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TruSeq " Custom Amplicon Kit Dx

IN VITRODIAGNOSZTIKAIHASZNALATRA
Cikkszam: 20005718; 1-4 hasznalat, legfeljebb 96 kényvtar

Rendeltetés

Az llumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx reagenseket és fogyodeszkdzoket tartalmazd készlet, amely periférias teljes
vérbol és formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovetekbdl kivont DNS-bSl mintakdnyvtarak készitésre szolgal.
A vizsgalandé genomikus teriileteket megcélzé konyvtarak elkészitéséhez a felhaszndl6 éltal biztositand6 analitspecifikus
reagensek sziikségesek. A l1étrehozott mintakonyvtarak az Illumina nagy teljesitmény®i DNS-szekvencia-analizatorain valo6
hasznalatra szolgalnak.

Az eljaras alapelvei

Az illumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx periférids teljesvérmintabol és formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
szovetekbdl torténd DNS-szekvendlasra szolgald konyvtarak manudlis elkészitésére szolgdl. A TruSeq Custom Amplicon
Kit Dx részét képezd reagensek haszndlataval a genomikus DNS feldolgozasa torténik a konyvtar-el6készitési 1épésekben,
amelyek soran a mintdkban a kivant genomteriiletek specifikusan amplifikalédnak, és az amplifikalt termékekhez
indexek és az dramlasi cellaban torténd rogzitésre szolgald szekvencidk hozzdadasa torténik. A teljes vérbdl szarmazéd
mintdk feldolgozasa a csiravonal munkafolyamattal, az FFPE szovetbdl szarmazoké pedig a szomatikus
munkafolyamattal torténik. Az igy elkészitett mintakonyvtarak készen allnak az Illumina nagy teljesitményt DNS-
szekvencia-analizatorral torténd szekvenaldsra és a késziilék csiravonal vagy szomatikus munkafolyamathoz vald
szoftvermoduljaval torténd elemzésre.

Minden reagens szallitasra keriil, kivéve az analitspecifikus oligonukleotidokat, amelyeket a felhaszndl6 készit el.

A konyvtar-el6készités 4 6 1épésbdl 4ll: hibridizalas, extenzio-ligacio, PCR-amplifikacié és konyvtar-normalizalas.

Kdényvtar-el6készités

* Hibridizalas — A minta genomikus DNS-ében taldlhat6 vizsgalt teriiletektdl felfelé, illetve lefelé elhelyezkeds,
specifikus oligonukleotidok keverékének hibridizalasa. E folyamat végén méretszelektiv szlirével torténd
haromlépéses mosasi eljarassal eltavolitasra keriilnek a genomikus DNS-hez nem ko6t6d6 oligonukleotidok.

e Extenzio-ligacio — A vizsgalt teriilettdl felfelé és lefelé talalhato hibridizalt oligonukleotidok 0sszekapcsolasa.
Egy DNS-polimeraz meghosszabbitja a vizsgalt teriilettdl felfelé elhelyezkedd oligonukleotidszalat a vizsgalt
teriileten keresztiil, majd ezt egy DNS-ligaz a lefelé elhelyezked6 oligonukleotid 5' végéhez kapcsolja. Ez olyan
termékek létrehozasat eredményezi, amelyek a vizsgalt teriiletre specifikus oligonukleotidokat tartalmazzak az
amplifikaciohoz sziikséges szekvencidkkal koriilvéve.

* PCR-amplifikdci6é — Az extenzids-ligacids termékek amplifikdlasa a minta megsokszorozasdra szolgald
indexszekvencidk és az Illumina szekvenalo késziiléken végzett klaszterképzéshez az aramlasi céllan torténd
befogasra szolgalo szekvenciak hozzaadasahoz sziikséges primerek hasznalataval. Az eljaras végén a PCR-
tisztitasi eljarassal a PCR-termékek (mas néven kdnyvtar) tisztitasa torténik.

e Konyvtar-normalizacié — Az egyes konyvtarak mennyiségének normalizaldsa a végsé kevert konyvtarban vald
egyenlé mennyiségiik biztositasara. Az eljards végén a konyvtarkeverék betdltése torténik az lllumina
szekvenalo késziilékbe, szintézissel végzett szekvenalds (SBS) céljabdl.
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Az eljaras korlatai

1

10
11

12

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

A 25 bp méretnél nagyobb indeleket (inzerciok, deléciok és ezek kombinacidi) a vizsgalati szoftver nem illeszti.
Ez azt jelenti, hogy a 25 bp méretnél nagyobb indelek nem mutathatok ki a szoftverrel.

A rendszer hitelesitve van az egynukleotid-variansok (SNP) és a legfeljebb 25 bp hossztsagu deléciok és
legfeljebb 24 bp hosszuisagu inzerciok kimutatasara a csiravonal és a szomatikus varians modulok
hasznalataval. A szomatikus azonositasra 0,05 variansgyakorisag esetén 25 bp méret(i deléciok és 18 bp
méretli inzerciok kimutatasat vizsgaltak.

Eléfordulhat, hogy a szélsGséges tartalmt variansokat tartalmazé amplikonkiolvasasokat a vizsgalati szoftver
nem illeszti, és ezért a teriiletet vad tipusuként jelenti. llyen szélséséges tartalomnak mindsiilnek a kovetkezok:

Tobb mint harom indelt tartalmazd kiolvasasok

Legalabb 30 bp hossztsagu, a teljes amplikon (a probateriiletek kivételével) méretének tobb mint 4%-at

kitevé SNV-t tartalmazo kiolvasasok

Legfeljebb 30 bp hosszuisagy, a teljes amplikon méretének (a probateriiletekkel egyiitt) tobb mint 10%-at

kitevé SNV-t tartalmazo kiolvasasok
Eléfordulhat, hogy a rendszer a nagy méret(i varidnsokat (tobbek kozott tobb nukleotidra kiterjed6 variansok,
nagy méret(i inzerciok, deléciok vagy ezek kombinacidja) tobb kisebb varidnsként jelenti.

A delécids varidnsok kiszlirésre vagy kihagyasra keriilhetnek, ha tobb két, egymas melletti amplikonra
terjednek ki, ha a delécid legaldbb olyan hosszt, mint a két amplikon kozotti atfedés.

A rendszer nem tudja kimutatni a kozvetleniil egy primer mellett elhelyezked inzerciokat és deléciokat, ha
nincs atfedé amplikon. Az atfed6 amplikonokat tartalmazd teriileteken a vizsgalat nem tudja kimutatni a
delécidkat, ha az atfedési teriilet kisebb a kimutatandd delécié méreténél. Példaul, ha két egymads melletti
amplikon kozotti atfedés két (2) bazispar, a vizsgalat nem tudja kimutatni azokat a delécidkat, amelyek
mindkét bazist tartalmazzak. A két bazis koziil az egyik delécidja kimutathato.

Mint minden hibridizacios alaptu konyvtar-el6készitési munkafolyamat esetén, az oligonukleotid-kotd
teriileteket érinté polimorfizmusok, mutaciok, inzerciok és deléciok befolyasolhatjak a vizsgalt allélokat és ezzel
a szekvenalassal kapott azonositasokat. Példaul:

Lehetséges, hogy a primer teriiletén 1év6, egy fazisban 1év6 varians nem amplifikalodik, alnegativ

eredményt okozva.

A primer teriiletén elhelyezkedd variansok megakadalyozhatjak a referenciaallél amplifikacidjat, ami

helytelen homozigdta varidans azonositasat okozza.

A primer teriiletén 1év6 indel variansok a primer melletti kiolvasas alpozitiv azonositasat okozhatjak.
Eléfordulhat az indelek kiszirése, ha egy kiolvasas végéhez kozel lépnek fel, és az illesztés soran puha
levagasra kertiilnek.

A kis méretit MNV-k hitelesitése nem tortént meg.

A masolatszam variansai €s a szerkezeti variansok, példaul a fizidk és a transzlokaciok hitelesitése nem
tortént meg.

Csak a csiravonal munkafolyamatra vonatkozo korlatozasok

A csiravonal varidans modul a csiravonalbeli varidnsazonositasra szolgalo kvalitativ eredmények

létrehozasara szolgal.

A csiravonal varidans modul hasznalata esetén a pontos variansazonositashoz sziikséges amplikononkénti

masolatszam 150. A mintdk mérete és az Osszes vizsgalt bazis szama befolyasolja ezt a masolatszamot.

A GC-tartalom és mas genomikus tartalmak befolydsolhatjak a masolatszamot.

A masolatszam befolyasolhatja, hogy egy varians homozigdtaként vagy heterozigotaként kertil

azonositasra.

Bizonyos, ismétlédo tartalmu kornyezetben talalhat6 variansok kisztrésre kertilnek a VCF fajlokbol.

Az RMxN ismétlési sz(ir6 a variansok kisziirésére szolgal olyan esetekben, amikor a varians szekvencia

vagy annak egy része ismételten jelen van a varidns helyzete melletti referenciagenomban. A csiravonalbeli
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variansok azonositdsa esetén a referenciagenomban legaldbb 9 ismétlédés sziikséges a varians
kisztiréséhez, és csak legfeljebb 5 bp hosszusagu ismétlésekre vonatkozik (R5x9).

13 Csak a szomatikus munkafolyamatra vonatkozd korlatozasok

A szomatikus varians modul a szomatikus variansok azonositasara vonatkozo kvalitativ eredmények
készitésére szolgal (legalabb 0,026 gyakorisagui szomatikus varidns jelenléte, kimutatdsi hatarérték: 0,05).
A szomatikus varidns modul haszndlata esetén a pontos variansazonositashoz sziikséges
amplikononkénti masolatszam oligonukleotid-keverékenként 450. A mintak mérete és az Gsszes vizsgalt
bazis szama befolyasolja ezt a masolatszamot. A GC-tartalom és mas genomikus tartalmak
befolyasolhatjak a masolatszamot.

Bizonyos, ismétlodé tartalmt kornyezetben talalhat6 variansok kisztrésre kertilnek a VCF fajlokbol.

Az RMxN ismétlési szlir6 a variansok kiszurésére szolgal olyan esetekben, amikor a varians szekvencia
vagy annak egy része ismételten jelen van a varidns helyzete melletti referenciagenomban. A szomatikus

variansok azonositdsa esetén a referenciagenomban legaldbb 6 ismétlédés sziikséges a varidns
kisztiréséhez, és csak legfeljebb 3 bp hosszusagu ismétlésekre vonatkozik (R3x6).
A szomatikus varidns modul nem alkalmas a csiravonalbeli és a szomatikus variansok elkiilonitésére.
A modul a gyakorisagok nagy tartomanyaban el6fordulé variansok kimutatasara szolgal, azonban a
varians gyakorisaga nem hasznalhat6 a szomatikus és a csiravonalbeli variansok elkiilonitésére.

A mintaban talalhaté egészséges szovetek befolyasoljak a variansok kimutatasat. Az emlitett kimutatdsi
hatarérték a daganatos szovetbdl és az egészséges szovetbdl kivont varians és normal DNS gyakorisaga
kozotti ardnyon alapul.

Atermék Gsszetevoi
The Illumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a kovetkezdket tartalmazza:
e TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (cikkszam: 20005718)

Reagensek

Szallitott reagensek

Az llumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx legfeljebb 96 konyvtar vizsgalatara alkalmas egy hasznalat soran
(a csiravonal munkafolyamat esetén 96 minta és a szomatikus munkafolyamat esetén 40 minta — mintanként 2 konyvtar

sziikséges). A készlet elegendd négy konyvtar-el6készitésre, hasznalatonként 24 konyvtarral a csiravonal munkafolyamat
és 20 konyvtarral a szomatikus munkafolyamat esetén.

A készletben taldlhat6 reagensek teljes felsoroldsat lasd a kovetkezd tablazatokban.

TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, 1. doboz

1A doboz, amplifikacio elétti reagensek

Komponens Darab Térfogat | Hatoanyagok Tarolas
Hibridizacios puffer 1csé 4,32 ml | Sokat és formamidot tartalmazé pufferelt vizes oldat | -25 °C és -15 °C
kozott
Extenzids-ligacios 1 csé 48ml | DNS-polimerazok, DNS-ligaz és dNTP-k jogvédett -25°C és-15°C
keverék Osszetétell keverékét tartalmazoé pufferelt vizes oldat | kozott
Indexprimerek: A 1 192 ul | PCR-primerek indexszekvencidkkal és szekvenalasi -25°C és-15°C
(A501) — H (A508) csé/primer adapterekkel kozott
Indexprimerek: 1 1 128 ul | PCR-primerek indexszekvencidkkal és szekvenalasi -25°Cés-15°C
(A701) - 12 (A712) csO/primer adapterekkel kozott
PCR-polimeraz 1 cs6 56 ul | Jogvédett DNS-polimeraz -25°Cés-15°C
kozott
PCR-f6keverék 1 csé 2,8ml | Sokat és ANTP-t tartalmazé pufferelt vizes oldat -25°C és-15°C
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1B doboz, amplifikacié utan hasznalatos reagensek

Komponens Darab | Térfogat | Hatdanyagok Tarolas
Konyvtar- 1 cs6 46ml | Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot tartalmazé -25°C és-15°C
normalizalasi pufferelt vizes oldat kozott
higitészer
Konyvtarhigitasi 1csé 45ml | Pufferelt vizes oldat -25°C és-15°C
puffer kozott
PhiX bels6 kontroll 1 cs6 10 ul | PhiX genomikus DNS-t tartalmazé pufferelt vizes oldat | -25 °C és -15 °C
kozott
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, 2. doboz
Amplifikacié el6tt hasznalatos reagensek
Komponens Darab | Térfogat | Tartalom Tarolas
Sztirélemez 4lemez | N/A Polipropilén mikrotiterlemez modositott 15 °C-30 °C
poliéterszulfon-membrannal
Amplifikacié utan hasznalatos reagensek
Komponens Darab | Térfogat | Hatéanyagok Tarolas
Elticiés puffer 1 cs6 4,8 ml Pufferelt vizes oldat 15 °C-30 °C
Koényvtartarolo 1 cs6 3,5ml Pufferelt vizes oldat 15 °C-30 °C
puffer
5 MEGJEGYZES
R A 2. doboz amplifikaci6 el6tti €s utani reagenseket is tartalmaz.
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, 3. doboz
3A doboz, amplifikacié el6tti reagensek
Komponens Darab | Térfogat | Hatdanyagok Tarolas
Erételjes mosopuffer 1iiveg 24 ml Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot tartalmazé 2 °C és 8 °C kozott
pufferelt vizes oldat
Univerzalis 1csé 48ml | Sokat tartalmazo pufferelt vizes oldat 2°C és 8 °C kozott
mosopuffer
3B doboz, amplifikacié utan hasznalatos reagensek
Komponens Darab | Térfogat | Hatéanyagok Tarolas
PCR-tisztité gyongyok | 1 csé 5ml Szilard fazisi paramagneses gyongyoket és polietilén- 2 °C és 8 °C kozott
glikolt tartalmazé pufferelt vizes oldat
Konyvtar- 2 cs6 48ml | Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot tartalmazo 2°C és 8 °C kozott
normalizalasi pufferelt vizes oldat
mososzer
Konyvtargydngyok 1 cs6 1,2ml | Szilard fazisti paramagneses gyongyoket tartalmazo 2°C és 8 °C kozott

pufferelt vizes oldat

Szikséges, de nem szallitott reagensek

Egyedi oligonukleotidkeverék

Az analitra specifikus oligonukleotidokat a felhasznalo fejleszti; ezek nem képezik a konyvtar-el6készitési készlet részét.
Az 1. abra mutatja be az egyedi oligonukleotidok kialakitasanak elvét. Az oligonukleotidok kialakitasanak a kovetkezd

feltételeknek kell megfelelnie:
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* A csiravonal munkafolyamathoz mindegyik amplikonhoz egy par oligonukleotidot kell létrehozni: egy 1.
egyéni probat [a locustdl felfelé elhelyezkedd szekvencidra specifikus oligonukleotid (upstream locus-specific
oligonucleotide, ULSO)] egy 2. egyéni probat [a locustol lefelé elhelyezkedd szekvenciara specifikus
oligonukleotid (downstream locus-specific oligonucleotide, DLSO)].

* A csomatikus munkafolyamathoz mindegyik amplikonhoz két par oligonukleotidot kell 1étrehozni. Mindkét
par egy 1. egyéni probat [a locustdl felfelé elhelyezkedd szekvencidra specifikus oligonukleotid (upstream locus-
specific oligonucleotide, ULSO)] egy 2. egyéni probat [a locustol lefelé elhelyezkedd szekvencidra specifikus
oligonukleotid (downstream locus-specific oligonucleotide, DLSO)] tartalmaz. Az egyik par a plusz szdlat,

a masik par a minusz szalat célozza meg,.

* Az egyedi oligonukleotidoknak a vizsgalni kivant teriilet két végén kell elhelyezkedniiik. A vizsgalni kivant
teriilet 150 és 250 bp kozotti hosszusagu lehet, hogy a 2 x 150 ciklusos szekvenalasi futtatassal el lehessen
végezni a szekvenaldsat.

* Mindkét oligonukleotidnak egyazon DNS-szalhoz kell hibridizalnia.

* Az egyedi oligonukleotidoknak tartalmazniuk kell az Illumina specifikus adaptereit, amelyek lehet6vé teszik az
indexek hozzaadasat és az adapterek szekvenalasat PCR segitségével.

Az 1. adapternek (5'- CAACGATCGTCGAAATTCGC-3") az 1. egyéni proba (ULSO) 5" végeén kell
elhelyezkednie.
A 2. adapternek (5'- AGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-3") a 2. egyéni proba (DLSO) 3" végén kell
elhelyezkednie.

* A 2. egyéni proba (DLSO) foszforilalva van az 5" végén, hogy lehetové tegye a ligacids lépést az 1. egyéni proba

(ULSO) extenzidja utan.

Oligonukleotidok kialakitdsa a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlethez
5 3

1. egyéni 2. egyéni
1. adapter proba 3’ S 5 préba 2. adapter
\/ Célterillet - vizsgalt teriilet \/

* Az oligonukleotidok tervezéséhez a kovetkezd paraméterek hasznalata ajanlott:
Hosszuisag: 22-30 nukleotid (génspecifikus rész).
Az amplikon teljes mérete 190-290 bazispar a csiravonal munkafolyamathoz valé adapterekkel egyiitt,
illetve 160-250 bazispar a szomatikus munkafolyamathoz valé adapterekkel egyiitt.
A primer GC-tartalom javasolt értéke 25% és 70% kozotti.
A Tm ajanlott tartomanya 55-70 °C.
Az oligonukleotidok koncentracidja oligonukleotidonként 15 nM legyen az egyéni keverékben.
Az oligonukleotidok szintézise utan nem sziikséges a tovabbi tisztitasuk. Ajanlott a somentesités.
Az oligonukleotidok higithaték TE-pufferrel.
A mintankénti amplikonok szama 16-384 lehet.
Az oligonukleotidok tervezésénél hagyjon ki néhany bazist a primer vége és a vizsgalni kivant teriilet vége
kozott, hogy lehetévé valjon a vizsgalt teriilet végein torténd inzerci6 és delécié kimutatasa (lasd a 2.
oldalon Az eljaras korlatai fejezet 7. elemét).
Ha a teljes vizsgalt teriilet olyan nagy, hogy tobb darabbdl kell dsszerakni, az egymas melletti
probakészletek kotési helyei kozotti atfedésnek 1 bazisparnyival nagyobbnak kell lennie a kimutatando
delécié méreténél. Példaul 3 bp méretli delécio kimutatasahoz az egymas melletti probakészletek kozotti
atfedésnek > 4 bp hossztisaginak kell lennie. Az egymas melletti probakészletek egymast zavaro hatasanak
elkeriiléséhez azoknak kiilonb6z6 szalakhoz kell kétédnitik.
A variansok azonositasahoz sziikséges amplikononkénti minimalis atfedéssel kapcsolatban lasd Az eljirds korlitai
fejezetet. A futtatdsonkénti mintdk szdmat a szekvendlasi késziilék altal megkovetelt minimalis 4tfedés alapjan kell
kiszadmitani; ez a teljes hossztisagtdl és az egyéni oligonukleotidkeverékek lefedési egységességétdl fiigg.
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Minden egyéni oligonukleotidkkeverékhez jegyzékfdjlt kell késziteni. A jegyzék egy szoveges f4jl, amely informaciokat
tartalmaz a megcélzott genomikus teriiletekrdl, és sziikséges ahhoz, hogy a szekvenaldkésziilék elvégezze az elemzést.

A jegyzékfajlhoz egy sablon letoltéséhez keresse fel az Illumina honlapjat.

Amplifikacio el6tt hasznalatos reagensek

10 N NaOH (készitse tablettakbol vagy standard oldatbdl)
TE-puffer
RN-4z-/DN-4dz-mentes viz

Amplifikacié utan hasznalatos reagensek

10 N NaOH (készitse tablettakbol vagy standard oldatbdl)
100%-o0s, molekularis biologiai hasznalatra szolgald etanol
TE-puffer

RN-az-/DN-az-mentes viz

Tarolas és kezelés

6

1
2
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A szobahémérséklet definicio szerint 15 °C és 30 °C kozotti hdmérséklet.
A kovetkezd reagensek fagyasztva kertilnek szallitasra, és -25 °C és -15 °C kozott tarolva a feltiintetett lejarati
iddig stabilak.

Hibridizacids puffer

Extenzids-ligacids keverék

Indexprimerek: A (A501) — H (A508)

Indexprimerek: 1 (A701) — 12 (A712)

PCR-polimeraz

PCR-f6keverék

Konyvtar-normalizalasi higitoszer

Konyvtarhigitasi puffer

PhiX bels6 kontroll
A reagensek stabilak a feltiintetett lejarati id6 el6tt legfeljebb hat fagyasztasi-felolvasztasi ciklusig.
A kovetkezd reagensek hiitve keriilnek szallitasra, és 2 °C és 8 °C kozott tarolva a feltlintetett lejarati idig
stabilak.

Erételjes mosopuffer

Univerzalis mosépuffer

PCR-tisztitd gyongyok

Koényvtargyongyok

Konyvtar-normalizaldsi mosdszer
A kovetkezd reagensek kornyezeti hdmérsékleten keriilnek szallitdsra, és szobahdémérsékleten tarolva a
feltiintetett lejarati iddig stabilak.

Elticiés puffer

Szlrdlemez

Konyvtartarol6 puffer
A szallitott reagensek fizikai megjelenésének valtozasa az anyagok romlasat jelezheti. Ha a reagensek fizikai
megjelenése megvaltozik (példaul nyilvanvalo szinvaltozas vagy mikrobialis szennyezdédésre utald
zavarossag), ne hasznalja a reagenseket.
A hibridizacids pufferben, az erételjes mosdpufferben és a konyvtar-normalizalasi higitdszerben lathato
csapadék vagy kristalyok keletkezhetnek. Ilyenkor a reagenst a hasznalat el6tt erSteljesen vortexelje, majd
megtekintéssel ellendrizze, hogy nincs-e jelen csapadék.
A PCR-tisztitoé gyongyok és a konyvtargyongyok kezelésekor tartsa be a legjobb gyakorlatot:

A gyongyoket soha nem szabad fagyasztani.
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Hagyja, hogy a gyongyok elérjék a szobahémeérsékletet.

Kozvetleniil a hasznalat el6tt vortexelje a gyongyoket, amig jol szuszpendalddnak, és a sziniik homogén.
A gyongyok hozzaadasa utan a minta alapos dsszekeveréséhez pipettazza tizszer fel és le. A mintak
erételjes dsszekeveréséhez hasznalhato rdzo késziilék.

A gyongyok és a mintak keverékét inkubalja szobahémeérsékleten a teljes megadott idStartamig.

A magneses allvany hasznalatakor kévesse az utasitdsokat. Felszivas el6tt varja meg az oldat kitisztulasat.
A feliiltisz6 lassu leszivasa kozben tartsa a lemezt a magneses allvanyon, és tigyeljen arra, hogy ne zavarja
fel az elvalt gyongyoket.

A PCR-amplifikacids lemez az inkubatorban maradhat egy éjszakan keresztiil vagy az alabb felsorolt
koriilmények kozott. A tarolas el6tt jol zarja le a lemezt.

2 °C és 8 °C kozott legfeljebb két napig

-25 °C és -15 °C kozott legfeljebb egy hétig
Ne fagyassza le a konyvtargyongyoket, és ne keverje 0ssze a konyvtarnormalizalasi higitdszerrel, ha nem
hasznalja fel azonnal.
Az elkészitett konyvtarnormalizalasi lemez (LNP) tarolhatd 2 °C és 8 °C kozott legfeljebb 3 oraig vagy -25 °C és
-15 °C kozott legfeljebb egy hétig.
A tarololemez (SGP) tarolhato -25 °C és -15 °C kozott legfeljebb 48 oraig.
A higitott amplikonkényvtar (DAL) tarolhato -25 °C és -15 °C kozott legfeljebb 84 napig.
A higitott amplikonkeveréket helyezze a reagenskazettaba kozvetleniil a denaturalas utan.

Berendezések €s anyagok

Kuloén szallitott berendezések és anyagok

Or i W N =

[llumina nagy teljesitmény(i DNS-szekvencia-analizator és a hozza tartozo szekvenalasi fogydeszkozok
TruSeq indexlemez-rogzitékészlet, cikkszam: FC-130-1005

TruSeq indexlemez-rogzité- és -peremkészlet, cikkszam: FC-130-1007

Indexadapter-cserekupakok, cikkszam: DX-502-1003

TruSeq Custom Amplicon Kit Dx Dx - FFPE QC, cikkszam: 20006259 (szomatikus munkafolyamathoz)

Sziikséges, de nem szallitott berendezések és anyagok

Amplifikacio elétti berendezések és anyagok

1

Flitéblokk — Egy, 96 iiregli lemezhez valo flitdblokk sziikséges. A flitéblokknak meg kell felelnie az alabbi
feltételeknek.

Fatott fedél

Hoémérséklet-tartomany: kornyezeti, +5 °C és 99 °C kozott

Hoémérséklet-szabalyozas: +0,1 °C 37 °C-on; +0,4 °C 60 °C-on
Mintainkubator — Egy inkubator (hibridizaciés kemence) sziikséges. Az inkubatornak meg kell felelnie az
alabbi feltételeknek.

Hémérséklet-tartomany: 10 °C as 100 °C kozott

Hoémérséklet-szabalyozas: +0,2 °C
Asztali centrifuga — Egy asztali centrifuga (egy masik centrifuga sziikséges az amplifikacié utani laboratériumi
teriileten). A centrifugdnak meg kell felelnie az alabbi feltételeknek.

Alkalmas 20 °C hémérséklet fenntartasara

Belefér egy sztirbegységgel ellatott 96 iiregli lemez

Beleférnek 5 ml-es csévek

Alkalmas 280 és 2400 g kozotti sebességekre
Flitéshez valo lezar6 anyag — Egy éjszakan keresztiil tart6 inkubacidhoz ajanlott a 40 °C-os inkubdcid soran
torténd elparolgas megel6zésére.
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5

6

Precizios pipettak — Egy precizios pipettakészlet sziikséges. (Egy masik készlet sziikséges az amplifikacié utani
laboratériumi teriileten.) A precizids pipettdk hasznalata biztositja a reagensek és mintak pontos adagolasat.
Egycsatornas vagy tobbcsatornds pipettak is hasznalhatok, ha azokat rendszeresen kalibraljak, és a
pontossaguk megadott térfogat 5%-an beliil van.
Fogyoeszkozok — A kovetkezd fogydeszkozok sziikségesek.

96 liregli peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenértek(i

96 liregli taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI lemezek)

Oldatkad, PVC, DNAZ- és RN-4z-mentes (valyt)

Ontapadés aluminium-zaréfdlia (95 °C-ig terjed hdmérsékletnek ellenalld) vagy a fiitéshez valé lezard

anyaggal kompatibilis zarofolia

A PCR inkubatorral kompatibilis zaréfolia

Aeroszoldllé pipettahegyek

Amplifikacié utani berendezések és anyagok

1

Inkubator — Egy inkubator sziikséges. Az inkubatornak ftitott fedéllel kell rendelkeznie, és a kovetkez6
teljesitményspecifikacioknak kell megfelelnie:

Hoémérséklet-szabalyozasi tartomany: 4 °C és 99 °C kozott

Szabalyozas pontossaga: 0,25 °C 35 °C és 99 °C kozott
Mikrolemezrazo6 — Egy mikrolemezrazo sziikséges az amplifikacié utani laboratoriumi teriileten.
A lemezrazonak meg kell felelnie a kovetkezd teljesitményspecifikdcioknak:

Maximalis keverési sebesség: 3000 rpm

Keverési sebesség tartomanya: 200-3000 rpm
Asztali centrifuga — Egy asztali centrifuga sziikséges (egy masik centrifuga sziikséges az amplifikacid el6tti
laboratériumi teriileten). A centrifuganak meg kell felelnie az alabbi feltételeknek.

Alkalmas 20 °C hémérséklet fenntartasara

Alkalmas egy 96 iiregli MIDI lemez befogadasara

Beleférnek 5 ml-es csévek

Alkalmas 280 és 2400 g kozotti sebességekre
Fatéblokk — Egy 1,5-2 ml-es csovekhez vald flitéblokk sziikséges. A flitblokknak meg kell felelnie az alabbi
feltételeknek.

Hoémérséklet-tartomany: kornyezeti, +5 °C és 99 °C kozott

Hoémérséklet-szabalyozas: +0,1 °C 37 °C-on; +0,4 °C 60 °C-on
Magneses allvany — Egy 96 csoves lemezhez valé magneses allvany sziikséges. Jobb teljesitmény
tapasztalhato, ha a magnesek az allvany oldalan, nem pedig az aljan helyezkednek el.
Precizi6s pipettak — Egy precizios pipettakészlet sziikséges. (Egy masik készlet sziikséges az amplifikacid el6tti
laboratoriumi teriileten.) Precizids pipettak hasznalata sziikséges, ez biztositja a reagensek és mintak pontos
adagolasat. Egycsatornas vagy tobbcsatornas pipettak is hasznalhatok, ha azokat rendszeresen kalibraljak,
és a pontossaguk megadott térfogat 5%-an beliil van.
Gélelektroforézishez valo fogydeszkozok — Gélelektroforézishez valo fogydeszkdzok és késziilék sziikséges,
valamint a gélben talalhaté PCR-termékek lathatova tételére szolgalé modszer.
Fogyoeszkozok — A kovetkezd fogydeszkozok sziikségesek.

96 liregli peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenértek(i

96 liregli taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI lemezek)

N MEGJEGYZES
Ugyeljen arra, hogy a 96 iiregii lemez kompatibilis legyen a magneses allvannyal.

2-4% TBE agaréz gél

100 bp-nak megfelel6 DNS-molekulasuly-jelz6
DNS-festék

Ktpos csovek, 15 ml
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Eppendorf microcentrifuga-csdvek (ajanlott a csavaros fedelii)
Nyolc PCR-csovet tartalmazé csik

Oldatkadak, PVC, DN-4z- és RN-az-mentes (valyu)
Ontapadés aluminium z4r6folidk

Microseal® 'B' (Bio-Rad) vagy egyenértéki

Aeroszolallé pipettahegyek

A mintak gyujtése, szallitasa és tarolasa

Csiravonal munkafolyamat
A kovetkez6 feltételeket kell teljesiteni a vér és a vérbdl kivont DNS kezelésekor.

] VIGYAZAT!
Minden vérmintat tigy kell kezelni, mintha ismerten fert6z6 lenne HIV, HBV vagy mas vérrel terjed6é korokozok
tekintetében.

1 Hasznalhatok K,EDTA-csébe levett teljesvérmintak.

2 A teljesvérmintak legfeljebb hét napig tarolhatok szobahdmérsékleten, legfeljebb 30 napig 2 °C és 8 °C kozott
vagy 30 napig -25 °C és -15 °C kozott.

3 A teljesvérmintak szallithatok legfeljebb hét napig szobahémérsékleten, 30 napig 2 °C és 8 °C kdzott, illetve 30
napig -25 °C és -15 °C kozott. A teljes vér szallitasat a betegségek terjesztésére alkalmas anyagokra vonatkozo
orszagos és helyi el6irasoknak megfelelen kell végezni.

4 A fagyasztott genomikus DNS-mintak 6 lefagyasztasi-felolvasztasi ciklusig stabilak.

_|L MEGJEGYZES
Nem tapasztaltak a készlet teljesitményének romlasat, ha a vérmintaban magasabb koncentraciéban volt jelen
bilirubin, hemoglobin, koleszterin, triglicerid vagy EDTA.

J

DNS-kivonas (csiravonal munkafolyamat)
Hasznalhaté barmilyen hitelesitett DNS-kivonasi médszer.

Szomatikus munkafolyamat
A kovetkez6 feltételeket kell teljesiteni a daganatszovetek és a szovetekbdl kivont DNS kezelésekor.

1 A daganatszovetet formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott formaban kell hasznalni.
2 A kivont DNS 2 °C és 8 °C kozott tarolhato 28 napig vagy —25 °C és —15 °C kozott fagyasztva 161 napig.
3 A fagyasztott genomikus DNS-mintak 2 lefagyasztasi-felolvasztasi ciklusig stabilak.

_|L MEGJEGYZES
Nem tapasztaltak a készlet teljesitményének romlasat, ha az FFPE szovetben paraffinmentesité oldat, paraffinviasz,
xilol, etanol, proteinaz K, moséoldatok, hemoglobin vagy nekrotikus szovet volt jelen.

DNS-kivonas (szomatikus munkafolyamat)

Az Tllumina oszlopalaptt DNS-extrakcios készletek hasznalatét ajanlja, a proteindz K mennyiségének megkétszerezésével
és a proteinaz K-val val6 inkubacio6 egy éjszakan keresztiil, razassal torténd elvégzésével és legalabb 30 pl végss térfogat
kivondasaval. Ezekkel a reagensekkel nem javasolt a gyongyalapt modszerek és csak a nyers sejtkivonatok lizalasaval
végzett modszerek hasznalata.

Figyelmeztetések és dvintézkedések

] VIGYAZAT!
Az USA szbvetségi torvényei szerint e késziilék csak orvos vagy az illeté allamban jévahagyott szakember altal vagy
rendelvényére arusithatd.

J
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FIGYELMEZTETES

Ezek a reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik, bérrel érintkezésiik és
szembe kertiilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen védéfelszerelést, igy véddszemiiveget, kesztytit és
laborkdpenyt a kockazat mértékének megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis,
nemzeti és helyi torvényeknek és eléirdsoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kornyezetvédelmi, egészségiigyi
és biztonsagi informaciokért tekintse meg a kovetkez6 cimen elérhetd biztonsagi adatlapot:
support.illumina.com/sds.html

Minden vérmintat igy kell kezelni, mintha ismerten fert6z6 lenne human immundeficiencia virus (HIV),
hepatitis B virus (HBV) vagy mas vérrel terjed6 kérokozok tekintetében (altalanos ovintézkedések).

Az eljarasok kovetésének elmulasztdsa hibas eredményeket vagy a minta mindségének jelentés romlasat
okozhatja.

Tartsa be a rutin laboratériumi dvintézkedéseket. Ne pipettdzzon szdjjal. Ne egyen, igyon és dohanyozzon a
kijel6lt munkateriileteken. A mintak és a készlet reagensei kezelésekor viseljen eldobhat6é gumikesztyfit és
laboratériumi kdpenyt. A mintdk és a készlet reagensei kezelése utdn alaposan mosson kezet.

Ne hasznalja a reagenseket a készlet dobozan feltiintetett lejarati id6 utan. Ne cserélje fel eltérd tételhez tartozo
készletek Osszetevdit. A készlet tétele a dobozan van feltiintetve.

A készlet 6sszetevoit a megadott hdmérsékleten, a kijelolt amplifikacio el6tti vagy amplifikacié utani teriileten
tarolja.

Kertilje el a reagensek ismételt lefagyasztasat és felolvasztasat. A készlettel elvégezheté hasznalatok szamat
lasd a Megjegyzések az eljarashoz részben.

A mintak vagy reagensek lebomlasanak megel6zéséhez iigyeljen arra, hogy a protokoll megkezdése el6tt az
0sszes natrium-hipoklorit géz teljesen eltavozzon.

Megfelel laboratoriumi gyakorlat és jo laboratoriumi higiénia sziikséges annak megel6zéséhez, hogy a PCR-
termékek szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket és a genomikus DNS-mintékat. A PCR-termékekkel vald
szennyezOdés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

A szennyezddés elkeriilése érdekében tigyeljen arra, hogy az amplifikacio el6tti és az az utani teriileteken kiilon
berendezések legyenek (példaul pipettak, pipettahegyek, vortexel$ és centrifuga).

Kertilje el a keresztszennyez6dést. Az egyes mintak kozott és az egyes reagensek kozott hasznaljon 4j
pipettahegyeket. Keverje 0ssze a mintakat pipettaval, illetve centrifugdlja a lemezt, ha az van megadva. Ne
vortexelje a lemezeket. Az aeroszolalld pipettahegyek hasznalata csdkkenti az amplikonok atvitelét és az egyes
mintak kozotti keresztszennyezddést.

Az indexmintak parositasanak pontosan meg kell felelnie a kinyomtatott lemezelrendezésnek. A Local Run
Manager automatikusan hozzarendeli az indexprimereket a mintanevekhez, ha azokat megadjak a modulban.
Javasoljuk a felhasznalénak, hogy ellendrizze a mintakkal tarsitott indexprimereket a szekvenalasi futtatas
inditasa el6tt. A mintalap és a lemez elrendezése kozotti eltérések esetén a pozitiv mintdk azonositdsanak
elmaradasa és helytelen eredmények jelentése torténik.

A mosasi lépésekhez mindig frissen készitsen 80%-o0s etanololdatot. Az etanol vizet vehet fel a leveg6bdl, ami
befolyasolhatja az eredményeket.

Ugyeljen arra, hogy a mosasi 1épések soran minden etanol eltavolitdsra keriiljon az iiregek aljabdl. A
megmaradt etanol befolyasolhatja az eredményeket.

A magnesallvanyon elvégzett 1épés utan tartsa be a megadott szaradasi idét, hogy biztositsa a teljes mértéki
elparolgast. A megmaradt etanol befolyasolhatja a késobbi reakciok teljesitményét.

Ne keverje 6ssze az egyéni oligonukleotidkeveréket és a hibridizacios puffert tarolas céljabdl. Ezek
Osszekeverése esetén az oligonukleotidkeverék instabilla valik, még akkor is, ha fagyasztva taroljak.

A hibridizacids 1épéshez nem javasolt aktiv hiitéses inkubator (példaul Peltier, termoelektromos htitésii)
hasznalata. A passziv lehtilési lépés donts jelentSségli a megfelel$ hibridizaciohoz.

A PCR-polimerazt mindig csak kozvetleniil a hasznadlat el6tt adja PCR-f6keverékhez. Ne tarolja az dsszekevert
munkaoldatot.

A konyvtar-normalizaldsi 1épés soran rendkiviil fontos a konyvtargyongyoket tartalmazo pellet
reszuszpendalasa. Ez elengedhetetlen fontossadgt ahhoz, hogy a szekvenalasi dramlasi celldban konzisztens
klaszterstirliség alakuljon ki.
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19 A kényvtar-normalizaldsi 1épés soran tartsa be a megadott inkubacids idSket. A nem megfelel6 inkubacid

befolyasolhatja a konyvtarak reprezentacidjat és a klaszterstirtiséget.

20 A lemezek kozotti atvitelek szdma és az ezzel jaré szennyezddések veszélye miatt kiilonos gondot kell forditani

arra, hogy az {iregek tartalma az {iregen beliil maradjon. Ne hagyja az {iregek tartalmat kiomleni.

Roviditéesek
[Mumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx réviditései
Rovidités Jelentés

AMP Amplifikaciés lemez (AMplification Plate)
(kdnyvtar)

CLP Tisztitasi lemez (CLean-up Plate)

COP Egyedi oligonukleotidkeverék (Custom
Oligonucleotide Pool)

DAL Higitott amplikonkonyvtar (Diluted
Amplicon Library)

FPU Sztir6lemez egység (Filter Plate Unit)

HYB Hibridizaciés lemez (HYBridization Plate)

LNP Konyvtar-normalizalasi lemez (Library
Normalization Plate)

NTC Negativ sablonkontroll (Negative
Template Control)

PAL Kevert amplikonkonyvtar (Pooled
Amplicon Library)

POS Pozitiv kontroll (POsitive Control)

SGP Tarolasi lemez (StoraGe Plate)

Megjegyzések az eljarashoz

1

A készlet legfeljebb 4-szer hasznalhatd, ha kevesebb mint 96 kdnyvtarat kell feldolgozni. 4 hasznalat esetén,
ha a hasznadlati itmutatéban leirt pipettazasi technikdkat hasznaljak, a csiravonal munkafolyamatban
hasznalatonként 24 kdnyvtar, a szomatikus munkafolyamatban pedig hasznalatonként 20 kényvtar
vizsgalhato.

Az Illumina megkdveteli, hogy minden hasznalat alkalmaval 1 pozitiv kontroll DNS minta és egy negativ
kontroll (NTC, nincs kontrollminta sablon) is feldolgozasra keriiljon egyidejiileg. A pozitiv kontrollként szolgalo
DNS-mintanak egy jol jellemzett, a vizsgalt teriileten ismert variaciot tartalmazé mintanak kell lennie.

A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx protokoll elkezdése el6tt a DNS-t ki kell vonni, és meg kell hatarozni a
mennyiségét.

A csiravonal munkafolyamathoz a DNS mennyiségének meghatarozasat spektrofotométerrel kell végezni.
Gondoskodjon arrdl, hogy a DNS-minta A260/A280 értéke > 1,5 legyen. Normalizalja a DNS-mintat 5 ng/ul
koncentraciora. Minden mintahoz 10 pl genomikus DNS (6sszesen 50 ng) sziikséges.

A csiravonal munkafolyamathoz ajanlott 50 ng DNS mennyiség lehet6vé teszi a mennyiség valtoztatasat;

a mennyiség befolyasolja a konyvtar hozamat és a szekvenalas teljesitményét.
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6 A szomatikus munkafolyamathoz a DNS mennyiségének meghatarozasat az lllumina TruSeq Custom
Amplicon Dx - FFPE QC termékkel kell végezni. A konyvtarak hozamat és a szekvenalas teljesitményét a

mintanak az FFPE QC modszerrel mért mindsége hatarozza meg.

Mintafeldolgozasi teljesitmény

12

Az Illumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx szekvenalasi futtatasanak teljesitménye 1-96 konyvtar a MiSeqDx,
illetve 8-96 konyvtar a NextSeq 550Dx esetén. A szomatikus munkafolyamat esetén minden mintahoz 2 kényvtar

sziikséges.

A PCR-amplifikacié soran hasznalt indexprimereket a kivant végsé mintafeldolgozasi teljesitmény alapjan kell

kivalasztani, hogy minden konyvtarnak egyéni indexkombinacioja legyen.

Indexprimer-szekvenciak

Indexprimer A-H szekvencidk (A501) — (A508)

Indexprimer Szekvencia
Indexprimer A (A501) TGAACCTT
Indexprimer B (A502) TGCTAAGT
Indexprimer C (A503) TGTTCTCT
Indexprimer D (A504) TAAGACAC
Indexprimer E (A505) CTAATCGA
Indexprimer F (A506) CTAGAACA
Indexprimer G (A507) TAAGTTCC
Indexprimer H (A508) TAGACCTA
N MEGJEGYZES
L A NextSeq™ 550Dx késziiléken az A501-A508 indexprimerek forditott komplementként is beolvasasra kertilnek.

A forditott komplement szekvenciakat kell hasznalnj, ha figyelembe kell venni az index diverzitasi feltételeit
kétcsatornas szekvenalasi kémiai folyamatok hasznalata esetén.
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Indexprimer 1-12 szekvencidk (A701) — (A712)

Indexprimer Szekvencia

Indexprimer 1 (A701) ATCACGAC
Indexprimer 2 (A702) ACAGTGGT
Indexprimer 3 (A703) CAGATCCA
Indexprimer 4 (A704) ACAAACGG
Indexprimer 5 (A705) ACCCAGCA
Indexprimer 6 (A706) AACCCCTC
Indexprimer 7 (A707) CCCAACCT
Indexprimer 8 (A708) CACCACAC
Indexprimer 9 (A709) GAAACCCA
Indexprimer 10 (A710) TGTGACCA
Indexprimer 11 (A711) AGGGTCAA
Indexprimer 12 (A712) AGGAGTGG

Hasznalati utmutato

Mintak elrendezése

A konyvtar-el6készités elStt a szekvenald késziilék szoftverében, a Local Run Managerben szekvenalasi futtatast kell
létrehozni. Ezutan torténik a mintak felvétele a futtatasba és a jegyzékf4jl kivalasztasa. A rendszer a létrehozott
mintaelrendezést kinyomtatja, vagy exportalja egy fajlba, amely referenciaként szolgal a mintakbdl a konyvtérak
létrehozésakor. A részletes utasitasokat lasd a kivant munkafolyamattdl és szekvendlo késziiléktdl fliggé modulra
vonatkozo referencia-itmutatéban. A mintak bevihet6k manualisan, vagy importalhatdk a referencia-atmutatéd
utasitdsainak megfelelGen.

A csiravonal és a szomatikus munkafolyamat utasitasai kozotti kilénbségek

A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx periférias teljesvérmintabol és formalinnal fixalt, paraffinba agyazott szévetekbdl
torténé DNS-szekvenalasra szolgald konyvtarak manualis elkészitésére szolgal. A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
részét képezo reagensek hasznalataval a genomikus DNS feldolgozasa torténik a konyvtar-el6készitési 1épésekben,
amelyek soran a mintdkban a kivant genomteriiletek specifikusan amplifikalédnak, és az amplifikalt termékekhez
indexek és az aramlasi cellaban torténd rogzitésre szolgald szekvencidk hozzaadasa torténik. A teljes vérbol szarmazo
mintak feldolgozasa a csiravonal munkafolyamattal, az FFPE szovetbdl szarmazoké pedig a szomatikus
munkafolyamattal torténik.

Az igy elkészitett mintakonyvtérak készen allnak az Illumina nagy teljesitményi DNS-szekvencia-analizatorral torténd
szekvenadlasra és a késziilék megfeleld szoftvermoduljaval (csiravonal vagy szomatikus) torténd elemzésre.

N MEGJEGYZES
L A haszndlati titmutatoban azokon a helyeken, ahol kiilénbség van a csiravonal és a szomatikus munkafolyamat k6zott,
ez ki van emelve az illet§ 1épésben. Ezeket a kiilonbségeket a 10. tablazat foglalja 6ssze.
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A csiravonalbeli és a szomatikus variansok elemzésére szolgalé munkafolyamatok kozotti kiilonbségek

Lépés Paraméter Csiravonal munkafolyamat Szomatikus
munkafolyamat

Preanalitikai Mintatipus Teljes vérbdl szarmazé DNS FFPE szovetbdl szarmazd
DNS

Preanalitikai Bemeneti DNS 50 ng A ACq alapjan

mennyisége
Preanalitikai Minta min6ség- A260 TSCA Dx - FFPE QC
ellendrzésének mddszere

Az Hibridizalasi Egy szél Keét szal

oligonukleotidkeverék | megkdozelités

hibridizalasa

Az Oligonukleotidkeverékek | 1 2

oligonukleotidkeverék | szama

hibridizalasa

PCR-rel végzett Indexprimerek térfogata 4 ul 9 ul

amplifikacio

PCR-rel végzett Az indexelési PCR- 50 ul 60 pl

amplifikacio reakcio térfogata [HM4]

PCR-rel végzett PCR-ciklusok szama 28 32

amplifikacié

Konyvtar-el6készités Konyvtar hozama Opciondlis értékelés gél Ertékelés gél

ellenérzése hasznalataval (CLP termékek) hasznalataval
(AMP termékek)

PCR-tisztitas PCR-tisztité gyongyok 45 ul 55 ul

térfogata

Az oligonukleotid-keverék (amplifikacio elétti) hibridizalasa

El6készités

1 Hagyja szobahémérsékletre melegedni az analitspecifikus oligonukleotidkkeverék(ek)et, a hibridizacids puffert,
a genomikus DNS-mintdkat és a pozitiv kontrollmintat.

2 Vortexelje er6ésen az egyéni oligonukleotidkkeverék(ek)et és a hibridizacids puffert, hogy minden kicsapddott
anyag teljesen feloldodjon, majd a folyadék osszegytijtéséhez roviden centrifugalja az oligonukleotidkkeveréket
tartalmazo csoveket. Gy6z6djon meg arrdl, hogy nem lathatd kicsapddott anyag a hibridizacios pufferben.

3 Allitson be egy 96 iiregii f(itblokkot 95 °C-ra.

4 Melegitse el6 az inkubatort 37 °C-ra.

5 Hozzon létre egy mintalemezt a Local Run Managerben kinyomtatott lemezelrendezés alapjan.

Eljaras
1 Kezdjen egy 1j 96 tiregli PCR-lemezt (ennek az elnevezése ezentul HYB lemez).
2 A kimutatni kivant varianstipusoktdl fiiggben valassza ki az egyik munkafolyamatot (csiravonal vagy
szomatikus).
Csiravonal munkafolyamat:
Adjon 10 pl, 5 ng/pl koncentraciéja mintat vagy kontrollt (tehat dsszesen 50 ng-ot) a HYB lemez
megfelel( iiregeibe a lemezelrendezés alapjan.
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Szomatikus munkafolyamat:
Adjon az {iregekbe 10 pl, a TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE QC alapjan higitott mintat vagy
kontrollt. A mintakat és a kontrollokat a lemezen két-két iiregbe kell adni, hogy mindkét oligonukleotid-
készlettel lehessen hibridizalni a lemezelrendezésnek megfelelGen.
3 A kimutatni kivant varianstipusoktdl fliggoen valassza ki az egyik munkafolyamatot (csiravonal vagy
szomatikus).
Csiravonal munkafolyamat:
Adjon 10 ul 1X TE puffert a No Template Control (NTC, nincs sablonkontroll) iregbe.
A megfelel6 {ireg kivalasztasahoz kdvesse az altalanos lemezelrendezést.
Szomatikus munkafolyamat:
Adjon 10 ul 1X TE puffert a No Template Control (NTC, nincs sablonkontroll) {iregekbe (2).
A megfelel§ tireg kivalasztasahoz kovesse az altalanos lemezelrendezést.
4 A kimutatni kivant varianstipusoktdl fiiggden valassza ki az egyik munkafolyamatot (csiravonal vagy
szomatikus).
Csiravonal munkafolyamat:
Adjon 5 pl egyedi oligonukleotidkeveréket minden, a lemezelrendezés szerint genomikus DNS vagy
NTC-t tartalmazé tiregbe.
Szomatikus munkafolyamat:
Adjon 5 ul egyedi A oligonukleotidkeveréket a lemezelrendezés szerint genomikus DNS vagy NTC-t
tartalmazo tiregekbe.
Adjon 5 pl egyedi B oligonukleotidkeveréket a lemezelrendezés szerint genomikus DNS vagy NTC-t
tartalmazo6 tiregekbe.
Amelyik liregbe A keverék keriil, abba nem kertil B keverék, és forditva.
5 Adjon 40 pl hibridizaciés puffert a HYB lemezen taldlhaté minden mintahoz és NTC-hez. Az &sszekeveréshez
ovatosan pipettazza fel és le 3-5 alkalommal.
6  Zarja le a HYB lemezt, és centrifugalja 1000 g sebességgel, 20 °C-on, 1 percig.

VIGYAZAT!

A hibridizalasi reakcié kdzben a lehetséges elparolgas korlatozasa érdekében az egy éjszakan keresztiil végzett
hibridizaciok esetén hatarozottan ajanlott a HYB lemez lezarasa f(itéshez valo lezaré anyaggal. Ha nem all
rendelkezésre flitéshez valo lezard anyag, zarja le a HYB lemezt aluminium zarofdliaval, és ezt erésen rogzitse
lezarégorgovel vagy -ékkel, és folytassa a kovetkezd 1épéssel, ha a hémérséklet elérte a 40 °C-ot.

e

7 Helyezze a HYB lemezt el6fttott, 96 tiregli, 95 °C-os flitéblokkba, zarja le a fedelét, és inkubalja 1 percig.

8 Csokkentse a flit6blokk beallitasat 40 °C-ra, és folytassa az inkubacidt, amig el nem éri a 40 °C-ot (koriilbeliil 80
perc).
A fokozatos lehtilés alapvet6 fontossagu a megfelel hibridizacidhoz, ezért ehhez az eljarashoz nem ajanlott
aktiv hitéssel rendelkez6 inkubatort hasznalni (példaul Peltier, thermoelektromos htités).

< BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT
1 Miutan a fit6blokk elérte a 40 °C-ot, a HYB lemez 40 °C-on tartva 18 éraig stabil.
A fit6blokkbol vald eltavolitas el6tt erdsitse meg a féliazar tapadasat lezarégorgdvel vagy -ékkel.

Nem koétott oligonukleotidok eltavolitasa

Elékeszités

1 Hozza szobahémérsékletre az extenzios-ligacids keveréket, az erételjes mosdpuffert és az univerzalis
mosopuffert, majd ezeket roviden vortexelje.

2 Allitsa 6ssze a szlirSlemezegységet (ennek az elnevezése ezenttl FPU), amely a kovetkezokbdl all, feliilrdl lefelé:
fedél, sztir6lemez, adapterperem és MIDI lemez.

3 Végezze el a szlir6lemez membranjanak elémosasat:
a  Adjon 50 pl erételjes mosdpuffert minden minta- és NTC-liregbe.
b Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

2021. augusztus Dokumentumszam: 1000000029772 v05 HUN | 15



TruSeq Custom Amplicon Kit Dx

_|L MEGJEGYZES
Ellendrizze, hogy a sziir6lemez mindegyik iirege teljesen atereszti-e az oldatot. Ha a mosdpuffer nem haladt at
teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az Osszes folyadék 4t nem haladt (még 5-10 percig).

VIGYAZAT!

Alapvet6 fontossagu a centrifuga hémérsékletének szabalyozasa a mosasi lépések soran. Ha a hémérséklet 25 °C-
ra vagy magasabbra emelkedik, a magasabb hémérséklet a primer erésebb kotédését okozhatja. Ritka esetekben,
ha a mintdban a primerkotd teriileteken taldlhaté SNV, az erésebb kotddés allél kieséséhez vezethet.

e

Eljaras

1

2
3
4

g o O1

Tavolitsa el a HYB lemezt a fitéblokkrol, és centrifugalja 1000 g sebességgel, 20 °C-on, 1 percig.
Vigye at mindegyik minta teljes mennyiségét (koriilbeliil 55 pl) a sztir6lemez megfeleld tiregeibe.
Fedje le a sztir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.
Végezze el a szlir6lemez mosasat:
a  Adjon 50 pl erételjes mosopuffert minden minta- és NTC-iiregbe.
b  Fedje le a sztir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

g MEGJEGYZES

AL Ellendrizze, hogy a sztirlemez mindegyik iirege teljesen atereszti-e az oldatot. Ha a mosoépuffer nem haladt at
teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az dsszes folyadék at nem haladt (még 5-10 percig).

Ismételje meg az el6z4 1épésben leirt mosasi eljarast.

Artalmatlanitsa az atfolyt folyadékot (amely formamidot tartalmaz), majd ismét allitsa 6ssze az FPU-t.
Adjon 45 ul univerzalis mosopuffert az FPU minden mintat vagy NTC-t tartalmazo iiregébe.

Fedje le a sztir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

& MEGJEGYZES

L Ellendrizze, hogy a szlir6lemez mindegyik iirege teljesen atereszti-e az oldatot. Ha a mosépuffer nem haladt at
teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az sszes folyadék at nem haladt (még 5-10 percig).

Kotoétt oligonukleotidok extenzidja és ligacidja

Eljaras

1

2
3
4

Adjon 45 ul extenziods-ligacids keveréket a szlir6lemezen 1évé minden minta- és NTC-liregbe.

Zarja le a sztlir6lemezt 6ntapados aluminiumféliaval, majd fedje le a fedelével.

Inkubédlja az FPU-t 37 °C-ra elémelegitett inkubatorban 45 percig, forgatas nélkiil.

Az FPU inkubaldsa kozben készitse el6 az AMP (amplifikdcios) lemezt a kdvetkezd szakaszban leirtaknak
megfelelden.

PCR-rel végzett amplifikacio

ElSkeszités

1 Készitsen friss 0,05 N NaOH-oldatot.

2 A Local Run Managerben kinyomtatott lemezelrendezés alapjan allapitsa meg a hasznaland6 indexprimereket.

3 Hozza szobahémérsékletre a PCR-fékeveréket és az indexprimereket. Vortexeléssel keverje 6ssze mindegyik
felolvasztott csovet, majd a folyadék Gsszegytijtéséhez roviden centrifugalja a csoveket.

4 Kezdjen egy 1j 96 iiregli PCR-lemezt (ennek az elnevezése ezentil AMP lemez).

5 Adagolja az indexprimereket az AMP lemezbe a megfelel6 munkafolyamattol fiiggéen:

Csiravonal munkafolyamat:
Adjon 4 pl-t a kivalasztott indexprimerekbdl [A (A501) — H (A508)] az AMP lemez megfeleld
oszlopaban talalhato tiregekbe.
Artalmatlanitsa az eredeti fehér kupakokat, és helyezzen fel tj fehér kupakokat.
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Adjon 4 pl-t a kivalasztott indexprimerekbdl [1 (A701) — 12 (A712)] az AMP lemez megfelel6 soraban
talalhato tiregekbe. A keresztszennyez6dés elkeriilése érdekében a pipettahegyet minden sor utdin cserélni
kell.
Artalmatlanitsa az eredeti narancsszinti kupakokat, és helyezzen fel (ij narancsszint kupakokat.
Szomatikus munkafolyamat:
Adjon 9 pl-t a kivalasztott indexprimerekbdl [A (A501) — H (A508)] az AMP lemez megfeleld
oszlopaban talalhato tiregekbe.
Artalmatlanitsa az eredeti fehér kupakokat, és helyezzen fel tj fehér kupakokat.
Adjon 9 pl-t a kivalasztott indexprimerekbdl [1 (A701) — 12 (A712)] az AMP lemez megfeleld soraban
talalhato tiregekbe. A keresztszennyezodés elkeriilése érdekében a pipettahegyet minden sor utdan cserélni
kell.
Artalmatlanitsa az eredeti narancsszinti kupakokat, és helyezzen fel tij narancsszint kupakokat.
Készitse el6 a PCR-fékeveréket és PCR-polimerazt tartalmazé PCR-munkaoldatot a kdvetkezé modon:
a 96 konyvtar esetén adjon 56 pl PCR-polimerazt 2,8 ml PCR-f6keverékhez.
A PCR-polimeraz és a PCR-f6keverék aranya mindig tartalmazza a holttérfogatot.
b A PCR-munkaoldat 6sszekeveréséhez forditsa at 20-szor.
¢ A PCR-munkaoldat szobahémérsékleten 10 percig stabil.

Eljaras

1
2

7
8
9
1

Vegye ki az FPU-t az inkubatorbol.

Tavolitsa el az aluminium zaréfoliat. Fedje le a sztir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on,

2 percig.

Adjon 25 ul 0,05 N NaOH-ot a sztir6lemezen minden mintat vagy NTC-t tartalmazo tiregbe. Pipettazza a

NaOH-ot fel és le 5-6 alkalommal.

A koényvtarak felolddsahoz fedje le és inkubalja a sz{ir6lemezt szobahémérsékleten 5 percig.

A szlir6lemez inkubalasa kozben adjon 22 ul PCR-munkaoldatot az AMP lemez mindegyik indexprimereket

tartalmazo tiregébe.

Vigye at a sz{irébdl kioldott mintakat az AMP lemezre a kdvetkezé mddon:

a 20 pl-re beallitott P20 pipettaval 6vatosan pipettazza fel és le a mintdkat 5-6 alkalommal, tigyelve arra,
hogy ne szurja at a szlirdmembrant.

b Vigyen at 20 ul-t a szlir6lemezbdl az AMP megfelel? {iregeibe.

¢ A DNS és a PCR-munkaoldat 0sszekeveréséhez dvatosan pipettazza fel és le 5-6 alkalommal.

d Ugyanilyen médon vigye at a tobbi reakcidiireg tartalmat a sztir6lemezbdl az AMP lemezbe. Az index és a
minta keresztszennyezodésének elkeriilése érdekében a pipettahegyet minden dtvitel utan cserélni kell.

Zarja le az AMP lemezt, és rogzitse a zarofoliat gorgével vagy ékkel.

Centrifugdlja 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig.

Vigye at az AMP lemezt az amplifikdcio utani teriiletre.

0 Végezzen PCR-t a munkafolyamatnak megfeleléen a kovetkez6 inkubalasi programmal, ftott fedél alatt:

Csiravonal munkafolyamat:
95 °C 3 percig
Ezutan 28 ciklust a kdvetkez6 hémérsékletekkel:
95 °C 30 masodpercig
66 °C 30 masodpercig
72 °C 60 masodpercig
72 °C 5 percig
Tarolas 10 °C-on
Szomatikus munkafolyamat:
95 °C 3 percig
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Ezutan 32 ciklust a kovetkezd homérsékletekkel:
95 °C 30 masodpercig
66 °C 30 masodpercig
72 °C 60 masodpercig
72 °C 5 percig
Tarolas 10 °C-on
BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

1 Ha nem folytatja azonnal a PCR-tisztitassal, az AMP lemez maradhat éjszakara az inkubatorban, vagy 2 °C és 8 °C
kozott tarolhatd 48 oraig, illetve -25 °C és -15 °C kozott 1 hétig.

Kdényvtar-elbkészités ellenbrzése

Eljaras

Végezze el a konyvtar-el6készités ellendrzését a kovetkezd 1épésekkel.

Csiravonal munkafolyamat:

A csiravonal munkafolyamatban nem torténik a konyvtar-el6készités ellendrzése.

Szomatikus munkafolyamat:

1 Adjon 5 ul amplifikalt terméket 15 ul vizhez és DNS-terhelési festékhez, ha sziikséges.

2 Futtassa 50-100 bp-nyi osztasokkal ellatott 2—4%-os TBE agaroz gélen a konyvtar termék jelenléte és fényereje

ellenérzéséhez (a termékek mérete a paneltdl fiigg).

Az egyik vagy mindkét oligonukleotidkeverék amplifikacidjat mutatdé mintak érvényesnek tekintenddk,
és ezek feldolgozasa folytathato.
Azok a mintak, amelyeknél az egyik vagy mindkét oligonukleotidkeverék nem vagy csak alig
amplifikdlédott, érvénytelennek tekintenddk, és ezek feldolgozasa nem folytathato.
Ha a gélelektroforézis eredménye érvénytelen, az illeté minta vagy mintak konyvtar-el6készitését meg kell
ismételni Az oligonukleotidkeverék hibridizalasa (amplifikdcio eldtt) résztdl kezdve.
Ha az ismételt futtatas alkalmaval sem figyelhet6k meg a savok, ellendrizze a minta mindségét és az
oligonukleotid-panel kialakitdsat.
Ha az tires NTC minta amplifikaciét mutat az A és/vagy B oligonukleotid-savban, ez szennyezddésre utal.

PCR-tisztitas

El6készités
1 Hozza szobahémérsékletre a PCR-tisztitd gyongyoket.
2 Abszolut etanolbdl készitsen frissen 80%-os etanolt.

Eljaras
1 Centrifugalja az AMP lemezt 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig.
2 Kezdjen egy 1j MIDI lemezt (ennek az elnevezése ezentil CLP lemez).
3 10-szer forditsa at a PCR-tisztitd gyongyok edényét. Alaposan vortexelje, majd tijra forditsa at 10-szer.
Tekintse meg az oldatot, hogy a gyongyok reszuszpendalddtak-e.
_|L MEGJEGYZES
A PCR-tisztitéd gyongyok rendkiviil viszkdzus anyagbdl dllnak, és kiilonleges figyelmet igényelnek a
pipettazaskor. A nagy mértékl reagensveszteség elkertiilése érdekében lassan szivja fel és lassan engedje ki a
gyongyoket tartalmazo folyadékot, és a pipettahegy eltavolitasa el6tt gy6z6djon meg arrol, hogy minden gyongy
eltavozott a pipettahegybdl. Szivja fel a megfeleld térfogatot, és adagolja ki a pipettaval torténd keverés és a
pipettahegy megnedvesitése nélkiil.

4 Adja a PCR-tisztité gyongyoket a CLP lemezhez a kovetkezd 1épésekben a munkafolyamattdl fliggéen:
Csiravonal munkafolyamat:
Lassan adjon 45 pul PCR-tisztité gydongyot a CLP lemez mindegyik iiregébe.
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Vigye at az egész PCR-terméket az AMP lemezbdl a CLP lemezbe (kortilbeliil 50 pl).
Szomatikus munkafolyamat:
Lassan adjon 55 pl PCR-tisztito gyongyot a CLP lemez mindegyik iiregébe.
Vigye at az egész PCR-terméket az AMP lemezbdl a CLP lemezbe (koriilbeliil 60 pul).
Zarja le a CLP lemezt, és rdzza mikrolemezrazdval 1800 rpm-en 2 percig.
Inkubdlja szobahémérsékleten razas nélkiil 10 percig.
Helyezze a lemezt magneses allvanyra legalabb 2 percig, vagy amig a feliilisz tiszta nem lesz.
Amig a CLP lemez a magneses allvanyon van, 6vatosan tavolitsa el és artalmatlanitsa a feliiliszot.
Amig a CLP lemez a magneses allvanyon van, mossa meg a gyongyoket a kovetkez6 mddon:
a  Adjon 200 pl frissen elkészitett 80% etanolt minden mintaiiregbe.
b Inkubalja a lemezt a magneses allvanyon legalabb 30 masodpercig, vagy amig a feliiliisz6 tiszta nem lesz.
¢ Ovatosan szivja le és artalmatlanitsa a feliiltiszot.
Ismételje meg az el6z6 1épésben leirt mosasi eljarast.
20 pl-re allitott P20 tobbcsatornas pipettaval tavolitsa el a felesleges etanolt.
Vegye le a CLP lemezt a magneses allvanyrol, és levegén szaritsa a gyongyoket 5 percig.
Ovatosan adjon 30 ul eltciés puffert a gyongydkhoz, majd roviden vortexelje.

_|L MEGJEGYZES
Az eltcids puffer viszkdzus, és ezért lassan kel felszivni és kiadagolni.

Zarja le a CLP lemezt Microseal 'B' és egy gorgd vagy ék hasznalataval, majd rdzza mikrolemezrazé
késziilékkel 1800 rpm-en 5 percig. A razas utan ellendrizze, hogy a mintak reszuszpendalodtak-e.

Ha a gyongyoket tartalmazo pellet még lathatd, 30 ul-re beallitott P200 pipettaval reszuszpenddljon minden egyes
gyongypelletet. Tekintse meg a pipettahegyeket, hogy a gyongyok visszakeriiltek-e az iiregekbe, miel6tt eltavolitja a
pipettahegyeket. Zarja vissza a CLP lemezt, és rdzza mikrolemezrazéval 1800 rpm-en tovabbi 5 percig.

Inkubalja szobahdémérsékleten 2 percig.

Helyezze a CLP lemezt a magneses allvanyra legalabb 2 percig, vagy amig a feliiltszo tiszta nem lesz.
Kezdjen egy 1j MIDI lemezt (ennek az elnevezése ezenttl LNP lemez).

Vigyen at 20 pl feliiliszot a CLP lemezbdl az LNP lemezbe.

Ovatosan vigyen at 20 pl feliiltiszot a CLP lemezbdl az LNP lemezbe.

Zéarja le az LNP lemezt dntapados zarofoliaval, majd centrifugalja 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig, hogy minden
feliiliszo az tireg aljaba keriiljon.

[Opcionalis] Vigye at a megmaradt 10 pl feliiliszot a CLP lemezbdl egy 1j lemezbe, és cimkézze fel a lemezt a
futtatds nevével és datumaval. Ezt a lemezt tarolja -25 °C és -15 °C kozott a szekvenalasi futtatas és az
adatelemzés befejez6déséig.

A tisztitott PCR-termékek hasznalhatok a hibaelharitashoz a minta vizsgalatanak sikertelensége esetén.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT
1 Ha itt abbahagyja, zarja le az LNP lemezt, és centrifugalja 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig. A lemez 2°C és 8°C kozott
3 oraig, illetve -25°C és -15°C kozott egy hétig stabil.

Konyvtar-normalizalas

El6készités

1
2

i~

Készitsen friss 0.1 N NaOH-oldatot.

Hozza szobahdmérsékletre a konyvtar-normalizalasi higitdszert, a konyvtargyongyoket és a kdnyvtar-
normalizalasi mosooldatot.

Vegye el6 a konyvtartarolasi puffert a szoba-hémérsékletii taroldhelyrdl, és tegye félre.

Vortexelje erételjesen a kdnyvtar-normalizalasi higitdszert, és ellendrizze, hogy feloldodott-e minden csapadék.
Vortexelje erételjesen a konyvtargyongyoket 1 percig, kozben tobbszor atforditva, amig a gyongyok nem
reszuszpendalodnak, és a csé felforditdsakor nem talalhato pellet az aljan.
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Eljaras

1

12
13

14
15

Keverje 0ssze a konyvtar-normalizalasi higitoszert és a kdnyvtargyongyoket egy 1j 15 ml-es kiipos kémcsSben
(ha <24 mintat dolgoz fel, hasznaljon egy tj 1,5 ml-es csévet) a kdvetkezé modon:
a 96 mintdhoz adjon 4,4 ml koényvtar-normalizalasi higitoszert.
b Reszuszpendalt konyvtargyongyok: Erételjesen vortexelje a gyongyodket 1 percig, és idénként forditsa at.
A konyvtargyongyok teljes reszuszpendalasahoz 1000 pl-re beallitott P1000 készlettel lassan pipettazza fel
és le legalabb 10-szer, amig a csé felforditdsakor nem talalhato pellet a cs6 aljan.

VIGYAZAT!

Dont6 fontossagt a cs6 aljan talalhato konyvtargyongyok teljes reszuszpendalasa. A P1000 hasznalata biztositja a
gyongyok homogén reszuszpendalasat és azt, hogy ne maradjanak gyongyok a csé aljan. A gyongyiik
reszuszpendalasa elengedhetetlen fontossagt ahhoz, hogy az aramlasi celliban konzisztens klaszterstir(iség
alakuljon ki.

VIGYAZAT!

A konyvtargyongyok rendkiviil viszkdzus anyagbol allnak, és kiilonleges figyelmet igényelnek a pipettazaskor.
A nagy mértékii reagensveszteség elkeriilése érdekében lassan szivja fel, és lassan engedje ki a gyongyoket
tartalmazoé folyadékot, és a pipettahegy eltavolitasa el6tt gy6z6djon meg arrdl, hogy minden gyongy eltavozott a
pipettahegybdl.

C

e

¢ 96 konyvtar esetén pipettazzon 800 pl kdnyvtargyongyot a konyvtar-normalizalasi olddszert tartalmazo
csébe. Kevesebb konyvtar esetén konyvtaranként 7,2 pl kdnyvtargyongyot adjon 37,8 pl konyvtar-
normalizalasi oldoszerhez. Vegye figyelembe a pipettazasi hibahoz a holttérfogatot is.

d Az 6sszekeveréshez forditsa at a csovet 15-20-szor.

Adjon a konyvtarakat tartalmazo LNP lemez mindegyik {iregébe 45 pl-t a kdnyvtar-normalizalasi olddszert és

a kényvtargyongyoket tartalmaz6 munkaoldatbol.

Zéarja le az LNP lemezt Microseal 'B' és egy gorgd vagy ék hasznalataval, majd rdzza mikrolemezrazo

késziilékkel 1800 rpm-en 30 percig.

& MEGJEGYZES
Ha ugyanazon a napon folytatja a szekvenalassal, most érdemes elkezdeni a reagenskazetta felolvasztasat.
A megfelel6 terméktajékoztatoban talalhato utasitdsoknak megfelelden olvassza fel a reagenskazettat.

Helyezze a lemezt magneses allvanyra legaldbb 2 percig, vagy amig a feliiltisz6 tiszta nem lesz.

Amig az LNP lemez a magneses allvanyon van, tavolitsa el a zardéféliat, majd 6vatosan tavolitsa el,

és artalmatlanitsa a feliilaszot.

Vegye le az LNP lemezt a magneses allvanyrol, és mossa meg a gyongyoket a konyvtar-normalizalasi

mososzerrel a kovetkezé mddon:

a  Adjon 45 pl kdnyvtar-normalizalasi mososzert az LNP lemezen talalhaté gyongyokhoz.

b Zarja le az LNP lemezt Microseal 'B' és egy gorgd vagy €k haszndlataval, majd razza mikrolemezrazé
késziilékkel 1800 rpm-en 5 percig.

¢ Helyezze az LNP lemezt a magneses allvanyra legalabb 2 percig, vagy amig a feliiltisz6 tiszta nem lesz.

d Szivja le, és artalmatlanitsa a feliiltszot.

Ismételje meg a el6z6 lépésben leirt konyvtar-normalizaldsi mosdsi eljarast.

Zarja le az LNP lemezt 6ntapados lemezfolidval.

A megmaradt mosdpuffer eltavolitdsahoz centrifugdlja az LNP lemezt 1000 g-vel, 20 °C-on, 30 masodpercig.

Helyezze az LNP lemezt 2 percre a magneses allvanyra.

20 ul-re allitott P20 tdbbcsatornas pipettaval évatosan szivja le a felesleges konyvtar-normalizalasi

mosofolyadékot. Ne keverje fel a gyongyoket.

Vegye le az LNP lemezt a magneses allvanyrol, és minden tiregbe adjon 30 ul 0,1 N NaOH-ot.

Zarja le az LNP lemezt Microseal 'B' és egy gorg6 vagy ék haszndlataval, majd rdzza mikrolemezrazé

késziilékkel 1800 rpm-en 5 percig.

Az 5 perces eltcid kdzben kezdjen egy 14j 96 iiregli PCR-lemezt (ennek az elnevezése ezentil SGP lemez).

Adjon 30 ul konyvtartarolasi puffert az SGP lemez mindegyik haszndalatban 1év6 iiregébe.
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16 Az 5 perces eltcié utan ellendrizze, hogy az LNP lemezen talalhatéo minden gyongy reszuszpendalva van-e.
Ha a gyongyok nincsenek teljesen reszuszpenddlva, dévatosan pipettazza fel és le azz tiregek tartalmat, vagy
iitogesse a lemezt az asztalhoz a reszuszpendalashoz, majd razza még 5 percig.

17 Helyezze az LNP lemezt legalabb 2 percre a magneses allvanyra.

18 Lassan vigye at a feliiltiszot (koriilbeliil 30 pl) az LNP lemezbdl az SGP lemezre. Az sszekeveréshez dvatosan
pipettazza fel és le 5 alkalommal. Minden atvitelhez hasznaljon 4j pipettahegyet.

19 Zarja le az SGP lemezt, és centrifugalja 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig. Folytassa azonnal a Konyvtir
Gsszekeverése résszel. Artalmatlanitsa az LNP lemezt.

El6készités a kdnyvtar-szekvenalashoz

Elkeszités

Allitson be egy 1,5 ml-es centrifugacsgvekhez valé fitéblokkot 96 °C-ra.

Jégvodorben készitsen jeges vizes flirdét.

Vegye ki a konyvtarhigitasi puffert és a PhiX belsé kontrollt a -25 °C és -15 °C kozotti tarolobdl, és olvassza fel.
Miutan felolvadtak, hitse le a konyvtarhigitasi puffert és a PhiX bels6 kontrollt a jeges vizes fiird6ben.
Vortexelje a konyvtarhigitasi puffert, roviden centrifugdlja, és ellendrizze, hogy minden csapadék feloldodott-e.

O i W N -

A PhiX bels6 kontroll denaturalasa és higitasa

A PhiX belsé kontroll 10 nM koncentracidban kertil szallitasra, és hasznalat el6 denaturdlni kell egyszala DNS-sé,
és 20 pM-ra kell higitani. A kovetkez6 utasitasok 1 ml 20 pM koncentraciéja PhiX bels6 kontroll elééllitasara
vonatkoznak; ez tobb (>20) DAL létrehozasara elég.

1 Készitsen 0,1 N NaOH-oldatot.

2 Keverje 0ssze a kémcsd tobb alkalommal torténd atforditdsaval.

] VIGYAZAT!

5, A frissen elkészitett NaOH hasznalata alapvet6 fontossagti a mintak teljes mérték(i denaturalasahoz a
szekvenalokésziiléken torténd klasztergeneralashoz.
{ TIPP

R Ha a PhiX készitése ugyanazon a napon torténik, mint a konyvtar-normalizalds, mindkettéh6z hasznalhaté
ugyanaz a 0,1 N NaOH-készlet.

3 Higitsa a PhiX belsé kontroll kényvtarat 2 nM-ra a kovetkezOk Osszekeverésével:
2 ul 10 nM PhiX belsé kontrollkényvtar
8 ul 1X TE puffer
4 Higitsa a PhiX belsd kontroll kdnyvtarat 1 nM-ra a kovetkezék Osszekeverésével:
10 pl 2 nM PhiX bels6 kontrollkényvtar
10 ul 0,1 N NaOH
5 Az 1 nM PhiX belsd kontrollkonyvtar dsszekeveréséhez roviden vortexelje.
6 A tartalom 0sszegytijtéséhez roviden centrifugdlja az 1 nM PhiX belsé kontrollkdnyvtarat.
7 Inkubalja a PhiX bels6 kontrollkonyvtarat 5 percig, szobahémérsékleten, hogy egyes DNS-szalakka
denaturalddjon.
8 A PhiX bels6 kontrollkdnyvtarat tartalmazo6 cs6hoz adjon 980 ul elShtitott konyvtarhigitasi puffert.
A denaturalt PhiX belsé kontrollkdnyvtar végsé koncentracidja 20 pM.

N TIPP
L A denaturalt 20 pM PhiX belsé kontroll konyvtar egyszeri hasznalatra szolgald adagokra kiosztva 3 hétig tarolhatd
-25°C és -15°C kozott.

Konyvtarak 6sszekeverése

1 Vortexelje a konyvtarhigitasi puffert, és ellendrizze, hogy minden csapadék feloldédott-e.

2 A tartalom Osszegytjtéséhez réviden centrifugalja.

3  Vegyen egy Uj csavaros kupakos csovet [ennek az elnevezése ezentil PAL (kevert amplikonkonyvtar,
Pooled Amplicon Library)].
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4 Azonositsa a szekvendldshoz 6sszekeverendé mintdkat. Osszesen 96 minta keverheté 6ssze szekvenaldshoz.
5 Tavolitsa el az SGP lemez zarofoliajat. Vigyen at 10 pl-t minden szekvenalni kivant konyvtarbol az SGP
lemezrdl egy 8 csoves PCR-csésorba, minden alkalommal tj pipettahegyet hasznalva.
6  Zarja vissza az SGP lemezt dntapadds zarofdliaval, és tarolja -25 °C és -15 °C kozott legfeljebb 48 oraig.
{ TIPP
Az SGP hasznalhat6 kevesebb minta 0sszekeverésére, ha a kezdeti szekvenalasi lefedettség nem elegendd.

7 Ontse 6ssze a 8 cséves PCR-csésor tartalmat a PAL csébe. Alaposan keverje dssze a PAL cs tartalmat.

8 Vegyen 3 Uj csavaros kupakos csovet [ezek az elnevezése ezentil DAL (higitott amplikonkonyvtar,
Diluted Amplicon Library)].

9 Adjon 585 ul kényvtarhigitasi puffert a DAL csovekbe.

10 Vigyen at 5 ul denaturalt PhiX oldatot (20 pM) mindegyik, konyvtarhigitasi puffert tartalmaz6é DAL csdbe.
Pipettdzza fel és le 3-5 alkalommal, hogy ledblitse a pipettahegyben maradt anyagot, és a teljes mennyiség
atvitelre keriiljon.

11 Vigyen at 10 pl-t a PAL csébdl mindegyik DAL csdbe. Pipettdzza fel és le 3-5 alkalommal, hogy ledblitse a
pipettahegyben maradt anyagot, és a teljes mennyiség atvitelre kertiljon.

12 Roviden vortexelje a DAL csoveket, majd a folyadék sszegytijtéséhez roviden centrifugalja a DAL csoveket.

{ TIPP

AL A hasznalt készlettdl fliggden tovabbi konyvtarhigitasi puffer lehet sziikséges egy masik, a megfelel§ szekvenald
késziilék Illumina szekvenalasi fogydanyagokat tartalmazo készletébdl.
BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT
1 Ha nem folytatja azonnal a szekvenalassal, a DAL csovek -25 °C és -15 °C kozott tarolhatdk 84 napig.

El6készliletek a szekvenalashoz a MiSeqDx készilékkel

Késziiljon el6 egy DAL cs6 szekvenalasara.

Ha a DAL csovet fagyasztva taroltak, olvassza fel teljesen.

Keverje 0ssze a DAL cs6 tartalmat teljes sebességgel végzett vortexeléssel.

Roéviden centrifugalja a DAL csovet.

Inkubalja a DAL csovet fitdblokkon, 96 °C-on, 2 percig.

Az inkubalas utan a DAL cs6 0sszekeveréséhez forditsa at 1-2 alkalommal, majd azonnal helyezze jeges vizes
ftirdbe.

7 Hagyja a DAL csovet a jeges vizes fiirdében 5 percig.

] VIGYAZAT!
5, A hédenaturalasi lépést kozvetleniil a DAL cs6 reagenskazettaba torténd behelyezése el6tt végezze el, hogy
biztositsa a sablon hatékony eloszlasat a szekvenalasi aramlasi cellaban.

NGl W N =

A reagenskazetta el6készitését, a mintakonyvtarak reagenskazettdba torténd betoltését és a szekvenalasi futtatas beallitasat
lasd a MiSeqDx késziilék terméktdjékoztatojaban.

Elékészlletek a szekvenalashoz a NextSeq 550Dx készlilékkel

1 Késziiljon eld egy DAL cs6 szekvenalasara.

2 Vegyen egy Uj csavaros kupakos csovet [ennek az elnevezése ezentul FDT (végsé higitasi cs6, Final Dilution
Tube)].

3 Ha a DAL csovet fagyasztva taroltak, olvassza fel teljesen.

4 Keverje 0ssze a DAL cs6 tartalmat teljes sebességgel végzett vortexeléssel.

5 Roviden centrifugalja a DAL csovet.

6 Vigyen at a DAL cs6 tartalmabdl egy részt az FDT csébe. A megfelel klaszterstiriség eléréshez sziikséges
DAL-mennyiség a hasznalt oligonukleotid-keveréktdl fiigg, és jellemzden 130-160 ul kozott alakul.

7 Adjon az FDT csébe konyvtarhigitasi puffert, hogy dsszesen 1300 ul legyen a térfogata.

8 Keverje 0ssze az FDT csovet maximalis sebességgel végzett vortexeléssel.

9 Roviden centrifugalja az FDT csovet.

10 Inkubalja az FDT csovet fttéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.
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11 Az inkubalas utan az FDT cs6 Osszekeveréséhez forditsa at 1-2 alkalommal, majd azonnal helyezze jeges
vizes flird6be.
12 Hagyja az FDT csovet a jeges vizes fiird6ben 5 percig.

j VIGYAZAT!
5, A hédenaturalasi lépést kozvetleniil az FDT cs6 reagenskazettaba torténd behelyezése elétt végezze el, hogy
biztositsa a sablon hatékony eloszlasat a szekvenalasi aramlasi cellaban.

1

A reagenskazetta el6készitését, a mintakonyvtarak reagenskazettdba torténd betoltését és a szekvenalasi futtatas beallitasat
lasd a NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdjaban.

Min&seg-ellendrzési eljarasok
A helyes laboratériumi gyakorlat megkoveteli, hogy minden konyvtar-el6készitési hasznalat alkalmaval egy pozitiv

kontrollként szolgalé DNS-mintat és egy negativ (nincs sablon) kontrollmintat haszndljanak. A pozitiv kontrollként
szolgald DNS-mintanak egy jol jellemzett, a vizsgalt teriileten ismert variansokat tartalmazé mintanak kell lennie.

A szomatikus munkafolyamathoz minden konyvtar (a kontrollkonyvtérak is) gélelektroforézises vizsgalata torténik a
korabbiakban leirottak szerint.

Teljesitmeényjellemzdk

A csiravonalbeli géneket tanulmanyozé vizsgalatokban vagy a MiSeqDx™ Universal Kit 1.0 (DNS-extrakcids és zavaro
anyagok), vagy a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (bemeneti DNS-mennyiség) készletet hasznaltak. A két készlet
reagensei azonosak, és a munkafolyamat csak egyetlen 1épésben kiilonbozik: a polimeraz-lancreakcids (PCR) 1épések
szamaban (28, illetve 32). A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx esetében a PCR-ciklusok nagyobb szama lehet6vé teszi az
alacsonyabb bemeneti DNS-mennyiséget (50 ng) az MiSeqDx Universal Kit 1.0 termékhez képest (250 ng), amit a TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx készlettel végzett, a bemeneti DNS-mennyiséget értékeld vizsgalatban mutattak ki. Mindegyik
vizsgalatban meg vannak adva a felhasznalt konyvtar-el6készitési reagensek és szekvendlasi fogyodeszkozok, de mindegyik
vizsgalat eredményei a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx teljesitményjellemzdit tiikrozik, mert egyenértékdi a Universal
Kit 1.0 készlettel.

A szomatikus varidnsokat tanulmanyozo vizsgalatokban a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készletet hasznaltak.

A MiSeqDx Universal Kit 1.0 készlettel el6készitett vizsgalatokban az Illumina 1-es verzidji szekvenalasi
fogyodeszkozoket hasznaltak, mig a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel el6készitett vizsgalatokban a 3-as
verzidjuakat. A szekvenalas MiSeqDx késziilékeken tortént. A reprezentativ mutacids panelként kétgénes, illetve
egygénes panellel végzett vizsgalatok az illetd vizsgalatra specifikus munkafolyamattal és elemzési modulokkal
torténtek.

A teljesitményjellemzék szamitasaiban hasznalt definiciok

1 A pozitiv szazalékos egyezés (PPA) a referencia-modszerrel variansként azonositott locusok koziil a vizsgalat
altal helyesen azonositottak aranya.
(a vizsgalat altal helyesen azonositott varians locusok szama) / (varians locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott varians locusok a valédi pozitivak (TP).
A referenciaként vagy masféle variansként azonositott, valéjaban varians locusok az alnegativak (FN).
2 A negativ szazalékos egyezés (NPA) a referencia-modszerrel vad tipustuként azonositott locusok koziil a
vizsgalat altal helyesen azonositottak aranya.
(a vizsgalat 4ltal helyesen azonositott vad tipust locusok szdma) / (vad tipust locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott vad tipust locusok a valodi negativak (TN).
A vizsgalat altal variansként azonositott, valéjaban vad tipust locusok az alpozitivak (FP).
3 A teljes szazalékos egyezés (OPA) a vizsgdlat altal a referencia-mddszernek megfeleléen azonositottak aranya.
((a vizsgalat altal helyesen variansként azonositott locusok szama) + (a vizsgalat altal helyesen vad
tipustiként azonositott locusok szama)) / ((varidns locusok teljes szdma) + (vad tipust locusok teljes szama)
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4 A PPA, NPA és OPA szamitasaban nem szerepelnek a nem azonositott locusok (a barmelyik mindségi
szlrének meg nem felel6 varidns vagy referencialocusok). Két vizsgalatban kiilon szerepelnek a nem
azonositott locusok a "helyes azonositdsok aranya" mérészamon beliil, és ez meg van jelolve a megfelel6
tablazatokban.

5 Az azonositasi arany a sziir6knek megfelel locusok szama osztva a szekvenalt vagy jelentendd poziciok
szamaval. Ebben a mérészamban nincs figyelembe véve, hogy az azonositdsok megegyeznek-e a referencia-
modszer eredményével.

Mintaatvitel

Mind a csiravonal, mind a szomatikus munkafolyamat soran tobbféle minta és kontroll konyvtar-el6készitése és
szekvenadlasa torténik egyidejlileg. A mintaatviteli vizsgdlatban azt értékelték, hogy a konyvtar-el6készités soran az egyik
iiregbdl a masikba torténé mintaatvitel vagy az egymds utani futtatdsok kozotti szennyezddés miatti alpozitiv
eredmények érintik-e a vizsgdlati eredményeket. Szomatikus varidnsokat vizsgaltak, mert ezek kimutathaték alacsonyabb
allélgyakorisag esetén, mint a csiravonalbeli variansok.

Két panel altal kimutatott kiilonb6z6 mutaciokat hordozo 4 sejtvonalbol szarmazé DNS-mintakat vizsgaltak. A mintak
koziil az egyik egy pozicidban mutacioét tartalmazott, a masik pedig vad tipusa volt.

Az egyik iiregbdl a masikba torténé mintaatvitel definicio szerint olyan hibamdd, amely a manualis feldolgozasi 1épések
(pipettazas, mintdk keverése stb.) soran keletkezik. Az egyik mintatiiregbdl a masikba torténé mintaatvitel értékeléséhez 2
vizsgalati futtatas tortént:

Két mintat, nagy mennyiségli genomikus DNS-t és az 1. gén mutdcidjat tartalmazo, illetve kis mennyiségti
genomikus DNS-t és a 2. gén mutdciojat tartalmazé mintat helyeztek egy lemez pozicidira felvaltva,
sakktabla-elrendezésben.
Két mintat, nagy mennyiségli genomikus DNS-t és a 2. gén mutacidjat tartalmazo, illetve kis mennyiségti
genomikus DNS-t és az 1. gén mutacidjat tartalmazo6 mintat helyeztek egy mdsik lemez pozicidira felvaltva,
sakktabla-elrendezésben.
Mindegyik futtatasnal 0sszesen 12 ismétlést értékeltek alpozitiv eredmények szempontjabol (vagyis ha az 1. gén
mutaciojat talaltak a 2. gén mutéacidjat tartalmazo valtozatként megjeldlt mintaban vagy forditva).

A futtatdsok kozotti mintaatvitel definicidja az el6z8 szekvenalasi futtatdsbol esetleg megmaradt anyag altal okozott
hibamoéd. A szekvenadlasi futtatdsok kozotti mintaatvitel meghatarozasa érdekében 2 lemezt futtattak, mindkettd egyetlen
nagy bemeneti DNS-mennyiségii minta 11 ismétlését és egy vakmintat tartalmazott, amelyeket egymas utdn szekvenaltak
egy MiSeqDx késziiléken, és értékelték az alpozitiv eredményeket. Az els6 futtatds a 2. gén mutacidjat tartalmazo 11
ismétlést és 1 vakmintat tartalmazott. A mésodik futtatds az 1. gén mutdcidjat tartalmazo 11 ismétlést és 1 vakmintat
tartalmazott. E16sz0r a 2. gén mutaciojat tartalmazé mintakdnyvtarat szekvendltdk, majd az 1. gén mutéciojat tartalmazo
mintakonyvtarat szekvendltdk, majd ismét a 2. gén mutéciodjat tartalmazdé mintakonyvtérat. Ha a 2. gén mutéciojat lehetne
megfigyelni a csak az 1. gén mutacidjat tartalmazé futtatdsban, vagy forditva, ez mintaatvitelt jelentene.

Nulla (0/24, 0%) mintaiiregek kozotti atvitelre utalé alpozitiv eredményt talaltak. Mindegyik vart mutaciot kimutattak.
Nulla (0/24, 0%) futtatdsok kozotti atvitelre utald alpozitiv eredményt talaltak. Mindegyik vart mutaciét kimutattak.
Nulla (0/48, 0%) Osszes (mintaiiregek kozotti és futtatasok kozotti) mintadtvitelre utald alpozitiv eredményt talaltak.

A csiravonal munkafolyamat teljesitményjellemzdi

A DNS-bemeneti vizsgalatban 23 kromoszomat tartalmazé panelt vizsgaltak reprezentativ mutdcids panelként.
A tobbi vizsgélatban egyetlen gént tartalmaz6 panelt hasznaltak reprezentativ mutacids panelként.
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DNS-extrakcid

Harom kiilonb6z6 kivonasi modszert (magneses gyongyokkel, alkoholos kicsapassal, illetve szilikon sziir6oszloppal)
értékeltek K,-EDTA-val alvadasgatolt teljes vérbdl. A konyvtarak elkészitése MiSeqDx Universal Kit 1.0 segitségével
tortént. A vizsgalatban tizennégy (14) egyedi vérmintat hasznaltak, amelyek egy egygénes panelbdl tobbféle genotipust
képviseltek. A 3 DNS-extrakcids mddszert kiilon vizsgalta 2 kiilonboz6 felhasznalé, akik kivonasi modszerenként 3
szekvenalasi futtatast végeztek. Mindegyik extrakciét mindegyik felhasznal6 kiilénb6z6 napon végezte. A kivont gDNS-
mintdk DNS-koncentracidjat és A260/A280 aranyat megmérték spektrofotometriaval. A vizsgalatban mindegyik
extrakcids modszernél a mintak teljes szama 168 volt (14 minta x 2 felhasznal6/moddszer x 3 futtatas/felhasznal6 x 2
ismétlés/kivont gDNS-minta). Az egyes mddszerekkel kapott eredményeket az mutatja.

Pontossag, azonositasi arany és a mintak els¢ sikerességi ardnya kivonasi moédszerenként

Vizsgalt mintak  Azonositasi Minta els6

Kivonasi modszer , , Pontossag' . . . .2
szama arany sikerességi aranya

Alkoholos kicsapas 168 100% 100% 100%

Szilikon sztir6oszlopos 168 100% 100% 100%

elvalasztas

Magneses gyongyokkel 168 100% 100% 100%

végzett kivonas

1 7 . 7 e ’ 1.4 . 7 7 r 7 I 1. Ry
Pontossag — A referenciamddszerrel (kétiranyu szekvenalas Sanger szerint) vald egyezés szazalékos aranya azon bazispoziciok

kozott, amelyeknél torténik bazisazonositas.
*Minta els$ sikerességi aranya — A megadott azonositési ardnynak az elsé feldolgozas alkalmaval (tehat ismételt futtatas vagy
feldolgozas nélkiil) megfelelt mintak szama a MiSeqDx szekvenalasi kisérlet soran futtatott 6sszes minta szazalékos aranyaként.

Bemeneti DNS mennyisége

A konyvtarkészitéshez (TruSeq Custom Amplicon Kit Dx) bevitt DNS mennyiségének tartomanyat egy sorozatos
higitasos vizsgalatban értékelték, amelyben 13 DNS-mintan reprezentativ vizsgalatot végeztek 23 kiilonb6z6
kromoszéman talalhat6, 6sszesen 12 588 bazist tartalmazd kiilonb6z6 gének leolvasasaval. A szekvenalashoz a MiSeqDx
Reagent Kit v3 készletet hasznaltak.

Mindegyik mintat 5 bemeneti DN A-mennyiségben vizsgéltdk 250 ng és 12 ng kozott (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng és 12
ng). A pontossag meghatarozasahoz a mintak genotipusat a Platinum Genomes 2016-01 verzidjaval hasonlitottdk Ossze.
Az eredményeket meghataroztdk mindegyik bemeneti mennyiség esetében. Minden varianstipus (delécio, inzercio és
SNV) PPA-értékét mutatja az 12. tablazat; az NPA-t a 13. tablazattartalmazza. Mindegyik bemeneti szint hasonl
pontossagot mutatott. Az ajanlott bemeneti DNS-mennyiség 50 ng; a pontossagi nyilatkozat érvényességének hatarértékei
25 ng, illetve 100 ng.
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Mindegyik bemeneti DNS-mennyiség PPA-értéke varidnstipusok szerint

Bemeneti DNS mennyisége (ng) Z;ii:,gs Z::itzins Teljes TP | Teljes FN ;/Zf;ir;? tasdnak hidnya PPA (%)
12 Delécié | 552 534 3 15 99,4
25 541 0 11 100
50 542 0 10 100
100 542 0 10 100
250 542 0 10 100
12 Inzercio | 588 569 0 19 100
25 572 0 16 100
50 572 0 16 100
100 572 0 16 100
250 572 0 16 100
12 SNV 1752 1725 2 25 99,9
25 1739 3 10 99,8
50 1742 0 10 100
100 1740 0 12 100
250 1735 0 17 100
NPA az egyes bemeneti DNS-mennyiségek esetén
Bemeneti DN'S mennyisége (ng) X:rrltans TN FP I:Zecf;rcfsrl‘;: hidnya NPA (%)
12 2892 307179 0 3935 100
25 2892 309767 0 1347 100
50 2892 309999 0 1115 100
100 2892 309754 0 1360 100
250 2892 308922 0 2192 100
Zavaré anyagok

A zavard anyagok konyvtar-el6készitésre gyakorolt hatasanak felméréséhez reprezentativ vizsgalatot végeztek egy 11 529
bazisbdl allé gén leolvasasaval a potencialisan zavard anyagok jelenlétében és azok hianyaban. A kényvtarak elkészitése
Universal Kit 1.0 segitségével tortént. A vizsgalatban nyolc (8) egyedi genotipust 8 teljesvérmintat hasznaltak. Négy
endogén anyag (bilirubin, koleszterin, hemoglobin és triglicerid) vizsgalatahoz azokat hozzaadtdk a vérmintakhoz a DNS
kivonasa el6tt. A vérvételbdl eredé interferencia (til kevés vér levétele) értékeléséhez 2 kiilonb6z6 koncentracidban
EDTA-t adtak a vérmintdhoz. Az egyes anyagok koncentracid-hatarértékei a 14. tablazatban lathatok. A minta-
el6készitésbdl eredd zavard hatas értékelésére 8 tisztitott genomikus DNS-hez 15% mosépuffert adtak. Az egygénes
panelt hasznaltak. 100%-o0s azonositasi aranyt értek el minden vizsgalt minta esetében, valamint a genotipus-azonositas
100%-o0s reprodukalhatdsagat a zavar6 anyagok jelenlétében és hianyaban vizsgalt mintak kozott.
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Azonositasi arany a vizsgalt anyagok esetén

Vizsgalt anyag Ismétlések teljes szama (‘;:’;:giizgédé ?S':(l;()}:;;l)t raci6 Azonositasi arany
Bilirubin 16 684 umol/L 137 pmol/L 100%
Koleszterin 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%
Hemoglobin 16 2 ¢g/L 0,4 g/L 100%
Triglicerid 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%
EDTA 16 7 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

A szomatikus munkafolyamat teljesitményjellemzai

A DNS-bemeneti vizsgalatban 26 gént tartalmazd panelt vizsgaltak reprezentativ mutacids panelként.
A tobbi vizsgalatban 2 gént tartalmazo panelt hasznaltak reprezentativ mutacios panelként.

Bemeneti DNS mennyisége

FFPE mintakbdl kivont, 9 kiilonb6z6 szovetbdl szarmazé DNS-mintakat értékeltek a TruSeq Custom Amplicon Dx -
FFPE QC haszndlataval. Az FFPE QC szerint minden minta esetében megmeérték a Cq értéket, és dsszehasonlitottak egy
kontrollal a ACq értékek szamitasahoz, amelyek -1,2 és 6,4 kozott alakultak. A mintakat 1:8, 1:4 és 1:2 aranyban higitva,
illetve higitatlanul elemezték a készlet utasitasainak megfeleléen. Egyes mintakat tovabb higitottak (legfeljebb 1:64
aranyban) a ACq értékek novelése érdekében. Két olyan mintat, amelyek ACq értéke 1:8 aranyt higitast indokolt, higitas
nélkiil dolgoztak fel az ajanlottndl magasabb bemeneti koncentraciok vizsgalatdhoz. Minden higitast feldolgoztak
konyvtar-el6készitéssel és szekvenalassal. A szovettipustdl fiiggd célgéneken a szomatikus varians modullal végzett
variansazonositasokat dsszehasonlitottak a kétiranyt, Sanger szerinti szekvenalds eredményével. A higitasokat a ACq
négyféle tartomanyanak egyikébe soroltak, és elemezték a pontossag és az azonositas hianya tekintetében (15. tablazat).
A bemenet fels6 hatarértéke a ACq 2-es értéke, amelyet a <2-es ACq értékli mintak tobbszori higitasaval érnek el. A ACq
als6 hatarértéke 4. A 24 kozotti ACq értékek esetén egyforma pontossag érhetd el. Az FFPE mintakndl a ACq érték
hasznalata a kivant pontossag és precizitas eléréséhez sziikséges hatarérték meghatarozasara szolgal.

Pontossag és az azonositas hianya ACq csoportonként

ACq csoport Variansok Vad tipust poziciok

Vart TP FN Nincs azonositas PPA TN FP Nincs azonositas NPA

ACq-12és-0,8 1 1 0 0 100 1387 1 0 99,9

ACq 1,54 19 18 0 1 100 14358 |1 78 99,9

ACq ~4 19 18 0 1 100 14333 |1 103 99,9

ACq ~5 22 20 2 0 90,9 15878 |1 439 99,9
Extrakcio

Az extrakcios modszereket 9sszehasonlito vizsgalat tortént a kereskedelmi forgalomban 1évé 3 kivonasi készlet konyvtar-
el6készitésre gyakorolt hatasanak értékelésére. A készletek alapjat oszlopok képezték, és tartalmaztak reagenseket a
paraffin eltavolitasara és az FFPE szovetekre jellemzd, formalin altal okozott keresztkotések részleges eltavolitasara.

A mobdszereket mddositottak a proteindaz K mennyiségének megkétszerezésével €s az emésztés egy éjszakan keresztiil,
razassal torténd elvégzésével. A kivont DNS mennyisége az illet6 készlet legkisebb ajanlott mennyisége, de legalabb 30 ul
volt. Mindegyik extrakcids készlettel tiz (10) minta vizsgalata tortént 2-2 példanyban. Minden kivonasi készlettel végzett
Osszes ismétlés (20/20) megfelelt a mindség-ellendrzési specifikacidknak. A reprezentativ vizsgalat két gént tartalmazott.
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A PPA 100% (16/16) és az NPA 100% (1104/1104) volt mindegyik készlet esetén. Referenciamddszerként a Sanger szerint
végzett szekvendlas tortént.

Zavaro anyagok

28

A zavard anyagokat értékeld vizsgalatot végeztek a potencialisan zavard anyagok konyvtar-el6készitésre gyakorolt
hatasanak értékelésére. A vizsgalat teljesitményét értékelték exogén anyagok (paraffinviasz, xilol, etanol, proteinaz K,
kivonasi oldatok), valamint endogén anyagok (nekrotikus szovetek és hemoglobin) jelenlétében.

Exogén anyagok

A vizsgalt exogén anyagok a 16. tdblazatban a vizsgalt mennyiségekkel egytitt felsorolt, a DNS-extrakcid soran gyakran
hasznalt kivonasi oldatok. Minden zavard anyag esetén tizenot (15) mintat vizsgaltak, és ezeket sszehasonlitottak a nem
kezelt kontrollokkal. A mintak kdzott voltak az 1. génpanelhez tartozé mutacioktol mentes, vad tipust mintak (5 minta a
15-bdl), valamint mutacidkat tartalmazé mintak (10 minta a 15-b6l). A mintdkat maximalis multiplexelési szinten,
futtatasonként 10 mintaval plusz kontrollokkal futtattak.

Vizsgalt anyagok
Zavar6 anyag Tényleges mennyiség [pl / 25 ul eludtum]
Deparaffinizalasi oldat 1,69 x 10°%
Paraffinviasz (xilolban oldva) 2,50 x 10
Xylol 2,50 x 10
Etanol 1,69 x 10°%
Proteinaz K! 3,30 x 107
Mosdoldat? 6,25 x 10"
1X moséoldat® 6,25 x 107"
AW1 mosdpuffer ! 6,25 x 10%
AW?2 mosdpuffer ' 6,25 x 10"

PTHarom, a kereskedelemben kaphaté DNS-elkiilonitési készlet.
ellendérzési megfelelési arany 100%) és érvényes eredményt adtak a konyvtar-el6készités és szekvendlds utan (15/15,
a minta elsé megfelelésének aranya 100%).

A PPA kiszamitasa csovenkénti alapon torténik. Az OPA és az NPA kiszamitdsa DNS-szinten, mutacionkénti alapon
torténik, mintanként 56 mutacié van DNS-szinten. Mind a 9 exogén anyag esetében mind a 15 minta eredménye
megegyezett a nem kezelt kontrollmintaéval mindegyik mutans (10/10) és nem mutans pozicié (830/830) esetében.

Az FFPE szovetbdl torténd genomikus DNS (gDNS) kivonasi folyamata soran varhaté maximalis koncentracidban jelen
1évé potencialisan zavard anyagok egyike sem befolyasolja a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx teljesitményét.
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Endogén anyagok (hemoglobin)

Tizendt (15) colorectalis FFPE mintat vizsgaltak a CLSI szerint ,,magas”, 2 mg/mL koncentraci6ji hemoglobin
jelenlétében és hidnydban. A mintdk kozott voltak reprezentativ panelmutdcioktol mentes, vad tipusu mintak

(5 minta a 15-bdl), valamint reprezentativ panelmutaciokat tartalmazé mintdk (10 minta a 15-b6l). A mintadkat maximalis
multiplexelési szinten, futtatdsonként 10 mintaval plusz kontrollokkal futtattdk. Mind a 15 minta megfelelt a
mintamindsitési feltételnek (15/15, a mintamindség-ellendrzési megfelelési ardny 100%) és érvényes eredményt adtak a
konyvtar-el6készités és szekvendlas utan (15/15, a minta elsé megfelelésének ardnya 100%). Mind a 15 minta eredménye
megegyezett a nem kezelt kontrollmintdéval mindegyik mutans (10/10) és nem mutans pozicié (830/830) esetében.

A vizsgalt minta hemoglobintartalma nem befolyasolja a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx teljesitményét.

Endogén anyagok (nekrotikus szdvetek)

Az endogén nekrotikus mintak értékelése céljabdl tizendt (15) colorectalis FFPE mintat, koztiik panelmutacioktol mentes,
vad tipusd mintdkat (10 minta a 15-b&l), valamint reprezentativ panelmutaciokat tartalmazé mintékat (5 minta a 15-bdl)
és patoldgiai vizsgdlattal meghatarozott, 10-80%-nyi nekrotikus szovetet tartalmazé mintakat vizsgaltak. A mintékat
maximalis multiplexelési szinten, futtatasonként 10 mintéval plusz kontrollokkal futtattdk. A 15 mintdbdl 14 esetben
érvényes eredmény sziiletett a konyvtar-el6készités és szekvenalds utan (a minta elsd sikerességi aranya 93,3%). A Sanger
szerinti szekvendlassal dsszehasonlitva a teljes szdzalékos egyezési arany 99,9% (783/784) volt. A PPA értéke 100% (4/4),
az NPA értéke pedig 99,87% (779/780) volt. Az 1 kimutatott dlpozitiv mintat valosziniileg a Sanger szerinti szekvenalas
kimutatasi hatarértéke alatti gyakorisdgti mutacié okozta. Osszességében, a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx megfelel a
teljesitményjellemzdknek a 10-80% nekrotikus szovetet tartalmazé mintak esetében.

Szabadalmak és veédjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az Illumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,,[llumina”) tulajdonat képezi, és kizarélag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszerii miikddtetéséhez hasznalhatd. Egyéb célokra nem hasznélhat6. A dokumentum és annak
tartalma az Illumina el6zetes irasos engedélye nélkiil ettdl eltérd célokra nem hasznalhaté és forgalmazhato, tovabba semmilyen formaban nem
kommunikalhatd, hozhaté nyilvanossagra vagy reprodukalhatd. Az Illumina a jelen d okumentummal nem adja at a tulajd onaban 1évé szabadalmi,
védjegyjogi, szerzdi jogi vagy szokasjogi licenceket, illetve a harmadik felek birtokaban 1év6 hasonl6 jogosultsagokat.

A jelen dokumentumban szerepl utasitdsokat a kvalifikalt és megfelel6en képzett személyzetnek szigortian be kell tartania az itt ismertetett termék
(ek) megfeleld és biztonsagos hasznalata érdekében. A termék(ek) haszndlata el6tt a felhaszndld koteles atolvasni és értelmezni a jelen
dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A
TERMEK(EK) MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELYI SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES
MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE
VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL
FAKADO KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2021 Illumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az Illumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informaciokat lasd a
www.illumina.com/company/legal.html oldalon.

Az AMPure, a Beckman és a Beckman Coulter a Beckman Coulter, Inc. védjegyei vagy bejegyzett védjegyei.
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A terméken talalhatoé cimkék

A terméken és a csomagolasan megjelend cimkéken lathat6 szimbdlumok teljes magyarazatat megtekintheti a

support.illumina.com honlapon az On készletére vonatkozé Documentation and Literature (Dokumentacié és irodalom)
lapon talalhaté szimbdélum ikonra kattintva.
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