1. Pievienojiet 5 ul PPC katrai bedritei.
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Pievienojiet 20 pl EPM katrai bedritei.
Noslédziet plaksni un kratiet ar 1200 apgr./min 1 minati.

Centrifugéjiet plaksni ar 280 x g 10 sekundes.

GoR W

Novietojiet uz ieprieks ieprogrammeéta cikliska silditaja un palaidiet AMP programmu.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, uzglabajiet 2-8 °C temperatura ne ilgak ka divas dienas. Atstajiet uz cikliska silditaja lidz
pat 24 stundam.

Aplificeto bagatinato bibliotéku tiriSana
Saja darbiba tik izmantots Cleanup Beads, lai attiritu bagatinato bibliotéku un likvidétu nevelamos produktus.

Paligmateriali

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Svaigi pagatavots 80 %etanols (EtOH)
* PaslpoSie noslégi

* 96 berdiSu MIDI plaksne

* 96 bedridu PKR plaksne

* MIDI plaksnes magnétiskais stativs

Par reagentiem
* Cleanup Beads
* Pirms katras lietoSanas reizes samaisiet.
* Samaisiet biezi, lai nodrosinatu, ka lodites ir vienmeérigi izkliedétas.

* Aspiréjiet un dozéjiet Skidumu lenam Skiduma viskozitates dé|.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana Noradijumi

CB Telpas Virpiniet un apveérsiet, lai maisttu lidz Skidruma krasa ir
temperatura viendabiga.

RSB No Sasildiet ldz telpas temperaturai. Virpiniet, lai samaisitu.
2°Clhdz8°C

2. Sagatavojiet svaigu 80 % EtOH no absolluta etanola.
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Procedura

Centrifugéjiet PKR plaksni ar 280 x g 10 sekundes.

Virpiniet CB 3 reizes 10 sekundes un péc tam apversiet.

Pievienojiet 40,5 pl CB katra bedrité jauna MIDI plaksné.

Parnesiet 45 ul no katras PKR plaksnes bedrites uz atbilstoSo MIDI plaksnes bedriti.
Noslédziet plaksni un kratiet ar 1800 apgr./min 1 minati.

Inkubéjiet MIDI plaksni telpas temperatira 5 minutes.

Centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.

Novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lidz 8kidrums ir dzidrs (5 minutes).

© ® N O U AN S

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 95 ul, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras bedrites.

—_
o

. Mazgajiet divas reizes, ka noradits talak.
a. Uz magnétiska stativa esoSajai plaksnei pievienojiet 200 ul svaiga 80 % EtOH bez maisiSanas.
b. Inkubgjiet 30 sekundes.
c. Neaizskarot lodites, nonemiet un izmetiet virsslani.
11. Zavéjiet ar gaisu uz magnétiska stativa 5 mindtes.
12. Zavéjot gaisa, izmantojiet 20 pl pipeti, lai nonemtu un izmestu atlikuSo EtOH no katras bedrites.
13. Nonemiet no magnétiska stativa un pievienojiet 32 pl RSB katrai bedritei.
14. Noslédziet plaksni un kratiet ar 1800 apgr./min 1 mindti.
15. Inkubégjiet plaksni telpas temperatira 5 minutes.
16. Centrifugéjiet ar 280 x g 10 sekundes.
17. Novietojiet uz MIDI plaksnes magnétiska stativa un nogaidiet, lldz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).
18. Parnesiet 30 pl virsslanano 96 berdidu MIDI plaksnes uz jaunas PKR plaksnes atbilstoSo bedriti.
19. Izmetiet MIDI plaksni.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, noslédziet plaksni un uzglabajiet -25 °C —-15 °C temperatura ne ilgak ka 7 dienas.

Bagatinato biblioteku parbaude
Lai kvantificetu dubultas virknes gDNS ievadi, izmantojiet fluorescences metodi, kura tiek izmantota

interkaléjoSa krasviela. Izvairieties no metodém, kas méra kopéjo nukleinskabi, pieméram, NanoDrop vai citam
UV absorbcijas metodéem.

1. Apstradajiet 1 ul bagatinato bibliotéku, izmantojot kvantifikacijas metodi.

PIEZIME Kopéja zondes molaritate proporcionali ietekmé bibliotékas rezultatus péc bagatinasanas.
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Sagaidams vidéjais ieliktna izmérs 125-235 bp un bibliotékas fragmentu sadalijums ar izméru diapazonu no
~200 bp lidz ~1000 bp.
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Biblioteku atSkaidisana lidz sakuma koncentracijai

ST darbiba at$kaida bibliotékas lldz sekvencés$anas sistémas sakuma koncentracijai, un ta ir pirma darbiba
sérijveida atSkaidiSana. Pec at8kaidiSanas lidz sakuma koncentracijai bibliotékas ir gatavas denaturésanai un

atSkaidisanai lidz gala ievieto8anas koncentracijai.

Sekvencésanai, neatkarigi no izmantotas bagatinaSanas zondes panela, lllumina ieteicams izveidot para tipa
apstradi ar 151 ciklu katram nolasijumam (2 x 151) un 10 cikliem katram raditaju nolasijumam. Ja vélaties mazak

lasijumu, kas parklajas, vai mazaku aptvérumu, varat samainat sekvencésanu lidz 2 x 126 vai 2 x 101.

1. Aprékiniet bibliotékas vai biblioteku apvienojuma molaritates veértibu, izmantojot talak noradito formulu.

* Bibliotekam, kas ir kvalificetas DNS fragmentu analizatoram, izmantojiet bibliotékai ieguto vid€jo izméru.

* Visam citam kvalifikacijas metodém izmantojiet 350 bp ka vidéjo bibliotékas izmeéru.

n 6
g /plx10 = Molarita te (nM)

660# xvidé jais biblioté kas izmé rs (bp)

Pieméram, ja bibliotékas koncentracija ir 20 ng/ul un vidéjais izmeérs ir 350 bp, ieglta molaritates vertiba ir

86,58 nM.
20 ng /ulx10°

660 -2 x350 (bp) = 86,58(nM)

2. lzmantojot molaritates véertibu, aprékiniet RSB biblioteku tilpumu un bibliotéku skaitu, kas nepiecieSams, lai

tas atSkaidrttu lidz Jlsu sistémas sakuma koncentracijai.

Minimalais
Sekvencésanas nepiecieSamais Sakuma koncentracija Gala ievietoSanas
sistema bibliotekas tilpums (nM) koncentracija (pM)
(1D
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) vai 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx ] 1,75 nM ir sakuma koncentracija gala ievietoSanas koncentracijai 350 pM. Ja

nepiecieSams, pielagojiet gala ievietoSanas koncentraciju, izmantojot talak sniegto tabulu.

Gala ievietoSanas Biblioteku apvienojuma
koncentracija (pM) koncentracija (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
300 1,50
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Gala ievietoSanas Biblioteku apvienojuma
koncentracija (pM) koncentracija (nM)
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Bibliotéku at8kaidiSana, izmantojot RSB.
* Bibliotekas, kas tiek kvantificétas ka multipleksétu bibliotéku apvienojums — atSkaidiet apvienojumu
ldz Jusu sistémas sakuma koncentracijai.

* Bibliotekas, kas tiek kvantificetas individuali — at3kaidiet katru bibliotéku lldz JUsu sistémas sakuma
koncentracijai. Pievienojiet mégené 10 ul katras atSkaiditas bibliotékas, lai izveidotu daudzkartigi
pavairotu biblioteku apvienojumu.

4. Lai at8kaiditu lldz gala ievietoSanas koncentracijai, izpildiet Jusu sistémas noradijumus par denaturésanu un
atSkaidisanu.
* Informaciju NextSeq 550Dx sistémai skatiet NextSeq 550Dx sekvencésanas sagatavosana, 51. Ipp.
* Informaciju MiSeqDx sistémai skatiet MiSeqDx sekvencésanas sagatavosana, 53. Ipp.

* Informaciju NovaSeq 6000Dx sistémai skatiet NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sagatavosana, S4. Ipp.

Gala ievietoSanas koncentracijas ir sakumpunkts un vispariga norade. Optimizgjiet koncentracijas Jusu
darbplismai un kvantifikacijas metodei turpmakajos sekvencésanas ciklos vai ar plusmas elementu
titrésanu.

NextSeq 550Dx sekvencésanas sagatavoSana

Skatiet talak sniegtos noradijumus bibliotéku denaturésanai un atSkaidiSanai sekvencésanai NextSeq 550Dx
sekvencésanas sistema.

Paligmateriali
* HT1 (Hibridizacijas buferis)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Sagatavos$ana

Sagatavojiet svaigu 0,2 N NaOH Skidumu, lai denaturétu bibliotékas sekvencésanai. Lai novérstu nelielas
pipetéSanas k|udas, kas varétu ietekmét beigu NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.
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A UZMANIBU!

—_

Denaturacijas procesam ir svarigs svaigi atSkaidits 0,2N NaOH. Nepareiza denaturacija var samazinat
produktivitati.

Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana Noradijumi
HT1 No -25°C Atkausejiet telpas temperatura. Glabajiet 2-8 °C temperatura lldz esat
idz -15°C gatavi at8kaidit denaturétas bibliotékas.
Lai sagatavotu svaigu NaOH skidumu, mikrocentrifligas mégené apvienojiet $adus tilpumus:
* laboratorijas klases tdens (800 pl);
* 1N NaOH (200 pl)
legist 1ml 0,2 N NaOH.
Apgrieziet mégeni vairakas reizes, lai samaisitu.
Lai sagatavotu 200 mM Tris-HCI, ar pH 7,0 apvienojiet mikrocentrifligas mégené $adus tilpumus:
* laboratorijas klases tdens (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Rezultats ir 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

PIEZIME Turiet mégeni ar uzliktu vacinu. Izmantojiet svaigi atskaidito skidumu 12 stundu laika.

Biblioteku denaturacija

1.

2.

Apvienojiet mikrocentrifligas mégené $adus bibliotékas un svaigi atSkaidita 0,2 N NaOH, tilpumus.
* 10 pl bibliotéka

* 10l 0,2 NNaOH

Isu bridi maisiet un péc tam 1 mindti centrifugéjiet ar spéku 280 x g.

Inkubégjiet telpas temperatlra 5 minutes.

Pievienojiet 10 ul 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Denaturétu biblioteku atSkaidisana lidz 20 pM

1.

Pievienojiet mégené ar denaturétam bibliotekam 970 ul ieprieks atdzeséta HT1.
Rezultats ir 20 pM denaturéta bibliotéka.

Isu bridi maisiet un péc tam 1 minQti centrifugéjiet ar spéku 280 x g.

Uzlieciet 20 pM bibliotékas uz ledus, lidz esat gatavs veikt galigo atSkaidiSanu.
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Biblioteku atSkaidiSana lidz ievietoSanas koncentracijai

1. Laidenaturéto 20 pM bibliotékas Skidumu atSkaiditu lidz 1,2 pM, pievienojiet Sadus tilpumus.
* Denaturéts bibliotékas Skidums (78 pl)
* |eprieks atdzeséts HT1 (1222 pl)

Kopégjais tilpums ir 1,3 ml ar koncentraciju 1,2 pM.
2. Apveérsiet, lai sajauktu, un péc tam centrifugégjiet ar impulsu.

3. Turpiniet ar sekvencésanu. Noradijumus skatiet NextSeq 550Dx Instrumenta atsauces rokasgramata
(dokuments Nr. 1000000009513) un Vietéjas izpildes parvaldnieka DNS generésanas FASTQ Dx
darbplismas rokasgramata instrumentam NextSeq 550Dx (dokuments Nr. 200015671) vai DRAGEN for
llumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx lietojumprogrammas lietotaja rokasgramata
(dokuments Nr. 200025238).

MiSeqDx sekvencésanas sagatavosana

Lai veiktu sekvencésSanu MiSegDx sekvencésanas sistéma, izmantojiet talak sniegtos noradijumus bibliotéku
denaturésanai un atskaidiSanai.

Paligmateriali
* HT1 (Hibridizacijas buferis)
* TNNaOH

Sagatavosana

Sagatavojiet svaigu 0,2 N NaOH Skidumu, lai denaturétu bibliotékas sekvencésanai. Lai novérstu nelielas
pipetésanas k|udas, kas varétu ietekmét beigu NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.

A UZMANIBU!

Denaturacijas procesam ir svarigs svaigi atSkaidits 0,2N NaOH. Nepareiza denaturacija var samazinat
produktivitati.

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus.

Vienums Glabasana Noradijumi

HT1 No-25°CNdz-15°C  Atkauséjiet telpas temperatura. Glabajiet 2-8 °C temperatura
lldz esat gatavi atSkaidit denaturétas bibliotékas.

2. Laisagatavotu svaigu NaOH skidumu, mikrocentrifligas mégené apvienojiet $adus tilpumus:
* laboratorijas klases tdens (800 pl);

* 1N NaOH (200 pl)
legist 1 ml 0,2 N NaOH.
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illumina

PIEZIME Turiet mégeni ar uzliktu vacinu. Izmantojiet svaigi atskaidito sSkidumu 12 stundu laika.

4 nM bibliotekas denaturesana

1. Mikrocentrifligas mégené sajauciet turpmak noraditas sastavdalas.
* 4 nM bibliotéka (5 pl)
* 0,2NNaOH (5l

2. Tsu bridi maisiet un péc tam 1 minati centrifugéjiet ar spéku 280 x g.
Inkubégjiet telpas temperatlra 5 minutes.

Pievienojiet mégeneg, kas satur denaturétu bibliotéku, 990 pl ieprieks atdzeseta HT1.
legust 1 ml 20 pM denaturétas bibliotékas.

Denaturetu 20 pM bibliotéku atSkaidiSana

1. AtSkaidiet lldz vélamajai koncentracijai, izmantojot talak noraditos tilpumus.

Koncentracija 6 pM 8 pM 10pM 11 pM 12 pM
20 pM biblioteka 180l 240l 300pl  330pl 360l
leprieks atdzeséts HT1 420l 360l 300l 270l 240l

2. Apveérsiet, lai sajauktu, un péc tam centrifugégjiet ar impulsu.

15pM 20 pM
450yl 600 i
150 pl O ul

3. Turpiniet ar sekvencésanu. Noradijumus skatiet MiSeqDx instrumenta atsauces rokasgramata
programmatdrai MOS v4 (dokumenta Nr. 1000000157953) un Vietéjas izpildes parvaldnieka DNS
generésanas FASTQ Dx darbpldsmas rokasgramata instrumentam MiSeqDx (dokuments Nr. 200015661).

NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sagatavoSana

Lai veiktu sekvencésanu NovaSeq 6000Dx sekvencéSanas sistéma, izmantojiet talak sniegtos noradijumus

bibliotéku denaturésanai un atSkaididanai.

Paligmateriali

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* TNNaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx bibliotékas mégene
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Sagatavos$ana

Sagatavojiet svaigu 0,2 N NaOH Skidumu, lai denaturétu biblioteékas sekvencésanai. Lai noverstu nelielas
pipetéSanas k|udas, kas varétu ietekmét beigu NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.

A UZMANIBU!

Denaturacijas procesam ir svarigs svaigi atSkaidits 0,2N NaOH. Nepareiza denaturacija var samazinat
produktivitati.

1. LaiatSkaiditu 1 N NaOH lidz 0,2 N NaOH, apvienojiet mikrocentrifligas mégené $adus tilpumus:

Tabula4 S2reZims

\ Apjoms vienam plusmas Apjoms diviem pliismas
Reagents .
elementam (ul) elementiem (ul)
Laboratorijas tiribas 40 80
pakapes tudens
Krajuma TN NaOH 10 20

Sie tilpumi nodrosina 50 ul 0,2 N NaOH vienam plismas elementam vai 100 pl 0,2 N NaOH diviem pliismas
elementiem.

Tabula5 S4rezZims

\ Apjoms vienam plusmas Apjoms diviem pliismas
Reagents .
elementam (pl) elementiem (pl)
Laboratorijas tiribas 80 160
pakapes tdens
Krajuma 1N NaOH 20 40

Sie tilpumi nodrosina 100 ul 0,2 N NaOH vienam plismas elementam vai 200 pl 0,2 N NaOH diviem plGsmas
elementiem.

Vairakas reizes apversiet, lai samaisitu, vai rapigi virpiniet.
3. Laisagatavotu 400 mM Tris-HCI, ar pH 8,0 apvienojiet mikrocentrifligas mégené $adus tilpumus:
* laboratorijas klases tdens (600 pl)

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

PIEZIME Turiet mégeni ar uzliktu vacinu. Izmantojiet svaigi atskaidito skidumu 12 stundu laika.

Normalizetu biblioteku apvienojuma izveidoSana

levietoSanas koncentracija var mainities atkariba no bibliotékas sagatavoSanas, kvantifikacijas un
normalizacijas metodem.
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lzmantojiet talak sniegtos noradijumus, lai normalizétu bibliotékas lidz atbilstoSajai koncentracijai un péc tam
veidotu apvienojumu. Viena pluismas elementa sekvencétas bibliotékas jaapvieno viena normalizéta
apvienojuma.

PIEZIME Maksimalais paraugu skaits, ko var apstradat viena josla ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

komplekts, ir 192. Sis ierobeZojums ir saistits ar kop&jo UD raditaju skaitu A un B komplekta.

Biblioteku normalizé$ana apvienosanai

1. Nosakiet nepiecieSamo apvienoto biblioteku koncentraciju, pamatojoties uz vélamo beigu ievietoSanas
koncentraciju.

* Beigu ievietoSanas koncentracijai 350 pM nepiecieSama apvienoto bibliotéku koncentracija ir 1,75 nM.

* Lainoteiktu apvienoto bibliotéku koncentraciju citai beigu ievietoSanas koncentracijai, skatiet Biblioteku

atskaidisana lidz sakuma koncentracijai, 50. Ipp.

2. Normaliz€jiet bibliotékas lidz vélamajai apvienotas bibliotekas koncentracijai, izmantojot 10 mM Tris-HCI,
pH 8,5.
Lai sanemtu palidzibu bibliotéku atSkaidiSanai lldz atbilstoSai koncentracijai, skatiet ApvienoSanas
kalkulators lllumina timekJa vietné.

leteicama ievietoSanas koncentracija

Optimala DNS ievietoSanas koncentracija ir atkariga no bibliotékas veida un ieliktna izméra. Bibliotekam >
450 bp var biit nepiecieSama augstaka ievietoSanas koncentracija.

Normalizétu bibliotéeku apvienosana un izveles PhiX kontroles pievienosana

1. Apvienojiet katras normalizétas bibliotékas atbilsto$o tilpumu jauna mikrocentrifligas mégeng, lai iegitu
vienu no $adiem gala tilpumiem:

ReZims Galigais tilpums (pl)
S2 150
sS4 310

2. [lzveles] Pievienojiet 1 % nedenaturéta PhiX>, ka noradits talak.
a. Atskaidiet 10 nM PhiXTidz 2,5 nM, izmantojot 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. Pievienojiet atbilstosa tilpuma nedenaturéta 2,5 nM PhiX mégené ar apvienotajam nedenaturétajam

bibliotekam.
o Nedenaturéts 2,5 nM PhiX _ e o . .
ReZzims () Nedenaturetu biblioteku apvienojums (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310
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Pievienojot PhiX, 1 % ir ieteicamais daudzums labi ldzsvarotam biblioteékam. Bibliotekam ar zemu
daudzveidibu var but nepiecieSams vairak. Lai izmantotu PhiX kontroli bibliotekas ar zemu daudzveidibu,
sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Denaturetu biblioteku apvienos$ana un izveles PhiX kontrole

1. Pievienojiet 0,2N NaOH nedenaturétu biblioteéku apvienojuma un izvéles PhiX mégenei ka aprakstits talak.

Plismas Nedenaturetu biblioteku
0,2N NaOH .. legutais tilpums
elements apvienojums (ul)
S2 37 150 187 ul vai 187,9 yl
ar PhiX
S4 77 310 387 pl vai 388,9 pl
ar PhiX

2. Uzlieciet vacinu unTsu bridi virpiniet.

3. Centrifugégjiet 280 x g lidz vienai minutei.

4. Inkubégjiet istabas temperattra 8 minttes, lai to denaturétu.

5. Pievienojiet 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 ka noradits talak, lai to neitralizétu.

Rezims 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) legutais tilpums
S2 38 225 plvai 225,9 ul ar PhiX
S4 78 465 pl vai 466,9 pl ar PhiX

6. Uzlieciet vacinu unisu bridi virpiniet.

7. Centrifug€jiet 280 x g lidz vienai minUtei.

8. Parnesiet visu denaturétas bibliotékas un PhiX tilpumu uz NovaSeq 6000Dx bibliotékas mégeni.

9. Turpiniet ar sekvencésanu. Noradijumus skatit NovaSeq 6000Dx instrumenta produkta dokumenta
(dokuments Nr. 200010105) un DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq 6000Dx
(dokuments Nr. 200014776)
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Problemu noveérsana

illumina

Izmantojiet talak noradito tabulu, lai novérstu problémas darbplisma. Ja sekvencésanas izpilde vai bibliotékas
sagatavoSana paraugam neizdodas divas reizes, var but nepiecieSama papildu problému novérsana. Sazinieties
ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Noverojums

Sekvencésanas izpilde
neiztur izpildes
kvalitates kontroles
specifikacijas

KlGda ar FASTQ
generésanu vai
vispariga
sekvencesanas
sistemas k|uda
(pieméram, tikla k|uda,
klUda ar reagentu
ieladéSanu/izladésanu
utt.)

lespéjamais
célonis

Lietotaja vai
laboratorijas
aprikojuma kltuda
analizes
darbplisma

Instrumenta
problema

Programmaturas
vai instrumenta
probléma

Dokuments Nr. 200038118 v0O

leteicama darbiba

Kvalificgjiet bagatinatas bibliotékas, lai nodrosinatu atbilstosu
biblioteéku rezultatu un fragmentu izméru sadalijumu.
Atkartojiet bibliotékas sagatavosanu no kadas no talak
minétajam darbibam atkariba no ta, kur radas aizdomas par
lietoSanas vai aprikojuma kludu. Ja nav zinams vai ir radusas
citas k|udas, sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu,
lai veiktu procediiras traucéjummeklésanu.

« Veiciet bibliotéku atkartotu sekvencésanu. Skatiet
NextSeq 550Dx sekvencésanas sagatavosSana, 51. Ipp,
MiSeqDx sekvencésanas sagatavoSana, 53. Ipp vai
NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sagatavoSana, 54. lpp.

« Veiciet bibliotékas atkartotu bagatinadanu. Skatiet sadalu
ZonZzu hibridizésana, 38. Ipp.

» Saciet bibliotékas sagatavoSanu no darbplismas sakuma.
Skatiet Lietosanas instrukcija, 22. 1pp.

Sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Skatiet modula vai lietojumprogrammas rokasgramatu, lai
sanemtu palidzibu analizes veik$ana, vai skatiet

NextSeq 550Dx instrumenta atsauces rokasgramata
(dokumenta Nr. 1000000009513), MiSeqDx instrumenta
atsauces rokasgramata programmaturai MOS v4 (dokumenta
Nr. 1000000157953) vai NovaSeq 6000Dx instrumenta
produkta dokumentu (dokuments Nr. 200010105).

Lai sanemtu papildu palidzibu, sazinieties ar lllumina tehniska
atbalsta dienestu.
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lespéjamais
Noverojums _ P l leteicama darbiba
célonis
DNS biblioteka Neatbilst NodroSiniet atbilstoSu paraugu ievadi un atkartojiet
nenodroSina paraugaievades  bibliotékas sagatavoSanu.
pietiekamus rezultatus  prasibam Skatiet Paraugu ievades ieteikumi, 18. Ipp.

sekvenceésanas ieladei lzmanto&anas vai

aprikojuma k|tda
analizes
darbplisma

Atkartojiet bibliotekas sagatavosanu no kadas no talak
minétajam darbibam atkariba no ta, kur radas aizdomas par
lietoSanas vai aprikojuma kjudu. Ja nav zinams vai ir radusas
citas kludas, sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu,
lai veiktu proceduras traucéjummeklésanu.

« Veiciet bibliotéku atkartotu sekvencésanu. Skatiet
NextSeq 550Dx sekvencésanas sagatavosana, 51. lpp,
MiSeqDx sekvencésanas sagatavosana, 53. Ipp vai
NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sagatavosana, 54. lpp.

« Veiciet biblioteku atkartotu bagatinasanu. Skatiet sadalu
ZonZzu hibridizésana, 38. Ipp.

« Saciet bibliotékas sagatavoSanu no darbplismas sakuma.
Skatiet Lietosanas instrukcija, 22. 1pp.

Nav izpilditas
prasibas
bagatinasanas

NodroSiniet atbilstoSu bagatinasanas zondes paneli un
atkartojiet bibliotekas sagatavosanu.
Skatiet Bagatinasanas zondes panela prasibas, 11. Ipp.

zondes panelim

Veiktspejas raksturlielumi

Veiktspéja ar pilna eksoma paneliem

Eksoma panela veiktspéja tika parbaudita, izmantojot zemako (50 ng) un augstako (1000 ng) ieteicamo Coriell
Cell Line gDNA NA12878 ievadi, ar zinamu patiesu dzimumsunas [iniju variantu noteikSanas komplektu (Coriell
platina genoms). Ka reprezentativie paneli tika izmantoti eksoma panelis 1 (45 Mb) un eksoma panelis 2

(36,8 Mb). 24 tehniskie replikati, tika testéti ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi, izmantojot eksoma
paneli1 (45 Mb) divas 12 kartigas bagatinasanas reakcijas. 12 tehniskie replikati tika testéti ar lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx analizi, izmantojot eksoma paneli 2 (36,8 Mb) viena 12-kartiga bagatinasanas reakcija.
Bagatinatas bibliotékas tika sekvencétas ar NextSeq 550Dx sekvencéSanas sistému, izmantojot DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moduli.

Nakamaja tabula ir attélotas videjas sekundaras sekvencésanas un variantu noteik§anas veiktspéjas metrikas
vertibas tehniskajiem replikatiem, kas testéti ar katru paneli.
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Tabula 6 Analizes veiktspéja ar diviem pilna eksoma paneliem

Panelis

Eksoma
panelis 1
(45 Mb)

Eksoma
panelis
2
(36,8 M
b)

Balstita
unikala
nolasijuma
bagatinasa
na

80 %

93 %

Parklajuma
viendabigu
ms

96 %

98 %

Fragmen
tu
garuma
mediana

186 bp

188 bp

SNV

atsaukum
1

96 %

96 %

TANoteik$ana = pozitivas/(patiesi pozitivas + viltus negativas)
2Precizitate = patiesi pozitivas/(patiesi pozitivas + viltus pozitivas)

NoteikSanas robeza

SNV
precizitat
ez

99 %

99 %

Inserciju
+ deléciju
noteikSan
a1

90 %

92 %

illumina

Inserciju +
deléciju
noteikSan
as
precizitat
e2

89 %

93 %

Lai parbaudttu noteikSanas robezu, tika izmantots atsauces standarts Horizon HD799 DNA. HD799 sastav no
meéreni bojatas, ar formalinu apstradatas DNS ar zinamu SNV, allé|u biezuma, kas ir diapazona 1-24,5 %. Tika
izmantota viszemaka ieteicama DNS ievade (50 ng) un novértéts SNV noteik8anas biezums ar 25,0 % varianta
alleles biezumu (VAF). 16 tehniskie replikati tika testéti, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi,
izmantojot FFPE darbplismu, kas bagatinata ar dazadu vézu bagatinasanas paneli (1,94 Mb) 16 (1 kartigos)
bagatinasanas gadijumos, un péc tam sekvencéti NextSeq 550Dx instrumenta ar DNA GenerateFASTQ Dx

moduli.

Visiem paraugi atbilda panelim specifiskam parauga veikstpéjas prasibam ka paradits nakamaja tabula.

Tabula 7 Parauga veiktspéja noteikSanas robezai

Panelis

Dazadu vézu bagatinasanas

SNV variantu noteikSanas
biezums = 5,0 % VAF

panelis (1,94 Mb, 523 géni)

Trauceéjosas vielas

100 %

Videéjais

Parklajuma viendabigums

99 %

lesp€&jamo traucéjoso vielu ietekme tika novertéta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, novértejot analizes
veiktspéju traucéjoso vielu klatbutné.

Dokuments Nr. 200038118 v0O

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

60no72



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Trauceéjumi pilnasinis

Acetaminoféns (eksogéns savienojums, zales), kreatinins un trigliceridi (endogéni metaboliti) tika testéti,
pievienojot tos cilvéka asins paraugos pirms DNS ekstrakcijas. Lai novertétu traucejumus, kas rodas asins
panem3$anas laika (1sa parauga panems$ana), pilnasinu paraugiem tika pievienota art EDTA. Turklat, lai novertéetu
traucéjumus, kas rodas paraugu sagatavoSanas rezultata, DNS, kas izgtta no pilnasinim, tika pievienots
molekularas klases etanols.

Nakamaja tabula ir redzamas testa koncentracijas katrai traucéjosajai vielai.

Tabula 8 lespé&jami traucéjosas vielas un koncentracijas, kas testétas pilnasinis
Testa viela Testa koncentracija

Acetaminoféns 15,6 mg/dL*
Tris reizes augstaka koncentracija, neka sagaidama péec
za|u terapeitiskas devas lietoSanas.

Kreatinins 15 mg/dL*

Augstaka novérota koncentracija populacija.
Trigliceridi 1,5 g/dL*

Augstaka noverota koncentracija populacija.
EDTA 6 mg/mi

Tris reizes lielaka koncentracija par sagaidamo asinis, kas
panemtas EDTA mégenés.

Molekularas klases etanols 15 % tilpuma attieciba
eluata péc DNS ekstrakcijas.

* Saskana ar CLSI EP37-ED1:2018

Katrai traucéjosajai vielai ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi tika testéti 12 tehniskie replikati, kas
bagatinati ar eksoma paneli 1 (45 Mb) viena (12-kartiga) bagatinaSana un péc tam sekvencéti NextSeq 550Dx
instrumenta ar DNA GenerateFASTQ Dx moduli.

Testétajam vielam visi 12 paraugi atbilda parauga veiktspéjas prasibam, un netika noveroti trauc&jumi analizes
veiktspéjai.

Trauceéjumi FFPE audos

Tika parbauditi divi kolorektalie FFPE paraugi hemoglobina klatbutné un bez ta, ar 0,1 mg uz 10 ym FFPE sekcija,
lai attélotu sliktako scenariju 50 % FFPE audu paraugu piesarnojumam ar asinim ar augstu hemoglobina limeni.
Paraugi tika testéti, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi, izmantojot dazadu vézu
bagatinasanas paneli 1 (1,94 Mb) ka raksturigo paneli vienas kartas bagatinasanai. Bagatinatas bibliotekas péc
tam tika sekvencétas ar NextSeq 550Dx instrumentu ar DNA GenerateFASTQ Dx moduli. Visi paraugi atbilda
parauga veiktsp€jas prasibam, un tika pieradits, ka hemoglobins nerada traucéjumus analizes veiktspégjai.
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Lai novertétu traucéjumus, kas rodas parauga sagatavosanas rezultata, divi eksogéni savienojumi tika
pievienoti DNS, kas izgUta no urinpus|a véza FFPE audu parauga. Testétas eksogénas vielas ir ekstrakcijas
Skidumi, ko parasti izmanto DNS ekstrakcijas procesa, un kas ir uzskaititi kopa ar parbauditiem daudzumiem
nakamaja tabula.

Testa vielas Skidumi ir komerciali pieejami uz kolonnam bazétos DNS izoléSanas komplektos.

Tabula 9 Potenciali traucejosSas eksogénas vielas un koncentracijas, kas testétas FFPE

Testa viela Testa koncentracija (pl / 30 pl eluata)
Parafina nonems$anas skidums 113 x1078
Mazgasanas buferis AW2 0,417

Katrai traucgjo8ajai vielai ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi tika testéti astoni tehniskie replikati,
kas bagatinati ar dazadu vézu bagatinasanas paneli (1,94 Mb) vienas kartas bagatinasana un péc tam
sekvenceti NextSeq 550Dx instrumenta ar DNA GenerateFASTQ Dx moduli.

Abam testétajam vielam visi astoni paraugi atbilda parauga veiktspéjas prasibam, un netika novéroti traucejumi
analizes veiktspéjai.

Skérspiesarnojums

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (sieviskie, 10 paraugi), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (viriSkie, 12 paraugi) un
kontroles bez veidnes (NTC, 2 paraugi) tika testétas lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizé Saha galdina
plaksnes izkartojuma. Visos paraugos ka visstingrakais Skérspiesarnojuma novertésanas nosacijums tika
izmantots visaugstaka ieteikta gDNS ievade (1000 ng). TestéSanu divreiz veica divi atseviski operatori. Eksoma
panelis 1 (45 Mb) tika izmantots 12-kartigas bagatinasanas reakcijas. Bagatinatas bibliotékas tika sekvencétas
ar NextSeq 550Dx, izmantojot DNA GenerateFASTQ Dx. Novértéjums tika veikts, novertéjot virieSa specifiskas
Y hromosomas klatbutni sievieSu paraugos, salidzinot ar pilnas plaksnes sievieSu paraugu fona limeni, ka ar1
NTC paraugu radijuma reprezentaciju.

Tabula 10 Skérspiesarnojuma rezultati

Sieviskie paraugi ar viriSko Y hromosomu
klatbutni < 3x bazlinijas traucejumi

100 % < 0,0005 %

Raditaju reprezentacija NTC
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
lietojumprogramma veiktspeja

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogrammas NovaSeq 6000Dx veiktspé€jas raditaji ir
noraditi NovaSeq 6000Dx instrumenta lietosanas pamaciba (dokuments Nr. 200025276).

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma NextSeq 550Dx nodroSina tadas pasas
sekundaras analizes darbplismas ka lietojumprogramma NovaSeq 6000Dx, tostarp tris talak noraditas
darbplismas. FASTQ generé$anu, FASTQ un VCF generésanu dzimumsinas [iniju variantu noteik$anai un
FASTQ un VCF generéSanu somatisko variantu noteik$anai.

Salidzinama sekundaras analizes veiktspéja tika ieguta, izmantojot to pasu bibliotéku maisijumu, kas tika
sekvencéta abas platformas. Varianta noteikSanas biezums (Tabula 11) un biezuma sakriSana (Attéls 1) Coriell
Cell Line gDNS paraugiem tika noveértéta, izmantojot reprezentativu analizi, kas izstradata, lai parbauditu géenu
variacijas, kas aptver 1970 505 bazes (9232 mérki) visas 23 cilvéka hromosomas. Tika parbauditi astoni platina
genoma DNS paraugi, septini (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) replicéti
seSas reizes un viens (NA12881) replicéts piecas reizes (skatiet Attéls 1). Bibliotékas tika sekvencétas ar tris
izpildem katra ar NovaSeq 6000Dx un NextSeq 550Dx instrumentiem un variantu noteikSana tika veikta,
izmantojot DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogrammas dzimumsunas liniju variantu
noteik§8anas analizes darbplismu.

Pamatojoties uz specigu korelaciju starp lietojumprogrammas veitkspé&ju NovaSeq 6000Dx un NextSeq 550Dx
instrumentos, veiktspéjas raditaji, kas saistiti ar sekundaro analizi, kas sniegta NovaSeq 6000Dx instrumenta
lietoSanas pamaciba (dokuments Nr. 200025276), tiek noteikti ka piemérojami arit DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma NextSeq 550Dx.

Tabula 11 Lietojumprogrammas veiktspé€ja — variantu noteikSanas biezums SNV, ievietoSanas un
dzeésSanas

Panelis Variantu noteikSanas Variantu noteikSanas
raditajs NovaSeq 6000Dx raditajs NextSeq 550Dx
Pan-genoma panelis 99,9 % 99,9 %
(1,97 Mb, 9232 meérki, 23 hromosomas)
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illumina’

Attéls 1 Variantu biezuma salidzinajums NovaSeq 6000Dx un NextSeq 550Dx izpildém ar DRAGEN for IDPE Dx
lietojumprogrammas analizi

1
0o NA12877
R?=0.964

Ay

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

AF NovaSeq 6000Dx

0 -
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

NA12878
« R?=0.958

s-

AF NextSeq 5500x

1
0o | NA12881
R2=0.963

07
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

F NovaSeq 6000Dx

09

A
]

01

NA12882
R?=0.958

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

0sl® R?=0.959

NAT2BTO  « . ..t

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
AF NextSeq 550Dx

1 e
oo NAT2883 e
R2=0.955

01

0 .
0 01 02 03 04 05 0§ 07 08 09
AF NextSeq 550Dx

1

1

]
o NA12880
R?=0.953

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

NA12884
! R2=0.961

0
ok
0 01 02 03 04 05 06 07 08 03 1
AF NextSeq 550Dx

Pielikums: lllumina UD raditaju adaptera

sekvences.

Sie unikalie divkarsie (UD) raditaju adapteri ir izvietoti plaksné, lai ieviestu ieteikto savieno$anas pari stratégiju.

Raditaju adapteru garums ir 10 bazes, nevis parastas astonas bazes.

Raditaja 1 (i7) adapteri

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Raditaja 2 (i5) adapteri

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Talak noradita seciba tiek izmantota 1. lasiSanai un 2. lasiSanas adaptera apgriesanai.

CTGTCTCTTATACACATCT

Plaksnes A/Komplekta 1 raditaja adapteri

Raditaja nosaukums
UDPO0001
UDP0002
UDP0003
UDPO0004
UDPO0005

i7 bazes adapten
CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT

TAATCTCGTC
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i5 bazes adapteri
TCGTGGAGCG
CTACAAGATA
TATAGTAGCT
TGCCTGGTGG

ACATTATCCT
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Raditaja nosaukums
UDP0006
UDPO0007
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDPOOM
UDP0012
UDP0013
UDP0014
UDPO0O015
UDPO0016
UDP0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDPO0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDPO0O035

i7 bazes adapter

GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

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
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i5 bazes adaptert

GTCCACTTGT

TGGAACAGTA

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

illumina
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Raditaja nosaukums
UDP0036
UDPO0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDPO0057
UDP0058
UDPO0059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0O065

i7 bazes adapter

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

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
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i5 bazes adaptert

TGGCAATATT

GATCACCGCG

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

illumina
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Raditaja nosaukums
UDP0066
UDPO0067
UDPO0068
UDP0069
UDPO0070
UDPOO071
UDP0072
UDPO0073
UDP0074
UDPO0O075
UDP0076
UDPO0077
UDP0078
UDPO0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086
UDP0087
UDPO0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

i7 bazes adapter

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

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 bazes adaptert

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

illumina
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Plaksnes B/Komplekta 2 raditaja adapteri

Raditaja nosaukums
UDP0097
UDP0098
UDP0099
UDP0100
UDPO0101
UDP0102
UDP0103
UDPO0104
UDPO0105
UDPO0106
UDPO0O107
UDP0108
UDP0109
UDPO110
UDPO1IM
UDP0112
UDPO0113
UDPO114
UDPO115
UDPO0116
UDPO0117
UDPO0118
UDPO119
UDP0120
UDP0121
UDP0122
UDPO0123
UDPO0124

i7 bazes adaptert

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG
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i5 bazes adapteri

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

illumina
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Raditaja nosaukums
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 bazes adaptert

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 bazes adapteri

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

illumina
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Raditaja nosaukums
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 bazes adaptert

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

Dokuments Nr. 200038118 v0O

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

i5 bazes adapteri

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

illumina
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Raditaja nosaukums

UDP0185
UDP0186
UDP0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDP0O191
UDP0192

i7 bazes adaptert

GTTGGACCGT
ACCAAGTTAC
GTGTGGCGCT
GGCAGTAGCA
TGCGGTGTTG
GATTAAGGTG
CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Parskatijumu vesture

Dokuments

Dokuments Nr.
200038118 v0OO

Datums

2023. gada
julijs

Dokuments Nr. 200038118 v0O

illumina

i5 bazes adapteri
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Izmainu apraksts

Sakotnéjais laidiens.

lepriek$€jais dokuments Nr. 200019584 ir aizstats ar So
dokumentu.

Izmainas no dokumenta Nr. 200019584 v2 Saja jaunaja
dokumenta:

Pievienots saturs, lai atbalstitu sekvencésanu NextSeq 550Dx
instrumenta, izmantojot DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx lietojumprogrammu instrumentam

NextSeq 550Dx.

Precizéts nenodrosinato reagentu saraksts.

Sadala Bridinajumi un piesardzibas pasakumi pievienota
informacija par zinoSanu par negadijumiem.

Skaidrots sagaidamais bagatinasanas bibliotekas.
Pievienota norade 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 sagatavoSanai.
Nonemta Sekvencésanas sagatavo3anas darbibas
tipografiska k|uda.

Izmainas, kuras ieprieks veiktas dokumenta Nr. 200019584:

Pievienots saturs, lai atbalstitu sekvencésanu

NovaSeq 6000Dx instrumenta.

Pievienoti sekvencésanas sistému nosaukumi un kataloga
numuri.

Nonemta unikalas dualas indekséSanas informacija vienreiz
indeksetam bibliotekam.
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Patenti un precu zimes

Tpadumtiesibas uz $o dokumentu un ta saturu pieder uznémumam lllumina, Inc. un ta saistitajiem uznémumiem (“lllumina”), un klients to
drikst izmantot tikai lguma noteiktaja veida saistiba ar $aja dokumenta aprakstito izstradajumu lietoSanu, un nekadiem citiem nolukiem. So
dokumentu un ta saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem nollkiem un/vai citadi publiskot, atklat vai reproducét jebkada veida
bez iepriek$éjas rakstiskas lllumina piekriS§anas. Ar o dokumentu lllumina nenodod nekadas licences, ko paredz ta patents, prec¢u zimes,
autortiesibas vai anglosaksu tiesibas, nedz ari lidzigas jebkuras tre$as personas tiesibas.

Saja dokumenta sniegtie noradijumi ir stingri un precizi jaievéro kvalificétiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai nodrosinatu Seit
aprakstita(-o) produkta(-u) pareizu un drosu lietoSanu. Pirms $Tizstradajuma(-u) lietoSanas ir pilniba jaizlasa un jaizprot viss $T dokumenta
saturs.

PILNIBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS SAJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES PRODUKTA(-U)
BOJAJUMI, PERSONU MIESAS BOJAJUMI, TOSTARP LIETOTAJU UN CITU PERSONU, UN CITATPASUMA BOJAJUMI, TURKLAT TIKS
ANULETAS VISAS PRODUKTAM(-IEM) PIEMEROJAMAS GARANTIJAS.

ILLUMINA NEUZNEMAS NEKADU ATBILDIBU, KAS IZRIET NO NEPAREIZAS SAJA DOKUMENTA APRAKSTITO PRODUKTU (TOSTARP TA
DALU VAI PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.

© 2023 lllumina, Inc. Visas tiesibas aizsargatas.

Visas precu zimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo Tpasnieku ipasums. Konkréta informacija par pre€u zimém pieejama vietné
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktinformacija

ul e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Sponsors Australija

San Diego, California 92122, ASV lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas) lurmina Netherlands .V Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - ?ﬁiﬁngﬁf,'ll‘:,ﬁ‘;"e" Australija

Produktu markéesana

Pilnigu atsauci uz simboliem, kas paradas uz produkta iepakojuma un mark&juma, savam komplektam skatiet
simbolu atsléga vietnes support.illumina.com cilné Dokumentacija.

Dokuments Nr. 200038118 v0O 72no72

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.


http://www.illumina.com/company/legal.html

	Paredzētais lietojums
	Procedūras principi
	Procedūras ierobežojumi
	Izstrādājuma komponenti
	Nodrošinātie reaģenti
	Illumina DNS sagatavošana ar Enrichment Dx ar UD rādītāju komplektu A/B

	Reaģenti, kas netiek nodrošināti
	Nepieciešamie reaģenti, kas netiek nodrošināti
	Bagātināšanas zondes paneļa prasības

	Uzglabāšana un izmantošana
	Nepieciešamais aprīkojums un materiāli, netiek nodrošināti
	Aprīkojums
	Materiāli

	Paraugu ņemšana, transportēšana un uzglabāšana
	Brīdinājumi un piesardzības pasākumi
	Procedūras piezīmes
	DNS ievades ieteikumi
	Ieteikumi par asins ievadi
	FFPE audu paraugu ievades ieteikumi
	Paraugu ievades ieteikumi
	Padomi un metodes

	Illumina DNA Prep with Enrichment Dx komplekts darbplūsma
	Lietošanas instrukcija
	Sagatavošana apvienošanai
	Genoma DNS atzīmēšana
	Tīrīšana pēc atzīmēšanas
	Atzīmētās DNS amplificēšana
	Bibliotēku attīrīšana
	Iepriekš bagātināto bibliotēku apvienošana
	[Neobligāti] Iepriekš bagātināto bibliotēku kvalificēšana
	Zonžu hibridizēšana
	Hibrīdizētu zonžu uztveršana
	Bagātinātas bibliotēkas amplificēšana
	Aplificēto bagātināto bibliotēku tīrīšana
	Bagātināto bibliotēku pārbaude
	Bibliotēku atšķaidīšana līdz sākuma koncentrācijai
	NextSeq 550Dx sekvencēšanas sagatavošana
	MiSeqDx sekvencēšanas sagatavošana
	NovaSeq 6000Dx sekvencēšanas sagatavošana

	Problēmu novēršana
	Veiktspējas raksturlielumi
	Veiktspēja ar pilna eksoma paneļiem
	Noteikšanas robeža
	Traucējošās vielas
	Šķērspiesārņojums
	DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogramma veiktspēja

	Pielikums: Illumina UD radītāju adaptera sekvences.
	Plāksnes A/Komplekta 1 rādītāja adapteri
	Plāksnes B/Komplekta 2 rādītāja adapteri

	Pārskatījumu vēsture

