lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

Przeznaczenie

Zestaw odczynnikéw lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit to zestaw odczynnikdw i materiatow
eksploatacyjnych przeznaczonych do przygotowywania bibliotek prébek z genomowego DNA pochodzacego z
komoérek i tkanek cztowieka w celu opracowywania testéw do diagnostyki in vitro. Do przygotowania bibliotek
ukierunkowanych na okreslone docelowe regiony genomu wymagane sg zapewniane przez uzytkownika panele
sond. Wygenerowane biblioteki probek sg przeznaczone do stosowania w systemach sekwencjonowania

firmy lllumina. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx zawiera oprogramowanie do konfiguracji, monitorowania
i analizy przebiegu sekwencjonowania.

Zasada procedury

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx jest przeznaczony do recznego przygotowania sekwencjonowania
bibliotek DNA wzbogaconych dla docelowych obszaréw genomowego DNA pozyskanego z komérek i tkanek
cztowieka.

Do wzbogacania sekwencji docelowych wymagane jest dostarczenie przez uzytkownika paneli
biotynylowanych oligonukleotyddw. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jest kompatybilny z panelami o
réznej wielkosci, w tym matymi panelami (< 20 000 sond) oraz duzymi panelami (> 200 000 sond).
Wygenerowane wzbogacone biblioteki sg przeznaczone do sekwencjonowania w

systemach sekwencjonowania lllumina.

Procedura lllumina DNA Prep with Enrichment Dx obejmuje nastepujace etapy:

* Tagmentacja genomowego DNA — wykorzystuje Enrichment BLT Small (eBLTY) do tagmentacji
wejsciowego DNA. Podczas tagmentacji gDNA jest fragmentowany i oznakowywany adapterami w jednym
etapie. Wymagane jest minimalna wyjsciowa ilos¢ 50 ng DNA, aby wysyci¢ eBLTY podczas reakcji
tagmentacji. Po wysyceniu, fragmenty eBLTY tworzg ustalong liczbe czgsteczek DNA w celu
wygenerowania znormalizowanych bibliotek o jednolitym rozktadzie wielkosci fragmentéw.

* Oczyszczanie po tagmentacji — oczyszcza DNA znakowane adapterami w eBLTY w celu uzycia do
amplifikacji.

* Amplifikacja tagmentowanego DNA — amplifikuje tagmentowane DNA za pomocg programu PCR o
ograniczonej liczbie cykli. Unikalne indeksy podwdjne (UD) sg dodawane na koricach fragmentéw DNA, co

umozliwia zastosowanie podwadjnego unikalnego kodu kreskowego dla bibliotek DNA i generowania
klastréw podczas sekwencjonowania.

* Oczyszczanie bibliotek — wykorzystuje procedure oczyszczania za pomoca kuleczek do oczyszczania i
umozliwia wybdér rozmiaru amplifikowanych bibliotek DNA.

* Konsolidacja bibliotek — tgczy biblioteki DNA z unikalnymiindeksami w jedng pule liczacg do 12 bibliotek.
Biblioteki mozna tgczy¢ wedtug objetosci lub masy.
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* Hybrydyzacja sond — obejmuje reakcje hybrydyzacji, podczas ktdrej biblioteki dwuniciowego DNA ulegajg
denaturacji, a panel biotynylowanych sond DNA ulega hybrydyzacji z docelowymi regionami genomu.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jest zgodny z wieloma panelami. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx nie zawiera panelu wzbogacajgcego. Panele sond sg dostarczane przez uzytkownika i
muszg spetnia¢ wymagania specyfikacji. Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sg zgodne
zarowno z lllumina jak i panelami oligonukleotydéw wzbogacajgcych DNA innych producentéw, ktére
spetniajg wymagania specyfikacji. Aby uzyskaé informacje na temat wymaganych specyfikacji dla paneli
innych producentéw, patrz Wymagania dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na stronie 12

*  Wychwytywanie zhybrydyzowanych sond — wykorzystuje Streptavidin Magnetic Beads (kuleczki
magnetyczne optaszczone streptawidyng) (SMB3) do wychwytywania biotynylowanych sond, ktore ulegty
hybrydyzacji w docelowych obszarach zainteresowania.

* Amplifikacja wzbogaconych bibliotek — wykorzystuje PCR do amplifikacji wzbogaconych bibliotek.

* Oczyszczanie zamplifikowanych wzbogaconych bibliotek - stosuje procedure oczyszczania za pomoca
kuleczek do oczyszczania wzbogaconych bibliotek gotowych do sekwencjonowania.

* Sekwencjonowanie — sekwencjonowanie wzbogaconych bibliotek jest wykonywane w sekwenatorach
MiSeqDx, NextSeq 550Dx lub NovaSeq 6000Dx. W przypadku MiSeqDx i NextSeq 550Dx zintegrowany
modut DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager stuzy do konfiguracji przebiegu sekwencjonowania,
monitorowania przebiegu i generowania FASTQ z wywotan zasad nukleinowych. W przypadku NextSeq
550Dx z serwerem DRAGEN i NovaSeq 6000Dx do konfiguracji uruchamiania i analizy wtérnej
wykorzystywana jest aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx z kilkoma dostepnymi
procedurami.

Ograniczenia dotyczgce procedury

* Do celdw diagnostyki in vitro.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nadaje sie do pracy z genomowym DNA otrzymanym z komérek i
tkanek cztowieka.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nadaje sie do pracy z dwuniciowym gDNA w wyjsciowej ilosci 50—
1000 ng. Wydajnos¢ nie jest gwarantowana w przypadku wyjsciowych ilosci wykraczajacych poza zakres.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nie zawiera odczynnikdw do ekstrakcji DNA. Wyniki testéw
analitycznych, w tym testow zaktdcen, przedstawione w Charakterystyka wydajnoscina stronie 64
uzyskano dla krwi petnej i materiatu FFPE jako reprezentatywnymirodzajami probek, ktére traktowano
reprezentatywnymi zestawami do ekstrakcji DNA. Wszystkie testy diagnostyczne opracowane do
stosowania z odczynnikami lllumina DNA Prep with Enrichment Dx wymagajg petnej walidacji dla wszystkich
aspektoéw dziatania wybranego zestawu do ekstrakcji DNA.
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* Nie zaleca sie stosowania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w przypadku prébek materialu FFPE
niskiej jakosci o wartosci ACq > 5. Stosowanie prébek o wartosci ACq > 5 moze zwiekszy¢ ryzyko
niepowodzenia przygotowania biblioteki lub zmniejszy¢ wydajnos¢ testu.

* Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zostaty skonfigurowane i zbadane pod katem
wyjsciowych probek, reakcji wzbogacania i krotnosci wskazanych w ponizszej tabeli.

lllumina DNA Prep
with Enrichment Probka wyjsciowa Reakcje wzbogacajace Krotnos¢ wzbogacania

Dx

Zestaw dla 16 Niska jakosc¢ 16 reakciji Monopleks
probek (FFPE)

Zestaw dla 96 Wysoka jakosé 8 reakcji Dodekapleksowy
probek (np. krew petna)

* Przetwarzanie wyjsciowego materiatu FFPE zostato zbadane i jest zalecane wytgcznie w przypadku
jednopleksowych reakcji wzbogacajgcych przy uzyciu zestawu dla 16 prébek.

* W przypadku zestawu dla 96 prébek mozliwe sg krotnosci niestandardowe (od dupleksu do undekapleksu),
ale obowigzujg nastepujgce ograniczenia:

— Przetwarzanie prébek w reakcjach wzbogacania dupleksowego do undekapleksowego zmniejsza
przepustowosé zestawu.

— Nie gwarantuje sie uzyskania optymalnych wynikéw. Uzyskanie odpowiedniej wydajnosci wzbogacania
dla niestandardowej krotnos$ci moze wymagac¢ dodatkowej optymalizaciji.

— W przypadku strategii kosnolidacji przy niskiej krotnosci (od dupleksu do oktapleksu) do optymalizacji
réwnowagi koloréw w celu udanego sekwencjonowania i analizy danych wymagany jest wybér
adapterdéw indeksujgcych o zréznicowanych sekwencjach. Modut DNA GenerateFASTQ
Dx sekwenatoréw MiSegDx i NextSeq 550Dx zapewnia mozliwos$¢ tworzenia kombinacji indekséw w
celu zréwnowazenia koloréw podczas konfiguracji przebiegu. Wiecej informaciji na temat strategii
konsolidacji mozna znalez¢ w sekcji Metody konsolidacjina stronie 37.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ogranicza sie do dostarczania wzbogaconych bibliotek, ktére sg
sekwencjonowane wytgcznie za pomocg sekwenatorow MiSegDx, NextSeq 550Dx i NovaSeq 6000Dx.
Stosowanie innych systemoéw sekwencjonowania wymaga petnej walidacji wszystkich aspektéw
wydajnosci.

* Panele wzbogacajace nie sg czescig tego produktu. Wyniki badan analitycznych podane w Charakterystyka
wydajnoscina stronie 64 zostaty uzyskane dla reprezentatywnych paneli wzbogacajgcych i sg
udostepniane wytgcznie w celach informacyjnych. Charakterystyka wydajnosci analitycznej stuzy do
podania przyktadu ogdlnych mozliwosci oznaczenia i nie okresla mozliwosci ani przydatnosci w odniesieniu
do jakichkolwiek okreslonych oznaczen. Wszystkie testy diagnostyczne opracowane do stosowania z tymi
odczynnikami wymagajg petnej walidacji dla wszystkich aspektdéw dziatania.
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jest kompatybilny zaréwno z lllumina jak i panelami wzbogacajgcymi
innych producentéw. Jednak nie mozna zagwarantowac dziatania z panelami wzbogacajgcymiinnych
producentdéw, ktdére nie spetniajg wymogdw panelu. Informacje na temat wymogoéwdotyczgcych panelu
mozna znalez¢ w czesci Wymagania dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na stronie 12.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx wykorzystuje 2-godzinny czas hybrydyzacji. Uzycie dtuzszego czasu
hybrydyzacji moze mie¢ wptyw na wskazniki wydajnosci.

* Moduty DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager sekwenatoréw MiSeqDx i NextSeq 550Dx dostarczaja
tylko pliki FASTQ. W przypadku korzystania z tych modutéw konieczne jest przeprowadzenie walidacji
analizy drugorzedowe;j.

* Aplikacja DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx jest dostepna dla NextSeq 550Dx z serwerem
DRAGEN i NovaSeq 6000Dx. Aplikacja umozliwia liczne procedury z zakresu analiz drugorzedowych, w tym
tworzenie FASTQ), tworzenie FASTQ i VCF w celu wykrycia wariantow linii zarodkowej oraz tworzenie
FASTQ i VCF w celu wykrycia wariantdéw somatycznych. W przypadku korzystania z aplikacji do
generowania VCF nie ma potrzeby przeprowadzania walidacji analizy drugorzedowej. Ograniczenia aplikacji
obejmuja:

— Nie weryfikowano dziatania dla insercji o dtugosci > 18 bp i delecji o dtugosci > 21 bp.

— Duze warianty, w tym warianty wielonukleotydowe (MNV, Multi-Nucleotide Variant) i duze polimorfizmy
typu indel, mogg zostac¢ zgtoszone jako odrebne mniejsze warianty w wyjsciowym pliku VCF.

— Mate MNV sg zgtaszane jako oddzielne warianty w wyjsciowym pliku VCF.

— Delecje sg zgtaszane w pliku VCF we wspdétrzednej poprzedniego nukleotydu wedtug formatu VCF.
W zwigzku z tym przed zgtoszeniem, ze rozpoznanie danego nukleotydu jest odniesieniem
homozygotycznym, nalezy uwzgledni¢ sgsiednie warianty.

— Ograniczenia swoiste dla linii zarodkowej:

* Procedury analityczne obejmujgce tworzenie FASTQ i VCF dla linii zarodkowej w aplikacji DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ma na celu dostarczenie wynikéw jako$ciowych dla
rozpoznania wariantéw linii zarodkowej (np. homozygotycznych, heterozygotycznych, typu
dzikiego).

* Zmiennos¢ liczby kopii moze wptywacé na to, czy wariant zostanie rozpoznany jako homo- czy
heterozygotyczny.

* System nie zgtosi wiecej niz dwéch wariantéw w jednym locus, nawet w przypadku zmiany liczby
kopii.

— Ograniczenia swoiste dla wariantéw somatycznych:
* Procedury analityczne obejmujgce tworzenie FASTQ i VCF dla linii somatycznej w aplikacji DRAGEN

for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ma na celu dostarczenie wynikdw jakosciowych dla
rozpoznania wariantdw somatycznych (tj. obecnosci wariantu somatycznego).
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* Procedury analityczne obejmujgce tworzenie FASTQ i VCF dla linii somatycznej nie pozwalajg
rozrézni¢ wariantéw linii zarodkowej i somatycznej. Procedura ta przeznaczona jest do wykrywania
wariantow o réznych czestosciach wariantu, jednak czestosci wariantu nie mozna uzy¢ do
odrdznienia wariantéw somatycznych od wariantéw linii zarodkowe;.

* Obecnos¢ prawidtowej tkanki w probce wptywa na wykrywanie wariantéw. Zgtoszona granica
wykrywalnosci jest oparta na czestosci wariantu wzgledem catkowitego DNA ekstrahowanego
zaréwno z tkanki nowotworowej, jak i prawidtowe;j.

* Jesliw tym samym locus rozpoznany zostanie wiecej niz jeden allel wariantu, zaden z alleli nie
zostanie zgtoszony jako wariant przechodzgcy. Zamiast tego zostanie zgtoszony petny zestaw alleli,
ale bedzie filtrowany za pomocg znacznika wieloalelicznego.

Sktadniki produktu

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sktada sie z nastepujgcych elementow:

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, nr katalogowy 20051354 (16 prébek)
lub # 20051352 (96 probek)

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, nr katalogowy 20051355 (16 prébek)
lub # 20051353 (96 probek)

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modut do NextSeq 550Dx, nr katalogowy 20063024
* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modut do MiSeqDx, nr katalogowy 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplikacja dla NovaSeq 6000Dx, nr katalogowy
20074609

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplikacja dla NextSeq 550Dx, nr katalogowy 20074730

Dostarczane odczynniki

Wykonanie lllumina DNA Prep with Enrichment Dx wymaga uzycia lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with
UD Indexes Set A lub lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B. Za pomocg zestawu dla 16
lub 96 prébek mozna wykonac nastepujgca liczbe reakcji przygotowania bibliotek i wzbogacania.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Probka wyjsciowa Reakcje wzbogacajace Krotnos¢é wzbogacania

Dx

Zestaw dla 16 Niska jakos¢ (FFPE) 16 reakcji Monopleks

prébek

Zestaw dla 96 Wysoka jakos¢ (np. 8 reakcji Dodekapleksowy

probek krew petna)
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illumina

Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set

A/B

Odczynniki lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, przechowywac¢ w

temperaturze od 15°C do 30°C

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w temperaturze pokojowej. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie.

Liczba probowek

16 probek 96 prébek
(nr20050020) (nr20050025)

1 4

Nazwa odczynnika

Stop Tagment Buffer
2 (bufor
przerywajgcy
tagmentacje 2) (ST2)

Tagment Wash 1 1
Buffer 2 (bufor

ptuczacy do

tagmentacji 2)

(TWB2)

Cleanup Beads 1 nd.*
(kuleczki do

oczyszczania) (CB)

Kolor
nasadki

Czerwony

Zielony

Czerwony

Objetosé
wypetnienia

350 i

41 ml

10 ml

Sktadniki aktywne

Roztwdr detergentu
w wodzie.

Buforowany roztwor
wodny zawierajacy
detergenti sole.

Kuleczki
paramagnetyczne
tworzace faze statg
zawieszone

w buforowanym
roztworze wodnym.

* Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania) dla 96 prébek uwzgledniono w odczynniku lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96

Samples (nr 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 probek), przechowywac¢ w temperaturze od

15°C do 30°C

W przypadku zestawdw dla 96 prébek, Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania) wchodzi w sktad produktu
lllumina Prep Dx Cleanup Beads (nr kat. 20050030). Nastepujagcy odczynnik jest wysytany w temperaturze
pokojowej. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze,
aby zapewni¢ ich poprawne dziatanie. W przypadku zestawow dla 16 probek, Cleanup Beads (kuleczki do
oczyszczania) wchodzi w sktad produktu lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (nr kat. 20050020).
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illumina

Nazwa . llosé Kolor . Objetos.c . Sktadniki aktywne

odczynnika nasadki wypetnienia

Kuleczki do 4 Czerwony 10 ml Kuleczki paramagnetyczne tworzace faze
oczyszczania statg zawieszone w buforowanym roztworze
(Clenaup wodnym.

Beads, CB)

lllumina Odczynniki Prep Dx Tagmentation Reagents 2, przechowywac¢ w

temperaturze od 2°C do 8°C

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w warunkach chtodniczych. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic¢ ich poprawne dziatanie. Probdéwke eBLTY z
roztworem macierzystym nalezy przechowywac pionowo, tak aby kuleczki byty zawsze zanurzone w buforze.

Liczba probowek

Nazwa ; ;

odczynnika 16 probek 96 probek Kolor nasadki 16 probek
(nr20050021) (nr 20050026)

Enrichment 1 4 Z6tty

BLT Small

(eBLTY)

Resuspension 1 4 Przezroczysty

Buffer (bufor
do ponownego
zawieszania)
(RSB)

Objetos¢ wypetnienia

200 pl

1,8 ml

96 probek

290 pl

1,8 mi

Skiadniki
aktywne

Kuleczki
magnetyczne
optaszczone
streptawidyna
powigzane z
transpozonami
w buforowanym
roztworze
wodnym
zawierajagcym
glicerol, EDTA,
ditiotreitol, sole i
detergent.

Buforowany
roztwoér wodny.

lllumina Odczynniki Prep Dx Tagmentation Reagents 3, przechowywac¢ w

temperaturze od -25°C do -15°C

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w

miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie.
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Liczba probowek

Objetos¢ wypetnienia

illumina

Nazwa L

odczynnika 16 probek 96 probek Kolor nasadki 16 prébek 96 prébek Skiadniki aktywne
(nr20050022) (nr20050027)

Tagmentation 1 4 Przezroczysty 290 pl 290 pl Buforowany

Buffer 1 (bufor roztwoér wodny

do Zzawierajacy sole

tagmentacji 1) magnezu i

(TB1) dimetyloformamid.

Enhanced 2 4 Przezroczysty 200 pl 610 pl Polimeraza DNA

PCR Mix i dNTP

(ulepszona w buforowanym

mieszanina roztworze

reakcyjna do wodnym.

PCR) (EPM)

Odczynniki lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 probek),
przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C

W przypadku zestawdw dla 16 prébek, nastepujgce odczynniki wchodzg w sktad lllumina DNA Prep Dx
Enrichment Reagents 1 (nr katalogowy 20050023). W przypadku zestawow dla 96 prébek, odczynniki wchodzg
w sktad lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (nr katalogowy 20050028).

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w warunkach chtodniczych. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie.

Sktadniki
aktywne

Liczba
probéwek

Objetosé
wypetnienia

1,2ml

Nazwa odczynnika Kolor nasadki

Kuleczki
magnetyczne
optaszczone
streptawidyna
zawieszone w
buforowanym
roztworze
wodnym
Zawierajgcym
formamid,
detergenti sole.

Streptavidin Magnetic Beads 4
(kuleczki magnetyczne

optaszczone streptawidyng)

(SMB3)

Przezroczysty

Resuspension Buffer (bufor do 1
ponownego zawieszania) (RSB)

Przezroczysty 1,8 ml Buforowany

roztwor wodny.
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Liczba Objetosé Sktadniki
Nazwa odczynnika ! Z Kolor nasadki )¢ L ”
probowek wypetnienia  aktywne
Enrichment Hyb Buffer 2 1 Przezroczysty 200 pl Buforowany
(wzbogacajacy bufor do roztwoér wodny
hybrydyzaciji 2) (EHB2) Zawierajacy
detergenti sole.
Elute Target Buffer 2 (bufor do 1 Przezroczysty 200 pl Buforowany
elucji sekwencji docelowej 2) (ET2) roztwoér wodny.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 probek), przechowywaé w
temperaturze od 2°C do 8°C

W przypadku zestawdw dla 96 prébek, nastepujgce odczynniki wchodzag w sktad lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (nr katalogowy 20050028). W przypadku zestawodw dla 16 prébek, odczynniki wchodzg w sktad
lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (nr katalogowy 20050023).

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w warunkach chtodniczych. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie.

Liczba Objetos¢
Nazwa odczynnika i Kolor nasadki s .. Skiadniki aktywne
probowek wypetnienia

Streptavidin Magnetic 2 Przezroczysty 1,2ml Kuleczki magnetyczne

Beads (kuleczki optaszczone

magnetyczne optaszczone streptawidyng

streptawidyng) (SMB3) zawieszone w
buforowanym
roztworze wodnym
zawierajgcym
formamid, detergent i
sole.

Resuspension Buffer 4 Przezroczysty 1,8 ml Buforowany roztwor

(bufor do ponownego wodny.

zawieszania) (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Przezroczysty 200 pl Buforowany roztwor

(wzbogacajacy bufor do wodny zawierajgcy

hybrydyzaciji 2) (EHB2) detergenti sole.

Elute Target Buffer 2 1 Przezroczysty 200 ul Buforowany roztwor

(bufor do elucji sekwencji wodny.

docelowej 2) (ET2)
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illumina

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, przechowywaé w temperaturze

od -25°C do -15°C

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie.

Nazwa
odczynnika

Enrichment
Elution Buffer 1
(wzbogacajacy
bufor do eluciji 1)
(EET)

Enhanced
Enrichment
Wash Buffer
(ulepszony
wzbogacajgcy
bufor ptuczacy)
(EEW)

PCR Primer
Cocktail (koktaijl
starteréw do
PCR) (PPC)

2 N NaOH (HP3)

Bufor HYB 2 +
blokery IDT NXT
(NHB2)

Enhanced PCR
Mix (ulepszona
mieszanina
reakcyjna do
PCR) (EPM)

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00
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Liczba probowek

96 probek
(nr 20050029)

1

Kolor nasadki

Przezroczysty

Bursztynowy

Przezroczysty

Przezroczysty

Niebieski

Przezroczysty

Objetosé .

.. Skiadniki aktywne

wypetnienia

580 ul Roztwdr detergentu
w wodzie.

4,1 mil Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
sole i detergent.

320 i Mieszanina
starteréw do PCR
(oligonukleotyddw).

200 pl 2 N roztwor
wodorotlenku sodu
(NaOH).

480 pl Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
DNA Cot-1, czynnik
stabilizujgcy i
formamid

200 pl Polimeraza DNA
idNTP

w buforowanym
roztworze wodnym.
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lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, przechowywacé¢ w temperaturze
od -25°C do -15°C

Nastepujgce odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki w
miejscu przechowywania o wskazanej temperaturze, aby zapewnic ich poprawne dziatanie. Sekwencje

indeksowanych adapteréw podano w Dodatek: Sekwencje adapterow indeksujgcych UD lllumina na stronie 69.

Element llosé
[llumina Unique Dual Index Dx Set A (96 indekséw), nr 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indeksdw), nr 20050039 1

Odczynniki niedostarczane

Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

* Odczynniki do ekstrakcjii oczyszczania DNA

* QOdczynniki do ilosciowego oznaczenia DNA

* Etanol (200 proof do zastosowan w biologii molekularnej)

* Woda bez nukleaz

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 1N NaOH, czystos¢ do zastosowan w biologii molekularnej

* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania NextSeq 550Dx:

200 mM Tris, pH 7,0 (mozna rozcienczy¢ 1 M Tris-HCI, pH 7,0)

Zestaw odczynnikéw NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykli), (nr katalogowy
20028871)

* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania MiSeqDx:

Zestaw odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 (nr katalogowy 20037124)

* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania NovaSeq 6000Dx:

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00

400 mM Tris, pH 8,0 (mozna rozcienczy¢ 1 M Tris-HCI, pH 8,0)

Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cykli) (nr katalogowy 20046931)
Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cykli) (nr katalogowy 20046933)
Whktad z buforami NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (nr katalogowy 20062292)

Whktad z buforami NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (nr katalogowy 20062293)
Probdwka z bibliotekg NovaSeq 6000Dx Library Tube (nr katalogowy 20062290)

Probdwka z bibliotekg, NovaSeq 6000Dx Library Tube, opakowanie 24 elementéw (nr katalogowy
20062291)
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Wymagania dotyczace panelu sond wzbogacajgcych

Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sg zgodne zaréwno z lllumina jak i panelami
oligonukleotydowymi wzbogacajgcymi DNA innych producentéw. W przypadku stosowania biotynylowanych
sond DNA innych producentdéw (panele standardowe lub niestandardowe) nalezy upewnic sig, ze spetniajg one
wymagane specyfikacje.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx zostat zoptymalizowany i zweryfikowany za pomoca paneliinnych firm o
nastepujgcej specyfikacji. Nie gwarantuje sie poréwnywalnej wydajnosci w przypadku korzystania z paneli
innych producentdw, ktdre nie spetniajg specyfikacji.

* Ditugosé sondy 80 bp lub 120 bp

* (0d500do 675000 sond

* Jedno- lub dwuniciowy DNA

* Catkowita wyjsciowa ilo$¢ sondy = 3 pmole do wzbogacenia przy krotnosci od monopleksu do
dodekapleksu

Przechowywanie i sposéb postepowania

* Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

Odczynniki zachowujg stabilnos¢ do terminu waznosci podanego na etykietach zestawu pod warunkiem
przechowywania zgodnie ze wskazaniem. Temperatury przechowywania podano w czesci Dostarczane
odczynnikina stronie 5.s

Odczynniki pozostajg stabilne przez maksymalnie cztery cykle zamrazania i rozmrazania przed uptywem
wskazanej daty waznosci.

Procedura Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx obejmuje nastepujgce bezpieczne punkty zatrzymania:

Po Amplifikacja tagmentowanego DNA na stronie 31 amplifikowane biblioteki sg stabilne do 30 dni, o ile
sg przechowywane w temperaturze od -25°C do -15°C.

Po Oczyszczanie bibliotek na stronie 34, oczyszczone amplifikowane biblioteki sg stabilne do 30 dni, o
ile sg przechowywane w w temperaturze od -25°C do -15°C.

Po Konsolidacja wstepnie wzbogaconych bibliotek na stronie 36, skonsolidowane biblioteki sg stabilne
do 30 dni, o ile sg przechowywane w temperaturze od -25°C do -15°C.

Po Amplifikacja wzbogaconej bibliotekina stronie 48, ptytka z amplifikowanymi bibliotekami moze
pozostac¢ w termocyklerze do 24 godzin. Mozna réwniez przechowywac ptytke w temperaturze od 2°C
do 8°C przez nie dtuzej niz 48 godziny.

Ostatecznie oczyszczone, wzbogacone biblioteki sg stabilne do 7 dni w przypadku przechowywania w
temperaturze od -25°C do -15°C.
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* Jeslijakiekolwiek opakowanie lub zawartos¢ lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sg uszkodzone lub ich
jakos¢ jest w jakikolwiek inny sposdb pogorszona, nalezy skontaktowac sie z dziatem obstugi klienta
firmy Illumina.

* Stop Tagment Buffer 2 (bufor przerywajgcy tagmentacje 2) (ST2) moze tworzy¢ widoczne osady lub
krysztaty. W przypadku zaobserwowania osadéw, ogrzewac w temperaturze 37°C przez 10 minut, a
nastepnie wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks az do rozpuszczenia osadéw.

* Oligonukleotydy do hybrydyzacji (HYB) i Enhanced Enrichment Wash Buffer (ulepszony wzbogacajacy
bufor ptuczacy) (EEW) muszg by¢ wstepnie podgrzane do tej samej temperatury, co temperatura
hybrydyzacji odpowiednia dla rodzaju prébki i panelu sondy. Wiecej informacji na temat pracy z NHB2 i
EEW mozna odnalez¢ w czesci Uwagi dotyczgce procedury na stronie 18.

* W Enrichment Hyb Buffer 2 (wzbogacajacy bufor do hybrydyzacji 2) (EHB2) i HYB Buffer+IDT NXT Blockers
(NHB2) moga wytracac sie krysztaty i pojawiac sie zmetnienia. W przypadku zaobserwowania krysztatow i
zmetnienia, wymieszac¢ na wytrzagsarce typu worteks lub przepipetowacd, aby mieszany roztwor stat sie
przezroczysty. Przed pipetowaniem nalezy upewnic sie, ze wstepnie podgrzano NHB2.

* Podczas pracy z Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania) (CB) nalezy postepowac zgodnie z
nastepujgcymi najlepszymi praktykami:

— Nigdy nie zamraza¢ kuleczek.
— Bezposrednio przed uzyciem wymieszac¢ kuleczki na wytrzgsarce typu worteks do uzyskania zawiesiny
o jednolitej barwie.

* Podczas pracy z Enrichment BLT Small (eBLTY) nalezy postepowac zgodnie z nastepujgcymi najlepszymi
praktykami:

— Probowke eBLTY nalezy przechowywac pionowo, tak aby kuleczki byty zawsze zanurzone w buforze.

— Doktadnie wymieszaé eBLTY na wytrzgsarce typu worteks, az kuleczki zostang ponownie catkowicie
zawieszone. Aby unikng¢ ponownego osadzania sie kuleczek, nie zaleca sie wirowania przed
pipetowaniem.

— Jesli kuleczki przylegajg do boku lub wierzchotka ptytki 96-studzienkowej, odwirowac ptytke z
predkoscig 280 x g przez 3 sekundy, a nastepnie pipetowad, aby je ponownie zawiesié.

* Podczas pracy z ptytkami zawierajgcymi adaptery indeksujgce nalezy postepowac zgodnie z nastepujgcymi
najlepszymi praktykami:

— Nie nalezy dodawac probek na ptytke z adapterami indeksujgcymi.
— Kazda studzienka ptytki z adapterami indeksujgcymi jest przeznaczona wytgcznie do jednorazowego
uzytku.

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Poza lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, przed rozpoczeciem realizacji procedury nalezy sie upewnic, ze
wymagane wyposazenie i materiaty sg na miejscu.
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Wyposazenie

Przed rozpoczeciem realizacji procedury nalezy sie upewnié, ze wymagane wyposazenie jest na miejscu.

Procedura zostata zoptymalizowana i zwalidowana przy uzyciu wymienionych elementéw. Nie gwarantuje sie
poréwnywalnej wydajnosci w przypadku korzystania ze sprzetu niespetniajgcego specyfikacji.

Niektdre elementy sg wymagane tylko dla okreslonych procedur. Te elementy zostaty wskazane w oddzielnych
tabelach.

* Termocykler o nastepujgcych cechach:
— Podgrzewana pokrywa
— Minimalny zakres regulacji temperatury od 10°C do 98°C
— Minimalna doktadno$¢ pomiaru temperatury +0,25°C
— Maksymalna objetosé reakcji 100 i
— Zgodny z ptytkg 96-dotkowg do PCR z wysoka ramka boczng
* Inkubator mikroprébek o nastepujgcych cechach:
— Zakres temperatury od temperatury otoczenia +5,0°C do 99,0°C
— Zgodny z 96-dotkowymi ptytkami MIDI
* Inkubator mikroprébek z wktadka grzejng na 96-dotkowe ptytki MIDI
*  Wytrzgsarka do mikroptytek o duzej predkosci mieszania w zakresie 200-3000 obr./min
* Stojak magnetyczny zgodny z 96-dotkowymi ptytkami do PCR
* Stojak magnetyczny zgodny z 96-dotkowymi ptytkami MIDI
*  Fluorymetr o cechach pozwalajgcych na przeprowadzenie pomiaréw ilosciowych wybrang metodga
* Analizator fragmentéw DNA
* Pipety automatyczne:
— Pipety jedno- lub wielokanatowe o pojemnosci roboczej 10 i
— Pipety jedno- lub wielokanatowe o pojemnosci roboczej 20 pl
— Pipety jedno- lub wielokanatowe o pojemnosci roboczej 200 pl
— Pipety jednokanatowe o pojemnosci roboczej 1000 pl

— Pipety automatyczne zapewniajg doktadne odmierzanie odczynnikdéw i prébek. Mozna stosowac pipety
jedno- lub wielokanatowe, pod warunkiem ze sg regularnie kalibrowane i zapewniajg doktadnosé
w zakresie 5% nastawionej objetosci.

*  Wirédwka do mikroptytek

* Mikrowiréwka

* Jeden z nastepujgcych systemow lllumina sekwencjonowania:
— MiSeqgDx, nr katalogowy DX-410-1001
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— NextSeq 550Dx, nr katalogowy 20005715 z opcjonalnym lllumina DRAGEN Server for NextSeq 550D,
nr katalogowy 20086130

— NovaSeq 6000Dx, nr katalogowy 20068232
[Opcjonalnie] Zatezarka prézniowa

[FFPE] System detekcji PCR w czasie rzeczywistym

Materiaty

Przed rozpoczeciem realizacji procedury nalezy sie upewnic, ze wymagane materiaty sg na miejscu.

Niektdre elementy sg wymagane tylko dla okreslonych procedur. Te elementy zostaty wskazane w oddzielnych
tabelach.

Procedura zostata zoptymalizowana i zwalidowana przy uzyciu wymienionych elementéw. W przypadku uzycia
innych materiatdw nie gwarantuje sie poréwnywalnego dziatania.

Koncowki do pipet z filtrem

Stozkowe probdwki wirownicze, poj. 15 ml lub 50 ml

Probdéwki do mikrowiréwki o poj. 1,5 ml

Wielokanatowe zbiorniki na odczynniki bez RNaz/DNaz, jednorazowe

Paski z 8 probdéwkami i pokrywki bez RNaz/DNaz

Pipety serologiczne

96-dotkowa ptytka gteboka do przechowywania wykonana z polipropylenu, 0,8 ml (ptytka MIDI)
Wytrzymate 96-dotkowe ptytki do PCR z wysokg ramka boczng

[FFPE] Ptytki do qPCR kompatybilne z aparatem do gPCR

Samoprzylepna folia uszczelniajgca do ptytek 96-dotkowych o nastepujgcych cechach:

— Zrywalna, optycznie przezroczysta, wykonana z poliestru

— Odpowiednia do ptytek PCR z wysokg ramkg boczng

— Mocny Klej, ktéry wytrzymuje wielokrotne zmiany temperatury w zakresie od -40°C do 110°C
— Pozbawiona DNaz/RNaz

Materiaty eksploatacyjne z tworzyw sztucznych odpowiednie do wybranej metody oznaczen ilosciowych

Zestaw do iloSciowego fluorymetrycznego oznaczania dsDNA odpowiedni do wybranego systemu

oznaczen ilosciowych:

— Do ilosciowego oznaczania wstepnie wzbogaconych amplifikowanych bibliotek mozna uzy¢ zestawu do
oznaczen ilosciowych o szerokim zakresie pomiarowym.

— Doilosciowego oznaczania wzbogaconych bibliotek zakres pomiarowy zestawu do oznaczen
ilosciowych bedzie zaleze¢ od stosowanego panelu sond.

Zestaw do analizy fragmentow stuzgcy do sprawdzenia jakosci biblioteki odpowiedni do wybranego

systemu sprawdzenia jakosci:
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— Do sprawdzenia jakos$ci wstepnie wzbogaconych amplifikowanych bibliotek mozna uzy¢ zestawu o
szerokim zakresie pomiarowym.

— Do sprawdzenia jakosci wzbogaconych bibliotek zakres pomiarowy zestawu do sprawdzenia jakosci
bedzie zaleze¢ od stosowanego panelu sond.

* [Opcjonalnie] Zestaw do ekstrakcji DNA z ludzkich komdrek i tkanek. Mozna zastosowac dowolng
zatwierdzong metode ekstrakcji.

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

A PRZESTROGA
Wszelkie prébki nalezy traktowacd jako potencjalnie zakazne.

* Test ten nadaje sie do pracy z genomowym DNA otrzymanym z komorek i tkanek cztowieka.

* W przypadku dostepnego komercyjnie oczyszczonego gDNA nalezy upewnic sie, ze probki byty
transportowane w odpowiednich warunkach i przechowywane zgodnie z instrukcjami producenta. Nalezy
przestrzegac najlepszych praktyk przechowywania i cykli zamrazania i rozmrazania gDNA.

* W przypadku pobierania krwi petnej nalezy przestrzega¢ wymogdw dotyczgcych pobierania, transportu i
przechowywania krwi obowigzujgcych dla wybranej metody ekstrakcji DNA. Mozna zastosowac dowolng
zatwierdzong metode ekstrakcji. Transport krwi petnej musi sie odbywac zgodnie z przepisami krajowymi,
federalnymi, stanowymi lub lokalnymi w zakresie transportu czynnikéw etiologicznych.

* Do ekstrakcji DNA z tkanek w formie preparatéow FFPE mozna uzy¢ dowolnej zatwierdzonej metody
ekstrakcji. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami i zaleceniami dotyczgcymi wybranej metody
ekstrakcji w celu ustalenia nastepujgcych elementéw:

— Metoda utrwalania tkanek w formalinie i zatapiania w parafinie, aby zapewni¢ najwyzszg jakos¢
ekstrahowanego DNA.

— Przechowywanie preparatéw FFPE.
— Wymagania dotyczgce materiatu wyjsciowego, takie jak liczba i grubos$é wycinkéw FFPE. Wigkszos$¢
metod oczyszczania zaleca stosowanie Swiezo przygotowanych wycinkdéw.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

* Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zawierajg potencjalnie niebezpieczne substancje
chemiczne. Wdychanie, potknigecie, kontakt ze skorg i kontakt z oczami mogg powodowac uszczerbek na
zdrowiu. Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i pozbywac
sie ich zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje
dotyczace ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS) dostepna na
stronie support.illumina.com/sds.html.
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*  Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtaszac¢ do firmy lllumina
i wiasciwych organdw panstw cztonkowskich, w ktérych uzytkownik ma siedzibe i/lub pacjent mieszka.

*  Wszystkie préobki krwi nalezy traktowac jako zakazne pod wzgledem wirusa ludzkiego niedoboru
odpornosci (HIV), wirusa ludzkiego zapalenia watroby typu B (HBV) oraz innych patogendw przenoszonych
z krwig (uniwersalne srodki ostroznosci).

* Nalezy przestrzegac¢ rutynowych srodkdéw ostroznosci w laboratorium. Nie nalezy pipetowac ustami. Nie
nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas pracy z probkami
i odczynnikami zestawu nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy laboratoryjne. Po zakonczeniu pracy
z prébkami i odczynnikami zestawu nalezy doktadnie umy¢ rece.

* Aby zapobiec degradacji prébki lub odczynnika, przed rozpoczeciem protokotu nalezy upewnic sie, ze pary
podchlorynu sodu uzytego do czyszczenia ulegty catkowitemu rozproszeniu.

* Zanieczyszczenie préobek innymi produktami PCR/amplikonami moze prowadzi¢ do uzyskania
niedoktadnych i niewiarygodnych wynikéw. Aby unikngé¢ zanieczyszczenia, nalezy postepowac zgodnie z
nastepujgcymi najlepszymi praktykami:

— Stosowad odpowiednie praktyki laboratoryjne i zachowac czystosé w laboratorium.

— Poszczegdlne etapy procedury nalezy wykonywaé w wyznaczonych obszarach czynnosci
wykonywanych przed amplifikacjg lub po amplifikaciji.

— Uzyte odczynniki nalezy przechowywac przed oczyszczaniem bibliotek w obszarze czynnosci
wykonywanych przed amplifikacja.

— Qddzieli¢ odczynniki stosowane na etapie przed amplifikacjg od odczynnikéw stosowanych po
amplifikacji.

— Nalezy zadba¢, aby w obszarach czynnosci wykonywanych przed amplifikacjg i po amplifikacji
znajdowato sie odrebne wyposazenie (np. pipety, koncéwki do pipetowania, wytrzgsarka typu worteks
i wirowka).

* Nalezy unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Pomiedzy kolejnymi prébkami, jak réwniez dozowaniami
odczynnikéw, nalezy wymienia¢ koncéwki do pipet na nowe. Zastosowanie koncéwek z zabezpieczeniem
przeciwaerozolowym ogranicza ryzyko przeniesienia amplikonu, jak réwniez zanieczyszczenia krzyzowego
pomiedzy poszczegdlnymi probkami.

— Podczas dodawania lub przenoszenia prébek lub mieszanin reakcyjnych nalezy zmienia¢ koncowki
pomiedzy poszczegdlnymi préobkami.

— Podczas dodawania adapteréw indeksujgcych za pomocg pipety wielokanatowej nalezy zmieniaé
koncowki miedzy poszczegdlnymi rzedami lub kolumnami. W przypadku korzystania z pipety
jednokanatowej nalezy zmienia¢ koricéwki pomiedzy poszczegdlnymi prébkami.

— Usuna¢ nieuzywane ptytki z adapterami indeksujgcymi z obszaru roboczego.

* W przypadku etapdéw ptukania etanolem nalezy postepowacd zgodnie z nastepujgcymi najlepszymi
praktykami:
— Zawsze przygotowywac swiezy 80% roztwor etanolu Etanol moze pochtania¢ wode z powietrza, co
moze wptyngé na wyniki.
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— Podczas ptukania upewnic sie, ze roztwdr etanolu zostat w catosci usuniety z dna dotkdw. Pozostatosci
etanolu mogg wptywacé na wyniki.

— Po zakonczeniu etapu procedury z uzyciem stojaka magnetycznego nalezy przestrzegac czaséw
suszenia, aby upewnic sig, ze etanol catkowicie wyparuje. Pozostatosci etanolu moga wptynaé na wyniki
kolejnych reakciji.

* Zawsze przygotowywaé mieszaniny reakcyjne przed uzyciem i nigdy nie przechowywac zmieszanych
roztworéw roboczych.

* Nie gwarantuje sie dziatania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, jesli nie sg przestrzegane procedury
podane w ulotce dotgczonej do opakowania.

* Nie nalezy uzywac zadnego ze sktadnikdw zestawu po uptywie terminu waznosci podanego na etykiecie
umieszczonej na opakowaniu zestawu.

* Nie nalezy miesza¢ sktadnikéw z réznych zestawdw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Oznaczenia
zestawow przedstawiono na etykietach.

Uwagi dotyczgce procedury

Zalecenia dotyczagce wyjsciowego DNA

Procedura lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nadaje sie do stosowania z wysokiej jakosci dwuniciowym
DNA genomowym (gDNA) w ilo$ci 50-1000 ng.

Nalezy sie upewnié¢, ze wstepna probka gDNA nie zawiera > 1 mM EDTA i zanieczyszczenh organicznych, takich
jak fenol i etanol. Substancje te mogg zaktdcac reakcje tagmentacji i prowadzi¢ do btednych oznaczen.

Wyjsciowa ilos¢ gDNA = 50 ng

W przypadku wyjsciowej ilosci gDNA w zakresie od 50 do 1000 ng nie jest wymagane oznaczenie stezenia ani
normalizacja wstepnej probki gDNA.

Wyjsciowa ilos¢ gDNA < 50 ng
Mozna uzy¢ wyjsciowej ilosci DNA w zakresie 10-50 ng, wprowadzajgc nastepujgce korekty:

* W przypadku wyjsciowej ilosci 10-49 ng gDNA zaleca sie oznaczenie ilosciowe wstepnej probki gDNA w
celu okreslenia liczby cykli reakcji PCR wymaganych po tagmentaciji. Aby okresli¢ wyjsciowg ilosé
dwuniciowego gDNA, nalezy uzy¢ metody fluorymetrycznej. Nalezy unika¢ metod pomiaru catkowitej ilosci
kwasow nukleinowych, takich jak NanoDrop lub inne metody oparte na absorpcji promieniowania UV.

* W tejprocedurze nie nastepuje normalizacja ostatecznych wydajnosci wstepnie wzbogacanych bibliotek
uzyskanych z 10-49 ng gDNA, dlatego wymagane sg oznaczenie ilosciowe i normalizacja bibliotek przed i
po wzbogaceniu.
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* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx zostat scharakteryzowany i zweryfikowany dla wyjsciowej ilosci DNA
w zakresie 50-1000 ng. Nie mozna zagwarantowacd rownowaznej wydajnosci produktu dla wyjsciowej ilosci
gDNA < 50 ng.

Zalecenia dotyczgce krwi jako materiatu wyjsciowego

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx mozna wykorzystywacé przy pracy z gDNA ekstrahowanym z petnej krwi
obwodowej. Mozna zastosowac¢ dowolng zatwierdzong metode ekstrakcji. Podczas ekstrakcji gDNA z krwi
petnej nie jest wymagana wstepne oznaczenie ilosci wyjsciowego DNA, zas lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx wydajnie generuje znormalizowane, wstepnie wzbogacone biblioteki.

Nastepujgce czynniki moga niekorzystnie wptywac na ilos¢ DNA uzyskang z prébek krwi petnej, a tym samym
na normalizacje bibliotek:

*  Wiek probki krwi
* Warunki przechowywania

* Choroby wptywajgce na liczbe biatych krwinek

Zalecenia dotyczgce wyjsciowych probek tkanek FFPE

Nalezy zastosowacd nastepujgce kryteria jakosci DNA FFPE, aby okresli¢ odpowiednie parametry wyjsciowe
pozwalajace na pomysine przygotowanie biblioteki:

* W przypadku probek FFPE o wartosci ACq = 5, zalecana wyjsciowa ilos¢ DNA wynosi 50-1000 ng.

* Nie zaleca sie stosowania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w przypadku probek FFPE niskiej jakosci o
wartosci ACq > 5. Mozna stosowac probki o wartosci ACq > 5, ale moze to zwiekszy¢ ryzyko
niepowodzenia przygotowania biblioteki lub zmniejszy¢ wydajnos¢ testu.

Ekstrakcja FFPE

Nalezy zastosowac metode izolacji kwasu nukleinowego, ktéra zapewnia wysokg wydajnos¢ odzysku,
minimalizuje zuzycie prébkii zachowuje integralnos¢ prébki. Do ekstrakcji DNA z prébek FFPE mozna uzy¢
dowolnej zatwierdzonej metody. Dla gDNA ekstrahowanego z tkanek FFPE wymagane jest wstepne oznaczenie
ilosci wyjsciowego DNA, zas lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nie generuje wydajnie znormalizowanych,
wstepnie wzbogaconych bibliotek.

Kwalifikacja DNA z prébek FFPE

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ jakos¢ gDNA wyodrebnionego z tkanek FFPE. Aby uzyskac¢ optymalng
wydajnosg, nalezy ocenic jakos¢ prébki DNA uzyskanej za pomocg zatwierdzonej metody ekstrakcji w celu
sprawdzenia jakosci DNA wyodrebnionego z prébek FFPE. Procedure lllumina DNA Prep with Enrichment

Dx mozna stosowac¢ w wypadku prébek DNA ekstrahowanych z preparatéw FFPE o wartosci ACq = 5. Nie
zaleca sie stosowania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w wypadku probek FFPE niskiej jakosci z
wartoscig ACq > 5. Mozna stosowac probki o wartosci ACq > 5, ale moze to zwigkszy¢ ryzyko niepowodzenia
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przygotowania biblioteki lub zmniejszy¢ wydajnosé testu.

[Opcjonalnie] Probki FFPE odniesienia

Podczas realizacji protokotu nalezy stosowac scharakteryzowane materiaty odniesienia, takie jak Horizon
HD799 (DNA), jako kontrole dodatnie. Jako prébki odniesienia mozna rowniez stosowacd sprawdzone materiaty
FFPE uzyskane z przeszczepdw ksenogenicznych linii komdrkowych. Przed uzyciem, do oznaczen ilosciowych
materiatéw odniesienia nalezy uzy¢ fluorometrycznej metody pomiaru.

UWAGA  Wykonanie analizy prébki kontrolnej lub kontroli bez matrycy powoduje zuzycie odczynnikdow i
zmniejsza tgczna liczbe nieznanych probek, ktére mozna oznaczyc.

Zalecenia dotyczace probek wyjsciowych

Zalecenia dotyczace prébek wyjsciowych dla lllumina DNA Prep with Enrichment Dx podsumowano w ponizszej
tabeli.

Tabela1 Zalecenia dotyczgce probek wyjsciowych

Znormalizowana
Wymagane

T L . . L wydajnosé
Rodzaj probki llos¢ probki oznhaczenie Wymagana jakosc¢ wstebnie
wyjsciowej wyjsciowej ilosciowe wyjsciowego DNA &P )

wyjsciowego DNA wzbogaconej
< biblioteki

gDNA 10-49 ng Tak Stosunek 260/280 Nie
wynoszacy 1,8-2,0

gDNA 50-1000 ng Nie Stosunek 260/280 Tak
wynoszacy 1,8-2,0

gDNA z krwi 50-1000 ng Nie Stosunek 260/280 Tak
wynoszacy 1,8-2,0

gDNA zFFPE ~ 50-1000 ng Tak Wartos¢ ACq =5 Nie

Zalecane cykle PCR dla programu eBLTY PCR sg dostosowywane zaleznie od stezenia i jakosci probki
wyjsciowej. Wiecej informacji mozna znalez¢ w dokumencie Amplifikacja tagmentowanego DNA na stronie 31.
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Porady i techniki

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego

Podczas dodawania lub przenoszenia prébek nalezy zmienia¢ koncéwki pomiedzy poszczegdlinymi prébkami.

Podczas dodawania adapterédw indeksujgcych za pomocg pipety wielokanatowej nalezy zmienia¢ koncéwki
migedzy poszczegdlnymi rzedamilub kolumnami. W przypadku korzystania z pipety jednokanatowej nalezy
zmienia¢ koncowki pomiedzy poszczegdlnymi prébkami.

Szczelne foliowanie ptytki

Plytke 96-studzienkowa nalezy zawsze uszczelniaé nowg samoprzylepng folig uszczelniajgcg za pomoca
gumowego watka, aby zamkna¢ jg przed przejsciem do kolejnych etapdw procedury:

— Etapy wytrzasania

— Etapy inkubacji. Nieodpowiednie uszczelnienie ptytki moze powodowac parowanie podczas inkubacji.
— Etapy wirowania

— Etapy hybrydyzaciji

Nalezy sie upewnié, ze krawedzie i dotki sg catkowicie uszczelnione, aby zmniejszyé ryzyko
Zanieczyszczenia krzyzowego i parowania.

— Jeslina uszczelce lub po bokach studzienek ptytki widoczne sg jakiekolwiek ptyny lub skropliny, ptytke
nalezy w razie potrzeby odwirowac przed odklejeniem folii.

Umiesci¢ ptytke na ptaskiej powierzchni, a nastepnie powoli zdjgé folie uszczelniajaca.

Obstuga Enrichment BLT Small (eBLTY)

Probdowke eBLTY z roztworem macierzystym nalezy przechowywac pionowo w lodéwce, tak aby kuleczki
byty zawsze zanurzone w buforze.

Bezposrednio przed uzyciem nalezy dobrze wymieszac¢ eBLTY probdwke z roztworem macierzystym na
wytrzgsarce typu worteks, aby ponownie zawiesi¢ kuleczki w roztworze. Aby unikngé ponownego
osadzania sig kuleczek, nie zaleca sie odwirowywania przed pipetowaniem.

Jesli kuleczki przylegajg do boku lub wierzchotka ptytki 96-studzienkowej, odwirowacé ptytke z predkoscia

280 x g przez 3 sekundy, a nastepnie pipetowag, aby je ponownie zawiesic.

Podczas przemywania eBLTY:

— Uzywac odpowiedniego stojaka magnetycznego dla ptytek.

— Piytka powinna pozostawac¢ na stojaku magnetycznym dopdki instrukcja nie nakaze jej zdjecia.

— Jesli kulki zostang zassane do kofcéwek pipety, nalezy wypchnaé je z powrotem na ptytke stojgca na
stojaku magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie klarowna (ok. 2 minuty).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Procedura

Ponizszy schemat ilustruje lllumina DNA Prep with Enrichment Dx przebieg procedury. Punkty bezpiecznego
wstrzymania procedury sg wskazane pomiedzy etapami. Oszacowanie czasu w oparciu o przetwarzanie 12
prébek wzbogacanych w systemie dodekapleksowym.

gDNA

Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury

0 Tagmentowanie genomowego DNA
Przygotowanie: 20 minut
tacznie: 40 minut
Odczynniki: eBLT, TB1

Oczyszczanie po tagmentaciji
Przygotowanie: 10 minut

tacznie: 20 minut

Odczynniki ST2, TWB2

e Amplifikacja tagmentowanego DNA
Przygotowanie: 15 minut
tacznie: 45 minut
Odczynniki EPM, adaptery indeksujace

Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury . .
o Oczyszczanie bibliotek
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 20 minut
Odczynniki RSB, CB, EtOH
Punkt bezpiecznego

wstrzymania procedury . . o
Konsolidacja bibliotek
Odczynniki RSB

Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury
Hybrydyzacja sond
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 125 minut
Odczynniki Panel sond wzbogacajacych, NHB2, EHB2, RSB

0 Wychwycenie zhybrydyzowanych sond
Przygotowanie: 25 minut
tacznie: 65 minut
Odczynniki SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

@ Ampiifikacia wzbogaconej biblioteki
Przygotowanie: 5 minut
tacznie: 40 minut
Odczynniki PPC, EPM
Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury i - .
e Oczyszczanie amplifikowanej
biblioteki wzbogaconej
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 20 minut
Odczynniki CB, RSB, EtOH

® Przed PCR @ Po PCR
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Instrukcja uzytkowania

W tym rozdziale opisano protokét lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

* Nalezy przeanalizowa¢ plan kompletnego przebiegu sekwencjonowania, od prébki po analize, aby
zapewni¢ zgodnos$¢ produktdw z parametrami doswiadczenia.

* Przedrozpoczeciem procedury nalezy sprawdzié¢ zawarto$¢ zestawu i upewnié sie, ze dostepne s3
wymagane elementy, sprzet i materiaty.

— Biotynylowane sondy innych producentéw muszg spetnia¢ okreslone wymagania. Aby upewnic¢ sig, ze
sondy innych producentdw spetniajg wymagania, nalezy zapoznacé sie z rozdziatem Wymagania
dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na stronie 12.

* Nalezy postepowac zgodnie z protokotem w podanym porzadku, zachowujgc wskazane objetosci i
parametry inkubaciji.

* QO le w protokole nie wyszczegdlniono punktu bezpiecznego wstrzymania procedury, nalezy natychmiast
przej$¢ do nastepnego etapu.
* Nadmiar przygotowywanej mieszaniny reakcyjnej jest uwzgledniony w podanych objetosciach.

* Nalezy upewnic sig, ze uzywana jest stojak magnetyczny odpowiedni dla danego rodzaju ptytki.

Przygotowanie do konsolidaciji

Ten etap jest wymagany do pomysinego sekwencjonowania wzbogaconych bibliotek. Konsolidacja bibliotek
moze nastgpic¢ przed wzbogaceniem i przed sekwencjonowaniem.

Przed wzbogaceniem — poszczegdlne indeksowane biblioteki amplifikowane sg tgczone w celu wzbogacenia
za pomocg wybranego panelu sond. Spowoduje to utworzenie multipleksowanej puli wzbogaconych bibliotek.
Zbadano przetwarzanie dla przypadku wyjsciowej probki FFPE i zaleca sie je wytgcznie w przypadku
monopleksowych reakcji wzbogacajgcych. W przypadku wysokiej jakosci gDNA badano dodekapleks, ale
mozliwe sg krtonosci od dupleksu do undekapleksu.

Przed sekwencjonowaniem — biblioteki wzbogacone monopleksowo i/lub biblioteki wzbogacone
multipleksowo sg konsolidowane przed sekwencjonowaniem. Liczba wzbogaconych bibliotek, ktdre mozna
sekwencjonowac, zalezy od docelowej gtebokosci odczytu dla kazdej probki ustawionej dla sekwentora.

Unikalne indeksowanie podwdjne

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx wykorzystuje unikalne indeksy podwdjne

* Biblioteki podwdjnie indeksowane dodajg sekwencje indeksu 1 (i7) i indeksu 2 (i5), co pozwala
wygenerowac biblioteki o unikalnych znacznikach.

* Unikalne indeksy podwdjne cechujg rézne, niepowigzane sekwencje indekséw dla odczytu indeksu i7ii5.
Indeksy majg dtugos¢ 10 zasad.
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Wybdr adapteréw indeksujgcych o réznorodnych sekwencjach dla tagczonych bibliotek pozwala
zoptymalizowac réwnowage koloréow w celu skutecznego sekwencjonowania i analizy danych. Pule krotnosci =
10 juz fabrycznie cechuje réwnowaga koloréw, dzieki czemu mozna uzy¢ dowolnej kombinacji adapteréw
indeksujgcych. Podczas cyklu sekwencjonowania modut DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager zapewnia
opcje zréwnowazonych pod wzgledem koloréw kombinacji indekséw i powiadamia o niewystarczajgcej
réznorodnosci wybranych kombinacji indeksow.

Informacje na temat sekwencji adapterédw indeksujgcych wykorzystujgcych unikalne indeksy podwdjne
(UD) lllumina i schematdéw ptytek mozna znalez¢é w Dodatek: Sekwencje adapterdw indeksujgcych UD lllumina
na stronie 69

Obstugiwane krotnosci wzbogacania

Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sg konfigurowane i testowane przy krotnosci wzbogacania 1i
12. Chociaz mozliwe sg inne krotnosci wzbogacania, niektdére krotnosci wymagajg dodatkowego przygotowania
wstepnego wzbogacenia biblioteki i odczynnikéw panelu sond wzbogacajgcych.

Uzyskanie odpowiedniej wydajnosci wzbogacania dla niestandardowej krotnosci wzbogacania moze wymagacd

dodatkowej optymalizacji. Nie gwarantuje sie uzyskania optymalnych wynikdéw.

* Krotnos$¢ wzbogacania - liczba wstepnie wzbogaconych bibliotek (1-12) skonsolidowanych w ramach
jednej reakcji wzbogacania w celu hybrydyzacji z panelami sond wzbogacajgcych. Na przyktad potgczenie
12 wstepnie wzbogaconych bibliotek tworzy 12-pleksowg pule wzbogacana.

* Reakcja wzbogacania - liczba odrebnie przygotowanych reakcji wzbogacania, niezaleznie od liczby
wstepnie wzbogaconych bibliotek skonsolidowanych w ramach reakcji. Na przyktad pojedyncza reakcja
wzbogacania moze da¢ 1-pleksowg lub 12-pleksowg pule wzbogacana.

Aby obliczy¢ catkowitg liczbe bibliotek po wzbogaceniu, nalezy pomnozy¢ krotnos$¢ wzbogacania na reakcje

przez liczbe reakcji wzbogacania. Na przyktad pojedyncza reakcja wzbogacania 12-pleksowej puli

wzbogacanej daje pule 12 bibliotek po wzbogaceniu.

Podczas konsolidacji wstepnie wzbogaconych bibliotek, odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
pozwalajg na nastepujace reakcje wzbogacania i krotnosci.

Odczynniki lllumina DNA Prep with

Reakcj j Krotnos¢ i
Enrichment Dx eakcje wzbogacajace rotnos¢ wzbogacania
Zestaw dla 16 prébek 16 reakcji Monopleks
Zestaw dla 96 probek 8 reakcji 12-pleks

Strategie konsolidacji od dupleksu do oktopleksu

Ponizsza tabela przedstawia adaptery indeksujgce (studzienki), ktére mozna tgczy¢ w pule liczace 2-
8 elementéw. Kazda kombinacja oznaczona jest innym kolorem.

taczyé w dowolng pule mozna = 2 elementy lezgce od géry lub dotu kolumny. Nie nalezy tworzy¢ puli w
wierszu.
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Krotnos¢
2

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00

Kombinacje Kolor na rysunku
Pierwsze lub ostatnie dwie Pomaranczowy
studzienki w kolumnie:

« AiB

« GiH

Studzienki w wierszach C-F
nie sg wykorzystywane.

Pierwsze lub ostatnie trzy Szary
studzienki w kolumnie:

« A-C

o F-H

Studzienki w wierszach D i E nie

sg wykorzystywane.

Pierwsze lub ostatnie cztery Fioletowy
studzienki w kolumnie:

e A-D

o E-H

Pierwsze lub ostatnie pie¢ Niebieski
studzienek w kolumnie:

o A-E

e D-H

[Opcja 1] Pierwsze lub ostatnie Zielony
sze$¢ studzienek w kolumnie:

o A-F

e C-H

[Opcja 2] Pierwsze (AiB) lub

ostatnie dwie studzienki (GiH) w
jednej kolumnie i dowolne cztery
studzienki w sagsiedniej kolumnie.

Pierwsze lub ostatnie siedem Rézowy
studzienek w kolumnie:

o A-G

* B-H

Cata kolumna. Zielononiebieski
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Strategie konsolidacji nonapleksu

Nalezy uzywac adapteréw indeksujgcych z dowolnych studzienek, ktére pozwalajg zoptymalizowacd
réwnowage barw w przebiegu sekwencjonowania, na przyktad:

* AT-H1iA2

* A4-D4iA5-E5

e A7-F7iA8-C8

* A10-C10, A11-C11i A12-C12

Na ponizszej ilustracji przedstawiono wszystkie cztery przyktady.
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Tagmentowanie genomowego DNA

Ten etap wykorzystuje Enrichment BLT Small (eBLTY) do tagmentowania DNA. W ramach tego procesu
nastepuje fragmentacja i znakowanie DNA sekwencjami adapterdw.
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Materiaty eksploatacyjne
* eBLTY (Enrichment BLT Small) (z6tta nasadka)
* TB1(Tagmentation Buffer 1 (bufor do tagmentac;ji 1))
* Woda bez nukleaz
* 96-dotkowa ptytka do PCR
* Folia uszczelniajgca
*  Probdwki do mikrowiréwki o poj. 1,7 ml
* 8 probdéwek w pasku
* Koncowki do pipet
— Pipety wielokanatowe o poj. 200 pl
A PRZESTROGA

Ten zestaw odczynnikdw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skorg i kontakt z oczami mogg powodowacé uszczerbek na zdrowiu. Nalezy
nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne

i pozbywac¢ sie ich zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi.
Dodatkowe informacje dotyczace ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta
charakterystyki (SDS) dostepna na stronie support.illumina.com/sds.html.

Informacje o odczynnikach

* eBLTY nalezy przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C. Nie uzywac eBLTY, jesli przechowywano w
temperaturze ponizej 2°C.

* Nije wirowac¢ eBLTY.

Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

eBLTY (zétta nasadka) od2°Cdo 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Wymieszaé za pomocg wytrzagsarki typu
worteks bezposrednio przed uzyciem. Nie
wirowacd przed pipetowaniem.

TB1 -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Wymieszaé za pomocg wytrzgsarki typu
worteks.

2. Wymieszad za pomocga wytrzasarki typu worteks lub przepipetowac¢ DNA, a nastepnie krétko odwirowac.
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3.

Zapisac nastepujgcy program TAG w termocyklerze:

*  Wybrac opcje podgrzewania pokrywy i nastawic¢ 100°C.
* Ustawié¢ objetosé reakcji na 50 pl.

* 55°C przez 5 minut

* Pozostawié w temperaturze 10°C.

Procedura

1.

10.
11.

Dodac¢ 2-30 pl DNA do kazdej studzienki 96-studzienkowej ptytki do PCR, aby catkowita wprowadzana ilo$¢
wynosita 50-1000 ng.

Jesli objetos¢ DNA < 30 pl, dodaé wode bez nukleaz do prébek DNA, aby doprowadzi¢ catkowitg objetosé
do 30 ul.

eBLTY Doktadnie wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, az kuleczki zostang ponownie catkowicie
zawieszone.

Potgczyc¢ nastepujace objetosci w probdwce, aby przygotowaé mieszanine reakcyjng do tagmentowania
(Tagmentation Master Mix). Kazda objetos¢ nalezy pomnozy¢ przez liczbe przetwarzanych probek.

* eBLTY (11,5 ul)

* TB1 (1,54l

Nadmiar odczynnika zostat uwzgledniony w objetosci.

Aby wymieszad, doktadnie przepipetowac¢ Tagmentation Master Mix.

Podzieli¢ objetos¢ Tagmentation Master Mix na réwne czesci, przenoszone do 8 probéwek w pasku.

Za pomoca pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul przenies¢ 20 ul Tagmentation Master Mix do kazdej
studzienki ptytki do PCR zawierajgcej prébke. Uzy¢ swiezych koricdwek dla poszczegdinych kolumn lub
rzedoéw z prébkami.

Wyrzucié pasek z 8 probdwkami po rozpipetowaniu Tagmentation Master Mix.

Za pomoca pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul ustawionej na 40 i, przepipetowac kazda prébke
10 razy aby wymieszaé. Uzy¢ $swiezych koncdwek dla poszczegdinych kolumn z prébkami.

Ewentualnie, zafoliowad ptytke do PCR i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
Zafoliowad ptytke, a nastepnie umiescic jg we wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomié
program TAG.

Poczekac, az program TAG osiggnie temperature 10°C, a nastepnie natychmiast wyja¢ ptytke.
Pozostawi¢ 96-dotkowg ptytke PCR w temperaturze pokojowej przez 2 minuty, a nastepnie przejs¢ do
nastepnego etapu.

Oczyszczanie po tagmentaciji

Na tym etapie nastepuje przemycie oznaczonego adapterem DNA w eBLTY przed amplifikacjg za pomocg PCR.
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Materiaty eksploatacyjne
* ST2 (Stop Tagment Buffer 2 (bufor przerywajacy tagmentacje 2))
* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2 (bufor ptuczacy do tagmentac;ji 2))
* Magnetyczny stojak na 96-dotkowg ptytke do PCR
* Folia uszczelniajgca
* 8 probdwek w pasku
*  Koncdowki do pipet
— Pipety wielokanatowe o poj. 20 ul
— Pipety wielokanatowe o poj. 200 pl
* Do dalszych etapéw procedury nalezy przygotowac:
— EPM (Enhanced PCR Mix (ulepszona mieszanina reakcyjna do PCR))

— Ptytka z adapterami indeksujgcymi

Informacje o odczynnikach

* Nalezy upewni¢ sig, ze uzywany stojak magnetyczny jest odpowiedni dla danego rodzaju ptytki. Uzycie
stojaka magnetycznego na ptytke MIDI do ptytki do PCR moze uniemozliwi¢ przywieranie TWB2 do
kuleczek.

* Pipetowaé TWB2 powoli, aby zminimalizowa¢ pienienie w celu unikniecia pobrania nieprawidtowej objetosci
i niepetnego mieszania.

Przygotowanie

1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EPM -25°C do -15°C Rozmraza¢ na lodzie przez 1 godzine.
Obrdcié¢ w celu wymieszania, a nastepnie krotko odwirowac.

ST2 15°C do 30°C W przypadku zaobserwowania osaddw, ogrzewaé w
temperaturze 37°C przez 10 minut, a nastepnie wytrzasac az do
rozpuszczenia osaddéw. Uzywad w temperaturze pokojowej.

TWB2 15°C do 30°C Uzywac w temperaturze pokojowe;j.
Ptytka z -25°C do -15°C Rozmrazac w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
adapterami
indeksujgcymi
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Procedura

1.

Doda¢ 10 pl ST2 do kazdej reakcji tagmentacji. Jesli uzywana jest pipeta wielokanatowa, nalezy
odpipetowac ST2 do paska 8 probdwek, a nastepnie przenies¢ odpowiednie objetosci na ptytke do PCR.
Uzy¢ swiezych koncdéwek dla poszczegdinych kolumn lub rzeddéw z prébkami.

2. Zapomocg pipety o pojemnosci 200 ul ustawionej na 50 pl powoli przepipetowac kazdg studzienke 10 razy,
aby ponownie zawiesi¢ kuleczki.
Ewentualnie, zafoliowad ptytke i wytrzgsaé z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute. Powtdérzy¢ w razie
potrzeby.
3. Zafoliowa¢ ptytke i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
4. Inkubowacd w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
5. Umiesci¢ ptytke do PCR na stojaku magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (3 minuty).
6. [= 48 prébek] Przemy¢ trzykrotnie w nastepujgcy sposob.
a. Uzywajac pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul ustawionej na 60 ul, usung¢ i odrzuci¢ nadsgcz
bez naruszania osadu kuleczek.
b. Zdjgé ze stojaka magnetycznego.
c. Niezwtocznie potem doda¢ powoli 100 pl TWB2 bezposrednio na kuleczki.
d. Powoli przepipetowaé do chwili catkowitego ponownego zawieszenia kuleczek. Ewentualnie,
zafoliowac ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
e. W przypadku rozbryzgu odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
f.  Umiescic¢ ptytke do PCR na stojaku magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sig przejrzysta
(3 minuty).
Pozostawié ptytke na stojaku magnetycznym i TWB2 w studzienkach, aby zapobiec przesuszeniu
podczas trzeciego przemycia . Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej do PCR usung¢ i odrzuci¢
nadsacz.
g. Uzywajac pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul ustawionej na 100 pl, usunac i odrzuci¢ nadsacz.
h. Powtdrzyé etapy c—f dwukrotnie, aby w sumie wykona¢ trzy ptukania.
7. [> 48 probek] Przemy¢ trzykrotnie w nastepujgcy sposob.
a. Wykona¢ kroki b i c w partiach liczgcych od 1 do 2 kolumn, do chwili objecia procedurg wszystkich
kolumn, aby zapobiec przesuszeniu.
b. Uzywajac pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul ustawionej na 60 pl, usung¢ i odrzuci¢ nadsacz.
c. Zdjac ze stojaka magnetycznego.
d. Niezwtocznie potem doda¢ powoli 100 pl TWB2 bezposrednio na kuleczki.
e. Powoli przepipetowad do chwili catkowitego ponownego zawieszenia kuleczek. Ewentualnie,
zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
f. W przypadku rozbryzgu odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
g. Umiesci¢ ptytke do PCR na stojaku magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta
(3 minuty).
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Pozostawi¢ ptytke na stojaku magnetycznym i TWB2 w studzienkach, aby zapobiec przesuszeniu
podczas trzeciego przemycia. Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej do PCR usung¢ i odrzucié
nadsacz.

h. Uzywajac pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 pl ustawionej na 100 pl, usunagé i odrzucié¢ nadsacz.
i. Zdja¢ ze stojaka magnetycznego i powoli dodac 100 pl TWB2 bezposrednio na kuleczki.

j. Powtdrzy¢ etapy hiiw partiach liczacych od 1 do 2 kolumn, do chwili objecia procedurg wszystkich
kolumn.

k. Powtdrzyé etapy e-h dwukrotnie, aby w sumie wykonac trzy ptukania.

8. Pozostawi¢ na stojaku magnetycznym do etapu 4 sekcji Procedura w czesci Amplifikacja tagmentowanego
DNA.
TWB2 pozostaje w studzienkach, aby zapobiec przesuszeniu kuleczek.

Amplifikacja tagmentowanego DNA

Na tym etapie nastepuje amplifikacja tagmentowanego DNA prowadzona za pomocg programu PCR o
ograniczonej liczbie cykli. Na etapie PCR dodawane sg adaptery indeksujgce 1 (i7), adaptery indeksujgce 2 (i5) i
sekwencje wymagane do utworzenia klastra sekwencjonowania.

Materiaty eksploatacyjne
* EPM (Enhanced PCR Mix (ulepszona mieszanina reakcyjna do PCR))
* Piytka z adapteramiindeksujgcymi
* 96-dotkowa ptytka do PCR
* Woda bez nukleaz
* Folia uszczelniajgca
*  Probowki do mikrowirdwki o poj. 1,5 ml
* Koncoéwki do pipet
— Pipety wielokanatowe o poj. 20 pl

— Pipety wielokanatowe o poj. 200 pl

Informacje o odczynnikach
* Piytki z adapteramiindeksujgcymi
— Studzienka moze zawiera¢ > 10 pl adapterédw indeksujgcych.
— Nie nalezy dodawa¢ prébek na ptytke z adapterami indeksujgcymi.

— Kazda studzienka ptytki z adapterami indeksujgcymi jest przeznaczona wytgcznie do jednorazowego
uzytku.
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Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EPM -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze 4°C lub na lodzie

przez 1 godzine.

Obrdci¢ w celu wymieszania, a nastepnie krotko

odwirowad.
Ptytka z adapterami -25°C do -15°C Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej przez
indeksujgcymi 30 minut.

2. Zapisac nastepujacy eBLTY program PCR w termocyklerze, wpisujgc odpowiednig liczbe cykli PCR
wskazanych w ponizszej tabeli.

Wybrac¢ opcje podgrzewania pokrywy i nastawi¢ 100°C.
Ustawic¢ objetosc reakcji na 50 i

72°C przez 3 minuty

98°C przez 3 minuty

X cykli:

* 98°C przez 20 sekund

* 60°C przez 30 sekund

* 72°C przez 1 minute

72°C przez 3 minuty

Pozostawié¢ w temperaturze 10°C

Catkowity czas przebiegu wynosi ~38 minut dla 9 cykli i ~46 minut dla 12 cyKkli.

Rodzaj probki wyjsciowej

10-49 ng gDNA

50-1000 ng gDNA

50-1000 ng gDNA ekstrahowanego z FFPE

gDNA ekstrahowanego z krwi
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Procedura

1.

10.

1.

12.
13.

Nalezy potgczy¢ nastepujgce elementy, aby sporzadzi¢ mieszanine reakcyjng PCR Master Mix. Kazdg
objetos¢ nalezy pomnozy¢ przez liczbe przetwarzanych probek.

e EPM (23 )
* Woda bez nukleaz (23 pl)
Nadmiar odczynnika zostat uwzgledniony w objetosci.

Aby wymiesza¢ mieszanine reakcyjng PCR Master Mix, nalezy jg powoli pipetowac 10 razy, a nastepnie
krétko odwirowad.

Po umieszczeniu ptytki na stojaku magnetycznym, nalezy uzy¢ pipety wielokanatowej o pojemnosci 200 ul,
aby usung¢ i odrzuci¢ TWB2.

Piana, ktdra pozostaje na $ciankach studzienek, nie wptywa niekorzystnie na jakos$¢ biblioteki.

Zdja¢ ze stojaka magnetycznego.

Natychmiast nanies¢ 40 pl mieszaniny reakcyjnej PCR Master Mix bezpos$rednio na kuleczki w kazdej
studzience.

Natychmiast przepipetowad, aby wymieszacd i ponownie catkowicie zawiesi¢ kuleczki w roztworze.
Ewentualnie, zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.

Zafoliowad ptytke z probkami i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Odwirowac ptytke zawierajgcg adaptery indeksujgce z przyspieszeniem 1000 x g przez 1 minute.

Przygotowac ptytke z adapterami indeksujgcymi.

* [< 96 prébek] Naktuc folie uszczelniajgcg na ptytce zawierajgcej adaptery indeksujgce tyle razy, ile jest
przetwarzanych prébek, do kazdej studzienki wykorzystujgc Swiezg koncéwka pipety.

* [96 prébek] Ustawic fabrycznie nowg ptytke do PCR z niskg ramkg boczng (semiskirted) doktadnie nad
ptytkg zawierajgcg adaptery indeksujgce i docisngé w dét, aby naktué folie uszczelniajgcg. Wyrzucié
ptytke PCR uzywana do naktucia folii uszczelniajgce;j.

Uzywajac sSwiezej koncowki pipety, dodac 10 ul wstepnie sparowanych adapterdéw indeksujgcych do kazdej

studzienki.

Za pomocag pipety ustawionej na 40 pl, przepipetowac 10 razy, aby wymieszad. Ewentualnie, zafoliowacd

ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.

Zafoliowa¢ ptytke i odwirowaé z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomi¢ eBLTY program PCR.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury, przechowywacé w temperaturze od -25°C do -15°C przez nie dtuzej niz
30 dni.
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Oczyszczanie bibliotek

Na tym etapie wykorzystuje sie procedure dwustronnego oczyszczania za pomocg kuleczek stuzaca
oczyszczeniu amplifikowanych bibliotek.

Materiaty eksploatacyjne

* CB (Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania))

* RSB (Resuspension Buffer (bufor do ponownego zawieszania))

* Swiezo przygotowany 80% roztwdr etanolu (EtOH)

* 96-studzienkowa ptytka gteboka do przechowywania wykonana z polipropylenu o poj. 0,8 ml (ptytka MIDI)
* 96-dotkowa ptytka do PCR

* Stojak magnetyczny do ptytek MIDI

* Stojak magnetyczny do ptytek do PCR

*  Probowki do mikrowiréwki o poj. 1,5 ml

* Woda bez nukleaz

Informacje o odczynnikach
* Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania)
— Wymieszac¢ za pomocg wytrzgsarki typu worteks przed kazdym uzyciem.
— Czesto mieszaé za pomocg wytrzgsarki typu worteks, aby zapewnié réwnomierne roztozenie kuleczek.

— Nabiera¢ i dozowaé powoli ze wzgledu na lepkos$é roztworu.
Przygotowanie
1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

CB Temperatura Wymieszaé za pomocg wytrzagsarki typu worteks i odwréci¢ w celu
pokojowa wymieszania, az barwa ptynu stanie sie jednorodna.
RSB 0d 2°C do 8°C Rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Wymieszacé

za pomoca wytrzasarki typu worteks.

Procedura

1. Wytrzgsac 96-dotkowg ptytkg do PCR z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute, a nastepnie krétko
odwirowac.

2. Umiesci¢ ptytke do PCR na stojaku magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (1 minuta).
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3. Wymieszac¢ za pomoca wytrzasarki typu worteks CB 3 razy przez 10 sekund, a nastepnie odwrécié kilka
razy w celu ponownego zawieszenia.

4. W przypadku gDNA wysokiej jakosci nalezy wykonac¢ nastepujgce czynnosci.

a.
b.

C.

Do kazdej studzienki nowej ptytki MIDI dodaé 77 ul wody bez nukleaz.
Dodac¢ 88 ul CB do kazdej studzienki ptytki MIDI.

Przenies¢ 45 ul nadsaczu z kazdej studzienki ptytki do PCR do odpowiedniej studzienki nowej ptytki
MIDI.

Wyrzucié¢ ptytke do PCR.

Przepipetowac kazdg studzienke 10 razy, aby wymieszaé. Ewentualnie, zafoliowad ptytke i wytrzgsac z
predkoscig 1800 obr./min przez Tminute.

Zafoliowad ptytke i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Sprawdzié¢, czy nie ma pecherzykéw powietrza. Jesli sg, odwirowac.

Umiesci¢ ptytke na stojaku magnetycznym dla ptytek MIDI i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (5
minut).

Podczas inkubacji doktadnie wymieszac za pomocg wytrzgsarki typu worteks CB, a nastepnie doda¢ 20
Ml do kazdej studzienki nowej ptytki MIDI.

Przenies¢ 200 ul nadsaczu z kazdej studzienki pierwszej ptytki MIDI do odpowiedniej studzienki nowej
ptytki MIDI (zawierajgcej 20 pl CB).

Wyrzuci¢ pierwsza ptytke MIDI.

Przepipetowac kazda studzienke nowej ptytki MIDI 10 razy, aby wymieszac¢ . Ewentualnie, zafoliowad
ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

5. W przypadku wyekstrahowanego FFPE nalezy wykona¢ nastepujgce czynnosci.

a.
b.

Dodac¢ 81 pl CB do kazdej studzienki nowej ptytki MIDI.

Przenies¢ 45 ul nadsaczu z kazdej studzienki ptytki do PCR do odpowiedniej studzienki nowej ptytki
MIDI.

Wyrzucié¢ ptytke do PCR.

Przepipetowac kazdg studzienke 10 razy, aby wymieszaé. Ewentualnie, zafoliowaé ptytke i wytrzgsac z
predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

6. Inkubowad w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Sprawdzié¢, czy nie ma pecherzykéw powietrza. Jesli sg, odwirowac.

8. Umiesci¢ ptytke na stojaku magnetycznym dla ptytek MIDI i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (5
minut).

9. Usunaciodrzuci¢ nadsacz bez naruszania osadu kuleczek.
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10. Przemywac kuleczki zgodnie z ponizszym opisem.
a. Poumieszczeniu ptytki na stojaku magnetycznym dodac¢ 200 ul Swiezego 80% roztworu EtOH nie
mieszajac.
b. Inkubowac przez 30 sekund.
c. Usunagdéiodrzuci¢ nadsgcz bez naruszania osadu kuleczek.
11. Przemy¢ kuleczki po raz drugi.
12. Suszy¢ na powietrzu na stojaku magnetycznym przez 5 minut.

13. Podczas suszenia na powietrzu uzy¢ pipety o pojemnosci 20 pl w celu usuniecia i odrzucenia pozostatosci
EtOH.

14. Zdjgé ze stojaka magnetycznego.

15. Dodac¢ 17 yl RSB do kuleczek.

16. Zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
17. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

18. Sprawdzi¢, czy nie ma pecherzykdw powietrza. Jesli sg, odwirowac.

19. Umiesci¢ ptytke na stojaku magnetycznym dla ptytek MIDI i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (2
minuty).

20. Przenies¢ 15 ul nadsgczu na nowg 96-dotkowa ptytke do PCR.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy szczelnie zafoliowac ptytke i przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

Konsolidacja wstepnie wzbogaconych bibliotek

Na tym etapie nastepuje potgczenie bibliotek DNA z unikalnymi indeksami w jedng pule liczgca do 12 bibliotek.
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Metody konsolidacji

Mozna tgczy¢ wedtug objetosci lub masy. Ponizsza tabela stuzy do okreslenia odpowiedniej metody zaleznie od
materiatu wyjsciowego.

Tabela 2 Zalecane metody konsolidacji

Probka wyjsciowa Metoda konsolidacji
10-49 ng gDNA Masa

50-1000 ng gDNA Objetos¢

gDNA ekstrahowane z materiatu FFPE Masa

gDNA ekstrahowanego z krwi Objetos¢

* Wzbogacanie monopleksowe nie wymaga konsolidacji wstepnie wzbogaconych bibliotek. Jednak dodanie
RSB moze by¢ konieczne.

* Poilosciowej ocenie wstepnie wzbogaconych bibliotek, wszystkie typy prébek wyjsciowych mozna
skonsolidowac¢ w oparciu o mase w celu osiggniecia optymalnej réwnowagi indekséw.

* Koncowa wydajnos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek wygenerowanych w oddzielnych preparatach
doswiadczalnych moze sie rézni¢. Dlatego zaleca sie tgczenie wedtug masy w celu uzyskania optymalne;j
rownowagi indeksow.

* W nastepujgcych sytuacjach nalezy stosowac¢ wzbogacanie monopleksowe.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1000 ng gDNA ekstrahowanego z materiatu FFPE

* Stabe wykrywanie czestoscirzadszych alleli w przypadku wywotania wariantéw somatycznych.

Konsolidacja ze wzgledu na mase

W nastepujgcych sytuacjach nalezy oznaczy¢ ilosciowo swoje biblioteki, aby wykorzysta¢ mase DNA w
bibliotece do wzbogacenia okreslonego na Konsolidacja wstepnie wzbogaconych bibliotek w rownym stezeniu
na stronie 38.

*  Woyjsciowa ilos¢ gDNA w prébce 10-49 ng
* 50-1000 ng gDNA ekstrahowane z wyjsciowej prébki FFPE
*  Wykrywanie czestosci rzadszych alleli dla wywotan wariantéw somatycznych

* gDNA ekstrahowany z krwi dla optymalnej réwnowagi indekséw

Oznaczenie iloSciowe wstepnie wzbogaconych bibliotek
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1. Wykonac¢ oznaczenie dla 1 pyl wstepnie wzbogaconych bibliotek przy uzyciu preferowanej metody ilo$ciowej
wykorzystujgcej fluorescencje barwnika interkalujgcego do dsDNA.

W przypadku zastosowania 50-1000 ng wysokiej jakosci gDNA nalezy spodziewa¢d sie wydajnosci
biblioteki wzbogaconej = 500 ng.

W przypadku 50-1000 ng gDNA ekstrahowanego z FFPE nalezy spodziewac¢ sie wydajnosci biblioteki
wstepnie wzbogaconej 500-6000 ng, w zaleznosci od jakosci wyjsciowej probki.

UWAGA Zuwagina ograniczenia réoznych metod oznaczania iloSciowego, nalezy zweryfikowacé

odpowiednig metode oznaczenia ilosciowego dla tej procedury. Wyniki stezenia moga sie rézni¢ w
zaleznosci od zastosowanej metody.

Konsolidacja wstepnie wzbogaconych bibliotek w réwnym stezeniu

Ponizsza tabela stuzy do okreslenia wymaganej do wzbogacenia masy DNA w kazdej bibliotece, w zaleznosci
od rodzaju probki i krotnosci wzbogacania. Nie gwarantuje sie optymalnej wydajnosci wzbogacania i
wydajnosci oznaczenia w przypadku nizszych niz zalecane wydajnosci wstepnie wzbogaconych bibliotek.

tgczna masa DNA w reakcji wzbogacania nie powinna przekraczac 6000 ng.

. Krotnosé Masa DNA na taczna masa bibliotek
Probka wyjsciowa . ol
wzbogacania biblioteke (ng) DNA (ng)
Wysokiej jakosci gDNA 12 250-500 3000-6000
gDNA ekstrahowane z 1 200 200

materiatu FFPE

1. Nalezy zapisac indeksy dla bibliotek, ktére na tym etapie planuje sie potgczy¢.

2. Na podstawie wartosci stezen kazdej biblioteki nalezy obliczy¢ objetosé, ktérg nalezy dodacé w reakcji
wzbogacania, aby osiggngé wymagang mase DNA.

Wysokiej jakosci gDNA: Obliczy¢ objetosé biblioteki potrzebng do wprowadzenia wyjsciowo 250-500
ng.

gDNA ekstrahowane z materiatu FFPE: Obliczy¢ objetos¢ biblioteki potrzebng do wprowadzenia
wyjsciowo 200 ng.

Dodac objetos¢ obliczong dla kazdej biblioteki do tej samej studzienki ptytki do PCR.

4. W przypadku korzystania z wysokiej jakosci gDNA nalezy wykona¢ jedng z nastepujgcych czynnosci w
oparciu o catkowitg objeto$¢ skonsolidowanych wstepnie wzbogaconych bibliotek:

Jesli objetos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek = 30 pl, przej$¢ do sekcji Hybrydyzacja sond na stronie
40.

Jesli objetos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek < 30 ul, dodaé¢ RSB, aby osiggnac¢ taczng objetosé 30
.
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* Jesli objetos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek > 30 pl, nalezy uzy¢ metody wykorzystujgcej kuleczki
lub zatezarki prozniowej, aby zatezy¢ konsolidowang probke. Dodaé RSB do zatezonej konsolidowanej
probki, aby osiggnac tagczng objetos¢ 30 pl.

5. W przypadku korzystania z gDNA ekstrahowanego z materiatU FFPE nalezy wykona¢ jedng z nastepujgcych
czynnosci w oparciu o catkowitg objetos¢ skonsolidowanych wstepnie wzbogaconych bibliotek:

* Jesli objetos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek = 7,5 ul, przejs¢ do sekcji Hybrydyzacja sond na
stronie 40.

* Jedli objetos¢ wstepnie wzbogaconych bibliotek < 7,5 pl, dodaé¢ RSB, aby osiggnac tgczng objetosc 7,5
V]

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy szczelnie zafoliowa¢ ptytke i przechowywaé w temperaturze od
-25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

Konsolidacja ze wzgledu na objetos¢

Gdy wyjsciowa ilos¢ gDNA wynosi 50-1000 ng, oznaczanie iloSciowe i normalizacja poszczegdlnych bibliotek
wygenerowanych w tym samym eksperymencie nie sg wymagane.
Aby osiggng¢ optymalng wydajnos¢, nalezy konsolidowac wytgcznie probki wstepnie wzbogaconych bibliotek
przygotowywanych przez tego samego uzytkownika, za pomoca tej samej partii odczynnika i ptytki adapteréw
indeksujgcych.
1. Nalezy zapisac¢ indeksy dla bibliotek, ktére na tym etapie planuje sie potgczyc.
2. Zmieszaé nastepujgce objetosci wstepnie wzbogaconych bibliotek i RSB dla wybranej krotnosci
wzbogacania w tej samej studzience nowej ptytki PCR.
Objetos¢ koricowa wynosi 30 pl.

Objetos¢ kazdej z

Krotnos$¢é wzbogacania * wzbogaconych wstepnie Objetosé RSB (ul)
biblioteki (plI)

Monopleks 14 16

2-pleks 14 2

3-pleks 10 0

4-pleks 7,5 0

5-pleks 6 0

6-pleks 5 0

7-pleks 4,2 0,6

8-pleks 3,7 0,4
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Objetos¢ kazdej z

Krotnosé wzbogacania * wzbogaconych wstepnie Objetosé RSB (ul)
biblioteki (ul)

9-pleks 3,3 0,3

10-pleks 3 0

11-pleks 2,7 0,3

Dodekapleksowy 2,5 0

*Informacje na temat niestandardowych krotnosci (od 2- do 11-plekséw), patrz Ograniczenia dotyczace procedury na
stronie 2.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy szczelnie zafoliowad ptytke i przechowywac w temperaturze od
-25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

[Opcjonalnie] Kwalifikacja wstepnie wzbogaconych
bibliotek

W przypadku konsolidacji ze wzgledu na objeto$¢, w celu iloSciowego oznaczenia wstepnie wzbogaconych
bibliotek nalezy uzy¢ metody ilosciowej wykorzystujgcej fluorescencje barwnika interkalujgcego do dsDNA. Aby
zakwalifikowaé wstepnie wzbogacone biblioteki, nalezy uzy¢ analizatora fragmentéw DNA i odpowiedniego
zestawu do analizy fragmentéw.

Do kwalifikacji biblioteki nalezy uzy¢ tgcznie 1 pl. Biblioteki wstepnie wzbogacone sg wystarczajgco stezone,
aby mozna je byto w niewielkim stopniu rozcienczy¢ na potrzeby oznaczen ilosciowych lub analizy fragmentdw.

Hybrydyzacja sond

Na tym etapie docelowe obszary DNA wigzg sie z sondami wychwytujgcymi.

Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sg zgodne zaréwno z lllumina i z panelami
oligonukleotydowymi do wzbogacania DNA innych producentéw. Aby uzyska¢ informacje na temat
wymaganych specyfikacji dla paneli innych producentéw, nalezy zapoznac sie z czescig Wymagania dotyczace
panelu sond wzbogacajgcych na stronie 12.

Materiaty eksploatacyjne

* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2 (wzbogacajgcy bufor do hybrydyzaciji 2))
* NHB2 (Bufor HYB 2 + blokery IDT NXT) (niebieska nasadka)

* Panel sond wzbogacajgcych

* 96-dotkowa ptytka do PCR
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* Folia uszczelniajgca
* Do dalszych etapéw procedury nalezy przygotowac:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads (kuleczki magnetyczne optaszczone streptawidyng))

— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer (ulepszony wzbogacajacy bufor ptuczacy)) (bursztynowa
nasadka)

Informacje o odczynnikach
* NHB2 wytrgca sie i oddziela podczas przechowywania.

* Panel sond wzbogacajgcych odnosi sie do wybranego panelu oligonukleotydowego do wzbogacania od
lllumina dostawcy.

Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EHB2 Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
Wymiesza¢ za pomocg wytrzagsarki typu worteks.
W przypadku zaobserwowania krysztatéw i
zmetnienia, ponownie wymieszac¢ na wytrzgsarce
typu worteks lub przepipetowac, aby mieszany
roztwor stat sie przezroczysty.

Panel sond -od 25°C do Zarowno panele lllumina, jak i panele innych

wzbogacajgcych -15°C (lllumina) producentéw, doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej. Wymieszaé za pomocg wytrzgsarki
typu worteks.
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Przechowywanie

-25°C do-15°C

Element

NHB2
(niebieska nasadka)

SMB3* Od 2°C do 8°C

EEW* -25°C do-15°C

(bursztynowa probowka)

illumina

Instrukcje

Rozmrazaé w temperaturze pokojowe;j.

W temperaturze pokojowej podgrzac wstepnie w
inkubatorze mikroprébek do takiej samej
temperatury, jak uzywana sonda przez 5 minut.
Aby ponownie zawiesi¢, nalezy wymieszac na
wytrzagsarce typu worteks z maksymailng
predkoscig trzykrotnie przez 10 sekund.

Krotko odwirowad.

Przepipetowac w catej objetosci od dna
probdéwki.

W przypadku zaobserwowania krysztatéw i
zmetnienia, ponownie wymieszac¢ na wytrzgsarce
typu worteks lub przepipetowac, aby mieszany
roztwor stat sie przezroczysty.

Uzywaé, gdy jest ciepty, aby unikng¢ wytracania
sie osadu.

W przypadku przejscia do nastepnej procedury
natychmiast po trwajgcym 90 minut wstrzymaniu
w ramach programu HYB, nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej przez co najmniej 2
godziny przed rozpoczeciem programu HYB.

W przypadku przejscia do nastepnej procedury
natychmiast po trwajgcym 90 minut wstrzymaniu
w ramach programu HYB, nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej przez co najmniej 2
godziny przed rozpoczeciem programu HYB.

W temperaturze pokojowej podgrzaé wstepnie w
inkubatorze mikroprébek do odpowiedniej
temperatury hybrydyzacji i wychwytywania przez
30 minut przed zakonczeniem programu HYB.

*W przypadku wstrzymania przed rozpoczeciem kolejnej procedury nalezy opdznié¢ przygotowanie tego odczynnika

do momentu nadejscia wtasciwego etapu tej procedury.
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Zapisac nastepujgcy program HYB w termocyklerze, uzywajgc odpowiedniej liczby cykli wskazanej w
Tabela 3.

*  Wybraé opcje podgrzewania pokrywy i nastawi¢ 100°C
* Ustawié objetos$¢ reakcji
* [Wysokiej jakosci gDNA] 100 pl
* [gDNA ekstrahowane z FFPE] 25 ul
* 98°C przez 5 minut
* Xcyklipo 1 min, rozpoczynajgc od 98°C dla pierwszego cyklu, a nastepnie zmniejszajgc o0 2°C na cyk
* Przetrzymac przez 90 minut w odpowiedniej temperaturze:
* [gDNA ekstrahowane z FFPE] 58°C
* [Panele zawierajgce sondy 80-merowe] 58°C
* [Stwierdzenie obecnosci wariantu somatycznego] 58°C

* [Wszystkie pozostate] 62°C
Catkowity czas przebiegu wynosi ~115 minut.

Tabela 3 Liczba cykli na probke lub panel

Typ probki i panelu Liczba cykli (X)

gDNA ekstrahowane z FFPE (niezaleznie od typu panelu) 20

Panele zawierajgce sondy 80-merowe (niezaleznie od typu prébki) 20

Stwierdzenie obecnosci wariantu somatycznego 20

Wszystkie pozostate rodzaje prébek i panele 18
Procedura

1.

[Wysokiej jakosci gDNA] Dodac¢ nastepujgce odczynniki w podanej kolejnosci do kazdej skonsolidowanej
biblioteki na ptytce do PCR.

Nie nalezy przygotowywac mieszaniny reakcyjnej. Tworzenie mieszaniny reakcyjnej z NHB2 i EHB2
niekorzystnie wptywa na wydajnosé wzbogacania.

* NHB2 (niebieska nasadka) (50 pul)

* Panel sond wzbogacajgcych (10 pl)

* EHB2 (10 ul)

[Wysokiej jakosci gDNA] Aby wymieszaé, uzy¢ pipety nastawionej na 90 ul, przepipetowac kazda
studzienke10 razy.

[gDNA ekstrahowane z materiatu FFPE] Dodac¢ nastepujgce odczynniki w podanej kolejnosci do kazdej
skonsolidowanej biblioteki na ptytce do PCR.

Nie nalezy przygotowywac mieszaniny reakcyjnej. Tworzenie mieszaniny reakcyjnej z NHB2 i EHB2
niekorzystnie wptywa na wydajno$é wzbogacania.
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* NHB2 (niebieska nasadka) (12,5 pl)
* Panel sond wzbogacajacych (2,5 pl)
* EHB2(2,5l)

4. [gDNA ekstrahowane z materiatu FFPE] Aby wymieszac, uzy¢ pipety nastawionej na 20 ul, przepipetowad
kazda studzienke 10 razy.

Zafoliowac a nastepnie odwirowac ptytke z predkoscig 280 xg przez 10 sekund.
6. Umiesci¢ ptytke z prébkami we wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomié program HYB.

7. Po zakoniczeniu czasu utrzymywania statej temperatury przez program HYB niezwtocznie przejs¢ do
nastepnej procedury.

A PRZESTROGA

Jezeli temperatura reakcji hybrydyzacji spada ponizej temperatury pokojowej, nastepuje
wytrgcanie osaddéw.

Wychwycenie zhybrydyzowanych sond

Na tym etapie Streptavidin Magnetic Beads (kuleczki magnetyczne optaszczone streptawidyng) (SMB3) jest
wykorzystywany do wychwytywania sond, ktére ulegty hybrydyzacji do sekwencji docelowych bedacych
przedmiotem zainteresowania.

Materiaty eksploatacyjne

* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer (ulepszony wzbogacajgcy bufor ptuczacy)) (bursztynowa
nasadka)

* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1 (wzbogacajgcy bufor do elucji 1))

* ET2 (Elute Target Buffer 2 (bufor do elucji sekwencji docelowej 2))

* HP3 (2N NaOH)

* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads (kuleczki magnetyczne optaszczone streptawidyna))

*  Probdwki do mikrowiréwki o poj. 1,5 ml

* 96-dotkowe ptytki MIDI

* 96-dotkowa ptytka do PCR

* Folia uszczelniajgca

* Stojak magnetyczny do ptytek MIDI

* Do dalszych etapdéw procedury nalezy przygotowac:
— Enhanced PCR Mix (ulepszona mieszanina reakcyjna do PCR) (EPM)
— PCR Primer Cocktail (koktajl starteréw do PCR) (PPC)
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Informacje o odczynnikach

* E

* S

EW

Upewnic sig, ze rozmrozono EEW w temperaturze pokojowej przez co najmniej 2 godziny przed
wstepnym podgrzaniem w inkubatorze mikroprébek.

Przed zakonczeniem programu HYB upewnic¢ sig, ze EEW zostat podgrzany w inkubatorze mikroprébek
przez 30 minut.

Pozostawi¢ EEW w inkubatorze mikroprobek, gdy nie jest uzywany. EEW powinien by¢ podgrzewany
przez caty czas trwania procedury.

Moze zmetniec po osiggnieciu temperatury pokojowe;.
Moze wydawag sie zétty.
MB3

SMB3 przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

Przygotowanie

1. P

rzygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:
Element Przechowywanie Instrukcje
SMB3 Od 2°C do 8°C Odstawi¢ na 2 godziny w celu doprowadzenia do

temperatury pokojowej. Odwrdcic, a nastepnie
wymieszac za pomocg wytrzasarki typu worteks az
do catkowitego ponownego zawieszenia.

EEW -25°C do -15°C Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowej

(bursztynowa probdwka) podgrzac wstepnie w inkubatorze mikroprébek do
odpowiedniej temperatury hybrydyzacji i
wychwytywania przez 30 minut przed zakonczeniem
programu HYB.

EE1 -25°C do -15°C Rozmrozi¢ w temperaturze pokojowej, a nastepnie
wymieszac za pomocg wytrzgsarki typu worteks.

HP3 -25°C do -15°C Rozmrozi¢ w temperaturze pokojowej, a nastepnie
wymieszac za pomocg wytrzasarki typu worteks.

ET2 Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Wymieszad
za pomocg wytrzgsarki typu worteks.

EPM -25°C do -15°C Rozmrazaé na lodzie przez jedng godzine. Obrécié w
celu wymieszania, a nastepnie krotko odwirowag.
Odtozy¢ na Idd.

PPC -25°C do -15°C Rozmrazac na lodzie przez jedng godzine.
Wymieszaé za pomoca wytrzgsarki typu worteks,
nastepnie krotko odwirowad. Odtozy¢ na l6d.
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2. Wstepnie podgrzac jeden inkubator mikroprébek z wktadka grzejng typu MIDI, aby inkubowac ptytke z
prébkami w jednej z nastepujgcych temperatur. Do wstepnego podgrzania EEW mozna uzy¢ opcjonalnie
drugiego inkubatora mikroprébek. Potozy¢ EEW na wktadce grzejnej typu MIDI.

FFPE] 58°C

anele zawierajgce sondy 80-merowe] 58°C

P
Stwierdzenie obecnosci wariantu somatycznego] 58°C

[
[
[
[Wszystkie pozostate] 62°C

Procedura

Przechwytywanie

1. Doda¢ SMB3 do odpowiedniej studzienki nowej ptytki MIDI w nastepujacy sposodb.
* [Wysokiej jakosci gDNA] Dodac¢ 250 ul SMB3.
* [gDNA wyodrebnione z FFPE] Doda¢ 62,5 ul SMB3.

2. Zapomocg pipety ustawionej na 100 ul dla wysokiej jakosci gDNA lub 25 ul dla FFPE przenie$¢ kazdg
skonsolidowang biblioteke z 96-dotkowej ptytki do PCR do odpowiedniej studzienki nowej ptytki MIDI.

Zafoliowac ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 4 minuty.
W przypadku rozbryzgu krotko odwirowac ptytke.

Umiescic¢ ptytke ze skonsolidowanymi bibliotekami we wktadce grzejnej typu MIDI inkubatora mikroprébek,
pod probdwka z EEW, zamkngé pokrywe, a nastepnie inkubowad przez 15 minut w odpowiedniej
temperaturze:

* [FFPE] 58°C

[Panele zawierajgce sondy 80-merowe] 58°C
* [Stwierdzenie obecnos$ci wariantu somatycznego] 58°C
* [Wszystkie pozostate] 62°C

6. Wyjac ptytke ze skonsolidowanymi bibliotekami i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 30 sekund.

Niezwtocznie umiesci¢ na stojaku magnetycznym do ptytek MIDI i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta
(2 minuty).

8. [Wysokiej jakosci gDNA] Uzywajac pipety ustawionej na objetosé 200 pl, usungé i odrzuci¢ caty
nadsgcz z kazdej studzienki bez naruszania osadu kuleczek.

9. [gDNA esktrahowane z FFPE] Uzywajac pipety ustawionej na objetos¢ 90 ul, usungé i odrzucic caty
nadsgcz z kazdej studzienki bez naruszania osadu kuleczek.

10. Usuna¢ i odrzuci¢ wszelkie resztki nadsgczu.

Ptukanie
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Zdja¢ ze stojaka magnetycznego.

[Wysokiej jakosci gDNA ] Szybko wyja¢ EEW z inkubatora dla mikroprébek i dodaé po 200 pl do kazdej
studzienki.

[gDNA ekstrahowany z FFPE] Szybko wyjg¢ EEW z inkubatora dla mikroprébek i dodac¢ po 50 ul do kazdej
studzienki.

Niewykorzystany EEW wtozy¢ ponownie do inkubatora mikroprébek i utrzymywac w stanie podgrzanym.
Zafoliowa¢ ptytke i wytrzasac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty.

Umiesci¢ ptytke z prébka we wktadce MIDI bloku grzejnego inkubatora mikroprébek, pod probéwka z EEW,
zamkng¢ pokrywe, a nastepnie inkubowac przez 5 minut w odpowiedniej temperaturze:

* [FFPE] 58°C

[Panele zawierajgce sondy 80-merowe] 58°C
* [Stwierdzenie obecnosci wariantu somatycznego] 58°C
e

Wszystkie inne panele] 62°C

Niezwtocznie umiesci¢ na stojaku magnetycznym do ptytek MIDI i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta
(2 minuty).

Uzywajac pipety ustawionej na 200 ul w przypadku wysokiej jakosci gDNA lub 50 pl w przypadku FFPE ,
usunac i odrzuci¢ kompletny nadsacz z kazdej studzienki.

Powtdérzy¢ kroki od 1 do 8 dwa razy, aby wykonac tgcznie trzy ptukania.

Ptukanie podczas przenoszenia

—_

Zdja¢ ze stojaka magnetycznego.

2. [Wysokiej jakosci gDNA ] Szybko wyja¢ EEW z inkubatora dla mikroprébek i dodaé po 200 ul do kazdej
studzienki.
3. [gDNA ekstrahowany z FFPE] Szybko wyjg¢EEW z inkubatora dla mikroprébek i doda¢ po 50 pl do kazdej
studzienki.
4. Zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty. Jesli zawartos$¢ sie rozpryskuje,
zmniejszy¢ predkos$¢ do 1600 obr/min.
5. Przenies¢ roztwdr zawierajgcy zawieszone kuleczki na nowg ptytke MIDI.
Czes¢ prébki moze pozostac¢ w dotku.
A PRZESTROGA
Przeniesienie odczynnika minimalizuje ryzyko przeniesienia pozostatosci odczynnikéw, ktére
mogg hamowac dalszg reakcje PCR.
6. Umiesci¢ ptytke z probka we wktadce MIDI bloku grzejnego w inkubatorze mikroprébek, zamkngé pokrywe,
a nastepnie inkubowacé przez 5 minut w odpowiedniej temperaturze:
* [FFPE] 58°C
* [Panele zawierajgce sondy 80-merowe] 58°C
Nr dokumentu: 200038118, wer. 00 47277
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* [Stwierdzenie obecnosci wariantu somatycznego] 58°C
* [Wszystkie pozostate] 62°C
Umiescié ptytke MIDI na stojaku magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

8. Uzywajac pipety ustawionej na 200 ul w przypadku wysokiej jakosci gDNA lub 50 ul w przypadku FFPE,
usunac i odrzuci¢ kompletny nadsacz z kazdej studzienki.

9. Odwirowacd ptytke z predkoscig 280 xg przez 30 sekund.
10. Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym na 10 sekund.
11. Uzy¢ pipety o pojemnosci 20 ul w celu usuniecia i odrzucenia pozostatosci cieczy z kazdej studzienki.

12. Natychmiast przejs¢ do czesci Elucja na stronie 48 , aby zapobiec nadmiernemu wysychaniu kuleczek i
utracie wydajnosci biblioteki.

Elucja

1. Potaczyc¢ nastepujace objetosci, aby przygotowac mieszanine elucyjng. Kazda objetos¢ nalezy pomnozy¢
przez liczbe przetwarzanych skonsolidowanych bibliotek.

* EE1(28,5ul)

e HP3(1,5ul)

Dodatkowy nadmiar odczynnika zostat uwzgledniony w objetosci.
Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.
Zdja¢ ptytke MIDI ze stojaka magnetycznego.

Doda¢ 23 ul mieszaniny elucyjnej do kazdej studzienki.

Zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowa¢ ptytke w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

Wirowac¢ z predkoscig 280 x g przez 30 sekund.

Umiescié ptytke MIDI na stojaku magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

© ® N O oA WP

Przenies¢ 21 yl nadsaczu z kazdej studzienki ptytki MIDI do odpowiedniej studzienki nowej ptytki 96-
dotkowej do PCR.

10. Wyrzuci¢ pustg ptytke MIDI.

11. Dodac 4 pl ET2 do kazdej studzienki zawierajgcej 21 pl nadsaczu.

12. Ustawié pipete na 20 ul i powoli przepipetowac kazdg studzienke 10 razy, aby wymieszac.
13. Zafoliowac ptytke a nastepnie odwirowac ptytke z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

14. Inkubowac ptytke w temperaturze pokojowej przez 1 minute.

Amplifikacja wzbogaconej biblioteki

Na tym etapie PCR stuzy do amplifikacji wzbogaconej biblioteki.
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Materiaty eksploatacyjne
* EPM (Enhanced PCR Mix (ulepszona mieszanina reakcyjna do PCR))
* PPC (PCR Primer Cocktail (koktajl starteréw do PCR))

* Folia uszczelniajgca

Przygotowanie

1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EPM -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze 4°C lub na lodzie przez jedng
godzine. Obrdci¢ w celu wymieszania, a nastepnie krotko
odwirowad. Odtozy¢ na léd.

PPC -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze 4°C na lodzie przez jedna
godzine. Wymieszac za pomocg wytrzgsarki typu worteks,
nastepnie krétko odwirowac. Odtozy¢ na 16d.
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Zapisac ponizszy program AMP w termocyklerze wpisujgc odpowiednig liczbe cykli PCR wskazanych w
ponizszej tabeli.

*  Wybraé opcje podgrzewania pokrywy i nastawi¢ 100°C
* Ustawié objetos$¢ reakcji na 50 pl
* 98°C przez 45 sekund
* (X) cykli:
* 98°C przez 30 sekund
* 60°C przez 30 sekund
* 72°C przez 30 sekund
* 72°Cprzez 5 minut

* Pozostawié¢ w temperaturze 10°C
Catkowity czas dziatania wynosi ~35 minut.

Typ probki i panelu (X) Cykli
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) dla wysokiej jakosci gDNA 10
[llumina Exome Panel (CEX) dla FFPE 12
Wszystkie pozostate rodzaje probek i panele 121234

TMozna korygowac o nawet do 15 cykli dla matych paneli innych producentéw w celu pdzniejszej optymalizacji. W
przypadku wykorzystywania FFPE liczbe cykli mozna skorygowac o nawet do 17.

2 Mozna korygowac o nawet do 17 cykli dla paneli innych producentéw zawierajgcych tylko 500 sond. W przypadku
wykorzystywania FFPE liczbe cykli mozna skorygowac¢ o nawet do 19.

3 Mozna korygowac o nawet do 14 cykli dla prébek FFPE.

4 Zwiekszenie liczby cykli PCR moze podwyzszac odsetek duplikatéw i prowadzi¢ do powstawania fragmentow o
mniejszych rozmiarach w wypadku prébek FFPE.

Procedura

o oa woN e

Dodac¢ 5 ul PPC do kazdej studzienki.

Dodac¢ 20 ul EPM do kazdej studzienki.

Zafoliowac ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
Odwirowac ptytke z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Umiesci¢ we wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomic¢ program AMP.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury, przechowywacé w temperaturze od 2°C do 8°C przez nie dtuzej niz
dwa dni. Alternatywnie mozna pozostawi¢ w termocyklerze przez nie dtuzej niz 24 godziny.
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Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki wzbogaconej

Na tym etapie Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania) zostaje wykorzystany do oczyszczania wzbogaconej
biblioteki i usuniecia niepozgdanych produktow.

Materiaty eksploatacyjne

* CB (Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania))

* RSB (Resuspension Buffer (bufor do ponownego zawieszania))
* Swiezo przygotowany 80% roztwér etanolu (EtOH)

* Samoprzylepne folie uszczelniajgce

* 96-dotkowe ptytki MIDI

* 96-dotkowa ptytka do PCR

* Stojak magnetyczny do ptytek MIDI

Informacje o odczynnikach
* Cleanup Beads (kuleczki do oczyszczania)
*  Wymieszac za pomocg wytrzgsarki typu worteks przed kazdym uzyciem.

* (Czesto mieszac za pomocg wytrzgsarki typu worteks, aby zapewnic¢ rownomierne roztozenie
kuleczek.

* Nabierac¢ i dozowac powoli ze wzgledu na lepkos¢ roztworu.

Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

CB Temperatura Wymieszadé za pomoca wytrzgsarki typu worteks i odwrdécié
pokojowa w celu wymieszania, az barwa ptynu stanie sie jednorodna.

RSB od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Wymieszacd za

pomoca wytrzgsarki typu worteks.

2. Przygotowacd swiezy 80% roztwoér EtOH wychodzac z etanolu absolutnego.

Procedura

1. Odwirowacd ptytke do PCR z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

2. Wymieszac CB 3 razy przez 10 sekund za pomocg wytrzagsarki typu worteks, a nastepnie odwrécié.
3. Dodac¢ 40,5 ul CB do kazdej studzienki nowej ptytki MIDI.

4. Przenie$¢ 45 pl z kazdej studzienki ptytki do PCR do odpowiedniej studzienki ptytki MIDI.
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Zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.
Inkubowag ptytke MIDI w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Umiesci¢ ptytke MIDI na stojaku magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (5 minut).

© © N o o

Za pomoca pipety ustawionej na 95 pl usunagd i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdej studzienki.
10. Ptukaé dwa razy w nastepujacy sposob.
a. Poumieszczeniu ptytki na stojaku magnetycznym dodac¢ 200 ul Swiezego 80% roztworu EtOH nie
mieszajac.
b. Inkubowac przez 30 sekund.
c. Usunagdéiodrzuci¢ nadsgcz bez naruszania osadu kuleczek.
11. Suszy¢ na powietrzu na stojaku magnetycznym przez 5 minut.

12. Podczas suszenia na powietrzu uzy¢ pipety o pojemnosci 20 ul w celu usunigecia i odrzucenia pozostatosci
EtOH z kazdej studzienki.

13. Zdja¢ ze stojaka magnetycznego i dodaé 32 pl RSB do kazdej studzienki.

14. Zafoliowad ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

15. Inkubowa¢ ptytke w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

16. Odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

17. Umiesci¢ ptytke MIDI na stojaku magnetycznym i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

18. Przenies¢ 30 pl nadsaczu z kazdej studzienki 96-dotkowej ptytki MIDI do odpowiedniej studzienki nowej
ptytki do PCR.

19. Wyrzucié pustg ptytke MIDL.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy szczelnie zafoliowac ptytke i przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 7 dni.

Sprawdzenie wzbogaconych bibliotek

Aby okresli¢ ilos¢ wyjsciowego dwuniciowego gDNA, nalezy uzy¢ metody fluorymetrycznej wykorzystujgce;j
interkalujgcy barwnik. Nalezy unika¢ metod pomiaru catkowitej ilosci kwasdw nukleinowych, takich jak
NanoDrop lub inne metody oparte na absorpcji promieniowania UV.

1. Zapomocg wybranej metody iloSciowej, oznaczy¢ stezenie w 1 ul wzbogaconych bibliotek.

UWAGA  Catkowite stezenie molowe sondy proporcjonalnie wptywa na wydajnos$¢ biblioteki po
wzbogaceniu.

Nalezy sie spodziewac sredniej dtugosci wstawki wynoszacej 125-235 nukleotydodw i rozktadu dtugosci
fragmentdw biblioteki w zakresie od ~200 nukleotydéw do ~1000 nukleotyddw.
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Rozcienczenie bibliotek do stezenia poczatkowego

Na tym etapie biblioteki sg rozciericzane do stezenia poczagtkowego dla systemu sekwencjonowania. Jest to
pierwszy etap rozcienczania seryjnego. Po rozcienczeniu do stezenia poczatkowego biblioteki sg gotowe do
denaturacjii rozcienczenia do koncowego stezenia tadowania.
W przypadku sekwencjonowania, niezaleznie od stosowanego panelu sond wzbogacajacych, lllumina zaleca
sie skonfigurowanie przebiegu typu paired-end z 151 cyklami na odczyt (2 x 151) i 10 cyklami na odczyt
indekséw. W wypadku checi zmniejszenia liczby naktadajgcych sie na siebie odczytéw lub nieprzetworzonego
pokrycia, mozna zmniejszy¢ liczbe sekwencjonowan do 2 x 126 lub 2 x 101.
1. Nalezy obliczy¢ stezenie molowe biblioteki lub skonsolidowanych bibliotek za pomoca nastepujgcego
wzoru.
* W przypadku bibliotek zakwalifikowanych na podstawie wyniku uzyskanego z analizatora fragmentéw
DNA nalezy uzy¢ sredniego rozmiaru uzyskanego dla biblioteki.
* W przypadku wszystkich innych metod kwalifikacji nalezy uzy¢ 350 bp jako sredniej wielko$ci biblioteki.
Na przyktad, jesli stezenie biblioteki wynosi 20 ng/ul, a srednia dtugos$¢ wynosi 350 bp, wynikowa wartos¢
stezenia molowego to 86,58 nM.

2. Uzywajac stezenia molowego, nalezy obliczy¢ objetosci RSB i biblioteki potrzebne do rozciericzenia
bibliotek do stezenia poczatkowego wtasciwego dla systemu.

Minimalna

. . ,, Stezenie poczatkowe Ostateczne stezenie
Sekwenator wymagana objetosc¢ ]
e . (nM) tadowania (pM)
biblioteki (ul)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) lub 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM jest stezeniem poczatkowym dla ostatecznego stezenia tadowania 350 pM. W
razie potrzeby dostosowacd ostateczne stezenie tadowania, korzystajgc z ponizszej tabeli.

Ostateczne stezenie Stezenie biblioteki
tadowania (pM) skonsolidowanej (nM)

100 0,50
150 0,75
200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
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Ostateczne stezenie Stezenie biblioteki
fadowania (pM) skonsolidowanej (nM)
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Rozcienczanie bibliotek za pomocg RSB:

Biblioteki oznaczone ilosciowo w formie puli bibliotek skonsolidowanych - rozcienczy¢ pule do
poczatkowego stezenia dla systemu.

Biblioteki oznaczone ilosciowo pojedynczo - rozcienczy¢ pule do poczatkowego stezenia dla
systemu. Dodac¢ 10 ul kazdej rozcienczonej biblioteki do probdwki, aby utworzy¢ pule bibliotek
skonsolidowanych.

4. Postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi denaturacji i rozcienczen dla danego systemu, aby
rozcienczy¢ do ostatecznego stezenia tadowania.

Informacje na temat systemu NextSeq 550Dx mozna znalez¢ w czesci Przygotowanie do
sekwencjonowania za pomocg NextSeq 550Dx na stronie 54.

Informacje na temat systemu MiSeqDx mozna znalez¢ w czesci Przygotowanie do sekwencjonowania
za pomocg MiSeqDx na stronie 56.

Informacje na temat systemu NovaSeq 6000Dx mozna znalez¢ w czesci Przygotowanie do
sekwencjonowania za pomocg NovaSeq 6000Dx na stronie 58.

Ostateczne stezenia tadowania stanowig punkt wyjscia i ogdélne wskazanie. Nalezy zoptymalizowac¢
stezenia dla danej procedury i metody oznaczania ilosciowego w kolejnych przebiegach sekwencjonowania
lub przez miareczkowanie komory przeptywowej.

Przygotowanie do sekwencjonowania za pomoca
NextSeq 550Dx

Nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi instrukcjami dotyczgcymi denaturacji i rozcienczania bibliotek do
sekwencjonowania za pomocg sekwenatora NextSeq 550Dx.

Materiaty eksploatacyjne
* HT1 (Bufor do hybrydyzacji)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00 54277

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Przygotowanie

Przygotowac na swiezo rozcieniczenie 0,2 N roztworu NaOH, aby zdenaturowac biblioteki na potrzeby
sekwencjonowania. Aby zapobiec wptywowi drobnych btedéw pipetowania na koricowe stezenie NaOH,
przygotowac nalezy nadmiar objetosci.

A PRZESTROGA

Swiezo rozciericzony 0,2 N roztwdr NaOH jest kluczowy dla procesu denaturacji. Nieprawidtowa
denaturacja moze zmniejszy¢ wydajnosé.

1. Nalezy przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

HT1 -25°C do -15°C Rozmrazac w temperaturze pokojowej. Przechowywacé w
temperaturze od 2°C do 8°C do chwili, gdy wszystko bedzie gotowe
do rozcienczenia denaturowanych bibliotek.

2. Wymieszac nastepujace objetosci w probdwce mikrowirowniczej, aby przygotowac na $wiezo
rozcienczenie roztworu NaOH:
* woda o jakoscilaboratoryjnej (800 pl)
* TN NaOH (200 pl)
W wyniku uzyskuje sie 1 ml 0,2 N roztworu NaOH.
Odwréci¢ probdwke kilkakrotnie w celu wymieszania.

4. Wymieszac nastepujgce objetosci w probdwce mikrowirowniczej, aby przygotowac¢ 200 mM roztwor Tris-
HCI, pH 7,0.

* woda o jakosci laboratoryjnej (800 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pI)
W wyniku uzyskuje sie 1 ml 200 mM roztworu Tris-HCI, pH 7,0

UWAGA  Probdéwke nalezy przechowywaé zamknietg. Przygotowany na $wiezo rozcienczony roztwoér
nalezy zuzy¢ w ciggu 12 godzin.

Denaturacja bibliotek
1. Potgczy¢ nastepujgce objetosci biblioteki i $wiezo rozciericzonego 0,2 N roztworu NaOH w probdwce
mikrowirownicze;j.
* 10 pl biblioteki
* 10l 0,2 N NaOH
Krotko wymieszacd przez worteksowanie, a nastepnie wirowacé z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

3. Inkubowadé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
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4. Dodac¢ 10 pl 200 mM roztworu Tris-HCI, pH 7.

Rozcienczenie denaturowanych bibliotek do stezenia 20 pM

1. Dodac¢ 970 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki zawierajgcej denaturowane biblioteki.
W wyniku uzyskuje sie zdenaturowang biblioteke w stezeniu 20 pM.

2. Krotko wymieszad przez worteksowanie, a nastepnie wirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

3. Umiesci¢ biblioteki w stezeniu 20 pM na lodzie do chwili koncowego rozcienczenia.

Rozcienczenie bibliotek do stezenia tadowania

1. Dodac nastepujgce objetosci, aby rozcienczyc¢ roztwor zdenaturowanej biblioteki o stezeniu 20 pM do
1,2 pM.
* Roztwér zdenaturowanej biblioteki (78 pl)

* Wstepnie schtodzony HT1 (1222 pl)
Catkowita objetos¢ wynosi 1,3 ml przy stezeniu 1,2 pM.
2. Odwrdci¢ aby wymieszad, a nastepnie krétko odwirowac.

3. Przejs¢ do sekwencjonowania. Instrukcje mozna znalez¢ w podreczniku NextSeq 550Dx Instrument
Reference Guide (dokument nr 1000000009513) oraz Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx
Workflow Guide dla NextSeq 550Dx (dokument nr 200015671), a takze DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Application User Guide (dokument nr 200025238).

Przygotowanie do sekwencjonowania za pomocag MiSeqDx

Nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi instrukcjami dotyczgcymi denaturacji i rozcieficzania bibliotek do
sekwencjonowania za pomocg sekwenatora MiSeqDx.

Materiaty eksploatacyjne
* HT1 (Bufor do hybrydyzacji)
* TNNaOH

Przygotowanie

Przygotowac na swiezo rozcieniczenie 0,2 N roztworu NaOH, aby zdenaturowac biblioteki na potrzeby
sekwencjonowania. Aby zapobiec wptywowi drobnych btedéw pipetowania na koricowe stezenie NaOH,
przygotowac nalezy nadmiar objetosci.

A PRZESTROGA

Swiezo rozciericzony 0,2 N roztwdr NaOH jest kluczowy dla procesu denaturacji. Nieprawidtowa
denaturacja moze zmniejszy¢ wydajnosé.

1. Nalezy przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:
Nr dokumentu: 200038118, wer. 00 56z77
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Element Przechowywanie Instrukcje

HT1 -25°C do -15°C Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej. Przechowywad w
temperaturze od 2°C do 8°C do chwili, gdy wszystko bedzie
gotowe do rozcienczenia denaturowanych bibliotek.

2. Wymieszac¢ nastepujgce objetosci w probéwce mikrowirowniczej, aby przygotowac na swiezo

rozcienczenie roztworu NaOH:
* woda o jakoscilaboratoryjnej (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
W wyniku uzyskuje sie¢ 1 ml 0,2 N roztworu NaOH.

UWAGA Probdéwke nalezy przechowywaé zamknieta. Przygotowany na $wiezo rozcieficzony roztwor
nalezy zuzy¢ w ciggu 12 godzin.

Denaturacja biblioteki o stezeniu 4 nM

1.

Potgczyé podane ponizej objetosci w probowce do mikrowirédwki.

* 4 nM biblioteka (5 pl)

* 0,2NNaOH (5 ul)

Krétko wymieszad przez worteksowanie, a nastepnie wirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Doda¢ 990 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki zawierajgcej zdenaturowang biblioteke.
W wyniku uzyskuje sie 1 ml zdenaturowanej biblioteki w stezeniu 20 pM.

Rozcienczenie denaturowanej biblioteki do stezenia 20 pM

1.

Rozcienczy¢ do zgdanego stezenia, stosujgc nastepujgce objetosci.

Stezenie 6 pM 8 pM 10pM 1pM 12pM 15pM 20pM
Biblioteka 20 pM 180l 240l 300pl  330ul  360p  450pl 600 pl
Wstepnie schtodzony HT1 420l 360l 300l 270l 240l 150l Ol

2. Odwréci¢ aby wymieszac, a nastepnie krotko odwirowac.

3. Przejs¢ do sekwencjonowania. Instrukcje mozna znalez¢ w Instrukcja obstugi MiSeqDx Instrument
Reference Guide for MOS v4 (dokument nr: 1000000157953) i podreczniku Local Run Manager DNA
Generate FASTQ Dx Workflow Guide dla MiSeqDx (dokument nr 200015661).
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Przygotowanie do sekwencjonowania za pomocg NovaSeq
6000Dx

Nalezy zastosowac sie do ponizszych instrukcji, aby zdenaturowac i rozcienczy¢ biblioteki do
sekwencjonowania w sekwenatorze NovaSeq 6000Dx.

Materiaty eksploatacyjne

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer (bufor do ponownego zawieszania))
* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

*  Probodwka z bibliotekg do NovaSeq 6000Dx

Przygotowanie

Przygotowac na swiezo rozcienczenie 0,2 N roztworu NaOH, aby zdenaturowac biblioteki na potrzeby
sekwencjonowania. Aby zapobiec wptywowi drobnych btedéw pipetowania na koricowe stezenie NaOH,
przygotowac nalezy nadmiar objetosci.

A PRZESTROGA
Swiezo rozciericzony 0,2 N roztwdr NaOH jest kluczowy dla procesu denaturacji. Nieprawidtowa
denaturacja moze zmniejszy¢ wydajnosc.
1. Potgczyc¢ nastepujgce objetosci w probowce mikrowirowniczej, aby rozcienczy¢ 1 N roztwér NaOH do
uzyskania 0,2 N roztworu NaOH:

Tabelad4 Tryb S2

. Objetosé dla jednej komory Objetosé dla dwoch komér
Odczynnik .
przeptywowej (ul) przeptywowych (ul)
Woda o jakosci 40 80
laboratoryjnej
Podstawowy 10 20

1IN roztwor NaOH

Te objetosci prowadzg do zastosowania 50 pl 0,2 N NaOH dla jednej komory przeptywowej lub 100 i
0,2 N NaOH dla dwdéch komér przeptywowych.
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Tabela5 Tryb S4

. Objetosc dla jednej komory Objetos¢ dla dwdch komor
Odczynnik .
przeptywowej (ul) przeptywowych (ul)
Woda o jakosci 80 160
laboratoryjnej
Podstawowy 20 40

1IN roztwor NaOH

Te objetosci prowadzg do zastosowania 100 pl 0,2 N NaOH dla jednej komory przeptywowej lub 200 pl

0,2 N NaOH dla dwoch komor przeptywowych.

2. Odwrdécic kilka razy w celu wymieszania lub wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks.

3. Wymieszac nastepujgce objetosci w probdwce mikrowirowniczej, aby przygotowac¢ 400 mM roztwor Tris-

HCI, pH 8,0.

* woda o jakosci laboratoryjnej (600 pl)

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

W wyniku uzyskuje sie 1 ml 400 mM roztworu Tris-HCI, pH 8,0

UWAGA Probdwke nalezy przechowywaé zamknieta. Przygotowany na $wiezo rozcieficzony roztwor

nalezy zuzy¢ w ciggu 12 godzin.

Utworzenie znormalizowanej puli bibliotek

Stezenie tadowania moze sie rézni¢ w zaleznosci od metod przygotowania, oznaczenia iloSciowego i
normalizaciji biblioteki.

Aby znormalizowac biblioteki do odpowiedniego stezenia, a nastepnie je skonsolidowac¢ nalezy skorzystaé z

ponizszej instrukciji. Biblioteki sekwencjonowane w tej samej komorze przeptywowej muszg zostac
skonsolidowane w jednej znormalizowanej puli.

UWAGA Maksymalna liczba prébek, ktére mozna oznaczyé w danej $ciezce za pomoca lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx wynosi 192. Limit ten wynika z catkowitej liczby indekséw UD w zestawach A i

B.

Normalizacja bibliotek w celu konsolidacji

1. Okresli¢ wymagane stezenie skonsolidowanej biblioteki na podstawie wymaganego koricowego stezenia

tadowania.

* W przypadku kofcowego stezenia tadowania wynoszagcego 350 pM wymagane tgczne stezenie
biblioteki skonsolidowanej wynosi 1,75 nM.
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* Aby okresli¢ stezenie biblioteki skonsolidowanej dla innego koricowego stezenia tadowania, nalezy
zapozna¢ sie z rozdziatem Rozciericzenie bibliotek do stezenia poczgtkowego na stronie 53.

2. Znormalizowac¢ biblioteki do zgdanego stezenia biblioteki skonsolidowanej za pomocg 10 mM Tris-HCI, pH
8,5.
Aby uzyska¢ pomoc w rozciericzaniu bibliotek do odpowiedniego stezenia, zapoznac sie z Kalkulatorem
konsolidacji na stronie internetowej lllumina.

Zalecane stezenia tadowania

Optymalne stezenie tadowania DNA zalezy od typu biblioteki i rozmiaru wstawki. W przypadku bibliotek > 450
bp konieczne moze by¢ zwiekszenie stezenia tadowania.

Konsoidacja znormalizowanych bibliotek i dodanie opcjonalnej kontroli PhiX

1. Potaczyc¢ odpowiednie objetosci wszystkich znormalizowanych bibliotek w nowej probdéwce
mikrowirowniczej, aby uzyskac jedng z nastepujgcych objetosci koncowych:

Tryb Objetos¢ koncowa (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Opcjonalnie] Doda¢ 1 niezdenaturowanego PhiX> w nastepujacy sposéb.
a. Rozcienczy¢ 10 nM roztwér PhiX do 2,5 nM za pomocg 10 mM roztworu Tris-HCI, pH 8,5.

b. Doda¢ odpowiednig objetos¢ roztworu niezdenaturowanego PhiX o stezeniu 2,5 nM do probdwki
zawierajacej pule niezdenaturowanych bibliotek.

Trvb Roztwér niezdenaturowanego PhiX o Pula bibliotek

y stezeniu 2,5 nM (ul) niezdenaturowanych (ul)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310

Stosujac kontrole z dodatkiem wzorca w przypadku dobrze zrownowazonych bibliotek zalecane jest
dodanie 1% PhiX. Biblioteki o niskim zréznicowaniu mogg wymagac wiekszej ilosci PhiX. Aby zastosowacd
kontrole z dodatkiem PhiX w przypadku bibliotek o niskim zréznicowaniu, nalezy skontaktowac sie

z Dziatem pomocy technicznej firmy lllumina w celu uzyskania wskazdéwek.

Pula zdenaturowanych biblioteki i opcjonalna kontrola PhiX

1. Doda¢ 0,2 N NaOH do probdwki z pulg niezdenaturowanych bibliotek i opcjonalng PhiX w nastepujacy
sposob.
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Pula
Komora ) . o Objetosé
0,2N NaOH niezdenaturowanych bibliotek A
przeptywowa koncowa
(1D
S2 37 150 187 ullub 187,9 yl
z PhiX
S4 77 310 387 pllub 388,9 pl
z PhiX
2. Natozy¢ nasadke, a nastepnie krétko wymieszac przez worteksowanie.
3. Odwirowac¢ z predkoscig 280 x g maksymalnie przez 1 minute.
4. Inkubowad w temperaturze pokojowej przez 8 minut w celu denaturacji.
5. Nastepnie doda¢ 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 w celu zobojetnienia.
Tryb 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Objetosc¢ konncowa
S2 38 225 pllub 225,9 ul z PhiX
S4 78 465 pl lub 466,9 pl z PhiX

6. Natozy¢ nasadke, a nastepnie krétko wymieszac przez worteksowanie.
Odwirowac z predkoscig 280 x g maksymalnie przez 1 minute.

8. Przenies¢ catg objetosé zdenaturowanej biblioteki lub zdenaturowanej biblioteki i PhiX do probdéwki na
biblioteke NovaSeq 6000Dx.

9. Przej$¢ do sekwencjonowania. Instrukcje mozna znalez¢ w NovaSeq 6000Dx Instrument Product
Documentation (dokument nr 200010105) i DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for NovaSeq
6000Dx (dokument nr 200014776).
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Rozwigzywanie problemow

Aby rozwigzaé problemy powstate w przebiegu pracy, nalezy korzystaé z ponizszej tabeli. Jesli przebieg
sekwencjonowania lub przygotowanie biblioteki dla prébki dwukrotnie zakoriczy sie niepowodzeniem, do
rozwigzania problemu moze by¢ konieczne podjecie dodatkowych czynnosci. Skontaktowac sie z dziatem
pomocy technicznej firmy lllumina.

Obserwacja Mozliwa przyczyna
Przebieg Btagd w procedurze
sekwencjonowania nie testu zwigzany z

spetnia warunkow kontroli
jakosci

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00

uzytkownikiem lub
wyposazeniem
laboratoryjnym

Problem zwigzany
z aparatem

Zalecane dziatanie

Nalezy sprawdzi¢ wzbogacone biblioteki, aby
zapewni¢ odpowiednig wydajnosé biblioteki i rozktad
wielkosci fragmentow. Powtdrzy¢ przygotowanie
biblioteki poczgwszy od jednej z ponizszych
czynnosci, w zaleznosci od tego, w ktérym miejscu
wystgpit podejrzewany btgd zwigzany ze sposobem
uzycia lub wyposazeniem. Jesli wystagpit nieznany
btad lub inne btedy, nalezy skontaktowad sie

Z dziatem pomocy technicznej firmy Illumina, aby
rozwigzac problem zwigzany z przebiegiem.

» Powtdrzyé sekwencjonowanie bibliotek. Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania za pomocag
NextSeq 550Dx na stronie 54, Przygotowanie do
sekwencjonowania za pomocg MiSeqDx na stronie 56
lub Przygotowanie do sekwencjonowania za pomocg
NovaSeq 6000Dx na stronie 58.

» Ponownie wzbogaci¢ biblioteki. Patrz Hybrydyzacja
sond na stronie 40.

» Rozpoczac przygotowanie biblioteki od poczatku
procedury. Patrz Instrukcja uzytkowania na stronie
23.

Skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy
lllumina.
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Obserwacja

Btad zwigzany

Z generowaniem FASTQ lub
0gdIny btad sekwensera

(np. btad sieci, btedy

tadowania/roztadowywania

odczynnikéw itp.)

Biblioteka DNA nie jest

dostatecznie wydajna aby

realizowac zadane
sekwencjonowanie

Mozliwa przyczyna

Problem zwigzany
Z oprogramowaniem
lub aparatem

Nie spetniono
wymagan
dotyczagcych
wyjsciowej préobki
Btad w procedurze
testu zwigzany ze
sposobem uzycia lub
wyposazeniem

Nie spetniono
wymagan
dotyczgcych panelu
sond
wzbogacajgcych

Nr dokumentu: 200038118, wer. 00
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Zalecane dziatanie

Aby uzyskaé pomoc w analizie, nalezy zapoznac sie z
przewodnikiem po module lub aplikacji lub zapoznaé
sie z Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx
Instrument Refernce Guide (dokument nr:
71000000009513), Instrukcja obstugi MiSeqDx
Instrument Reference Guide for MOS v4 (dokument
nr: 1000000157953) lub dokumentacja aparatu
NovaSeq 6000Dx (dokument nr 200010105).
Skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej
firmy lllumina, aby uzyskaé¢ dodatkowg pomoc.

Nalezy zapewni¢ odpowiednig jakos¢ wyjsciowe;j
prébki i powtdrzyé przygotowanie biblioteki.

Patrz Zalecenia dotyczgce probek wyjsciowych na
stronie 20.

Powtérzy¢ przygotowanie biblioteki poczgwszy od
jednej z ponizszych czynnosci, w zaleznosci od tego,
w ktérym miejscu wystgpit podejrzewany btad
Zwigzany ze sposobem uzycia lub wyposazeniem.
Jesli wystapit nieznany btad lub inne btedy, nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy
lllumina, aby rozwigzac¢ problem zwigzany

Z przebiegiem.

» Powtodrzy¢ sekwencjonowanie bibliotek. Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania za pomoca
NextSeq 550Dx na stronie 54, Przygotowanie do
sekwencjonowania za pomocg MiSeqDx na stronie 56
lub Przygotowanie do sekwencjonowania za pomoca
NovaSeq 6000Dx na stronie 58.

» Ponownie wzbogaci¢ biblioteki. Patrz Hybrydyzacja
sond na stronie 40.

» Rozpoczaé przygotowanie biblioteki od poczatku
procedury. Patrz Instrukcja uzytkowania na stronie
23.

Nalezy upewnic sie, ze panel sond wzbogacajgcych
jest odpowiedni i powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki.
Patrz Wymagania dotyczgce panelu sond
wzbogacajgcych na stronie 12.
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Charakterystyka wydajnosci

Wydajnos¢ w przypadku paneli pokrywajacych peten
egzom

Wydajnos¢ dla panelu egzomowego testowano, stosujac najnizsza (50 ng) i najwyzsza (1000 ng) zalecang ilos¢
wyjsciowg gDNA Coriell Cell Line NA12878, co do ktérego znana jest rzeczywista liczba wariantéw linii
zarodkowej (genom platynowy Coriell). Jako reprezentatywnych uzyto panelu egzomowego 1 (45 Mb) i panelu
egzomowego 2 (36,8 Mb). Za pomoca oznaczenia lllumina DNA Prep with Enrichment Dx badano 24
powtdrzenia techniczne, stosujgc panel egzomowy 1 (45 Mb) w dwdch dodekapleksowych reakcjach
wzbogacania. Za pomocg oznaczenia lllumina DNA Prep with Enrichment Dx badano 12 powtérzen
technicznych, stosujgc panelu egzomowy 2 (36,8 Mb) w pojedynczej dodekapleksowej reakcji wzbogacania.
Wzbogacone biblioteki zsekwencjonowano za pomocg systemu sekwencjonowania NextSeq 550Dx

z modutem DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.

W ponizszej tabeli przedstawiono srednie wartosci drugorzedowych wskaznikdéw wydajnosci
sekwencjonowania i wywotywania wariantéw dla powtdrzen technicznych testowanych w kazdym panelu.
Tabela 6 Oznaczenie wydajnosci za pomocg dwoch paneli pokrywajgcych peten egzom

Wzbogacenie

. .. .. Mediana Czuto$¢ Precyzja Czuto$¢ Precyzja
unikalnego Jednolitosé . . .. .. .. ..
Panel odczvtu okrvcia diugosci detekcji  detekcji detekcji  detekcji
v A fragmentu  SNV' SNV?2 indeli’ indeli?
asekurowanego
Panel 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
egzomowy
1
(45 Mb)
Panel 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
egzomowy
2 (36,8 Mb)

1Czuto$é=prawdziwe/(prawdziwie dodatnie + fatszywie ujemne)
2Precyzja=prawdziwie dodatnie/(prawdziwie dodatnie + fatszywie dodatnie)

Granica wykrywalnosci

Do przetestowania granicy wykrywalnos$ci wykorzystano wzorzec odniesienia DNA Horizon HD799. HD799
sktada sie z umiarkowanie uszkodzonego DNA poddanego ekspozycji na formaline o znanych SNV o czestosci
alleli od 1do 24,5%. Zastosowano najnizszg zalecang wyjsciowg ilos¢ DNA (50 ng) i oceniono odsetek
wykrywanych SNV o czestosci wariantéw alleli (VAF) = 5,0%. W tescie lllumina DNA Prep with Enrichment
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Dx zbadano 16 powtdrzen technicznych w procedurze dla materiatu FFPE, wzbogacajgc za pomoca panelu
wielonowotworowego (1,94 Mb) 16 razy (monopleksowo), a nastepnie sekwencjonowano za pomocg NextSeq
550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx.

Wszystkie prébki spetnity wymagania dotyczgce wydajnosci probek swoiste dla panelu, jak wskazano w
ponizszej tabeli.

Tabela7 Zachowanie prébkina granicy wykrywalnosci

. Wskaznik wykrywania Srednia
wariantow SNV o VAF = 5,0% Jednolitos¢ pokrycia
Wielonowotworowy panel 100% 99%
wzbogacajacy (1,94 Mb, 523
genow)

Substancje zaktocajace

Wptyw substancji potencjalnie zaktdcajgcych na wyniki testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx oceniono na
podstawie wynikdw oznaczen uzyskanych w obecnosci zaktdcajgcych substancii.

Zaktocenia stwierdzone dla krwi petnej

Acetaminofen (zwigzek egzogenny, lek), kreatynina i tréjglicerydy (metabolity endogenne) badano poprzez
wprowadzanie znanej ich iloéci do prébek krwi petnej czlowieka przed ekstrakcjg DNA. W celu oceny zakitdcen
wynikajgcych z pobierania krwi (krotkie pobrania), do preparatdéw krwi petnej wprowadzano EDTA w dwéch
stezeniach. Dodatkowo, w celu oceny zaktdcen wynikajgcych z przygotowania prébki, do DNA ekstrahowanego
z krwi petnej dodawano etanol czystosci do biologii molekularne;.

W ponizszej tabeli przedstawiono badane stezenia zwigzkdéw zakitdcajgcych oznaczenie.

Tabela 8 Substancje potencjalnie zaktdcajgce iich badane stezenia we krwi petnej
Substancja testowana Stezenie testowane

Acetaminofen 15,6 mg/dI*
Stezenie trzykrotnie wyzsze niz oczekiwane po podaniu
dawki terapeutycznej leku.

Kreatynina 15 mg/dI*

Najwyzsze stezenie zaobserwowane w populacji.
Tréjglicerydy 1,5 g/dI*

Najwyzsze stezenie zaobserwowane w populacji.
EDTA 6 mg/mi

Stezenie trzykrotnie wyzsze niz oczekiwane stezenie we
krwi pobieranej do probdéwek z EDTA.
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Substancja testowana Stezenie testowane

Etanol czystosci do biologii molekularnej 15% o/o
W eluacie po ekstrakcji DNA.

*Zgodnie z CLSI EP37-ED1:2018

Dla danej substancji zaktdcajgcej zbadano 12 powtdrzen technicznych za pomocg oznaczenia lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx, wzbogacono panelem egzomowym 1 (45 Mb) w ramach pojedynczego
(dodekapleksowego) wzbogacenia, a nastepnie sekwencjonowano za pomocg urzagdzenia NextSeq 550Dx z
modutem DNA GenerateFASTQ Dx.

W przypadku badanych substancji wszystkie 12 probek spetniato wymagania dotyczace wydajnosci prébki i nie
obserwowano zadnych zaktécen w dziataniu testu.

Zaktocenia w wypadku tkanek FFPE

Dwie prébki jelita grubego FFPE zostaty zbadane w obecnosci i nieobecnosci hemoglobiny w ilosci 0,1 mg na
wycinek tkanki FFPE o grubosci 10 um, co odpowiada najgorszemu scenariuszowi zanieczyszczenia 50% probki
tkanki FFPE krwig o wysokim stezeniu hemoglobiny. Prébki testowano w lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
tescie przy uzyciu wielonowotworowego panelu wzbogacajgcego 1 (1,94 Mb) jako panelu reprezentatywnego
dla wzbogacen jednopleksowych. Wzbogacone biblioteki zostaty nastepnie zsekwencjonowane za pomoca
urzgdzenia NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx. Wszystkie prébki spetniaty wymagania
dotyczace wydajnosci probki i wykazano, ze hemoglobina nie wptywa na wydajnos¢ testu.

Aby oceni¢ zaktdcenia wynikajgce z przygotowania probki, do DNA wyizolowanego z prébki raka pecherza
moczowego FFPE dodano znane ilosci dwdch egzogennych zwigzkéw. Badane substancje egzogenne to
roztwory ekstrakcyjne powszechnie stosowane w procesie ekstrakcji DNA, ktére wskazano wraz z badanymi
ilosciami w ponizszej tabeli.

Roztwory substancji badanych sg dostepne handlowo jako elementy zestawdw do kolumnowej izolacji DNA.

Tabela 9 Substancje potencjalnie zaktécajgce iich badane stezenia w materiale FFPE

Substancja testowana Stezenie testowane (ul / 30 pl eluatu)
Roztwor do deparafinizacji 113 x 1078
Bufor ptuczacy AW2 0,417

Dla danej substanciji zaktdcajgcej zbadano osiem powtodrzen technicznych za pomocg oznaczenia lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx, wzbogacono za pomocg wielonowotworowego panelu wzbogacajgcego 1 (1,94 Mb) w
ramach pojedynczego wzbogacenia, a nastepnie sekwencjonowano za pomocg urzgdzenia NextSeq 550Dx z
modutem DNA GenerateFASTQ Dx.

W przypadku obu badanych substancji wszystkie osiem prébek spetniato wymagania dotyczgce wydajnosci
probki i nie obserwowano zadnych zaktécen w dziataniu testu.
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Zanieczyszczenie krzyzowe

Za pomoca oznaczenia lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, stosujgc na ptytce uktad szachownicy, badano
gDNA Coriell Cell Line NA12878 (kobieta, 10 probek), gDNA Coriell Cell Line NA12877 (mezczyzna, 12 probek) i
kontrole bez matrycy (NTC, 2 prébki). Dla wszystkich prébek uzyto najwyzszej (1000 ng) zalecanej ilosci
wyjsciowego gDNA, aby w jak najbardziej rygorystycznych warunkach oceni¢ zanieczyszczenie krzyzowe
prébek. Testy przeprowadzito dwukrotnie dwdch oddzielnych operatoréw. Panel egzomowy 1 (45 Mb)
zastosowano w dodekapleksowych reakcjach wzbogacajgcych. Wzbogacone biblioteki zostaty
zsekwencjonowane w systemie NextSeq 550Dx za pomocg DNA GenerateFASTQ Dx. Oceng przeprowadzono
poprzez ocene pokrycia meskiego chromosomu Y w probkach zenskich poprzez poréwnanie z poziomami tta
dla petnej ptytki prébek zenskich, a takze reprezentacje indekséw w prébkach NTC.

Tabela 10 Wyniki badan zanieczyszczenia krzyzowego

Prébki zenskie, w ktorych stwierdzono
obecnos$¢ materiatu meskiego chromosomu Y na Reprezentacja indekséw w NTC
poziomie < 3x szumu tfa

100% < 0,0005%
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Wydajnosc¢ aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Charakterystyke wydajnosci aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx dla NovaSeq 6000Dx
podano w ulotce dotgczonej do opakowania NovaSeq 6000Dx Instrument Package Insert (dokument nr
200025276).

Aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w NextSeq 550Dx umozliwia wykonanie tych
samych drugorzedowych procedur analitycznych, co aplikacja w NovaSeq 6000Dx, w tym nastepujace trzy
procedury: Tworzenie FASTQ, tworzenie FASTQ i VCF w celu wykrycia wariantéw linii zarodkowej oraz
tworzenie FASTQ i VCF w celu wykrycia wariantdw somatycznych.

Poréwnywalng wydajno$é drugorzedowej analizy uzyskano dla tego samego preparatu biblioteki
sekwencjonowanej na obu platformach. Odsetek wykrywanych wariantéw (Tabela 11) i zgodnos$¢ czestoosci
(Rysunek 1) dla probek gDNA Coriell Cell Line oceniano za pomoca reprezentatywnego oznaczenia
zaprojektowanego w celu zapytania o rézne geny obejmujgce 1970 505 zasad (9232 sekwencji) we wszystkich
23 chromosomach cztowieka. Testom poddano probek Platinum Genome DNA, siedem w powtdrzeniach po
szes$¢ (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) i jedng (NA12881) w
powtdrzeniach po pie¢ (patrz Rysunek 1). Biblioteki zostaty zsekwencjonowane w trzech przebiegach kazda na
urzadzeniach NovaSeq 6000Dx i NextSeq 550Dx, a wywotanie wariantdw przeprowadzono, generujgc FASTQ i
VCF dla procedury analizy wariantéw linii zarodkowej w aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Application.

Na podstawie silnej korelacji pomiedzy wydajnoscig aplikacji na urzadzeniach NovaSeq 6000Dx i NextSeq
550Dx stwierdzono, ze charakterystyki wydajnosci zwigzane z drugorzedowg analizg podane w ulotce
dotgczonej do opakowania NovaSeq 6000Dx Instrument Package Insert (dokument nr 200025276) maja
zastosowanie takze do DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w aplikacji NextSeq 550Dx.

Tabela11 Wydajnosc aplikacji — odsetek wykrywanych wariantdw SNV, insercji i delecji

Odsetek wykrywanych Odsetek wykrywanych
Panel wariantow za pomoca wariantow za pomoca
NovaSeq 6000Dx NextSeq 550Dx
Panel pangenomiczny 99,9% 99,9%
(1,97 Mb, 9232 sekwencje docelowe, 23
chromosomy)
Nr dokumentu: 200038118, wer. 00 68z77

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert

illumina’

Rysunek 1 Pordwnanie czestosci wariantdw pomiedzy przebiegami NovaSeq 6000Dx i NextSeq 550Dx za
pomocg analizy DRAGEN for IDPE Dx Application
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Dodatek: Sekwencje adapteréw indeksujgcych UD

lllumina

Te unikalne podwdjne adaptery indeksujgce (UD) sg rozmieszczone na ptytce w sposdb umozliwiajgcy
wprowadzenie zalecanej strategii parowania. Adaptery indeksujagce liczg 10 nukleotyddéw dtugosci, zamiast

typowych osmiu.

Adaptery indeksujgce 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptery indeksujgce 2 (i5)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[15]TCGTCGGCAGCGTC

Ponizsza sekwencja jest uzywana do przycinania adaptera podczas odczytu 1i odczytu 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Plytka A/zestaw 1 adapteréw indeksujgcych

Nazwa indeksu

UDPOO0O01

UDP0002
UDPO003
UDP0O004
UDPO005

Sekwencja zasad i7 w adapterze

CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT

TAATCTCGTC
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TCGTGGAGCG
CTACAAGATA
TATAGTAGCT
TGCCTGGTGG

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

Sekwencja zasad i7 w adapterze

GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

GTCCACTTGT

TGGAACAGTA

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

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

Sekwencja zasad i7 w adapterze

TACGGCCGGT
GTCGATTACA
CTGTCTGCAC
CAGCCGATTG
TGACTACATA
ATTGCCGAGT
GCCATTAGAC
GGCGAGATGG
TGGCTCGCAG
TAGAATAACG
TAATGGATCT
TATCCAGGAC
AGTGCCACTG
GTGCAACACT
ACATGGTGTC
GACAGACAGG
TCTTACATCA
TTACAATTCC
AAGCTTATGC
TATTCCTCAG
CTCGTGCGTT
TTAGGATAGA
CCGAAGCGAG
GGACCAACAG
TTCCAGGTAA
TGATTAGCCA
TAACAGTGTT
ACCGCGCAAT
GTTCGCGCCA

AGACACATTA
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

TGGCAATATT

GATCACCGCG

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

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

Sekwencja zasad i7 w adapterze

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

TGGACGGAGG
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG
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Plytka B/Zestaw 2 adapterow indeksujgcych

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

Sekwencja zasad i7 w adapterze

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA
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Nazwa indeksu
UDP0125
UDPO0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDPO0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0135
UDP0136
UDP0137
UDPO0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDPO0146
uDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDP0153
UDPO0154

Sekwencja zasad i7 w adapterze

TCCACGGCCT
GATACCTCCT
CAACGTCAGC
CGGTTATTAG
CGCGCCTAGA
TCTTGGCTAT
TCACACCGAA
AACGTTACAT
CGGCCTCGTT
CATAACACCA
ACAGAGGCCA
TGGTGCCTGG
TAGGAACCGG
AATATTGGCC
ATAGGTATTC
CCTTCACGTA
GGCCAATAAG
CAGTAGTTGT
TTCATCCAAC
CAATTGGATT
GGCCATCATA
AATTGCTGCG
TAAGGAACGT
CTATACGCGG
ATTCAGAATC
GTATTCTCTA
CCTGATACAA
GACCGCTGTG
TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

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

Sekwencja zasad i7 w adapterze

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT
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Sekwencja zasad i5 w adapterze

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC
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Nazwa indeksu

Sekwencja zasad i7 w adapterze

illumina

Sekwencja zasad i5 w adapterze

UDP0185 GTTGGACCGT TCTTACATCA
UDP0186 ACCAAGTTAC CGCCATACCT
UDP0187 GTGTGGCGCT CTAATGTCTT
UuDP0188 GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
UDP0189 TGCGGIGTTG GGCAGTAGCA
UDP0190 GATTAAGGTG TTAGGATAGA
UDPO0191 CAACATTCAA CGCAATCTAG
UDP0192 GTGTTACCGG GAGTTGTACT

Historia wersji

Dokument Data Opis zmiany

Nr dokumentu: Lipiec
200038118, wer. 00 2023

Pierwsze wydanie.

Poprzedni dokument 200019584 zastgpiony tym dokumentem.

Zmiany w wersji 2 dokumentu 200019584 wzgledem tego nowego

dokumentu:

» Dodano tresci w celu omdwienia sekwencjonowania za pomoca
urzgdzenia NextSeq 550Dx przy uzyciu DRAGEN for lllumina DNA
Prep z aplikacjg Enrichment Dx dla NextSeq 550Dx .

o Wprowadzono wyjasnienia dotyczace listy odczynnikow
niedostarczonych.

« Dodano informacje dotyczgce zgtaszania zdarzen w czesci
Ostrzezenia i Srodki ostroznosci.

» Wyjasniono oczekiwania dotyczgce bibliotek wzbogaconych.

» Dodano instrukcje przygotowania 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

« Usunieto btad typograficzny w opisie etapu przygotowania do
sekwencjonowania.

Zmiany wprowadzone wczesniej w dokumencie 200019584:

» Dodano zawarto$¢ w celu oméwienia sekwencjonowania za
pomocg urzgdzenia NovaSeq 6000Dx.

« Dodano nazwy systemdéw sekwencjonowania i numery
katalogowe.

» Usunieto informacje dotyczgce unikalnego podwdjnego
indeksowania w czesci dotyczacej bibliotek indeksowanych
pojedynczo.
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wtasnos¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone
wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie,
z wytgczeniem innych celdw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane w innych celach i/lub
publikowane w inny sposdb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego
dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajacych przepisom w zakresie patentéw, znakéw towarowych czy praw autorskich ani
prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym osob trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny
by¢ Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wiasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktow
nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO
MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWELASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2023 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy Illumina, Inc. lub ich odpowiednich witascicieli. Szczegdétowe informacije na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ pod adresem www.illumina.com/company/legal.html.

Dane do kontaktu

ul e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Sponsor w Australii

San Diego, California 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd

+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building

+1858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocna) i Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherdands B.V.

techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000

www.illumina.com - iﬁiﬁniﬁf,'ll"n’;';“e“ Australia

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajdujg sie w legendzie symboli
dostepnej na stronie support.illumina.com, na karcie Documentation (Dokumentacja) danego zestawu.
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