lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kullanim Talimati  illumina

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iCINDIR
YALNIZCA DISA AKTARIM iCIN

Kullanim Amaci

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit, insan hiicreleri ve dokusundan tiretilen genomik DNA’dan humune
kutlphaneleri hazirlamak i¢in kullanilan bir dizi reaktif ve sarf malzemesidir. Kullanici tarafindan tedarik edilen
prob panelleri, ilgilenilen belirli genomik bdlgeleri hedefleyen kiutliphanelerin hazirlanmasi i¢in gereklidir.
Olusturulan numune kitiphaneleri lllumina sekanslama sistemlerinde kullanim igindir.

Prosediir Ilkeleri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, insan hiicreleri ve dokusundan tiiretilen genomik DNA'da hedeflenen
bolgeler icin zenginlestiriimis DNA sekanslama kutliphanelerinin hazirlanmasi igin tasarlanmistir.

Kullanici tarafindan tedarik edilen biyotinlenmis oligonikleotid panelleri hedef zenginlestirme igin gereklidir.
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kicuk panellerden (< 20.000 prob) buyuk panellere (> 200.000 prob)
kadar gesitli panel boyutlari ile uyumludur. Olusturulan zenginlestirilmis kltiphaneler lllumina sekanslama
sistemlerinde sekanslama igindir.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit prosedtirl asagidaki adimlardan olusur:

* Genomik DNA Tagmantasyonu—DNA girdisinin tagmantasyonu i¢in Enrichment BLT Small (eBLTS) kullanir.
Tagmantasyon sirasinda, tek adimda gDNA fragmante edilir ve adaptérlerle etiketlenir.
eBLTS'yi tagmantasyon reaksiyonunda doyurmak igin minimum 50 ng DNA girdisi gereklidir. Doygun hale
geldiginde eBLTS, tutarli fragman boyutu dagihimina sahip normallestiriimis kitiphaneler olusturmak igin
belirli sayida DNA molekdlini fragmante eder.

* Tagmantasyon Sonrasi Temizleme—Amplifikasyonda kullanmak igin eBLTS lzerindeki adaptor etiketli
DNA'yI temizler.

* Tagmente DNA'yI Amplifiye Etme—Sinirl déngi PCR programi kullanarak tagmente DNA'y1 amplifiye eder.
Benzersiz ¢ift (UD) dizinler, DNA fragmanlarinin sonuna eklenerek DNA kitlphanelerinin gift benzersiz
barkodlanmasina ve sekanslama esnasinda kiime olusumuna olanak saglar.

* Kutuphaneleri Temizleme—Amplifiye edilmis DNA kitiphanelerini saflastirmak ve boyut se¢imi yapmak igin
bir boncuk saflastirma prosediirt kullanir.

* Kiitliphaneleri Havuzlama—Benzersiz dizinlere sahip DNA kitiphanelerini 12 kitiiphaneye kadar igerebilen
bir havuzda birlestirir. Kitlphaneleri hacme veya kitleye gére havuzlayabilirsiniz.

* Problar Hibritlestirme—Cift zincirli DNA kutlphanelerinin densirildigi ve biyotinlenmis DNA problarindan
olusan bir panelin hedeflenen genomik bdlgelere hibritlestirildigi bir hibritlestirme reaksiyonundan olusur.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit birden fazla panel ile uyumludur. lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx Kit bir zenginlestirme paneli igermez. Prob panelleri kullanici tarafindan tedarik edilir ve
gerekli spesifikasyonlari kargilamalidir. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri hem
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lllumina hem de gerekli spesifikasyonlari karsilayan tglincu taraf zenginlestirme DNA oligonikleotid
panelleriile uyumludur. Ugiincii taraf panellere yénelik gerekli spesifikasyonlar hakkinda bilgi icin bkz.
Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri, sayfa 9.

* Hibritlestirilmis Problari Yakalama—Hedeflenen ilgi alanlarina hibritlestirilmis biyotinlenmis problari
yakalamak igin Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) kullanir.

* Zenginlestirilmis Kutiiphaneleri Amplifiye Etme—Zenginlestirilmis kitlphaneleri amplifiye etmek igin PCR
kullanir.

*  Amplifiye Edilmis Zenginlestirilmis Kiitliphaneleri Temizleme—Sekanslamaya hazir zenginlestiriimis
kitlphaneleri saflastirmak igin bir boncuk saflastirma proseduiri kullanir.

* Sekanslama—Zenginlestiriimis kitlphanelerin sekanslamasi MiSeqDx, NextSeq 550Dx veya NovaSeq
6000Dx sekanslama sistemlerinde gerceklestirilir. MiSeqDx ve NextSeq 550Dx i¢in, entegre DNA
GenerateFASTQ Dx Local Run Manager Modill sekanslama galistirmasi ayarlama, galistirmayi izleme ve
birincil analiz (baz aramalarindan FASTQ olusturma) i¢in kullanilir. NovaSeq 6000Dx i¢in, DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application, ¢alistirma ayarlama ve ¢esitli mevcut is akislari ile ikincil
analiz igin kullanihr.

Prosedur Kisitlamalari

* invitro tani amagcl kullanim igindir.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, insan hicreleri ve dokusundan tiretilen genomik DNA ile
uyumludur.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit 50-1000 ng arali§indaki ¢ift zincirli gDNA girdileri ile uyumludur.
Bu esiklerin disindaki girdiler ile performans garanti edilmez.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit DNA ekstraksiyonu igin reaktifleri icermez. Performans Ozellikleri,
sayfa 55, icerisinde sunulan enterferans testleri dahil analitik test sonuglari temsili DNA ekstraksiyon kitleri
ile temsili numune tirleri olarak tam kan ve FFPE ile elde edilmistir. Ilumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
reaktifleri ile kullanim igin gelistirilen tim tani amacli testler, secilen DNA ekstraksiyon Kiti ile performansin
tim yoénleriigin tam dogrulama gerektirir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, ACq > 5 olan dlsUk kalite FFPE numuneleri i¢in dnerilmez.
ACq > 5 olan numuneler kutliphane hazirlamada basarisizlik ve diistk test performansi sansini artirabilir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri asagidaki tabloda belirtiien numune girdileri,
zenginlestirme reaksiyonlari ve gok zamanlilik igin yapilandiriimis ve test edilmistir.

lllumina DNA Prep

Zenginlesti Zenginlesti k
with Enrichment Dx Numune Girdisi englr.1 estirme engin e$, irme Go
. Reaksiyonlari Zamanhhgi
Kit
16-sample kit Dusuk kalite (FFPE) 16 reaksiyon 1-plex
96-sample kit Yiiksek kalite (or. 8 reaksiyon 12-plex
tam kan)
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* FFPE girdisiisleme, yalnizca 16 numunelik kitin kullanildigi 1-plex zenginlestirme reaksiyonlari igin test
edilmis ve dnerilmektedir.

* 96 numunelik kit igin standart olmayan ¢ok zamanliliklar (2-plex ila 11-plex) mimkundir ancak asagidaki
kisitlamalar s6z konusudur:

— Numunelerin 2-plex ila 11-plex zenginlestirme reaksiyonlarinda islenmesi kitin is hacmini azaltir.

— ideal sonuglar garanti ediimez. Standart olmayan gok zamanliliklar igin uygun zenginlestirme veriminin
elde edilmesi igin ilave optimizasyon gerekebilir.

— Dusuk ¢ok zamanlilik havuzlama stratejilerinde (2-plex ila 8-plex), basarili sekanslama ve veri analiziigin
renk dengesini optimize etmek Uzere gesitli sekanslara sahip dizin adaptdrleri segmek gereklidir.
MiSeqDx ve NextSeq 550Dx lGizerinde DNA GenerateFASTQ Dx modull ¢alistirma ayarlama sirasinda
renk dengeli dizin kombinasyonlari igin segenekler sunar. Havuzlama stratejileri hakkinda daha fazla bilgi
icin bkz. Havuzlama Yoéntemleri, sayfa 32.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, yalnizca MiSeqDx, NextSeq 550Dx ve NovaSeq 6000Dx lzerinde
sekanslanmis zenginlestirilmis kltliphanelerin iletimi ile sinirlidir. Diger sekanslama sistemlerinin kullanimi,
performansin tim yonleri igin tam dogrulama gerektirir.

* Zenginlestirme panelleri bu riiniin bir pargasi olarak dahil degildir. Performans Ozellikleri, sayfa 55
icerisinde sunulan analitik test sonuglari temsili zenginlestirme panelleriile elde edilmistir ve yalnizca bilgi
amagli verilmistir. Analitik performans 6zellikleri, testin genel 6zelliklerini 6rneklemeye hizmet eder ve
herhangi bir belirli test iddiasiyla ilgili 6zellikleri veya uygunlugu ortaya koymaz. Bu reaktifler ile kullaniimak
Uzere gelistirilen tim tani testleri, performansin tim yoénleri igin tam dogrulama gerektirir.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit hem lllumina hem Ulglinci taraf zenginlestirme panelleriile
uyumludur. Ancak panel gerekliliklerini karsilamayan tglinci taraf zenginlestirme panelleri ile performans
garanti edilmez. Panel Gereklilikleri hakkinda bilgi igin bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri,
sayfa 9.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit 2 saatlik hibritlestirme suresi kullanir. Daha uzun hibritlestirme
suresi kullanimi performans metriklerini etkileyebilir.

* MiSeqDx ve NextSeq 550Dx igin DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager modiilleri yalnizca FASTQ
dosyalari saglar. Bu modulleri kullaniyorsaniz ikincil analiz dogrulama gergeklestirmeniz gerekir.

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application NovaSeq 6000Dx Uzerinde mevcuttur. Bu
uygulama FASTQ olusturma, germ hatti varyant saptama igin FASTQ ve VCF olusturma ve somatik varyant
saptamaigin FASTQ ve VCF olusturma dahil birgok ikincil analiz is akisini destekler. Uygulamayi VCF
olusturma igin kullaniyorsaniz ikincil analiz dogrulama gergeklestirmeniz gerekmez.

* NovaSeq 6000Dx ile kullanildiginda DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application’in
sinirlamalari igin bkz. NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati (belge no 200025276).
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Urlin Bilesenleri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit asadidaki bilesenlerden olusur.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, katalog no 20051354 (16 numune) veya no
20051352 (96 numune)

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, katalog no 20051355 (16 numune) veya no
20051353 (96 numune)

* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module for NextSeq 550Dx, katalog no 20063024
* Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module for MiSeqDx, katalog no 20063022
* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application for NovaSeq 6000Dx, katalog no 20074609

Temin Edilen Reaktifler

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx’in tamamlanmasi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes
Set A veya lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B gerektirir. 16 numunelik veya 96
numunelik Kkiti kullanarak asagdidaki sayida kutlphane hazirligi ve zenginlestirme reaksiyonu gergeklestirilebilir.

lllumina DNA Prep

) . o Zenginlestirme Zenginlestirme Cok
with Enrichment Dx Numune Girdisi . "~
Kit Reaksiyonlari Zamanlhligi
16-sample kit Dlsuk kalite (FFPE) 16 reaksiyon 1-plex
96-sample kit Yilksek kalite (6r. 8 reaksiyon 12-plex
tam kan)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, 15 °C ila 30 °C’de depolayin

Asagidaki reaktifler oda sicakliinda gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicakliginda depolayin.

Tip Miktari
Kapak  Dolum
Reaktif Ad Aktif Bil ler
eakti I 16 Numune 96 Numune Rengi Hacmi It bilesenle
(no 20050020) (no 20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Kirmizi 350 pul Suigerisinde deterjan
(ST2) sollisyonu.
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Yesil 41 ml Deterjan ve tuz igceren
(TWB2) tamponlanmis sulu
solusyon.
Cleanup Beads (CB) 1 Gegerli Degil*  Kirmizi 10 ml Tamponlanmis sulu

sollsyon iginde kati
halde paramanyetik
boncuklar.

* 96 numunelik Kitler igin Cleanup Beads, lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (no 20050030) i¢erisine dahildir.

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 samples), 15 °C ila 30 °C’'de depolayin

96 numunelik kitler igin, Cleanup Beads, lllumina Prep Dx Cleanup Beads (katalog no 20050030) icerisine
dahildir. Asagidaki reaktif oda sicakliginda gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicakliginda depolayin. 16 numunelik kitler i¢in, Cleanup Beads, lllumina Prep Dx
Tagmentation Reagents 1 (katalog no 20050020) icerisine dahildir.

. . Kapak Dolum .
Reaktif Adi Miktar ) ) Aktif Bilesenler
Rengi Hacmi
Cleanup Beads 4 Kirmizi 10 ml Tamponlanmis sulu solisyon iginde kati halde
(CB) paramanyetik boncuklar.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, 2 °C ila 8 °C’de depolayin

Asagidaki reaktifler sogutulmus olarak gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicakhidinda depolayin. eBLTS stok tlpunu boncuklar her zaman tampon iginde batiriimig
olacak sekilde dik depolayin.
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Tup Miktan Dolum Hacmi
Reaktif Adi 16 Numune 96 Numune Kapak 16 96 Aktif Bilesenler
(no 20050021) (no 20050026) Rengi Numune Numune

Enrichment BLT 1 4 Sarl 200 pl 290 pl  Gliserol, EDTA,

Small (eBLTS) ditiotreitol, tuz ve
deterjan igeren
tamponlu sulu
sollisyon iginde
transpozomlar ile
badlantili Streptavidin
Magnetic Beads.

Yeniden Askiya 1 4 Seffaf 1,8 ml 1,8 ml  Tamponlanmis sulu

Alma Tamponu solusyon.

(RSB)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, -25 °C ila -15 °C’de depolayin

Asagidaki reaktifler donmus olarak gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicaklidinda depolayin.

Tiip Miktari Dolum Hacmi
] Kapak e .
Reaktif Adi 16 Numune 96 Numune Rengi 26 Aktif Bilesenler
(no 20050022) (no 20050027) Numune Numune

Tagmentation 1 4 Seffaf 290 pl 290 ul Magnezyum tuzu ve

Buffer 1 (TB1) dimetilformamit iceren
tamponlu sulu
sollisyon.

Enhanced PCR 2 4 Seffaf 200 ul 610 pl Tamponlanmis sulu

Mix (EPM) sollisyonda DNA

polimeraz ve dNTP'ler.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 samples), 2 °Cila 8 °C'de
depolayin

16 numunelik kitler i¢in, asagidaki reaktifler lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalog no 20050023)
icine dahildir. 96 numunelik kitler i¢in, reaktifler lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalog no 20050028)
icine dahildir.

Asagidaki reaktifler sogutulmus olarak génderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicakliginda depolayin.
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Reaktif Adi

Streptavidin Magnetic Beads
(SMB3)

Yeniden Askiya Alma
Tamponu (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Tiip Miktari

4

Kapak
Rengi

Seffaf

Seffaf

Seffaf

Seffaf

Dolum
Hacmi

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

Aktif Bilesenler

Tamponlanmis sulu
sollisyondaki formamit,
deterjan ve tuzigeren

Streptavidin Magnetic Beads.

Tamponlanmig sulu soltisyon.

Deterjan ve tuz igeren
tamponlanmis sulu sollsyon.

Tamponlanmis sulu solisyon.

illumina

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 samples), 2 °C ila 8 °C’de depolayin

96 numunelik kitler igin, asagidaki reaktifler lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalog no 20050028)
icine dahildir. 16 numunelik kitler igin, reaktifler llluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalog no

20050023) igine dahildir.

Asagidaki reaktifler sogutulmus olarak goénderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicaklidinda depolayin.

Reaktif Adi

Streptavidin Magnetic Beads
(SMB3)

Yeniden Askiya Alma
Tamponu (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Belge No 200019584 v02 TUR
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Kapak
Rengi

Seffaf

Seffaf

Seffaf

Seffaf

Dolum
Hacmi

1,2 ml

1,8 ml

200 pl

200 pl

Aktif Bilesenler

Tamponlanmis sulu
sollisyondaki formamit,
deterjan ve tuz igeren

Streptavidin Magnetic Beads.

Tamponlanmis sulu solisyon.

Deterjan ve tuz igeren
tamponlanmis sulu sollsyon.

Tamponlanmig sulu soltisyon.
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, -25 °C ila -15 °C’de depolayin

Asagidaki reaktifler donmus olarak gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal

belirtilen depolama sicakhidinda depolayin.

Tiip Miktari

] Kapak

Reaktif Ad 16 Numune 96 Numune Rengi
(no 20050024) (no 20050029)

Enrichment Elution Buffer 1 1 Seffaf
1(EET)
Enhanced Enrichment 4 4 Amber
Wash Buffer (EEW)
PCR Primer Cocktail (PPC) 1 1 Seffaf
2 N NaOH (HP3) 1 1 Seffaf
HYB Buffer 2 + IDT NXT 2 1 Mavi
Blockers (NHB2)
Enhanced PCR Mix (EPM) 2 1 Seffaf

Dolum
Hacmi

580 ul

4,1ml

320 pl

200 pl

480 pl

200 pl

Aktif Bilesenler

Suicerisinde
deterjan sollisyonu.

Tuzlar ve deterjan
iceren tamponlanmis
sulu soldsyon.

PCR primerler
(oligoniikleotidler)
karisimi.

2 N sodyum hidroksit
(NaOH) sollisyonu.

Cot-1DNA,
kalabaliklagsma ajani
ve formamitile
tamponlu sulu
sollsyon.

Tamponlanmis sulu
sollisyonda DNA
polimeraz ve
dNTP'ler.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, -25 °C ila -15 °C’de depolayin

Asagidaki reaktifler donmus olarak gonderilir. Uygun sekilde performans elde etmek igin reaktifleri derhal
belirtilen depolama sicakliginda depolayin. Dizin adaptor sekanslari igin, bkz. Ek: lllumina UD Dizinleri Adaptor

Sekanslari, sayfa 58.

Bilesen
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Indexes), no 20050038
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Indexes), no 20050039
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Temin Edilmeyen Reaktifler

Gerekli Reaktifler, Temin Edilmeyen

* DNA ekstraksiyon ve saflastirma reaktifleri
* DNA miktar tayini reaktifleri
* Etanol (molekiler biyoloji i¢cin 200 derece)
* Niukleaz icermeyen su
* 1M Tris-HCI, pH 7,0
* 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,5
* 1N NaOH sollsyonu, molekdler biyoloji sinifi
* NextSeq 550Dx sekanslama sistemi kullaniyorsaniz:
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (katalog no 20028871)
* MiSeqDx sekanslama sistemi kullaniyorsaniz:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (katalog no 20037124)
* NovaSeq 6000Dx sekanslama sistemi kullaniyorsaniz:
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (katalog no 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (katalog no 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalog no 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalog no 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalog no 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (katalog no 20062291)

Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri hem lllumina hem tglincl taraf zenginlestirme DNA
oligoniikleotid panelleri ile uyumludur. Uglincii taraf biyotinlenmis DNA problari (sabit veya 6zel paneller)
kullaniyorsaniz problarin gerekli spesifikasyonlari karsiladiklarindan emin olun.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, asagdidaki Gglincl taraf panel spesifikasyonlari kullanilarak optimize
edilmis ve dogrulanmistir. Spesifikasyonlari karsilamayan tglinci taraf paneller kullanildiginda karsilastirilabilir
nitelikte performans garanti edilmez.

* 80 bpveya 120 bp prob uzunlugu
* 500ile 675.000 arasl problar
* Tekveya gift zincirli DNA

* 1-plexila12-plex ¢ok zamanliliklarda zenginlestirme igin = 3 pmol toplam prob girdisi
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Depolama ve Tasima

* Odasicakhgi 15 °Cila 30 °C olarak tanimlanmistir.

* Reaktifler belirtilen sekilde saklandiklarinda kit etiketlerinde belirtilen son kullanim tarihine kadar stabildir.
Depolama sicakliklariicin bkz. Temin Edilen Reaktifler, sayfa 4.

* Dondurulmus reaktifler, belirtilen son kullanma tarihinden énce gergeklesen maksimum dért dondurma -
¢O6zme dongusl igin stabildir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit prosedurl asagidaki guvenli durma noktalarini igerir:
— Tagmente DNA'yi Amplifiye Etme, sayfa 27 isleminden sonra, amplifiye edilen kiitliphaneler -25 °C ila

-15 °C’de depolandiklarinda 30 gline kadar stabildir.

— Kittiphaneleri Temizleme, sayfa 30 isleminden sonra, temizlenen amplifiye edilen kittiphaneler -25 °C
ila -15 °C’'de depolandiklarinda 30 gline kadar stabildir.

— Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri Havuzlama, sayfa 32 isleminden sonra, havuzlanan
kutiphaneler -25 °C ila -15 °C’de depolandiklarinda 30 giine kadar stabildir.

— Zenginlestirilmis Kltliphaneyi Amplifiye Etme, sayfa 42 isleminden sonra, zenginlestiriimis amplifiye
edilmis kltuphaneler plakasi 24 saate kadar termal dénguleyici Gizerinde kalabilir. Alternatif olarak plaka
2 °Cila 8 °C’de 48 saate kadar depolanabilir.

— Nihai temizlenmis zenginlestirilmis kutliphaneler -25 °C ila -15 °C’de depolandiklarinda 7 giine kadar
stabildir.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit'in herhangi bir ambalaji veya icerigi hasar gérmisse veya
bozulmussa lllumina Musteri Hizmetleri ile iletisime gegin.
* Stop Tagment Buffer 2 (ST2), gorllebilen ¢okelti veya kristaller olusturabilir. Cokelti gdzlemlenirse 37 °C'de
10 dakika i1sitin ve ardindan ¢okelti gdzlinene kadar vorteksleyin.

* Hybridization Oligos (HYB) ve Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW), numune tiru ve prob paneline
uygun hibritlestirme bekletme sicaklidi ile ayni sicakhida 6nceden isitiimahdir. NHB2 ve EEW kullanimi
hakkinda daha fazla bilgi i¢in bkz. Prosedtir Notlari, sayfa 15.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) ve HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) kristaller ve bulaniklik
olusturabilir. Kristaller veya bulaniklik gézlemlenirse soliisyon seffaf olana kadar vorteksleyin veya
karistirmak igin yukari ve asagi pipetleyin. Pipetlemeden 6nce NHB2'yi dnceden isittiginizdan emin olun.

* Cleanup Beads (CB) kullanirken asagidaki en iyi uygulamalari izleyin:
— Boncuklari asla dondurmayin.

— Kullanmadan hemen once, tekrar stispansiyon oluncaya ve renk homojen gériinlinceye kadar boncuklari
vorteksleyin.

* Enrichment BLT Small (eBLTS) kullanirken asagidaki en iyi uygulamalari izleyin:
— eBLTS tupunu boncuklar her zaman tampon iginde batiriimis olacak sekilde dik depolayin.

— Boncuklar tekrar stispansiyon olana dek eBLTS'yi vorteksleyin. Boncuklarin yeniden yerlesmesini
onlemek icin pipetlemeden dnce santrifujleme 6nerilmez.
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— Boncuklar 96 kuyulu plakanin yanina veya ustline yapismissa 280 x g'de 3 saniye boyunca santrifujleyin
ve ardindan tekrar slispansiyon haline getirmek igin pipetleyin.

* Dizin adaptor plakalarini kullanirken asagidaki en iyi uygulamalari izleyin:
— Dizin adaptor plakasina numuneleri eklemeyin.

— Dizin plakasinin her kuyusu yalnizca tek kullanimhktir.

Gerekli Ekipmanlar ve Materyaller, Temin
Edilmeyen

Protokole baslamadan dnce Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit'e ilave olarak gereken ekipman ve
materyallerin bulundugundan emin olun.

Ekipman

Protokole baslamadan 6nce gereken ekipmanlara sahip oldugunuzdan emin olun.

Protokol, listelenen spesifikasyonlara sahip 6geler kullanilarak optimize edilmis ve dogrulanmistir. Spesifikasyon
disi ekipman kullanildiginda karsilastirilabilir nitelikte performans garanti edilmez.

Bazi 6geler yalnizca belirli is akiglarii¢in gereklidir. Bu dgeler ayri tablolarda belirtilir.
* Asagidaki teknik 6zelliklerde termal dénguleyici:
— Isitmal kapak
— Minimum sicaklik kontrol araligi 10 °C ila 98 °C
— Minimum sicaklik dogrulugu 0,25 °C
— Maksimum reaksiyon hacmi 100 pl
— Tam etekli 96 kuyulu PCR plakalari ile uyumlu
* Asagidaki spesifikasyonlarda mikro numune inkibatoru:
— Ortam sicakhgi araligi +5,0 °Cila 99,0 °C
— 96 kuyulu MIDI plakalari ile uyumlu
* 96 kuyulu MIDI plakalari ile uyumlu mikro numune inktbatorl ek pargalari
* 200-3000 rpm karistirma hizi araligina sahip ylksek hizli mikroplaka galkalayici
* 96 kuyulu PCR plakalari ile uyumlu manyetik stant
* 96 kuyulu MIDI plakalari ile uyumlu manyetik stant
* Miktar tayini ydnteminiz ile uyumlu florometre
* DNA fragman analizdri
* Hassas pipetler:

— 10 pl tek kanall ve gok kanalli pipetler
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— 20 pl tek kanalli ve ¢ok kanall pipetler
— 200 pul tek kanalli ve gok kanalli pipetler
— 1000 pl tek kanalli pipetler

— Hassas pipetler dogru reaktif ve numune iletimi saglar. Tek kanalli veya ¢ok kanalli pipetler diizenli
olarak kalibre edilmeleri ve belirtilen hacmin %5'i igerisinde dogdru olmalari durumunda kullanilabilirler.

Mikroplaka santrifij

Mikrosantrif{j

Asagidaki lllumina sekanslama sistemlerinden biri:

— MiSegDx Instrument, katalog no DX-410-1001

— NextSeq 550Dx Instrument, katalog no 20005715

— NovaSeq 6000Dx Instrument, katalog no 20068232
[istege bagh] Vakum konsantratori

[FFPE] Gergek zamanli PCR saptama sistemi

Materyaller

Protokole baslamadan dnce gereken materyallerin bulundugundan emin olun.

Bazi 6geler yalnizca belirli is akiglarii¢in gereklidir. Bu dgeler ayri tablolarda belirtilir.

Protokol, listelenen dgeler kullanilarak optimize edilmis ve dogrulanmistir. Alternatif materyaller kullanilirken
karsilastirilabilir nitelikte performans garanti edilmez.

Filtrelenmis pipet uglari

Konik santrifuj ttpleri, 15 ml veya 50 ml

1,5 ml mikrosantrifij tapleri

RNaz/DNaz igermeyen gok kanalli reaktif hazneleri, tek kullanimhk
RNaz/DNaz icermeyen 8 tlplu seritler ve kapaklar

Serolojik Pipetler

96 kuyulu polipropilen derin kuyulu depolama plakasi, 0,8 ml (MIDI plakasi)
Sert kovanli 96 kuyulu tam etekli PCR plakalari

[FFPE] gPCR cihazi ile uyumlu gPCR plakalari

Asagidaki spesifikasyonlara sahip 96 kuyulu plakalar igin yapiskanli kapaklar:
— Soyulabilir, optik olarak seffaf polyester

— Etekli PCR plakalari igin uygun

— -40°Cile 110 °C arasinda birden fazla sicaklik degisikliklerine dayanabilen gl¢li yapigkan
— DNaz/RNaz icermeyen

Tercih edilen miktar tayini yontemi ile uyumlu plastik sarf malzemeleri
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Secilen miktar tayini sistemi ile uyumlu florometrik dsDNA miktar tayini Kiti:

— Onceden zenginlestirilmis amplifiye edilmis kiitiphanelerin miktar tayini igin genis aralikli bir miktar tayini
kiti kullanilabilir.

— Zenginlestirilmis kitiphanelerin miktar tayini i¢in, miktar tayini kitinin araldi kullanilan prob paneline
dayahdir.

Segilen kalifikasyon sistemi ile kutlphane kalifikasyonu i¢in fragman analiz kiti:

— Onceden zenginlestirilmis amplifiye edilmis kiitliphanelerin kalifikasyonu igin genis aralikli bir kit
kullanilabilir.

— Zenginlestirilmis kutliphanelerin kalifikasyonu igin, kalifikasyon kitinin aralidi kullanilan prob paneline
dayalidir.

[istege bagli] insan hiicreleri ve dokusundan DNA ekstraksiyonu igin kit. Herhangi bir dogrulanmis

ekstraksiyon yontemi kullanilabilir.

Numune Toplanmasi, Nakliyesi ve Depolamasi

A DIKKAT

TUm numuneleri potansiyel olarak bulasici maddelermis gibi tasiyin.

Bu test insan hicreleri ve dokusundan turetilen genomik DNA ile uyumludur.

Piyasaya sunulmus saflastiriimis gDNA igin, numunelerin dogru kosullar altinda tasindigindan ve Ureticiden
gelen talimatlara uygun olarak depolandigindan emin olun. gDNA’'nin depolanmasi ve dondurma ¢ézme
dongdleriigin en iyi uygulamalari izleyin.

Tam kan girdisi igin, tercih edilen DNA ekstraksiyon yéntemine uygun kan alma, tasima ve depolama
gerekliliklerini uygulayin. Herhangi bir dogrulanmis ekstraksiyon ydntemi kullanilabilir. Tam kanin taginmasi,
etiyolojik maddelerin taginmasina yonelik tlke, federal, eyalet ve yerel ydnetmeliklere uygun olmalidir.

FFPE dokusundan DNA ekstraksiyonu igin herhangi bir dogrulanmis ekstraksiyon yontemi kullanilabilir.

Asagidaki uygulamalari belirlemek igin tercih edilen ekstraksiyon ydntemine uygun talimatlari ve tavsiyeleri

uygulayin:

— Ekstrakte edilen DNA'da en iyi kaliteyi saglamak amaciyla dokular igin formalinle fikse etme ve parafine
gémme yontemi.

— FFPE numunelerinin depolamasi.

— FFPE kesitlerinin sayisi ve kalinhgi gibi baslangi¢ materyal gereklilikleri. Cogu saflastirma yéntemi, yeni
kesilmis kesitlerin kullanimini énerir.

Belge No 200019584 v02 TUR 13/67

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iCINDIR
YALNIZCA DISA AKTARIM iGIN



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kullanim Talimati  illumina

Uyarilar ve Tedbirler

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar igerir. Solunmasi,
yutulmasi, ciltle ve gdzle temasi halinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi goz
korumasi, eldivenler ve laboratuvar 6nligu dahil olmak izere koruyucu ekipman giyin. Kullanilan reaktifleri
kimyasal atik olarak ele alin ve gegerli bdlgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. ilave
gevre, saglk ve guvenlik bilgileriigin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Glivenlik Veri Sayfalarina
(SDS) bakin.

* Tim kan numunelerini insan immiin Yetmezlik Viriisti (HIV), insan hepatit B viriisii (HBV) ve diger kanla
bulasan patojenleri bulastiriciymis gibi taslyin (evrensel tedbirler).

* Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. Agzinizla pipetlemeyin. Belirlenmis ¢alisma alanlarinda yemek
yemeyin, igecek tliketmeyin veya sigara igmeyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini kullanirken tek kullanimhk
eldiven takin ve laboratuvar 6nligu giyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice
yikayin.

* Numune veya reaktif bozunmasini dnlemek igin temizlikten kaynaklanan tim sodyum hipoklorit buharlarinin
protokol baslamadan énce tamamen dagitildigindan emin olun.

*  Numunelerin diger PCR Urlnleri/amplikonlari ile kontaminasyonu hatali ve glivenilmez sonuglar elde
edilmesine yol agabilir. Kontaminasyonu dnlemek igin asagidaki en iyi uygulamalari izleyin:

— Uygun laboratuvar uygulamalarini ve laboratuvar hijyenini kullanin.

— Belirlenen pre-amplifikasyon veya post-amplifikasyon alanlarinda is akisi adimlarini yarutdn.

— Pre-amplifikasyon alaninda kutliphaneleri temizlemeden 6nce kullaniimis reaktifleri depolayin.

— Pre-amplifikasyon reaktiflerini, post-amplifikasyon reaktiflerinden ayirin.

— Pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda pipetler, pipet uglari, vorteks cihazi ve santriflj gibi
Ozel ekipmanlarin bulundugundan emin olun.

* Capraz kontaminasyondan kacginin. Numuneler arasinda ve reaktiflerin dagitimi arasinda yeni pipet uglari
kullanin. Filtreli uclarin kullanimi amplikon tasima ve numuneden numuneye ¢apraz kontaminasyon riskini
azaltir.

— Numune veya reaktif ana karisimlarini eklerken veya aktarirken her numune arasinda uglari degistirin.

— Cok kanall pipetle dizin adaptorlerini eklerken her satir veya her sutun arasinda uglari degistirin. Tek
kanalli pipet kullaniyorsaniz her numune arasinda uglari degistirin.

— Kullanilmayan dizin adaptor plakalarini galisma alanindan uzaklastirin.
* Etanol yikama adimlarii¢in asagidaki en iyi uygulamalari izleyin:
— Her zaman taze %80 etanol hazirlayin. Etanol havadan su absorbe edebilir ve bu sonuglari etkileyebilir.
— Yikama adimlari sirasinda kuyularin tabanindan bitiin etanolin ¢ikarildigindan emin olun. Kalinti etanol
sonuglari etkileyebilir.

— Tamamen buharlagsmayi saglamak igin manyetik stant adimlarina yonelik belirli kurulama sirelerine bagli
kalin. Kalinti etanol, takip eden reaksiyonlarin performansini etkileyebilir.
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* Ana karigimlari her zaman kullanimdan 6nce hazirlayin ve birlestirilmis galisma sollisyonlarini asla
depolamayin.

* Kullanim talimatinda belirtilen prosedurler uygulanmadiginda, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
performansi garanti edilmez.

* Kit bilesenlerini kit etiketinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

* Farkli lllumina DNA Prep with Enrichment Dx kitlerindeki kit bilesenlerini birbirleriyle degistirmeyin. Kitler, kit
etiketinde tanimlanir.

Prosedur Notlari

DNA Girdisi Onerileri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokoll 50-1000 ng araligindaki yiuksek kalite, ¢ift zincirli genomik
DNA (gDNA) girdileri ile uyumludur.

Baslangigtaki gDNA numunesinin 1 mM’den fazla EDTA igermediginden ve fenol ve etanol gibi organik
kontaminantlar barindirmadigindan emin olun. Bu maddeler tagmantasyon reaksiyonu ile enterferans
gOsterebilir ve testin basarisiziigina neden olabilir.

gDNA Girdisi 2 50 ng

50-1000 ng arasindaki gDNA girdileri igin ilk gDNA numunesinin miktar tayininin yapilmasi ve normallestiriimesi
gerekli degildir.

gDNA Girdisi < 50 ng

10-50 ng arasi DNA girdileri asagidaki diizenlemeler ile kullanilabilir:

* 10-49 ng arasi gDNA girdisi kullaniliyorsa tagmantasyon sonrasi gereken PCR ddngusi sayisini belirlemek
igin ilk gDNA numunesinin miktar tayininin yapilmasi énerilir. Cift zincirli gDNA girdisinin miktar tayini i¢in
florometrik bazl bir yéntem kullanin. NanoDrop veya diger UV absorbans yontemleri gibi toplam nikleik
asidi dlgen yontemlerden kaginin.

* Bu protokol, 10-49 ng gDNA’dan gelen nihai dnceden zenginlestiriimis kutliphane verimlerini
normallestirmez ve bu nedenle zenginlestirme dncesi ve sonrasinda kutliphanelerin miktar tayininin
yapilmasl ve normallestiriimesi gereklidir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit 50-1000 ng DNA girdileri igin karakterize edilmis ve onaylanmistir.
50 ng'den dusuk gDNA girdileri igin esdeger urlin performansi garanti edilemez.
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Kan Girdisi Onerileri

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, periferik tam kandan ekstrakte edilen gDNA ile uyumludur. Herhangi
bir dogrulanmis ekstraksiyon yontemi kullanilabilir. Tam kandan gDNA ekstrakte edilirken girdi DNA'nin
baslangi¢c miktar tayini gerekmez ve Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit normallestirilmis dnceden
zenginlestirilmis klttphane verimlerini Uretir.

Asagidaki faktorler tam kan numunelerinden elde edilen DNA miktarini ve dolayisiyla kiitliphane
normallestirmesini advers olarak etkileyebilir:
* Kan numunesi yasl

* Depolama kosullari

* Beyaz kan hiicre sayimlarini etkileyen altta yatan tibbi durumlar

FFPE Doku Numunesi Girdi Onerileri

Basarili kituphane hazirligina ydnelik uygun girdiyi belirlemek igin asagidaki FFPE DNA kalite kriterlerini
uygulayin:

* ACqdegeri = 5olan FFPE numuneleri igin dnerilen DNA girdisi 50-1000 ng'dir.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, ACq > 5 olan dlgsUk kalite FFPE numuneleri i¢in dnerilmez.
ACq > 5 olan numuneler ile kullanmak mumkindur, ancak kitiphane hazirlamada basarisizlik veya disuk
test performansi sansini artirabilir.

FFPE Ekstraksiyonu

Yiksek geri kazanim verimleri Ureten, numune tiketimini en aza indiren ve numune bitinligini koruyan bir
nikleik asit izolasyon yontemi kullanin. FFPE numunelerinden DNA ekstraksiyonu i¢in herhangi bir dogrulanmis
yontem kullanilabilir. FFPE dokusundan gDNA ekstraksiyonu igin, girdi DNA’nin baslangig miktar tayini gerekir ve
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit normallestiriimis dnceden zenginlestirilmis kitliphane verimlerini
Uretmez.

FFPE DNA Kalifikasyonu

FFPE dokusundan ekstrakte edilen gDNA’nin kullanimdan énce kalifikasyonu yapilmalidir. ideal performans igin,
FFPE numunelerinden ekstrakte edilen DNA'nin kalifikasyonu i¢in dogrulanmis bir ekstraksiyon yéntemi
kullanarak DNA numune kalitesini degerlendirin. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokoli ACq degeri
= 5 olan FFPE DNA numuneleri ile uyumludur. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, ACq > 5 olan dusuk
kalite FFPE numuneleriicin 6nerilmez. ACq > 5 olan numuneler ile kullanmak mimkundur, ancak kitliphane
hazirlamada basarisizlik veya diislik test performansi sansini artirabilir.
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[istege bagli] FFPE Referans Numuneleri

Protokoll gergeklestirirken pozitif kontrol olarak Horizon HD799 (DNA) gibi karakterize edilmis referans
materyalleri kullanin. Hiicre hattindan turetilen ksenogreftlerden elde edilen kalifikasyonu yapilmis FFPE
materyalleri de referans numuneler olarak kullanilabilir. Kullanimdan énce referans materyallerin miktar tayini
icin florometrik bazli bir ydontem kullanin.

NOT Bir pozitif kontrol referans numunesinin veya sablonsuz kontrolln galistiriimasi, reaktifleri tuketir ve
islenebilecek bilinmeyen numunelerin toplam sayisini azaltir.

Numune Girdisi Onerileri

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit i¢in numune girdisi Onerileri asagidaki tabloda 6zetlenir.

Tablo1 Numune Girdisi Onerileri

Normallestirilmis

N N irdi DNA’nin Mikt o
vmune - vmuine Girdi DNA'nin MIktar . \ii DNA Girdi Kalitesi onccoen
Girdisi Turu Girdisi Miktar1  Tayini Gerekli Zenginlestirilmis
Kutiphane Verimi
gDNA 10-49 ng Evet 260/280 orani 1,8-2,0 Hayir
gDNA 50-1000 ng Hayir 260/280 orani 1,8-2,0 Evet
Kandan gDNA  50-1000 ng Hayir 260/280 orani 1,8-2,0 Evet
FFPE’den 50-1000 ng Evet ACq degeri= 5 Hayir
gDNA

eBLTS PCR programi igin dnerilen PCR dongl sayisi numune girdi konsantrasyonu ve kalitesine bagli olarak
duzenlenir. Daha fazla bilgi igin bkz. Tagmente DNA’y1 Amplifiye Etme, sayfa 27.

ipuclari ve Teknikler

Capraz Kontaminasyonun Onlenmesi
* Numune eklerken veya aktarirken her numune arasinda uglari degistirin.

* Gok kanalll pipetle dizin adaptdrlerini eklerken her satir veya her siitun arasinda uglari degistirin. Tek kanall
pipet kullaniyorsaniz her numune arasinda uglari degistirin.

Belge No 200019584 v02 TUR 17167

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
YALNIZCA DISA AKTARIM iGIN



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kullanim Talimati  illumina

Plakayi Kapatma

* Protokoldeki asagidaki adimlari uygulamadan 6nce her zaman plakayi drtmek igin bir kauguk rulo kullanarak
yeni bir yapiskanli kapak ile 96 kuyulu plakayi kapatin:
— Calkalama adimlari
— inkiibasyon adimlari. Plakanin diizgiin kapatiimamasi inkiibasyon esnasinda buharlasmaya yol acabilir.
— Santriflj adimlari
— Hibritlestirme adimlari

* (apraz kontaminasyon ve buharlagma riskini azaltmak i¢in kenarlarin ve kuyularin tamamen kapandigindan
emin olun.

— Kapakta veya plaka kuyusunun yanlarinda herhangi bir sivi veya yogusma gdzlemlenirse agmadan 6nce
gerektigi kadar santrifijleyin.

* Kapadi yavasca gikarmadan once plakayi duz bir ylizeye yerlestirin.

Enrichment BLT Small (eBLTS) Kullanimi
* eBLTS stok tuplni sogutucuda boncuklar her zaman tampon iginde batiriimis olacak sekilde dik depolayin.
* Kullanimdan hemen 6nce, eBLTS stok tlipinu boncuklar tekrar stiispansiyon olana dek iyice vorteksleyin.
Boncuklarin yeniden yerlesmesini 6nlemek igin pipetlemeden dnce santrifijleme dnerilmez.
* Boncuklar 96 kuyulu plakanin yanina veya Ustline yapismissa 280 x g’de 3 saniye boyunca santrifiijleyin ve
ardindan tekrar slispansiyon haline getirmek igin pipetleyin.
* eBLTS'yiylkarken:
— Plaka igin uygun manyetik standi kullanin.
— Talimatlar ¢ikarilmasini sdyleyene kadar plakayl manyetik stant lizerinde tutun.

— Boncuklar pipet uglarinin igine aspire edilmisse manyetik stant tGzerindeki plakanin igine geri dagitin ve
sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Is Akisi

Asagidaki semada lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit is akisi gosterilmektedir. Glvenli durma noktalari

adimlar arasinda isaretlenmistir. Stire tahminleri 12-plex zenginlestirmede 12 numunenin islenmesine
dayanmaktadir.
gDNA

Gvenli Durma
Noktasi

o Genomik DNA Tagmantasyonu
Manuel iglem: 20 dakika
Toplam: 40 dakika
Reaktifler: eBLT, TB1

e Tagmantasyon Sonrasi Temizleme
Manuel iglem: 10 dakika
Toplam: 20 dakika
Reaktifler: ST2, TWB2

e Tagmente DNA'yI Amplifiye Etme
Manuel iglem: 15 dakika
Toplam: 45 dakika
Reaktifler: EPM, Dizin Adaptorleri
Guvenli Durma

Noktasi . .
o Kitapliklari Temizleme
Manuel iglem: 10 dakika
Toplam: 20 dakika
Reaktifler: RSB, CB, EtOH
Guvenli Durma

Noktas! .
Kitapliklar Havuzlama
Reaktifler: RSB

Guvenli Durma
Noktasi

e Problari Hibritlestirme

Manuel igslem: 10 dakika

Toplam: 125 dakika

Reaktifler: Zenginlestirme Probu Paneli, NHB2,
EHB2, RSB

o Hibritlestirilmis Problari Yakalama
Manuel iglem: 25 dakika
Toplam: 65 dakika
Reaktifler: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

0 Zenginlesgtiriimig Kitapligi Amplifiye
Etme
Manuel iglem: 5 dakika

Toplam: 40 dakika
. . Reaktifler: PPC, EPM
Guvenli Durma

NokfaS/o Amplifiye Edilmis Zenginlestiriimis
Kitapligi Temizleme

Manuel iglem: 10 dakika

Toplam: 20 dakika

Reaktifler: CB, RSB, EtOH

® PCR Oncesi @ PCR Sonrasi
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Kullanma Talimatlari

Bu bdlum lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit protokollni agiklar.

*  Urlinlerin ve deney parametrelerinin uyumlulugundan emin olmak icin numuneden analize kadar planlanan
tam sekanslama is akisini gézden gegirin.

* Devam etmeden 6nce, kit igerigini dogrulayin ve gerekli bilesenler, ekipmanlar ve materyallerin
bulundugundan emin olun.
— Uclincii taraf biyotinlenmis problar belirli gereklilikleri karsilamalidir. Ugiincii taraf problarinizin

gereklilikleri karsiladigindan emin olmak i¢in bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri, sayfa 9.
* Belirtilen hacimleri ve inklibasyon parametrelerini kullanarak gosterilen sirada protokolli uygulayin.
* Protokolde glivenli durma noktasi belirtimedikge, derhal bir sonraki adima devam edin.

* Birana karisim olustururken saglanan hacimlerde fazlalik dahildir.

* Plaka turindz igin uygun manyetik standi kullandiginizdan emin olun.

Havuzlama i¢in Hazirlama

Bu adim zenginlestirilmis kutliphanelerin basarili sekanslanmasini saglamak igin gereklidir. Kitiphanelerin
havuzlanmasi zenginlestirme dncesinde ve sekanslama dncesinde olabilir.

Zenginlestirme oncesinde—Dizinlenmis amplifiye edilmis badimsiz kitliphaneler segili prob paneliile
zenginlestirme igin birlikte havuzlanir. Bu, zenginlestiriimis kitliphanelerin gogullama yapilmis bir havuzunu
olusturur. FFPE numune girdisi igin isleme yalnizca 1-plex zenginlestirme reaksiyonlari igin test edilmis ve
Onerilmektedir. YUksek kalite gDNA igin, 12-plex test edilmistir ancak 2-plex ila 11-plex mimkunddir.

Sekanslama 6ncesinde—1-plex zenginlestiriimis kiitiphaneler ve/veya multiplex zenginlestirilmis kitlphaneler
sekanslama oncesinde birlikte havuzlanir. Sekanslanabilecek zenginlestirilmis kitlphane sayisi, sekanslama
sisteminizdeki her numune igin hedef okuma derinligine baglidir.

Benzersiz Cift Dizinleme

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit benzersiz gift dizinler kullanir.
* Ciftdizinli kitiphaneler benzersiz etiketlenmis klttphaneler olusturmak igin Dizin 1 (i7) ve Dizin 2 (i5) ekler.
* UD dizinleri, i7 ve i5 Dizin Okumalari igin ayri, bagimsiz dizin sekanslari igerir. Dizinler 10 baz uzunlugundadir.

Havuzlanmig katlphaneler igin ¢esitli sekanslara sahip dizin adaptorleri se¢mek, basarili sekanslama ve veri
analizi igin renk dengesini optimize eder. = 10-plex olan ¢ok zamanlilik havuzlari kendiliginden renk dengelidir,
bu sayede herhangi bir dizin adaptori kombinasyonunu kullanabilirsiniz. Sekanslama galistirmaniz esnasinda,
DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager Module, renk dengeli dizin kombinasyonlariigin segenekler sunar
ve secili dizin kombinasyonlarinda yeterince ¢esitlilik olmadidinda sizi bilgilendirir.

lllumina UD dizin adaptdr sekanslari ve plaka dizenleri hakkinda bilgi igin bkz. Ek: lllumina UD Dizinleri Adaptér
Sekanslari, sayfa 58.
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Desteklenen Zenginlestirme Cok Zamanlhliklari

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri 1-plex ve 12-plex zenginlestirme ¢ok zamanliliklarinda
yapilandirilir ve test edilir.Diger zenginlestirme ¢ok zamanliliklari mimkun olsa da bazi gok zamanliliklar ilave
onceden zenginlestirilmis kitliphane hazirlidi ve zenginlestirme probu paneli reaktifleri gerektirir.

Standart olmayan zenginlestirme ¢ok zamanlhdi i¢cin uygun zenginlestirme verimini elde etmek ilave
optimizasyonlar gerektirebilir. ideal sonuglar garanti ediimez.

* Zenginlestirme ¢ok zamanhhgi- Zenginlestirme probu panelleri ile hibritlestirme igin bir zenginlestirme
reaksiyonunda havuzlanmis énceden zenginlestirilmis kiitiiphanelerin (1-12) sayisi. Ornegin, 12 6nceden
zenginlestirilmis klttphanenin birlestiriimesi bir 12-plex zenginlestirme havuzu olusturur.

* Zenginlestirme reaksiyonu- Reaksiyon basina havuzlanmis 6nceden zenginlestirilmis kitliphane sayisindan
badimsiz olarak benzersiz zenginlestirme reaksiyonu hazirh@i sayisi. Ornegin, tek bir zenginlestirme
reaksiyonu 1-plex veya 12-plex zenginlestirme havuzu hazirlayabilir.

Zenginlestirme sonrasi kitiphanelerin toplam sayisini hesaplamak igin reaksiyon basina zenginlestirme gok
zamanliligini zenginlestirme reaksiyonu sayisi ile carpin. Ornegin, bir 12-plex zenginlestirme havuzunun tek bir
zenginlestirme reaksiyonu, 12 zenginlestirme sonrasi kutlphane igeren bir havuz Uretir.

Onceden zenginlestirilmis kiitiiphaneleri havuzlarken, lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri
asagidaki zenginlestirme reaksiyonlarini ve gok zamanliligi destekler.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Zenginlestirme Reaksiyonlari Zenginlestirme Cok Zamanliligi
Kit Reagents ginies v ginles ¢ d

16-sample kit 16 reaksiyon 1-plex
96-sample kit 8 reaksiyon 12-plex
2-Plex ila 8-Plex Havuzlama Stratejileri

Asagidaki tabloda, 2-8-plex havuzda birlestirilebilen dizin adaptorleri (kuyular) gdsterilmektedir ve renk kodlu
sekilde ise her bir kombinasyon gosterilmektedir.

= 2 olan herhangi bir gok zamanlilidi situnun Ustlinden veya altindan havuzlayin. Satir boyunca havuzlamayin.

Cok Zamanlilik Kombinasyonlar Sekildeki Renk
2 Satundakiilk iki veya son iki kuyu: Turuncu

« AveB

e« GveH

C-F satirlari kullaniimaz.
3 Sutundakiilk Ug veya son U¢ kuyu: Gri

o A-C

o F-H

D ve E satirlari kullaniimaz.
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Cok Zamanlilik Kombinasyonlar Sekildeki Renk

4 Sutundaki ilk dort veya son dort Mor
kuyu:
e A-D
* E-H
5 Sutundakiilk bes veya son bes Mavi
kuyu:
o A-E
e D-H
6 [Secenek 1] Sttundaki ilk alti veya Yesil
son alti kuyu:
o A-F
o C-H
[Secenek 2] Bir sttundaki ilk iki
kuyu (A ve B) veya son iki kuyu (G
ve H) ve bitisik bir situndaki
herhangi dort kuyu.

7 Sutundaki ilk yedi veya son yedi Pembe
kuyu:
o A-G
* B-H

8 TUm sGtun. Deniz Mavisi
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9-Plex Havuzlama Stratejileri

Sekanslama galistirmasinda renk dengesini optimize eden herhangi bir kuyudan dizin adaptorlerini kullanin,
ornegin:

* Al-Hlve A2
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e A4-D4 ve A5-E5
e A7-F7 ve A8-C8
* A10-C10, A11-C11 ve A12-C12

Asagidaki sekil dort drnedin tamamini gostermektedir.
( 9 10 1112 )
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Genomik DNA Tagmantasyonu

illumina

Bu adim, DNA’y1 fragmante edip adaptdr sekanslari ile etiketleyen bir islem olan DNA tagmantasyonu igin

Enrichment BLT Small (eBLTS) kullanir.

Sarf Malzemeleri
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (sari kapak)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Nikleaz igermeyen su
* 96 kuyulu PCR plakasi
* Yapiskanli kapak
* 1,7 ml mikrosantrifij tlpleri
* 8 tupliu serit
* Pipetuglari
— 200 pl gok kanalli pipetler
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A DIKKAT

Bu reaktif seti potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar i¢erir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gézle
temasi halinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi goz korumasi, eldivenler
ve laboratuvar 6nlugii dahil olmak lizere koruyucu ekipman giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal
atik olarak ele alin ve gecerli bélgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. ilave
gevre, saglik ve guvenlik bilgileri igin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Glvenlik Veri
Sayfalarina (SDS) bakin.

Reaktifler Hakkinda
* eBLTS 2°Cila8 °C sicakliklarda depolanmalidir. 2 °C altinda depolanmig eBLTS'yi kullanmayin.

* eBLTS'yi santrifljlemeyin.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar

eBLTS (sar kapak) 2°Cila8°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak i¢in
kullanimdan hemen 6nce vorteksleyin.
Pipetlemeden dnce santrifujlemeyin.

TB1 -25°Cila-15°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak igin
vorteksleyin.
2. DNA'yivorteksleyin veya pipetleyin ve ardindan kisa sire santrifijleyin.
3. Termal dénglileyicide asadidaki TAG programini kaydedin:
* Kapagdi dnceden isitma segenedini segin ve 100 °C’ye ayarlayin
* Reaksiyon hacmini 50 pul olarak ayarlayin
* 5 dakika boyunca 55 °C
* 10-°C'de tutun
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Prosedir

1.

10.
11.

Toplam girdi miktari 50-1000 ng olacak sekilde 96 kuyulu PCR plakasinin her kuyusuna 2-30 ul DNA ekleyin.
DNA hacmi < 30 plise toplam hacmi 30 ul'ye getirmek igcin DNA numunelerine nikleaz igermeyen su ekleyin.

Boncuklar tamamen tekrar stispansiyon olana dek eBLTS'yi vorteksleyin.

Tagmantasyon Ana Karisimini hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir tlp iginde birlestirin. Her hacmi, islenen
numune sayisi ile garpin.

* eBLTS (11,5 ul)

e TB1(11,5ul)

Reaktif fazlaligi hacme dahildir.

Karistirmak i¢cin Tagmantasyon Ana Karisimini iyice pipetleyin.
Tagmantasyon Ana Karigimini 8 tlpli seride esit olarak ayirin.

200 ul ¢cok kanalli bir pipet kullanarak, PCR plakasinin numune i¢eren her kuyusuna 20 pyl Tagmantasyon Ana
Karisimi aktarin. Her numune sltunu veya satiriigin yeni uglar kullanin.

Tagmantasyon Ana Karisimi dagitildiktan sonra 8 tipli seridi atin.

Karistirmak icin 40 pl'ye ayarlanmis 200 pl gok kanalli bir pipet kullanarak her numuneyi 10 kez pipetleyin.
Her numune sdtunu igin yeni uglar kullanin.
Alternatif olarak PCR plakasini kapatin ve 1600 rpm’de 1 dakika boyunca plaka galkalayici kullanin.

Plakayi kapatin ve ardindan énceden programlanmis termal dénguleyiciye yerlestirin ve TAG programini
gahstirin.

TAG programi 10 °C bekletme sicakliina ulasana kadar bekleyin ve ardindan plakayi derhal gikarin.

96 kuyulu PCR plakasini oda sicaklidinda 2 dakika tutun ve ardindan bir sonraki adima gegin.

Tagmantasyon Sonrasi Temizleme

Bu adim PCR amplifikasyonu dncesinde eBLTS Uzerindeki adaptor etiketli DNA'yi yikar.

Sarf Malzemeleri

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

96 kuyulu PCR plakasi manyetik standi
Yapiskanli kapak

8 tupli serit

Pipet uclan

— 20 pl gok kanalli pipetler

— 200 pl gok kanalli pipetler

Daha sonraki proseddr i¢in hazirlayin:
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kullanim Talimati  illumina

— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Dizin adaptdr plakasi

Reaktifler Hakkinda

* Plakaniz igin uygun manyetik standi kullandiginizdan emin olun. Bir PCR plakasi i¢in MIDI plakasi manyetik
standini kullanmak TWB2'nin boncuklara baglanmasini engelleyebilir.

* Hatali hacim aspirasyonu ve tamamlanmayan karistirmadan kaginmak amaciyla képiklenmeyi en aza
indirmek igin TWB2'yi yavasga pipetleyin.

Hazirhik

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar

EPM -25°Cila Buz Uzerinde 1 saat slreyle ¢dzdurun.
-15°C Karistirmak igin ters gevirin, ardindan kisa silre santrifijleyin.

ST2 15°Cila Cokelti gozlemlenirse 37 °C’de 10 dakika isitin ve ardindan ¢okelti ¢ozlinene
30°C kadar vorteksleyin. Oda sicakliginda kullanin.

TWB2 15°Cila30°C Oda sicakliginda kullanin.

Dizin -25°Cila 30 dakika slireyle oda sicakliginda ¢ozdurln.
adaptér -15°C
plakasi

Prosedur

1. Her tagmantasyon reaksiyonuna 10 pl ST2 ekleyin. Cok kanalli bir pipet kullantyorsaniz ST2'yi 8 tlplu serit
igine pipetleyin ve ardindan uygun hacimleri PCR plakasina aktarin. Her numune sttunu veya satiriigin yeni
uglar kullanin.

2. 50 ul'ye ayarh bir 200 ul pipet kullanarak boncuklari tekrar stispansiyon haline getirmek igin her kuyuyu 10
kez yavasca pipetleyin.

Alternatif olarak, plakayi kapatin ve 1600 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin. Gerektiginde tekrarlayin.
Plakayi kapatin ve ardindan 280 x g’de 10 saniye boyunca santrifijleyin.

5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

PCR plakasl manyetik standi tizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (3 dakika) bekleyin.

o g~ W

[= 48 numune] Asagidaki sekilde Ug¢ kez yikayin.

a. 60 ul'ye ayarlanmis 200 pl gok kanalli bir pipet kullanarak boncuk tanecidini hareket ettirmeden
stizlintuyl gikarin ve atin.

b. Manyetik stanttan cikarin.
c. Hemen ardindan, dogrudan boncuklara yavasga 100 ul TWB2 ekleyin.
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g
h
7.1
a

Boncuklar tekrar stispanse edilene dek yavascga pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve
1600 rpm’de 1 dakika boyunca calkalayin.

Sigrama meydana gelirse 280 x g'de 10 saniye boyunca asagi dondurin.

PCR plakasi manyetik standi tzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (3 dakika) bekleyin.
Uglincii yikama gergeklestirilirken asiri kurumayi énlemek igin plakayl manyetik stant izerinde ve
TWBZ2'yi kuyularda birakin. PCR Ana Karisimini hazirladiktan sonra suzlntiyu gikarin ve atin.

100 pl'ye ayarlanmis 200 ul gok kanalli bir pipet kullanarak stizlintlyl gikarin ve atin.

Toplamda ¢ yikama olacak sekilde c—f adimlarini iki kez tekrarlayin.

> 48 numune] Asagidaki sekilde ¢ kez yikayin.

© o o T

j.

K.

8. Tagmente DNA’yi Amplifiye Etme boélimindeki Prosedtiriin 4 adimina kadar manyetik stant lizerinde tutun.
Boncuklarin asiri kurumasini dnlemek i¢gin TWB2 kuyularda kalir.

Asiri kurumayi onlemek igin tim sttunlar islenene kadar b ve ¢ adimlarini 1 stitundan 2 siituna kadar
artiglarla gerceklestirin.

60 pl'ye ayarlanmis 200 ul ¢ok kanalli bir pipet kullanarak stizintuyd ¢ikarin ve atin.
Manyetik stanttan ¢ikarin.
Hemen ardindan, dogrudan boncuklara yavasg¢a 100 yl TWB2 dagitin.

Boncuklar tekrar stispanse edilene dek yavascga pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve
1600 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin.

Sigrama meydana gelirse 280 x g’de 10 saniye boyunca asagi dondurin.

PCR plakasI manyetik standi tzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (3 dakika) bekleyin.
Uglincii yikama gergeklestirilirken asiri kurumayi énlemek igin plakayl manyetik stant izerinde ve
TWB2'yi kuyularda birakin. PCR Ana Karisimini hazirladiktan sonra stiziintiyu ¢ikarin ve atin.

100 pl'ye ayarlanmis 200 pl gok kanalll bir pipet kullanarak szdantiyu gikarin ve atin.
Manyetik stanttan ¢ikarin ve dogrudan boncuklara yavasca 100 pl TWB2 ekleyin.
Her stun islenene kadar h ve i adimlarini 1 veya 2 sttun artigla tekrar edin.

Toplamda ug¢ yikama olacak sekilde e-h adimlarini iki kez tekrarlayin.

Tagmente DNA'y1 Amplifiye Etme

Bu adim, sinirll déngli PCR programi kullanarak tagmente DNA'y1 amplifiye eder. PCR adimi Dizin 1 (i7)
adaptoérlerini, Dizin 2 (i5) adaptdrlerini ve sekanslama kiimesi olusturma i¢in gerekli sekanslari ekler.

Sarf Malzemeleri
* EPM (Enhanced PCR Mix)

* Dizin adaptor plakasi

* 96 kuyulu PCR plakasi

* Ndikleaz igermeyen su
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Yapiskanli kapak

1,5 ml mikrosantrif(j tlpleri

Pipet uclarn

20 pl gok kanall pipetler
200 pl gok kanalli pipetler

Reaktifler Hakkinda

Dizin adaptor plakalari

Bir kuyu, > 10 pl dizin adaptorleri igerebilir.

Dizin adaptor plakasina numuneleri eklemeyin.

Dizin plakasinin her kuyusu yalnizca tek kullanimliktir.

Hazirhk

1.

Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama

EPM

Dizin adaptdr plakasi

-25°Cila-15°C

-25°Cila-15°C

Talimatlar

illumina

4 °C’'de veya buz lizerinde 1 saat sureyle ¢ozdurun.
Karistirmak igin ters gevirin, ardindan kisa sire santrifijleyin.

30 dakika sureyle oda sicakhginda ¢ozdurin.

Asagidaki tabloda belirtilen uygun PCR donguisu sayisini kullanarak asagida verilen eBLTS PCR programini

bir termal donglleyiciye kaydedin.

Kapagdi dnceden isitma segenegini secgin ve 100 °C’ye ayarlayin

Reaksiyon hacmini 50 ul olarak ayarlayin

3 dakika boyunca 72 °C

3 dakika boyunca 98 °C

X déngu:

* 20 saniye boyunca 98 °C
* 30 saniye boyunca 60 °C
* 1dakika boyunca 72 °C
3 dakika boyunca 72 °C

10 °C’'de tutun
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Toplam ¢alistirma stiresi 9 déngu i¢in ~38 dakika ve 12 dongu igin ~46 dakika.

Numune Girdisi TiirG PCR Dongii Sayisi (X)
10-49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
FFPE’den ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA 12
Kandan ekstrakte edilen gDNA 9
Prosedur

1.

PCR Ana Karisimini hazirlamak igin asagidakileri birlestirin. Her hacmi, islenen numune sayisi ile ¢arpin.
e EPM (23 pl)

* Niukleaz icermeyen su (23 pl)

Reaktif fazlaligi hacme dahildir.

PCR Ana Karisimini karistirmak igin 10 kez pipetleyin ardindan kisa sire santrifujleyin.

Plaka manyetik standin Ustlindeyken 200 ul ¢ok kanalli pipet kullanarak TWB2'yi ¢ikarin ve atin.
Kuyu duvarlarinda kalan kopUk, kitlphaneyisi advers olarak etkilemez.

Manyetik stanttan ¢ikarin.
Hemen 40 pl PCR Ana Karisimini dogrudan her kuyudaki boncuklara ekleyin.

Boncuklar tamamen tekrar stispanse edilene dek karistirmak igin hemen pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi
kapatin ve 1600 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin.

Numune plakasini kapatin ve 280 x g’de 10 saniye boyunca santrifujleyin.
Dizin adaptor plakasini 1000 x g’de 1 dakika boyunca santrifijleyin.
Dizin adaptor plakasini hazirlayin.

* [< 96 numune] Dizin adaptér plakasi Gzerindeki folyo kapadi her kuyu igin yeni bir pipet ucuyla yalnizca
islenmekte olan numune sayisi kadar delin.

* [96 numune] Yeni bir yari etekli PCR plakasini dizin adaptdr plakasi Gizerinde hizalayin ve folyo kapagi
delmek igin asagi bastirin. Folyo kapagi delmek igin kullanilan PCR plakasini atin.

10. Yeni bir pipet ucu kullanarak, her kuyuya 10 ul dnceden eslestiriimis dizin adaptorleri ekleyin.

1.

Karistirmak igin 40 ul'ye ayarlanmis bir pipet kullanarak 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve
1600 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin.

12. Plakayi kapatin ve ardindan 280 x g’de 10 saniye boyunca santrifiijleyin.

13. Termal déngdleyiciye yerlestirin ve eBLTS PCR programini galistirin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Durduruyorsaniz -25 °C ila -15 °C’de maksimum 30 glin boyunca depolayin.
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Kutliphaneleri Temizleme

Bu adimda, amplifiye edilmis kitlphaneleri saflastirmak igin ¢ift tarafli boncuk saflastirma proseduri kullanilir.

Sarf Malzemeleri

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Taze hazirlanmis %80 etanol (EtOH)

* 96 kuyulu 0,8 ml Polipropilen Derin Kuyulu Depolama Plakasi (MIDI plakasi)
* 96 kuyulu PCR plakasi

* MIDI plakasI manyetik standi

* PCR plakasi manyetik standi

* 1,5 ml mikrosantrifuj tipleri

* Niukleaz icermeyen su

Reaktifler Hakkinda
* Temizleme Boncuklari
— Her kullanimdan dnce vorteksleyin.
— Boncuklarin esit olarak dagitiimis oldugundan emin olmak igin sikga vorteksleyin.

— Sollisyonun viskozitesi nedeniyle yavasga aspire edin ve dagitin.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar
CB Oda sicakhgi Sivinin rengi homojen olana kadar karistirmak igin vorteksleyin ve ters gevirin.

RSB 2°Cila8°C 30 dakika sureyle oda sicakhiginda ¢ézdurin. Karistirmak igin vorteksleyin.

Prosedur

1. 96 kuyulu PCR plakasini 1800 rpm’de 1 dakika ¢alkalayin ve ardindan kisa sureyle santrifljleyin.
PCR plakasl manyetik standi tizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (1 dakika) bekleyin.

3. CB'yi 3 kez 10 saniye boyunca vorteksleyin ve ardindan tekrar siispansiyon haline getirmek igin birka¢ kez
ters gevirin.

4. Yuksek kalite gDNA i¢in asagidakileri uygulayin.

a. Yeni bir MIDI plakasinin her kuyusuna 77 pl nlkleaz icermeyen su ekleyin.
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© ® N o

1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

MIDI plakasinin her kuyusuna 88 pl CB ekleyin.
PCR plakasinin her kuyusundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna 45 ul stizinta aktarin.
PCR plakasini atin.

© o o T

Karistirmak igin her kuyuyu 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve 1800 rom’de 1 dakika
boyunca calkalayin.

._h

Plakayi kapatin ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inktbe edin.

Hava kabarciklari igin kontrol edin. Gozleniyorsa asagi dondurin.

> @

MIDI plakasi manyetik standi Gizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (5 dakika) bekleyin.

inkiibasyon esnasinda, CB'yi iyice vorteksleyin ve ardindan yeni bir MIDI plakasinin her kuyusuna 20
ekleyin.

j. Ik MIDI plakasinin her kuyusundan, (20 ul CB igeren) yeni MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna 200 u
stzuntd aktarin.

k. ik MIDI plakasini atin.

I.  Karnistirmak icin yeni MIDI plakasinin her kuyusunu 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve
1800 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin.

Ekstrakte edilmis FFPE igin asagidakileri uygulayin.

a. Yeni bir MIDI plakasinin her kuyusuna 81 ul CB ekleyin.

b. PCR plakasinin her kuyusundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna 45 pl stizinti aktarin.
c. PCR plakasini atin.
d

Karistirmak igin her kuyuyu 10 kez pipetleyin. Alternatif olarak, plakayi kapatin ve 1800 rom’de 1 dakika
boyunca calkalayin.

5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
Hava kabarciklari igin kontrol edin. Gozleniyorsa asagi dondurin.
MIDI plakasi manyetik standi Gizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (5 dakika) bekleyin.

Boncuklari hareket ettirmeden slizintiyu ¢ikarin ve atin.

. Boncuklari asagidaki gibi yikayin.

a. Plaka manyetik standin Gizerindeyken, karistirmadan 200 pl taze %80 EtOH ekleyin.
b. 30 saniye boyunca inklibe edin.

c. Boncuklari hareket ettirmeden slizlintliyd ¢ikarin ve atin.

Boncuklari ikinci kez yikayin.

Manyetik standin lGizerinde 5 dakika boyunca hava ile kurutun.

Hava ile kuruturken, 20 pl pipet kullanarak kalinti EtOH'yi ¢ikarin ve atin.

Manyetik stanttan ¢ikarin.

Boncuklara 17 ul RSB ekleyin.

Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 2 dakika boyunca galkalayin.

2 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
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18. Hava kabarciklarii¢in kontrol edin. Gézleniyorsa asagdi dondurun.
19. Plakayi MIDI plakasi manyetik standi Uzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.

20. Yeni bir 96 kuyulu PCR plakasina 15 pl stiziintl aktarin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Duruyorsaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C’de maksimum 30 giin boyunca depolayin.

Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri Havuzlama

Bu adim benzersiz dizinlere sahip DNA kuttuphanelerini 12 kiitiphaneye kadar igerebilen bir havuzda birlestirir.
Havuzlama Yontemleri

Hacim veya kutleye gore havuzlayabilirsiniz. Girdiniz igin uygun yontemi belirlemek igin asagidaki tabloyu
kullanin.

Tablo 2 Onerilen Havuzlama Yéntemleri

Numune Girdisi Havuzlama Yoéntemi
10-49 ng gDNA Kutle

50-1000 ng gDNA Hacim

FFPE'den ekstrakte edilen gDNA Kutle

Kandan ekstrakte edilen gDNA Hacim

* 1-plex zenginlestirme, 6nceden zenginlestiriimis kitliphanelerin havuzlanmasini gerektirmez. Ancak RSB
eklenmesi gerekli olabilir.

* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane miktar tayini sonrasinda, ideal dizin dengesi elde etmek igin tiim
numune girdi turleri kiitleye gére havuzlanabilir.

* Ayrnideneysel hazirliklarda elde edilen 6nceden zenginlestirilmis kattiphanelerin nihai verimleri degiskenlik
gosterebilir. Bu nedenle, ideal dizin dengesi elde etmek i¢in kiitleye gére havuzlama &nerilir.

* Asagidaki durumlarigin 1-plex zenginlestirme kullanin.
* 10-49 ng gDNA
* FFPE’den ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA

* Somatik varyant arama icin dlisik minor alel frekansi saptama

Kltleye gore Havuzlama

Asagidaki durumlarda, Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri Esit Konsantrasyonda Havuzlama, sayfa 33.
*  10-49 ng gDNA numune girdisi
* FFPE numune girdisinden ekstrakte edilen 50-1000 ng gDNA
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* Somatik varyant arama igin diislik minor alel frekansi saptama

* ideal dizin dengesi igin kandan ekstrakte edilen gDNA

Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphanelerin Miktar Tayinini Yapma

1. Tercih ettiginiz dsDNA ek boyasi kullanan florometrik bazli bir miktar tayini yontemi kullanarak 1 pl
zenginlestirilmis klttphane galistirin.

* 50-1000 ng yuksek kalite gDNA i¢in = 500 ng dnceden zenginlestirilmis kitlphane verimi bekleyin.

* 50-1000 ng FFPE'den ekstrakte edilmis gDNA igin ilk numunenin kalitesine bagl olarak 500-6000 ng
onceden zenginlestirilmis kitliphane verimi bekleyin.

NOT Farkl biaslari olan miktar tayini yontemleriigin, miktar tayininin bu is akisina yonelik kalifikasyonunu
yapin. Konsantrasyon sonuglari kullanilan yonteme bagli olarak farklilik gosterebilir.

Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphaneleri Esit Konsantrasyonda Havuzlama

Numune tlrd ve zenginlestirme gok zamanlhligina gore zenginlestirme igin gereken kittiphane basina DNA
kiitlesini belirlemek icin asagidaki tabloyu kullanin. Onerilenden daha diisiik 5nceden zenginlestiriimis
kutliphane verimleri kullanildidinda ideal zenginlestirme verimleri ve test performansi garanti edilmez.

Zenginlestirme reaksiyonundaki toplam DNA kitlesi 6000 ng'yi agmamalidir.

Zenginlestirme Cok Kutiiphane basina DNA Toplam DNA Kiitiiphane
Numune Girdisi ity ¢ p s p 0

Zamanhhgi Kiitlesi (ng) Kiitlesi (ng)
Yiksek kalite gDNA 12 250-500 3000-6000
FFPE'den ekstrakte 1 200 200

edilen gDNA

1. Buadimda havuzlamayi planladiginiz kitiphaneler igin dizinleri kaydedin.

2. Her kutiphanenin konsantrasyonuna bagh olarak, gerekli DNA kutlesini elde etmek igin zenginlestirme
reaksiyonuna eklenmesi gereken hacmi hesaplayin.

* Yiksek kalite gDNA: 250-500 ng girdi igin gereken klttphane hacmini hesaplayin.
* FFPE'den ekstrakte edilen gDNA: 200 ng girdi igin gereken kutiphane hacmini hesaplayin.
Her kutliphane i¢in hesaplanan hacmi, PCR plakasinin ayni kuyusuna ekleyin.

4. Yuksek kalite gDNA kullaniyorsaniz havuzlanmis 6nceden zenginlestirilmis kitliphanelerin toplam hacmine
badl olarak asagidakilerden birini gergeklestirin:

* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi = 30 ul ise suraya gegin: Problari Hibritlestirme, sayfa 35.

* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi < 30 pl ise 30 pl toplam hacme ulasmak icin RSB ekleyin.
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* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi > 30 ul ise havuzlanmis numuneyi konsantre hale getirmek
icin boncuk bazli bir ydntem veya vakum konsantratdru kullanin. 30 pl toplam hacme ulagsmak icin
konsantre havuzlanmis numuneye RSB ekleyin.

5. FFPE’den ekstrakte edilen gDNA kullaniyorsaniz havuzlanmis énceden zenginlestirilmis kiitiphanelerin
toplam hacmine bagli olarak asagidakilerden birini gergeklestirin.

* Onceden zenginlestirilmis kiitiiphane hacmi = 7,5 pl ise suraya gecin: Problari Hibritlestirme, sayfa 35.

* Onceden zenginlestirilmis kiitiphane hacmi < 7,5 plise 7,5 pl toplam hacme ulasmak igin RSB ekleyin.

GUVENLi DURMA NOKTASI

Duruyorsaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C’de maksimum 30 gun boyunca depolayin.

Hacme gore Havuzlama

Girdi 50-1000 ng gDNA oldugunda, ayni deneyde olusturulan kittphanelerin miktar tayini ve normallestiriimesi
gerekli degildir.

ideal performans elde etmek icin yalnizca ayni kullanici, reaktif lotu ve dizin adaptér plakasi ile hazirlanan
onceden zenginlestirilmis kitiphane numunelerini havuzlayin.

1. Buadimda havuzlamayi planladiginiz kitiphaneler igin dizinleri kaydedin.

2. Zenginlestirme ¢ok zamanlhliginiz i¢in asagidaki dnceden zenginlestirilmis kitliphane ve RSB hacimlerini yeni
bir PCR plakasinin ayni kuyusuna birlestirin.
Elde edilen hacim 30 ul olur.

S taonane Haomi RSB Haci
1-plex 14 16
2-plex 14 2
3-plex 10 0
4-plex 7,5 0
5-plex 6 0
6-plex 5 0
7-plex 4,2 0,6
8-plex 3,7 0,4
9-plex 3,3 0,3
10-plex 3 0
11-plex 2,7 0,3
12-plex 2,5 0

*Standart olmayan gok zamanliliklar (2-plex ila 11-plex) hakkinda bilgi i¢in bkz. Prosedtir Kisitlamalari, sayfa 2.
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GUVENLI DURMA NOKTASI

Duruyorsaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C’de maksimum 30 glin boyunca depolayin.

[istege bagli] Onceden Zenginlestirilmis Kiitiiphanelerin
Kalifikasyonunu Yapma

Hacme gore havuzlaniyorsa 6nceden zenginlestiriimis kutliphanelerin miktar tayini igin dsDNA ek boyasi
kullanan florometrik bazli bir ydntem kullanin. Onceden zenginlestirilmis kiitiiphanelerin kalifikasyonunu yapmak
igin, uygun fragman analiz kiti olan bir DNA fragman analizori kullanin.

Kiitiiphane kalifikasyonu igin toplamda 1 ul kullanin. Onceden zenginlestiriimis kiitiiphaneler miktar tayini veya
fragman analizi igin kligUk seyreltmelere izin verecek kadar konsantredir.

Problari Hibritlestirme

Bu adim DNA’nin hedeflenen bdlgelerini Yakalama problari ile baglar.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit reaktifleri hem Illlumina hem Ugincu taraf zenginlestirme DNA
oligoniikleotid panelleri ile uyumludur. Uglincii taraf panellere ydnelik gerekli spesifikasyonlar hakkinda bilgi igin
bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri, sayfa 9.

Sarf Malzemeleri

* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)

* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers) (mavi kapak)
* Zenginlestirme probu paneli

* 96 kuyulu PCR plakasi

* Yapiskanli kapak

* Daha sonraki proseddr igin hazirlayin:

— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (amber kapak)

Reaktifler Hakkinda
* NHBZ2, depolama sirasinda ¢dkelir ve ayrilir.

* Zenginlestirme probu paneli, lllumina’dan alinan, segilen zenginlestirme oligontkleotid panelini ifade eder.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:
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Kalem Depolama Talimatlar

EHB2 2°Cila8°C Oda sicakhgina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.
Kristaller veya bulaniklik gdézlemlenirse sollisyon seffaf
olana kadar vortekslemeyi tekrarlayin veya karistirmak igin
yukari ve asadi pipetleyin.

Zenginlestirme -25°Cila-15°C Hem lllumina hem Uglncdi taraf paneller igin, oda
Probu Paneli (NMumina) sicakligina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.

NHB2 (mavi kapak) -25°Cila-15°C Oda sicakhgdinda ¢ézdurun.
Oda sicakhgindayken, bir mikro numune inklibatérinde
5 dakika boyunca kullandidiniz prob ile ayni sicakliga 6n
Isitma yapin.
Tekrar stispansiyon haline getirmek i¢in her birini
maksimum hizda 10 saniye boyunca 3 kez vorteksleyin.
Kisa slire santrifijleyin.
TlpUn altindan yukari ve asagi pipetleyin.
Kristaller veya bulaniklik gézlemlenirse sollisyon seffaf
olana kadar vortekslemeyi tekrarlayin veya karistirmak icin
yukari ve asadi pipetleyin.
Cokelti olusmasindan kaginmak igin hentz ilikken kullanin.
SMB3* 2°Cila8°C HIB programinda 90 dakika beklettikten hemen sonra bir
sonraki prosediire geciyorsaniz HiB programini
baslatmadan en az 2 saat dnce oda sicakliina getirin.

EEW* (amber tlip) -25°Cila-15°C HiB programinda 90 dakika beklettikten hemen sonra bir
sonraki prosediire geciyorsaniz HiB programini
baslatmadan en az 2 saat 6nce oda sicakligina getirin.
Oda sicakligindayken, HiB programi sonlanmadan énce bir
mikro numune inklbatorinde 30 dakika slreyle uygun
hibritlestirme ve yakalama sicakligina 6n i1sitma yapin.

*Bir sonraki prosedure gegmeden duruyorsaniz o prosedure gegene dek bu reaktifi hazirlamayi erteleyin.

2. Tablo 3iginde listelenen uygun déngii sayisini kullanarak asagidaki HiB programini bir termal déngiileyiciye
kaydedin.

* Kapadi dnceden isitma segenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin
* Reaksiyon hacmini ayarlayin
* [Yiiksek kalite gDNA] 100 pl
* [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 25
* 5dakika boyunca 98 °C
* ik ddngiiigin 98 °C'de baslayip ardindan déngii basina 2 °C azalacak sekilde her biri 1 dakikalik X déngii
* Uygun sicaklikta 90 dakika tutun:
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* [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 58 °C
* [80 mer prob panelleri] 58 °C
* [Somatik varyant arama] 58 °C
* [Tim digerleri] 62 °C
Toplam ¢alistirma stresi ~115 dakika.

Tablo 3 Numune veya Panel Basina Dongu Sayisi

Numune ve Panel Tuiru Dongi Sayisi (X)
FFPE’den ekstrakte edilen gDNA (panel tiriinden bagimsiz) 20

80 mer prob panelleri (numune turlinden bagimsiz) 20

Somatik varyant arama 20

Tdm diger numune ve paneller 18

Prosediir

1.

[Yuksek kalite gDNA] Asagidaki reaktifleri listelenen sirada PCR plakasindaki her havuzlanmis kitliphaneye
ekleyin.

Bir ana karisim olusturmayin. NHB2 ve EHB2'nin bir ana karisimini olusturmak, zenginlestirme performansini
olumsuz etkiler.

* NHB2 (mavi kapak) (50 pl)

* Zenginlestirme probu paneli (10 pul)

* EHB2 (10 ul)

[Yiksek kalite gDNA] 90 pl'ye ayarli bir pipet kullanarak her kuyuyu 10 kez pipetleyerek karistirin.

3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] Asagidaki reaktifleri listelenen sirada PCR plakasindaki her havuzlanmis
kltuphaneye ekleyin.
Bir ana karisim olusturmayin. NHB2 ve EHB2'nin bir ana karisimini olusturmak, zenginlestirme performansini
olumsuz etkiler.
* NHB2 (mavi kapak) (12,5 pl)
* Zenginlestirme probu paneli (2,5 pl)
* EHB2 (2,5l

4. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] 20 yl'ye ayarl bir pipet kullanarak her kuyuyu 10 kez pipetleyerek
karistirin.

5. Plakayi kapatin ve 280 x g’de 10 saniye boyunca santrifiijleyin.

6. Numune plakasini nceden programlanmis termal déngiileyiciye yerlestirin ve HiB programini galistirin.
HIB programi sicaklik bekletme siiresi sona erdiginde hemen bir sonraki prosediire gegin.
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A DIKKAT

Hibritlestirme reaksiyonunun sicakhdi oda sicakliginin altina diiserse ¢okelti olusur.

Hibritlestirilmis Problari Yakalama

Bu adimda, hedeflenen ilgi alanlarina hibritlestirilmis problari yakalamak i¢in Streptavidin Magnetic Beads
(SMB3) kullantlir.

Sarf Malzemeleri

* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (amber kapak)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

* ET2 (Elute Target Buffer 2)

* HP3 (2N NaOH)

* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* 1,5 ml mikrosantrifuj tapu

* 96 kuyulu MIDI plakasi

* 96 kuyulu PCR plakasi

* Yapiskanli kapak

* MIDI plakasI manyetik standi

* Daha sonraki proseddr igin hazirlayin:

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

Reaktifler Hakkinda
e EEW

— Mikro numune inktbatdrinde 6n i1sitma yapmadan dnce EEW’nin en az 2 saat boyunca oda sicakliinda
¢ozduruldiginden emin olun.

— HIB programi sonlanmadan énce EEW’nin bir mikro numune inkiibatériinde 30 dakika isitildigindan emin
olun.

— Kullanilmadigi zaman EEW'yi mikro numune inklbatorinde birakin. EEW, protokol boyunca isitiimis halde
kalmahdir.

— QOda sicakligina ulastiginda bulanik olabilir.
— Sarirenkli gorinebilir.
* SMB3

— SMB3 kullanimdan 6nce oda sicakliinda olmalidir.
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Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem Depolama Talimatlar

SMB3 2°Cila8°C Oda sicakligina gelmesi igin 2 saat bekletin. Ters gevirin ve ardindan
tekrar stispanse edilene dek vorteksleyin.

EEW -25°Cila-15°C 2 saat oda sicakliginda inkiibasyon sonrasinda, HiB programi

(amber tlp) sonlanmadan énce bir mikro numune inklibatdriinde 30 dakika sureyle

uygun hibritlestirme ve yakalama sicakligina 6n isitma yapin.

EE1 -25°Cila-15°C Oda sicakhdinda ¢dzdurln ve ardindan vorteksleyin.
HP3 -25°Cila-15°C Oda sicakhginda ¢ozdurin ve ardindan vorteksleyin.
ET2 2°Cila8°C Oda sicakligina getirin. Karistirmak i¢in vorteksleyin.
EPM -25°Cila-15°C Buz lzerinde bir saat slireyle ¢ozdurln. Karistirmak icin ters gevirin,

ardindan kisa siire santrifijleyin. Buzun lGzerine koyun.
PPC -25°Cila-15°C Buz Uzerinde bir saat slreyle ¢dzdurun. Karistirmak i¢in vorteksleyin,

ardindan kisa siire santrifljleyin. Buzun lGzerine koyun.

2. Numune plakasini asagidaki sicakliklardan birine inklibe etmek i¢in bir MIDI 1si blogu ek pargasiyla bir mikro
numune inklbatoriine on isitma uygulayin. EEW'yi dnceden isitmak icin istege bagh ikinci bir mikro numune
inkbatdrd kullanilabilir. EEW’yi MIDI 1sI blogu ek pargasinin Uzerine yerlestirin.

* [FFPE] 58°C

Prob paneli bagina 80 mer] 58 °C

[
* [Somatik varyant arama] 58 °C
[

Tdm digerleri] 62 °C
Prosediir

Yakalama

1. SMBZ3'U asagidaki gibi yeni MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna ekleyin.
* [Yuksek kalite gDNA] 250 pl SMB3 ekleyin.
* [FFPE'den ekstrakte edilmis gDNA] 62,5 ul SMB3 ekleyin.

2. Ylksek kalite gDNA i¢in 100 ul veya FFPE igin 25 pl'ye ayarlanmig bir pipet kullanarak her havuzlanmig
kutlphaneyi 96 kuyulu PCR plakasindan yeni MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna tasiyin .

Plakayi kapatin ve 1200 rpm’de 4 dakika boyunca galkalayin.

Sigrama meydana gelirse plakayi kisa sureyle santrifijleyin.
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5. Havuzlanmis kitaphane plakasini EEW tlpunun altindaki mikro numune inkibatori tzerindeki MIDI i1si blogu
ek pargasinin Gzerine yerlestirin, kapagi kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 15 dakika inkiibe edin:

* [FFPE] 58°C

[80 mer prob paneli] 58 °C
* [Somatik varyant arama] 58 °C
* [Tumdigerleri] 62 °C
6. Havuzlanmis kutlphaneler plakasini gikarin ve 280 x g'de 30 saniye slreyle santrifljleyin.

Hemen bir MIDI plakasi manyetik standi Gzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.

8. [Yuksek kalite gDNA] 200 ul'ye ayarl bir pipet kullanarak boncuk tanecigini hareket ettirmeden her
kuyudan tim sizlntlyu ¢ikarin ve atin.

9. [FFPE'den ekstrakte edilmis gDNA] 90 ul'ye ayarl bir pipet kullanarak boncuk tanecigini hareket ettirmeden
her kuyudan tim silzintlyu cikarin ve atin.

10. Kalan tiim slizintiyu cikarin ve atin.

Yikama

1. Manyetik stanttan gikarin.
[Yuksek kalite gDNA] EEW'yi hizlica mikro numune inkibatdrinden ¢ikarin ve her kuyuya 200 pl ekleyin.

3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] EEW’yi hizlica mikro numune inklibatériinden gikarin ve her kuyuya 50 i
ekleyin.

4. Kullaniimayan EEW’yi mikro numune inklibatoriine geri koyun ve isitilmis halde tutun.
Kapatin ve 1800 rpm’de 4 dakika boyunca galkalayin.

6. Numune plakasini EEW tlpunun altindaki mikro numune inktbatorl igindeki MIDI is1 blogu ek pargasinin
Uzerine yerlestirin, kapadi kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 5 dakika inklibe edin:
FFPE] 58 °C

80 mer prob panelleri] 58 °C

Somatik varyant arama] 58 °C

[
[
[
* [TUm diger paneller] 62 °C
Hemen bir MIDI plakasi manyetik standi Gizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.

8. Yilksek kalite gDNA igin 200 pl'ye veya FFPE i¢in 50 pl'ye ayarl bir pipet kullanarak her kuyudan tim
stizlintuyl gikarin ve atin.

9. Toplamda ug yikama olacak sekilde 1-8 adimlarini iki kez tekrarlayin.
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Aktarma Yikamasi

Manyetik stanttan ¢ikarin.

2. [Yuksek kalite gDNA ] EEW'yi hizlica mikro numune inkibatdriinden gikarin ve her kuyuya 200 pl ekleyin.
3. [FFPE'den ekstrakte edilen gDNA] EEW'yi hizlica mikro numune inklbatdrianden ¢ikarin ve her kuyuya 50 i
ekleyin.
4. Kapatin ve 1800 rpm'de 4 dakika boyunca galkalayin. Sigrama meydana gelirse hizi 1600 rpm’ye duslrin.
Tekrar stispansiyon haline getirilmis boncuk sollisyonunu yeni bir MIDI plakasina aktarin.
Numunelerin birazi kuyularda kalabilir.
A DIKKAT
Reaktifin aktariimasi, akis asadi PCR’yi engelleyebilecek kalinti reaktiflerin tagimasini en aza indirir.
6. Numune plakasini mikro numune inktibatoriindeki MIDI isI blogu ek pargasinin Uzerine yerlestirin, kapagi
kapatin ve ardindan uygun sicaklikta 5 dakika inklbe edin:
* [FFPE]58°C
* [80 mer prob panelleri] 58 °C
* [Somatik varyant arama] 58 °C
* [TUmdigerleri] 62 °C
Hemen bir MIDI plakasi manyetik standi tGzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.
8. Yuksek kalite gDNA i¢in 200 ul'ye veya FFPE igin 50 pl'ye ayarli bir pipet kullanarak her kuyudan tim
suzlntlyU ¢ikarin ve atin.
9. Plakayi 280 x g'de 30 saniye boyunca santrifijleyin.
10. 10 saniye boyunca MIDI plakasi manyetik standi Gzerine yerlestirin.
11. 20 pl pipet kullanarak her kuyudan kalinti siviyi ¢ikarin ve atin.
12. Boncuklarin asiri kurumasini ve kitiphane verimi kaybini dnlemek igin hemen Eltisyon, sayfa 41 bélumine
gegin.
Eliisyon

1.

Bir Ellisyon Ana Karisimi hazirlamak i¢in asagidaki hacimleri birlestirin. Her hacmi, islenen havuzlanmis
kutlphane sayisiile garpin.

* EE1(28,5ul)

e HP3(1,5ul)

ilave reaktif fazlaligi hacme dahildir.
Vorteksleyin ve ardindan kisa siire santrifljleyin.
MIDI plakasini manyetik stanttan gikarin.

Her kuyuya 23 ul Elisyon Ana Karigimi ekleyin.
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Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 2 dakika boyunca galkalayin.

Plakayi 2 dakika boyunca oda sicakliginda inktbe edin.

5

6

7. 280 x g’'de 30 saniye boyunca santrifijleyin.

8. Bir MIDI plakasi manyetik standi tzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.
9

MIDI plakasindan yeni 96 kuyulu PCR plakasinin karsilik gelen kuyusuna 21 pl stizintl aktarin.
10. MIDI plakasini atin.
11. 21 I stzuntl igeren her kuyuya 4 pl ET2 ekleyin.
12. Pipeti 20 pl'ye ayarlayin ve karistirmak igin her kuyuyu 10 kez yavasga pipetleyin.
13. Plakayi kapatin ve ardindan 280 x g’de 10 saniye boyunca santrifujleyin.
14. Plakayi 1 dakika boyunca oda sicakhginda inkibe edin.

Zenginlestirilmis Kutliphaneyi Amplifiye Etme
Bu adimda zenginlestirilmis kitiphaneyi amplifiye etmek igin PCR kullanilir.

Sarf Malzemeleri
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)
* Yapiskanli kapak

Hazirhik

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin:

Kalem Depolama Talimatlar

EPM -25°Cila-15°C 4 °C'de veya buz Uzerinde bir saat sureyle ¢ozdurun.
Karistirmak icin ters gevirin, ardindan kisa silire santriftjleyin.
Buzun Uzerine koyun.

PPC -25°Cila-15°C 4 °C’de buz Gzerinde bir saat sureyle ¢ozduran. Karistirmak igin
vorteksleyin, ardindan kisa stire santrifiijleyin. Buzun lizerine
koyun.
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Asagidaki tabloda listelenen uygun PCR dongusu sayisini kullanarak asagida verilen AMP programini bir
termal donglleyiciye kaydedin.

* Kapadi onceden isitma segenegini segin ve 100 °C'ye ayarlayin
* Reaksiyon hacmini 50 ul olarak ayarlayin
* 45 saniye boyunca 98 °C
* (X)dongu:
* 30 saniye boyunca 98 °C
* 30 saniye boyunca 60 °C
* 30 saniye boyunca 72 °C
* 5dakika boyunca72°C
* 10°C’de tutun
Toplam ¢alistirma suresi ~35 dakika.
Numune ve Panel Tlirl (X) Dongl
FPPE 14
Ylksek kalite gDNA igin lllumina Exome Panel (CEX) 10
FFPE igin lllumina Exome Panel (CEX) 12

Tim diger numune ve paneller 121234

T Takip eden optimizasyon yoluyla kiiglk Uglinci taraf paneller igin 15 déngliye kadar ayarlanabilir. FFPE kullaniliyorsa
dongu sayisi 17'ye kadar ayarlanabilir.

2 Yalnizca 500 probu olan {iglincii taraf paneller i¢in 17 dongiiye kadar ayarlanabilir. FFPE kullaniliyorsa déngii sayisi
19'aye kadar ayarlanabilir.

2 FFPE numuneleriigin 14 déngliye kadar ayarlanabilir.

4 PCR donglisii sayisinin artiriilmasi FFPE numuneleri igin daha ylksek kopya orani ve daha kiiglik fragman boyutlari ile
sonugclanabilir.

Prosediur

o oa WS

Her kuyuya 5 ul PPC ekleyin.

Her kuyuya 20 ul EPM ekleyin.

Plakayi kapatin ve 1200 rpm’de 1 dakika boyunca ¢alkalayin.
Plakayi 280 x g'de 10 saniye boyunca santrifijleyin.

Onceden programlanmis termal déngiileyiciye yerlestirin ve AMP programini ¢alistirin.

GUVENLiI DURMA NOKTASI

Durduruyorsaniz 2 °C ila 8 °C'de maksimum iki glin boyunca depolayin. Alternatif olarak termal dongtleyiciyi 24
saate kadar agik birakin.
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Amplifiye Edilmis Zenginlestiriimis Klitiphaneyi Temizleme

Bu adimda, zenginlestirilmis kitliphaneyi saflastirmak ve istenmeyen Urtnleri gikarmak igin Cleanup Beads
kullanilir.

Sarf Malzemeleri

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Taze hazirlanmis %80 etanol (EtOH)
* Yapiskanli kapaklar

* 96 kuyulu MIDI plakasi

* 96 kuyulu PCR plakasi

*  MIDI plakasi manyetik standi

Reaktifler Hakkinda
* Temizleme Boncuklari
* Her kullanimdan énce vorteksleyin.
* Boncuklarin esit olarak dagitiimis oldugundan emin olmak igin sikga vorteksleyin.

* SolUsyonun viskozitesi nedeniyle yavascga aspire edin ve dagitin.

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem Depolama Talimatlar

CB Oda sicakligl  Sivinin rengi homojen olana kadar karistirmak igin vorteksleyin ve
ters gevirin.

RSB 2°Cila8C Oda sicakhigina getirin. Karistirmak igin vorteksleyin.

2. Mutlak etanolden taze %80 EtOH hazirlayin.

Prosedir

PCR plakasini 280 x g'de 10 saniye boyunca santrifijleyin.

CB'yi 3 kez 10 saniye boyunca vorteksleyin ve ardindan ters ¢evirin.

Yeni bir MIDI plakasinin her kuyusuna 40,5 ul CB ekleyin.

PCR plakasinin her kuyusundan MIDI plakasinin karsilik gelen kuyusuna 45 pl aktarin.
Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 1 dakika boyunca ¢alkalayin.

S N

MIDI plakasini 5 dakika boyunca oda sicakliginda inklibe edin.
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280 x g'de 10 saniye boyunca santrifljleyin.
Bir MIDI plakasi manyetik standi lizerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (5 dakika) bekleyin.
9. 95 yl'ye ayarh bir pipet kullanarak her kuyudan tum stizanttyd ¢ikarin ve atin.
10. Asagidaki gibi iki kez yikayin.
a. Plaka manyetik standin lzerindeyken, karistirmadan 200 pl taze %80 EtOH ekleyin.
b. 30 saniye boyunca inkibe edin.
c. Boncuklari hareket ettirmeden sizintuyu gikarin ve atin.
11. Manyetik standin Gzerinde 5 dakika boyunca hava ile kurutun.
12. Hava ile kuruturken, 20 pl pipet kullanarak her kuyudan kalinti EtOH'yi ¢ikarin ve atin.
13. Manyetik stanttan gikarin ve her kuyuya 32 ul RSB ekleyin.
14. Plakayi kapatin ve 1800 rpm’de 1 dakika boyunca galkalayin.
15. Plakayi 5 dakika boyunca oda sicakliginda inklibe edin.
16. 280 x g'de 10 saniye boyunca santrifljleyin.
17. Bir MIDI plakasi manyetik standi tGzerine yerlestirin ve sivi seffaf olana kadar (2 dakika) bekleyin.
18. 96 kuyulu MIDI plakasindan yeni PCR plakasinin karsilik gelen kuyusuna 30 ul stizlinta aktarin.
19. MIDI plakasini atin.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Duruyorsaniz plakayi kapatin ve -25 °C ila -15 °C’de maksimum 7 giin boyunca depolayin.

Zenginlestirilmis Klitiphaneleri Denetleme

Cift zincirli gDNA girdisinin miktar tayinini yapmak igin ek boya kullanan floresan bazli bir yéntem kullanin.
NanoDrop veya diger UV absorbans yontemleri gibi toplam nikleik asidi dlgcen yontemlerden kaginin.

1. Miktar tayini yonteminizi kullanarak 1 pl zenginlestirilmis kitUphane ¢alistirin.

NOT Toplam prob molaritesi zenginlestirme sonrasi kiitiphane verimini orantili olarak etkiler.

125-235 bp ortalama fragman boyutunun ve boyut aralidi ~200 bp ila ~1000 bp olan DNA fragman
dagiliminin elde edilmesi beklenir.
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Kutliphaneleri Baslangi¢ Konsantrasyonuna Seyreltme

Bu adim, kittphaneleri sekanslama sisteminiz igin baslangi¢c konsantrasyonuna seyreltir ve seri seyreltmenin ilk
adimidir. Baslangig konsantrasyonuna seyreltmeden sonra kitlphaneler densiriimeye ve nihai yikleme
konsantrasyonuna seyreltiimeye hazirdir.

lllumina, sekanslama igin, kullanilan zenginlestirme probu panelinden bagimsiz olarak Dizin Okuma basina
10 dongli ve okuma basina 151 déngi ile ¢ift sonlu bir galistirma (2 x 151) ayarlanmasini 6nerir. Daha az sayida
ortisen okuma veya daha az ham kapsam istenirse, 2 x 126 veya 2 x 101 olarak daha az sekanslanabilir.

1. Kutldphanenin veya havuzlanan kitiphanelerin molarite degerini asagidaki formli kullanarak hesaplayin.

* Bir DNA fragman analiz cihazinda kalifikasyonu yapilan kitiphaneler icin, kitliphane igin elde edilen
ortalama boyutu kullanin.

* Diger tim kalifikasyon yéntemleriigin ortalama kitlphane boyutu olarak 350 bp kullanin.

ng/ulx10 6 . .
660 —8— wortalama kitaplik = Molarite (nM)

mol boyutu (bp)
Ornegin, kiitiphane konsantrasyonunuz 20 ng/ul ve ortalama boyut 350 bp ise elde edilen molarite degeri
86,58 nM olur.

20ng /ulx10°

B
660 —=7x 350 (bp)

= 86,58(nM)

2. Molarite degerini kullanarak kutuphaneleri sisteminiz i¢in baslangi¢ konsantrasyonuna seyreltmek igin
gereken RSB ve kutlphane hacimlerini hesaplayin.

Minimum Gereken

Basl Nihai Yukl
Sekanslama Sistemi Kitiiphane Hacmi aglangie fnal Tuieme
() Konsantrasyonu (nM) Konsantrasyonu (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 11
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) veya 310 1,75 350
(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM, 350 pM nihai yukleme konsantrasyonu igin baslangi¢ konsantrasyonudur.
Gerekliyse, asagidaki tabloyu kullanarak nihai ylkleme konsantrasyonunu ayarlayin.

Nihai Yiikleme Havuzlanmis Kiitiiphane
Konsantrasyonu (pM) Konsantrasyonu (nM)
100 0,50
150 0,75
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Nihai Yiikleme
Konsantrasyonu (pM)

200
250
300
350
400
450
500

Havuzlanmis Kiitliphane
Konsantrasyonu (nM)

1
1,25
1,50
1,75

2
2,25
2,50

3. RSB kullanarak kutlphaneleri seyreltin:

illumina

* Cogullama yapilmis kiitliphane havuzu olarak miktar tayini yapilan kiitiiphaneler—Havuzu sisteminiz
icin baslangi¢ konsantrasyonuna seyreltin.

* Ay ayri miktar tayini yapilan kutliphaneler—Her kitiiphaneyi sisteminiz icin baslangi¢

konsantrasyonuna seyreltin. Cogullama yapiimis bir kitlphane havuzu olusturmak i¢in her seyreltilmis
kutlphanenin 10 ul'sini bir tipe ekleyin.

4. Nihai yukleme konsantrasyonuna seyreltmek igin sisteminize yonelik densirme ve seyreltme talimatlarini

uygulayin.

* NextSeq 550Dx Sistemiigin, bkz. NextSeq 550Dx Sekanslama Hazirligi, sayfa 47.

* MiSeqDx Sistemiigin, bkz. MiSeqDx Sekanslama Hazirligi, sayfa 49.

* NovaSeq 6000Dx Sistemi igin, bkz. NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirligi, sayfa 50.

Nihai ylkleme konsantrasyonlari bir baslangi¢ noktasi ve genel yonergelerdir. Takip eden sekanslama
calistirmalari Gzerinden veya akis hicresi titrasyonu yoluyla is akisiniz ve miktar tayini ydnteminiz igin

konsantrasyonlari optimize edin.

NextSeq 550Dx Sekanslama Hazirlhigi

NextSeq 550Dx sekanslama sisteminde sekanslama igin kltiphanelerin densiriime ve seyreltiimesine yénelik

asagidaki talimatlari uygulayin.

Sarf Malzemeleri

* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

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

Sekanslama igin kuttiphaneleri seyreltmek amaciyla taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kiglk pipetleme
hatalarinin nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini engellemek igin ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Taze seyreltiimis 0,2 N NaOH densirme islemi igin dnemlidir. Uygun olmayan densirme verimi
dusurebilir.
1. IN NaOH 'yi 0,2 N NaOH'ye seyreltmek igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifijj tiiptinde birlestirin:
1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem Depolama Talimatlar
HT1 -25°Cila  Oda sicakliginda ¢ozdurin. Densirilmis kitliphaneleri seyreltmeye hazir olana dek
-15°C 2 °Cile 8 °C arasinda depolayin.
2. Taze bir NaOH seyreltmesi hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifdj tlplnde birlestirin:
* Laboratuvar sinifi su (800 pl)

* 1IN NaOH (200 pl)
Sonug olarak 1 ml 0,2 N NaOH elde edilir.
Karistirmak icin tipu birkag kez ters gevirin.
4. 200 mM Tris-HCI, pH 7,0 hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifij tiplnde birlestirin.
* Laboratuvar sinifi su (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Sonug olarak 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0 elde edilir.

NOT Tulpu kapali tutun. Taze seyreltmeyi 12 saat i¢inde kullanin.

Kiituphaneleri Densirme

1. Asagidaki kitiphane hacimlerini ve taze seyreltilmis 0,2 N NaOH'yi bir mikrosantrifuj tiplnde birlestirin.
* 10 ul kutiphane
* 10l 0,2 N NaOH
Kisa sureyle karistirin ve ardindan 1 dakika stlireyle 280 x g duizeyinde santrifiijleyin.
5 dakika boyunca oda sicakliginda inklibe edin.
4. 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7 ekleyin.
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Densirilmis Kltliphaneleri 20 pM’ye Seyreltme

1. Densirilmis kitiphane tiplne 970 pl dnceden sogutulmus HT1 ekleyin.
Sonug olarak 20 pM densirilmis kitlphane elde edilir.

2. Kisa slreyle karistirin ve ardindan 1 dakika sureyle 280 x g diizeyinde santrifljleyin.

3. Nihai seyreltmeye ge¢meye hazir olana dek 20 pM kitlphaneleri buzun tzerine koyun.

Kiituphaneleri Yukleme Konsantrasyonuna Seyreltme

1. Densirilmis 20 pM kituphane soliisyonunu 1,2 pM degerine seyreltmek igin asagidaki hacimleri ekleyin.
* Densirilmis kiitliphane sollisyonu (78 pl)
*  Onceden sogutulmus HT1 (1222 i)
1,2 pM'de toplam hacim 1,3 ml'dir.

2. Karistirmak igin ters ¢evirin ve ardindan darbeli santrifjleyin.

3. Sekanslamaya gegin. Talimatlar igin, bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no
71000000009513).

MiSegDx Sekanslama Hazirligi

MiSeqDx sekanslama sisteminde sekanslama igin kutliphanelerin densirilme ve seyreltilmesine yonelik
asagidaki talimatlari uygulayin.

Sarf Malzemeleri
* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

Hazirhk

Sekanslama icin kitlphaneleri seyreltmek amaciyla taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kiglk pipetleme
hatalarinin nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini engellemek igin ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Taze seyreltiimis 0,2 N NaOH densirme islemi i¢in dnemlidir. Uygun olmayan densirme verimi
dusdrebilir.
1. 1IN NaOH 'yi 0,2 N NaOH'ye seyreltmek icin asagdidaki hacimleri bir mikrosantrif(j tliplnde birlestirin:

1. Asagidaki sarf malzemelerini hazirlayin.

Kalem  Depolama Talimatlar

HT1 -25°Cila-15°C Oda sicakliginda ¢oézdurin. Densirilmis kltlphaneleri seyreltmeye
hazir olana dek 2 °C ile 8 °C arasinda depolayin.
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2. Taze bir NaOH seyreltmesi hazirlamak igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifdj tlplnde birlestirin:

* Laboratuvar sinifi su (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
Sonug olarak 1 ml 0,2 N NaOH elde edilir.

NOT Tipu kapali tutun. Taze seyreltmeyi 12 saat i¢cinde kullanin.

4 nM Kituphaneyi Densirme

1. Asagidaki hacimleri bir mikrosantrifij tipinde birlestirin.
* 4 nMKkutiphane (5 pl)
* 0,2NNaOH (5 ul)

2. Kisa slreyle karistirin ve ardindan 1 dakika siireyle 280 x g dlizeyinde santrifljleyin.
5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.

Densirilmis kltlphane igeren tipe 990 pl 6nceden sogutulmus HT1 ekleyin.
Sonug olarak 1 ml 20 pM densirilmis kltlphane elde edilir.

Densirilmis 20 pM Kutliphaneyi Seyreltme

1. Asagidaki hacimleri kullanarak istenen konsantrasyona seyreltin.

Konsantrasyon 6pM 8pM 10pM 1 pM 12pM
20 pM kiitiiphane 180l 240l 300l 330ul 360 ul
Onceden sogutulmus HT1 420l 360l 300l 270 pl 240 ul

2. Karnistirmak igin ters gevirin ve ardindan darbeli santrifijleyin.

15pM 20 pM
450yl 600 pi
150l Ol

3. Sekanslamaya gegin. Talimatlar igin bkz. MiSeqDx Instrument Reference Guide for MOS v4 (MOS v4 igin

MiSeqDx Cihazi Referans Kilavuzu) (belge no 1000000157953).

NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirligi

NovaSeq 6000Dx sekanslama sisteminde sekanslama icin klitliphanelerin densirilme ve seyreltiimesine yonelik

asagidaki talimatlari uygulayin.

Sarf Malzemeleri

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)
* 1N NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
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* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0
* NovaSeq 6000Dx kuttiphane tupu

Hazirhk

Sekanslama igin kuttiphaneleri seyreltmek amaciyla taze bir 0,2 N NaOH seyreltisi hazirlayin. Kiglk pipetleme
hatalarinin nihai NaOH konsantrasyonunu etkilemesini engellemek igin ekstra hacim hazirlanir.

A DIKKAT

Taze seyreltiimis 0,2 N NaOH densirme islemi igin dnemlidir. Uygun olmayan densirme verimi
dusurebilir.

1. 1IN NaOH 'yi 0,2 N NaOH'ye seyreltmek igin asagidaki hacimleri bir mikrosantrifijj tiiptinde birlestirin:
Tablo4 S2 Modu

Reaktif Bir Akis Hiicresi igin Hacim (ul)  iki Akis Hiicresi igin Hacim (ul)
Laboratuvar sinifi su 40 80
Stok 1IN NaOH 10 20

Bu hacimler bir akig hiicresii¢in 50 pl 0,2 N NaOH veya iki akis hlicresiigin 100 pl 0,2 N NaOH ile sonuglanir.
Tablo5 S4 Modu

Reaktif Bir Akis Hiicresi igin Hacim (pl) iki Akis Hiicresi icin Hacim (pl)
Laboratuvar sinifi su 80 160
Stok TN NaOH 20 40

Bu hacimler bir akis hiicresiigin 100 pl 0,2 N NaOH veya iki akis hiicresiigin 200 pl 0,2 N NaOH ile
sonuglanir.

2. Karnstirmak igin birkag kez ters gevirin veya iyice vorteksleyin.
NOT Tulpu kapali tutun. Taze seyreltmeyi 12 saat i¢inde kullanin.

Normallestirilmis Klitiphane Havuzu Olusturma

Kutlphane hazirligl, miktar tayini ve normalizasyon yéntemlerine bagl olarak ytikleme konsantrasyonu
dedisebilir.

Asadidaki talimatlari kullanarak ktiphaneleri uygun konsantrasyona normallestirin ve ardindan havuzlayin. Ayni
akis hiicresinde sekanslanmigs kltlphaneler tek bir normallestirilmis havuzda birlestiriimelidir.

NOT lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ile serit basina ¢alistirilabilecek maksimum numune sayisi
192'dir. Bu sinir, Set A ve B’'deki toplam UD Dizinleri sayisindan kaynaklanir.
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Havuzlama igin Kutliphaneleri Normallestirme

1. istenen nihai yiikleme konsantrasyonuna bagl olarak gereken kiitiiphane konsantrasyonunu belirleyin.
* 350 pM nihai yikleme konsantrasyonu igin gereken havuzlanmis kittiphane konsantrasyonu 1,75 nM'dir.

* Farkli bir nihai yikleme konsantrasyonu igin havuzlanmis kitliphane konsantrasyonunu belirlemek igin
bkz. Kltliphaneleri Baslangi¢c Konsantrasyonuna Seyreltme, sayfa 46.
2. 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 kullanarak kutliphaneleri istenen havuzlanmis kitlphane konsantrasyonuna
normallestirin.
Kutliphaneleri uygun konsantrasyona seyreltme hakkinda yardim igin lllumina web sitesindeki Havuzlama
Hesaplayicisina (Pooling Calculator) bakin.
Onerilen Yiikleme Konsantrasyonlari

ideal DNA yiikleme konsantrasyonu kiitliphane tiiriine ve ek parga boyutuna baglidir. > 450 bp kiitiiphaneler igin
daha ylksek yukleme konsantrasyonlari gerekli olabilir.

Normallestirilmis Kiitliphaneleri Havuzlama ve istege Bagl Phix Denetimi Ekleme

1. Asagidaki nihai hacimlerden birini elde etmek i¢in yeni bir mikrosantriflj tiplinde her
normallestirilmis kitliphaneden uygun hacimleri birlestirin.

Mod Nihai Hacim (pul)
S2 150
S4 310

2. [istege Baglh] Asagidaki gibi %1 densiriimemis PhiX> ekleyin.
a. 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 kullanarak 10 nM PhiX'i 2,5 nM’ye seyreltin.

b. Uygun hacimde densiriimemis 2,5 nM PhiX'i densirilimemis kitiphane havuzu tlplne ekleyin.

Mod Densirilmemis 2,5 nM PhiX (ul) Densirilmemis Kiitiiphane Havuzu (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

PhiX eklerken, %1, iyi dengelenmis kutlphaneler igin dnerilen miktardir. Dusuk gesitlilige sahip kittiphaneler
daha fazla gerektirebilir. DUsuk ¢esitlilige sahip kutlphaneler ile PhiX denetimi kullamak i¢in lllumina Teknik
Destek bolimu ile ydnlendirme igin iletisim kurun

Kiitliphane Havuzunu Densirme ve istege Bagli PhiX Denetimi

1. Densirilmemis kltiphane havuzu ve istege bagh PhiX tliplne asagdidaki gibi 0,2 N NaOH ekleyin.
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:Efresi . z,:OH Densirilmemis I;:It)uphane Havuzu Elde Edilen Hacim
S2 37 150 187 ul, veya PhiXile
187,9 pl
S4 77 310 387 pl, veya PhiXile
388,9 ul
2. Kapatin ve ardindan kisa sire vorteksleyin.
3. 280 x g'de 1 dakikaya kadar boyunca santrifijleyin.
4. Densirmek igin, 8 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edin.
5. Notrlestirmek igin asagidaki gibi 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 ekleyin.
Mod 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Elde Edilen Hacim
S2 38 225 pl, veya PhiXile 225,9 i
S4 78 465 i, veya PhiXile 466,9 pl

6. Kapatin ve ardindan kisa siire vorteksleyin.

280 x g'de 1 dakikaya kadar boyunca santrifijleyin.

illumina

8. Densirilmis kitiphane veya densirilmis kitiphane ve PhiX'in tim hacmini NovaSeq 6000DX kltlphane

tipulne aktarin.tim

9. Sekanslamaya gecin. Talimatlar igin, bkz. NovaSeq 6000Dx Cihazi Uriin Belgeleri (belge no 200010105).
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Sorun Giderme

illumina

is akisinda sorun giderme igin asagidaki tabloyu kullanin. Bir numune igin sekanslama galistirmasi veya
kutlphane hazirlamasi iki kez basarisiz olursa ilave sorun giderme gerekebilir. lllumina Teknik Destek bolimu ile

iletisim kurun.

Gozlem Olasi Neden

Sekanslama calistirmasi,

¢alistirma Kalite Kontrol kullanici veya

Spesifikasyonlarini gegmiyor laboratuvar
hatasi

Cihaz sorunu

FASTQ olusturmada hata
veya genel sekanslama
sistemi hatasi (6r. ag hatasi,
reaktiflerin
yuklenmesi/bosaltiimasinda
hata vb.)

Yazihm veya
cihaz sorunu

Belge No 200019584 v02 TUR

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iCINDIR
YALNIZCA DISA AKTARIM iGIN

Test is akisinda

Tavsiye Edilen Eylem

Uygun kittphane verimi ve fragman boyutu dagihmini
saglamak i¢in zenginlestirilmis kutlphanelerin kalifikasyonunu
yapin. Suphelenilen kullanim veya ekipman hatasinin meydana
geldigi yere bagli olarak asagidaki adimlarin birinden
kltuphane hazirligini tekrarlayin. Bilinmiyorsa veya baska
hatalar meydana geldiyse calistirmanizda sorun giderme igin
lllumina Teknik Destek birimi ile iletisime gegin.

« Kitlphaneleri yeniden sekanslayin. Bkz. NextSeq 550Dx
Sekanslama Hazirligi, sayfa 47, MiSeqDx Sekanslama Hazirligi,
sayfa 49 veya NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirlidi,

sayfa 50.

« KitUphaneleri yeniden zenginlestirin. Bkz. Problari
Hibritlestirme, sayfa 35.

« Kitiphane hazirhi@ini is akisinin en basindan baslatin. Bkz.
Kullanma Talimatlari, sayfa 20.

lllumina Teknik Destek bolimd ile iletisim kurun.

FASTQ olusturma hakkinda yardim i¢in bkz. Local Run Manager
Software Guide (Local Run Manager Yazilim Kilavuzu) (belge
no 100000002702) veya bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans
Kilavuzu (belge no 1000000009513), MiSeqDx Instrument
Reference Guide for MOS v4 (document # 1000000157953)
[MOS v4 icin MiSeqDx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no
2000104521000000157953) veya NovaSeq 6000Dx Cihazi
Urtin Belgeleri (belge no 200010105).

ilave yardim igin Illumina Teknik Destek bélimii ile iletisime

gegin.
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Gozlem Olasi Neden Tavsiye Edilen Eylem

DNA kutlphanesi Numune girdisi  Uygun numune girdisi saglayin ve kitliphane hazirlamayi
sekanslama yuklemesiigin  igin gereklilikler tekrarlayin.

yeterli verim olusturmuyor  karsilanmadi Bkz. Numune Girdisi Onerileri, sayfa 17.

Testis akisinda Siphelenilen kullanim veya ekipman hatasinin meydana geldigi

kullanim veya  yere badli olarak asagidaki adimlarin birinden kitliphane

ekipman hatasi hazirh@ini tekrarlayin. Bilinmiyorsa veya baska hatalar meydana
geldiyse galistirmanizda sorun giderme igin lllumina Teknik
Destek birimi ile iletisime gegin.

« Kitlphaneleri yeniden sekanslayin. Bkz. NextSeq 550Dx
Sekanslama Hazirligi, sayfa 47, MiSeqDx Sekanslama Hazirligi,
sayfa 49 veya NovaSeq 6000Dx Sekanslama Hazirlidi,

sayfa 50.

« KitUphaneleri yeniden zenginlestirin. Bkz. Problari
Hibritlestirme, sayfa 35.

« Kitiphane hazirigini is akisinin en basindan baslatin. Bkz.
Kullanma Talimatlari, sayfa 20.

Zenginlestirme Uygun zenginlestirme probu paneli saglayin ve kutiphane

probu paneli hazirlamayi tekrarlayin.
icin gereklilikler Bkz. Zenginlestirme Probu Paneli Gereklilikleri, sayfa 9.
karsilanmadi

Performans Ozellikleri

NovaSeq 6000Dx igin DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application igin performans ozellikleri
NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati (belge no 200025276) iginde verilmistir.

Tam Ekzom Panelleri ile Performans

Ekzom panel performansi, germ hatti varyant saptama igin bilinen bir dogruluk dizisi (Coriell platin genomu) ile
onerilen en disik (50 ng) ve en yliksek (1000 ng) Coriell Cell Line gDNA NA12878 girdisi kullanilarak test
edilmistir. Ekzom paneli 1 (45 Mb) ve ekzom paneli 2 (36,8 Mb) temsili paneller olarak kullaniimistir. Ekzom
paneli 1 (45 Mb) kullanilarak iki 12-plex zenginlestirme reaksiyonunda lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
testi yoluyla 24 teknik kopya test edilmistir. Ekzom paneli 2 (36,8 Mb) kullanilarak tek bir 12-plex zenginlestirme
reaksiyonunda lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla 12 teknik kopya test edilmistir.
Zenginlestiriimis kitlphaneler NextSeq 550Dx sekanslama sisteminde DNA GenerateFASTQ Dx Local Run
Manager moduili ile sekanslanmistir.
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Asagidaki tablo, her panel ile test edilen teknik kopyalar igin ikincil sekanslama ve varyant arama performans
metriklerinin ortalama degerlerini gésterir.

Tablo 6 iki Tam Ekzom Paneliile Test Performansi

Takviye Edilmis insersiyon/ . .
. Fragman SNV Insersiyon/
Panel Benzersiz Kapsamin Uzunlugu Yeniden SNV Delesyon Delesyon
Okuma Tekduizeligi J Kesinligi? Yeniden . ¥,.
. . Medyani  Arama’ Kesinligi?
Zenginlestirme Arama’
Ekzom %80 %96 186 bp %96 %99 %90 %89
paneli 1
(45 Mb)
Ekzom %93 %98 188 bp %96 %99 %92 %93
paneli 2
(36,8 Mb)

Yeniden Arama=Pozitifler/(gercek pozitifler + yalanci negatifler)
2Kesinlik=Gercek pozitifler/(gergek pozitifler + yalanci pozitifler)

Saptama Siniri

Horizon HD799 DNA referans standardi saptama sinirini test etmek igin kullanilmistir. HD799, %1-%24,5
araliginda alelik frekanslarda bilinen SNV’lere sahip orta derece risk altinda formalinle islenmis DNA igerir.
Onerilen en diisiik DNA girdisi (50 ng) kullanildi ve = %5,0 varyant alel frekansina (VAF) sahip SNV'lerin saptama
orani degerlendirildi. 16 teknik kopya FFPE is akisi kullanilarak lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi
yoluyla test edilmis, 16 (1-plex) zenginlestirmelerde pan-kanser zenginlestirme paneli (1,94 Mb) ile
zenginlestiriimis ve ardindan NextSeq 550Dx Cihazinda DNA GenerateFASTQ Dx moduli ile sekanslanmistir.

Tdm numuneler asagidaki tabloda gosterildigi Uzere panele 6zgu numune performans gerekliliklerini gegmistir.

Tablo 7 Saptama Siniriicin Numune Performansi

Panel = %5,0 VAF Olan SNV’lerin Ortalama
Varyant Saptama Orani Kapsamin Tekdiizeligi
Pan-kanser zenginlestirme %100 %99

paneli (1,94 Mb, 523 gen)

Enterferan Maddeler

Potansiyel olarak enterferans gosteren maddelerin etkisi, enterferans gésteren maddelerin varliginda testin
performansi degerlendirilerek lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ile dederlendirilmistir.
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Tam Kanda Enterferans

Asetaminofen (eksojen bilesik, ilag), kreatinin ve trigliseritler (endojen metabolitler) DNA ekstraksiyonundan
once insan tam kan numunelerine eklenerek test edilmistir. Kan alimdan (kisa alma) kaynaklanan enterferansi
dederlendirmek igin, tam kan numunelerine ayni zamanda EDTA eklenmistir. Ek olarak, numune hazirlamadan
kaynaklanan enterferansi degerlendirmek igin, tam kandan ekstrakte edilen DNA'ya molekduler sinif etanol
eklenmistir.

Asagidaki tabloda, enterferans gdsteren madde basina test konsantrasyonlari gdsterilmektedir.

Tablo 8 Potansiyel Olarak Enterferans Gosteren Maddeler ve Tam Kanda Test Edilen Konsantrasyonlar
Test Maddesi Test Konsantrasyonu

Asetaminofen 15,6 mg/dI*
Bir ilag terap6tik dozundan sonra beklenen en yliksek
konsantrasyonun (g kati.

Kreatinin 15 mg/dI*
Populasyonda g6zlemlenen en yuksek konsantrasyon.
Trigliseritler 1,5 g/dI*
Popllasyonda gozlemlenen en ylksek konsantrasyon.
EDTA 6 mg/ml
Kanda beklenen konsantrasyonun ug¢ kati, EDTA tuplerinde
toplanir.
Molekdler sinif etanol %15 h/h

DNA ekstraksiyonu sonrasi eluatta.

*CLSIEP37-ED1:2018 uyarinca

Enterferans gosteren madde basina, 12 teknik kopya lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla test
edilmis, tek (12-plex) zenginlestirmede ekzom panel 1 (45 Mb) ile zenginlestiriimis ve ardindan NextSeq 550Dx
Instrument Gizerinde DNA GenerateFASTQ Dx moduli ile sekanslanmistir.

Test edilen maddeler igin, 12 numunenin timu numune performans gerekliliklerini kargilamis ve testin
performansinda herhangi bir enterferans gézlemlenmemistir.

FFPE Dokusunda Enterferans

iki kolorektal FFPE numunesi, yliksek hemoglobin seviyeli kan ile %50 FFPE doku numunesi kontaminasyonuna
iliskin en kétld durum senaryosunu temsil etmesi igin 10 um FFPE kesiti basina 0,1 mg'da hemoglobin varliginda
ve yoklugunda test edilmistir. Numuneler lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla single-plex
zenginlestirmelerde temsili bir panel olarak pan-kanser zenginlestirme paneli 1 (1,94 Mb) kullanilarak test
edilmistir. Zenginlestiriimis klitiphaneler daha sonra bir NextSeq 550Dx cihazinda DNA GenerateFASTQ Dx
modulu ile sekanslanmistir. Tim numuneler numune performans gerekliliklerini karsilamis ve hemoglobinin,
testin performansi ile enterferans olusturmadigi ortaya konmustur.
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Numune hazirlamadan kaynaklanan enterferansi dederlendirmek i¢in, bir mesane kanseri FFPE doku
numunesinden ekstrakte edilen DNA'ya iki eksojen bilesik eklenmistir. Test edilen eksojen maddeler, DNA
ekstraksiyon islemi sirasinda yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon sollisyonlaridir ve asagidaki tabloda test
edilen miktarlarla birlikte listelenmistir.

Test maddesi sollisyonlari, situn bazl DNA izolasyon kitlerinde piyasaya sunulmustur.

Tablo 9 Potansiyel Olarak Enterferans Gosteren Eksojen Maddeler ve FFPE'de Test Edilen
Konsantrasyonlar

Test Maddesi Test Konsantrasyonu (ul / 30 pl Eluat)
Deparafinizasyon Sollisyonu 113 x1078
Yikama Tamponu AW2 0,417

Enterferans gosteren madde basina, sekiz teknik kopya Illumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla test
edilmis, single-plex zenginlestirmelerde pan-kanser zenginlestirme paneli (1,94 Mb) ile zenginlestirilmis ve
ardindan NextSeq 550Dx Cihazinda DNA GenerateFASTQ Dx modulu ile sekanslanmistir.

Test edilen her iki madde i¢in, sekiz numunenin timi numune performans gerekliliklerini karsilamis ve testin
performansinda herhangi bir enterferans gézlemlenmemistir.

Capraz Kontaminasyon

Coriell Cell Line gDNA NA12878 (kadin, 10 numune), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (erkek, 12 numune) ve
sablonsuz kontroller (NTC, 2 numune) lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testi yoluyla dama tahtasi plaka
duzeninde test edilmistir. TUm numuneler, numune ¢apraz kontaminasyonunu degerlendirmek i¢in en kati kosul
olarak 6nerilen en yliksek (1000 ng) gDNA girdisini kullanmistir. Test iki ayri operatoér tarafindan iki kez
gergeklestirilmistir. 12-plex zenginlestirme reaksiyonlarinda ekzom paneli 1 (45 Mb) kullaniimistir.
Zenginlestiriimis kitiphaneler NextSeq 550Dx cihazinda DNA GenerateFASTQ Dx ile sekanslanmistir.
Degerlendirme, kadin numunelerindeki erkek spesifik Y-kromozomunun kapsaminin, dolu bir kadin numuneleri
plakasinin arka plan seviyelerinin yani sira NTC numunelerinin dizin temsili ile karsilastirilarak
degerlendirilmesiyle yapilmigstir.

Tablo 10 Capraz Kontaminasyon Sonuglari

< 3x Baseline Giiriiltiide Erkek Y Kromozomu
Kapsami ile Kadin Numuneleri

%100 < %0,0005

NTC’de Dizin Temsili

Ek: lllumina UD Dizinleri Adaptor Sekanslari

Bu benzersiz ¢ift (UD) dizin adaptorleri, onerilen esleme stratejisini uygulamak igin plakada diizenlenmistir. Dizin
adaptorleri, tipik sekiz baz yerine 10 baz uzunlugundadir.
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Dizin 1 (i7) Adaptorleri
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG
Dizin 2 (i5) Adaptoérleri
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Asagidaki sekans Okuma 1 ve Okuma 2 adaptor kesme igin kullanilir.
CTGTCTCTTATACACATCT

Plaka A/Kume 1 Dizin Adaptorleri

Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlar Adaptordeki i5 Bazlar
UDP00O01 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0O004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDPO008 TGCCTTGATC CCTTGTITAAT
UDP0009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UbDP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDPOO0O16 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDP0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA
UDP0018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG
UDP0019 CTAATGATGG GGTTGCCTCT
UDP0020 TCGGCCTATC CGCACATGGC
UDP0021 AGTCAACCAT GGCCTGTCCT
UDP0022 GAGCGCAATA CTGTGTTAGG
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Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlari Adaptordeki i5 Bazlar
UDP0023 AACAAGGCGT TAAGGAACGT
UDP0024 GTATGTAGAA CTAACTGTAA
UDP0025 TTCTATGGTT GGCGAGATGG
UDP0026 CCTCGCAACC AATAGAGCAA
UDP0027 TGGATGCTTA TCAATCCATT
UDP0028 ATGTCGTGGT TCGTATGCGG
UDP0029 AGAGTGCGGC TCCGACCTCG
UDP0030 TGCCTGGTGG CTTATGGAAT
UDP0031 TGCGTGTCAC GCTTACGGAC
UDP0032 CATACACTGT GAACATACGG
UDPO0O033 CGTATAATCA GTCGATTACA
UDP0034 TACGCGGCTG ACTAGCCGTG
UDP0035 GCGAGTTACC AAGTTGGTGA
UDP0036 TACGGCCGGT TGGCAATATT
UDP0037 GTCGATTACA GATCACCGCG
UDP0038 CTGTCTGCAC TACCATCCGT
UDP0039 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 ACATGGTGTC TCAACGTGTA
UDP0051 GACAGACAGG ACTGTTGTGA
UDP0052 TCTTACATCA GIGCGICCTT
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Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlari Adaptordeki i5 Bazlar
UDP0053 TTACAATTCC AGCACATCCT
UDP0054 AAGCTTATGC TTCCGICGCA
UDP0055 TATTCCTCAG CTTAACCACT
UDP0056 CTCGTGCGTT GCCTCGGATA
UDP0057 TTAGGATAGA CGTCGACTGG
UDP0058 CCGAAGCGAG TACTAGTCAA
UDPO0O059 GGACCAACAG ATAGACCGTT
UDP0060 TTCCAGGTAA ACAGTTCCAG
UDP0061 TGATTAGCCA AGGCATGTAG
UDP0062 TAACAGTGTIT GCAAGICTCA
UDP0063 ACCGCGCAAT TTGGCTCCGC
UDP0064 GTTCGCGCCA AACTGATACT
UDP0065 AGACACATTA GTAAGGCATA
UDP0066 GCGTTGGTAT AATTGCTGCG
UDPO0O067 AGCACATCCT TTACAATTCC
UDP0068 TTGTTCCGTG AACCTAGCAC
UDP0069 AAGTACTCCA TCTGTGTGGA
UDP0070 ACGTCAATAC GGAATTCCAA
UDPO0071 GGTGTACAAG AAGCGCGCTT
UDPO0072 CCACCTGTGT TGAGCGTTGT
UDP0073 GTTCCGCAGG ATCATAGGCT
UDP0074 ACCTTATGAA TGTTAGAAGG
UDPO0O075 CGCTGCAGAG GATGGATGTA
UDP0076 GTAGAGTCAG ACGGCCGTCA
uUbP0077 GGATACCAGA CGTTGCTTAC
UDP0078 CGCACTAATG TGACTACATA
UDPO0079 TCCTGACCGT CGGCCTCGTT
UDP0080 CTGGCTTGCC CAAGCATCCG
UDP0081 ACCAGCGACA TCGTCTGACT
UDP0082 TTGTAACGGT CTCATAGCGA
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Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlari Adaptordeki i5 Bazlar
UDP0083 GTAAGGCATA AGACACATTA
UDP0084 GTCCACTTGT GCGCGATGTT
UDP0085 TTAGGTACCA CATGAGTACT
UDP0086 GGAATTCCAA ACGTCAATAC
uUDP0087 CATGTAGAGG GATACCTCCT
UDP0088 TACACGCTCC ATCCGTAAGT
UDPO0O089 GCTTACGGAC CGTGTATCTT
UDP0090 CGCTTGAAGT GAACCATGAA
UDP0091 CGCCTTCTGA GGCCATCATA
UDP0092 ATACCAACGC ACATACTTCC
UDPO0093 CTGGATATGT TATGTGCAAT
UDP0094 CAATCTATGA GATTAAGGTG
UDP0095 GGTGGAATAC ATGTAGACAA
UDP0096 TGGACGGAGG CACATCGGTG

illumina

Plaka B/Kuiime 2 Dizin Adaptorleri

Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlan Adaptordeki i5 Bazlar
UDPO0O097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG
UDP0099 GCGTGIGAGA CGGACAGTGA
UDPO0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDPO101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDPO105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDP0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDP0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGIGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
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Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlari Adaptordeki i5 Bazlari
UDP0110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPO111 CCTTGITAAT TGTTGITCGT
UDPO112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UbP0114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UbP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDP0119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDPO0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTTCTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTICTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
UDP0125 TCCACGGCCT CTCGTGCGTT
UDP0126 GATACCTCCT CCAGTTGGCA
UDP0127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDP0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDP0O131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDPO0133 CGGCCTCGTT ATACCTGGAT
UDP0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
UDPO0O136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCGG TATATTCGAG
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
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Dizin Adi Adaptordeki i7 Bazlari Adaptordeki i5 Bazlari
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDP0141 GGCCAATAAG GATAACAAGT
UDPO0142 CAGTAGTTGT AGTTATCACA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
UDP0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDP0145 GGCCATCATA GATTGTCATA
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
UDP0148 CTATACGCGG TAGGAACCGG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDP0150 GTATTCTCTA TATAGATTCG
UDPO0151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDP0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDP0153 TTCAGCGTGG TATTCCTCAG
UDP0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
UDP0155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
UDP0156 TGAATATTGC GGCGCCAATT
UDP0157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDPO0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDP0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDP0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDPO0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDP0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDP0164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDP0165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
UDP0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDP0167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0168 GATTGICATA TTGCTTGTAT
UDP0169 CCAACAACAT CAATCTATGA
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Dizin Adi
UDP0170
UDP0171
UDPO0172
UDP0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDP0177
UDP0178
UDP0179
UDP0180
UDP0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDPO0185
UDP0186
UDP0187
UDP0188
UDP0189
UDP0190
UDP0191
UDP0192

Adaptordeki i7 Bazlari

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Belge No 200019584 v02 TUR
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Adaptordeki i5 Bazlari

TGGTACTGAT
TTCATCCAAC
CATAACACCA
TCCTATTAGC
TCTCTAGATT
CGCGAGCCTA
GATAAGCTCT
GAGATGTCGA
CTGGATATGT
GGCCAATAAG
ATTACTCACC
AATTGGCGGA
TTGTCAACTT
GGCGAATTCT
CAACGTCAGC
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

illumina
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Uriin Etiketi
Uriin ambalaji ve etiketinde gériilen sembollere dair eksiksiz referans igin, support.illumina.com adresinden
kitinize yonelik Documentation (Belgeler) sekmesindeki sembol anahtarina bakin.
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