,lllumina DNA Prep With Enrichment Dx“ pakuotés lapelis  illumina

NAUDOTI'IN VITRO' DIAGNOSTIKAI
TIK EKSPORTUI

Numatytoji paskirtis

Lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit" yra reagenty ir eksploataciniy medziagy rinkinys, naudojamas
méginiy bibliotekoms iS genominés DNR, gautos i$§ Zmogaus Igsteliy ir audiniy, ruosti. RuoSiant bibliotekas,
skirtas konkretiems dominantiems genomy regionams, reikalingi naudotojy tiekiami zondy skydeliai.
Sugeneruotos méginiy bibliotekos skirtos naudoti ,lllumina” sekos nustatymo sistemose.

Proceduros principai

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ skirtas naudoti ruoSiant DNR sekos nustatymo bibliotekas, gausintas
tiksliniais regionais i genomo DNR, gautos i§ Zzmogaus lgsteliy ir audiniy.

Tiksliniam gausinimui atlikti reikalingi naudotojo tiekiami biotinilinti oligonukleotidy skydeliai. ,Illumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit" suderinamas su jvairiais skydeliy dydziais, kurie apima dydzius nuo smulkiy skydeliy

(< 20,000 zondy) iki dideliy skydeliy (> 200,000 zondy). Sugeneruotos gausintos bibliotekos skirtos sekai
nustatyti lllumina“ sekos nustatymo sistemose.

Llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" procedirg sudaro toliau nurodyti veiksmai.

* Genomo DNR tagmentacija - DNR jvesciai tagmentuoti naudojamos smulkios gausinimo BLT (eBLTS). Per
tagmentacijg gDNR atskiru veiksmu yra fragmentuojama ir pazymima adapteriais. eBLTS sudrékinti
tagmentacijos reakcijoje reikalinga minimali 50 ng DNR jvestis. Sudrékinus, eBLTS fragmentuoja nustatyta
skaiciy DNR molekuliy, kad sugeneruoty normalizuotas nuoseklaus fragmenty dydzio pasiskirstymo
bibliotekas.

* Valymas po tagmentacijos — iSvaloma adapteriu Zzyméta DNR ant eBLTS, kad jg blty galima naudoti
amplifikuojant.

* Tagmentuotos DNR amplifikavimas — amplifikuojama tagmentuota DNR naudojant apriboto ciklo PGR
programa. Prie DNR fragmenty pabaigos pridedami unikalls dvigubi (UD) indeksai, leidziantys zyméti DNR
bibliotekas unikaliais dvigubais briksniniais kodais ir generuoti sankaupa atliekant sekos nustatymo
procedura.

* Biblioteky valymas - taikant granuliy gryninimo procedurg iSgryninamos amplifikuotos DNR bibliotekos ir
pasirenkami jy dydziai.

* Biblioteky telkimas — DNR bibliotekos sujungiamos su unikaliais indeksais j vieng telkinj, kurj sudaro iki 12
biblioteky. Bibliotekas telkti galite pagal turj arba mase.

* Zondy hibridizacija - §j veiksma sudaro hibridizacijos reakcija, per kurig denatiruojamos dviejy gijy DNR
bibliotekos ir biotinilinty DNR zondy skydelis hibridizuojamas iki tiksliniy genomo regiony.
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— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" suderinamas su keliais skydeliais. ,lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit" neapima gausinimo skydelio. Zondy skydelius tiekia naudotojas ir jie turi atitikti
reikalingas specifikacijas. ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ reagentai yra suderinami tiek su
Lllumina®, tiek su tre€iyjy Saliy gausinimo DNR oligonukleotidy skydeliais, atitinkanciais reikalingas
specifikacijas. Informacijos apie reikalingas treciyjy Saliy skydeliy specifikacijas zr. skyriuje Gausinimo
zondo skydelio reikalavimai 11 psl.

* Hibridizuoty zondy fiksavimas — naudojant streptavidino magnetines granules (SMB3), uzfiksuojami
biotinilinti zondai, hibridizuoti iki tiksliniy dominanciy regiony.
* Gausinty biblioteky amplifikavimas — naudojant PGR, amplifikuojamos gausintos bibliotekos.

* Amplifikuoty gausinty biblioteky valymas - taikant granuliy gryninimo procediirg, iSgryninamos gausintos
bibliotekos, kad jos blty paruostos sekos nustatymui atlikti.

* Sekos nustatymas — gausinty biblioteky sekos nustatymas atliekamas ,MiSeqDx", ,NextSeq 550Dx" arba
.NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo sistemose. Naudojant ,MiSeqDx" ir ,,NextSeq 550Dx", integruotas
.DNA GenerateFASTQ Dx",Local Run Manager” modulis nhaudojamas sekos nustatymo vykdymui nustatyti,
stebéjimui vykdyti ir pagrindinei analizei atlikti (FASTQ generavimas i$ baziy priskyrimy). Naudojant
.NovaSeq 6000Dx", ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ programa naudojama sarankai
vykdyti ir antrinei analizei su keliomis pasiekiamomis darbo eigomis atlikti.

Proceduros apribojimai

* Naudoti tik in vitro diagnostikai.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit"“ suderinamas su genomo DNR, gauta i$ zmogaus lgsteliy ir
audiniy.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" suderinamas su dviejy gijy gDNR 50-1 000 ng jvestimis.
Jei jvestys nepatenka j Sias ribines vertes, veiksmingumas negarantuojamas.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ neapima DNR i§skyrimo reagenty. Analitinio tyrimo rezultatai,
jskaitant trukdziy tyrima, pateikti dalyje Veikimo charakteristikos 58 psl., gauti iStyrus visos sudéties kraujg
ir FFPE, kurie buvo naudojami kaip pavyzdiniai méginiy tipai su pavyzdiniais DNR i§skyrimo rinkiniais. Visi
diagnostiniai tyrimai, sukurti naudoti su , lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" reagentais, turi buti
visiSkai patvirtinti visais veiksmingumo aspektais naudojant pasirinktg DNR i§skyrimo rinkin;.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ nerekomenduojama naudoti su prastos kokybés FFPE méginiais,
kuriy ACq > 5. Naudojant méginius, kuriy ACq > 5, gali padidéti bibliotekos paruoSimo nesékmés tikimybé ir
sumazéti tyrimo veiksmingumas.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" reagentai buvo sukonfiguruoti ir iStirti pagal toliau pateiktoje
lenteléje nurodytg méginio jvestj, gausinimo reakcijas ir pusiSkuma.
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Jllumina DNA Prep

with Enrichment Dx Meéginio jvestis Gausinimo reakcijos Gausinimo pusiSkumas
Kit“
16 méginiy rinkinys  Prasta kokybé 16 reakcijy 1-pusis
(FFPE)
96 meginiy rinkinys  AuksSta kokybé 8 reakcijos 12-pusis
(pvz., visos sudéties
kraujas)

* Buvoistirtas FFPE jvesties apdorojimas, kuris rekomenduojamas iSskirtinai 1-pusio gausinimo reakcijoms
naudojant 16 méginiy rinkinj.
* Naudojant 96 méginiy rinkinj, galimas nestandartinis pusiSkumas (nuo 2-pusio iki 11-pusio), taCiau tokiu
atveju taikomi toliau nurodyti apribojimai.
— Apdorojant méginius per nuo 2-pusio iki 11-pusio gausinimo reakcijas, sumazéja rinkinio pralaidumas.
— OptimalUs rezultatai negarantuojami. Norint gauti tinkama nestandartinio pusiSkumo gausinimo kiekj,
gali reiketi papildomo optimizavimo.
— Taikant mazo pusiSkumo telkimo strategijas (nuo 2-pusio iki 8-pusio), reikia pasirinkti indekso
adapterius su jvairiomis sekomis, kad buty optimizuotas spalvos balansas sékmingam sekos nustatymui
ir duomeny analizei uztikrinti. ,,DNA GenerateFASTQ Dx" modulis, esantis ,MiSeqDx" ir ,NextSeq

550Dx", suteikia galimybiy nustatant serijg pasirinkti subalansuoty spalvy indeksy derinius. Daugiau
informacijos apie telkimo strategijas zr. skyriuje Telkimo metodai 33 psl.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" yra apribotas tik ty gausinty biblioteky tiekimu, kuriy sekos

nustatytos naudojant ,MiSeqDx", ,NextSeq 550Dx" ir ,NovaSeq 6000Dx". Naudojant kitas sekos nustatymo
sistemas, reikalingas visapusiskas visy veiksmingumo aspekty patvirtinimas.

* Gausinimo skydeliai nejtraukti kaip Sio gaminio dalis. Analitinio tyrimo rezultatai, pateikti dalyje Veikimo
charakteristikos 58 psl., buvo gauti naudojant pavyzdinius gausinimo skydelius ir yra pateikiami tik
informaciniais tikslais. Analitinés veikimo charakteristikos iliustruoja bendrasias tyrimo galimybes ir
neapibréZzia tyrimo galimybiy ar tinkamumo, remiantis konkreciais teiginiais. Reikia patikrinti visus visy su
Siais reagentais naudoti sukurty diagnostiniy tyrimy veiksmingumo aspektus.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" suderinamas ir su ,lllumina“, ir su treciyjy Saliy gausinimo
skydeliais. Taciau veiksmingumas naudojant treciyjy Saliy gausinimo skydelius, neatitinkancius skydeliy
reikalavimy, negarantuojamas. Informacijos apie skydeliy reikalavimus Zr. skyriuje Gausinimo zondo
skydelio reikalavimai 11 psl.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" hibridizacijos trukmé yra 2 valandos. ligesnés hibridizacijos
trukmeés taikymas gali tureti poveikj veiksmingumo metrikai.

* ,DNA GenerateFASTQ Dx"“,Local Run Manager” moduliai, skirti ,MiSeqDx" ir ,NextSeq 550Dx", tiekia tik
FASTQ failus. Jei naudojate Siuos modulius, turite atlikti antrinés analizés patvirtinima.
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* ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programa pasiekiama naudojant ,NovaSeq 6000Dx".
Programa palaiko kelias antrinés analizés darbo eigas, jskaitant FASTQ generavimg, FASTQ ir VCF
generavima genocity linijos variantui aptikti bei FASTQ ir VCF generavima somatiniam variantui aptikti.
Jei naudojate VCF generavimo programa, jums nereikia atlikti antrinés analizés patvirtinimo.

* Informacijos apie ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programos apribojimus, kai ji
naudojama su ,NovaSeq 6000Dx", zr.,,NovaSeq 6000Dx" prietaiso pakuotés lapelyje (dokumento
Nr.200025276).

Gaminio komponentai

Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” sudaro toliau nurodyti komponentai.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A”, katalogo Nr. 20051354 (16 méginiy) arba
Nr. 20051352 (96 méginiai)

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B“, katalogo Nr. 20051355 (16 méginiy) arba
Nr. 20051353 (96 méginiai)

e ,Local Run Manager” ,DNA GenerateFASTQ Dx"“ modulis, skirtas ,NextSeq 550Dx", katalogo Nr. 20063024
* ,Local Run Manager”,DNA GenerateFASTQ Dx"“ modulis, skirtas ,MiSeqDx", katalogo Nr. 20063022

* ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programa, skirta ,NovaSeq 6000Dx", katalogo
Nr. 20074609

Pateikti reagentai

Norint uzbaigti ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimg, reikalingas ,lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx with UD Indexes Set A" arba , lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B“. Naudodami
16 méginiy arba 96 méginiy rinkinj, galite atlikti toliau nurodyta bibliotekos paruosimo ir gausinimo reakcijy kiekj.

Lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx Meéginio jvestis Gausinimo reakcijos Gausinimo pusiSkumas
Kit“
16 méginiy rinkinys  Prasta kokybé 16 reakcijy 1-pusis
(FFPE)
96 meéginiy rinkinys  AukSta kokybé (pvz., 8reakcijos 12-pusis
visos sudéties
kraujas)
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Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/Bu

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

Toliau nurodyti reagentai siunciami kambario temperatlros. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vieta,
kurioje palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima.

Kiekis mégintuvélyje

Reagento R . Dangtelio UZpildymo Veikliosios
pavadinimas el 28 =il spalva taris medziagos

(Nr. 20050020) (Nr.20050025)
~Stop Tagment 1 4 Raudona 350 pl Ploviklio tirpalas
Buffer 2“ (2 vandenyje.
tagmentacijos
sustabdymo
buferinis tirpalas)
(ST2)
»Tagment Wash 1 1 Zalia 41 ml Buferinis vandeninis
Buffer 2“ (2 tirpalas, kuriame yra
tagmentacijos ploviklio ir drusky.
plovimo buferinis
tirpalas) (TWB2)
,Cleanup Beads” 1 Netaikoma* Raudona 10 ml Kietafazés
(valymo granulés) paramagnetinés
(CB) granulés buferiniame

vandeniniame tirpale.

* 96 meginiy valymo granulés jtrauktosj ,lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples” rinkinj (Nr. 20050030).

Lllumina Prep Dx“ valymo granulés (96 méginiai), laikyti nuo 15 °C iki 30 °C
temperatiroje

Naudojant 96 méginiy rinkinius, valymo granulés yra jtrauktos j ,lllumina Prep Dx Cleanup Beads" (katalogo
Nr. 20050030). Toliau nurodytas reagentas siunCiamas kambario temperatiros. Nedelsdami perkelkite
reagentus j laikymo vieta, kurioje palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima.
Naudojant 16 meginiy rinkinius, valymo granulés yra jtrauktos j ,lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1“
(katalogo Nr. 20050020).
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Reagento Kiekis Dangtelio Uzpildymo

- . Veikliosios medziagos
pavadinimas spalva taris

,Cleanup 4 Raudona 10 ml Kietafazés paramagnetinés granulés buferiniame
Beads” vandeniniame tirpale.

(valymo

granulés)

(CB)

Lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2“, laikyti nuo 2 °C iki 8 °C
temperaturoje
Toliau nurodyti reagentai siunciami Saldytuve. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje

palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima. eBLTS atsargy mégintuvélj laikykite
vertikaliai, kad granulés visada blty pamerktos buferiniame tirpale.

Kiekis mégintuvélyje UZpildymo turis
Reagento . Veikliosios
e 16 méginiy 96 méginiai  Dangtelio 16 96 medziagos
(Nr. 20050021) (Nr. 20050026) spalva meéginiy meéginiai

~Enrichment 1 4 Geltona 200 pl 290 yl Streptavidino

BLT Small” magnetinés

(smulkios granulés,

gausinimo BLT) sujungtos su

(eBLTS) transposomomis
buferiniame

vandeniniame
tirpale, kuriame

yra glicerolio,
EDTA,
ditiotreitolio,
drusky ir
ploviklio.
»,Resuspension 1 4 Skaidri 1,8 ml 1,8 ml  Buferinis
Buffer” vandeninis
(resuspensijos tirpalas.
buferinis
tirpalas) (RSB)
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Lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3“, laikyti huo -25 °C iki-15 °C
temperaturoje

Toliau nurodyti reagentai siunciami uzsaldyti. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje
palaikoma nurodyta temperatdra, kad uztikrintuméte tinkama veikima.

Kiekis mégintuvélyje UzZpildymo tiris
Reagento R .. Dangtelio Veikliosios
pavadinimas 16 meginiy 96 méginiai alva o 96. ___ medziagos
(Nr. 20050022) (Nr.20050027) meéginiy méginiai

»,lagmentation 1 4 Skaidri 290 ul 290 ul Buferinis

Buffer 1“ (1 vandeninis

tagmentacijos tirpalas, kuriame

buferinis yra magnio drusky

tirpalas) (TB1) ir
dimetilformamido.

,Enhanced 2 4 Skaidri 200 ul 610 ul DNR polimerazé ir

PCR Mix" dNTP buferiniame

(sustiprintas vandeniniame

PGR misinys) tirpale.

(EPM)

Lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1“ (16 méginiy), laikyti nuo
2 °C iki 8 °C temperaturoje

Naudojant 16 méginiy rinkinius, toliau nurodyti reagentai yra jtrauktij,lllumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1" (katalogo Nr. 20050023). Naudojant 96 méginiy rinkinius, reagentai yra jtrauktij ,lllumina Prep Dx
Enrichment Reagents 1“ (katalogo Nr. 20050028).

Toliau nurodyti reagentai siunciami Saldytuve. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje
palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima.

Kiekis Dangtelio UZzpildymo
Reagento pavadinimas .. L g _ p v Veikliosios medziagos
mégintuveélyje spalva turis

LStreptavidin Magnetic Beads” 4 Skaidri 1,2 ml Streptavidino magnetinés
(streptavidino magnetinés granulés buferiniame
granulés) (SMB3) vandeniniame tirpale,

kuriame yra formamido,

ploviklio ir drusky.
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Reagento pavadinimas

.Resuspension Buffer”
(resuspensijos buferinis
tirpalas) (RSB)

LEnrichment Hyb Buffer 2“ (2
gausinimo hibridizavimo
buferinis tirpalas) (EHB2)

LElute Target Buffer 2 (2
eliuavimo tikslinis buferinis
tirpalas) (ET2)

Dangtelio UZzpildymo
mégintuvélyje spalva

Skaidri

Skaidri

Skaidri

turis

1,8 ml

200 pl

200 pl

illumina

Veikliosios medziagos

Buferinis vandeninis tirpalas.

Buferinis vandeninis tirpalas,
kuriame yra ploviklio ir
drusky.

Buferinis vandeninis tirpalas.

Jllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1“ (96 méginiai), laikyti nuo 2 °C iki 8 °C

temperaturoje

Naudojant 96 méginiy rinkinius, toliau nurodyti reagentai yra jtrauktij lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1“
(katalogo Nr. 20050028). Naudojant 16 méginiy rinkinius, reagentai yra jtrauktij ,llluminaDNA Prep Dx

Enrichment Reagents 1“ (katalogo Nr. 20050023).

Toliau nurodyti reagentai siunciami Saldytuve. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje

palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima.

Reagento pavadinimas

LStreptavidin Magnetic Beads”
(streptavidino magnetinés
granulés) (SMB3)

~Resuspension Buffer”
(resuspensijos buferinis
tirpalas) (RSB)
LEnrichment Hyb Buffer 2“
(2 gausinimo hibridizavimo
buferinis tirpalas) (EHB2)
4Elute Target Buffer 2“

(2 elivavimo tikslinis buferinis
tirpalas) (ET2)
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Dangtelio UzZpildymo

spalva

Skaidri

Skaidri

Skaidri

Skaidri

turis

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

Veikliosios medziagos

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

Buferinis vandeninis tirpalas.

Buferinis vandeninis tirpalas,
kuriame yra ploviklio ir
drusky.

Buferinis vandeninis tirpalas.
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Llllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2“, laikyti huo -25 °C iki -15 °C

temperaturoje

Toliau nurodyti reagentai siunciami uzsaldyti. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje

palaikoma nurodyta temperatdra, kad uztikrintuméte tinkama veikima.

Kiekis mégintuvélyje

Reagento . - .. Dangtelio UZpildymo Veikliosios
pavadinimas LS T S e spalva taris medziagos
(Nr.20050024) (Nr.20050029)

,Enrichment Elution 1 1 Skaidri 580 pi Ploviklio tirpalas

Buffer 1 (1 gausinimo vandenyje.

eliuavimo buferinis

tirpalas) (EE1)

,Enhanced Enrichment 4 4 Gelsva 41ml Buferinis

Wash Buffer” vandeninis

(sustiprintas tirpalas, kuriame

gausinimo plovimo yra drusky ir

buferinis tirpalas) ploviklio.

(EEW)

,PCR Primer Cocktail” 1 1 Skaidri 320 ul PGR pradmeny

(PGR pradinis miSinys) (oligonukleotidy)

(PPC) misinys.

2N NaOH (HP3) 1 1 Skaidri 200 pl 2N natrio
hidroksido
(NaOH) tirpalas.

,HYB Buffer 2 + IDT 2 1 Mélyna 480 pl Buferinis

NXT Blockers” (2 vandeninis

hibridizacijos buferinis tirpalas su Cot-1

tirpalas + IDT NXT DNR, iSstumimo

blokatoriai) (NHB2) medziaga ir
formamidu.

,Enhanced PCR Mix" 2 1 Skaidri 200 pl DNR polimerazé ir

(sustiprintas PGR dNTP

misinys) (EPM) buferiniame
vandeniniame
tirpale.
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Llumina Unique Dual Index Dx Set A/B“, laikyti nuo =25 °C iki =15 °C temperaturoje

Toliau nurodyti reagentai siunciami uzSaldyti. Nedelsdami perkelkite reagentus j laikymo vietg, kurioje
palaikoma nurodyta temperatira, kad uztikrintuméte tinkama veikima. Informacijos apie indekso adapterio
sekas zr. Priedas: ,lllumina” UD indekso adapterio sekos 62 psl.

Komponentas Kiekis
Llumina Unique Dual Index Dx Set A” (96 indeksai), Nr. 20050038 1
Llumina Unique Dual Index Dx Set B” (96 indeksai), Nr. 20050039 1

Reagentai (nepateikti)

Reikalingi reagentai (nepateikti)

* DNRiSskyrimo ir gryninimo reagentai
* DNR kiekybinio nustatymo reagentai
* Etanolis (200 stiprumo vienety, pritaikytas molekulinés biologijos reikméms)
* Vanduo be nukleazés
* 1M Tris-HCI,pH 7,0
* 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,5
* 1IN NaOH tirpalas, pritaikytas molekulinés biologijos reikméms
* Jeinaudojama ,NextSeq 550Dx" sekos nustatymo sistema:
— ,NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles)” (katalogo Nr. 20028871)
* Jeinaudojama ,MiSeqDx" sekos nustatymo sistema:
— ,MiSegDx Reagent Kit v3“ (katalogo Nr. 20037124)
* Jeinaudojama,NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo sistema:
— ,NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles)” (katalogo Nr. 20046931)
— ,NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles)” (katalogo Nr. 20046933)
— ,NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge” (katalogo Nr. 20062292)
— ,NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge” (katalogo Nr. 20062293)
— ,NovaSeq 6000Dx Library Tube” (katalogo Nr. 20062290)
— ,NovaSeq 6000Dx Library Tube”, 24 vnt. pakuotéje (katalogo Nr. 20062291)
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Gausinimo zondo skydelio reikalavimai

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" reagentai suderinami tiek su ,lllumina®, tiek su treciyjy Saliy
gausinimo DNR oligonukleotidy skydeliais. Jei naudojate treciosios Salies biotinilintus DNR zondus (nekintamus
arba pasirinktinius skydelius), jsitikinkite, kad jie atitinka reikalingas specifikacijas.

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" optimizuotas ir patvirtintas naudojant toliau nurodytas treciyjy Saliy
skydeliy specifikacijas. Naudojant specifikacijy neatitinkancius treciyjy Saliy skydelius, panasus veikimas
negarantuojamas.

* 80 bparba 120 bp zondo ilgis

*  Nuo 500 iki 675 000 zondy

* Vienos arba dviejy gijy DNR

* Bendroji zondo jvestis = 3 pmol, kai gausinimo pusiSkumas yra nuo 1-pusio iki 12-pusio

Laikymas ir naudojimas

* Kambario temperatiira apibréziama kaip 15-30 °C temperatdra.

* ReagentaiiSlieka stabilUs, jei jie laikomi nurodytomis salygomis, iki ant rinkiniy etikec€iy nurodytos galiojimo
pabaigos datos. Informacijos apie laikymo temperaturg Zr. skyriuje Pateikti reagentai 4 psl.

* Uz3Saldyti reagentaiiSlieka stabilus daugiausia keturis uz8aldymo-atsildymo ciklus iki nurodytos galiojimo
pabaigos datos.

e lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" procedira apima toliau nurodytus saugaus sustojimo taskus.

— Atlikus veiksmg Tagmentuotos DNR amplifikavimas 29 psl., amplifikuotos bibliotekos iSlieka stabilios ne
ilgiau nei 30 dieny, jas laikant nuo =25 °C iki—15 °C temperaturoje.

— Atlikus veiksma Biblioteky valymas 31 psl., iSvalytos amplifikuotos bibliotekos iSlieka stabilios ne ilgiau
nei 30 dieny, jas laikant nuo =25 °C iki—15 °C temperaturoje.

— Atlikus veiksma IS anksto gausinty biblioteky telkimas 33 psl., sutelktos bibliotekos iSlieka stabilios ne
ilgiau nei 30 dieny, jas laikant nuo =25 °C iki—15 °C temperaturoje.

— Atlikus veiksmg Gausintos bibliotekos amplifikavimas 45 psl., gausinty, amplifikuoty biblioteky plokstelé
gali likti termocikleryje ne ilgiau nei 24 valandas. Arba plokstele galima laikyti nuo 2 °C iki 8 °C
temperaturoje ne ilgiau nei 48 valandas.

— Galutinai iSvalytos gausintos bibliotekos iSlieka stabilios ne ilgiau nei 7 dienas, jas laikant nuo -25 °C iki
-15 °C temperaturoje.

* Jei lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" pakuoté ar turinys yra pazeisti ar sugadinti, kreipkités j

Lllumina“ klienty aptarnavimo skyriy.

* 2 tagmentacijos sustabdymo buferinis tirpalas (ST2) gali suformuoti matomy nuosédy arba kristaly. Jei
pastebite nuosédy, Sildykite 37 °C temperaturoje 10 minuciy ir tada iSmaisykite stukuriniu maisSytuvu, kol
nuosédos istirps.
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* Hibridizacijos oligonukleotidus (HYB) ir sustiprintg gausinimo plovimo buferinj tirpalg (EEW) reikia paSildyti
iki tokios pat temperaturos, kaip ir hibridizacijos laikymo temperatura, taikoma méginio tipui ir zondo
skydeliui. Daugiau informacijos apie NHB2 ir EEW naudojimg ieSkokite skyriuje Proceddros pastabos 16 psl.

* 2 gausinimo hibridizacijos buferinis tirpalas (EHB2) ir hibridizacijos buferinis tirpalas +IDT NXT blokatoriai
(NHB2) gali suformuoti kristaly ir drumzliy. Pastebéje kristaly ir drumzliy, iSmaisykite stkuriniu maisSytuvu
arba pipetuodami aukStyn ir zemyn sumaisykite, kol tirpalas taps skaidrus. Prie$ pipetavima bdtinai
pasildykite NHB2.

* Naudodami valymo granules (CB), taikykite toliau nurodytas gerasias praktikas.
— Niekada neuZzSaldykite granuliy.

— Prie$ naudodami iSmaiSykite granules sikuriniu maiSytuvu, kol jos bus resuspenduotos ir bus gauta
vienalyté spalva.

* Naudodami smulkias gausinimo BLT (eBLTS), taikykite toliau nurodytas gergsias praktikas.
— eBLTS mégintuvélj laikykite vertikaliai, kad granulés visada buty pamerktos buferiniame tirpale.

— Kruopsciai iSmaiSykite eBLTS stkuriniu maiSytuvu, kol granulés bus resuspenduotos. Kad nepakisty
granuliy vieta, nerekomenduojama centrifuguoti pries pipetavima.

— Jeigranulés prilipo prie 96 Sulinéliy plokstelés Sono ar virSaus, 3 sekundes centrifuguokite 280 x g ir
tada pipetuokite, kad resuspenduotuméte.

* Naudodamiindekso adapteriy ploksteles, taikykite toliau nurodytas gergsias praktikas.
— Nedékite méginiy j indekso adapterio plokstele.

— Kiekvienas indekso plokstelés Sulinélis yra skirtas naudoti tik vieng karta.

Reikalinga jranga ir medziagos (nepateikta)

Prie$S pradédami vykdyti protokolg, jsitikinkite, kad be ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" turite kitg
reikalingg jranga ir medziagas.

Jranga

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

Protokolas optimizuotas ir patvirtintas naudojant iSvardyty specifikacijy elementus. Naudojant specifikacijy
neatitinkancig jranga, panasus veikimas negarantuojamas.

Kai kurie elementai reikalingi tik konkregioms darbo eigoms vykdyti. Sie elementai nurodyti atskirose lentelése.
* Toliau nurodyty specifikacijy termocikleris.

— Sildomas dangtis

— Minimalus temperaturos valdymo diapazonas: nuo 10 °C iki 98 °C

— Minimalus temperaturos tikslumas: 0,25 °C

— Maksimalus reakcijos turis: 100 pl
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— Suderinamas su viso ploc¢io 96 Sulinéliy PGR plokStelémis
* Toliau nurodyty specifikacijy mikromeéginiy inkubatorius.
— Aplinkos temperaturos diapazonas: nuo +5,0 °C iki 99,0 °C
— Suderinamas su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis
* Mikroméginiy inkubatoriaus jdéklai, suderinami su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis
* Didelio greicio mikroploksteliy maiSytuvas, kurio maiSymo grei€io intervalas yra 200-3 000 suk./min.
* Magnetinis stovas, suderinamas su 96 Sulinéliy PGR plokStelémis
* Magnetinis stovas, suderinamas su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis
* Fluorometras, suderinamas su jusy kiekybinio nustatymo metodu
* DNR fragmenty analizatorius
* Tikslios pipetés:
— 10 pl vieno kanalo ir keliy kanaly pipetés
— 20 plvieno kanalo ir keliy kanaly pipetés
— 200 pl vieno kanalo ir keliy kanaly pipetés
— 1000 plvieno kanalo pipetés

— Tikslios pipetés uztikrina tiksly reagenty ir méginiy tiekima. Vieno kanalo arba keliy kanaly pipetés gali
buti naudojamos, jei jos reguliariai kalibruojamos ir yra tikslios esant 5 % nurodyto turio.

* Mikroploksteliy centrifuga

* Mikrocentrifuga

* Vienai$ toliau nurodyty ,lllumina“ sekos nustatymo sistemy.
— ,MiSeqgDx" prietaisas, katalogo Nr. DX-410-1001
— ,NextSeq 550Dx" prietaisas, katalogo Nr. 20005715
— ,NovaSeq 6000Dx" prietaisas, katalogo Nr. 20068232

* [Pasirinktinai] Vakuumo koncentratorius

* [FFPE] PGR aptikimo realiuoju laiku sistema

Medziagos

Prie$ pradédami vykdyti protokolg jsitikinkite, kad turite reikalingas medziagas.
Kai kurie elementai reikalingi tik konkre&ioms darbo eigoms vykdyti. Sie elementai nurodyti atskirose lentelése.

Protokolas optimizuotas ir patvirtintas naudojant iSvardytus elementus. Naudojant alternatyvias medziagas,
panasus veikimas negarantuojamas.

* Pipetés antgaliai su filtrais
* Kuginiai centrifugavimo megintuvéliai, 15 ml arba 50 ml

* 1,5 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai
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* Keliy kanaly reagenty rezervuarai be ribonukleaziy / deoksiribonukleaziy, vienkartiniai
* 8 meégintuvéliy juostelés ir dangteliai be ribonukleaziy / deoksiribonukleaziy
* Serologinés pipetés
* 96 Sulinéliy polipropileno giliy Sulinéliy laikymo plokstelg, 0,8 ml (MIDI plokstelé)
* Kieto apvalkalo 96 Sulinéliy viso plocio PGR plokstelés
* [FFPE] gPGR plok&telés suderinamos su gPGR prietaisu
* 96 Sulinéliy ploksteliy lipnieji sandarikliai, atitinkantys toliau nurodytas specifikacijas.
— Nulupamas, optiskai skaidrus poliesteris
— Tinka naudoti su viso plo¢io PGR plokstelémis
— Stiprus klijai, atlaikantys jvairius temperatiros pokycius nuo =40 °C iki 110 °C
— Be deoksiribonukleaziy / ribonukleaziy
* Plastikinés eksploatacinés medziagos, suderinamos su pasirinktu kiekybinio nustatymo metodu
*  Fluorometrinis dsDNR kiekybinio nustatymo rinkinys, suderinamas su pasirinkta kiekybinio nustatymo
sistema.

— Atliekant i§ anksto gausinty amplifikuoty biblioteky kiekybinj nustatyma, galima naudoti plataus
diapazono kiekybinio nustatymo rinkin;.
— Atliekant gausinty biblioteky kiekybinj nustatyma, kiekybinio nustatymo rinkinio diapazonas priklauso
nuo naudojamo zondo skydelio.
* Fragmenty analizés rinkinys bibliotekai kvalifikuoti su pasirinkta kvalifikavimo sistema.
— Atliekant i$ anksto gausinty amplifikuoty biblioteky kvalifikavima, galima naudoti plataus diapazono
rinkinj.
— Atliekant gausinty biblioteky kvalifikavima, kvalifikavimo rinkinio diapazonas priklauso nuo naudojamo
zondo skydelio.
* [Pasirinktinai] DNR iSskyrimo i zmogaus lgsteliy ir audiniy rinkinys. Galite naudoti bet kurj patvirtintg
iSskyrimo metoda.

Meginiy surinkimas, transportavimas ir laikymas

A DEMESIO

Su visais méginiais elkités taip, tarsi jie buty potencialios infekcinés medziagos.

* Sis tyrimas suderinamas su genomo DNR, gauta i§ Zmogaus lasteliy ir audiniy.

* Jeinaudojate komerciskai prieinama iSgrynintg gDNR, jsitikinkite, kad méginiai buvo transportuojami
tinkamomis sglygomis ir laikomi pagal gamintojo instrukcijas. Laikykités gerosios gDNR laikymo ir
uzSaldymo-atSildymo cikly praktikos.
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* Visos sudéties kraujo jvesties atveju laikykités kraujo surinkimo, transportavimo ir laikymo reikalavimy,
taikomy pasirinktam DNR i§skyrimo metodui. Galima naudoti bet kurj patvirtintg iSskyrimo metoda. Visos
sudeties kraujo transportavimo procedura turi atitikti Salies, federalinius, valstybinius ir vietinius
reikalavimus, reglamentuojancius etiologiniy medziagy transportavima.

* [Sskiriant DNR i$ FFPE audinio, galima naudoti bet kurj patvirtintg iSskyrimo metoda. Nustatydami toliau
nurodytas praktikas, laikykités pasirinktam iSskyrimo metodui taikomy instrukcijy ir rekomendacijy.

— Audiniy fiksavimo formalinu ir jliejimo j parafing metodas siekiant uztikrinti geriausig iSskirtos DNR
kokybe.

— FFPE méginiy laikymas.

— Pradinés medziagos reikalavimai, pvz., FFPE sekcijy skaiCius ir storis. Taikant dauguma gryninimo
metody, rekomenduojama naudoti SvieZiai iSpjautas sekcijas.

Jspejimai ir atsargumo priemones

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

* Suvisais kraujo méginiais dirbkite taip, tarytum baty Zinoma, kad jie yra uzkrésti zmogaus imunodeficito
virusu (Z1V), Zzmogaus hepatito B virusu (HBV) ir kitais krauju perne$amais patogenais (bendros atsargumo
priemones).

* Laikykités jprasty laboratoriniy atsargumo priemoniy. Nesiurbkite pipetés burna. Darbo vietoje nevalgykite,
negerkite ir nerukykite. Dirbdami su méginiais ir rinkiniy reagentais, muvékite vienkartines pirstines bei
dévékite laboratorinius chalatus. Baige dirbti su méginiais ir rinkiniy reagentais, kruopsciai nusiplaukite
rankas.

* Kad nepakenktuméte méginiy ar reagenty kokybei, prie$ pradédami vykdyti protokolg jsitikinkite, kad visi
natrio hipochlorito garai, susidare valant, visiSkai iSsisklaideé.
* Meéginiy uztersimas kitais PGR produktais / amplikonais gali lemti netikslius ir nepatikimus rezultatus. Kad
iSvengtuméte tarsos, taikykite toliau aprasytas gerasias praktikas.
— Taikykite tinkamas laboratorijos praktikas ir laboratorijos higienos reikalavimus.
— Darbo eigos veiksmus atlikite nurodytose vietose pries amplifikavima arba po amplifikavimo.
— Pries$ valydami bibliotekas, panaudotus reagentus laikykite vietoje prie$ amplifikavima.
— Reagentus prie$ amplifikavima atskirkite nuo reagenty po amplifikavimo.
— sitikinkite, kad vietose pries amplifikavima ir po amplifikavimo yra speciali jranga, pvz., pipetés, pipeciy
antgaliai, stukurinis maiSytuvas ir centrifuga.
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* StenkitésiSvengti kryzminés tarSos. Su kiekvienu meéginiu ir dozavimo reagentu naudokite naujus pipetés
antgalius. Naudojant antgalius su filtrais, sumazinama amplikony pernasos ir kryzminés méginiy tarsos
rizika.

— LaSindami arba perkeldami méginius arba reagenty pagrindinius misinius, keiskite antgalius kiekvienam
méginiui.
— LaSindamiindekso adapterius su keliy kanaly pipete, keiskite antgalius kiekvienai eilutei arba
kiekvienam stulpeliui. Jei naudojate vieno kanalo pipete, antgalius keiskite kiekvienam meginiui.
— Pasalinkite nenaudotas indekso adapterio ploksteles i$ darbo zonos.
* Atlikdami plovimo etanoliu veiksmus, taikykite toliau aprasytas gergsias praktikas.

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

— Jsitikinkite, kad atliekant plovimo veiksmus i$ Sulinéliy dugno pasalinamas visas etanolis. Likes etanolis
gali turéti jtakos rezultatams.

— Atlikdami veiksmus su magnetiniu stovu, laikykités nurodytos dziovinimo trukmeés, kad uztikrintuméte
visiSkg iSgaravima. Likes etanolis gali turéti jtakos vélesniy reakcijy veiksmingumui.

* Pagrindinius miSinius visada paruoS$kite prie$ naudojima ir niekada nelaikykite sumaiSyty darbiniy tirpaly.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" veiksmingumas negarantuojamas, jei nesilaikoma pakuotés
lapelyje nurodyty procedury.

* Nenaudokite jokiy rinkinio komponenty, jei galiojimo laikas, nurodytas rinkinio etiketéje, pasibaiges.

* Rinkinio komponenty nekeiskite komponentais i$ kity ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" rinkiniy.
Rinkiniai identifikuojami rinkinio etiketéje.

Proceduros pastabos

DNR jvesties rekomendacijos

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” protokolas suderinamas su aukstos kokybés, dviejy gijy genomo
DNR (gDNR) 50-1 000 ng jvestimis.

Jsitikinkite, kad pradiniame gDNR méginyje néra > 1 mM EDTA ir organiniy teraly, pvz., fenolio ir etanolio. Sios
medziagos gali trukdyti tagmentacijos reakcijai ir tyrimas gali nepavykti.

gDNR jvestis 2 50 ng

Jei gDNR jvestys yra 50-1 000 ng, pradinio gDNR meéginio kiekybinis nustatymas ir normalizavimas nereikalingi.

gDNR jvestis < 50 ng

Galima naudoti 10-50 ng DNR jvestis atlikus toliau nurodytus koregavimus.
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* Jeinaudojama 10-49 ng gDNR jvestis, rekomenduojama atlikti kiekybinj pradinio gDNR méginio nustatyma
siekiant nustatyti PGR cikly, reikalingy po tagmentacijos, skai€iy. Naudodami fluorometrinj metoda, atlikite
kiekybinj dviejy gijy gDNR jvesties nustatyma. Nenaudokite metody, kuriais matuojama bendra
nukleortgstis, pvz., ,NanoDrop" ar kity UV absorbcijos metody.

* Sis protokolas nenormalizuoja galutiniy i§ anksto gausintos bibliotekos kiekiy i§ 10-49 ng gDNR, todél prie$
gausinimg ir po jo reikia atlikti biblioteky kiekybinj nustatyma ir normalizavima.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" charakterizuotas ir patvirtintas naudoti su 50-1 000 ng DNR
jvestimis. gDNR jvestims esant < 50 ng, lygiavertis gaminio veiksmingumas negali buti garantuotas.

Kraujo jvesties rekomendacijos

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ suderinamas su gDNR, iSskirta i§ periferinio visos sudéties kraujo.
Galima naudoti bet kurj patvirtintg iSskyrimo metoda. ISskiriant gDNR i$ visos sudéties kraujo, pradinis kiekybinis
DNR jvesties nustatymas nereikalingas ir ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ sudaro normalizuotus i$
anksto gausintos bibliotekos kiekius.

Toliau nurodyti veiksniai gali neigiamai paveikti DNR, gautos i$ viso kraujo méginiy, kiekj bei bibliotekos
normalizavima.

* Kraujo méginio amzius
* Laikymo salygos

* Gretutinés sveikatos buklés, turin€ios jtakos baltyjy kraujo kiineliy skaiciui

FFPE audinio jvesties rekomendacijos

Naudodami toliau nurodytg FFPE DNR kokybés kriterijy, nustatykite atitinkama jvestj bibliotekai s€ékmingai
paruosti.

* Naudojant FFPE méginius, kuriy ACq verté = 5, rekomenduojama DNR jvestis yra 50-1 000 ng.
Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx” nerekomenduojama naudoti su prastos kokybés FFPE méginiais,

kuriy ACq > 5. Naudoti méginius, kuriy ACq > 5, galima, bet gali padidéti bibliotekos paruosSimo nesékmés
tikimybé arba sumazéti tyrimo veiksmingumas.

FFPE iSskyrimas

Naudokite nukleorligsties atskyrimo metodg, kuriuo sudaromi dideli atkirimo kiekiai, sumazinamos méginio
sgnaudos ir iSsaugomas méginio vientisumas. Galite naudoti bet kurj patvirtintg DNR iSskyrimo i§ FFPE méginiy
metoda. Naudojant i§ FFPE audinio iSskirtg gDNR, reikalingas pradinis DNR jvesties kiekybinis nustatymas, o
Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ nesudaro normalizuoty i$ anksto gausinty biblioteky kiekiy.
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FFPE DNR kvalifikacija

gDNR, iSskirtg i$ FFPE audinio, prie§ naudojima reikia kvalifikuoti. Norédami uztikrinti optimaly veikima,
jvertinkite DNR méginio kokybe naudodami patvirtintg iSskyrimo metoda, skirtg iS FFPE méginiy iSskirtai DNR
kvalifikuoti. ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit"“ protokolas suderinamas su FFPE DNR méginiais, kuriy
ACq verté = 5., lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" nerekomenduojama naudoti su prastos kokybeés
FFPE meéginiais, kuriy ACq > 5. Naudoti méginius, kuriy ACq > 5, galima, bet gali padidéti bibliotekos paruosimo
nesekmes tikimybé arba sumazeéti tyrimo veiksmingumas.

[Pasirinktinai] FFPE etaloniniai meéginiai

Vykdydami protokolg, kaip teigiamas kontrolines medziagas naudokite charakterizuotas etalonines medziagas,
tokias kaip ,Horizon HD799” (DNR). Kaip etaloniniai méginiai taip pat gali buti naudojamos kvalifikuotos FFPE
medziagos i$ ksenografty, gauty is lasteliy linijos. Prie$ naudodami fluorometriniu metodu nustatykite etaloniniy
medziagy kiek].

PASTABA Naudojant teigiama kontrolinj etaloninj méginj arba neigiama kontrolinj méginj, naudojami
reagentai ir sumazéja bendras nezinomy méginiy, kuriuos galima apdoroti, skaiCius.

Méginio jvesties rekomendacijos

Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” méginio jvesties rekomendacijos apibendrintos toliau pateiktoje
lenteléje.

1lent. Méginio jvesties rekomendacijos

.. .. Reikalingos DNR - . . Normalizuotos i$
Méginio Méginio . . . .. Reikalinga DNR jvesties .
) ] ] ) ) . .. Ivesties kiekybinis ) anksto gausintos
jvesties tipas jvesties kiekis kokybé L .

nustatymas bibliotekos kiekis

gDNR 10-49 ng Taip 260/280 santykis 1,8-2,0 Ne
gDNR 50-1000 ng Ne 260/280 santykis 1,8-2,0 Taip
gDNRi$ kraujo 50-1000 ng Ne 260/280 santykis 1,8-2,0 Taip
gDNRiSFFPE 50-1000ng Taip ACqverté <5 Ne

Rekomenduojami eBLTS PGR programos PGR ciklai koreguojami pagal méginio jvesties koncentracijg ir kokybe.
Daugiau informacijos ieSkokite skyriuje Tagmentuotos DNR amplifikavimas 29 psl.
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Patarimai ir darbo metodai

Stenkités iSvengti kryzminés tarsos
* LaSindami arba perkeldami méginius, keiskite antgalius kiekvienam méginiui.

* LaSindamiindekso adapterius su keliy kanaly pipete, keiskite antgalius kiekvienai eilutei arba kiekvienam
stulpeliui. Jei naudojate vieno kanalo pipete, antgalius keiskite kiekvienam méginiui.

Plokstelés uzsandarinimas

* 96 Sulinéliy plokStele visada uzsandarinkite nauju lipniuoju sandarikliu naudodami guminj volelj, kad pries
toliau nurodytus protokolo veiksmus plokstele uzdengtuméte.
— MaiSymo veiksmai
— Inkubavimo veiksmai. Tinkamai neuzsandarinus plokstelés, inkubuojant galimas garavimas.
— Centrifugavimo veiksmai
— Hibridizacijos veiksmai
* Norédami sumazinti kryzminés tarsos ir garavimo rizikg, jsitikinkite, kad krastai ir Sulinéliai yra visiskai
uzsandarinti.
— Jeiant sandariklio ar plokstelés Sulinéliy Sony pastebéjote skyscio ar kondensato, pries atidarydami
centrifuguokite pagal poreikj.

* Padékite plokstele ant lygaus pavirSiaus ir tada Iétai nuimkite plévele.

Smulkiy gausinimo BLT (eBLTS) naudojimas

* eBLTS atsargy mégintuvélj laikykite vertikaliai Saldytuve, kad granulés visada buty pamerktos buferiniame
tirpale.

* Prie$ pat naudojima kruopsciai iSmaiSykite eBLTS atsargy mégintuvélj sukuriniu maiSytuvu, kol granulés bus
resuspenduotos. Kad nepakisty granuliy vieta, nerekomenduojama centrifuguoti pries pipetavima.

* Jeigranulés prilipo prie 96 Sulinéliy plokStelés Sono ar virSaus, 3 sekundes centrifuguokite 280 x g ir tada
pipetuokite, kad resuspenduotuméte.

* Kaiplaunate eBLTS:
— Naudokite plokstelei tinkamg magnetinj stova.
— Plokstele laikykite ant magnetinio stovo, kol instrukcijomis bus nurodyta jg nuimti.
— Jeigranulés jsiurbiamos j pipetés antgalius, iSleiskite jas atgal j plokStele, esancig ant magnetinio stovo,
ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 minutes).
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Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" darbo
eiga

Toliau pateiktoje schemoje pavaizduota ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” darbo eiga. Tarp veiksmy
pazymeéti saugaus sustojimo taskai. Numatytasis laikas pagrjstas 12 méginiy apdorojimu atliekant 12-pus;j
gausinima.

gDNR

Saugaus sustojimo
taskas

o Genomo DNR tagmentacija
Praktinis darbas: 20 min.
18 viso: 40 min.
Reagentai: eBLT, TB1

Valymas po tagmentacijos
Praktinis darbas: 10 min.

18 viso: 20 min.

Reagentai: ST2, TWB2

Tagmentuotos DNR amplifikavimas
Praktinis darbas: 15 min.
18 viso: 45 min.
Reagentai: EPM, indekso adapteriai
Saugaus sustojimo
taskas o
o Biblioteky valymas
Praktinis darbas: 10 min.
18 viso: 20 min.
Reagentai: RSB, CB, EtOH
Saugaus sustojimo
taskas
Biblioteky telkimas
Reagentai: RSB

Saugaus sustojimo
taskas T .
e Zondy hibridizacija
Praktinis darbas: 10 min.
18 viso: 125 min.
Reagentai: gausinimo zondo skydelis, NHB2, EHB2,
RSB

€©) Hibridizuoty zondy fiksavimas
Praktinis darbas: 25 min.
18 viso: 65 min.
Reagentai: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Gausintos bibliotekos amplifikavimas
Praktinis darbas: 5 min.
18 viso: 40 min.
Reagentai: PPC, EPM
Saugaus sustojimo
taskas 0 Amplifikuotos gausintos bibliotekos
valymas
Praktinis darbas: 10 min.
18 viso: 20 min.
Reagentai: CB, RSB, EtOH

Prie§ PGR PY Po PGR
procesus procesy
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Naudojimo instrukcijos

Siame skyriuje apibidinamas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit“ protokolas.

* Perzilrékite suplanuotg visg sekos nustatymo darbo eigg nuo meginio iki analizés, kad uztikrintumete
produkty ir eksperimento parametry suderinamuma.

* Prie§ tesdami, patikrinkite rinkinio turinj ir jsitikinkite, kad turite reikalingus komponentus, jrangg ir
medziagas.
— Tregiyjy $aliy biotinilinti zondai turi atitikti konkre&ius reikalavimus. Zr. skyriy Gausinimo zondo skydelio

reikalavimai 11 psl. ir jsitikinkite, kad jusy treciyjy Saliy zondai atitinka reikalavimus.

* Protokolo laikykités nurodyta tvarka, naudodami nurodytg turj ir inkubavimo parametrus.

* Jeiprotokole nenurodytas saugaus sustojimo taskas, nedelsdami pereikite prie kito veiksmo.

* Kuriant pagrindinj misinj, pervirsis j nurodyta turj yra jtrauktas.

* Butinai naudokite savo plokstelés tipui tinkamag magnetinj stova.

PasiruoSimas atlikti telkimag

Sis veiksmas reikalingas norint uztikrinti sékmingg gausinty biblioteky seky nustatyma. Biblioteky telkimas
galimas pries$ gausinima ir prie$ sekos nustatyma.

Pries gausinimg - atskiros indeksuotos amplifikuotos bibliotekos sutelkiamos kartu, kad bty galima gausinti su
pasirinktu zondo skydeliu. Taip sukuriamas multipleksinis gausinty biblioteky telkinys. Naudojant FFPE méginio
jvestj, buvo istirtas apdorojimas, kuris rekomenduojamas iSskirtinai 1-pusio gausinimo reakcijoms. Naudojant
aukstos kokybés gDNR, buvo istirtas 12-pusis gausinimas, taciau yra galimas nuo 2-pusio iki 11-pusio.

Pries sekos nustatyma — 1-pusio gausinimo bibliotekos ir (arba) multipleksinio gausinimo bibliotekos
sutelkiamos kartu prie§ sekos nustatyma. Gausinty biblioteky, kuriy sekg galima nustatyti, skaiCius priklauso
nuo tikslinio kiekvieno méginio, esancio jlusy sekos nustatymo sistemoje, nuskaitymo gylio.

Unikalus dvigubas indeksavimas

Llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” naudoja unikalius dvigubus indeksus.

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

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

Pasirinkus indekso adapterius su jvairiomis sutelkty biblioteky sekomis, optimizuojamas spalvos balansas

sékmingai sekoskaitai ir duomeny analizei atlikti. Telkiniy, kurie pasizymi = 10-pusio gausinimo pusiSkumu,

spalva naturaliai subalansuota, todél galite naudoti bet kurj indekso adapterio derinj. Vykdant sekos nustatymg

.DNA GenerateFASTQ Dx“,Local Run Manager” modulis pateikia subalansuotos spalvos indeksy deriniy

parinkdiy ir pranesa jums, jei pasirinktuose indeksy deriniuose nepakanka jvairovés.
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Informacijos apie ,lllumina“ UD indekso adapterio sekas ir plokstelés iSdéstymus zr. Priedas: ,lllumina” UD
indekso adapterio sekos 62 psl.

Palaikomas gausinimo pusiSkumas

Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" reagentai sukonfiguruoti ir patikrinti taikant 1-pusj ir 12-pusj
gausinima. Nors galima taikyti kitokj gausinimo pusiSskumga, tam tikri pusiSkumo variantai reikalauja papildomo
iSankstinio gausinimo bibliotekos paruosimo ir gausinimo zondo skydelio reagenty.

Norint gauti tinkamg gausinimo kiekj taikant nestandartinj gausinimo pusiskuma, gali reikéti papildomai
optimizuoti. Optimalus rezultatai negarantuojami.

* Gausinimo pusiSkumas - skaiCius i$ anksto gausinty biblioteky (1-12), sutelkty kartu j vieng gausinimo
reakcijg hibridizacijai su gausinimo zondy skydeliais vykdyti. Pavyzdziui, sujungus 12 i§ anksto gausinty
biblioteky, sukuriamas 12-pusio gausinimo telkinys.

* Gausinimo reakcija - unikaliy gausinimo reakcijy preparaty skaicius, nepaisant vienai reakcijai sutelkty i$
anksto gausinty biblioteky skaiciaus. PavyzdZiui, per vieng gausinimo reakcijg galima paruosti 1-pusio arba
12-pusio gausinimo telkinj.

Norédami apskaiciuoti visg biblioteky kiekj po gausinimo, padauginkite vienos reakcijos gausinimo pusiskumga i$

gausinimo reakcijy skaicCiaus. PavyzdZiui, per vieng 12-pusio gausinimo telkinio gausinimo reakcijg susidaro 12

biblioteky po gausinimo telkinys.

Telkiant i$ anksto gausintas bibliotekas, ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit" reagentai palaiko toliau

nurodytas gausinimo reakcijas ir pusiSkuma.

Lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit"“

. Gausinimo reakcijos Gausinimo pusiSkumas
reagentai
16 méginiy rinkinys 16 reakcijy 1-pusis
96 méginiy rinkinys 8 reakcijos 12-pusis

Nuo dvipusio iki astuonpusio telkimo strategijos
Toliau pateiktoje lenteléje parodyti indekso adapteriai (Sulinéliai), kuriuos galima sujungti j 2-8-pusj telkinj,
o spalvomis uzkoduotame paveikslélyje pavaizduotas kiekvienas derinys.

Sutelkite bet kurj pusiSkuma = 2 i$ stulpelio virSaus arba apacios. Netelkite per eilute.
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PusiSkumas
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Deriniai

Pirmieji du arba paskutinieji du
Sulinéliai stulpelyje:

« AirB

e GirH

C-F eilutés nenaudojamos.

Pirmieji trys arba paskutinieji trys

Sulinéliai stulpelyje:

o A-C

o F-H

D ir E eilutés nenaudojamos.

Pirmieji keturi arba paskutinieji
keturi Sulinéliai stulpelyje:

« A-D

o E-H

Pirmieji penki arba paskutinieji
penki Sulinéliai stulpelyje:

o« A-E

o D-H

[1 parinktis] Pirmieji SeSi arba
paskutinieji Sesi Sulinéliai
stulpelyje:

o A-F

« C-H

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

stulpelyje.

Pirmieji septyni arba paskutinieji

septyni Sulinéliai stulpelyje:
o A-G
e B-H

Visas stulpelis.

Spalva
paveikslélyje

Oranziné

Pilka

Violetiné

Meélyna

Zalia

Roziné

Zalsvai mélyna

illumina
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11 12 )
Naudokite indekso adapterius i$ bet kuriy Sulinéliy, kurie optimizuoja sekos nustatymo vykdymo spalvos
balansg, pavyzdziui:

* Al-H1lirA2

* A4-D4ir AS-E5

* A7-F7ir A8-C8
* A10-C10, A11-CT11ir A12-C12

o

i

LOOOQOO0-
OOO0QLOOO0-

QOO0O0O00OO0O-

QO O
QCOO0O0O00O-

00000000-

O0CO00000

A
O
O
O
O
O
O

QOO00COO-

CO000000-

Devynpusio telkimo strategijos

Toliau pateiktame paveikslélyje pavaizduoti visi keturi pavyzdziai.

9 10 11 12 )

00000000
00000000-
00000000,
00000000
000000 00-
00000000,
000000 00"
00000000
00000000
00000000
00000000

00000000"

Genomo DNR tagmentacija

Atliekant §j veiksmag, naudojamos smulkios gausinimo BLT granulés (eBLTS), skirtos DNR tagmentuoti. Tai
procesas, per kurj DNR fragmentuojama ir pazymima adapterio sekomis.
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Eksploatacinés medziagos

* eBLTS (smulkios gausinimo BLT) (geltonas dangtelis)
* TB1 (1tagmentacijos buferinis tirpalas)

* Vanduo be nukleazés

* 96 Sulinéliy PGR plokstelé

* Lipnusis sandariklis

* 1,7 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai

* 8 mégintuvéliy juostelé

* Pipetés antgaliai

— 200 pl keliy kanaly pipetés

A DEMESIO

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

Apie reagentus

* eBLTSreikia laikyti nuo 2 °C iki 8 °C temperatiroje. Nenaudokite eBLTS, laikyty Zemesnéje nei 2 °C
temperaturoje.

* Necentrifuguokite eBLTS.

Paruosimas

1. ParuoSkite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

eBLTS (geltonas dangtelis) Nuo2°Ciki8°C Palaukite, kol pasieks kambario
temperatra. ISmaisykite sukuriniu
maisytuvu pries pat naudojima.
Necentrifuguokite pries pipetavima.

TB1 Nuo -25 °C iki-15 °C Palaukite, kol pasieks kambario
temperatlra. ISmaisykite sukuriniu
maisytuvu.

2. ISmaiSykite sukuriniu maiSytuvu arba pipetuokite DNR, tada trumpai centrifuguokite.
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3. JraSykite toliau nurodytg TAG programa termocikleryje.
* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C
* Nustatykite 50 ul reakcijos turio verte
* 55°C 5 minutes

* Laikykite 10 °C temperaturoje

Procedura

1. JlaSinkite 2-30 pl DNR j kiekvieng 96 Sulinéliy PGR ploks&telés Sulinélj, kad bendras jvesties kiekis buty
50-1000 ng.
Jei DNR turis yra < 30 pl, j DNR méginius pridékite vandens be nukleazés, kad bendrasis turis buty 30 pl.
Kruopsciai iSmaiSykite eBLTS stkuriniu maiSytuvu, kol granulés bus visiSkai resuspenduotos.

3. Meégintuvélyje sumaidykite toliau nurodytus turius, kad paruoStuméte tagmentacijos pagrindinj misin;.
Kiekvieng turj padauginkite i$ apdorojamy meginiy skaiCiaus.
* eBLTS (11,5 ul)
* TB1(11,5ul)
Reagenty pervirsis j turj jtrauktas.

4. Tagmentacijos pagrindinj miSinj kruopsciai pipetuokite, kad sumaiSytumete.
Tagmentacijos pagrindinio miSinio turj padalykite lygiomis dalimis j 8 megintuveéliy juostele.

6. Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, perkelkite 20 ul tagmentacijos pagrindinio misinio j kiekvieng PGR
ploksStelés Sulinélj su méginiu. Su kiekvienu méginio stulpeliu ar eilute naudokite naujus antgalius.

7. Atlike tagmentacijos pagrindinio miSinio dozavimg, 8 mégintuveéliy juostele iSmeskite.

8. Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, nustatytg iki 40 pl, pipetuokite kiekvieng méginj 10 karty, kad

sumaisytumeéte. Su kiekvienu méginio stulpeliu naudokite naujus antgalius.
Arba uZsandarinkite PGR plokstele ir 1 minute naudokite ploksteliy maiSytuvg 1 600 sdk./min. greiciu.

9. UzZsandarinkite plokstele, padékite jg ant i$ anksto uZprogramuoto termociklerio ir vykdykite TAG
programa.
10. Palaukite, kol TAG programa pasieks 10 °C laikymo temperatirg, tada nedelsdami iSimkite plokstele.

11. Palikite 96 Sulinéliy PGR plokstele pastoveéti kambario temperaturoje 2 minutes, tada pereikite prie kito
veiksmo.

Valymas po tagmentacijos

Atliekant §j veiksmg, naudojant eBLTS iSplaunama adapteriu pazyméta DNR prie§ PGR amplifikavima.

Eksploatacinés medziagos
* ST2 (2 tagmentacijos sustabdymo buferinis tirpalas)

*  TWB2 (2 tagmentacijos plovimo buferinis tirpalas)
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* 96 Sulinéliy PGR plokstelés magnetinis stovas
* Lipnusis sandariklis
* 8 mégintuvéliy juostelé
* Pipetés antgaliai
— 20 pl keliy kanaly pipetés
— 200 pl keliy kanaly pipetés
* PasiruoSimas vélesnei procedurai
— EPM (sustiprintas PGR miSinys)

— Indekso adapterio plokstelé

Apie reagentus

* Bdtinai naudokite savo plokstelei tinkamg magnetinj stova. Jei su PGR plokstele naudosite MIDI plokstelés
magnetinj stovg, TWB2 gali neprilipti prie granuliy.

* TWB2 pipetuokite létai, kad sumazintuméte putojimag ir nebuty jsiurbtas netinkamas tiris, o maiSymas
nelikty neuzbaigtas.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

EPM Nuo -25 °C iki-15 °C AtSildykite ant ledo 1 valanda.
Apverskite, kad sumaiSytuméte, tada trumpai
centrifuguokite.

ST2 Nuo 15°C iki 30°C Jei pastebite nuosédy, Sildykite 37 °C temperatiroje
10 minuciy ir tada iSmaisykite sukuriniu maisSytuvu, kol
nuosédos istirps. Naudokite kambario temperaturos.

TWB2 Nuo 15°C iki 30°C Naudokite kambario temperaturos.
Indekso adapterio  Nuo-25°C iki-15°C AtSildykite 30 minuciy palikdami kambario
plokstelé temperatiroje.

Procedura

1. JlaSinkite 10 ul ST2 j kiekvieng tagmentacijos reakcijg. Jei naudojate keliy kanaly pipete, pipetuokite ST2 |
8 mégintuvéliy juostele ir tada perkelkite atitinkamus turius j PGR plokStele. Su kiekvienu méginio stulpeliu ar
eilute naudokite naujus antgalius.

2. Naudodami 200 pl pipete, nustatytg iki 50 pl, Iétai pipetuokite kiekvieng sulinélj 10 karty, kad
resuspenduotumeéte granules.
Arba uzsandarinkite plokstele ir T minute maisykite 1 600 suk./min. grei€iu. Jei reikia, pakartokite.
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UZsandarinkite plokstele ir 10 sekundziy centrifuguokite 280 x g.

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

3
4. Inkubuokite kambario temperattroje 5 minutes.
5
6

[= 48 méginiai] Plaukite tris kartus, kaip nurodyta toliau.

a.

g.
h

Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, nustatytg iki 60 pl, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta
nepazeisdami granuliy.

ISimkite iS magnetinio stovo.

IS karto po to létai jlaSinkite 100 ul TWB2 tiesiogiai j granules.

Létai pipetuokite, kol granulés bus visiSkai resuspenduotos. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 minute
maisykite 1 600 stk./min. greiciu.

Jei turinys istiSko, 10 sekundzZiy sukite Zemyn 280 x g.

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

trecigjj plovima. ParuoSe PGR pagrindinj miSinj, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, nustatytg iki 100 ul, paSalinkite ir iSmeskite supernatanta.

Pakartokite c—f veiksmus du kartus ir i$ viso atlikite tris plovimo procedduras.

7. [> 48 méginiai] Plaukite tris kartus, kaip nurodyta toliau.

a.

®© 2 o T

i.
-
k.

Atlikite b ir c veiksmus Zingsniais nuo 1 stulpelio iki 2 stulpelio, kol bus apdoroti visi stulpeliai, kad per

Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, nustatytg iki 60 pl, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
ISimkite iS magnetinio stovo.
IS karto po to létai dozuokite 100 pyl TWB2 tiesiogiai j granules.

Létai pipetuokite, kol granulés bus visiSkai resuspenduotos. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 minute
maisykite 1 600 stk./min. greiciu.

Jei turinys istisko, 10 sekundziy sukite Zemyn 280 x g.

Padékite ant PGR plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (3 minutes).

trecigjj plovima. Paruos$e PGR pagrindinj misinj, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
Naudodami 200 pl keliy kanaly pipete, nustatytg iki 100 pl, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
ISimkite i$ magnetinio stovo ir Iétai jlasinkite 100 pyl TWB2 tiesiogiai j granules.

Pakartokite hiri veiksmus 1 ar 2 stulpeliy Zingsniais, kol bus apdoroti visi stulpeliai.

Pakartokite e-h veiksmus du kartus ir i$ viso atlikite tris plovimo procediras.

8. Palikite ant magnetinio stovo iki 4 dalies Proceddra veiksmo, aprasyto skiltyje Tagmentuotos DNR
amplifikavimas.

.....
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Tagmentuotos DNR amplifikavimas

Siuo veiksmu amplifikuojama tagmentuota DNR naudojant apriboto ciklo PGR programa. Atliekant PGR veiksma,
pridedami 1 (i7) indekso adapteriai, 2 (i5) indekso adapteriai ir sekos, reikalingos nustatant sankaupos
generavimo seka.

Eksploatacinés medziagos

EPM (sustiprintas PGR miSinys)

Indekso adapterio plokstelé

96 Sulinéliy PGR plokstelé

Vanduo be nukleazés

Lipnusis sandariklis

1,5 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai
Pipetés antgaliai

— 20 pl keliy kanaly pipetés

— 200 pl keliy kanaly pipetés

Apie reagentus

* Indekso adapteriy plokstelés

—  Sulinélyje gali biti > 10 pl indekso adapteriy.

— Nedékite méginiy j indekso adapterio plokstele.

— Kiekvienas indekso plokstelés Sulinélis yra skirtas naudoti tik vieng karta.

Paruosimas

1.

2.

Elementas Laikymas

EPM Nuo -25 °C iki-15 °C

Paruoskite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Instrukcijos

AtSildykite 4 °C temperattiroje arba laikykite ant ledo
1 valanda.

Apverskite, kad sumaiSytumeéte, tada trumpai
centrifuguokite.

Indekso adapterio Nuo-25°C iki-15°C AtSildykite 30 minuciy palikdami kambario temperaturoje.

plokstelé

nurodyta toliau pateiktoje lenteléje.

Jrasykite toliau nurodytg eBLTS PGR programa j termociklerj, naudodami atitinkama PGR cikly skaiciy,

* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C
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* Nustatykite 50 ul reakcijos turio verte
* 72°C 3 minutes
* 98°C 3 minutes
* X cikly:
* 98°C 20 sekundziy
* 60 °C 30 sekundziy
* 72°C1minute
* 72°C 3 minutes

* Laikykite 10 °C temperaturoje
Bendra vykdymo trukmé yra ~38 minutés, vykdant 9 ciklus, ir ~46 minutés, vykdant 12 cikly.

Méginio jvesties tipas PGR cikly skai€ius (X)
10-49 ng gDNR 12
50-1000 ng gDNR 9
50-1 000 ng gDNR, i8skirtos i FFPE 12
gDNR, iSskirta i$ kraujo 9
Procedura

1. Sumaisykite toliau nurodytas medziagas, kad paruoStuméte PGR pagrindinj miSinj. Kiekvieng turj
padauginkite i§ apdorojamy meginiy skaiCiaus.
* EPM (23 ul)
* Vanduo be nukleazés (23 pl)
Reagenty pervirsis j turj jtrauktas.
10 karty pipetuodami PGR pagrindinj misinj sumaiSykite, tada trumpai centrifuguokite.

3. PlokStelei esant ant magnetinio stovo, naudodami 200 pl keliy kanaly pipete pasalinkite ir iSmeskite TWB2.
Ant Sulinélio sieneliy likusios putos bibliotekai neigiamo poveikio neturi.

4. ISimkite i$ magnetinio stovo.
IS karto jlasinkite 40 ul PGR pagrindinio misinio tiesiogiai j kKiekviename Sulinélyje esancias granules.

6. Pipetuodamiis karto sumaisykite, kol granulés bus visiSkai resuspenduotos. Arba uZzsandarinkite plokstele ir
1 minute maisykite 1 600 suk./min. greiciu.
UZsandarinkite méginio plokstele ir 10 sekundziy centrifuguokite 280 x g.

8. Centrifuguokite indekso adapterio plokstele 1 minute 1000 x g.
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10.
1.

12.
13.

Paruoskite indekso adapterio plokstele.

* [< 96 méginiai] Pradurkite indekso adapterio plokstelés folijos sandariklj, kiekvienam Sulinéliui
naudodami naujg pipetés antgalj. Tai darykite tik su apdorojamais meginiais.

* [96 méginiai] Prilygiuokite naujg pusinio plocio PGR plokstele vir$ indekso adapterio plokstelés ir
paspauskite Zzemyn, kad pradurtuméte folijos sandariklj. ISmeskite PGR plokstele, kuri buvo naudojama
folijos sandarikliui pradurti.

Naudodami naujg pipetés antgalj, jlasinkite 10 pl i§ anksto suporuoty indekso adapteriy j kiekvieng Sulinélj.

Naudodami pipete, nustatytg iki 40 pl, pipetuodami 10 karty sumaisSykite. Arba uzsandarinkite plokstele ir
1 minute maisykite 1 600 suk./min. greiciu.

UZsandarinkite plokstele ir 10 sekundziy centrifuguokite 280 x g.
Padeékite ant termociklerio ir vykdykite eBLTS PGR programa.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, laikykite nuo =25 °C iki—15 °C temperaturoje ne ilgiau nei 30 dieny.

Biblioteky valymas

Atliekant §j veiksma, naudojama dvipusio granuliy gryninimo procedura, skirta amplifikuotoms bibliotekoms
iSgryninti.

Eksploatacinés medziagos

CB (valymo granulés)

RSB (resuspensijos buferinis tirpalas)

Svieziai paruostas 80 % etanolis (EtOH)

96 Sulineliy 0,8 ml polipropileno giliy Sulinéliy laikymo plokstelé (MIDI plokstelée)
96 Sulinéliy PGR plokstelé

MIDI plokStelés magnetinis stovas

PGR plokstelés magnetinis stovas

1,5 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai

Vanduo be nukleazés

Apie reagentus

Valymo granulés
— Prie$ naudodami kiekvieng kartg iSmaiSykite sukuriniu maisytuvu.
— DaznaiiSmaisykite sukuriniu maiSytuvu, kad uztikrintuméte tolygy granuliy pasiskirstyma.

— Jsiurbkite ir dozuokite Iétai, nes tirpalas yra klampus.
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Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

CB Kambario ISmaisykite sukuriniu maiSytuvu ir apverskite, kad sumaisSytuméte, kol
temperatira skyscio spalva taps vienoda.

RSB Nuo 2 °Ciki 8 °C  AtSildykite 30 minuciy palikdami kambario temperatiroje. ISmaiSykite

sukuriniu maisytuvu.

Procedura

1. Mai

Sykite 96 Sulinéliy PGR plokstele 1 800 suk./min. grei¢iu 1 minute ir tada trumpai centrifuguokite.

Padékite ant PGR plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (1 minute).

3. CB 3 kartus po 10 sekundziy maisykite sukuriniu maiSytuvu, tada kelis kartus apverskite, kad
resuspenduotumete.

4. Jeinaudojate aukstos kokybés gDNR, atlikite toliau nurodytus veiksmus.

® o 0 T o

> Q

Jlasinkite 77 ul vandens be nukleazés j kiekvieng naujos MIDI plokStelés Sulinélj.

Jlasinkite 88 ul CB j kiekvieng MIDI plokstelés Sulinélj.

Perkelkite 45 pl supernatanto i$ kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio j atitinkama MIDI plokstelés Sulinélj.
ISmeskite PGR plokstele.

Pipetuokite kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad sumaiSytuméte. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 minute
maisykite 1 800 suk./min. greiciu.

UZsandarinkite plokstele ir inkubuokite kambario temperatiroje 5 minutes.

Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jy pastebéje, pasukite zemyn.

Padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 minutes).
Inkubuodami, kruops¢iai iSmaisykite CB sukuriniu maiSytuvu ir jlasinkite 20 ul j kiekvieng naujos MIDI
plokstelés Sulinélj.

Perkelkite 200 ul supernatanto is kiekvieno pirmosios MIDI plokstelés Sulinélio j atitinkama naujos MIDI
ploksStelés Sulinélj (kuriame yra 20 ul CB).

ISmeskite pirmaja MIDI plokstele.

Pipetuokite kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinélj 10 karty, kad sumaiSytuméte. Arba uzsandarinkite
plokstele ir 1 minute maisykite 1 800 suk./min. greiciu.

5. Jeinaudojate iSskirtg FFPE, atlikite toliau nurodytus veiksmus.

a. Jlasinkite 81 pl CB j kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinélj.
b. Perkelkite 45 ul supernatanto i$ kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio j atitinkama MIDI plokStelés Sulinél;.
c. ISmeskite PGR plokstele.
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d. Pipetuokite kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad sumaiSytumeéte. Arba uzsandarinkite plokstele ir 1 minute
maisykite 1 800 suk./min. greiciu.

Inkubuokite kambario temperaturoje 5 minutes.
Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jy pastebéje, pasukite zemyn.

Padeékite ant MIDI plokstelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 minutes).

© ® N o

Nepazeisdami granuliy, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
10. I8plaukite granules, kaip nurodyta toliau.
a. Plokstelei esant ant magnetinio stovo, nemaiSydami jlaSinkite 200 pl SvieZio 80 % EtOH.
b. Inkubuokite 30 sekundziy.
c. Nepazeisdami granuliy, pasalinkite ir iSmeskite supernatanta.
11. I8plaukite granules antrajj karta.
12. DZiovinkite ore ant magnetinio stovo 5 minutes.
13. Dziovindami oru ir naudodami 20 pl pipete, pasalinkite ir iSmeskite likusj EtOH.
14. 18imkite i$ magnetinio stovo.
15. ]laSinkite 17 pl RSB j granules.
16. UZsandarinkite plokstele ir 2 minutes maisykite 1 800 suk./min. greiciu.
17. Inkubuokite kambario temperaturoje 2 minutes.
18. Patikrinkite, ar néra oro burbuliuky. Jy pastebéje, pasukite zemyn.
19. Padékite plokstele ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 minutes).
20. Perkelkite 15 pl supernatanto j naujg 96 Sulinéliy PGR plokstele.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir laikykite jg nuo =25 °C iki =15 °C temperatlroje ne ilgiau nei
30 dieny.

IS anksto gausinty biblioteky telkimas

Atliekant §j veiksma, DNR bibliotekos sujungiamos su unikaliais indeksais j vieng telkinj, kurj sudaro iki 12
biblioteky.

Telkimo metodai

Telkti galite pagal turj arba mase. Naudodami toliau pateiktg lentele nustatykite atitinkamg savo jvesties
metoda.

2 lent. Rekomenduojami telkimo metodai

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

* Vienpusis gausinimas nereikalauja i$ anksto gausinty biblioteky telkimo. Taciau gali reikéti pridéti RSB.

* Atlikus i$ anksto gausintos bibliotekos kiekybinj nustatyma galima telkti visus meginio jvesties tipus pagal
mase, kad buty pasiektas optimalus indekso balansas.

* Galutinis i$ anksto gausinty biblioteky, sugeneruoty per atskiras eksperimentines ruosimo proceduras,
kiekis gali skirtis. Todél, norint pasiekti optimaly indekso balansg rekomenduojama telkti pagal mase.

* Toliau nurodytose situacijose naudokite 1-pusj gausinima.
* 10-49 ng gDNR
* 50-1000 ng gDNR, iSskirtos i FFPE

* Somatiniy varianty priskyrimo mazo smulkiy aleliy daznio aptikimas.

Telkimas pagal mase

Toliau nurodytose situacijose kiekybiskai nustatykite savo bibliotekas, kad buty naudojama DNR masé vienai
bibliotekai atliekant gausinima, nurodytg dalyje IS anksto gausinty biblioteky telkimas lygiomis koncentracijomis
35 psl.

* 10-49 ng gDNR méginio jvestis
* 50-1000 ng gDNR, isskirtos i FFPE, méginio jvestis
* Somatiniy varianty priskyrimo mazo smulkiy aleliy daznio aptikimas

* gDNR, iSskirta i$ kraujo, optimaliam indekso balansui pasiekti

IS anksto gausinty biblioteky kiekybinis nustatymas

1. Apdorokite 1l s anksto gausinty biblioteky naudodami pageidaujama fluorescencija pagrjsta kiekybinio
nustatymo metoda, su kuriuo naudojami dsDNR interkaliuojami dazai.
* Jeinaudojate 50-1 000 ng aukstos kokybés gDNR, tikétinas iS anksto gausintos bibliotekos kiekis yra
= 500 ng.
* Jeinaudojate 50-1 000 ng gDNR, iSskirtos i$ FFPE, tikétinas i$ anksto gausintos bibliotekos kiekis yra
500-6 000 ng, atsizvelgiant j pradinio meginio kokybe.

PASTABA  Jeinaudojate skirtingy poslinkiy kiekybinio nustatymo metodus, kvalifikuokite Sios darbo eigos
kiekybinio nustatymo metodg. Koncentracijos rezultatai gali skirtis, atsizvelgiant j naudojama
metoda.
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IS anksto gausinty biblioteky telkimas lygiomis koncentracijomis

Naudokités toliau pateikta lentele, kad nustatytuméte gausinimui reikalingg DNR mase vienai bibliotekai pagal
méginio tipg ir gausinimo pusiskumag. Optimalus gausinimo kiekiai ir tyrimo veiksmingumas negarantuojami
naudojant mazesnius i§ anksto gausintos bibliotekos kiekius, nei rekomenduojama.

Bendroji DNR masé vykstant gausinimo reakcijai negali vir§yti 6 000 ng.

.. ) Gausinimo DNR maseé vienai bibliotekai Bendroji DNR bibliotekos masé
Méginio jvestis i
pusikumas (ng) (ng)
Aukstos kokybés 12 250-500 3 000-6 000
gDNR
gDNR, iSskirta i$ 1 200 200
FFPE

1. UzsiraSykite biblioteky, kurias planuojate telkti per §j veiksma, indeksus.
2. Atsizvelgdamij kiekvienos bibliotekos koncentracijg, apskai€iuokite turj, kurj reikia pridéti prie gausinimo
reakcijos, kad buty pasiekta reikalinga DNR maseé.

* Aukstos kokybés gDNR: apskaiciuokite bibliotekos turj, reikalingg esant 250-500 ng jvesdiai.
* gDNR, iSskirta i$ FFPE: apskaiciuokite bibliotekos tirj, reikalingg esant 200 ng jvesciai.
Apskaiciuotg kiekvienos bibliotekos turj pridékite j tg patj PGR plokstelés Sulinélj.

4. Jeinaudojate aukStos kokybés gDNR, atlikite vieng i$ toliau nurodyty veiksmy, atsizvelgdami j bendrgjj
sutelkty i anksto gausinty biblioteky turj.

* Jeii§ anksto gausintos bibliotekos tdris = 30 pl, pereikite prie dalies Zondy hibridizacija 37 psl.
* Jeii§ anksto gausintos bibliotekos tdris < 30 pl, pridékite RSB, kad pasiektuméte 30 ul bendrajj tir;.

* Jeii$ anksto gausintos bibliotekos turis > 30 pl, naudokite granulémis pagrjstg metoda arba vakuumo
koncentratoriy, kad sukoncentruotuméte sutelktg meéginj. Pridékite RSB prie koncentruoto sutelkto
meéginio, kad pasiektuméte 30 ul bendrajj turj.

5. Jeinaudojate gDNR, iSskirtg i$ FFPE, atlikite vieng i$ toliau nurodyty veiksmy, atsizvelgdami j bendrajj
sutelkty i$ anksto gausinty biblioteky turj.

* Jeii§ anksto gausintos bibliotekos tdris = 7,5 pl, pereikite prie dalies Zondy hibridizacija 37 psl.

* Jeii$ anksto gausintos bibliotekos turis < 7,5 pl, pridékite RSB, kad pasiektuméte 7,5 ul bendrajj turj.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir laikykite jg nuo =25 °C iki =15 °C temperaturoje ne ilgiau nei
30 dieny.
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Telkimas pagal turj

Kai jvestis yra 50-1 000 ng gDNR, per tag patj eksperimentg sugeneruoty atskiry biblioteky kiekybiskai nustatyti
ir normalizuoti nereikia.

Norédami pasiekti optimaly veiksminguma, telkite tik i$ anksto gausinty biblioteky méginius, paruostus to paties
naudotojo, su ta pacia reagenty partija ir indekso adapterio plokstele.

1. UZsiraSykite biblioteky, kurias planuojate telkti per §j veiksmg, indeksus.

2. Sumaisykite toliau nurodytus i$ anksto gausintos bibliotekos ir savo gausinimo pusiSkumo RSB tlrius tame
paciame naujos PGR plokstelés Sulinélyje.
Gaunamas 30 pl taris.

Kiekvienos i§ anksto gausintos

Gausinimo pusiSkumas* o .
bibliotekos turis (jl)

RSB turis (pl)

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

* Informacijos apie nestandartinj pusiSkuma (nuo 2-pusio iki 11-pusio), zr. skyriy Procedtros apribojimai 2 psl.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir laikykite jg nuo —25 °C iki—15 °C temperatiiroje ne ilgiau nei
30 dieny.

[Pasirinktinai] IS anksto gausinty biblioteky kvalifikavimas

Jei telkiate pagal turj, norédami kiekybiSkai nustatyti i§ anksto gausintas bibliotekas, naudokite fluorometrinj
metoda, su kuriuo naudojami dsDNR interkaliuojami dazai. Norédami kvalifikuoti i§ anksto gausintas bibliotekas,
naudokite DNR fragmenty analizatoriy su atitinkamu fragmenty analizés rinkiniu.
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Bibliotekai kvalifikuoti i§ viso naudokite 1 ul. IS anksto gausintos bibliotekos yra pakankamai koncentruotos, kad
buty galima atlikti smulkius kiekybinio nustatymo arba fragmenty analizés skiedimus.

Zondy hibridizacija

Atliekant §j veiksma, sujungiami tiksliniai DNR regionai su uzfiksuotais zondais.

Jllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit” reagentai suderinami tiek su ,lllumina®, tiek su treciyjy Saliy
gausinimo DNR oligonukleotidy skydeliais. Informacijos apie reikalingas treciyjy Saliy skydeliy specifikacijas zr.
skyriuje Gausinimo zondo skydelio reikalavimai 11 psl.

Eksploatacinés medziagos
* EHB2 (2 gausinimo hibridizacijos buferinis tirpalas)
* NHB2 (2 hibridizacijos buferinis tirpalas + IDT NXT blokatoriai) (mélynas dangtelis)
* Gausinimo zondo skydelis
* 96 Sulinéliy PGR plokstelé
* Lipnusis sandariklis
* PasiruoSimas vélesnei procedurai
— SMB3 (streptavidino magnetinés granulés)

— EEW (sustiprintas gausinimo plovimo buferinis tirpalas) (gelsvas dangtelis)

Apie reagentus
* Laikant, NHB2 nuséda ir atsiskiria.

* Gausinimo zondo skydelis nurodo pasirinktg gausinimo oligonukleotidy skydelj is , lllumina“ tiekéjo.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos
EHB2 Nuo 2 iki Palaukite, kol pasieks kambario temperatura.
8°C ISmaidykite sukuriniu maisytuvu.

Pastebéje kristaly ir drumzliy, pakartokite maiSyma
stkuriniu maiSytuvu arba pipetuodami aukstyn ir Zzemyn
iSmaisSykite, kol tirpalas taps skaidrus.

Gausinimo zondo Nuo -25 °C iki Naudodami tiek ,lllumina®, tiek treciyjy Saliy skydelius,
skydelis -15 °C (,llumina”)  palaukite, kol pasieks kambario temperatura.
ISmaisykite sukuriniu maiSytuvu.
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Elementas Laikymas Instrukcijos
NHB2 Nuo -25 °C iki AtSildykite kambario temperaturoje.
(mélynas dangtelis) -15°C Pasiekus kambario temperatirg, 5 minutes pasildykite

mikromeginiy inkubatoriuje iki tokios pat kaip
naudojamo zondo temperaturos.

Kiekvieng méginj iSmaisSykite sukuriniu maiSytuvu

3 kartus po 10 sekundziy, kad resuspenduotuméte.
Trumpai centrifuguokite.

Pipetuokite aukStyn ir Zemyn nuo mégintuvélio apacios.
Pastebéje kristaly ir drumzliy, pakartokite maiSyma
sukuriniu maiSytuvu arba pipetuodami aukstyn ir Zemyn
iSmaisykite, kol tirpalas taps skaidrus.

Naudokite, kol Siltas, kad nesusidaryty nuosédy.

SMB3* Nuo 2 iki Jei po 90 minuciy laikymo taikant HYB programa is$
8°C karto pereinate prie kitos proceduros, palaukite, kol
pasieks kambario temperaturg likus bent 2 valandoms
iki HYB programos pradzios.

EEW * Nuo -25 °C iki Jei po 90 minuciy laikymo taikant HYB programa is$

(gelsvas mégintuvélis) -15°C karto pereinate prie kitos proceddros, palaukite, kol
pasieks kambario temperaturg likus bent 2 valandoms
iki HYB programos pradzios.
Pasiekus kambario temperatirg, pasildykite
mikromeginiy inkubatoriuje, kol pasieksite tinkama
hibridizacija, ir iSlaikykite Sig temperatiirg 30 minuciy iki
HYB programos pabaigos.

* Jei pries kitg procediirg sustojate, atidekite Sio reagento ruosima, kol pasieksite Sig procedira.
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2. JraSykite toliau nurodytg HYB programga j termociklerj, naudodami atitinkama cikly, nurodyty Cikly skaicius
vienam meginiui ar skydeliui 39 psl., skaiciy.

* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C
* Nustatykite reakcijos turj
* [Aukstos kokybés gDNR] 100 pl
* [gDNR, iSskirta iS FFPE] 25 pl
* 98°C 5 minutes
* Xcikly po 1 minute, pradedant nuo 98 °C temperatiuros pirmajam ciklui, tada kiekvienam ciklui mazinant
po 2°C
* Laikykite 90 minuciy tinkamoje temperatroje:
* [gDNR, iSskirta iS FFPE] 58 °C
* [80 mer. zondy skydeliai] 58 °C
* [Somatiniy varianty priskyrimas] 58 °C
* [Visikiti] 62 °C

Bendra vykdymo trukmé yra ~115 minuciy.

3 lent. Cikly skaicius vienam méginiui ar skydeliui

Méginio ir skydelio tipas Cikly skaicius (X)
gDNR, iSskirta i§ FFPE (nepaisant skydelio tipo) 20

80 mer. zondy skydeliai (nepaisant méginio tipo) 20

Somatiniy varianty priskyrimas 20

Visi kiti meginiai ir skydeliai 18

Procedura

1. [Aukstos kokybés gDNR] JlaSinkite toliau nurodytus reagentus nurodyta tvarka j kiekvieng sutelkta biblioteka
PGR ploksteléje.
Nesudarykite pagrindinio miSinio. Sudarius NHB2 ir EHB2 pagrindinj miSinj, neigiamai paveikiamas
gausinimo nasumas.
* NHB2 (mélynas dangtelis) (50 pl)
* Gausinimo zondo skydelis (10 pl)
* EHB2 (10 ul)

2. [Aukstos kokybés gDNR] Pipete, nustatyta iki 90 pl, pipetuokite kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad
sumaiSytumeéte.

3. [gDNR, isskirta is FFPE] JlaSinkite toliau nurodytus reagentus nurodyta tvarka j kiekvieng sutelktg biblioteka
PGR ploksteléje.
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Nesudarykite pagrindinio miSinio. Sudarius NHB2 ir EHB2 pagrindinj miSinj, neigiamai paveikiamas
gausinimo nasumas.

* NHB2 (mélynas dangtelis) (12,5 pl)
* Gausinimo zondo skydelis (2,5 pl)
* EHB2(2,5ul)
4. [gDNR, isskirta is FFPE] Pipete, nustatyta iki 20 pl, pipetuokite kiekvieng Sulinélj 10 karty, kad
sumaiSytumeéte.
Uzsandarinkite plokstele ir 10 sekundziy centrifuguokite 280 x g.
6. Padékite méginio plokstele ant i anksto uzprogramuoto termociklerio ir vykdykite HYB programa.

7. Pasibaigus HYB programos laikymo temperaturos laikui, nedelsdami pereikite prie kitos proceduros.

A DEMESIO

Hibridizacijos reakcijos temperatirai nukritus Zzemiau kambario temperatiros, susidaro nuosédy.

Hibridizuoty zondy fiksavimas

Atliekant §j veiksmag, naudojamos streptavidino magnetinés granulés (angl. ,Streptavidin Magnetic Beads”,
SMB3), skirtos zondams, hibridizuotiems iki tiksliniy dominanciy regiony, uzfiksuoti.

Eksploatacinés medziagos
* EEW (sustiprintas gausinimo plovimo buferinis tirpalas) (gelsvas dangtelis)
* EE1 (1 gausinimo eliuavimo buferinis tirpalas)
* ET2 (2 elivavimo tikslinis buferinis tirpalas)
* HP3 (2N NaOH)
* SMB3 (streptavidino magnetinés granulés)
* 1,5 ml mikrocentrifugavimo mégintuvélis
* 96 Sulinéliy MIDI plokstelé
* 96 Sulinéliy PGR plokstelé
* Lipnusis sandariklis
* MIDI plokStelés magnetinis stovas
* PasiruoSimas vélesnei procedurai
~Enhanced PCR Mix" (sustiprintas PGR misinys) (EPM)
— ,PCR Primer Cocktail” (PGR pradinis misinys) (PPC)
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Apie reagentus
* EEW
— Pasirlpinkite, kad EEW bty atSildytas iki kambario temperatiiros bent 2 valandas pries$ pasildyma
mikroméginiy inkubatoriuje.
— Pasirupinkite, kad EEW buty Sildomas mikroméginiy inkubatoriuje 30 minuciy iki HYB programos
pabaigos.

— Kainenaudojate, EEW palikite mikroméginiy inkubatoriuje. EEW turi likti pasildytas, kol bus vykdomas
visas protokolas.

— Pasiekus kambario temperatrg, jis gali buti drumzlinas.
— Galitapti geltonos spalvos.
* SMB3

— Prie$ naudojant SMB3 turi biti kambario temperaturos.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

SMB3 Nuo 2 iki 8 °C  Palikite 2 valandas, kol pasieks kambario temperatura.
Apverskite ir iSmaiSykite, kol visiSkai resuspenduosite.

EEW Nuo =25 °C Po 2 valandy trukmés inkubavimo kambario temperaturoje

(gelsvas mégintuvélis) iki-15°C pasildykite mikroméginiy inkubatoriuje, kol pasieksite tinkama

hibridizacijg, ir iSlaikykite Sig temperattirg 30 minuciy iki HYB
programos pabaigos.

EE1 Nuo -25 °C AtSildykite kambario temperaturoje ir iSmaisykite.
iki-15°C
HP3 Nuo -25 °C AtSildykite kambario temperatiroje ir iSmaisykite.
iki=15°C
ET2 Nuo 2 iki 8 °C Palaukite, kol pasieks kambario temperatira. ISmaisSykite
sukuriniu maisytuvu.
EPM Nuo -25 °C AtSildykite ant ledo vieng valandg. Apverskite, kad
iki—-15°C sumaisSytumeéte, tada trumpai centrifuguokite. Padékite j Salj
ant ledo.
PPC Nuo -25°C AtSildykite ant ledo vieng valanda. ISmaiSykite stkuriniu
iki=15°C maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Padékite j Salj ant
ledo.

2. Pasildykite vieng mikroméginiy inkubatoriy su MIDI Silumos bloko jdéklu, kad inkubuotuméte meéginio
plokstele iki vienos i$ toliau nurodyty temperatiry. EEW pasildyti galima naudoti papildoma antrajj
mikromeéginiy inkubatoriy. Padékite EEW ant MIDI Silumos bloko jdéklo virSaus.
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[FFPE] 58 °C

[80 mer. zondy skydeliams] 58 °C

* [Somatiniy varianty priskyrimas] 58 °C
[Visi kiti] 62 °C

Procedura

Fiksavimas

1. JlaSinkite SMB3 j atitinkamg naujos MIDI plokstelés Sulinélj, kaip nurodyta toliau.

* [Aukstos kokybés gDNR] Jlasinkite 250 ul SMB3.
* [gDNR, iSskirta is FFPE] ]laSinkite 62,5 pl SMB3.

2. Pipete, nustatyta iki 100 pl, naudojant aukstos kokybés gDNR, arba 25 ul, naudojant FFPE, perkelkite
kiekvieng sutelkta biblioteka iS 96 Sulinéliy PGR plokstelés j atitinkama naujos MIDI plokstelés Sulinélj.
Uzsandarinkite plokstele ir 4 minutes maisykite 1 200 stk./min. greiciu.

4. Jeiturinys istisko, trumpai centrifuguokite plokstele.

Padékite sutelkty biblioteky plokstele ant MIDI Silumos bloko jdéklo mikroméginiy inkubatoriuje po EEW
mégintuvéliu, uzdarykite dangtj ir inkubuokite 15 minuciy tinkamoje temperatiroje.
* [FFPE] 58°C
* [80 mer. zondo skydelis] 58 °C
* [Somatiniy varianty priskyrimas] 58 °C
e [Visikiti] 62 °C
6. ISimkite sutelkty biblioteky plokstele ir 30 sekundziy centrifuguokite 280 x g.

7. Nedelsdami padékite ant MIDI ploksStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus
(2 minutes).

8. [Aukstos kokybés gDNR] Pipete, nustatyta iki 200 pl, pasalinkite ir iSmeskite visg supernatanta is kiekvieno
Sulinélio nepazeisdami granuliy.

9. [gDNR, isskirta is FFPE] Pipete, nustatyta iki 90 pl, paSalinkite ir iSmeskite visg supernatantg i$ kiekvieno
Sulinélio nepazeisdami granuliy.

10. Pasalinkite ir iSmeskite visg likusj supernatanta.
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Plovimas

1. ISimkite i$ magnetinio stovo.

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

3. [gDNR, isskirta is FFPE] Greitai iSimkite EEW iS mikroméginiy inkubatoriaus ir jlasinkite 50 pl j kiekvieng
Sulinél].

4. Nepanaudotg EEW vél jdékite j mikroméginiy inkubatoriy ir laikykite Sildoma.
UZsandarinkite ir 4 minutes maisykite 1 800 suk./min. greiciu.

6. Padékite méginio plokstele ant MIDI Silumos bloko jdéklo mikroméginiy inkubatoriuje po EEW mégintuvéliu,
uzdarykite dangtj ir inkubuokite 5 minutes tinkamoje temperaturoje:

* [FFPE] 58°C

* [80 mer. zondy skydeliai] 58 °C

* [Somatiniy varianty priskyrimas] 58 °C

[Visi kiti skydeliai] 62 °C

7. Nedelsdami padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus
(2 minutes).

8. Pipete, nustatyta iki 200 pl, naudojant aukstos kokybés gDNR, arba 50 pl, naudojant FFPE, pasalinkite ir
iSmeskite visg supernatantg is kiekvieno Sulinélio.

9. Pakartokite 1-8 veiksmus du kartus ir i$ viso atlikite tris plovimo proceduras.
Plovimo tirpalo perkélimas

1. ISimkite i$ magnetinio stovo.

2. [Aukstos kokybés gDNR] Greitai iSimkite EEW i§ mikroméginiy inkubatoriaus ir jlasinkite 200 pl j kiekvieng
Sulinelj.

3. [9DNR, isskirta iS FFPE] Greitai iSimkite EEW i§ mikroméginiy inkubatoriaus ir jlasinkite 50 pl j kiekvieng
Sulinélj.

4. Uzsandarinkite ir 4 minutes maiSykite 1 800 suk./min. greiciu. Jei turinys istiSko, sumazinkite greitj iki
1600 suk./min.

5. Perkelkite resuspenduotg granuliy tirpalg j naujg MIDI plokstele.
Sulinéliuose gali likti méginiy.

A DEMESIO

Perkeliant reagentg, sumazinama likutiniy reagenty, kurie gali slopinti tolesnj PGR apdorojima,
pernasa.

6. Padékite méginio plokstele ant MIDI Silumos bloko jdéklo mikroméginiy inkubatoriuje, uzdarykite dangtj ir
inkubuokite 5 minutes tinkamoje temperaturoje:
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FFPE] 58 °C
80 mer. zondy skydeliai] 58 °C

Somatiniy varianty priskyrimas] 58 °C

Visi kiti] 62 °C

[
[
[
[

7. Nedelsdami padékite ant MIDI plokstelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus
(2 minutes).

8. Pipete, nustatyta iki 200 ul, naudojant aukstos kokybés gDNR, arba 50 pl, naudojant FFPE, pasSalinkite ir
iSmeskite visg supernatantg is kiekvieno Sulinélio.

9. Centrifuguokite plokstele 30 sekundziy 280 x g.

10. Padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaikykite 10 sekundziy.

11. Naudodami 20 pl pipete, pasalinkite ir iSmeskite likusj skystj i§ kiekvieno Sulinélio.

M=

12. Nedelsdami pereikite prie veiksmo Eliuavimas 44 psl., kad granulés pernelyg stipriai neisdzitty ir
neprarastuméte bibliotekos kiekio.

Eliuavimas

1. Sumaisykite toliau nurodytus turius, kad paruoStuméte eliuavimo pagrindinj misinj. Kiekvieng tarj
padauginkite i§ apdorojamy sutelkty biblioteky skaiciaus.

* EE1(28,5ul)
e HP3(1,5ul)
Papildomas reagenty pervirsis j tlrj jtrauktas.

2. ISmaisykite ir tada trumpai centrifuguokite.

3. ISimkite MIDI plok&tele i$ magnetinio stovo.

4. lasinkite 23 pul eliuavimo pagrindinio misinio j kiekvieng Sulinél].

5. UZsandarinkite plokstele ir 2 minutes maisykite 1 800 suk./min. greiciu.

6. Inkubuokite plokStele kambario temperaturoje 2 minutes.

7. Centrifuguokite 30 sekundziy 280 x g.

8. Padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 minutes).

9. Perkelkite 21 yl supernatanto i$ MIDI plokStelés j atitinkamag naujos 96 Sulinéliy PGR plokstelés Sulinélj.
10. I1Smeskite MIDI plokstele.

11. JlaSinkite 4 ul ET2 j kiekvieng Sulinélj, kuriame yra 21 ul supernatanto.

RN
N

. Nustatykite pipete iki 20 ul ir 10 karty létai pipetuokite kiekvieng Sulinélj, kad iSmaiSytuméte.

—_
w

. Uzsandarinkite plokstele ir 10 sekundziy centrifuguokite 280 x g.

—_
SN

. Inkubuokite plokstele 1 minute kambario temperaturoje.
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Gausintos bibliotekos amplifikavimas

Atliekant §j veiksmg, gausintai bibliotekai amplifikuoti naudojama PGR.

Eksploatacinés medziagos
* EPM (sustiprintas PGR miSinys)
* PPC (PGR pradinis miSinys)

* Lipnusis sandariklis

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

EPM Nuo -25°C iki-15°C AtSildykite 4 °C temperaturoje arba laikykite ant ledo vieng
valanda. Apverskite, kad sumaiSytuméte, tada trumpai
centrifuguokite. Padékite j Salj ant ledo.

PPC Nuo -25°C iki-15°C AtSildykite 4 °C temperaturoje ant ledo vieng valanda. ISmaiSykite
stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Padékite j Salj
ant ledo.

2. JrasSykite toliau nurodytg AMP programa j termociklerj, naudodami atitinkama PGR cikly, nurodyty toliau
pateiktoje lenteléje, skaiciy.
* Pasirinkite i$ anksto pasildyto dangcio parinktj ir nustatykite 100 °C
* Nustatykite 50 pul reakcijos turio verte
* 098°C 45 sekundes
* (X) cikly:
* 98°C 30 sekundziy
* 60 °C 30 sekundziy
* 72°C 30 sekundziy
* 72°C5minutes
* Laikykite 10 °C temperaturoje
Bendra vykdymo trukmé yra ~35 minutés.

Dokumento Nr. 200019584 v02 LIT 45i870

NAUDOTI'IN VITRO' DIAGNOSTIKAI
TIK EKSPORTUI



,llumina DNA Prep With Enrichment Dx“ pakuotés lapelis  illumina

Méginio ir skydelio tipas (X) Ciklai
FPPE 14
Jllumina“ egzomy skydelis (CEX), skirtas aukStos kokybés gDNR 10
Lllumina” egzomy skydelis (CEX), skirtas FFPE 12

Visi kiti méginiai ir skydeliai 121234

T Naudojant mazus treciyjy Saliy skydelius, iki vélesnio optimizavimo galima koreguoti ne daugiau nei 15 cikly.
Naudojant FFPE, cikly skaiCiy galima koreguoti iki 17.

2 Naudojant treciyjy Saliy skydelius, turincius tik 500 zondy, galima koreguoti ne daugiau nei 17 cikly. Naudojant FFPE,
cikly skaiciy galima koreguoti iki 19.

3 Naudojant FFPE méginius, galima koreguoti ne daugiau nei 14 cikly.

4 Naudojant FFPE méginius, PGR cikly skaiciaus didinimas gali lemti didesnj pasikartojimy daznj ir mazesnius fragmenty
dydzius.

Procedura

I N

Jlasinkite 5 ul PPC j kiekvieng Sulinél].

Jlasinkite 20 ul EPM j kiekvieng Sulinél;.

Uzsandarinkite plokstele ir 1 minute maisykite 1200 suk./min. greiciu.
Centrifuguokite plokstele 10 sekundziy 280 x g.

Padékite ant i anksto uzprogramuoto termociklerio ir vykdykite AMP programa.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, laikykite nuo 2 °C iki 8 °C temperaturoje ne ilgiau nei dvi dienas. Arba palikite termocikleryje ne
ilgiau nei 24 valandoms.

Amplifikuotos gausintos bibliotekos valymas

Atliekant §j veiksma naudojamos valymo granulés, skirtos gausintai bibliotekai iSgryninti ir nepageidaujamiems
produktams pasalinti.

Eksploatacinés medziagos

CB (valymo granulés)

RSB (resuspensijos buferinis tirpalas)
Svieziai paruostas 80 % etanolis (EtOH)
Lipnieji sandarikliai

96 Sulinéliy MIDI plokstelé

96 Sulinéliy PGR plokstelé

MIDI plokStelés magnetinis stovas
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Apie reagentus
* Valymo granulés
* Prie§ naudodami kiekvieng kartg iSmaisSykite sukuriniu maisytuvu.
* DaznaiiSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, kad uztikrintuméte tolygy granuliy pasiskirstyma.

* |siurbkite ir dozuokite Iétai, nes tirpalas yra klampus.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos

CB Kambario ISmaisykite sukuriniu maiSytuvu ir apverskite, kad sumaiSytuméte,
temperatira kol skysc€io spalva taps vienoda.

RSB Nuo Palaukite, kol pasieks kambario temperatiirag. ISmaiSykite stkuriniu
2°Ciki8°C maiSytuvu.

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

Procedura

Centrifuguokite PGR plokstele 10 sekundziy 280 x g.

CB 3 kartus po 10 sekundziy maisSykite sukuriniu maisSytuvu, tada apverskite.

Jlasinkite 40,5 ul CB j kiekvieng naujos MIDI plokstelés Sulinél].

Perkelkite 45 pl i$ kiekvieno PGR plokstelés Sulinélio j atitinkamg MIDI plokStelés Sulinél;.
Uzsandarinkite plokstele ir 1 minute maiSykite 1 800 slk./min. greiciu.

Inkubuokite MIDI plokStele kambario temperatiiroje 5 minutes.

Centrifuguokite 10 sekundziy 280 x g.

Padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (5 minutes).

© ® N O U AN S

Pipete, nustatyta iki 95 pul, pasalinkite ir iSmeskite visg supernatantg is kiekvieno Sulinélio.

—_
o

. ISplaukite du kartus, kaip nurodyta toliau.
a. Plokstelei esant ant magnetinio stovo, nemaiSydami jlaSinkite 200 pl Sviezio 80 % EtOH.
b. Inkubuokite 30 sekundziy.
c. Nepazeisdami granuliy, paSalinkite ir iSmeskite supernatanta.
11. Dziovinkite ore ant magnetinio stovo 5 minutes.
12. Dziovindami ore ir naudodami 20 pl pipete, pasalinkite ir iSmeskite likusj EtOH i$ kiekvieno Sulinélio.
13. 1Simkite i§ magnetinio stovo ir jlasinkite 32 ul RSB j kiekvieng Sulinél;.
14. UZsandarinkite plokstele ir 1 minute maisykite 1 800 suk./min. greiciu.
15. Inkubuokite plokStele kambario temperatiroje 5 minutes.
16. Centrifuguokite 10 sekundziy 280 x g.
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17. Padékite ant MIDI plokStelés magnetinio stovo ir palaukite, kol skystis taps skaidrus (2 minutes).
18. Perkelkite 30 yl supernatanto i$ 96 Sulinéliy MIDI plok&telés j atitinkama naujos PGR plokstelés Sulinélj.

19. I1Smeskite MIDI plokstele.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jei norite sustoti, sandariai uzdarykite plokstele ir laikykite jg nuo =25 °C iki—15 °C temperaturoje ne ilgiau nei
7 dienas.

Gausinty biblioteky patikra

Norédami kiekybiskai nustatyti dviejy gijy gDNR jvestj, naudokite fluorescencija pagrjstg metoda, su kuriuo
naudojami interkaliuojami dazai. Nenaudokite metody, kuriais matuojama bendra nukleorugstis, pvz.,
.NanoDrop" ar kity UV absorbcijos metody.

1. Naudodami pasirinktg kiekybinio nustatymo metodg, tirkite 1 ul gausinty biblioteky.

PASTABA Bendras zondo moliSkumas proporcingai veikia bibliotekos kiekj po gausinimo.

Tikétinas vidutinis fragmento dydis yra 125-235 bp, o Siy dydZziy DNR fragmenty pasiskirstymas svyruoja
nuo ~200 bp iki ~1 000 bp.
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Biblioteky atskiedimas iki pradinés koncentracijos

Atliekant §j veiksma, bibliotekos atskiedziamos iki pradinés jusy sekos nustatymo sistemos koncentracijos ir tai
yra pirmasis nuosekliojo skiedimo veiksmas. Atskiedus iki pradinés koncentracijos, bibliotekos yra paruostos
denatdruoti ir atskiesti iki galutinés jkélimo koncentracijos.
Nepaisant naudojamo gausinimo zondo skydelio, atliekant sekos nustatyma ,lllumina“ rekomenduoja nustatyti
pagal galg suporuotg serijg su 151 ciklu per nuskaityma (2 x 151) ir 10 cikly per indekso nuskaityma. Jei norite,
kad blty maziau persidengianciy nuskaitymy arba mazesné pirminé apréptis, galite nustatyti sekg iki 2 x 126
arba 2 x 101.
1. ApskaicCiuokite bibliotekos arba sutelkty biblioteky moliSkumo verte, naudodami toliau pateiktg formule.

* Su bibliotekomis, kvalifikuotomis DNR fragmenty analizatoriuje, naudokite vidutinj gautg bibliotekos

dyd;.
* Suvisais kitais kvalifikavimo metodais kaip vidutinj bibliotekos dydj naudokite 350 bp.

ng/ulx10 _ Moliskumas

g e =
660 —>— X vidutinis bibliotekos dydis (bp) (HM)

Pavyzdziui, jei jusy bibliotekos koncentracija yra 20 ng/ul, o vidutinis dydis yra 350 bp, gauta moliSkumo
verté bus 86,58 nM.

20ng/,ulx106

= 86,58(nM
66051%x350(bp) (nM)

2. Naudodami moliSkumo verte, apskaiCiuokite RSB ir bibliotekos tirius, reikalingus skiedziant bibliotekas iki
pradinés jusy sistemos koncentracijos.

Sekos nustatymo rl\:ii:;?;:;ss Pradiné koncentracija Galutineé jkélimo
sistema bibliotekos taris (ul) (nM) koncentracija (pM)
.NextSeq 550Dx" 10 2 1,2
,MiSeqDx" 5 4 1"
.NovaSeq 6000Dx" 150 (S2) arba 310 1,75 350

(S4)

[,NovaSeq 6000Dx"“] 1,75 nM yra pradiné koncentracija norint gauti galuting 350 pM jkélimo koncentracija.
Jei reikia, pakoreguokite galutine jkelimo koncentracijg naudodami toliau nurodytg lentele.

Galutiné jkélimo koncentracija (pM) Sutelktos bibliotekos koncentracija (nM)
100 0,50
150 0,75
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Galutiné jkélimo koncentracija (pM) Sutelktos bibliotekos koncentracija (nM)

200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2

450 2,25
500 2,50

3. Atskieskite bibliotekas naudodami RSB:

* Bibliotekos, kiekybiSkai nustatytos kaip multipleksinis biblioteky telkinys,— atskieskite telkinj iki
pradinés savo sistemos koncentracijos.

* Bibliotekos, kiekybiSkai nustatytos atskirai,— atskieskite kiekvieng biblioteka iki pradinés savo
sistemos koncentracijos. Jlasinkite 10 ul kiekvienos atskiestos bibliotekos j mégintuveélj, kad
sudarytuméte multipleksinj biblioteky telkinj.

4. Vykdydami savo sistemos denatlravimo ir skiedimo instrukcijas, atskieskite iki galutinés jkélimo
koncentracijos.

* Jeinaudojate ,NextSeq 550Dx" sistemg, zr. skyriy ,NextSeq 550Dx" sekos nustatymo paruoSimas
50 psl.

* Jeinaudojate ,MiSeqDx" sistemg, zr. skyriy ,MiSeqDx" sekos nustatymo paruosimas 52 psl.

* Jeinaudojate ,NovaSeq 6000Dx" sistema, zr. skyriy ,,NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo paruosimas
53 psl.

Galutinés jkélimo koncentracijos yra pradinis taskas ir bendroji gairé. Optimizuokite savo darbo eigos ir

kiekybinio nustatymo metodo koncentracijas per vélesnius sekos nustatymo vykdymus arba atlikdami

pratekamosios kiuvetés titravima.

.NextSeq 550Dx" sekos nustatymo paruosimas

Naudokite toliau pateiktas biblioteky denattravimo ir atskiedimo instrukcijas, kad nustatytuméte sekg
.NextSeq 550Dx" sekos nustatymo sistemoje.

Eksploatacinés medziagos

* HT1 (hibridizacijos buferinis tirpalas)
* 1IN NaCOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
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Paruosimas

Paruoskite svieZig 0,2N NaOH skiedinj, kad galétuméte denatdruoti bibliotekas sekoms nustatyti. Kad nedidelés
pipetavimo klaidos neigiamai nepaveikty galutinés NaOH koncentracijos, paruoSiamas papildomas taris.

A DEMESIO

Svieziai atskiestas 0,2N NaOH yra esminé denatiiravimo proceso dalis. Netinkamai denatiravus gali
sumazéti kiekis.
1. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus turius ir atskieskite TN NaOH iki
0,2N NaOH:
1. ParuoSskite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.

Elementas Laikymas Instrukcijos
HT1 Nuo -25°C AtSildykite kambario temperatiroje. Laikykite nuo 2 °C iki 8 °C
iki-15°C temperatiroje, kol busite pasiruoSe atskiesti denaturuotas bibliotekas.

2. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus turius ir paruoskite Sviezig NaOH skiedin;.
* Laboratorinis vanduo (800 pl)
* TN NaOH (200 pl)
Rezultatas —1ml 0,2N NaOH.
Mégintuvélj keletg karty apverskite, kad susimaisyty.
4. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus turius ir paruoskite 200 mM Tris-HCI,
pH 7,0.
* Laboratorinis vanduo (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Rezultatas —1mI 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.

PASTABA  Mégintuvélj laikykite uzdengta. SvieZig skiedinj sunaudokite per 12 valandy.

Biblioteky denatiravimas

1. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus bibliotekos ir Svieziai atskiesto 0,2N NaOH
tarius.
* 10 pl biblioteka
e 10 ul0,2N NaOH
2. TrumpaiiSmaisSykite ir 1 minute centrifuguokite 280 x g.
Inkubuokite kambario temperatlroje 5 minutes.
4. Jlasinkite 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.
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Denaturuoty biblioteky atskiedimas iki 20 pM

1. ) denaturuoty biblioteky mégintuvélj jlasinkite 970 pl i anksto atSaldyto HT1.
Rezultatas — 20 pM denaturuota biblioteka.

2. TrumpaiiSmaisSykite ir 1 minute centrifuguokite 280 x g.

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

Biblioteky atskiedimas iki jkélimo koncentracijos

1. JlaSinkite toliau nurodytus turius, kad atskiestuméte denatiruotos 20 pM bibliotekos tirpalg iki 1,2 pM.
* Denaturuotos bibliotekos tirpalas (78 pl)

* [S anksto atSaldytas HT1 (1222 ul)
Bendras turis yra 1,3 ml, esant 1,2 pM.
2. Apverskite, kad sumaiSytumeéte, o tada centrifuguokite impulsais.

3. Pereikite prie sekos nustatymo. Instrukcijy ieSkokite prietaiso ,,NextSeq 550Dx" informaciniame vadove
(dokumento Nr. 1000000009513).

,MiSeqDx" sekos nhustatymo paruosSimas

Naudokite toliau pateiktas biblioteky denattravimo ir atskiedimo instrukcijas, kad nustatytuméte seka
.MiSegDx" sekos nustatymo sistemoje.

Eksploatacinés medziagos
* HT1 (hibridizacijos buferinis tirpalas)
* 1IN NaOH

Paruosimas

Paruoskite svieZig 0,2N NaOH skiedinj, kad galétuméte denaturuoti bibliotekas sekoms nustatyti. Kad nedidelés
pipetavimo klaidos neigiamai nepaveikty galutines NaOH koncentracijos, paruoSiamas papildomas turis.

A DEMESIO

Svieziai atskiestas 0,2N NaOH yra esminé denatiiravimo proceso dalis. Netinkamai denatiravus gali
sumazeéti kiekis.
1. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus tirius ir atskieskite TN NaOH iki 0,2N
NaOH:

1. ParuoS$kite toliau nurodytas eksploatacines medziagas.
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Elementas Laikymas Instrukcijos
HT1 Nuo =25 °C AtSildykite kambario temperaturoje. Laikykite nuo 2 °C iki 8 °C
ik =15 °C temperatlroje, kol bisite pasiruo$e atskiesti denaturuotas
bibliotekas.

2. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus tirius ir paruoskite Sviezig NaOH skiedin;.
* Laboratorinis vanduo (800 pl)

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

PASTABA  Mégintuvélj laikykite uzdengta. Sviezig skiedinj sunaudokite per 12 valandy.

4 nM bibliotekos denaturavimas

1. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus turius.
* 4 nM biblioteka (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. TrumpaiiSmaiSykite ir 1 minute centrifuguokite 280 x g.
Inkubuokite kambario temperatiroje 5 minutes.

| mégintuvélj, kuriame yra denaturuota biblioteka, jlasinkite 990 pl i§ anksto atSaldyto HT1.
Rezultatas — 1 ml 20 pM denatiruotos bibliotekos.

Denaturuotos 20 pM bibliotekos skiedimas

1. Atskieskite iki norimos koncentracijos, naudodami toliau nurodytus turius.

Koncentracija 6 pM 8 pM 10pM 11 pM 12pM 15pM 20 pM
20 pM biblioteka 180l 240l 300l 330u  360p  450pl 600l
IS anksto atSaldytas HT1 4201 360l 300l 270l 240l 150 i O ul

2. Apverskite, kad sumaiSytumeéte, o tada centrifuguokite impulsais.

3. Pereikite prie sekos nustatymo. Instrukcijas zr. ,MiSeqDx" prietaiso informaciniame vadove, skirtame ,MOS
v4“ sistemai (dokumento Nr. 1000000157953).

,NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo paruosimas

Naudokite toliau pateiktas biblioteky denattravimo ir atskiedimo instrukcijas, kad nustatytuméte sekga
.NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo sistemoje.
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Eksploatacinés medziagos

HP3 (2N NaOH)

RSB (resuspensijos buferinis tirpalas)

1N NaOH

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

400 mM Tris-HCI, pH 8,0

.NovaSeq 6000Dx" bibliotekos mégintuvélis

Paruosimas

illumina

Paruoskite svieZig 0,2N NaOH skiedinj, kad galétuméte denatdruoti bibliotekas sekoms nustatyti. Kad nedidelés
pipetavimo klaidos neigiamai nepaveikty galutinés NaOH koncentracijos, paruoSiamas papildomas taris.

A DEMESIO

Svieziai atskiestas 0,2N NaOH yra esminé denatiiravimo proceso dalis. Netinkamai denatiravus gali

sumazéti kiekis.

Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaidykite toliau nurodytus turius ir atskieskite TN NaOH iki 0,2N

NaOH:
4 lent. S2rezimas
Vi tek ios kiuveté Dviej tek iu ki &i
Reagentas ienos pra e_ :f\mosms iuvetés viejy pra ? 'amqm iuveciy
taris (ul) taris (ul)
Laboratorinis 40 80
vanduo
TN NaOH 10 20
atsargos

IS Siy turiy gaunama 50 pl 0,2N NaOH vienai pratekamajai kiuvetei arba 100 pl 0,2N NaOH dviem
pratekamosioms kiuvetéms.

5lent. S4rezimas

Vienos pratekamosios kiuvetés Dviejy pratekamujy kiuveci
Reagentas p @ JU p ex ujy U
taris (ul) taris (ul)
Laboratorinis 80 160
vanduo
TN NaOH 20 40
atsargos

IS Siy turiy gaunama 100 i 0,2N NaOH vienai pratekamajai kiuvetei arba 200 ul 0,2N NaOH dviem
pratekamosioms kiuvetéms.

Keletg karty apverskite ir iSmaisSykite arba kruops¢iai iSmaisykite stkuriniu maisytuvu.
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PASTABA Mégintuvélj laikykite uzdengta. évieéia skiedinj sunaudokite per 12 valandy.

Normalizuotos bibliotekos telkinio kiirimas

Jkélimo koncentracija gali skirtis, atsizvelgiant j bibliotekos paruosimo, kiekybinio nustatymo ir normalizavimo
metodus.

Vadovaudamiesi toliau pateiktomis instrukcijomis, normalizuokite bibliotekas iki atitinkamos koncentracijos ir
tada sutelkite jas. Bibliotekas, kuriy seka nustatoma toje pacioje pratekamojoje kiuvetéje, reikia sujungtij vieng
normalizuotg telkinj.

PASTABA  Maksimalus skai¢ius méginiy, kuriuos galima tirti linijoje su ,lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit“, yra 192. Sj apribojima lemia bendras UD indeksy A ir B rinkiniuose skai&ius.

Telkti ketinamy biblioteky normalizavimas

1. Nustatykite reikiama telkiamos bibliotekos koncentracija, atsizvelgdami j norima galutine jkélimo
koncentracija.

* Norint gauti galutine 350 pM jkélimo koncentracijg, reikalinga telkiamos bibliotekos koncentracija yra
1,75 nM.

* Norédami nustatyti telkiamos bibliotekos koncentracija skirtingai galutinei jkélimo koncentracijai gauti,
Zr. skyriy Biblioteky atskiedimas iki pradinés koncentracijos 49 psl.

2. Normalizuokite bibliotekas iki norimos telkiamos bibliotekos koncentracijos, naudodami 10 mM Tris-HCI,
pH 8,5.
Jei reikia pagalbos skiedziant bibliotekas iki atitinkamos koncentracijos, zr. skyriy Telkimo skaiCiuotuvas
Lllumina” svetainéje.

Rekomenduojamos jkélimo koncentracijos

Optimali DNR jkélimo koncentracija priklauso nuo bibliotekos tipo ir jdéklo dydzio. Naudojant > 450 bp
bibliotekas, gali reiketi didesniy jkélimo koncentracijy.

Normalizuoty biblioteky telkimas ir papildomos ,PhiX“ kontrolés pridéjimas

1. Naujame mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite atitinkama kiekvienos normalizuotos bibliotekos
turj, kad buty gautas vienas i$ toliau nurodyty galutiniy tariy.

Rezimas Galutinis turis (pl)
S2 150
S4 310

2. [Pasirinktinai] Pridékite 1 % nedenaturuotos ,PhiX>", kaip nurodyta toliau.
a. Atskieskite 10 nM ,PhiX” iki 2,5 nM, naudodami 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
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b. JlaSinkite atitinkama tUrj nedenaturuotos 2,5 nM , PhiX" j nedenaturuotos bibliotekos telkinio mégintuvelj.

Rezimas Nedenatiruota 2,5 nM ,PhiX“ (ul) Nedenatiruotos bibliotekos telkinys (jl)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Pridedant ,PhiX", 1 % yra rekomenduojamas kiekis gerai subalansuotoms bibliotekoms uztikrinti. Naudojant
mazesneés jvairovés bibliotekas, gali reikéti daugiau. Norédami naudoti ,PhiX" kontrole su mazos jvairovés
bibliotekomis, rekomendacijy kreipkités j ,lllumina“ techninés priezitros skyriy.

Bibliotekos telkinio denattravimas ir papildoma , PhiX" kontrolé

1. JlaSinkite 0,2N NaOH j nedenaturuotos bibliotekos telkinio ir papildomos ,PhiX“ mégintuvélj, kaip nurodyta

toliau.
Pratekamoji Nedenaturuotos bibliotekos .
] ] 0,2N NaOH . Gautas turis

kiuveté telkinys (pl)

S2 37 150 187 ul arba 187,9 pl su
LPhiX”

S4 77 310 387 plarba 388,9 ul su
LPhiX*

Uzdenkite ir trumpai iSmaisykite.
Centrifuguokite ne ilgiau nei 1 minute 280 x g.

Inkubuokite kambario temperattroje 8 minutes, kad denatlruotuméte.

goR W

Jlasinkite 400 mM Tris-HCI, pH 8,0, kaip nurodyta toliau, kad neutralizuotuméte.

Rezimas 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Gautas turis
S2 38 225 plarba 225,9 pul su ,,PhixX”
S4 78 465 ul arba 466,9 pl su ,,PhiX”

6. Uzdenkite ir trumpai iSmaisykite.
Centrifuguokite ne ilgiau nei 1 minute 280 x g.

8. Perkelkite visg denaturuotos bibliotekos arba denaturuotos bibliotekos ir ,PhiX" turj j ,NovaSeq 6000Dx"
bibliotekos mégintuvelj.

9. Pereikite prie sekos nustatymo. Instrukcijy ieSkokite ,,NovaSeq 6000Dx" prietaiso produkto dokumentuose
(dokumento Nr. 200010105).
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TrikCiy Salinimas

illumina

Darbo eigos triktims Salinti naudokités toliau pateikta lentele. Jei méginio sekos nustatymo vykdymas arba
bibliotekos paruosSimas nepavyksta du kartus, gali reikéti atlikti papildomus trik¢iy Salinimo veiksmus. Kreipkités
j »Illumina” techninés priezitros skyriy.

Pastebéta triktis

Sekos nustatymo
vykdymas neatitinka
vykdymo kokybés
kontrolés specifikacijy

Klaida, susijusi su FASTQ
generavimu, arba bendra
sekos nustatymo
sistemos klaida (pvz.,
tinklo klaida, klaidos
jkeliant / iSkeliant
reagentus ir pan.)

Galima
priezastis
Naudotojo
arba
laboratorijos
jrangos
klaida tyrimo
darbo eigoje

Prietaiso
triktis
Programinés
jrangos ar
prietaiso
triktis
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Rekomenduojamas veiksmas

Kvalifikuokite gausintas bibliotekas, kad uztikrintuméte atitinkamag
bibliotekos kiekj ir fragmenty dydziy pasiskirstyma. Pakartokite
bibliotekos paruosimo procedirg nuo vieno i$ toliau nurodyty
veiksmy, atsizvelgdamij tai, kur jvyko jtariama naudojimo ar jrangos
klaida. Jei to nezinote arba jei jvyko kity klaidy, kreipkités j ,lllumina“
techninés prieziuros skyriy, kad buty pasalintos vykdymo triktys.

« 13 naujo nustatykite biblioteky seka. Zr. skyriy ,NextSeq 550Dx"
sekos nustatymo paruoSimas 50 psl., ,MiSeqDx" sekos nustatymo
paruosimas 52 psl. arba, NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo
paruosimas 53 psl.

« Vél atlikite biblioteky gausinima. Zr. skyriy Zondy hibridizacija
37 psl.

» Pradékite bibliotekos paruosimo procediirg nuo darbo eigos
pradzios. Zr. skyriy Naudojimo instrukcijos 21 psl.

Kreipkités j ,lllumina“ techninés prieziuros skyriy.

~

Zr. ,Local Run Manager” programinés jrangos vadova (dokumento
Nr. 100000002702) dél pagalbos generuojant FASTQ arba ,NextSeq
550Dx" prietaiso informacinj vadova (dokumento

Nr. 1000000009513), ,MiSeqDx“ prietaiso informacinj vadovga, skirta
v. MOS (dokumento Nr. 1000000157953), arba ,NovaSeq 6000Dx"
prietaiso produkto dokumentus (dokumento Nr. 200010105).
Papildomos pagalbos kreipkités j ,lllumina“ techninés priezitiros
skyriy.
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Pastebéta triktis Ga-llrvna . Rekomenduojamas veiksmas
priezastis
DNR biblioteka Nejvykdyti Uztikrinkite atitinkamg meéginio jvestj ir pakartokite bibliotekos
nesugeneruoja méginio paruosSimo proceddura.
pakankamo kiekio sekos jvesties Zr. skyriy Méginio jvesties rekomendacijos 18 psl.
nustatymui jkelti reikalavimai

Naudojimo ar Pakartokite bibliotekos paruoSimo procedurg nuo vieno is toliau

jrangos nurodyty veiksmy, atsizvelgdami j tai, kur jvyko jtariama naudojimo

klaida tyrimo ar jrangos klaida. Jei to nezinote arba jei jvyko kity klaidy, kreipkités j

darbo eigoje ,lllumina“techninés prieziuros skyriy, kad buty pasalintos vykdymo
triktys.

« 13 naujo nustatykite biblioteky seka. Zr. skyriy ,NextSeq 550Dx"
sekos nustatymo paruosimas 50 psl., ,MiSeqDx" sekos nustatymo
paruosimas 52 psl. arba, NovaSeq 6000Dx" sekos nustatymo
paruosimas 53 psl.

« Vél atlikite biblioteky gausinima. Zr. skyriy Zondy hibridizacija
37 psl.

 Pradékite bibliotekos paruosimo procedurg nuo darbo eigos
pradzios. Zr. skyriy Naudojimo instrukcijos 21 psl.

Nejvykdyti Pasirtpinkite atitinkamu gausinimo zondo skydeliu ir pakartokite

gausinimo bibliotekos paruoSimo procedura.

zondo Zr. skyriy Gausinimo zondo skydelio reikalavimai 11 psl.
skydelio

reikalavimai

Veikimo charakteristikos

.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx“ programos, skirtos ,NovaSeq 6000Dx", veikimo
charakteristikos pateiktos ,NovaSeq 6000Dx" prietaiso pakuoteés lapelyje (dokumento Nr. 200025276).

Veikimas su visos sudéeties egzomy skydeliais

Egzomy skydelio veikimas buvo istirtas naudojant maziausia (50 ng) ir didziausig (1 000 ng) rekomenduojama
Coriell Igsteliy linijos gDNR NA12878 jvestj su zinoma nustatyta tiesa genocity linijos variantui (,Coriell platinum
genome”) aptikti. 1 egzomy skydelis (45 Mb) ir 2 egzomy skydelis (36,8 Mb) buvo naudojami kaip pavyzdiniai
skydeliai. Per ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimag iStirti 24 techniniai replikatai, naudojant 1 egzomy
skydelj (45 Mb) dviejose 12-pusio gausinimo reakcijose. 12 techniniy replikaty tirti ,lllumina DNA Prep with
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Enrichment Dx" tyrimu, naudojant 2 egzomy skydelj (36,8 Mb) vienoje 12-pusio gausinimo reakcijoje. ,NextSeq
550Dx" sekos nustatymo sistemoje nustatytos gausinty biblioteky sekos naudojant ,DNA GenerateFASTQ Dx"
~Local Run Manager” modulj.

Toliau pateiktoje lenteléje parodytos vidutinés antrinio sekos nustatymo ir techniniy replikaty, tirty su kiekvienu
skydeliu, varianty priskyrimo veiksmingumo metrikos vertés.

6 lent. Tyrimo veiksmingumas su dviem visos sudéties egzomy skydeliais

Unikalaus
nuskaitymo Fragmento Intarpo Intarpo
, AYMo -y orepties .9 SNV SNV IEfpR) e
Skydelis gausinimas | | ilgio . . . iskritos iSkritos
) vientisumas . atSaukimas' tikslumas? . . ]
nhaudojant mediana atSaukimas' tikslumas?
dékla
1Tegzomy 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
skydelis
(45 Mb)
2egzomy 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
skydelis
(36,8 Mb)

T AtSaukimas=teigiami / (teisingai teigiami + klaidingai neigiami)
2 Tikslumas=teisingai teigiami / (teisingai teigiami + klaidingai teigiami)

Aptikimo riba

Aptikimo ribai istirti naudotas ,,Horizon HD799" DNR pamatinis etalonas. HD799 sudaro vidutiniSkai pazeista
formalinu apdorota DNR su Zinomais vieno nukleotido variantais (angl. ,single nucleotide variants”, SNV), kai
alelinis daznis svyruoja tarp 1-24,5 %. Buvo naudota maziausia rekomenduojama DNR jvestis (50 ng) ir jvertintas
SNV aptikimo greitis esant = 5,0 % varianto alelio daznumui (VAF). Taikant FFPE darbo eigg, ,lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx" tyrimu tirta 16 techniniy replikaty, gausinty viso vézio 16-usio (1-pusio) gausinimo skydeliu
(1,94 Mb), tada nustatytos jy sekos ,,NextSeq 550Dx" prietaise naudojant ,DNA GenerateFASTQ Dx"“ modulj.

Visi méginiai atitiko konkretaus skydelio méginio veiksmingumo reikalavimus, kaip pavaizduota toliau pateiktoje
lenteléje.
7 lent. Aptikimo ribos méginio veiksmingumas

SNV su = 5,0 % VAF varianto  Vidutinis

Skydelis - . . - L
aptikimo daznis Aprépties vientisumas
Viso vézio gausinimo skydelis 100 % 99 %
(1,94 Mb, 523 genai)
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Trukdanciosios medziagos

Potencialiy trukdandiyjy medziagy poveikis jvertintas ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimu,
analizuojant tyrimo veiksmingumag esant trukdanciosioms medziagoms.

Trukdziai visos sudéties kraujo méginyje

Acetaminofenas (egzogeninis junginys, vaistas), kreatininas ir trigliceridai (endogeniniai metabolitai) buvo istirti
jjuos pridéjus zmogaus visos sudeéties kraujo meginiy prieS DNR iSskyrima. Siekiant jvertinti trukdzius,
atsirandancius imant kraujg (trumpas émimas), j visos sudéties kraujo méginius taip pat buvo pridéta EDTA.

Be to, siekiant jvertinti trukdzius, atsirandancius ruoSiant meéginj, j DNR, iSskirtg i$ visos sudéties kraujo, buvo
pridéta molekulinio etanolio.

Toliau pateiktoje lenteléje parodytos tirtos koncentracijos vienai trukdanciai medziagai.

8 lent. Potencialiai trukdancios medziagos ir jy koncentracijos, istirtos visos sudéties kraujo méginyje
Tiriama medziaga Tirta koncentracija

Acetaminofenas 15,6 mg/dI*
Tris kartus didesné uz didziausig koncentracijg, tikéting po
terapinés vaisto dozés.

Kreatininas 15 mg/dI*

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

DidZiausia nustatyta koncentracija populiacijoje.
EDTA 6 mg/ml

Tris kartus didesné uz koncentracijg, tikéting kraujo
méginiuose, paimtuose j EDTA mégintuvélius.

Molekulinis etanolis 15 % v/v
Eliuate po DNR iSskyrimo.

* Pagal CLSI EP37-ED1:2018

Su viena trukdancia medziaga ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimu tirta 12 techniniy replikaty,
gausinty 1 egzomy skydeliu (45 Mb) per atskirg (12-pusj) gausinima, tada nustatytos jy sekos ,NextSeq 550Dx"
prietaise naudojant ,DNA GenerateFASTQ Dx" modul;.

Visi 12 tirty medziagy méginiy atitiko méginio veiksmingumo reikalavimus ir nebuvo pastebéta jokio jy poveikio
tyrimo veiksmingumui.

Trukdziai FFPE audinyje

Buvo tirti du kolorektaliniy FFPE audiniy méginiai su hemoglobinu, kurio koncentracija 0,1 mg 10 um FFPE
sekcijoje, ir be jo, siekiant pavaizduoti blogiausio atvejo scenarijy, kai 50 % FFPE audinio méginio yra uztersta
dideliu hemoglobino kiekiu kraujyje. Méginiai tirti ,Illumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimu, naudojant 1
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viso véZzio gausinimo skydelj (1,94 Mb) kaip pavyzdinj vienpusio gausinimo skydelj. Tada ,NextSeq 550Dx"
prietaise nustatytos gausinty biblioteky sekos naudojant ,DNA GenerateFASTQ Dx" modulj. Visi méginiai atitiko
méginio veiksmingumo reikalavimus ir buvo parodyta, kad hemoglobinas netrukdo tyrimo veiksmingumui.
Siekiant jvertinti trukdzius, atsirandancius ruoSiant méginj, j DNR, iSskirtg i$ Slapimo puslés vézio paveikto FFPE
audinio méginio, buvo pridéti du egzogeniniai junginiai. Tirtos egzogeninés medziagos yra iSskyrimo tirpalai,
dazniausiai naudojami per DNR i§skyrimo procesa. Sios medziagos ir tirti jy kiekiai nurodyti toliau pateiktoje
lenteléje.

Tiriamy medziagy tirpalai komerciskai prieinami stulpelio pagrindo DNR atskyrimo rinkiniuose.

9 lent. Potencialiai trukdancios egzogeninés medziagos ir jy koncentracijos, istirtos FFPE audinyje

Tiriama medziaga Tirta koncentracija (ul / 30 pl eliuato)
Deparafinizavimo tirpalas 113 x107°
Plovimo buferinis tirpalas AW2 0,417

Su viena trukdancia medziaga ,lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" tyrimu tirti aStuoni techniniai replikatai,
gausinti viso vézio vienpusio gausinimo skydeliu (1,94 Mb), tada nustatytos jy sekos ,NextSeq 550Dx" prietaise
naudojant ,DNA GenerateFASTQ Dx“ modulj.

Visi adtuoni abiejy tirty medziagy méginiai atitiko méginio veiksmingumo reikalavimus ir nebuvo pastebéta jokio
jy poveikio tyrimo veiksmingumui.

KryZzminé tarSa

Coriell Igsteliy linijos gDNR NA12878 (moteriskos lyties, 10 méginiy), Coriell Igsteliy linijos gDNR NA12877
(vyriskos lyties, 12 méginiy) ir neigiami kontroliniai méginiai (NTC, 2 méginiai) buvo istirti ,lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx" tyrimu naudojant Sachmaty lentos iSdéstyma. Su visais méginiais naudota didZiausios

(1000 ng) gDNR jvesties rekomendacija kaip griez¢iausia méginio kryzminés tar§os vertinimo sglyga. Tyrimas
atliktas du kartus dviejy atskiry operatoriy. Buvo naudotas 1 egzomy skydelis (45 Mb) per 12-pusio gausinimo
reakcijas. ,NextSeq 550Dx" prietaise nustatytos gausinty biblioteky sekos naudojant ,DNA GenerateFASTQ
Dx“. Vertinimas atliktas iSanalizavus vyriskos lyties specifinés Y chromosomos apréptj moteriskos lyties
méginiuose, lyginant su foniniais visos moteriskos lyties méginiy plokstelés lygiais bei NTC méginiy indekso
vaizdu.

10 lent. Kryzminés tarSos rezultatai

Moteriskos lyties méginiai su vyriSkos lyties Y

chromosomy apréptimi esant < 3x baziniam NTC indekso vaizdas

triukSmui

100 % <0,0005%
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Priedas: ,lllumina”“ UD indekso adapterio sekos

Sie unikalaus dvigubo (UD) indekso adapteriai ploksteléje iSdéstyti taip, kad biity laikomasi rekomenduojamos
poravimo strategijos. Indekso adapteriai yra 10 baziy ilgio, o ne jprasto astuoniy baziy ilgio.

1(i7) indekso adapteriai
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

2 (i5) indekso adapteriai
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [i5] TCGTCGGCAGCGTC

Toliau nurodyta seka naudojama 1 nuskaitymo ir 2 nuskaitymo adapterio pradziai / pabaigai koreguoti.
CTGTCTCTTATACACATCT

A plokstelés / 1 rinkinio indekso adapteriai

Indekso pavadinimas 7 bazés adapteryje i5 bazés adapteryje

UDPO0001 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDPO006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGITAAT
UDPO009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDPO0O10 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UbP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDP0016 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDPO0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA
UDPO0018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG

Dokumento Nr. 200019584 vO2 LIT
NAUDOTI'IN VITRO' DIAGNOSTIKAI

TIK EKSPORTUI

62i570



Jlumina DNA Prep With Enrichment Dx" pakuotés lapelis

Indekso pavadinimas

UDP0O0O19
UDP0020
UDP0021

UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UbDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0O030
UDPO031

UDP0032
UDP0O033
UDP0034
UDP0O035
UDP0O036
UDP0O037
UDP0O038
UDP0O039
UDP0040
UDP0041

UDP0042
UDP0043
UDP0044
uUDP0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048

i7 bazeés adapteryje

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG
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i5 bazés adapteryje

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

illumina
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Indekso pavadinimas

UDP0049
UDPO050
UDPOO051

UDP0052
UDPO053
UDP0054
UDP0O055
UDP0O056
UDP0O057
UDP0O058
UDP0O059
UDP0O060
UDPO0061

UDP0062
UDP0O063
UDP0064
UDP0O065
UDP0O066
UDP0O067
UDP0068
UDP0O069
UDP0O070
UDP0071

UDP0072
UDPO073
UDP0074
UDP0OO075
UDP0O076
UDP0O077
UDP0O078

i7 bazeés adapteryje

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

TTGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA

CGCACTAATG
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i5 bazés adapteryje

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

illumina
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Indekso pavadinimas

UDP0O079
UDP0O080
UDP0O081

UDP0082
UDP0O083
UDP0084
UDP0O085
UDP0O086
uUDP0O087
UDP0O088
UDP0089
UDP0O090
UDPO091

UDP0092
UDP0O093
UDP0094
UDP0O095
UDP0O096

i7 bazeés adapteryje

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

CATGTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACGC

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG

i5 bazés adapteryje

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

B plokstelés / 2 rinkinio indekso adapteriai

Indekso pavadinimas

UDP0097
UDP0098
UDP0O099
UDPO0O100
UDPO101

UDP0102
UDP0103
UDP0104
UDP0105

i7 bazés adapteryje

CTGACCGGCA

GAATTGAGTG

GCGTGTGAGA

TCTCCATTGA

ACATGCATAT

CAGGCGCCAT

ACATAACGGA

TTAATAGACC

ACGATTGCTG
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i5 bazés adapteryje

CCTGATACAA

TTAAGTTGTG

CGGACAGTGA

GCACTACAAC

TGGTGCCTGG

TCCACGGCCT

TTGTAGTGTA

CCACGACACG

TGTGATGTAT

illumina
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Indekso pavadinimas

UDPO0106
UDP0107
UDP0108
UDP0109
UDPO110
UDPO111

UDP0112
UDPO113
UDPO0114
UDPO115
UDPO116
UDPO0117

UDPO118
UDPO119
UDP0120
UDPO0121

UDP0122
UDP0123
UDP0124
UDP0125
UDP0126
UDP0127
UbP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO0131

UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0135

i7 bazeés adapteryje

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA

ACAGAGGCCA
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i5 bazés adapteryje

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

illumina
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UDP0136
UDP0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141

UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDP0146
UDPO0147
UDP0148
UDP0149
UDP0150
UDPO0O151

UDP0152
UDPO0153
UDP0154
UDPO0155
UDPO0156
UDP0157
UDP0158
UDP0159
UDP0O160
UDPO0161

UDP0162
UDP0163
UDPO164
UDPO0165

i7 bazeés adapteryje

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA
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i5 bazés adapteryje

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

illumina
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UDPO0O166
UDPO167
UDP0168
UDP0169
UDPO0170
UDP0171

UDP0172
UDPO0173
UDPO0174
UDPO0175
UDPO176
UDPO0177
UDPO0178
UDPO0179
UDP0180
UDPO0181

UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDP0185
UDPO0186
UDP0187
UbP0188
UDP0189
UDP0O190
UDPO0191

UDP0192

i7 bazeés adapteryje

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG
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i5 bazés adapteryje

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC

TCTTACATCA

CGCCATACCT

CTAATGTCTT

CAACCGGAGG

GGCAGTAGCA

TTAGGATAGA

CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

illumina
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