lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA

Rendeltetés

Az lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit egy reagensekbdl és fogydeszkozokbdl allé készlet, amely
emberi sejtekbdl és szbvetekbdl szarmazé genomikus DNS-b6l mintakdnyvtarak készitéséhez hasznalatos.
A vizsgalando genomikus terlileteket megcélzd kényvtarak elkészitéséhez a felhasznaldnak kell biztositania a
megfelelé prébapaneleket. A 1étrehozott mintakdnyvtarak az lllumina szekvenaldsi rendszereken vald
hasznalatra szolgalnak.

Az eljaras mukodési elve

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit a célteriiletekben dusitott DNS-szekvenalasi konyvtarak
készitésére szolgal human sejtekbdl és szdvetekbdl szarmazd genomialis DNS-bdI.

A célpontok feldusitasahoz a felhasznald altal biztositott biotinilalt oligonukleotid-panelek sziikségesek. Az
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kiilonb6z6 méretl panelekkel kompatibilis, beleértve a kis paneleket
(< 20 000 proba) és a nagy paneleket (> 200 000 proba). A létrehozott dusitott kdnyvtarak az lllumina
szekvenalérendszereken torténé szekvenaldsra szolgalnak.

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit eljaras a kovetkezd 1épésekbdl all:

Genomikus DNS ,tagmentacioja” — A bemeneti DNS ,tagmentacidja” (egy |épésben végzett fragmentalas
és jelolés) Enrichment BLT Small (eBLTS) hasznalataval. A tagmentacio soran a egyetlen |épésben
megtorténik a gDNS fragmentalasa és adapterekkel valé megjeldlése. A tagmentacios reakcidban az

eBLTS telitéséhez legaldbb 50 ng DNS sziikséges. Telitett allapotban az eBLTS meghatarozott szamu DNS-
molekulat fragmental, és egységes fragmensméret-eloszlasu, normalizalt kdnyvtarakat hoz létre.

Tagmentacio utani tisztitas - Az eBLTS-en Iévé, adapterrel jel6lt DNS megtisztitasa az amplifikaciéhoz valo
felhasznalashoz.

Tagmentacio utani amplifikacio — A tagmentalt DNS amplifikaciodja korlatozott ciklusszamu PCR-
programmal. A DNS-fragmentumok végéhez egyedi kétszeres (UD) indexeket csatolnak, amelyek lehetévé
teszik a DNS-konyvtarak kétszeres, egyedi vonalkdddal ellatasat és a szekvenalas soran a klaszterek
Iétrehozasat.

Konyvtarak tisztitasa — Gyongyokkel végzett tisztitasi eljaras az amplifikalt DNS-konyvtarak tisztitdsara és
méret szerinti valogatasara.

Konyvtarak 0sszekeverése — Egyedi indexekkel rendelkezd DNS-konyvtarak 6sszekeverése egy legfeljebb
12 konyvtarbdl allo keverékbe. A keverékkészités végezhetd térfogat vagy témeg szerint.

Probak hibridizalasa - Hibridizacios reakcio, amelynek soran a kettés szali DNS-konyvtarakat denaturaljak,
és a biotinilalt DNS-prébak egy paneljét hibridizaljak a célzott genomikus régidékhoz.
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— Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit szamos dusitasi panellel kompatibilis. Az lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit nem tartalmaz dusitdpanelt. A probapaneleket a felhasznald biztositja, és
azoknak meg kell felelnilik bizonyos specifikacidknak. Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kit reagensei kompatibilisek mind az lllumina, mind a harmadik fél altal forgalmazott, a szlikséges
specifikacidknak megfelel6 DNS-dusité oligonukleotid-panelekkel. A harmadik féltél szarmazo panelek
sziikséges specifikacioit 1dsd: A dusitoproba-panelekkel szembeni kbvetelmények, 9. oldal.

* Hibridizalt prébak befogasa — Ebben a 1épésben a vizsgalt teriiletekhez hibridizalt prébak befogasa
torténik streptavidinnel bevont magneses gyéngyokkel (SMB3).

* Dusitott konyvtarak amplifikalasa — A dusitott konyvtarak amplifikaldsa PCR-rel.

*  Amplifikalt, dusitott konyvtarak tisztitdsa — Gyongyokkel végzett tisztitasi eljards a szekvenalasra kész,
dusitott konyvtarak tisztitasara.

* Szekvenalds - A feldusitott konyvtarak szekvenaldsa MiSegDx, NextSeq 550Dx vagy NovaSeq 6000Dx
szekvenaldrendszereken torténik. Az MiSeqDx és a NextSeq 550Dx esetén az integralt DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modul a szekvenadldsi futtatas beallitdsara, a futtatas felligyeletére
és az els6édleges elemzésre (FASTQ Iétrehozasa a bazisazonositasokbdl) szolgal. A NovaSeq 6000Dx
esetében a tobbféle munkafolyamatot tartalmazé DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
alkalmazas hasznalatos a futtatas beallitasara és a masodlagos elemzésre.

Az eljaras korlatai

* Invitro diagnosztikai hasznalatra.

e Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilis a human sejtekbdl és szévetekbél szarmazdo
genomikus DNS-sel.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilis az 50-1000 ng kettés szali gDNS bevitelével.
E hatarértékeken kiviili mennyiségek esetén a teljesitmény nem garantalt.

* Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nem tartalmazza a DNS-extrakcidhoz sziikséges reagenseket.
A Teljesitményjellemzdék, 57. oldal részben leirt analitikai vizsgalati eredmények, beleértve az
interferenciavizsgalatot is, reprezentativ DNS-extrakcios készletekkel és reprezentativ mintatipuskeént
teljes vérrel és FFPE mintaval késziiltek. Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensekkel valé
hasznalatra kifejlesztett diagnosztikai vizsgalatoknak a valasztott DNS-extrakcios készlettel nyujtott
teljesitménye teljes korU validalast igényel.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nem ajanlott rossz min6ségl FFPE mintakhoz, amelyeknél
ACq > 5. A ACq > 5 értékil mintak hasznalata ndvelheti a konyvtarkészités sikertelenségének esélyét, és
csokkentheti a vizsgalat teljesitményét.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagenseket a kdvetkez6 tablazatban feltlintetett
mintabemenethez, dusitasi reakcidokhoz és plexitashoz készitettiik és teszteltik.

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 2/69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx Bevitt minta Dusitasi reakciok Dusitas plexitasa
Kit

16 mintdhoz vald Alacsony minéségl 16 reakcid 1-plex

készlet (FFPE)

96 mintahoz vald Kivaléd min&ségu 8 reakcid 12-plex

készlet (példaul teljes vér)

* Az FFPE szovetbdl szarmazo bevitt anyag feldolgozasat megvizsgaltuk, és kizardlag 1-plex dusitasi
reakcidval ajanljuk a 16 mintahoz valé készlet hasznalataval.

* A 96 mintdhoz val6 készlet esetében alkalmazhatd nem szabvanyos plexitas (2-plex-11-plex kdzotti) is,
azonban a kévetkez6 korlatozasokkal:

— A mintdk 2-plex—11-plex dusitasi reakcidkkal valé feldolgozasa csdkkenti a készlet kapacitasat.

— Nem garantdlhatdk az optimalis eredmények. A nem szabvanyos plexitasok megfeleld dusitasi
hozamanak eléréséhez tovabbi optimalizalds valhat sziikségessé.

— Az alacsony plexitasu (2-plex—8-plex) 6sszekeverési stratégiak esetében a sikeres szekvenalas és
adatelemzés érdekében nagy diverzitasu indexadapterek kivalasztasa sziikséges a szinegyensuly
optimalizalasdhoz. A MiSeqDx és a NextSeq 550Dx késziiléken futé DNS GenerateFASTQ Dx modul a
futtatds beallitasa soran lehetéséget nyujt az indexkombinaciok szinkiegyensulyozasara. A keverési
stratégiakkal kapcsolatos tovabbi informacidkért lasd: Keverékkészitési modszerek, 32. oldal.

* Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kizarélag az MiSeqDx, a NextSeq 550Dx és a NovaSeq 6000Dx
késziiléken torténd szekvenaldsra vald dusitott konyvtarak készitésére szolgal. Mas szekvenald rendszerek
hasznalata teljes kor( validalast igényel a teljesitmény minden szempontjabdl.

* Atermék nem tartalmaz dusitdpaneleket. A Teljesitményjellemzék, 57. oldal részben megadott analitikai
vizsgalati eredmények reprezentativ dusitdpanelekkel késziiltek, és csak tdjékoztatd jellegliek. Az analitikai
teljesitményjellemzék a vizsgalat altalanos képességeinek szemléltetésére szolgalnak, nem pedig az egyes
vizsgdlatokkal kapcsolatos képességekre vagy alkalmassagra vonatkozé nyilatkozatként. Az ezekkel a
reagensekkel torténé hasznalatra kifejlesztett valamennyi diagnosztikai teszt teljes kor( validalast igényel
teljesitmény minden szempontja tekintetében.

* Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilis mind az lllumina, mind a harmadik fél altal
forgalmazott dusitdépanelekkel. A mas gyartotdl szarmazo, a panellel szembeni kovetelményeknek meg nem
felel® dusitopanelek esetén azonban nem garantalhaté a teljesitmény. A panelekkel szembeni
kovetelményeket lasd A dusitdproba-panelekkel szembeni kbvetelmények, 9. oldal cim(i részben.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit 2 éras hibridizacids idével miikddik. A hosszabb hibridizacids
id6 alkalmazdasa hatassal lehet a teljesitménymutatdkra.

* A MiSeqDx és NextSeq 550Dx készlilékhez vald DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modulok csak
FASTQ fajlokat készitenek. Ha ezeket a modulokat hasznalja, akkor el kell végeznie a masodlagos elemzés
validalasat.
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* A DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas a NovaSeq 6000Dx késziiléken végezhet6
el. Az alkalmazas tobb masodlagos elemzési munkafolyamatot tdmogat, igy a FASTQ-1étrehozast, a FASTQ-
és VCF-létrehozast csiravonalbeli varidnsok kimutatasahoz, valamint a FASTQ- és VCF-létrehozdst
szomatikus varidnsok kimutatasahoz. Ha ezt az alkalmazast hasznalja VCF Iétrehozdsara, nem kell
elvégeznie a masodlagos elemzés validalasat.

* A NovaSeq 6000Dx késziiléken végzett DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas
korlatozasait lasd a NovaSeq 6000Dx terméktdjékoztatdjaban (dokumentumszam: 200025276).

A termék o0sszetevoi

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit a kovetkezé komponenseket tartalmazza:

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataldgusszam: 20051354 (16 minta) vagy
20051352 (96 minta)

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

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module for NextSeq 550Dx, katalégusszam: 20063024
* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module for MiSeqgDx, katalégusszam: 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application for NovaSeq 6000Dx, katalégusszam:
20074609

Szallitott reagensek

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx elvégzéséhez lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes
Set A vagy az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B szlikséges. Az alabbi tablazat
tartalmazza a 16 vagy 96 mintds készlet hasznalataval elvégezheté konyvtar-el6készitési és dusitasi reakciok
szamat.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx Bevitt minta Dusitasi reakciok Dusitas plexitasa

Kit

16 mintahoz vald Alacsony minéségl 16 reakcid 1-plex

készlet (FFPE)

96 mintahoz vald Kivalé minéségu 8 reakcio 12-plex

készlet (példaul teljes vér)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, 15-30 °C-on tarolandé

A kovetkezé reagenseket szobahémérsékleten szallitjdk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi
hémérsékleten, ezzel biztositva a megfelel teljesitményt.

Csovek szama

Kupak
Reagens neve 16 minta 96 minta sz:\e Térfogat Hatdéanyagok
(#20050020) (#20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Piros 350 ul Detergens vizes oldata.
(ST2)
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zold 41 ml Detergenst és sokat
(TWB2) tartalmazo pufferelt
vizes oldat.
Tisztité gyongyok (CB) 1 NA* Piros 10 ml Szilard fazisu

paramagneses gyongyok
pufferelt vizes oldatban.

A 96 mintas készletekhez vald tisztité gydngyodket az lllumina Prep Dx Cleanup Beads Dx (96 minta) (katalégusszam:
20050030) tartalmazza.

lllumina Prep Dx tisztité gyongyok (96 minta), 15 °C és 30 °C kozott tarolhato

A 96 mintas készletekhez valé tisztitogyongyoket az lllumina Prep Dx Cleanup Beads (kataldgusszam:
20050030) tartalmazza. A kdvetkez6 reagenst szobahémérsékleten szallitjdk. Azonnal tarolja a reagenseket a
jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel biztositva a megfeleld teljesitményt. A 16 mintas készletekhez vald
tisztitdgyongyoket az lllumina Prep Dx 1. tagmentdcids reagensek termék (kataldégusszam: 20050020)
tartalmazza.

Reagens neve Darab  Kupak szine Térfogat Hatoanyagok
Tisztité gyongyok 4 Piros 10 ml Szilard fazisu paramagneses gyongyok
(CB) pufferelt vizes oldatban.

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

Az aldbbi reagenseket hiitve szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel
biztositva a megfeleld teljesitményt. Tarolja az eBLTS térzscsovet fliggélegesen, ugy, hogy a gyongyok mindig
a pufferbe merdljenek.
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Csovek szama Térfogat
Reagens neve 16 minta 96 minta Kupak 16 96 Hatdéanyagok
(# 20050021) (# 20050026) szine minta minta

Enrichment BLT 1 4 Sarga 200 pl 290 pl Streptavidinnel bevont

Small (eBLTS) magneses gyongyok kotott
transzposzomakkal
glicerint, EDTA-t,
ditiotreitolt, sot és
detergenseket tartalmazé
pufferelt vizes oldatban.

Reszuszpenzids 1 4 Atlatszd 1,8 ml 1,8 ml Pufferelt vizes oldat.

puffer (RSB,

Resuspension

Buffer)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, -25 °C és -15 °C k6zo6tt tarolando

Az aldbbi reagenseket fagyasztva szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi h6mérsékleten,
ezzel biztositva a megfelel§ teljesitményt.

Csovek szama Térfogat
Kupak B
Reagens neve 16 minta 96 minta . 16 96 Hatoanyagok
(#220050022) (#20050027) minta minta

Tagmentation 1 4 Atldtszéd 290 pl 290 yl Magnéziumsoét és

Buffer 1 (TB1) dimetilformamidot
tartalmazé pufferelt vizes
oldat.

Enhanced PCR Mix 2 4 Atlatszd 200 pl 610 yl DNS-polimeraz és dNTP-k

(EPM) pufferelt vizes oldatban.

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

A 16 mintas készletek esetében a kovetkezé reagenseket tartalmazza az lllumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1termék (kataldgusszam: 20050023). A 96 mintas készletek esetében a kdvetkez6 reagenseket
tartalmazza az lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 termék (katalégusszam: 20050028).

Az aldbbi reagenseket hitve szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett taroldsi hémérsékleten, ezzel
biztositva a megfeleld teljesitményt.
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Kupak
Reagens neve Csovek szama sziﬁe Térfogat Hatdéanyagok
Streptavidinnel bevont 4 Atlatszé  1,2ml Streptavidint tartalmazoé
magneses gyongyok (SMB3) magneses gyongyok
formamidot, detergenst és sot
tartalmazo pufferelt vizes
oldatban.
Reszuszpenzids puffer (RSB, 1 Atlatszé 1,8 ml Pufferelt vizes oldat.
Resuspension Buffer)
Dusitasi hibridizacids puffer 2 1 Atlatszé 200 pl Detergenst és sdkat tartalmazé
(EHB2) pufferelt vizes oldat.
Dusitasi célpuffer 2 (ET2) 1 Atlatszo 200 ul Pufferelt vizes oldat.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 minta), 2-8 °C k6zo6tt tarolhato.

A 96 mintas készletek esetében a kdvetkez6 reagenseket tartalmazza az lllumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1termék (kataldgusszam: 20050028). A 16 mintas készletek esetében a kovetkezd reagenseket
tartalmazza az lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 termék (katalégusszam: 20050023).

Az alabbi reagenseket hitve szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten, ezzel
biztositva a megfeleld teljesitményt.

Kupak
Reagens neve Csovek szama sziﬁe Térfogat Hatdéanyagok
Streptavidinnel bevont 2 Atlatszé  1,2ml Streptavidint tartalmazoé
magneses gyongyok (SMB3) magneses gyongyok
formamidot, detergenst és sot
tartalmazo pufferelt vizes
oldatban.
Reszuszpenzids puffer (RSB, 4 Atlatszé 1,8 ml Pufferelt vizes oldat.
Resuspension Buffer)
Dusitasi hibridizacids puffer 2 1 Atlatszé 200 pl Detergenst és sokat tartalmazoé
(EHB2) pufferelt vizes oldat.
Dusitasi célpuffer 2 (ET2) 1 Atlatszo 200 ul Pufferelt vizes oldat.
Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 7 /69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2; 25 °C és -15 °C kozo6tt tarolando

Az alabbi reagenseket fagyasztva szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi hémérsékleten,
ezzel biztositva a megfelel§ teljesitményt.

Csovek szama

Reagens neve 16 minta 96 minta Kupak szine Térfogat Hatéanyagok
(#20050024) (#20050029)

Dusitasi ellcios puffer 1 1 1 Atlatszo 580 I Detergens vizes

(EET) oldata.

Javitott dusitasi 4 4 Narancssarga 4,1ml Sdékat és

mosépuffer (EEW) detergenst
tartalmazo pufferelt
vizes oldat.

PCR Primer Cocktail 1 1 Atlatszo 320 ul PCR-primerek

(PPC) (oligonukleotidok)
keveréke.

2 N NaOH (HP3) 1 1 Atlatszd 200 ul 2 N natrium-
hidroxid (NaOH)
oldat.

HYB puffer 2 + IDT-NXT- 2 1 Kék 480 ul Pufferelt vizes

blokkolok (NHB2) oldat Cot-1 DNS-
sel,

makromolekula-
zsufoltsagot névelé
szerrel és
formamiddal.

Enhanced PCR Mix (EPM) 2 1 Atlatszé 200 ul DNS-polimerdz és
dNTP-k pufferelt
vizes oldatban.

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

Az alabbi reagenseket fagyasztva szallitjuk. Azonnal tarolja a reagenseket a jelzett tarolasi h6mérsékleten,
ezzel biztositva a megfeleld teljesitményt. Az indexadapterekkel kapcsolatos informaciokért 1asd: Fliggelék:
lllumina UD indexek adapterszekvencidi, 61. oldal.

Komponens Darab

lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 index), cikkszam: 20050038 1

lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 index), cikkszam: 20050039 1
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Nem szallitott reagensek

Sziikséges, de nem szallitott reagensek

DNS-extrakcios és tisztitasi reagensek

DNS mennyiségi értékelési reagensek

Etanol (100%-0s, molekularis bioldgiai minéség)

Nukleazmentes viz

1M Tris-HCI, pH 7,0

10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,5

1 N NaOH oldat, molekularis bioldgiai minéségl

NextSeq 550Dx szekvenaldrendszer hasznalata esetén:

— NextSeq 550DxHigh Output Reagent Kit v2.5 (300 ciklus), cikkszam: 20028871
MiSeqDx szekvenaldrendszer hasznalata esetén:

— MiSegDx Reagent Kit v3 (cikkszam: 20037124)

NovaSeq 6000Dx szekvenaldrendszer haszndlata esetén:

— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 ciklus) (cikkszam: 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 ciklus) (cikkszam: 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (cikkszam: 20062292)

— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (cikkszam: 20062293)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube (cikkszam: 20062290)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 db/csomag (cikkszam: 20062291)

illumina

A dusitopréba-panelekkel szembeni kovetelmények

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensei kompatibilisek mind az lllumina, mind a harmadik fél altal
forgalmazott DNS-dusito oligonukleotid-panelekkel. Ha harmadik féltél szarmazd biotinilalt DNS-prébakat
haszndl (fix vagy egyedi panelek), gy6z6djon meg arrdl, hogy azok megfelelnek az eldirt specifikacidknak.

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit a kdvetkezd specifikacioknak megfelel6, mas gyartotdl szarmazoé
panelek haszndlataval van optimalizalva és validalva. A specifikacidknak meg nem felel, mas gyartétdl
szarmazo panelek hasznalata esetén nem garantalt, hogy egyenértékl eredmények keletkeznek.

Probak hosszusaga 80 bp vagy 120 bp
500-675 000 préba
Egy- vagy kétszalu DNS

A bevitt probak teljes mennyisége = 3 pmol, 1-plex és 12-plex kozotti plexitasu dusitashoz
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Tarolas és kezelés

* Aszobahémérséklet a 15 °C és 30 °C ko6zotti hémérsékletet jelenti.

* Areagensek a megadott médon torténd tarolds esetén a készlet cimkéjén feltlintetett lejarati datumig
stabilak. A tarolasi hémérsékleteket lasd: Szallitott reagensek, 4. oldal.

* Areagensek stabilak a feltlintetett lejarati id6 el6tt legfeljebb négy fagyasztasi-felolvasztasi ciklusig.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit eljaras a kovetkez6 biztonsagos megszakitasi pontokat
tartalmazza:

— A Tagmentalt DNS amplifikdcidja, 28. oldal cim( részben foglaltak utdn az amplifikalt kdnyvtarak -25 °C
és -15 °C k6zotti hémérsékleten tarolva 30 napig stabilak.

— AKonyvtarak tisztitasa, 30. oldal cimU részben foglaltak utan a tisztitott kényvtarak -25 °C és -15 °C
kozotti hémérsékleten tarolva 30 napig stabilak.

— Az Elére dusitott kényvtarak 6sszekeverése, 32. oldal cim(i részben foglaltak utdn az 6sszekevert
konyvtdrak -25 °C és -15 °C koz6tti hémérsékleten tarolva 30 napig stabilak.

— A Dusitott kbnyvtdr amplifikacidja, 43. oldal cim( részben foglaltak utan a dusitott, amplifikalt
kényvtarakat tartalmazé lemez akar 24 6ran keresztiil is az inkubatoron maradhat. Masik lehetéségként
alemez 2 °C és 8 °C kdz06tt 48 6rdig tarolhatd.

— Avégleges, megtisztitott, dusitott kbnyvtarak -25 °C és -15 °C kdzotti hémérsékleten tarolva 7 napig
stabilak.
* Haaz lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit csomagoldsa vagy barmelyik 6sszetevéje megsérlilt vagy
mas mddon karosodott, forduljon az lllumina tigyfélszolgalatahoz.
* A Stop Tagment Buffer 2 (ST2) lathatd csapadékot vagy kristalyokat képezhet. Ha csapadékot észlel,
melegitse 37 °C-ra 10 percig, majd vortexelje, amig a csapadék fel nem oldédik.

* A Hybridization Oligos (HYB) és az Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) reagenseket el8 kell melegiteni
a mintatipustdl és prébapaneltdl fliggé hibridizacids tartasi hémérsékletre. Az NHB2 és az EEW kezelésével
kapcsolatos tovabbi informaciokat lasd: Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések, 15. oldal.

* Az Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) és a HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) kristalyokat képezhet vagy
zavarossa valhat. Ha kristalyok és zavarossdg lathatd, vortexelje, vagy fel-le pipettdzva keverje az oldatot,
amig tiszta nem lesz. A pipettazas elétt feltétlenlil melegitse el6 az NHB2-t.

* A Cleanup Beads (CB) kezelésekor a kovetkezd legjobb gyakorlatokat alkalmazza:
— Soha ne fagyassza meg a gyongyoket.

— Kozvetlenil a hasznalat elétt vortexelje a gydngydket, amig nem szuszpendalddnak ismét, és a szinlik
homogén nem lesz.

* Az Enrichment BLT Small (eBLTS) kezelésénél a kovetkez legjobb gyakorlatokat alkalmazza:
— Tarolja az eBLTS csovet fliggblegesen, Ugy, hogy a gydngyok mindig a pufferbe meriiljenek.

— Alaposan vortexelje az eBLTS-t, amig a gydongyok reszuszpendaldédnak. A gydngyok ismételt
lelilepedésének elkeriilése érdekében nem ajanlott a pipettazas elétti centrifugalas.

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 10/ 69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

— Haagydngyok a 96 liregli lemez oldaldhoz vagy tetejéhez tapadnak, centrifugalja 280 x g-vel 3
masodpercig, majd pipettaval szuszpendalja Ujra.

* Azindexadapter-lemezek kezelésénél a kdvetkez6 legjobb gyakorlatokat alkalmazza:
— Ne adjon mintat az indexadapter-lemezhez.

— Azindexlemez mindegyik Girege csak egyszer hasznalatos.

Szukséges, de nem szallitott eszkdzok és anyagok

Ugyeljen arra, hogy mielétt elkezdené a protokollt, rendelkezésre alljon az lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit és a szilikséges berendezések.

Berendezés

Ugyeljen, hogy mielétt nekikezdene a protokolinak, rendelkezésre lljon a sziikséges felszerelés.

A protokollt a felsorolt specifikacidknak megfelel§ termékek felhasznalasaval optimalizaltak és validaltak.
Masféle eszk6zok hasznalata esetén nem garantalt, hogy egyenérték( eredmények keletkeznek.

Egyes elemek csak bizonyos munkafolyamatokhoz sziikségesek. Ezek kiilon tabldzatokban vannak felsorolva.
* Hévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzékkel:
— Ftott fedél
—  Minimalis hémérséklet-szabalyozasi tartomany 10 °C és 98 °C kdzott
— Minimalis h6mérsékleti pontossag + 0,25 °C
— Maximalis reakcidtérfogat 100 pl
— Kompatibilis a teljes peremmel ellatott 96 liregli PCR-lemezekkel
* Mikrominta-inkubator a kévetkezé specifikacidkkal:
— Kornyezeti hémérséklet tartomanya: +5,0 °C és 99,0 °C kdzott
— Kompatibilis a 96 Uregl MIDI-lemezekkel
* 96 uregli MIDI-lemezekkel kompatibilis mikrominta-inkubator betétek
* Nagy sebességil mikrolemezkeverd 200-3000 fordulat/perc keverési sebességgel
* 96 Uregli PCR-lemezekkel kompatibilis magneses allvany
* 96 uregl MIDI-lemezekkel kompatibilis magneses allvany
* Ahasznalt mennyiségi meghatarozasi modszerrel kompatibilis fluorométer
* DNS-fragmentum-analizator
* Preciziés pipettak:
— 10 pl-es egycsatornas és tdbbcsatornas pipettak

— 20 pl-es egycsatornas és tébbcsatornas pipettak
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— 200 pl-es egycsatornas és tébbcsatornas pipettak
— 1000 pul-es egycsatornas pipettak

— Precizids pipettak a reagensek és mintak pontos adagoldsanak biztositdsahoz. Egycsatornas vagy
tobbcsatornas pipettak is hasznalhatdk, ha azokat rendszeresen kalibraljak, és a pontossaguk
megadott térfogat 5%-an belil van.

* Mikrolemez-centrifuga
* Mikrocentrifuga
* Akovetkezd lllumina szekvendlérendszerek egyike:
— MiSeqgDx készlilék, katalégusszam: DX-410-1001
— NextSeq 550Dx készlilék (kataldgusszam: 20005715)
— NovaSeq 6000 Dx készliilék (katalégusszam: 20068232)
* [Optional] Vakuumos s(rit6

* [FFPE] Valés idejli PCR-kimutatasi rendszer

Anyagok

Ugyeljen, hogy mielétt nekikezdene a protokolinak, rendelkezésre alljanak a sziikséges anyagok.
Egyes elemek csak bizonyos munkafolyamatokhoz sziikségesek. Ezek kiilon tablazatokban vannak felsorolva.

A protokollt a felsorolt elemek felhasznaldsdval optimalizaltak és validaltak. Masféle anyagok hasznalata esetén
nem garantalt, hogy egyenértékii eredmények keletkeznek.

* Szlr6vel ellatott pipettahegyek

* Kupos csovek, 15 ml vagy 50 ml

* 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csovek

* RN-4z-/DN-az-mentes, eldobhaté tébbcsatornas reagenstaroldk

* RN-3az-/DN-az-mentes, 8 csOvet tartalmazé csésorok és kupakok

* Szeroldgiai pipettak

* 96 Ureg(, 0,8 ml-es polipropilén mély liregl taroldlemez (MIDI-lemez)

* Kemény anyagu, 96 lregd, teljes peremmel ellatott PCR-lemezek

* [FFPE] gPCR késziilékkel kompatibilis gPCR-lemezek

* 96 Uregl lemezekhez vald, a kovetkez6 jellemzékkel rendelkezé dntapadds zaréfdliak:
— Lehlzhato, atlatszé poliészter
— Hasznalhato peremmel ellatott PCR-lemezekkel
— Er6s, tébbszori, -40 °C és 110 °C kozotti hémérséklet-valtozasnak ellenalld ragaszto.
— DNaz-/RNaz-mentes viz

* Avalasztott mennyiségi mérési médszerrel kompatibilis mianyag fogydeszkdzok
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*  Fluorometrids dsDNS-kvantifikacids készlet, amely kompatibilis a kivalasztott mérérendszerrel:
— Az el6zetesen feldusitott amplifikalt konyvtarak mennyiségi mérésére tobbféle kvantifikacios készlet
haszndlhato.
— Adusitott konyvtarak mennyiségi meghatarozasahoz hasznalhaté kvantifikacids készletek kore a
hasznalt prébapaneltél fligg.
* Fragmentumelemzé készlet kdnyvtarmingsitéshez a kivalasztott mingsit6 rendszerrel:
— Azel6zetesen feldusitott amplifikalt konyvtarak minésitésére tébbféle mindsitési készlet hasznalhato.
— Adusitott kdnyvtarak minésitéséhez hasznalhaté mindsitési készletek kére a hasznalt probapaneltdl
fagg.
* [Opcionalis] készlet human sejtekbdl és szévetekbdl torténd DNS-kivondshoz. Hasznalhatd barmilyen
hitelesitett kivonasi modszer.

Mintavétel, -szallitas és -tarolas

A FIGYELEM!

Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.

* Ezavizsgalat kompatibilis a human sejtekbdl és szovetekbdl szarmazé genomikus DNS-sel.

* Akereskedelmiforgalomban kaphaté tisztitott gDNS esetében gy$z6djén meg arrdl, hogy a mintakat
megfeleld korilmények kdzott szallitottak és a gyarté utasitasainak megfeleléen taroltak. Kévesse a legjobb
gyakorlatot a gDNS tdrolasara és a fagyasztasi-olvasztasi ciklusokra vonatkozdan.

* Ateljes vérbél szarmazd mintabevitellel kapcsolatban kévesse a valasztott DNS-kivondsi médszerre
vonatkozo vérvételi, szallitasi és tarolasi kovetelményeket. Hasznalhato barmilyen hitelesitett kivonasi
modszer. A teljes vér szallitdsat a betegségek terjesztésére alkalmas anyagokra vonatkozé orszagos és
helyi el6irasoknak megfeleléen kell végezni.

* ADNS FFPE sz6vetbdl torténé kivonasahoz barmilyen validalt extrakcids modszer hasznalhaté.

A kdvetkez6 eljardsok elvégzésével kapcsolatban kdvesse a valasztott extrakcids médszerre vonatkozo

utasitasokat és ajanlasokat:

— Aszovetek formalinnal torténé fixalasanak és paraffinba valé beagyazasanak mdodszere a kivont DNS
legjobb min6ségének biztositdsa érdekében.

— Az FFPE-mintak tarolasa.

— AKkiinduldsi anyagokra vonatkozé kdvetelmények, példaul az FFPE-metszetek szama és vastagsaga.
A legtobb tisztitasi modszer frissen készitett metszetek hasznalatat javasolja.
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Figyelmeztetések és dvintézkedesek

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensek potencidlisan veszélyes vegyi anyagokat
tartalmaznak. Belélegzése, lenyelése, bérrel érintkezése és szembe kerlilése személyi sériilést okozhat.
Viseljen védéfelszerelést, igy védészemiiveget, keszty(it és laborkdpenyt a kockdzat mértékének
megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi
torvényeknek és eléirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. A tovabbi kérnyezetvédelmi és munkavédelmi
informaciokért tekintse meg a biztonsagi adatlapokat (SDS) a support.illumina.com/sds.html weboldalon.

Minden vérmintat ugy kell kezelni, mintha ismerten fertéz6 lenne human immundeficiencia virus (HIV),

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

Hasznalja a rutinszer( laboratériumi dvintézkedéseket. Ne pipettazzon szajjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt teriileteken. A mintak és a készlet reagensei kezelésekor
viseljen eldobhatd gumikeszty(t és laboratériumi kdpenyt. A mintak és a készlet reagensei kezelése utan
alaposan mosson kezet.

A mintak vagy reagensek lebomlasanak megelézéséhez ligyeljen arra, hogy a protokoll megkezdése el6tt a
tisztitasbol szarmazod 6sszes natrium-hipoklorit g6z teljesen eltdvozzon.

A mintak mas PCR-termékekkel/amplikonokkal valdé szennyez6dése pontatlan és megbizhatatlan
eredményeket okozhat. A szennyezédés elkerlilése érdekében alkalmazza a kovetkez6 legjobb
gyakorlatokat:

— Alkalmazzon megfeleld laboratdriumi gyakorlatot és laboratériumi higiéniat.

— A munkafolyamat |épéseit a kijel6lt amplifikacio elétti, illetve amplifikacio utani terlileten végezze el.

— Akonyvtarak tisztitasa el6tt tarolja a felhasznalt reagenseket az amplifikacio elétti terileten.

— Kilonitse el az amplifikacid el6tti reagenseket az amplifikacié utani reagensektél.

— Gondoskodjon arroél, hogy az amplifikacio elétti és utani terlileteken legyenek kilon berendezések,
példaul pipettak, pipettahegyek, vortexel és centrifuga.

Kerlilje el a keresztszennyez6dést. Az egyes mintak kozott és az egyes reagensek kdzott hasznaljon Uj

pipettahegyeket. A sz(ir6s pipettahegyek haszndlata csdkkenti az amplikonok atvitelét és az egyes mintak

kozOtti keresztszennyez6dést.

— A mintdk vagy a reagens-fékeverékek hozzdadasakor vagy atvitelekor mindegyik mintanal hasznaljon Uj
pipettahegyet.

— Hatdbbcsatornas pipettaval indexadaptereket ad hozza, minden sor vagy minden oszlop kdzo6tt
cserélje ki a pipettahegyet. Ha egycsatornas pipettat hasznal, mindegyik mintahoz hasznaljon Uj a
pipettahegyet.

— Tavolitsa el a munkateriiletrél a nem hasznalt indexadapter-lemezeket.
Az etanolos mosasi Iépéseknél a kovetkez6 legjobb gyakorlatokat alkalmazza:

— Mindig frissen készitsen 80%-0s etanololdatot. Az etanol vizet vehet fel a leveg6bdl, ami
befolyasolhatja az eredményeket.
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— Ugyeljen arra, hogy a mosasi lépések sordn minden etanol eltavolitasra keriiljon az tiregek aljabdl.
A megmaradt etanol befolydsolhatja az eredményeket.

— A magneses allvanyon elvégzett Iépések utan tartsa be a megadott szaradasi idét, hogy biztositsa a
teljes mértéku elparolgasat. A megmaradt etanol befolyasolhatja a késébbi reakcidk teljesitményét.

* Afékeverékeket mindig hasznalat el6tt készitse el, és soha ne taroljon 0sszekevert munkaoldatokat.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit teljesitménye nem garantalt, ha nem kdvetik a
terméktajékoztatdban leirt eljarasokat.

* Ne hasznalja a reagenseket a készlet cimkéjén feltliintetett lejarati id6 utan.

* Ne hasznaljon egy munkafolyamathoz kiilonbdz6 lllumina DNA Prep with Enrichment Dx készletekbdl
szarmazo komponenseket. A készlet tétele a cimkéjén van feltlintetve.

Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések

Bevitt DNS-mennyiséggel kapcsolatos ajanlasok

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokollja az 50-1000 ng kivalé minéségl kettés szalu genomikus
DNS (gDNS) bevitelével kompatibilis.

Ugyeljen arra, hogy a kiinduldsi gDNS-minta ne tartalmazzon > 1 mM EDTA-t, sem pedig szerves
szennyez6déseket, példaul fenolt vagy etanolt. Ezek az anyagok megzavarhatjak a tagmentacids reakciot, és a
vizsgalat sikertelenségét eredményezhetik.

gDNS-bemenet = 50 ng

Az 50-1000 ng kozotti gDNS-bevitel esetén nincs sziikség a kezdeti gDNS-minta mennyiségi meghatdrozasara
és normalizalasara.

gDNS-bemenet < 50 ng

10-50 ng bemeneti DNS-mennyiség hasznalhatd, a kdvetkezé mddositasokkal:

* 10-49 ng gDNS bevitele esetén a kezdeti gDNS-minta mennyiségi meghatarozdasa ajanlott a tagmentacio
utan sziikséges PCR-ciklusok szamanak meghatarozdsahoz. Fluorometrids mdédszerrel hatarozza meg a
kettds szalu gDNS mennyiségét. Ne haszndljon az 6sszes nukleinsavat méré modszereket, példaul a
NanoDrop vagy mas UV-abszorbancias mdédszereket.

* Ezaprotokoll nem normalizalja a 10-49 ng gDNS-b6l szarmazd, elére dusitott konyvtarak végsé hozamat,
ezért a konyvtarak mennyiségi meghatarozasa és normalizalasa sziikséges a dusitas elétt és utan.

* Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit készletet 50-1000 ng DNS-bevitel esetére jellemezték és
hitelesitették. Nem garantalhato, hogy a termék < 50 ng gDNS-bevitel esetén ezzel egyenértéki
teljesitményt nyujt.
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Vérbdl szarmazé bemeneti mintakkal kapcsolatos ajanlasok

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilis a periférias teljes vérbél kivont gDNS-sel. Hasznalhatd
barmilyen hitelesitett kivonasi mddszer. A gDNS teljes vérbdl torténd kivonasakor nincs sziikség a bemeneti
DNS kezdeti mennyiségi meghatarozasara, és az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit normalizalt, el6re
dusitott kbnyvtarhozamot eredményez.

A kovetkezé tényezbk kedvezbtlendl befolyasolhatjak a teljesvér-mintakbdl nyert DNS mennyiségét és ezaltal a
koényvtar normalizalasat:

* Avérminta levétele 6ta eltelt idé

* Tarolasi korilmények

* Afehérvérsejtszamot befolydsold alapbetegségek

Ajanlasok a bevitt FFPE szovetminta mennyiségére

A sikeres konyvtarkészitéshez az FFPE szdvetb6l szarmazd DNS-re vonatkozd minéségi kritériumok alapjan
hatarozza meg a sziikséges beviteli mennyiséget:

* =5-0s ACg-érték(i FFPE mintak esetében az ajanlott DNS-bevitel 50-1000 ng.

* Azlllumina DNA Prep with Enrichment Dx nem ajanlott rossz minéségli FFPE mintakhoz, amelyeknél
ACq > 5. A ACq > 5 értékil mintak hasznalhatok, azonban ilyenkor nagyobb a konyvtarkészités
sikertelenségének esélye, és csdkkenhet a vizsgalat teljesitménye.

Extrakcio FFPE-mintabol

Hasznaljon olyan nukleinsav-izolalasi médszert, amely magas hozamot eredményez, minimalizalja a
mintafogyasztast, és meg6rzi a minta integritasat. Hasznalhatd barmilyen hitelesitett, FFPE-mintabdl valé DNS-
kivonasra szolgalé modszer. A gDNS FFPE szovetbdl térténd kivonasakor sziikséges a bemeneti DNS kezdeti
mennyiségi meghatarozasa; az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nem eredményez normalizalt, elére
dusitott kbnyvtarhozamot.

FFPE szovetbdl szarmazo DNS mindsitése

Az FFPE-szoOvetbdl kivont gDNS-t felhasznalas el6tt mindsiteni kell. Az optimalis teljesitmény érdekében
értékelje a DNS-mintak minéségét az FFPE-mintakbol kivont DNS mindsitésére szolgalé validalt extrakcids
maodszerrel. Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokollja a = 5-6s ACqg-érték(i FFPE mintakkal
kompatibilis. Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nem ajanlott rossz minéségu FFPE mintakhoz,
amelyeknél ACq > 5. A ACq > 5 érték( mintak hasznalhatdk, azonban ilyenkor nagyobb a konyvtarkészités
sikertelenségének esélye, és csdkkenhet a vizsgalat teljesitménye.
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[Opcionalis] FFPE referenciamintak

A protokoll végrehajtasa soran pozitiv kontrollként hasznaljon jellemzett referenciaanyagokat; ilyen példaul a
Horizon HD799 (DNS). A sejtvonalbdl szarmazd xenograftokbdl készitett, mindsitett FFPE anyagok szintén
haszndlhatdk referenciamintaként. Hasznalat el6tt fluorometrids médszerrel végezze el a referenciaanyagok
mennyiségi mérését.

MEGJEGYZES A pozitiv referencia-kontrollminta és a sablon nélkili kontroll futtatasa csokkenti
feldolgozhatd ismeretlen mintak szamat.

Ajanlasok a bevitt minta mennyiségére

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit készlethez sziikséges mintabeviteli ajanlasokat a kovetkezé
tablazat foglalja 6ssze.

1. tdbldzat Ajanlasok a bevitt minta mennyiségére

A sziikséges bevitt

. . . c .. . o Normalizalt

Bemeneti Bevitt minta DNS mennyiségi A bevitt DNS sziikséges . . i
. , _ , . s elédusitott konyvtar
minta tipusa mennyisége meghatarozasa minésége .
L mennyisége
szukséges

gDNS 10-49 ng Igen 260/280 arany: 1,8-2,0 Nem
gDNS 50-1000 ng Nem 260/280 arany: 1,8-2,0 Igen
Vérbél kivont  50-1000 ng Nem 260/280 arany: 1,8-2,0 Igen
gDNS
FFPE szbvetbdl 50-1000 ng Igen ACQq-érték =5 Nem
kivont gDNS

Az eBLTS PCR-program ajanlott PCR-ciklusai a minta bemeneti koncentraciodja és minésége alapjan keriilnek
beallitasra. Tovabbiinformaciokért lasd: Tagmentalt DNS amplifikacidja, 28. oldal.

Tippek és modszerek

A keresztszennyezés elkeriilése
* A mintak hozzdaddasakor vagy atvitelekor mindegyik mintanal hasznaljon Uj pipettahegyet.

* Hatdbbcsatornas pipettaval indexadaptereket ad hozza, minden sorvagy minden oszlop k6zo6tt cserélje ki a
pipettahegyet. Ha egycsatornas pipettat hasznal, mindegyik mintdhoz hasznaljon Uj a pipettahegyet.
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A lemez lezarasa

A protokoll kdvetkezé Iépései el6tt mindig zarja le a 96 iregUl lemezt egy Uj 6ntapadds zarofdliaval,

gumihenger hasznalataval:

— Razasilépések

— Inkubalasilépések. A lemez megfelel6 lezardsanak elmulasztasa az inkubacié soran parolgashoz
vezethet.

— Centrifugalasi lépések

— Hibridizalasi Iépések

A keresztszennyez8dés és a parolgads kockazatanak csokkentése érdekében gy6z6djon meg arrdl, hogy a

szélek és az Uregek teljesen le vannak zarva.

— Hafolyadék vagy csapadék lathaté a zaréfdlian vagy a lemez liregeinek oldalan, a félia eltavolitdsa el6tt
sziikség szerint végezzen centrifugalast.

Helyezze a lemezt vizszintes fellletre, és lassan hlzza le a zarofoliat.

Az Enrichment BLT Small (eBLTS) kezelése

Tarolja az eBLTS torzscsovet a hlitében fliggélegesen, ugy, hogy a gyongyock mindig a pufferbe meriiljenek.

Kozvetlenil a felhasznalas elétt alaposan keverje fel az eBLTS-t6rzscsovet, amig a gydngyok
Ujraszuszpendalddnak. A gyongyok ismételt lelilepedésének elkeriilése érdekében nem ajanlott a
pipettazas elétti centrifugalas.

Ha a gyongyok a 96 lreg(i lemez oldaldhoz vagy tetejéhez tapadnak, centrifugdlja 280 x g-vel 3
masodpercig, majd pipettaval szuszpendalja Ujra.

Az eBLTS mosasakor tartsa be az aldbbiakat:

— Alemezhez valé magneses allvanyt hasznalja.

— Tartsa alemezt a magneses allvanyon, amig az utasitasok azt nem tartalmazzak, hogy el kell tavolitani.

— Haagydngyok felszivédnak a pipettahegybe, adagolja vissza a folyadékot a magneses allvanyon lévé
lemezbe, és varjon, amig a folyadék le nem tisztul (2 perc).
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Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
termekkel elvégzendd munkafolyamat

Az aldbbi abra az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit munkafolyamatat szemlélteti. A |épések kdzott
jelezve vannak a biztonsagos megszakitasi pontok. A becsiilt munkaidék 12 minta feldolgozasa és 12-plex
dusitas esetére vonatkoznak.

gDNS

Biztonsagos
megszakitési pont

o Genomikus DNS tagmentaci6ja
Munkaidé: 20 perc
Osszesen: 40 perc
Reagensek: eBLT, TB1

e »ragmentacio” utani tisztitas
Munkaid6: 10 perc
Osszesen: 20 perc
Reagensek: ST2, TWB2

€© Tagmentalt DNS ampliikécioja
Munkaid6: 15 perc
Osszesen: 45 perc
Reagensek: EPM, indexadapterek

Biztonsagos

megszakitasi pont . | . .
o Kényvtarak tisztitasa
Munkaid6: 10 perc
Osszesen: 20 perc
Reagensek: RSB, CB, EtOH
Biztonsagos
megszakitasi pont
o Kényvtarak 6sszekeverése
Reagensek: RSB

Biztonsdgos
megszakitasi pont
¢ P Probak hibridizalasa

Munkaid6: 10 perc

Osszesen: 125 perc

Reagensek: Enrichment Probe Panel, NHB2,
EHB2, RSB

€©) Hivridizalt probak befogasa
Munkaid6: 25 perc
Osszesen: 65 perc
Reagensek: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

© Dusitott konyvtar amplifikacioja
Munkaid6: 5 perc
Osszesen: 40 perc
Reagensek: PPC, EPM

Biztonsagos
megszakitasi pont o L I

0 Amplifikalt, dusitott kdnyvtar tisztitasa

Munkaidé: 10 perc

Osszesen: 20 perc
Reagensek: CB, RSB, EtOH

@ PCRel6tti @ PCR utani
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Hasznalati utmutatod

Ez a fejezet az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokolljat ismerteti.

* Atermékek és a kisérleti paraméterek kompatibilitdsanak biztositasa érdekében tekintse at a tervezett
teljes szekvenaldsi munkafolyamatot a mintatdl az elemzésig.

* Afolytatds el6tt ellendrizze a készlet tartalmat, és gy6z6djon meg arrdl, hogy rendelkezik a szilkséges
komponensekkel, felszerelésekkel és anyagokkal.

— A harmadik féltél szarmazé biotinilalt probaknak meghatarozott kovetelményeknek kell megfelelnilk.
A harmadik féltél szarmazé prébaknal a kbvetelményeknek vald megfelelés biztositasahoz olvassa el
A dusitdproba-panelekkel szembeni kévetelmények, 9. oldal részt.

* Kovesse a protokollokat a feltlintetett sorrendben, betartva a megadott mennyiségeket és inkubacids
paramétereket.

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

* Af6keverék létrehozasakor a megadott mennyiségek tartalmazzak a tébbletet.

* Ugyeljen arra, hogy a lemez tipusdhoz megfelel6 magneses allvanyt hasznaljon.

Az osszekeverés elokészitése

Ez a lépés sziikséges a dusitott konyvtarak sikeres szekvenaldsahoz. A konyvtarak 6sszekeverése torténhet a
dusitas elétt vagy a szekvenalas el6tt.

A dusitas elétt — Az egyes indexelt amplifikalt kdnyvtarak 6sszekeverheték a kivalasztott probapanellel torténé
dusitashoz. Ezzel a dusitott konyvtarak multiplexelt keveréke jon létre. Az FFPE szovetbdl szarmazé bevitt
minta feldolgozasat megvizsgaltuk, és kizardlag 1-plex dusitasi reakcio végzését ajanljuk. Kivald minéségd
gDNS esetében a 12-plex dusitast probaltuk ki, de végezhetd 2-plex—11-plex dusitas is.

A szekvenalas el6tt - Az 1-plex és/vagy multiplex dusitassal feldolgozott kdnyvtdrak 6sszekeverheték a
szekvenalas elétt. A szekvenalhatd dusitott konyvtarak szama az egyes mintaknak a szekvenaldrendszerrel
végzett leolvasasi mélységétdl fligg.

Egyedi kétszeres indexelés

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagenseivel egyedi kétszeres indexelés végezhetd.
* Akétszeresen indexelt kdnyvtarak az 1. index (i7) és a 2. index (i5) szekvencidk hozzdaddasaval jbnnek létre.

* Az UDindexelés esetén azi7 ési5 indexszekvenciak egyediek és fliggetlenek. Az indexek 10 bazispar
hosszusaguak.
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Az 6sszekevert kdnyvtarak sikeres szekvenaldsa és adatelemzése érdekében nagy diverzitasu indexadapterek
kivalasztasa szikséges a szinegyensuly optimalizaldsahoz. Az = 10-plex keverékek szinei eredendéen
kiegyenlitettek, igy barmilyen indexadapter-kombindcié hasznalhatd. A szekvenadldsi futtatas soran a DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modul lehet&séget biztosit a szin-kiegyensulyozott indexkombinaciok
kivalasztasara, és értesiti Ont, ha a kivalasztott indexkombindacidkban nincs elegendé diverzitas.

Az lllumina UD indexadapterek szekvencidival és a lemezelrendezésekkel kapcsolatos informacidkért lasd:
Fliggelék: lllumina UD indexek adapterszekvencidi, 61. oldal.

Tamogatott dusitasi plexitasok

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensek 1-plex és 12-plex dusitasi plexitassal vannak
konfiguralva és tesztelve.Bar mas dusitasi plexitas is lehetséges, egyes plexitasokhoz tovabbi dusitds el6tti
koényvtar-el6készitési és dusitasi probapanel-reagensek sziikségesek.

A nem szabvanyos dusitasi plexitdsok megfeleld dusitasi hozamanak eléréséhez tovabbi optimalizalas valhat
sziikségessé. Nem garantalhatdk az optimalis eredmények.

* Dusitasi plexitas — A dusitoproba-panelekkel torténd hibridizacids reakciéhoz 6sszekevert, el6zetesen
dusitott kdnyvtarak szama (1-12). Példaul 12 elére dusitott konyvtar 6sszekeverésével egy 12-plex dusitasi
keverék jon létre.

* Dusitasi reakcidé — Az elvégzett dusitasi reakcidk szama, fliggetleniil az egy reakciéhoz 6sszekevert
elédusitott kdnyvtarak szamatdél. Példaul egy dusitasi reakcidval készithet6 1-plex vagy 12-plex dusitott
keverék készitheté.

A dusitas utani konyvtarak teljes szamanak kiszamitasahoz szorozza meg a reakcionkénti dusitasi plexitast a
dusitasi reakciok szamaval. Példaul egy 12-plex dusitasi keverék egyetlen dusitasi reakcioja 12 dusitas utani
konyvtarat eredményez.

Elére dusitott konyvtarak 6sszekeverésekor az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensek az alabbi
szamu dusitasi reakciokhoz és plexitasokhoz elegendék.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit

Dusitasi reakciok Dusitas plexitasa
reagensek
16 mintahoz vald készlet 16 reakcid 1-plex
96 mintahoz valo készlet 8 reakcio 12-plex

Kett6-plex és nyolc-plex kozotti keverési stratégiak

A kovetkez§ tablazat tartalmazza a 2-plex—8-plex keverékben kombinalhatd indexadaptereket (lUregeket), mig
a szines abra az egyes kombinacidkat szemlélteti.

A keverés és = 2-es plexitas egy oszlop aljatdl vagy tetejétél kezdddjon. Ne végezzen keverést a sorok mentén.
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Plexitas

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA

Kombinacidk ?zn'!jelzes az
abran

Egy oszlop elsé két vagy utolsé két Narancsszini

Urege:

o AésB

« GésH

A C-F sorok nem hasznalatosak.

Egy oszlop elsé harom vagy utolsé Sziirke
harom Urege:

« A-C

« F-H

A D és az E sor nem hasznalatos.

Egy oszlop els6 négy vagy utolsé  Lila
négy lrege:

« A-D

. E-H

Egy oszlop elsé 6t vagy utolsé 6t Kék
Urege:

o A-E

 D-H

[1. lehet6ség] Egy oszlop els6 hat  Z&ld
vagy utolsé hat lirege:

o A-F

« C-H

[2. lehet&ség] Egy oszlop elsé két

Urege (A és B) vagy utolso két

Urege (G és H) és egy szomszédos
oszlop barmelyik négy lrege.

Egy oszlop elsé hét vagy utolso Rézsaszin
hét Urege:

o A-G

« B-H

Az egész oszlop. Kékeszold

illumina
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Kilenc-plex keverési stratégiak
Olyan Uiregekhez valé indexadaptereket hasznaljon, amelyek optimalizaljak a szinegyensulyt egy szekvenalasi
futtatasban, példaul:
A1-H1és A2
* A4-D4 és A5-E5
* A7-F7és A8-C8
* A10-C10, A11-C11 és A12-C12

Az aldbbi abra bemutatja mind a négy példat.
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Genomikus DNS tagmentacioja

Ebben a Iépésben toérténik a DNS tagmentalasa az Enrichment BLT Small (eBLTS) segitségével, ez a DNS-t
fragmentalasat és adapterszekvencidkkal vald cimkézését foglalja magaban.
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Fogydeszkozok
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (sarga kupak)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* Nukledzmentes viz

* 96 Uregli PCR-lemez

* Ontapadoés zaréfélia

* 1,7 ml-es mikrocentrifuga-csévek

* 8 csovet tartalmazd cs6sor

* Pipettahegyek

A\

200 pl-es tobbcsatornas pipettak
FIGYELEM!

Ezek a reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzése, lenyelése,
bérrel érintkezése és szembe kerlilése személyi sériilést okozhat. Viseljen védéfelszerelést, igy
védbészemiiveget, kesztylit és laborkopenyt a kockazat mértékének megfeleléen. A hasznalt
reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi torvényeknek és
el6irasoknak megfelel6en artalmatlanitsa.A tovabbi kérnyezetvédelmi és munkavédelmi
informaciokért tekintse meg a biztonsagi adatlapokat (SDS) a support.illumina.com/sds.html
weboldalon.

A reagensek ismertetése

* AzeBLTS-t2°C és 8 °C kozott kell tarolni. Ne hasznadlja fel az eBLTS-t, ha 2 °C alatti hémérsékleten
taroltak.

* Ne centrifugalja az eBLTS-t.

El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Elem Tarolas Utasitasok

eBLTS (sarga kupak) 2°C-8°C Hozza szobahé&mérsékletre. Kozvetlenll a

haszndlat el6tt keverje 0ssze vortexeléssel.
Ne centrifugalja a pipettazas el6tt.

TB1 -25°C és -15 °C k6z6tt Hozza szobah&mérsékletre. Vortexeléssel

keverje 6ssze.

2. Vortexelje vagy pipettdzza a DNS-t, majd révid ideig centrifugalja.

3. Mentse el a kdvetkez6 TAG programot az inkubatorra:

Vdalassza az el6flitott fedél lenetéséget, és allitsa be 100 °C-ra
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 Allitsa a reakciétérfogatot 50 pl-re
* 55°C 5 percig

* Tarolas 10 °C-on
Eljaras

1. Adjon 2-30 pl DNS-t egy 96 lregli PCR-lemez mindegyik tUregébe Ugy, hogy a teljes bemeneti mennyiség
50-1000 ng legyen.
Ha a DNS térfogata < 30 pl, adjon nukledzmentes vizet a DNS-mintédkhoz, hogy a teljes térfogat elérje a
30 pl-t.

2. Alaposan vortexelje az eBLTS-t, amig a gyongyodk teljesen reszuszpendalédnak.

3. Atagmentdcios fékeverék elkészitéséhez keverje 6ssze a kdvetkez6 mennyiségeket egy csében.
Mindegyik térfogatot szorozza meg a feldolgozandd mintadk szamaval.

* eBLTS (11,5 ul)
* TB1(11,5ul)
A reagenstdbbletet a térfogat tartalmazza.
4. Pipettazza alaposan a tagmentacios fékeveréket, hogy elkeveredjen.
Ossza el a tagmentacids fékeverék térfogatat egyenléen egy 8 csoves csésorba.

6. Egy 200 pl-es tobbcsatornas pipetta segitségével toltsdn 20 ul tagmentacids fékeveréket a PCR -lemez
mindegyik, mintat tartalmazé liregébe. Hasznaljon Uj pipettahegyet minden mintaoszlophoz vagy -sorhoz.

7. Dobjakia 8 csébdél allé csésort a tagmentacids fékeverék kiadagolasa utan.

8. Keverje 6ssze mindegyik mintat 40 pl-re beallitott 200 ul-es pipettaval 10-szer fel és le pipettazva.
Hasznaljon U] pipettahegyet minden mintaoszlophoz.
Alternativ megoldasként zarja le a PCR-lemezt, és razza lemezrazdéval 1600 fordulat/perc sebességgel
1 percig.
9. Zarjale a mintalemezt, majd helyezze az elére beprogramozott inkubatorba, és futtassa a TAG programot.
10. Varja meg, amig a TAG program eléri a 10°C-os tartasi h6mérsékletet, majd azonnal vegye ki a lemezt.

11. Hagyja a 96 lyuku PCR-lemezt 2 percig szobahdmérsékleten allni, majd folytassa a kovetkezd l1épéssel.
Tagmentacio utani tisztitas
Ebben a Iépésben torténik az eBLTS-en I1év6, adapterrel jel6lt DNS mosasa a PCR-amplifikacid el6tt.

Fogydeszkozok

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* 96 Uregli PCR-lemezhez valé magneses allvany

* Ontapadods zaréfélia
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* 8csovet tartalmazo csésor

* Pipettahegyek
— 20 pl-es tébbcsatornas pipettak
— 200 pl-es tobbcsatornas pipettak

* Készitse el6 a kés6bbi eljarasokhoz:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Indexadapter-lemez

A reagensek ismertetése

* Ugyeljen arra, hogy a lemezhez megfelel6 magneses allvanyt hasznaljon. A MIDI-lemez magneses
allvanyanak hasznalata a PCR-lemezhez megakadalyozhatja a TWB2 kétédését a gydngyodkhoz.

* Ahelytelen térfogat felszivasa és a nem teljes keveredés megel6zéséhez a habképzédés csdkkentése
érdekében lassan pipettdzza a TWB2-t.

El6készités

1. Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok

EPM -25°Cés-15°C Olvassza fel jégen 1 6ran at.
kozott Forgassa meg, hogy elkeveredjen, majd roviden centrifugalja.

ST2 15°Cés 30°C Ha csapadékot észlel, melegitse 37 °C-ra 10 percig, majd vortexelje,
kozott amig a csapadék fel nem oldddik. Szoba-hémérsékletli reagenst

hasznaljon.

TWB2 15°Cés30°C Szoba-hémérsékletl reagenst hasznaljon.

kozott

Indexadapter- -25°Cés-15°C Hagyja szobahémérsékleten felolvadni 30 percig.
lemez kdzott

Eljaras

1. Adjon 10 pl ST2-t mindegyik tagmentacios reakciohoz. Ha tébbcsatornas pipettat hasznal, pipettazza az
ST2-t egy 8 csovet tartalmazé csésorba, majd a megfelelé mennyiségeket vigye at a PCR-lemezbe.
Hasznaljon U] pipettahegyet minden mintaoszlophoz vagy -sorhoz.

2. Egy 50 pl-re beallitott 200 pl-es pipettaval lassan, 10-szeri pipettazassal reszuszpendalja az egyes
Uregekben [évé gybngyoket.

Alternativ megoldasként zarja le a lemezt, és rdazza 1600 fordulat/perc sebességgel 1 percig. Sziikség
esetén ismételje meg.

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

5. Helyezze a PCR-lemez méagneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).

6. [=48 minta] Haromszor végezze el a mosast az aldbbiak szerint.

a.

g.
h.

Egy 60 pl-re bedllitott 200 l-es tébbcsatornas pipettaval szivja le és dobja el a felliliszot anélkil, hogy
megzavarna a gyongyoket tartalmazo pelletet.

Vegye le a magneses allvanyral.
Kozvetlenil utana lassan adjon 100 ul TWB2-t kdzvetleniil a gyéngyokre.

Lassan pipettazza a folyadékot, amig a gydngyok teljesen reszuszpendalédnak. Alternativ
megoldasként zarja le a lemezt, és rdzza 1600 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

Ha kiémlik, 10 masodpercig centrifugalja 280 x g-vel.
Helyezze a PCR-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).
Hagyja a lemezt a magneses allvanyon és a TWB2-t a liregekben, hogy megakadalyozza a tulszaradast

a harmadik mosas elvégzésekor. Miutan elkészitette a PCR-fé6keveréket, szivja le és dobja el a
fellluszot.

Egy 100 ul-re bedllitott 200 ul-es tébbcsatornas pipettaval szivja le és dobja el a felliliszot.

Ismételje meg a c—f Iépéseket még kétszer, hogy 6sszesen harom mosast végezzen.

7. [> 48 minta] Haromszor végezze el a mosast az alabbiak szerint.

a.

© o o T

K.

A tulzott mértéki szaradas elkeriilése érdekében egyszerre csak 1-2 oszlopnyi folyadékkal kell
elvégezni a b. és a c. 1épést, amig az 6sszes oszlop el nem késziil.

Egy 60 ul-re bedllitott 200 pl-es tdbbcsatornas pipettaval szivja le és dobja el a fellilliszot.
Vegye le a magneses allvanyrol.
Kozvetlenil utdna lassan adagoljon 100 ul TWB2-t kdzvetlenil a gydongyokre.

Lassan pipettazza a folyadékot, amig a gyongyok teljesen reszuszpendalddnak. Alternativ
megoldasként zarja le a lemezt, és razza 1600 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

Ha kiomlik, 10 masodpercig centrifugalja 280 x g-vel.
Helyezze a PCR-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (3 perc).
Hagyja a lemezt a magneses allvanyon és a TWB2-t a liregekben, hogy megakadalyozza a tulszaradast

a harmadik mosas elvégzésekor. Miutan elkészitette a PCR-fékeveréket, szivja le és dobja el a
fellluszot.

Egy 100 pl-re beallitott 200 pl-es tdbbcsatornas pipettaval szivja le és dobja el a felliluszot.
Vegye le a magneses allvanyrol, és lassan adjon 100 ul TWB2-t kdzvetlenil a gyongyokre.

A hésazilépést egyszerre csak 1-2 oszlopnyi folyadékkal végezze el, amig az 6sszes oszlop el nem
készil.

Ismételje meg az e—h Iépéseket még kétszer, hogy 6sszesen harom mosast végezzen.

8. Tartsa a magneses allvanyon a Tagmentalt DNS amplifikdcidja cim(i fejezet Eljards cim(i szakaszanak 4.
Iépéseéig.
A TWB2 az lregekben marad, hogy megakadalyozza a gyongyok tulzott kiszaradasat.
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Tagmentalt DNS amplifikacidja

Ebben a lIépésben a tagmentalt DNS amplifikacidja torténik korlatozott ciklusu PCR-programmal. A PCR-
Iépésben Index 1 (i7) adapterek, Index 2 (i5) adapterek és a szekvenaldklaszterek lIétrehozasahoz sziikséges
szekvencidk hozzaadasa torténik.

Fogyodeszk6z6k

* EPM (Enhanced PCR Mix)

* Indexadapter-lemez

* 96 uregli PCR-lemez

* Nukleazmentes viz

* Ontapadods zaréfélia

* 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csdvek

* Pipettahegyek
— 20 pl-es tdbbcsatornas pipettak
— 200 pul-es tobbcsatornas pipettak

A reagensek ismertetése

* Indexadapter-lemezek
— Egy Ureg > 10 ylindexadaptert tartalmazhat.
— Ne adjon mintat az indexadapter-lemezhez.

— Azindexlemez mindegyik lirege csak egyszer hasznalatos.
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok
EPM -25°Cés-15°C Olvassza fel 4°C-on vagy jégen 1 6ran at.
kozott Forgassa meg, hogy elkeveredjen, majd réviden

centrifugadlja.
Indexadapter- -25°Cés-15°C Hagyja szobahémérsékleten felolvadni 30 percig.
lemez kozott
2. Mentse el a kdvetkez6 eBLTS PCR-programot egy inkubatoron az alabbi tablazatban megadott szamu PCR-
ciklus hasznalataval.
* Valassza az el6f(itott fedél lehetdséget, és allitsa be 100 °C-ra

 Allitsa a reakciétérfogatot 50 pl-re
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* 72°C 3 percig
* 98°C 3 percig
* Xciklus a kdvetkez8k szerint:
* 98°C 20 masodpercig
* 60 °C 30 masodpercig
* 72°C1percig
* 72°C 3 percig
* Tarolas 10 °C-on
A teljes futdsiid6 9 ciklus esetén ~38 perc, 12 ciklus esetén pedig ~46 perc.

Bemeneti minta tipusa PCR-ciklusok szama (X)

10-49 ng gDNS 12

50-1000 ng gDNS 9

50-1000 ng FFPE mintabdl kivont gDNS 12

Vérbél kivont gDNS 9
Eljaras

1.

A PCR-f6keverék elkészitéséhez keverje 0ssze a kovetkezdket.Mindegyik térfogatot szorozza meg a
feldolgozandd mintak szamaval.

* EPM (23 pl)

* Nukledzmentes viz (23 ul)

A reagenstobbletet a térfogat tartalmazza.

Pipettazza a PCR-f6keveréket 10-szer, hogy elkeveredjen, majd rovid ideig centrifugalja.

A lemezt a magneses allvanyon tartva egy 200 ul-es tobbcsatornas pipettaval tavolitsa el és dntse ki a
TWB2-t.

Az Ureg falan maraddé hab nem befolyasolja hatranyosan a konyvtar minéségét.
Vegye le a magneses allvanyrol.
Azonnal adjon 40 ul PCR-fékeveréket kozvetleniil a gyongyokre mindegyik liregben.

Azonnali pipettazassal keverje 6ssze, amig a gydngyok teljesen reszuszpendalddnak. Alternativ
megoldasként zarja le a lemezt, és razza 1600 fordulat/perc sebességgel 1 percig.
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Zarja le a mintalemezt, és centrifugalja 280 g-vel 10 masodpercig.
Centrifugdlja az indexadapter-lemezt 1000 g-vel 1 percig.
9. Készitse el6 az indexadapter-lemezt.

* [< 96 minta esetén] Csak a feldolgozandd mintaknal szurja at a zaréfdliat az indexadapter-lemezen,
mindegyik Ureghez Uj pipettahegyet hasznalva.

* [96 minta] Igazitson egy Uj, félig peremes PCR-lemezt az indexadapter-lemez f6lé, és nyomja lefelé,
hogy atszurja a zaréfdliat. Dobja el a zardfolia atszurasahoz hasznalt PCR-lemezt.

10. Egy Uj pipettahegy segitségével adjon 10 ul elére parositott indexadaptert mindegyik Gregbe.

11. Keverje 6ssze 40 pl-re beallitott pipettaval 10-szer fel és le pipettazva. Alternativ megoldasként zarja le a
lemezt, és razza 1600 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

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

13. Helyezze az inkubatorra, majd inditsa el az eBLTS PCR programot.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT
Ha abbahagyja az eljarast, -25 °C és -15 °C kozotti hémérsékleten tarolhato legfeljebb 30 napig.

Konyvtarak tisztitasa

Ebben a Iépésben az amplifikalt kdnyvtarak tisztitasara kétoldalas gyongytisztitasi eljaras torténik.

Fogydeszkozok

* CB (Cleanup Beads, tisztitd gyongyok)

* RSB (Resuspension Buffer, reszuszpenzids puffer)

* Frissen elkészitett 80%-os etanol (EtOH)

* 96 Uregl 0,8 ml-es polipropilén mély liregd taroldlemez (MIDI-lemez)
* 96 Uregli PCR-lemez

* MIDI-lemezhez valé magneses allvany

* PCR-lemezhez valé magneses allvany

* 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csévek

* Nukledzmentes viz

A reagensek ismertetése
* Tisztitd gyongyok
— Hasznalat el6tt mindig végezzen vortexelést.
— Gyakran végezzen vortexelést, hogy a gyongyok egyenletesen oszoljanak el.

— Az oldat viszkozitdsa miatt lassan szivja fel, és lassan adagolja ki.
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El6készités

1.

Készitse el6 a kovetkezé fogydeszkozoket:

Elem Tarolas Utasitasok

CB Szobahémérséklet Vortexelje, és felforditassal keverje 6ssze, amig a folyadék szine
homogén nem lesz.

RSB 2°Cés8°Ckozott Hagyja szobahédmérsékleten olvadni 30 percig. Vortexeléssel keverje

ossze.
Eljaras
1. Rdazzaa 96 lregli PCR-lemezt 1800 fordulat/perc fordulatszamon 1 percig, majd révid ideig centrifugalja.
2. Helyezze a PCR-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (1 perc).
3. Areszuszpendaldshoz vortexelje a tisztitdgyongyoket 3-szor 10 masodpercig, majd forditsa meg tobbszor.
4. AKkivaléd min6ségl gDNS esetében a kdvetkez&képpen jarjon el.

a. Adjon 77 yl nukledzmentes vizet egy Uj MIDI-lemez mindegyik, lregébe.

b. Adjon 88 pl CB-t a MIDI-lemez mindegyik liregébe.

c. Vigyen at 45 pl felliliszét a PCR-lemez mindegyik tGregébél a MIDI-lemez megfeleld liregébe.

d. Dobja el a PCR-lemezt.

e. Keverje 60ssze minden Ureg tartalmat 10-szeri felszivassal és kieresztéssel. Alternativ megoldasként
zarja le a lemezt, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

f. Zarjale alemezt, és inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

g. Ellenérizze, hogy vannak-e légbuborékok. Ha lathatdk, centrifugalja le.

h. Helyezze egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).

Az inkubalas soran alaposan keverje fel a CB-t, majd adjon 20 pl-t egy Uj MIDI-lemez minden liregébe.

j. Vigyen at 200 pl felliluszét az elsé MIDI-lemez mindegyik liregébél az Uj MIDI-lemez megfelel6 Gregébe
(amely 20 ul CB-t tartalmaz).

k. Dobja el az els MIDI-lemezt.

I.  Keverje 6ssze az Uj MIDI-lemez minden Uregének tartalmat 10-szeri felszivassal és kieresztéssel.
Alternativ megoldasként zarja le a lemezt, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

5. Akivont FFPE esetében végezze el a kbvetkezbket.
a. Adjon 81 pl CB-t egy Uj MIDI-lemez mindegyik tregébe.
b. Vigyen at 45 pl felliluszét a PCR-lemez mindegyik liregébdl a MIDI-lemez megfelelé lGregébe.
c. Dobja el a PCR-lemezt.
d. Keverje 0ssze minden lireg tartalmat 10-szeri felszivassal és kieresztéssel. Alternativ megoldasként
zarja le a lemezt, és rdzza 1800 fordulat/perc sebességgel 1 percig.
6. Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.
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7.
8.
9.

10.

1.

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

Ellenérizze, hogy vannak-e Iégbuborékok. Ha lathatdk, centrifugalja le.

Helyezze egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).
A gydngydk megzavarasa nélkil tavolitsa el a felliliszdt, és ontse ki.

Végezze el a gydngydk mosasat a kdvetkezd mddon:

a. Alemezt a magneses allvanyon tartva, keverés nélkiil adjon hozza 200 pl friss 80%-o0s EtOH-t.
b. Inkubalja 30 masodpercig.

c. A gyongyok megzavarasa nélkiil tavolitsa el a felliliszot, és Ontse ki.

Mossa meg a gyongyoket még egyszer.

Levegdn szdritsa a magneses allvanyon 5 percig.

A leveg6n torténd szaritas kdzben 20 pl-es pipettaval tavolitsa el a maradék EtOH-t, és Ontse ki.
Vegye le a magneses allvanyrol.

Adjon 17 ul RSB-t a gyongyokhdz.

Zarja le a lemezt, és rézza 1800 fordulat/perc sebességgel 2 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

Ellenérizze, hogy vannak-e Iégbuborékok. Ha lathatdk, centrifugalja le.

Helyezze alemezt egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

Vigyen at 15 pl felliluszdt egy Uj 96-liregli PCR -lemezre.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha abbahagyja az eljarast, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C k6zotti hémérsékleten tarolja legfeljebb
30 napig.

Elére dusitott konyvtarak osszekeverése

Ebben a I1épésben torténik az egyedi indexekkel rendelkezé DNS-konyvtarak 6sszekeverése egy legfeljebb 12
kényvtarbdl allé keverékbe.

Keverékkészitési modszerek

A keverékkészités végezhet6 térfogat vagy tomeg szerint. Az aldbbi tablazat segitségével hatarozza meg az
alkalmazanddé médszert.

2.tablazat Ajanlott keverékkészitési modszerek

Bevitt minta Keverékkészitési modszer

10-49 ng gDNS Témeg alapjan

50-1000 ng gDNS Térfogat alapjan

FFPE szdvetbdl kivont gDNS Tomeg alapjan

Vérbdl kivont gDNS Térfogat alapjan
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* Az egy-plex dusitas nem igényel keverékkészitést az el6re dusitott kdnyvtarakbdl. Az RSB hozzaaddasa
azonban sziikséges lehet.

* Azel6re dusitott kdnyvtarak mennyiségi mérése utan az optimalis indexegyensuly elérése érdekében
O0sszekeverhet6 az 6sszes bemeneti mintatipus témeg szerint.

* AKkUIonb6z6 kisérleti készitményekben eltéré lehet az el6re dusitott konyvtarak végsé hozama. Ezért az
optimalis indexegyensuly elérése érdekében ajanlott a témeg szerinti keverékkészités.

* Végezzen 1-plex dusitast a kovetkez helyzetekben.
* 10-49 ng gDNS
* 50-1000 ng FFPE mintabdl kivont gDNS

* Alacsony gyakorisagu allélok kimutatasa szomatikus variansok azonositasahoz.

Keverékkészités tomeg alapjan

A kovetkezd helyzetekben az Elére dusitott kbnyvtdrak 6sszekeverése azonos koncentracioban, 33. oldal cimd
részben leirt moédon végezze el a kdnyvtarak mennyiségi meghatarozasat, és a dusitashoz a kényvtarankénti
DNS-tomeget haszndlja.

* 10-49 ng gDNS-minta bevitele
* 50-1000 ng FFPE szdvetbdl kivont gDNS-minta bevitele
* Alacsony gyakorisagu allélok kimutatédsa szomatikus varidansok azonositasahoz

* Vérbdl kivont gDNS az optimalis indexegyensuly érdekében

Elére dusitott konyvtarak mennyiségi értékelése

1. Futtasson le 1 ul-t az el6re feldusitott kdnyvtarakbodl a valasztott dsDNS-interkalacids festékkel végzett
fluoreszcencids mennyiségi meghatdrozasi médszerrel.

* 50-1000 ng kivalé minéségli gDNS esetén = 500 ng elére dusitott konyvtar varhato.

* FFPE szovetbdl kivont 50-1000 ng gDNS esetén a kiindulasi minta minéségétél fliggéen 500-6000 ng
el6re dusitott konyvtar varhato.

MEGJEGYZES A kiilldnbdz6 torzitasokkal jaré mennyiségi meghatarozasi médszereket mindsiteni kell az
erre a munkafolyamatra vald hasznalatra. Az eredményként kapott koncentraciok eltérék
lehetne az alkalmazott mdédszertdl fliggéen.

Elére dusitott konyvtarak osszekeverése azonos koncentracioban

A kovetkezé tablazat segitségével hatarozza meg a kdnyvtaranként a dusitashoz szilkséges DNS-tdmeget a
minta tipusatdl és a dusitas plexitasatol figgéen. Az ajanlottndl kisebb mennyiségl elédusitott konyvtar
hasznalata esetében az optimalis dusitasi hozam és a vizsgalat teljesitménye nem garantalt.
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A dusitasi reakciéhoz hasznalt teljes DNS-témeg nem haladhatja meg a 6000 ng-ot.

. . Dusitas DNS-témeg konyvtaranként  Osszes konyvtar DNS-témege
Bevitt minta L
plexitasa (ng) (ng)
Kivald minéségli gDNS 12 250-500 3000-6000
FFPE szdvetbdl kivont 1 200 200
gDNS

1.
2.

Ebben a I1épésben régzitse az dsszekeverni kivant kdnyvtarak indexeit.

Az egyes konyvtarak koncentracidja alapjan szamitsa ki, hogy mekkora térfogatot kell hozzaadni a dusitasi
reakciohoz a sziikséges DNS-t0meg eléréséhez.

* Kivaléd min6ségl gDNS: Szamitsa ki a 250-500 ng bemenethez szlikséges kényvtartérfogatot.

* FFPE-bél kivont gDNS: Szamitsa ki a 200 ng bemenethez sziikséges konyvtartérfogatot.

Adja az egyes konyvtarakbdl a kiszamitott térfogatot a PCR-lemez egyazon lregébe.

Ha kivalé mindségl gDNS-t hasznal, végezze el az aldbbiak egyikét az 6sszekevert, elére dusitott

konyvtarak teljes térfogatatdl fliggéen:

* Haazel6re dusitott konyvtar térfogata = 30 pl, folytassa a Probak hibridizaldsa, 36. oldal cim(i részben
leirt |épésekkel.

* Haazelédusitott konyvtar térfogata < 30 pl, adjon hozza annyi RSB-t, hogy elérje a 30 pl
Ossztérfogatot.

* Haazelbre dusitott konyvtar térfogata > 30 ul, hasznaljon gyéngyalapu médszert vagy
vakuumkoncentratort az 6sszekevert minta koncentralasahoz. Adjon RSB-t a koncentralt 6sszekevert
mintahoz, hogy az 6ssztérfogat 30 ul legyen.

Ha FFPE szovetbdl kivont gDNS-t hasznal, végezze el az alabbiak egyikét az 0sszekevert, el6re dusitott

kényvtarak teljes térfogatatodl fliggéen:

* Haazelbre dusitott konyvtar térfogata = 7,5 ul, folytassa a Prdbak hibridizdldsa, 36. oldal cimd részben
leirt [épésekkel.

* Ha az el6dusitott konyvtar térfogata < 7,5 pl, adjon hozza annyi RSB-t, hogy elérje a 7,5 pl
Ossztérfogatot.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha abbahagyja az eljarast, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C k&zotti hémérsékleten tarolja legfeljebb
30 napig.
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Keverékkészités térfogat alapjan

Ha a bemenet 50-1000 ng gDNS, nincs szlikség az ugyanabban a kisérletben létrehozott egyedi kdnyvtarak
szamszer(isitésére és normalizalasara.

Az optimalis teljesitmény elérése érdekében csak az azonos felhasznalé altal és ugyanazzal a reagenstétellel és
indexadapter-lemezzel készitett, elére dusitott konyvtarmintakat keverje dssze.

1. Ebben alépésben rogzitse az 6sszekeverni kivant konyvtarak indexeit.

2. Adjaegy Uj PCR-lemez egyetlen iregébe a kovetkezd, a dusitasi plexitdshoz vald mennyiség( elédusitott
kényvtarakat és RSB-t.
Az igy kapott térfogat 30 pl.

Az egyes elédusitott

Dusitas plexitasa * . K X
konyvtarak térfogata (pl)

RSB-térfogat (ul)

1-plex 14 16
2-plex 14 2
3-plex 10 0
4-plex 7,5 0
S5-plex 6 0
6-plex 5 0
7-plex 4,2 0,6
8-plex 3,7 0,4
9-plex 3,3 0,3
10-plex 3 0
11-plex 2,7 0,3
12-plex 2,5 0

*A nem szabvanyos plexitasrol (2-plex—11-plex kdzotti) sz46l6 informaciokért 1dsd: Az eljdrds korlatai, 2. oldal.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha abbahagyja az eljarast, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C kdzo6tti hémérsékleten tarolja legfeljebb
30 napig.

[Opcionalis] Elére dusitott konyvtarak mindsitése

Ha térfogat szerinti 6sszekeverés torténik, az elére feldusitott konyvtarak mennyisége meghatarozhatd
fluorometrias médszerrel, dsDNS interkalacids festékkel. Az elédusitott kdnyvtarak minésitéséhez hasznaljon
DNS-fragmentum-analizatort a megfelel§ fragmentumelemzé készlettel.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Osszesen 1yl oldatot hasznaljon a kdnyvtar mindsitéséhez. Az elére dusitott kényvtarak megfeleléen
koncentraltak, igy csak kis mennyiségek sziikségesek a mennyiségi meghatarozashoz vagy a
fragmentumelemzéshez.

Probak hibridizalasa
Ebben a l1épésben térténik a DNS vizsgalt teriileteinek kétése befogd prébakkal.

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reagensei kompatibilisek mind az lllumina, mind a harmadik fél altal
forgalmazott DNS-dusitd oligonukleotid-panelekkel. A harmadik féltél szarmazo panelek sziikséges
specifikacidit lasd: A dusitdproba-panelekkel szembeni kbvetelmények, 9. oldal.

Fogydeszkozok
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers) (kék kupak)
* Dusitéproba-panel
* 96 uregli PCR-lemez
* Ontapadods zaréfélia
* Készitse el6 a kés6bbi eljarasokhoz:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (narancssarga kupak)

A reagensek ismertetése
* Az NHB2 kicsapddik és elvalik a tarolas soran.

* Adusitépréba-panel a kivalasztott, az lllumina altal készitett dusitd oligonukleotid-paneleket jelenti.
El6készités
1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Elem Tarolas Utasitasok

EHB2 2°C és 8 °Ckozott Hozza szobah&mérsékletre. Vortexeléssel keverje 6ssze.
Ha kristalyok és zavarossag lathatd, ismételje meg a
vortexelést, vagy fel-le pipettazva keverje az oldatot,
amig tiszta nem lesz.

Dusitéproba-panel -25°Cés-15°C Mind az lllumina, mind a masféle gyartok paneljei
kozott (lllumina) esetében hozza szobahdmeérsékletre. Vortexeléssel
keverje dssze.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Elem Tarolas

NHB2 (kék kupak) -25°Cés-15°C
kozott

SMB3* 2 °C és 8 °C kozott

EEW* -25°Cés-15°C

(narancssarga cs6) kozott

Utasitasok

Olvassza fel szobahémérsékleten.

Ha szobah&mérsékleten van, melegitse elé a mikrominta-
inkubatoron a hasznalt probaval azonos hémérsékletre
5 percig.

Az Ujraszuszpendalashoz vortexelje 3 alkalommal 10-10
masodpercig maximalis sebességgel.

Roviden centrifugalja.

A csé aljardl pipettazzon fel és le.

Ha kristalyok és zavarossag lathatd, ismételje meg a
vortexelést, vagy fel-le pipettazva keverje az oldatot,
amig tiszta nem lesz.

Melegen hasznalja, hogy ne csapddjon ki Ujra.

Ha a HYB-programban végzett 90 perces varakozas utan
azonnal folytatja a kbvetkezé lépéssel, a HYB-program
elkezdése el6tt legalabb 2 éraval hozza
szobah&mérsékletre.

Ha a HYB-programban végzett 90 perces varakozas utan
azonnal folytatja a kdvetkez6 lépéssel, a HYB-program
elkezdése el6tt legalabb 2 éraval hozza
szobah&mérsékletre.

Ha szoba-hémérsékletl, melegitse elé a mikrominta-
inkubatorban az alkalmazandd hibridizacids és befogasi
hémérsékletre a HYB program befejezése el6tti 30
perchben.

*Ha a kovetkezd Iépés eldtt abbahagyja a feldolgozast, a reagenst csak a kovetkezd 1épéssel vald folytataskor

készitse el.

Mentse el a kdvetkezé HYB-programot az inkubatoron az 3. tablazat megadott szamu ciklus hasznalataval.

* Valassza az el6f(itott fedél lehet6séget, és allitsa be 100 °C-ra

 Allitsa be a reakciétérfogatot.

* [Kivalé minéségii gDNS ] 100 pl

* [FFPE szo6vetbdl kivont gDNS] 25 i

* 98°C5 percig

* Xciklus egyenként 1 percig, az els6 ciklus 98°C-on, majd ciklusonként 2°C-kal cstkkentett

hémérsékleten.

* Tartsa 90 percig a megfelel6 h6mérsékleten:

* [FFPE szovetbdl kivont gDNS] 58 °C

* [80 oligonukleotid hosszusagu prébapanelek] 58 °C
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

* [Szomatikus variansazonositas] 58 °C

* [Minden egyéb esetben] 62 °C
A teljes futasiidé ~115 perc.

3. tablazat Ciklusok szama mintatdl és a paneltél fliggéen

Minta és panel tipusa Ciklusok szama (X)
FFPE szdvetbdl kivont gDNS (fliggetleniil a panel tipusatdl) 20

80 oligonukleotid hosszlsagu probapanelek (a minta tipusatdl fliggetlendil) 20

Szomatikus varidnsazonositas 20

Minden mas minta és panel 18

Eljaras

1. [Kivalé minéségli gDNS] Adja a kdvetkez8 reagenseket a megadott sorrendben a PCR-lemezen 1évé
mindegyik 6sszekevert konyvtarhoz.
Ne készitsen féGkeveréket. Az NHB2-bdl és az EHB2-b6l készitett fokeverék létrenozasa rontja a dusitasi
teljesitményt.
*  NHB2 (kék kupak) (50 ul)
* Dusitéproba-panel (10 pl)
* EHB2 (10 ul)

2. [Kivalé min6ségi gDNS] Egy 90 ul-re bedllitott pipettaval mindegyik lireg tartalmat 10-szeri fel-le
pipettazassal keverje 0ssze.

3. [FFPE szovetbdl kivont gDNS] Adja a kovetkezd reagenseket a megadott sorrendben a PCR-lemezen 1évé
mindegyik 6sszekevert konyvtarhoz.
Ne készitsen fékeveréket. Az NHB2-b6l és az EHB2-b6l készitett fGkeverék l1étrenozasa rontja a dusitasi
teljesitményt.
*  NHB2 (kék kupak) (12,5 pl)
* Ddusitépréba-panel (2,5 ul)
* EHB2(2,5ul)

4. [FFPE szovetbdl kivont gDNS] Egy 20 ul-re beallitott pipettaval mindegyik treg tartalmat 10-szeri fel-le
pipettazassal keverje 0ssze.
Zarja le a emezt, és centrifugalja 280 g-vel 10 masodpercig.

6. Helyezze a mintalemezt az elére beprogramozott inkubatorba, és futtassa a HYB programot.

7. Amikor a HYB program hémérséklet-tartasi ideje lejar, azonnal folytassa a kdvetkezé muivelettel.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztato

A FIGYELEM!

Kicsapodas kovetkezik be, ha a hibridizalasi reakcio szobahémérsékletnél alacsonyabb

hémérsékleten torténik.

Hibridizalt probak befogasa

illumina

Ebben a I1épésben a vizsgalt terililetekhez hibridizalt prébak befogasa torténik streptavidinnel bevont magneses
gyongyokkel (SMB3).

Fogydeszkozok

EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (narancssarga kupak)
EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

ET2 (Elute Target Buffer 2)

HP3 (2 N NaOH)

SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
1,5 ml-es mikrocentrifuga-csé

96 Uregd MIDI-lemez

96 Uregd PCR-lemez

Ontapadds zarofélia

MIDI-lemezhez valé magneses allvany
Készitse el6 a késébbi eljarasokhoz:

— Enhanced PCR Mix (EPM)

— PCR Primer Cocktail (PPC)

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA

39/69



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztato

A reagensek ismertetése

* EEW

illumina

— Gy6z6djon meg arrdl, hogy az EEW-t legaldbb 2 6ran at szobahémérsékleten felolvasztottak, mielbtt a
mikrominta-inkubatorban elémelegitené.

— Gy6z6djon meg arrdl, hogy az EEW-t 30 percig melegitették mikrominta-inkubatorban a HYB program
befejezédése elbtt.

— Hasznalaton kivll hagyja az EEW-t a mikrominta-inkubatorban. Az EEW-nek a protokoll teljes
id6tartama alatt melegitve kell maradnia.

— Szobahdmérséklet elérése utan zavaros lehet.

— Sargas szinl lehet.

* SMB3

— Az SMB3-nak hasznalat el6tt szoba-hémérsékletlinek kell lennie.

Elokészités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket.

Elem

SMB3

EEW
(narancssarga cso)

EE1

HP3

ET2

EPM

PPC

Tarolas
2°Cés8°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott
2°Cés8°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott

Utasitasok

Hagyija allni 2 6raig, hogy szobahémérsékletre melegedjen.
Forditsa fel, majd vortexelje, amig teljesen reszuszpendalodik.

A 2 6ras szoba-hémérsékletli inkubaciot kovetéen melegitse el
a mikrominta-inkubatorban az alkalmazando hibridizacios és
befogdsi hdmérsékletre a HYB program befejezése el6tti

30 percben.

Olvassza fel szobahémérsékleten, majd vortexelje.

Olvassza fel szobahémérsékleten, majd vortexelje.

Hozza szobah6mérsékletre. Vortexeléssel keverje 0ssze.
Olvassza fel jégen 1 éran at. Forgassa meg, hogy elkeveredjen,

majd réviden centrifugalja. Tegye félre jégre.

Olvassza fel jégen 1 éran at. Vortexeléssel keverje 0ssze, és
révid ideig centrifugalja. Tegye félre jégre.

2. Melegitsen el6 egy mikrominta- inkubatort egy MIDI héblokk betéttel a mintalemez inkubaldsahoz az alabbi
hémérsékletek egyikére. Egy opcionalis masodik mikrominta-inkubator hasznalhaté az EEW
elémelegitésére. Helyezze az EEW-t a MIDI héblokk betét tetejére.

* [FFPE] 58°C
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

* [80 oligonukleotid hosszusagu prébapanelek] 58 °C
* [Szomatikus varidnsazonositas] 58 °C

* [Minden egyéb esetben] 62 °C
Eljaras
Befogas

1. Adagoljon SMB3-at egy uj MIDI-lemez megfelel§ lregébe az aldbbiak szerint.
* [Kivalé minéségli gDNS] Adjon hozza 250 ul SMB3-at.
* [FFPE-bdl kivont gDNS] Adjon hozza 62,5 ul SMB3-at.

2. 100 pl-re beallitott pipettaval kivald minéségl gDNS esetén, illetve 25 pl-re beallitott pipettaval FFPE esetén
vigye at az 0sszekevert kdnyvtarakat a 96 Gregli PCR-lemezbdl az uj MIDI-lemez megfelel6 lregébe.

Zarja le a lemezt, és rdzza 1200 fordulat/perc sebességgel 4 percig.
4. Ha a minta kiémlik, réviden centrifugalja a lemezt.

Helyezze az 6sszekevert konyvtarak lemezét a mikrominta-inkubator MIDI héblokk betétjére, az EEW csé

ald, zarja le a fedelet, majd inkubalja 15 percig az alkalmazandé hémérsékleten:
FFPE] 58 °C

80 oligonukleotid hosszusagu probapanelek] 58 °C

[

[

* [Szomatikus variansazonositas] 58 °C

[Minden egyéb esetben] 62 °C

6. Tavolitsa el az 6sszekevert kdnyvtarakat tartalmazd lemezt, és centrifugalja 280 g-vel 30 masodpercig.
Azonnal helyezze a MIDI-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

8. [Kivalé minéségli gDNS] Egy 200 pl-re bedllitott pipetta segitségével tavolitsa el és dobja el az 6sszes
felliluszo folyadékot mindegyik tiregh6l anélkil, hogy megzavarna a gyongyoket tartalmazé pelletet.

9. [FFPE-bdl kivont gDNS] Egy 90 pul-re beallitott pipetta segitségével tavolitsa el és dobja el az dsszes
felliluszo folyadékot mindegyik tiregbél anélkiil, hogy megzavarna a gydngydket tartalmazo pelletet.

10. Szivjale, és Ontse ki az 6sszes tobbi felliliszot.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Mosas

9.

Vegye le a magneses allvanyrol.

[Kivalé min6ségli gDNS] Gyorsan vegye ki az EEW-t a mikrominta-inkubatorbdl, és adjon 200 pl-t
mindegyik Uregbe.

[FFPE szovetbdl kivont gDNS] Gyorsan vegye ki az EEW-t a mikrominta-inkubatorbdl, és adjon 50 pl-t
mindegyik Uregbe.

A fel nem hasznalt EEW-t tegye vissza a mikrominta-inkubatorba, és tartsa melegen.

Zarja le, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 4 percig.

Helyezze a mintalemezt a mikrominta-inkubator MIDI héblokk betétjére, az EEW cs6 ald, zarja le a fedelet,
majd inkubalja 5 percig a megfelelé hémérsékleten:

* [FFPE]58°C

* [80 oligonukleotid hosszusagu prébapanelek] 58 °C
* [Szomatikus variansazonositds] 58 °C
* [Minden egyéb esetben] 62 °C

Azonnal helyezze a MIDI-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

Kivald min6ségl gDNS esetén 200 pl-re, illetve FFPE szovetbél szarmazd gDNS esetén 50 pl-re allitott
pipettaval szivja le és Ontse ki az 6sszes felliliszét minden lregbdl.

Ismételje meg az 1-8. [épést még kétszer, hogy 6sszesen harom mosast végezzen.

Atviteli mosas

Vegye le a magneses allvanyrol.

[Kivalo min6ségli gDNS] Gyorsan vegye ki az EEW-t a mikrominta-inkubatorbdl, és adjon 200 pl-t
mindegyik Uregbe.

[FFPE szovetbdl kivont gDNS] Gyorsan vegye ki az EEW-t a mikrominta-inkubatorbdl, és adjon 50 pl-t
mindegyik Uregbe.

Zarja le, ésrazza 1800 fordulat/perc sebességgel 4 percig. Ha frocskoélés 1ép fel, csdkkentse a
fordulatszamot 1600 fordulat/percre.

Vigye at a reszuszpendalt gydngyoldatot egy Uj MIDI-lemezre.
Valamennyi minta az Uregekben maradhat.

A FIGYELEM!

A reagens atvitele minimalizalja a maradék reagensek atvitelét, amelyek gatolhatjak a késébbi

PCR-t.
6. Helyezze a mintalemezt a mikrominta-inkubator MIDI héblokk betétjére, zarja le a fedelet, majd inkubalja 5
percig a megfelelé hémérsékleten:
* [FFPE]58°C
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

* [80 oligonukleotid hosszusagu prébapanelek] 58 °C
* [Szomatikus varidnsazonositas] 58 °C

* [Minden egyéb esetben] 62 °C

7. Azonnal helyezze a MIDI-lemez magneses allvanyara, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

8. Kivald min6ségl gDNS esetén 200 pl-re, illetve FFPE szbvetbél szarmazd gDNS esetén 50 pl-re allitott
pipettaval szivja le és ontse ki az 6sszes felliliszét minden Uliregbdl.

9. Centrifugalja a lemezt 280 g-vel 30 masodpercig.

10. Helyezze a MIDI-lemez magneses allvanyara 10 masodpercre.

11. 20 pl-es pipettaval minden lireghdl tavolitsa el a maradék folyadékot, és ontse ki.

12. Azonnal folytassa az Eltcid, 43. oldal cim(i résszel, hogy megakadalyozza a gyongyok tulzott kiszaradasat
és a konyvtar mennyiségének csdkkenését.

Elucio

1. Az elucids fékeverék elkészitéséhez keverje 0ssze az alabbi térfogatu anyagokat. Mindegyik térfogatot
szorozza meg a feldolgozandd kényvtarkeverékek szamaval.
* EE1(28,5ul)
* HP3(1,5ul)
A reagenstobbletet a térfogat tartalmazza.

2. Vortexelje, majd révid ideig centrifugalja.

3. Vegye le a MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.

4. Adjon 23 pl ellicids fékeveréket mindegyik liregbe.

5. Zarjale alemezt, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 2 percig.

6. Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 2 percig.

7. Centrifugalja 280 g-vel 30 masodpercig.

8. Helyezze egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).

9. Vigyen at 21 pl felliliszét a MIDI-lemez mindegyik tGregébdl az Uj 96 lregl PCR-lemez megfeleld liregébe.

10. Dobja el a MIDI-lemezt.

11. Adjunk 4 pl ET2-t mindegyik Uregbe, amely 21 ul felliluszot tartalmaz.

12. Allitsa a pipettat 20 pl-re, és lassan pipettazza fel és le mindegyik lireg tartalmat 10-szer, hogy
0sszekeveredijen.

13. Zarja le a lemezt, és centrifugdlja 280 g-vel 10 masodpercig.

14. Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 1 percig.

Dusitott konyvtar amplifikacioja

Ebben a l1épésben a dusitott konyvtar amplifikaldsa térténik PCR-rel.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

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

* Ontapadods zaréfélia

Elokészités

1. Készitse el6 a kdvetkez6 fogydeszkdzoket:

Elem
EPM

PPC

Tarolas Utasitasok

-25°Cés-15°C Olvassza fel 4 °C-on vagy jégen 1 6ran at. Forgassa meg, hogy
kozott elkeveredjen, majd roviden centrifugalja. Tegye félre jégre.

-25°Cés-15°C Olvassza fel 4 °C-on vagy jégen 1 6ran at. Vortexeléssel keverje
kozott 0ssze, és rovid ideig centrifugdlja. Tegye félre jégre.

2. Mentse el a kdvetkez6 AMP-programot az inkubatoron az alabbi tablazatban megadott szamu PCR-ciklus
haszndlataval.

Valassza az el6flitott fedél lehetdséget, és allitsa be 100 °C-ra
Allitsa a reakciétérfogatot 50 pl-re

98 °C 45 masodpercig

X ciklus a kdvetkez6k szerint:

* 98 °C 30 masodpercig

* 60 °C 30 masodpercig

* 72°C 30 masodpercig

72°C 5 percig

Tarolas 10 °C-on

A teljes futdsiidé ~35 perc.

Minta és panel tipusa X ciklus
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) kivalé minéségli cDNS-hez 10
[llumina Exome Panel (CEX) FFPE-hez 12
Minden mas minta és panel 121234

T Kisebb, harmadik félt6l szarmazd panelek esetében utdlagos optimalizalassal bedllithaté legfeljebb 15 ciklusra. FFPE
hasznalata esetén a ciklusok szama bedllithatd legfeljebb 17-ig.

2 A harmadik féltél szarmazo, csak 500 prébaval rendelkezé panelek esetében bedllithatd legfeljebb 17 ciklusig. FFPE
haszndlata esetén a ciklusok szama bedllithatd legfeljebb 19-ig.

3 FFPE mintak esetében beallithatd legfeljebb 14 ciklusig.
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4 A PCR-ciklusok szamanak novelése magasabb duplikdcios aranyt és kisebb fragmentumméretet eredményezhet
FFPE mintak esetében.

Eljaras
Adjon 5 pl PPC-t mindegyik Uregbe.
Adjon 20 pl EPM-et mindegyik Uregbe.

Zarja le a lemezt, és razza 1200 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

Centrifugadlja a lemezt 280 g-vel 10 masodpercig.

I N

Helyezze az el6re beprogramozott inkubatorba, és futtassa az AMP programot.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha abbahagyja az eljarast, 2 °C és 8 °C k6z6tti hémérsékleten legfeljebb két napig tarolhaté. Masik
lehetéségkeént az inkubatorban hagyhatja legfeljebb 24 éraig.

Amplifikalt, dusitott konyvtar tisztitasa

Ebben a Iépésben térténik a dusitott kdnyvtar megtisztitasa és a nem kivant termékek eltavolitasa tisztitd
gyongyokkel.

Fogydeszkozok

* CB (Cleanup Beads, tisztitd gyongyok)

* RSB (Resuspension Buffer, reszuszpenzids puffer)
* Frissen elkészitett 80%-os etanol (EtOH)

* Ontapadods zaréfélidk

* 96 uregli MIDI-lemez

* 96 Uregli PCR-lemez

* MIDI-lemezhez valé magneses allvany

A reagensek ismertetése
* Tisztité gyongyok
* Hasznadlat el6tt mindig végezzen vortexelést.
* Gyakran végezzen vortexelést, hogy a gyongyok egyenletesen oszoljanak el.

* Az oldat viszkozitasa miatt lassan szivja fel, és lassan adagolja ki.
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkozoket.
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Elem Tarolas Utasitasok

CB Szobahémérséklet Vortexelje, és felforditassal keverje 6ssze, amig a folyadék
szine homogén nem lesz.

RSB 2°C-8°C Hozza szobahémérsékletre. Vortexeléssel keverje dssze.
2. Abszolut etanolbdl készitsen frissen 80%-os etanolt.
Eljaras
1. Centrifugélja a PCR-lemezt 280 g-vel 10 masodpercig.
2. Vortexelje a tisztitd gydngydket 3-szor 10 masodpercig, majd forditsa meg.
3. Adjon 40,5 pl CB-t egy Uj MIDI-lemez mindegyik Uregébe.
4. Vigyen at 45 pl-t a PCR-lemez mindegyik lregébdl a MIDI-lemez megfelel§ lregébe.
5. Zéarjale alemezt, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 1 percig.
6. Inkubalja a MIDI-lemezt szobah&mérsékleten 5 percig.
7. Centrifugalja 280 g-vel 10 masodpercig.
8. Helyezze egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (5 perc).
9. 95 pl-re dllitott pipettaval szivja le és Ontse ki az 6sszes felliliszét minden Gregbdl.
10. Mossa meg kétszer a kdvetkez6k szerint.
a. Alemezt a magneses allvanyon tartva, keverés nélkiil adjon hozza 200 pl friss 80%-0s EtOH-t.
b. Inkubadlja 30 masodpercig.
c. A gyongyok megzavarasa nélkiil tavolitsa el a felliliszot, és Ontse ki.
11. Levegdn szaritsa a magneses allvanyon 5 percig.
12. Alevegén torténd szaritds kdzben 20 pl-es pipettaval minden lregbdl tavolitsa el a maradék EtOH-t, és

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

ontse ki.

Vegye le a magneses allvanyrol, és minden lUregbe adjon 32 ul RSB-t.

Zarja le a lemezt, és razza 1800 fordulat/perc sebességgel 1 percig.

Inkubalja a lemezt szobahémérsékleten 5 percig.

Centrifugalja 280 g-vel 10 masodpercig.

Helyezze egy MIDI-lemeznek valé magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (2 perc).
Vigyen at 30 pl felliliszdt a 96 liregl MIDI-lemez mindegyik Gregébdl az uj PCR-lemez megfeleld liregébe.
Dobja el a MIDI-lemezt.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha abbahagyja az eljarast, zarja le a lemezt, majd -25 °C és -15 °C kozotti hémérsékleten tarolja legfeljebb 7
napig.
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A dusitott konyvtarak ellendrzése

A kett6s szalu DNS-bd6I allé6 bemenet mennyiségi meghatarozasahoz alkalmazzon interkalacids festékkel
végzett fluoreszcencias eljarast. Ne hasznaljon az 0sszes nukleinsavat méré médszereket, példaul a NanoDrop
vagy mas UV-abszorbanciads mddszereket.

1. Végezze 1 ul dusitott kdnyvtar mennyiségi meghatarozasat az On altal véalasztott médszerrel.

MEGJ EGYZES A préba teljes molaritdsa aranyosan befolydsolja a dusitas utani kényvtarhozamot.

Varhatdan a fragmentumok atlagos mérete 125-235 bp, és a DNS-fragmentumok mérettartomanya
~200 bp és ~1000 bp kdz6tt valtozik.

Konyvtarak higitasa kezdeti koncentraciora

Ebben a Iépésben térténik a konyvtarak higitasa a szekvenaldrendszer kiindulasi koncentracidjara; ez az elsé
Iépés a sorozatos higitasban. A kiinduldsi koncentracidra torténd higitas utan a kényvtarak készen alinak a
denaturalasra és a végleges betdltési koncentraciora térténé higitasra.

A szekvenalashoz, fliggetlenil a hasznalt dusité probapaneltél, az lllumina paros végl futtatas beallitasat
ajanlja beolvasdsonként 151 (2 x 151) ciklussal és indexleolvasdsonként 10 ciklussal. Ha kevesebb atfedé
leolvasast vagy kevesebb nyers lefedettségi adatot szeretne, akkor a ciklusszam lecsokkenthetd 2 x 126-ra
vagy 2 x 101-re.

1. Szamitsa ki a kOnyvtar vagy az 6sszekevert kdnyvtarak molaritasi értékét a kovetkezd képlet segitségével.

* A DNS-fragmentelemzével mingsitett konyvtarak esetében hasznalja a kdnyvtarra kapott atlagos
méretet.

* Minden mas mindsitési médszer esetében 350 bp-t haszndljon atlagos konyvtarméretként.

rzg/,ul><106

= Molszdm (nM
660 %T x atlagos konyvtarméret (bp) e

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

20ng /ulx10°

—a—— = 86,58(nM
660 %M_-mso(bp) (nM)

< rer

2. A molaritas alapjan szamitsa ki a kdnyvtaraknak az On rendszeréhez vald kezdési koncentracidjara torténd
higitasahoz sziikséges RSB és kényvtar térfogatat.

Minimalisan ) .. , .
e, . Kezdeti koncentracio Végleges betoltési
Szekvenalérendszer szukséges . .,
N _ (nM) koncentracio (pM)
konyvtartérfogat (ul)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
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Minimalisan . .y B vre s s
s v Kezdeti koncentracio Végleges betoltési
Szekvenaldérendszer szukséges . ..
. .. (nM) koncentracio (pM)
konyvtartérfogat (ul)
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) vagy 310 1,75 350
(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 350 pM végsé betoltési koncentracidhoz 1,75 nM kezdeti koncentracié sziikséges.
Ha sziikséges, allitsa be a végleges betdltési koncentracidt az aldbbi tablazat alapjan.

Végleges betoltési Osszekevert kdnyvtar
koncentracio (pM) koncentracioja (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2
450 2,25
500d 2,50

3. Konyvtarak higitdsa RSB hasznalataval:

* Multiplexelt konyvtarkeverékként szamszer(isitett konyvtarak: Higitsa a keveréket a rendszernek
megfelel6 kiindulasi koncentraciodra.

* Egyenként szamszerdisitett konyvtarak: Higitsa mindegyik konyvtarat a rendszernek megfelel$
kiinduldsi koncentracidéra. A multiplexelt konyvtarkeverék létrehozasahoz adjon egy csébe
mindegyik higitott konyvtarbdl 10 ul-t.

4. A végleges betdltési koncentracidra valé higitast végezze a rendszer denaturaldsi és higitasi utasitasai
szerint.

* A NextSeq 550Dx rendszer esetében lasd: El6készliletek a szekvendldshoz a NextSeq 550Dx
készlilékkel, 49. oldal.

* Az MiSeqDx rendszer esetében lasd: El6készliletek a szekvenadldshoz az MiSeqDx készlilékkel,
50. oldal.

* A NovaSeq 6000Dx rendszer esetében lasd: El6készliletek a szekvenadlashoz a NovaSeq 6000Dx
készlilékkel, 52. oldal.
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A végleges betdltési koncentracidk kiinduldpontként és altalanos iranymutatasként szolgalnak. A
késébbi szekvenalasi futtatdsok soran optimalizalja a koncentraciokat az On munkafolyamatahoz és
mennyiségi meghatarozasi médszeréhez vagy dramlasi cellas titralassal.

El6késziletek a szekvenalashoz a NextSeq 550Dx
készulékkel

A NextSeq 550Dx szekvenalod rendszeren torténé szekvenalashoz kdvesse az aldbbi konyvtar-denaturalasi és
higitasi utasitdsokat.

Fogyodeszk6z6k
* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
El6készités

A konyvtarak szekvendldsahoz sziikséges denaturalashoz készitsen frissen 0,2 N NaOH-ot. Annak elkerlilésére,
hogy a kis pipettazasi hibak befolyasoljak a NaOH végsé koncentracidjat, nagyobb mennyiséget kell késziteni.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2 N NaOH elengedhetetlen a denaturaldsi eljarashoz. A nem megfeleld denaturalas
csdkkentheti a hozamot.

1. Adja az aldbbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-cs6be az 1 N NaOH-bdl 0,2 N NaOH oldat
elkészitéséhez:

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket.

Elem Tarolas Utasitasok
HT1 -25°Cés-15°C Olvassza fel szobah6mérsékleten. Tarolja 2 °C és 8 °C kozo6tt, amig készen
kozott nem all a denaturdlt kdnyvtarak higitasara.
2. Adja az alabbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe a friss NaOH oldat elkészitéséhez:
* Laboratériumi minéségu viz (800 ul)
* 1N NaOH (200 pl)
Az eredmény 1Tml 0,2 N NaOH.
Keverje 6ssze a kémcsé tobb alkalommal torténd atforditasaval.
4. Adja az alabbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe a 200 mM Tris-HCI, pH 7,0 elkészitéséhez:
* Laboratériumi minéségu viz (800 ul)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 49 /69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Az eredmény: 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

MEGJ EGYZES Hagyja a kupakot a csévon. A friss higitast 12 éran beliil hasznalja fel.

Konyvtarak denaturalasa

1.

Helyezze az aldbbi mennyiségli kdnyvtarat és frissen higitott 0,2 N NaOH-t egy mikrocentrifuga-csébe.
* 10 ylkényvtar

* 10l 0,2 N NaOH

Roviden vortexelje, majd centrifugalja 280 g-vel 1 percen keresztdil.

Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

Adjon hozza 10 pl 200 mM Tris-HCI-t (pH 7).

Denaturalt konyvtarak higitasa 20 pM-ra

1.

2.
3.

Adjon 970 pl eléh(itott HT1-et a denaturalt kdnyvtarat tartalmazé csébe.
Az eredmény 20 pM denaturalt konyvtar.

Roviden vortexelje, majd centrifugdlja 280 g-vel 1 percen keresztdl.

Tegye a 20 pM kdnyvtdrakat jégre, amig készen nem all a végsd higitasra.

Konyvtarak higitasa betoltési koncentraciora

1.

Adja hozza a kdvetkezé mennyiségeket, hogy a denaturalt 20 pM kényvtaroldatot 1,2 pM-ra higitsa.
* Denaturdlt konyvtaroldat (78 pl)

* EI6hGtott HT1 (1222 pi)

A 1,2 pM koncentracidju oldat teljes térfogata 1,3 ml.

Forgassa meg, hogy elkeveredjen, majd pulzald centrifugdldssal centrifugalja.

Folytassa a szekvenadldssal. Az utasitasokat lasd: NextSeq 550Dx referencia-utmutaté (dokumentumszam:
71000000009513).

El6készlletek a szekvenalashoz az MiSeqDx készulékkel

A MiSegDx szekvenald rendszeren torténé szekvenalashoz kdvesse az alabbi konyvtar-denaturalasi és higitasi
utasitasokat.

Fogydeszkozok

HT1 (Hybridization Buffer)
1N NaOH
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El6készités

A konyvtarak szekvenaldsahoz sziikséges denaturalashoz készitsen frissen 0,2 N NaOH-ot. Annak elkerlilésére,
hogy a kis pipettazasi hibak befolyasoljak a NaOH végsé koncentraciojat, nagyobb mennyiséget kell késziteni.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2 N NaOH elengedhetetlen a denaturaldsi eljarashoz. A nem megfeleld denaturalas
csdkkentheti a hozamot.

1. Adja az aldbbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe az 1 N NaOH-bdl 0,2 N NaOH oldat
elkészitéséhez:

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket.
Elem Tarolas Utasitasok

HT1 -25°C és -15 °C k6z6tt Olvassza fel szobahémérsékleten. Tarolja 2 °C és 8 °C kdzo6tt, amig
készen nem &ll a denaturalt konyvtarak higitasara.

2. Adja az alabbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe a friss NaOH oldat elkészitéséhez:
* Laboratériumi minéségu viz (800 ul)
* TN NaOH (200 pl)
Az eredmény 1ml 0,2 N NaOH.

MEGJ EGYZES Hagyja a kupakot a csévon. A friss higitast 12 éran belll hasznalja fel.

4 nM-os konyvtar denaturalasa

1. Helyezze az aldbbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe.
* 4 nMkoényvtar (5 ul)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Roviden vortexelje, majd centrifugdlja 280 g-vel 1 percen keresztdl.
Inkubdlja szobahémérsékleten 5 percig.

Adjon 990 pl eléh(itott HT1-et a denaturalt konyvtarat tartalmazé csébe.
Az eredmény 1 ml 20 pM denaturalt konyvtar.

A denaturalt 20 pM konyvtar higitasa

1. Higitsa a kivant koncentracidra a kdvetkez6 mennyiségekkel.

Koncentracio 6pM 8pM 10pM 1 pM 12pM 15pM 20pM

20 pM konyvtar 180l 240l 300l 330ul 360ul 450 pul 600 i

El6hiitott HT1 420l 360l 300l 270 pl 240yl 150 pl Ol
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2. Forgassa meg, hogy elkeveredjen, majd pulzalé centrifugdldssal centrifugalja.

3. Folytassa a szekvendlassal. Az utasitdsokat 1dsd: MiSeqDx készlilék referencia-tutmutaté az MOS v4-hez
(dokumentumszam: 1000000157953).

El6késziletek a szekvenalashoz a NovaSeq 6000Dx
készlilékkel

A NovaSeq 6000Dx szekvendld rendszeren térténé szekvenaldshoz kdvesse az aldbbi konyvtar-denaturalasi
és higitasi utasitasokat.

Fogydeszkozok

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer, reszuszpenzids puffer)
* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx Library Tube

Elokészités

A kdnyvtarak szekvendldsahoz sziikséges denaturdlashoz készitsen frissen 0,2 N NaOH-ot. Annak elkerllésére,
hogy a kis pipettazasi hibak befolyasoljak a NaOH végsé koncentracidjat, nagyobb mennyiséget kell késziteni.

A FIGYELEM!

A frissen higitott 0,2 N NaOH elengedhetetlen a denaturdldsi eljarashoz. A nem megfeleld denaturalas
csokkentheti a hozamot.

1. Adja az alabbi mennyiségeket egy mikrocentrifuga-csébe az 1 N NaOH-bdl 0,2 N NaOH oldat
elkészitéséhez:
4. tabldzat S2 lzemmod

Egy aramlasi cellahoz sziikséges Két aramlasi cellahoz sziikséges

Reagens

9 térfogat (ul) térfogat (ul)
Laboratoriumi 40 80
minéségu viz
1N NaOH 10 20
torzsoldat

E térfogatok 50 pl 0,2 N NaOH-t eredményeznek egy aramlasi cellahoz vagy 100 pl 0,2 N NaOH-t két
aramlasi cellahoz.
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5. tablazat S4 Gzemmod

RO Egy aramlasi cellahoz sziikséges Két aramlasi cellahoz sziikséges

térfogat (ul) térfogat (ul)
Laboratoriumi 80 160
minéségu viz
1N NaOH 20 40
torzsoldat

E térfogatok 100 ul 0,2 N NaOH-t eredményeznek egy aramlasi cellahoz vagy 200 ul 0,2 N NaOH-t két
aramlasi cellahoz.

2. Az 0sszekeveréshez tobbszor forditsa at vagy alaposan vortexelje.
MEGJEGYZES Hagyija a kupakot a csévan. A friss higitast 12 éran bellil hasznalja fel.

Normalizalt konyvtarkeverék létrehozasa

A betoltési koncentracid valtozé lehet a konyvtar-elékészitési, mennyiségi meghatarozasi és normalizalasi
modszerektdl fliggben.

A kovetkezé utasitasok szerint normalizalja a konyvtarakat a megfelelé koncentracidra, majd keverje 6ssze
6ket. Az ugyanazon aramlasi cellan szekvenalandd kdnyvtarakat egyetlen normalizalt keverékké kell egyesiteni.

MEGJ EGYZES Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit készlet hasznalataval savonként legfeljebb 192
minta futtathato. E korlatot az UD Indexes Set A és UD Indexes Set B termékekben talalhatd
UD-indexek teljes szama hatarozza meg.

Konyvtarak normalizalasa a keveréshez

1. Hatarozza meg az 6sszekevert konyvtar szlikséges koncentracidjat a kivant végleges betoltési
koncentracié alapjan.
* 350 pM végso betdltési koncentracid esetén az 6sszekevert konyvtar sziikséges koncentracidja
1,75 nM.
* Masféle végleges betdltési koncentracio Iétrehozdasahoz az 6sszekevert kdnyvtar koncentracidjanak
meghatarozasat lasd: Konyvtdrak higitasa kezdeti koncentracidra, 47. oldal.
2. Higitsa a kdnyvtarat az 0sszekevert konyvtar kivant koncentracidjara 10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
hasznalataval.

A konyvtarak megfelelé koncentraciora torténé higitdsahoz segitséget nyujt az lllumina weboldalan
talalhatd keverési szamito.

Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 53/69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA


http://support.illumina.com/help/pooling-calculator/pooling-calculator.html

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Ajanlott betoltési koncentraciok

Az optimalis betoltési DNS-koncentracid a konyvtar tipusatdl és a betét méretétél fligg. A 450 bp-nal nagyobb
kényvtarak esetében nagyobb betdltési koncentraciora lehet sziikség.

Normalizalt konyvtarak 6sszekeverése és opcionalis PhiX-kontroll hozzaadasa

1. Keverje 6ssze az egyes normalizalt kdnyvtarakbdl a megfelel6 mennyiséget egy Uj mikro-centrifugacsében,
hogy a kovetkez6 végsé térfogatok egyikét kapja:

Uzemmod Végsé térfogat ()
S2 150
sS4 310

2. [Valaszthaté]Adjon hozza 1% nem denaturalt PhiX-et az aldbbiak szerint.
a. Higitson 10 nM PhiX-et 2,5 nM-ra 10 mM Tris-HCI (pH 8,5) hozzdadasaval.
b. Adjon megfeleld mennyiségli nem denaturalt 2,5 nM PhiX-et a nem denaturalt konyvtarkeveréket
tartalmazo csébe.
Uzemmoéd Nem denaturalt 2,5 nM PhiX (uI) Nem denaturalt konyvtarkeverék (ul)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310
PhiX hozzdadasa esetén 1% az ajanlott mennyiség a jol kiegyensulyozott konyvtarakhoz. Alacsony
diverzitasu kdnyvtarak esetében nagyobb mennyiségre lehet sziikség. Ha alacsony diverzitasu

konyvtdrakkal kivan PhiX-kontrollt hasznalni, forduljon Utmutatasért az lllumina mlszaki
Ugyfélszolgalatahoz.

A konyvtarkeverék és az opcionalis PhiX-kontroll denaturalasa

1. Adjon 0,2 N NaOH-ot a nem denaturalt kdnyvtarkeveréket és opcionalisan a PhiX-et tartalmazo csébe az
aldbbiak szerint.

Aramlasi  0,2N . I\.l.em . . .
denaturalt konyvtarkeverék Kapott térfogat
cella NaOH
(HD)
S2 37 150 187 ul, illetve PhiX hozzaadasa
esetén 187,9
S4 77 310 387 l, illetve PhiX hozzaaddsa

esetén 388,9 ul

2. Helyezzen ra kupakot, majd révid ideig vortexelje.
3. Centrifugalja 280 g-vel 1 masodpercig.

4. A denaturalashoz inkubalja szobahémérsékleten 8 percig.
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5. A semlegesitéshez adjon hozza 400 mM Tris-HCI (pH 8,0) oldatot az aldbbiak szerint.

400 mM Tris-HCI,

Uzemméd Kapott térfogat
pH 8,0 (ul) P g
S2 38 225 pl, illetve PhiX hozzaadasa esetén
225,9 pl
sS4 78 465 pl, illetve PhiX hozzaaddsa esetén
466,9 ul

6. Helyezzen ra kupakot, majd rovid ideig vortexelje.
Centrifugalja 280 g-vel 1 masodpercig.

8. Adenaturalt kdnyvtar, illetve a denaturalt konyvtar és PhiX teljes térfogatat helyezze at a NovaSeq 6000Dx
konyvtarcsébe.

9. Folytassa a szekvenaladssal. Az utasitdsokat lasd: NovaSeq 6000Dx készlilék termékdokumentacidja
(dokumentumszam: 200010105).
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Hibaelharitas

A munkafolyamatban felmer(lé problémak elharitdsahoz haszndlja a kbvetkez6 tablazatot. Ha egy szekvenalasi
futtatds vagy egy minta kdnyvtarkészitése kétszer is sikertelen, tovabbi hibaelharitasra lehet sziikség. Vegye
fel a kapcsolatot az lllumina miszaki ligyfélszolgalataval.

Jelenség

A szekvenalasi
futtatas nem felel meg
a mindség-ellendrzési
specifikacidknak

Hiba a FASTQ
|étrehozdsa soran
vagy
szekvenaldérendszer
altalanos hibaja (pl.
haldzati hiba, hiba a
reagensek be- és
kirakodasaban stb.)

Lehetséges ok

A felhasznadlé
vagy a
laboratoriumi
berendezés
hibdja a
vizsgalati
munkafolyamat
soran

A készllék
hibdja

A szoftver vagy
a készllék
hibaja
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Ajanlott miivelet

Mindsitse a dusitott konyvtarakat a megfelel6 konyvtarhozam és
fragmensméret-eloszlas biztositasa érdekében. Ismételje meg a
konyvtar elékészitését a kovetkezd 1épések valamelyikétdl, attol
flgg6en, hogy hol mertilt fel a felhasznald vagy a berendezés
hibdjanak gyanuja. Ha ismeretlen vagy egyéb hiba Iépett fel, [épjen
kapcsolatba az lllumina mUiszaki Uigyfélszolgalataval a futtatas
hibaelharitasa érdekében.

» Végezze el Ujra a kdnyvtarak ismételt szekvenalasat. Lasd:
El6készliletek a szekvenadlashoz a NextSeq 550Dx készlilékkel,

49. oldal, El6készliletek a szekvenaldshoz az MiSeqDx készlilékkel,
50. oldal, illetve El6késziiletek a szekvenalashoz a NovaSeq 6000Dx
készlilékkel, 52. oldal.

» Végezze el Ujra a kdnyvtarak dusitasat. Lasd: Probak hibridizalasa,
36. oldal.

e Kezdje a konyvtar-el6készitést a munkafolyamat kezdetétél. Lasd:
Hasznalati utmutatd, 20. oldal.

Vegye fel a kapcsolatot az lllumina mdszaki ligyfélszolgalataval.

Lasd: A Local Run Manager szoftver utmutatdja (dokumentumszam:
7100000002702) a FASTQ létrehozasaval kapcsolatos segitségért,
vagy lasd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd
(dokumentumszam: 1000000009513), MiSeqDx készlilék
referencia-utmutaté az MOS v4-hez (dokumentumszam:
1000000157953) vagy NovaSeq 6000Dx készlilék
termékdokumentacidja (dokumentumszam: 200010105).

Tovabbi segitségért forduljon az lllumina miszaki
Ugyfélszolgalatahoz.
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Jelenség

A DNS-konyvtar nem
elegendd mennyiségu
egy szekvenalashoz

Lehetséges ok

Nem teljestltek
a mintabevitelre
vonatkozo

kovetelmények

A felhasznalé
vagy egy
berendezés
hibdja a
vizsgalati
munkafolyamat
soran

illumina

Ajanlott miivelet

Biztositsa a megfeleld mintabevitelt, és ismételje meg a
konyvtarkészitést.
Lasd: Ajanldsok a bevitt minta mennyiségére, 17. oldal.

Ismételje meg a konyvtar elékészitését a kovetkezé Iépések
valamelyikétél, attol fliggéen, hogy hol meriilt fel a felhasznald vagy
a berendezés hibajanak gyanuja. Ha ismeretlen vagy egyéb hiba
[épett fel, Iépjen kapcsolatba az lllumina miiszaki Ugyfélszolgalataval
a futtatas hibaelharitasa érdekében.

e Végezze el Ujra a kdnyvtarak ismételt szekvenalasat. Lasd:

El6készliletek a szekvenaldshoz a NextSeq 550Dx készlilékkel,

49. oldal, El6késziiletek a szekvendlashoz az MiSeqDx készlilékkel,
50. oldal, illetve El6késziiletek a szekvenalashoz a NovaSeq 6000Dx
készlilékkel, 52. oldal.

» Végezze el Ujra a kdnyvtarak dusitasat. Lasd: Probak hibridizalasa,
36. oldal.

o Kezdje a konyvtar-el6készitést a munkafolyamat kezdetétél. Lasd:
Hasznalati utmutatd, 20. oldal.

Nem teljesultek
a dusitépréba-
panelre
vonatkozd
kovetelmények

Biztositsa a megfeleld dusitoproba-panelt, és ismételje meg a
konyvtarkészitést.
Lasd: A dusitéprdoba-panelekkel szembeni kbvetelmények, 9. oldal.

Teljesitményjellemzdk

A NovaSeq 6000Dx késziiléken végzett DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas
teljesitményjellemzéi a NovaSeq 6000Dx terméktajékoztatdjaban (dokumentumszam: 200025276) talalhatok.

Teljesitmény a teljes exomot tartalmazo6 panelek hasznalata
esetén

Az exompanel teljesitményét a Coriell NA12878 sejtvonalbdl szarmazd gDNS legalacsonyabb (50 ng) és
legmagasabb (1000 ng) ajanlott bemeneti mennyiségével vizsgaltak, a csiravonalbeli variansok azonositasahoz
vald, ismert tényleges genotipusu készlettel (Coriell platinum genome). Reprezentativ panelként az Exome
panel 1 (45 Mb) és az Exome Panel 2 (36,8 Mb) panelt hasznaltak. 24 technikai ismétlést vizsgaltak az lllumina
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DNA Prep with Enrichment Dx vizsgdlattal, az Exome panel 1 (45 Mb) panelt haszndlva reprezentativ panelként,
két darab 12-plexes dusitasi reakcidban. 12 technikai ismétlést vizsgaltak az lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx vizsgdlattal, az Exome panel 2 (36,8 Mb) panelt hasznalva reprezentativ panelként, egyetlen 12-plexes
dusitasi reakcidban. A feldusitott kdnyvtarakat NextSeq 550Dx szekvenalérendszeren, a Local Run Manager
DNA GenerateFASTQ Dx moduljaval szekvenaltak.

A kdvetkez6 tdblazat mutatja az egyes panelekkel végzett technikai ismétlések masodlagos szekvenalasi és
variansazonositasi teljesitmény-mérészamainak atlagértékeit.

6. tablazat A vizsgalat teljesitménye két, a teljes exomot tartalmazd panel hasznalata esetén

Parnazott SNV- Indel-
. Lefedett- Fragmentum- ... SNV- ... Indel-
egyedi i i ., azonositas .., azonositas .
Panel ., . Ségegysé- hosszusag . , . azonositas . , . azonositas
leolvasasi essége medianértéke felismeresi recizitasa? felismeresi recizitasa?
dusitas ~ 2°>>°9 értéke! P értéke! P
Exome 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
panel 1
(45 Mb)
Exome 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
panel 2
(36,8 Mb)

Felismerés = pozitiv eredmények / (valddi pozitiv + dlnegativ eredmények)
2Precizitas = valodi pozitiv eredmények / (valddi pozitiv + alpozitiv eredmények)

Kimutatasi hatarérték

A kimutatasi hatarértéket Horizon HD799 DNS-referencia-standard haszndlatdval vizsgaltak. AHD799
mérsékelten karosodott, formalinnal kezelt DNS-bdI all, ismert SNV-kkel, amelyek allélfrekvencidja 1-24,5%
kozott valtozik. A legalacsonyabb ajanlott DNS-bevitelt (50 ng) hasznaltak, és az = 5,0%-0s variansallél-
frekvenciaju (VAF) SNV-k kimutatasi aranyat értékelték. 16 technikai ismétlést vizsgaltak az lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx vizsgalattal, az FFPE munkafolyamattal; egy altaldanos daganatgén-dusitasi panellel

(1,94 Mb) végzett 16 darab 1-plex dusitas utan a NextSeq 550Dx késziiléken a DNA GenerateFASTQ Dx
modullal végzett szekvenalassal.

Valamennyi minta megfelelt a panelspecifikus mintateljesitményre vonatkozo kévetelményeknek, amint az a
kovetkez6 tablazatban lathatd.
7.tablazat A minta teljesitménye a kimutatasi hatarérték értékelésében

A legalabb 5,0%-os VAF-

g . . . Atlagos
Panel értékil SNV-k kimutatasi i 3 3
, Lefedettség egységessége
aranya
Altaldnos daganatgén-dusitdsi  100% 99%

panel (1,94 Mb, 523 gén)
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Zavaro anyagok

A potencialisan interferenciat okozd anyagok hatdsanak megallapitdsahoz értékelték az ezen anyagok
jelenlétében végzett lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalat teljesitményét.

Interferencia teljes vér esetén

Az acetaminofen (exogén vegyiilet, gydgyszer), a kreatinin és a trigliceridek (endogén metabolitok)
vizsgalatahoz ezeket hozzdadtdk human teljes vérhez a DNS kivonasa el6tt. A vérvételbdl eredé interferencia
(tul kevés vér levétele) vizsgalatahoz EDTA-t adtak a teljesvér-mintahoz. A minta el6készitésébdl ered6
interferencia vizsgalatahoz molekularis bioldgiai mindségu etanolt kevertek a teljes vérbdl kivont DNS-be.

A kdvetkez6 tablazat tartalmazza a vizsgalt interferenciat okozé anyagok koncentraciojat.

8. tablazat A teljesvér-mintakkal vizsgalt potencialisan interferenciat okozé anyagok és ezek
koncentracidja

Vizsgalt anyag Vizsgalt koncentracio

Acetaminophen 15,6 mg/dL*
A gyogyszer terapias dozisa utan varhatd legmagasabb
koncentracié haromszorosa.

Kreatinin 15 mg/dL*
A lakossagban megfigyelhet6 legmagasabb koncentracio.
Trigliceridek 1,5 g/dL*
A lakossagban megfigyelhetd legmagasabb koncentracioé.
EDTA 6 mg/mL
Az EDTA-cs6vekbe vett vérben varhaté koncentracio
haromszorosa.
Molekularis bioldgiai tisztasagu etanol 15% v/v

A DNS-extrakciot kovet6 leoldott anyagban.

*A CLSI EP37-ED1:2018 szerint

Interferenciat okozd anyagonként 12 technikai ismétlést vizsgaltak az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
vizsgalattal, az Exome Panel 1 panellel (45 Mb) végzett egyszeri (12-plex) dusitas utan, majd szekvenalast
végeztek a NextSeq 550Dx készliléken a DNA GenerateFASTQ Dx modullal.

A vizsgalt anyagok esetében mind a 12 minta megfelelt a minta teljesitményére vonatkozé kdvetelményeknek,
és nem észleltek interferenciat a vizsgalat teljesitményével.

Interferencia FFPE szovet esetében

Két kolorektalis FFPE-mintat vizsgaltak a legrosszabb esetet képvisel§, 10 um FFPE-metszetenként 0,1 mg
hemoglobin jelenlétében és hidnyaban, amikor az FFPE-sz&vetmintdk 50%-a magas hemoglobinszint(i vérrel
van szennyezédve. A mintakat az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalattal vizsgaltak, az 1. altalanos
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daganatgén-dusitasi panel (1,94 Mb) mint reprezentativ panel hasznalataval, egyplexes dusitdsokban. A
feldusitott kdnyvtarakat ezutan NextSeq 550Dx készliléken szekvenaltak a DNA GenerateFASTQ Dx modullal.
Minden minta megfelelt a mintateljesitményre vonatkozé kévetelményeknek, és bebizonyosodott, hogy a
hemoglobin nem rontja a vizsgalat teljesitményét.

A minta el6készitésébdl eredd interferencia értékeléséhez két exogén vegyliletet kevertek egy hélyagrakos
FFPE sz6vetmintabdl kivont DNS-be. A vizsgalt exogén anyagok a kdvetkezé tablazatban a vizsgalt
mennyiségekkel egyltt felsorolt, a DNS-extrakcié soran gyakran hasznalt kivonasi oldatok.

A vizsgalt anyagok oldatai megtalalhatdk a kereskedelemben kaphaté oszlopalapu DNS-izolaciés készletekben.

9. tablazat A FFPE mintaban vizsgalt potencidlisan zavard exogén anyagok és koncentraciok

. , Vizsgalati koncentracio (pl / 30 pl leoldott
Vizsgalt anyag

anyag)
Deparaffinizalasi oldat 113 x1078
AW2 mosdpuffer 0,417

Interferenciat okozé anyagonként nyolc technikai ismétlést vizsgaltak az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
vizsgalattal; egy altalanos daganatgén-dusitasi panellel (1,94 Mb) végzett egy-plex dusitds utan a NextSeq
550Dx késziiléken a DNA GenerateFASTQ Dx modullal végzett szekvenalassal.

Mindkét vizsgalt anyag esetében mind a nyolc minta megfelelt a minta teljesitményére vonatkozé
kovetelményeknek, és nem észleltek interferenciat a vizsgalat teljesitményével.

Keresztszennyezddés

Az lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vizsgalattal a Coriell NA12878 sejtvonalbdl (ndi, 10 minta) szarmazdé
gDNS-t, a Coriell NA12877 sejtvonalbdl (férfii, 12 minta) szarmazd gDNS-t és sablon nélkiili kontrollokat (NTC,
2 minta) sakktabla-elrendezésben. Minden mintabdl az ajanlott legnagyobb mennyiség( (1000 ng) gDNS-
bevitel tortént, amely a legkedvez&tlenebb korilmény a mintak keresztszennyez&désének értékeléséhez. A
vizsgalatot kétszer végezte el két kiilénb6z6 kezelS. Az Exome Panel 1-gyel végeztek (45 Mb) 12-plex dusitasi
reakciokat. A feldusitott konyvtarakat NextSeq 550Dx készliléken, a DNA GenerateFASTQ Dx modullal
szekvenadltdk. Az értékeléshez a néi mintdkban vizsgaltak a férfi mintara jellemzd Y-kromoszéma lefedettségét,
majd ezt 6sszehasonlitottak az 6sszes néi minta hattérszintjével és az NTC-mintak indexreprezentacidjaval.

10. tabldzat Keresztszennyez&désre vonatkozé eredmények

A férfi Y-kromoszémanak az alapzaj 3-szorosanal
alacsonyabb el6fordulasa a néi mintakban

100% < 0,0005%

Az NTC-mintak indexreprezentacidja
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Flggelék: lllumina UD indexek adapterszekvenciai

Ezek az egyedi kétszeres (UD) indexadapterek a lemezen Ugy vannak elhelyezve, hogy érvényesitsék az
ajanlott parositasi stratégiat. Az indexadapterek a szokdsos nyolc bazis helyett 10 bazis hosszusaguak.

Index 1 (i7) adapterek

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Index 2 (i5) adapterek

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

A kovetkezd szekvencia hasznalatos az 1. beolvasasi és a 2. beolvasasi adapter szétvagasahoz.

CTGTCTCTTATACACATCT

A lemez, 1. készlet indexadapterei

Index neve Az adapterben talalhaté i7 bazisok Az adapterben talalhaté i5 bazisok
UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG

UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA

UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT

UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG

UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT

UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT

UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA

UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGITAAT

UDP0O009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG

UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA

UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT

UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT

UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG

UbP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT

UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA

UDP0016 GCCGTAACCG AAGACTATAG

UDPO0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA

UDPO0018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben taladlhatoé i5 bazisok
UDP0019 CTAATGATGG GGTTGCCTCT
UDP0020 TCGGCCTATC CGCACATGGC
UDP0021 AGTCAACCAT GGCCTGTCCT
UDP0022 GAGCGCAATA CTGTGTTAGG
UDP0023 AACAAGGCGT TAAGGAACGT
UDP0024 GTATGTAGAA CTAACTGTAA
UDP0025 TTCTATGGTT GGCGAGATGG
UDP0026 CCTCGCAACC AATAGAGCAA
UDP0027 TGGATGCTTA TCAATCCATT
UDP0028 ATGTCGTGGT TCGTATGCGG
UDP0029 AGAGTGCGGC TCCGACCTCG
UDP0030 TGCCTGGTGG CTTATGGAAT
UDP0031 TGCGTGTCAC GCTTACGGAC
UDP0032 CATACACTGT GAACATACGG
UDPO0033 CGTATAATCA GTCGATTACA
UDP0034 TACGCGGCTG ACTAGCCGTG
UDP0035 GCGAGTTACC AAGTTGGTGA
UDP0036 TACGGCCGGT TGGCAATATT
UDP0037 GTCGATTACA GATCACCGCG
UDP0038 CTGTCTGCAC TACCATCCGT
UDP0039 CAGCCGATTG GCTGTAGGAA
UDP0040 TGACTACATA CGCACTAATG
UDPO0041 ATTGCCGAGT GACAACTGAA
UDP0042 GCCATTAGAC AGTGGTCAGG
UDP0043 GGCGAGATGG TTCTATGGTT
UDP0044 TGGCTCGCAG AATCCGGCCA
UDP0045 TAGAATAACG CCATAAGGTT
UDP0046 TAATGGATCT ATCTCTACCA
UDP0047 TATCCAGGAC CGGTGGCGAA
UDP0048 AGTGCCACTG TAACAATAGG
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben taladlhatoé i5 bazisok
UDP0049 GTGCAACACT CTGGTACACG
UDP0050 ACATGGTGTC TCAACGTGTA
UDPO051 GACAGACAGG ACTGTTGTGA
UDP0052 TCTTACATCA GTGCGTCCTT
UDP0053 TTACAATTCC AGCACATCCT
UDP0054 AAGCTTATGC TTCCGICGCA
UDP0055 TATTCCTCAG CTTAACCACT
UDP0056 CTCGTGCGTT GCCTCGGATA
UDP0057 TTAGGATAGA CGTCGACTGG
UDP0058 CCGAAGCGAG TACTAGTCAA
UDPO0O059 GGACCAACAG ATAGACCGTT
UDP0060 TTCCAGGTAA ACAGTTCCAG
UDP0061 TGATTAGCCA AGGCATGTAG
UDP0062 TAACAGTGTIT GCAAGICTCA
UDP0063 ACCGCGCAAT TTGGCTCCGC
UDP0064 GTTCGCGCCA AACTGATACT
UDP0065 AGACACATTA GTAAGGCATA
UDP0066 GCGTTGGTAT AATTGCTGCG
UDPO0O067 AGCACATCCT TTACAATTCC
UDP0068 TTGTTCCGTG AACCTAGCAC
UDP0069 AAGTACTCCA TCTGTGTGGA
UDP0070 ACGTCAATAC GGAATTCCAA
UDPO0071 GGTGTACAAG AAGCGCGCTT
UDPO0072 CCACCTGTGT TGAGCGTTGT
UDP0073 GTTCCGCAGG ATCATAGGCT
UDP0074 ACCTTATGAA TGTTAGAAGG
UDPO0O075 CGCTGCAGAG GATGGATGTA
UDP0076 GTAGAGTCAG ACGGCCGTCA
UbP0077 GGATACCAGA CGTTGCTTAC
UDP0078 CGCACTAATG TGACTACATA
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben taladlhatoé i5 bazisok
UDP0079 TCCTGACCGT CGGCCTCGTT
UDP0080 CTGGCTTGCC CAAGCATCCG
UDPOO081 ACCAGCGACA TCGTCTGACT
UDP0082 TTGTAACGGT CTCATAGCGA
UDP0083 GTAAGGCATA AGACACATTA
UDP0084 GTCCACTTGT GCGCGATGTT
UDP0085 TTAGGTACCA CATGAGTACT
UDP0086 GGAATTCCAA ACGTCAATAC
uUDP0087 CATGTAGAGG GATACCTCCT
UDP0088 TACACGCTCC ATCCGTAAGT
UDPO0O089 GCTTACGGAC CGTGTATCTT
UDP0090 CGCTTGAAGT GAACCATGAA
UDP0091 CGCCTTCTGA GGCCATCATA
UDP0092 ATACCAACGC ACATACTTCC
UDPO0O093 CTGGATATGT TATGTGCAAT
UDP0094 CAATCTATGA GATTAAGGTG
UDP0095 GGTGGAATAC ATGTAGACAA
UDP0096 TGGACGGAGG CACATCGGTG

B lemez, 2. készlet indexadapterei

illumina

Index neve Az adapterben talalhato i7 bazisok Az adapterben talalhato i5 bazisok
UDPO0O097 CTGACCGGCA CCTGATACAA

UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG

UDP0099 GCGTGIGAGA CGGACAGTGA

UDPO0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC

UDPO101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG

UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT

UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA

UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG

UDPO105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben talalhato i5 bazisok
UDP0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDP0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDPO0O108 CATGAGTACT ATGTCGIGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPO111 CCTTGITAAT TGTTGITCGT
UDPO112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UbP0114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UbP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDP0119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDPO0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTTCTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTICTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
UDP0125 TCCACGGCCT CTCGTGCGTT
UDP0126 GATACCTCCT CCAGTTGGCA
UDP0127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDP0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDP0131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDPO0133 CGGCCTCGTT ATACCTGGAT
UDP0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben talalhato i5 bazisok
UDP0136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCGG TATATTCGAG
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDP0141 GGCCAATAAG GATAACAAGT
UDPO0142 CAGTAGTTGT AGTTATCACA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
UDP0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDP0145 GGCCATCATA GATTGTCATA
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
UDP0148 CTATACGCGG TAGGAACCGG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDP0150 GTATTCTCTA TATAGATTCG
UDPO0151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDP0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDP0153 TTCAGCGTGG TATTCCTCAG
UDP0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
UDP0155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
UDP0156 TGAATATTGC GGCGCCAATT
UDP0157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDP0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDP0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDP0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDPO0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDP0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDP0164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDP0165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
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Index neve Az adapterben taldlhato i7 bazisok Az adapterben talalhato i5 bazisok
UDP0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDP0O167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0168 GATTGTCATA TTGCTTGTAT
UDP0169 CCAACAACAT CAATCTATGA
UDP0170 TTGGTGGTGC TGGTACTGAT
UDP0171 GCGAACGCCT TTCATCCAAC
UDPO0172 CAACCGGAGG CATAACACCA
UDP0173 AGCGGTGGAC TCCTATTAGC
UDP0174 GACGAACAAT TCTCTAGATT
UDP0175 CCACTGGTCC CGCGAGCCTA
UDP0176 TGTTAGAAGG GATAAGCTCT
UDP0177 TATATTCGAG GAGATGTCGA
UDP0178 CGCGACGATC CTGGATATGT
UDP0179 GCCTCGGATA GGCCAATAAG
UDP0180 TGAGACAGCG ATTACTCACC
UDP0181 TGTTCGCATT AATTGGCGGA
UDP0182 TCCAAGAATT TTGTCAACTT
UDP0183 GCTGTAGGAA GGCGAATTCT
UDP0O184 ATACCTGGAT CAACGTCAGC
UDP0185 GTTGGACCGT TCTTACATCA
UDP0186 ACCAAGTITAC CGCCATACCT
UDP0187 GTGTGGCGCT CTAATGTCTT
UDP0188 GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
UDP0189 TGCGGTGTTG GGCAGTAGCA
UDP0190 GATTAAGGTG TTAGGATAGA
UDP0191 CAACATTCAA CGCAATCTAG
UDPO0192 GTGTTACCGG GAGTTGTACT
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Modositasi el6zmények

Dokumentum Datum Mddositasok leirasa

Dokumentumszam: 2022. A NovaSeq 6000Dx készlilékkel torténé szekvenalasra vonatkozé
200019584 v02 szeptember tartalom hozzaadasa.

Dokumentumszam: 2022. majus A szekvenald rendszerek neveinek és kataldgusszamainak
200019584 v01 hozzaadasa.

Az egyedi kett8s indexelésre vonatkozé adatok eltavolitasa az
egyszeresen indexelt konyvtarak esetében.

Dokumentumszam: 2022. majus Elsé kiadas.
200019584 v00

Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszer(i miikodtetéséhez hasznalhatd. Egyéb célokra nem hasznalhatd. A dokumentum és
annak tartalma az lllumina elézetes irdsos engedélye nélkiil ettdl eltéré célokra nem hasznélhato és forgalmazhatd, tovabba semmilyen
formaban nem kommunikalhatd, hozhaté nyilvanossagra vagy reprodukalhaté. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a
termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerzdi jogi, szokdsjogi vagy egyéb oltalom alatt allé jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szerepl6 utasitasokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigoruan be kell tartania az itt

ismertetett termék(ek) megfelelé és biztonsagos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata el6tt a felhasznald koteles atolvasni és
értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPL® INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A TERMEK (EK)
MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELY! SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB
ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL FAKADO
KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2022 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informacidkat lasd a
www.illumina.com/company/legal.html oldalon.

Elérhetéségek
lllumina c €
5200 lllumina Way Ausztral szponzor
San Diego, California 92122 U.S.A. IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikan kiviil) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com llumina Netherlands B. V. Ausztrélia

Steenoven 19

5626 DK Eindhoven

Hollandia
Dokumentumszam: 200019584 v02 HUN 68 /69

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA
CSAK EXPORTALASI CELRA


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

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx terméktajékoztatéd  illumina

Termékcimke

A terméken és a csomagoldsan megjelené cimkéken lathatd szimbdlumok teljes magyarazatat megtekintheti a
support.illumina.com honlapon az On készletére vonatkozé Documentation (Dokumentacid) lapon taldlhaté
szimbolum ikonra kattintva.
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