Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT

Przeznaczenie

Zestaw lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit to zestaw odczynnikdw oraz materiatow eksploatacyjnych
przeznaczonych do przygotowywania bibliotek prébek z genomowego DNA pochodzacego z ludzkich komédrek
i tkanek. Dostarczone przez uzytkownika panele sond sg wymagane do przygotowania bibliotek
ukierunkowanych na okreslone regiony genomu bedace przedmiotem zainteresowania. Wygenerowane
biblioteki probek sg przeznaczone do uzytku w systemach sekwencjonowania firmy lllumina.

Zasady dotyczgce procedury

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest przeznaczony do przygotowania bibliotek
sekwencjonowania DNA wzbogaconych o regiony docelowe z genomowego DNA pochodzgcego z ludzkich
komorek i tkanek.

Do docelowego wzbogacenia wymagane sg dostarczone przez uzytkownika panele biotynylowanych
oligonukleotyddéw. Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z réznymi rozmiarami paneli,
od matych paneli (< 20 000 sond) do duzych paneli (> 200 000 sond). Wygenerowane wzbogacone biblioteki sg
przeznaczone do sekwencjonowania w systemach sekwencjonowania firmy lllumina.

Procedura Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit obejmuje nastepujgce etapy:

* Tagmentowane genomowe DNA — wykorzystuje odczynnik Enrichment BLT Small (eBLTS) do tagmentacji
wejsciowego DNA. Podczas tagmentacji gDNA jest fragmentowane i znakowane za pomocg adapterow
w jednym etapie. Do nasycenia odczynnika eBLTS w reakcji tagmentacji wymagane jest wejsciowe DNA
w minimalnej ilosci 50 ng. Po nasyceniu system eBLTS fragmentuje okreslong liczbe czgsteczek DNA w celu
wygenerowania znormalizowanych bibliotek o spdjnym rozktadzie wielko$ci fragmentéw.

* Oczyszczanie po tagmentaciji — czysci DNA znakowane adapterem w systemie eBLTS w celu
wykorzystania w amplifikacji.

* Amplifikacja tagmentowanego DNA - amplifikuje tagmentowane DNA przy uzyciu programu PCR
o ograniczonym cyklu. Unikalne podwdjne indeksy (UD) sg dodawane na koncach fragmentéw DNA, co
umozliwia podwdjne, unikalne oznaczanie kodem kreskowym bibliotek DNA i generowanie klastrow
podczas sekwencjonowania.

* Czyszczenie bibliotek — wykorzystuje kulki w procedurze oczyszczenia i wyboru wielkosci
amplifikowanych bibliotek DNA.

* Pulowanie bibliotek —tgczy biblioteki DNA z unikalnymi indeksami w jedng pule (do 12 bibliotek). Pulowanie
bibliotek mozna przeprowadzi¢ wedtug objetosci lub masy.
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* Hybrydyzacja sond - sktada sie z reakcji hybrydyzacji, podczas ktérej biblioteki dwuniciowego DNA sg
denaturowane, a panel biotynylowanych sond DNA ulega hybrydyzacji do docelowych regionéw
genomowych.

— Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z wieloma panelami. Zestaw lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit nie zawiera panelu wzbogacajgcego. Panele sond sg dostarczane przez
uzytkownika i musza spetnia¢ wymagane specyfikacje. Odczynniki z zestawu Illumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit sg zgodne zaréwno z panelami wzbogacania oligonukleotydéw DNA firmy
lllumina, jak i innych firm, ktére spetniajg wymagane specyfikacje. Informacje na temat wymaganych
specyfikacji paneli innych firm — patrz Wymagania dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na
stronie 11.

*  Wychwytywanie zhybrydyzowanych sond — kulki magnetyczne ze streptawidyng (SMB3) sg
wykorzystywane do wychwytywania biotynylowanych sond, ktére ulegty hybrydyzacji do docelowych
regiondéw bedgcych przedmiotem zainteresowania.

* Amplifikacja wzbogaconych bibliotek — wykorzystuje metode PCR do amplifikacji wzbogaconych bibliotek.

* Oczyszczanie zamplifikowanych bibliotek wzbogaconych — wykorzystuje kulki w procedurze
oczyszczenia wzbogaconych bibliotek gotowych do sekwencjonowania.

* Sekwencjonowanie - sekwencjonowanie wzbogaconych bibliotek odbywa sie w systemach
sekwencjonowania MiSeqDx, NextSeq 550Dx lub NovaSeq 6000Dx. W systemach MiSegDx
i NextSeq 550Dx zintegrowany modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu jest
wykorzystywany do konfiguracji przebiegu sekwencjonowania, monitorowania przebiegu oraz analizy
podstawowej (wygenerowania pliku FASTQ na podstawie rozpoznawania nukleotydéw). Aplikacja DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application dostepna w przypadku aparatu NovaSeq 6000Dx
stuzy do konfiguracji przebiegu i analizy wtérnej, wykonywanych przy uzyciu kilku dostepnych procedur.

Ograniczenia dotyczgce procedury

* Do celdw diagnostyki in vitro.

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z genomowym DNA pochodzacym z ludzkich
komorek i tkanek.

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z wejsciowym dwuniciowym gDNA na
poziomie 50-1000 ng. Dziatania nie mozna zagwarantowac, jesli ilos¢ materiatu wejsciowego wykracza
poza podane wartosci progowe.

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nie zawiera odczynnikéw do ekstrakcji DNA. Wyniki
testédw analitycznych, w tym testéw zaktécen, przedstawione w punkcie Charakterystyka dziatania
oznaczenia na stronie 61, uzyskano z uzyciem probek krwi petnej i prébek FFPE jako reprezentatywnych
typoéw prébek z reprezentatywnymi zestawami do ekstrakcji DNA. Wszystkie testy diagnostyczne
opracowane do uzytku z odczynnikami lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit wymagajg petnej walidacji
we wszystkich aspektach dziatania z wybranym zestawem do ekstrakcji DNA.
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* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nie jest zalecany w przypadku préobek FFPE niskiej jakosci
o wartosci ACq > 5. Uzycie prébek o wartosci ACq > 5 moze zwigekszy¢ prawdopodobienstwo
niepowodzenia przygotowania biblioteki lub obnizy¢ wydajnos$¢ oznaczenia.

*  Odczynniki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit zostaty skonfigurowane i przetestowane pod katem
probki wejsciowej, reakcji wzbogacania i krotnosci wskazanych w ponizszej tabeli.

lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Probka wejsciowa Reakcje wzbogacania Krotnosé wzbogacania
Kit

Zestaw na Niska jakos¢ (FFPE) 16 reakciji 1-krotnosc
16 prébek

Zestaw na Wysoka jakos¢ (np. 8 reakcji 12-krotnosé
96 préobek krew petna)

* Przetwarzanie wejsciowej probki FFPE zostato przetestowane i jest zalecane wytgcznie w przypadku reakcji
wzbogacania 1-krotnego z uzyciem zestawu na 16 prébek.

* W przypadku zestawu na 96 prébek mozliwe sg niestandardowe krotnosci (2-krotnos¢ do 11-krotnosci), ale
istniejg nastepujgce ograniczenia:

— Przetwarzanie prébek w reakcjach wzbogacania od 2-krotnych do 11-krotnych zmniejsza
przepustowosé zestawu.

— Nie mozna zagwarantowac¢ optymalnych wynikéw. Uzyskanie odpowiedniej wydajnosci wzbogacania
dla krotnosci niestandardowych moze wymagacé dodatkowej optymalizacji.

— W przypadku strategii pulowania o niskiej krotnosci (2-krotnos$¢ do 8-krotnosci) wymagany jest wybor
adapteréw indeksowanych o réznych sekwencjach, aby zoptymalizowac¢ balans koloréw w celu
pomysinego sekwencjonowania i analizy danych. Modut DNA GenerateFASTQ Dx w aparatach MiSeqDx
i NextSeq 550Dx udostepnia opcje do zbalansowanych kolorystycznie kombinacji indekséw podczas
konfiguracji przebiegu. Wiecej informacji na temat strategii pulowania - patrz Metody pulowania na
stronie 35.

* Wykorzystanie zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest ograniczone do dostarczania
wzbogaconych bibliotek, ktdre sg poddawane sekwencjonowaniu wytgcznie w aparatach MiSeqDx,
NextSeq 550Dx i NovaSeq 6000Dx. Uzycie innych systemoéw sekwencjonowania wymaga petnej walidacji
wszystkich aspektow dziatania.

* Panele wzbogacajace nie sg czescig tego produktu. Wyniki badan analitycznych przedstawione w punkcie
Charakterystyka dziatania oznaczenia na stronie 61 zostaty uzyskane z reprezentatywnymi panelami
wzbogacajgcymi i sg podane wytgcznie w celach informacyjnych. Charakterystyki dziatania analitycznego
stuzg do zilustrowania ogdlnych mozliwosci testu i nie okreslajg mozliwosci ani przydatnosci w odniesieniu
do jakichkolwiek okreslonych twierdzen dotyczgcych testu. Wszystkie testy diagnostyczne opracowane do
stosowania z tymi odczynnikami wymagajg petnej walidacji we wszystkich aspektach dziatania.
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Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z panelami wzbogacajgcymi firmy

lllumina iinnych firm. Jednakze dziatanie z panelami wzbogacajgcymiinnych firm, ktére nie spetiajg
wymagan tego panelu, nie jest gwarantowane. Informacje na temat wymagan panelu — patrz Wymagania
dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na stronie 11.

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit wymaga 2-godzinnego czasu hybrydyzacji. Zastosowanie
dtuzszego czasu hybrydyzacji moze wptynagé na metryki dziatania.

Moduty DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu do aparatéw MiSeqDx i NextSeq 550Dx
dostarczajg wytacznie pliki FASTQ. W przypadku korzystania z tych modutéw nalezy przeprowadzi¢
walidacje analizy wtdrnej.

Aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application jest dostepna w systemie NovaSeq
6000Dx. Aplikacja ta obstuguje wiele procedur analizy wtérnej, w tym generowanie plikéw FASTQ oraz
FASTQ i VCF w celu wykrycia wariantow linii zarodkowej, a takze generowanie plikow FASTQ i VCF do
wykrywania wariantéw somatycznych. W przypadku korzystania z aplikacji do generowania plikéw VCF nie
ma potrzeby przeprowadzania walidacji analizy wtdrnej.

Informacje o ograniczeniach aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application
w przypadku stosowania z aparatem NovaSeq 6000Dx — patrz Ulotka dotgczona do opakowania aparatu
NovaSeq 6000Dx (nr dokumentu: 200025276).

Elementy produktu

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sktada sie z wymienionych ponizej elementéw.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx z zestawem UD Indexes Set A, nr kat. 20051354 (16 probek) lub
nr kat. 20051352 (96 prébek)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx z zestawem UD Indexes Set B, nr kat. 20051355 (16 prébek)
lub nr kat. 20051353 (96 probek)

Modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu do aparatu NextSeq 550Dx,
nr kat. 20063024

Modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu do aparatu MiSeqDx, nr kat. 20063022

Aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application do aparatu NovaSeq 6000Dx,
nr kat. 20074609

Odczynniki dostarczane

Wykonanie protokotu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx wymaga uzycia odczynnikdéw lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx z zestawem UD Indexes Set A lub odczynnikéw Illumina DNA Prep with Enrichment Dx

z zestawem UD Indexes Set B. Mozna wykonaé wskazang ponizej liczbe reakcji przygotowania biblioteki

i wzbogacania przy uzyciu zestawu na 16 lub 96 prébek.
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lllumina DNA Prep

with Enrichment Dx Probka wejsciowa  Reakcje wzbogacania Krotnosé wzbogacania
Kit

Zestaw na 16 probek Niska jakos$¢ (FFPE) 16 reakcji 1-krotnos¢

Zestaw na 96 probek Wysoka jakosé (np. 8 reakc;ji 12-krotnos¢

krew petna)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx z zestawem UD
Indexes Set A/B

Odczynniki lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1; przechowywac
w temperaturze od 15°C do 30°C

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w temperaturze pokojowej. Nalezy niezwtocznie umiescié
odczynniki we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.

Liczba probowek

Nazwa Kolor Objetosé .
odczynnika Lol S e zatyczki wypetnienia Skiadniki aktywne
(nr kat. 20050020) (nr kat. 20050025)
Stop Tagment 1 4 Czerwony 350 pl Wodny roztwor
Buffer 2 (ST2) detergentu.
Tagment Wash 1 1 Zielony 41 ml Buforowany
Buffer 2 roztwdér wodny
(TWB2) Zawierajacy
detergent i sol.
Kulki 1 Nd.* Czerwony 10 ml Kulki
oczyszczajgce paramagnetyczne
(CB) fazy statej
w buforowanym
roztworze
wodnym.

* W przypadku zestawdw na 96 probek kulki czyszczagce sg dotgczone do produktu lllumina Prep Dx Cleanup Beads
96 Samples (nr kat. 20050030).
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Kulki czyszczace lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 samples); przechowywac
w temperaturze od 15°C do 30°C

W przypadku zestawdw na 96 prébek kulki czyszczace sg dotgczone do produktu lllumina Prep Dx Cleanup
Beads (nr kat. 20050030). Ponizszy odczynnik jest wysytany w temperaturze pokojowej. Nalezy niezwtocznie
umiesci¢ odczynniki we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.
W przypadku zestawdw na 16 probek kulki czyszczace sg dotgczone do produktu lllumina Prep Dx
Tagmentation Reagents 1 (nr kat. 20050020).

Nazwa Kolor Objetosé

. llosé ) o .. Sktadniki aktywne
odczynnika zatyczki  wypetnienia
Kulki 4 Czerwony 10 ml Kulki paramagnetyczne fazy statej
oczyszczajgce w buforowanym roztworze wodnym.
(CB)

Odczynniki lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2; przechowywac
w temperaturze od 2°C do 8°C

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie schtodzonym. Nalezy niezwtocznie umiescié¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania. Probdwke z zapasem
odczynnika eBLTS nalezy przechowywaé w pozycji pionowej, tak aby kulki byty zawsze zanurzone w buforze.

Liczba probowek Objetosc¢ wypetnienia

Nazwa 16 prébek 96 prébek | . Sktadniki
odczynnika 3 3 aktywne
y (nr kat. (nr kat. zatyczki 16 probek 96 probek y

20050021) 20050026)

Enrichment BLT 1 4 76ty 200 pl 290 ul - Kulki

Small (eBLTS) magnetyczne ze
streptawidyng
potgczone
z transpozonami
w buforowanym
roztworze
wodnym
zawierajgcym
glicerol, EDTA,
ditiotreitol, sdl
i detergent.
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Liczba probdéwek Objetos¢ wypetnienia
Nazwa 16 probek 96 prébek | Sktadniki
odczynnika 5 3 aktywne
y (nr kat. (nr kat. zatyczki 16 probek 96 préobek y

20050021) 20050026)

Bufor do 1 4 Przezroczysty 1,8 mi 1,8 ml  Buforowany
ponownego roztwor wodny.
zawieszania

(RSB)

Odczynniki lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3; przechowywa¢
w temperaturze od -25°C do -15°C

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.

Liczba probowek Objetos¢ wypetnienia
Nazwa 3 5
2w ) e plimesle e Uil Kolor zatyczki Sktadniki aktywne
odczynnika (nr kat. (nr kat. 16 probek 96 probek
20050022) 20050027)
Tagmentation 1 4 Przezroczysty 290 pl 290 ul Buforowany roztwor
Buffer 1 (TB1) wodny zawierajgcy

sole magnezu
i dimetyloformamid.

Mieszanina 2 4 Przezroczysty 200 pul 610 pl Polimeraza DNA
Enhanced PCR i dNTP
Mix (EPM) w buforowanym

roztworze wodnym.

Odczynniki lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 samples);
przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C

W przypadku zestawdw na 16 probek do odczynnikéw lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1

(nr kat. 20050023) dotgczone sg wymienione ponizej odczynniki. W przypadku zestawdw na 96 probek do
odczynnikéw lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (nr kat. 20050028) dotgczone sg wymienione ponizej
odczynniki.

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie schtodzonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.
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Nazwa odczynnika

Kulki magnetyczne ze
streptawidynag (SMB3)

Bufor do ponownego
zawieszania (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Bufor Elute Target Buffer 2
(ET2)

Liczba
proboéwek

4

Kolor zatyczki

Przezroczysty

Przezroczysty

Przezroczysty

Przezroczysty

Objetosé
wypetnienia

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

illumina

Sktadniki aktywne

Kulki magnetyczne ze
streptawidyng

w buforowanym roztworze
wodnym zawierajgcym
formamid, detergent i sdl.

Buforowany roztwor
wodny.

Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
detergent i sol.

Buforowany roztwor
wodny.

Odczynniki lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 samples); przechowywac
w temperaturze od 2°C do 8°C

W przypadku zestawdw na 96 prébek do odczynnikéw lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1
(nr kat. 20050028) dotgczone sg wymienione ponizej odczynniki. W przypadku zestawdw na 16 probek do
odczynnikéw lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (nr kat. 20050023) dotgczone sg wymienione

ponizej odczynniki.

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie schtodzonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.

Nazwa odczynnika

Kulki magnetyczne ze
streptawidyng (SMB3)

Bufor do ponownego
zawieszania (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Bufor Elute Target Buffer 2
(ET2)

Liczba
probdéwek

2
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Kolor zatyczki

Przezroczysty

Przezroczysty

Przezroczysty

Przezroczysty

Objetosc
wypetnienia

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

Sktadniki aktywne

Kulki magnetyczne ze
streptawidyng

w buforowanym roztworze
wodnym zawierajgcym
formamid, detergent i sdl.

Buforowany roztwér
wodny.

Buforowany roztwor
wodny zawierajacy
detergent i sol.

Buforowany roztwér
wodny.
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Odczynniki lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2; przechowywac
w temperaturze od -25°C do -15°C

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania.

Liczba probowek

Nazwa ; ; . Objetosé .
e 16 prébek 96 prébek Kolor zatyczki e Sktadniki aktywne
(nr kat. 20050024) (nr kat. 20050029)
Bufor 1 Przezroczysty 580 pl Wodny roztwér
elucyjny detergentu.
Enrichment
Elution
Buffer 1
(EET)
Bufor 4 Pomaranczowy 4,1 ml Buforowany
ptuczacy roztwor wodny
Enhanced zawierajacy sole
Enrichment i detergenty.
Wash Buffer
(EEW)
PCR Primer 1 Przezroczysty 320 ul Mieszanina
Cocktail starteréw PCR
(PPC) (oligonukleotyddw).
2N NaOH 1 Przezroczysty 200 pl 2N Roztwér
(HP3) wodorotlenku sodu
(NaOH).
HYB 2 Niebieski 480 pl Buforowany
Buffer 2 + roztwoér wodny
IDT NXT z DNA Cot-1,
Blockers czynnikiem
(NHB2) zageszczajagcym
i formamidem.
Mieszanina 2 Przezroczysty 200 pl Polimeraza DNA
Enhanced idNTP
PCR Mix w buforowanym
(EPM) roztworze
wodnym.
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Zestaw lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B; przechowywac¢ w temperaturze od
-25°C do -15°C

Wymienione ponizej odczynniki sg wysytane w stanie zamrozonym. Nalezy niezwtocznie umiesci¢ odczynniki
we wskazanej temperaturze przechowywania w celu zapewnienia poprawnego dziatania. Informacje

o sekwencjach adaptera indeksowanego — patrz Zatagcznik: Sekwencje adapterow do indeksowania lllumina UD
na stronie 64.

Element llosé
Zestaw lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Indexes), nr kat. 20050038 1
Zestaw lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Indexes), nr kat. 20050039 1

Odczynniki niedostarczane

Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

* Odczynniki do ekstrakcjii oczyszczania DNA

* Odczynniki do ilosciowego oznaczania DNA

* Etanol (absolutny, do zastosowan w biologii molekularnej)

* Woda niezawierajgca nukleazy

* 1M Tris-HCI, pH 7,0

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

* Roztwér IN NaOH, do zastosowan w biologii molekularnej

* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania NextSeq 550Dx:

— Zestaw odczynnikow na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles)
(nr kat. 20028871)

* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania MiSeqDx:
— Zestaw odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 (nr kat. 20037124)
* W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania NovaSeq 6000Dx:
— Zestaw odczynnikéw na 300 cykli NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (nr kat. 20046931)
— Zestaw odczynnikéw na 300 cykli NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (nr kat. 20046933)
— Kaseta z buforem NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (nr kat. 20062292)
— Kaseta z buforem NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (nr kat. 20062293)
— Probdwka na biblioteke NovaSeq 6000Dx (nr kat. 20062290)
— Probdwka na biblioteke NovaSeq 6000Dx, 24 sztuki (na kat. 20062291)
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Wymagania dotyczace panelu sond wzbogacajgcych

Odczynniki z zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sg zgodne zaréwno z panelami wzbogacania
oligonukleotyddw DNA firmy Illlumina, jak i innych firm. W przypadku korzystania z sond innych firm
zawierajgcych biotynylowane DNA (panele state lub niestandardowe), nalezy sie upewnié, ze spetniajg one
wymagane specyfikacje.

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit zostat zoptymalizowany i zwalidowany przy uzyciu paneli
innych firm o wymienionych ponizej cechach. Poréwnywalnego dziatania nie mozna zagwarantowacd
w przypadku uzywania paneli innych firm niezgodnych ze specyfikacja.

Dtugosé sondy 80 bp lub 120 bp
0d 500 do 675 000 sond
Jedno- lub dwuniciowe DNA

Catkowita wejsciowa wielko$¢ sondy = 3 pmol w przypadku wzbogacania od 1-krotnosci do 12-krotnosci

Przechowywanie i sposob postepowania

Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

Odczynniki zachowujg stabilnos¢ do terminu waznosci podanego na etykietach zestawu pod warunkiem
przechowywania zgodnie ze wskazaniem. Informacje na temat temperatury przechowywania — patrz
Odczynniki dostarczane na stronie 4.

Zamrozone odczynniki sg stabilne przez maksymalnie cztery cykle zamrazania-rozmrazania, do uptywu

okreslonego terminu waznosci.

Procedura lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ma nastepujgce punkty bezpiecznego przerwania

oznaczen:

— Po etapie Amplifikacja tagmentowanego DNA na stronie 30 zamplifikowane biblioteki sg stabilne do
30 dni, gdy sg przechowywane w temperaturze od -25°C do -15°C.

— Po etapie Oczyszczanie bibliotek na stronie 32 oczyszczone zamplifikowane biblioteki sg stabilne do
30 dni, gdy sg przechowywane w temperaturze od -25°C do -15°C.

— Po etapie Pulowanie bibliotek przed wzbogaceniem na stronie 35 pulowane biblioteki sg stabilne do
30 dni, gdy sg przechowywane w temperaturze od -25°C do -15°C.

— Po etapie Amplifikacja biblioteki wzbogaconej na stronie 46 ptytke ze wzbogaconymi, zamplifikowanymi
bibliotekami mozna pozostawi¢ w termocyklerze do 24 godzin. Alternatywnie ptytke mozna
przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C przez czas do 48 godzin.

— Ostateczne oczyszczone i wzbogacone biblioteki sg stabilne do 7 dni, gdy sg przechowywane
w temperaturze od -25°C do -15°C.

Jesli jakiekolwiek opakowanie lub element zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest

uszkodzony lub naruszony, nalezy skontaktowac sie z dziatem obstugi klienta firmy lllumina.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
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* QOdczynnik Stop Tagment Buffer 2 (ST2) moze utworzy¢ widoczne osady lub krysztaty. Jesli widoczne sg
osady, ogrzewac w temperaturze 37°C przez 10 minut, a nastepnie wymiesza¢ mieszadtem wirowym, az
osad sie rozpusci.

* QOdczynniki Hybridization Oligos (HYB) i Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) muszg zosta¢ wstepnie
ogrzane do tej samej temperatury, co temperatura wstrzymywania hybrydyzacji obowigzujgca dla typu
prébki i panelu sond. Wigcej informacji na temat postepowania z odczynnikami NHB2 i EEW - patrz Uwagi
dotyczgce procedury na stronie 17.

* W odczynnikach Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) i HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) mogg utworzy¢
sie krysztaty i moze wystgpi¢ zmetnienie. W przypadku zaobserwowania krysztatéw i zmetnienia nalezy
wymieszac¢ mieszadtem wirowym lub wielokrotne pipetowaé, az roztwér bedzie przezroczysty. Przed
pipetowaniem odczynnik NHB2 nalezy podgrzac.

* Podczas pracy z kulkami czyszczacymi (CB) nalezy stosowac ponizsze najlepsze praktyki:
— Nigdy nie zamraza¢ kulek.
— Bezposrednio przed uzyciem wymieszac¢ mieszadtem wirowym kulki, az zostang zawieszone, a ich kolor
bedzie jednolity.
* Podczas pracy z odczynnikiem Enrichment BLT Small (eBLTS) nalezy stosowac ponizsze najlepsze praktyki:

— Probdwke z odczynnikiem eBLTS nalezy przechowywacd w pozycji pionowej, tak aby kulki byty zawsze
zanurzone w buforze.

— Doktadnie wymieszac¢ mieszadtem wirowym eBLTS, az kulki zostang ponownie zawieszone. Aby
unikng¢ ponownego osadzania sie kulek, nie zaleca sie wirowania przed pipetowaniem.

— Jesli kulki przylgnety do boku lub géry 96-dotkowej ptytki, odwirowacé z predkoscig 280 x g przez
3 sekundy, a nastepnie pipetowac¢ w celu ponownego zawieszenia.

* Podczas pracy z ptytkami adapteréw indeksowanych nalezy stosowac ponizsze najlepsze praktyki:
— Nie dodawad prébek do ptytki adapteréw indeksowanych.

— Kazdy dotek ptytki do indeksowania jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego uzytku.

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Oprécz zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit przed rozpoczeciem protokotu nalezy przygotowacd
wymagany sprzet i materiaty.

Wyposazenie

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy przygotowac¢ wymagany sprzet.

Protokot zostat zoptymalizowany i zwalidowany przy uzyciu elementéw wedtug wymienionej specyfikacji.
Poréwnywalnego dziatania nie mozna zagwarantowac w przypadku uzywania sprzetu niezgodnego ze
specyfikacja.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
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Niektdre elementy sg wymagane tylko dla okreslonych procedur. Pozycje te sg wyszczegdlnione w osobnych
tabelach.

Termocykler o nastepujgcych cechach:

— Podgrzewana pokrywa

— Minimalny zakres regulacji temperatury: od 10°C do 98°C

— Minimalna doktadnos$¢ temperatury: £0,25°C

— Maksymalna objetos¢ reakciji: 100 pl

— Zgodnos¢ z 96-dotkowymi ptytkami PCR z wysokim kotnierzem
Inkubator do mikroprébek o nastepujgcej specyfikacji:

— Zakres temperatury otoczenia: +5,0°C do 99,0°C

— Zgodnos¢ z 96-dotkowymi ptytkami MIDI

Whkiadki inkubatora do mikroprobek zgodne z 96-dotkowymi ptytkami MIDI
Szybka wytrzgsarka do mikroptytek o zakresie predkosci mieszania 200-3000 obr./min
Statyw magnetyczny zgodny z 96-dotkowymi ptytkami PCR

Statyw magnetyczny zgodny z 96-dotkowymi ptytkami MIDI

Fluorometr zgodny z wybrang metodg oznaczania ilosciowego

Analizator fragmentéw DNA

Pipety automatyczne:

— Jedno- i wielokanatowe pipety 10 pl

— Jedno- i wielokanatowe pipety 20 pl

— Jedno- i wielokanatowe pipety 200 pl

— Pipety jednokanatowe 1000 pl

— Uzywac pipet automatycznych, aby zapewni¢ doktadne odmierzanie objetosci odczynnikdw i prébek.
Mozna stosowac pipety jedno- lub wielokanatowe, pod warunkiem ze sg regularnie kalibrowane
i zapewniajg doktadnos$¢ w zakresie 5% wskazanej objetosci.

Wirédwka do mikroptytek

Mikrowirdwka

Jeden z nastepujgcych systeméw sekwencjonowania firmy lllumina:
— Aparat MiSeqDx, nr kat. DX-410-1001

— Aparat NextSeq 550Dx Instrument, nr kat. 20005715

— Aparat NovaSeq 6000Dx Instrument, nr kat. 20068232
[Opcjonalnie] Koncentrator prézniowy

[FFPE] System detekcji PCR w czasie rzeczywistym
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Materiaty

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy przygotowa¢ wymagane materiaty.

Niektére elementy sg wymagane tylko dla okreslonych procedur. Pozycje te sg wyszczegdlnione w osobnych
tabelach.

Protokét zostat zoptymalizowany i zwalidowany przy uzyciu wymienionych elementédw. W przypadku uzycia
innych materiatow nie gwarantuje sie porownywalnego dziatania.

Koncowki pipet z filtrem

Stozkowe probowki wirdwkowe, 15 ml lub 50 ml

Probowki do mikrowiréwki, 1,5 ml

Wielokanatowe zbiorniki na odczynniki wolne od RNazy/DNazy, jednorazowe

8-probdéwkowe paski wolne od RNazy/DNazy i zatyczki

Pipety serologiczne

96-dotkowa polipropylenowa ptytka do przechowywania z gtebokimi dotkami, 0,8 ml (ptytka MIDI)
96-dotkowe ptytki PCR z wysokim kotnierzem i twardg ostong

[FFPE] Ptytki gPCR zgodne z aparatem qPCR

Samoprzylepna folia uszczelniajgca do ptytek 96-dotkowych o nastepujgcych cechach:

— QOdrywalny, przezroczysty poliester

— Odpowiednia do ptytek PCR z wysokim kotnierzem

— Mocny Klej, ktory wytrzymuje wielokrotne zmiany temperatury w zakresie od —40°C do 110°C
— Pozbawiona DNazy/RNazy

Materiaty eksploatacyjne z tworzyw sztucznych zgodne z wybrang metodg oznaczania ilosciowego

Fluorometryczny zestaw do ilosciowego oznaczania dsDNA zgodny z wybranym systemem do oznaczania

iloSciowego:

— Do ilosciowego oznaczania amplifikowanych bibliotek przed wzbogaceniem mozna zastosowac zestaw
do oznaczania ilosciowego o szerokim zakresie.

— Do ilosciowego oznaczania wzbogaconych bibliotek; zakres zestawu do oznaczania ilosciowego zalezy
od uzytego panelu sond.

Zestaw do analizy fragmentéw do jakosciowego oznaczania bibliotek za pomocg wybranego systemu

oznaczania jakosciowego:

— Do oznaczania jakosciowego amplifikowanych bibliotek przed wzbogaceniem mozna zastosowacé
zestaw o szerokim zakresie.

— Do oznaczania jakosciowego wzbogaconych bibliotek; zakres zestawu zalezy od uzytego panelu sond.

[Opcjonalnie] Zestaw do ekstrakcji DNA z ludzkich komérek i tkanek. Mozna zastosowac¢ dowolng
zatwierdzong metode ekstrakcji.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

A PRZESTROGA

Wszelkie prébki nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

* To oznaczenie jest zgodne z genomowym DNA pochodzacym z ludzkich komérek i tkanek.

* W przypadku dostepnego na rynku oczyszczonego gDNA nalezy sie upewnié, ze prébki byty
transportowane we wiasciwych warunkach i przechowywane zgodnie z instrukcjami producenta. Nalezy
postepowac zgodnie z najlepszymi praktykami dotyczgcymi cykli przechowywania i zamrazania-
rozmrazania gDNA.

* W przypadku wejsciowej prébki krwi petnej nalezy przestrzega¢ wymagan dotyczacych pobierania krwi,
transportu i przechowywania, majgcych zastosowanie do wybranej metody ekstrakcji DNA. Mozna
zastosowac dowolng zatwierdzong metode ekstrakcji. Transport petnej krwi musi sie odbywac zgodnie
z przepisami krajowymi, federalnymi, stanowymi lub lokalnymi w zakresie transportu materiatdw zakaznych.

* Do ekstrakcji DNA z tkanki FFPE mozna zastosowac¢ dowolng zwalidowang metode ekstrakcji. Postepowad
zgodnie z instrukcjami i zaleceniami dotyczgcymi wybranej metody ekstrakcji, aby okresli¢ nastepujace
procedury:

— Metoda utrwalania w formalinie i zatapiania w parafinie tkanek w celu zapewnienia najlepszej jakosci
wyekstrahowanego DNA.

— Przechowywanie prébek FFPE.

— Wymagania dotyczace materiatdw wyjsciowych, takie jak liczba i grubos$¢ skrawkéw FFPE. Wiekszos$¢
metod oczyszczania zaleca stosowanie $wiezo scietych skrawkdw.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

* Odczynniki z zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit zawierajg potencjalnie niebezpieczne
substancje chemiczne. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowac uszczerbek na
zdrowiu. Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i utylizowacd
je zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje
dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS) dostepna na
stronie support.illumina.com/sds.html.

*  Wszystkie prébki krwi nalezy traktowac tak, jakby byty zakazne pod katem ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci (HIV, Human Immunodeficiency Virus), wirusa zapalenia watroby typu B (WZW B) oraz innych
patogendw przenoszonych przez krew, tj. zachowywad uniwersalne $rodki ostroznosci.
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* Nalezy przestrzegac srodkdéw ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy
pipetowac ustami. Nie nalezy je$¢, pi¢ ani palié tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas
postugiwania sie prébkamii odczynnikami zestawu nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy
laboratoryjne. Po zakoiczeniu postugiwania sie prébkami i odczynnikami zestawu nalezy doktadnie umy¢
rece.

* Aby zapobiec degradacji prébki lub odczynnika, przed rozpoczeciem protokotu nalezy upewnié sie, ze pary
podchlorynu sodu z czyszczenia catkowicie sie rozproszyty.

* Zanieczyszczenie prébek innymi produktami/amplikonami PCR moze spowodowac niedoktadne
i niewiarygodne wyniki. Aby unikng¢ zanieczyszczenia, nalezy stosowac nastepujace najlepsze praktyki:

— Stosowac odpowiednie praktyki laboratoryjne i zachowywac higiene laboratoryjna.

— Wykonac¢ etapy procedury w wyznaczonych obszarach przed amplifikacjg lub po amplifikacji.

— Zuzyte odczynniki nalezy przechowywacd przed czyszczeniem bibliotek w obszarze przed amplifikacja.

— 0Oddzieli¢ odczynniki przedamplifikacyjne od odczynnikéw poamplifikacyjnych.

— Nalezy sie upewnié, ze obszary procesu przed amplifikacjg i po niej zostaty wyposazone w odrebne
przyrzady (np. pipety, kocowki do pipet, mieszadto wirowe i wiréwke).

* Nalezy unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Pomiedzy kolejnymi probkami, jak rowniez dozowaniami
odczynnikéw, nalezy wymienia¢ koncéwki do pipet na nowe. Zastosowanie koncéwek z filtrem ogranicza
ryzyko przeniesienia amplikonu, jak réwniez zanieczyszczenia krzyzowego miedzy prébkami.

— Podczas dodawania lub przenoszenia probek lub mieszanin wejsciowych odczynnikéw nalezy zmieniac
koncoéwki pomiedzy kazdg probka.

— Podczas dodawania adapteréw indeksowanych za pomocg pipety wielokanatowej nalezy zmieniaé
koncédwki pomiedzy kazdym rzedem lub kazdg kolumng. W przypadku korzystania z pipety
jednokanatowej nalezy zmienia¢ koricowki miedzy kazda probka.

— Nieuzywane ptytki z adapterami indeksowanymi nalezy usung¢ z obszaru roboczego.

* Nalezy stosowacd ponizsze najlepsze praktyki dotyczgce etapdéw ptukania etanolem:

— Nalezy zawsze przygotowac swiezy 80% roztwor etanolu. Etanol moze pochtania¢ wode z powietrza,
co moze wptywacé na wyniki.

— Podczas etapdw ptukania nalezy sie upewnié, ze caty etanol zostat usuniety z dna dotkéw. Pozostatosci
etanolu moga wptywacé na wyniki.

— Nalezy przestrzegac podanego czasu suszenia dla etapdw z wykorzystaniem statywu magnetycznego,
aby zapewni¢ catkowite odparowanie. Pozostatosci etanolu mogg wptynaé na wyniki kolejnych reakcji.

* Przed uzyciem nalezy zawsze przygotowywac mieszaniny wyjsciowe i nigdy nie przechowywac
potgczonych roztwordw roboczych.

* Dziatania zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nie mozna zagwarantowad, jesli nie sg
przestrzegane procedury opisane w ulotce dotgczonej do opakowania.

* Nie nalezy uzywac zadnego ze sktadnikéw zestawu po uptywie terminu waznosci podanego na etykiecie
zestawu.
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Nie zamienia¢ elementéw z réznych zestawdw Illumina DNA Prep with Enrichment Dx. Elementy zestawu
mozna zidentyfikowac¢ na podstawie etykiety.

Uwagi dotyczgce procedury

Zalecenia dotyczgce wejsciowego DNA

Protokdt lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z wysokiej jakosci wejsciowym dwuniciowym
genomowym DNA (gDNA) na poziomie 50-1000 ng.

Nalezy sie upewnic, ze poczagtkowa probka gDNA nie zawiera > 1 mM EDTA i jest wolna od zanieczyszczen
organicznych, takich jak fenol i etanol. Te substancje mogg zaktdcac reakcje tagmentac;ji i skutkowad
niepowodzeniem oznaczenia.

Wejsciowy gDNA = 50 ng

W przypadku wejsciowego gDNA w zakresie 50-1000 ng nie jest wymagane oznaczenie ilosciowe ani
normalizacja poczatkowej probki gDNA.

Wejsciowy gDNA < 50 ng

10-50 ng wejsciowego DNA mozna uzy¢ z nastepujgcymi modyfikacjami:

W przypadku stosowania 10-49 ng wejsciowego gDNA zaleca sie oznaczenie ilosciowe poczagtkowej probki
gDNA w celu okreslenia liczby cykli PCR wymaganych po tagmentacji. Uzy¢ metody opartej na fluorometrii,
aby ilosciowo oznaczy¢ wejsciowe dwuniciowe gDNA. Unika¢ metod pomiaru catkowitego kwasu
nukleinowego, takich jak NanoDrop lub innych metod pomiaru absorbancji UV.

Ten protokét nie normalizuje ostatecznych uzyskéw bibliotek przed wzbogaceniem otrzymanych
z10-49 ng gDNA, a zatem wymagane jest oznaczenie ilosciowe i normalizacja bibliotek przed
wzbogaceniem i po nim.

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit zostat scharakteryzowany i zweryfikowany w odniesieniu
do 50-1000 ng wejsciowego DNA. Nie mozna zagwarantowac rownowaznego dziatania produktu
w przypadku wejsciowego gDNA na poziomie < 50 ng.

Zalecenia dotyczace probek krwi

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest zgodny z gDNA wyekstrahowanym z obwodowej krwi
petnej. Mozna zastosowac dowolng zatwierdzong metode ekstrakcji. Podczas ekstrakcji gDNA z krwi petnej nie
jest wymagana wstepna ocena ilo$ciowa wejsciowego DNA, a zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
generuje znormalizowane uzyski biblioteki przed wzbogacaniem.
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Nastepujgce czynniki moga niekorzystnie wptywacd na ilos¢ DNA uzyskanego z probek krwi petnej, a tym samym
na normalizacje biblioteki:

* Czas, jaki uptynat od uzyskania probki krwi
*  Warunki przechowywania

* Podstawowe schorzenia wptywajgce na liczbe biatych krwinek

Zalecenia dotyczgce wejsciowych probek tkanki FFPE

Nalezy zastosowac nastepujgce kryteria jakosci DNA prébek FFPE, aby okresli¢ odpowiednie dane wejsciowe
w celu skutecznego przygotowania biblioteki:

* W przypadku probek FFPE o warto$ci ACq = 5 zalecany poziom wejsciowego DNA wynosi 50-1000 ng.

* Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nie jest zalecany do probek FFPE niskiej jakosci o wartosci
ACq > 5. Mozna co prawda uzy¢ prébek o wartosci ACq > 5, ale moze to zwiekszy¢ prawdopodobienstwo
niepowodzenia przygotowania biblioteki lub obnizy¢ wydajnosé oznaczenia.

Ekstrakcja DNA z probek FFPE

Nalezy uzy¢ metody izolacji kwasu nukleinowego, ktdra zapewnia wysokg wydajnos$¢ odzysku, minimalizuje
zuzycie probki i zachowuje jej integralnos¢. Mozna zastosowac dowolng zatwierdzong metode ekstrakcji DNA
z prébek FFPE. W przypadku gDNA wyekstrahowanego z tkanki FFPE nie jest wymagana wstepna ocena
ilosciowa wejsciowego DNA, a zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nie generuje
znormalizowanych uzyskoéw biblioteki przed wzbogaceniem.

Jakosciowe oznaczenie DNA w probkach FFPE

gDNA wyekstrahowany z tkanki FFPE wymaga oznaczenia jakosciowego przed uzyciem. Aby uzyskaé
optymalne dziatanie, nalezy oceni¢ jakos¢ prébki DNA przy uzyciu zwalidowanej metody ekstrakcji w celu
kwalifikacji DNA wyekstrahowanego z prébek FFPE. Protokét lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit jest
zgodny z probkami FFPE DNA o wartosci ACq = 5. Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit nie jest
zalecany do prébek FFPE niskiej jakosci o wartosci ACq > 5. Mozna co prawda uzy¢ prébek o wartosci ACq > 5,
ale moze to zwiekszy¢ prawdopodobieristwo niepowodzenia przygotowania biblioteki lub obnizy¢ wydajnos¢
0znhaczenia.

[Opcjonalnie] Probki referencyjne FFPE

Podczas wykonywania protokotu jako kontrole dodatnig nalezy stosowac¢ scharakteryzowane materiaty
referencyjne, takie jak Horizon HD799 (DNA). Oznaczone jakosciowo materiaty FFPE z heteroprzeszczepow
pochodzacych z linii komdérkowych mozna rowniez stosowac jako préobki referencyjne. Nalezy uzy¢ metody
opartej na fluorymetrii, aby ilosciowo oznaczy¢ materiaty referencyjne przed uzyciem.
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UWAGA Wykonanie analizy dodatniej referencyjnej prébki kontrolnej lub kontroli ujemnej powoduje zuzycie
odczynnikéw i zmniejsza tgczng liczbe nieznanych probek, ktére moga zostaé przetworzone.

Zalecenia dotyczgce probek wejsciowych

Zalecenia dotyczace prébek wejsciowych do zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit podsumowano
w ponizszej tabeli.

Tabela1 Zalecenia dotyczace probek wejsciowych

Wymagane ) , . Znormalizowany
i T L Wymagane jakosciowe . )
Typ probki llos¢ probki ilosciowe . . uzysk biblioteki
. . . . . oznaczenie wejsciowego
wejsciowej wejsciowej oznhaczenie DNA przed
wejsciowego DNA wzbogaceniem
gDNA 10-49 ng Tak Stosunek 260/280 Nie
w zakresie 1,8-2,0
gDNA 50-1000 ng Nie Stosunek 260/280 Tak
w zakresie 1,8-2,0
gDNA z krwi 50-1000 ng Nie Stosunek 260/280 Tak
w zakresie 1,8-2,0
gDNA z prébek 50-1000 ng Tak Wartos¢ ACq =5 Nie
FFPE

Zalecane cykle PCR do programu eBLTS PCR sg dostosowywane do stezenia wejsciowego i jakosci probki.
Wiecej informaciji — patrz Amplifikacja tagmentowanego DNA na stronie 30.

Porady i techniki

Unikanie zanieczyszczenia krzyzowego
* Podczas dodawania lub przenoszenia probek nalezy zmienia¢ koncéwki pomiedzy kazda probka.
* Podczas dodawania adapteréw indeksowanych za pomocg pipety wielokanatowej nalezy zmienia¢

koncowki pomiedzy kazdym rzedem lub kazda kolumna. W przypadku korzystania z pipety jednokanatowej
nalezy zmienia¢ koncowki miedzy kazda probka.

Naktadanie folii uszczelniajgcej na ptytke
* 96-dotkowa ptytke nalezy zawsze pokry¢ nowg samoprzylepna folig uszczelniajgcg za pomoca watka
w celu ostoniecia ptytki przed wykonaniem nastepujgcych etapdw w protokole:
— Etapy wytrzasania
— Etapy inkubaciji. Niewtasciwe uszczelnienie ptytki moze doprowadzi¢ do parowania podczas inkubacji.
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— Etapy wirowania
— Etapy hybrydyzacji
* Upewnic sig, ze krawedzie i dotki sg catkowicie uszczelnione, aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia
krzyzowego i parowania.
— Jesli nafolii uszczelniajgcej lub bokach dotkdw ptytki zaobserwuje sie jakikolwiek ptyn lub kondensat,
przed rozszczelnieniem nalezy odwirowac w razie potrzeby.

* Umiesci¢ ptytke na ptaskiej powierzchni, a nastepnie powoli zdjg¢ folie uszczelniajaca.

Postepowanie z odczynnikiem Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Probowke z zapasem odczynnika eBLTS nalezy przechowywac w pozycji pionowej w lodéwce, tak aby kulki
byty zawsze zanurzone w buforze.

* Bezposrednio przed uzyciem wymieszaé mieszadtem wirowym probowke z zapasem odczynnika eBLTS do
momentu zawieszenia kulek. Aby unikngé ponownego osadzania sie kulek, nie zaleca sie wirowania przed
pipetowaniem.

e Jesli kulki przylgnety do boku lub géry 96-dotkowej ptytki, odwirowac z predkoscig 280 x g przez
3 sekundy, a nastepnie pipetowaé w celu ponownego zawieszenia.

* Podczas ptukania odczynnika eBLTS:

— Uzy¢ statywu magnetycznego odpowiedniego dla ptytki.

— Pozostawié ptytke na statywie magnetycznym do momentu, w ktérym nalezy jg zdjg¢ zgodnie z
instrukcja.

— Jesli kulki sg zasysane do koncowek pipety, dozowac je z powrotem na ptytke na statywie
magnetycznym i poczekac, az ptyn stanie sie klarowny (2 minuty).

Dokument nr 200019584 wer. 02 POL 20272

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT



Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina

DNA Prep with Enrichment Dx

Procedura lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Na ponizszym schemacie przedstawiono procedure lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. Punkty
bezpiecznegp przerwania oznaczen sg wskazane pomiedzy etapami. Szacunkowe czasy opierajg sie na

przetwarzaniu 12 prébek przy 12-krotnym wzbogaceniu.
gDNA

Punkt bezpiecznego
przerwania oznaczeri

o Tagmentowane genomowe DNA
Przygotowanie: 20 minut
tacznie: 40 minut
Odczynniki: eBLT, TB1

Oczyszczanie po tagmentac;ji
Przygotowanie: 10 minut

tacznie: 20 minut

Odczynniki: ST2, TWB2

Amplifikacja tagmentowanego DNA
Przygotowanie: 15 minut
tacznie: 45 minut
Odczynniki: EPM, adaptery indeksowane
Punkt bezpiecznego
przerwania oznaczeri
Oczyszczanie bibliotek
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 20 minut
Odczynniki: RSB, CB, EtOH
Punkt bezpiecznego
przerwania oznaczeri
© ruiowanie bibliotek
Odczynniki: RSB

Punkt bezpiecznego
przerwania oznaczen .
Sondy do hybrydyzaciji
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 125 minut
Odczynniki: panel sond wzbogacajacych,
NHB2, EHB2, RSB

0 Wychwytywanie sond do hybrydyzacji
Przygotowanie: 25 minut
tgcznie: 65 minut
Odczynniki: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

© Anpiifikacja biblioteki wzbogacone;
Przygotowanie: 5 minut
tacznie: 40 minut
Odczynniki: PPC, EPM
Punkt bezpiecznego
przerwania oznaczen 0 Oczyszczanie amplifikowanej
biblioteki wzbogacone;j
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 20 minut
Odczynniki: CB, RSB, EtOH

Przed reakcjg Po reakcji
* PCR ° PCR
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Instrukcja uzytkowania

W tym rozdziale opisano protokét lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

* Nalezy zapoznac sie z catg planowang procedurg sekwencjonowania, od prébki po analize, aby zapewni¢
zgodnos¢ produktéw i parametréw eksperymentu.

* Przed kontynuacjg nalezy sprawdzi¢ zawarto$¢ zestawu i upewnié sie, ze uzytkownik posiada wymagane
komponenty, sprzet i materiaty.
— Biotynylowane sondy innych firm muszga spetnia¢ okreslone wymagania. Patrz Wymagania dotyczace

panelu sond wzbogacajgcych na stronie 11, aby upewnic sig, ze sondy innych firm spetniajg wymagania.

* Nalezy postepowac zgodnie z protokotem w podanej kolejnosci, stosujgc podane objetoscii parametry
inkubaciji.

* Qi le w protokole nie wyszczegdlniono punktu bezpiecznego przerwania oznaczen, nalezy natychmiast
przejs¢ do nastepnego etapu.

* Podczas tworzenia mieszaniny wyjsciowej nadmiar jest uwzgledniany w dostarczonych objetosciach.

* Uzy¢ statywu magnetycznego odpowiedniego do typu ptytki.

Przygotowanie do pulowania

Ten etap jest wymagany, aby zapewni¢ pomysine sekwencjonowanie wzbogaconych bibliotek. Pulowanie
bibliotek moze nastgpic¢ przed wzbogacaniem i przed sekwencjonowaniem.

Przed wzbogacaniem — poszczegdlne indeksowane amplifikowane biblioteki sg pulowane razem w celu
wzbogacenia wybranym panelem sond. Tworzy to multipleksowang pule wzbogaconych bibliotek. W przypadku
wejsciowej probki FFPE przetwarzanie zostato przetestowane i jest zalecane wytgcznie do reakcji wzbogacania
1-krotnego. W przypadku wysokiej jakosci gDNA przetestowano 12-krotnosé, ale mozliwe jest wzbogacanie od
2-krotnosci do 11-krotnosci.

Przed sekwencjonowaniem — 1-krotnie wzbogacone biblioteki i/lub multipleksowane wzbogacone biblioteki
sg pulowane przed sekwencjonowaniem. Liczba wzbogaconych bibliotek, ktére mozna poddac
sekwencjonowaniu, zalezy od docelowej gtebokosci odczytu dla kazdej prébki w posiadanym systemie
sekwencjonowania.

Unikalne indeksowanie podwdjne

Zestaw lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit wykorzystuje unikalne podwodjne indeksy.
* Podwydjnie indeksowane biblioteki dodajg sekwencje indeksowe 1 (i7) oraz 2 (i5) w celu wygenerowania
jednoznacznie oznakowanych bibliotek.

* Indeksy UD majg odrebne, niepowigzane sekwencje indekséw do odczytu indeksu i7 oraz i5. Indeksy maja
dtugos¢ 10 nukleotyddw.

Dokument nr 200019584 wer. 02 POL 22272

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT



Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Wybdr adapteréw indeksowanych o réznych sekwencjach dla pulowanych bibliotek optymalizuje balans
koloréw w celu pomysinego sekwencjonowania i analizy danych. Pule krotnosci, ktére sg = 10-krotne, sg

z natury zbalansowane pod wzgledem koloréw, dzieki czemu mozna uzy¢ dowolnej kombinacji adapteréw
indeksowanych. Podczas sekwencjonowania modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu
udostepnia opcje do zbalansowanych kolorystycznie kombinacji indekséw i powiadamia uzytkownika, jesli nie
ma wystarczajgcej roznorodnosci w wybranych kombinacjach indeksow.

Informacje na temat sekwencji adapteréw indeksowanych lllumina UD i uktaddéw ptytek — patrz Zatgcznik:
Sekwencje adapterdw do indeksowania lllumina UD na stronie 64.

Obstugiwane krotnosci wzbogacania

Odczynniki z zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sg skonfigurowane i testowane w odniesieniu
do 1-krotnoscii 12-krotnosci wzbogacania. Chociaz mozliwe sg inne krotnosci wzbogacania, niektére krotnosci
wymagajg wstepnego przygotowania biblioteki przed wzbogaceniem i uzycia odczynnikéw do panelu sond
wzbogacajacych.

Uzyskanie odpowiedniej wydajnosci wzbogacania dla niestandardowych krotnosci wzbogacania moze
wymagac¢ dodatkowej optymalizacji. Nie mozna zagwarantowac¢ optymalnych wynikéw.

* Krotnos$¢ wzbogacania - liczba bibliotek przed wzbogaceniem (1-12) pulowanych razem w jednej reakcji
wzbogacania w celu hybrydyzaciji z panelami sond wzbogacajgcych. Na przyktad potgczenie 12 bibliotek
przed wzbogaceniem tworzy razem 12-krotng pule wzbogacania.

* Reakcja wzbogacania - liczba unikalnych preparatéw reakcji wzbogacania, niezaleznie od liczby bibliotek
przed wzbogaceniem pulowanych na reakcje. Na przyktad: pojedyncza reakcja wzbogacania pozwala
przygotowac 1-krotng lub 12-krotng pule wzbogacania.

Aby obliczy¢ catkowitg liczbe bibliotek po wzbogaceniu, nalezy pomnozy¢ krotno$¢ wzbogacania na reakcje
przez liczbe reakcji wzbogacania. Na przyktad: pojedyncza reakcja wzbogacania 12-krotnej puli wzbogacania
daje pule 12 bibliotek po wzbogaceniu.

Podczas pulowania bibliotek przed wzbogaceniem odczynnikdw z zestawu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit uzywa sie do wymienionych ponizej reakcji wzbogacania i krotnosci.

Odczynniki z zestawu lllumina DNA Prep with

Reakcje wzbogacania Krotnos¢ wzbogacania
Enrichment Dx Kit J 9 9
Zestaw na 16 prébek 16 reakcji 1-krotnos¢

Zestaw na 96 probek 8 reakgciji 12-krotnosé

Strategie pulowania (od dwu- do o$smiokrotnej)

W ponizszej tabeli przedstawiono adaptery indeksowane (dotki), ktére mozna tgczy¢ w pule od 2- do 8-krotne;j,
a kazda z kombinacji zostata przedstawiona na rysunku oznaczonym kolorami.

Pulowac¢ dowolng krotnosé = 2 od gory lub od dotu kolumny. Nie wykonywac pulowania w poprzek rzedu.
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Krotnos¢é
2
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Kombinacje Kolor na rysunku
Dwa pierwsze lub dwa ostatnie Pomaranczowy
dotki w kolumnie:

« AiB

« GiH

Rzedy C-F nie sg uzywane.

Trzy pierwsze lub trzy ostatnie Szary
dotki w kolumnie:

o A-C

o F-H

Rzedy D i E nie sg uzywane.

Cztery pierwsze lub cztery Fioletowy
ostatnie dotki w kolumnie:

o A-D

 E-H

Pie¢ pierwszych lub pie¢ ostatnich Niebieski
dotkéw w kolumnie:

o A-E

» D-H

[Opcja 1] Szes¢ pierwszych lub Zielony
szes¢ ostatnich dotkow

w kolumnie:

o A-F

e C-H

[Opcja 2] Pierwsze dwa dotki (A

i B) lub ostatnie dwa dotki (G i H)

w jednej kolumnie i dowolne

cztery dotki w sgsiedniej kolumnie.

Siedem pierwszych lub siedem Rézowy

ostatnich dotkdw w kolumnie:
o A-G
e B-H

Cata kolumna. Zielononiebieski

illumina

24272
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Dziewieciokrotne strategie pulowania
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Uzy¢ adapteréw indeksowanych z dowolnych dotkdw, ktére optymalizujg balans koloréw podczas
sekwencjonowania, np.:

A1-H1i A2

A4-D4 i A5-ES

A7-F7 i A8-C8

A10-C10, A11-C11i A12-C12

Ponizszy rysunek przedstawia wszystkie cztery przyktady.
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Tagmentowane genomowe DNA

Na tym etapie odbywa sie tagmentacja DNA przy uzyciu odczynnika Enrichment BLT Small (eBLTS), czyli
proces fragmentacji i oznaczania DNA sekwencjami adaptera.
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Materiaty eksploatacyjne
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (zétta zatyczka)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Woda niezawierajgca nukleazy
* 96-dotkowa ptytka PCR
* Folia uszczelniajgca
*  Probowki do mikrowiréwki, 1,7 ml
* Pasek z 8 probowkami
* Koncoéwki do pipet
— Pipety wielokanatowe 200 pl
A PRZESTROGA

Ten zestaw odczynnikéw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosi¢
wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie
do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i utylizowa¢ je
zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje
dotyczace ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS)
dostepna na stronie support.illumina.com/sds.html.

Informacje o odczynnikach

* Odczynnik eBLTS nalezy przechowywac w temperaturze od 2°C do 8°C. Nie uzywac odczynnika eBLTS,
ktéry byt przechowywany w temperaturze ponizej 2°C.

* Nie wirowaé odczynnikéw eBLTS.

Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

eBLTS (z6tta zatyczka) od 2°Cdo8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
Wymieszaé mieszadtem wirowym
bezposrednio przed uzyciem. Nie wirowac
przed pipetowaniem.

TB1 od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
Wymieszaé przez worteksowanie.

2. Wymieszac¢ mieszadtem wirowym lub pipetowacé DNA, a nastepnie krétko wirowac.
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3. Zapisa¢ ponizszy program TAG w termocyklerze:
*  Wybrac opcje podgrzewania pokrywy i nastawic jg na 100°C.
* Ustawié objetosé reakcji na 50 pl.
* 55°C przez 5 minut.
* Utrzymac¢ w temperaturze 10°C.
Procedura
1. Doda¢ 2-30 pl DNA do kazdego dotka 96-dotkowej ptytki PCR tak, aby catkowita ilo$¢ wejsciowa wynosita
50-1000 ng.
Jesli objetos¢ DNA jest < 30 pl, nalezy doda¢ wode niezawierajgcg nukleazy do prébek DNA, aby uzyskacd
objetos¢ catkowitg wynoszacg 30 pl.
2. Doktadnie wymieszaé mieszadtem wirowym eBLTS, az kulki zostang catkowicie ponownie zawieszone.
3. Potaczyc ponizsze objetosci w probdwce, aby przygotowac mieszanine wyjsciowg do tagmentaciji.
Pomnozy¢ kazdg objetos$é przez liczbe przetwarzanych prébek.
* eBLTS (11,5 ul)
* TB1(11,5ul)
Nadmiar odczynnika jest uwzgledniony w objetosci.
4. Wielokrotnie pipetowaé mieszanine wyjsciowg do tagmentacji w celu wymieszania.
Podzieli¢ objetos¢ mieszaniny wyjsciowej do tagmentacji réwno miedzy 8 probdwek tworzgcych pasek.
6. Zapomoca wielokanatowej pipety 200 pl przenies¢ 20 yl mieszaniny wyjsciowej do tagmentacji do kazdego
dotka na ptytce PCR zawierajgcej probke. Uzy¢ nowych koncowek do kazdej kolumny lub rzedu prébki.
7. Wyrzuci¢ pasek z 8 probéwkami po dozowaniu mieszaniny wyjsciowej do tagmentacji.
8. Uzywajgc wielokanatowej pipety 200 ul ustawionej na 40 pl, pipetowac kazdg prébke 10 razy, aby
wymieszac. Uzy¢ nowych koncéwek do kazdej kolumny prébki.
Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgcag na ptytke PCR i wytrzgsaé za pomoca wytrzasarki do ptytek
z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
9. Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke, a nastepnie umiescic¢ jg we wstepnie zaprogramowanym
termocyklerze i uruchomic program TAG.
10. Odczekaé, az program TAG osiggnie temperature utrzymania 10°C, a nastepnie natychmiast usung¢ ptytke.
11. Odczekaé 2 minuty, az 96-dotkowa ptytka PCR osiggnie temperature pokojowg, a nastepnie przejs¢ do

nastepnego etapu.

Oczyszczanie po tagmentac;ji

Na tym etapie przed amplifikacjg metodg PCR nastepuje ptukanie DNA oznaczonego adapterem w systemie
eBLTS.
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Materiaty eksploatacyjne
* ST2 (bufor Stop Tagment Buffer 2)
*  TWB2 (bufor Tagment Wash Buffer 2)

* Statyw magnetyczny na 96-dotkowg ptytke PCR

* Folia uszczelniajgca
* Pasek z 8 probowkami
*  Koncowki do pipet
— Pipety wielokanatowe 20 p

— Pipety wielokanatowe 200 pl

* Przygotowacd na potrzeby pdzniejszej procedury:

— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Ptytka adapteréw indeksowanych

Informacje o odczynnikach

* Uzy¢ statywu magnetycznego odpowiedniego do ptytki. Uzycie statywu magnetycznego ptytki MIDI do
ptytki PCR moze zapobiec przywieraniu TWB2 do kulek.

* Pipetowa¢ TWB2 powoli, aby zminimalizowa¢ pienienie i unikng¢ nieprawidtowej aspiracji objetosci oraz

niepetnego wymieszania.

Przygotowanie

1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie
EPM od -25°C do -15°C
ST2 od 15°C do 30°C
TWB2 od 15°C do 30°C
Ptytka od -25°C do -15°C
adapterow

indeksowanych
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Instrukcje

Rozmrazac na lodzie przez 1 godzine.
Odwrdcic¢, aby wymieszaé, a nastepnie krétko odwirowac.

Jesli widoczne sg osady, ogrzewac w temperaturze 37°C przez
10 minut, a nastepnie wymieszaé mieszadtem wirowym, az osad sie
rozpusci. Stosowac w temperaturze pokojowej.

Stosowac w temperaturze pokojowej.

Rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
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Procedura

1.

o ok~ w

Doda¢ 10 pl ST2 do kazdej reakcji tagmentacji. W przypadku uzywania pipety wielokanatowej pipetowac
ST2 na pasek 8-probdwkowy, a nastepnie przenies¢ odpowiednie objetosci na ptytke PCR. Uzy¢ nowych
koncéwek do kazdej kolumny lub rzedu prébki.

Za pomocag pipety 200 pl ustawionej na 50 ul powoli pipetowad kazdy dotek 10 razy, aby ponownie zawiesi¢
kulki.

Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsaé z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
Powtdrzy¢ wedtug potrzeb.

Natozy¢ folie uszczelniajgcg na ptytke i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Umiescic¢ ptytke PCR na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (3 minuty).
[= 48 prébek] Ptukac trzy razy w opisany ponizej sposdb.

a. Uzywajac pipety wielokanatowej 200 ul ustawionej na 60 ul, usung¢ i wyla¢ nadsgcz bez naruszania
osadu kulek.

b. Zdjgé ptytke ze statywu magnetycznego.
c. Zaraz po tym powoli dodad 100 ul TWB2 bezposrednio na kulki.

d. Pipetowacd powoli, az kulki zostang catkowicie zawieszone. Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgca
na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.

e. W razie rozprysniecia odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

f. Umiescic¢ ptytke PCR na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (3 minuty).
Pozostawi¢ ptytke na statywie magnetycznym, a TWB2 w dotkach, aby zapobiec przesuszeniu podczas
trzeciego ptukania. Po przygotowaniu mieszaniny wyjsciowej do PCR nalezy usung¢ i wyla¢ nadsacz.

g. Uzywajac pipety wielokanatowej 200 ul ustawionej na 100 pl, usung¢ i wyla¢ nadsacz.
h. Powtdrzyé czynnosci c—f dwukrotnie, wykonujgc tgcznie trzy ptukania.
[> 48 prébek] Ptukac trzy razy w opisany ponizej sposdb.

a. Wykonaé czynnoscibic w odstepach od 1do 2 kolumn, az wszystkie kolumny zostang przetworzone,
aby zapobiec przesuszeniu.

Uzywajac pipety wielokanatowej 200 ul ustawionej na 60 i, usungc¢ i wylaé nadsacz.
Zdja¢ ptytke ze statywu magnetycznego.

Zaraz po tym powoli dozowac 100 pl TWB2 bezposrednio na kulki.

® o o T

Pipetowac powoli, az kulki zostang catkowicie zawieszone. Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgca
na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
f. W razie rozprysniecia odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

g. Umiesci¢ ptytke PCR na statywie magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (3 minuty).
Pozostawi¢ ptytke na statywie magnetycznym, a TWB2 w dotkach, aby zapobiec przesuszeniu podczas
trzeciego ptukania. Po przygotowaniu mieszaniny wyjsciowej do PCR nalezy usung¢ i wyla¢ nadsacz.

h. Uzywajac pipety wielokanatowej 200 ul ustawionej na 100 pl, usungc i wyla¢ nadsacz.
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i. Zdja¢ ze statywu magnetycznego i powoli doda¢ 100 pl TWB2 bezposrednio na kulki.
j. Powtarzac czynnosci h orazico 1lub 2 kolumny, az wszystkie kolumny zostang przetworzone.
k. Powtdrzy¢ czynnosci e-h dwukrotnie, wykonujgc tagcznie trzy ptukania.

8. Pozostawié na statywie magnetycznym do etapu 4 w czesci Procedura w punkcie Amplifikacja
tagmentowanego DNA.
TWB2 pozostanie w dotkach, aby zapobiec przesuszeniu kulek.

Amplifikacja tagmentowanego DNA

Na tym etapie nastepuje amplifikacja tagmentowanego DNA przy uzyciu programu PCR o ograniczonym cyklu.
Etap PCR dodaje adaptery indeksowane 1 (i7), adaptery indeksowane 2 (i5) oraz sekwencje wymagane do
generacji klastra sekwencjonowania.

Materiaty eksploatacyjne
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* Piytka adapteréw indeksowanych
* 96-dotkowa ptytka PCR
* Woda niezawierajgca nukleazy
* Folia uszczelniajgca
*  Proboéwki do mikrowiréwki, 1,5 ml
* Koncowki do pipet
— Pipety wielokanatowe 20 pl

— Pipety wielokanatowe 200 pl

Informacje o odczynnikach

*  Ptytki adapteréw indeksowanych
— Dotek moze zawierac > 10 pl adapteréw indeksowanych.
— Nie dodawac prébek do ptytki adapteréw indeksowanych.

— Kazdy dotek ptytki do indeksowania jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego uzytku.
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Przygotowanie

1. Przygotowad nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EPM od -25°C do -15°C Rozmrazadé w temperaturze 4°C lub na lodzie przez
1 godzine.
Odwrdcié¢, aby wymieszad, a nastepnie krétko
odwirowad.

Ptytka adapterow od -25°C do -15°C Rozmrazac¢ w temperaturze pokojowej przez

indeksowanych 30 minut.

2. Zapisac przedstawiony ponizej program eBLTS PCR w termocyklerze, uzywajgc odpowiedniej liczby cykli
PCR wskazanej w tabeli ponizej.

*  Wybraé opcje podgrzewania pokrywy i nastawic jg na 100°C.
* Ustawic objetos¢ reakcji na 50 pl.
* 72°C przez 3 minuty
* 98°C przez 3 minuty
* X cykli o nastepujgcych parametrach:
* 98°Cprzez 20 sekund
* 60°C przez 30 sekund
* 72°C przez 1 minute
* 72°C przez 3 minuty

* Utrzymac¢ w temperaturze 10°C
Catkowity czas przebiegu wynosi ok. 38 minut na 9 cykli i ok. 46 minut na 12 cykli.

Typ probki wejsciowej Liczba cykli PCR (X)
10-49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
50-1000 ng gDNA wyekstrahowanego z probki FFPE 12
gDNA wyekstrahowane z krwi 9
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Procedura

1. Potgczyc ponizsze, aby przygotowac mieszanine wyjsciowa do reakcji PCR. Pomnozy¢ kazdg objetosé
przez liczbe przetwarzanych probek.
e EPM (23 pl)
* Woda niezawierajgca nukleazy (23 pl)
Nadmiar odczynnika jest uwzgledniony w objetosci.
2. Pipetowac mieszanine wyjsciowg do reakcji PCR 10 razy, aby wymieszac, a nastepnie krotko odwirowag.

3. Po umieszczeniu ptytki na statywie magnetycznym uzy¢ pipety wielokanatowej 200 ul, aby usungé i wylaé
TWB2.
Piana pozostajgca na scianach dotka nie wptywa negatywnie na biblioteke.

4. Zdjaé ptytke ze statywu magnetycznego.
Natychmiast doda¢ 40 pl mieszaniny wyjsciowej do PCR bezposrednio na kulki w kazdym dotku.

6. Natychmiast wymieszad pipetg, az kulki zostang catkowicie zawieszone. Alternatywnie natozy¢ folie
uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.

Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke z prébka i odwirowad z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
Wirowac ptytke adapteréw indeksowanych z predkoscig 1000 x g przez 1 minute.
9. Przygotowac ptytke adapteréw indeksowanych.

* [< 96 prébek] Przebic folie uszczelniajgcg na ptytce adapterédw indeksowanych nowa koncéwka pipety
tylko nad dotkami odpowiadajgcymi liczbie przetwarzanych prébek.

* [96 probek] Wyréwnac nowg ptytke PCR z niskim kotnierzem nad ptytkg adapteréw indeksowanych
i nacisnag¢, aby przebic folie uszczelniajgcg. Wyrzucié ptytke PCR uzytg do przebicia folii uszczelniajgce;j.

10. Uzywajgc nowej koncowki pipety, dodac 10 ul przygotowanych adapteréw indeksowanych do kazdego
dotka.

11. Uzywajac pipety ustawionej na 40 pl, pipetowac 10 razy, aby wymiesza¢. Alternatywnie natozy¢ folie
uszczelniajgcg na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1600 obr./min przez 1 minute.
12. Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

13. Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomié program eBLTS PCR.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury nalezy przechowywac w temperaturze od -25°C do -15°C nie dtuzej niz
przez 30 dni.

Oczyszczanie bibliotek

Ten etap wykorzystuje dwustronng procedure oczyszczenia amplifikowanych bibliotek za pomoca kulek do
usuwania duzych fragmentéw, a nastepnie kulek do usuwania matych fragmentéw bibliotek.
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Materiaty eksploatacyjne

* CB (kulkiczyszczace)

* RSB (bufor do ponownego zawieszania)
» Swiezo przygotowany 80% etanol (EtOH)

* 96-dotkowa polipropylenowa ptytka do przechowywania z gtebokimi dotkami o pojemnosci 0,8 ml (ptytka
MIDI)

* 96-dotkowa ptytka PCR

* Statyw magnetyczny na ptytke MIDI
* Statyw magnetyczny na ptytke PCR
*  Probowki do mikrowiréwki, 1,5 ml

* Woda niezawierajgca nukleazy

Informacje o odczynnikach
* Kulkioczyszczajgce
— Przed kazdym uzyciem wymiesza¢ mieszadtem wirowym.
— Czesto miesza¢ mieszadtem wirowym, aby sie upewnic, ze kulki sg réwnomiernie roztozone.

— Aspirowac i dozowac powoli ze wzgledu na lepkos¢ roztworu.
Przygotowanie
1. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

CB Temperatura Wymiesza¢ mieszadtem wirowym i odwrdcic, aby wymieszac, az kolor
pokojowa ptynu bedzie jednorodny.
RSB 2°C do 8°C Rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Wymieszad

przez worteksowanie.

Procedura

1. Wytrzgsaé 96-dotkowg ptytke PCR z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute, a nastepnie krétko wirowac.
Umiescié ptytke PCR na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (1 minute).

3. Wymieszaé CB mieszadtem wirowym 3 razy przez 10 sekund, a nastepnie kilkakrotnie odwrdci¢ w celu
ponownego zawieszenia.

4. W przypadku wysokiej jakosci gDNA nalezy wykonac ponizsze czynnosci.
a. Dodac¢ 77 pl wody niezawierajgcej nukleazy do kazdego dotka nowej ptytki MIDI.
b. Dodac 88 ul CB do kazdego dotka ptytki MIDI.
c. Przenies¢ 45 ul nadsagczu z kazdego dotka ptytki PCR do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI.
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d.

e.

> @

Wyrzucié¢ ptytke PCR.

Pipetowac kazdy dotek 10 razy w celu wymieszania. Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgca na
ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

Natozy¢ folie uszczelniajgcg na ptytke i inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Sprawdzié¢, czy nie ma pecherzykdéw powietrza. W razie ich zaobserwowania wykonac¢ wirowanie.
Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (5 minut).

Podczas inkubacji doktadnie wymiesza¢ CB mieszadtem wirowym, a nastepnie doda¢ 20 ul do kazdego
dotka nowej ptytki MIDI.

Przenie$¢ 200 pl nadsaczu z kazdego dotka pierwszej ptytki MIDI do odpowiedniego dotka nowej ptytki
MIDI (zawierajgcej 20 ul CB).

Wyrzucié pierwszg ptytke MIDI.

Pipetowac kazdy dotek nowej ptytki MIDI 10 razy w celu wymieszania. Alternatywnie natozy¢ folie
uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

5. W przypadku wyekstrahowanych prébek FFPE nalezy wykona¢ opisane ponizej czynnosci.
a. Doda¢ 81 pl CB do kazdego dotka nowej ptytki MIDI.
b. Przenies¢ 45 ul nadsaczu z kazdego dotka ptytki PCR do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI.
c. Wyrzucic¢ ptytke PCR.
d. Pipetowac kazdy dotek 10 razy w celu wymieszania. Alternatywnie natozy¢ folie uszczelniajgca na
ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.
6. Inkubowad w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
7. Sprawdzié, czy nie ma pecherzykdéw powietrza. W razie ich zaobserwowania wykona¢ wirowanie.
8. Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (5 minut).
9. Usunac¢iwylaé caty nadsgcz bez naruszania kulek.
10. Przeptuka¢ kulki zgodnie z ponizszym opisem.
a. Umiesci¢ ptytke na statywie magnetycznym i dodac¢ 200 pl $wiezo przygotowanego 80% EtOH bez
mieszania.
b. Inkubowa¢ przez 30 sekund.
c. Usunag¢iwylaé caty nadsgcz bez naruszania kulek.
11. Przeptukad kulki po raz drugi.
12. Pozostawié przez 5 minut na statywie magnetycznym w celu wyschnigcia na powietrzu.
13. Suszac na powietrzu, uzy¢ pipety 20 pl, aby usungé i wylaé pozostatosci EtOH.
14. Zdjaé ptytke ze statywu magnetycznego.
15. Dodac¢ 17 pl RSB do kulek.
16. Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
17. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.
18. Sprawdzi¢, czy nie ma pecherzykdw powietrza. W razie ich zaobserwowania wykona¢ wirowanie.
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19. Umiescié ptytke na statywie magnetycznym na ptytki MIDI i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta
(2 minut).

20. Przenies¢ 15 ul nadsgczu do nowej 96-dotkowej ptytki PCR.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury natozy¢ folie uszczelniajgcg na ptytke i przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

Pulowanie bibliotek przed wzbogaceniem

Na tym etapie biblioteki DNA sg tgczone z unikalnymi indeksami w jedng pule do 12 bibliotek.
Metody pulowania

Pulowanie mozna przeprowadzi¢ wedtug objetosci lub masy. Nalezy skorzysta¢ z ponizszej tabeli, aby okresli¢
odpowiednig metode dla danego materiatu wejsciowego.

Tabela 2 Zalecane metody pulowania

Prébka wejsciowa Metoda pulowania
10-49 ng gDNA Masa

50-1000 ng gDNA Objetos¢

gDNA wyekstrahowane z prébek FFPE Masa

gDNA wyekstrahowane z krwi Objetosc

* Jednokrotne wzbogacanie nie wymaga pulowania bibliotek przed wzbogaceniem. Jednakze konieczne
moze by¢ dodanie RSB.

* Po kwantyfikacji biblioteki przed wzbogaceniem wszystkie typy prébek wejsciowych mogg by¢ pulowane
wedtug masy w celu uzyskania optymalnego balansu indeksu.

* Ostateczny uzysk bibliotek przed wzbogaceniem wygenerowanych w oddzielnych preparatach
eksperymentalnych moze sie rozni¢. Dlatego zaleca sie pulowanie wedtug masy w celu uzyskania
optymalnego balansu indeksu.

* Wzbogacanie 1-krotne nalezy stosowacé we wskazanych ponizej sytuacjach.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1000 ng gDNA wyekstrahowanego z probki FFPE

* Wykrywanie niskiej czestotliwosci alleli mniejszych do wykrycia wariantu somatycznego.

Pulowanie wedtug masy

We wskazanych ponizej sytuacjach biblioteki nalezy kwantyfikowac, aby uzy¢ masy DNA na biblioteke do
wzbogacenia okreslonej w punkcie Pulowanie bibliotek przed wzbogaceniem o réwnym stezeniu na stronie 36.
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* 10-49 ng wejsciowej probki gDNA
* 50-1000 ng gDNA wyekstrahowanego z wejsciowej probki FFPE
*  Wykrywanie niskiej czestotliwosci alleli mniejszych do wykrycia wariantu somatycznego

* gDNA wyekstrahowane z krwi do optymalnego balansu indeksu

Kwantyfikacja bibliotek przed wzbogaceniem

1. Wykona¢ analize 1 yl bibliotek przed wzbogaceniem przy uzyciu preferowanej metody oznaczania
ilosciowego opartej na fluorescencji, ktéra wykorzystuje barwnik interkalujgcy dsDNA.

* W przypadku 50-1000 ng wysokiej jakosci gDNA nalezy oczekiwac¢ = 500 ng uzysku biblioteki przed
wzbogaceniem.

* W przypadku 50-1000 ng gDNA wyekstrahowanego z prébek FFPE nalezy oczekiwa¢ 500-6000 ng
uzysku biblioteki przed wzbogaceniem, w zaleznosci od jakosci prébki poczatkowe;.

UWAGA W przypadku metod oznaczania ilosciowego z réznymi odchyleniami nalezy zakwalifikowaé¢ metode
oznaczania ilosciowego dla tej procedury. Wyniki zatezania moga sie rézni¢ w zaleznosci od
zastosowanej metody.

Pulowanie bibliotek przed wzbogaceniem o rownym stezeniu

Nalezy uzy¢ ponizszej tabeli, aby okresli¢ mase DNA na biblioteke wymagang do wzbogacenia, zgodnie
z typem probki i krotnoscig wzbogacania. Optymalne uzyski wzbogacania i dziatanie testu nie sg gwarantowane
w przypadku uzycia nizszych niz zalecane uzyskéw bibliotek przed wzbogaceniem.

Catkowita masa DNA w reakcji wzbogacania nie powinna przekraczac¢ 6000 ng.

i . Krotnos¢ Masa DNA na Catkowita masa bibliotek
Prébka wejsciowa . o
wzbogacania biblioteke (ng) DNA (ng)
Wysokiej jakosci gDNA 12 250-500 3000-6000
gDNA wyekstrahowane 1 200 200

Z probek FFPE

1. Zapisac¢ indeksy bibliotek, ktére uzytkownik planuje pulowac na tym etapie.
2. Na podstawie stezenia kazdej biblioteki obliczy¢ objetos¢, ktdrg nalezy dodac do reakcji wzbogacania, aby
uzyska¢ wymagang mase DNA.
*  Wysokiej jakosci gDNA: nalezy obliczy¢ objetos¢ biblioteki potrzebnej na 250-500 ng materiatu
wejsciowego.
* gDNA wyekstrahowane z prébek FFPE: nalezy obliczy¢ objetos¢ biblioteki potrzebnejna 200 ng
materiatu wejsciowego.
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Doda¢ obliczong objetos¢ dla kazdej biblioteki do tego samego dotka ptytki PCR.

4. W przypadku wykorzystywania wysokiej jakosci gDNA wykona¢ jedng z ponizszych czynnosci w oparciu

0 tgczng objetos¢ puli bibliotek przed wzbogaceniem:

* Jesli objetosc biblioteki przed wzbogaceniem = 30 pl, przej$¢ do punktu Sondy do hybrydyzacji na
stronie 38.

* Jesliobjetosc biblioteki przed wzbogaceniem jest < 30 pl, dodaé RSB, aby uzyskac objetos¢ catkowitg
30 ul.

* Jesliobjetosé biblioteki przed wzbogaceniem jest > 30 ul, nalezy uzy¢ metody opartej na kulkach lub
koncentratora prézniowego, aby zwiekszy¢ stezenie spulowanej probki. Dodaé¢ RSB do zatezonej
spulowanej probki, aby uzyskac¢ catkowitg objetos¢ 30 ul.

5. W przypadku wykorzystywania gDNA wyekstrahowanego z prébek FFPE wykonac¢ jedng z ponizszych
czynnosci w oparciu o tgczng objetos¢ puli bibliotek przed wzbogaceniem.

* Jesli objetos¢ biblioteki przed wzbogaceniem = 7,5 pl, przej$¢ do punktu Sondy do hybrydyzacji na
stronie 38.

* Jesli objetosc biblioteki przed wzbogaceniem jest < 7,5 pl, dodaé RSB, aby osiggng¢ objetos¢ catkowita
7,5 ul.

PUNKT BEZPIECZNEGO ZATRZYMANIA

W przypadku przerwania procedury natozy¢ folie uszczelniajgcg na ptytke i przechowywac w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

Pulowanie wedtug objetosci

Jezeli wartos¢ wejsciowego gDNA wynosi 50-1000 ng, nie jest wymagana kwantyfikacja ani normalizacja
poszczegodlnych bibliotek wygenerowanych w tym samym eksperymencie.

Aby osiggna¢ optymalne dziatanie, nalezy pulowac tylko probki biblioteki przed wzbogaceniem przygotowane
przez tego samego uzytkownika, z uzyciem tej samej partii odczynnika i tej samej ptytki adapteréw
indeksowanych.

1. Zapisac indeksy bibliotek, ktére uzytkownik planuje pulowac na tym etapie.

2. Potgczyc¢ opisang ponizej biblioteke przed wzbogaceniem i objetosci RSB w przypadku danej krotnosci
wzbogacenia w tym samym dotku nowej ptytki PCR.
Uzyskana objetos¢ wynosi 30 pl.

Objetosé kazdej biblioteki

Krotnos$¢ wzbogacania*
9 przed wzbogaceniem (ul)

Objetosc¢ bufora RSB (ul)

1-krotnos¢ 14 16

2-krotnosé 14 2

3-krotnosé 10 0
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Objetos¢ kazdej biblioteki

Krotnos¢ wzbogacania* .
przed wzbogaceniem (ul)

Objetosc¢ bufora RSB (ul)

4-krotnosé 7,5 0
5-krotnosé 6 0
6-krotnos¢ 5 0
7-krotnosé 4,2 0,6
8-krotnos¢ 3,7 0,4
9-krotnosc¢ 3,3 0,3
10-krotnos¢ 3 0
11-krotnos$¢ 2,7 0,3
12-krotnosé 2,5 0

* Informacje na temat niestandardowych krotnosci (od 2- do 11-krotnosci) — patrz Ograniczenia dotyczace procedury na
stronie 2.

PUNKT BEZPIECZNEGO ZATRZYMANIA

W przypadku przerwania procedury natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

[Opcjonalnie] Kwalifikacja bibliotek przed wzbogaceniem

W przypadku pulowania wedtug objetosci do kwantyfikacji bibliotek przed wzbogaceniem nalezy zastosowac
metode opartg na fluorometrii, ktdéra wykorzystuje barwnik interkalujgcy dsDNA. Aby zakwalifikowa¢ biblioteki
przed wzbogaceniem, nalezy uzy¢ analizatora fragmentdw DNA z odpowiednim zestawem do analizy
fragmentéw.

Do kwalifikacji biblioteki nalezy uzy¢ tgcznie 1 ul. Biblioteki przed wzbogaceniem sg wystarczajgco stezone, aby
umozliwi¢ mate rozcienczenia do kwantyfikacji lub analizy fragmentéw.

Sondy do hybrydyzaciji

Na tym etapie nastepuje wigzanie docelowych regionéw DNA. z sondami wychwytujgcymi.

Odczynniki z zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sg zgodne zaréwno z panelami wzbogacania
oligonukleotyddw DNA firmy Illumina, jak i innych firm. Informacje na temat wymaganych specyfikacji paneli
innych firm — patrz Wymagania dotyczgce panelu sond wzbogacajgcych na stronie 11.

Materiaty eksploatacyjne
* EHB2 (bufor hydrydyzacyjny Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (bufor HYB Buffer 2 + blokery IDT NXT Blockers) (niebieska zatyczka)
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* Panel sond wzbogacajgcych
* 96-dotkowa ptytka PCR
* Folia uszczelniajgca
* Przygotowac na potrzeby pdzniejszej procedury:
— SMB3 (kulki magnetyczne ze streptawidyng)
— EEW (bufor ptuczacy Enhanced Enrichment Wash Buffer) (pomaranczowa zatyczka)

Informacje o odczynnikach
* NHB2 tworzy osad i ulega oddzieleniu podczas przechowywania.

* Panel sond wzbogacajgcych odnosi sie do wybranego panelu wzbogacania oligonukleotyddw firmy lllumina.

Przygotowanie
1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EHB2 od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Wymieszac przez worteksowanie.
W przypadku zaobserwowania krysztatéw
i zmetnienia nalezy powtérzy¢ mieszanie
mieszadtem wirowym lub wielokrotnie pipetowag,
az roztwor bedzie przezroczysty.

Panel sond wzbogacajacych od -25°C do -15°C Panele firmy Illumina i innych firm nalezy
(Hlumina) doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Wymieszac przez worteksowanie.
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Przechowywanie

od -25°C do -15°C

Element

NHB2 (niebieska zatyczka)

SMB3* od 2°C do 8°C

EEW* od -25°C do -15°C

(pomaranczowa probdwka)

Instrukcje

Rozmraza¢ w temperaturze pokojowe;j.

W temperaturze pokojowej podgrzewac wstepnie
w inkubatorze do mikroprébek do tej samej
temperatury, co uzywana sonda, przez 5 minut.
Wymieszaé mieszadtem wirowym z maksymalng
predkoscig 3 razy po 10 sekund w celu ponownego
zawieszenia.

Krétko odwirowad.

Pipetowac wielokrotnie od dna proboéwki.

W przypadku zaobserwowania krysztatéw

i zmetnienia nalezy powtérzy¢ mieszanie
mieszadtem wirowym lub wielokrotnie pipetowag,
az roztwor bedzie przezroczysty.

Stosowac na ciepto, aby unikng¢ ponownego
utworzenia sie osaddw.

Jesli uzytkownik przechodzi do nastepnej
procedury bezposrednio po 90-minutowym
zatrzymaniu w programie HYB, nalezy doprowadzi¢
do temperatury pokojowej co najmniej 2 godziny
przed rozpoczeciem programu HYB.

Jesli uzytkownik przechodzi do nastepnej
procedury bezposrednio po 90-minutowym
zatrzymaniu w programie HYB, nalezy doprowadzi¢
do temperatury pokojowej co najmniej 2 godziny
przed rozpoczeciem programu HYB.

W temperaturze pokojowej podgrzewac wstepnie
w inkubatorze do mikroprébek do odpowiedniej
temperatury hybrydyzacji i wychwytywania przez
30 minut przed zakonczeniem programu HYB.

* Jesli uzytkownik przerwie prace przed nastepng procedurg, nalezy op6znié przygotowanie tego odczynnika do

momentu wykonania tej procedury.
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2.

Zapisac przedstawiony ponizej program HYB w termocyklerze, uzywajgc odpowiedniej liczby cykli
wskazanejw Tabela 3.

*  Wybraé opcje podgrzewania pokrywy i nastawic jg na 100°C.
* Ustawié objetos$¢ reakcji

* [Wysokiej jakosci gDNA] 100

* [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] 25 pl
* 98°C przez 5 minut

* Xcyklipo 1T minute kazdy, poczagwszy od temperatury 98°C przez pierwszy cykl, a nastepnie
zmniejszajgc temperature o 2°C na cykl

*  Wstrzymac przez 90 minut w odpowiedniej temperaturze:
* [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] 58°C
* [80 merow na panele sond] 58°C
* [Rozpoznawanie wariantéw somatycznych] 58°C

* [Wszystkie inne] 62°C
Catkowity czas przebiegu to ok. 115 minut.

Tabela 3 Liczba cyklina probke lub panel

Typ probki i panelu Liczba cykli (X)
gDNA wyekstrahowane z prébek FFPE (niezaleznie od typu panelu) 20

80 merdw na panele sond (niezaleznie od rodzaju prébki) 20
Rozpoznawanie wariantéw somatycznych 20

Wszystkie inne probkii panele 18
Procedura

1.

[Wysokiej jakosci gDNA] Doda¢ wymienione ponizej odczynniki w podanejkolejnosci do kazdej pulowanej
biblioteki na ptytce PCR.

Nie tworzy¢ mieszaniny wyjsciowej. Tworzenie mieszaniny wyjsciowej NHB2 i EHB2 wptywa negatywnie na
skutecznos¢ wzbogacania.

* NHB2 (niebieska zatyczka) (50 pl)

* Panel sond wzbogacajacych (10 pl)

* EHB2 (10 pI)

2. [Wysokiej jakosci gDNA] Za pomoca pipety ustawionej na 90 ul pipetowac kazdy dotek 10 razy w celu
wymieszania.

3. [DNA wyekstrahowane z probek FFPE] Dodac¢ nastepujgce odczynniki w podanej kolejnosci do kazdej
pulowanej biblioteki na ptytce PCR.
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Nie tworzy¢ mieszaniny wyjsciowej. Tworzenie mieszaniny wyjsciowej NHB2 i EHB2 wptywa negatywnie na
skutecznos¢ wzbogacania.

* NHB2 (niebieska zatyczka) (12,5 pl)

* Panel sond wzbogacajgcych (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] Za pomocg pipety ustawionej na 20 ul pipetowac kazdy dotek

10 razy w celu wymieszania.

Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i odwirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

Umiescié ptytke z prébka na wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomi¢ program HYB.

Przejs¢ natychmiast do nastepnej procedury po zakonczeniu czasu utrzymywania temperatury w programie
HYB.

A PRZESTROGA

Strgcanie wystepuje, gdy temperatura reakcji hybrydyzacji spada ponizej temperatury pokojowej.

Wychwytywanie sond do hybrydyzaciji

Podczas tego etapu kulki magnetyczne ze streptawidyng (SMB3) sg wykorzystywane do wychwytywania sond,
ktére ulegty hybrydyzacji do docelowych regiondw bedacych przedmiotem zainteresowania.

Materiaty eksploatacyjne

EEW (bufor ptuczacy Enhanced Enrichment Wash Buffer) (pomaranczowa zatyczka)
EE1 (bufor elucyjny Enrichment Elution Buffer 1)
ET2 (bufor elucyjny Elute Target Buffer 2)

HP3 (2N NaOH)

SMB3 (kulki magnetyczne ze streptawidyng)
Probowka do mikrowirowki: 1,5 ml

96-dotkowa ptytka MIDI

96-dotkowa ptytka PCR

Folia uszczelniajgca

Statyw magnetyczny na ptytke MIDI
Przygotowad na potrzeby pdzniejszej procedury:
— Mieszanina Enhanced PCR Mix (EPM)

— PCR Primer Cocktail (PPC)
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Informacje o odczynnikach
* EEW

Upewnic¢ sie, ze odczynnik EEW byt rozmrazany w temperaturze pokojowej przez co najmniej 2 godziny
przed wstepnym podgrzaniem w inkubatorze do mikroprébek.

Upewnic¢ sie, ze odczynnik EEW byt podgrzewany w inkubatorze do mikroprébek przez 30 minut przed
zakoriczeniem programu HYB.

Pozostawi¢ odczynnik EEW w inkubatorze do mikroprobek, gdy nie jest uzywany. Odczynnik EEW
powinien by¢ ogrzewany przez caty protokot.

Moze by¢ metny po osiggnieciu temperatury pokojowe;.

Moze zmienié kolor na z6tty.

* SMB3

Odczynnik SMB3 musi osiggna¢ temperature pokojowg przed uzyciem.

Przygotowanie

1. Przygotowac wymienione ponizej materiaty eksploatacyjne.

Element Przechowywanie Instrukcje

SMB3 od 2°C do 8°C Odstawi¢ na 2 godziny w celu doprowadzenia do

temperatury pokojowej. Odwrdcic, a nastepnie
wymieszac mieszadtem wirowym az do catkowitego

zawieszenia.
EEW od -25°C do -15°C Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowej
(pomaranczowa probowka) podgrzewac wstepnie w inkubatorze do mikroprébek

do odpowiedniej temperatury hybrydyzacji
i wychwytywania przez 30 minut przed zakonczeniem
programu HYB.

EE1 od -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze pokojowej, a nastepnie

wymieszaé mieszadtem wirowym.

HP3 od -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze pokojowej, a nastepnie

wymieszac¢ mieszadtem wirowym.

ET2 od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Wymieszad
przez worteksowanie.

EPM 0od -25°C do -15°C Rozmraza¢ na lodzie przez 1 godzine. Odwrdci¢, aby
wymieszag, a nastepnie kréotko odwirowad. Odtozyé na
16d.

PPC od -25°C do -15°C Rozmrazaé na lodzie przez 1 godzine. Wymieszaé

mieszadtem wirowym, nastepnie krotko wirowad.
Odtozy¢ na léd.

Dokument nr 200019584 wer. 02 POL 43272

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT



Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

2. Podgrzaé wstepnie jeden inkubator do mikropréobek z wktadka bloku grzejnego MIDI, aby inkubowac ptytke
na prébki do jednej z wymienionych ponizej temperatur. Do wstepnego podgrzania bufora EEW mozna uzy¢
opcjonalnego drugiego inkubatora do mikroprébek. Ustawi¢ bufor EEW na gdrze wkiadki bloku grzejnego
MIDI.

* [FFPE] 58°C

* [80 merdéw na panele sond] 58°C

* [Rozpoznawanie wariantdw somatycznych] 58°C
* [Wszystkie inne] 62°C

Procedura

Wychwytywanie

1. Doda¢ SMB3 do odpowiedniego dotka nowej ptytki MIDI w opisany ponizej sposéb.

* [Wysokiej jakosci gDNA] Dodaé 250 ul SMB3.
* [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] Dodac¢ 62,5 pul SMB3.

2. Uzywajac pipety ustawionej na 100 pl w przypadku wysokiej jakosci gDNA lub na 25 pl w przypadku prébek
FFPE, przenies¢ kazda pulowang biblioteke z 96-dotkowej ptytki PCR do odpowiedniego dotka nowej ptytki
MIDI .

Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 4 minuty.

W przypadku rozpryskania nalezy krotko odwirowac ptytke.

Umiesci¢ ptytke pulowanych bibliotek na wktadce bloku grzejnego MIDI w inkubatorze do mikroprébek, pod
probdwka z buforem EEW, zamkng¢ pokrywe, a nastepnie inkubowac przez 15 minut w odpowiedniej
temperaturze:

* [FFPE] 58°C

* [80 merdéw na panel sond] 58°C

* [Rozpoznawanie wariantéw somatycznych] 58°C

* [Wszystkie inne] 62°C

6. Wyjac ptytke pulowanych bibliotek i wirowac z predkoscig 280 x g przez 30 sekund.

Umiescic¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

8. [Wysokiej jakosci gDNA] Uzy¢ pipety ustawionej na objetos¢ 200 pl, aby usunagd¢ i wylaé caty nadsgcz
z kazdego dotka bez naruszania osadu kulek.

9. [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] Uzy¢ pipety ustawionej na objetosé 90 pl, aby usungé i wylac¢ caty

nadsgcz z kazdego dotka bez naruszania osadu kulek.

10. Usuna¢ pozostaty nadsgcz i wyla¢ go.
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Plukanie

1. Zdjaé ptytke ze statywu magnetycznego.

2. [Wysokiej jakosci gDNA] Szybko usungé EEW z inkubatora do mikroprébek i doda¢ 200 ul do kazdego
dofka.

3. [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] Szybko usungé EEW z inkubatora do mikroprébek i dodaé 50 pl do
kazdego dotka.

4. Niewykorzystany EEW nalezy umiesci¢ w inkubatorze do mikroprébek i ogrzewac.
Natozy¢ folie uszczelniajgca i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty.

6. Umiescié¢ ptytke na prébki na wktadce bloku grzejnego MIDI w inkubatorze do mikroprébek, pod probdwka
z buforem EEW, zamkng¢ pokrywe, a nastepnie inkubowac przez 5 minut w odpowiedniej temperaturze:

* [FFPE] 58°C

[80 merdéw na panele sond] 58°C
* [Rozpoznawanie wariantdw somatycznych] 58°C
* [Wszystkie inne panele] 62°C

7. Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekagd, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

8. Zapomoca pipety ustawionej na 200 ul w przypadku wysokiej jakosci gDNA lub 50 pl w przypadku FFPE
usunac i wyla¢ caty nadsacz z kazdego dotka.

9. Powtdrzy¢ czynnosci 1-8 dwukrotnie, wykonujac tgcznie trzy ptukania.
Plukanie podczas przenoszenia

1. Zdjaé ptytke ze statywu magnetycznego.
2. [Wysokiej jakosci gDNA] Szybko usungé EEW z inkubatora do mikroprébek i doda¢ 200 ul do kazdego
dofka.

3. [gDNA wyekstrahowane z probek FFPE] Szybko usungé EEW z inkubatora do mikroprébek i dodaé 50 ul do
kazdego dotka.

4. Natozy¢ folie uszczelniajgcg i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty. W przypadku
rozpryskiwania nalezy zmniejszy¢ predkos¢ do 1600 obr./min.

5. Przenies¢ roztwor zawieszonych kulek do nowej ptytki MIDI.
Pewna ilo$¢ probki moze pozostaé w dotkach.

A PRZESTROGA

Przeniesienie odczynnika minimalizuje przenoszenie pozostatych odczynnikéw, ktére moga
hamowac dalszy proces PCR.

6. Umiescié ptytke z probka na wktadce bloku grzejnego MIDI w inkubatorze do mikroprébek, zamkngé
pokrywe, a nastepnie inkubowac przez 5 minut w odpowiedniej temperaturze:

*  [FFPE] 58°C
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10.
1.
12.

* [80 merdw na panele sond] 58°C

* [Rozpoznawanie wariantéw somatycznych] 58°C

* [Wszystkie inne] 62°C

Umiescié ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).

Za pomoca pipety ustawionej na 200 pl w przypadku wysokiej jakosci gDNA lub 50 pl w przypadku FFPE
usunag¢ i wyla¢ caty nadsacz z kazdego dotka.

Odwirowac ptytke z predkoscig 280 x g przez 30 sekund.
Umiesci¢ na statywie magnetycznym na ptytki MIDI na 10 sekund.
Uzy¢ pipety 20 ul, aby usunaé i wyla¢ pozostatosci ptynu z kazdego dotka.

Natychmiast przej$s¢ do punktu Elucja na stronie 46, aby zapobiec nadmiernemu wysuszeniu kulek i utracie
uzysku biblioteki.

Elucja

1.

© © N O U A ®N
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Aby przygotowacé mieszanine wyjsciowg do elucji, nalezy przygotowaé wymienione ponizej objetosci.
Pomnozy¢ kazdg objetosc¢ przez liczbe przetwarzanych bibliotek pulowanych.

* EE1(28,5ul)

e HP3(1,5ul)

Dodatkowy nadmiar odczynnika jest uwzgledniony w objetosci.

Wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko odwirowac.

Zdjac ptytke MIDI ze statywu magnetycznego.

Doda¢ 23 ul mieszaniny wyjsciowej do elucji do kazdego dotka.

Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowa¢ ptytke w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

Wirowac z predkoscig 280 x g przez 30 sekund.

Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).
Przenies¢ 21 ul nadsaczu z ptytki MIDI do odpowiedniego dotka nowej 96-dotkowej ptytki PCR.

. Wyrzucic¢ ptytke MIDI.

. Doda¢ 4 ul ET2 do kazdego dotka zawierajgcego 21 ul nadsaczu.

. Ustawi¢ pipete na 20 ul i powoli pipetowac kazdy dotek 10 razy, aby wymieszac.

. Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
14.

Inkubowa¢ ptytke w temperaturze pokojowej przez 1 minute.

Amplifikacja biblioteki wzbogaconej

Ten etap wykorzystuje metode PCR do amplifikacji wzbogaconej biblioteki.
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Materiaty eksploatacyjne
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Folia uszczelniajgca

Przygotowanie

1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Element Przechowywanie Instrukcje

EPM od -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze 4°C lub na lodzie przez 1 godzine.
Odwrdci¢, aby wymieszac, a nastepnie krétko odwirowac.
Odtozyé na lod.

PPC od -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze 4°C na lodzie przez 1 godzine.
Wymieszaé mieszadtem wirowym, nastepnie krétko wirowac.
Odtozy¢ na I4d.

2. Zapisac przedstawiony ponizej program AMP w termocyklerze, uzywajgc odpowiedniej liczby cykli PCR
wskazanej w tabeli ponizej.

*  Wybrac opcje podgrzewania pokrywy i nastawic jg na 100°C.
* Ustawic objetosé reakcji na 50 pl.
* 98°C przez 45 sekund
*  (X) cykli o nastepujgcych parametrach:
* 98°C przez 30 sekund
* 60°C przez 30 sekund
* 72°Cprzez 30 sekund
* 72°Cprzez 5 minut

* Utrzymac¢ w temperaturze 10°C
Catkowity czas przebiegu to ok. 35 minut.

Typ probki i panelu (X) cykli
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) do wysokiej jakosci gDNA 10
lllumina Exome Panel (CEX) do prébek FFPE 12
Wszystkie inne probki i panele 121234

TMozna dostosowac do 15 cykli w przypadku matych paneli innych firm poprzez pézniejszg optymalizacje.
W przypadku korzystania z probek FFPE liczbe cykli mozna dostosowacd do 17.
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2 Mozna dostosowac do 17 cykli w przypadku paneli innych firm, ktére majg tylko 500 sond. W przypadku korzystania
z prébek FFPE liczbe cykli mozna dostosowac¢ do 19.

3 Mozna dostosowac do 14 cykli w przypadku prébek FFPE.

4 Zwiekszenie liczby cykli PCR moze skutkowa¢ wyzszym wspotczynnikiem duplikacji i mniejszymi rozmiarami
fragmentéw w przypadku prébek FFPE.

Procedura

Dodac¢ 5 pl PPC do kazdego dotka.

Dodac¢ 20 ul EPM do kazdego dotka.

Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzasac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
Wirowac ptytke z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

o oawoN e

Umiesci¢ na wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomié program AMP.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

Na czas przerwy w wykonywaniu testéw nalezy przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C nie dtuzej niz
przez dwa dni. Alternatywnie pozostawi¢ na termocyklerze przez czas do 24 godzin.

Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki wzbogaconej

Ten etap wykorzystuje kulki oczyszczajgce do oczyszczenia wzbogaconej biblioteki i usuniecia niepozgdanych
produktéw.

Materiaty eksploatacyjne

* CB (kulki czyszczace)

* RSB (bufor do ponownego zawieszania)
* Swiezo przygotowany 80% etanol (EtOH)
* Folie uszczelniajgce

* 96-dotkowa ptytka MIDI

* 96-dotkowa ptytka PCR

* Statyw magnetyczny na ptytke MIDI

Informacje o odczynnikach
* Kulki oczyszczajgce
* Przed kazdym uzyciem wymiesza¢ mieszadtem wirowym.
* Czesto miesza¢ mieszadtem wirowym, aby sie upewnic¢, ze kulki sg rownomiernie roztozone.

* Aspirowad i dozowac powoli ze wzgledu na lepkos$¢ roztworu.
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Przygotowanie

1. Przygotowadé wymienione ponizej materiaty eksploatacyjne.

Element Przechowywanie Instrukcje

CB Temperatura Wymieszaé mieszadtem wirowym i odwrdcié, aby wymieszad,
pokojowa az kolor ptynu bedzie jednorodny.

RSB od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Wymieszac¢ przez

worteksowanie.

2. Przygotowacd swiezy 80% roztwor EtOH z absolutnego etanolu.

Procedura

1. Wirowac ptytke PCR z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

2. Wymieszacé mieszadtem wirowym CB 3 razy przez 10 sekund, a nastepnie odwrécic.

3. Dodac 40,5 pl CB do kazdego dotka lub nowej ptytki MIDI.

4. Przenies¢ 45 pl z kazdego dotka ptytki PCR do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI.

5. Natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i wytrzagsac z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

6. Inkubowac ptytke MIDI w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

7. Wirowac z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.

8. Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (5 minut).
9. Zapomocg pipety ustawionej na 95 pl z kazdego dotka usung¢ caty nadsacz i wyla¢ go.

—_
o

. Ptuka¢ dwa razy w opisany ponizej sposob.

a. Umiescic ptytke na statywie magnetycznym i doda¢ 200 ul Swiezo przygotowanego 80% EtOH bez
mieszania.

b. Inkubowac przez 30 sekund.

c. Usunagdiwylaé caty nadsgcz bez naruszania kulek.
11. Pozostawi¢ przez 5 minut na statywie magnetycznym w celu wyschniecia na powietrzu.
12. Suszac na powietrzu, uzy¢ pipety 20 pl, aby usunad i wylaé pozostatosci EtOH z kazdego dotka.
13. Zdjg¢ ze statywu magnetycznego i dodaé 32 pl RSB do kazdego dotka.
14. Natozy¢ folie uszczelniajgcg na ptytke i wytrzgsacd z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.
15. Inkubowac ptytke w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
16. Wirowa¢ z predkoscig 280 x g przez 10 sekund.
17. Umiesci¢ ptytke MIDI na statywie magnetycznym i odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (2 minuty).
18. Przenies¢ 30 ul nadsgczu z 96-dotkowej ptytki MIDI do odpowiedniego dotka nowej ptytki PCR.
19. Wyrzuci¢ ptytke MIDI.
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PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury natozy¢ folie uszczelniajgca na ptytke i przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 7 dni.

Sprawdzanie bibliotek wzbogaconych

Aby oznaczy¢ ilosciowo wejsciowy dwuniciowy gDNA, nalezy uzy¢ metody opartej na fluorescencji, ktéra
wykorzystuje barwnik interkalujgcy. Unika¢ metod pomiaru catkowitego kwasu nukleinowego, takich jak
NanoDrop lub innych metod pomiaru absorbancji UV.

1. Przeanalizowaé 1 ul wzbogaconych bibliotek, uzywajgc wtasnej metody kwantyfikaciji.

UWAGA Catkowita molarno$¢ sondy wptywa proporcjonalnie na uzysk biblioteki po wzbogaceniu.

Nalezy spodziewac sie sredniej wielkosci fragmentu 125-235 bp i rozktadu fragmentéw DNA w zakresie
wielkos$ci od ok. 200 bp do ok. 1000 bp.

Rozcienczanie bibliotek do stezenia poczatkowego

Ten etap polega na rozcieiczaniu bibliotek do stezenia poczgtkowego dla posiadanego systemu
sekwencjonowania i jest pierwszym krokiem w rozcieficzeniu seryjnym. Po rozcieficzeniu do stezenia
poczatkowego biblioteki sg gotowe do denaturacji i rozcieficzenia do koricowego stezenia tadowania.

Do sekwencjonowania, niezaleznie od uzywanego panelu sond wzbogacajgcych, firma lllumina zaleca

skonfigurowanie przebiegu w trybie sparowanych koricéw ze 151 cyklami na odczyt (2 x 151) i 10 cyklami na

odczyt indeksowy. Jesli uzytkownik chce uzyskac¢ mniej naktadajgcych sie odczytow lub mniegj

nieprzetworzonego pokrycia, mozna ograniczy¢ sekwencjonowanie do 2 x 126 lub 2 x 101.

1. Wartos¢ molarng biblioteki lub pulowanych bibliotek nalezy obliczy¢, korzystajgc z podanego ponize;j
wzoru.

* W przypadku bibliotek zakwalifikowanych na analizatorze fragmentédw DNA nalezy uzy¢ wielkosci
sredniej otrzymanej dla biblioteki.

* W przypadku wszystkich innych metod kwalifikacji nalezy uzy¢ 350 bp jako wielkosci sredniej biblioteki.

ng/uix10° _ Molarnosé
660 —S— w Srednia wielkos¢ biblioteki — (nM)
mol (bp)

Na przyktad: jesli stezenie biblioteki wynosi 20 ng/ul, a wielkos¢ srednia wynosi 350 bp, wynikowa wartosé
molarnosci wynosi 86,58 nM.

20ng /ulx10°

LB
660 ey 350(bp)

= 86,58(nM)

2. Uzywajac wartosci molarnosci, nalezy obliczy¢ objetosci RSB i biblioteki potrzebne do rozcienczenia
bibliotek do stezenia poczatkowego dla danego systemu.
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Minimalna .. -
System . . ., Stezenie poczatkowe Ostateczne stezenie
sekwencjonowania wymagana objetosc (nM) tadowania (pM)
biblioteki (ul)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqgDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) lub 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM to stezenie poczagtkowe w odniesieniu do ostatecznego stezenia tadowania
350 pM. W razie potrzeby dostosowac ostateczne stezenie tadowania zgodnie z ponizszg tabela.

Ostateczne stezenie Stezenie spulowanej
tadowania (pM) biblioteki (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Rozcienczyc biblioteki za pomoca RSB:

* Biblioteki oznaczone ilosciowo jako multipleksowana pula bibliotek — rozcienczy¢ pule do stezenia
poczatkowego dla danego systemu.

* Biblioteki oznaczone ilosciowo indywidualnie — rozcienczy¢ kazda biblioteke do stezenia
poczatkowego dla danego systemu. Dodac 10 pul kazdej rozcienczonej biblioteki do probdwki, aby
utworzy¢ multipleksowang pule bibliotek.

4. Postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi denaturacji i rozcienczania dla danego systemu, aby
rozcienczy¢ do ostatecznego stezenia tadowania.

* Informacje na temat systemu NextSeq 550Dx - patrz Przygotowanie sekwencjonowania w systemie
NextSeq 550Dx na stronie 52.

* Informacje na temat systemu MiSeqDx mozna znalez¢ w czesci Przygotowanie sekwencjonowania
MiSeqgDx na stronie 54.

* Informacje na temat systemu NovaSeq 6000Dx mozna znalezé w czesci Przygotowanie
sekwencjonowania w systemie NovaSeq 6000Dx na stronie 55.
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Ostateczne stezenie tadowania jest punktem wyjscia i stanowi ogdlng wytyczna. Nalezy zoptymalizowad
stezenia pod katem procedury i metody oznaczania ilosciowego w kolejnych przebiegach
sekwencjonowania lub przez miareczkowanie komory przeptywowej.

Przygotowanie sekwencjonowania w systemie NextSeq
550Dx

Nalezy skorzystac z ponizszych instrukcji dotyczacych denaturacji i rozciericzania bibliotek do
sekwencjonowania w systemie sekwencjonowania NextSeq 550Dx.

Materiaty eksploatacyjne
* HT1 (bufor hybrydyzacyjny)
* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Przygotowanie

Przygotowac swiezy roztwér 0,2N NaOH do denaturaciji bibliotek do sekwencjonowania. Przygotowuje sie
dodatkowg objetosé, aby niewielkie btedy pipetowania nie miaty wptywu na ostateczne stezenie NaOH.

A PRZESTROGA

Swiezo rozcienczony 0,2N NaOH jest niezbedny w procesie denaturacji. Nieprawidtowa denaturacja
moze zmniejszy¢ wydajnosgé.

1. W probdéwce do mikrowiréwki wymieszaé podane ponizej objetosci, aby rozcienczy¢ 1N NaOH do 0,2N
NaOH:

1. Przygotowac¢ wymienione ponizej materiaty eksploatacyjne.

Element Przechowywanie Instrukcje

HT1 od -25°C do -15°C Rozmrazad¢ w temperaturze pokojowej. Przechowywaé w temperaturze od
2°C do 8°C. Wyja¢ z lodoéwki tuz przed rozcienczeniem zdenaturowanych
bibliotek.

2. W celu przygotowania swiezego rozcieficzenia NaOH nalezy wymieszaé w probéwce do mikrowirdwki
podane ponizej objetosci:
* Woda o jakosci laboratoryjnej (800 pl)
* 1N NaOH (200 pl)
W wyniku tego uzyskuje sie 1 ml 0,2N NaOH.

3. Odwréci¢ probdéwke kilkakrotnie w celu zmieszania.
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4. W celu przygotowania 200 mM Tris-HCI o pH 7,0 nalezy wymiesza¢ w probéwce do mikrowiréwki podane
ponizej objetosci.
* woda o jakoscilaboratoryjnej (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
W wyniku tego uzyskuje sie 1 ml 200 mM Tris-HCl o pH 7,0.

UWAGA Proboéwka powinna by¢ zamknieta zatyczka. Uzy¢ swiezego rozcienczenia w ciggu 12 godzin.

Denaturacja bibliotek

1. W probowce do mikrowiréwki nalezy wymieszac podane ponizej objetosci biblioteki i Swiezo
rozcienczonego 0,2N NaOH.

* 10 ul biblioteki
* 10l 0,2N NaOH
Krotko wymieszacé mieszadtem wirowym, a nastepnie wirowac¢ z predkoscig 280 x g przez 1 minute.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
4. Dodac¢ 10 ul 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Rozcienczanie zdenaturowanych bibliotek do stezenia 20 pM

1. Dodac¢ 970 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki zawierajgcej zdenaturowane biblioteki.
W wyniku tego uzyskuje sie zdenaturowang biblioteke 20 pM.

Krétko wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie wirowac z predkoscig 280 x g przez 1 minute.

3. Umiescié biblioteki o stezeniu 20 pM na lodzie do momentu uzyskania gotowosci do przejscia do
koricowego rozcienczania.

Rozcienczanie bibliotek do stezenia tadowania

1. Dodac¢ podane ponizej objetosci, aby rozcienczy¢ zdenaturowany roztwér biblioteki o stezeniu 20 pM do
stezenia 1,2 pM.

* Zdenaturowany roztwor biblioteki (78 pl)
* Wstepnie schtodzony HT1 (1222 pl)
Catkowita objetos¢ wynosi 1,3 ml przy stezeniu 1,2 pM.
2. Odwréci¢, aby wymieszad, a nastepnie odwirowacd pulsacyjnie.

3. Przejs¢ do sekwencjonowania. Patrz Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu:
7000000009513).
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Przygotowanie sekwencjonowania MiSeqDx

Nalezy skorzystac¢ z ponizszych instrukcji dotyczacych denaturaciji i rozcieficzania bibliotek do
sekwencjonowania w systemie sekwencjonowania MiSeqDx.

Materiaty eksploatacyjne
* HT1 (bufor hybrydyzacyjny)
* 1IN NaOH

Przygotowanie

Przygotowad swiezy roztwér 0,2N NaOH do denaturaciji bibliotek do sekwencjonowania. Przygotowuje sie
dodatkowa objetosé, aby niewielkie btedy pipetowania nie miaty wptywu na ostateczne stezenie NaOH.

A PRZESTROGA

Swiezo rozciericzony 0,2N NaOH jest niezbedny w procesie denaturacji. Nieprawidtowa denaturacja
moze zmniejszy¢ wydajnosgé.

1. W probowce do mikrowiréwki wymieszac podane ponizej objetosci, aby rozcienczy¢ 1N NaOH do 0,2N
NaOH:

1. Przygotowacé wymienione ponizej materiaty eksploatacyjne.

Element Przechowywanie Instrukcje

HT1 od -25°C do -15°C Rozmrazaé w temperaturze pokojowej. Przechowywad
w temperaturze od 2°C do 8°C. Wyja¢ z lodowki tuz przed
rozcienczeniem zdenaturowanych bibliotek.

2. W celu przygotowania $wiezego rozcieniczenia NaOH nalezy wymiesza¢ w probowce do mikrowiréwki
podane ponizej objetosci:
* Woda o jakosci laboratoryjnej (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
W wyniku tego uzyskuje sie 1 ml 0,2N NaOH.

UWAGA Probdwka powinna by¢ zamknieta zatyczka. Uzy¢ $wiezego rozcienczenia w ciggu 12 godzin.
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Denaturacja biblioteki 4 nM

1. W probdéwce do mikrowiréwki nalezy wymiesza¢ podane ponizej objetosci.
* Biblioteka 4 nM (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

illumina

2. Krotko wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie wirowac z predkoscig 280 x g przez 1 minute.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Dodac¢ 990 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki zawierajgcej zdenaturowang biblioteke.

W wyniku tego uzyskuje sie 1 ml zdenaturowanej biblioteki 20 pM.

Rozcienczanie zdenaturowanej biblioteki do stezenia 20 pM

1. Rozcienczy¢ do zgdanego stezenia, uzywajgc wymienionych ponizej objetosci.

Stezenie 6 pM 8 pM M0pM 1 pM 12pM
Biblioteka 20 pM 180l 240pl 300ul  330p 360 pl
Wstepnie schtodzony HT1 4201 360l 300l 270l 240yl

2. Odwréci¢, aby wymieszac, a nastepnie odwirowac pulsacyjnie.

15 pM
450 pl
150 pl

20 pM
600 ul
O ul

3. Przejs¢ do sekwencjonowania. Instrukcje — patrz Instrukcja obstugi aparatu MiSeqDx z oprogramowaniem

MOS w wer. 4 (nr dokumentu: 1000000157953).

Przygotowanie sekwencjonowania w systemie NovaSeq

6000Dx

Nalezy skorzysta¢ z ponizszych instrukcji dotyczacych denaturacji i rozciericzania bibliotek do

sekwencjonowania w systemie sekwencjonowania NovaSeq 6000Dx.

Materiaty eksploatacyjne

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (bufor do ponownego zawieszania)

* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

*  Probdwka na biblioteke NovaSeq 6000Dx
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Przygotowanie
Przygotowac swiezy roztwér 0,2N NaOH do denaturaciji bibliotek do sekwencjonowania. Przygotowuje sie
dodatkowg objetos¢, aby niewielkie btedy pipetowania nie miaty wptywu na ostateczne stezenie NaOH.
A PRZESTROGA
Swiezo rozcienczony 0,2N NaOH jest niezbedny w procesie denaturacji. Nieprawidtowa denaturacja
moze zmniejszy¢ wydajnosg.
1. W probdwce do mikrowiréwki wymieszaé podane ponizej objetosci, aby rozcieficzy¢ 1N NaOH do 0,2N
NaOH:
Tabelad4 Tryb S2

Odczvnnik Objetosé w jednej komorze Objetosé w dwoch komorach
! przeptywowej (pl) przeptywowych (ul)

Woda o jakosci 40 80

laboratoryjnej

Roztwor 10 20

podstawowy

TN NaOH

Z tych objetosci uzyskuje sie 50 pl 0,2N NaOH do jednej komory przeptywowej oraz 100 pl 0,2N NaOH do
dwdéch komér przeptywowych.

Tabela5 Tryb S4

Odezvnnik Objetosé¢ w jednej komorze Objetosé¢ w dwoch komorach
J przeptywowej (ul) przeptywowych (ul)

Woda o jakosci 80 160

laboratoryjnej

Roztwér 20 40

podstawowy

1N NaOH

Z tych objetosci uzyskuje sie 100 ul 0,2N NaOH do jednej komory przeptywowej oraz 200 ul 0,2N NaOH do
dwdéch komoér przeptywowych.

2. Odwrdécic kilka razy, aby wymieszac, lub doktadnie wymieszac¢ mieszadtem wirowym.
UWAGA Probdéwka powinna by¢ zamknieta zatyczka. Uzy¢ $wiezego rozcienczenia w ciggu 12 godzin.

Tworzenie puli znormalizowanych bibliotek

Stezenie tadowania moze sie rézni¢ w zaleznosci od metody przygotowania, kwantyfikacji i normalizaciji
biblioteki.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Ponizsze instrukcje dotyczg normalizacji bibliotek do odpowiedniego stezenia, a nastepnie pulowania bibliotek.
Biblioteki sekwencjonowane w tej samej komorze przeptywowej muszg zostaé potgczone w jedng
znormalizowang pule.

UWAGA Maksymalna liczba prébek, ktére mozna umiescié na jednym pasie w przebiegu z uzyciem zestawu
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, wynosi 192. To ograniczenie wynika z catkowitej liczby
indekséw UD w zestawach A i B.

Normalizacja bibliotek do pulowania

1. Okresli¢ wymagane stezenie pulowanej biblioteki w zaleznosci od docelowego ostatecznego stezenia
tadowania.

* Jezeli ostateczne stezenie fadowania wynosi 350 pM, wymagane stezenie spulowanej biblioteki wynosi
1,75 nM.

* Aby okresli¢ stezenie spulowanej biblioteki w odniesieniu do odmiennego ostatecznego stezenia
tadowania — patrz Rozciericzanie bibliotek do stezenia poczgtkowego na stronie 50.

2. Znormalizowa¢ biblioteki do docelowego stezenia spulowanej biblioteki przy uzyciu 10 mM Tris-HCI
(pH = 8,5).
Informacje o rozciericzaniu bibliotek do odpowiedniego stezenia — patrz Kalkulator pulowania na stronie
internetowej firmy lllumina.

Zalecane stezenia tadowania

Optymalne stezenie tadowania DNA zalezy od typu biblioteki i rozmiaru insertu. W przypadku bibliotek > 450 bp
konieczne moze by¢ zastosowanie wyzszych stezen tadowania.

Pulowanie znormalizowanych bibliotek i dodawanie opcjonalnej kontroli PhiX

1. Potaczyc¢ odpowiednig objetosc kazdej znormalizowanej biblioteki w nowej probéwce do mikrowiréwki, aby
uzyskac jedng z nastepujgcych objetosci ostatecznych:

Tryb Objetos¢ ostateczna (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Opcjonalnie] Doda¢ 1% niedenaturowanej kontroli PhiX> typu spike-in w opisany ponizej sposoéb.
a. Rozcienczy¢ kontrole PhiX o stezeniu 10 nM do 2,5 nM przy uzyciu 10 mM Tris-HCI (pH = 8,5).

b. Dodac do probdwki z pulg niedenaturowanych bibliotek odpowiednig objetos¢ niedenaturowanej
kontroli PhiX o stezeniu 2,5 nM.

Dokument nr 200019584 wer. 02 POL 57272

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT


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

Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Trvb Niedenaturowana kontrola PhiX o stezeniu Pula niedenaturowanych
¥ 2.5 nM (ul) bibliotek (ul)

S2 0,9 150

sS4 1,9 310

Podczas dodawania kontroli PhiX zaleca sie stosowac ilo$¢ réwng 1%, aby uzyskac odpowiednio
zbalansowane biblioteki. W przypadku bibliotek o niskiej réznorodnosci moze by¢ wymagana wigksza ilos¢é.
Aby uzy¢ kontroli PhiX z bibliotekami o niskiej réznorodnosci, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina w celu uzyskania wskazowek.

Denaturacja puli bibliotek i opcjonalnej kontroli PhiX

1. Dodac¢ 0,2N NaOH do probowki puli niedenaturowanych bibliotek i opcjonalnej kontroli PhiX w opisany
ponizej sposéb.

Komora Pula niedenaturowanych

0,2N NaOH o Uzyskana objetos¢
przeptywowa bibliotek (uI)
S2 37 150 187 ullub 187,9 pl
z kontrolg PhiX
S4 77 310 387 pllub 388,9 pl

z kontrolg PhiX

Zamknac¢, a nastepnie krotko wymieszaé mieszadtem wirowym.
Wirowac z predkoscig 280 x g przez maksymalnie 1 minute.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 8 minut w celu denaturacji.

SEE NS

W celu neutralizacji doda¢ 400 mM Tris-HCI (pH = 8,0) w opisany ponizej sposob.
Tryb 400 mM Tris-HCI; pH 8,0 (ul) Uzyskana objetos¢

S2 38 225 pllub 225,9 ul z kontrolg PhiX

S4 78 465 l lub 466,9 pl z kontrolg PhiX

6. Zamknag¢, a nastepnie krétko wymieszaé mieszadtem wirowym.
7. Wirowacé z predkoscig 280 x g przez maksymalnie 1 minute.

8. Przenies¢ catg objetos¢ zdenaturowanej biblioteki lub zdenaturowanej biblioteki i kontroli PhiX do probdéwki
na biblioteke NovaSeq 6000Dx.

9. Przej$¢ do sekwencjonowania. Instrukcje — patrz NovaSeq 6000Dx Instrument Product Documentation
(Dokumentacja dotyczaca aparatu NovaSeq 6000Dx) (nr dokumentu: 200010105).
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina

DNA Prep with Enrichment Dx

Rozwigzywanie problemow

Aby rozwigzaé problemy wystepujgce podczas procedury, nalezy skorzystaé z ponizszej tabeli. Jesli przebieg
sekwencjonowania lub przygotowanie biblioteki dla préobki dwukrotnie zakoriczy sie niepowodzeniem, do
rozwigzania problemu moga by¢ konieczne dodatkowe czynnosci. Skontaktowacd sie z pomocg techniczng

firmy lllumina.

Obserwacja Mozliwa przyczyna
Przebieg Btad w procedurze
sekwencjonowania nie testu zwigzany
spetnia specyfikacji kontroli z dziataniem
jakosci przebiegu uzytkownika lub

wyposazeniem
laboratoryjnym

Problem zwigzany
Z aparatem
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Zalecane dziatanie

Nalezy przeprowadzi¢ kwalifikacje wzbogaconych
biblioteki, aby zapewni¢ odpowiedni uzysk biblioteki

i dystrybucje wielkosci fragmentow. Powtorzyé
przygotowanie biblioteki poczgwszy od jednej

Z ponizszych czynnosci, w zaleznosci od tego, w ktérym
miejscu wystagpit btgd zwigzany ze sposobem uzycia lub
wyposazeniem. Jesli wystagpit nieznany btad lub inne
btedy, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina, aby rozwigzac problem
zZwigzany z przebiegiem.

» Ponowne sekwencjonowanie bibliotek. Patrz
Przygotowanie sekwencjonowania w systemie NextSeq
550Dx na stronie 52, Przygotowanie sekwencjonowania
MiSeqDx na stronie 54 lub Przygotowanie
sekwencjonowania w systemie NovaSeq 6000Dx na
stronie 55.

» Ponowne wzbogacanie bibliotek. Patrz Sondy do
hybrydyzacji na stronie 38.

» Rozpoczac przygotowanie biblioteki od poczatku
procedury. Patrz Instrukcja uzytkowania na stronie 22.

Skontaktowac sie z pomocg techniczng firmy lllumina.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina

DNA Prep with Enrichment Dx

Obserwacja Mozliwa przyczyna
Btad zwigzany Problem zwigzany

Z generowaniem pliku Z oprogramowaniem
FASTQ lub ogdlny btad lub aparatem

systemu sekwencjonowania
(np. btad sieci, btedy
tadowania/roztadowywania
odczynnikéw itp.)

Biblioteka DNA nie generuje Wymagania
wystarczajgcego uzysku do dotyczgce poziomu
tadowania wejsciowego probki
sekwencjonowania nie zostaty spetnione

Btagd w procedurze
testu zwigzany ze
sposobem uzycia lub
wyposazeniem

Wymagania
dotyczgce panelu
sond
wzbogacajgcych nie
zostaty spetnione
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Zalecane dziatanie

Patrz Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego
menedzera przebiegu (nr dokumentu: 100000002702),
aby uzyska¢ pomoc w generowaniu plikéw FASTQ, lub
Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu:
71000000009513), Instrukcja obstugi aparatu MiSeqDx

z oprogramowaniem MOS w wer. 4 (nr dokumentu:
1000000157953) lub NovaSeq 6000Dx Instrument
Product Documentation (Dokumentacja dotyczaca
aparatu NovaSeq 6000Dx) (nr dokumentu: 200010105).
Aby uzyskaé¢ dodatkowg pomoc, nalezy skontaktowad sie
z dziatem pomocy technicznej firmy Illlumina.

Zapewnic¢ odpowiedni poziom wejsciowy probki

i powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki.

Patrz Zalecenia dotyczgce probek wejsciowych na
stronie 19.

Powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki poczawszy od jednej
Z ponizszych czynnosci, w zaleznosci od tego, w ktérym
miejscu wystgpit btgd zwigzany ze sposobem uzycia lub
wyposazeniem. Jesli wystapit nieznany btad lub inne
btedy, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina, aby rozwigzaé problem
Zwigzany z przebiegiem.

» Ponowne sekwencjonowanie bibliotek. Patrz
Przygotowanie sekwencjonowania w systemie NextSeq
550Dx na stronie 52, Przygotowanie sekwencjonowania
MiSeqDx na stronie 54 lub Przygotowanie
sekwencjonowania w systemie NovaSeq 6000Dx na
stronie 55.

» Ponowne wzbogacanie bibliotek. Patrz Sondy do
hybrydyzacji na stronie 38.

» Rozpoczaé przygotowanie biblioteki od poczatku
procedury. Patrz Instrukcja uzytkowania na stronie 22.

Zapewni¢ odpowiedni panel sond wzbogacajgcych
i powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki.

Patrz Wymagania dotyczgce panelu sond
wzbogacajgcych na stronie 11.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Charakterystyka dziatania oznaczenia

Informacje o charakterystyce dziatania aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application
w przypadku stosowania z aparatem NovaSeq 6000Dx - patrz Ulotka dotgczona do opakowania aparatu
NovaSeq 6000Dx (nr dokumentu: 200025276).

Dziatanie z panelami catego egzomu

Dziatanie panelu egzomu przetestowano przy uzyciu najnizszego (50 ng) i najwyzszego (1000 ng) zalecanego
wejsciowego Coriell Cell Line gDNA NA12878, ze sprawdzonym zestawem do wykrywania wariantow linii
zarodkowej (genom Coriell platinum). Jako reprezentatywnych paneli uzyto panelu egzomu 1 (45 Mb) i panelu
egzomu 2 (36,8 Mb). Przetestowano 24 powtdrzen technicznych za pomocg testu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx przy uzyciu panelu egzomu 1 (45 Mb) w dwdch 12-krotnych reakcjach wzbogacania.
Przetestowano 12 powtdrzen technicznych za pomoca testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx przy uzyciu
panelu egzomu 2 (36,8 Mb) w jednej 12-krotnej reakcji wzbogacania. Wzbogacone biblioteki poddano
sekwencjonowaniu w systemie sekwencjonowania NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx
lokalnego menedzera przebiegu.

W ponizszej tabeli przedstawiono srednie wartosci metryk wydajnosci sekwencjonowania wtérnego
i wykrywania wariantow dla powtdrzen technicznych testowanych z kazdym panelem.

Tabela 6 Dziatanie testu z dwoma panelami catego egzomu

Wzboga-
cenie
! . Mediana . .
dopetnia- L. , . . . Wykrywanie Precyzja
Jednorodnos¢ diugosci Wykrywanie Precyzja ) L, ) o,
Panel nych ) polimorfizméow polimorfizmow
) pokrycia frag- SNV! SNV?2 . .
unikal- , typu indel’ typu indel?
mentow
nych
odczytow
Panel 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
egzomu 1
(45 Mb)
Panel 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
egzomu 2
(36,8 Mb)

TWykrycie = dodatnie/(prawdziwie dodatnie + fatszywie ujemne)
2 Precyzja = prawdziwie dodatnie/(prawdziwie dodatnie + fatszywie dodatnie)
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Granica wykrywalnosci

Do zbadania granicy wykrywalnosci uzyto wzorca referencyjnego DNA Horizon HD799. HD799 skfada sie

z umiarkowanie uszkodzonego DNA poddanego dziataniu formaliny ze znanymi warto$ciami SNV o czestosci
alleli w zakresie 1-24,5%. Wykorzystano najnizszg zalecang wartos¢ wejsciowego DNA (50 ng) i oceniono
czestotliwos¢ wykrywania wariantdw SNV na poziomie = 5,0% czestosci allelu wariantu (VAF). Przetestowano
16 powtdrzen technicznych za pomoca testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx z uzyciem procedury FFPE,
wzbogaconego howotworowym panelem wzbogacajgcym (1,94 Mb) w 16 wzbogaceniach (1-krotnych),

a nastepnie poddano sekwencjonowaniu w aparacie NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx.

Wszystkie prébki spetnity swoiste dla panelu warunki wymagane do poprawnego dziatania testu, jak pokazano
w ponizszej tabeli.
Tabela7 Wymagania dotyczgce probki w kontekscie granicy wykrywalnosci

Czestotliwosé¢ wykrywania

o o Srednia
Panel wariantow SNV na poziomie ., X
> 5.0% VAF Jednorodnos¢ pokrycia
Nowotworowy panel 100% 99%
wzbogacajacy (1,94 Mb,
523 geny)

Substancje zaktocajace

Wptyw substancji potencjalnie zaktécajgcych oceniono za pomocg zestawu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx na podstawie wynikdw oznaczen uzyskanych w obecnosci substancji zaktécajgcych.

Zaktoécenia z krwig petng

Acetaminofen (zwigzek egzogenny, lek), kreatynina i tréjglicerydy (endogenne metabolity) byty testowane
przez dodanie ich do probek krwi ludzkiej przed ekstrakcjg DNA. Aby oceni¢ zaktdcenia wynikajgce z pobierania
krwi (krotkie pobieranie), do prébek krwi petnej dodano réwniez EDTA. Dodatkowo, aby ocenié zaktdcenia
wynikajgce z przygotowania probki, do DNA wyekstrahowanego z krwi petnej dodano etanol o czystosci
molekularnej.

W ponizszej tabeli przedstawiono stezenia testowe wedtug czynnika zaktécajgcego.

Tabela 8 Potencjalnie zaktdcajgce substancje i stezenia badane we krwi petnej
Substancja testowana Testowane stezenie

Acetaminofen 15,6 mg/dI*
Trzykrotnosé najwyzszego stezenia oczekiwanego po
podaniu dawki terapeutycznej leku.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Substancja testowana Testowane stezenie

Kreatynina 15 mg/dI*

Najwyzsze obserwowane stezenie w populacji.
Troéjglicerydy 1,5 g/dI*

Najwyzsze obserwowane stezenie w populaciji.

EDTA 6 mg/ml
Trzykrotnosé stezenia oczekiwanego we krwi pobranej do
probéwek z EDTA.

Etanol o czystosci molekularnej 15% v/v
W eluacie po ekstrakcji DNA.

* Zgodnie z CLSI EP37-ED1:2018

Na substancje zaktdcajgca przetestowano 12 powtdrzen technicznych za pomocg testu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, wzbogaconego panelem egzomu 1 (45 Mb) w pojedynczym (12-krotnym) wzbogaceniu,
a nastepnie poddano sekwencjonowaniu w aparacie NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx.

W przypadku badanych substancji wszystkie 12 prébek spetniato warunki wymagane do kontroli poprawnego
dziatania testu i nie zaobserwowano zadnych zaktdcen w dziataniu testu.

Zaktocenia z tkankag FFPE

Dwie probki FFPE jelita grubego badano w obecnoscii przy braku hemoglobiny w ilosci 0,1 mg na skrawek FFPE
o grubosci 10 um, aby zasymulowad najgorszy scenariusz zanieczyszczenia 50% prébki tkanki FFPE krwig

o wysokim stezeniu hemoglobiny. Prébki badano za pomoca testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx przy
zastosowaniu techniki nowotworowego panelu wzbogacajgcego 1 (1,94 Mb) jako panelu reprezentatywnego
we wzbogaceniach pojedynczych. Wzbogacone biblioteki poddano nastepnie sekwencjonowaniu w aparacie
NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx. Wszystkie probki spetniaty warunki wymagane do kontroli
poprawnego dziatania testu i wykazano, ze hemoglobina nie zaktdca wynikow testu.

Aby oceni¢ zaktdcenia wynikajgce ze sposobu przygotowania probki, do DNA wyekstrahowanego z préobki FFPE
tkanki raka pecherza moczowego dodano dwa zwigzki egzogenne. Testowane substancje egzogenne sg
roztworami do ekstrakcji powszechnie uzywanymi podczas procesu ekstrakcji DNA i sg wymienione wraz

z testowanymi ilosciami w ponizszej tabeli.

Roztwory testowanych substancji sg dostepne w handlu w zestawach do izolacji DNA metodg kolumienkows.

Tabela 9 Potencjalnie zakiocajgce substancje egzogenne i stezenia badane w prébkach FFPE

Substancja testowana Testowane stezenie (ul/30 pl eluatu)

Roztwor do deparafinizacji 113 x 1078

Bufor ptuczacy AW2 0,417
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Na substancje zaktdcajgca przetestowano osiem powtdrzen technicznych za pomoca testu lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx, wzbogaconego nowotworowym panelem wzbogacajgcym (1,94 Mb) we wzbogaceniach
pojedynczych, a nastepnie poddano sekwencjonowaniu w aparacie NextSeq 550Dx z modutem DNA
GenerateFASTQ Dx.

W przypadku obu badanych substancji wszystkie osiem probek spetniato warunki wymagane do kontroli
poprawnego dziatania testu i nie zaobserwowano zadnych zaktdécen w dziataniu testu.

Skazenie krzyzowe

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (zenskie, 10 probek), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (meskie, 12 prébek)

i kontrole ujemne (NTC, 2 probki) przetestowano za pomoca testu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

w haprzemiennym uktadzie ptytki. We wszystkich probkach zastosowano najwyzsze (1000 ng) zalecenie
dotyczgce wejsciowego gDNA jako najbardziej rygorystyczny warunek oceny zanieczyszczenia krzyzowego
probki. Testy zostaty przeprowadzone dwukrotnie przez dwéch niezaleznych operatoréw. Panel egzomu 1
(45 Mb) zastosowano w reakcjach wzbogacania 12-krotnego. Wzbogacone biblioteki poddano
sekwencjonowaniu w aparacie NextSeq 550Dx z modutem DNA GenerateFASTQ Dx. Ocene przeprowadzono,
analizujac pokrycie chromosomu Y swoistego dla mezczyzn w probkach pochodzacych od kobiet przez
poréwnanie z poziomami tta petnej ptytki prébek pobranych od kobiet, jak rowniez z odwzorowaniem indeksu
probek NTC.

Tabela 10 Wyniki dotyczgce zanieczyszczenia krzyzowego

Prébki pochodzace od kobiet z pokryciem
meskiego chromosomu Y < 3-krotnosci szumu Odwzorowanie indeksow w prébkach NTC
bazowego

100% < 0,0005%

Zatgcznik: Sekwencje adapterow do indeksowania
lllumina UD

Te unikalne podwdjne (UD) adaptery indeksowane sg umieszczone na ptytce w celu wymuszenia zalecane;j
strategii parowania. Adaptery indeksowane majg dtugosé 10 nukleotyddw, zamiast typowych o$miu
nukleotyddw.

Adaptery do indeksowania 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptery do indeksowania 2 (i5)
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [i15] TCGTCGGCAGCGTC

Ponizsza sekwencja jest uzywana do przycinania adaptera odczytu 1iodczytu 2.

CTGTCTCTTATACACATCT
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina

DNA Prep with Enrichment Dx

Adaptery indeksowane ptytki A/zestawu 1

Nazwa indeksu

i7, zasady w adapterze

i5, zasady w adapterze

illumina

UDP00O01 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTICGTC ACATTATCCT
UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDPO007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDP0008 TGCCTTGATC CCTTGTTAAT
UDP0009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UDP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDPO0O016 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDP0017 AACCATTICTC TCGGCAGCAA
UDP0018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG
UDPO0019 CTAATGATGG GGTTGCCTCT
UDP0020 TCGGCCTATC CGCACATGGC
UDP0021 AGTCAACCAT GGCCTGTCCT
UDP0022 GAGCGCAATA CTGTGTTAGG
UDPO0023 AACAAGGCGT TAAGGAACGT
UDP0024 GTATGTAGAA CTAACTGTAA
UDP0025 TTCTATGGTT GGCGAGATGG
UDP0026 CCTCGCAACC AATAGAGCAA
UDP0027 TGGATGCTTA TCAATCCATT
UDP0028 ATGTCGTGGT TCGTATGCGG
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu i7, zasady w adapterze i5, zasady w adapterze
UDP0029 AGAGTGCGGC TCCGACCTCG
UDP0030 TGCCTGGTGG CTTATGGAAT
UDP0031 TGCGTGTCAC GCTTACGGAC
UDP0032 CATACACTGT GAACATACGG
UDP0033 CGTATAATCA GTCGATTACA
UDP0034 TACGCGGCTG ACTAGCCGTG
UDPO0035 GCGAGTTACC AAGTTGGTGA
UDP0036 TACGGCCGGT TGGCAATATT
UDP0037 GTCGATTACA GATCACCGCG
UDP0038 CTGTCTGCAC TACCATCCGT
UDPO0039 CAGCCGATTG GCTGTAGGAA
UDP0040 TGACTACATA CGCACTAATG
UDP0041 ATTGCCGAGT GACAACTGAA
UDP0042 GCCATTAGAC AGTGGTCAGG
UDP0043 GGCGAGATGG TTCTATGGTT
UDP0044 TGGCTCGCAG AATCCGGCCA
UDP0045 TAGAATAACG CCATAAGGTT
UDP0046 TAATGGATCT ATCTCTACCA
UDP0047 TATCCAGGAC CGGTGGCGAA
UDP0048 AGTGCCACTG TAACAATAGG
UDP0049 GTGCAACACT CTGGTACACG
UDP0050 ACATGGTIGTC TCAACGTGTA
UDPO051 GACAGACAGG ACTGTTGTGA
UDP0052 TCTTACATCA GTGCGTCCTT
UDP0053 TTACAATTCC AGCACATCCT
UDP0054 AAGCTTATGC TTCCGTCGCA
UDP0055 TATTCCTCAG CTTAACCACT
UDP0056 CTCGTGCGTT GCCTCGGATA
UDP0057 TTAGGATAGA CGTCGACTGG
UDP0058 CCGAAGCGAG TACTAGTCAA
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu i7, zasady w adapterze i5, zasady w adapterze
UDP0059 GGACCAACAG ATAGACCGTT
UDP0060 TTCCAGGTAA ACAGTTCCAG
UDPO0OO061 TGATTAGCCA AGGCATGTAG
UDP0062 TAACAGTGTT GCAAGTCTCA
UDP0063 ACCGCGCAAT TTGGCTCCGC
UDP0064 GTTCGCGCCA AACTGATACT
UDP0065 AGACACATTA GTAAGGCATA
UDP0066 GCGTTGGTAT AATTGCTGCG
UDP0067 AGCACATCCT TTACAATTCC
UDP0068 TTGTTCCGTG AACCTAGCAC
UDP0069 AAGTACTCCA TCTGTGTGGA
UDP0070 ACGTCAATAC GGAATTCCAA
UDP0071 GGTGTACAAG AAGCGCGCTT
UDP0072 CCACCTGTGT TGAGCGTTGT
UDPO0O073 GTTCCGCAGG ATCATAGGCT
UDP0074 ACCTTATGAA TGTTAGAAGG
UDP0075 CGCTGCAGAG GATGGATGTA
UDP0076 GTAGAGTCAG ACGGCCGTCA
UDPO0O077 GGATACCAGA CGTTGCTTAC
UDP0O078 CGCACTAATG TGACTACATA
UDP0079 TCCTGACCGT CGGCCTCGTT
UDP0080 CTGGCTTGCC CAAGCATCCG
UDPOO081 ACCAGCGACA TCGTCTGACT
UDP0082 TTGTAACGGT CTCATAGCGA
UDP0083 GTAAGGCATA AGACACATTA
UDP0084 GTCCACTTGT GCGCGATGTT
UDP0085 TTAGGTACCA CATGAGTACT
UDP0086 GGAATTCCAA ACGTCAATAC
uUDP0087 CATGTAGAGG GATACCTCCT
UDP0088 TACACGCTCC ATCCGTAAGT
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu i7, zasady w adapterze i5, zasady w adapterze
UDP0089 GCTTACGGAC CGTGTATCTIT
UDP0090 CGCTTGAAGT GAACCATGAA
UDPO0091 CGCCTTCTGA GGCCATCATA
UDP0092 ATACCAACGC ACATACTTCC
UDP0093 CTGGATATGT TATGTGCAAT
UDP0094 CAATCTATGA GATTAAGGTG
UDPO0O095 GGTGGAATAC ATGTAGACAA
UDP0096 TGGACGGAGG CACATCGGTG

Adaptery indeksowane ptytki B/zestawu 2

Nazwa indeksu

i7, zasady w adapterze

i5, zasady w adapterze

UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG

UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA

UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC

UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG

UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT

UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA

UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG

UDP0105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT

UDP0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA

UDPO107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT

UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT

UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA

UDP0110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA

UDPO111 CCTTGTTAAT TGTTGTTCGT

UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT

UDP0113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG

UDP0114 TCCAATTCTA GITAATCTGA

UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu i7, zasady w adapterze i5, zasady w adapterze
UDP0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UDP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDP0119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTTCTCT GGTTATGCTA
UDPO0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
UDP0125 TCCACGGCCT CTCGTGCGTT
UDP0126 GATACCTCCT CCAGTTGGCA
UDP0127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDP0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDP0131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDP0133 CGGCCTCGTT ATACCTGGAT
UDPO0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
UDP0136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCGG TATATTCGAG
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDP0141 GGCCAATAAG GATAACAAGT
UDPO0142 CAGTAGTTGT AGTTATCACA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
UDP0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDP0145 GGCCATCATA GATTGICATA
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu i7, zasady w adapterze i5, zasady w adapterze
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
UDP0148 CTATACGCGG TAGGAACCGG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDP0150 GTATTCTCTA TATAGATTCG
UDPO0151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDPO0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDP0153 TTCAGCGTGG TATTCCTCAG
UDP0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
UDPO155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
UDP0156 TGAATATTGC GGCGCCAATT
UDPO0157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDP0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDP0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDP0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDP0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDP0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDPO0O164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDPO0165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
UDP0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDP0O167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0168 GATTGTCATA TTGCTTGTAT
UDP0169 CCAACAACAT CAATCTATGA
UDP0170 TTGGTGGTGC TGGTACTGAT
UDP0171 GCGAACGCCT TTCATCCAAC
UDPO0172 CAACCGGAGG CATAACACCA
UDP0173 AGCGGTGGAC TCCTATTAGC
UDP0174 GACGAACAAT TCTCTAGATT
UDP0175 CCACTGGTCC CGCGAGCCTA
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Nazwa indeksu
UDPO0176
UDPO0O177
UDPO0178
UDP0179
UDP0180
UDPO0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDPO0185
UDP0186
UDP0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDP0191
UDP0192

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG
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i7, zasady w adapterze

Opis zmiany

Dodano informacje dotyczace obstugi sekwencjonowania

i5, zasady w adapterze

GATAAGCTCT
GAGATGTCGA
CTGGATATGT
GGCCAATAAG
ATTACTCACC
AATTGGCGGA
TTGTCAACTT
GGCGAATTCT
CAACGTCAGC
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

w aparacie NovaSeq 6000Dx.

illumina

Dodano nazwy i numery katalogowe systemdéw sekwencjonowania.

Usunieto informacje o unikalnym podwadjnym indeksowaniu
w odniesieniu do bibliotek z pojedynczym indeksowaniem.

Pierwsze wydanie.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina illumina
DNA Prep with Enrichment Dx

Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wtasnos¢ firmy Illumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone
wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, z
wytgczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celdéw i/lub
publikowane w inny sposdb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego
dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajacych przepisom w zakresie patentdéw, znakédw towarowych czy praw autorskich ani
prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym osdb trzecich.

W celu zapewnienia wtasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny
by¢ Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw
nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO
MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWELASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2022 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wiascicieli. Szczegdtowe informacje na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ na stronie www.illumina.com/company/legal.html.

Informacje kontaktowe

ul Ce

lllumina
5200 lllumina Way IVD Sponsor australijski
San Diego, California 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocng) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000

Vpp . @ lllumina Netherlands B.V. .
www.illumina.com Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holandia

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w kluczu symboli
dostepnym na stronie support.illumina.com, na karcie Documentation (Dokumentacja) dla danego zestawu.
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