JIllumina DNA Prep with Enrichment Dx" paketo intarpas illumina

NAUDOTI IN VITRO DIAGNOSTIKAL TIK EKSPORTUI.

Numatytoji paskirtis

lllumina® DNAPrep with Enrichment Dx rinkinys yra reagenty ir eksploataciniy medziagy rinkinys, naudojamas
méginiy bibliotekoms i5 genominés DNR, gautos i§ Zmogaus Igsteliy ir audiniy, ruosti in vitro. Norint paruosti
bibliotekas, nukreiptas j konkrecius dominancius genomo regionus, reikalingi naudotojo pateikti zondo skydeliai.
Sukurtos méginiy bibliotekos skirtos naudoti , lllumina“ llluminasekvenavimo sistemose. lllumina® ,DNA Prep
with Enrichment Dx" apima programine jrangg, skirtg sekvenavimui, stebéjimui ir analizei.

Proceduros principai

Llumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys skirtas DNR sekos bibliotekoms, prisodrintoms tikslinéms
sritims i$§ Zmogaus Igsteliy ir audiniy gautos genominés DNR, paruo$toms rankiniu budu.

Tiksliniam sodrinimui reikalingos naudotojo tiekiamos biotinilintos oligonukleotidy plokstés. ,lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx" rinkinys rinkinys tinka jvairiy dydziy skydeliams, nuo mazy (< 20 000 zondy) iki dideliy
skydeliy (> 200 000 zondy). Sukurtos prisodrintos bibliotekos yra skirtos sekvenavimui lllumina sekvenavimo
sistemose.

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys procedirg sudaro Sie veiksmai:
* Zyméjimo genominé DNR - naudoja Enrichment BLT Small (eBLTS) DNR jvesties Zyméjimui. Zyméjimo metu
gDNR yra suskaidyta ir pazyméta adapteriais vienu veiksmu. Norint prisotinti zyméjimo eBLTS reakcijoje

esancig informacija, reikia jvesti maziausiai 50 ng DNR. Kai prisotintas, eBLTS suskaido nustatytg DNR
molekuliy skaiciy, kad bity sukurtos normalizuotos nuoseklios fragmenty dydzio pasiskirstymo bibliotekos.

* Valymas po zyméjimo - iSvalo adapteriu pazymétg DNR, kad eBLTS jg naudoty amplifikacijoje.
* Stiprinti pazymétg DNR - sustiprina pazymétg DNR, naudodamas riboto ciklo PGR programga. DNR

fragmenty galuose pridedami unikalls dvigubi (UD) indeksai, kurie uztikrina dvigubg unikaly DNR biblioteky
bruksninj kodavima ir klasteriy generavimg sekvenavimo metu.

* Biblioteky valymas - naudoja granuliy valymo procediirg, kad buty galima iSvalyti ir pasirinkti sustiprintas
DNR bibliotekas pagal dydij.

* Telkiniy bibliotekos — tai DNR bibliotekos su unikaliais indeksais, kurias sudaro 12 biblioteky. Bibliotekas
galima telkti pagal turj arba pagal mase.

* Zondy hibridizavimas - tai hibridizacijos reakcija, kurios metu dvigrandés DNR bibliotekos yra
denaturuojamos, o biotinilinty DNR zondy skydelis hibridizuojamas j tikslinius genomy regionus.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra suderinamas su keliomis plok§témis. ,lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys néra sodrinimo skydelio. Zondy skydelius tiekia naudotojas ir jie
turi atitikti reikiamas specifikacijas. ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys Reagentai yra
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suderinami tiek sulllumina, tiek su treciosios Salies sodrinimo DNR oligonukleotidy skydeliais, kurie
atitinka reikiamas specifikacijas. Informacijos apie butinas treciyjy Saliy skydeliy specifikacijas zr.
Prisodrinimo zondo plokstelés reikalavimai11 psl.

* Hibridizuoty zondy fiksavimas — naudoja Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) biotinilintus zondus,
hibridizuotus j tikslines dominancias sritis.

* Prisodrinty biblioteky stiprinimas — naudojamas PGR prisodrintoms bibliotekoms stiprinti.

* Sustiprinty prisodrinty biblioteky valymas — naudojama granuliy valymo procedura prisodrintoms ir
sekvenavimui paruo$toms bibliotekoms.

* Sekvenavimas - prisodrinty biblioteky sekvenavimas atliekamas naudojant ,MiSeqDx", ,NextSeq 550Dx"
arba ,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo sistemas. ,MiSeqDx" ir ,NextSeq 550Dx" atveju integruotas DNR
generavimasFASTQ Dx ,Local Run Manager” modulis naudojamas sekos nustatymui, vykdymo stebéjimuiir
FASTQ generavimui i$ baziniy priskyrimy. Naudojant ,NextSeq 550Dx" su ,DRAGEN Server”ir ,NovaSeq

6000Dx, DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ programa naudojama tyrimy serijos
sgrankai ir antrinei analizei, naudojant kelias galimas darbo eigas.

Proceduros apribojimai

* Naudoti in vitro diagnostikai.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra suderinama su Zzmogaus lgsteliy ir audiniy genomine
DNR.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra suderinamas su dvigrandémis 50-1 000 ng DNR

jvestimis. NaSumas negarantuojamas, kai jvestys virSija Sias ribas.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys nejtraukiami DNR ekstrahavimui skirti reagentai. Analitiniy
tyrimy rezultatai, jskaitant Veikimo charakteristikos 59 psl. pateiktus trukdziy tyrimus, buvo gauti naudojant
visos sudeties kraujg ir FFPE kaip tipinius meginiy tipus su tipiniais DNR ekstrakcijos rinkiniais. Visus
diagnostinius tyrimus, sukurtus naudoti su ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentais,
reikia visiSkai patvirtinti visais veikimo aspektais naudojant pasirinktg DNR ekstrakcijos rinkin;.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys nerekomenduojama naudoti prastos kokybés FFPE
méginiams, kuriy ACq > 5. Naudojant méginius, kuriy ACq > 5 gali padidéti bibliotekos paruoSimo gedimo
tikimybé ir sumazéti tyrimo naSumas.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentai buvo sukonfigUruoti ir istirti dél méginio jvesties,
sodrinimo reakcijy ir telkinio, nurodyto toliau pateiktoje lenteléje.
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Jllumina DNA Prep

with Enrichment Dx" Méginio jvestis Sodrinimo reakcijos Sodrinimo kompleksiSkumas
rinkinys
16 méginiy rinkinys  Prasta kokybé 16 reakcijy 1 pleksas
(FFPE)
96 méginiy Aukstos kokybés 8 reakcijos 12 pleksy
rinkinys (pvz., visos

sudéties kraujas)

* FFPE jvesties apdorojimas buvo iSbandytas ir rekomenduojamas tik 1 plekso sodrinimo reakcijoms,
naudojant 16 meginiy rinkinj.
* 96 méginiy rinkinyje galimi nestandartiniai rezginiai (nuo 2 iki 11 pleksy), taciau turi Siuos apribojimus:

— Meéginiy apdorojimas 2-11 pleksy sodrinimo reakcijose sumazina rinkinio pralaiduma.

— Optimalus rezultatai néra garantuojami. Norint gauti tinkama sodrinimo iSeigg nestandartiniams
rezginiams, gali prireikti papildomo optimizavimo.

— Mazo neriipestingumo telkimo strategijoms (nuo 2 iki 8 pleksy) norint optimizuoti spalvy balansg, reikia
pasirinkti skirtingy seky indekso adapterius, kad buty galima sékmingai atlikti sekvenavimg ir duomeny
analize. ,MiSeqDx" ir ,NextSeq 550Dx"“ DNR generavimasFASTQ Dx modulis suteikia pagal spalvas
subalansuoty indeksy kombinacijy parinktis nustatant vykdyma. Daugiau informacijos apie telkimo
strategijas rasite Sutelkimo metodai 35 psl.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra tik prisodrinty biblioteky, kurios yra sekvenuojamos tik
.MiSeqDx", ,NextSeq 550Dx" ir ,NovaSeq 6000Dx". Norint naudoti kitas sekvestavimo sistemas, reikia atlikti
iSsamy visy veikimo aspekty patvirtinima.

* Sodrinimo plokstés néra jtrauktos j §j produkta. Esploatavimo Veikimo charakteristikos 59 psl. pateikti
analitiniy tyrimy rezultatai gauti naudojant reprezentatyvius sodrinimo skydelius ir pateikiami tik
informaciniais tikslais. Analizinés veikimo charakteristikos padeda parodyti bendrasias tyrimo galimybes ir
nenustato jokiy konkreciy tyrimy teiginiy galimybiy ar tinkamumo. Reikia patikrinti visus visy su Siais
reagentais naudoti sukurty diagnostiniy tyrimy veikimo aspektus.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra suderinamas tiek su lllumina, tiek su treciyjy Saliy
sodrinimo plokstémis. Taciau treciyjy Saliy sodrinimo skydeliy, kurie neatitinka skydelio reikalavimy,
veikimas negarantuojamas. Informacijos apie plokstelés reikalavimus zr. Prisodrinimo zondo ploksteles
reikalavimai11 psl.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys naudoja 2 val. hibridizacijos laikg. llgesnio hibridizacijos
laiko naudojimas gali turéti jtakos nasumo metrikai.

* ,MiSegDx"ir ,NextSeq 550Dx" skirti DNR generavimasFASTQ Dx ,Local Run Manager” moduliai pateikia tik
FASTQ failus. Jei naudojate Siuos modulius, turite atlikti antrinés analizés patvirtinima.

* DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programa galima rasti ,NextSeq 550Dx" su
.DRAGEN Server”ir,NovaSeq 6000Dx". Programa palaiko kelias antrinés analizés darbo eigas, jskaitant
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FASTQ generavimg, FASTQ ir VCF generavimg gemalo variantui aptikti ir FASTQ bei VCF generavimo
somatiniam variantui aptikti. Jei naudojate VCF generavimo programa, antrinés analizés patvirtinimo atlikti
nereikia. Taikymo apribojimai gali buti tokie:

Jvedimai > 18 bp ilgio ir iSbraukimai > 21 bp nebuvo patvirtinti.

Dideli variantai, jskaitant multinukleotidy variantus (MNV) ir didelius intarpus / iSkritas, iSvestiniame VCF
faile gali buti pateikiami kaip atskiri mazesni variantai.

Apie mazus MNV praneSama kaip apie atskirus iSvesties VCF failo variantus.

Apie iSkritas praneSama VCF faile pagal ankstesnés bazés VCF formato koordinate. Todél prie$
jtraukdami j ataskaitg, kad atskira priskirta bazé yra homozigotinis referentas, patikrinkite greta
esancias bazes.

Specifiniai genocity linijos apribojimai:

DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ programos ,Gemline FASTQ" ir VCF kartos
analizés darbo eiga skirta kokybiniams rezultatams, susijusiems su ,,Gemline” varianto priskyrimu
(pvz., homozigotiniu, heterozigotiniu, laukiniu).

Kopijy skaiCiaus kitimas gali turéti jtakos tam, ar variantas identifikuojamas kaip homozigotinis, ar
heterozigotinis.

Sistema pranes ne daugiau kaip du variantus viename lokuse, net jei yra kopijavimo numerio
variacija.

Somatiniams variantams taikomi apribojimai

DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programos ,Somatic FASTQ" ir VCF
generavimo analizés darbo eiga skirta pateikti kokybinius somatinio varianto priskyrimo rezultatus
(t. y. somatinio varianto buvima).

Somatinio FASTQ ir VCF generavimo analizés darbo eiga negali atskirti gemalo ir somatinj variantus.
Darbo eiga naudojama norint aptikti variantus plataus intervalo varianty dazniuose, taciau varianto
daznis negali buti naudojamas norint atskirti somatinius variantus nuo gonocity linijos varianty.

Normalus méginio audinys turi jtakos varianty aptikimui. Pranesta aptikimo riba yra pagrjsta
santykiniu varianto dazniu, nustatytu pagal visg DNR, gautg i$ naviko ir normalaus audinio.
Jei tame paciame lokuse priskiriamas daugiau nei vienas varianto alelis, né vienas alelis nebus

nurodomas kaip pereinantys variantai. Vietoje to bus praneSama apie visg aleliy rinkinj, bet
filtruojama per daugialype zyma.

Gaminio komponentai

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys sudaro tokie komponentai:

* lllumina ,DNA Prep with Enrichment Dx“ su UD indeksy rinkiniu A, katalogo Nr. 20051354 (16 meginiy) arba
Nr. 20051352 (96 méginiai)

* [llumina,DNA Prep with Enrichment Dx“ su UD indeksy rinkiniu B, katalogo Nr. 20051355 (16 méginiy) arba
Nr. 20051353 (96 méginiai)
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* ,Local Run Manager” DNR generavimasFASTQ Dx ,NextSeq 550Dx" modulis, katalogo Nr. 20063024
* ,Local Run Manager” DNR generavimasFASTQ Dx ,MiSegDx"“ modulis, katalogo Nr. 20063022

* DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx"“ programa, skirta ,NovaSeq 6000Dx", katalogas Nr.
20074609

* DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx"” programa, skirta ,NovaSeq 550Dx", katalogas Nr.
20074730

Pateikti reagentai

Norint uzbaigti tyrima, ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" reikia lllumina ,DNA Prep with Enrichment Dx" su
UD indeksais A arba lllumina ,,DNA Prep with Enrichment Dx“ su UD indeksy rinkiniu B. Galite atlikti §j bibliotekos
paruosimo ir sodrinimo reakcijy skaiCiy naudodami 16 meginiy arba 96 meginiy rinkin;.

Jllumina DNA Prep with

R . Méginio jvestis Sodrinimo reakcijos Sodrinimo kompleksiSkumas
Enrichment Dx" rinkinys
16 méginiy rinkinys  Prasta kokybé 16 reakcijy 1 pleksas
(FFPE)
96 méginiy rinkinys  Auk&tos kokybés 8 reakcijos 12 pleksy
(pvz., visos

sudéties kraujas)
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lllumina ,DNA Prep with Enrichment Dx“ su UD indeksy
rinkiniu A/B

lllumina ,Prep Dx Tagmentation Reagents 1, laikyti temperaturoje nuo 15 °C iki
30°C

Sie reagentai siun¢iami kambario temperatiros. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vietg, kurioje
palaikoma nurodyta temperatura, kad jie neprarasty savybiy.

Mégintuvéliy skaicius
Dangtelio UZpildymo

Reagento pavadinimas 16 méginiy 96 méginiai . Veikliosios medZiagos
spalva taris
(Nr.20050020)  (Nr.20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Raudona 350 pl Ploviklio tirpalas
(ST2) vandenyje.
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zalia 41 ml Buferinis vandeninis
(TWB2) tirpalas, kuriame yra
drusky.
Cleanup Beads (CB) 1 Netaikoma* Raudona 10 ml Kietafazés

paramagnetinés
granulés buferiniame
vandeniniame tirpale.

* Cleanup Beads 96 méginiai yra jtrauktij lllumina ,Prep Dx Cleanup Beads 96“ méginius (Nr. 20050030).

lllumina ,Prep Dx" valymo granulés (96 méginiai), laikyti 15 °C iki 30 °C
temperaturoje

96 meéginiy rinkiniuose Cleanup Beads yra jtrauktij lllumina ,Prep Dx” valymo granules (katalogo Nr. 20050030).
Sis reagentas siunéiamas kambario temperatiiroje. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vieta, kurioje
palaikoma nurodyta temperatura, kad jie neprarasty savybiy. 16 méginiy rinkiniuose Cleanup Beads yra jtrauktij
lllumina ,Prep Dx“ Zyméjimo reagentus 1 (katalogo Nr. 20050020).

Reage'nt‘o Kiekis Dangtelio U_Z|‘3|Idymo Veikliosios medziagos

pavadinimas spalva taris

Cleanup 4 Raudona 10 ml Kietafazés paramagnetinés granulés buferiniame

Beads (CB) vandeniniame tirpale.
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illum

Ina’

lllumina ,Prep Dx Tagmentation Reagents 2, laikyti nuo 2 °C iki 8 °C temperaturoje

Sie reagentai siunCiami uzsaldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vietg, kurioje palaikoma
nurodyta temperatira, kad jie neprarasty savybiy. eBLTS Atsarginj mégintuvélj laikykite vertikaliai, kad granulés

visada buty panardintos j buferj.

Mégintuvéliy skaicius

Reagento — — Danatel

pavadinimas 16 méginiy 96 méginiai angtelio
(Nr. 20050021) (Nr.20050026) ~ SPalva

Enrichment BLT 1 4 Geltona

Small (eBLTS)

Resuspension 1 4 ISvalyti

Buffer (RSB)

UzZpildymo tiiris

16 96
méginiy méginiai
200l 290yl
1,8 mi 1,8 mi

Veikliosios medzZiagos

Streptavidino
magnetinés
granulés, susijusios
su transposomais
buferiniame
vandeniniame
tirpale, kuriame yra
glicerolio, EDTA,
ditiotritolio, druskos
ir ploviklio.

Buferinis vandeninis
tirpalas.

lllumina ,Prep Dx Tagmentation Reagents 3“, laikyti nuo -25 °C iki -15 °C

temperaturoje

Sie reagentai siunCiami uzsaldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vietg, kurioje palaikoma

nurodyta temperatira, kad jie neprarasty savybiy.

Mégintuvéliy skai€ius

Reagento — — Danatel

pavadinimas 16 méginiy 96 méginiai angtelio
(Nr. 20050022) (Nr.20050027) ~ Spalva

Tagmentation 1 4 ISvalyti

Buffer 1 (TB1)

Enhanced PCR 2 4 ISvalyti

Mix (EPM)

Dokumento Nr. 200038118 v0OO

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.

UZpildymo tiris

16 96
meéginiy méginiai
200yl 290l
200l 610l

Veikliosios medzZiagos

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
magnio druskos ir
dimetilformamido.

DNR polimerazeé ir
dNTP buferiniame
vandeniniame tirpale.
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lllumina DNR , Prep Dx“ sodrinimo reagentai 1 (16 meéginiy), laikyti 2 °C iki 8 °C

temperaturoje

Ina’

16 méginiy rinkiniy DNR lllumina ,,Prep Dx" sodrinimo reagentuose 1 (katalogo Nr. 20050023) yra Sie reagentai.

Sie reagentai siungiami uz$aldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vieta, kurioje palaikoma

nurodyta temperatura, kad jie neprarasty savybiy.

L. Mégintuvéliy Dangtelio
Reagento pavadinimas

skaicius spalva
Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 ISvalyti
Resuspension Buffer (RSB) 1 [Svalyti
Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 ISvalyti
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 [Svalyti

Uzpildymo
turis

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

Veikliosios medziagos

Streptavidino
magnetinés granulés
buferiniame
vandeniniame tirpale,
kuriame yra
formamido, ploviklio ir
druskos.

Buferinis vandeninis
tirpalas.

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky.

Buferinis vandeninis
tirpalas.

lllumina ,Prep Dx" sodrinimo reagentai 1 (96 méginiai), laikyti 2 °C iki 8 °C

temperatiroje

96 méginiy rinkiniuose j lllumina 1, Prep Dx" sodrinimo reagentus (katalogo Nr. 20050028) jtraukiami Sie
reagentai. 16 méginiy rinkiniy reagentai yra jtrauktij ,llluminaDNR Prep Dx" sodrinimo reagentus 1 (katalogo Nr.

20050023).

Sie reagentai siungiami uz$aldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vieta, kurioje palaikoma

nurodyta temperatura, kad jie neprarasty savybiy.
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Reagento pavadinimas

Streptavidin Magnetic
Beads (SMB3)

Resuspension Buffer (RSB)
Enrichment Hyb Buffer 2

(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Mégintuvéliy
skaicius

2

Dangtelio
spalva

[Svalyti

[Svalyti

ISvalyti

[Svalyti

Uzpildymo
turis

1,2 ml

1,8 ml
200 pl

200 pl

illumina

Veikliosios medziagos

Streptavidino magnetinés
granulés buferiniame
vandeniniame tirpale, kuriame
yra formamido, ploviklio ir
druskos.

Buferinis vandeninis tirpalas.

Buferinis vandeninis tirpalas,
kuriame yra drusky.

Buferinis vandeninis tirpalas.

lllumina ,DNR Prep Dx“ sodrinimo reagentai 1 (16 méginiy), laikyti -25 °C iki -15 °C

temperatiroje

Sie reagentai siunciami uz3aldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vietg, kurioje palaikoma
nurodyta temperatlra, kad jie neprarasty savybiy.

Reagento pavadinimas

Enrichment Elution
Buffer 1 (EE1)

Enhanced Enrichment
Wash Buffer (EEW)

PCR Primer Cocktail
(PPC)

2N NaOH (HP3)

HYB Buffer 2 + IDT NXT
Blockers (NHB2)
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1

96 méginiai
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Dangtelio
spalva

ISvalyti

Geltonas

ISvalyti

ISvalyti

Mélyna

UzZpildymo

o Veikliosios medziagos
taris

580 pl Ploviklio tirpalas

vandenyje.

Buferinis
vandeninis tirpalas,
kuriame yra drusky
ir ploviklio.

4,1Tml

320 pl PGR pradmeny
(oligonukleotidy)

misinys.

2N natrio
hidroksido (NaOH)
tirpalas.

200 pl

Buferinis
vandeninis tirpalas
su Cot-1DNR,
perpildyta
medziaga ir
formamidu

480 pl
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Mégintuvéliy skaicius
Dangtelio Uzpildymo

Reagento pavadinimas 16 méginiy 96 méginiai Veikliosios medziagos

spalva taris
(Nr. 20050024) (Nr. 20050029)
Enhanced PCR Mix 2 1 ISvalyti 200 pl DNR polimerazé ir
(EPM) dNTP buferiniame
vandeniniame
tirpale.

lllumina Unikalus dviejy indeksy Dx rinkinys A/B, laikomas temperaturoje nuo
-25°C iki-15°C
Sie reagentai siun&iami uz$aldyti. Nedelsdami komponentus perkelkite j laikymo vieta, kurioje palaikoma

nurodyta temperatira, kad jie neprarasty savybiy. Indekso adapterio seky ieSkokite Priedas: ,/llumina“ UD
indeksy adapterio sekos 64 psil..

Komponentas Kiekis
[llumina Unikalus dvigubo indekso Dx rinkinys A (96 indeksai), Nr. 1
20050038

lllumina Unikalus dvigubo indekso Dx rinkinys B (96 indeksai), Nr. 1
20050039

Reagentai (nepateikti)

Reikalingi reagentai (nepateikti)

* DNR ekstrahavimo ir valymo reagentai
* DNR kiekybinio nustatymo reagentai
* Etanolis (200 stiprumo molekulinés biologijos reikméms)
* Vanduo be branduoliy
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1N NaOH tirpalas, molekulinés biologijos laipsnis
* Jeinaudojama ,NextSeq 550Dx" sekvenavimo sistema:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (galima praskiesti nuo 1 M Tris-HCL, pH 7,0)
— ,NextSeq 550Dx" didelio naSumo reagenty rinkinys v2.5 (300 cikly), (katalogo Nr. 20028871)
* Jeinaudojate ,MiSeqDx" sekvenavimo sistema:
— ,MiSeqgDx" 3 v. reagenty rinkinys (katalogo Nr. 20037124)

* Jeinaudojate ,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo sistema:
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— 400 mM Tris, pH 8,0 (galima praskiesti nuo 1 M Tris-HCL, pH 8,0)

— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (katalogo Nr. 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (katalogo Nr. 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalogo Nr. 20062292)

— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalogo Nr. 20062293)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalogo Nr. 20062290)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (katalogo Nr. 20062291)

Prisodrinimo zondo plokstelés reikalavimai

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentai yra suderinami ir su lllumina, ir su treciyjy Saliy
sodrinimo DNR oligonukleotidy plokstelémis. Jei naudojate treciyjy Saliy biotinilintus DNR zondus (fiksuotus
arba pasirinktinius skydelius), jsitikinkite, kad jie atitinka reikiamas specifikacijas.

Llumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys buvo optimizuotas ir patvirtintas naudojant toliau nurodytas
treCiyjy Saliy ploksteliy specifikacijas. Palyginamas naSumas negarantuojamas naudojant treciyjy Saliy
ploksteles, kurios neatitinka specifikacijy.

* 80 bp arba 120 bp zondo ilgis
*  Nuo 500 iki 675 000 zondy
* Viengrandé arba dvigrandé DNR

* Bendra zondo jvestis = 3 pmols sodrinimui esant rezginiams nuo 1-plekso iki 12-pleksy

Laikymas ir naudojimas

* Kambario temperatira yra nuo 15 °C iki 30 °C.
* ReagentaiiSlieka stabilus, jei jie laikomi nurodytomis sglygomis, iki nurodytos galiojimo pabaigos datos,
nurodytos ant rinkiniy etikeciy. Informacijos apie laikymo temperaturg zr. Pateikti reagentai 5 psl.
* UZSaldyti reagentai iSlieka stabills ne ilgiau kaip keturis uzsaldymo ir atSildymo ciklus, kurie vyksta iki
nurodytos galiojimo pabaigos datos.
e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys procedurg sudaro Sie saugus sustojimo taskai:
— Po Stiprinti pazymetg DNR 29 psl., amplifikuotos bibliotekos yra stabilios iki 30 dieny, kai laikomos
temperaturoje nuo -25 °C iki -15 °C.
— Biblioteky valymas 32 psl., iSvalytos amplifikuotos bibliotekos iSlieka stabilios iki 30 dieny, kai yra
laikomos temperaturoje nuo -25 °C iki -15 °C.

— Po IS anksto prisodrinty biblioteky telkinys 34 psl. susietos bibliotekos yra stabilios iki 30 dieny, kai yra
laikomos temperaturoje nuo -25 °C iki -15 °C.

— Po Sustiprinti prisodrinta biliotekg 45 psl., prisodrinty, amplifikuoty biblioteky plokstelé ant
termociklerio gali likti iki 24 val. Taip pat plokstele 2 °C iki 8 °C temperaturoje galima laikyti iki 48 val.
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— Galutines iSvalytas prisodrintas bibliotekas galima laikyti temperaturoje nuo -25 °C iki -15 °C iki 7 dieny.
* Jeikokios nors ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys pakuotés ar komponentai yra pazeisti ar
sugadinti, keipkités j lllumina klienty aptarnavimo skyriy.
* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) gali sudaryti matomas nuosédas arba kristalus. Jei pastebima nuosédy, 10
min. jkaitinkite 37 °C temperaturoje, tada maisykite sukuriniu maiSytuvu, kol nuosédos istirps.

* Hibridizacijos oligonukleotidai (HYB) ir Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) reikia i$ anksto jkaitinti iki
tos pacios temperaturos, kokia yra taikoma kiekvienam méginio tipui ir zondo skydeliui skirta hibridizacijos
palaikymo temperatira. Daugiau informacijos apie NHB2 ir EEW tvarkyma Zr. skyriy Proceduros pastabos
17 psl.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) ir HYB Buffer+IDT NXT blokatoriai (NHB2) gali sukurti kristalus ir
drumstuma. Jei pastebimi kristalai ir drumstumas, iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu arba traukdami pipete
maiSykite aukstyn ir zemyn, kol tirpalas bus skaidrus. Prie$ traukdami pipete butinai jkaitinkite NHB2.

* Tvarkydami Cleanup Beads (CB), laikykités Siy geriausios praktikos pavyzdziy:
— Niekada neuzSaldykite granuliy.
— Prie$ naudodami granules, jas iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, kol gausite tinkamg suspensijg ir spalva
taps vienalyté.
* Tvarkydami Enrichment BLT Small (eBLTS), laikykités Siy geriausios praktikos pavyzdziy:
— eBLTS mégintuvélj laikykite vertikaliai, kad granulés visada buty panardintos j bufer;.

— eBLTS kruopSciai iSmaiSykite sukuriniu maisytuvu, kol granulés bus vél suspenduotos. Kad granulés vel
neblty perkeltos, centrifuguoti pries lasinant pipete nerekomenduojama.

— Jeigranulés yra prilipusios prie 96 Sulinéliy plokstelés Sono arba vir§aus, centrifuguokite 280 x g 3 sek.,
tada pipete resuspenduokite.

* Tvarkydamiindekso adapterio ploksteles, laikykités Siy geriausios praktikos pavyzdziy:
— Nedékite méginiy j indekso adapteriy plokstele.

— Kiekvienaindeksinés plokstelés duobuté skirta naudoti tik vieng karta.

Reikalinga jranga ir medziagos — neprideta

Be ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys, prie$ pradédami protokolg jsitikinkite, kad turite reikiama
jranga ir medziagas.

Jranga

Prie$ pradédami vykdyti protokolg, jsitikinkite, kad turite reikalingg jranga.

Protokolas buvo optimizuotas ir patvirtintas naudojant elementus su iSvardytomis specifikacijomis. Palyginamas
nasumas negarantuojamas naudojant jranga, kuri neatitinka specifikacijy.

Kai kurie elementai reikalingi tik konkre&ioms darbo eigoms. Sie elementai yra nurodyti atskirose lentelése.
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* Toliau nurodyty specifikacijy termocikleris.
— Sildomas dangtis
— Maziausias temperatiros kontrolés diapazonas nuo 10 °C iki 98 °C
— Maziausias +0,25 °C temperatiros tikslumas
— Didziausias reakcijos taris 100 pl
— Suderinama su 96 duobuciy viso plo€io padéklo PGR plokstelémis
* Mikroméginio inkubatorius su Siomis specifikacijomis:
— Aplinkos temperaturos diapazonas nuo +5,0 °C iki 99,0 °C
— Suderinama su 96 Sulinéliy MIDI ploksStelémis
* Mikroméginio inkubatoriaus jdéklai suderinami su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis
* Didelés spartos mikroploksteliy kratytuvas, kurio maiSymo greitis yra 200-3 000 aps./min.
* Magnetinis stovas suderinamas su 96 Sulinéliy PGR plokstelémis
* Magnetinis stovas suderinamas su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis
* Fluorometras suderinamas su jusy kiekybinio jvertinimo metodu
* DNR fragmenty analizatorius
* Tiksliosios pipetés:
— 10 ul vieno kanalo ir daugiakanalés pipetés
— 20 plvieno kanalo ir daugiakanalés pipetés
— 200 pl vieno kanalo ir daugiakanalés pipetés
— 1000 plvieno kanalo pipetés

— Tikslios pipetés uztikrina tiksly reagento ir méginio pristatyma. Vieno kanalo arba keliy kanaly pipetes
galima naudoti, jei jos reguliariai kalibruojamos ir tikslios 5 % nurodytos apimties.

* Mikroploksteliy centrifuga
* Mikrocentrifuga
* Vienai$ Siy lllumina sekvenavimo sistemy:
— ,MiSeqDx" prietaisas, katalogo Nr. DX-410-1001

— ,NextSeq 550Dx" prietaisas, katalogo Nr. 20005715 su pasirenkamu ,lllumina DRAGEN Server”, skirtu
.NextSeq 550Dx", katalogo Nr. 20086130

— ,NextSeq 6000Dx" prietaisas, katalogo Nr. 20068232
* [Pasirinktinai] Vakuumo koncentratorius

* [FFPE] PGR aptikimo realiuoju laiku sistema

Medziagos

Prie$S pradédami protokolg jsitikinkite, kad turite reikiamy medziagy.
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Kai kurie elementai reikalingi tik konkre&ioms darbo eigoms. Sie elementai yra nurodyti atskirose lentelése.

Protokolas buvo optimizuotas ir patvirtintas naudojant iSvardytus elementus. Palyginamas nasumas
negarantuojamas naudojant alternatyvias medziagas.

Filtruoti pipetés antgaliai

Klginiai centrifugavimo mégintuvéliai, 15 ml arba 50 ml

Mikrocentrifugavimo meégintuvéliai, 1,5 ml

RNazés / DNazés neturintys daugiakanaliai reagenty rezervuarai, vienkartiniai
RNazés / DNazés neturinios 8 mégintuvéliy juostelés ir dangteliai

Serologinés pipetés

96 Sulinéliy polipropileno giliyjy sSulinéliy laikymo plokstele, 0,8 ml (MIDI plokstelé)
»Hard-Shell” 96 Sulinéliy viso plocio padeklo PGR plokstelés

[FFPE] gPCR plokstelés, suderinamos su gPCR instrumentu

Klijy sandarikliai 96 Sulinéliy plokSteléms su Siomis specifikacijomis:

— Nulupamas, optiskai skaidrus poliesteris

— Tinka uzdengtoms PGR ploksteléms

— Stiprus klijai, atlaikantys kelis temperatiros pokycius nuo -40 °C iki 110 °C

— BeDNazés/RNazeés

Plastikinés eksploatacinés medziagos, suderinamos su pasirinktu kiekybinio jvertinimo metodu

Fluorometrinis dsDNR kiekybinio jvertinimo rinkinys, suderinamas su pasirinkta kiekybinio jvertinimo

sistema:

— IS anksto prisodrintoms sustiprintoms bibliotekoms kiekybiskai jvertinti galima naudoti platy kiekybinio
jvertinimo rinkinj.

— Vertinant prisodrintas bibliotekas, kiekybinio jvertinimo rinkinio diapazonas priklauso huo naudojamo
zondo skydelio.

Fragmenty analizés rinkinys, skirtas biblioteky kvalifikacijai su pasirinkta kvalifikacijy sistema:

— Kvalifikuojan€ioms i$ anksto prisodrintoms sustiprintoms bibliotekoms galima naudoti plataus
asortimento rinkinj.

— Kvalifikuotoms prisodrintoms bibliotekoms kvalifikacijy rinkinio asortimentas priklauso nuo naudojamo
zondo skydelio.

[Pasirinktinis] DNR ekstrahavimo i§ Zmogaus Igsteliy ir audiniy rinkinys. Galima naudoti bet kurj patvirtintg
ekstrahavimo metoda.

Dokumento Nr. 200038118 v00 14i§72

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



JIllumina DNA Prep with Enrichment Dx" paketo intarpas illumina

Meginiy surinkimas, transportavimas ir laikymas

A DEMESIO!

Su visais meginiais elkités taip, tarsijie buty potencialios infekcinés medziagos.

* Sis tyrimas yra suderinamas su genomine DNR, gauta i§ Zzmogaus lasteliy ir audiniy.
* Rinkoje parduodamos isgrynintos gDNR atveju jsitikinkite, kad méginiai buvo vezami tinkamomis sglygomis
ir laikomi pagal gamintojo instrukcijas. Laikykités gerosios praktikos, susijusios su gDNR laikymo ir atSildymo
ciklais.
* Norédami jvesti visg kraujg, laikykités kraujo paémimo, transportavimo ir laikymo reikalavimy, taikomy
pasirinktam DNR ekstrahavimo metodui. Galima naudoti bet kurj patvirtintg ekstrahavimo metoda. Visos
sudeéties kraujo transportavimo procedura turi atitikti visus taikomus valstybés institucijy reikalavimus,
reglamentuojancius etiologiniy medziagy transportavima.
* DNR ekstrahavimui i§ FFPE audinio galima naudoti bet kokj patvirtintg ekstrahavimo metoda. Laikykités
pasirinkty ekstrahavimo metodo naudojimo instrukcijy ir rekomendacijy, kad nustatytuméte Sias praktikas:
— Formalino fiksavimas ir parafino jterpimo metodas audiniams, siekiant uztikrinti geriausig iSskirtos
DNRkokybe.

— FFPE méginiy saugojimas.

— Pradiniai medziagos reikalavimai, pvz., FFPE sekcijy skaicius ir storis. Dauguma valymo metody
rekomenduoja naudoti SvieZiai nukirptas dalis.

Jspéejimai ir atsargumo priemoneés

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentuose yra galimai pavojingy cheminiy medziagy.
Pavojus Zmogui kyla pavojingy medziagy jkvépus, nurijus, patekus ant odos ir j akis. Dévékite tinkamai nuo
pavojaus saugancias apsaugines priemones, jskaitant akiy apsaugos priemones, pirstines ir laboratorinj
chalatg. Su panaudotais reagentais elkités kaip su cheminémis atliekomis ir utilizuokite laikydamiesi taikomy
regiono, nacionaliniy ir vietiniy jstatymy bei teisés akty. Su aplinkosauga, sveikatos apsauga ir saugumu
susijusios papildomos informacijos ieSkokite saugos duomeny lapuose (SDL) adresu
support.illumina.com/sds.html.

* Apie rimtus nelaimingus atsitikimus, susijusius su Siuo gaminiu, nedelsdami praneskite jmonei ,lllumina“ bei
Saliy nariy, kuriose gyvena naudotojas ir pacientas, kompetentingoms institucijoms.

* Suvisais kraujo méginiais dirbkite taip, tarytum bity Zinoma, kad jie yra uzkrésti zmogaus imunodeficito
virusu (Z1V), Zzmogaus hepatito B virusu (HBV) ir kitais krauju perne$amais patogeniniais agentais (bendros
atsargumo priemoneés).
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* Laikykités jprasty laboratoriniy atsargumo priemoniy. Nesiurbkite pipetés burna. Darbo vietoje nevalgykite,
negerkite ir nerdkykite. Dirbdami su méginiais ir rinkiniy reagentais muvékite vienkartines pirstines bei
dévekite laboratorinj chalatg. Baige dirbti su méginiais ir rinkiniy reagentais, kruopsciai nusiplaukite rankas.

* Kad nepakenktuméte méginiy ar reagenty kokybei, prie§ pradédami vykdyti protokola jsitikinkite, kad visi
natrio hipochlorito garai, susidare valant, visiskai iSsisklaidé.

* Meéginiy uztersimas kitais PGR produktais / amplikonais gali sukelti netikslius ir nepatikimus rezultatus.
Norédami iSvengti uzterSimo, laikykités Siy geriausios praktikos pavyzdziy:
— Naudokités tinkama laboratorine praktika ir laikykités laboratorinés higienos.
— Atlikite darbo eigos veiksmus nurodytose iSankstinés ar vélesnés amplifikacijos srityse.
— Panaudotus reagentus iSankstinés amplifikacijos srityje laikykite pries iSvalydami bibliotekas.
— ISankstinés amplifikacijos reagentus atskirkite nuo vélesnés amplifikacijos reagenty.
— KadiSvengtumeéte uzterS§imo, pasirlpinkite, kad pries amplifikacijg ir po jos bity naudojama specialioji

jranga (pvz., pipetés, pipeciy antgaliai, maiSytuvai ir centrifugos).

* Vengti kryZzminés tar§os Tarp méginiy ir dozavimo reagenty naudokite Sviezius pipeciy antgalius. Filtruoty

antgaliy naudojimas sumazina amplikono pernesimo ir kryzminio méginio uztersimo rizika.

— Pridédami arba perkeldami méginius arba reagenty reakcijos misinius, pakeiskite kiekvieno méginio
antgalius.

— Pridédamiindekso adapterius daugiakanale pipete, pakeiskite antgalius tarp kiekvienos eilutés arba
stulpelio. Jei naudojate vieno kanalo pipete, pakeiskite kiekvieno méginio antgalius.

— Nepanaudotas indekso adapterio ploksteles iSimkite i$ darbo zonos.
* Etanolio plovimo etapuose laikykités tokios geriausios praktikos:

— Visada paruoskite Sviezio 80 % etanolio. Etanolis gali absorbuoti vandenj i$ oro, o tai gali turéti jtakos
rezultatams.

— Plovimo metu jsitikinkite, kad visas etanolis yra paSalintas i$ Sulinéliy apacios. Likes etanolis gali paveikti
rezultatus.
— Laikykités nustatyto magnetinio stovo zingsniy dziovinimo laiko, kad uztikrintuméte visiSkg garavima.
Likes etanolis gali turéti jtakos vélesniy reakcijy veikimui.
* Pries naudodami visada paruoskite pagrindinius misinius ir niekada nelaikykite kombinuoty darbo tirpaly.
* Kaiprocediry nesilaikoma, kaip nurodyta pakuotés lapelyje, jy veiksmingumas ,lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx" rinkinys negarantuojamas.
* Nenaudokite jokiy rinkinio komponenty, jei jy galiojimo laikas, nurodytas tyrimo dézutés etiketéje,
pasibaiges.
* Nekeiskite rinkinio komponenty i$ skirtingy ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkiniy. Rinkiniai
nurodyti rinkinio etiketéje.
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Proceduros pastabos

DNR jvesties rekomendacijos

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys Protokolas yra suderinamas su aukstos kokybés 50-1 000 ng
dvigrandémis genominémis DNR (gDNR) jvestimis.

Jsitikinkite, kad pradiniame gDNR méginyje néra > 1 mM EDTA ir jame néra organiniy tersaly, pvz., fenolio ir
etanolio. Sios medziagos gali trukdyti Zyméjimo reakcijai ir sukelti tyrimo gedima.

gDNR jvestis = 50 ng

Jei DNR jvestis yra nuo 50 iki 1 000 ng, pradinio gDNR méginio apskaiciuoti ir normalizuoti nereikia.

9gDNR jvestis < 50 ng

Galima naudoti 10-50 ng DNR jvestis, atliekant Siuos koregavimus:

* Jeinaudojama 10-49 ng gDNR jvestis, rekomenduojama kiekybiSkai jvertinti pradinj gDNR méginj, kad buty
galima nustatyti PGR cikly, reikalingy po zyméjimo, skaiciy. Norédami kiekybiskai jvertinti dvigrande gDNR
jvestj, naudokite fluorometrinj metoda. Venkite bldy, kuriais matuojama bendra nukleorugstis, pvz.,
.NanoDrop" ar kity UV sugeriamumo budy.

» Sis protokolas nenormalizuoja galutinés i$ anksto prisodrintos bibliotekos igeigos nuo 10 iki 49 ng gDNA,
todél pries ir po prisodrinimo reikia kiekybiskai jvertinti ir normalizuoti bibliotekas.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys buvo charakterizuota ir patikrinta 50-1000 ng DNR
jvestims. Negalima garantuoti lygiaver&io produkto veiksmingumo, jei gDNR jvestis < 50 ng.

Kraujo jvedimo rekomendacijos

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys yra suderinamas su gDNR, iSgauta i$ periferinio viso kraujo.
Galima naudoti bet kurj patvirtintg ekstrahavimo metoda. ISskiriant gDNA i$ viso kraujo, nereikia atlikti pradinio
jvestos DNR kiekybinio jvertinimo ir gaunama , lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys normalizuota i$
anksto prisodrinta biblioteka.

Sie veiksniai gali neigiamai paveikti DNR kiekj, gauta i$ viso kraujo méginiy, todél bibliotekos normalizavimas:
* Kraujo méginio amzius
* Laikymo salygos

* Pagrindinés sveikatos buklés, turinCios jtakos baltyjy kraujo kiineliy skaiiui

FFPE audinio méginio jvesties rekomendacijos

Naudokite Siuos FFPE DNR kokybés kriterijus, kad nustatytuméte tinkama jvestj sékmingam bibliotekos
paruoSimui:
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* FFPE meéginiams, kuriy ACq verté = 5, rekomenduojama DNR jvestis yra 50-1 000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ nerekomenduojama naudoti prastos kokybés FFPE méginiams,
kuriy ACq > 5. Galima naudoti méginius, kuriy ACq > 5, taciau gali padidéti bibliotekos paruos$imo gedimo
tikimybé arba sumazéti tyrimo naSumas.

FFPE ekstrahavimas

Naudokite nukleortigsties izoliavimo metodg, kuris sukuria didelj iSeiginj kiekj, sumazina méginio suvartojima ir
iSsaugo meéginio vientisuma. Galite naudoti bet kurj patvirtintg DNR ekstrahavimo i$ FFPE méginiy metoda.
ISskiriant gDNA i FFPE audinio, nereikia atlikti pradinio jvestos DNR kiekybinio jvertinimo ir gaunama ,lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys normalizuota i$ anksto prisodrinta biblioteka.

FFPE DNR kvalifikacija

Prie$ naudojant i§ FFPE audinio iSskirta gDNR turi bati tinkama. Siekiant optimalaus veikimo, jvertinkite DNR
méginio kokybe naudodami patvirtintg iS FFPE meéginiy iSgautos DNR priskyrimo metoda. ,lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx" rinkinys Protokolas yra suderinamas su FFPE DNR méginiais, kuriy ACq verté < 5., lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys Nerekomenduojama naudoti prastos kokybés FFPE méginiams, kuriy
ACq > 5. Galima naudoti méginius, kuriy ACq > 5, tacCiau gali padidéti bibliotekos paruoSimo gedimo tikimybée
arba sumazeti tyrimo naSumas.

[Pasirinktinai] FFPE etaloniniai méginiai

Atlikdami protokolg naudokite apibudintas etalonines medziagas, pvz., ,Horizon HD799" (DNR), kaip teigiama
kontrole. Priskirtos FFPE medziagos i$ Igsteliy linijos, gautos i$ ksenografy, taip pat gali buti naudojamos kaip
etaloniniai méginiai. Prie§ naudodami fluorometriniu metodu kiekybiskai jvertinkite pamatines medziagas.

PASTABA Naudojant teigiamg kontrolinj méginj arba neigiama kontrolinj méginj, vartojami reagentai ir
sumazéja bendras nezinomy méginiy, kuriuos galima apdoroti, skai€ius.

Rekomendacijo dél méginio jvesties

Méginiy jvesties rekomendacijos yra ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys apibendrintos toliau
pateiktoje lenteléje.

lentelé 1 Rekomendacijo dél méginio jvesties

. . . . Reikalingas jvesties Normalizuotos i$ anksto

Méginio jvesties Méginio jvesties . . - . . . . . .

. DNR kiekybinis Reikiama DNR jvesties kokybé prisodrintos bibliotekos

tipas suma . . .

ivertinimas iSeigos

gDNR 10-49 ng Taip 260/280 santykis 1,8-2,0 Ne

gDNR 50-1000 ng Ne 260/280 santykis 1,8-2,0 Taip
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.. X .. X Reikalingas jvesties Normalizuotos i$ anksto
Méginio jvesties Méginio jvesties . . - . . . . . .
i DNR kiekybinis Reikiama DNR jvesties kokybé prisodrintos bibliotekos
tipas suma . . .

ivertinimas iSeigos

gDNR 8 50-1000 ng Ne 260/280 santykis 1,8-2,0 Taip
kraujo
gDNRISFFPE  50-1000 ng Taip ACqverté =5 Ne

PGR eBLTS programos rekomenduojami PGR ciklai koreguojami atsizvelgiant j méginio jvesties koncentracijg ir
kokybe. Daugiau informacijos zr. Stiprinti paZymetg DNR 29 psl.

Patarimai ir darbo metodai

Stenkités iSvengti tarSos
* Pridédami arba perkeldami méginius, pakeiskite kiekvieno méeginio antgalius.

* Pridédamiindekso adapterius daugiakanale pipete, pakeiskite antgalius tarp kiekvienos eilutés arba stulpelio.
Jei naudojate vieno kanalo pipete, pakeiskite kiekvieno méginio antgalius.

Plokstelés sandarinimas

* Prie$ atlikdami toliau nurodytus protokolo veiksmus, guminiu voleliu visada uzsandarinkite 96 Sulinéliy
plokstele nauju lipniu sandarikliu, kad padengtuméte plokstele:

— Lenkimo veiksmai
— Inkubacijos veiksmai. Netinkamai uzsandarinus plokstele, inkubacijos metu skystis gali iSgaruoti.
— Centrifugavimo veiksmai
— Hibridizavimo veiksmai
* sitikinkite, kad krastai ir Sulinéliai yra visiSkai uzsandarinti, kad sumazéty kryZzminio uztersimo ir iSgaravimo
rizika.
— Jei ant plokstelés Sulinéliy sandariklio ar Sony pastebima skyscio ar kondensato, pries atidarydami
centrifuguokite pagal poreik].

* PlokStele padékite ant lygaus pavirSiaus ir Iétai nuimkite plévele.

Naudojimas Enrichment BLT Small (eBLTS)
* eBLTS atsarginj mégintuvélj laikykite vertikaliai Saldytuve, kad granulés visada bity panardintos j bufer;j.

* Prie$ pat naudojima kruopSciai iSmaiSykite eBLTS atsarginj mégintuvélj, kol granulés bus resuspenduotos.
Kad granulés vél nebuity perkeltos, centrifuguoti prie$ lasinant pipete nerekomenduojama.

* Jeigranulés yra prilipusios prie 96 Sulinéliy plokStelés Sono arba virSaus, centrifuguokite 280 x g 3 sek.,
tada pipete resuspenduokite.

* PlaudamieBLTS:

— Plokstelei naudokite tinkama magnetinj stova.
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— Plokstele laikykite ant magnetinio stovo, kol instrukcijose bus nurodyta jg iSimti.
— Jeigranulés jsiurbiamos j pipetés antgalius, sulasinkite atgal j plokStele ant magnetinio stovo ir
palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).
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Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx"
rinkinys Darbo eiga

Toliau pateiktoje diagramoje pavaizduota , lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys darbo eiga. Saugus
sustojimo taskai pazymeéti tarp zingsniy. Laiko skaiCiavimai grindziami 12 méginiy apdorojimu 12 pleksy
sodrinimu.

gDNR

Saugaus sustojimo taskas

0 Zymés genominé DNR
Praktiskai: 20 min.
13 viso: 40 min.
Reagentai: eBLT, TB1

e Valymas po zyméjimo
Praktikai: 10 min.
18 viso: 20 min.
Reagentai: ST2, TWB2

€ stiprinti pazymeta DNR
Praktikai: 15 min.
18 viso: 45 min.
Reagentai: EPM, indekso adapteriai
Saugaus sustojimo taskas

@ Biviioteky valymas
Praktidkai: 10 min.
15 viso: 20 min.
Reagentai: RSB, CB, EtOH
Saugaus sustojimo taskas

© Bivioteky telkimas
Reagentai: RSB

Saugaus sustojimo taskas

© Hivridizuoti zondus
PraktiSkai: 10 min.
1$ viso: 125 min.
Reagentai: Sodrinimo zondo skydelis, NHB2, EHB2, RSB

e Uzfiksuoti hibridizuotus zondus
Praktiskai: 25 min.
18 viso: 65 min.
Reagentai: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

6 Sustiprinti prisodrintg biliotekg
Prakti$kai: 5 min.
1$ viso: 40 min.
Reagentai: PPC, EPM
Saugaus sustojimo taskas

e Pagerintos prisodrintos bibliotekos valymas
PraktiSkai: 10 min.
13 viso: 20 min.
Reagentai: CB, RSB, EtOH

@ PriesPCR @ PoPCR
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Naudojimo instrukcija

Siame skyriuje aprasomas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ rinkinys protokolas.

* Perzilrékite planuojamg visiSko sekvenavimo darbo eigg nuo meginio iki analizés, kad uztikrintuméte
produkty ir eksperimento parametry suderinamuma.

* PrieS$ tesdami patvirtinkite rinkinio turinj ir jsitikinkite, kad turite reikiamy komponenty, jrangos ir medziagy.
— Treciyjy Saliy biotinilinti zondai turi atitikti konkrecius reikalavimus. Norédami jsitikinti, kad treCiosios
Salies zondai atitinka reikalavimus, zr. Prisodrinimo zondo ploksStelés reikalavimai11 psl.
* Laikykités protokolo nurodyta tvarka, naudodami nurodytus tdrius ir inkubacijos parametrus.
* Jeiprotokole nenurodytas saugaus sustojimo taskas, nedelsdami pereikite prie kito veiksmo.
* Kuriant pagrindinj misinj, pervirsis jtraukiamas j pateiktus turius.

* Butinai naudokite tinkamg magnetinj stova savo plokstelés tipui.

Pasiruosimas telkimui

Sis zingsnis reikalingas siekiant uztikrinti sékminga prisodrinty biblioteky sekvenavima. Biblioteky telkimas gali
jvykti pries$ prisodrinimg ir prie$ sekvenavima.

Pries$ prisodrinima — atskiros indeksuotos sustiprintos bibliotekos, sujungiamos, kad buty prisodrintos su
pasirinktu zondo skydeliu. Tai sukuria daugialypj prisodrinty biblioteky telkinj. FFPE méginio jvedimui
apdorojimas buvo iSbandytas ir rekomenduojamas tik 1-plekso sodrinimo reakcijoms. Aukstos kokybés gDNR,
buvo iSbandytas su 12 pleksy, bet galima naudoti 2 arba 11 pleksy.

PrieS sekvenavima 1 plekso prisodrintos bibliotekos ir (arba) daugialypés bibliotekos sujungiamos kartu pries
sekvenavima. Prisodrinty biblioteky, kurios gali buti sekvenuojamos, skaicius priklauso nuo kiekvieno meginio
tikslinio nuskaitymo gylio jisy sekvenavimo sistemoje.

Unikalus dvigubas indeksavimas

Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys naudoja unikalius dvigubus indeksus.

* Dvigubaiindeksuotos bibliotekos prideda 1 indekso (i7) ir 2 indekso (i5) sekas, kad sukurty unikaliai
pazymeétas bibliotekas.

* UD indeksai turi skirtingas, nesusijusias indeksy sekas i7 ir i5 indeksy nuskaitymui. Indeksai yra 10 baziy
ilgio.

Indeksy adapteriy su jvairiomis sekomis pasirinkimas susietoms bibliotekoms optimizuoja spalvy balansg, kad

buty galima sékmingai atlikti sekvenavimg ir duomeny analize. Pleksy telkiniai, kurie yra = 10 pleksy, i§ esmés

yra subalansuoti pagal spalvg, todél galite naudoti bet kokj indekso adapterio derinj. Sekvenavimo metu DNR

generavimasFASTQ Dx ,Local Run Manager” modulyje pateikiamos pagal spalvg subalansuoty indeksy deriniy

parinktys ir praneSama, jei pasirinkty indeksy deriniy jvairoveé yra nepakankama.
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Informacijos apie lllumina UD indekso adapterio sekas ir ploksteliy iSdéstymus Zr. Priedas: ,lllumina”“ UD indeksy
adapterio sekos 64 psl.

Palaikomi sodrinimo pleksai

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentai konfigtruojami ir tiriami naudojant 1ir 12 pleksy
sodrinimo kompleksiSkuma. Nors galimi ir kiti sodrinimo pleksai, kai kuriems pleksams reikia papildomo
iSankstinio sodrinimo bibliotekos paruoSimo ir sodrinimo zondy skydelio reagenty.

Norint gauti tinkamag prisodrinimo kompleksiSkumg nestandartiniam prisodrinimui, gali prireikti papildomo
optimizavimo. OptimalUs rezultatai néra garantuojami.

* Sodrinimo kompleksiSkumas — prisodrinty biblioteky (1-12) susiejimas j vieng sodrinimo reakcijg
hibridizavimui su sodrinimo zondo skydeliais. Pavyzdziui, derinant 12 i§ anksto prisodrinty biblioteky
sukuriamas 12 pleksy sodrinimo telkinys.

* Sodrinimo reakcija — unikaliy sodrinimo reakcijos preparaty skai€ius, neatsizvelgiant j i$ anksto prisodrinty
biblioteky, susiety kiekvienai reakcijai, skaiciy. PavyzdZiui, viena sodrinimo reakcija gali paruosti 1 plekso
arba 12pleksy sodrinimo telkinj.

Norédami apskaiciuoti bendrg véliau prisodrinty biblioteky skaiciy, sodrinimo kompleksiskuma kiekvienai

reakcijai padauginkite i$ sodrinimo reakcijy skai€iaus. Pavyzdziui, viena 12 pleksy sodrinimo telkinio sodrinimo

reakcija sukuria 12 véliau prisodrinty biblioteky telkin;.

Susiedami i$ anksto prisodrintas bibliotekas, ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentai palaiko
Sias sodrinimo reakcijas ir kompleksiSkuma.

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys Reagentai Sodrinimo reakcijos Sodrinimo kompleksiSkumas
16 méginiy rinkinys 16 reakcijy 1 pleksas
96 méginiy rinkinys 8 reakcijos 12 pleksy

Nuo dviejy iki astuoniy pleksy telkimo strategijos

Toliau pateiktoje lenteléje rodomi indekso adapteriai (Sulinéliai), kuriuos galima susieti j 2-8pleksy grupe, o
spalviniu kodu pazymetas skaicius iliustruoja kiekvieng derin;.

Sutelkite bet kokj rezginj = 2 i$ stulpelio virSaus arba apacios. Negalima telkti vienoje eilutéje.

Sudétingumas Deriniai Spalva pav.
2 Pirmieji arba paskutinieiji du Oranziné
Sulinéliai stulpelyje:
« AirB
e GirH

C-F eilutés nenaudojamos.
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Sudétingumas Deriniai Spalva pav.
3 Pirmieji arba paskutinieji trys Pilka
Sulinéliai stulpelyje:
o A-C
e F-H
D ir E eilutés nenaudojamos.
4 Pirmieji arba paskutinieiji keturi Violetiné
Sulinéliai stulpelyje:
o A-D
 E-H
5 Pirmieji arba paskutinieiji penki Meélyna
Sulinéliai stulpelyje:
o A-E
« D-H
6 [1 parinktis] Pirmieji arba Zalia
paskutinieji SeSi Sulinéliai
stulpelyje:
o A-F
o C-H

[2 parinktis] Pirmieji (A ir B) arba
paskutinieji du Sulinéliai (G ir H)
viename stulpelyje ir visi keturi
gretimame stulpelyje esantys

Sulinéliai.
7 Pirmieji arba paskutinieji septyni  Roziné

Sulinéliai stulpelyje:

o A-G

e B-H
8 Visas stulpelis. Zalsvai mélyna
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Devyniy sluoksniy telkimo strategijos

Naudokite indekso adapterius i$ bet kokiy Sulinéliy, kurie optimizuoja spalvy balansg sekos vykdymo metu,
pavyzdziui:

* Al-H1irA2

* A4-D4ir A5-E5

* A7-F7ir A8-C8

* A10-C10, A11-C11ir A12-C12

Toliau pateiktame paveikslélyje pavaizduoti visi keturi pavyzdziai.

O O00 00000000
5000000000000
Q00000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
HOOO0O00000000O0

Zymés genominé DNR

Siame etape naudojama Enrichment BLT Small (eBLTS) zymés DNR. Tai procesas, kuris fragmentuoja ir Zzymi
DNR su adapteriy sekomis.

Dokumento Nr. 200038118 v00 25i872

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



JIllumina DNA Prep with Enrichment Dx" paketo intarpas illumina

Eksploatacinés medziagos

* eBLTS (Enrichment BLT Small) (geltonas dangtelis)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* Vanduo be branduoliy

* 96 Sulinéliy PGR plokstelé

* Kilijy sandariklis

* Mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, 1,7 ml

* 8 mégintuvéliy juostelé

* Pipetés antgaliai

— 200 pl daugiakanaliy pipeciy

A DEMESIO!

Siame reagenty rinkinyje yra galimai pavojingy cheminiy medziagy. Pavojus Zmogui kyla
pavojingy medziagy jkvépus, nurijus, patekus ant odos ir j akis. Dévékite tinkamai nuo pavojaus
saugancias apsaugines priemones, jskaitant akiy apsaugos priemones, pirstines ir laboratorinj
chalata. Su panaudotais reagentais elkités kaip su cheminémis atliekomis ir utilizuokite
laikydamiesi taikomy regiono, nacionaliniy ir vietiniy jstatymy bei teisés akty. Su aplinkosauga,
sveikatos apsauga ir saugumu susijusios papildomos informacijos ieSkokite saugos duomeny lapuose
(SDL) adresu support.illumina.com/sds.html.

Apie reagentus

* eBLTSreikia laikyti 2-8 °C temperatiroje. Nenaudokite ty, eBLTS kurie buvo laikomi zemesnéje kaip 2 °C
temperaturoje.

* Necentrifuguokite eBLTS.

Paruosimas

1. ParuosSkite Sias eksploatacines medziagas:

Elementas Laikymas Instrukcijos

eBLTS (geltonas dangtelis) 2°C-8°C Pasildykite iki kambario temperatdros.
Pries pat naudodami sumaisykite.
Necentrifuguokite prie$ pipetuodami.

TB1 -25°C--15°C Pasildykite iki kambario temperaturos.
ISmaisykite stkuriniu maiSytuvu.

2. SukdamiiSmaisykite slikuriniu maiSytuvu arba pipete uzlasinkite DNR, tada trumpai centrifuguokite.
3. Termocikleryje jrasykite Sig TAG programa:
* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C.
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* Nustatykite 50 yl reakcijos turio verte
* 55°C S5 min.
* Laikykite 10 °C temperaturoje.

Procedura

1. ] kiekvieng 96 Sulinéliy PGR plokstelés Sulinélj jpilkite 2-30 ul DNR, kad bendras jvesties kiekis bty
50-1000 ng.
Jei DNR turis < 30 ul, j DNR méginius jpilkite vandens be nukleazés, kad bendras taris buty 30 pl.

eBLTS kruops$c¢iai iSmaisSykite sukuriniu maidytuvu, kol granulés bus visiSkai suspenduotos.
3. Nurodytus turius sujunkite mégintuvélyje, kad paruoStuméte pagrindinj Zymens misinj. Kiekviena tarj
padauginkite i§ apdorojamy meéginiy skaiciaus.
* eBLTS (11,5 ul)
* TB1(11,5ul)
Reagenty perteklius yra jtrauktas j tarj.
4. Pipete kruopsciai lasinkite zymens pagrindinj misinj ir sumaisykite.
Zymens pagrindinio misinio tiirj vienodai padalykite j 8 mégintuvéliy juostele.
6. Naudodami 200 ul daugiakanale pipete, 20 ul pazyméta pagrindinj misinj perkelkite j kiekvieng PGR
plokstelés, kurioje yra méginys, Sulinélj. Kiekvienam méginio stulpeliui ar eilutei naudokite SvieZius antgalius.
7. 18davus zymens pagrindinj misinj, iSmeskite 8 mégintuvéliy juostele.
8. Naudodami 200 ul daugiakanale pipete, nustatytg ties 40 pl, pipete lasinkite kiekvieng méginj 10 karty ir
sumaisykite. Kiekvienam meéginio stulpeliui naudokite Sviezius antgalius.
Arba uzsandarinkite PGR ploks&tele ir 1 min. ploksteliy maiSytuvu purtykite 1 600 aps./min. greiciu.

9. Sandarinkite plokstele, o tada padékite ant uzprogramuototermociklerio ir paleiskite TAG programa.
10. Palaukite, kol TAG programa pasieks 10 °C temperatlirg, tada nedelsdami iSimkite plokstele.

11. 96 Sulinéliy PGR plokstele palikite pastovéti kambario temperatiiroje 2 min., tada pereikite prie kito veiksmo.

Valymas po zymejimo
Atliekant §j veiksmg prieS eBLTS PGR ampilifikacijg iSplaunama su adapteriu susieta DNR.

Eksploatacinés medziagos

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* 96 Sulinéliy PGR plokstelés magnetinis stovas
* Kilijy sandariklis

* 8 mégintuvéliy juostelé
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* Pipetés antgaliai
— 20 pl daugiakanaliy pipeciy
— 200 ul daugiakanaliy pipeciy
* PasiruoSimas vélesnei procedurai:
— EPM (Enhanced PCR Mix)
— Indeksy adapteriy plokstelé

Apie reagentus

* Butinai naudokite tinkamag magnetinj stovg savo plokstelei. Naudojant MIDI ploksStelés magnetinj stovg PGR
plokstelei, gali TWB2 buti uzkirstas kelias granuliy prilipimui.

* TWB2 Pipete pumpuokite Iétai, kad kuo maziau putoty ir bity iSvengta neteisingo tirio jpurskimo ir
nevisiSsko sumaiSymo.

Paruosimas

1. Paruoskite Sias eksploatacines medziagas:

Elementas Laikymas Instrukcijos

EPM -25°Ciki-15°C  AtSildykite ant ledo 1 val.
Apverskite, kad sumaiSytumeéte, tada trumpai centrifuguokite.

ST2 15°Ciki 30 °C Jei yra nuosédy, jkaitinkite 37 °C temperaturoje 10 min., tada sukite,
kol nuosédos istirps. Naudokite kambario temperatiroje.

TWB2 15°Ciki 30 °C Naudokite kambario temperaturoje.

Indeksy -25°Ciki-15°C  AtSildykite 30 min. kambario temperaturoje.

adapteriy

plokstelé

Procedura

1. ] kiekvieng zymeéjimo reakcijg ST2 jpilkite 10 pl. Jei naudojate daugiakanale pipete, pipete jlaSinkite ST2 | 8
mégintuvéliy juostele ir perkelkite atitinkamus tirius j PGR plokstele. Kiekvienam méginio stulpeliui ar eilutei
naudokite Sviezius antgalius.

2. Naudodami 200 pl pipetés rinkinj iki 50 pl, 1étai pipete pripildykite kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad vél
suspenduotumeéte granules.

Arba uZsandarinkite plokStele ir 1 min. purtykite 1600 aps./min. greiciu. Pakartokite, jei reikia.

3. UZsandarinkite plokstele ir 10 sek. centrifuguokite 280 x g.

4. Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.

5. UZzdékite ant PGR plok&telés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (3 min.).

6. [= 48 meéginiai] Tris kartus plaukite taip, kaip nurodyta toliau.
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j.

K.

© o 6 o » ™ I Q@

Naudodami 200 ul daugiakanalj pipetés rinkinj iki 60 pl, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta
nepazeisdami granuliy granuliy.

Nuimkite nuo magnetinio stovo.

ISkart po to Iétai jpilkite 100 pl TWB2 tiesiai j granules.

Pipete pumpuokite Iétai, kol granulés bus visiskai i$ naujo suspenduotos. Arba uzsandarinkite plokstele
ir 1 min. purtykite 1600 aps./min. greiciu.

Jei pursly pasitaiko, 10 sek. grezkite 280 x g.

UZzdékite ant PGR plok&telés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (3 min.).

Plokstele palikite ant magnetinio stovo ir TWB2 Sulinéliuose, kad atliekant trecigjj plovima jie
neperdziuty. Po PGR pagrindinio miSinio paruoSimo pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.

Naudodami 200 ul daugiakanale pipete, nustatyta j 100 pl, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.

Veiksmus c-f pakartokite du kartus, jei i$ viso plovéte tris kartus.

> 48 méginiai] Tris kartus plaukite kaip nurodyta toliau.

Atlikite veiksmus b ir c kas 1 arba 2 stulpelius, kol bus apdoroti visi stulpeliai, kad jie neperdziuty.
Naudodami 200 yl daugiakanale pipete, nustatyta j 60 ul, paSalinkite ir iSmeskite supernatanta.
Nuimkite nuo magnetinio stovo.

ISkart po to létai laSinkite 100 pl TWB2 tiesiai ant granuliy.

Pipete pumpuokite létai, kol granulés bus visiSkai i$ naujo suspenduotos. Arba uzsandarinkite plokstele
ir 1 min. purtykite 1600 aps./min. greiciu.

Jei pursly pasitaiko, 10 sek. grezkite 280 x g.

Uzdekite ant PGR plokstelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (3 min.).

Plokstele palikite ant magnetinio stovo ir TWB2 Sulinéliuose, kad atliekant trecigjj plovima jie
neperdziuty. Po PGR pagrindinio miSinio paruoSimo pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.

Naudodami 200 pl daugiakanale pipete, nustatytg j 100 ul, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
Nuimkite nuo magnetinio stovo ir I1&tai pripilkite 100 ul TWB2 tiesiai prie granuliy.
Kartokite veiksmus hir i kas 1 arba 2 stulpelius, kol bus apdoroti visi stulpeliai.

Pakartokite e-h veiksmus du kartus, jei i$ viso plovéte tris kartus.

8. Laikykite magnetinj stova iki skyriaus PaZymetos DNR amplifikavimas skirsnio Proceddra nurodyto 4
veiksmo.
TWB2 lieka Sulinéliuose, kad granulés neperdziuty.

Stiprinti pazymétg DNR

Atlikus §j veiksma sustiprinamas pazymétas DNR, naudojant riboto ciklo PGR programa. Atlikus PGR veiksma
papildomi 1indekso (i7) adapteriai, 2 indekso (i5) adapteriai ir sekos, reikalingos klasteriy generavimui sekoms
nustatyti.
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Eksploatacinés medziagos
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* Indeksy adapteriy plokstelé
* 96 Sulinéliy PGR plokstelé
* Vanduo be branduoliy
* Kilijy sandariklis
* Mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, 1,5 ml
* Pipetés antgaliai
— 20 pl daugiakanaliy pipeciy
— 200 pl daugiakanaliy pipeciy

Apie reagentus
* Indeksy adapteriy plokstelés

— Duobutéje gali buti > 10 pl indekso adapteriy.

— Nedékite méginiy j indekso adapteriy plokstele.

— Kiekviena indeksinés plokstelés duobuté skirta naudoti tik vieng karta.

Paruosimas

1. Paruoskite Sias eksploatacines medziagas:

Elementas Laikymas

EPM -25°Ciki-15°C
Indeksy adapteriy -25°Ciki-15°C
plokstelé
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2. Siluminiame cikleryje jradykite toliau nurodytg eBLTS PGR programa naudodami atitinkamg PGR cikly
skaiciy, nurodytg toliau esancioje lenteléje.

* Pasirinkite i§ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C.

* Nustatykite 50 pl reakcijos turio verte

e 72°C3min.
e 98°C 3 min.
e X ciklai:

* 098°C 20 sek.
* 60°C 30 sek.
* 72°C1min.

* 72°C3min.

* Laikykite 10 °C temperaturoje.
Bendra veikimo trukmé yra ~38 min. 9 ciklams ir ~46 min. 12 cikly.

Méginio jvesties tipas PGR cikly skaicius (X)
10-49 ng gDNR 12
50-1000 ng gDNR 9
50-1 000 ng dDNR iSskirta iS FFPE 12
gDNR, iSskirta i$ kraujo 9
Procedura

1. Norédami paruosti PGR pagrindinj miSinj, sujunkite toliau nurodytus elementus. Kiekvieng tirj padauginkite
iS apdorojamy méginiy skaiciaus.
* EPM (23 pl)
* Vanduo be branduoliy (23 pl)
Reagenty perteklius yra jtrauktas j tarj.
Pipete jlasinkite PGR pagrindinj misinj 10 karty, kad sumaiSytuméte, tada trumpai centrifuguokite.

3. Kai plokstelé yra ant magnetinio stovo, iSimkite ir iSmeskite naudodami 200 ul daugiakanale pipete TWB2.
Putos, kurios lieka ant Sulinélio sieny, neturi neigiamos jtakos bibliotekai.

4. Nuimkite nuo magnetinio stovo.
Nedelsdami jpilkite 40 pl PGR pagrindinio misinio tiesiai ant kiekvieno Sulinélio granuliy.

6. Nedelsdami pipete sumaisykite, kol granulés bus visiSkai suspenduotos. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1
min. purtykite 1 600 aps./min. greiCiu.
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UZsandarinkite méginio plok&tele ir centrifuguokite 280 xg 10 sek.
DNR suriS§imo plokstele 1 min. centrifuguokite 1 000 x g greiciu.
9. Paruoskite indekso adapterio plokstele.

* [< 96 méginiai] Folijos sandariklj uzverkite ant indekso adapterio plokstelés nauju pipetés antgaliu
kiekvienam Sulinéliui tik uZz apdorojamy méginiy skaiciy.

* [96 méginiai] Naujg PGR plokstele su pusiniu padéklu sulygiuokite vir§ rodyklés adapterio plokstelés ir
paspauskite Zzemyn, kad pradurtuméte folijos sandariklj. ISmeskite PGR plokstele, naudojamg folijos
sandarikliui pradurti.

10. Naudodami naujg pipetés antgalj, j kiekvieng Sulinélj jpilkite 10 ul i$ anksto paruosty indekso adapteriy.

11. Pipetés rinkiniu iki 40 ul pipete sumaisSykite 10 karty. Arba uZsandarinkite plokStele ir 1 min. purtykite 1600
aps./min. greiciu.

12. UZsandarinkite plokstele ir 10 sek. centrifuguokite 280 x g.

13. Biblioteky plokstele padékite ant i§ anksto uzprogramuoto termociklerio ir paleiskite eBLTS PGR programa.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir ne daugiau kaip 30 dieny jg saugokite temperaturoje
nuo -25 °C iki -15 °C.

Biblioteky valymas

Siame etape naudojamos dvipusés granuliy valymo procediiros, skirtos supaprastintoms bibliotekoms igvalyti.

Eksploatacinés medziagos

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Svieziai paruo$tas 80 % etanolis (EtOH)

* 96 Sulinéliy 0,8 ml polipropileno ,,Deepwell” laikymo plokstelé (MIDI plokstelé)
* 96 Sulinéliy PGR plokstelé

* MIDI plokStelés magnetinis stovas

* PGR plokstelés magnetinis stovas

* Mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, 1,5 ml

* Vanduo be branduoliy

Apie reagentus
* Cleanup Beads
— Pries kiekvieng naudojimg iSmaiSykite stkuriniu maisytuvu.

— Daznai maiSykite stkuriniu maiSytuvu, kol granulés tolygiai pasiskirstys.
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Dél tirpalo klampumo siurbkite ir dozuokite 1étai.

Paruosimas

1.

Elementas Laikymas Instrukcijos
CB Kambario Sukite ir apverskite, kad sumaiSytumeéte, kol skyscio spalva taps
temperatura vienalyté.
RSB 2-8°C AtSildykite 30 min. kambario temperatiroje. ISmaiSykite stukuriniu
maisytuvu.
Procedura
1. 1 min. pakratykite 96 Sulinéliy PGR plokstele 1 800 aps./min. grei€iu, tada trumpai centrifuguokite.
2. Uzdékite ant PGR plokstelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (1 min.).
3. MaisSykite CB 3 kartus po 10 sek., tada kelis kartus apverskite, kad vél sustabdytuméte.
4. AuksStos kokybés gDNR atlikite Siuos veiksmus:
a. ] kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinélj jpilkite 77 pl vandens be branduolio.
b. | CB kiekvieng MIDI plok&telés Sulinélj jpilkite 88 pl.
c. 45 plsupernatanto i$ kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio perpilkite j atitinkama MIDI plokStelés Sulinél].
d. ISmeskite PGR plokstele.
e. Pipete kiekvieng Sulinélj pripildykite 10 karty, kad sumaiSytuméte. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 min.
purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
f. UZsandarinkite plokStele ir 5 min. inkubuokite kambario temperaturoje.
g. Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jei pastebite, nusukite Zemyn.
h. UZzdékite ant MIDI plokStelés magnetinj stova ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 min.).
i. Inkubacijos metu kruopsciai iSmaiSykite CB, tada j kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinél; jpilkite 20 pl.
j. Perpilkite 200 pl supernatanto is kiekvieno pirmosios MIDI plokstelés Sulinélio j atitinkamg naujos MIDI
plokStelés Sulinélj (kuriame yra 20 ul CB).
k. ISmeskite pirmajg MIDI plokstele.
I. Pipete kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinélj pripildykite 10 karty, kad sumaiSytuméte. Arba
uzsandarinkite plokstele ir 1 min. purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
5. ISskirto FFPE atveju atlikite Siuos veiksmus.
a. | CBkiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinélj jpilkite 81 pl.
b. 45 ul supernatanto is kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio perpilkite j atitinkama MIDI plokStelés Sulinél;.
c. ISmeskite PGR plokstele.
d. Pipete kiekvieng Sulinélj pripildykite 10 karty, kad sumaiSytuméte. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 min.
purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
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6. Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.
7. Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jei pastebite, nusukite Zemyn.
8. Uzdékite ant MIDI plokstelés magnetinj stova ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 min.).
9. Nedrumsdami granuliy, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
10. Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.
a. Ant magnetinio stovo esancios plokstelés jpilkite 200 ul Sviezio 80 % EtOH nemaiSydami.
b. Inkubuokite 30 sek.
c. Nedrumsdami granuliy, paSalinkite ir iSmeskite supernatanta.
11. Antra kartg plaukite granules.
12. 5 min. dZiovinkite org ant magnetinio stovo.
13. Kol dziovinate oru, likusiam EtOH kiekiui paSalinti ir iSmesti naudokite 20 pl pipete.
14. Nuimkite nuo magnetinio stovo.
15. ] granules jpilkite 17 pl RSB.
16. UZsandarinkite ploksStele ir 2 min. purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
17. Inkubuokite 2 min. kambario temperaturoje.
18. Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jei pastebite, nusukite Zemyn.
19. Uzdékite ant MIDI plokstelés magnetinj stova ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).

20. 15 pl supernatanto perpilkite j naujg 96 Sulinéliy PGR plokstele.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir ne daugiau kaip 30 dieny jg saugokite temperatiroje
nuo -25 °C iki -15 °C.

IS anksto prisodrinty biblioteky telkinys

Sis Zingsnis sujungia DNR bibliotekas su unikaliais indeksais j vieng fonda, kurj sudaro iki 12 biblioteky.
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Sutelkimo metodai

Galima sutelkti pagal turj arba pagal mase. Naudokite Sig lentele, kad nustatytuméte tinkamag savo jvesties
metoda.

lentelé 2 Rekomenduojami telkimo metodai

Méginio jvestis Telkimo metodas
10-49 ng gDNR Masé
50-1000 ng gDNR Tdris
IS FFPE iSskirta gDNR Masé
gDNR, iSskirta i$ kraujo Tdris

* Vieno plekso sodrinimui nereikia sutelkti i$ anksto prisodrinty biblioteky. Taciau gali prireikti pridéti RSB.

* Poi$ anksto prisodrintos bibliotekos kiekybinio jvertinimo visus méginiy jvesties tipus galima sujungti pagal
mase, kad buty pasiektas optimalus indekso balansas.

* Galutiné i$ anksto prisodrinty biblioteky, sukurty atskiruose eksperimentiniuose preparatuose, iSeiga gali
skirtis. Todél, telkiant pagal mase, rekomenduojama pasiekti optimaly indekso balansa.

* Vieno plekso sodrinimg naudokite toliau nurodytose situacijose.
* 10-49 ng gDNR
* 50-1000 ng gDNRiSskirta iS FFPE

* Mazo nedidelio alelio daznio aptikimas somatinio varianto priskyrimui.

Telkinys pagal mase

Toliau nurodytose situacijose kiekybiskai jvertinkite savo bibliotekas, kad kiekviena biblioteka galéty prisodrinti
DNR mase, nurodytg /s anksto prisodrinty vienodos koncentracijos biblioteky telkinys 36 psl..

* 10-49 ng gDNR méginio jvestis

* 50-1000 ng gDNR iSskirta i§ FFPE méginio jvesties

* Mazo nedidelio alelio daznio aptikimas somatinio varianto priskyrimui

* gDNR, isskirta i$ kraujo optimaliam indekso balansui uztikrinti
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IS anksto prisodrintos bibliotekos

1. IStirkite 1yl i$ anksto prisodrinty biblioteky, naudodami pageidaujama fluorescencijos pagrindo kiekybinio
jvertinimo metodg, kuriame naudojami dsDNR interkaluojantys dazai.

* 50-1000 ng aukstos kokybés gDNR, tikétis = 500 ng i$ anksto prisodrintos bibliotekos iSeigos.

* 50-1000 ng gDNR, iSgautos i$ FFPE, tikétis 500-6000 ng i$ anksto prisodrintos bibliotekos iSeigos,
priklausomai nuo pradinio méginio kokybés.

PASTABA Jei taikomi kiekybinio jvertinimo metodai su skirtingu SaliSkumu, jvertinkite Sios darbo eigos
kiekybinio jvertinimo metodg. Koncentracijos rezultatai gali skirtis priklausomai nuo
naudojamo metodo.

IS anksto prisodrinty vienodos koncentracijos biblioteky telkinys

Naudokite toliau pateiktg lentelg, kad nustatytuméte DNR mase kiekvienai bibliotekai, reikalinga prisodrinimui,
atsizvelgiant j meéginio tipg ir sodrinimo kompleksiSkuma. Naudojant mazesnes nei rekomenduojama i$ anksto
prisodrintos bibliotekos iSeigas, optimali sodrinimo iSeiga ir tyrimo naSumas néra garantuojami.

Bendra DNR masé sodrinimo reakcijoje neturi virSyti 6 000 ng.

. X Sodrinimo DNR masé bibliotekoje Bendra DNR bibliotekos masé
Méginio jvestis o
kompleksiskumas (ng) (ng)
AuksStos kokybés 12 250-500 3 000-6 000
gDNR
IS FFPE iSskirta gDNR 1 200 200

1. JraSykite biblioteky, kurias planuojate sutelkti Siame etape, indeksus.

2. Remiantis kiekvienos bibliotekos koncentracija, apskaiciuokite turj, kuris turi bti pridétas prie sodrinimo
reakcijos, kad buty pasiekta reikiama DNR mase.

* AuksStos kokybés gDNR Apskaiciuokite bibliotekos turj, reikalingg 250-500 ng jvedimui.
* IS FFPE iSskirta gDNR: Apskaiciuokite bibliotekos tirj, reikalingg 200 ng jvedimui.
] tg patj PGR plokstelés Sulinélj jtraukite apskaiCiuotg kiekvienos bibliotekos tdrj.

4. Jeinaudojate aukstos kokybés gDNR, atlikite vieng i$ Siy veiksmy, atsizvelgdamij bendrg sujungty i$ anksto
prisodrinty biblioteky tarj:

* Jeii$ anksto prisodrintos bibliotekos turis = 30 pl, pereikite prie Hibridizuoti zondus 38 psl.
* Jeii$ anksto prisodrintos bibliotekos tiiris < 30 pl, jpilkite RSB, kad bendras turis pasiekty 30 pl.

* Jeii$ anksto prisodrintos bibliotekos tiris > 30 pl, sujungtg méginj koncentruokite granuliy metodu arba
vakuuminiu koncentratoriumi. | koncentruotg sujungta meginj jpilkite RSB, kad buty pasiektas bendras
30 pl turis.
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5. Jeinaudojate i§ FFPE iSgautg gDNR, atlikite vieng i$ toliau nurodyty veiksmy, atsizvelgdamij bendra
sujungty is anksto prisodrinty biblioteky tarj.

* Jeii$ anksto prisodrintos bibliotekos turis = 7,5 pl, pereikite prie Hibridizuoti zondus 38 psl.

* Jeii§ anksto prisodrintos bibliotekos tiris < 7,5 pl, jpilkite RSB, kad bendras tiris siekty 7,5 pl.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir ne daugiau kaip 30 dieny jg saugokite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje.

Telkinys pagal turj
Kai jvestis yra 50-1000 ng gDNR, atskiry biblioteky, sukurty tame paciame eksperimente, kiekio nustatymas ir

normalizavimas nereikalingas.

Kad pasiektuméte optimaly naSuma, jungkite tik i$ anksto prisodrinty biblioteky méginius, paruostus to paties
naudotojo, reagento partijos ir indekso adapterio plokstelés.

1. JraSykite biblioteky, kurias planuojate sutelkti Siame etape, indeksus.

2. Sujunkite Sias i$ anksto prisodrintas bibliotekas ir RSB turius, kad prisodrintuméte skilima, j tg patj naujos
PGR ploks&telés Sulinélj.
Gautas turis yra 30 pl.

Kiekvienos i$ anksto sodrintos

Sodrinimo kompleksiSkumas * bibliotekos tilris (ul) RSB tiiris (ul)
1 pleksas 14 16
2 pleksai 14 2

3 pleksai 10 0

4 pleksai 7,5 0

5 pleksai 6 0

6 pleksai 5 0

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

*Informacija apie nestandartines nukrypimus (nuo 2 iki 11 pleksy) pateikiama Proceddros apribojimai 2 psl.”
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SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir ne daugiau kaip 30 dieny jg saugokite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje.

[Pasirinktinai] Kvalifikuotos iS anksto prisodrintos
bibliotekos

Jei telkiama pagal turj, i$ anksto prisodrintoms bibliotekoms kiekybiSkai jvertinti naudokite fluorometrinj
metoda, kuriame naudojami dsDNR interkaluojantys dazai. Norédami gauti iS anksto prisodrinty biblioteky
kvalifikacijg, naudokite DNR fragmenty analizatoriy su atitinkamu fragmenty analizés rinkiniu.

Biblioteky klasifikacijai i$ viso naudokite 1 pl. IS anksto prisodrintos bibliotekos yra pakankamai koncentruotos,
kad blty galima atlikti mazus praskiedimus kiekybiniam jvertinimui arba fragmenty analizei.

Hibridizuoti zondus

Siuo veiksmy tikslinés DNR sritys siejamos su fiksavimo zondais.

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkinys reagentai yra suderinami ir su lllumina, ir su treciyjy Saliy
sodrinimo DNR oligonukleotidy plokstelémis. Informacijos apie butinas treciyjy Saliy skydeliy specifikacijas zr.
Prisodrinimo zondo plokstelés reikalavimai11 psl.

Eksploatacinés medziagos
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB 2 buferis + IDT NXT blokatoriai) (mélynas dangtelis)
* Sodrinimo zondo skydelis
* 96 Sulinéliy PGR plokstelé
* Kilijy sandariklis
* PasiruoSimas vélesnei proceddurai:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)

— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (geltonos spalvos dangtelis)

Apie reagentus
* Saugojimo metu iSsiskiria NHB2 nuosédy.

* Sodrinimo zondo skydelis - tai lllumina pardavéjo pasirinktas sodrinimo oligonukleotidy skydelis.

Paruosimas

1. Paruoskite Sias eksploatacines medziagas:
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Elementas Laikymas Instrukcijos

EHB2 2-8°C Pasildykite iki kambario temperatiros. ISmaisSykite
sukuriniu maisytuvu.
Jei pastebima kristaly ir drumstumo, iSmaisykite
sukuriniu maiSytuvu arba pipete laSinkite aukStyn ir
zemyn, kad sumaiSytuméte, kol tirpalas taps skaidrus.

Sodrinimo zondo -25°C--15°C Tiek lllumina, tiek treciyjy Saliy skydelius pasildykite

skydelis (Hlumina) iki kambario temperaturos. ISmaiSykite sukuriniu
maisytuvu.

NHB2 -25°Ciki-15°C AtSildykite kambario temperaturoje.

(meélynas dangtelis) Kambario temperaturoje, mikroméginio inkubatoriy

jkaitinkite iki tos pacios temperaturos, kaip ir zonda,
kurj naudojate 5 min.

Sukuriniu maiSytuvu iSmaisykite didZiausiu greiciu 3
kartus po 10 sek., kad resuspenduotuméte.
Trumpai centrifuguokite.

Pipete lasinkite aukstyn ir Zzemyn nuo mégintuvélio
dugno.

Jei pastebima kristaly ir drumstumo, iSmaisykite
stkuriniu maiSytuvu arba pipete lasinkite aukstyn ir
zemyn, kad sumaisSytuméte, kol tirpalas taps skaidrus.
Naudokite Siltg, kad nesusidaryty nuosédy.

SMB3* 2-8°C Jei pereisite prie kitos proceduros i$ karto po 90 min.

laikymo HYB programoje, pries paleisdami HYB
programa pasildykite iki kambario temperatiros bent

2 val.
EEW* (geltonos -25°Ciki-15°C Jei pereisite prie kitos proceduros i$ karto po 90 min.
spalvos mégintuveélis) laikymo HYB programoje, prie$ paleisdami HYB
programa pasildykite iki kambario temperaturos bent
2 val.

Kambario temperaturoje mikroméginio inkubatoriuje
ikaitinkite iki atitinkamos hibridizacijos ir 30 min. iki
programos HYB pabaigos uzfiksuokite temperatura.

*Jei sustojate pries kitg procediirg, atidékite Sio reagento paruosima, kol pasieksite $ig procedra.
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2. Termocikleriu jradykite Sig HYB programa, naudodami atitinkama cikly skai€iy, nurodyta lentelé 3.
* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C.
* Nustatykite reakcijos turj
* [Aukstos kokybés gDNR] 100 pl
* [IS FFPE iSskirta gDNR] 25 pl
* 98°C5min.
* Xciklai po 1 min., pradedant nuo 98 °C pirmojo ciklo metu, po to sumazinant 2 °C vienam ciklui
* Laikykite 90 min. tinkamoje temperaturoje:
* [iS FFPE iSskirta gDNR] 58 °C
* [80 mery zondo skydeliai] 58 °C
* [Somatinio varianto priskyrimas] 58 °C
* [Visikiti] 62 °C
Bendras veikimo laikas yra ~115 min.

lentelé 3 Ciklo numeris vienam méginiui arba plokstelei

Méginio ir plokstelés tipas Cikly skaigius (X)

gDNR, iSskirta i§ FFPE (nepriklausomai nuo plokstelés tipo) 20

80 mery zondo skydeliai (nepriklausomai nuo méginio tipo) 20

Somatinio varianto priskyrimas 20

Visi kiti méginiai ir plokStelés 18
Procedura

1. [Aukstos kokybés gDNR] Toliau nurodytus reagentus jtraukite j PGR plokstelés kiekvienos susietos
bibliotekos sgrasa.
Nekurkite pagrindinio misinio. NHB2 ir EHB2 pagrindinio miSinio kurimas neigiamai veikia sodrinimo
efektyvuma.

* NHB2 (mélynas dangtelis) (50 pl)
* Sodrinimo zondo skydelis (10 pl)
e EHB2 (10 pl)

2. [Aukstos kokybés gDNR] Ties 90 ul nustatyta pipete lasinkite j kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad
sumaisytuméte.

3. [gDNR, iSgauta iS FFPE] | PGR plokstelés kiekvieng sujungta bibliotekg nurodyta tvarka pridékite toliau
nurodytus reagentus.
Nekurkite pagrindinio misinio. NHB2 ir EHB2 pagrindinio miSinio kirimas neigiamai veikia sodrinimo
efektyvuma.
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* NHB2 (mélynas dangtelis) (12,5 pl)
* Sodrinimo zondo skydelis (2.5 pl)
* EHB2(2,5l)
4. [gDNR, ekstrahuota i$ FFPE] Pipetés rinkiniu iki 20 ul pipete 10 karty pipete sumaisykite kiekvieng Sulinélj.
UZsandarinkite plokstele ir 10 sek. centrifuguokite 280 x g.

6. Padékite biblioteky plokstele ant i§ anksto uzprogramuoto termociklerio ir vykdykite denatiiravimo
programa.

7. Nedelsdami pereikite prie kitos proceduros, kai baigsis HYB temperaturos sulaikymo programos laikas.

A DEMESIO!

Jei hibridizacijos reakcijos temperatira nukrenta zemiau kambario temperatiiros, atsiranda
nuosédos.

Uzfiksuoti hibridizuotus zondus

Siame etape naudojami Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) zondai, hibridizuoti j tikslinius dominang&ius
regionus.

Eksploatacinés medziagos

* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (geltonos spalvos dangtelis)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

* ET2 (Elute Target Buffer 2)

* HP3 (2N NaOH)

* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* Mikrocentrifugos meégintuvélis, 1,5 ml
* 96 Sulinéliy MIDI plokstelé

* 96 Sulinéliy PGR plokstelé

* Kilijy sandariklis

* MIDI plokStelés magnetinis stovas

* PasiruoSimas vélesnei procedurai:

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

Apie reagentus
* EEW
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— Pries paSildydami mikroméginiy inkubatoriy, jsitikinkite, kad kambario temperatiroje EEW jis buvo
atSildytas maziausiai 2 val.

— Prie$ baigdami HYB programg, jsitikinkite, kad mikroméginiy inkubatoriuje 30 min. EEW buvo kaitinama.
— KainenaudojateEEW, palikite mikroméginio inkubatoriuje. EEW turi likti Sildomas per visg protokola.
— Pasiekus kambario temperatura gali buti drumstas.
— Gali atrodyti geltonai.
* SMB3

— SMB3 pries$ naudojimga turi bati kambario temperaturoje.

Paruosimas

1. Paruoskite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.
Elementas Laikymas Instrukcijos

SMB3 2-8°C Palikite 2 val., kol pasils iki kambario temperatdros.
Apverskite, tada iSmaiSykite stkuriniu maiSytuvu, kol bus
visiSkai resuspenduota.

EEW (geltonos -25°Ciki-15°C  Po 2 val. inkubacijos kambario temperaturoje

spalvos mégintuvelis) mikromeéginio inkubatoriuje jkaitinkite iki atitinkamos
hibridizacijos ir 30 min. iki programos HYB pabaigos
uzfiksuokite temperatura.

EE1 -25°Ciki-15°C  AtSildykite kambario temperatiiroje, tada iSmaisykite
sukuriniu maisytuvu.

HP3 -25°Ciki-15°C  AtSildykite kambario temperaturoje, tada iSmaisykite
sukuriniu maisytuvu.

ET2 2-8°C Pasildykite iki kambario temperatiros. ISmaiSykite
stkuriniu maisytuvu.

EPM -25°Ciki-15°C  AtSildykite ant ledo vieng valanda. ISmaiSykite stkuriniu
maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Padékite ant
ledo.

PPC -25°C--15°C AtSildykite ant ledo vieng valanda. ISmaiSykite sukuriniu
maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Padékite ant
ledo.

2. Vieng mikroméginio inkubatoriy pasildykite MIDI Silumos bloko jdéklu, kad inkubuotuméte méginio plokstele
iki vienos i$ toliau nurodyty temperatury. EEW pasildyti galima naudoti pasirenkama antrgjj mikroméginio
inkubatoriy. EEW padékite ant MIDI kaitinimo bloko jdéklo.

* [FFPE]58°C
* [80 mery vienam zondo skydeliui] 58 °C

* [Somatinis varianto priskyrimas] 58 °C
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* [Visikiti]62°C

Procedura

Uzfiksuoti

SMB3 pridékite prie atitinkamo naujos MIDI plok&telés Sulinélio, kaip nurodyta toliau.
* [Aukstos kokybés gDNR] Jpilkite 250 ul SMB3.
* [gDNR, isskirta is FFPE] Jpilkite 62,5 ul SMB3.

Naudodami pipetés rinkinj iki 100 pl aukstos kokybés gDNR arba 25 pl FFPE, kiekvieng sutelkta biblioteka
i 96 Sulinéliy PGR plokstelés perkelkite j atitinkama naujos MIDI plokstelés Sulinél].

UZsandarinkite plokstele ir 4 min. purtykite 1 200 aps./min. greiciu.

Jei pasitaiko pursly, trumpai centrifuguokite plokstele.

Susiety biblioteky plokstele uzdékite ant MIDI kaitinimo bloko jdéklo ant mikroméginiy inkubatoriaus po EEW
mégintuvéliu, uzdarykite dangtelj ir 15 min. inkubuokite tinkamoje temperaturoje:

[FFPE] 58 °C
* [80 mery zondo skydelis] 58 °C
[

Somatinis varianto priskyrimas] 58 °C

* [Visikiti] 62 °C

ISimkite susiety biblioteky plokstele ir 30 sek. centrifuguokite 280 x g.

Nedelsdami uzdékite ant PGR plokstelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).
[AuksStos kokybés gDNR] Pipetés rinkiniu iki 200 ul pasalinkite ir iSmeskite visus supernatantus is
kiekvieno Sulinélio, nepazeisdami granuliy ploksteliy.

[IS FFPE iSgautas gDNA] Pipetés rinkiniu iki 90 pl pasalinkite ir iSmeskite visus supernatantus i$ kiekvieno
Sulinélio, nepazeisdami granuliy ploksteliy.

10. PaSalinkite ir iSmeskite visg likusj supernatanta.

Plovimas

1.

Nuimkite nuo magnetinio stovo.

2. kalbms [Aukstos kokybés gDNR] Greitai iSimkite EEW i§ mikroméginiy inkubatoriaus ir j kiekvieng Sulinélj
jpilkite 200 pl.

3. [gDNR, iSgauta iS FFPE] Greitai iSimkite EEW i§ mikroméginiy inkubatoriaus ir j kiekvieng sulinélj jpilkite
50 pl.

4. Nepanaudotg EEW grazinkite j mikroméginiy inkubatoriy ir toliau Sildykite.
UZsandarinkite plokstele ir 4 min. purtykite 1800 aps./min. greiciu.

6. Méginiy plokstele uzdékite ant MIDI kaitinimo bloko jdéklo ant mikroméginiy inkubatoriaus po EEW
mégintuvéliu, uzdarykite dangtelj ir 5 min. inkubuokite atitinkamoje temperaturoje:
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FFPE] 58 °C

80 mery zondo skydeliai] 58 °C

Somatinis varianto priskyrimas] 58 °C

[
[
[
* [Visos kitos plokstelés] 62 °C
7. Nedelsdami uzdékite ant PGR plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).

8. Pipete, nustatytaj 200 pl aukstos kokybés gDNR, arba 50 ul FFPE, pasSalinkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

9. 1-8 veiksmus pakartokite du kartus, jei buvo trys plovimai.

Perkeélimo plovimas

1. Nuimkite nuo magnetinio stovo.

2. [Aukstos kokybés gDNR] Greitai iSimkite EEW i$ mikromeéginiy inkubatoriaus ir j kiekvieng Sulinélj jpilkite
200 pl.

3. [gDNR, iSgauta is FFPE] Greitai iSimkite EEW i mikroméginiy inkubatoriaus ir j kiekvieng Sulinélj jpilkite
50 pl.

4. UZsandarinkite plokstele ir 4 min. purtykite 1 800 aps./min. grei€iu. Jei yra pursly, sumazinkite greitj iki 1 600
aps./min.

5. Resuspenduotg granuliy tirpalg perkelkite j naujg MIDI plokstele.
Dalis meginio gali likti Sulinéliuose.

A DEMESIO!

Reagento perkélimas sumazina liekamyjy reagenty, galin€iy slopinti galutinés PGR, perkélima.
6. Susietybiblioteky plokstele uzdékite ant MIDI kaitinimo bloko jdéklo ant mikroméginiy inkubatoriaus po
mégintuvéliu, uzdarykite dangtelj ir 5 min. inkubuokite atitinkamoje temperaturoje:
FFPE] 58 °C

80 mery zondo skydeliai] 58 °C

Somatinis varianto priskyrimas] 58 °C

Visi kiti] 62 °C

[
[
[
I
7. Nedelsdami uzdékite ant MIDI plok§tés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).

8. Naudodami pipetés rinkinjiki 200 ul auks$tos kokybés gDNR arba 50 pl FFPE pasalinkite ir i$ kiekvieno
Sulinélio iSmeskite visus supernatantus.

9. Centrifuguokite plokstele280 x g 30 sek.
10. Padékite ant MIDI plokStés magnetinio stovo 10 sek.
11. Likusiam skysciui i§ kiekvieno Sulinélio paSalinti ir iSmesti naudokite 20 pl pipete.

12. Nedelsdami eikite j Eliutas 45 psl. “, kad iSvengtuméte per didelio granuliy dziovinimo ir bibliotekos iSeigos
praradimo.

Dokumento Nr. 200038118 v00 44872

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



JIllumina DNA Prep with Enrichment Dx" paketo intarpas illumina

Eliutas
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Norédamiparuosti eliuavimo pagrindinj misinj, sumaisykite toliau nurodytus tdrius. Kiekvieng turj
padauginkite i§ apdoroty biblioteky skaiciaus.

* EE1(28,5ul)

* HP3(1,5ul)

] turj jtrauktas papildomas reagento perteklius.

ISmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

IS magnetinio stovo iSimkite MIDI plokstele.

| kiekvieng Sulinélj jpilkite 23 ul eliuavimo pagrindinio misinio.

Uzsandarinkite plokstele ir 2 min. purtykite 1 800 aps./min. greiciu.

Inkubuokite plokStele kambario temperatiroje 2 min.

Centrifuguokite 280 x g jéga 30 sek.

Uzdeékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).

21 ul supernatanto perpilkite iS MIDI ploksStelés j atitinkama naujos 96 Sulinéliy PGR plokStelés Sulinél;.

. ISmeskite MIDI plokstele.

. ] kiekvieng Sulinélj, kuriame yra 21 ul supernatantoET2, jpilkite 4 pl.

. Pipete nustatykite j 20 ul ir 1étai laSinkite pipete kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad sumaiSytumeéte.
. UZsandarinkite plokstele ir 10 sek. centrifuguokite 280 x g.

14.

Inkubuokite plokStele kambario temperatiroje 1 min.

Sustiprinti prisodrintg bilioteka

Siame etape naudojama PGR programa prisodrintai bibliotekai sustiprinti.

Eksploatacinés medziagos

EPM (Enhanced PCR Mix)
PPC (PCR Primer Cocktail)
Klijy sandariklis
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ParuosSimas
1. ParuoSkite Sias eksploatacines medziagas:

Elementas Laikymas Instrukcijos

EPM -25°Ciki-15°C  AtSildykite 4 °C temperaturoje arba ant ledo vieng val.
ISmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
Padékite ant ledo.

PPC -25°C—-15°C AtSildykite 4 °C temperatiroje ant ledo vieng val. ISmaiSykite
sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Padékite
ant ledo.

2. Siluminiame cikleryje jradykite $ig AMP programa naudodami atitinkama PGR cikly skaigiy, kuris nurodytas
toliau pateiktoje lenteléje.

* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C.
* Nustatykite 50 ul reakcijos turio verte
* 098°C45 sek.
* (X) ciklai:
* 98°C 30 sek.
* 60°C 30 sek.
* 72°C30sek.
* 72°C5min.
* Laikykite 10 °C temperaturoje.
Bendras veikimo laikas yra ~35 min.

Méginio ir plokstelés tipas (X) Ciklai
FFPE 14
lllumina Egzomy plokstelé (CEX) aukStos kokybés gDNR 10
lllumina FFPE egzomy plokstelé (CEX) 12

Visi kiti méginiai ir plokStelés 121234

T Galima reguliuoti iki 15 cikly mazoms treciyjy Saliy plokstéms, véliau jas optimizuojant. Naudojant FFPE, cikly skaiciy
galima reguliuoti iki 17.

2 Galima reguliuoti iki 17 cikly treciyjy Saliy ploksteléms, kuriose yra tik 500 zondy. Naudojant FFPE, cikly skai¢iy galima
reguliuoti iki 19.

3 Galima koreguoti iki 14 FFPE méginiy cikly.

4 Padidinus PGR cikly skaiciy, FFPE méginiams gali biti taikomas didesnis dublikaty daznis ir mazesni fragmenty
dydziai.
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Procedura

} PPC kiekvieng Sulinélj jpilkite 5 pl.
| EPM kiekvieng Sulinélj jpilkite 20 pl.
Uzsandarinkite plokstele ir 1 min. purtykite 1 200 aps./min. greiciu.

Biblioteky plokstele 10 sek. centrifuguokite 280 x g greiciu.

I N

Biblioteky plokStele padékite ant i§ anksto uzprogramuoto termociklerio ir paleiskite AMP programa.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei sustojate, laikykite 2—-8 °C temperaturoje iki dviejy dieny. Arba palikite ant termociklerio iki 24 valandy.

Pagerintos prisodrintos bibliotekos valymas

Sis veiksmas atliekamas prisodrintai bibliotekai Cleanup Beads i§valyti ir nepageidaujamiems produktams
pasalinti.

Eksploatacinés medziagos

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

e Svieziai paruoStas 80 % etanolis (EtOH)
* Kilijy sandarikliai

* 96 Sulinéliy MIDI plokstelé

* 96 Sulinéliy PGR plokstelé

* MIDI plokStelés magnetinis stovas

Apie reagentus
* Cleanup Beads
* Prie§ kiekvieng naudojimg iSmaiSykite stukuriniu maisytuvu.
* Daznai maiSykite sukuriniu maiSytuvu, kol granulés tolygiai pasiskirstys.

* Dél tirpalo klampumo siurbkite ir dozuokite létai.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.
Elementas Laikymas Instrukcijos

CB Kambario Sukite ir apverskite, kad sumaiSytuméte, kol skyscio spalva taps
temperatura  vienalyté.
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Elementas Laikymas Instrukcijos
RSB 2°Ciki8°C Pasildykite iki kambario temperatiros. ISmaiSykite stkuriniu
maisytuvu.

2. Paruoskite Sviezig 80 % EtOH i$ absoliutaus etanolio.

Procedura

PGR plokstele 10 sek. centrifuguokite 280 x g greiciu.
10 sek. maiSykite CB 3 kartus, tada apverskite.
| CB kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinél; jpilkite 40,5 .

45 plis kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio perpilkite j atitinkama MIDI plokstelés Sulinélj.

1.
2.
3
4
5. UZsandarinkite plokstele ir 1 min. purtykite 1800 aps./min. greiciu.
6. Inkubuokite MIDI plokstele kambario temperatlroje 5 min.
7. Centrifuguokite 280 x g jéga 10 sek.
8. Uzdékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 min.).
9. Pipetés rinkiniu iki 95 pl pasalinkite ir i§ kiekvieno Sulinélio iSmeskite visus supernatantus.
10. Plaukite du kartus taip, kaip nurodyta toliau.
a. Ant magnetinio stovo uzdéje plokstele, jpilkite 200 pl Sviezio 80 % EtOH nemaiSydami.
b. Inkubuokite 30 sek.
c. Nedrumsdami granuliy, paSalinkite ir iSmeskite supernatanta.
11. 5 min. dziovinkite org ant magnetinio stovo.
12. Kol dziovinate oru, 20 pl pipete paSalinkite ir iSmeskite EtOH liku€ius i$ kiekvieno Sulinélio.
13. Nuimkite nuo magnetinio stovo ir RSBj kiekvieng Sulinél; jpilkite 32 pl.
14. Uzsandarinkite plokstele ir 1 min. purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
15. Inkubuokite plokstele kambario temperaturoje 5 min.
16. Centrifuguokite 280 x g jéga 10 sek.
17. Uzdékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 min.).
18. 30 ul supernatanto perpilkite is 96 Sulinéliy MIDI plokstelés j atitinkama naujos PGR plokstelés Sulinélj.

19. I1Smeskite MIDI plokstele.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir ne daugiau kaip 7 dienas jg saugokite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje.
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Patikrinkite prisodrintas bibliotekas

Norédami kiekybiSkai jvertinti dvigrande gDNR jvestj, naudokite fluorescencijos metoda, kuriame naudojami
interkaliuojami daZzai. Venkite budy, kuriais matuojama bendra nukleorugstis, pvz., ,NanoDrop“ ar kity UV

sugeriamumo budy.
1. Vykdykite 1 pl prisodrintas bibliotekas naudodami kiekybinio jvertinimo metoda.

PASTABA Bendras zondo moliSkumas proporcingai veikia bibliotekos iSeigg po sodrinimo.

Tikétis vidutinio 125-235 bp dydzio intarpo ir bibliotekos fragmenty, kuriy dydis svyruoja nuo
~200 bp iki ~1000 bp, paskirstymo.
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Bibliotekas praskieskite iki pradinés koncentracijos

Atlikus §j veiksma bibliotekos atskiedZiamos iki pradinés sekvestavimo sistemos koncentracijos ir tai pirmasis
serijinio skiedimo veiksmas. Praskiedus iki pradinés koncentracijos, bibliotekos yra pasirengusios denataruoti ir
atskiesti iki galutinés apkrovos koncentracijos.

Kad buty galima nustatyti sekg, nepriklausomai nuo naudojamo sodrinimo zondo skydelio, lllumina
rekomenduojama nustatyti abiejy seky serijg su 151 ciklu vienam nuskaitymui (2 x 151) ir 10 cikly vienam indekso
nuskaitymui. Jei norite maziau persidengianciy nuskaitymy ar mazesne grynaja apréptj, galite sekvenuoti iki

2 x 126 arba 2 x 101.

1. ApskaicCiuokite bibliotekos ar sujungty biblioteky molarumo verte naudodami Sig formule.
* Bibliotekoms, kurioms taikomas DNR fragmenty analizatorius, naudokite vidutinj bibliotekos dydj.
* Visiems kitiems kvalifikacijos metodams naudokite 350 bp kaip vidutinj bibliotekos dyd;.

ng /plx 10 ,
- 9 /b = Moliarumas (nM)
660 — xvidutinis bibliotekos dydis (bp)

Pavyzdziui, jei jisy bibliotekos koncentracija yra 20 ng/pul, o vidutinis dydis yra 350 bp, gaunama moliarumo
verté yra 86,58 nM.

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

2. Naudodami moliarumo verte, apskaiciuokite bibliotekos apimtis RSB ir bibliotekga, reikalingg norint atskiesti
bibliotekas iki pradinés jusy sistemos koncentracijos.

Sekos nustatymo Minimalus reikalaujamas . . Galutiné jkélimo koncentracija
. - . Pradiné koncentracija (nM)
sistemos bibliotekos turis (pl) (pPM)
NextSeq 550Dx" 10 2 1,2
.MiSeqDx" 5 4 1
.NovaSeq 6000Dx" 150 (S2) arba 310 1,75 350
(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM yra pradiné koncentracija, kai galutiné apkrovos koncentracija yra 350 pM. Jei
reikia, pakoreguokite galuting apkrovos koncentracijg naudodami toliau pateiktg lentele.

Galutiné jkélimo koncentracija (pM) Bibliotekos koncentracija (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
300 1,50
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Galutiné jkélimo koncentracija (pM) Bibliotekos koncentracija (nM)
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Atskieskite bibliotekas RSB:

* Bibliotekos, kiekybiskai jvertintos kaip daugialypis biblioteky telkinys — Atskieskite telkinj iki pradinés
jusy sistemos koncentracijos.

* Bibliotekos, kiekybiskai jvertintos individualiai — Atskieskite telkinj iki pradinés jusy sistemos
koncentracijos. ] mégintuvélj jpilkite po 10 pl kiekvienos atskiestos bibliotekos, kad buty sukurtas
daugialypis bibliotekos telkinys.

4. Laikykités denaturacijos ir sistemos atskiedimo instrukcijy, kad atskiestuméte iki galutinés koncentracijos.
* Sistemos ,NextSeq 550Dx" zr. ,NextSeq 550Dx Sequencing Preparation”51 psl.
* Apie ,MiSeqDx" sistema zr. ,Paruosimas MiSeqDx sekvestavimui 53 psl.

* Apie ,NovaSeq 6000Dx" sistemg zr. ,,,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo paruosimas 54 psl.

Galutinés jkrovos koncentracijos yra pradinis tadkas ir bendrosios gairés. Optimizuokite savo darbo eigos ir
kiekybinio jvertinimo metodo koncentracijas vélesniems seky serijoms arba srauto Igsteliy titravimui.

.NextSeq 550Dx Sequencing Preparation”

Norédami sekvenuoti ,NextSeq 550Dx" sekvestavimo sistemg, vadovaukités toliau pateiktomis biblioteky
denaturavimo ir skiedimo instrukcijomis.

Eksploatacinés medziagos

* HT1 (hibridizacijos buferinis tirpalas)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Paruosimas

Paruoskite naujg 0,2N NaOH skiedinj denatlruotoms bibliotekoms sekai nustatyti. Kad nedidelés laSinimo pipete
klaidos nepaveikty galutinés NaOH koncentracijos, tam yra paruostas papildomas turis.

A DEMESIO!

SvieZiai atskiestas 0,2N NaOH yra bitinas denatiracijos procesui. Netinkamas denatiravimas gali
sumazinti iseiga.
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1. Paruoskite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas  Laikymas Instrukcijos
HT1 -25°Ciki-15°C  AtSildykite kambario temperatiroje. Laikykite 2 °C-8 °C temperaturoje
arba ant ledo, kol busite pasirenge atskiesti denaturuotas bibliotekas.
2. Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifuginiame mégintuvélyje, kad paruostumeéte naujg NaOH skiedinj:
* Laboratorinis vanduo (800 ul)
* TN NaOH (200 pl)
Rezultatas yra 1 ml 0,2N NaOH.
Mégintuvélj keletg karty apverskite, kad susimaisyty.
4. Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifuginiame mégintuvélyje, kad paruostumeéte 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Laboratorinis vanduo (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Rezultatas yra 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

PASTABA Laikykite mégintuvélj uzdengta. évieéia skiedinj suvartokite per 12 val.

Denaturuotos biblioteka

1. Sumaisykite Siuos bibliotekos turius ir Svieziai atskiestg 0,2N NaOH mikrocentrifuginiame meégintuvélyje.
* 10 pl biblioteka
* 10 ul0,2N NaOH
2. TrumpaiiSmaisSykite ir 1 min. centrifuguokite 280 x g.
Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.
Ipilkite 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Denaturuoty biblioteky skiedimas iki 20 pM

1. ] denatlruoty biblioteky mégintuvélj jpilkite 970 pl i§ anksto paruosto HT1.
Gaunama 20 pM denatlruota biblioteka.

2. TrumpaiiSmaisykite ir 1 min. centrifuguokite 280 x g.

3. 20 pM bibliotekas padékite ant ledo, kol busite pasiruoSe pereiti prie galutinio skiedimo.

Biblioteky praskiedimas iki jkélimo koncentracijos.

1. Pridékite toliau nurodytus turius, kad atskiestuméte denaturuotg 20 pM bibliotekos tirpalg iki 1,2 pM.
* Denaturuotas bibliotekos tirpalas (78 pl)

* |pilkite i§ anksto atvésinto HT1 (1222 pl)
Bendras turis yra 1,3 ml esant 1,2 pM.
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Apverskite, kad sumaiSytuméte, tada jjunkite centrifuga.

3. Pereikite prie sekvenavimo. Instrukcijas rasite ,NextSeq 550Dx" instrumenty informaciniame vadove
(dokumento Nr. 1000000009513) ir ,Local Run Manager” DNR generuoti FASTQ Dx Workflow Guide for
NextSeq 550Dx" (dokumento Nr. 200015671) arba ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on
NextSeq 550Dx Application User Guide” (dokumento Nr. 200025238).

Paruosimas MiSeqDx sekvestavimui

Norédami sekvenuoti ,MiSeqDx" sekvenavimo sistemg, naudokite toliau pateiktas instrukcijas bibliotekoms
denaturuoti ir atskiesti.

Eksploatacinés medziagos
* HT1 (hibridizacijos buferinis tirpalas)

* 1N NaOH

Paruosimas

Paruoskite naujg 0,2 N NaOH skiedinj denatlruotoms bibliotekoms sekai nustatyti. Kad nedidelés laSinimo
pipete klaidos nepaveikty galutinés NaOH koncentracijos, tam yra paruostas papildomas turis.

A DEMESIO!

Svieziai atskiestas 0,2N NaOH yra biitinas denatiiracijos procesui. Netinkamas denatiiravimas gali
sumazinti iSeiga.
1. Paruoskite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

HT1 -25°Ciki-15°C AtSildykite kambario temperatiroje. Laikykite 2 °C-8 °C
temperaturoje arba ant ledo, kol busite pasirenge atskiesti
denaturuotas bibliotekas.

2. Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifuginiame mégintuvélyje, kad paruostuméte naujg NaOH skiedinj:
* Laboratorinis vanduo (800 pl)

* 1N NaOH (200 pl)
Rezultatas yra 1 ml 0,2N NaOH.

PASTABA Laikykite mégintuvélj uzdengta. SvieZig skiedinj suvartokite per 12 val.

Denaturuojama 4 nM biblioteka

1. Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifugos mégintuvélyje:

* 4 nM biblioteka (5 pl)
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* 0,2N NaOH (5 pl)
2. TrumpaiiSmaisykite ir 1 min. centrifuguokite 280 x g.
3. Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.

4. ) mégintuveélj, kuriame yra denatlruota biblioteka, jpilkite 990 pul iS anksto paruosto HT1.
Rezultatas yra 1 ml 20 pM denaturuota biblioteka.

Denaturuojamos bibliotekos skiedimas iki 20 pM

1. Atskieskite iki norimos koncentracijos toliau nurodytais turiais.

Koncentracija 6 pM 8 pM 10 pM 11 pM 12 pM 15 pM 20 pM
20 pM biblioteka 180l 240l 300pl 330l 360ul 450l 600 pi
I$ anksto atvésinta HT1 420l 360l 300pl 270l 240pl 150 Ol

2. Apverskite, kad sumaiSytumeéte, tada jjunkite centrifuga.

3. Pereikite prie sekvenavimo. Instrukcijas zr. ,MiSeqDx" prietaiso informacinis vadovas, skirtas 4 v. MOS
sistemai (dokumento Nr. 1000000157953) ir ,MiSeqDx" vietinio vykdymo vadovo DNR generuoti FASTQ Dx
darbo eigos vadovg (dokumento Nr. 200015661).

,NovaSeq 6000Dx"“ sekvenavimo paruoSimas

Norédami sekvenuoti ,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo sistemoje, vadovaukités toliau pateiktomis biblioteky
denaturavimo ir skiedimo instrukcijomis.

Eksploatacinés medziagos

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* ,NovaSeq 6000Dx" bibliotekos mégintuvélis

Paruosimas

Paruoskite naujg 0,2N NaOH skiedinj denaturuotoms bibliotekoms sekai nustatyti. Kad nedidelés lasinimo pipete
klaidos nepaveikty galutinés NaOH koncentracijos, tam yra paruostas papildomas tiris.

A DEMESIO!

Svieziai atskiestas 0,2N NaOH yra bitinas denatiracijos procesui. Netinkamas denatiravimas gali
sumazinti iSeiga.
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1.

3.

Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifuginiame mégintuvélyje, kad atskiestuméte 1N NaOH iki 0,2N NaOH:
lentelé 4 S2rezimas

Dviejy pratekamuyjy kiuveciy tiris

Reagentas Vienos pratekamosios kiuvetés turis (ul) W)
Laboratorinis 40 80
vanduo

1N NaOH atsargos 10 20

Dél Siy tdriy vienos pratekamosios kiuvetés susidaro 50 pl 0,2N NaOH, o dviejy pratekamuyjy lgsteliy — 100 pl
0,2N NaOH.

lentelé 5 S4rezimas

Dviejy pratekamuyjy kiuveciy tiris

Reagentas Vienos pratekamosios kiuvetés tiris (ul) W)
Laboratorinis 80 160
vanduo

1N NaOH atsargos 20 40

Dél Siy tdriy vienos pratekamosios kiuvetés susidaro 100 pl 0,2N NaOH, o dviejy pratekamuyjy lgsteliy — 200
Ml 0,2N NaOH.

Kelis kartus apverskite, kad sumaiSytumete, arba kruopsciai iSmaiSykite.

Sumaisykite Siuos turius mikrocentrifuginiame mégintuvélyje, kad paruostuméte 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.
* Laboratorinis vanduo (600 pl);

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

Rezultatas yra 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

PASTABA Laikykite mégintuvélj uzdengta. évieéia skiedinj suvartokite per 12 val.

Sukurkite normalizuoty biblioteky telkinj

Jkélimo koncentracija atsizvelgiant j bibliotekos parengimo kiekybinio jvertinimo ir normalizavimo metodus.

Norédami normalizuoti bibliotekas iki tinkamos koncentracijos ir tada kaupti, vadovaukités toliau pateiktomis
instrukcijomis. Bibliotekas, esancias sekoje toje pacioje pratekamojoje kiuvetéje, reikia sujungtij vieng
normalizuotg telkinj.

PASTABA Maksimalus méginiy, kuriuos galima apdoroti vienoje juostoje naudojant ,lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx“ rinkinys skaigius yra 192. Si riba atsiranda dél bendro UD indeksy
skaiciaus A ir B rinkiniuose.
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Normalizuoti bibliotekas telkimui

1. Reikiamg bibliotekos koncentracijg nustatykite pagal pageidaujamg galutinio jkélimo koncentracijg.
* Norint, kad galutiné jkrovos koncentracija buty 350 pM, reikia sutelkti bibliotekos koncentracijg 1,75 nM.
* Norédami nustatyti susietos bibliotekos koncentracijg kitai galutinés jkrovos koncentracijai, zr.
Bibliotekas praskieskite iki pradinés koncentracijos 50 psl.

2. Normalizuokite bibliotekas iki pageidaujamos sujungtos bibliotekos koncentracijos, naudodami 10 mM Tris-
HCI, pH 8,5.
Norédami gauti pagalbos atskiedant bibliotekas iki tinkamos koncentracijos, zr. lllumina interneto svetainéje
esantj telkimo skaiciuotuva.

Rekomenduojamos jkélimo koncentracijos

Optimali DNR jkelimo koncentracija priklauso nuo bibliotekos tipo ir jterpimo dydzio. Bibliotekoms, > 450 bp, gali
prireikti didesnés apkrovos koncentracijos.

Sutelkti normalizuotas bibliotekas ir pridéti papildoma PhiX kontrole

1. Sujunkite atitinkama kiekvienos normalizuotos bibliotekos turj j naujg mikrocentrifugy mégintuvélj, kad buty
pasiektas vienas is Siy galutiniy turiy:

Rezimas Galutinis taris (pl)
S2 150
sS4 310

2. [Pasirinktinai] nedenaturuoto PhiX> 1 % priemaisa, kaip nurodyta toliau.
a. Praskieskite 10 nM PhiX iki 2,5 nM, naudodami 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. ] nedenaturuotos bibliotekos telkinio vamzdel;j jpilkite atitinkamai 2,5 nM PhiX tlrio nedenaturuotos
bibliotekos telkinio.

Rezimas Nedenaturuotas 2,5 nM PhiX (pl) Nedenaturuotas bibliotekos telkinys (pl)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Kai piking PhiX, 1 % yra rekomenduojama suma gerai subalansuoty biblioteky. Nedidelés jvairovés
bibliotekoms gali prireikti daugiau. Norédami naudoti ,PhiX" valdiklj su nedidelés jvairovés bibliotekomis,
kreipkités j lllumina techninés pagalbos tarnyba.

Denaturuotos bibliotekos telkinys ir pasirenkama PhiX kontrolé

1. Jpilkite 0,2N NaOH j nedenaturuotos bibliotekos telkinio ir pasirenkamojo PhiX megintuvélj, kaip nurodyta
toliau.
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GoR e

Pratekamoji Nedenatiruotas biblioteky telkinys .
) . 0,2N NaOH Gaunamas turis
kiuveté (ui)
S2 37 150 187 plarba 187,9 pl su
PhiX
S4 77 310 387 pl arba 388,9 pl su
PhiX

UZzdarykite dangteliu ir trumpai pamaisykite stikuriniu maisytuvu.
Centrifuguokite 280 x g iki 1 min.

Norédami denaturuoti inkubuokite 8 min. kambario temperaturoje.
Norédami neutralizuoti, jpilkite 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

Rezimas 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (pl) Gaunamas turis
S2 38 225 ularba 225,9 ul su PhiX
S4 78 465 pl arba 466,9 Jl su PhiX

Uzdarykite dangteliu ir trumpai pamaisykite sukuriniu maisytuvu.
Centrifuguokite 280 x g iki 1 min.

illumina

Perkelkite visg denaturuotos bibliotekos arba denaturuotos bibliotekos ir PhiX tarj j ,NovaSeq 6000Dx"

bibliotekos vamzdel;.

Pereikite prie sekvenavimo. Instrukcijas zr. ,NovaSeq 6000Dx" prietaiso gaminio dokumentacijoje
(dokumento Nr. 200010105) ir ,,DRAGEN", kur ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx", skirta ,NovaSeq

6000Dx" (dokumento Nr. 200014776).
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TrikCiy salinimas

illumina

Naudokités Sia lentele darbo eigos problemoms 3alinti. Jei sekvenavimo serija arba bibliotekos paruoSimas
méginiui nepavyksta du kartus, gali prireikti atlikti papildoma trik¢iy Salinima. Kreipkités j lllumina techninés

priezitros skyriy.

Stebéjimas

Sekvestavimas
nepraeina vykdymo
kokybés kontrolés
Specifikacijos

FASTQ generavimo
arba bendrosios
sekvestavimo
sistemos klaidos
(pvz., tinklo klaidos,
klaidy

jdéjimo / iSémimo
reagenty ir kt.)

Galima
priezastis
Naudotojo
arba
laboratorijos
jrangos klaida
tyrimo darbo
eigoje

Prietaiso
problema

Programinés
jrangos arba
instrumento
problema
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Rekomenduojama Veiksmas

Patikslinkite prisodrintas bibliotekas, kad buty uztikrintas tinkamas
bibliotekos iSeigos ir fragmenty dydzio pasiskirstymas. Pakartokite
bibliotekos paruosima atlikdami vieng i$ Siy veiksmy, priklausomai
nuo to, kur jvyko jtariamas naudojimas ar jrangos klaida. Jei
nezinoma arba jvyko kity klaidy, kreipkités j lllumina techninés
pagalbos tarnyba, kad pasalintuméte vykdymo klaidas.

« Sudaryti pakartotines bibliotekos sekas. Zr. ,NextSeq 550Dx
Sequencing Preparation”51 psl.Paruosimas MiSeqDx
sekvestavimui 53 psl.“ arba ,,,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo
paruosimas 54 psl.

« Pakartotinai sodrinti bibliotekas. Zr. Hibridizuoti zondus 38 psl.
« Bibliotekos parengima pradékite nuo darbo eigos pradzios. Zr.
Naudojimo instrukcija 22 psl..

Kreipkités j lllumina techninés prieziuros skyriy.

Informacijos apie analize ieSkokite modulyje, programos vadove
arba zr. ,NextSeq 550Dx" prietaiso informacinis vadovas
(dokumento Nr. 1000000009513), ,,MiSeqDx" prietaiso informacinis
vadovas, skirtas 4 v. MOS sistemai (dokumento Nr.
71000000157953) arba NovaSeq 6000Dx prietaiso gaminio
dokumentacijg (dokumento Nr. 200010105).

Dél papildomos pagalbos kreipkités j lllumina techninés pagalbos
tarnyba.
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Stebéjimas Garlirvna . Rekomenduojama Veiksmas
prlezastls

DNR biblioteka Nepatenkinti  Uztikrinkite tinkamg méginio jvest;j ir pakartokite bibliotekos

nesukuria méginio paruosima.

pakankamos iSeigos jvesties Zr. Rekomendacijo dél méginio jvesties 18 psl.

sekos nustatymui reikalavimai

ketti Tyrimo darbo  Pakartokite bibliotekos paruosima atlikdami vieng i$ Siy veiksmy,
eigoje priklausomai nuo to, kur jvyko jtariamas naudojimas ar jrangos
naudojimo klaida. Jei nezinoma arba jvyko kity klaidy, kreipkités j lllumina
arbajrangos  techninés pagalbos tarnybg, kad pasalintuméte vykdymo klaidas.
klaida

« Sudaryti pakartotines bibliotekos sekas. Zr. ,NextSeq 550Dx
Sequencing Preparation”51 psl.Paruosimas MiSeqDx
sekvestavimui 53 psl.” arba ,,,NovaSeq 6000Dx" sekvenavimo
paruosSimas 54 psl.

« Pakartotinai sodrinti bibliotekas. Zr. Hibridizuoti zondus 38 psl.
« Bibliotekos parengima pradékite nuo darbo eigos pradzios. Zr.
Naudojimo instrukcija 22 psl.

Nepatenkinti  Uztikrinkite tinkamg sodrinimo zondo skydelj ir pakartokite

sodrinimo bibliotekos paruosima.

zondo Zr. Prisodrinimo zondo plokstelés reikalavimai1 psl.
skydelio

reikalavimai

Veikimo charakteristikos

Nasumas su viso egzomo plokstelémis

Egzamino plokstelés veikimas buvo patikrintas naudojant maziausig (50 ng) ir didZiausig (1 000 ng)
rekomenduojamag Coriell Igsteliy linijos gDNA NA12878 jvestj su Zinomu tiesos rinkiniu gemlino variantui aptikti
(Coriell Platinum genome). Reprezentatyvioms plokSteléms buvo naudojama 1 egzomo plokstelé (45 Mb) ir 2
egzomo plokstelé (36,8 Mb). 24 techniniai kartotiniai méginiai buvo tiriami per ,lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx" tyrimg naudojant 1 egzomo plokstele (45 Mb) dviem 12 pleksy sodrinimo reakcijomis. 12
techniniy pakartojimy buvo tiriami per ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ tyrimg naudojant 2 egzomo
plokstele (36,8 Mb) vienoje 12 pleksy sodrinimo reakcijoje. Prisodrintos bibliotekos buvo sekvenuotos ,NextSeq
550Dx" sekvestavimo sistemoje su DNR generavimasFASTQ Dx ,Local Run Manager” moduliu.

Toliau pateiktoje lenteléje rodomos su kiekviena plokstele tirty techniniy kartotiniy méginiy antrinés sekos ir
varianto priskyrimo naSumo metrikos vidutinés vertés.
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lentelé 6 Tyrimo rezultatai su dviem visos egzomos plokStelémis

UZpildytas
. .. Fragmento
' unikalus Aprépties i SNV SNV Intarpo Intarpo
Skydelis i . ilgio . X . . R X
skaitymo vienodumas . atSaukimas’ tikslumas? atSaukimas’ tikslumas?
., mediana
sodrinimas
1egzomo 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
plokstelé
(45 Mb)
2egzomy 93% 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
plokstelé
(36,8 Mb)

TAtSaukimas = pozityvis / (tikrieji teigiami + klaidingi neigiami)
2Tikslumas = tikrieji teigiami / (tikrieji teigiami + klaidingi teigiami)

Aptikimo riba

»Horizon HD799" DNR atskaitos standartas buvo naudojamas aptikimo ribai patikrinti. HD799 susideda is$
saikingai pazeistos formalinu apdorotos DNR, kurios Zinomi aleliniai daZniai yra nuo 1 % iki 24,5 %. Buvo
naudojama maziausia rekomenduojama DNR jvestis (50 ng) ir jvertintas SNV, kuriy aleliy daznis = 5,0 %,
aptikimo daznis (VAF). 16 techniniy pakartojimy buvo tiriami atliekant ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx"
tyrima, naudojant FFPE darbo eigg, prisodrintg 16 (1 plekso) sodrinimy pan-vézio sodrinimo skydeliu (1,94 Mb) ir
sekvenavus ,NextSeq 550Dx" prietaisu su DNR generavimasFASTQ Dx moduliu.

Visi méginiai atitiko plokstelés specifinius méginiy veiksmingumo reikalavimus, kaip parodyta toliau pateiktoje
lenteléje.

lentelé 7 Méginio naSumas aptikimo ribai

. SNV svyravimo aptikimo daznis = Vidutinis
Skydelis L X
5,0 % VAF Aprépties vienodumas
Vézio sodrinimo grupé (1,94 100 % 99 %

Mb, 523 genai)

Trukdanciosios medziagos

Potencialiy trukdanciyjy medziagy poveikis vertintas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx"” analizuojant
tyrimo veiksminguma esant tokioms medziagoms.

Trukdziai ,Whole Blood*“

Acetaminofenas (eksogeninis junginys, vaistas), kreatininas ir trigliceridai (endogeniniai metabolitai) buvo istirti
jsiurbiant juos j viso Zzmogaus kraujo meginius prie§ DNR ekstrahavima. Siekiant jvertinti kraujo paémimo
(trumpo paémimo) trukdzius, EDTA taip pat buvo pridéta j visos sudéties kraujo méginius. Be to, norint jvertinti
méginio paruosimo trukdzius, molekulinés klasés etanolis buvo jstumtas j DNR, iSgautg i$ viso kraujo.
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Toliau pateiktoje lenteléje parodytos kiekvieno interferento tyrimo koncentracijos.

lentelé 8 Potencialiai trukdan&ios medziagos ir koncentracijos, istirtos visos sudéties kraujyje
Tiriama medziaga Tyrimo koncentracija
Acetaminofenas 15,6 mg/dl*

Tai yra tris kartus didesné koncentracija, nei tikétasi po
terapinés vaisto dozés.

Kreatininas 15 mg/dI*

Didziausia stebima koncentracija gyventojy populiacijoje.
Trigliceridai 1,5 g/dI*

DidZiausia stebima koncentracija gyventojy populiacijoje.
EDTA 6 mg/ml

Tris kartus didesné koncentracija, nei tikétasi kraujyje,
surinkta EDTA mégintuvéliuose.

Molekulinés klasés etanolis 15 % v/v
Eliuate po DNR ekstrakcijos.

*Pagal CLSI EP37-ED1:2018

Vienai trukdanciai medziagai atliekant ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ tyrimg buvo istirti astuoni
techniniai pakartojimai, prisodrinti 1 (45 Mb) egzomo plokstele viename (12 pleksy) sodrinime, o po to
sekvenuota ,NextSeq 550Dx" prietaisu su DNR generavimasFASTQ Dx moduliu.

Tirty medziagy atveju visi 12 méginiy atitiko méginiy veiksmingumo reikalavimus ir nebuvo pastebéta jokiy
trukdziy tyrimo veikimui.

Trukdziai FFPE audiniuose

Du gaubtinés ir tiesiosios Zarnos FFPE méginiai buvo tiriami esant 0,1 mg hemoglobino 10 um FFPE skyriuje ir jo
nesant, kad buty parodytas blogiausias 50 % FFPE audiniy méginio uzter§imo auk$to hemoglobino lygio krauju
scenarijus. Méginiai buvo tiriami per ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx"“ tyrimg, naudojant 1 (1,94 Mb) vézio
sodrinimo ploksStele kaip reprezentacine plokstele vieno plekso sodrinime. Prisodrintos bibliotekos tada buvo
sekvenuotos ,NextSeq 550Dx" prietaisu su DNR generavimasFASTQ Dx moduliu. Visi méginiai atitiko méginio
veiksmingumo reikalavimus ir buvo jrodyta, kad hemoglobinas netrukdo tyrimo veikimui.

Norint jvertinti méginio paruosimo trukdzius, du egzogeniniai junginiai buvo jsodinti j DNR, iSgautg i$ Slapimo
puslés vézio FFPE audinio méginio. IStirtos egzogeninés medziagos yra ekstrahavimo tirpalai, dazniausiai
naudojami DNR ekstrahavimo proceso metu, ir yra iSvardytos su tirtais kiekiais Sioje lenteléje.

Bandomuyjy medziagy tirpalai yra parduodami kolonélése esanciuose DNR izoliavimo rinkiniuose.

lentelé 9 Galimai trukdancios egzogeninés medziagos ir koncentracijos, istirtos FFPE

Tiriama medziaga Tyrimo koncentracija (ul / 30 pl eluato)
Deparafinizacijos tirpalas 113 x107°

AW?2 plovimo buferinis tirpalas 0,417
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Vienai trukdanciai medziagai atliekant ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ tyrimg buvo istirti astuoni
techniniai pakartojimai, prisodrinti prieSvéziniu sodrinimo skydeliu (1,94 Mb) vienu sodrinimu, o po to
sekvenuota ,NextSeq 550Dx" prietaisu su DNR generavimasFASTQ Dx moduliu.

Abiejy tirty medziagy atveju visi asStuoni méginiai atitiko méginiy veiksmingumo reikalavimus ir nebuvo
pastebéta jokiy trukdziy tyrimo veikimui.

KryZminé tarsa

LCoriell Cell Line” gDNR NA12878 (moterys, 10 méginiy), ,,Coriell Cell Line* gDNR NA12877 (vyrai, 12 méginiy) ir
jokiy Sablony valdikliy (NTC, 2 méginiai) per ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimg buvo istirtos
naudojant Sachmaty lentos principu iSdéstytg plokstele. Visiems méginiams buvo naudojama didziausia (1 000
ng) gDNR jvesties rekomendacija kaip griez&iausia méginio kryzminio uzterS§imo vertinimo sglyga. Bandymus du
kartus atliko du atskiri operatoriai. 1 egzomo plokstelé (45 Mb) buvo naudojama 12-0s pleksy sodrinimo
reakcijoms. Prisodrintos bibliotekos buvo sekvenuotos ,NextSeq 550Dx" su DNR generavimasFASTQ Dx.
Vertinimas buvo atliktas jvertinus konkreciai vyry Y chromosomos apréptj motery meéginiuose, lyginant su visos
motery méginiy plokstelés foniniu lygiu ir NTC méginiy indekso pateikimu.

lentelé 10 Kryzminio uzterSimo rezultatai

Motery méginiai, kuriuose vyry Y chromosomos apreéptis
yra < 3x pradinio jvertinimo triukSme

100 % < 0,0005 %

Indekso atvaizdavimas NTC
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DRAGEN, skirta ,lllumina DNA Prep with EnrichmentDx
Application Performance”

DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ ,NovaSeq 6000Dx" programos veikimo
charakteristikos pateikiamos ,NovaSeq 6000Dx" instrumenty pakuotes lapelyje (dokumento Nr. 200025276).

DRAGEN, skirtas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ ,NextSeq 550Dx" pateikia tas pacias antrinés analizés
darbo eigas kaip ir ,NovaSeq 6000Dx" programa, jskaitant Sias tris darbo eigas: FASTQ generavimas, FASTQ ir
VCF generavimas gemalo varianty aptikimui ir FASTQ bei VCF generavimas somatiniy varianty aptikimui.

Palyginamos antrinés analizés rezultatai gauti i$ to paties bibliotekos paruosimo, sekvenuoto abiejose
platformose. ,Coriell Cell Line” gDNR méginiy svyravimo aptikimo daznis (lentelé 11) ir daznio sutaptis (pav. 1)
buvo jvertinti naudojant reprezentatyvy tyrima, skirtg uzklausti jvairius genus, apimancius 1970 505 bazes

(9 232 taikinius) visose 23 Zmogaus chromosomose. Buvo istirti astuoni platininio genomo DNR méginiai,
septyni kartotiniy méginiy po Sesis (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) ir
vienas (NA12881) kartotiniy méginiy po penkis (zr. pav. 1). Bibliotekos buvo sujungtos po tris tyrimus su
.NovaSeq 6000Dx “ir ,NextSeq 550Dx" instrumentais, o varianto priskyrimas buvo atliktas naudojant FASTQ ir
VCF generavima ,Gemline" varianty aptikimo analizés darbo eigai ,,DRAGEN", skirtai ,lllumina DNA Prep su
Enrichment Dx" programa.

Remiantis stipria ,NovaSeq 6000Dx" ir ,,NextSeq 550Dx" instrumenty pritaikymo naSumo koreliacija, ,,NovaSeq
6000Dx” instrumenty pakuotés informaciniame lapelyje (dokumento Nr. 200025276) pateiktos su antrine
analize susijusios veiksmingumo charakteristikos taip pat laikomos taikytinomis DRAGEN, skirtas ,lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx" programoje ,NextSeq 550Dx".

lentelé 11 Programos efektyvumas — SNV, jterpimy ir iStrynimy svyravimo aptikimo sparta

Skvdelis .NovaSeq"“ 6 000Dx svyravimo .NovaSeq“ 550Dx svyravimo
v aptikimo daznis aptikimo daznis
.Pan-genome” skydelis 99,9 % 99,9 %
(1,97 Mb, 9 232 tikslai, 23 val.)
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pav.1 ,NovaSeq 6000Dx"ir,NextSeq 550Dx" serijos kintamyjy daznio palyginimas su ,DRAGEN" IDPE Dx
programos analizei
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Priedas: ,lllumina“ UD indeksy adapterio sekos

Sie unikalis dviejy (UD) indeksy adapteriai yra i$déstyti ploksteléje, kad bty laikomasi rekomenduojamos
poravimo strategijos. Indekso adapteriai yra 10 baziy ilgio, o ne tipiSky astuoniy baziy.

1rodyklé (i7) Adapteriai

CAAGCAAGAGAGGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGCTCGG

2 rodyklé (i5) Adapteriai
AATGATACGGGACCACCGATCTACAC [15] TCGTGGGGGGGGGGGGGGKGKGTKKGKGKGGKKGKGGKAKTAS
Toliau nurodyta seka naudojama 1ir 2 nuskaitymo adapterio apkarpymui.

CTGTCTTACACATCT

A plokstelés / 1 rinkinio indekso adapteriai

Indekso pavadinimas i7 adapterio pagrindai i5 adapterio pagrindai

UDP0O001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG

UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA

UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT

UDP0O004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG

UDP0O005 TAATCICGTC ACATTATCCT

UDP0006 GCGCGATGTIT GTCCACTTGT

UDP0O007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
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Indekso pavadinimas

UDPO008
UDPO009
UDPO010
UDPOOM

UDP0012
UDPO0013
UDP0O014
UDP0015
UDPO0016
UDP0017

UDPO0018
UDPO0019
UDP0020
UDP0021

UDP0022
UDP0023
UuDP0024
UDP0025
UDP0026
UDPO0027
UDP0028
UDP0029
UDPO030
UDPO0031

UDP0032
UDPO0O033
UDP0034
UDPO0035
UDPO0036
UDP0O037

i7 adapterio pagrindai

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGGGCTG

GCGAGTTACC

TACGCGGT

GTCGATTACA

Dokumento Nr. 200038118 v0OO

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.

i5 adapterio pagrindai

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAGAS

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

illumina
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Indekso pavadinimas

UDPO0038
UDPO0039
UDP0040
UDP0041

UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDPO0049
UDP0050
UDPO051

UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO055
UDPO0056
UDPO057
UDP0058
UDP0059
UDPO0O060
UDPO0061

UDP0062
UDPO0063
UDP0064
UDPO0065
UDP0066
UDP0O067

i7 adapterio pagrindai

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGATGG

TGGCTCGCAG

TAGATAAKAS

TAATGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAAKAGTGTTAS

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

Dokumento Nr. 200038118 v0OO

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.

i5 adapterio pagrindai

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

illumina
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Indekso pavadinimas

UDPO0068
UDP0069
UDP0O070
UDPO071

UDP0072
UDP0073
UDP0O074
UDPO0075
UDPO0076
UDPO077
UDPO0078
UDPO0079
UDPO0080
UDPO0081

UDP0082
UDPO0083
UDP0084
UDP0085
UDPO0086
UDP0O087
UDPO0088
UDP0089
UDPO0O090
UDPO0O091

UDP0092
UDPO0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

i7 adapterio pagrindai

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 adapterio pagrindai

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGGCCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTGAS

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

illumina
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B plokstelés / 2 rinkinio indekso adapteriai

Indekso pavadinimas

UDP0097
UDPO0098
UDPO0O099
UDPO0100
UDPO101
UDP0102
UDPO0103
UDP0104
UDP0O105
UDPO0106
UDP0107
UDP0108
UDP0O109
UDPO110
UDPO111
UDP0112
UDP0O113
UDPO0114
UDPO115
UDPO116
UDP0O117
UDPO0118
UDPO119
UDP0120
UDPO0121
UDP0122
UDP0123
UDP0124
UDP0125

i7 adapterio pagrindai

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG

TCCACGGCCT
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i5 adapterio pagrindai

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGKTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

CTCGTGCGTT

illumina
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Indekso pavadinimas i7 adapterio pagrindai i5 adapterio pagrindai
UDPO0126 GATACCTCCT CCAGTTGCA
UDPO0O127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDPO0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDP0131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDP0133 CGGCCTICGTT ATACCTGGAT
UDP0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
UDPO0136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCG TATATTCGAGAS
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDPO0141 GGCCAATAAGAS GATAACAAGT
UDP0O142 CAGTAGTTGT AGTTATCA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
uUDPO0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDPO0145 GGCCATCATA GATTGTCATA
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
UDP0148 CTATACGCG TAGGAACCG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDPO150 GTATTCTA TATAGATTCG
UDPO0151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDPO0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDPO0153 TTCAGCGTG TATTCCTCAG
UDP0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
UDP0O155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
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Indekso pavadinimas i7 adapterio pagrindai i5 adapterio pagrindai
UDPO0156 TGAATTGC GGCGCCAATT
UDPO0O157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDPO0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDPO0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDPO0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDP0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDP0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDP0O164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDP0O165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
UDPO0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDPO167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0O168 GATTGTCATA TTGCTTGTAT
UDP0169 CCAACAACAT CAATCTATGA
UDPO0170 TTGGTGGC TGGTACTGAT
UDPO171 GCGAACGCCT TTCATCCAAC
UDPO0172 CAACCGGAGG CATAACACCA
UDP0O173 AGCGGTGGAC TCCTATTAGC
UDPO0174 GACGAACAAT TCTAGATT
UDPO0O175 CCACTGGTCC CGCGAGCCTA
UDP0176 TGTTAGAAGG GATAAGCTCT
UDP0177 TATATTCGAGAS GAGATGTCGA
UDPO0178 CGCGACGATC CTGGATATGT
UDPO0179 GCCTCGGATA GGCCAATAAGAS
UDPO0O180 TGAGACAGCG ATTACTCACC
UDP0181 TGTTCGCATT AATTGGCGGA
UDP0182 TCCAAGAATT TTGTCAACTT
UDP0183 GCTGTAGGAA GGCGAATTCT
UDP0184 ATACCTGGAT CAACGTCAGC
UDP0O185 GTTGGACCGT TCTTACATCA
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Indekso pavadinimas i7 adapterio pagrindai i5 adapterio pagrindai
UDPO0O186 ACCAAGTTAC CGCCATACCT
UDP0187 GTGTGGCGCT CTAATGTCTT
uUDP0188 GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
UDP0189 TGCGGTTG GGCAGTAGCA
UDP0190 GATTAAGGTGAS TTAGAGGATAGA
UDPO0191 CAACATTCAA CGCAATCTAG
UDP0192 GTGTTACCGG GAGTTGTACT
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