lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM
TIKAI EKSPORTAM

Paredzetais lietojums

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir reagentu un paligmaterialu kopums, ko izmanto, lai
sagatavotu no cilvéka Sinam un audiem iegutas genomiskas DNS paraugu DNS fragmentu bankas. DNS
fragmentu banku sagatavo$anai ir nepiecieSami lietotaja nodrosinati zondes paneli, lai apstradatu konkrétus
intereséjoSos genoma apgabalus. Izveidotas DNS fragmentu paraugu bankas ir paredzéts izmantot lllumina
sekvencésanas sistémas.

Proceduras principi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplektu ir paredzets izmantot tadu DNS sekvencéSanas DNS
fragmentu banku sagatavo$anai, kuras ir papildinati no cilvéka Sinam un audiem iegitas genoma DNS mérka
apgabali.

Mérka papildinadanai ir nepiecieSami lietotaja nodrosinati biotiniléti oligonukleotidu paneli. lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs ar dazadu panelu izmeéru klastu, kas ietver mazus panejus

(< 20 000 zondes) un lielus panejus (> 200 000 zondes). Izveidotas papildinatas DNS fragmentu bankas ir
paredzéts sekvencét lllumina sekvencésanas sistémas.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta procedira ietver Sadas darbibas:

* Merka genoma DNS —izmanto Enrichment BLT Small (eBLTS) DNS ievades elementa markésanai.
Markésanas laika gDNS tiek fragmentéta un markéta ar adapteriem ar vienu darbibu. eBLTS piesatinasanai
markésanas reakcija nepiecieSamais minimalais DNS ievades elements ir 50 ng. Péc piesatinasanas eBLTS
fragmenté iestatito DNS molekulu skaitu, lai izveidotu standartizétas DNS fragmentu bankas konsekventu
fragmentu izméru sadalijumu.

* AttinSana péc markéSanas — nodroSina ar adapteri markétu eBLTS DNS attiriS8anu, lai izmantotu
amplificésana.
* Marketas DNS amplificeSana — nodroSina markétas DNS markésanu, izmantojot ierobezotu ciklu PKR

programmu. DNS fragmentu galos tiek pievienoti unikali dubultie (UD) indeksi, kas sekvencésanas laika
nodroSina DNS fragmentu banku dubulto unikalo svitrkodéSanu un klasteru izveidi.

—- -

* DNS fragmentu banku attiriS8ana — Saja darbiba izmanto lodiSu-attiriSanas proceduru, lai attiritu un atlasitu
pec izméra amplificétas DNS fragmentu bankas.
* DNS fragmentu banku apvienoSana kopparauga — apvieno DNS fragmentu bankas ar unikaliem indeksiem

viena kopparauga, kas ietver lldz pat 12 DNS fragmentu bankas DNS fragmentu bankas var apvienot
kopparauga péc tilpuma vai masas.
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* Zonzu hibridizacija— Si darbiba ietver hibridizacijas reakciju, kuras laika dubultas spirales DNS fragmentu
bankas tiek denaturétas un biotiniléto DNS zonZu panelis tiek hibridiz&éts ar markétajiem genoma
apgabaliem.

— Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs ar vairakiem paneliem. lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit komplekts neietver papildinaSanas paneli. Zondes panelus nodrosina
lietotajs, un tiem jaatbilst noraditajam specifikacijam. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kit komplekta reagenti ir saderigi gan ar lllumina , gan tre$o personu DNS oligonukleotidu papildinasanas
paneliem, kas atbilst noraditajam specifikacijam. Informaciju par treSo personu paneliem noraditajam
specifikacijam skatiet sadala Prasibas papildinasanas zondes panelim 10. Ipp.

* Hibridizéto zonZu uztverSana — $aja darbiba izmanto Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) magnétiskas
lodttes, lai uztvertu biotinilétas zondes, kas ir hibridizétas lldz intereséjoSajiem mérka apgabaliem.

* Papildinatu DNS fragmentu banku amplificeSana — $aja darbiba izmanto PKR, lai amplificétu bagatinatas
DNS fragmentu bankas.

- —v

* Amplificetu papildinatu DNS fragmentu banku attiriS8ana — 3aja darbiba izmanto attiriSanas proceddru, lai
attiritu papildinatas DNS fragmentu bankas, kuras ir sagatavotas sekvencésanai.

* Sekvencésana — MiSeqDx, NextSeq 550Dx vai NovaSeq 6000Dx sekvencésSanas sistéma tiek veikta
papildinatu DNS fragmentu banku sekvencésana. MiSeqgDx un NextSeq 550Dx sistéma sekvencésanas
izpildei, izpildes kontrolei un primarajai analizei (FASTQ izveide no bazu izsaukumiem) izmanto DNS
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moduli. NovaSeq 6000Dx sistéma izpildes iestatiSanai un
sekundarajai analizei ar vairakam pieejamam darba plusmam izmanto DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx.

Proceduras ierobezojumi

* |zmantoSanai tikai in vitro diagnostika.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs ar no cilvéka Stinam un audiem iegutu
genoma DNS.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs ar dubultas spirales gDNS ievades
elementiem ar vértibu 50-1000 ng. Izmantojot ievades elementus, kas neatbilst robezvertibam, nevar
garantét veiktspéju.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts neiek|auj reagentus DNS ekstrahésanai. Analitisko
testu rezultati, kas ietver interferences testéSanas rezultatus un kas ir pieejami sadala Veiktspéjas
raksturlielumi 58. Ipp, ir ieguti, izmantojot nesadalitu asinu un FFPE paraugus ka raksturigus paraugu veidus
ar raksturigiem DNS ekstrahéSanas komplektiem. Visiem diagnostikas testiem, kuri ir izstradati
izmantosanai ar lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagentiem, ir nepiecieSama pilniga
visu veiktspéjas aspektu validacija ar izvéléto DNS ekstrahéSanas komplektu.
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nav ieteicams lietot zemas kvalitates FFPE paraugiem ar ACq
vértibu > 5. Paraugu ar ACq > 5 izmantoS$ana var palielinat DNS fragmentu bankas sagatavosanas
neveiksmes iespéjamibu vai pazeminat analizes veiktspéju.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagenti ir konfiguréti un testéti attieciba uz parauga
ievades elementu, papildinaSanas reakcijam un kompleksu daudzumu, kas ir noradits nakamaja tabula.

lllumina DNA Prep

Parauga ievades Papildinasanas

with Enrichment Dx g Papildinasanas reakcijas P
) elements kompleksu daudzums

Kit komplekts
16 paraugu Zema limena 16 reakcijas 1 komplekss
komplekts kvalitate (FFPE)
96 paraugu Augsta Imena 8 reakcijas 12 kompleksi
komplekts kvalitate

(pieméram,

nesadalitas asinis)

* Tika testéta FFPE ievades elementa apstrade, kas tiek ieteikta pasi 1 kompleksa papildinasanas reakcijam,
izmantojot 16 paraugu komplektu.

* 96 paraugu komplektam ir iesp&jami nestandarta kompleksi (2 kompleksi lidz 11 kompleksi), bet uz to
attiecas 8adi ierobeZojumi:
— Tadu paraugu apstrade, kuri iek|auti 2 idz 11 kompleksu papildinaSanas reakcijas, samazina komplekta
caurlaides spéju.

— Optimali rezultati netiek garantéti. Ja nestandarta kompleksiem tiek ieglits piemérots papildinasanas
rezultats, var blt nepiecieSama papildu optimizacija.

— lzmantojot zema limena kompleksa apvieno$anas stratégijas (2 lldz 8 kompleksi), ir jaizvélas indeksa
adapteri ar dazadam sekvencém, lai varétu optimizét krasu balansu veiksmigai sekvencésanai un datu
analizei. MiSegDx un NextSeq 550Dx instrumenta DNA GenerateFASTQ Dx modulis izpildes iestatiS8anas
laika nodroSina krasu sabalanséta indeksa kombinacijas. Plasaku informaciju par kopparauga izveides
stratégijam skatiet sadala Kopparauga izveides metodes 34. Ipp.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts var nodrosinat tikai papildinatas DNS fragmentu
bankas, kuras tiek sekvencétas tikai MiSeqDx, NextSeq 550Dx un NovaSeq 6000Dx instrumenta. Lai varétu
izmantot citas sekvencéSanas sistémas, ir nepiecieSama visu veiktspéjas aspektu validacija.

* Papildinasanas paneli nav iekJauti S produkta komplektacija. Analitisko testu rezultati, kas ir sniegti sadala
Veiktspéjas raksturlielumi 58. Ipp, ir ieguti, izmantojot raksturigus papildina8anas panelus, un tie ir uzraditi
tikai informativa noluka. Analitiskas veiktspéjas parametri kalpo ka piemers analizes visparéjam iespéjam, un
tas nenosaka iespéjas vai pieméerotibu attieciba uz konkrétam analizes prasibam. Visiem diagnostikas
testiem, kuri ir izstradati lietosanai ar Siem reagentiem, ir javeic pilna visu veiktspéjas aspektu validacija.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs gan ar lllumina, gan treSo personu
papildinasanas paneliem. Tomér veiktspéju, izmantojot treSo personu papildinaSanas panelus, kuri neatbilst
panela prasibam, nevar garantét. Informaciju par panela prasibam skatiet sadala Prasibas papildinasanas
zondes panelim 10. Ipp.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplektam ir nepiecieSams 2 stundu hibridizacijas laiks. ligaka
hibridizacijas laika izmantoSana var ietekmét veiktspé€jas raditajus.

DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager moduli MiSegDx un NextSeq 550Dx sistémam nodrosina tikai
FASTQ failus. Izmantojot Sos modulus, ir javeic sekundaras analizes validacija.

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application lietojumprogramma ir pieejama

NovaSeq 6000Dx sistema. Lietojumprogramma atbalsta vairakas sekundaras analizes darbplismas, tostarp
FASTQ generésanu, FASTQ un VCF generésanu dzimumsinas [inijas variantu noteik$anai un FASTQ un VCF
generésanu somatisko variantu noteik$anai. Ja $o lietojumprogrammu izmantojat VCF generésanai,
sekundaras analizes validacija nav javeic.

Informaciju par DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application ierobezojumiem
izmantoSanai ar NovaSeq 6000Dx skatiet NovaSeq 6000Dx instrumenta iepakojuma ieliktni (dokumenta
Nr. 200025276).

|lzstradajuma komponenti

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ietver talak noraditos komponentus.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataloga Nr. 20051354 (16 paraugi) vai
Nr. 20051352 (96 paraugi)

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

NextSeq 550Dx instrumenta Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulis, kataloga Nr. 20063024
MiSeqgDx instrumenta Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulis, kataloga Nr. 20063022

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application for NovaSeq 6000Dx, kataloga
Nr. 20074609

NodroSinatie reagenti

Lai pabeigtu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx proceduru, ir nepiecieSams lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx with UD Indexes Set A vai lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B.
Izmantojot 16 vai 96 paraugu komplektu, var veikt talak noradito DNS fragmentu banku sagatavosanas un
papildinaSanas reakciju skaitu.
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lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx
Kit komplekts

16 paraugu
komplekts

96 paraugu
komplekts

Parauga ievades
elements

Zema limena
kvalitate (FFPE)

Augsta limena
kvalitate (pieméram,
nesadalitas asinis)

Papildinasanas reakcijas

16 reakcijas

8 reakcijas

Papildinasanas
kompleksu daudzums

1 komplekss

12 kompleksi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set

A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, uzglabat no -15 °C lidz -30 °C

temperatura

Talak noraditie reagenti tiek piegadati istabas temperatira. Lai nodrosinatu pareizu veiktspéju, nekavéjoties

uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas temperatira.

Reagenta nosaukums

Stop Tagment Buffer
2 (ST2)

Tagment Wash Buffer
2 (TWB2)

Cleanup Beads (CB)

Stobrinu daudzums

16 paraugi
(Nr. 20050020)

1

96 paraugi
(Nr. 20050025)

Uzpildes
tilpums

350 pl

41 ml

10 ml

Aktivas sastavdalas

Ar Udeni atSkaidits
mazgasanas lidzeklis.

Udens bufergkidums,
kas satur
mazgasanas lidzekli
un sali

Cietas fazes
paramagnétiskas
lodites Udens
buferskiduma.

* Cleanup Beads lodites 96 paraugu komplektiem ir ieklautas lllumina Cleanup Beads 96 paraugu komplekta

(Nr.20050030).
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lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 paraugi), uzglabat no 15 °C lidz 30 °C
temperatura

96 paraugu Dx komplektos Cleanup Beads lodites ir iekJautas lllumina Prep Dx Cleanup Beads komplekta
(kataloga Nr. 20050030). Talak noraditais reagents tiek piegadats istabas temperatiira. Lai nodrosinatu pareizu
veiktspéju, nekavéjoties uzglabajiet reagentus noraditaja uzglabasanas temperatiira. 16 paraugu komplektos
Cleanup Beads lodites ir ieklautas lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 komplekta

(kataloga Nr. 20050020).

Reagenta Uzpildes
9 Daudzums Vacina krasa P Aktivas sastavdalas
nosaukums ’ tilpums !
Cleanup 4 Sarkana 10 ml Cietas fazes paramagnétiskas lodites udens
Beads (CB) buferskiduma.

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 2, uzglabat no 2 °C lidz 8 °C temperattira

Talak noraditie reagenti tiek piegadati atdzeséti. Lai nodrosinatu pareizu veiktspéju, nekavéjoties uzglabajiet
reagentus noraditaja uzglabasanas temperatira. Uzglabajiet eBLTS bazes stobrinu vertikali t, lai lodites
vienmer ir pilniba parklatas ar buferskidumu.

Stobrinu daudzums Uzpildes tilpums
Reagenta Aktivas

nosaukums L [pElEe] S8 il Va_cma 16 paraugi 96 paraugi Sastavdalas
(Nr. 20050021) (Nr.20050026) krasa

Enrichment 1 4 Dzeltena 200 pl 290l Ar

BLT Small transposomam

(eBLTS) saistitas
Streptavidin
Magnetic
Beads
magnétiskas
lodites Udens
buferskiduma,
kas satur
glicerinu,
EDTA,
ditiotreitolu,
saliun
mazgasanas
dzekli.
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Stobrinu daudzums Uzpildes tilpums
Reagenta S Aktivas
. . |
nosaukums 18 PETENGE] SI [ETEIE] _ 16 paraugi 96 paraugi Sastavdalas
(Nr. 20050021) (Nr.20050026) krasa
Resuspensijas 1 4 Caurspidigs 1,8 ml 1,8 ml Udens
buferskidums buferskidums.
(RSB)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, uzglabat no -25 °C lidz -15 °C
temperatura

Talak noraditie reagenti tiek piegadati sasaldéti. Lai nodrosinatu pareizu veiktspé&ju, nekavéjoties uzglabajiet
reagentus noraditaja uzglabasanas temperatira.

‘ Stobrinu daudzums Uzpildes tilpums
Reagenta . - Vacina Aktivas
nosaukums 11 [PEVELE] =0 [P EE] krasa 16 paraugi 96 paraugi Sastavdalas
(Nr. 20050022) (Nr.20050027)

Tagmentation 1 4 Caurspidigs 290 pl 290 pl Udens

Buffer 1 (TB1) buferskidums,
kas satur magnija
saliun
dimetilformamidu.

Enhanced 2 4 Caurspidigs 200 pl 610 ul DNS polimeraze

PCR Mix un dNTPs Udens

(EPM) buferskiduma.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 paraugi), uzglabat no 2 °C lidz 8 °C
temperatura

16 paraugu komplektu lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga Nr. 20050023) komplekta ir ieklauti
talak noraditie reagenti. 96 paraugu komplektu lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga

Nr. 20050028) komplekta ir iek|auti reagenti.

Talak noraditie reagenti tiek piegadati atdzeséti. Lai nodrosinatu pareizu veiktspéju, nekavéjoties uzglabajiet
reagentus noraditaja uzglabasanas temperatira.
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Reagenta nosaukums

Streptavidin Magnetic
Beads (SMB3)

Resuspensijas buferskidums
(RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Stobrinu
daudzums

4

Vacina
krasa

Caurspidigs

Caurspidigs

Caurspidigs

Caurspidigs

Uzpildes
tilpums

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

illumina

Aktivas sastavdalas

Streptavidin Magnetic Beads
magnétiskas lodites atrodas
udens buferskiduma, kas satur
formamidu, mazgasanas
lidzekli un sali.

Udens bufergkidums.

Udens bufergkidums, kas satur
mazgasanas lidzekli un sali.

Udens bufergkidums.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 paraugi), uzglabat no 2 °C lidz 8 °C

temperatura

96 paraugu komplektu lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga Nr. 20050028) komplekta ir ieklauti
talak noraditie reagenti. 16 paraugu komplektu llluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloga

Nr. 20050023) komplekta ir iek|auti reagenti.

Talak noraditie readenti tiek piegadati atdzeseéti. Lai nodrosinatu pareizu veiktspéju, nekavéjoties uzglabajiet
readentus noraditaja uzglabasanas temperatdra.

Reagenta nosaukums

Streptavidin Magnetic
Beads (SMB3)

Resuspensijas buferskidums
(RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)
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Vacina
krasa

Caurspidigs

Caurspidigs

Caurspidigs

Caurspidigs

Uzpildes
tilpums

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 ul

Aktivas sastavdalas

Streptavidin Magnetic Beads
magnétiskas lodites atrodas
udens buferskiduma, kas satur
formamidu, mazgasanas
idzekli un sali.

Udens buferskidums.
Udens bufergkidums, kas satur

mazgasanas lidzekli un sali.

Udens bufergkidums.

8no70



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis

illumina

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 2, uzglabat no -25 °C lidz -15 °C

temperatura

Talak noraditie readenti tiek piegadati sasaldéti. Lai nodros$inatu pareizu veiktspg&ju, nekavéjoties uzglabajiet
reagentus noraditaja uzglabasanas temperatra.

Reagenta
nosaukums

Enrichment Elution
Buffer 1 (EE1)

Enhanced
Enrichment Wash
Buffer (EEW)

PCR Primer Cocktail
(PPC)

2N NaOH (HP3)

HYB Buffer 2 + IDT
NXT Blockers
(NHB2)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

16 paraugi
(Nr. 20050024)

Stobrinu daudzums

96 paraugi
(Nr. 20050029)
1 1
4 4
1 1
1 1
2 1
2 1

Vacina
krasa

Caurspidigs

Oranza

Caurspidigs

Caurspidigs

Zila

Caurspidigs

Uzpildes Aktivas
tilpums  sastavdalas

580 ul Ar Udeni at3kaidits
mazgasanas
lidzeklis.

41ml Udens
buferskidums, kas
satur sali un
mazgasanas
dzekli.

320 ul PKR praimeru
(oligonukleotidu)

maisijums.

200 pl 2N natrija
hidroksida (NaOH)
Skidums.

Udens
buferskidums ar
Cot-1DNS,
sablivéSanas viela
un formamids.

480 pl

200 pl DNS polimeraze un
dNTPs udens

buferskiduma.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, uzglabat no -25 °C lidz -15 °C temperatura

Talak noraditie readenti tiek piegadati sasaldéti. Lai nodrosinatu pareizu veiktspé&ju, nekavéjoties uzglabajiet
readentus noraditaja uzglabasanas temperatira. Informaciju par indeksa adaptera sekvencém skatiet Seit:

Pielikums. lllumina UD indeksu adaptera sekvences 62. lpp.
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Sastavdala Daudzums
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 indeksi), Nr. 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 indeksi), Nr. 20050039 1

Komplekta neieklautie reagenti

NepiecieSamie, bet komplekta neieklautie reagenti

* DNS ekstrahésanas un attiri$anas reagenti
* DNS kvantitativas noteik$anas reagenti
* Etanols (200 %, molekularas biologijas vajadzibam)
* Udens, kas nesatur nukleazi
* 1M Tris-HCI,pH 7,0
* 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,5
* Molekularas biologijas kvalitates 1N NaOH
* Jatiekizmantota NextSeq 550Dx sekvencésSanas sistéma:
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) (kataloga Nr. 20028871)
* Jatiekizmantota MiSegDx sekvencé$anas sistéma:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (kataloga Nr. 20037124)
* Jatiek izmantota NovaSeq 6000Dx sekvencésanas sistéma:
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cikli) (kataloga Nr. 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cikli) (kataloga Nr. 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataloga Nr. 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (kataloga Nr. 20062293)
— NovaSeq 6000Dx DNS fragmentu bankas stobrin$ (kataloga Nr. 20062290)
— NovaSeq 6000Dx DNS fragmentu bankas stobring, iepakojuma 24 gab. (kataloga Nr. 20062291)

Prasibas papildinasanas zondes panelim

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagenti ir saderigi gan ar lllumina, gan tre$o personu DNS
oligonukleotidu papildinaganas panejiem. Izmantojot treSo personu biotiniletas DNS zondes (fikséti vai pielagoti
paneli), parbaudiet, vai tie atbilst noraditajam specifikacijam.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir optimizéts un apstiprinats, izmantojot talak noraditas
treSo personu panelu specifikacijas. Salidzinamu veiktspéju nevar garantét, ja tiek izmantoti treSo personu
paneli, kas neatbilst specifikacijam.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

* Zondes garums 80 bp vai 120 bp
* Zondesno 500 lidz 675 000
* Vienas vai dubultas spirales DNS

* Kopéja zondes ievades elementa vértiba = 3 pmol papildinasanai no 1idz 12 kompleksiem

Uzglabasana un izmantosana

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

* Reagentiir stabili, ja tie tiek uzglabati, ka noradits, lldz deriguma terminam, kas noradits uz komplekta
uzlimém. Informaciju par uzglabasanas temperatiru skatiet sadala Nodrosinatie reagenti 4. Ipp.

* Sasaldéti reagenti ir stabili maksimali Cetrus sasaldéSanas/atkausésanas ciklus, kuri tiek izpilditi pirms
noradita deriguma termina.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta procedira ietver Sadus drosas protokola
partraukSanas punktus:

— Peéc darbibas Markétas DNS amplificEsana 29. Ipp izpildes amplificetas DNS fragmentu bankas ir
stabilas lidz pat 30 dienas, uzglabajot no -25 °C lidz -15 °C temperatura.

— Pécdarbibas DNS fragmentu banku attirisana 32. Ipp izpildes attiritds DNS fragmentu bankas ir stabilas
ldz pat 30 dienas, uzglabajot no -25 °C lidz -15 °C temperatura.

— Pec darbibas leprieks papildinatu DNS fragmentu banku kopparauga izveide 34. Ipp kopparauga
apvienotas DNS fragmentu bankas ir stabilas lldz pat 30 dienas, uzglabajot no -25 °C lidz -15 °C
temperatira.

— Peéc darbibas Papildinatas DNS fragmentu bankas amplificEsana 45. Ipp papildinato amplificeto DNS
fragmentu banku plati var atstat termoprocesora lidz pat 24 stundam. Vai ari plati var uzglabat lidz pat
48 stundas no 2 °C idz 8 °C temperatura.

— legutas attirtas, papildinatas DNS fragmentu bankas ir stabilas ldz pat 7 dienas, uzglabajot no -25 °C
lldz -15 °C temperatura.

* Jakads no lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta vai satura komponentiem ir bojats,
sazinieties ar lllumina klientu atbalsta dienestu.

* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) buferSkiduma var veidoties redzamas nogulsnes vai kristali. Ja ir redzamas
nogulsnes, sildiet 10 mindtes 37 °C temperatira un péc tam maisiet, ldz nogulsnes ir izskidusas.

* Hybridization Oligos (HYB) un Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) buferSkidums ieprieks jasasilda lidz
tadai pasai temperaturai ka hibridizacijas aiztures temperatura, kas ir piemérota parauga tipam un zondes
panelim. Plagdaku informaciju par NHB2 un EEW apstradi skatiet sadala Piezimes par procedtru 16. Ipp.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) buferskiduma un HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) reagenta var
veidoties kristali un dujkes. Ja ir redzami kristali vai dulkes, maisiet vai pipetéjiet augSup un lejup, lai
samaisitu, lldz skidums ir dzidrs. Pirms pipetésanas obligati sasildiet NHB2 reagentu.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

* Rikojoties ar Cleanup Beads (CB) loditém, izmantojiet S$adas labakas prakses:

— Lodites nekada gadijuma nedrikst sasaldét.

— TieSi pirms lietoSanas maisiet lodites, 1dz tas ir resuspendétas un krasa izskatas viendabiga.
* Rikojoties ar Enrichment BLT Small (eBLTS), izmantojiet $adas labakas prakses:

— Uzglabajiet eBLTS stobrinu vertikali ta, lai lodites vienmeér ir pilniba parklatas ar buferskidumu.

— RuUpigi maisiet eBLTS, lidz lodites ir resuspendétas. Lai novérstu lodiSu atkartotu nosésanos, pirms
pipetéSanas nav ieteicama centrifugésana.

— Jalodites ir pielipusas pie 96 iedobju plates malam vai tas augSpuség, centrifugéjiet 3 sekundes ar
atrumu 280 x g un péc tam pipetéjiet, lai resuspendétu.

* Rikojoties ar indeksa adaptera platém, izmantojiet $adas labakas prakses:
— Nepievienojiet paraugus uz indeksa adaptera plates.

— Katra indeksa plates iedobe ir paredzéta tikai vienai lietoSanas reizei.

Nepieciesamais aprikojums un materiali, netiek
nodrosinati

Pirms protokola izpildes parliecinieties, ka papildus lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplektam ir
pieejams nepiecieSamais aprikojums ir materiali.

Aprikojums

Pirms protokola izpildes parliecinieties, vai ir nepiecieSamais aprikojums.

Protokols ir optimizéts un validéts, izmantojot noraditos elementus ar noraditajam specifikacijam. Salidzinamu
veiktspéju nevar garantét, ja tiek izmantots specifikacijam neatbilstoSs aprikojums.

DaZi elementi ir nepiecie$ami tikai konkrétas darbpliismas. Sie elementi ir noradti atseviskas tabulas.
* Termoprocesors ar Sadam specifikacijam:

— Apsildams vaks

— Minimalais temperaturas kontroles diapazons no 10 °C idz 98 °C

— Minimala temperaturas precizitate 0,25 °C

Maksimalais reakcijas tilpums 100 pl

Saderigs ar pilnas apmales 96 iedobju PKR plaksném

* Mikroparaugu inkubators ar sadam specifikacijam:
— Apkartejas vides temperaturas diapazons no +5,0 °C lidz 99,0 °C
— Saderiba ar 96 iedobju MIDI platem

* Ar 96 iedobju MIDI platém saderigi mikroparaugu inkubatora ieliktni
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* Atrgaitas mikropladu kratitajs, kur§ nodrogina maisidanas atrumu 200-3000 apgr./min.
* Ar 96 iedobju PKR platém saderigs magnétiskais stativs
* Ar 96 iedobju MIDI platém saderigs magnétiskais stativs
* Arkonkréto kvantitativas noteikSanas metodi saderigs fluorometrs
* DNS fragmentu analizators
* Precizijas pipetes:
— 10 ul viena kanala un daudzkanalu pipetes
— 20 plviena kanala un daudzkanalu pipetes
— 200 pl viena kanala un daudzkanalu pipetes
— 1000 pl viena kanala pipetes

— Precizijas pipetes nodrosina precizu reagenta un parauga padevi. Viena kanala vai daudzkanalu pipetes
var izmantot, ja tas tiek reguléti kalibrétas un to precizitate ir 5 % robezas no noteikta tilpuma.

* Mikroplates centrifliga
* Mikrocentrifliga
* Vienano 3adam lllumina sekvencésanas sistémam:
— MiSegDx instruments, kataloga Nr. DX-410-1001
— NextSeq 550Dx instruments, kataloga Nr. 20005715
— NovaSeq 6000Dx instruments, kataloga Nr. 20068232
* Vakuuma koncentrators [nav obligati]

* [FFPE] Reala laika PKR noteik8anas sistéma
Materiali
Pirms protokola izpildes parliecinieties, ka jums ir nepiecieSamie materiali.

Dazi elementi ir nepiecie$ami tikai konkrétas darbplismas. Sie elementi ir noraditi atseviskas tabulas.

Protokols ir optimizéts un validéts, izmantojot noraditos elementus. Salidzinama veiktspéja netiek garantéta, ja
tiek izmantoti alternativi materiali.

* Pipetes uzgaliar filtru

* Konusveida centrifugas stobrini, 15 ml vai 50 ml

* 1,5 ml mikrocentrifligas mégenes

* Vienreizlietojamas daudzkanalu reagentu tvertnes bez RNazes/DNazes
* 8 stobrinu plaksnites bez RNazes/DNazes un vacini

* Serologiskas pipetes

* 96 dzilo iedobju polipropilena uzglabasanas plate, 0,8 ml (MIDI plate)
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* Cieta apvalka 96 iedobju ar pilnu apmali PKR plate
* ArgPCRinstrumentu saderigas [FFPE] gPCR plates
* Lipigi parklajumilietoSanai ar 96 iedobju platém ar §adam specifikacijam:
— NopléSams, vizuali caurspidigs poliesteris
— Piemérots PKR platém ar apmali
— Spécigs adhezivs, kas ir izturigs dazadas temperatiras no -40 °C [idz 110 °C
— Bez DNazes/RNazes
* Plastmasas paligmateriali, kas ir saderigi ar izveleto kvantitativas noteikSanas metodi

* Fluorometrijas dsDNS kvantitativas noteikSanas komplekts, kas ir saderigs ar izvéléto kvantitativas
noteikSanas sistemu:
— Ar kvantitativajai noteikSanai ieprieks$ papildinatajam amplificétajam DNS fragmentu bankam var
izmantot plasu kvantitativas noteikSanas komplektu klastu.

— Kvantitativas noteikSanas komplektu klasts izmantoSanai ar kvantitativajai noteikSanai papildinato DNS
fragmentu banku ir atkarigs no izmantota zondes panela.

* Fragmentu analizes komplekts DNS fragmentu bankas kvantitativai noteikSanai ar izveleto kvalitativas
noteik§anas sistemu:

— Ar kvalitativajai noteikSanai ieprieks$ papildinatajam amplificétajam DNS fragmentu bankam var izmantot
plasu komplektu klastu.

— Kvalitativas noteik8anas komplektu klasts izmantoSanai ar kvalitativajai noteikSanai papildinato DNS
fragmentu banku ir atkarigs no izmantota zondes panela.

* DNS ekstrahéS8anai no cilvéka Stinam un audiem komplekts [nav obligati]. Var izmantot jebkuru apstiprinatu
ekstrahésanas metodi.

Parauga materiala nemsana, transportesana un
uzglabasana

A UZMANIBU!

Ar visiem paraugu materialiem rikojieties ta, it ka tie butu potenciali infekcijas izraisitaji.

* Sranalize ir saderiga ar no cilvéka $Gnam un audiem ieglitas genoma DNS.

* Izmantojot pardosana pieejamu attiritu gDNS, paraugi obligati ir jatransporté atbilstosos apstakjos un
jauzglaba saskana ar razotaja noradijumiem. levérojiet gDNS uzglabadanas un sasaldéSanas/atkausésanas
ciklu praksi.
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* Attieciba uz visu asins ievades elementu ieveérojiet asins parauga nems8anas, transportésanas un
uzglabasanas prasibas, kuras ir spéka izvelétajai DNS ekstrahésanas metodei. Var izmantot jebkuru
apstiprinatu ekstrahé$anas metodi. Nesadalitu asinu parauga transportésanai ir jaatbilst valsts,
federalajiem, padvaldibas un viet&jiem noteikumiem par slimibu izraisitaju transportésanu.

* DNS ekstraheSanai no FFPE var izmantot jebkuru apstiprinatu ekstrahéSanas metodi. leverojiet noradijumus
un ieteikumus, kas attiecas uz izveéléto ekstrakcijas metodi, lai noteiktu Sadu praksi:
— Audu fikséSanas formalina un iegulSanas parafina metode ekstrahetas DNS labakas kvalitates
nodrosinasanai.
— FFPE parauga materialu uzglabasana.

— Prasibas sakuma materialam, pieméram, FFPE histologijas paraugu skaits un biezums. Lielakaja dala
attiriSanas metozu iesaka izmantot svaigi grieztus histologijas paraugus.

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagenti satur potenciali bistamas kimiskas vielas.
leelpojot, norijot, saskaroties ar adu un saskaroties ar acim, iespéjams gut traumas. Valkajiet aizsardzibas
lldzek]us, tostarp acu aizsargus, cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Rikojieties ar
lietotiem reagentiem ka ar Kimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem
regionalajiem, valsts un vietéjiem likumiem un noteikumiem. Plasaku informaciju par vidi, veselibu un drosibu
skatiet droSibas datu lapa (DDL) vietné support.illumina.com/sds.html.

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

* levérojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti. Neédiet,
nedzeriet un nesmeékéjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un komplekta reagentiem, valkajiet
vienreizlietojamos cimdus un laboratorijas uzsvarcus. Péc paraugu un komplekta reagentu izmantos$anas ir
rdpigi janomazga rokas.

* Lainovérstu parauga vai reagenta kvalitates zaudésanu, pirms protokola izpildes parliecinieties, vai visi
natrija hipohlorita tvaiki, kas radusies attiriSanas laika, ir pilniba izklidusi.

* Paraugu kontaminacija ar citiem PKR produktiem/amplikoniem var radit neprecizus un neuzticamus
rezultatus. Lai novérstu kontaminaciju, izmantojiet Sadas labakas prakses:

— Izmantojiet atbilstoSas laboratorijas prakses un ievérojiet laboratorijas higiénu.
— Izpildiet darbplusmas darbibas paredzétajas zonas, kuras paredzétas darbibam pirms vai péc
amplifikacijas.

- —v

— Pirms DNS fragmentu banku attiri$anas uzglabajiet reagentus pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas
zonas.

— Nodaliet pirmsamplifikacijas reagentus no pécamplifikacijas reagentiem.
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— Parbaudiet, vai pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas zonas ir nepiecieSamais aprikojums, pieméram,
pipetes, pipetes uzgali, maisitajs un centrifuga.
* Novérsiet savstarpéju kontaminaciju. P&c katra parauga un péc katras reagenta dozéSanas nomainiet

pipetes uzgalus. Filtrétu uzgalu izmantoSana samazina amplikonu parne$anas un paraugu savstarpéju
kontaminacijas risku.

— Pievienojot vai parnesot paraugus vai reagentu galvenos maisijumus, péc katra parauga mainiet
uzgalus.

— Pievienojot indeksa adapterus ar daudzkanalu pipeti, mainiet uzgalus péc katras rindas vai katras ailes.
I[zmantojot viena kanala pipeti, mainiet uzgalus péc katra parauga.

— Nonemiet neizmantotas indeksa adaptera plates no darba zonas.
* |zpildot etanola mazgasanas darbibas, izmantojiet Sadas labakas prakses:

— Vienmér sagatavojiet svaigu 80 % etanolu. Etanols var absorbét gaisa eso$o mitrumu, kas var ietekmét
rezultatus.

— Izpildot mazgasanas darbibas, parliecinieties, vai ir izvadits viss etanols iedobju dibena. Atlikusais
etanols var ietekmét rezultatus.

— Lai nodroSinatu pilnigu iztvaikoSanu, ievérojiet noradito ztSanas laiku ar magnétisko stativu saistitajas
darbibas. AtlikuSais etanols var ietekmét turpmako reakciju veiktspéju.

* Pirms lietoSanas vienmér sagatavojiet galvenos maisijumus un nekada gadijuma neuzglabajiet kombinétos
darba Skidumus.

* Japroceduras netiek veiktas, ka noradits iepakojuma ieliktni, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
komplekta veiktspéju nevar garantet.

* Nevienu komplekta komponentu nedrikst lietot péc deriguma termina, kas noradits komplekta markéjuma,
beigam

* Savstarpéji nemainiet dazadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx komplektu komponentus. Komplektu
identifikacija ir noradita komplekta marké&juma.

Piezimes par proceduru

leteikumi par DNS ievades elementu

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta protokols ir saderigs ar augstas kvalitates dubultas spirales
genoma DNS (gDNS) ievades elementiem ar vértibu 50-1000 ng.

Parliecinieties, vai sakotné&jais gDNS paraugs nesatur > 1 mM EDTA un organiskos piesarnotajus, pieméram,
fenolu un etanolu. Sis vielas var ietekmét mark&$anas reakciju un izraisit analizes klami.
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gDNS ievades elements = 50 ng

Ar gDNS ievades elementiem 50-1000 ng sakotnéja gDNS parauga kvantitativa noteikSana un normalizéSana
nav nepiecieSama.

gDNS ievades elements < 50 ng

Var izmantot DNS ievades elementus 10-50 ng, veicot Sadas korekcijas:

* Jaizmanto gDNS ievades elementu 10-49 ng, ir ieteicama gDNS parauga kvantitativa noteikSana, lai
noteiktu PKR ciklu skaitu, kas ir nepiecieSams péc markésanas. Dubultas spirales gDNS ievades elementa
kvantitativajai noteik$anai izmantojiet fluorometrijas metodi. Nav ieteicams izmantot metodes, kuras méra
kopéjo nukleinskabju daudzumu, pieméram, NanoDrop vai citas UV absorbcijas metodes.

*  So protokolu nevar izmantot no gDNS 10-49 ng iegiito iepriek$ bagatinato DNS fragmentu banku galigo
rezultatu normalizéSanai, tapéc ir nepiecieSama DNS fragmentu banku normalizé€$ana pirms un péc
papildinasanas.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir parbaudits un apstiprinats izmantoSanai ar DNS
ievades elementiem 50-1000 ng. gDNS ievades elementiem < 50 ng lldzigu produktu veiktspé&ju nevar
garantét.

leteikumi par asins parauga ievades elementu

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts ir saderigs ar gDNS, kas ekstrahéta no periféram
nesadalitam asinim. Var izmantot jebkuru apstiprinatu ekstrahé8anas metodi. Ekstrahé&jot gDNS no nesadalitam
asinim, nav nepiecieSama sakotnéja ievades DNS kvantitativa noteikSana, un lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit komplekts nodroSina standartizétas ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas rezultatu ieguvi.

DNS daudzumu, kas tiek ieglits no nesadalitu asinu paraugiem, un tadéjadi DNS fragmentu bankas normalizaciju
var ietekmét 8adi faktori:

* Asins parauga vecums
* Uzglabasanas apstakli

* Pamatslimibas, kas ietekmé leikocitu skaitu

leteikumi par FFPE audu parauga ievades elementu

Lai noteiktu atbilstoSu ievades elementu sekmigas DNS fragmentu bankas sagatavosanai, izmantojiet Sadus
FFPE DNS kvalitates noteik8anas kritérijus:

* FFPE paraugiem ar ACq vertibu = 5 ieteicamais DNS ievades elementa apjoms ir 50-1000 ng.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nav ieteicams lietot zemas kvalitates FFPE paraugiem ar ACq vértibu

> 5. Paraugu ar ACq vértibu > 5 izmanto$ana ir iesp&jama, bet tas var palielinat DNS fragmentu bankas
sagatavoSanas neveiksmes iesp&jamibu vai pazeminat analizes veiktspéju.
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FFPE ekstrahésana

Izmantojiet nukleinskabju izoléSanas metodi, kura nodrosina augstus atgustamibas rezultatus, samazina
paraugu patérinu un saglaba parauga integritati. Var izmantot jebkuru apstiprinatu DNS ekstrahésanas no FFPE
paraugiem metodi. No FFPE audiem ekstrahétai gDNS ir javeic sakotnéja ievades DNS kvantitativa noteikSana,
un lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts nenodrosSina standartizetas ieprieks papildinatas DNS
fragmentu bankas rezultatus.

FFPE DNS kvalitates noteikSana

Pirms lietoSanas ir janosaka no FFPE audiem ekstrahétas gDNS kvalitate. Lai nodroSinatu optimalu veiktspéju,
noveértéjiet DNS parauga kvalitati, izmantojot apstiprinatu ekstrahéSanas metodi no FFPE audiem ekstrahétas
DNS kvalitates noteikSanai. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ir saderigs ar FFPE DNA paraugiem ar ACq
vertibu = 5. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nav ieteicams lietot zemas kvalitates FFPE paraugiem ar
ACq vertibu > 5. Paraugu ar ACq > 5 izmantos$ana ir iesp&jama, bet tas var palielinat DNS fragmentu bankas
sagatavoSanas neveiksmes iesp€jamibu vai pazeminat analizes veiktspégju.

FFPE atsauces paraugi [nav obligati]

Izpildot protokolu, ka pozitivu kontroli izmantojiet parbauditus atsauces materialus, pieméram, Horizon HD799
(DNA). Ka atsauces paraugus var izmantot ari no ksenograftiem iegttu Stnu iniju parbauditas kvalitates FFPE
materialus. Atsauces materialu kvantitativai noteikSanai pirms lietoSanas izmantojiet fluorometrijas metodi

PIEZIME. Pozitivas kontroles atsauces parauga vai kontroles bez matricas apstrade patéré reagentus un
samazina kopé&jo nezinamo paraugu, kuru varétu apstradat, skaitu.

leteikumi par parauga ievades elementu

leteikumi par paraugu ievades elementiem, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplektu, ir
sniegti nakamaja tabula.

1. tabula. leteikumi par parauga ievades elementu

Parauga NepiecieSama L. Standartizetas
Parauga ) . NepiecieSama DNS L .
) ievades ievades DNS ] ieprieks bagatinatas
ievades o ievades elementa
. elementa kvantitativa o DNS fragmentu
elementa tips . kvalitate _
daudzums noteikSana bankas rezultats
gDNA 10-49 ng Ja 1,8-2,0 attieciba 260/280 Neé
gDNA 50-1000 ng Né 1,8-2,0 attieciba 260/280 Ja
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

Parauga NepiecieSama e Standartizetas
Parauga . . NepiecieSama DNS L e =
. ievades ievades DNS . ieprieks bagatinatas
ievades o ievades elementa

. elementa kvantitativa o DNS fragmentu

elementa tips . kvalitate _

daudzums noteikSana bankas rezultats
No asins 50-1000 ng Né 1,8-2,0 attieciba 260/280 Ja
parauga
ekstrahéeta
gDNS
No FFPE 50-1000 ng Ja ACq vertiba=<5 Né
ekstrahéeta
gDNS

eBLTS PKR programmas ieteicamais PKR ciklu skaits tiek pielagots atkariba no parauga ievades elementa
koncentracijas un kvalitates. Papildinformaciju skatiet sadala Markétas DNS amplificEsana 29. lpp.

Padomi un metodes

Savstarpéjas kontaminacijas novéersana
* Pievienojot vai parnesot paraugus, péc katra parauga mainiet uzgajus.

* Pievienojot indeksa adapterus ar daudzkanalu pipeti, mainiet uzgalus peéc katras rindas vai katras ailes.
Izmantojot viena kanala pipeti, mainiet uzgalus péc katra parauga.

Plates parklasana
* Vienmeér parklajiet 96 iedobju plates ar jaunu lipigu parklajumu, izmantojot gumijas rulliti, lai parklatu plati
pirms $adu protokola darbibu izpildes:
— KratiSanas darbibas
— Inkubacijas darbibas. Ja plate netiek atbilstosi parklata, inkubacijas laika var rasties iztvaikoSana.
— CentrifugéSanas darbibas
— Hibridizacijas darbibas
* Lainoverstu krusteniskas kontaminacijas un iztvaikoSanas risku, parbaudiet, vai iedobju malas ir pilniba
parklatas.
— Jauz parklaja vai plates iedobju malam ir redzams Skidrums vai kondensats, pirms parklaja nonemsanas
centrifugéjiet, ka nepiecieSams.

* Pirms leni nonemat parklajumu, novietojiet plati uz lidzenas virsmas.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

Rikosanas ar Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Uzglabajiet eBLTS bazes stobrinu vertikali ledusskapr ta, lai lodites vienmer ir pilniba parklatas ar
buferSkidumu.

* TieSipirms lietoSanas rupigi maisiet eBLTS bazes stobrinu, lldz lodites ir resuspendétas. Lai novérstu lodisu
atkartotu nosesanos, pirms pipetéSanas nav ieteicama centrifugésana.

* Jalodites ir pielipuSas pie 96 iedobju plates malam vai tas augSpusé, centrifugéjiet 3 sekundes ar atrumu
280 x g un péc tam pipetgjiet, lai resuspendétu.

* Mazgajot eBLTS, rikojieties §adi:
— Izmantojiet platei pieméroto magnétisko stativu.
— Atstajiet plati uz magnétiska stativa lldz instrukcijas noraditajam nonems$anas laikam.
— Jalodites tiek aspirétas pipetes uzgalos, dozéjiet tas atpakal platé uz magnétiska stativa un nogaidiet,

lidz Skidrums k|Ust dzidrs (2 minUtes).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
komplekta darbplusma

Nakamaja shema ir noradita lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta darbplusma. Starp darbibam ir
noraditi droSas protokola partrauk8anas punkti. Laiks ir aprékinats 12 paraugu apstradei ar 12 kompleksu
papildinasanu.

gDNS

Drosas protokola
partrauksanas punkts

o Genoma DNS markésana
Praktisks pielietojums: 20 minates
Kopa: 40 minutes
Reagenti: eBLT, TB1

AttiriSana péc markésanas
Praktisks pielietojums: 10 minates
Kopa: 20 minates

Reagenti: ST2, TWB2

Marketas DNS amplificéSana
Praktisks pielietojums: 15 minates

Kopa: 45 minites

Reagenti: EPM, Index Adapters

Drosas protokola
partrauksanas punkts
DNS fragmentu banku attiridana
Praktisks pielietojums: 10 minates
Kopa: 20 minates
Reagenti: RSB, CB, EtOH

Drosas protokola
partrauksanas punkts

DNS fragmentu banku apvienoSana

kopparauga
Reagenti: RSB

Drosas protokola
partrauksanas punkts . e
Zonzu hibridizéSana
Praktisks pielietojums: 10 minates
Kopa: 125 minites
Reagenti: Enrichment Probe Panel, NHB2, EHB2, RSB

Hibridizéto zonZu uztverSana
Praktisks pielietojums: 25 minates

Kopa: 65 minttes

Reagenti: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

Papildinatas DNS fragmentu bankas
amplificeéSana

Praktisks pielietojums: 5 minates

Kopa: 40 minates

Reagenti: PPC, EPM

Amplificétas papildinatas DNS

fragmentu bankas attiri$ana
Praktisks pielietojums: 10 minates

Kopa: 20 mindtes

Reagenti: CB, RSB, EtOH

Drosas protokola
partrauksanas punkts

o 0 90 0 0 0600

® Pirms PKR @ Pec PKR
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

LietoSanas instrukcijas

Saja sadala ir aprakstits DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokols.

* LainodroSinatu produktu un eksperimenta parametru saderibu, parskatiet ieplanoto pabeigto
sekvencésanas darbplismu no parauga lidz analizei.

* Pirms darba izpildes parbaudiet komplekta saturu un parliecinieties, vai ir pieejami nepiecieSamie
komponenti, aprikojums un materiali.
— TreSo personu biotinilétajam zondém ir jaatbilst noraditajam prasibam. Lai parliecinatos, vai tresas

puses zondes atbilst prasibam, skatiet sadalu Prasibas papildinasanas zondes panelim 10. Ipp.

* |zpildiet protokolus noraditaja seciba, izmantojot noraditos tilpumus un inkubacijas parametrus.

* Javien protokola nav noradits droSas protokola partrauk$anas punkts, nekavéjoties izpildiet nakamo
darbibu.

* Sagatavojot galveno maisijumu, nemiet véra, ka parpalikums ir iekJauts nodro$inataja tilpuma.

* Obligatiizmantojiet plates tipam pieméroto magnétisko stativu.

Sagatavosanas kopparauga izveidei

Sidarbiba ir javeic, lai nodrosinatu sekmigu papildinato DNS fragmentu banku sekvencé$anu. DNS fragmentu
banku kopparaugu var izveidot pirms papildinaSanas un pirms sekvencésanas.

Pirms papildinaSanas — atseviskas indeksétas, amplificeétas DNS fragmentu bankas tiek apvienotas
kopparauga, lai to papildinatu ar izvéléto zondes paneli. Tad€jadi tiek izveidots papildinatu DNS fragmentu
banku vairaku kompleksu kopparaugs. Attieciba uz FFPE parauga ievades elementu ta apstrade ir testéta, un ta
ir ieteicama 1pasi 1 kompleksa papildinasanas reakcijam. Attieciba uz augstas kvalitates gDNS ir testéti

12 kompleksi, bet var izmantot no 2 lidz 11 kompleksus.

Pirms sekvencéSanas — pirms sekvencésanas kopparauga tiek apvienotas 1 kompleksa papildinatas DNS
fragmentu bankas un/vai vairaku kompleksu papildinatas DNS fragmentu bankas. Papildinato DNS fragmentu
banku skaits, kuru var sekvencét, ir atkarigs no katra parauga mérka nolasama fragmenta dziluma konkrétaja
sekvencésanas sistema.

Unikala dubulta indeksésana

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekts izmanto unikalus dubultos indeksus.
* Divkarsiindeksétam DNS fragmentu bankam pievieno indeksa Nr. 1 (i7) un indeksa Nr. 2 (i5) sekvences, lai
izveidotu unikalas markétas DNS fragmentu bankas.

* UD indeksinodrodina atsevidka, nesaistita indeksa sekvences i7 un i5 indeksa nolasamajam fragmentam.
Indeksu garums ir 10 bazes.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

Atlasot indeksa adapterus ar dazadam sekvencém kopparauga apvienotam DNS fragmentu bankam, var
optimizéet krasu balansu veiksmigai sekvencésanai un datu analizei. Kompleksu kopparaugiem, kuri apvieno

= 10 kompleksus, péc butibas ir sabalansétas krasas, tapéc var izmantot jebkuru indeksu adaptera kombinaciju.
Sekvencésanas izpildes laika DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modulis nodro$ina sabalansétu krasu
indeksa kombinaciju opcijas, un taja tiek paraditi pazinojumi, ja izvélétas indeksu kombinacijas nenodrosina
pietiekamu daudzveidibu.

Informaciju par lllumina UD indeksa adaptera sekvencém un plates izkartojumiem skatiet Seit: Pielikums. lllumina
UD indeksu adaptera sekvences 62. Ipp.

Atbalstitie papildinasanas kompleksi

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagenti ir konfiguréti un testéti, izmantojot 1 kompleksa un

12 kompleksu papildinasanas kompleksu. Lai gan ir iesp€jami ari citi papildinasanas kompleksi, daziem

kompleksiem ir nepiecieSama ieprieks papildinatu DNS fragmentu banku papildu sagatavo$ana un

papildinasanas zondes panela reagenti.

Ja nestandarta papildinasanai tiek ieguts piemérots papildinasanas rezultats, var but nepiecieSama papildu

optimizacija. Optimali rezultati netiek garantéti.

* Papildinasanas komplekss — ieprieks papildinatu DNS fragmentu banku skaits (1-12), kas apvienots kopa
viena papildinaSanas reakcija hibridizacijas nodrosinasanai, izmantojot zondes papildinasanas panejus.
Pieméram, apvienojot kopa 12 ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas, tiek izveidots 12 kompleksu
papildinasanas kopparaugs.

* Papildinasanas reakcija — unikalo papildinaSanas reakciju preparatu skaits neatkarigi no reakcijas
vajadzibam kopparauga apvienoto ieprieks papildinato DNS fragmentu banku skaita. Pieméram, viena
papildinasanas reakcija var sagatavot 1 kompleksa vai 12 kompleksu papildinaanas kopparaugu.

Lai aprékinatu kopé&jo DNS fragmentu banku skaitu péc papildinasanas, reiziniet papildinasanas kompleksu

skaitu viena reakcija ar papildinasanas reakciju skaitu. Pieméram, viena 12 kompleksu papildinasanas

kopparauga papildinaSanas reakcija péc papildinasanas tiek izveidots 12 DNS fragmentu banku kopparaugs.

Apvienojot kopparauga ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
komplekta reagenti atbalsta talak noraditas papildinasanas reakcijas un kompleksus.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Papildinasanas Papildinasanas kompleksu
Kit komplekta reagenti reakcijas daudzums

16 paraugu komplekts 16 reakcijas 1 komplekss

96 paraugu komplekts 8 reakcijas 12 kompleksi

Divu idz astonu kompleksu kopparaugu izveides stratégijas

Nakamaja tabula ir noraditi indeksu adapteri (iedobes), kurus var kombinét 2-8 kompleksu kopparaugos, bet ar
krasam kodétaja attéla ir noraditas visas kombinacijas.

Kopparauga izveidei izmantojiet visu komplektu daudzumu = 2 no ailes augSpuses vai apaksas. Kopparauga
izveidei nedrikst izmantot rindu.
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Kompleksu daudzums
2
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Kombinacijas Krasa attela
Pirmas vai pédejas divas iedobes Oranza

aile:

« AunB

e GunH

C-F rindu neizmanto.

Pirmas vai pédeéjas tris iedobes Peleka
aile:

o A-C

o F-H

D un E rindu neizmanto.

Pirmas vai pedejas Cetras Violeta
iedobes ailé:

o A-D

 E-H

Pirmas vai pédégjas piecas Zila
iedobes ailé:

o A-E

» D-H

[1. opcija] Pirmas vai pedejas Zala
seSas iedobes ailé:
o A-F
« C-H
[2. opcija] Pirmas divas iedobes
(A un B) vai pédejas divas
iedobes (G un H) viena ailé un
jebkuras Cetras iedobes blakus
aile.
Pirmas vai pédejas septinas Roza
iedobes ailée:
« A-G
» B-H

Visa aile. Zilganzala
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g?

Devinu kompleksu kopparauga izveides stratégijas
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Izmantojiet jebkuras iedobes indeksa adapterus, kuri optimizé krasu balansu sekvencésanas izpilde, pieméram:
* Al1-Hlun A2

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

Nakamaja attéla ir paradtti visi Cetri piemeri.
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00000000
©0000000-
000900 00"
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00000000-
000 00000"
000000 00"
0000000 0-
©00O0000
00000000
00000000k

00000000

Genoma DNS markésana

éajé darbiba izmanto Enrichment BLT Small (eBLTS) DNS markésanai, un ta nodrosina DNS fragmentéSanas un
markéSanas ar adaptera sekvencém procesu.
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Paligmateriali

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

* Udens, kas nesatur nukleazi

* 96 iedobju PKR plate

* Lipigs parklajums

* 1,7 ml mikrocentrifligas mégenes

* 8 stobrinu plaksnite

* Pipetes uzgali

— 200 pl daudzkanalu pipetes

A UZMANIBU!

Saja reagentu komplekta ir potenciali bistamas kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties ar
adu un saskaroties ar acim, iespéjams gut traumas. Valkajiet aizsardzibas lidzek]us, tostarp acu
aizsargus, cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Rikojieties ar lietotiem
reagentiem ka ar kimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem
regionalajiem, valsts un vietgjiem likumiem un noteikumiem. Plagaku informaciju par vidi, veselibu
un droSibu skatiet droSibas datu lapa (DDL) vietné: support.illumina.com/sds.html.

Par reagentiem
* eBLTSirjauzglaba no 2 °C idz 8 °C temperatura. Nelietojiet eBLTS, kas ir uzglabats temperattra zem 2 °C.

* eBLTS nedrikst centrifugét.

Sagatavosana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana Noradijumi

eBLTS (dzeltens vacins) No2°Chdz8°C Sasildiet lidz istabas temperaturai. Lai
sajauktu, maisiet tieSi pirms katras
lietoSanas reizes. Pirms pipetéSanas
nedrikst centrifugét.

TB1 No -25°C Ndz -15°C Sasildiet lidz istabas temperaturai. Lai
sajauktu, maisiet.
2. Maisiet vai pipetéjiet DNS un péc tamisu bridi centrifugéjiet.
3. Saglabajiet termoprocesora talak noradito TAG programmul.

* |zvélieties iepriekS€jas uzsildiSanas vaka opciju un iestatiet 100 °C temperatiru
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* |estatiet reakcijas tilpumu 50 pl
* S minutes 55 °C temperatura

®* Turiet 10 °C temperatura

Procedura

1. Pievienojiet 2-30 pl DNS katra 96 iedobju PKR plates iedobé ta, lai kopé€jais ievades elementa daudzums
butu 50-1000 ng.
Ja DNS tilpums ir < 30 pl, pievienojiet DNS paraugam udeni bez nukleazes, lai iegutu kopé€jo tilpumu 30 pl.

Rupigi maisiet eBLTS, lidz lodites ir pilniba resuspendétas.

3. Laisagatavotu markéSanas galveno maisijumu, apvienojiet stobrina talak noraditos elementus. Reiziniet
katra tilpuma veértibu ar apstradajamo paraugu skaitu.

* eBLTS (11,5 ul)
e TB1(11,5ul)
Reagenta parpalikums ir iek|auts tilpuma.
4. Lai sajauktu, rupigi pipetéjiet markésanas galveno maisijumu.
Sadaliet marké3anas galveno maisijuma tilpumu vienadas dalas 8 stobrinu plaksnité.

6. Izmantojot 200 pl daudzkanalu pipeti, parnesiet 20 yl markéSanas galveno maisijumu katra PKR plates
iedobg, kura atrodas paraugs. Katrai paraugu ailei vai rindai izmantojiet jaunus uzgalus.

7. Kad markéS8anas galvenais maisijums ir dozéts, atbrivojieties no 8 stobrinu plaksnites.

8. lzmantojot uz 40 pl iestatitu 200 pl daudzkanalu pipeti, pipetéjiet katru paraugu 10 reizes, lai nodroSinatu
sajaukSanu. Katrai paraugu ailei izmantojiet jaunus uzgalus.
Vai arl parklajiet PKR plati un kratiet 1 minati ar atrumu 1600 apgr./min., izmantojot plates kratitaju.

9. Parklajiet plati, péc tam ievietojiet to ieprieks ieprogrammeéta termoprocesora un palaidiet TAG programmu.

10. Nogaidiet, ldz TAG programma ir sasniegusi 10 °Caiztures temperaturu, un pec tam nekavéjoties iznemiet
plati.

11. Atstajiet 96 iedobju PKR plati istabas temperattira 2 minttes un péc tam veiciet nakamo darbibu.

Attirisana pec markesanas
Saja darbiba pirms PKR amplifikacijas tiek mazgata ar adapteru ieziméta DNS uz eBLTS.

Paligmateriali

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* 96 iedobju PKR plates magnétiskais stativs

* Lipigs parklajums
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

* 8 stobrinu plaksnite

* Pipetes uzgali
— 20 pl daudzkanalu pipetes
— 200 pl daudzkanalu pipetes

* Sagatavojiet turpmakai proceddurai:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Indeksa adaptera plate

Par reagentiem

* Obligatiizmantojiet platei pieméroto magnétisko stativu. Ja MIDI platei izmanto magnétisko stativu, kurs ir
paredzéts PKR platei, var tikt novérsta TWB2 pielipSana loditém.

* Lai samazinatu putu veidoSanos, noverstu nepareizu tilpuma aspiréSanu un nepilnigu sajauksanu, pipetéjiet
TWB2 Iéni.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana Noradijumi

EPM No -25°Chdz Atkauséjiet 1 stundu uz ledus.
-15°C Apversiet, lai samaisitu, un péc tam apstradajiet centrifliga.

ST2 No 15°C lidz Ja tiek novérotas nogulsnes, sildiet 10 minttes 37 °C temperatura un pec tam
30°C maisiet, lldz nogulsnes ir iz8kiduSas. Lietojiet istabas temperatura.

TWB2 No 15°C lidz Lietojiet istabas temperatara.
30°C
Indeksa No-25°Clidz Atkauséjiet 30 minttes istabas temperatura.
adaptera -15°C
plate

Procedura

1. Katra markésanas reakcija pievienojiet 10 ul ST2. Ja tiek izmantota daudzkanalu pipete, pipetéjiet ST2
8 stobrinu plaksnité un péc tam parnesiet attiecigo tilpumu PKR platé. Katrai paraugu ailei vai rindai
izmantojiet jaunus uzgalus.

2. Izmantojot uz 50 pl iestatitu 200 pl pipeti, Ieni pipetégjiet katra iedobé10 reizes, lai resuspendétu lodites.
Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 mindti ar atrumu 1600 apgr./min. Ja nepiecieSams, atkartojiet.

Parklajiet plati un péc tam centrifugégjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
4. Inkubégjiet 5 minutes istabas temperatura.

Novietojiet uz PKR plates magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (3 mindtes).
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6. [= 48 paraugi] Mazgajiet tris reizes, ka noradits talak.
a. lzmantojot uz 60 pl iestatitu 200 ul daudzkanalu pipeti un neskarot lodiSu granulas, nonemiet virsslani
un atbrivojieties no ta.

b. Nonemiet plati no magnétiska stativa.
Uzreiz péc tam tiesSi uz loditem lenam pievienojiet 100 pul TWB2.

d. Pipetegjiet leni, dz lodites ir pilniba resuspendétas. Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 minati ar atrumu
1600 apgr./min.

e. Jamaterials iz8lakstas, Iéni maisiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.

f. Novietojiet uz PKR plates magnétiska stativa un nogaidiet, lldz Skidrums ir dzidrs (3 minUtes).
Veicot treSo mazgasanu, atstajiet plati uz magnétiska stativa un TWB2 iedobés, lai noverstu parmeérigu

¥ =V

izzUSanu. Kad ir sagatavots PKR galvenais maisijums, honemiet virsslani un atbrivojieties no ta.

g. lzmantojot uz 100 pliestatitu 200 ul daudzkanalu pipeti, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.

h. Kopa mazgajot tris reizes, atkartojiet c—f darbibu divas reizes.
7. [> 48 paraugi] Mazgajiet tris reizes, ka noradits talak.

a. Lainoveérstu parmérigu izztsanu, veiciet b un c darbibu pakapeniski 1 un 2 ailés, lidz visas ailes ir
apstradatas.
Izmantojot uz 60 i iestatitu 200 pl daudzkanalu pipeti, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.
Nonemiet plati no magneétiska stativa.

Uzreiz péc tam tiesi uz loditém lenam dozejiet 100 ul TWB2.

®© 2 o T

Pipetejiet leni, ldz lodites ir pilniba resuspendétas. Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 mintti ar atrumu
1600 apgr./min.

f. Ja materials iz8lakstas, |éni maisiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.

g. Novietojiet uz PKR plates magnétiska stativa un nogaidiet, lldz Skidrums ir dzidrs (3 minutes).
Veicot treSo mazgasanu, atstajiet plati uz magnétiska stativa un TWB2 iedobés, lai noverstu parmérigu
izzuSanu. Kad ir sagatavots PKR galvenais maisijums, honemiet virsslani un atbrivojieties no ta.

h. lzmantojot uz 100 ul iestatitu 200 ul daudzkanalu pipeti, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.
i. Nonemiet plati no magnétiska stativa un lenam tieSi uz loditém pievienojiet 100 uyl TWB2.

j.  Veiciet h unidarbibu pakapeniski 1 vai 2 ailés, lidz visas ailes ir apstradatas.

k. Kopa mazgajot tris reizes, atkartojiet e-h darbibu divas reizes.

8. Atstajiet plati uz magnétiska stativa, lldz ir veikta 4. darbiba, kas ir aprakstita sadalas Proceddra téma
Markétas DNS amplificéSana.
Atstajiet TWB2 iedobés, lai novérstu lodiSu parmérigu izzusanu.

Markéetas DNS amplificeSana

Saja darbiba markétais DNS tiek amplificéts, izmantojot ierobeZota cikla PKR programmu. PKR darbiba tiek
pievienoti indeksa Nr. 1 (i7) adapteri, indeksa Nr. 2 (i5) adapteri un sekvences, kuras ir nepiecieSamas
sekvencésanas klastera generésanai.
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Paligmateriali

EPM (Enhanced PCR Mix)
Indeksa adaptera plate

96 iedobju PKR plate

Udens, kas nesatur nukleazi
Lipigs parklajums

1,5 ml mikrocentrifligas mégenes
Pipetes uzgali

— 20 pl daudzkanalu pipetes

— 200 ul daudzkanalu pipetes

Par reagentiem

Indeksa adaptera plates

— ledobe var saturet > 10 pl indeksa adapteru.

— Nepievienogjiet paraugus uz indeksa adaptera plates.

— Katraindeksa plates iedobe ir paredzéta tikai vienai lietoSanas reizei.

SagatavosSana

1.

Sagatavojiet Sadus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana
EPM No -25 °C lidz
-15°C

Indeksa adaptera plate No -25°C lidz

-15°C

Noradijumi

Atkauséjiet 4 °C temperatura uz ledus 1 stundu.
Apveérsiet, lai samaisitu, un péc tam apstradajiet centrifuga.

Atkauséjiet 30 minutes istabas temperatura.

Saglabajiet eBLTS PKR programmu termoprocesora, izmantojot PKR ciklu attiecigo skaitu, kas ir noradits

nakamaja tabula.

* lzvélieties iepriek8€jas uzsildisanas vaka opciju un iestatiet 100 °C temperaturu

* lestatiet reakcijas tilpumu 50 pI

* 72°C 3 minutes

* 98°C 3 minutes

* X &adicikli:
* 098°C 20 sekundes
* 60 °C 30 sekundes
* 72°C1mindti
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e 72°C 3 minltes

* Turiet 10 °C temperatura
Kopé€jais apstrades laiks ir ~38 minutes uz 9 cikliem un ~46 minutes uz 12 cikliem.

Parauga ievades elementa tips PKR ciklu skaits (X)
gDNS 10-49 ng 12
gDNS 50-1000 ng 9
No FFPE ekstrahéta gDNS 50-1000 ng 12
No asins parauga ekstrahéta gDNS 9
Procedura

1.

Lai sagatavotu PKR galveno maisijumu, apvienojiet talak noraditos elementus. Reiziniet katra tilpuma veértibu
ar apstradajamo paraugu skaitu.

e EPM (23 pl)

* Udens, kas nesatur nukleazi (23 ul)

Readenta parpalikums ir ieklauts tilpuma.

Pipetgjiet PKR galveno maisijumu 10 reizes un péc tam isu bridi centrifuggjiet.

Kad plate atrodas uz magnétiska stativa, izmantojiet 200 pl daudzkanalu pipeti, lai nonemtu TWB2 un
atbrivotos no ta.
Putas, kuras saglabajas uz iedobes sieninam, nerada nelabvéeligu ietekmi uz DNS fragmentu banku.

4. Nonemiet plati no magnétiska stativa.
Nekavéjoties pievienojiet 40 pl PKRgalveno maisijumu tiesi uz loditém katra iedobé.
6. Pipetgjiet nekavejoties, lai sajauktu, [1dz lodites ir pilniba resuspendétas. Vai ari parklajiet plati un kratiet
1 mintti ar atrumu 1600 apgr./min.
Parklajiet parauga plati un centrifugéjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
Centrifugéjiet indeksa adapteru 1 minuti ar atrumu 1000 x g.
9. Sagatavojiet indeksa adaptera plati.
* [< 96 paraugi] Ar jaunu pipetes uzgali caurduriet katras iedobes folijas parklajumu tikai tadam paraugu
skaitam, kas tiek apstradats.
* [< 96 paraugi] Novietojiet jauno dalgji parklato PKR plati virs indeksa adaptera plates un spiediet uz leju,
lai caurdurtu folijas parklajumu. Izmetiet PKR plati, kuru izmantojat folijas parklajuma caurdursanai.
10. I1zmantojot jaunu pipetes uzgali, pievienojiet katra iedobé 10 ul sagatavotus indeksa adapterus.
11. 1zmantojot uz 40 pl iestatitu pipeti, pipetégjiet 10 reizes, lai samaisitu. Vai ar1 parklajiet plati un kratiet 1 minati
ar atrumu 1600 apgr./min.
12. Parklajiet plati un péc tam centrifugéjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
13. levietojiet termoprocesora un palaidiet eBLTS PKR programmu.
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DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja proceddura tiek partraukta, uzglabajiet lldz 30 dienam temperattra no -25 °C lidz -15 °C.

DNS fragmentu banku attiriSana

— —v .

Saja darbiba amplificéto DNS fragmentu banku attiri$anai izmanto abpuséju lodisu attirianas procediru.

Paligmateriali

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Svaigi sagatavots 80 % etanols (EtOH)

* 96 iedobju 0,8 ml Polypropylene Deepwell Storage Plate (MIDI plate)
* 96 iedobju PKR plate

* MIDI plates magnétiskais stativs

* PKR plates magnétiskais stativs

* 1,5 ml mikrocentrifligas mégenes

* Udens, kas nesatur nukleazi

Par reagentiem
* Cleanup Beads
— Pirms katras lieto§ana samaisiet.
— Lai nodroSinatu vienmérigu lodisu sadalijumu, bieZi samaisiet.

— Skiduma viskozitates dé| aspir&jiet un dozé&jiet I&nam.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet $adus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana Noradijumi
CB Istabas temperatira Lai samaisitu, lldz Skidruma krasa ir viendabiga, samaisiet un apveérsiet.

RSB No2°Chdz8°C Atkauséjiet 30 minutes istabas temperatura. Lai sajauktu, maisiet.

Procedura

1. Kratiet 96 iedobju PKR plati 1 minati ar atrumu 1800 apgr./min. un péc tam Tsu bridi centrifuggjiet.
2. Novietojiet uz PKR plates magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (1 minates).

3. Samaisiet CB 3 reizes 10 sekundes un péc tam apversiet, lai resuspendétu.
4.

Izmantojot augstas kvalitates gDNS, rikojieties, ka aprakstits talak.
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a. Jaunas MIDI plates katra iedobé pievienojiet 77 ul tdeni, kas nesatur nukleazi.

b. Katra MIDI plates iedobé pievienojiet 88 ul CB.

c. Parnesiet 45 pl virsslana no katras PKR plates iedobes attiecigaja MIDI plates iedobé.

d. Izmetiet PKR plati.

e. Laisajauktu, pipetéjiet katra iedobé10 reizes. Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 minati ar atrumu
1800 apgr./min.

f. Parklajiet un inkubegjiet plati 5 minutes istabas temperatura.

g. Parbaudiet, vai materiala nav gaisa burbulu. Ja tie ir, centrifuggjiet.

h. Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, lldz Skidrums ir dzidrs (5 minutes).
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j.  Parnesiet 200 pl virsslana no pirmas MIDI plates katras iedobes jaunas MIDI plates attiecigaja iedobé
(satur 20 ul CB).

k. lzmetiet pirmo MIDI plati.

I. Laisajauktu, pipetgjiet jaunas MIDI plates katra iedobé 10 reizes. Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 minati
ar atrumu 1800 apgr./min.

5. Izmantojot ekstraheétu FFPE, rikojieties, ka aprakstits talak.
a. Pievienojiet 81 ul CB katra jaunas MIDI plates iedobe.
b. Parnesiet 45 pul virsslana no katras PKR plates iedobes attiecigaja MIDI plates iedobé.
c. lzmetiet PKR plati.
d. Laisajauktu, pipetéjiet katra iedobe 10 reizes. Vai ari parklajiet plati un kratiet 1 minuti ar atrumu
1800 apgr./min.
6. Inkubégjiet 5 minutes istabas temperatura.
7. Parbaudiet, vai materiala nav gaisa burbulu. Ja tie ir, centrifuggjiet.
8. Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (5 minutes).
9. Nepieskaroties loditém, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.
10. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Kad plate ir novietota uz magnétiska stativa, pievienojiet 200 pl svaiga 80 % EtOH bez maisiSanas.
b. Inkubgjiet 30 sekundes.
c. Nepieskaroties loditem, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.
11. Mazgajiet lodites otro reizi.
12. Dabigi Zavéjiet 5 minttes, nenonemot no magnétiska stativa.
13. Dabigas zavésanas procesa izmantojiet 20 pl pipeti, lai nonemtu lieko EtOH un atbrivotos no ta.
14. Nonemiet plati no magnétiska stativa.
15. Pievienojiet loditem 17 ul RSB.
16. Parklajiet plati un kratiet 2 minutes ar atrumu 1800 apgr./min .
17. Inkubégjiet 2 minutes istabas temperatura.
Dokuments Nr. 200019584 v02 LAV 33n070

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM
TIKAI EKSPORTAM



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

18. Parbaudiet, vai materiala nav gaisa burbulu. Ja tie ir, centrifugégjiet.
19. Novietojiet plati uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, ldz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).
20. Parnesiet 15 ul virsslana uz 96 iedobju PKR plati.

DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja proceddura tiek partraukta, parklajiet plati un uzglabajiet lidz 30 dienas temperatira no -25 °C lidz -15 °C.

leprieks papildinatu DNS fragmentu banku kopparauga
izveide

Saja darbiba DNS fragmentu bankas ar unikaliem indeksiem tiek apvienotas viena kopparauga, kas ietver lidz 12
DNS fragmentu bankas.

Kopparauga izveides metodes

Kopparaugu var izveidot attieciba pret tilpumu vai masu. Lai noteiktu ievades elementam pieméroto metodi,
izmantojiet nakamo tabulu.

2.tabula. leteicamas kopparauga izveides metodes

Parauga ievades elements Kopparauga izveides metode
gDNS 10-49 ng Masa

gDNS 50-1000 ng Tilpums

No FFPE ekstrahéta gDNS Masa

No asins parauga ekstrahéta gDNS Tilpums

* Viena kompleksa papildinasanai nav javeido kopparaugs no ieprieks papildinatam DNS fragmentu bankam.
Tomeér var but nepiecieSama RSB pievienoSana.

* Kad ieprieks papildinatu DNS fragmentu banku kvantitativa noteikSana ir pabeigta, visu paraugu ievades
elementu veidus var apvienot kopparauga péc masas, lai iegutu optimalu indeksa balansu.

* leprieks$ papildinatu DNS fragmentu banku galigais rezultats, kas ir ieguts, izmantojot dazadus
eksperimentalus preparatus, var atskirties. Tapéc optimala indeksa balansa iegusanai ir ieteicams izveidot
kopparaugu péc masas.

* Talak noraditajas situacijas izmantojiet 1 kompleksa papildinasanu.
* gDNS10-49 ng
* No FFPE ekstrahéta gDNS 50-1000ng

* Zema sekundaras nozimes aléju biezuma noteik8ana somatisko variantu izsauk3anai.
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Pec masas izveidots kopparaugs

Talak noraditajas situacijas kvantitativi nosakiet DNS fragmentu bankas, lai papildinasanai izmantotu DNS masu
uz vienu DNS fragmentu banku, ka noradits sadala leprieks papildinatu DNS fragmentu banku vienada
koncentracija kopparauga izveide 35. lpp.

* gDNS parauga ievades elements 10-49 ng
* No FFPE parauga ievades elementa ekstrahéta gDNS 50-1000 ng
* Zema sekundaras nozimes alélu biezuma noteik8ana somatisko variantu izsauk$anai

* No asinim ekstrahéta gDNS optimalam indeksa balansam

leprieks papildinatu DNS fragmentu banku kvantitativa noteikSana

1. Apstradajiet ieprieks papildinatu DNS fragmentu banku 1 yl, izmantojot izvéléto fluorescences kvantitativas
noteik§anas metodi, kura izmanto dsDNS interkal€joSu krasvielu.

* |zmantojot augstas kvalitates gDNS 50-1000 ng, paredzamais ieprieks bagatinatas DNS fragmentu
bankas rezultats = 500 ng.

* Izmantojot no FFPE ekstrahétas gDNS 50-1000 ng, paredzamais iepriek$ bagatinatas DNS fragmentu
bankas rezultats ir 500-6000 ng atkariba no sakotnéja parauga kvalitates.

PIEZIME. Izmantojot kvantitativas noteikSanas metodes ar dazadam novirzém, nosakiet kvantitativas
noteikSanas metodes kvalitati Sai darbplUsmai. Atkariba no izmantotas metodes koncentracijas
rezultati var at3kirties.

leprieks papildinatu DNS fragmentu banku vienada koncentracija kopparauga izveide

Lai noteiktu DNS masu viena DNS fragmentu banka, kas ir nepiecieSama papildinaSanai saskana ar parauga
veidu un papildinasanas kompleksu daudzumu, izmantojiet nakamo tabulu. Ja tiek izmantoti zemaki ieprieks
papildinatas DNS fragmentu bankas rezultati, neka ieteikts, nevar garantét optimalus papildinasanas rezultatus
un analizes veiktspéju.

Kopéja DNS masa papildinasanas reakcija nedrikst parsniegt 6000 ng.

Parauga ievades Papildinasanas DNS masa viena DNS Kopéja DNS fragmentu
elements kompleksu daudzums fragmentu banka (ng) bankas masa (ng)
Augstas kvalitates 12 250-500 3000-6000

gDNS

No FFPE 1 200 200

ekstraheta gDNS

1. Registréjiet to DNS fragmentu banku indeksus, kuras planojat apvienot $aja darbiba.

Dokuments Nr. 200019584 v02 LAV 35n070

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM
TIKAI EKSPORTAM



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

Nemot véra katras DNS fragmentu bankas koncentraciju, aprékiniet tilpumu, kas ir japievieno
papildinasanas reakcija, lai sasniegtu vélamo DNS masu.

Augstas kvalitates gDNS: apréekiniet DNS fragmentu bankas tilpumu, kas ir nepiecieSams ievades
elementa apjomam 250-500 ng.

No FFPE ekstrahéta gDNS: aprékiniet DNS fragmentu bankas tilpumu, kas ir nepiecieSams ievades
elementa apjomam 200 ng.

Pievienojiet katrai DNS fragmentu bankai aprékinato tilpumu viena PKR plates iedobeé.

Ja tiek izmantota augstas kvalitates gDNS, veiciet vienu no $adam darbibam saskana ar apvienoto iepriek§
papildinato DNS fragmentu banku kopé€jo tilpumu:

Ja ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas tilpums = 30 pl, veiciet darbibu Zonzu hibridizéSana
37. Ipp.

Ja ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas tilpums ir < 30 pl, pievienojiet RSB, lai sasniegtu kop€&jo
tilpumu 30 pl.

Ja ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas tilpums ir > 30 ul, izmantojiet metodi, kas ietver lodites,

vai vakuuma koncentratoru, lai koncentrétu apvienoto paraugu. Pievienojiet koncentrétajam
apvienotajam paraugam RSB, lai sasniegtu kopé€jo tilpumu 30 pl.

Ja tiek izmantota no FFPE ekstrahéta gDNS, veiciet vienu no talak aprakstitajam darbibam, nemot véra
apvienoto ieprieks papildinato DNS fragmentu banku kopé€jo tilpumu.

Ja ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas tilpums = 7,5 pl, veiciet darbibu ZonZu hibridizésana
37. Ipp.

Ja ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas tilpums ir < 7,5 pl, pievienojiet RSB, lai sasniegtu kopéjo
tilpumu 7,5 pl.

DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja procedura tiek partraukta, parklajiet plati un uzglabajiet to dz pat 30 dienas no -25 °C lidz -15 °C
temperatdira.

Péec tilpuma izveidots kopparaugs

Ja gDNS ievades elementa vértiba ir 50-1000 ng, atsevisku taja pasa eksperimenta generétu DNS fragmentu
banku kvantitativa noteikSana un normaliz€$ana nav nepiecieSama.

Lai iegutu optimalu veiktspéju, kopparauga izveidei izmantojiet tikai ieprieks papildinatu DNS fragmentu banku
paraugus, kurus sagatavojis tas pats lietotajs, reagentu partiju un indeksa adaptera plati.

1.

Registréjiet to DNS fragmentu banku indeksus, kuras planojat apvienot $aja darbiba.

2. Apvienogjiet talak noraditas ieprieks papildinatas DNS fragmentu bankas un RSB tilpumus jaunas PKR plates
viena iedobg, lai iegltu papildinasanas kompleksu.
legutais tilpums ir 30 pl.
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Katras ieprieks papildinatas

Papildinasanas kompleksu
s £ DNS fragmentu bankas tilpums RSB tilpums (pl)

daudzums*

(T]))

1 komplekss 14 16
2 kompleksi 14 2

3 kompleksi 10 0
4 kompleksi 7,5 0

5 kompleksi 6 0

6 kompleksi 5 0

7 kompleksi 4,2 0,6
8 kompleksi 3,7 0,4
9 kompleksi 3,3 0,3
10 kompleksi 3 0
11 kompleksi 2,7 0,3
12 kompleksi 2.5 0

*Informaciju par nestandarta kompleksiem (no 2 kompleksiem lidz 11 kompleksiem) skatiet sadala Proceduras ierobezojumi
2. lpp.

DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja proceddura tiek partraukta, parklajiet plati un uzglabajiet to lidz pat 30 dienas no -25 °C idz -15 °C
temperatura.

Kvalitativa noteikSana ieprieks papildinatam DNS fragmentu
bankam [nav obligati]

Ja kopparaugs tiek izveidots péc tilpuma, ieprieks papildinato DNS fragmentu banku kvantitativaja noteik8ana
izmanto fluorometrikas metodi, kura izmanto dsDNS interkaléjoSo krasvielu. DNS fragmentu banku kvantitativai
noteikSanaiizmanto DNS fragmentu analizatoru un attiecigo fragmentu analizes komplektu.

DNS fragmentu banku kvantitativai noteikSanai kopa izmanto 1 ul. leprieks papildinatu DNS fragmentu banku
koncentracija ir pietiekama, lai pieJautu nelielu at3kaidiSanu fragmentu kvantitativai noteik$anai.

Zonzu hibridizesana
Saja posma tiek piesaistiti meérka DNS apgabali. ar uztverSanas zondém.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta reagenti ir saderigi gan ar lllumina, gan tre$o personu DNS
oligonukleotidu papildinadanas panejiem. Informaciju par treSo personu paneliem noraditajam specifikacijam
skatiet sadala Prasibas papildinasanas zondes panelim 10. lpp.
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Paligmateriali
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)

* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers) (zils vacins)

* Papildinasanas zondes panelis
* 96 iedobju PKR plate
* Lipigs parklajums

* Sagatavojiet turpmakai procedurai:

— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)

— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (oranzs vacins)

Par reagentiem

* UzglabasSanas laika NHB2 nogulsnéjas un atdalas.

* Papildinasanas zondes panelis attiecas uz izvéléto lllumina oligonukleotidu papildinasanas paneli.

SagatavosSana

1. Sagatavojiet Sadus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana

EHB2 No2°Chdz8°C

Papildinasanas No -25°C Idz

zondes panelis -15°C (lllumina)

NHB2 (zils vacind) No-25°Cidz
-15°C
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Noradijumi

Sasildiet ldz istabas temperatUrai. Lai sajauktu, maisiet.

Ja tiek noveéroti kristali vai dujkes, atkartojiet maisiSanu vai
pipeté&jiet augsSup un lejup, lai samaisttu Skidrumu, l1dz tas ir
dzidrs.

Gan lllumina, gan treSo personu panelus sasildiet lldz
istabas temperaturai. Lai sajauktu, maisiet.

Atkauseéjiet istabas temperatira.

Kad ir sasniegta istabas temperatura, sildiet 5 minutes
mikroparaugu inkubatora lidz temperaturai, kada ir
izmantotajai zondei.

Katru paneli maisiet 10 sekundes ar maksimalo atrumu

3 reizes.

Tsu bridi centrifuggjiet.

Pipetégjiet augSup un lejup no stobrina dibena.

Ja tiek noveroti kristali vai dulkes, atkartojiet maisidanu vai
pipeté&jiet augSup un lejup, lai samaisitu Skidrumu, lldz tas ir
dzidrs.

Lai novérstu nogul$nu veidoSanos, izmantojiet, kamer
materials ir silts.
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lerice
SMB3*

EEW*
(oranzs stobrin$)

Uzglabasana

No2°Clidz8°C

No -25 °C lidz
-15°C

Noradijumi

Ja uzreiz péc 90 minusu aizturéSanas HYB programma tiek
veikta nakama proceddura, sasildiet lidz istabas
temperaturai vismaz 2 stundas pirms HYB programmas
palaiSanas.

Ja uzreiz péc 90 minusu aizturésanas HYB programma tiek
veikta nakama procedura, sasildiet lidz istabas
temperaturai vismaz 2 stundas pirms HYB programmas
palaiSanas.

Kad istabas temperatura ir sasniegta, sasildiet

saglabajiet temperattru 30 minutes, pirms HYB
programma ir beigusies.

*Ja pirms nakamas procediras tiek ieturéta pauze, sagatavojiet $o reagentu tikai tad, kad vélaties sakt $o procediru.

2. Saglabajiet HYB programmu termoprocesora, izmantojot ciklu attiecigo skaitu, kas ir noradits Seit: 3. tabula.

Izvélieties iepriekSejas uzsildiSanas vaka opciju un iestatiet 100 °C temperaturu

Reakcijas tilpuma iestatiSana

[Augstas kvalitates gDNS] 100 pl
[No FFPE ekstraheta gDNS] 25 I
98°C 5 minutes

X cikli, katrs 1 minati, sakot ar 98 °C temperaturu pirmajam ciklam, péc tam samazinot temperatiru par

2 °C viena cikla

Turiet 90 minutes attiecigaja temperatura:

[No FFPE ekstrahéta gDNS] 58 °C

[80 mer vienam zondes panelim] 58 °C
[Somatiska varianta izsaukSana] 58 °C
[Visi parejie] 62 °C
Kopéjais apstrades laiks ir ~115 mindtes.

3. tabula. Ciklu skaits vienam paraugam vai panelim

Parauga un panela veids

Ciklu skaits (X)

No FFPE ekstraheta gDNS (neatkarigi no panela veida) 20
80 mer zondes paneli (neatkarigi no parauga veida) 20
Somatiska varianta izsauk3ana 20
Visi paréjie paraugi un paneli 18
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Proceduru

1.

[Augstas kvalitates gDNS] Katraiapvienotajai DNS fragmentu bankai PKR platé pievienojiet talak noraditos
reagentus minétaja seciba.

Neizveidojiet galveno maisijumu. Galvena maisijuma izveidoSana, izmantojot NHB2 un EHB2, negativi
ietekmeé papildinasanas veiktspéju.

* NHB2 (zils vacin$) (50 ul)

* Papildinasanas zondes panelis (10 pl)

*  EHB2 (10 pl)

[Augstas kvalitates gDNS] Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 90 pl, pipet€jiet katru iedobi 10 reizes, lai
samaisitu.

[No FFPE ekstraheta gDNS] Katrai apvienotajai DNS fragmentu bankai PKR platé pievienojiet talak noraditos
reagentus minétaja seciba.

Neizveidojiet galveno maisijumu. Galvena maisijuma izveidoSana, izmantojot NHB2 un EHB2, negativi
ietekmé papildinasanas veiktspéju.

* NHB2 (zils vacin$) (12,5 pl)

* Papildinasanas zondes panelis (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[No FFPE ekstraheta gDNS] Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 20 pl, pipet€jiet katru iedobi 10 reizes, lai
samaisitu.

Parklajiet plati un centrifugégjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.

levietojiet parauga plati ieprieks ieprogrammeéta termoprocesora un palaidiet HYB programmu.

Kad HYB programmas aizturéSanas temperaturas laiks ir beidzies, nekavéjoties izpildiet nakamo proceduru.

A UZMANIBU!

Ja hibridizacijas temperatura klust zemaka par istabas temperaturu, rodas nogulsnes.

Hibridizeto zonzu uztversana

éajé darbiba izmanto Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) magnétiskas lodites, lai uztvertu zondes, kas ir
hibridizétas lldz interesé&josajiem mérka apgabaliem.

Paligmateriali

EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (oranzs vacins)
EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

ET2 (Elute Target Buffer 2)

HP3 (2N NaOH)
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* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)

* 1,5 ml mikrocentrifigas stobring
* 96 iedobju MIDI plate
* 96 iedobju PKR plate

* Lipigs parklajums

* MIDI plates magnétiskais stativs

* Sagatavojiet turpmakai proceddurai:

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

Par reagentiem
* EEW

Nodrosiniet, lai EEW pirms iepriek$€&jas sildiSanas mikroparaugu inkubatora tiek atkauséts vismaz
2 stundas istabas temperatura.

NodroSiniet, lai EEW tiek sasildits mikroparaugu inkubatora 30 mindtes, pirms HYB programma ir
beigusies.

Ja EEW netiek izmantots, atstajiet to mikroparaugu inkubatora. EEW jaturpina sildit visa protokola
izpildes laika.

Sasniedzot istabas temperaturu, tas var but dulkains.

Var izskatities dzeltens.

* SMB3

Pirms lietoSanas SMB3 ir jasasniedz istabas temperatira.

Sagatavosana

1. Sagatavojiet talak noraditos paligmaterialus.

lerice Uzglabasana Noradijumi

SMB3 No 2 °C lidz Lai sasniegtu istabas temperaturu, atstajiet uz 2 stundam. Apveérsiet
8°C un péc tam maisiet, lidz tas ir pilniba resuspendéts.

EEW No -25°C ildz Peéc 2 stundu inkubéSanas istabas temperatura un pirms HYB

(oranzs stobring) -15°C programma ir beigusies sildiet mikroparaugu inkubatora lidz

piemeérotai hibridizacijas un uztverSanas temperaturai 30 minates.

EE1 No -25°C idz Atkauségjiet istabas temperatura un péc tam maisiet.
-15°C
HP3 No -25°C lidz Atkauséjiet istabas temperatlra un péc tam maisiet.
-15°C
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lerice Uzglabasana Noradijumi

ET2 No 2 °C lidz Sasildiet lldz istabas temperaturai. Lai sajauktu, maisiet.
8°C

EPM No -25°C idz Atkausegjiet vienu stundu uz ledus. Apversiet, lai samaisitu, un pec tam
-15°C Tsu bridi centrifugéjiet. Nolieciet mala uz ledus.

PPC No -25°C idz Atkauséjiet vienu stundu uz ledus. Maisiet un p&c tamisu bridi
-15°C centrifugéjiet. Nolieciet mala uz ledus.

2. Laiparauga plati inkubétu idz vienai no talak noraditajam temperatiram, ieprieks to sasildiet mikroparaugu
inkubatora, izmantojot MIDI termobloka ieliktni. EEW iepriek$€jai uzsildiSanai var izmantot otru
mikroparaugu inkubatoru (papildaprikojums). Novietojiet EEW MIDI termobloka ieliktna augSpuseé.

* [FFPE] 58°C

* [80 mer uz vienu zondes paneli] 58 °C
* [Somatiska varianta izsaukSana] 58 °C
* [Visiparejie] 62 °C

Procedura

legusana

1. Pievienojiet SMB3 attieciga MIDI plates iedobég, ka noradits talak.

* [Augstas kvalitates gDNS] Pievienojiet 250 pl SMB3.
* [No FFPE ekstrahéta gDNS] Pievienojiet 62,5 ul SMB3.

2. lzmantojot pipeti, kas iestatita uz 100 pl darbam ar augstas kvalitates gDNS vai uz 25 pl darbam ar FFPE,
parnesiet katru DNS fragmentu bankas kopparaugu no 96 iedobju PKR plates uz attiecigo MIDI plates
iedobi.

Parklajiet plati un kratiet 4 minGtes ar atrumu 1200 apgr./min.

Ja materials iz§]akstas, Tsu bridi centrifugéjiet plati.

Novietojiet apvienoto DNS fragmentu banku plati uz MIDI termobloka ieliktna mikroparaugu inkubatora zem
EEW stobrina, aiztaisiet vaku un péc tam inkubgjiet 15 minutes attiecigaja temperatura:

* [FFPE] 58 °C

* [80 mer zondes panelis] 58 °C

* [Somatiska varianta izsaukSana] 58 °C

* [Visipargjie] 62 °C

6. Iznemiet apvienoto DNS fragmentu banku plati un centrifugégjiet to 30 sekundes ar atrumu 280 x g.

7. Nekavéjoties novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, ldz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).
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8. [Augstas kvalitates gDNS] Izmantojot uz 200 pl iestatitu pipeti un neskarot lodiSu granulas, nonemiet
katras iedobes virsslani un atbrivojieties no ta.

9. [No FFPE ekstrahéta gDNS] Izmantojot uz 90 pl iestatitu pipeti un neskarot lodiSu granulas, nonemiet
katras iedobes virsslani un atbrivojieties no ta.

10. Nonemiet visu lieko virsslani un atbrivojieties no ta.

Mazgasana

1. Nonemiet plati no magnétiska stativa.

2. [Augstas kvalitates gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 200 ul katra
iedobé.

3. [No FFPE ekstrahéta gDNS] Atri iznemiet EEW no mikroparaugu inkubatora un pievienojiet 50 pl katra
iedobe.

4. Neizmantoto EEW ievietojiet atpaka] mikroparaugu inkubatora un turpiniet sildit.

5. Parklajiet plati un kratiet 4 mindtes ar atrumu 1800 apgr./min.

MadCap:conditions="Info_Type.Standard">

6.

Novietojiet parauga plati uz MIDI termobloka ieliktna mikroparaugu inkubatora zem EEW stobrina, aiztaisiet
vaku un pec tam inkubgjiet 5 minUtes attiecigaja temperatura:
* [FFPE]58°C

[80 mer vienam zondes panelim] 58 °C
* [Somatiska varianta izsaukSana] 58 °C
* [Visi paréjie paneli] 62 °C

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

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 200 pl augstas kvalitates gDNS vai 50 ul FFPE , nonemiet katras
iedobes virsslani un atbrivojieties no ta.

Kopa mazgajot tris reizes, atkartojiet 1-8 darbibu divas reizes.

Parneses mazgasana

Nonemiet plati no magnétiska stativa.

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

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

Parklajiet plati un kratiet 4 minttes ar atrumu 1800 apgr./min. Ja Skidrums iz§|akstas, samaziniet atrumu lidz
1600 apgr./min.
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3.

9.

10.
11.
12.

Parnesiet resuspendéto lodiSu Skidumu uz jaunu MIDI plati.
Nedaudz parauga var palikt iedobés.

A UZMANIBU!

Reagenta parnesana samazina atliku$o reagentu parnesi, kas var inhibét pakartoto PKR.
Novietojiet parauga plati uz MIDI termobloka ieliktna mikroparaugu inkubatora, aiztaisiet vaku un péc tam
inkubéjiet 5 minutes attiecigaja temperatura:

* [FFPE] 58 °C

[80 mer vienam zondes panelim] 58 °C
* [Somatiska varianta izsaukS$ana] 58 °C
* [Visiparéjie] 62 °C

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

Izmantojot pipeti, kas iestatita uz 200 ul augstas kvalitates gDNS vai 50 ul FFPE, nonemiet katras iedobes
virsslani un atbrivojieties no ta.

Centrifugéjiet plati 30 sekundes ar atrumu 280 x g.
Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa uz 10 sekundem.
Izmantojiet 20 pl pipeti, lai no katras iedobes nonemtu lieko Skidrumu un atbrivotos no ta.

Lai novérstu parmerigu izzdSanu un DNS fragmentu bankas rezultata zudumu, nekavéjoties veiciet darbibu,
kas aprakstita Seit: Eluésana 44. lpp.

Eluesana

Lai sagatavotu eluéSanas galveno maisijumu, sajauciet talak noraditos tilpumus. Reiziniet katra tilpuma
vértibu ar apstradajamo apvienoto DNS fragmentu banku skaitu.

* EE1(28,5ul)
* HP3(1,5ul)
Papildu reagenta parpalikums ir iek|auts tilpuma.

2. Samaisiet un péc tamisu bridi centrifuggjiet.

3. Nonemiet MIDI plati no magnétiska stativa.

4. Pievienojiet 23 ul eluéSanas galveno maisijuma katra iedobé.

5. Parklajiet plati un kratiet 2 minati ar atrumu 1800 apgr./min.

6. Inkubégjiet plati 2 minutes istabas temperatura.

7. Centrifugéjiet 30 sekundes ar atrumu 280 x g.

8. Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, lldz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).
9. Parnesiet 21 pl virsslana no katras MIDI plates jaunas 96 iedobju PKR plates attiecigaja iedobé.
10. Izmetiet MIDI plati.

11. Pievienojiet 4 ul ET2 katra iedobé, kura satur 21 pl virsslana.
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12. lestatiet pipeti uz 20 ul un leni pipetéjiet katra iedobé 10 reizes, lai samaisitu.
13. Parklajiet plati un péc tam centrifuggjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.

14. Inkubégjiet plati 1 minuti istabas temperatura.

Papildinatas DNS fragmentu bankas amplificéSana

Saja darbiba izmanto PKR, lai amplificétu papildinato DNS fragmentu banku.

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

* Lipigs parklajums
Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet $adus paligmaterialus:

lerice Uzglabasana Noradijumi
EPM No -25°C lidz Atkauséjiet vienu stundu 4 °C temperatira vai uz ledus. Apvérsiet,
-15°C lai samaisitu, un pec tamisu bridi centrifugéjiet. Nolieciet mala uz
ledus.
PPC No -25°C lidz Atkauséjiet vienu stundu 4 °C temperatura uz ledus. Maisiet un péc
-15°C tamisu bridi centrifugéjiet. Nolieciet mala uz ledus.

2. Saglabajiet talak noradito AMP programmu termoprocesora, izmantojot attiecigo PKR ciklu skaitu, kas ir
noradits nakamaja tabula.

* |zvelieties iepriekS€jas uzsildiSanas vaka opciju un iestatiet 100 °C temperatiru
* lestatiet reakcijas tilpumu 50 pl
* 98°C 45 sekundes
* (X) 8adicikli:
* 098°C 30 sekundes
* 60 °C 30 sekundes
* 72°C 30 sekundes
* 72°C5minutes

* Turiet 10 °C temperatura
Kopé€jais apstrades laiks ir ~35 minutes.
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Parauga un panela veids (X) Cikli
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) darbam ar augstas kvalitates gDNS 10
[llumina Exome Panel (CEX) darbam ar FFPE 12

Visi paréjie paraugi un paneli 121234

T Maziem treso personu paneliem var pielagot lidz pat 15 cikliem, izmantojot turpmaku optimizaciju. Izmantojot FFPE,
ciklu skaitu var pielagot ldz pat 17.

2 Treso personu paneliem, kuros ir tikai 500 zondes, var pielagot lldz pat 17 cikliem. Izmantojot FFPE, ciklu skaitu var
pielagot lidz pat 19.

3 FFPE paraugiem var pielagot lidz pat 14 cikliem.

4 PKR ciklu skaita palielina§ana FFPE paraugiem var radit augstaku dublikatu attiecibu un mazaku fragmentu izméru.

Procedura

—_

Katra iedobe pievienojiet 5 ul PPC.
Katra iedobeé pievienojiet 20 ul EPM.
Parklajiet plati un kratiet 1 minGti ar atrumu 1200 apgr./min.

Centrifugéjiet plati 10 sekundes ar atrumu 280 x g.

aoR W N

levietojiet ieprieks ieprogrammeéta termoprocesora un palaidiet AMP programmu.

DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja proceddra tiek partraukta, uzglabajiet lidz divas dienas no 2 °C lidz 8 °C temperatura. Vai ari atstajiet
termoprocesora lidz pat 24 stundas.

Amplificetas papildinatas DNS fragmentu bankas attiriSana

Saja darbiba izmanto Cleanup Beads lodTtes, lai attiritu papildinatu DNS fragmentu banku un atdalftu nevélamus
produktus.

Paligmateriali

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Svaigi sagatavots 80 % etanols (EtOH)
* Lipigi parklajumi

* 96 iedobju MIDI plate

* 96 iedobju PKR plate

* MIDI plates magnétiskais stativs
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Par reagentiem

Cleanup Beads
* Pirms katras lietoSana samaisiet.
* LainodroSinatu vienmérigu lodisu sadalijumu, biezi samaisiet.

» Skiduma viskozitates dé| aspirgjiet un dozéjiet IEnam.

SagatavosSana

1.

Sagatavojiet talak noraditos paligmaterialus.

lerice Uzglabasana Noradijumi

CB Istabas Lai samaisttu, lidz Skidruma krasa ir viendabiga, samaisiet un
temperatlra apversiet.

RSB No 2 °C lidz Sasildiet lidz istabas temperaturai. Lai sajauktu, maisiet.
8°C
2. Sagatavojiet svaigu 80 % EtOH, izmantojot absolttu etanolu.
Procedura
1. Centrifugéjiet PKR plati 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
2. Samaisiet CB 3 reizes 10 sekundes un péc tam apveérsiet.
3. Pievienojiet 40,5 ul CB katra jaunas MIDI plates iedobé.
4. Parnesiet 45 ul no katras PKR plates iedobes attiecigaja MIDI plates iedobé.
5. Parklajiet plati un kratiet 1 mindti ar atrumu 1800 apgr./min.
6. Inkubégjiet MIDI plati 5 minates istabas temperatura.
7. Centrifug€jiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
8. Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (5 minutes).
9. lzmantojotuz 95 uliestatitu pipeti, nonemiet katras iedobes virsslani un atbrivojieties no ta.
10. Mazgajiet divas reizes, ka aprakstits talak.
a. Kad plate ir novietota uz magnétiska stativa, pievienojiet 200 pl svaiga 80 % EtOH bez maisiSanas.
b. Inkubgjiet 30 sekundes.
c. Nepieskaroties loditem, nonemiet virsslani un atbrivojieties no ta.
11. Dabigi zavéjiet 5 minutes, nenonemot no magnétiska stativa.
12. Izmantojiet 20 pl pipeti, lai no katras iedobes nonemtu lieko EtOH un atbrivotos no ta.
13. Nonemiet plati no magnétiska stativa un pievienojiet 32 ul RSB katra iedobe.
14. Parklajiet plati un kratiet 1 minati ar atrumu 1800 apgr./min.
15. Inkubéjiet plati 5 minUtes istabas temperatura.
16. Centrifugéjiet 10 sekundes ar atrumu 280 x g.
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17. Novietojiet uz MIDI plates magnétiska stativa un nogaidiet, lidz Skidrums ir dzidrs (2 minutes).
18. Parnesiet 30 pul virsslana no katras 96 iedobju MIDI plates jaunas PKR plates attiecigaja iedobé.
19. lzmetiet MIDI plati.

DROSAS PROTOKOLA PARTRAUKSANAS PUNKTS

Ja proceddura tiek partraukta, parklajiet plati un uzglabajiet lidz 7 dienas temperattra no -25 °C lidz -15 °C.

Papildinato DNS fragmentu banku parbaude

Lai kvantitativi noteiktu dubultspirales gDNS ievades elementu, izmantojiet no fluorescences atkarigu metodi,
kura izmanto interkaléjoSu krasvielu. Nav ieteicams izmantot metodes, kuras méra kopé€jo nukleinskabju
daudzumu, pieméram, NanoDrop vai citas UV absorbcijas metodes.

1. Apstradajiet 1 ul papildinato DNS fragmentu bankas, izmantojot kvantitativas noteikSanas metodei.

PIEZIME. Kopéja zondes molaritate proporcionali ietekmé DNS fragmentu bankas rezultatu péc
papildinasanas.

Sagaidams videjais fragmenta izmérs 125-235 bp un DNS fragmentu ar izméra diapazonu no
~200 bp dz ~1000 bp sadalijums.

DNS fragmentu banku atSkaidiSana lidz sakuma
koncentracijai

Saja darbiba DNS fragmentu banku at$kaida lidz konkrétas sekvencé$anas sistémas sakuma koncentracijai, un
ta ir pirma darbiba sérijas atSkaidiSanas procesa. Kad DNS fragmentu bankas ir atSkaiditas lldz sakuma
koncentracijai, tas var denaturét un atskaidit idz galigajai ievietoSanas koncentracijai.
Neatkarigi no izmantota papildinasanas zondes paneja sekvencésanai lllumina iesaka iestatit DNS sekvencu
paru izpildi ar 151 ciklu vienam nolasamajam fragmentam (2 x 151) un 10 cikliem indeksa nolasamajam
fragmentam. Ja vélaties izmantot mazak parklatos nolasamos fragmentus vai mazak rindu parklajumu, var
sekvencét lidz 2 x 126 vai 2 x 101.
1. Aprékiniet DNS vai apvienoto fragmentu banku molaritati, izmantojot talak noradito formulu.

* DNS fragmentu analizatoram atbilstoSam DNS fragmentu bankam izmantojiet tam ieguto vid€jo izmeéru.

* Visam paréjam kvalitativas noteikSanas metodem ka vidéjo DNS fragmentu bankas izméru izmantojiet

350 bm.
ng/uix108 _ Molaritate
660 —8— % vidéjais DNS fragmentu
mol bankas lielums (bp) (nM)

Pieméram, ja konkrétas DNS fragmentu bankas koncentracija ir 20 ng/pl un vid€jais izmérs ir 350 bp, ieguta
molaritates vertiba ir 86,58 nM.
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20ng /ulx10°
% = 86,58(nM)
660 —=--x350 (bp)
2. Izmantojot molaritates vértibu, aprékiniet RSB un DNS fragmentu bankas tilpumu, kas ir nepiecieSams, lai
tas varétu at8kaidit ldz sakuma koncentracijai konkrétaja sistéma.

Minimalais
Sekvencésanas nepiecieSamais DNS Sakuma koncentracija Galiga ievietoSanas
sistema fragmentu bankas (nM) koncentracija (pM)
tilpums (pl)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) vai 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM ir sakumkoncentracija 350 pM galigas ievietoSanas koncentracijas iegisanai.
Ja nepiecie§ams, pielagojiet galigo ievietoSanas koncentraciju saskana ar turpmak sniegto tabulu.

Galiga ievietoSanas Apvienotas DNS fragmentu
koncentracija (pM) bankas koncentracija (nM)

100 0,50

150 0,75

200 1

250 1,25

300 1,50

350 1,75

400 2

450 2,25

500 2,50

3. AtSkaidiet DNS fragmentu bankas, izmantojot RSB:

* DNS fragmentu bankas, kuras ir kvantitativi noteiktas ka vairaku kompleksu DNS fragmentu banku
kopparaugs — atSkaidiet kopparaugu lldz konkrétas sistémas sakuma koncentracijai.
* DNS fragmentu bankas, kuras ir kvantitativi noteiktas individuali — atSkaidiet katru DNS fragmentu
banku lldz konkrétas sistémas sakuma koncentracijai. Pievienojiet stobrina 10 pl no katras atSkaiditas
DNS fragmentu bankas, lai izveidotu vairaku kompleksu DNS fragmentu banku kopparaugu.
4. Laiat8kaiditu lldz galigajai ievietoSanas koncentracijai, ievérojiet denaturacijas un atSkaidisanas
noradijumus konkrétajai sistémai.
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* NextSeq 550Dx sistémas gadijuma skatiet sadalu Sekvencésanas NextSeq 550Dx instrumenta
sagatavosana 50. Ipp.

* MiSeqgDx sistémas gadijuma skatiet sadalu Sekvencésanas MiSeqDx instrumenta sagatavosana 51. Ipp.

* NextSeq 6000Dx sistémas gadijuma skatiet sadalu Sekvencésanas NovaSeq 6000Dx instrumenta
sagatavosana 53. Ipp.

Galigas ievietoSanas koncentracijas ir sakuma punkts un visparéja norade. Optimizé&jiet konkrétas

darbplismas koncentracijas un kvantitativas noteik§anas metodi, izmantojot turpmakas sekvencésanas

izpildes vai veicot plusmas kivesu titreSanu.

Sekvencésanas NextSeq 550Dx instrumenta sagatavosana

Sekvencésanai NextSeq 550Dx instrumenta ieverojiet talak sniegtos noradijumus par DNS fragmentu banku
denaturésanu un atSkaidiSanu.

Paligmateriali

* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

SagatavosSana

Sagatavojiet svaigu 0,2N NaOH skidumu, lai denaturétu DNS fragmentu bankas sekvencésanai. Lai novérstu
nelielu pipetésanas k|ludu ietekmi uz galigo NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.

A UZMANIBU!

Svaigi at8kaidits 0,2N NaOH ir batiski nepiecieS8ams denaturacijas procesa. Nepareiza denaturéSana
var samazinat rezultatu.

1. Lai at8kaiditu TN NaOH un iegttu 0,2N NaOH, mikrocentrifligas stobrina apvienojiet talak noraditos
tilpumus.

1. Sagatavojiet talak noraditos paligmaterialus.
lerice Uzglabasana Noradijumi
HT1 No -25°C lidz Atkaus€jiet istabas temperatura. Uzglabajiet no 2 °C lidz 8 °C temperatura, lidz
-15°C denaturétas DNS fragmentu bankas var denaturet.
2. Laipagatavotu svaigu NaOH at$kaidijumu, mikrocentrifigas mégené apvienojiet $adus tilpumus:
* Laboratorijas kvalitates udens (800 pl)
* TN NaOH (200 pl)
legutais rezultats ir 1 ml 0,2N NaOH.

3. Apvérsiet stobrinu vairakas reizes, lai samaisitu.
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4. Mikrocentrifugas stobrina apvienojiet talak noraditos tilpumus, lai sagatavotu 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Laboratorijas klases udens (800 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
legutais rezultats ir 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.

PIEZIME. Stobriniem jabut aizvakotiem. Izmantojiet svaigu atSkaidijumu 12 stundu laika.

DNS fragmentu banku denaturacija

1. Mikrocentrifugas stobrina apvienojiet talak noraditos DNS fragmentu bankas un svaigi atSkaidita 0,2N
NaOH tilpumus.

* DNS fragmentu banka 10 pl
* 10pI0,2N NaOH

2. Tsu bridi maisiet un péc tam 1 minati centrifugéjiet ar atrumu 280 x g.
Inkubéjiet 5 minutes istabas temperatura.

4. Pievienojiet 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Denatureto DNS fragmentu banku atSkaidiSana lidz 20 pM

1. Pievienojiet stobrina ar denaturétam DNS fragmentu bankam 970 pl ieprieks atdzeséta HT1.
legutais rezultats ir 20 pM denaturéta DNS fragmentu banka.

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

3. Novietojiet 20 pM denaturétas DNS fragmentu bankas uz ledus, lidz var veikt galigo atSkaidisanu.

DNS fragmentu banku atSkaidiSana lidz ievietoSanas koncentracijai

1. Lai at8kaiditu denaturétas 20 pM DNS fragmentu bankas Skidumu lidz 1,2 pM, pievienojiet talak noraditos
tilpumus.

* Denaturétas fragmentu bankas Skidums (78 pl)

* leprieks atdzeséts HT1 (1222 pl)

Kop§jais tilpums ir 1,3 ml pie 1,2 pM.

Apvérsiet, lai samaisTitu, un péc tam apstradajiet impulsveida centrifliga.

3. Péc tam veiciet sekvencésanu. Noradijumus skatiet NextSeq 550Dx instrumenta atsauces rokasgramata
(dokuments Nr. 1000000009513).

Sekvencésanas MiSegDx instrumenta sagatavosSana

Sekvencésanai MiSegDx instrumenta ieverojiet talak sniegtos noradijumus par DNS fragmentu banku
denaturésanu un at8kaidisanu.

Dokuments Nr. 200019584 v02 LAV 51no 70

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM
TIKAI EKSPORTAM



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx iepakojuma ieliktnis illumina

Paligmateriali
* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

SagatavosSana

Sagatavojiet svaigu 0,2N NaOH 8kidumu, lai denaturétu DNS fragmentu bankas sekvencésanai. Lai noverstu
nelielu pipetésanas k|lidu ietekmi uz galigo NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.

A UZMANIBU!

Svaigi at8kaidits 0,2N NaOH ir batiski nepiecieSams denaturacijas procesa. Nepareiza denaturésana
var samazinat rezultatu.

1. Lai at8kaiditu TN NaOH un iegutu 0,2N NaOH, mikrocentrifligas stobrina apvienojiet talak noraditos
tilpumus.

1. Sagatavojiet talak noraditos paligmaterialus.

lerice  Uzglabasana Noradijumi
HT1 No -25 °C lidz Atkauséjiet istabas temperatira. Uzglabajiet no 2 °C lidz 8 °C
-15°C temperatiira, ldz denaturétas DNS fragmentu bankas var denaturét.

2. Laipagatavotu svaigu NaOH at$kaidijumu, mikrocentrifigas mégené apvienojiet $adus tilpumus:
* Laboratorijas kvalitates tdens (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
legutais rezultats ir 1 ml 0,2N NaOH.

PIEZIME. Stobriniem jabut aizvakotiem. Izmantojiet svaigu atSkaidijumu 12 stundu laika.

4 nM DNS fragmentu bankas denaturacija

1. Mikrocentrifugas stobrina apvienojiet talak noraditos tilpumus.
* 4 nM DNS fragmentu banka (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Isu bridi maisiet un péc tam 1 minati centrifugéjiet ar atrumu 280 x g.
Inkubéjiet 5 minutes istabas temperatura.

4. Pievienojiet stobrina ar denaturétu DNS fragmentu banku 990 pl ieprieks atdzesétu HT1.
legutais rezultats ir 1 ml 20 pM denaturétas DNS fragmentu banka.

Denaturéetas 20 pM DNS fragmentu bankas atSkaidiSana
1. AtSkaidiet ldz vélamajai koncentracijai, izmantojot talak noraditos tilpumus.
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Koncentracija 6 pM 8 pM 10pM 11 pM 12pM 15pM 20 pM
20 pM DNS fragmentu banka 180l 240l 300l 330u  360pl 450l 600 pl
leprieks atdzeséts HT1 420l 360l 300l 270l 240pl 150l Ol

2. Apveérsiet, lai samaisitu, un péc tam apstradajiet impulsveida centrifuga.

3. Péctam veiciet sekvencésdanu. Noradijumus skatiet MiSeqDx instrumenta uzzinu rokasgramata par MOS v4
(dokuments Nr. 1000000157953).

Sekvencésanas NovaSeq 6000Dx instrumenta
sagatavosSana

Sekvencésanai NovaSeq 6000Dx instrumenta ieverojiet talak sniegtos noradijumus par DNS fragmentu banku
denaturésanu un atdkaidisanu.

Paligmateriali

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx DNS fragmentu bankas stobring

Sagatavos$ana

Sagatavojiet svaigu 0,2N NaOH 8kidumu, lai denaturétu DNS fragmentu bankas sekvencésanai. Lai noverstu
nelielu pipetésanas k|lidu ietekmi uz galigo NaOH koncentraciju, tiek sagatavots papildu tilpums.

A UZMANIBU!

Svaigi at8kaidits 0,2N NaOH ir butiski nepiecieS8ams denaturacijas procesa. Nepareiza denaturésana
var samazinat rezultatu.

1. Laiat8kaiditu TN NaOH un iegutu 0,2N NaOH, mikrocentrifligas stobrina apvienojiet talak noraditos
tilpumus.

4. tabula. S2rezims

\ Viena pliismas elementa Divu plismas elementu
Reagents . .
tilpums (pl) tilpums (pI)
Laboratorijas klases 40 80
udens
Bazes 1N NaOH 10 20
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Sie tilpumi veido 50 pl 0,2N NaOH $kiduma vienam plismas elementam vai 100 ul 0,2N NaOH $kiduma
diviem plusmas elementiem.

5.tabula. S4reZims

\ Viena pliismas elementa Divu plismas elementu
Reagents . .
tilpums (pl) tilpums (pI)
Laboratorijas klases 80 160
udens
Bazes 1N NaOH 20 40

Sie tilpumi veido 100 pl 0,2N NaOH S§kiduma vienam plismas elementam vai 200 ul 0,2N NaOH Skiduma
diviem plusmas elementiem.

2. Laisamaisitu, vairakas reizes apveérsiet vai ari rupigi samaisiet.
PIEZIME. Stobriniem jabut aizvakotiem. Izmantojiet svaigu atSkaidijumu 12 stundu laika.

Standartizetas DNS fragmentu bankas kopparauga izveide

levietoSanas koncentracija var atskirties atkariba no DNS fragmentu bankas sagatavos$anas, kvantitativas
noteik§anas un normalizacijas metodem.

levérojiet turpmak sniegtos noradijumus, lai standartizétu DNS fragmentu bankas lidz atbilsto8ai koncentracijai
un péc tam izveidotu kopparaugu. DNS fragmentu bankas, kas sekvencétas viena plusmas elementa, ir
jaapvieno viena standartizéta kopparauga.

PIEZIME. Viena josla, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplektu maksimali var
apstradat 192 paraugus. So ierobeZojumu nosaka UD indeksu kop&jais skaits A un B kopa.

DNS fragmentu banku standartizéSana kopparauga izveidei

1. Nosakiet nepiecieSamo DNS fragmentu bankas kopparauga koncentraciju, pamatojoties uz vélamo galigo
ievietoSanas koncentraciju.
* JagaligaievietoSanas koncentracija ir 350 pM, nepiecieS§ama DNS fragmentu bankas kopparauga
koncentracijair 1,75 nM.
* Lainoteiktu DNS fragmentu bankas kopparauga koncentraciju atskirigai galigajai ievietoSanas
koncentracijai, skatiet sadaju DNS fragmentu banku atskaidisana lidz sakuma koncentracijai 48. 1pp.
2. Normalizéjiet DNS fragmentu bankas lldz vélamajai DNS fragmentu bankas kopparauga koncentracijai,
izmantojot 10 Tris-HCI, pH 8,5.

Informaciju par DNS fragmentu banku atSkaidiSanu lidz atbilstoSai koncentracijai skatiet lllumina timek|a
vietnes sadala Kopparauga izveides kalkulators.
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leteicamas ievietoSanas koncentracijas

Optimala DNS ievietoSanas koncentracija ir atkariga no DNS fragmentu bankas tipa un ievietoSanas lieluma.
DNS fragmentu bankam > 450 bp var bit nepiecieSama lielaka ievietoSanas koncentracija.

Standartizétu DNS fragmentu banku kopparauga izveide un papildu PhiX kontroles
pievieno$ana

1. Apvienojiet atbilstoSu katras standartizétas DNS fragmentu bankas tilpumu jauna mikrocentrifigas stobrina,
lai iegutu kadu no §adiem galigajiem tilpumiem:

ReZims Galigais tilpums (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Nav obligati] Pievienojiet 1 % nedenaturétu PhiX>, ka noradis talak.
a. Atskaidiet 10 nM PhiXlidz 2,5 nM, izmantojot 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. Stobrina ar nedenaturéto DNS fragmentu banku kopparaugu pievienojiet atbilstoSu nedenaturéta
2,5 nMPhiX tilpumu.

ReSims Nedenaturéts 2,5 nM PhiX Nedenaturéets DNS fragmentu bankas
(1) kopparaugs (ul)

S2 0,9 150

S4 1,9 310

Pievienojot vielas PhiX, ieteicamais apjoms labi sabalansétam DNS fragmentu bankam ir 1 %. Zemas
daudzveidibas DNS fragmentu bankam var bit nepiecieSams lielaks apjoms. Lai iegUtu noradijumus, ka
izmantot PhiX kontroli zemas daudzveidibas DNS fragmentu bankam, sazinieties ar lllumina tehniska
atbalsta dienestu.

Denaturets DNS fragmentu banku kopparaugs un papildu PhiX kontrole

1. Stobrina ar nedenaturéto DNS fragmentu bankas kopparaugu un papildu PhiX pievienojiet 0,2N NaOH, ka
noveértéts talak.

Plismas Nedenaturéets DNS fragmentu bankas
0,2N NaOH 4 legutais tilpums
elements kopparaugs (ul)
S2 37 150 187 ul vai187,9 pul
ar PhiX
S4 77 310 387 plvai 388,9 ul
ar PhiX
2. Aizvakojiet unisu bridi maisiet.
3. Centrifugégjiet ldz 1 mindtei ar atrumu 280 x g.
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4. Inkubégjiet 8 minttes istabas temperatura, lai denaturétu.

Lai neitralizetu, pievienojiet 400 mM Tris-HCI, pH 8,0, ka noradits talak.

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

6. Aizvakojiet unisu bridi maisiet.
Centrifugéjiet ldz 1 mindtei ar atrumu 280 x g.

8. Parnesiet visu denaturétas DNS fragmentu bankas tilpumu vai denaturétas DNS fragmentu bankas un PhiX
tilpumu NovaSeq 6000Dx DNS fragmentu bankas stobrina.

9. Peéc tam veiciet sekvencésanu. Noradijumus skatiet NovaSeq 6000Dx instrumenta izstradajuma
dokumentacija (dokuments Nr. 200010105).
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Problemu noveérsana

illumina

Lai novérstu problémas, kuras rodas darbpllismas gaita, izmantojiet nakamo tabulu. Ja sekvencésanas izpilde
vai DNS fragmentu bankas parauga sagatavosSana neizdodas divas reizes, iesp€jams, ka ir janoveérs papildu
problémas. Sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Noverota problema

Sekvencésanas izpilde
neatbilst izpildes
kvalitates kontroles
specifikaciju kritérijiem

FASTQ izveides vai
visparéja sekvencesanas
sistémas kluda
(piemeéram, tikla, reagentu
ievietoSanas/iznemsSanas
kluda utt.)

lespéjamais
iemesls

Lietotaja vai
laboratorijas
aprikojuma kltuda
analizes
darbplisma

Instrumenta
problema

Programmaturas
vai instrumenta
probléma
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leteicama riciba

Nosakiet papildinato DNS fragmentu banku kvalitati, lai
nodroSinatu atbilstoSu DNS fragmentu bankas rezultatu un
fragmentu izméra sadaljumu. Atkariba no ta, kura vieta radas
aizdomas par izmanto$anu vai aprikojuma kltdu, atkartojiet
DNS fragmentu bankas sagatavoS$anu, izpildot vienu no talak
aprakstitajam darbibam. Ja tas nav zinams vai ir radusas citas
kltdas, sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu, lai ta
darbinieki novers konkrétas izpildes problemu.

« Atkartoti sekvenceéjiet DNS fragmentu banku. Skatiet sadalu
Sekvencésanas NextSeq 550Dx instrumenta sagatavosana
50. Ipp, Sekvencésanas MiSeqDx instrumenta sagatavosSana
51. Ipp vai Sekvencésanas NovaSeq 6000Dx instrumenta
sagatavoSana 53. lpp.

« Atkartoti papildiniet DNS fragmentu bankas. Skatiet sadaju
Zonzu hibridizésana 37. Ipp.

» Sagatavojiet DNS fragmentu banku, izpildot darbpllismu no
sakuma. Skatiet sada|u Lietosanas instrukcijas 22. Ipp.

Sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Papildinformaciju par FASTQ generésanu skatiet Local Run
Manager programmaturas rokasgramata (dokuments

Nr. 100000002702) vai NextSeq 550Dx instrumenta atsauces
rokasgramata (dokuments Nr. 1000000009513), MiSeqDx
instrumenta uzzinu rokasgramata programmatuirai MOS v4
(dokuments Nr 1000000157953) vai NextSeq 6000Dx
instrumenta izstradajuma dokumentacija (dokuments

Nr. 200010105).

Sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu, lai sanemtu
papildu palidzibu.
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Noveérota problema !espejamals leteicama riciba
iemesls
No DNS fragmentu Nav ievérotas Parbaudiet, vai ir piemérots parauga ievades elements, un
bankam nevar iegut prasibas parauga atkartojiet DNS fragmentu bankas sagatavosanu.
atbilstoSu rezultatu, laito ievades Skatiet sadalu leteikumi par parauga ievades elementu 18. Ipp.
varétu izmantot elementam
sekvencésanai LietoSanas vai Atkariba no ta, kura vieta radas aizdomas par izmanto$anu vai
aprikojuma kluda aprikojuma k|udu, atkartojiet DNS fragmentu bankas
analizes sagatavosanu, izpildot vienu no talak aprakstitajam darbibam.
darbplisma Ja tas nav zinams vai ir radusas citas k|udas, sazinieties ar
lllumina tehniska atbalsta dienestu, lai ta darbinieki novers
konkretas izpildes problemu.
o Atkartoti sekvencéjiet DNS fragmentu banku. Skatiet sadalu
Sekvencésanas NextSeq 550Dx instrumenta sagatavosana
50. Ipp, Sekvencésanas MiSeqDx instrumenta sagatavosana
51. Ipp vai Sekvencésanas NovaSeq 6000Dx instrumenta
sagatavos$ana 53. Ipp.
« Atkartoti papildiniet DNS fragmentu bankas. Skatiet sadaju
Zonzu hibridizésana 37. Ipp.
» Sagatavojiet DNS fragmentu banku, izpildot darbplismu no
sakuma. Skatiet sadalu LietoSanas instrukcijas 22. Ipp.
Nav ievérotas Parbaudiet, vai papildinaSanas zondes panelis ir piemérots, un
prasibas atkartojiet DNS fragmentu bankas sagatavosanu.

papildinasanas Skatiet sadalu Prasibas papildinasanas zondes panelim 10. Ipp.
zondes panelim

Veiktspejas raksturlielumi

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application for NovaSeq 6000Dx veiktspéjas parametri ir
sniegti NovaSeq 6000Dx instrumenta iepakojuma ieliktni (dokumenta Nr. 200025276).

Veiktspeéja, izmantojot pilnus eksomu panelus

Eksomu panelu veiktspéju testgja, izmantojot ieteikto zemako (50 ng) un augstako (1000 ng) Coriell Cell Line
gDNA NA12878 ievades elementu ar zinamo patiesibas kopumu dzimumsunas [inijas noteik8§anai (Coriell platina
genoms). Ka reprezentativie paneli tika izmantoti eksoma panelis Nr. 1 (45 Mb) un eksoma panelis Nr. 2

(36,8 Mb). Tika veikta testéSana ar 24 tehniskiem atkartojumiem, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx analizé analizi un eksoma paneli Nr 1 (45 Mb), ar divam 12 kompleksu papildinaSanas reakcijam. Tika veikta
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testésana ar 12 tehniskiem atkartojumiem, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi un eksomu
paneli Nr. 2 (36,8 Mb), ar vienu 12 kompleksu papildinaSanas reakciju. Papildinatas DNS fragmentu bankas
sekvencéja, izmantojot NextSeq 550Dx sekvencésana sistému ar DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager
moduli.

Nakamaja tabula ir noraditas tehniskos atkartojumos testéta katra panela sekundaras sekvencésanas un
variantu izsauk8anas veiktspéjas raditaju vidéjas vértibas.

6. tabula. Analizes veiktspéja ar diviem pilniem eksomu paneliem

Papildu

unikala _ Fragmenta g g
. . Aptvéruma SNV SNV Delecijas  Delécijas
Panelis nolasama

aruma
viendabigums 9 parklajums’ precizitate? parklajums’ precizitate?

fragmenta mediana
papildinasana
Eksomu 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
panelis
Nr. 1
(45 Mb)
Eksomu 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
panelis
Nr. 2
(36,8 Mb)

TParklajums=pozitivs/(pareizi pozitivi rezultati + klldaini negativi rezultati)
2Precizitate=pareizi pozitivi rezultati/(pareizi pozitivi rezultati + k|idaini negativi rezultati)

NoteikSanas robeza

Noteik§anas robezZas testéSanai izmantoja Horizon HD799 DNS atsauces standartu. HD799 veido vidéji bojata
ar formalinu apstradata DNS ar zinamam atseviskam nukleotidu variacijam (single nucleotide variation, SNV) ar
aléJu biezumu 1-24,5 %. Tika izmantota viszemaka ieteicama DNS ievade (50 ng), un tika novértéta SNV
noteik8anas attieciba ar = 5,0 % varianta aléJu biezumu (VAF). Tika veikta testé8ana ar 16 tehniskiem
atkartojumiem, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi un FFPE darbpllismu, kuru papildinaja ar
véZa parauga papildinasanas paneli (1,94 Mb) 16 (1 komplekss) papildinasanas elementos un péc tam
sekvenceéja, izmantojot NextSeq 550Dx instrumentu ar DNA GenerateFASTQ Dx moduli.

Visi paraugi atbilda no panela atkarigas parauga veiktspéjas prasibam, ka redzams nakamaja tabula.
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7.tabula. Parauga veiktspéja attieciba uz noteik8anas robezu

Atsevisku nukleotidu variaciju e = o
’ J Vidéja vertiba

Panelis (SNV) varianta noteikSanas Aptvaruma viendabiaum
attieciba = 5,0% VAF ptveruma viendabigums
Jebkada véza parauga 100 % 99 %

papildinasanas panelis
(1,94 Mb, 523 geni)

Interferéjosas vielas

Potencialo interferentu ietekme tika novértéta, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi un
noverojot analizes veiktspéju interferejoso vielu klatbutne.

Mijiedarbiba ar nesadalitam asinim

Pirms DNS ekstrahésanas parbaudija acetaminofénu (eksogéns savienojums, zales), kreatininu un trigliceridus
(endogéni metaboliti), tos pievienojot cilveéka nesadalitam asinim. Lai novértétu interferenci, kuru rada asins
paraugu nemsana (nepietiekama daudzuma parauga nemsana), nesadalitu asinu parauga materialiem
pievienoja EDTA. Lai novertétu interferenci, kas saistita ar paraugu sagatavosanu, no nesadalitam asinim
ekstrahetai DNS pievienoja art molekularas kvalitates etanolu.

Nakamaja tabula ir noradita katra interferenta koncentracija.

8. tabula. Potencialiinterfergjosas vielas un koncentracijas, kuras testétas, izmantojot nesadalitas asinis
Testeta viela Testeta koncentracija

Acetaminoféns 15,6 mg/dI*
Tris reizes augstaka koncentracija, kas sagaidama péc zalu
terapeitiskas devas.

Kreatinins 15 mg/dI*
Augstaka populacija noverota koncentracija.
Triglicerdi 1,5 g/dI*

Augstaka populacija noverota koncentracija.

EDTA 6 mg/ml
Tris reizes augstaka koncentracija neka sagaidama
koncentracija asins paraugam, kas panemts EDTA
stobrinos.

Molekularas kvalitates etanols 15 % v/v
Eluata pec DNS ekstrahésanas.

*Saskana ar CLSI EP37-ED1:2018
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Katra interfergjosa viela tika testéta ar 12 tehniskiem atkartojumiem, izmantojot lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx analizi, kuru papildinaja ar eksomu paneli Nr. 1 (45 Mb) viena (12 kompleksi) papildinasanas reize,
un péc tam tas sekvencéja NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot DNA GenerateFASTQ Dx moduli.

Testéto vielu visi 12 parauga materiali atbilda veiktspé&jas prasibam, ka arT netika novérota interference ar
analizes veiktspéju.

Interference ar FFPE audiem

Divi kolorektalas zarnas FFPE paraugi tika testéti ar un bez hemoglobina klatbutnes ar 0,1 mg viena 10 um FFPE
histologijas parauga, lai iegltu sliktako iesp&jamo scenariju — 50 % FFPE audu paraugu piesarnojums ar asinim
ar augstu hemoglobina llmeni. Parauga materialus testéja, izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
analizi un jebkada véza parauga papildinasanas paneli Nr. 1 (1,94 Mb) ka reprezentativu paneli viena kompleksa
papildinasanas elementos. Papildinatas DNS fragmentu bankas péc tam tika sekvenceétas, izmantojot NextSeq
550Dx instrumentu ar DNA GenerateFASTQ Dx moduli. Visi paraugu materiali atbilda parauga veiktspéjas
prasibam, un tika pieradits, ka hemoglobins neietekmé analizes veiktspé€ju.

Lai novertétu interferenci, kas rodas paraugu sagatavosanas laika, no urinptsla véza FFPE audu parauga
ekstrahétaja DNS tika iejaukti divi eksogéni savienojumi. Testétas eksogénas vielas ir ekstrakcijas Skidumi, ko
parasti izmanto DNS ekstrakcijas procesa, un tas kopa ar testétajiem daudzumiem ir noraditas nakamaja tabula.

Testéjamas vielas Skidumi ir pieejami pardoSana DNS izolacijas komplektos, kas ir noradtti aile.

9. tabula. PotencialiinterferéjoSas eksogénas vielas un testétas koncentracijas, izmantojot FFPE
paraugus

Testeta viela Testeta koncentracija (u1/30 pl eluats)
Deparafinizacijas Skidums 113 x1078
Mazgasanas buferskidums AW?2 0,417

Katra interfergjosa viela tika testéta ar astoniem tehniskiem atkartojumiem, izmantojot lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx analizi, kuru papildinaja ar jebkada véza parauga papildinasanas paneli (1,94 Mb) viena
kompleksa papildinaSanas elementos un péc tam sekvencéja, izmantojot NextSeq 550Dx instrumentu ar DNA
GenerateFASTQ Dx moduli.

Attieciba uz abam testétajam vielam visi astoni paraugi atbilda parauga veiktspéjas prasibam, un netika
noverota nekada analizes veiktspéjas interference.

Savstarpeja kontaminacija

Izmantojot lllumina DNA Prep with Enrichment Dx analizi, testé&ja Coriell Cell Line gDNA NA12878 (sieviesu,

10 paraugu), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (virieSu, 12 paraugi) un kontroli bez matricas (NTC, 2 paraugi) Saha
deliSa veida plates izkartojuma. Paraugu savstarpéjas kontaminacijas novertésanai ka visstingrako nosacijumu
visiem paraugiem izmantoja visaugstako ieteikto gDNS ievades elementa vertibu (1000 ng). TestéSanu veica
divas reizes divi atseviski lietotaji. 12 kompleksu papildinasanas reakcijas izmantoja eksomu paneli Nr. 1
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(45 Mb). Papildinatas DNS fragmentu bankas sekvencéja NextSeq 550Dx instrumenta ar DNA GenerateFASTQ
Dx moduli. Novertejums tika veikts, novertejot virieSiem specifiskas Y hromosomas parklajumu sieviesu
paraugos, salidzinot ar pilnas sievieSu paraugu plates fona limeniem, ka arT ar NTC paraugu indeksa attélojumu.

10. tabula. Savstarpéjas kontaminacijas rezultati

SievieSu audu paraugu ar virieSu Y hromosomam
parklajums, ja bazes lnijas troksnis ir < 3x

100 % < 0,0005 %

Indeksa attélojums kontrolé bez matricas (NTC)

Pielikums. lllumina UD indeksu adaptera
sekvences

Sie unikalie dubultie (UD) indeksu adapteri platé ir sakartoti, lai uzlabotu ieteikto saparo$anas stratégiju. So
indeksa adapteru garums ir 10 bazes, nevis 8 bazes ka parasti.

Indeksa Nr. 1 (i7) adapteri

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Indeksa Nr. 2 (i5) adapteri
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [i5] TCGTCGGCAGCGTC

Nolasama fragmenta Nr. 1 un Nr. 2 apgrieSanai izmantot talak noraditas sekvences.
CTGTCTCTTATACACATCT

Plates A/komplekta Nr. 1 indeksa adapteri

Indeksa nosaukums i7 bazes adaptera i5 bazes adaptera
UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGTTAAT
UDP0O009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
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Indeksa nosaukums
UDP0011
UDP0012
UDPO0013
UDP0014
UDP0015
UDP0016
UDP0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDPO0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDP0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDPO0040

i7 bazes adaptera

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA
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i5 bazes adaptera

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG
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Indeksa nosaukums
UDP0041
UDPO0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDPO0046
uUbDP0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDP0053
UDPO0054
UDP0055
UDP0056
UDP0057
UDPO0058
UDP0059
UDP0060
UDP0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDP0065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDPO0070

i7 bazes adaptera

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

TTGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC
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i5 bazes adaptera

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA
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Indeksa nosaukums
UDPO0071
UDPO0072
UDP0073
UDP0074
UDPO0075
UDPO0076
UDP0OO0O77
UDP0078
UDP0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDP0085
UDP0086
UDP0087
uUDP0088
UDP0089
UDP0090
UDP0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDP0095
UDP0096

i7 bazes adaptera

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA

CGCACTAATG

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

CATGTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACGC

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG

i5 bazes adaptera

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Plates B/komplekta Nr. 2 indeksa adapteri

Indeksa nosaukums

UDP0097

i7 bazes adaptera

CTGACCGGCA
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Indeksa nosaukums
UDP0098
UDP0099
UDPO0100
UDP0101
UDP0102
UDP0103
UDP0104
UDP0105
UDP0106
UDPO0O107
UDP0108
UDP0109
UDPO0110
UDPO111
UDPO0112
UDPO0113
UDP0114
UDPO115
UDPO116
UDPO0117
UDP0118
UDPO119
UDPO0120
UDP0121
UDP0122
UDP0123
UDP0124
UDP0125
UDP0126
UDPO0127

i7 bazes adaptera

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC
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i5 bazes adaptera

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT
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Indeksa nosaukums
UDP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDP0134
UDP0135
UDP0136
UDPO0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDPO0O141
UDPO0142
UDP0143
UDP0144
UDPO0145
UDPO0146
UDP0147
UDP0148
UDPO0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDPO0O153
UDP0154
UDPO0155
UDP0156
UDPO0157

i7 bazes adaptera

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG
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i5 bazes adaptera

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG
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Indeksa nosaukums
UDP0158
UDPO0O159
UDP0160
UDPO0161
UDP0162
UDP0163
UDPO0O164
UDP0165
UDP0166
UDPO0O167
UDP0168
UDP0169
UDP0170
UDPO171
UDPO0172
UDP0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDP0177
UDP0178
UDPO0O179
UDP0180
UDP0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDP0185
UDP0186
UDP0187

i7 bazes adaptera

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

Dokuments Nr. 200019584 v02 LAV
TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM

TIKAI EKSPORTAM

i5 bazes adaptera

CCTGCTTGGT
GACGAACAAT
TGGCGGTCCA
CTTCAGTTAC
TCCTGACCGT
CGCGCCTAGA
AGGATAAGTT
AGGCCAGACA
CCTTGAACGG
CACCACCTAC
TTGCTTGTAT
CAATCTATGA
TGGTACTGAT
TTCATCCAAC
CATAACACCA
TCCTATTAGC
TCTCTAGATT
CGCGAGCCTA
GATAAGCTCT
GAGATGTCGA
CTGGATATGT
GGCCAATAAG
ATTACTCACC
AATTGGCGGA
TTGTCAACTT
GGCGAATTCT
CAACGTCAGC
TCTTACATCA
CGCCATACCT

CTAATGTCTT
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Indeksa nosaukums i7 bazes adaptera i5 bazes adaptera
UDP0188 GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
UDP0189 TGCGGTGTTG GGCAGTAGCA
UDPO190 GATTAAGGTG TTAGGATAGA
UDP0O191 CAACATTCAA CGCAATCTAG
UDP0192 GTGTTACCGG GAGTTGTACT

Parskatijjumu vesture
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Produktu markésana

Vispusigu atsauci uz simboliem, kas redzami uz konkréta komplekta produkta iepakojuma un markéjuma, skatiet
simbolu atsléga vietnes support.illumina.com cilné Dokumentacija.

Dokuments Nr. 200019584 v02 LAV 70no0 70

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM
TIKAI EKSPORTAM



	Paredzētais lietojums
	Procedūras principi
	Procedūras ierobežojumi
	Izstrādājuma komponenti
	Nodrošinātie reaģenti
	Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A/B

	Komplektā neiekļautie reaģenti
	Nepieciešamie, bet komplektā neiekļautie reaģenti
	Prasības papildināšanas zondes panelim

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

	Parauga materiāla ņemšana, transportēšana un uzglabāšana
	Brīdinājumi un piesardzības pasākumi
	Piezīmes par procedūru
	Ieteikumi par DNS ievades elementu
	Ieteikumi par asins parauga ievades elementu
	Ieteikumi par FFPE audu parauga ievades elementu
	Ieteikumi par parauga ievades elementu
	Padomi un metodes

	Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit komplekta darbplūsma
	Lietošanas instrukcijas
	Sagatavošanās kopparauga izveidei
	Genoma DNS marķēšana
	Attīrīšana pēc marķēšanas
	Marķētās DNS amplificēšana
	DNS fragmentu banku attīrīšana
	Iepriekš papildinātu DNS fragmentu banku kopparauga izveide
	Kvalitatīvā noteikšana iepriekš papildinātām DNS fragmentu bankām [nav obligāti]
	Zonžu hibridizēšana
	Hibridizēto zonžu uztveršana
	Papildinātas DNS fragmentu bankas amplificēšana
	Amplificētas papildinātas DNS fragmentu bankas attīrīšana
	Papildināto DNS fragmentu banku pārbaude
	DNS fragmentu banku atšķaidīšana līdz sākuma koncentrācijai
	Sekvencēšanas NextSeq 550Dx instrumentā sagatavošana
	Sekvencēšanas MiSeqDx instrumentā sagatavošana
	Sekvencēšanas NovaSeq 6000Dx instrumentā sagatavošana

	Problēmu novēršana
	Veiktspējas raksturlielumi
	Veiktspēja, izmantojot pilnus eksomu paneļus
	Noteikšanas robeža
	Interferējošas vielas
	Savstarpēja kontaminācija

	Pielikums. Illumina UD indeksu adaptera sekvences
	Plates A/komplekta Nr. 1 indeksa adapteri
	Plates B/komplekta Nr. 2 indeksa adapteri

	Pārskatījumu vēsture

