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Oversikt

Denne produktdokumentasjonen beskriver lllumina TruPath Genome-arbeidsflyten, og falgende
diagram illustrerer arbeidsflyten.

gDNA

Kvantifisere DNA og vurdere kvalitet
350 ng DNA

o Planlegge kjaring

Totalt: 10 minutter

Skyarbeidsflyt: Planlegge kjering i BaseSpace
Sequencing Hub

Manuell arbeidsflyt: Klargjere preveark

e Reagenser for tiningssekvensering

— e Klargjere DNA-praver
Reagens: FTB

| praksis: ) )
10 minutter o Sette inn reagenser | kassetten
Reagenser: FP1, FT2

e Starte sekvenseringskjaring
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Anbefalinger for DNA-innmating

Genomisk DNA-kvalitet

TruPath Genome-arbeidsflyten krever renset genomisk DNA (gDNA) ekstrahert fra celler eller blod i
K2EDTA-prevetakingsrgr, med et egnet sett per prgvetype. Se teknisk merknad om TruPath Genome-
ytelse med prgver av varierende type og kvalitet for et bredere utvalg av prgvetyper. Denne
arbeidsflyten er ikke egnet for FFPE gDNA-praver eller cfDNA-ekstraksjoner. Vurder kvaliteten pa
gDNA med en av felgende metoder:

* Agilent gDNA ScreenTape-analyse — Bruk regionanalyseverktayet til 8 vurdere proporsjoner av
fragmenter starre enn 10 kb og 60 kb. Prgven skal minst inneholde 50 % DNA-fragmenter stgrre enn
10 kb. Pragver av lavere kvalitet kan fortsatt oppna akseptable kortleste sekvenseringsdata, men gir
minimale ytterligere naerhetsdata. For best mulig ytelse av naerhetsdata skal det brukes en preve
med 70 % eller mer av DNA-fragmenter mellom 10 kb og 500 kb, og 40 % eller mer av fragmenter
mellom 60 kb og 500 kb.

* Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb-sett — Praven skal som et minimum oppna en GQN-verdi pa 5,0
ved terskelen pé 10 kb. Praver av lavere kvalitet kan fortsatt oppné akseptable kortleste
sekvenseringsdata, men gir minimale ytterligere naerhetsdata. For best mulig ytelse av naerhetsdata

skal det brukes en preve med en GQN-verdi pa minst 7,0 ved terskelen pa 10 kb og minst 4,0 ved
terskelen pa 60 kb.

For instruksjoner om bruk av enten Agilent TapeStation eller Agilent Femto Pulse, se produsentens
nettsted. For bedre DNA-kvalitet og TruPath Genome-naerhetsmetrikk kan det brukes et DNA-
ekstraksjonssett med hay molekylvekt (HMW).

Genomisk DNA-mengde

TruPath Genome anbefaler en DNA-innmating pa 350 ng gDNA per prave, per bane. Prgver med lavere
innmating ned til 175 ng produserer neerhetsdekningsdata, men autosomal dekningsdybde kan
reduseres.

* For ekstraksjon kan blodprever oppbevares i opptil tre dager ved 2 °C til 8 °C. Hvis prevene
oppbevares i mer enn tre dager, skal prgvene oppbevares ved -25 °C til -15 °C.

* Unnga mer enn 10 fryse-tine-sykluser av DNA.

* Mal DNA-konsentrasjonen i hver prave med et Qubit-fluorometer ved hjelp av Qubit-analysen for
dsDNA-settet. Se produsentens nettsted.
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Handtering av DNA

*  Hvis du bruker HMW-DNA, kan det veere visk@st og danne trader, noe som gjer pipettering av
< 20 ul utfordrende. Trykk drapetellerspissen til bunnen av reret for & bryte opp trédene i praven og
muliggjere ngyaktig pipettering.

* |kke bland HMW-DNA i en vortex-mikser.

* Ved blanding av DNA skal det brukes drapetellerspisser med bred diameter for & unnga
fragmentering.
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Forbruksmateriell og utstyr

TruPath Genome-protokollen krever fglgende forbruksmateriell og utstyr:

* Entenen C2-stremningscelle (for to prever, én per bane) paret med en NovaSeq X 1.5B-
reagenskassett eller en C8-stremningscelle (for atte prever, én per bane) paret med en NovaSeq X
10B-reagenskassett.

* TruPath Genome-reagenser.

* Diverse brukerlevert forbruksmateriell og utstyr.

TruPath Genome-forbruksmateriell/reagenser

Forbruksmateriell for sett med to praver
lllumina-katalognr. 20157406

Settkomponent Oppbevaringstemperatur
TruPath Genome-reagenssett -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series C2-streamningscelle 2°Ctil8°C

NovaSeq X Series 1.5B-lyo-innsats -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series 1.5B-reagenskassett (300-syklus) -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series 1.5B-bibliotekrarstrimmel Romtemperatur

NovaSeq X Series-bufferkassett Romtemperatur

Forbruksmateriell for sett med atte prover
lllumina-katalognr. 20157405

Settkomponent Oppbevaringstemperatur
TruPath Genome-reagenssett -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series C8-strgmningscelle 2°Ctil8°C

NovaSeq X Series 10B-lyo-innsats -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series 10B-reagenskassett (300-syklus) -25°Ctil-15°C

NovaSeq X Series 10B/25B-bibliotekrgrstrimmel Romtemperatur

NovaSeq X Series-bufferkassett Romtemperatur
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TruPath Genome-reagenssett
lllumina-katalognr. 20138424

Reagens Beskrivelse Oppbevaringstemperatur
FP1 Tilberedningsmiks 1 for stremningscelle -25°Ctil-15°C
FT2 Transposom 2 for stremningscelle -25°Ctil-15°C
FTB FC-tagmentbuffer -25°Ctil-15°C

Brukerlevert forbruksmateriell/utstyr

Forbruksmateriell/utstyr Leverander

Mikrosentrifuge Generell laboratorieleverander

Qubit 4-fluorometer Thermo Fisher Scientific, katalognr.
Q33238

Qubit dsDNA-analysesett, HS eller BR Ett av felgende, avhengig av

kvantifiseringsmetode:
HS-analyse, Thermo Fisher
Scientific, katalognr. Q32851 eller
Q32854

BR-analyse, Thermo Fisher
Scientific, katalognr. Q32850 eller

Q32853
Nukleasefritt vann Generell laboratorieleverander
Enkanals drépeteller, 1 eller 5 ml Generell laboratorieleverandar
Enkanals drapeteller, 200 pl Generell laboratorieleverander
Drapetellerspisser med bred diameter, 200 pl* Generell laboratorieleverander
Enkanals drapeteller, 20 pl Generell laboratorieleverander

*Det anbefales & bruke spisser med bred diameter ved handtering av HMW-DNA. Standardspisser kan forérsake
DNA-fragmentering, noe som farer til en mindre DNA-starrelsesprofil enn ngdvendig. Hvis drapetellerspisser med
bred diameter ikke er tilgjengelige, kan du bruke vanlige spisser. Unnga imidlertid gjentatte aspirat-
/dispenseringssykluser.
Det anbefales pa det sterkeste & evaluere gDNA-kvalitet for & sikre at DNA-prgven oppfyller de
fastsatte kvalitetskravene. Feolgende utstyr og forbruksmateriell er egnet for DNA-dimensjonering.

Dokumentnr. 200065852 vO1
Kun til forskningsbruk. Skal ikke brukes i diagnostiske prosedyrer.



Produktdokumentasjon for lllumina TruPath Genome

Forbruksmateriell/utstyr (valgfritt)
TapeStation

Genomisk DNA-analyse

Femto Pulse System

Femto Pulse gDNA 165 kb-analysesett
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Leverandoar

Agilent, katalognr. G2991BA eller
G2992AA

Agilent, katalognr. 5067-5366 og
5067-5365

Agilent, katalognr. M5330AA
Agilent, katalognr. FP-1002-0275
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Protokoll

Dette avsnittet beskriver TruPath Genome-protokollen.

Kvantifisere gDNA og vurdere kvalitet

1. Kvantifiser DNA ved hjelp av et Qubit-fluorometer med et dsDNA-sett. lllumina anbefaler bruk av
gDNA-stammateriale som er mindre enn 100 ng/ul for & muliggjere sveert n@yaktig kvantifisering,
kvalitetsvurdering og pipettering videre langs protokollen. Den endelige lasteinnmatingen for malet

er 350 ng.

2. lllumina anbefaler & kvalitetskontrollere DNA pa enten TapeStation (QDNA-tape) eller Femto Pulse
(gDNA 165 kb-sett). Se Anbefalinger for DNA-innmating pa side 2 for kvalitetsspesifikasjoner.

Figur 1 Stagrrelsesprofilering av gDNA-innmating via Agilent TapeStation
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Planlegge kjoring

Du finner detaljerte instruksjoner om hvordan du planlegger en kjering i BaseSpace Sequence Hub eller

klargjer et preveark i TruPath Genome-brukerhandboken for programvaren.

lllumina anbefaler & sette opp en kjaring med 151 sykluser per avlesning (2 x 151). Ikke overskrid totalt

302 sykluser. Ikke kjgr indekssykluser.

Tine sekvenseringsreagenser

For detaljerte instruksjoner om & tine reagensene, se NovaSeq X Series-produktdokumentasjon

(dokumentnr. 200027529).
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Tilberede DNA-prover

1.

10.

1.

Ta TruPath Genome-reagensene ut av settet, og tin ved romtemperatur i 20 minutter.
*  FP1 (bl strimmel p& etiketten)

* FT2 (red strimmel pa etiketten)

* FTB (gjennomsiktig strimmel pa etiketten)

Etter tining kan reagensene oppbevares pa is i opptil 4 timer. Returner reagensene til
fryseroppbevaring hvis de ikke brukes.

Pipetter langsomt hele volumet av FTB fem ganger, og sentrifuger et kort gyeblikk med en
bordsentrifuge.

Kontroller at DNA-stammaterialet er riktig tint. Pipetter sakte fem ganger for a sikre at den er
fullstendig resuspendert, spesielt HMW-DNA.
Kun for resuspensjon anbefales en 200 pl spiss med bred diameter.

Ta av lokket pé bibliotekrgrstrimmelen.

Tilsett folgende per prave i ett enkelt pragverer i bibliotekrgrstrimmelen i rekkefelgen som vises.
Spisser med bred diameter er ikke ngdvendig for dette trinnet.

Kontroller at prevergret samsvarer med riktig bane som er tilordnet i provearket.

Rekkefelge  Reagens Volum
1 Nukleasefritt vann  Variabelt (153 pl minus volumet av gDNA-
stammaterialet som inneholder 350 ng gDNA)
2 FTB 17 pl
3 350 ng gDNA- Variabelt (avhengig av gDNA-stammaterialets
stammateriale konsentrasjon)
Totalt volum: 170 pl

Hvis for eksempel gDNA-stammaterialets konsentrasjon er 100 ng/ul, vil 350 ng gDNA-
stammaterialets volum veere 3,5 pl (350 ng + 100 ng/pl). Volumet av nukleasefritt vann vil veere
149,5 ul (153 pl minus 3,5 pl gDNA-stammateriale).

Sett en P200-drapeteller til 150 pl.

Bruk en ny drapetellerspiss per preve og pipetter sakte fem ganger for & blande. Unnga dannelse av
bobler. Kontroller at det ikke er noen luftlommer nederst.
En 200 pl spiss med bred diameter anbefales. Ikke bruk en P1000-spiss.

Sett lokk pa bibliotekrgrstrimmelen.

[Valgfritt] Roter rgrstrimmelen kort, og s@rg for at det ikke er noen luftlommer nederst i rgrene. Se
NovaSeq X Series-produktdokumentasjon (dokumentnr. 200027529).

Kontroller at volumet er likt i alle rer.
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12. Sett bibliotekrgrstrimmelen inn i reagenskassetten og trykk ned. Et lite klikk angir at
bibliotekrarstrimmelen er pa plass. Kontroller at bibliotekrgrstrimmelen ligger flatt i kassetten.

Sett inn reagenser i kassetten

Reagensvolumene som er spesifisert i falgende instruksjoner, er de samme for bade 1.5B- og 10B-
kassetter.

Ikke vend den tinte reagenskassetten opp ned etter at FP1 eller FT2 er tilsatt. Se NovaSeqg X
Series-produktdokumentasjon (dokumentnr. 200027529).

1. Bruk en ren drapetellerspiss til & stikke hull pa folieforseglingen til CP1- og CP2-posisjonen pa
reagenskassetten.
CP1- og CP2-posisjonen er uthevet i falgende bilde.

o

(i | | CP3-posisjonen brukes ikke for TruPath Genome-arbeidsflyten.

2. Vend FP1 (bla strimmel pa etiketten) forsiktig flere ganger for & blande.

3. Bruk en drapeteller til 3 overfere 3 ml FP1 til CP1-posisjonen pa kassetten.
Fullt fyllingsvolum er 3 ml. Dette kan, men trenger ikke, bruke hele innholdet i FP1-rgret.

4. Vend FP2 (red strimmel pa etiketten) forsiktig flere ganger for & blande.

Bruk en drapeteller til & overfere 2,6 ml FP2 til CP2-posisjonen pa kassetten.
Fullt fyllingsvolum er 2,6 ml. Dette kan, men trenger ikke, bruke hele innholdet i FT2-rgret.
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6. Settlyo-innsatsen innireagenskassetten og trykk ned. Det hgres et klikk som angir at lyo-innsatsen
er pa plass.

7. Fortsett med standard prosedyre for instrumentinnsetting. Se NovaSeqg X Series-
produktdokumentasjon (dokumentnr. 200027529).
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Ressurser og referanser

Pa lllumina-stattesidene pa nettstedet finner du programvare, oppleeringsressurser, informasjon om
produktkompatibilitet og dokumentasjonen som falger. Sjekk alltid stettesidene for de nyeste

versjonene.

Tilleggsressurser

Ressurs

NovaSeq X Series-
produktdokumentasjon

lllumina TruPath Genome

brukerveiledning for programvare

Beskrivelse

Gir teknisk informasjon om bruk av lllumina NovaSeq
X Series.

Gir teknisk informasjon om bruk av Illumina TruPath
Genome-programvaren.

TruPath Genome-ytelse med prover av  Gir teknisk informasjon for et bredere utvalg av
varierende type og kvalitet

lllumina TruPath Genome dataark

Revisjonshistorikk

Dokument

Dokumentnr.
200065852 v01

Dokumentnr.
200065852 v0O

Dokumentnr. 200065852 vO1

Dato

Mai 2026

Februar
2026

pravetyper med TruPath Genome.

Gir teknisk informasjon om funksjonene til TruPath
Genome.

Beskrivelse av endring

Lagt til:

« Avklarende informasjon om kvalitetsanbefalinger for DNA-
innmating.

« Anbefalinger for leselengder.

Oppdatert:

e Oversikt-illustrasjon.

« Liste over brukerlevert forbruksmateriell.

Forste versjon.
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