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Este documento e respetivo conteudo sdo propriedade da lllumina, Inc. e das suas filiais (“lllumina”) e destinam-se
unicamente a utilizagdo contratual por parte dos clientes, relativamente a utilizagdo do(s) produto(s) descrito(s) no
presente documento e para nenhum outro fim. Este documento e respetivo contetido ndo podem ser utilizados ou
distribuidos para qualquer outro fim e/ou de outra forma transmitidos, divulgados ou reproduzidos por qualquer via, seja
de que natureza for, sem a autorizagéo prévia por escrito da lllumina. A lllumina ndo concede qualquer licenga ao abrigo
da sua patente, marca comercial, direito de autor ou direitos de jurisprudéncia nem direitos semelhantes de quaisquer
terceiros por via deste documento.

As instrugdes contidas neste documento tém de ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal qualificado e com a
devida formagédo para garantir a utilizagdo adequada e segura dos produtos aqui descritos. Todo o conteddo deste
documento tem de ser integralmente lido e compreendido antes da utilizagao do(s) referido(s) produto(s).

A NAO OBSERVANCIA DA RECOMENDAGAO PARA LEITURA INTEGRAL E SEGUIMENTO EXPLICITO DE TODAS AS
INSTRUGOES AQUI CONTIDAS PODE RESULTAR EM DANOS NO(S) PRODUTO(S), LESOES EM PESSOAS, INCLUINDO
NOS UTILIZADORES OU OUTROS, E EM DANOS MATERIAIS, E IRA ANULAR QUALQUER GARANTIA APLICAVEL AO(S)
PRODUTO(S).

A ILLUMINA NAO ASSUME QUALQUER RESPONSABILIDADE RESULTANTE DA UTILIZAGAO INADEQUADA DO(S)
PRODUTO(S) AQUI DESCRITO(S) (INCLUINDO PARTES DOS MESMOS OU DO SOFTWARE).

© 2026 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais sdo propriedade da lllumina, Inc. ou dos respetivos proprietarios. Para obter informagdes
especificas sobre marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Descricao geral

Esta documentagao do produto detalha o fluxo de trabalho do lllumina TruPath Genome e o diagrama
seguinte ilustra o fluxo de trabalho.

ADNg

Quantificar o ADN e avaliar a qualidade
ADN de 350 ng

Parte
pratica:
10 minutos
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Planear ensaio

Total: 10 minutos

Fluxo de trabalho na nuvem: planear ensaio no
BaseSpace Sequencing Hub

Fluxo de trabalho manual: preparar folha de amostras

Descongelar reagentes de
sequenciagao

Prepare amostras de ADN
Reagente: FTB

Carregar reagentes para o cartucho
Reagentes: FP1, FT2

Iniciar ensaio de sequenciagao
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Recomendacdes sobre entradas de ADN

Qualidade do ADN gendmico

O fluxo de trabalho do TruPath Genome requer ADN gendmico purificado (ADNg) extraido de células ou
sangue em tubos de colheita K2EDTA, com um kit apropriado por tipo de amostra. Consulte a nota
técnica Desempenho do TruPath Genome com amostras de tipo variavel e qualidade para uma gama
mais ampla de tipos de amostra. Este fluxo de trabalho ndo é adequado para amostras de ADNg FFPE
ou extragoes de cfADN. Avalie a qualidade do ADNg com um dos seguintes métodos:

* Ensaio Agilent gDNA ScreenTape — Utilize a ferramenta de analise de regibes para avaliar
proporgdes de fragmentos superiores a 10 kb e 60 kb. No minimo, a amostra deve conter 50% de
fragmentos de ADN superiores a 10 kb. As amostras de qualidade inferior podem ainda alcangar
dados de sequenciagdo de leitura curta aceitaveis, mas produzem dados de proximidade adicionais
minimos. Para obter os dados de proximidade com melhor desempenho, utilize uma amostra com
70% ou mais de fragmentos de ADN entre 10 kb e 500 kb e 40% ou mais de fragmentos entre 60 kb
e 500 kb.

* Kit Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb — No minimo, a amostra deve obter um valor de GQN de 5,0
no limiar de 10 kb. As amostras de qualidade inferior podem ainda alcangar dados de sequenciagao
de leitura curta aceitaveis, mas produzem dados de proximidade adicionais minimos. Para os dados
de proximidade com melhor desempenho, utilize uma amostra com um valor GQN de pelo menos
7,0 no limiar de 10 kb e pelo menos 4,0 no limiar de 60 kb.

Para obter instrugdes sobre a utilizagdo da Agilent TapeStation ou do Agilent Femto Pulse, consulte o
website do fabricante. Para melhorar a qualidade do ADN e as métricas de proximidade de TruPath
Genome, utilize um kit de extragao de ADN de Alto Peso Molecular (HMW).

Quantidade de ADN gendémico

A TruPath Genome recomenda uma entrada de ADN de 350 ng de ADNg por amostra, por pista.
Amostras de entrada inferiores até 175 ng produzem dados de cobertura de proximidade, mas a
profundidade de cobertura autossémica pode ser reduzida.

* Antes da extragdo, armazene as amostras de sangue durante até trés dias entre 2°C e 8 °C. Se
armazenar amostras durante mais de trés dias, mantenha as amostras entre -25 °C e -15 °C.

* Evite mais de 10 ciclos de congelagdo-descongelagdo do ADN.

* Meca a concentragdo de ADN de cada amostra com um fluorémetro Qubit utilizando o ensaio Qubit
do kit dsDNA. Consulte o website do fabricante.
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Manuseamento de ADN

* Se utilizar ADN HMW, pode ser viscoso e formar fios, tornando a pipetagem < 20 pl problematica.

Pressione a ponta da pipeta até ao fundo do tubo para quebrar as roscas da amostra e permitir a
pipetagem precisa.

* N&o agite o ADN HMW num agitador de vortex.

* Ao misturar ADN, utilize pontas de pipeta de didmetro largo para evitar o cisalhamento.
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Consumiveis e equipamento

O protocolo TruPath Genome requer os seguintes consumiveis e equipamento:

* Uma célula de fluxo C2 (para duas amostras, uma por pista) emparelhada com um cartucho de
reagente NovaSeq X 1.5B ou uma célula de fluxo C8 (para oito amostras, uma por pista)
emparelhada com um cartucho de reagente NovaSeq X 10B.

* Reagentes TruPath Genome.

* Varios consumiveis e equipamentos fornecidos pelo utilizador.

TruPath Genome Consumiveis/reagentes

Consumiveis do kit de duas amostras
[llumina N.° de catalogo 20157406

Componente do kit

Temperatura de

armazenamento
Kit de reagentes TruPath Genome -25°Ca-15°C
Célula de fluxo NovaSeq X da série C2 2°Ca8°C
Acessorio de liofilizagdo NovaSeq X da série 1.5B -25°Ca-15°C
Cartucho de reagentes NovaSeq X da série 1.5B (ciclo 300) -25°Ca-15°C
Régua de tubos para o banco NovaSeq X da série 1.5B Temperatura

ambiente
Cartucho tampao da série NovaSeq X Temperatura

ambiente

Consumiveis do kit de oito amostras
lllumina N.° de catalogo 20157405

Componente do kit

Temperatura de

armazenamento
Kit de reagentes TruPath Genome -25°Ca-15°C
Célula de fluxo NovaSeq X da série C8 2°Ca8°C
Acessorio de liofilizagdo NovaSeq X da série 10B -25°Ca-15°C
Cartucho de reagentes NovaSeq X da série 10B (ciclo 300) -25°Ca-15°C
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. Temperatura de
Componente do kit

armazenamento
Régua de tubos para o banco NovaSeq X da série 10B/25B Temperatura
ambiente
Cartucho tampao da série NovaSeq X Temperatura
ambiente
Kit de reagentes TruPath Genome
lllumina N.° de catalogo 20138424
Reagente Descrigdo Temperatura de armazenamento
FP1 Mistura 1 de preparagdo de células de fluxo  -25°Ca-15°C
FT2 Transposoma 2 de células de fluxo -25°Ca-15°C
FTB FC Tagment Buffer -25°Ca-15°C

Consumiveis/equipamento fornecidos pelo utilizador

Consumiveis/equipamento Fornecedor
Microcentrifugador Fornecedor geral do laboratdrio
Fluorémetro Qubit 4 Thermo Fisher Scientific, n.° de

catalogo Q33238

Kit de ensaio Qubit dsDNA, HS ou BR Um dos seguintes, dependendo do
método de quantificagao:
Ensaio HS, Thermo Fisher Scientific,
n.° de catalogo Q32851 ou Q32854
Ensaio BR, Thermo Fisher Scientific,
n.° de catalogo Q32850 ou Q32853

Agua isenta de nuclease Fornecedor geral do laboratério
Pipeta de canal Unico, 1ou 5 ml Fornecedor geral do laboratério
Pipeta de canal Unico, 200 pl Fornecedor geral do laboratdrio
Pontas de pipeta de didmetro largo, 200 pl* Fornecedor geral do laboratério
Pipeta de canal Unico, 20 pl Fornecedor geral do laboratério

* Recomendam-se pontas de didmetro largo ao manusear ADN HMW. As pontas padrado podem causar
fragmentagdo de ADN, levando a um perfil de tamanho de ADN mais pequeno do que o necessario. Se ndo
estiverem disponiveis pontas de pipeta de didmetro largo, podem ser utilizadas pontas comuns; no entanto, evite
ciclos repetidos de aspiragao/dispensa.
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Recomenda-se vivamente que avalie a qualidade de ADNg para garantir que a amostra de ADN cumpre
os limiares de qualidade estabelecidos. Os seguintes equipamentos e consumiveis sdo adequados para
o tamanho do ADN.

Consumivel/Equipamento (Opcional) Fornecedor

TapeStation Agilent, n.° de catalogo G2991BA ou
G2992AA

Anadlise de ADN gendmico Agilent, n.° de catdlogo 5067-5366
e 5067-5365

Sistema Femto Pulse Agilent, n.° de catalogo M5330AA

Kit de andlise de ADNg de 165 kb Femto Pulse Agilent, n.° de catalogo FP-1002-
0275
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Protocolo

Esta seccdo descreve o protocolo TruPath Genome.

Quantifique o ADNg e avalie a qualidade

1. Quantifique o ADN utilizando um fluorémetro Qubit com um kit dsDNA. A lllumina recomenda a
utilizagdo de stock de ADNg que seja inferior a 100 ng/ul para permitir uma quantificagéo, avaliagado
de qualidade e pipetagem altamente precisas ao longo do protocolo. A entrada de carregamento
final alvo é de 350 ng.

2. Alllumina recomenda o CQ do ADN em TapeStation (fita de ADNg) ou Femto Pulse (kit de ADNg 165
kb). Consulte Recomendacgébes sobre entradas de ADN na pagina 2 para obter especificagdes de
qualidade.

Figura 1 Perfil de tamanho do ADNg de entrada via Agilent TapeStation
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Planear ensaio

Para obter instru¢gdes detalhadas sobre como planear um ensaio no BaseSpace Sequence Hub ou para
preparar uma ficha de amostras, consulte o Manual do utilizador do software do TruPath Genome.

lllumina recomenda configurar um ensaio com 151 ciclos por leitura (2 x 151). N&o exceda o total de 302
ciclos. Ndo execute ciclos de indice.
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Descongelar reagentes de sequenciagao

Para obter instrugdes detalhadas sobre como descongelar os reagentes, consulte Documentagao do
produto NovaSeq X Series (documento n.° 200027529).

Prepare amostras de ADN

1.

Remova os reagentes TruPath Genome do kit e descongele a temperatura ambiente durante 20
minutos.

* FP1 (faixa azul no rétulo)
* FT2 (faixa vermelha no rétulo)
* FTB (fita transparente no rétulo)

Apds a descongelagdo, armazene os reagentes em gelo durante até 4 horas. Volte a colocar os
reagentes no armazenamento no congelador, se ndo estiverem a ser utilizados.

Pipete lentamente o volume total de FTB cinco vezes e gire brevemente para baixo com uma
centrifuga de bancada.

Certifique-se de que o stock de ADN esta devidamente descongelado. Pipete lentamente cinco
vezes para garantir que esta totalmente ressuspensa, especialmente ADN HMW.
Apenas para ressuspensao, recomenda-se uma ponta de didmetro largo de 200 pl.

Destape a régua de tubos para o banco.

Por amostra, adicione o seguinte a um unico tubo de amostra da régua de tubos para o banco pela
ordem mostrada. As pontas de didmetro largo ndo sdo necessarias para este passo.

Certifique-se de que o tubo da amostra corresponde a via correta atribuida na folha de

amostras.

Encomenda Reagente Volume

1 Aguaisenta de Variavel (153 pl - volume de stock de ADNg de
nuclease 350 ng)

2 FTB 17 pl

3 Stock de ADNg Variavel (dependendo da concentragdo de stock de
350 ng ADNg)
Volume total: 170 pl

Por exemplo, se a concentragao de stock de ADNg for 100 ng/pl, o volume de stock de 350 ng de
ADNGg sera 3,5 pl (350 ng + 100 ng/ul). O volume de dgua sem nuclease sera de 149,5 yl (153 pl -
3,5 pl de stock de ADNg).

Defina uma pipeta P200 para 150 pl.
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10.

1.

12.

Utilizando uma nova ponta de pipeta por amostra, pipete lentamente cinco vezes para misturar,
evitando a formagéao de bolhas. Certifique-se de que nédo existem espacgos de ar na parte inferior.
Recomenda-se uma ponta de diametro largo de 200 pl. N&o utilize uma ponta P1000.

Tape arégua de tubos para o banco.

[Opcional] Rode brevemente a tira de tubos para baixo e certifique-se de que ndo existem
intervalos de ar no fundo dos tubos. Consulte Documentacéo do produto NovaSeq X Series
(documento n.° 200027529).

Certifique-se de que o volume é consistente em todos os tubos.

[
1 2 3 4 5 6 7 8

Insira a régua de tubos para o banco no cartucho de reagentes e prima para baixo. Um ligeiro clique
indica que a régua de tubos para o banco estd no devido lugar. Certifique-se de que a régua de
tubos para o banco esta plana dentro do cartucho.

Carregar reagentes para o cartucho

Os volumes de reagentes especificados nas instrugdes seguintes sdo os mesmos para cartuchos 1.5B e
10B.

1.

N&o inverta o cartucho de reagente descongelado depois de adicionar FP1 ou FT2. Consulte
Documentacédo do produto NovaSeq X Series (documento n.° 200027529).

Com uma ponta de pipeta limpa, perfure o selo de pelicula metalizada das posigdes CP1e CP2 do
cartucho de reagente.
As posicdes CP1 e CP2 sdo realgadas na imagem seguinte.
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i | | A posigado CP3 ndo é utilizada para o fluxo de trabalho do TruPath Genome.

2. Inverta suavemente o FP1 (faixa azul no rétulo) vérias vezes para misturar.

3. Utilize uma pipeta para transferir 3 ml de FP1 para a posigdo CP1 do cartucho.
O volume de enchimento total é de 3 ml. Isto pode ou ndo utilizar todo o conteldo do tubo FP1.

4. Inverta suavemente o FT2 (faixa vermelha no rétulo) varias vezes para misturar.

Utilize uma pipeta para transferir 2,6 ml de FT2 para a posi¢cdo CP2 do cartucho.
O volume de enchimento total é de 2,6 ml. Isto pode ou nao utilizar todo o conteudo do tubo FT2.

6. Insira o elemento de liofilizagdo no cartucho de reagente e pressione para baixo. Um clique audivel
indica que o elemento de liofilizagado esta no devido lugar.

7. Continue com o procedimento padréo de carregamento do instrumento. Consulte Documentag¢ao
do produto NovaSeq X Series (documento n.° 200027529).
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Recursos e referéncias

As paginas de suporte no website lllumina fornecem software, recursos de formagéo, informagdes de
compatibilidade de produtos e a seguinte documentagdo. Consulte sempre as paginas de suporte para

obter as versdes mais recentes.

Recursos adicionais

Recurso

Documentag¢do do produto NovaSeq X
Series

lllumina TruPath Genome Guia do
utilizador do software

TruPath Genome Desempenho com
amostras de tipo e qualidade variaveis

lllumina TruPath Genome Ficha de
dados

Historico de revisoes

Documento Data
Documento n.° Maio de
200065852 vO1 2026
Documento n.° Fevereiro
200065852 v0O de 2026
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Descrigdo

Fornece informagdes técnicas para utilizar o lllumina
NovaSeq X Series.

Fornece informacgdes técnicas para utilizar o lllumina
software TruPath Genome.

Fornece informagdes técnicas para uma gama mais
ampla de tipos de amostras com o TruPath Genome.

Fornece informagdes técnicas sobre as
funcionalidades do TruPath Genome.

Descrigdo da alteragao

Adicionado:

o Esclarecer informagdes sobre recomendagdes de
qualidade de entrada de ADN.

o Leia as recomendacdes de comprimento.

Atualizagdo de:

« llustragdo geral.

 Lista de consumiveis fornecidos pelo utilizador.

Edicao inicial.

1"
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