lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iCINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM iCINDIR.

Kullanim Amaci

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kiti, in vitro tani testleri gelistirmek igin insan hlicrelerinden ve
dokusundan turetilen genomik DNA'dan numune kittphaneleri hazirlamak igin kullanilan bir reaktif ve sarf
malzemeleri setidir. Spesifik genomik ilgi bdlgelerini hedefleyen kitliphanelerin hazirlanmasi igin kullanici
tarafindan saglanan prob panelleri gereklidir. Olusturulan numune kittiphanelerinin lllumina sekanslama
sistemlerinde kullaniimasi amaglanmistir. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx, sekanslama galistirmasi
kurulum, izleme ve analiz yazilimi igerir.

Prosediir Ilkeleri

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, insan hicreleri ve dokularindan tiretilen genomik DNA'dan
hedeflenen bdlgeler igin zenginlestiriimis DNA sekanslama kutliphanelerinin manuel olarak hazirlanmasi igin
tasarlanmistir.

Hedef zenginlestirme igin kullanici tarafindan saglanan biyotinlenmis oligonukleotid panelleri gereklidir. lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Kit , kliglk paneller dahil olmak tizere bir dizi panel boyutuyla (< 20.000 prob) ve
blylk paneller (> 200.000 prob) uyumludur. Olusturulan zenginlestirilmis klitiphaneler lllumina sekanslama
sistemlerinde sekanslama yapmak i¢in tasarlanmistir.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit proseddri asagidaki adimlardan olusur:

Etiketleme Genomik DNA-DNA girisini etiketlemek igin Enrichment BLT Small (eBLTS) kullanir. Etiketleme
sirasinda gDNA pargalanir ve tek bir adimda adaptorlerle etiketlenir. Etiketleme

reaksiyonunda eBLTS'Il doymus duruma getirmek igin minimum 50 ng'lik bir DNA girisi gereklidir. Doygun
duruma geldiginde, eBLTS tutarl parga boyutu dagilimina sahip normallestirilmis kutiphaneler olusturmak
icin belirli sayida DNA molekUlinu parcalara ayirir.

Etiketleme Sonrasi Temizleme-Amplifikasyonda kullanmak lizereeBLTS lzerindeki adaptor etiketli DNA'yI

temizler.

Etiketlenmis DNA'y1 Amplifiye Etme-Sinirl donguld bir PCR programi kullanarak etiketlenmis DNA'yI
amplifiye eder. DNA pargalarinin uglarina benzersiz ¢ift (UD) dizinleri eklenir ve bu da DNA kitliphanelerinin
Gift benzersiz barkodlanmasini ve sekanslama sirasinda kiime olusturulmasini saglar.

Kitiiphaneleri Temizleme-Saflastirmak ve amplifiye edilmis DNA kitliphanelerinin boyutunu se¢gmek icin
boncuk saflastirma proseduru kullanir.

Kitliphaneleri Havuzlama-DNA kitlphanelerini benzersiz dizinlerle 12 kituphaneye kadar tek bir havuzda
birlestirir. Kitiphaneleri hacme veya kltleye gore havuzlayabilirsiniz.
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* Problar Hibridize Etme-Cift sarmalli DNA kitiphanelerinin densirilmis oldugu ve biyotinlenmis DNA
problarinin panelinin hedeflenen genomik bélgelere hibridize edildigi bir hibridizasyon reaksiyonundan
olusur.

— Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, birden fazla panelle uyumludur. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit, bir zenginlestirme paneli igermez. Prob panelleri kullanici tarafindan saglanir ve
gerekli spesifikasyonlari karsilamalidir. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri, gerekli
spesifikasyonlari karsilayan hem Illumina hem de Ugtincu taraf zenginlestirme DNA oligontikleotid
panelleriyle uyumludur. Uglincii taraf paneller igin gerekli teknik &zellikler hakkinda bilgi igin
bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri sayfa 10

* Hibridize Problari Kaydetme-Hedeflenen ilgilenilen bdlgelere hibridize edilen biyotinlenmis problari
kaydetmek igin Streptavidin Manyetik Boncuklar (SMB3) kullanir.

* Zenginlestirilmis Kutliphaneleri Amplifiye Etme-Zenginlestirilmis kiitiphaneleri amplifiye etmek i¢in PCR
kullanir.

* Amplifiye Edilmis Zenginlestirilmis Kiitliphaneleri Temizleme-Sekanslamaya hazir zenginlestirilmis
kituphaneleri saflastirmak igin bir boncuk saflastirma proseddri kullanir.

* Sekanslama-Zenginlestirilmis kitliphanelerin sekanslamasi MiSeqDx, NextSeq 550Dx veya NovaSeq
6000Dx sekanslama sistemlerinde gergeklestirilir. MiSeqDx ve NextSeq 550Dx i¢in entegre DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager Modulu, temel aramalardan sekanslama galistirmasi kurulumu,
galistirma izleme ve FASTQ olusturma igin kullanilir. NextSeq 550Dx with DRAGEN Server and NovaSeq
6000Dx igin DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi, ¢esitli mevcut is akislariyla
birlikte ¢alistirma kurulumu ve ikincil analiz igin kullanilir.

Prosedur Kisitlamalari

* |n Vitrotani amaclh kullanim igindir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, insan hlcreleri ve dokusundan turetilen genomik DNA ile
uyumludur.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, 50-1000 ng ¢ift sarmalli gDNA girisleriyle uyumludur. Bu esiklerin
disindaki girdilerle performans garanti edilmez.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, DNA ekstraksiyonu igin reaktifleri icermez. Performans Ozellikleri
sayfa 58'nde sunulan interferans testi de dahil olmak lizere analitik test sonuglari, tam kan ve temsili DNA
ekstraksiyon kitleriyle temsili drnek tipleri olarak FFPE ile elde edilmistir. lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit reaktifleriyle kullanilmak tzere gelistirilen tiim tani testlerinde tercih edilen DNA ekstraksiyon kitiyle
performansin tiim yonleri i¢in tam validasyon gereklidir.
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit , ACq > 5 olan dusuk kaliteli FFPE numuneleri igin 6nerilmez.
ACq > 5 olan numunelerin kullaniimasi kitiphane hazirhdinin basarisiz olma olasihdini artirabilir ve test
performansini azaltabilir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri, asagidaki tabloda belirtilen 6rnek girisi, zenginlestirme
reaksiyonlari ve gokluk i¢in yapilandiriimis ve test edilmistir.

lllumina DNA Prep

. Zenginlestirme Zenginlestirme
with Enrichment Ornek Girigi 9 . ¥ 9 . ¥
. Reaksiyonlari Coklugu
Dx Kit
16 numune Kkiti Duslk kalite 16 reaksiyon Th
(FFPE)
96 numune Kiti Yiksek kalite (or. 8 reaksiyon 120
tam kan)

* FFPE giris islemesi test edilmistir ve yalnizca 16 numune kitinin kullanildidi 1'li zenginlestirme reaksiyonlari
icin Onerilir.

* 96 numune kiti i¢in standart olmayan ¢okluklar (2'li ila 17'li) muimkulndur, ancak asagidaki sinirlamalari vardir:
— Numunelerin 2’liila 17'li zenginlestirme reaksiyonlari iginde islenmesi, kitin verimini azaltir.

— Optimum sonuglar garanti edilmez. Standart disi gokluklar igin uygun zenginlestirme verimi elde etmek
ek optimizasyon gerektirebilir.

— Dusuk ¢okluklu (2'liila 8'li) havuzlama stratejileri igin basarili sekanslama ve veri analizi igin renk
dengesini optimize etmek Uzere gesitli sekanslara sahip dizin adaptérlerinin segilmesi gerekir. MiSeqDx
ve NextSeq 550Dx Uzerindeki DNA GenerateFASTQ Dx modli, ¢alistirma kurulumu sirasinda renk
dengeli dizin kombinasyonlari igin segenekler sunar. Havuzlama stratejileri hakkinda daha fazla bilgi igin
bkz. Havuzlama Yéntemleri sayfa 34.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, sadece MiSeqDx, NextSeq 550Dx ve NovaSeq 6000Dx Uzerinde
sekanslanan zenginlestirilmis kituphaneler iletmekle sinirhidir. Diger sekanslama sistemlerinin kullanimi,
performansin tiim yonleri igin tam validasyon gerektirir.

* Zenginlestirme panelleri bu triiniin bir parcasi olarak dahil edilmemistir. Performans Ozellikleri sayfa
58'nde saglanan analitik test sonuglari, temsili zenginlestirme panelleriyle elde edilmistir ve yalnizca
bilgilendirme amaciyla saglanmistir. Analitik performans 6zellikleri, testin genel kapasitesini
orneklendirmeye yarar ve herhangi bir spesifik test iddiasiyla ilgili kapasite veya uygunluk belirlemez. Bu
reaktiflerle kullaniimak Uzere gelistirilen tim tani testleri, performansin tim ydnleri igin tam validasyon
gerektirir.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, hem Illumina hem de Uguncu taraf zenginlestirme panelleriyle
uyumludur. Ancak, panel gerekliliklerini karsilamayan tglinci taraf zenginlestirme panellerinin performansi
garanti edilmez. Panel gereklilikleri hakkinda bilgi igin Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri sayfa 10.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, 2 saatlik hibridizasyon stiresi kullanir. Daha uzun bir hibridizasyon
suresi kullanmak performans metriklerini etkileyebilir.
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MiSegDx ve NextSeq 550Dx i¢cin DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modiilleri sadece FASTQ

dosyalari iletir. Bu modulleri kullaniyorsaniz ikincil analiz dogrulamasi yapmaniz gerekir.

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi, DRAGEN Server iceren NextSeq 550Dx

Uzerinde ve NovaSeq 6000Dx Uzerinde mevcuttur. Uygulama FASTQ dretimi, germ hatti varyant tespiti igin
FASTQ ve VCF Uretimi ve somatik varyant tespiti icin FASTQ ve VCF Uretimi dahil olmak Uzere birden fazla
ikincil analiz is akisini destekler. VCF olusturma i¢in uygulamayi kullaniyorsaniz, ikincil analiz validasyonu
yapmaniz gerekmez. Uygulamanin sinirlamalari asagidakileri igerir:

>18 bp uzunluk insersiyonlari ve > 21 bp uzunluk delesyonlari dogrulanmamistir.

Goklu niikleotid varyantlari (MNV) ve blyUuk insersiyon/delesyonlar dahil olmak Gizere blyuk varyantlar,
¢kt VCF dosyasinda ayri ayri daha kligUk varyantlar olarak raporlanabilir.

Kiclk MNV’ler ¢ikti VCF dosyasinda ayri varyantlar olarak rapor edilir.

Delesyonlar VCF dosyasinda, VCF bigimine gore 6nceki bazin koordinatinda raporlanir. Dolayisiyla,
bagimsiz bir baz aramayi homozigot referans olarak raporlamadan 6nce bitisik varyantlari dederlendirin.

Germ hattina 6zgu kisitlamalar:

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germ Hatti FASTQ ve VCF
olusturma analiz is akisi, germ hatti varyant arama (6r. homozigot, heterozigot, yabani tip) igin
kalitatif sonuglar saglamak Uizere tasarlanmistir.

Kopya sayisi varyasyonu, bir varyantin homozigot veya heterozigot olarak tanimlanmasini
etkileyebilir.

Sistem, kopya sayisi varyasyonu varliginda bile tek bir lokusta ikiden fazla varyant bildirmeyecektir.

Somatige 6zgu kisitlamalar:

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Somatik FASTQ ve VCF olusturma
analiz is akisi, somatik varyant arama (yani bir somatik varyantin varhidi) icin kalitatif sonuglar
saglamak Uzere tasarlanmistir.

Somatik FASTQ ve VCF olusturma analizi is akisi germ hatti ve somatik varyantlari ayirt edemez. is
akisl, genis bir varyant frekansi yelpazesinde varyantlari saptamak igin tasarlanmistir ancak varyant
frekansi somatik varyantlari germ hatti varyantlarindan ayirmak igin kullanilamaz.

Numunedeki normal doku, varyantlarin saptanmasini etkiler. Raporlanan saptama siniri, hem timor
dokusundan hem de normal dokudan ekstrakte edilen toplam DNA'ya nispeten varyant frekansina
baghdir.

Ayni lokusta birden fazla varyant alel adlandirilirsa, alellerin higbiri geger varyantlar olarak rapor
edilmeyecektir. Bunun yerine, tiim alel seti rapor edilecek ancak multiallelik etiket ile filtrelenecektir.

Uriin Bilesenleri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit asagdidaki bilesenlerden olusur.

Belge No. 200038118 v0O 4|7

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, katalog no. 20051354 (16 6rnek) veya no.
20051352 (96 ornek)

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, katalog no. 20051355 (16 6rnek) veya No.
20051353 (96 6rnek)

* NextSeq 550Dx i¢in Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Modili, katalog no. 20063024
* MiSeqgDx igin Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Moduild, katalog no. 20063022

* NovaSeq 6000Dx igin DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi, katalog no.
20074609

* NextSeq 550Dx i¢cin DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi, katalog no. 20074730

Temin Edilen Reaktifler

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx'nin tamamlanmasi i¢in lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD
Indexes Set A veya lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B gerekir. 16 érnek veya 96
ornek kiti kullanarak asagidaki sayida kituphane hazirhidi ve zenginlestirme reaksiyonu gergeklestirebilirsiniz.

lllumina DNA Prep

.. Zenginlestirme
with Enrichment Ornek Girisi gines

Zenginlestirme Coklugu
Reaksiyonlari el ¢ <

Dx Kit
16 numune Kiti Duslk kalite (FFPE) 16 reaksiyon Tl
96 numune Kiti Yiksek kalite (or. 8 reaksiyon 12°h
tam kan)
Belge No. 200038118 vOO 5/71

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Etiketleme Reaktifleri 1, 15 °Cila 30 °C'de saklayin

Asagdidaki reaktifler oda sicakliginda gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin.

Tup Miktar
Kapak Dolum

Reaktif Adi 16 96 . . . Aktif Bilesenler

Numune Numune Rengi Hacmi

(No.20050020)  (No. 20050025)

Etiketleme Durdurma 1 4 Kirmizi 350l Suda deterjan ¢ozeltisi.
Tamponu 2 (ST2)
Etiket Yikama Tamponu 1 1 Yesil 41 ml Deterjan ve tuz igeren
2 (TWB2) tamponlanmis sulu ¢ozelti.
Temizleme Boncuklari 1 N/A* Kirmizi 10 ml Tamponlanmis sulu
(CB) (Gegerli ¢Ozeltide kati halde

Degil) paramanyetik boncuklar.
* 96 ornek igin Temizleme Boncuklari, lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Numune (No. 20050030) dahil edilmistir.

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 Numune), 15 °Cila 30 °C'de saklayin

96 numune kiti i¢in Temizleme Boncuklari, lllumina Prep Dx Cleanup Beads’e (katalog no. 20050030) dahil
edilmistir. Asagidaki reaktif oda sicakliginda gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri
derhal belirtilen saklama sicakliginda depolayin. 16 numune kiti icin Temizleme Boncuklari, lllumina Prep Dx
Tagmentation Reagents 1'e (katalog no. 20050020) dahil edilmistir.

Kapak Dolum
Reaktif Adi  Miktar FL , Aktif Bilesenler
Rengi Hacmi
Temizleme 4 Kirmizi 10 mi Tamponlanmis sulu ¢dzeltide kati halde
Boncuklari paramanyetik boncuklar.
(CB)

lllumina DNA Prep Dx Etiketleme Reaktifleri 2, 2 °C ila 8 °C 'de saklayin.

Asagdidaki reaktifler sogutulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin. Boncuklarin her zaman tampona batmis durumda olmasi
icin eBLTS stok tuptnu dik olarak saklayin.
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Tip Miktari Dolum Hacmi

Reaktif Adi 16 Numune 96 Numune Kapak 16 96 Aktif Bilegenler
(No. 20050021) (No.20050026) Rengi Numune Numune

Enrichment BLT 1 4 Sari 200 i 290 pl Gliserol, EDTA,

Small (eBLTS) ditiyotreitol, tuz ve
deterjaniceren
tamponlu sulu
¢ozeltide
transpozomlarla
baglantili
Streptavidin
Manyetik
Boncuklari.

Yeniden Askiya 1 4 Seffaf 1,8 mi 1,8 mi Tamponlanmis sulu
Alma Tamponu ¢Ozelti.
(RSB)

lllumina Prep Dx Etiketleme Reaktifleri 3, -25 °C ila -15 °C'de saklayin.

Asagidaki reaktifler dondurulmus olarak gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliyinda depolayin.

Tiip Miktari Dolum Hacmi
Reaktif Adi 16 Numune 96 Numune Kapak 16 96 Aktif Bilesenler
(No. 20050022) (No.20050027) Rengi Numune Numune

Etiketleme 1 4 Seffaf 290 ul 290 ul Magnezyum tuzu ve

Tamponu 1 dimetilformamid

(TB1) iceren tamponlu sulu
¢Ozelti.

Gelistirilmis 2 4 Seffaf 200 pl 610 i Tamponlanmis sulu

PCR Karigimi ¢Ozeltide DNA

(EPM) polimeraz ve
dNTP'ler.

lllumina DNA Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1 (16 numune), 2 °Cila 8 °C'de
saklayin.

16 numune kiti i¢in agsagidaki reaktifler, lllumina DNA Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1'e (katalog no.
20050023) dahil edilmistir. 96 numune Kkiti igin reaktifler, lllumina Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1'e (katalog
no. 20050028) dahil edilmistir.
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Asagidaki reaktifler sogutulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin.

Kapak Dolum

Reaktif Adi Tip Miktari Aktif Bilesenler
£ Rengi Hacmi ¥

Streptavidin Manyetik Boncuklar 4 Seffaf 1,2 ml Formamid, deterjan ve

(SMB3) tuz igeren tamponlu
sulu ¢ozeltiiginde
Streptavidin Manyetik
Boncuklart.

Yeniden Askiya Alma Tamponu (RSB) 1 Seffaf 1,8 mi Tamponlanmis sulu
cozelti.

Zenginlestirme Hibrit Tamponu 2 1 Seffaf 200 ul Deterjan ve tuz igeren

(EHB2) tamponlanmis sulu
¢Ozelti.

Elisyon Hedef Tamponu 2 (ET2) 1 Seffaf 200 ul Tamponlanmis sulu
cozelti.

lllumina Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1 (96 numune), 2 °C ila 8 °C'de saklayin.

96 numune Kiti igin asagidaki reaktifler, lllumina Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1'e (katalog no. 20050028)
dahil edilmistir. 16 numune Kkiti igin reaktifler, llluminaDNA Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 1'e (katalog no.
20050023) dahil edilmistir.

Asagidaki reaktifler sogutulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin.

Kapak Dolum

Reaktif Adi Tup Miktar Aktif Bilesenler

Rengi Hacmi

Streptavidin Manyetik 2 Seffaf 1,2 ml Formamid, deterjan ve tuz

Boncuklar (SMB3) iceren tamponlu sulu ¢ozelti
icinde Streptavidin Manyetik
Boncuklari.

Yeniden Askiya Alma 4 Seffaf 1,8 ml Tamponlanmis sulu ¢ozelti.

Tamponu (RSB)

Zenginlestirme Hibrit 1 Seffaf 200 pl Deterjan ve tuz igeren

Tamponu 2 (EHB2) tamponlanmis sulu ¢ozelti.

Ellisyon Hedef Tamponu 2 1 Seffaf 200 pl Tamponlanmis sulu ¢ozelti.

(ET2)
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lllumina DNA Prep Dx Zenginlestirme Reaktifleri 2, -25 °C ila -15 °C'de saklayin.

Asagidaki reaktifler dondurulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin.

Tiip Miktari
Reaktif Ad Kapak — Dolum it Bilesenler
16 Numune 96 Numune Rengi Hacmi $
(No. 20050024) (No. 20050029)

Zenginlestirme Ellisyon 1 1 Seffaf 580 pl Suda deterjan

Tamponu 1 (EE1) ¢ozeltisi.

Gelistirilmis 4 4 Amber 4,1 ml Tuz ve deterjan

Zenginlestirme Yikama iceren

Tamponu (EEW) tamponlanmis sulu
¢ozelti.

PCR Primer Kokteyli (PPC) 1 1 Seffaf 320 pl PCR primerleri
(oligonukleotidler)
karisimi.

2N NaOH (HP3) 1 1 Seffaf 200 pl 2N sodyum
hidroksit (NaOH)
¢Ozeltisi.

HYB Tampon 2 + IDT NXT 2 1 Mavi 480 pl Cot-1DNA,

Blokerleri (NHB2) kalabalik ajani ve
formamid igeren
tamponlu sulu
¢ozelti

Gelistirilmis PCR Karigimi 2 1 Seffaf 200 ul Tamponlanmig

(EPM) sulu ¢gdzeltide DNA
polimeraz ve
dNTP'ler.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, -25 °Cila -15 °C'de saklayin

Asagidaki reaktifler dondurulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen saklama sicakliginda depolayin. Dizin adaptdr dizilerii¢in bkz. Ek: lllumina UD Dizinleri Adaptor
Sekanslari sayfa 63.

Bilesen Miktar

lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Dizin), no. 20050038 1

lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Dizin), no. 20050039 1
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Temin Edilmeyen Reaktifler

Gerekli Reaktifler, Temin Edilmeyen

* DNA ekstraksiyonu ve saflastirma reaktifleri
* DNA miktar tayini reaktifi
* Etanol (molekdiler biyoloji i¢in 200 proof)
* Niukleaz icermeyen su
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1N NaOH ¢dzeltisi, molekiiler biyoloji sinifi
* NextSeq 550Dx sekanslama sistemi kullaniyorsaniz:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (1 M Tris-HCL, pH 7,0’dan seyreltilebilir)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 d6ngt), (katalog no. 20028871)
* MiSeqDx sekanslama sistemi kullaniliyorsa:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (katalog no. 20037124)
* NovaSeq 6000Dx sekanslama sistemi kullaniyorsaniz:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (1 M Tris-HCL, pH 8,0’dan seyreltilebilir)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif Kiti (300 dongu) (katalog no. 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif Kiti (300 dongu) (katalog no. 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Tampon Kartusu (katalog no. 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Tampon Kartusu (katalog no. 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Kitliphane TupU (katalog no. 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Kitlphane TupU, 24 Paket (katalog no. 20062291)

Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri, hem Illlumina hem de Uglinci taraf zenginlestirme DNA
oligoniikleotid panelleriyle uyumludur. Uciincii taraf biyotinlenmis DNA problari (sabit veya 6zel paneller)
kullaniyorsaniz, gerekli spesifikasyonlari karsiladiklarindan emin olun.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, asagidaki Gglincu taraf panel spesifikasyonlari kullanilarak optimize
edilmis ve dogrulanmistir. Spesifikasyonlari karsilamayan tGguncu taraf paneller kullanilirken benzer performans
garanti edilmez.
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* 80 bpveya120 bp prob uzunlugu
* 500ile 675.000 prob arasinda
* Tek veya gift sarmalll DNA

* Tliden 12'liye kadar ¢okluklarda zenginlestirme i¢in = 3 pmol toplam prob girisi

Depolama ve Tasima

* Oda sicakligi 15 °C ila 30 °C olarak tanimlanmistir.
* Reaktifler belirtilen sekilde saklandiklarinda kit etiketlerinde belirtilen son kullanim tarihine kadar stabildir.

Saklama sicakliklarii¢in bkz. Temin Edilen Reaktifler sayfa 5.

* Dondurulmus reaktifler, belirtilen son kullanma tarihinden 6nce olusan maksimum doért dondurma-¢6zdirme
ddngulsi boyunca stabildir.
* Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit prosediir(i, asagidaki glivenli durma noktalarini igerir:

— Etiketlenmis DNA'y1 Gliglendirme sayfa 28 isleminden sonra, amplifiye edilmis kitiphaneler -25 °C ila -
15 °C’'de saklandiginda 30 gline kadar stabildir.

— Kltiphaneleri Temizleme sayfa 31isleminden sonra, temizlenmis amplifiye edilmis kituphaneler -25 °C
ila -15 °C'de saklandiginda 30 giine kadar stabildir.

— Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri Havuzlama sayfa 33 igsleminden sonra, havuzlanmis
kitlphaneler -25 °C ila -15 °C'de saklandiginda 30 giine kadar stabildir.

— Zenginlestirilmis Kiitlphaneyi Bliytitme sayfa 44 isleminden sonra, zenginlestiriimis, amplifiye edilmis
kutliphaneler plakasi termal dénglleyicide 24 saate kadar kalabilir. Alternatif olarak plaka 2 °Cila 8
°C'de 48 saat kadar saklanabilir.

— Temizlenen son zenginlestiriimis kituphaneler, -25 °C ila -15 °C'de saklandiginda 7 gline kadar stabildir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ambalaji veya i¢erikleri hasar gérmisse veya bozulmussa
[Utfen lllumina Mdusteri Hizmetleri ile iletisim kurun.

* Etiketleme Durdurma Tamponu 2 (ST2) gorinur ¢okeltiler veya kristaller olusturabilir. Cokelti gdzlenirse 37
°C’de 10 dakika isitin ve ardindan ¢okeltiler ¢ozlinene kadar vorteksleyin.

* Hibridizasyon Oligolari (HiB) ve Gelistiriimis Zenginlestirme Yikama Tamponu (EEW), érnek tipi ve prob
paneli uyarinca gecerli olan hibridizasyon bekletme sicakligi ile ayni sicaklia dnceden isitiimalidir. NHB2
ve EEW ile ¢galisma hakkinda daha fazla bilgi i¢in bkz. Prosed(ir Notlari sayfa 16.

* Zenginlestirme Hibrit Tamponu 2 (EHB2) ve HYB Tamponu+IDT NXT Blokerlerinde (NHB2) kristallesme ve
bulaniklik olusabilir. Kristaller ve bulaniklik gézlenirse vorteksleyin veya ¢6zelti berraklasana kadar
karistirmak igin yukari ve asagi pipetleyin. Pipetlemeden 6nce NHB2'yi 6nceden isittiginizdan emin olun.

*  Temizleme Boncuklari (CB) ile galisirken asagdidaki iyi uygulamalara bagvurun.

— Boncuklari asla dondurmayin.
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*  Enrichment BLT Small (eBLTS) ile galisirken asagidaki iyi uygulamalara basvurun.

illumina

Kullanmadan hemen &nce boncuklari, yeniden slispanse olana kadar ve renk homojen gariinlinceye

kadar vorteksleyin.

Boncuklarin her zaman tampona batmis durumda olmasiigin eBLTS tupund dik olarak saklayin.

Boncuklar yeniden slispanse olana kadar eBLTS'yi iyice vorteksleyin. Boncuklarin yeniden dibe

¢okmesini 6nlemek igin pipetlemeden 6nce santrifiij yapiimasi 6nerilmez.

Boncuklar 96 kuyucuklu bir plakanin kenarina veya ustline yapisirsa 3 saniye boyunca 280 x g'de

santrifljleyin ve ardindan yeniden slispanse etmek icin pipetleyin.

* Dizin adaptor plakalarini kullanirken asagidaki iyi uygulamalara basvurun:

Gerekli Ekipmanlar ve Materyaller, Temin

Dizin adaptor plakasina numune eklemeyin.

Dizin plakasinin her bir kuyucugu sadece tek kullanimliktir.

Edilmeyen

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit'e ilaveten protokole baslamadan énce gereken ekipman ve
malzemelere sahip oldugunuzdan emin olun.

Ekipman

Protokole baslamadan dnce gereken ekipmana sahip oldugunuzdan emin olun.

Protokol, listelenen spesifikasyonlara sahip 6deler kullanilarak optimize edilmis ve valide edilmistir. EKipmani
spesifikasyonlarin disinda kullanirken benzer performans garanti edilmez.

Bazi 6geler yalnizca belirli is akislariigin gereklidir. Bu 6geler ayri tablolarda belirtilmistir.

* Asagidaki teknik 6zelliklerde termal donguleyici:

Isitmali kapak

10 °C ila 98 °C'lik minimum sicaklik kontrol aralgi
Minimum £0,25 °C sicaklik dogrulugu
Maksimum reaksiyon hacmi 100 pl

Tam etekli 96 kuyucuklu PCR plakalari ile uyumlu

* Asagidaki spesifikasyonlara sahip mikronumune inklbatoru:

+5,0 °Cila 99,0 °C ortam sicaklik araligi
96 kuyucuklu MIDI plakalarla uyumlu

* 96 kuyucuklu MIDI plakalarla uyumlu mikronumune inkibator pargalari

* 200-3000 rpm karistirma hizi araligina sahip ylksek hizl mikroplaka ¢alkalayici

Belge No. 200038118 v0O
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

* 96 kuyucuklu PCR plakalariyla uyumlu manyetik stant
* 96 kuyucuklu MIDI plakalarla uyumlu manyetik stant
* Miktar tayini yonteminizle uyumlu florometre
* DNA fragman analizori
* Hassas pipetler:

— 10 pl tek kanall ve gok kanalli pipetler

— 20 pltek kanalli ve ¢cok kanalli pipetler

— 200 pul tek kanalli ve gok kanalli pipetler

— 1000 pl tek kanall pipetler

— Hassas pipetler dogru reaktif ve numune iletimi saglar. Tek kanalli veya ¢ok kanalli pipetler, dizenli
olarak kalibre edildiklerinde ve belirtilen hacmin %5'i dahilinde dogru olduklarinda kullanilabilir.

* Mikroplaka santrifdj
*  Mikrosantrifij
* Asagidaki lllumina sekanslama sistemlerinden biri:

— MiseqgDx Cihazi, katalog no. DX-410-1001

— NextSeq 550Dx Cihazi, katalog no. 20005715, NextSeq 550Dx igin istede bagh lllumina DRAGEN Server
ile, katalog no. 20086130

— NextSeq 6000Dx Cihazi, Katalog No 20068232
* [Opsiyonel]Vakum konsantratoru

* [FFPE] Gergek zamanl PCR tespit sistemi

Malzemeler

Protokole baslamadan dnce gereken malzemelere sahip oldugunuzdan emin olun.
Bazi 6geler yalnizca belirli is akislari i¢in gereklidir. Bu 6geler ayri tablolarda belirtilmistir.

Protokol, listelenen 6gdeler kullanilarak optimize ve valide edilmistir. Alternatif malzemeler kullanildiginda benzer
performans garanti edilmez.

* Filtrelenmis pipet uglari

* Konik santriflj tupleri, 15 ml veya 50 ml

* 1,5 ml mikrosantrifuj tapU

* RNase/DNase igermeyen ¢ok kanalli reaktif hazneleri, tek kullanimlik

* RNase/DNase igermeyen 8 tiipli seritler ve kapaklar

* Serolojik Pipetler

* 96 kuyucuklu polipropilen derin kuyucuklu saklama plakasi, 0,8 ml (MIDI plakasi)
* Hard-Shell 96 kuyucuklu tam etekli PCR plakalari
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* [FFPE] gPCR cihaziyla uyumlu gPCR plakalari
* Asagidaki spesifikasyonlara sahip 96 kuyucuklu plakalar igin yapiskan contalar:
— Soyulabilir, optik olarak seffaf polyester
— Etekli PCR plakalari igin uygun
— -40°Cila110°C arasinda birden fazla sicaklik degisimine dayanikli gu¢li yapiskan
— DNase/RNase icermeyen
* Tercih edilen kantifikasyon yéntemiyle uyumlu plastik sarf malzemeleri
* Segilen kantifikasyon sistemiyle uyumlu florometrik dsDNA kantifikasyon kiti:

— Onceden zenginlestirilmis amplifiye edilmis kiitiiphanelerin miktarini tayin etmek igin genis bir dlgim kiti
kullanilabilir.

— Zenginlestirilmis kitlphanelerin miktarini tayin etmek igin kantifikasyon kitinin araligi kullanilan prob
paneline baglidir.

* Segilen kalifikasyon sistemiyle kitlphane kalifikasyonu igin parga analiz kiti:
— Onceden zenginlestirilmis amplifiye edilmis kiitiphanelerin kalifikasyonu igin genis kapsamli bir kit
kullanilabilir.

— Zenginlestirilmis kitlphanelerin kalifikasyonu igin kalifikasyon kitinin araligi kullanilan prob paneline
baglidir.

* [Opsiyonel] insan hiicreleri ve dokusundan DNA ekstraksiyonu igin kit. Valide edilmis herhangi bir
ekstraksiyon yontemini kullanilabilirsiniz.

Numune Toplanmasi, Nakliyesi ve Depolamasi

A DIKKAT

Tdm numuneleri potansiyel olarak bulasici maddelermis gibi tasiyin.

* Butest, insan hicreleri ve dokusundan tiretilen genomik DNA ile uyumludur.

* Piyasada bulunan saflastirimis gDNA igin numunelerin dogru kosullar altinda tasindigindan ve Ureticinin

talimatlarina gore saklandigindan emin olun. gDNA’'nin saklanmasi ve dondurulmasi-¢ézdurilmesi dongduleri

icin iyi uygulamalari izleyin.

* Tam kan girdisi i¢in tercih edilen DNA ekstraksiyon ydntemi igin gecgerli olan kan toplama, tasima ve saklama

gerekliliklerini izleyin. Valide edilmis herhangi bir ekstraksiyon yontemi kullanilabilir. Tam kanin taginmasi,
etiyolojik maddelerin taginmasina yonelik Ulke, federal, eyalet ve yerel olmak lizere tim dizenlemelere
uygun olmalidir.

* FFPE dokusundan DNA ekstraksiyonu igin valide edilmis herhangi bir ekstraksiyon ydntemi kullanilabilir.
Asagdidaki uygulamalari belirlemek Uzere tercih edilen ekstraksiyon yontemi icin gecgerli talimat ve 6nerileri
izleyin:
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— Ekstrakte edilen DNA'nin en iyi kalitede olmasini saglamak igin dokular i¢in formalin fiksasyonu ve
parafine gdmme yontemi.
— FFPE numunelerinin saklanmasi.

— FFPE kesitlerinin sayisi ve kalinhidi gibi baslangi¢ materyali gereklilikleri. Cogu saflastirma yontemi, yeni
kesilmis kesitlerin kullaniimasini énerir.

Uyarilar ve Tedbirler

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar igerir. Solunmasi,
yutulmasi, ciltle ve gézle temasi hélinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi g6z
korumasi, eldivenler ve laboratuvar 6nligu dahil olmak lizere koruyucu donanim giyin. Kullanilan reaktifleri
kimyasal atik olarak ele alin ve gecerli bdlgesel, ulusal ve yerel kanun ve dizenlemeler uyarinca atin. Ek
gevre, saglik ve glvenlik bilgileriigin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Glvenlik Veri Sayfalarina
(SDS) bakin.

* Bu Urlnle ilgili olarak ortaya ¢ikan tim ciddi olaylari derhal lllumina'ya ve kullanicinin ve hastanin bulundugu
Uye devletlerin Yetkili Makamlarina raporlayin.

* Tiim kan numunelerine insan immiin Yetmezlik Viriisii (HIV), insan Hepatit B Viriisii (HBV) ve diger kanla
bulasan patojenleri bulastiracadi biliniyormus gibi muamele edin (evrensel tedbirler).

* Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. A§zinizla pipetlemeyin. Belirlenmis ¢alisma alanlarinda yemek
yemeyin, igecek tiketmeyin veya sigara icmeyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini kullanirken tek kullanimlik
eldiven takin ve laboratuvar 6nligi giyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice
yikayin.

* Numune veya reaktif bozunmasini dnlemek icin temizlikten kaynaklanan tim sodyum hipoklorit buharlarinin
protokole baslamadan dnce tamamen dagildigindan emin olun.

* Numunelerin diger PCR urunleri/amplikonlari ile kontamine olmasi hatall ve guvenilmez sonuglara neden
olabilir. Kontaminasyonu onlemek igin asagdidaki iyi uygulamalara basvurun:

— Uygun laboratuvar uygulamalarini ve laboratuvar hijyeni ilkelerini hayata gegirin.

— Belirlenmis pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda is akisi adimlarini uygulayin.

— Kuitlphaneleri temizlemeden 6nce kullaniimis reaktifleri bir pre-amplifikasyon alaninda saklayin.

— Pre-amplifikasyon reaktiflerini amplifikasyon sonrasi reaktiflerinden ayirin.

— Pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda 6zel ekipmanlarin bulundugundan emin olun
(pipetler, pipet uclari, vorteks cihazi ve santrifij gibi).

* Capraz kontaminasyonu onleyin. Numuneler ve dagitim reaktifleri arasinda yeni pipet uglari kullanin.
Filtrelenmis uglarin kullanimi, amplikon tagima ve numuneden numuneye gapraz kontaminasyon riskini
azaltir.

— Numuneleri veya reaktif ana karisimlarini eklerken veya aktarirken, her numune arasinda uglari degistirin.
— Cok kanalli pipetle dizin adaptdrleri eklerken her satir veya her stitun arasinda uglari degistirin. Tek
kanalli pipet kullaniliyorsa her numune arasinda uglari degistirin.
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— Kullanilmamig dizin adaptdr plakalarini galisma alanindan ¢ikarin.
* Etanol yikama adimlari igin asagidaki iyi uygulamalara basvurun:
— Her zaman taze %80 etanol hazirlayin. Etanol havadan su emebilir ve bu da sonuglari etkileyebilir.

— Yikama adimlari sirasinda kuyucuklarin dibindeki tiim etanolin atildiindan emin olun. Etanol kalintisi
sonuglari etkileyebilir.

— Tam buharlasma saglamak i¢cin manyetik stant adimlariigin belirtilen kurutma suresine uyun. Etanol
kalintisi, sonraki reaksiyonlarin performansini etkileyebilir.

* Anakarigsimlari her zaman kullanimdan dnce hazirlayin ve asla kombine ¢alisma solisyonlarini saklamayin.

* Kullanim talimatlarinda belirtilen prosedurlere uyulmadidinda lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit'in
performansi garanti edilmez.

* Kit bilesenlerini kit kutusu etiketinde belirtilen son kullanma tarihlerinden sonra kullanmayin.

* Farkli lllumina DNA Prep with Enrichment Dx kitlerindeki kit bilesenlerini birbiriyle degistirmeyin. Kitler, kit
etiketinde tanimlanur.

Prosedur Notlari

DNA Girdi Onerileri

Protokollllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit , 50-1000 ng'lik ylksek kaliteli, gift sarmalli genomik DNA
(gDNA) girdileriyle uyumludur.

ilk gDNA &rneginin > 1 mM EDTA icermediginden ve fenol ve etanol gibi organik kontaminantlar ihtiva
etmediginden emin olun. Bu maddeler etiketleme reaksiyonuna miidahale edebilir ve test basarisizligina neden
olabilir.

gDNA Girdisi = 50 ng

50-1000 ng arasindaki gDNA girdileri igin baglangic gDNA numunesinin miktar tayini ve normallestiriimesi
gerekli degildir.

gDNA Girdisi < 50 ng

10-50ng'lik DNA girdileri asagidaki ayarlamalarla kullanilabilir:

* 10-49 ng gDNA girdisi kullaniliyorsa etiketlemeden sonra gerekli PCR dongulerinin miktarini tayin etmek igin
baslangigc gDNA numunesinin dlgllmesi onerilir. Cift sarmalli gDNA girdisininin miktarini tayin etmek igin
florometrik tabanl bir yéntem kullanin. NanoDrop veya diger UV absorbans yontemleri gibi total niikleik asidi
Olgen yontemlerden kaginin.
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* Bu protokol, 10-49 ng gDNA’dan elde edilen 6nceden zenginlestiriimis nihai kitiphane verimlerini
normallestirmez ve bu nedenle, zenginlestirme dncesinde ve sonrasinda kutliphanelerin miktar tayini ve
normallestiriimesi gerekir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, karakterize edilmis ve 50-1000 ng DNA girdileri i¢in
dogrulanmistir. < 50 ng gDNA girdileri i¢in es deger Urlin performansi garanti edilemez.

Kan Girdi Onerileri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, periferik tam kandan ekstrakte edilen gDNA ile uyumludur. Valide
edilmis herhangi bir ekstraksiyon yéntemi kullanilabilir. Tam kandan gDNA ekstrakte edilirken, girdi DNA'sInin
baslangi¢ta miktar tayini gerekli dedildir ve lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, normallestiriimis dnceden
zenginlestirilmis klttphane verimleri Uretir.

Asagidaki faktorler tam kan drneklerinden elde edilen DNA miktarini ve dolayisiyla kitiphanenin
normallesmesini olumsuz etkileyebilir:

* Kan numunesinin yasi
* Saklama kosullari

* Akyuvar sayimlarini etkileyen altta yatan tibbi durumlar

FFPE Doku Numunesi Girdi Onerileri

Basaril kitiphane hazirhdi igin uygun girdiyi belirlemek Gzere asagidaki FFPE DNA kalite kriterlerini kullanin:
* ACqdegeri = 5 olan FFPE numuneleri i¢in 6nerilen DNA girdisi 50-1000 ng'dir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, ACq > 5 olan dlsuk kaliteli FFPE numuneleri igin énerilmez. ACq > 5
olan numunelerin kullaniimasi mimkdnddr, ancak kutiphane hazirliginin basarisiz olma olasihdini artirabilir
veya test performansini azaltabilir.

FFPE Ekstraksiyonu

Yiksek geri kazanim verimleri Ureten, 6rnek tliketimini en aza indiren ve 6rnek butlnligunu koruyan bir nikleik
asit izolasyon yontemi kullanin. FFPE drneklerinden DNA ekstraksiyonu igin valide edilmis herhangi bir yontemi
kullanabilirsiniz. FFPE dokusundan ekstrakte edilen gDNA igin girdi DNA'sinin ilk kantifikasyonu gereklidir ve
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, normallestiriimis dnceden zenginlestirilmis kitliphane verimleri
Uretmez.

FFPE DNA Kalifikasyonu

FFPE dokusundan ekstrakte edilen gDNA, kullanimdan 6nce kalifiye edilecektir. Optimum performans igin FFPE
numunelerinden ekstrakte edilen DNA'nin kalifikasyonu icin valide edilmis bir ekstraksiyon yontemi kullanarak
DNA d6rnedi kalitesini degerlendirin. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokolt, ACq dederi < 5 olan
FFPE DNA numuneleriyle uyumludur. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, ACq > 5 olan dlstik kaliteli FFPE
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numuneleriigin 6nerilmez. ACq > 5 olan numunelerin kullaniimasi mimkunddr, ancak kutliphane hazirhdinin
basarisiz olma olasiligini artirabilir veya test performansini azaltabilir.
[Opsiyonel] FFPE Referans Numuneleri

Protokoll gergeklestirirken pozitif kontrol olarak Horizon HD799 (DNA) gibi karakterize edilmis referans
materyalleri kullanin. Hiicre hattindan tiretilen ksenogreftlerden elde edilen kalifiye edilmis FFPE materyalleri de
referans numuneleri olarak kullanilabilir. Kullanimdan 6nce referans materyallerin miktarini tayin etmek igin
florometrik tabanli bir ydntem kullanin.

NOT Bir pozitif kontrol referans numunesinin veya sablonsuz kontrolin galistiriimasi reaktifleri tuketir ve
islenebilir bilinmeyen numunelerin toplam sayisini azaltir.

Numune Girdi Onerileri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit i¢in numune girdi 6nerileri asagdidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo1 Numune Girdi Onerileri

Girdi DNA'sInIN Normallestirilmis

Numune Girdi Numune Girdi . DNA Girdi Onceden
oL . Kantifikasyonu o . . T

Tard Miktar . Kalitesi Gerekli Zenginlestirilmis

Gerekli - .
Kutuphane Verimi

gDNA 10-49 ng Evet 260/280 orani 1,8-2,0 Hayir

gDNA 50-1000 ng Hayir 260/280 orani 1,8-2,0 Evet

kandan gDNA  50-1000 ng Hayir 260/280 orani 1,8-2,0 Evet

FFPE'den 50-1000 ng Evet ACqdegeri=<5 Hayir

gDNA

eBLTS PCR programi igin 6nerilen PCR doéngdleri, numune girdi konsantrasyonuna ve kalitesine gore ayarlanir.
Daha fazla bilgi i¢in bkz. Etiketlenmis DNA'y1 Gliclendirme sayfa 28.

ipuclari ve Teknikler

Capraz Kontaminasyonun Onlenmesi
* Numuneleri eklerken veya aktarirken, her numune arasinda uglari degistirin.

* ok kanalli pipetle dizin adaptorleri eklerken her satir veya her siitun arasinda uglari degistirin. Tek kanalli
pipet kullaniliyorsa her numune arasinda uglari degistirin.
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Plakanin Sizdirmazliginin Saglanmasi

Protokolde yer alan asagidaki adimlardan 6nce plakayi kapatmak igin kauguk bir rulo kullanarak 96
kuyucuklu plakayi her zaman yeni bir yapiskan contayla kapatin:
— Calkalama adimlari

— inkiibasyon adimlari. Plakanin diizgiin sekilde kapatiimamasi inkiibasyon sirasinda buharlasmaya neden
olabilir.

— Santrifij adimlari

— Hibritlestirme adimlar

Gapraz kontaminasyon ve buharlagma riskini azaltmak i¢in kenarlarin ve kuyucuklarin tamamen kapatiimis
oldugundan emin olun.

— Plaka kuyucuklarinin contasinda veya yanlarinda herhangi bir sivi veya yodusma gozlenirse, contayi
clkarmadan 6nce gerektigi sekilde santrifljleme yapin.

Kapagdi yavasca gikarmadan once plakayi duz bir ylzeye yerlestirin.

isleme Enrichment BLT Small (eBLTS)

Boncuklarin her zaman tampona batmis durumda olmasi igin eBLTS stok tupini dik olarak buzdolabinda
saklayin.

Kullanimdan hemen dnce, boncuklar tekrar stispanse olana kadar eBLTS stok tlipuni iyice vorteksleyin.
Boncuklarin yeniden dibe ¢ékmesini 6nlemek igin pipetlemeden dnce santriflij yapiimasi 6nerilmez.

Boncuklar 96 kuyucuklu bir plakanin kenarina veya ustline yapisirsa 3 saniye boyunca 280 x g'de
santrifljleyin ve ardindan yeniden siispanse etmek igin pipetleyin.

eBLTS'i yikarken:

— Plakaya uygun manyetik stant kullanin.

— Talimatlarda cikariimasi belirtilene kadar plakayl manyetik stant Gzerinde tutun.

— Boncuklar pipet uglarina aspire edilirse, manyetik stanttaki plakaya geri dagitin ve sivi berraklasana
kadar bekleyin (2 dakika).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Is Akisi

Asagidaki sema lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit is akisini géstermektedir. GlUvenli durdurma noktalari
adimlar arasinda isaretlenmistir. Zaman tahminleri, 12'li zenginlestirmede 12 numunenin islenmesine dayalidir.
gDNA

Gilivenli Durma Noktasi

€@ Geromik DNA Etiketieme
Dogrudan katilimli: 20 dakika
Toplam: 40 dakika
Reaktifler: eBLT, TB1

e Etiketleme Sonrasi Temizleme
Dogrudan katilimli: 10 dakika
Toplam: 20 dakika
Reaktifler: ST2, TWB2

e Etiketlenmis DNA'y1 Guglendirme
Dogrudan katilimli: 15 dakika
Toplam: 45 dakika
Reaktifler: EPM, Dizin Adaptorleri
Giivenli Durma Noktasi

o Katuphaneleri Temizleme
Dogrudan katilimli: 10 dakika
Toplam: 20 dakika
Reaktifler: RSB, CB, EtOH
Gvenli Durma Noktasi

e Havuz Kuttiphaneleri
Reaktifler: RSB

Gvenli Durma Noktasi

e Problari Hibridize Etme
Dogrudan katimh: 10 dakika
Toplam: 125 dakika
Reaktifler: Zenginlestirme Probu Paneli,
NHB2, EHB2, RSB

€ Hivridize Problari Kaydetme
Dogrudan katimh: 25 dakika
Toplam: 65 dakika
Reaktifler: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Zenginlestiriimis
Katuphaneyi Blyutme
Dogrudan katilimli: 5 dakika
Toplam: 40 dakika
Glvenli Durma Noktasi Reaktifler: PPC, EPM

© Buyitiimis Zenginlestirilmis
Katuphaneyi Temizleme
Dogrudan katiimli: 10 dakika

Toplam: 20 dakika
Reaktifler: CB, RSB, EtOH

PCR PCR
Oncesi Sonrasi

Kullanim Talimatlari

Bu bolimde lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokoll agiklanmaktadir.
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* Uriinlerin ve deney parametrelerinin uyumlulugunu saglamak igin numuneden analize kadar planlanan tam
sekanslama ig akisini gézden gegirin.

* Devam etmeden o6nce kit igerigini teyit edin ve gerekli bilesenlere, ekipmana ve malzemelere sahip
oldugunuzdan emin olun.
— Uglincii taraf biyotinlenmis problar belirli gereklilikleri karsilamalidir. Ugiincii taraf problarinizin

gereklilikleri karsiladigindan emin olmak igin Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri sayfa
10 bolimune bakin.

* Belirtilen hacimleri ve inklibasyon parametrelerini kullanarak protokoll gdsterilen sirayla izleyin.
* Protokolde glivenli durma noktasi belirtiimedikge, derhal bir sonraki adima devam edin.

* Ana karisim olusturulurken fazlalik, saglanan hacimlere dahil edilir.

Havuzlamanin Hazirlanmasi

Bu adim, zenginlestiriimis kutliphanelerin basarili bir sekilde sekanslanmasini saglamak i¢in gereklidir.
Kutlphanelerin havuzlanmasi, zenginlestirmeden 6nce ve sekanslamadan énce gergeklesebilir.
Zenginlestirme oncesinde-Ayri ayri dizinlenmis amplifiye edilmis kiitiphaneler, segilen prob paneliyle
zenginlestirme igin havuzlanir. Bu, zenginlestiriimis kitiphanelerden olusan ¢ok katmanl bir havuz olusturur.
FFPE numune girdisi igin isleme test edilmistir ve yalnizca T'li zenginlestirme reaksiyonlari igin onerilir. Yiksek
kaliteli gDNA igin 12'li test edilmistir, ancak 2’li ila 17li mUmkUndr.

Sekanslamadan once-1li zenginlestirilmis kitliiphaneler ve/veya ¢oklu zenginlestiriimis kitliphaneler,
sekanslamadan dnce havuzlanir. Sekanslanabilecek zenginlestirilmis katiphanelerin sayisi, sekanslama
sisteminizdeki her bir numune i¢in hedef okuma derinligine baglidir.

Benzersiz Cift Dizinleme

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, benzersiz ¢ift dizinler kullanir.

* Gift dizinli kitiphaneler, benzersiz sekilde etiketlenmis kltlphaneler olusturmak igin Dizin 1 (i7) ve Dizin 2
(i5) sekanslari ekler.

* UD dizinleri, i7 ve i5 Dizin Okumasi i¢in farkli, ilgisiz dizin sekanslarina sahiptir. Dizinler 10 baz
uzunlugundadir.

Havuzlanmis kltlphaneler igin farkli sekanslara sahip dizin adaptorleri segmek, basarili sekanslama ve veri
analizi igin renk dengesini optimize eder. = 10’'lu gokluk havuzlari kendiliginden renk dengelidir, bdylece herhangi
bir dizin adaptdri kombinasyonunu kullanabilirsiniz. Sekanslama ¢alistirmaniz sirasinda DNA GenerateFASTQ
Dx Local Run Manager Moduli, renk dengeli dizin kombinasyonlariigin segenekler saglar ve segilen dizin
kombinasyonlarinda yeterli gesitlilik yoksa sizi bilgilendirir.

lllumina UD dizin adaptdr sekanslari ve plaka yerlesimleri hakkinda bilgi i¢in bkz. Ek: lllumina UD Dizinleri
Adaptér Sekanslari sayfa 63
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Desteklenen Zenginlestirme Cokluklari

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifler, T'li ve 12'li zenginlestirme ¢oklugu seklinde yapilandirilir ve
test edilir. Diger zenginlestirme gokluklari mimkun olsa da, bazi ¢okluklar ilave zenginlestirme éncesi kituphane
hazirligi ve zenginlestirme prob paneli reaktifleri gerektirir.

Standart olmayan zenginlestirme ¢oklugu igin uygun zenginlestirme verimi elde etmek ek optimizasyon

gerektirebilir. Optimum sonuglar garanti edilmez.

* Zenginlestirme ¢oklugu — Zenginlestirme probu panelleriyle hibridizasyon igin bir zenginlestirme
reaksiyonunda havuzlanan énceden zenginlestirilmis kiitiphanelerin (1-12) sayisi. Ornegin, énceden
zenginlestirilmis 12 kutlphaneyi bir araya getirmek 12'li zenginlestirme havuzu olusturur.

* Zenginlestirme reaksiyonu — Reaksiyon basina havuzlanmis 6nceden zenginlestirilmis kiitiiphanelerin
sayisindan bagimsiz olarak benzersiz zenginlestirme reaksiyonu preparatlarinin sayisi. Ornek olarak tek bir
zenginlestirme reaksiyonu, 1'li ya da 12'li zenginlestirme havuzu hazirlayabilir.

Zenginlestirme sonrasi kitlphanelerin toplam sayisini hesaplamak igin reaksiyon basina zenginlestirme
goklugunu zenginlestirme reaksiyonlarinin sayisiyla carpin. Ornek olarak, 12'li bir zenginlestirme havuzunun tek
bir zenginlestirme reaksiyonu, zenginlestirme sonrasi 12 kiitiphaneden olusan bir havuz Uretir.

Onceden zenginlestirilmis kiitiiphaneleri havuzlarken lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri,
asagidaki zenginlestirme reaksiyonlarini ve goklugu destekler.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Zenginlestirme Reaksiyonlar Zenginlestirme Coklug
Kit Reaktifleri ginfest lyonlari ginlestirme Coklugu

16 numune Kiti 16 reaksiyon Tli

96 numune Kiti 8 reaksiyon 120

ikili ila Sekizli Goklu Havuzlama Stratejileri

Asagidaki tabloda, 2-8'li bir havuzda birlestirilebilen dizin adaptorleri (kuyucuklar) gosterilmektedir, renk kodlu
sekil ise her kombinasyonu gostermektedir.

Kolonun Ustlinden veya altindan herhangi bir coklugu = 2 olarak havuzlayin. Bir sira boyunca havuzlamayin.

Cokluk Kombinasyonlar Sekildeki Renk
2 Bir stitundaki ilk iki veya son iki Turuncu
kuyucuk:
« AveB
e GveH

C-F satirlari kullaniimaz.
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Cokluk Kombinasyonlar Sekildeki Renk

3 Bir stitundaki ilk li¢ veya son Ug¢ Gri
kuyucuk:
« A-C
o F-H
D ve E satirlar kullaniimaz.

4 Bir sutundaki ilk dort veya son Mor
dort kuyucuk:
« A-D
e E-H

5 Bir situndaki ilk bes veya son Mavi
bes kuyucuk:
o A-E
« D-H

6 [Opsiyon 1] Bir stitundaki ilk alti Yesil
veya son alti kuyucuk:
o A-F
e C-H
[Opsiyon 2] Bir stutundaki ilk iki
kuyucuk (A ve B) veya son iki
kuyucuk (G ve H) ve bitisik
sttundaki herhangi dort
kuyucuk.

7 Bir sutundaki ilk yedi veya son Pembe
yedi kuyucuk:
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Dokuzlu Havuzlama Stratejileri

Bir sekanslama calistirmasinda renk dengesini optimize eden herhangi bir kuyucuktan dizin adaptorleri kullanin,
ornegin:

* Al-Hlve A2

* A4-D4ve A5-E5

* A7-F7ve A8-C8

* A10-C10, A11-C11 ve A12-C12

Asagidaki sekilde dort ornek de gdsterilmektedir.
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Genomik DNA Etiketleme

Bu adimda adaptor sekanslariyla DNA'yi pargalayan ve etiketleyen bir proses olan DNA'nin etiketlenmesi igin
Enrichment BLT Small (eBLTS) kullanilir.

Sarf Malzemeleri
®* eBLTS (Enrichment BLT Small) (sari kapak)
* TB1 (Etiketleme Tamponu 1)
* Ndikleaz igermeyen su
* 96 kuyucuklu PCR plakasi
* Yapistirici conta
* 1,7 ml mikrosantrifij tlpu
* 8 tupliu serit
* Pipet uglar
— 200 pl gok kanall pipetler
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A\

DIKKAT

Bu reaktif seti potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar igerir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gozle
temasi halinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi goz korumasi, eldivenler
ve laboratuvar 6nliigii dahil olmak lizere koruyucu donanim giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal
atik olarak ele alin ve gegerli bolgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. Ek
gevre, saglik ve guvenlik bilgileri igin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Glvenlik Veri
Sayfalarina (SDS) bakin.

Reaktifler Hakkinda

* eBLTS, 2 °Cila 8 °C arasindaki sicakliklarda saklanmalidir. 2 °C'nin altinda saklanan eBLTS'leri kullanmayin.

* eBLTS'leri santrifujlemeyin.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar

eBLTS (sari kapak) 2°Cila 8°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak igin

TB1

kullanmadan hemen once vorteksleyin.
Pipetlemeden 6nce santrifljlemeyin.

-25°Cila-15°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak igin
vorteksleyin.

2. DNA'yivorteksleyin veya pipetleyin ve ardindan kisa santrifijleyin.

3. Termal dénglileyiciye asagidaki TAG programini kaydedin:

* Onceden isitiimis kapak secenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin.

* Reaksiyon hacmini 50 pul olarak ayarlayin.
* 5 dakika boyunca 55 °C
* 10 °C'de tutun.
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Prosedir

1.

9.

10.
1.

Toplam girdi miktari 50-1000 ng olacak sekilde 96 kuyucuklu PCR plakasinin her bir kuyucuguna 2-30 pl
DNA ekleyin.
DNA hacmi < 30 ulise toplam hacmi 30 pl'ye getirmek icin DNA numunelerine niikleaz igermeyen su ekleyin.

Boncuklar tamamen yeniden stispanse olana kadar eBLTS'yi iyice vorteksleyin.

Etiketleme Ana Karisimini hazirlamak igin asagdidaki hacimleri bir tUpte birlestirin. Her bir hacmi iglenen
numune sayisiyla ¢arpin.

* eBLTS(11,5ul)

*  TB1(11,5ul)

Reaktif fazlaligi hacimlere dahil edilir.

Karistirmak icin Etiketleme Ana Karisimini iyice pipetleyin.
Etiketleme Ana Karisimi hacmini esit olarak 8 tlplik bir seride bolun.

200 pl cok kanalli pipet kullanarak 20 ul Etiketleme Ana Karisimini 6rnek iceren PCR plakasinin her bir
kuyucuguna aktarin. Her érnek sltunu veya satiri i¢in yeni uglar kullanin.

Etiketleme Ana Karisimi dagitildiktan sonra 8 tlpluk seridi atin.

40 ul'ye ayarlanmis 200 pl ¢cok kanalli pipet kullanarak karistirmak igin her bir 6rnegi 10 kez pipetleyin. Her
ornek sltunu icin yeni uglar kullanin.
Alternatif olarak, PCR plakasini kapatin ve 1600 rpm'de 1 dakika boyunca plaka ¢alkalayici kullanin.

Plakayi kapatin ve dnceden programlanmis termal dénguleyiciye yerlestirin ve TAG programini galistirin.
TAG programi 10 °C tutma sicakligina ulasana kadar bekleyin ve ardindan plakayi hemen ¢ikarin.

96 kuyucuklu PCR plakasini 2 dakika boyunca oda sicakhidinda bekletin ve ardindan bir sonraki adima gegin.

Etiketleme Sonrasi Temizleme

Bu adim PCR amplifikasyonundan dnce eBLTS Uzerindeki adaptdr etiketli DNA'y1 yikar.

Sarf Malzemeleri

ST2 (Etiketleme Durdurma Tamponu 2)
TWB2 (Etiket Yikama Tamponu 2)

96 kuyucuklu PCR plakasl manyetik standi
Yapistirici conta

8 tupli serit

Pipet uclarn

— 20 pl gok kanalli pipetler

— 200 pl gok kanalli pipetler

Daha sonraki prosedr i¢in hazirlanin:
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— EPM (Gelistiriimis PCR Karigimi)

— Dizin adaptdri plakasi

Reaktifler Hakkinda

* Plakaniz igin uygun manyetik standi kullandidinizdan emin olun. PCR plakasi i¢in MIDI plaka manyetik standi
kullanmak TWB2'nin boncuklara yapismasini dnleyebilir.

* Yanls hacim aspirasyonu ve eksik karistirmayi 6nlemek tizere képlirmeyi en aza indirmek igin TWB2'yi
yavasgca pipetleyin.

Hazirhik

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar

EPM -25°Cila-15 Buz uzerinde 1 saat eritin.
°C Karistirmak icin ters gevirin ve ardindan kisa sure santrifijleyin.

ST2 15°Cila 30 Cokelti gbzlenirse, 37 °C’de 10 dakika 1sitin ve ardindan ¢okeltiler
°C ¢6zunene kadar vorteksleyin. Oda sicakliginda kullanin.

TWB2 15°Cila 30 Oda sicakliginda kullanin.
°C

Dizin -25°Cila-15 30 dakika oda sicakliginda ¢6zdurdn.

adaptora °C

plakasi

Prosedur

1. Her etiketleme reaksiyonuna 10 ul ST2 ekleyin. Cok kanalll bir pipet kullaniyorsaniz, ST2'yi 8 tlplik bir seride
pipetleyin ve ardindan uygun hacimleri PCR plakasina aktarin. Her 6rnek sttunu veya satiri igin yeni uglar
kullanin.

2. 50 ul'ye ayarlanmis 200 pl pipet kullanarak, boncuklari tekrar siispanse etmek igin her bir kuyucugu 10 kez
yavasgca pipetleyin.
Alternatif olarak, plakayi kapatin ve 1 dakika boyunca 1600 rpm'de galkalayin. Gerektiginde islemi
tekrarlayin.

Plakayi kapatin ve ardindan 10 saniye boyunca 280 x g'de santrifijleyin.
5 dakika boyunca oda sicakliginda inktibe edin.

PCR plakasl manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar (3 dakika) bekleyin.

o g W

[< 48 numune] Ug kez asagidaki gibi yikayin.

a. 60 ul'ye ayarlanmis 200 ul gok kanalli pipet kullanarak boncuk peletini bozmadan supernatanti ¢ikarin ve
atin.

b. Manyetik stanttan cikarin.
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Hemen sonrasinda yavasga 100 yl TWB2'yi dodrudan boncuklara ekleyin.

d. Boncuklar tamamen yeniden siispanse olana kadar yavasga pipetleyin. Alternatif olarak plakayi kapatin
ve 1600 rpm'de 1 dakika calkalayin.

e. Sigrama olursa 10 saniye boyunca 280 x g'de santrifiijleyin.

f. PCR plakasl manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar (3 dakika) bekleyin.

Uglincii yikamayi yaparken asiri kurumayi énlemek igin plakay! manyetik standin
lzerinde ve TWB2'yi kuyucuklarda birakin. PCR Ana Karisimi hazirladiktan sonra siipernatanti alin ve

atin.

g. 100 ul'ye ayarlanmis 200 pl gok kanalli pipet kullanarak stipernatanti alin ve atin.

h. Toplam Ug yikama igin c—f adimlarini iki kez tekrarlayin.

7. [> 48 6rnek] Ug kez asagidaki gibi yikayin.

a. Asiri kurumayi dnlemek igin tim sttunlar islenene kadar 1. situndan 2. stutuna kadar b ve c adimlarini
artislarla gerceklestirin.

b. 60 ul'ye ayarlanmis 200 ul gok kanalli pipet kullanarak supernatanti alin ve atin.

c. Manyetik stanttan gikarin.

d. Hemen ardindan yavasca 100 pI'TWB2yi dogrudan boncuklara dagitin.

e. Boncuklar tamamen yeniden siispanse olana kadar yavasga pipetleyin. Alternatif olarak plakayi kapatin

ve 1600 rpm'de 1 dakika galkalayin.
f. Sigrama olursa 10 saniye boyunca 280 x g'de santrifijleyin.

g. PCR plakasi manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar (3 dakika) bekleyin.
Uglincii yikamayi yaparken asiri kurumayi énlemek igin plakayr manyetik standin
Uzerinde ve TWB2'yi kuyucuklarda birakin. PCR Ana Karisimi hazirladiktan sonra stpernatanti alin ve
atin.

h. 100 pl'ye ayarlanmis 200 pl gok kanalli pipet kullanarak stpernatanti alin ve atin.
i. Manyetik stanttan ¢ikarin ve yavasga dogrudan boncuklara 100 pl TWB2 ekleyin.
j.  Tum sUtunlar islenene kadar adim h ve i'yi 1. veya 2. sutunda artislarla tekrarlayin.
k. Toplam U¢ yikama icin e-h adimlarini iki kez tekrarlayin.

8. Etiketlenmis DNA'y1 Amplifiye Etme bolimindeki Proseddir kisminin 4. adimina kadar manyetik stantta tutun.
Boncuklarin asiri kurumasini dnlemek i¢gin TWB2 kuyucuklarda kalir.

Etiketlenmis DNA'y1 Guglendirme

Bu adim sinirli dénguli bir PCR programi kullanarak etiketli DNA'y1 amplifiye eder. PCR adimi, sekanslama kiime
olusturma icin gerekli Dizin 1 (i7) adaptorleri, Dizin 2 (i5) adaptorleri ve sekanslari ekler.

Sarf Malzemeleri
* EPM (Gelistiriimis PCR Karisimi)

* Dizin adaptori plakasi
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* 96 kuyucuklu PCR plakasi

* Ndikleaz igermeyen su

* Yapistirici conta

* 1,5 ml mikrosantrifij tipU

* Pipetuglar
— 20 pl gok kanalli pipetler
— 200 pl gok kanall pipetler

Reaktifler Hakkinda

* Dizin adaptor plakalari
— Birkuyucuk > 10 pl dizin adaptoérleriigerebilir.
— Dizin adaptér plakasina numune eklemeyin.

— Dizin plakasinin her bir kuyucugdu sadece tek kullanimhktir.

Hazirhik

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar
EPM -25°Cila-15 4 °C'de veya buz lzerinde 1 saat ¢ozdurdn.
°C Karistirmak icin ters gevirin ve ardindan kisa sure

santrifijleyin.

Dizin adaptori -25°Cila-15 30 dakika oda sicakliginda ¢dzdurun.
plakasi °C
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2. Asagidaki eBLTS PCR programini, asagidaki tabloda belirtilen uygun sayida PCR déngusuind kullanarak bir
termal dénglleyiciye kaydedin.

* Onceden isitiimis kapak secenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin.
* Reaksiyon hacmini 50 pl olarak ayarlayin.
* 3 dakika boyunca 72 °C
* 3 dakika boyunca 98 °C
e X dongu:
* 20 saniye boyunca 98 °C
* 30 saniye boyunca 60 °C
* 1dakika boyunca 72 °C
* 3 dakika boyunca 72 °C

* 10 °C'de tutun.
Toplam galistirma stiresi 9 dongu igin ~38 dakika ve 12 dongu igin ~46 dakikadir.

Numune Girdi Turii PCR Dongusi Sayisi (X)
10-49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
FFPE'den ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA 12
Kandan ekstrakte edilen gDNA 9
Prosedur

1. PCR Ana Karisimi hazirlamak igin asagidakileri birlestirin. Her bir hacmi islenen numune sayisiyla garpin.
* EPM (23 pl)
* Nikleaz icermeyen su (23 pl)
Reaktif fazlahgi hacimlere dahil edilir.
Karistirmak i¢gin PCR Ana Karisimini 10 kez pipetleyin ve ardindan kisa santrifijleyin.

3. Plaka manyetik stant Uzerindeyken ¢ikarmak ve atmak i¢in 200 pl ¢ok kanall pipet kullaninTWB2.
Kuyucuk duvarlarinda kalan kopuk klttiphaneyi olumsuz etkilemez.

4. Manyetik stanttan gikarin.
Derhal her kuyucuktaki boncuklara dogrudan 40 ul PCR Ana Karisimi ekleyin.

6. Boncuklar tamamen yeniden slispanse edilene kadar hemen pipetle karistirin. Alternatif olarak plakay!
kapatin ve 1600 rpm'de 1 dakika ¢alkalayin.
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10.
1.

12.
13.

Numune plakasini kapatin ve 10 saniye slreyle 280 x g'de santrifljleyin.
Dizin adaptor plakasini 1000 x g'de 1 dakika santrifiijleyin.
Dizin adaptdr plakasini hazirlayin.

* [< 96 ornek] Dizin adaptdér plakasindaki folyo mihriind, her kuyucuk igin yeni bir pipet ucuyla yalnizca
islenen o6rnek sayisi kadar delin.

* [96 6rnek] Yeni bir yari etekli PCR plakasini dizin adaptdr plakasinin tizerine hizalayin ve folyo mihri
delmek igin asagi bastirin. Folyo mihri delmek igin kullanilan PCR plakasini atin.

Yeni bir pipet ucu kullanarak her kuyucuga 10 ul dnceden eslestiriimis dizin adaptoérleri ekleyin.

40 pl'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak karistirmak icin 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve
1 dakika boyunca 1600 rpm'de galkalayin.

Plakay!l kapatin ve sonra 10 saniye stireyle 280 xg'de santrifijleyin.

Termal donguleyiciye yerlestirin ve eBLTS PCR programini ¢alistirin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Duracaksaniz -25 °C ila -15 °C'de 30 gline kadar saklayin.

Kutliphaneleri Temizleme

Bu adimda, amplifiye edilmis kiltlphaneleri saflastirmak igin gift tarafli boncuk saflastirma proseddri kullanilir.

Sarf Malzemeleri

CB (Temizleme Boncuklari)

RSB (Yeniden Askiya Alma Tamponu)

Yeni hazirlanmis %80 etanol (EtOH)

96 kuyucuklu 0,8 ml Polipropilen Derin Kuyucuklu Saklama Plakasi (MIDI plakasi)
96 kuyucuklu PCR plakasi

MIDI plaka manyetik standi

PCR plakasI manyetik standi

1,5 ml mikrosantrifij tipU

Nukleaz igermeyen su

Reaktifler Hakkinda

Temizleme Boncuklari
— Her kullanimdan dnce vorteksleyin.
— Boncuklarin esit sekilde dagildigindan emin olmak igin sik sik vorteksleyin.

— Cozeltinin viskozitesi nedeniyle yavasca aspire edin ve dagitin.
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Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar
CB Oda sicakhigli  Vorteksleyin ve sivinin rengi homojen olana kadar karistirmak igin ters
gevirin.
RSB 2°Cila8°C 30 dakika oda sicakliginda buzunu ¢ézdurun. Karistirmak i¢in vorteksleyin.
Prosedur

—_

M 0N

® o 0 T o

> a

96 kuyucuklu PCR plakasini 1800 rpm'de 1 dakika galkalayin ve ardindan kisa sure santrifijleyin.
PCR plakasi manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar (1 dakika) bekleyin.
CB'yi 10 saniye 3 kez vorteksleyin ve daha sonra yeniden siispanse etmek igin birkag kez ters gevirin.

Yiksek kaliteli gDNA icin asagidaki islemleri yapin.

Yeni bir MIDI plakasinin her kuyucuguna 77 ul nikleaz igermeyen su ekleyin.

CB MIDI plakasinin her bir kuyucuguna 88 pl ekleyin.

PCR plakasinin her kuyucugundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyucuguna 45 pl slipernatanti aktarin.
PCR plakasini atin.

Karistirmak igin her bir kuyucugu 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak plakayi kapatin ve 1800 rpm'de 1
dakika calkalayin.

Plakayi kapatin ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edin.
Hava kabarcidi olup olmadigini kontrol edin. Varsa asagi yonde dondurun.
MIDI plakasi manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (5 dakika).

inkiibasyon sirasinda CB'i iyice vorteksleyin ve ardindan yenibir MIDI plakasinin her bir kuyucuguna 20
ul ekleyin.

ilk MIDI plakasinin her kuyucugundan 200 pl siipernatanti yeni MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna (20 pl
icerenCB) aktarin.

ilk MIDI plakasini atin.

Yeni MIDI plakasinin her kuyucugunu 10 kez pipetleyerek karistirin. Alternatif olarak plakayi kapatin
ve 1800 rpm'de 1 dakika galkalayin.

5. Ekstrakte edilmis FFPE igin asagidaki islemleri yapin.

a
b
c.
d

CB MIDI plakasinin her bir kuyucuguna 81 pl ekleyin.
PCR plakasinin her kuyucugundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyucuguna 45 ul slipernatanti aktarin.
PCR plakasini atin.

Karistirmak igin her kuyucugu 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak plakayi kapatin ve 1800 rpm'de 1 dakika
galkalayin.

6. Oda sicakhdinda 5 dakika inklibe edin.
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7.
8.
9.

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Hava kabarcidi olup olmadigini kontrol edin. Varsa asagi yonde dondurun.

MIDI plakasi manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (5 dakika).
Boncuklari bozmadan sipernatantialin ve atin.

Boncuklari asagidaki gibi yikayin.

a. Plaka manyetik stant lzerindeyken karistirmadan 200 pl taze %80 EtOH ekleyin.
b. 30 saniye inkibe edin.

c. Boncuklar bozmadan stipernatanti gikarin ve atin.

Boncuklari ikinci kez yikayin.

Manyetik stant lzerinde 5 dakika havayla kurumaya birakin.

Havayla kurumaya birakilmigsken 20 pl pipet kullanarak artik EtOH’u alin ve atin.
Manyetik stanttan ¢ikarin.

Boncuklara 17 pl RSB ekleyin.

Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 2 dakika galkalayin.

Oda sicakliginda 2 dakika inktbe edin.

Hava kabarcidi olup olmadigini kontrol edin. Varsa asagi yonde dondurun.

illumina

Plakayi, MIDI plakasi manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).

15 ul stipernatanti yeni bir 96 kuyucuklu PCR plakasina aktarin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Duracaksaniz -plakayi kapatin ve -25 °C ila 15 °C’de 30 gline kadar saklayin.

Onceden Zenginlestirilmis Kitiiphaneleri Havuzlama

Bu adim, DNA kituphanelerini benzersiz dizinlerle 12 kitliiphaneye kadar tek bir havuzda birlestirir.
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Havuzlama Yontemleri

Hacim veya kutleye gdére havuzlama yapabilirsiniz. Girdiniz igin uygun ydntemi belirlemek i¢in asagdidaki tabloyu
kullanin.

Tablo 2 Onerilen Havuzlama Yéntemleri

Ornek Girisi Havuzlama Yontemi
10-49 ng gDNA Kdtle

50-1000 ng gDNA Hacim

FFPE’den ekstrakte edilen gDNA Kltle

Kandan ekstrakte edilen gDNA Hacim

* Birli zenginlestirme, dnceden zenginlestiriimis kituphanelerin havuzlanmasini gerektirmez. Ancak, RSB
eklemek gerekebilir.

* Onceden zenginlestiriimis kiitiphane kantifikasyonundan sonra, optimum dizin dengesini elde etmek icin
tim ornek girdi turleri kitleye gére havuzlanabilir.

* Ayrideneysel preparatlarda Uretilen dnceden zenginlestirilmis kitlphanelerin nihai verimi degisebilir. Bu
nedenle, optimum dizin dengesini elde etmek igin kitleye gore havuzlama onerilir.

* Asagidaki durumlar igin 1'li zenginlestirme kullanin.
* 10-49 ng gDNA
* FFPE'den ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA

* Somatik varyant aramasi igin disiik minor alel frekans tespiti.

Kitleye Gore Havuzlama

Asagidaki durumlar igin sayfa 1'de Esit Konsantrasyonda Onceden Zenginlestiriimis Kiitiiphaneleri Havuzlama
sayfa 35 kisminda belirtilen zenginlestirme igin klitliphane basina bir DNA kitlesi kullanmak tzere
kltUphanelerinizin miktarini tayin edin.

* 10-49 ng gDNA numune girisi
* FFPE ornek girdisinden ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA
* Somatik varyant aramasi igin disik minor alel frekans tespiti

* Optimum dizin dengesi i¢in kandan ekstrakte edilen gDNA

Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphanelerin Kantifikasyonu
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1. dsDNA interkalasyon boyasini kullanan tercih ettiginiz floresan tabanli kantifikasyon yénteminizi kullanarak
onceden zenginlestirilmis kitiphanelerin 1 ul'sini galistirin.

* 50-1000 ng ylksek kaliteli gDNA i¢in, = 500 ng dnceden zenginlestirilmis kitliphane verimi bekleyin.

* FFPE'den ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA i¢in ilk numunenin kalitesine bagli olarak 500-6000 ng
onceden zenginlestirilmis kitliphane verimi bekleyebilirsiniz.

NOT Farkh yanliliklari olan kantifikasyon yontemleriigin bu is akisina yonelik kantifikasyon ydntemini kalifiye
edin. Konsantrasyon sonuglari, kullanilan yonteme bagli olarak farkllik gosterebilir.

Esit Konsantrasyonda Onceden Zenginlestirilmis Kitiiphaneleri Havuzlama

Ornek tiiriine ve zenginlestirme gokluguna gore zenginlestirme igin gereken kiitiiphane basina DNA kiitlesini
belirlemek igin asagidaki tabloyu kullanin. Onerilenden daha diisiik 5nceden zenginlestirilmis kiitiphane
verimleri kullanildiginda optimum zenginlestirme verimleri ve test performansi garanti edilmez.

Zenginlestirme reaksiyonundaki toplam DNA kitlesi 6000 ng'yi asmamalidir.

Srnek Girisi Zenginlestirme Kitliphane Basina DNA Toplam DNA Kiitiiphanesi
$ Coklugu Kiitlesi (ng) Kitlesi (ng)

Yiksek kaliteli gDNA 12 250-500 3000-6000

FFPE'den ekstrakte 1 200 200

edilen gDNA

1. Buadimda havuzlamayi planladiginiz kitiphaneler igin dizinleri kaydedin.

2. Her kutliphanenin konsantrasyonuna dayanarak gerekli DNA kitlesini elde etmek i¢in zenginlestirme
reaksiyonuna eklenmesi gereken hacmi hesaplayin.

* Yiksek kaliteli gDNA: 250-500 ng girdi igin gereken klttiphane hacmini hesaplayin.
* FFPE'den ekstrakte edilen gDNA: 200 ng girdi igin gereken kittuphane hacmini hesaplayin.
Her kltlphane igin hesaplanan hacmi PCR plakasinin ayni kuyucuguna ekleyin.

Yiksek kaliteli gDNA kullaniyorsaniz, havuzlanmis dnceden zenginlestiriimis kutlphanelerin toplam hacmine
dayanarak asagidakilerden birini gergeklestirin:

* Onceden zenginlestiriimis kiitiphane hacmi = 30 ul ise Problari Hibridize Etme sayfa 37 bélimiine gegin.
* Onceden zenginlestiriimis kiitiphane hacmi < 30 ul ise 30 pl toplam hacme ulagsmak igin RSB ekleyin.

* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi > 30 ul ise havuzlanan numuneyi konsantre etmek igin
boncuk tabanli bir ydntem veya vakum konsantratori kullanin. 30 pl toplam hacme ulagsmak igin
konsantre havuzlanmis 6érnege RSB ekleyin.

5. FFPE’den ekstrakte edilen gDNA kullaniliyorsa havuzlanmis 6énceden zenginlestiriimis kiitiphanelerin toplam
hacmine dayali olarak asagidakilerden birini gergeklestirin.

* Onceden zenginlestiriimis kiitiphane hacmi = 7,5 pl ise sayfa 1'deki Problari Hibridize Etme sayfa 37
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* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi < 7,5 plise, 7,5 ul toplam hacme ulasmak igin RSB ekleyin.

GUVENLI DURMA NOKTASI
Duracaksaniz plakayi kapatin ve -25 °Cila -15 °C’de 30 gune kadar saklayin.

Hacme Gore Havuzlama

Girdi 50-1000 ng gDNA oldugunda, ayni deneyde olusturulan ayri ayri kiitiphanelerin miktarinin tayini ve
normallestiriimesi gerekli degildir.

Optimum performans elde etmek igin yalnizca ayni kullanici, reaktif lotu ve dizin adaptor plakasi tarafindan
hazirlanan dnceden zenginlestirilmis kitliphane drneklerini havuzlayin.

1. Buadimda havuzlamayi planladiginiz kitliphaneler igin dizinleri kaydedin.

2. Zenginlestirme ¢oklugunuz i¢in asagidaki onceden zenginlestirilmis kitiiphane ve RSB hacimlerini yeni bir
PCR plakasinin ayni kuyucugunda birlestirin.
Elde edilen hacim 30 pl'dir.

Her Onceden

Zenginlestirme Coklugu * Zenginlestirilmis Kutliphane RSB Hacmi (pl)
Hacmi (pl)
Tli 14 16
2 14 2
3'la 10 0
4'G 7,5 0
5'i 6 0
6'l 5 0
VAl 4,2 0,6
8'li 3,7 0,4
i 3,3 0,3
10'li 3 0
1 2,7 0,3
12'li 2,5 0

*Standart olmayan gokluklar (2'li ila 11'li) hakkinda bilgi igin bkz. Prosed(ir Kisitlamalari sayfa 2 .

GUVENLI DURMA NOKTASI
Duracaksaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C’de 30 gune kadar saklayin.
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[Opsiyonel] Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri
Kalifiye Etme

Hacime gore havuzlaniyorsa, dnceden zenginlestirilmis kitiphanelerin miktarini tayin etmek igin dsDNA
interkalasyon boyasi kullanan florometrik tabanli bir ydntem kullanin. Onceden zenginlestirilmis kiitiiphaneleri
kalifiye etmek igin uygun parga analiz kitiyle birlikte bir DNA parga analizdra kullanin.

Kiitiiphane kalifikasyonu icin toplamda 1 ul kullanin. Onceden zenginlestirilmis kiitiiphaneler, miktar tayini veya
parga analiziigin kiigUk seyreltilere izin verecek kadar konsantre edilir.

Problari Hibridize Etme

Bu adim DNA'nin hedeflenen bdlgelerini kayit problarina badlar.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri, hem lllumina hem de Gglinci taraf zenginlestirme DNA
oligoniikleotid panelleriyle uyumludur. Uglincii taraf paneller igin gerekli teknik dzellikler hakkinda bilgi igin bkz.
Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri sayfa 10.

Sarf Malzemeleri

* EHB2 (Zenginlestirme Hibrit Tamponu 2)

* NHB2 (HYB Tampon 2 + IDT NXT Blokerleri) (mavi kapak)
* Zenginlestirme probu paneli

* 96 kuyucuklu PCR plakasi

* Yapistirici conta

* Daha sonraki prosedur igin hazirlanin:

— SMB3 (Streptavidin Manyetik Boncuklar)
— EEW (Gelistiriimis Zenginlestirme Yikama Tamponu) (amber kapakli)

Reaktifler Hakkinda
* NHB2 saklama sirasinda ¢okelir ve ayrilir.

* Zenginlestirme prob paneli, lllumina saticisindan segilen zenginlestirme oligontikleotid panelini ifade eder.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:
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Kalem Depolama Talimatlar

EHB2 2°Cila8°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.
Kristaller ve bulaniklik gbzlenirse tekrar vorteksleyin veya
¢Ozelti berraklasana kadar karistirmak igin yukari ve asagi

pipetleyin.

Zenginlestirme -25°Cila -15°C Hem Illumina hem de Uglncu taraf paneller igin oda

Probu Paneli (IMumina) sicakligina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.

NHB2 -25°Cila-15°C Oda sicakliginda ¢dzddurun.

(mavi kapak) Oda sicakligindayken, kullandidiniz probla ayni sicaklikta
5 dakika suresince mikronumune inktbatdrinde 6n i1sitma
yapin.

Yeniden slispanse etmek i¢in 10 saniye boyunca
maksimum hizda 3 kez vorteksleyin.

Kisa slire santrifjleyin.

TlpUn altindan yukari ve asagi pipetleyin.

Kristaller ve bulaniklik gézlenirse tekrar vorteksleyin veya
¢Ozelti berraklasana kadar karistirmak igin yukari ve asagi
pipetleyin.

Yeniden ¢okelti olugsmasini dnlemek i¢in sicakken kullanin.

SMB3* 2°Cila8°C HYB programindaki 90 dakikalik bekletmeden hemen
sonra bir sonraki prosedure gegiyorsaniz HYB programina
baslamadan en az 2 saat 6nce oda sicakligina getirin.

EEW* (amber tiip) -25°Cila-15°C HYB programindaki 90 dakikalik bekletmeden hemen
sonra bir sonraki prosedure gegiyorsaniz HYB programina
baslamadan en az 2 saat dnce oda sicakligina getirin.
Oda sicakligindayken, mikronumune inklibatorinde
uygun hibridizasyonda 6n isitma uygulayin ve HYB
programi sona ermeden dnce sicakhdi 30 dakika
kaydedin.

*Bir sonraki prosedurden 6nce duracaksaniz bu prosedure ulasana kadar bu reaktifin hazirlanmasini erteleyin.
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Asagidaki HYB programini Tablo Tablo 3'de listelenen uygun déngu sayisini kullanarak termal déngtleyiciye
kaydedin.

* Onceden isitiimis kapak secenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin.
* Reaksiyon hacmini ayarlayin.

* [Yuksek kaliteli gDNA] 100 pl

* [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 25
* 5dakika boyunca 98 °C
* Her biri 1 dakikalik X déng, ilk dongu igin 98 °C'den baslar, ardindan déngl basina 2 °C azalir.
* Uygun sicaklikta 90 dakika tutun:

* [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 58 °C

* [80 mer prob panelleri] 58 °C

* [Somatik varyant aramasi] 58 °C

* [Tum digerleri] 62 °C
Toplam galisma siresi ~115 dakikadir.

Tablo 3 Numune veya Panel Basina Dongu Sayisi

Numune ve Panel Tiirii Doéngl Sayisi

FFPE'den ekstrakte edilen gDNA (panel turiine bakilmaksizin) 20

80 mer prob paneli (numune tipinden bagimsiz olarak) 20

Somatik varyant aramasi 20

Diger tum drnekler ve paneller 18
Prosediir

1.

[Yuksek kaliteli gDNA] Asagidaki reaktifleri, PCR plakasinda havuzlanan her bir kitiphaneye listelenen
sirayla ekleyin.

Ana karigim olusturmayin. NHB2 ve EHB2'nin ana karisimini olusturmak, zenginlestirme performansini
olumsuz etkiler.

* NHB2 (mavi kapak) (50 pl)

* Zenginlestirme probu paneli (10 pul)

* EHB2 (10 pl)

2. [Yuksek kaliteli gDNA] 90 pl'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak karistirmak igin her bir kuyucugu 10 kez
pipetleyin.

3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] Asagidaki reaktifleri, PCR plakasinda havuzlanan her bir
kitUphaneye listelenen sirayla ekleyin.
Ana karisim olusturmayin. NHB2 ve EHB2'nin ana karigimini olusturmak, zenginlestirme performansini
olumsuz etkiler.
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* NHB2 (mavi kapak) (12,5 pl)

* Zenginlestirme probu paneli (2,5 pl)

* EHB2(2,5l)

[FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 20 ul'ye ayarlanmis bir pipetkullanarak karistirmak igin her bir kuyucugu
10 kez pipetleyin.

Plakayi kapatin ve 10 saniye slireyle 280 x g'de santrifijleyin.

Numune plakasini dnceden programlanmis termal dénguleyiciye yerlestirin ve HYB programini galistirin.

HYB programi sicaklik tutma suresi sona erdiginde hemen bir sonraki prosedtre gegin.

A DIKKAT

Hibridizasyon reaksiyonunun sicakligi oda sicakliginin altina diserse ¢okelme meydana gelir.

Hibridize Problari Kaydetme

Bu adim, hedeflenen ilgili bolgelerde hibridize edilmis problari yakalamak igin Streptavidin Manyetik Boncuklar
(SMB3) kullanir.

Sarf Malzemeleri

EEW (Gelistiriimis Zenginlestirme Yikama Tamponu) (amber kapakl)
EE1 (Zenginlestirme Elisyon Tamponu 1)
ET2 (Elisyon Hedef Tamponu 2)

HP3 (2 N NaOH)

SMB3 (Streptavidin Manyetik Boncuklar)
1,5 ml mikrosantrifij tipa

96 kuyucuklu MIDI plakasi

96 kuyucuklu PCR plakasi

Yapistirici conta

MIDI plaka manyetik standi

Daha sonraki proseddr i¢in hazirlanin:

— Gelistirilmis PCR Karisimi (EPM)

— PCR Primer Kokteyli (PPC)

Reaktifler Hakkinda

EEW

— Mikronumune inklibatériinde 6n isitma isleminden 6nce EEW’'nun en az 2 saat oda sicakliginda
¢Ozdurlldiginden emin olun.
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— HYB programi sona ermeden dnce EEW’nun mikronumune inkibatorinde 30 dakika isitildigindan emin
olun.

— Kullanilmadiginda EEW’yu mikronumune inklibatériinde birakin. EEW, protokol boyunca isitilmis olarak
kalmalidir.

— Oda sicakligina ulastiktan sonra bulanik olabilir.
— Sari gorunebilir.
* SMB3

— SMB3, kullanimdan dnce oda sicakliginda olmalidir.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem Depolama  Talimatlar
SMB3 2°Cila Oda sicakhidina gelmesi icin 2 saat bekletin. Ters gevirin ve ardindan
8°C tamamen yeniden siispanse olana kadar vorteksleyin.
EEW -25 Oda sicakhgdinda 2 saat inkiibasyondan sonra mikronumune
(ambertip) °Cila-15 inklibatériinde uygun hibridizasyonda 6n isitma uygulayin ve HYB
°C programi sona ermeden dnce sicakhdi 30 dakika kaydedin.
EE1 -25 Oda sicakhginda ¢ozdurin ve vorteksleyin.
°Cila-15
°C
HP3 -25 Oda sicakhginda ¢ézdurin ve vorteksleyin.
°Cila-15
°C
ET2 2°Cila Oda sicakhgina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.
8°C
EPM -25 Bir saat buz lizerinde ¢6zin. Karistirmak igin vorteksleyin, ardindan kisa
°Cila-15 santrifijleyin. Buzun Gzerine koyun.
°C
PPC -25°Cila- Birsaat buz Gzerinde ¢6zln. Karistirmak igin vorteksleyin ve ardindan kisa
15°C sure santrifujleyin. Buzun tzerine koyun.

2. Numune plakasini asagidaki sicakliklardan birine inklibe etmek i¢in bir mikronumune inkibatorint MIDI isi
bloku ek pargasiyla 6nceden isitin. EEW’yu on isitmak icin istege bagli ikinci bir mikronumune inkiibatori
kullanilabilir. EEW’yu MIDI i1si bloku ek pargasinin tzerine koyun.

* [FFPE]58°C
* [prob panelleri basina 80 mer] 58 °C

* [Somatik varyant aramasi] 58 °C
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* [Tumdigerleri] 62 °C
Prosediir

Kaydetme

1. Yeni MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna SMB3'U asagidaki gibi ekleyin.
* [Yuksek kaliteli gDNA] 250 pl ekleyinSMB3.
* [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 62,5 pl ekleyinSMB3.

2. Ylksek kaliteli gDNA icin 100 pl'ye veya FFPE igin 25 yl'ye ayarlanmis bir pipet seti kullanarak havuzlanmis
her bir kitliphaneyi 96 kuyucuklu PCR plakasindan yeni MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

Plakayi kapatin ve 1200 rpm’de 4 dakika ¢alkalayin.
4. Sigrama olursa, plakayi kisa santrifdjleyin.

Havuzlanmis kattiiphane plakasini EEW tlpu altindaki mikronumune inktbatora tGzerindeki MIDI is1 bloku ara
pargasina yerlestirin, kapagi kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 15 dakika inklbe edin:

* [FFPE] 58 °C

[80 mer prob paneli] 58 °C
* [Somatik varyant aramasi] 58 °C
* [Tumdigerleri] 62 °C
6. Havuzlanmis kutliphane plakasini gikarin ve 30 saniye 280 x g'de santrifijleyin.

Derhal bir MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).

8. [Yiksek kaliteli gDNA] 200 pl'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak boncuk peletini bozmadan her
kuyucuktaki tim stpernatanti alin ve atin.

9. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 90 ul'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak boncuk peletini bozmadan her
kuyucuktaki tim slpernatanti alin ve atin.

10. Tum kalan sipernatanti alin ve atin.

Yikama

1. Manyetik stanttan gikarin.
[Yuksek kaliteli gDNA ] EEW'I mikronumune inklibatdrinden hizlica gikarin ve her kuyucuga 200 pl ekleyin.

3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] EEW 'I mikronumune inklibatoriinden hizlica gikarin ve her kuyucuga 50
ul ekleyin.

4. Kullanilmayan EEW’lari mikronumune inklbatoriine geri koyun ve isitin.
Kapatin ve 1800 rpm’de 4 dakika boyunca calkalayin.

6. Numune plakasini EEW tlpu altindaki mikronumune inkUbatori tGzerindeki MIDI 1s1 bloku ara
pargasina yerlestirin, kapadi kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 5 dakika inklibe edin:
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[FFPE] 58 °C
* [80 mer prob panelleri] 58 °C
* [

Somatik varyant aramasi] 58 °C

* [Diger tim paneller] 62 °C

7. Derhal bir MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).
8. Yiksek kaliteli gDNA igin 200 pl'ye veya FFPE igin 50 pl'ye ayarli bir pipet kullanarak her kuyucuktaki tim
slipernatanti alin ve atin.
9. Toplam U¢ yikama icin 1-8 arasi adimlari iki kez tekrarlayin.
Transfer Yikamasi
1. Manyetik stanttan ¢ikarin.
2. [Yuksek kaliteli gDNA ] EEW'I mikronumune inklibatdriinden hizlica gikarin ve her kuyucuga 200 pl ekleyin.
3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] EEW'I mikronumune inkibatériinden hizlica gikarin ve her kuyucuga 50
pl ekleyin.
4. Kapatin ve 1800 rpm’de 4 dakika boyunca ¢alkalayin. Sigrama olursa hizi 1600 rpm'ye duslrdn.
Yeniden stispanse edilmis boncuklu ¢ozeltiyi yeni bir MIDI plakasina aktarin.
Bazi numuneler kuyucuklarda kalabilir.
A DIKKAT
Reaktifin aktarilmasi, asadi akis PCR'yi engelleyebilecek kalinti reaktiflerin taginmasini en aza
indirir.
6. Numune plakasini mikronumune inklibatoru Gzerindeki MIDI 1s1 bloku ara
pargasina yerlestirin, kapadi kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 5 dakika inklbe edin:
* [FFPE]58°C
* [80 mer prob panelleri] 58 °C
* [Somatik varyant aramasi] 58 °C
* [TUm digerleri] 62 °C
Derhal bir MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).
8. Ylksek kaliteli gDNA i¢in 200 pl'ye veya FFPE icin 50 pl'ye ayarh bir pipet kullanarak her kuyucuktaki tiim
supernatanti alin ve atin.
9. Plakayi 30 saniye slireyle 280 x g'de santrifljleyin.

10. 10 saniye sureyle MIDI manyetik standa koyun.

11.

20 pl pipet kullanarak her kuyucuktaki artik siviyi alin ve atin.

12. Boncuklarin asiri kurumasini ve kittiphane verim kaybini dnlemek i¢in derhal Eliisyon sayfa 43 kismina gegin.

Ellisyon
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1. Bir Elisyon Ana Karisimi hazirlamak i¢in asagidaki hacimleri birlestirin. Her bir hacmi, islenmekte olan
havuzlanmis kltlphanelerin sayisiyla ¢arpin.

* EE1(28,5ul)

* HP3(1,5ul)

ilave reaktif fazlaligi hacime dahil edilir.

Vorteksleyin ve ardindan kisa slire santrifljleyin.

MIDI plakasini manyetik stanttan cikarin.

Her kuyucugda 23 ul Elisyon Ana Karisimi ekleyin.

Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 2 dakika boyunca calkalayin.
2 dakika boyunca plakayi oda sicakliginda inkiibe edin.

280 x g ile 30 saniye boyunca santrifijleyin.

MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).

© © N O U A ®WN

MIDI plakasindan 21 ul stipernatanti yeni bir 96 kuyucuklu PCR plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

—_
o

. MIDI plakasini atin.

—_
—_

. 21yl supernatant igeren her bir kuyucuga 4 ul ET2 ekleyin.

RN
N

. Pipeti 20 pl'ye ayarlayin ve karistirmak igin her bir kuyucugu 10 kez yavasca pipetleyin.

—_
w

. Plakayi kapatin ve sonra 10 saniye slireyle 280 x g'de santrifujleyin.

14. 1 dakika boyunca plakayi oda sicakliginda inkibe edin.

Zenginlestirilmis Kutuphaneyi Bliyutme
Bu adim, zenginlestiriimis kiitiphaneyi amplifiye etmek igin PCR kullanir.

Sarf Malzemeleri
* EPM (Gelistiriimis PCR Karigimi)
* PPC (PCR Primer Kokteyli)

® Yap|$t|r|C| conta
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Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar
EPM -25 4 °C'de veya buz lzerinde bir saat ¢ozdurun. Karistirmak igin
°Cila-15 vorteksleyin, ardindan kisa santrifijleyin. Buzun Gzerine koyun.
°C
PPC -25°Cila- 4 °C'de veya buz Uzerinde bir saat ¢ozdurun. Karistirmak igin
15°C vorteksleyin ve ardindan kisa siire santrifiijleyin. Buzun lizerine
koyun.

2. Asagidaki AMP programini asagidaki tabloda listelenen uygun PCR ddngu sayisini kullanarak termal
ddngdleyiciye kaydedin.

* Onceden isitiimis kapak segenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin.
* Reaksiyon hacmini 50 pl olarak ayarlayin.
* 45 saniye boyunca 98 °C
* (X)dongu:
* 30 saniye boyunca 98 °C
* 30 saniye boyunca 60 °C
* 30 saniye boyunca 72 °C
* 5dakikaboyunca72°C

* 10 °C'de tutun.
Toplam galistirma stiresi ~35 dakikadir.

Numune ve Panel Tiru (X) Dongii
FPPE 14
Yilksek kaliteli gDNA igin lllumina Ekzom Paneli (CEX) 10
FFPE igin lllumina Ekzom Paneli (CEX) 12

Diger tim 6rnekler ve paneller 121234

TKiglk Uglinci taraf paneller igin sonraki optimizasyon yoluyla 15 dénglye kadar ayarlanabilir. FFPE kullaniliyorsa

dongu sayisi 17'ye kadar ayarlanabilir.
2 Yalnizca 500 proba sahip tglinci taraf paneller igin 17 dongliye kadar ayarlanabilir. FFPE kullaniliyorsa dongi sayisi

19'a kadar ayarlanabilir.
3 FFPE numuneleri igin 14 déngiiye kadar ayarlanabilir.
4 PCR dongdilerinin sayisinin artiriimasi, FFPE 6rnekleri igin daha yliksek bir miikerrer oran ve daha kiigiik parca

boyutlari ile sonuglanabilir.

Belge No. 200038118 v0O 45|71

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Prosedir

PPCHer kuyucuga 5 pl ekleyin.

EPMHer kuyucuga 20 pl ekleyin.

Plakayi kapatin ve 200 rpom’de 1 dakika ¢alkalayin.
Plakayi 10 saniye sureyle 280 x g'de santrifljleyin.

I N

Onceden programlanmis termal déngiileyiciye yerlestirin ve AMP programini galistirin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Duracaksaniz 2 °C ila 8 °C'de iki gline kadar saklayin. Alternatif olarak, termal déngtileyicide 24 saate kadar
birakin.

Buyutulmus Zenginlestirilmis Klituphaneyi Temizleme

Bu adim, Temizleme Boncuklari zenginlestirilmis kitliphaneyi saflastirmak ve istenmeyen Urilinleri gidermek igin
kullanihr.

Sarf Malzemeleri

* CB (Temizleme Boncuklari)

* RSB (Yeniden Askiya Alma Tamponu)
* Yenihazirlanmis %80 etanol (EtOH)

* Yapistirici contalar

* 96 kuyucuklu MIDI plakasi

* 96 kuyucuklu PCR plakasi

* MIDI plaka manyetik standi

Reaktifler Hakkinda
* Temizleme Boncuklari
* Her kullanimdan dnce vorteksleyin.
* Boncuklarin esit sekilde dagildigindan emin olmak igin sik sik vorteksleyin.

* (odzeltinin viskozitesi nedeniyle yavasga aspire edin ve dagitin.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.
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Kalem Depolama  Talimatlar
CB Oda Vorteksleyin ve sivinin rengi homojen olana kadar karistirmak igin
sicaklig ters gevirin.
RSB 2°Cila8 Oda sicakligina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.
°C
2. Mutlak etanolden taze %80 EtOH hazirlayin.
Prosedur
1. PCR plakasini 10 saniye sureyle 280 x g'de santrifljleyin.
2. 10 saniye boyunca CB'yi 3 kez vorteksleyin ve ardindan ters gevirin.
3. Yeni bir MIDI CBplakasinin her bir kuyucuguna 40,5 ul ekleyin.
4. PCR plakasinin her kuyucugundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyucuguna 45 ul aktarin.
5. Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 1 dakika ¢alkalayin.
6. MIDI plakasini 5 dakika oda sicakliginda inktbe edin.
7. 280 x g’'de 10 saniye boyunca santrifjleyin.
8. MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (5 dakika).
9. 95 ul'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak her kuyucuktaki tiim stipernatanti alin ve atin.

—_
o

1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

. Asagidaki sekilde iki kez yikayin.

a. Plaka manyetik stant Gzerindeyken karistirmadan 200 pl taze %80 EtOH ekleyin.

b. 30 saniye inkilbe edin.

c. Boncuklari bozmadan slipernatanti ¢ikarin ve atin.

Manyetik stant Gzerinde 5 dakika havayla kurumaya birakin.

Havayla kurumaya birakiimisken20 pl pipet kullanarak her kuyucuktaki artik EtOH’u alin ve atin.
Manyetik stanttan alin ve RSBher kuyucuga 32 pl ekleyin.

Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 1 dakika calkalayin.

5 dakika boyunca plakayi oda sicakliginda inkibe edin.

280 x g'de 10 saniye boyunca santrifujleyin.

MIDI plaka manyetik standina yerlestirin ve sivi berraklasana kadar bekleyin (2 dakika).

96 kuyucuklu MIDI plakasindan 30 pl slipernatanti yeni bir PCR plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.
MIDI plakasini atin.

GUVENLi DURMA NOKTASI

Duracaksaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C'de 7 guine kadar saklayin.
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Zenginlestirilmis Klitiphaneleri Kontrol Etme

Cift sarmalli gDNA girdisinin miktarini tayin etmek i¢in interkalasyon boyasi kullanan floresan tabanli bir ydntem
kullanin. NanoDrop veya diger UV absorbans yontemleri gibi total nikleik asidi 6lgen yontemlerden kaginin.

1. Miktar tayini ydonteminizi kullanarak, zenginlestiriimis kitiphanelerden 1 pl galistirin.

NOT Total prob molaritesi, zenginlestirme sonrasi kiitiphane verimini orantili olarak etkiler.

125-235 bp ortalama insersiyon boyutu ve ~200 bp ila ~1000 bp arasinda bir boyut araligina sahip
kltuphane parcasi dagihmi bekleyebilirsiniz.
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Kutliphaneleri Baslangi¢ Konsantrasyonuna Seyreltme

Bu adim, kuttphaneleri sekanslama sisteminizin baslangi¢ konsantrasyonuna seyreltir ve seri seyreltmedeki ilk

adimdir. Baslangig konsantrasyonuna seyreltildikten sonra klttphaneler densiriimeye ve son yikleme

konsantrasyonuna seyreltiimeye hazirdir.

lllumina, sekanslama igin, kullandidiniz zenginlestirme probu panelinden bagimsiz olarak okuma basina 151

doéngu (2 x 151) ve Dizin Okumasi basina 10 déngu ile eslestirilmis bir sonlandirma galistirmasi ayarlamanizi

Onerir. Daha az ¢akisan okuma veya daha az ham kapsama isterseniz 2 x 126 veya 2 x 101'e kadar sekanslama

yapabilirsiniz.

1. Asagidaki formull kullanarak kutliphanenin veya havuzlanmis kitliphanelerin molarite degderini hesaplayin.
* Bir DNA fragman analizériinde kalifiye edilmis kitlphaneler igin kitliphane igin elde edilen ortalama

boyutu kullanin.

* Diger tim kalifikasyon yontemleri igin ortalama kitliphane boyutu olarak 350 bp kullanin.
Ornegin, kiitiiphane konsantrasyonunuz 20 ng/ul ve ortalama boyut 350 bp ise elde edilen molarite degeri
86,58 nM'dir.

2. Molarite dederini kullanarak kitiphaneleri sisteminizin baslangi¢ konsantrasyonuna seyreltmek igin
gereken RSB ve kutlphane hacimlerini hesaplayin.

Minimum Gerekli

. . . ] Baslangi¢ Son Yukleme
Sekanslama Sistemi Kutuphane Hacmi
() konsantrasyonu (nM) Konsantrasyonu (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) veya 310 1,75 350

(S4)

[NovaSeq 6000Dx ] 1,75 nM, 350 pM'lik son yiikleme konsantrasyonu igin baslangi¢ konsantrasyonudur.
Gerekirse, asagidaki tabloyu kullanarak son ylkleme konsantrasyonunu ayarlayin.

Son Yiikleme Havuzlanmis Kiitliphane
Konsantrasyonu (pM) Konsantrasyonu (nM)

100 0,50
150 0,75
200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
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Son Yiikleme Havuzlanmis Kiitliphane
Konsantrasyonu (pM) Konsantrasyonu (nM)
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Kdutuphaneleri RSB kullanarak seyreltin:

* Coklu kiitiiphane havuzu olarak miktar tayini yapilan kitliphaneler - Havuzu sisteminizin baslangig
konsantrasyonuna seyreltin.

* Ayn ayri miktar tayini yapilan kiitliphaneler - Her bir kiitiphaneyi sisteminizin baslangi¢
konsantrasyonuna seyreltin. Bir goklu kitiphane havuzu olusturmak igin bir tipe her seyreltilmis
kutiphaneden 10 pl ekleyin.

4. Sisteminizin son yukleme konsantrasyonuna seyreltiimesiigin dengirme ve seyreltme talimatlariniizleyin.
* NextSeq 550Dx Sistemiigin bkz. NextSeq 550Dx Sekanslama Hazirligi sayfa 50.
* MiSeqDx Sistemi i¢in bkz. MiSeqDx Sekanslama Hazirligi sayfa 52.

* NovaSeq 6000Dx Sistemi i¢in bkz. NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirligi sayfa 53.
Son yukleme konsantrasyonlari bir baslangi¢ noktasi ve genel kilavuzdur. Sonraki sekanslama galistirmalari
veya akis hlcresi titrasyonu ile is akisiniz ve kantifikasyon ydnteminiz i¢in konsantrasyonlari optimize edin.

NextSeq 550Dx Sekanslama Hazirlhigi

NextSeq 550Dx sekanslama sisteminde sekanslama igin kiitiphanelerin densiriimesi ve seyreltilmesi igin
asagidaki talimati kullanin.

Sarf Malzemeleri

* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7.0

Hazirhk

Sekanslama igin densirilmis kltiphanelere taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kiiguk pipetleme hatalarinin
nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini dnlemek i¢in ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Yeni seyreltilmis 0,2 N NaOH , densirme prosesi i¢in esastir. Uygun olmayan densirme, verimi
azaltabilir.

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.
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Kalem Depolama Talimatlar

HT1 -25 Oda sicakliginda ¢ézdurdn. Densirilmis kituphaneleri seyreltmeye hazir olana
°Cila-15 kadar 2 °C ila 8 °C'de saklayin.
°C

2. Yeni bir NaOH seyreltisi hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifij tiptnde birlestirin:
* Laboratuvar sinifi su (800 pl)

* 1N NaOH (200 pl)
Sonug¢ 1Tml 0,2 N NaOH.

Karistirmak icin tlpu birkag kez ters ¢evirin.
4. 200 mM Tris-HCI, pH 7,0 hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifiij tliplnde birlestirin.
* Laboratuvar sinifi su (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Sonug 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0'dIr.

NOT Tlpun kapagini kapall tutun. Taze seyreltiyi 12 saat iginde kullanin.

Kitliiphaneleri Dengirme

1. Asagidaki kittiphane hacimlerini ve taze seyreltilmis 0,2 N NaOH'yu bir mikrosantrifiij tliplnde birlestirin.
* 10 plkitiphane (ul)
* 10pI0,2NNaOH
2. Kisa vorteksleyin ve ardindan 1 dakika streyle 280 x g diizeyinde santrifijleyin.
5 dakika boyunca oda sicakliginda inktbe edin.
10 pul 200 mM Tris-HCI, pH 7 ekleyin.

Densirilmis Kutuphaneleri 20 pM’'ye Seyreltme

1. Densirilmis kutiphanelerin tipine 970 ul 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.
Sonug, 20 pM densirilmis kutliphanedir.

2. Kisa vorteksleyin ve ardindan 1 dakika sireyle 280 x g dlizeyinde santrifijleyin.

3. Son seyreltmeye gegmeye hazir olana kadar 20 pM kittphanelerini buz Gizerine yerlestirin.

Kltliphaneleri Yiikleme Konsantrasyonuna Seyreltme

1. Densirilmis 20 pM kitlUphane ¢ozeltisini 1,2 pM'ye seyreltmek i¢in asadidaki hacimleri ekleyin.
* Densirilmis kitiphane ¢ozeltisi (78 pl)
* Onceden sogutulmus HT1 (1222 pl)
Toplam hacim 1,2 pM'de 1,3 ml'dir.
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2. Karistirmak icin ters gevirin ve ardindan kisa santriflij uygulayin.

3. Sekanslamaya gegin. Talimatlar igin bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no.
1000000009513) ve NextSeq 550Dx igin Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx s Akisi Kilavuzu
(belge no. 200015671) veya NextSeq 550Dx (izerinde Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx icin DRAGEN
Uygulama Kullanici Kilavuzu (belge no. 200025238).

MiSeqDx Sekanslama Hazirligi

MiSeqDx sekanslama sisteminde sekanslama igin kutliphaneleri densirmek ve seyreltmek lizere asagidaki
talimati kullanin.

Sarf Malzemeleri
* HT1 (Hybridization Buffer)
* TN NaOH

Hazirhk

Sekanslama igin densirilmis kltiphanelere taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kiiguk pipetleme hatalarinin
nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini dnlemek i¢in ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Yeni seyreltilmis 0,2 N NaOH , densirme prosesi i¢in esastir. Uygun olmayan densirme, verimi
azaltabilir.

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem Depolama Talimatlar

HT1 -25°Cila-15°C Oda sicakhginda ¢ozdurin. Densirilmis kitlUphaneleri seyreltmeye
hazir olana kadar 2 °C ila 8 °C'de saklayin.

2. Yeni bir NaOH seyreltisi hazirlamak igin asagdidaki hacimleri bir mikrosantrifijj tliptinde birlestirin:
* Laboratuvar sinifi su (800 pl)

* 1NNaOH (200 pl)
Sonu¢ 1ml 0,2 N NaOH.

NOT Tlpun kapagini kapall tutun. Taze seyreltiyi 12 saat icinde kullanin.

Bir 4 nM Kutliphanesini Dengirme

1. Asagidaki hacimleri bir mikrosantrifiij tiplnde birlestirin.
* 4 nMKkutiphane (5 pl)
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* 0,2NNaOH (5 ul)

Kisa vorteksleyin ve ardindan 1 dakika streyle 280 x g diizeyinde santrifijleyin.

5 dakika boyunca oda sicakliginda inklibe edin.

4. Densirilmis kutliphane igeren tlipe 990 ul 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.

Sonu¢ 1 ml 20 pM densirilmis kutiphanedir.

Densirilmis 20 pM Kutliphanesini Seyreltme

1. Asagidaki hacimleri kullanarak istenen konsantrasyona seyreltin.

Konsantrasyon 6 pM 8 pM 10 pM
20 pM kiitiiphane 180l 240l 300l
Onceden sogutulan HT1 420l 360l 300 pl

2. Karnistirmak igin ters gevirin ve ardindan kisa santrifiij uygulayin.

MpM 12pM 15pM 20 pM
330l 360pul 450 600l
270 ul - 240l 150 i Ooul

3. Sekanslamaya gegin. Talimat igin bkz. MOS i¢in MiSegDx Instrument Referans Kilavuzu v4 (Belge
no. 1000000157953) ve MiSeqDx i¢in Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx Is Akisi Kilavuzu (belge

no. 200015661).

NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirhgi

NovaSeq 6000Dx sekanslama sisteminde sekanslama igin kitiphaneleri dengirmek ve seyreltmek lGizere

asagidaki talimati kullanin.

Sarf Malzemeleri

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Yeniden Askiya Alma Tamponu)
* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx kitlphane tipu

Hazirhk

Sekanslama i¢in densirilmis kltlphanelere taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kliguk pipetleme hatalarinin
nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini dnlemek icin ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Yeni seyreltilimis 0,2 N NaOH , densirme prosesiigin esastir. Uygun olmayan densirme, verimi

azaltabilir.
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1. 1N NaOH 'u 0,2 N NaOH'a seyreltmek i¢in asagidaki hacimleri bir mikrosantrifij tiptinde birlestirin:
Tablo4 S2 Modu

Reaktif Bir Akis Hiicresi Hacmi (pl) iki Akis Hucresi Hacmi (pl)
Laboratuvar sinifi su 40 80
1N NaOH depolayin. 10 20

Bu hacimler, bir akis hicresiigin 50 pl 0,2 N NaOH veya iki akis hicresiigin 100 ul 0,2 N NaOH verir.
Tablo5 S4 Modu

Reaktif Bir Akis Hiicresi Hacmi (pl) iki Akis Hiicresi Hacmi (pl)
Laboratuvar sinifi su 80 160
1N NaOH depolayin. 20 40

Bu hacimler, bir akis hiicresiigin 100 pl 0,2 N NaOH veya iki akis hiicresiigin 200 pl 0,2 N NaOH verir.
Karistirmak igin birkag kez ters gevirin veya iyice vorteksleyin.
3. 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 hazirlamak i¢in asagidaki hacimleri bir mikrosantrifijj tipunde birlestirin.
* Laboratuvar sinifi su (600 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pl)
Sonu¢ 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0'dIr.

NOT Tapln kapadini kapali tutun. Taze seyreltiyi 12 saat iginde kullanin.

Normallestirilmis Kiitiiphane Havuzu Olusturma

Ylkleme konsantrasyonu kutiiphane hazirlama, miktar tayini ve normallesme yontemlerine gore farklilik
gosterebilir.

Kutlphaneleri uygun konsantrasyona normallestirmek igin asagidaki talimatlari kullanin ve ardindan havuzlayin.
Ayni akis hiuicresinde sekanslanan kattiphaneler tek bir normallestirilmis havuzda birlestiriimelidir.

NOT Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ile serit basina galisilabilecek maksimum numune sayisi
192'dir. Bu limit, A ve B Setindeki toplam UD Dizini sayisindan kaynaklanir.

Havuzlama icin Kutliphaneleri Normallestirme

1. Istenen nihai yiikleme konsantrasyonuna gére gerekli havuzlanan kiitiiphane konsantrasyonunu belirleyin.
* 350 pM'lik son yukleme konsantrasyonu igin gerekli havuzlanmig kutliiphane konsantrasyonu 1,75
nM'dir.
*  Farkli bir son ylkleme konsantrasyonu i¢in havuzlanmis kiitiiphane konsantrasyonunu belirlemek
Uzere Kltlphaneleri Baslangi¢ Konsantrasyonuna Seyreltme sayfa 49 kismina bakin.
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2. Kutuphaneleri, 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 kullanarak istenen havuzlanmig kutiiphane konsantrasyonuna
normallestirin.

Kutlphanelerin uygun konsantrasyona seyreltiimesine iliskin yardim i¢in web sitesindeki Havuzlama
Hesaplayicisina lllumina bakin.

Onerilen Yiikleme Konsantrasyonlari

Optimum DNA ylkleme konsantrasyonu, kitliphane tirine ve parga boyutuna baghdir. > 450 bp kutiphaneler
icin daha yuksek ylkleme konsantrasyonlari gerekebilir.

Normallestirilmis Kiitliphaneleri Havuzlama ve istege Bagh PhiX Kontrolii Ekleme

1. Normallestirilmis her kittphanenin uygun hacmini yeni bir mikrosantrifiij tiptnde birlestirerek asagidaki son
hacimlerden birini elde edin:

Mod Son Hacim (pl)
S2 150
S4 310

2. [Opsiyonel] %1 oraninda densirilmemis halde asagidaki sekilde PhiX> ekleyin.
a. 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 kullanarak 10 nM PhiX'i 2,5 nM'ye seyreltin.

b. Densirilimemis kiitiphane havuzunun tlplne uygun hacimde densirilmemis 2,5 nM PhiX ekleyin.

Mod Densirilmemis 2,5 nM PhiX (pl) Densirilmemis Kutiiphane Havuzu (pl)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310

PhiX'e ekleme yaparken iyi dengelenmis kituphaneler i¢in dnerilen miktar %1'dir. Dlsuk gesitlilikteki
kutlphaneler daha fazlasini gerektirebilir. Bir PhiX kontrollini disik gesitlilikteki kittiphanelerle kullanmak
Uzere rehberlik i¢in lllumina Teknik Destek Birimi ile iletisime gegin.

Densirilmis Kiitiiphane Havuzu ve istege Bagh PhiX Kontrolii

1. Densirilmemis kutlphane havuzu tiplne ve istede bagh PhiX'e asagidaki gibi 0,2 N NaOH ekleyin.

Akis 0,2 Densirilmemis Kiitiiphane Havuzu .
.. . Ortaya Cikan Hacim
Hucresi N NaOH (ul)
S2 37 150 PhiX ile 187 pl veya 187,9
pl
S4 77 310 PhiX ile 387 ul veya
388,9 pl
2. Kapagini kapatin ve kisa vorteksleyin.
3. 280 x g’'de 1 dakikaya kadar santrifljleyin.
4. Densirmek igin 8 dakika boyunca oda sicakliginda inktbe edin.
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5. Notralize etmek icin 400 mM Tris-HCI, pH 8,0'1 asagidaki gibi ekleyin.

Mod 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Ortaya Cikan Hacim
S2 38 PhiXile 225 pl veya 225,9 pl
S4 78 PhiXile 465 pl veya 466,9 pl

6. Kapadini kapatin ve kisa vorteksleyin.
280 x g'de 1 dakikaya kadar santrifijleyin.

8. Tum densirilmis kutliphane veya densirilmis kiituphane ve PhiX hacmini NovaSeq 6000Dx kutiphane tipune
aktarin.

9. Sekanslamaya gegin. Talimatlar igin NovaSeq 6000Dx Cihaz Uriin Belgelerine (belge no. 200010105)
ve NovaSeq 6000Dx i¢in lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (belge no. 200014776) icin DRAGEN'e bakin.

Belge No. 200038118 v0O 56 /71

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert

Sorun Giderme

illumina

is akisindaki sorunlari gidermek igin asagidaki tabloyu kullanin. Bir numune igin sekanslama galistirmasi veya
kutlphane hazirhdi iki kez basarisiz olursa ek sorun giderme gerekebilir. lllumina Teknik Destek Birimi ile

iletisime gegin.

Gozlem Olasi Neden
Sekanslama Test is akisinda
galistirmasi, Kalite kullanici veya
Kontrol laboratuvar
calistirmasini ekipmani hatasi

gecmez Ozellikler

Cihaz sorunu

FASTQ olusturma
veya genel
sekanslama sistemi
hatasi hatasi (6r. ag
hatasi, reaktifleri
ylUkleme/bosaltma
hatalari, vb.)

Yazilim veya
cihaz sorunu

Belge No. 200038118 v0O

Tavsiye edilen Eylem

Uygun kltuphane verimi ve pargacik boyutu dagdilimi saglamak igin
zenginlestirilmis kittiphane kalifikasyonu yapin. Stphelenilen
kullanim veya ekipman hatasinin nerede meydana geldigine badli
olarak kutlphane hazirlama islemini asagidaki adimlardan birinden
tekrarlayin. Bilinmiyorsa veya baska hatalar olustuysa
galistirmanizin sorunlarini gidermek igin lllumina Teknik Destek
Birimi ile iletisime gegin.

» Kitliphaneleri yeniden sekanslayin. Bkz. NextSeq 550Dx
Sekanslama Hazirligi sayfa 50, MiSeqDx Sekanslama Hazirlidi sayfa
52 veya NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirligi sayfa 53.

» Kutuphaneleri yeniden zenginlestirin. Bkz. Problari Hibridize Etme
sayfa 37.

« Kltiphane hazirligina is akisinin basindan itibaren baslayin.
Kullanim Talimatlari sayfa 20.

lllumina Teknik Destek Birimi ile iletisime gegin.

Analiz konusunda yardim i¢in moddle veya uygulama kilavuzuna
bakin veya NextSeq 550Dx Instrument Referans Kilavuzu (belge no
7000000009513) veya MOS igin MiSeqDx Instrument Referans
Kilavuzu v4 (Belge no. 1000000157953) NovaSeq 6000Dx
Instrument Uriin Belgelerine (belge no. 200010105) bakin.

Ek yardim i¢in lllumina Teknik Destek Birimi ile iletisime gegin.
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Gozlem

DNA kitlphanesi,

sekanslama
yuklemesiigin
yeterli verim
Uretmiyor.

Olasi Neden
Ornek girisi igin
gereklilikler
karsilanmadi.

Testis akisinda
kullanim veya
ekipman hatasi

Zenginlestirme
probu paneli
igin gereklilikler
karsilanmadi.

illumina

Tavsiye edilen Eylem

Uygun 6rnek girisini saglayin ve kitliphane hazirhgini tekrarlayin.
Bkz. Numune Girdi Onerileri sayfa 18.

Suphelenilen kullanim veya ekipman hatasinin nerede meydana
geldigine baglh olarak kutliphane hazirlama islemini asagidaki
adimlardan birinden tekrarlayin. Bilinmiyorsa veya baska hatalar
olustuysa galistirmanizin sorunlarini gidermek igin lllumina Teknik
Destek Birimi ile iletisime gegin.

» Kitliphaneleri yeniden sekanslayin. Bkz. NextSeq 550Dx
Sekanslama Hazirligi sayfa 50, MiSeqDx Sekanslama Hazirligi sayfa
52 veya NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirligi sayfa 53.

» KutUphaneleri yeniden zenginlestirin. Bkz. Problari Hibridize Etme
sayfa 37.

« Kitiphane hazirligina is akisinin basindan itibaren baslayin.
Kullanim Talimatlari sayfa 20.

Uygun zenginlestirme prob panelinin bulundugundan emin olun ve
kutiphane hazirlama islemini tekrarlayin.
Bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri sayfa 10.

Performans Ozellikleri

Tam Ekzom Panelleriyle Performans

Ekzom paneli performansi, germ hatti varyanti tespiti (Coriell platin genomu) igin bilinen bir gergeklik setiile
Coriell Hiicre Hatti gDNA NA12878'in en dusuk (50 ng) ve en yliksek (1000 ng) dnerilen girdisi kullanilarak test
edilmistir. Ekzom paneli 1 (45 Mb) ve ekzom paneli 2 (36,8 Mb) temsili paneller olarak kullaniimistir. 24 teknik
kopya, iki 12'li zenginlestirme reaksiyonunda ekzom paneli 1 (45 Mb) lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi
kullanilarak test edilmistir. 12 teknik kopya, tek bir 12'li zenginlestirme reaksiyonunda ekzom paneli 2 (36,8

Mb) lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi kullanilarak test edilmistir. Zenginlestirilmis kiitiphaneler
NextSeq 550Dx sekanslama sisteminde DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moduluyle

sekanslanmistir.

Asagidaki tabloda, her bir panelle test edilen teknik kopyalar igin ikincil sekanslama ve varyant arama
performans metriklerinin ortalama degerleri gosterilmektedir.
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Tablo 6 iki Tam Ekzom Paneliyle Test Performansi

Dolgulu Parca SNV . '

Pane Benzersiz Kapsam Uzunlu Geri SNV Insersiyon/dele Insersiyon/dele

| Okuma Tekdiizel gu Aram Hassasiy  syon Geri syon
Zenginlesti  igi Medya o eti? Arama'’ Hassasiyeti?
rme ni

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

m

pane

i1

(45

Mb)

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

m

pane

li 2

(36,8

Mb)

1Geri Arama=Pozitifler/(gergek pozitifler + sahte negatifler)
2Hassasiyet=Dogru pozitifler/(dogru pozitifler + sahte pozitifier)

Saptama Siniri

Tespit sinirini test etmek igin Horizon HD799 DNA referans standardi kullaniimistir. HD799, %1-24,5 arasinda
degisen alelik sikliklarda bilinen SNV'lere sahip orta derecede bozulmus formalinle islem gormis DNA'dan
olusur. En disuk tavsiye edilen DNA girisi (50 ng) kullaniimis ve = %5,0 varyant alel frekansina (VAF) sahip
SNV'lerin tespit orani degerlendirilmistir. 16 teknik kopya, FFPE is akisi kullanilarak lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx testi yoluyla test edilmis, 16 (1'li) zenginlestirmede bir pan-kanser zenginlestirme paneli (1,94
Mb) ile zenginlestirilmis ve ardindan DNA GenerateFASTQ Dx moduili ile bir NextSeq 550Dx cihazinda
sekanslanmistir.

TUm numuneler, asagdidaki tabloda gosterildidi gibi panele 6zgl 6rnek performans gerekliliklerini ge¢gmistir.

Tablo 7 Saptama Sinirii¢in Ornek Performansi

Panel = %5,0 VAF'lik SNV’lerin Ortalama
Varyant Saptama Orani Kapsam Tekdiizeligi
Pan-kanser zenginlestirme %100 %99
paneli (1,94 Mb, 523 gen)
Belge No. 200038118 vOO 59/71

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Enterferan Maddeler

Potansiyel olarak interferans yapan maddelerin etkisi, interferans yapan maddelerin varliginda testin
performansi degerlendirilerek lllumina DNA Prep with Enrichment Dx'da degerlendirilmigtir.

Tam Kanda interferans

DNA ekstraksiyonundan 6nce tam insan kan drneklerine eklenmesi yoluyla asetaminofen (eksojen bilesik, ilag),
kreatinin ve trigliseritler (endojen metabolitler) test edilmistir. Kan alimindan (kisa alim) kaynaklanan etkilesimi
degerlendirmek i¢in EDTA da tam kan orneklerine eklenmistir. Ayrica, numune hazirligindan kaynaklanan
interferansi degerlendirmek igin tam kandan ekstrakte edilen DNA'ya molekdiler sinif etanol eklenmistir.

Asagidaki tablo, interferansa gore test konsantrasyonlarini géstermektedir.

Tablo 8 Tam Kanda Test Edilen Potansiyel Olarak Etkilesime Giren Maddeler ve Konsantrasyonlar
Test Maddesi Test Konsantrasyonu

Asetaminofen 15,6 mg/dI*
Bir ilag terap6tik dozunun ardindan beklenen en yiksek
konsantrasyonun g kati.

Kreatinin 15 mg/dI*

Populasyonda en ylksek gdzlemlenen konsantrasyon.
Trigliseritler 1,5 g/dI*

Populasyonda en ylksek gozlemlenen konsantrasyon.
EDTA 6 mg/mi

EDTA tuplerinde toplanan kanda beklenen
konsantrasyonun Ug kati.

Molekiiler sinif etanol %15 h/h
DNA ekstraksiyonu sonrasi elliatta.

*CLSIEP37-ED1:2018 uyarinca

interferans yapan madde basina test yoluyla 12 adet teknik kopya, lllumina DNA Prep with Enrichment Dxtesti
yoluyla test edilmis, tek bir (12'li) bir zenginlestirmede ekzom paneli 1 (45 Mb) ile zenginlestirilmis ve
ardindan DNA GenerateFASTQ Dx moddlu ile bir NextSeq 550Dx cihazinda sekanslanmistir.

Test edilen maddeler igin 12 numunenin timu numune performans gerekliliklerini karsilamistir ve testin
performansinda herhangi bir interferans gézlemlenmemistir.

FFPE Dokusunda interferans

iki kolorektal FFPE &rnegi, yiiksek hemoglobin diizeyi kanla %50 FFPE doku érnegi kontaminasyonu en kétii
durum senaryosunu temsil etmek i¢in 10 um FFPE kesiti basina 0,1 mg hemoglobin varliginda ve yoklugunda test
edilmistir. Numuneler, tekli zenginlestirmelerde temsili bir panel olarak pan-kanser zenginlestirme paneli 1 (1,94
Mb) kullanilarak lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla test edilmistir. Zenginlestirilmis
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kutliphaneler daha sonra DNA GenerateFASTQ Dx modullyle birlikte bir NextSeq 550Dx
cihazinda sekanslanmistir. TUm 6rnekler numune performans gerekliliklerini karsilamistir ve hemoglobinin, testin
performansini etkilemedigi gdsterilmistir.

Numune hazirhdindan kaynaklanan etkilesimi degerlendirmek igin iki ekzojen bilesik, mesane kanseri FFPE doku
numunesinden ekstrakte edilen DNA'ya eklenmistir. Test edilen eksojen maddeler, DNA ekstraksiyon prosesi
sirasinda yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltileridir ve asagidaki tabloda test edildikleri miktarlarla
listelenmistir.

Test maddesi ¢ozeltileri, kolon bazl DNA izolasyon kitlerinde ticari olarak mevcuttur.

Tablo 9 FFPE'de Test Edilen Potansiyel Olarak Etkilesime Giren Eksojen Maddeler ve Konsantrasyonlar

Test Maddesi Test Konsantrasyonu (ul / 30 pl Eltiat)
Deparafinizasyon Cozeltisi 113 x107¢
Yikama Tamponu AW2 0,417

interferans yapan madde basina sekiz adet teknik kopya, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla
test edilmis, tekli zenginlestirmelerde bir pan-kanser zenginlestirme paneli (1,94 Mb) ile zenginlestirilmis ve
ardindan DNA GenerateFASTQ Dx modiilu ile bir NextSeq 550Dx cihazinda sekanslanmistir.

Test edilen her iki madde igin sekiz numunenin tumu numune performans gerekliliklerini karsilamistir ve testin
performansinda herhangi bir interferans gézlemlenmemistir.

Capraz Kontaminasyon

Coriell Hiicre Hatti gDNA NA12878 (kadin, 10 6rnek), Coriell Hlicre Hatti gDNA NA12877 (erkek, 12 6rnek) bir
dama tahtasi plakasi diizeninde Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla test edilmistir ve higbir
sablon kontrolli (NTC, 2 6rnek) test edilmemistir. Tim numuneler, numune gapraz kontaminasyonunu
degerlendirmek igin en siki kosul olarak en yiksek (1000 ng) gDNA girdi 6nerisini kullanmistir. Test iki ayri
operator tarafindan iki kez gergeklestirilmistir. Ekzom paneli 1 (45 Mb), 12'li zenginlestirme reaksiyonunda
kullaniimistir. Zenginlestirilmis kitiphaneler NextSeq 550Dx tzerinde DNA GenerateFASTQ Dx ile
sekanslanmistir. Degerlendirme, tam bir kadin numunesi plakasinin arka plan diizeyleri ve NTC numunelerinin
dizin temsili ile karsilastirilarak kadin numunelerindeki erkek spesifik Y kromozomunun kapsami
degerlendirilerek yapilmistir.

Tablo 10 Capraz Kontaminasyon Sonuglari

< 3x Baslangi¢ Parazitinde Erkek Y-Kromozom
Kapsamina Sahip Kadin Numuneleri

%100 < 0,0005

NTC'de Dizin Temsili
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulama Performansi

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx NovaSeq 6000Dx Uygulamasinin performans 6zellikleri
NovaSeq 6000Dx Cihaz Kullanim Talimatinda (belge no. 200025276) verilmistir.

NextSeq 550Dx lizerindeki DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx asagidaki ¢ is akisi da dahil
olmak Uzere NovaSeq 6000Dx uygulamasiyla ayni ikincil analiz is akislarini saglar: FASTQ Uretimi, germ hatt
varyant tespiti icin FASTQ ve VCF Uretimi ve somatik varyant tespiti igin FASTQ ve VCF uretimi.

Benzer ikincil analiz performansi, her iki platformda sekanslanan ayni kitliphane hazirigindan elde edilmistir.
Coriell Hiicre Hatti gDNA 6rnekleri igin varyant saptama orani (Tablo 11) ve frekans uyumu (Sekil Sekil 1), 23
insan kromozomunun tamaminda 1.970.505 bazi (9.232 hedef) kapsayan gesitli genleri sorgulamak igin
tasarlanmis temsili bir test kullanilarak degerlendirilmistir. Sekiz Platin Genom DNA 6rnedi, alti kopya halinde
yedi (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) ve bes kopya halinde bir
(NA12881) kez test edildi (Bkz. Sekil 1). Kutliphaneler, NovaSeq 6000Dx ve NextSeq 550Dx Instruments
Uzerinde Ug galistirma ile sekanslanmis ve varyant aramasi, DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulamasinin germ hatti varyant saptama analizi is akisi igin FASTQ ve VCF Uretimi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

NovaSeq 6000Dx ve NextSeq 550Dx cihazlarinda uygulama performansi arasindaki giigli korelasyona
dayanarak NovaSeq 6000Dx Instrument Kullanim Kilavuzu’'nda (belge no. 200025276) saglanan ikincil analizle
ilgili performans 6zelliklerinin de NextSeq 550Dx uygulamasi Gizerinde DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx i¢in de gegerli oldugu belirlenmigtir.

Tablo 11 Uygulama Performansi — SNV'ler, insersiyonlar ve Delesyonlar igin Varyant Algilama Orani

NovaSeq 6000Dx lizerinde NextSeq 550Dx'te Varyant

Panel
Varyant Saptama Orani Saptama Orani
Pan-genom paneli %99,9 %99,9
(1,97 Mb, 9.232 hedef, 23 Kromozom)
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Sekil1 DRAGEN for IDPE Dx Uygulama analizi ile NovaSeq 6000Dx ve NextSeq 550Dx galistirmalari i¢in Varyant
Frekansi karsilastirmasi

. “ 1
NA12879 o, . o NA12880

;
w0 NA12878 ‘
0o ® REZ0.959 R?=0.953

« R?=0.958

NA12877
R?=0.964

o
L

08
07
06
05
04

AF NovaSeq 6000Dx

0 o~ N 01 s . SR
ot ot - ot 0
0 01 02 03 04 05 05 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550D AF NextSeq 5500x AF NextSeq 550D AF NextSeq 5500x

1 1 1 e 1
09 N’;MQSM 09- NA12882 tve ", 1 09 gﬁﬂozggg T 09 g§1()22?5:
= 2= v . N = b =

05 | RE=0.963 05 R2=0.958 K > - -
8 o7 & o7 g 07 g 07
g 06 g 06 & 06 @ 06
I3 g g o
4 05 405 305 305

g g

2 04 . 204 8 04 204
%03 " % 03 %03 <03

02 o 02 02 02

, 75l
01 - 01 L Ui N 0 -
0l v . . o7 . ok
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 03 1
AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 5500x AF NextSeq 5500

Ek: lllumina UD Dizinleri Adaptor Sekanslari

Bu benzersiz ikili (UD) dizin adaptorleri, dnerilen eslestirme stratejisini uygulamak igin plakada diizenlenmistir.
Dizin adaptorleri, tipik sekiz taban yerine 10 taban uzunlugundadir.

Dizin 1 (i7) Adaptorleri

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Dizin 2 (i5) Adaptorleri

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[15] TCGTCGGCAGCGTC

Asagidaki sekanslama, Okuma 1 ve Okuma 2 adaptor kirpma igin kullanilir.

CTGTCTTACATCT

Plaka A/Set 1 Dizin Adaptorleri

Dizin Adi Adaptordeki i7 Tabanlari Adaptordeki i5 Tabanlari

UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG

UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA

UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT

UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG

UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT

UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT

UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
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Dizin Adi
UDP0008
UDPO0O009
UDP0OO010
UDP0011
UDP0012
UDPO0013
UDP0014
UDP0015
UDPO0O016
UDP0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDP0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDP0037

Belge No. 200038118 v0O
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iCINDIR.

Adaptordeki i7 Tabanlari

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

Adaptordeki i5 Tabanlar

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG
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Dizin Adi
UDP0038
UDPO0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDP0049
UDP0050
UDPO0051
UDP0052
UDP0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDP0057
UDP0058
UDPO0059
UDP0060
UDP0061
UDP0062
UDPO0063
UDP0064
UDP0065
UDP0066
UDP0067
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Adaptordeki i7 Tabanlari

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

Adaptordeki i5 Tabanlar

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC
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Dizin Adi
UDP0068
UDPO0069
UDP0070
UDP0071
UDP0072
UDPO0073
UDPO0074
UDP0075
UDP0076
UDPO0077
UDP0078
UDP0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086
UbDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDP0091
UDP0092
UDPO0093
UDP0094
UDP0095
UDP0096
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iCINDIR.

Adaptordeki i7 Tabanlari

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

Adaptordeki i5 Tabanlar

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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Plaka B/Set 2 Dizin Adaptorleri

Dizin Adi Adaptordeki i7 Tabanlari Adaptordeki i5 Tabanlari
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTIG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0O105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDPO0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0O110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPOTNM CCTTGTTAAT TGTTGTTCGT
UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0O113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UDP0O114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
ubP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDPO0O118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDPO119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Dizin Adi
UDPO0125
UDP0126
UDP0127
UDP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDP0134
UDPO0O135
UDPO0136
UDP0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDPO0145
UDP0146
UDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDPO0153
UDPO0154

Belge No. 200038118 v0O
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iCINDIR.

Adaptordeki i7 Tabanlari

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

Adaptordeki i5 Tabanlari

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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Dizin Adi
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0157
UDP0158
UDPO0159
UDP0160
UDP0161
UDP0162
UDPO0163
UDPO0164
UDPO0165
UDP0166
UDPO0167
UDPO0168
UDPO0169
UDP0170
UDP0171
UDP0172
UDP0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDP0177
UDP0178
UDP0179
UDP0180
UDP0181
UDP0182
UDPO0183
UDP0184
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iCINDIR.

Adaptordeki i7 Tabanlari

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

Adaptordeki i5 Tabanlari

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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Dizin Adi
UDPO0185
UDPO0186
UDP0187
UDPO0188
UDPO0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

Revizyon Gecmisi

Belge

Belge No. 200038118
v0O

Belge No. 200038118 v0O

Adaptordeki i7 Tabanlari

GTTGGACCGT
ACCAAGTTAC
GTGTGGCGCT
GGCAGTAGCA
TGCGGTGTTG
GATTAAGGTG
CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Tarih

Temmuz
2023

Degisiklik Agiklamasi

ilk Strtm.

Onceki belge 200019584'nin yerine bu gecti.

Adaptordeki i5 Tabanlari

TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

illumina

Belge 200019584 v2'den bu yeni belgeye yapilan dedisiklikler:

« NextSeq 550Dx i¢in Enrichment Dx Uygulamasi ile lllumina DNA
Prepicin DRAGEN kullanarak NextSeq 550Dx Instrument
Uzerinde sekanslamayi desteklemek igin igerik eklendi.

« Saglanmayan Reaktifler listesi netlestirildi.

o Uyarllar ve Onlemler béliimiine olay raporlama bilgileri eklendi.
« Zenginlestirme Kitlphaneleri beklentisi netlestirildi.
e 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 hazirlama talimati eklendi.

e Sekanslama Hazirligi adimi yazim hatasi kaldirildi.

Daha 6nce 200019584 belgesinde yapilan degisiklikler:

e NovaSeq 6000Dx Instrument lzerinde sekanslamayi
desteklemek icin igerik eklendi.

» Sekanslama sistemi adlari ve katalog numaralari eklendi.

o Tek dizinli kiitiphaneler igin benzersiz ¢ift dizinleme bilgileri

kaldirildi.

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM

iCINDIR.
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