Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

AEtlud notkun

[llumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit er sett af préfefnum og einnota vérum sem notadar eru til ad utbua
synasofn Ur DNA Ur frumum og vefjum manna til ad prda greiningarproéfanir in vitro. Notendautvegud
preifaraspjold eru naudsynleg til ad undirbua s6fn sem beinast ad tilteknu erfdamengissvaedi. Synaséfnin sem
buin eru til eru eetlud til notkunar i lllumina radgreiningarkerfum. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx
inniheldur hugbunad fyrir uppsetningu keyrslu, eftirlit med og greiningu a radgreiningu.

Meginreglur um ferli

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er aetlad til handvirks undirbuinings DNA-radgreiningarsafna sem hafa
verid audgud fyrir marksveedi Ur erfdaefni fengnu Ur mannfrumum og vefjum.

Naudsynlegt er ad nota bidtinylerud fakirnisnukleotio spjold til ad audga markhopinn. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit er samheaeft vid fjolbreytt Urval af spjaldasteerdum, par 8 medal litil spjold (<20.000 preifarar)
ad stérum spjoéldum (>200.000 preifarar). Audgudu sofnin sem buin eru til eru aetlud til notkunar i lllumina
radgreiningarkerfum.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit adferdin samanstendur af eftirfarandi skrefum:

* Tagment Genomic DNA—Notar Enrichment BLT Small (eBLTS) til ad merkja DNA-inntakid. Vié merkingar er
gDNA sundrad og merkt med visilyklum i einu skrefi. LAgmarks DNA inntak upp & 50 ng er naudsynlegt til ad
metta eBLTS i merkingarhvorfunum. begar pad er mettad sundrar eBLTS akvednum fjélda DNA-sameinda til
ad bua til st6dlud s6fn med samraemda dreifingu brotasteerda.

* Hreinsun eftir merkingu—Hreinsar upp DNA-id sem er merkt med visilyklamerktu & eBLTS til ad nota i
maognun.

* Magna upp merkt DNA—Magnar upp merkta DNA med pvi ad nota PCR forrit med takmarkadri lotu.
Einkveemum tvofoldum (UD) visum er baett vid enda DNA-brotanna, sem gerir kleift ad tvipastta einkveema
strikakdédun DNA-safnanna og mynda klasa vid radgreiningu.

* Hreinsun a s6fnum—Notar perluhreinsunaradferd til ad hreinsa og steerdarvelja mégnudu DNA-sofnin.

* Sameining safna—Sameinar DNA-s6fn med einkvaamum visum i eitt safn med allt ad 12 s6fnum. bu getur
sameinad sofn eftir rammali eda massa.

* Blondunarpreifarar—Samanstanda af blondunarhvérfunum par sem tvipatta DNA-s6fnum er edlisbreytt og
hopur af bidtinylerudum DNA-preifurum er blandad vid markerfdamengissvaedi.

— Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er samheeft vid fleiri en eitt spjald. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit inniheldur ekki audgunarspjald. Notandinn Utvegar preifaraplétur og paer verda ad
uppfylla naudsynlegar krofur. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit préfefnin eru samhaefd baedi
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lllumina og audgunar-DNA fakirnisspjold fra pridja adila sem uppfylla naudsynlegar forskriftir. Fyrir
nanari upplysingar um naudsynlegar forskriftir fyrir spjold fra pridja adila, sja Enrichment Probe Panel
Requirements a siéu 9.
* Fanga blandada preifara—Nota Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) til ad fanga bidtinylerudu preifarana
sem hefur verid blandad vié marksvaedi sem vekja ahuga.
* Magna audgud s6fn—Notar PCR til ad magna audgudu sofnin.
* Hreinsun @ audgudum sé6fnum—Notar perluhreinsunarferli til ad hreinsa audgudu s6fnin til ad vera tilbuin til
radgreiningar.
* Radgreining—Radgreining audgadra safna er framkvaemd 4 MiSegDx™, NextSeq 550Dx™ eda NovaSeq
6000Dx™ radgreiningarkerfum. Fyrir MiSeqDx er sampastta DNA GenerateFASTQ DxLocal Run Manager
einingin notud til ad setja upp radkeyrslur, fylgjast med keyrslum og mynda FASTQ ur grunnkdllum. Fyrir

NextSeq 550Dx med DRAGEN Server og NovaSeq 6000Dx, pa er DRAGEN for Illlumina DNA Prep with
Enrichment Dx forritid notad til ad setja upp keyrslu og aukagreiningu med nokkrum tiltaekum verkflaadum.

Takmarkanir verklags

* Til notkunar vid greiningar in vitro.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er samhaeft vid DNA Ur frumum og vefjum manna.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er samhaeft vid tvipatta gDNA inntak upp & 50-1.000 ng. Afk&st
eru ekki tryggd med inntaki utan pessara marka.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Inniheldur ekki préfefni fyrir DNA atdratt. Nidurstodur
greiningarpréfana, par med taldar truflunarpréfanir, sem gefnar eru upp i Afkastaeiginleikar a sidu 54
(Afkastaeiginleikar), hafa verid fengnar med heilblé6i og FFPE sem deemigerdum synagerdum med
deemigerdum DNA utdrattarbunadi. Allar greiningarprofanir sem eru préadar til notkunar med lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit profefnum purfa ad vera fullstadfestar fyrir alla paetti afkasta med DNA-
utdrattarbunadi ad eigin vali.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er ekki radlagt fyrir Iéleg FFPE-syni med ACq >5. Notkun syna med
ACq >5 geeti aukid likur @ ad undirbuningur safns mistakist eda dregid ur afkdstum profsins.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit préfefni hafa verid stillt og préfud fyrir synisinntak, audgunarhvorf
og samsetningu sem tilgreind er i eftirfarandi toflu.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Synisinntak Audgunarhvorf Samsetning audgunar
Dx Kit
16 syna sett Lag geedi (FFPE) 16 hvorf 1-patta
96-syna sett Hagaeda (t.d. 8 hvorf 12-patta
heilbl$d)
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* FFPE-inntaksvinnsla hefur verid préfud og er adeins radlogd fyrir 1-patta audgunarhvorf med 16 syna setti.
* Fyrir 96-syna settid eru dstadladar samsetningar (2 til 11-patta) mégulegar, en hafa eftirfarandi takmarkanir:
— Vinnsla syna i audgunarhvérfum med 2 til 11 pattum dregur ur afkastagetu bunadarins.

— Bestu nidurstédur eru ekki tryggdar. Til ad fa videigandi audgunarafkost fyrir dstadladar samsetningar
geeti purft frekari bestun.

— Fyrir adferdir til ad sameina gogn med faum pattum (2 til 8-patta) er naudsynlegt ad velja visilykla med
fidlbreyttum rédum til ad hamarka litajafnveegi fyrir vel heppnada radgreiningu og gagnagreiningu. DNA
GenerateFASTQ Dx einingin @ MiSeqDx og NextSeq 550Dx bydur upp a valkosti fyrir visissamsetningar
me? litajafnvaegi vid uppsetningu keyrslu. Fyrir ndnari upplysingar um sameiningaradferdir, sja
Sameiningaradferd. a sidu 31.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er takmarkad vid ad afhenda audgud séfn sem eru radgreind a

MiSeqDx, NextSeq 550Dx og NovaSeq 6000Dx eingéngu. Notkun annarra radgreiningarkerfa krefst fullrar
stadfestingar & 6llum afkastavidmidum.

* Audgunarspjold eru ekki hluti af pessari voru. Nidurstdédur greiningarpréfana sem gefnar eru upp i
Afkastaeiginleikar a siou 54 (Afkastaeiginleikar) eru fengnar med deemigerdum audgunarspjéldum og eru
eingbngu veittar til upplysingar. Eiginleikar greiningarafkasta eru eingéngu aetladir til ad lysa almennri getu
profunarinnar og stadfesta ekki getu eda hentugleika vardandi neinar sérstakar fullyréingar um profun. Allar
greiningarpréfanir sem eru préadar til notkunar med pessum préfefnum purfa ad vera fullstadfestar fyrir alla
peetti afkasta.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er samhaeft vid baedi lllumina og audgunarspjold fra pridja adila.
Hins vegar er ekki tryggt ad audgunarspjold fra pridja adila sem ekki uppfylla kréfur spjaldsins skili
fullneegjandi frammistodu. Nanari upplysingar um krofur spjalds er ad finna i Enrichment Probe Panel
Requirements a sidu 9.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit notar 2 klukkustunda bléndunartima. Notkun lengri blondunartima
getur haft ahrif 8 meelikvarda afkasta.

* DNA GenerateFASTQ DxLocal Run Managereiningar fyrir MiSeqDx og NextSeq 550Dx veita adeins FASTQ-
skrar. Ef pu notar pessar einingar parftu ad stadfesta aukagreiningu.

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment DxForriti® er faanlegt 48 NextSeq 550Dx med
DRAGEN Server og NovaSeq 6000Dx. Forritid stydur mérg auka greiningarvinnuflaedi, p.m.t. FASTQ
myndun, FASTQ og VCF myndun til ad greina kimlinutilbrigdi og FASTQ og VCF myndun til ad greina likamleg
tilbrigdi. Ef verid er ad nota forritid til ad bua til VCF parf ekki ad stadfestinga aukagreiningu. Takmarkanir
forritsins eru medal annars eftirfarandi:

— Innskot ad lengd >18 bp og urfellingar ad lengd >21 bp hafa ekki verid stadfest.

— Stér tilbrigdi, par a medal fjdlkirnistilbrigdi (MNV) og stér innskot og urfelllingar geetu verid tilkynnt sem
adskilin minni tilbrigdi i VCF-skranni.

— Litil MNV eru tilkynnt sem adskilin tilbrigdi i VCF-skranni.

— Urfellingar eru skradar i VCF-skranni & hnitinu fyrir basann sem kemur 4 undan, samkvaemt VCF-snidi.
bvi skal skoda adliggjandi tilbrigdi 46ur en tilkynnt er ad einstakt basakall sé arfhrein tilvisun.
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Takmarkanir sem tengjast kimlinum:

Vinnuflaedi til ad greina kimlinu FASTQ og VCF myndun i DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx forritinu er hannad til ad skila eigindlegum nidurstédum fyrir kimlinutilbrigdi (t.d.
arfhrein, arfblendin, villt gerd).

Breytileiki i afritafjélda getur haft ahrif & hvort tilbrigdi er greint sem arfhreint eda arfblendid.

Kerfid mun ekki tilkynna fleiri en tvo tilbrigdi & einum stad, jafnvel pétt breytileiki i fjlda afrita sé til
stadar.

Takmarkanir sérteekar fyrir likamsfrumusértaka greiningu:

Vinnuflaedi til ad greina likamlega FASTQ- og VCF-myndun i DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx forritinu er hannad til ad skila eigindlegum nidurstédum fyrir afbrigdiskdllun i
likamsfrumum (p.e. hvort tilbrigdi i likamsfrumum séu til stadar).

Vinnuflaedid til ad mynda FASTQ- og VCF-skrar getur ekki greint & milli kimlinutilorigda og tilbrigda i
likamsfrumum. Vinnuflaedid er hannad til ad greina tilbrigdi yfir fjélbreytta tidni tilbrigda, en ekki er
haegt ad nota tilbrigdatidni til ad greina & milli likamstilbrigda og kimlinutilbrigda.

Edlilegur vefur i syninu hefur ahrif a greiningu tilbrigda. Tilkynnt greiningarmork byggjast a
tilbrigdatidni midad vid heildarmagn DNA sem var dregid Ur baedi eexlis- og edlilegum vef.

Ef fleiri en eitt breytilegt samsaetuform er kallad 4 sama stad, verdur ekkert peirra skrdd sem
sampykkt afbrigdi. i stadinn verda allar samsaeturnar tilkynntar en siadar med fjlsamsaetu merkinu.

ihlutir voru

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit samanstendur af eftirfarandi ihlutum.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, vérulistanimer 20051354 (16 syni), eda
numer 20051352 (96 syni)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, vorulistaniumer 20051355 (16 syni), eda
numer 20051353 (96 syni)

Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Eining fyrir MiSeqDx, vérulistandmer 20063022

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Bunadur fyrir NovaSeq 6000Dx, vorulistandmer

20074609

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Bunadur fyrir NextSeq 550Dx, vérulistanumer

20074730

Préfefni sem fylgja med

Til ad klara lllumina DNA Prep with Enrichment Dx parf lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes
Set A eda lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B B. Haegt er ad undirbua eftirfarandi
fidlda undirbunings safna og audgunarhvarfa med pvi ad nota 16-syna eda 96-syna sett.
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lllumina DNA Prep

with Enrichment Synisinntak Audgunarhvorf Samsetning audgunar
Dx Kit
16-syna sett Lag geedi (FFPE) 16 hvorf 1-patta
96-syna sett Hageeda (t.d. 8 hvorf 12-patta
heilbl4d)

Illumina DNA Prep with Enrichment Dx med UD visasetti A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, geymid vid 15 °C til 30 °C

Eftirfarandi préfefni eru send vid stofuhita. Geymid profefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétta
virkni.

Rérmagn —
itur a
Heiti profefnis 16 syni 96 SyNi |0 Fyllingarraimmal  Virk innihaldsefni
(nr. 20050020)  (nr. 20050025)
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Rautt 350 pl Hreinsiefnislausn i
(ST2) vatni.
Tagment Wash Buffer 1 1 Greent  41ml Jofnud vatnslausn sem
2 (TWB2) inniheldur hreinsiefni
og salt.
Cleanup Beads (CB) 1 A ekki Rautt 10 ml Med&seglandi perlur i
vio* fostu formi i jafnadri
vatnslausn.

* Cleanup Beads fyrir 96 syni fylgir med lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (nr. 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 syni), geymid vié 15 °C til 30 °C

Fyrir 96 syna sett eru Cleanup Beads innifalin i Illumina Prep Dx Cleanup Beads (vorulistanimer 20050030).
Eftirfarandi préfefni er sent vid stofuhita. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkost.
Fyrir 16 syna sett eru Cleanup Beads innifalin i lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (vorulistaniumer
20050020).

PP Litur & . —_ L .
Heiti profefnis Magn loki Fyllingarrammal  Virk innihaldsefni
Cleanup Beads 4 Rautt 10 ml Medseglandi perlur i féstu formi i
(CB) jafnadri vatnslausn.
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lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, geymid vid 2 °C til 8 °C

Eftirfarandi préfefni eru send i keeli. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkost.
Geymid eBLTS stofnrérid upprétt i keeli pannig ad perlurnar séu alltaf a kafi i jafnalausninni.

Rormagn Fyllingarrammal
Heiti préfefnis 16 syni 96 syni Litura Virk innihaldsefni

loki 16 syni 96 syni
(#20050021)  (#20050026) 1OKI

Enrichment BLT 1 4 Gult 200 i 290 ul  Streptavidin Magnetic

Small (eBLTS) Beads tengdar stokklum i
jafnadri vatnslausn sem
inniheldur glyserdl, EDTA,
dipidpreitdl, salt og
pbvottaefni.

Resuspension 1 4 Gleert 1,8 ml 1,8 ml  Jofnud vatnslausn.
Buffer (RSB)

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, geymid vid -25 °C til -15 °C

Eftirfarandi préfefni eru send frosin. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkost.

Rormagn Fyllingarrammal

Heiti préfefnis 16 syni 96 syni  Litura Virk innihaldsefni

syni syni loki 16 syni 96 syni

(#20050022)  (#20050027) 1OKI
Tagmentation 1 4 Gleert 290 pl 290 yl Jofnud vatnslausn sem
Buffer 1 (TB1) inniheldur magnesiumsailt
og dimetylformamid.

Enhanced PCR 2 4 Gleert 200 pl 610 Il DNA pdlymerasi og dNTP i
Mix (EPM) jafnadri vatnslausn.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 syni), geymid vié 2 °C til 8 °C

Fyrir 16 syna sett eru eftirfarandi préfefni innifalin i Illumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (vorulistanumer
20050023). Fyrir 96 syna sett eru profefni innifalin i lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (vorulistanimer
20050028).

Eftirfarandi préfefni eru send i keeli. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétta virkni.
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Litur a

Heiti préfefnis Rérmagn .
loki

Fyllingarrammal  Virk innihaldsefni

Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Gleert 1,2 ml Streptavidin
Magnetic Beads i
jafnadri
vatnslausn sem
inniheldur
formamid,
hreinsiefni og salt.

Resuspension Buffer (RSB) 1 Gleert 1,8 ml Jofnud
vatnslausn.

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Glaert 200 ul Jo6fnud vatnslausn
sem inniheldur
hreinsiefni og salt.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Gleert 200 pl Jofnud
vatnslausn.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 syni), geymid vié 2 °C til 8 °C

Fyrir 96 syna sett eru eftirfarandi préfefni innifalin i lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (vorulistanumer
20050028). Fyrir 16 syna sett eru profefni innifalin i lluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1
(vOrulistanumer 20050023).

Eftirfarandi préfefni eru send i keeli. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkost.

e . .. Litur & . . . S .
Heiti préfefnis Rormagn loki Fyllingarrammal  Virk innihaldsefni
Streptavidin Magnetic 2 Gleert 1,2 ml Streptavidin Magnetic
Beads (SMB3) Beads i jafnadri

vatnslausn sem
inniheldur formamis,
hreinsiefni og salt.
Resuspension Buffer (RSB) 4 Gleert 1,8 ml Jofnud vatnslausn.
Enrichment Hyb Buffer 2 1 Glaert 200 ul Jo6fnud vatnslausn sem
(EHB2) inniheldur hreinsiefni og
salt.
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Gleert 200 pl Jofnud vatnslausn.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, geymid vié -25 °C til -15 °C

Eftirfarandi préfefni eru send frosin. Geymid profefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkost.
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Rormagn L
itur a
Heiti profefnis 16 syni 96 syni loki Fyllingarrammal  Virk innihaldsefni
(#20050024) (#20050029)
Enrichment Elution 1 1 Gleert 580 i Hreinsiefnislausn i
Buffer 1 (EE1) vatni.
Enhanced 4 4 Gulbrdint  4,1ml Jofnud vatnslausn
Enrichment Wash sem inniheldur solt
Buffer (EEW) og hreinsiefni.
PCR Primer 1 1 Gleert 320 pl PCR primers
Cocktail (PPC) blanda
(fakirnisnukleotid).
2N NaOH (HP3) 1 1 Gleert 200 pl 2N
natriumhydroxid
(NaOH) lausn.
HYB Buffer 2 + IDT 2 1 Blatt 480 ul Jofnud vatnslausn
NXT Blockers med Cot-1DNA,
(NHB2) péttiefni og
formamidi
Enhanced PCR Mix 2 1 Gleert 200 pl DNA podlymerasi og
(EPM) dNTP i jafnadri
vatnslausn.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, geymid vié -25 °C til -15 °C

Eftirfarandi profefni eru send frosin. Geymid préfefni tafarlaust vid tilgreint hitastig til ad tryggja rétt afkdst. Fyrir
visistengiradir, sja Vidauki: lllumina UD Indexes Adapter Sequences. & sidu 59.

ihlutur Magn
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Indexes), # 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Indexes), # 20050039 1

Préfefni fylgja ekki med
Profefni naudsynleg, fylgja ekki med

*  Préfefni til DNA-einangrunar og hreinsunar
* Profefni til magnmeelingar 8 DNA

* Etandl (200% fyrir sameindaliffraedi)
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* Nukleasalaust vatn
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* 1IN NaOH lausn, sameindaliffreedigaedi
* Ef NextSeq 550Dx sequencing system er notad:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (haegt ad pynna ur 1M Tris-HCL, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 lotur) (vérulistaniumer 20028871)
* Ef MiSeqDx sequencing system er notad:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (vorulistanumer 20037124)
* EfNovaSeq 6000Dx sequencing system er notad:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (haegt ad pynna ur 1M Tris-HCL, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 lotur) (v6rulistanumer 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 lotur) (vorulistanumer 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (vorulistanimer 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (vorulistanumer 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (vorulistanimer 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 pakkar (vorulistanimer 20062291)

Enrichment Probe Panel Requirements

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit préfefnin eru samhaefé vid baedi lllumina og audgunar-DNA
fakirnispjold fra pridja adila. Ef notadir eru biétinyleradir DNA-preifarar fra pridja adila (fost eda sérsnidin spjold)
skal ganga ur skugga um ad peir uppfylli krofur.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit hefur verid finstillt og stadfest med eftirfarandi spjaldsupplysingum fra
pridja adila. Sambeerileg afkdst eru ekki tryggd pegar notud eru spjold fra pridja adila sem uppfylla ekki
forskriftirnar.

* 80 bpedal20 bp preifaraengd
* Milli500 og 675.000 preifarar
* Einpatta eda tvipatta DNA

* Heildarinntak preifara =3 pmdl fyrir audgun vid samsetningar fra 1-patta til 12-patta

Geymsla og medhondlun

* Stofuhiti er skilgreindur sem 15 °C til 30 °C.

* Profefni eru stddug pegar pau eru geymd eins og tilgreint er par til tilgreindur fyrningardagur rennur ut a
merkimidum settsins. Vardandi geymsluhita, sja Profefni sem fylgja med a sidu 4.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

*  Frosnu préfefnin eru stédug i allt ad fjérar frysti—-pidingarlotur sem fara fram fyrir tilgreindan fyrningardag.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit adferdin inniheldur eftirfarandi 6rugga stédvunarstadi:
— Eftir Magna upp merkt DNA & sidu 26 eru mégnudu sofnin stodug i allt ad 30 daga pegar pau eru geymd
vid -25 °C til -15 °C.
— Eftir Hreinsa séfn & sidu 28 eru hreinsud, mognud bdkaséfn stodug i allt ad 30 daga pegar pau eru
geymd vid -25 °C til -15 °C.
— Eftir Sameina foraudgud sofn a sidu 30 eru sameinudu séfnin stédug i allt ad 30 daga pegar pau eru
geymd vid -25 °C til -15 °C.
— Eftir Magna audgad safn & sidu 41 getur plata audgads, magnads safns verid afram a lotuhitaranum i allt
ad 24 klukkustundir. Einnig er haegt ad geyma plétuna vid 2 °C til 8 °C i allt ad 48 klukkustundir.

— Lokahreinsud audgud séfn eru stodug i allt ad 7 daga pegar pau eru geymd vid -25 °C til -15 °C.

* Ef einhver hluti umbudanna eda innihaldsins lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er skemmdur eda
skertur, hafid samband vid lllumina bPjénustuver.

* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) getur myndad synilegt botnfall eda kristalla. Ef botnfall sést skal hita vid 37 °C i
10 mindtur og sidan idublanda par til botnfallid er uppleyst.

* Hybridization Oligos (HYB) og Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) verdur ad forhita upp i sama
hitastig og haldhitastig blondunar sem & vié um hverja synistegund og preifaraspjald. Frekari upplysingar um
medhondlun HYB og EEW, sja Athugasemdir vid ferlia sidu 15.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) og HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) geta myndad kristalla og sky. Ef
bad sjast kristallar og sky skal idublanda eda pipetta upp og nidur til ad blanda par til lausnin er teer. Gaetid
bess ad forhita NHB2 adur en pipettu er beitt.

* Vid medhdndlun Cleanup Beads (CB), skal beita eftirfarandi bestu starfsvenjum:

— Aldrei frysta perlurnar.

— Rétt fyrir notkun skal idublanda perlunum par til peer dreifast aftur og liturinn verdur einsleitur.
* Vid medhoéndlun Enrichment BLT Small (eBLTS), skal beita eftirfarandi bestu starfsvenjum:

— Geymi® eBLTS rorid upprétt i keeli pannig ad perlurnar séu alltaf a kafi i jafnalausninni.

— 18ublandid eBLTS vandlega par til perlurnar svifa alveg aftur. Til ad fordast ad perlurnar setjist aftur, er
ekki maelt med skilvindu ddur en pipettad er.

— Ef perlur festast vid hlid eda ofan a 96-holu brunnplétu, skal skilvinda vid 280 x g i 3 sekindur og pipetta
sidan til ad endurblanda peer.

* Vid medhondlun visislyklaplata skal beita eftirfarandi bestu starfsvenjum:
— Ekki beeta synum vid visilyklaplétuna.

— Hver brunnur a visaplétunni er einnota.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Naudsynlegur bunadur og efni, ekki innifalid

Til vidbotar vid lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, vertu viss um ad pu hafir naudsynlegan bunad og efni
adur en pu byrjar a adéferdinni.

Bunadur

Gangid ur skugga um ad tilskilinn bunadur sé vid hondina adur en byrjad er a adferdalysingunni.

Adferdin hefur verid finstillt og stadfest med pvi ad nota paer vorur sem taldar eru upp. Sambeerileg afkdst eru
ekki tryggd pegar bunadur er notadur utan forskriftanna.

Sumar vorur eru adeins naudsynlegar fyrir tiltekin vinnufleedi. Pessar vorur erutilgreindar i adskildum toflum.
* Lotuhitari med eftirfarandi forskriftum:
— Hitad lok
— Lagmarks hitastigsstyringarsvio fra 10 °C til 98 °C
— Lagmarksnakvaemni hitastyringar 0,25 °C
— Hamarks hvarfraimmal 100 pl
— Samheeft vid 96-brunna PCR-plotur med med fullum kanti
* Orsynahitakassi med eftirfarandi forskriftum:
— Umhverfishitastig +5,0 °C til 99,0 °C
— Samheeft vié 96-brunna MIDI-plotur
* Innlegg fyrir 6rsynahitakassa sem eru samhaef vid 96-brunna MIDI-plétur
* Hradhristari fyrir orplotur med bléndunarhrada a bilinu 200-3.000 snuninga a minutu
* Segulstandur sem er samhaefdur vid 96-brunna PCR plotur
* Segulstandur sem er samhaefdur vid 96-brunna MIDI plétur
*  Fldrljésmeelir sem er samhaefdur vid magngreiningaradferdina
* DNA-brotgreinir
* Nakvaemar pipettur:
— 10 ul einrasar- og fjolrasarpipettur
— 20yl einrasar- og fjolrasarpipettur
— 200 pl einrasar- og fjolrasarpipettur
— 1.000 pl einrasarpipettur

— Nakvaemar pipettur tryggja nakveema veitingu préfefna og syna. Haegt er ad nota einrasar- eda
fidlrasarpipettur ef peer eru kvardadar reglulega og nakveemar innan 5% af tilgreindu rammali.

* Orplétuskilvinda

e Orskilvinda
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Eitt af eftirfarandi lllumina radgreiningarkerfum:
— MiSeqgDx Instrument, vorulistandmer DX-410-1001

— NextSeq 550Dx taeki, vorulistanumer 20005715 med valkveedum lllumina DRAGEN Server for NextSeq
550Dx, vorulistanumer 20086130

— NovaSeq 6000Dx Instrument, vorulistanimer 20068232
[Valkvaett] Lofttaemispétti
[FFPE] Kerfi til PCR-greiningar i rauntima

Efni

Gangid ur skugga um ad tilskilin efni séu vid hdndina a8ur en byrjad er & adferdalysingunni.

Sumar vorur eru adeins naudsynlegar fyrir tiltekin verkfleedi. beer vorur eru tilgreindar i adskildum toflum.

Adferdin hefur verid finstillt og stadfest med pvi ad nota paer vorur sem taldar eru upp. Sambeerileg afkdst eru
ekki tryggd pegar énnur efni eru notud.

Siadir pipettuoddar

Keilulaga skilvindurér, 15 ml eda 50 ml

1,5 ml 6rskiljunarror

RNasa/DNasa-lausir fjolrasa préfefnisgeymar, einnota
RNasa/DNasa-lausar reemur med 8 rérum og samsvarandi lokum
Sermifreedilegar pipettur

96-brunna polypropylen djupbrunnageymsluplata, 0,8 ml (MIDI plata)
96-brunnau PCR plotur med hardri skel og fullum kanti

[FFPE] gPCR-pl6tur sem eru samhaefar vid gPCR-teeki

Limpétti fyrir 96-brunna plotur med eftirfarandi forskriftum:

— Afflettanlegt, ljésgleert pdlyester

— Hentar fyrir PCR-plotur meé kanti

— Sterkt lim sem polir margar hitabreytingar fra -40 °C til 110 °C

— DNasa/RNasa-laust

Einnota plastvorur sem eru samhaefar vid valda magngreiningaradferd
Flarljdmandi magnmaotunarsett fyrir dsDNA sem er samhaeft vid valid magnmotunarkerfi:

— Til ad magngreina foraudgud mognud séfn er haegt ad nota vidtaskan magngreiningarbinad (broad
range quantification kit).

— Tilad magngreina audgad safn fer svid magngreiningarbunadarins eftir pvi hvada preifaraspjald er
notad.

Brotagreiningarbunadur fyrir safnsflokkun med voldu flokkunarkerfi:
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

— Tilad magngreina foraudgud moégnud s6fn er haegt ad nota vidteekan bunad (broad range kit).
— Tilad magngreina audgad safn fer svid flokkunarbunadarins eftir pvi hvada preifaraspjald er notad.

* [Valfrjalst] Bunadur til DNA-Utdrattar ur frumum og vefjum manna. Haegt er ad nota hvada vidurkennda
utdrattaradferd sem er.

Synataka, flutningur og geymsila
/N VARUD

Medhdndlid 6ll syni eins og pau innihaldi hugsanlega smitbera.

* Ppessiprofun er samhaef vid erfdaefni ur frumum og vefjum manna.

*  Fyrir hreinsad gDNA sem er faanlegt til kaups skal ganga ur skugga um ad synin hafi verid flutt vid réttar
adsteedur og geymd samkvaemt leidbeiningum framleidanda. Fylgid vidurkenndum verklagsreglum vid
geymslu og frysti-piduskipti & erfdaefni (gDNA).

*  Fyrir heilblddsyni skal fylgja leidbeiningum um blédsofnun, flutning og geymslu sem eiga vié um valda DNA

adferd utdrattar. Haegt er ad nota hvada vidurkennda Utdrattaradferd sem er. Flutningur a heilblddi verdur ad
vera i samraemi vid reglugerdir lands, alrikis, fylkis og sveitarfélaga um flutning sjukdéma.

* Tilad draga DNA Ur FFPE-vef er haegt ad nota hvada vidurkenndu Utdrattaradferd sem er. Fylgid
leidbeiningum og radleggingum sem eiga vié um valda Utdrattaradferd til ad akvarda eftirfarandi adferdir:
— Formalinbinding og paraffininnfelling i vefjum, til ad tryggja bestu geedi utdregins DNA.
— Geymsla FFPE-syna.

— Krofur um upphafsefni, svo sem fjoldi og pykkt FFPE-hluta. Flestar hreinsunaradferdir maela med pvi ad
nota nyskornar sneidar.

Varnadarord og varudarradstafanir

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit préfefni innihalda hugsanlega heettuleg efni. Likamstjén getur
hlotist af inndndun, inntdku, snertingu vid hud og augu. Notid hlifdarbunad, par @ medal augnhlifar, hanska
og rannsoknarstofuslopp sem hentar midad vid heettu a utsetningu. Medhondlid notud profefni sem
efnaurgang og fargi® peim i samraemi vid gildandi I6g og reglugerdir 8 sveedis-, lands- og sveitarfélagsstigi.
Nanari upplysingar um umhverfisahrif, heilsu og 6ryggi ma finna i 6ryggisleidbeiningum (SDS, safety data
sheet) a support.illumina.com/sds.html.

* Tilkynnid tafarlaust 6ll alvarleg atvik sem tengjast pessari voru til lllumina og I6gbaerra yfirvalda
adildarrikjanna par sem notandinn og sjuklingurinn eru busettir.

*  Medhondlio oll blédsyni eins og pau séu hugsanlega smitud af HIV (human immunodeficiency virus),
lifrarbdlgu B (hepatitis B virus) og 66rum blédbornum syklum, i samraemi vidé almennar varudarradstafanir.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

*  Fylgid venjubundnum varudarradstéfunum a rannsoknarstofu. Ekki ma nota munninn til ad draga efni upp i
pipettu. Neytid ekki matar, drykkjar eda tdbaks 4 tilgreindum vinnusveedum. Notid einnota hanska og
rannsoknarstofusloppa pegar syni og hvarfefni fyrir préfanir eru medhéndlud. pvoid hendur vandlega eftir
med&hondlun syna og préfefna.

* Tilad koma i veg fyrir nidurbrot syna eda préfefna skal ganga ur skugga um ad allar gufur af
natriumhypoklériti fra hreinsun hafi horfid ad fullu 4dur en adferdin hefst.

* Mengun synanna med 68rum PCR vorum/amplikdnum getur valdid 6nakvamum og éareidanlegum
nidurstédum. Til ad fordast mengun skal nota eftirfarandi bestu starfsvenjur:
— Notid videigandi vinnubrogd og hreinlaeti a rannsdknarstofu.
— Framkveemid verkfleedisskrefin a tilgreindum for- og eftirmégnunarsvaedum.
— Geymid notud profefni adur en sofn eru hreinsud a formégnunarsvaedi.
= AQ8skiljid préfefni fyrir mégnun fra profefnum eftir mognun.

— Geetid pess ad formognunar- og eftirmdégnunarsvaedi séu med sérstakan bunad, svo sem pipettur,
pipettuodda, iublandara og skilvindu.

* Fordist viximengun. Notid nyja pipettuodda & milli syna og & milli pess ad skammta préfefni. Notkun siadra
odda dregur Ur haettu & flutningi amplikéna og viximengun milli syna.

— begar synum eda préfefnablondum er baett vid eda peer fluttar skal skipta um odd a milli syna.

— begar visilyklum er baett vid med fjdlrasa pipettu skal skipta um odd & milli hverrar radar eda dalks. Ef
einrasarpipetta er notud skal skipta um odd a milli syna.

— Fjarlaegid 6notadar visilyklapl6tur af vinnusveedinu.
* Notid eftirfarandi bestu starfsvenjur fyrir etandlpvott:
— Utbuid alltaf nytt 80% etandl. Etandl getur tekid i sig vatn dr loftinu, sem getur haft ahrif & nidurstédur.

— Gangid ur skugga um ad allt etandl sé fjarleegt af botni brunnanna medan a pvotti stendur. Leifar af
etandli geta haft ahrif 4 nidurstodur.

— Fylgid tilgreindum purrktima fyrir segulstandsprep til ad tryggja algera uppgufun. Leifar af etandli geta
haft ahrif 4 framgang sidari efnahvarfa.

Utbuid alltaf adalbléndur fyrir notkun og geymid aldrei biéndudu vinnulausnirnar.

* Framgangur lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er ekki tryggdur ef ekki er fylgt verklaginu eins og pad
er Utfeert i fylgisedlinum.

* Ekki nota neina greiningarihluti eftir uppgefna fyrningardagsetningu 4 merkimida settsins.

* Ekki skipta um ihluti dr mismunandi gerdum Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx setta. Settin eru
audkennd & merkimida settsins.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Athugasemdir vid ferli

Tillogur um DNA-inntak

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit adferdin er samhaef vid hdgaeda, tvipatta erfdaefni (QDNA) med inntaki
upp a 50-1.000 ng.

Gangid ur skugga um ad upphaflega gDNA synid innihaldi ekki >1 mM EDTA og sé laust vid lifraen mengunarefni,
svo sem fendl og etandl. bessi efni geta truflad merkingarvidbrogdin og leitt til pess ad profunin mistekst.

gDNA inntak 250 ng
Fyrir gDNA inntak & bilinu 50-1.000 ng er ekki p6rf a8 ad magngreina og stadla upphaflega gDNA synid.

gDNA inntak <50 ng

Haegt er ad nota DNA-inntak upp & 10-50 ng, med eftirfarandi adlégun:

* Efnotad er 10-49 ng gDNA inntak er meelt med pvi ad magngreina upphaflega gDNA synid til ad akvarda
fidlda PCR-lotna sem parf eftir merkinguna. Notid flurljdmunaradferd til ad magngreina tvipatta gDNA-
inntak. Fordist adferdir sem meela heildarkjarnsyru, eins og NanoDrop eda adrar Utblamagleypnia&ferdir.

* Pbessiadferd stadlar ekki lokaafrakstur foraudgads safns & bilinu 10-49 ng gDNA og pvi er naudsynlegt ad
magngreina og jafna sofnin beaedi fyrir og eftir audgun.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit hefur verid einkennt og stadfest fyrir DNA-inntdk a bilinu 50-
1.000 ng. EKkki er haegt ad tryggja jafngild afkdst vorunnar fyrir gDNA inntak <50 ng.

Tillogur um bléd inntak

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit er samheeft vid gDNA sem er dregid Ur Utleegu heilblddi. Haegt er ad
nota hvada vidurkennda utdrattaradferd sem er. Fyrir gDNA sem einangrad er ur heilblddi parf upphaflega
magngreiningu 4 inntaks-DNA og ferlid lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit framleidir stadlada,
foraudgada safnsafrakstra.

Eftirfarandi peettir geta haft neikvaed ahrif 8 magn DNA sem faest Ur heilblédsynum og par med edlilegt astand
safnsins:

* Aldur blédsynis
* Geymsluskilyréi

* Undirliggjandi sjukdémar sem hafa ahrif 4 fjélda hvitra blédkorna

Tillogur um inntak FFPE vefjasyna

Notid eftirfarandi geedavidmid fyrir FFPE DNA til ad dkvarda videigandi inntak fyrir farsaelan undirbuning safns:
*  Fyrir FFPE syni med ACq gildi =5 er radlagt DNA inntak 50-1.000 ng.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx er ekki meaelt med fyrir Iéleg FFPE syni med ACq > 5. Notkun syna med
ACq >5 er moguleg, en geeti aukid likur & ad undirbuningur safns mistakist eda dregid ur afkdstum proéfsins.

Einangrun ur FFPE-synum

Notid adferd til ad einangra kjarnsyrur sem gefur mikla endurheimt, lagmarkar synisnotkun og vardveitir heilleika
synisins. bU getur notad hvada vidurkennda adferd sem er til Utdrattar DNA Ur FFPE-synum. Fyrir gDNA sem
dregid er Ur FFPE-vef parf upphaflega magngreiningu a inntaks-DNA, en hun lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kitskilar ekki stadladri foraudgadri safnframleidslu.

FFPE DNA haafnividmid

gDNA sem dregid er Ur FFPE-vef skal vera haeft fyrir notkun. Til ad hamarka afkdst skal meta geedi DNA-syna
med pvi ad nota vidurkennda Utdrattaradferd til ad greina DNA sem dregid er ur FFPE-synum. lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit adferdin er samhaef vid FFPE DNA syni med ACq gildi =5. Ekki er maelt med lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit fyrir Iéleg FFPE-syni med ACq >5. Notkun syna med ACq >5 er mdguleg, en gaeti
aukid likur & ad undirbuningur safns mistakist eda dregid ur afkdstum proéfsins.

[Valfrjalst] FFPE-vidmidunarsyni

Notid einkennt greiningarefni eins og Horizon HD799 (DNA) sem jakveedan samanburd pegar adferdin er
framkvaemd. Einnig er haegt ad nota haef FFPE-efni ur frumulinufengnum ésamkynja graedlingum sem
viomidunarsyni. Notid flurljdmunaradferd til ad magngreina vidmidunarefni fyrir notkun.

ATHUGID Keyrsla & jakveedu samanburdarsyni eda styring an snidmats eydir préfefnum og dregur ur
heildarfjolda épekktra syna sem heegt er ad vinna ur.

Radleggingar um synisinntak

Radleggingar um synisinntak fyrir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit eru teknar saman i eftirfarandi t6flu.

Tafla1 Radleggingar um synisinntak

Magnbundin Stadladur

Gerd Magn Naudsynleg gaedi DNA-
g greining a DNA- ynieg g afrakstur

Inisinntak Inisinntak inntak
e inntaki naudsynleg inntaks foraudgads safns
gDNA 10-49 ng Ja 260/280 hlutfallid er 1,8—  Nei
2,0
gDNA 50-1.000 ng Nei 260/280 hlutfallid er1,8— Ja
2,0
gDNA Ur blési  50-1.000 ng Nei 260/280 hlutfallid er1,8- Ja
2,0
gDNA ur FFPE  50-1.000 ng Ja ACq gildi =5 Nei
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

®

Radlagdar PCR-lotur fyrir eBLTS PCR-forrit eru adlagadar Ut fra péttni og geedum synisinntaks. Fyrir nanari
upplysingar, sja Magna upp merkt DNA & sidu 26.

Raod og aodferdoir

Ad fordast viximengun

begar synum er baett vid eda pau flutt skal skipta um odd & milli hvers synis.

begar visislyklum er beett vid med fjdlrasa pipettu skal skipta um odd a milli hverrar radar eda hvers dalks. Ef
einrasarpipetta er notud skal skipta um odd a milli hvers synis.

Ad innsigla plétuna

Innsiglid alltaf 96 brunna plétuna med nyju limpétti med gummirdllu til ad hylja hana adur en eftirfarandi skref

i adferdinni eru framkveemd:

— Skref vid ad hrista

— Skref vio reektun. Ef platan er ekki innsiglud getur pad leitt til uppgufunar medan a reektun stendur.

—  Skref vid ad skilvinda

—  Skref vid bldndun

Gangid ur skugga um ad brunir og brunnar séu alveg innsiglud til ad draga ur haettu & viximengun og

uppgufun.

— Ef vokvi eda pétting sést & innsigli eda hlidum plétubrunnanna skal skilvinda eftir pérfum adur en
innsiglid er opnad.

Setjid plotuna a slétt yfirbord adur en innsiglid er fjarlaegt haegt.

Medhondlun Enrichment BLT Small (eBLTS)

Geymid eBLTS stofnrorid upprétt i keeli pannig ad perlurnar séu alltaf a kafi i jafnalausninni.

Rétt fyrir notkun skal idublanda eBLTS stofnrorid vandlega par til perlurnar dreifast aftur. Til ad for8ast ad
perlurnar setjist aftur, er ekki meelt med ad skilvinda adur en pipettad er.

Ef perlur festast vid hlid eda ofan @ 96-holu plotu, skilvindid vid 280 x g i 3 sekundur og pipettid sidan til na
fram dreifu.

begar pvegid er eBLTS:

— Notid videigandi segulstand fyrir plétuna.

— Haldié plétunni & segulstandinum par til leidbeiningarnar meela fyrir um ad hana skuli fjarleegja.

— Ef perlur eru sogadar inn i pipettuodda skal setja paer aftur & plétuna a segulstandinum og bida par til
vokvinn er teer (2 minutur).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit
Vinnuflaedi

Eftirfarandi skyringarmynd synir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit vinnuflaedi. Oruggir stédvunarstadir
eru merktir & milli skrefa. Timaaaetlanir eru byggdar a vinnslu 12 syna vid 12-patta audgun.
gDNA

Oruggur stéévunarstadur

Merkingar & DNA-erfdamengi
Verklegt: 20 minutur

Samtals: 40 mindtur

Profefni: eBLT, TB1

e Hreinsun eftir merkingu
Verklegt: 10 minutur
Samtals: 20 mindtur
Profefni: ST2, TWB2

e Magna merkt DNA

Verklegt: 15 mindtur
Samtals: 45 minutur
Préfefni: EPM, tengivisar

Oruggur stéévunarstadur

o Hreinsa s6fn
Verklegt: 10 minutur

Samtals: 20 mindtur
Profefni: RSB, CB, EtOH

Oruggur stédvunarstadur

Sameina s6fn
Profefni: RSB

Oruggur stéévunarstadur

o Bl6ndunarpreifarar
Verklegt: 10 minatur
Samtals: 125 mindtur
Proéfefni: Audgunarpreifari fyrir NHB2, EHB2, RSB

o Fanga blondunarpreifara
Verklegt: 25 minutur
Samtals: 65 mindtur
Profefni: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

o Magna audgad safn
Verklegt: 5 minttur
Samtals: 40 minatur
Profefni: PPC, EPM

Oruggur stédvunarstadur

o Hreinsa magnad audgad safn
Verklegt: 10 minutur
Samtals: 20 mindtur
Profefni: CB, RSB, EtOH

® For-PCR ® Eftir-PCR
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Leidbeiningar um notkun

bessi kafli lysir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit a&ferdinni.

*  Farid yfir fyrirhugad heildarvinnufleedi radgreiningar, fra syni til greiningar, til ad tryggja samhaefni vara og
tilraunabreyta.

* Adur en haldid er 4fram skal stadfesta innihald settsins og vera viss um a8 naudsynlegir hlutir, binadur og
efni séu til stadar.

— Bidtinyleradir preifarar fra pridja adila verda ad uppfylla sérstakar kréfur. Sja Enrichment Probe Panel
Requirements & sidu 9 til ad ganga Ur skugga um ad preifarar fra pridja adila uppfylli kréfurnar.

*  Fylgid verkferlinu i peirri r6d sem synd er og notid pau rummal og reektunarskilyrdi sem tilgreind eru.
* Haldid strax afram i neesta skref, nema 6ruggur stédvunarstadur sé tilgreindur i adferdarlysingunni.
* begar adalblanda er buin til er umframmagn innifalid i gefnu rdmmali.

* (Geetid pess ad nota videigandi segulstand fyrir plétugerdina.

Undirbuningur fyrir sameiningu

betta skref er naudsynlegt til ad tryggja ad radgreining audgadra safna takist vel. Sameining safna getur att sér
stad baedi fyrir audgun og fyrir radgreiningu.

Fyrir audgun—Einstok visiflokkud, mégnud séfn eru sameinud til audgunar med voéldu preifaraspjaldi. betta byr
til fléttad safn af audgudum séfnum. Fyrir FFPE-synisinntak hefur vinnsla verid profud og er eingéngu radlogd
fyrir 1-patta audgunarhvorf. Fyrir hdgeeda gDNA hefur 12-patta verid préfad, en 2-patta til 11-patta eru moéguleg.

Fyrir radgreiningu—1-patta audgud sofn og/eda fléttud audgud s6fn eru sameinud fyrir radgreiningu. Fjoldi
audgadra safna sem haegt er ad radgreina fer eftir marklestrardypt hvers synis i radgreiningarkerfinu.

Einkvaem tvofold visisflokkun

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit notar einkveema tvéfalda visa.
*  Tvivisud s6fn baeta vid visi 1 (i7) og visi 2 (i5) rédum til ad mynda sérmerkt DNA-so6fn.
* UD visar hafa adskildar, 6tengdar visisradir fyrir i7 og i5 visislestur. Visar eru 10 basar ad lengd.

Ad velja visislykla meé fjélbreyttum radgreiningum fyrir sameinud s6fn hamarkar litajafnveegi fyrir vel heppnada
radgreiningu og gagnagreiningu. battasameiningar sem eru = 10-patta eru i edli sinu litajafnvaegar, pannig ad
nota ma hvada samsetningu visislykils sem er. A medan radgreiningin stendur yfir bydur DNA GenerateFASTQ
Dx Local Run Manager einingin upp a valkosti fyrir litajafnvaegi i visissamsetningum og leetur vita ef fjdlbreytni i
voldum visissamsetningum er ekki naegileg.

Fyrir upplysingar um lllumina UD visistengiradir og plétuskipulag, sja Vidauki: lllumina UD Indexes Adapter
Sequences. & sidu 59
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Audgunarpéttleikar sem eru studdir

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit profefni eru stillt og préfud vid 1-patta og 12-patta
audgunarsamsetningu. b6 ad adrar audgunarsamsetningar séu mogulegar, pa krefjast sumar samsetningar
vidbotar undirbunings foraudgads safns og profefna fyrir audgunarpreifaraspjald.

Til ad fa videigandi audgunarafrakstur fyrir dstadladar samsetningar geeti purft frekari bestun. Bestu nidurstodur
eru ekki tryggdar.

* Enrichment plexity (Audgunarsamsetning)—Fj6ldi foraudgadra safna (1-12 sem eru sameinud i einum
audgunarviébrogdum fyrir blondun vid audgunarpreifaraspjold. Til deemis myndast 12-paett audgunarsafn
pbegar 12-paett foraudgud sofn eru sameinud.

* Enrichment reaction (Audgunarhvarf)—Fj6ldi einstakra audgunarhvarfa, 6had fjdlda foraudgadra safna sem
eru sameinud i hverju hvarfi. Til deemis getur eitt audgunarhvarf Utbuid 1-patta eda 12-patta audgunarsafn.

Til ad reikna ut heildarfjélda eftir-audgadra safna skal margfalda fjélda audgunarsamsetninga a hvert hvarf med
heildarfjolda audgunarhvarfa. Til deemis myndar eitt audgunarhvarf & 12-patta audgunarsafni safn af 12 eftird
audgudum sofnum.

begar foraudgud séfn eru sameinud stydja lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit profefni eftirfarandi
audgunarhvorf og samsetningar.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit

Audgunarhvarf Samsetning audgunar
Profefni g g audg
16-syna sett 16 hvorf 1-pattur
96 syna sett 8 hvorf 12-paettir

Sameiningaradferdir fyrir tvo til atta peetti

Eftirfarandi tafla synir visilykla (brunna) sem haegt er ad sameina i 2-8paetti, en litakédada myndin synir hverja
samsetningu.

Sameinid hvada samsetningu =2 sem er efst eda nedst i dalki. Ekki sameina i r6d.

Samsetning Samsetningar Litur i mynd

2 Fyrstu tveir eda sidustu tveir brunnarnir i dalki: Appelsinugult
e AogB
e GogH
Radir C-F eru ekki notadar.

3 Fyrstu prir eda sidustu prir brunnarnir i dalki: Gratt
« A-C
o F-H
Radir D og E eru ekki notadar.
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Fylgisedill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fra lllumina

Samsetning

4

oo

Samsetningar

Fyrstu fjorir eda sidustu fjérir brunnarnir i dalki:

o A-D

o E-H

Fyrstu fimm eda sidustu fimm brunnarnir i dalki:

o A-E

« D-H

[Valkostur 1] Fyrstu sex eda sidustu sex brunnarnir i dalki:

o A-F

« C-H

[Valkostur 2] Fyrstu tveir brunnarnir (A og B) eda sidustu tveir
brunnarnir (G og H) i einum dalki og hvada fjorir brunnar sem er i
adliggjandi dalki.

Fyrstu sjo eda sidustu sjé brunnarnir i dalki:

« A-G

. B-H

Allur dalkurinn.
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Niu-patta sameiningaradferdir

illumina

Litur i mynd

Fidlublatt

Blatt

Greaent

Bleikur

Blagreent

Notid visilykla ur hvada brunnum sem er sem hamarka litajafnveegi i radgreiningarkeyrslu, til daemis:

A1-H10g A2

A4-D4 og A5-E5
A7-F7 og A8-C8
A10-C10, A11-C11 0og A12-C12

Eftirfarandi mynd synir oll fjdgur deemin.
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Merkingar a DNA-erféamengi

betta skref notar Enrichment BLT Small (eBLTS) til ad merkja DNA, sem er ferli sem sundrar og merkir DNA med
tengirodum.

Einnota vorur

* eBLTS (Enrichment BLT Small) (gult lok)

* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* Nukleasalaust vatn

* 96-brunna PCR-plata

* Limpétti

* 1,7 ml érskiljunarroér

* 8-rbrarema

* Pipettuoddar

— 200 plfjdlrasa pipettur

/N VIDVORUN
bessi hvarfefni innihalda hugsanlega hezettuleg efni. Likamstjon getur hlotist af inndndun, neyslu,
snertingu vidé hud og augu. Notid hlifdarbunad, par 4 medal augnhlifar, hanska og
rannsoknarstofuslopp sem hentar miéad vié haettu a utsetningu. Medhondlid notud préfefni sem
efnadrgang og fargid peim i samraemi vid gildandi 16g og reglugerdar a svaedis-, lands- og

sveitarfélagsstigi. Fyrir upplysingar um umhverfisahrif, heilsu og 6ryggi ma finna i
oryggisleidbeiningum (SDS, safety data sheet) & support.illumina.com/sds.html.

Um proéfefni
* eBLTS verdurad geyma 2 °C til 8 °C. Notid ekki eBLTS sem hefur verid geymt vid laegri hita en 2 °C.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

*  EKki skilvinda eBLTS.
Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

eBLTS (gulbrunt lok) 2°Ctil8°C Latid na stofuhita. Idublandid rétt fyrir
notkun. Ekki skal skilvinda adur en pipettad
er.

TB1 -25°Ctil-15°C Latid na stofuhita. [dublandid.

2. ldublandid eda pipettid DNA og skiljid sidan stutta stund i skilvindu.
3. Vistid eftirfarandi TAG-forrit & lotuhitaranum:

* Veljid forhitunarvalkostinn fyrir lokid og stillid 4 100 °C

* Stillid hvarfmagnid & 50 pl

* 55°Ci5minutur

* Haldid vio 10 °C

Ferli

1. Beetid 2-30 pl af DNA i hvern brunn @ 96 brunna PCR plétu pannig ad heildarinntaksmagnid sé 50-1.000 ng.
Ef DNA-rummal er < 30 pl, baetid nukleasa-friu vatni Ut i DNA synin til ad heildarrimmalid verdi 30 pl.

N

Idublandid eBLTS vandlega par til perlurnar dreifast alveg.

3. Blandid eftirfarandi rimmali saman i ror til ad utbua Tagmentation Master Mix. Margfaldid hvert riammal med
fjblda syna sem verid er ad vinna ur.

* eBLTS (11,5 ul)
e TB1(11,5ul)
Umframmagn profefnis er innifalid i rammalinu.
4. Pipettid Tagmentation Master Mix vandlega til ad blanda.
Skiptid Tagmentation Master Mix rimmalinu jafnt i lengju med 8 synaglosum.

6. Med pvi ad nota 200 pl fjolrasa pipettu skal flytja 20 pl af Tagmentation Master Mix i hvern brunn a PCR -
plotunni sem inniheldur syni. Notid nyja enda fyrir hvern synisdalk eda réd.

Fargid 8 rora rodinni eftir ad Tagmentation Master Mix hefur sett i.

8. Notid 200 ul fjdlrasa pipettu, stillta @ 40 pl, og pipettid hvert syni 10 sinnum til ad blanda. Notid nyja enda
fyrir hvern synisdalk.
Einnig er haegt ad innsigla PCR -pldtuna og hrista vid 1.600 snuninga @ mindtu i 1 mindtu.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

9. Innsiglid pldétuna og setjid hana sidan a forforritada lotuhitarann og keyrid TAG-forritid.
10. Bidid par til TAG-forritid hefur ndd 10 °C stédugum hitaog fjarlaegid sidan plétuna strax.

11. Latid 96-brunna PCR -plétunnar standa vié stofuhita i 2 mindtur og haldié sidan afram i naesta skref.

Hreinsun eftir merkingu

betta skref pvaer DNA-id sem er merkt med lykli & eBLTS fyrir PCR-mdgnun.

Einnota vorur
* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)
* 96-brunna segulstandur fyrir PCR-pl6tu
* Limpétti
* 8-réraraema
* Pipettuoddar
— 20 plfjolrasa pipettur
— 200 pl fjdlrasa pipettur
* Undirbuningur fyrir si®ari adgerd:
— EPM (Enhanced PCR Mix)
— Visislyklaplata

Um proéfefni

* Gatid pess ad nota videigandi segulstand fyrir plétuna. Notkun MIDI-pl6tu segulstands fyrir PCR-pl6tu geeti
komid i veg fyrir ad TWB2 festist vid perlur.

* Pipettid TWB2 heegt til ad lagmarka frodumyndun og fordast ranga rimmalsupptoku og éfullnaegjandi
bldndun.

Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

EPM -25°Ctil-15°C  Pbidid aisieina klukkustund.
Hvolfi til ad blanda og skiljid sidan stuttlega med skilvindu.

ST2 15°Ctil30°C Ef botnfall sést skal hita vid 37 °C i 10 minutur og sidan idublanda
par til botnfallid er uppleyst. Notid vid stofuhita.

TWB2 15°Ctil30°C Notid vid stofuhita.

Visislyklaplata  -25°Ctil-15°C  bigid vid stofuhita i 30 minutur.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Ferli

1. Beetid vid 10 ul ST2 vid hvert merkingarhvarf. Ef pu notar fjdlrasa pipettu, pipettid ST2 i 8 réra reemu og flytjid
sidan videigandi rimmal yfir 8 PCR-pl6tuna. Notid nyja enda fyrir hvern synisdalk eda réd.

2. rNotid 200 pl pipettu stillta @ 50 pl og pipettid haegt og rélega hvern brunn 10 sinnum til ad perlurnar dreifist
aftur.
Einnig er heegt ad innsigla pldtuna og hrista vid 1.600 snuninga @ minutu i 1 mindtu. Endurtakid eftir pérfum.

Innsiglid plétuna og skiljid sidan med skilvindu vid 280 x g i 10 sekundur.
Inkuberid vid stofuhita i 5 minutur.

Setjid a segulstand fyrir PCR-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (3 mindtur).

o g~ w

[=48 syni] bvoid prisvar sinnum eins og hér segir.

a. Notid 200 pl fjdlrasa pipettu stillta @ 60 I, fjarleegid og fargid ofanvdkva an pess ad raska perlukorninu.

b. Fjarleegid af segulstandinum.

c. Strax a eftir skal baeta 100 ul TWB2 haegt og rélega beint a perlurnar.

d. Pipettid haegt par til perlurnar eru fullkomlega dreifdar aftur. Einnig er haegt ad innsigla plétuna og hrista
vid 1.600 snuninga & mindtu i 1 mindtu.

e. Ef skvettur eiga sér stad, spinnid nidur vid 280 x g i 10 sekundur.

f. Setjid 4 segulstand fyrir PCR-pldtu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (3 mindtur).
Skiljid plétuna eftir & segulstandinum og TWB2 i brunnum til ad koma i veg fyrir ofpornun vid pridja
pvottinn. Fjarlaegid og fargid ofanvokvanum eftir ad PCR Master Mix hefur verid utbuid.

g. Notid 200 pl fjolrasa pipettu stillta @ 100 pl, fjarleegid og fargid ofanvokva.
h. Endurtakid skref b—g tvisvar sinnum par til samtals hafa farid fram prir pvottar.
7. [ >48 syni] bvoid prisvar sinnum eins og hér segir.

a. Framkvaemid skref b og c i 1-dalka til 2-dalka skrefum par til allir dalkar hafa verid unnir til ad koma i veg
fyrir ofpornun.

Notid 200 pl fjdlrasa pipettu stillta @ 60 pl, fjarlaegid og fargid ofanvokva.
Fjarleegid af segulstandinum.
Strax a eftir skal baeta 100 ul TWB2 heaegt og rélega beint a perlurnar.

®© o o T

Pipettid haegt par til perlurnar eru ad fullu dreifdar aftur. Einnig er heegt ad innsigla plétuna og hrista vid
1.600 snuninga & mindtu i 1 mindtu.

f. Ef skvettur eiga sér stad, spinnid nidur vid 280 x g i 10 sekdndur.

g. Setjid & segulstand fyrir PCR-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn taer (3 minutur).
Skiljid plétuna eftir & segulstandinum og TWB2 i brunnum til ad koma i veg fyrir ofpornun vid pridja
pvottinn. Fjarlaegid og fargid ofanvokvanum eftir ad PCR Master Mix hefur verid Utbuid.

h. Notid 200 pl fjdlrasa pipettu stillta 4 100 pl, fjarleegid og fargid ofanvokva.
i. Takid plotuna af segulstandinum og baetid 100 pyl TWB2 haegt og rélega beint & perlurnar.
j.-  Endurtakid skref h ogii1- eda 2-dalka skrefum par til allir dalkar hafa verid unnir.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

k. Endurtakid skref e-h tvisvar sinnum fyrir prja pvotta alls.

8. Geymid & segulstandinum par til skref 4 i Procedure kaflanum i Amplify Tagmented DNA.
TWB2 verdur eftir i brunnunum til ad koma i veg fyrir ad perlurnar ofporni.

Magna upp merkt DNA

petta skref magnar merkt DNA med pvi ad nota PCR-forrit med takmarkadri lotu. PCR-skrefid baetir vid visi 1 (i7)
visilyklum, visi 2 (i5) visilyklum og r6dum sem eru naudsynlegar fyrir myndun radgreiningarklasa.

Einnota vorur

* EPM (Enhanced PCR Mix)

* Visislyklaplata

* 96 brunna PCR-plata

* Nukleasalaust vatn

* Limpétti

* 1,5 ml orskiljunarror

* Pipettuoddar
— 20 plfjolrdsa pipettur
— 200 plfjdlrasa pipettur

Um proéfefni
*  Visilykilsplotur
— Brunnur getur innihaldid >10 pl af visilyklum.
— Ekki beeta synum vid visiplétuna med lykilvisunum.

— Hver brunnur & visislyklapl&tunni er einnota.
Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar
EPM -25°Ctil-15°C pidid vid 4 °C & s i eina klukkustund.
Hvolfid til ad blanda og skiljid si®an stuttlega med skilvindu.
Visislyklaplata -25°Ctil-15°C Pidid vid stofuhita i 30 minutur.
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2. Vistid eftirfarandi eBLTS PCR-forrit & lotuhitara med pvi ad nota videigandi fjdlda PCR-lotna eins og tilgreint
er i toflunni hér fyrir nedan.
* Veljid forhitunarvalkostinn fyrir lokid og stillid 4 100 °C
*  Stillid hvarfmagnid & 50 pl
* 72°Ci3minatur
* 98°Ci3 mindtur
* X lotur af:
* 98°Ci20sekundur
* 60°Ci30 sekundur
* 72°Ci1mindtu
e 72°Ci3 minatur
* Haldid vio 10 °C
Heildarkeyrslutimi er ~38 minutur fyrir 9 lotur og ~46 minutur fyrir 12 lotur.
Daemi um inntaksgerd Fjoldi PCR lotna(X)
10-49 ng gDNA 12
50-1.000 ng gDNA 9
50-1.000 ng gDNA dregid ur FFPE 12
gDNA dregid ur blodi 9
Ferli
1. Sameinid eftirfarandi til ad undirbua PCR. Master Mix Margfaldi& hvert rammal med fjdlda syna sem verid er
ad vinna ur.
* EPM (23 pl)
* Ndukleasalaust vatn (23 pl)
Umframmagn préfefnis er innifalid i rimmalinu.
Pipettid PCR Master Mix 10 sinnum til ad blanda og skiljid sidan stuttlega med skilvindu.
3. Med plétuna a segulstandinum, notid 200 pl fjdlrasapipettu til ad fjarlaegja og fargaTWB2.
Froda sem situr eftir & veggjum brunnsins hefur ekki neikvaed ahrif & safnid.
4. Fjarlaegid af segulstandinum.
Beetid strax 40 ul af PCR Master Mix beint ofan a perlurnar i hverjum brunni.
6. Pipettio strax til ad blanda par til perlurnar dreifast ad fullu aftur. Einnig er haegt ad innsigla plétuna og hrista
vid 1.600 snuninga @ mindtu i 1 mindtu.
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10.
1.

12.
13.

illumina

Innsiglid plétuna og skiljid sidan med skilvindu vid 280 x g i 10 sekdndur.

Skiljid visilyklaplotuna i skilvindu vid 1.000 x g i 1 minutu.

Undirbuid visilyklapl6tuna.

* [<[96 syni] Stingid nyjum pipettuoddi i gegnum alfilmupéttinguna a visilyklapldtunni fyrir hvern brunn,
adeins fyrir pann fjolda syna sem verid er ad vinna ur.

* [96 syni] Setjid nyja half-jadrada PCR-plotu yfir visilyklaplétuna og prystid fast nidur til ad gata
alfilmupéttinguna. Fargid PCR-pldtunni sem notud var til ad stinga gat & alpéttinguna.

Med pvi ad nota nyjan pipettuodd, baetid 10 pl af fyrirfram porudum visilyklum i hvern brunn.

Notid pipettu stillta & 40 pl og pipettid 10 sinnum til ad blanda. Einnig er heegt ad innsigla plétuna og hrista
vid 1.600 snuninga & mindtu i 1 mindtu.

Innsiglid plétuna og skiljid sidan med skilvindu vid 280 x g i 10 sekdndur.
Setjid 4 lotuhitarann og keyrid eBLTS PCR-forrit.

ORUGGUR STODVUNARSTADUR
Ef stodvar er, skal geyma vid -25 °C til -15 °C i allt ad 30 daga.

Hreinsa sofn

| bessu skrefi er tvihlidaperluhreinsunaradferd notud til ad hreinsa mégnudu séfnin.

Einnota vorur

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspension Buffer)

Nyundirbuidé 80% etandl (EtOH)

96-brunna 0,8 ml pdlyprépylen djupbrunnsgeymsluplata (MIDI-plata)
96-brunna PCR-plata

Segulstandur fyrir MIDI-pl6tu

Segulstandur fyrir PCR-pl6tu

1,5 ml 6rskiljunarror

Nukleasalaust vatn

Um proéfefni

Skjal nr. 200038118 v01

Cleanup Beads
— 1dublandid fyrir hverja notkun.
— ldublandid oft til ad tryggja ad perlurnar dreifist jafnt.

— Sogid og dreifid haegt vegna seigju lausnarinnar.
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Undirbuningur
1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara  Geymsla Leidbeiningar
CB Stofuhiti Idublandid og hvolfid til ad blanda par til liturinn & vékvanum er einsleitur.

RSB 2°Ctil8°C Pidid vid stofuhita i 30 minutur. I1dublandid.

Ferli

1. Hristi® 96 brunna PCR-pl6tuna vid 1.800 snuninga @ minutu i 1 minutu og skilvindid sidan stuttlega.

2. Setjid a segulstand fyrir PCR-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (1 minuta).

3. 1dublandid CB 3 sinnum i 10 sekundur og snuid sidan vid nokkrum sinnum til ad fa fram dreifu.

4. Fyrir hdgeeda gDNA, skal gera eftirfarandi.

Beetid 77 pl af nukleasa-friu vatni i hvern brunn a nyrri MIDI-pl6tu.

Baeti® 88 pl CB i hvern brunn a nyrri MIDI pl6tu.

Feerid 45 pl af ofanvdkva ur hverjum brunni @ PCR-plétunni yfir 8 samsvarandi brunn MIDI-plétunnar.

Fargid PCR-pl6tunni.

® a0 T o

Pipettid hvern brunn 10 sinnum til ad blanda. Einnig er haegt ad innsigla plétuna og hrista vid
1.800 snuninga @ minutu i 1 mindtu.

.—h

Innsiglid plétuna og inkuberid vid stofuhita i 5 minutur.

Athugid hvort loftbdlur séu til stadar. Ef pad sést, snuid nidur i skilvindu.

> @

Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (5 mindtur).

Medan & inkuberingu stendur skal idublanda vandlega CB og baeta sidan 20 pl i hven brunn & nyrri MIDI-
plotu.

j.  Feerio 200 yl af ofanvékva ur hverjum brunni @ MIDI-plétunni yfir @ samsvarandi brunn nyrrar MIDI-pl6tu
(sem inniheldur 20 pl CB).

k. Fargid fyrstu MIDI-plétunni.

I.  Pipettidé hvern brunn & nyju MIDI-pl&tunni 10 sinnum til ad blanda. Einnig er haegt ad innsigla plétuna og
hrista vid 1.800 snuninga @ minutu i 1 mindtu.

5. Fyrir utdregio FFPE, gerid eftirfarandi.
a. Beetid 81 ul CBihvern brunn a nyrri MIDI pl6tu.
b. Feerid 45 pl af ofanvdkva ur hverjum brunni @ PCR-plétunni yfir 8 samsvarandi brunn MIDI-plétunnar.
c. Fargid PCR-plétunni.

d. Pipettid hvern brunn 10 sinnum til ad blanda. Einnig er haegt ad innsigla plétuna og hrista vid
1.800 snuninga @ minutu i 1 mindtu.

6. Innkuberid vid stofuhita i 5 minutur.

7. Athugid hvort loftbolur séu til stadar. Ef pad sést, snuid nidur i skilvindu.
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Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn taer (5 minutur).
9. Fjarlaegid og fargid ofanvékvanum an pess ad raska perlunum.
10. bvoid perlurnar a eftirfarandi hatt.
a. Med pl6tuna & segulstandinum skal baeta vid 200 pl af fersku 80% EtOH an pess ad blanda.
b. Inkuberid i 30 sekundur.
c. Fjarleegid og fargid ofanvokvanum an pess ad raska perlunum.
11. bvoid perlurnar aftur.
12. Loftpurrki® & segulstandinum i 5 minutur.
13. A medan loftpurrkun stendur, noti® 20 ul pipettu til ad fjarleegja og farga afgangs EtOH.
14. Fjarlaegid af segulstandinum.
15. Beetid 17 pl af RSB Ut i perlurnar.
16. Innsiglid plétuna og hristi® vid 1.800 snuninga @ minutu i 2 mindtur.
17. Inkuberid vid stofuhita i 2 minutur.
18. Athugi® hvort loftbdlur séu til stadar. Ef pad sést, snuid nidur i skilvindu.
19. Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl&tu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (2 mindtur).
20. Flytjid 15 yl af ofanvokva yfir & nyja 96-brunna PCR -plotu.

ORUGGUR STODVUNARSTADUR
Ef verid er ad stoppa skal innsigla plétuna og geyma hana vid -25 °C til -15 °C i allt ad 30 daga.

Sameina foraudgud sofn

betta skref sameinar DNA-s6fn med einkvaeemum visum | eitt safn med allt ad 12 s6fnum.
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Fylgisesill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fré lllumina illumina

Sameiningaradferd.

Sameina ma eftir rimmali eda massa. Notid eftirfarandi t6flu til ad dkvarda videigandi adferd fyrir inntakid.

Tafla 2 Radlagdar adferdir vid sameiningu

Synisinntak Sameiningaradferd
10-49 ng gDNA Massi

50-1.000 ng gDNA RUmmal

gDNA dregid ur FFPE Massi

gDNA dregid ur blddi RUmmal

* Einpatta audgun krefst pess ekki ad foraudgud s6fn séu sameinid. Hins vegar gaeti verid naudsynlegt ad
beaeta vid RSB.

* Eftir magngreiningu & foraudgudu safni er haegt ad sameina allar gerdir inntaks eftir massa til ad nd sem
bestu jafnvaegi visins.

* Lokaafrakstur foraudgadra safna, sem myndast i adskildum tilraunaundirbuningi, getur verid breytilegur. bvi
er maelt med ad blanda synum saman eftir massa til ad na sem bestu jafnveegii visum.

* Notid 1patta audgun i eftirfarandi tilfellum.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1.000 ng gDNA dregid ur FFPE

* Lag tidnigreining minnihlutasamsaeta vid kollun a likamstilbrigdum.

Sameining eftir massa

[ eftirfarandi tilvikum skal magngreina s&fnin til ad nota DNA-massa fyrir hvert safn fyrir audgun sem tilgreind er i
Sameina foraudgud s6fn med jafnri péttni a sidu 32.

* 10-49 ng gDNA synisinntak

* 50-1.000 ng gDNA dregid ur FFPE synisuttaki

* Lag tidnigreining minnihlutasamseeta vid greiningu a likamstilbrigdum

* gDNA dregid ur blééi til ad tryggja sem besta jafnveegi visanna

Magnmeela foraudgud s6fn
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1. Keyrid 1 pl af foraudgudum séfnum med pvi ad nota pa flurljdmunar-magngreiningaradferd sem ad eigin vali
sem notar dsDNA innskotsefni.

*  Fyrir 50-1.000 ng af hagaeda gDNAma buast vid =500 ng afrakstri foraudgads safns.

*  Fyrir 50-1.000 ng af gDNA sem einangrad er ur FFPE ma buast vid 500-6.000 ng afrakstri foraudgads
safns, allt eftir gaeedum upphafssynisins.

ATHUGID Fyrir magngreiningaradferdir med mismunandi skekkjum skal heefnigreina
magngreiningaradferdina fyrir petta verkfleedi. Péttninidurstodur geta verid mismunandi eftir pvi
hvada adferd er notud.

Sameina foraudgud s6fn med jafnri péttni

Notid eftirfarandi t6flu til ad akvarda pann DNA-massa sem parf til audgunar fyrir hvert safn, midad vid synisgerd
og samsetningu audgunar. Besta mégulega audgun og afkdst préfsins eru ekki tryggd pegar notud eru leegri
afkost foraudgads safns en meelt er med.

Heildarmassi DNA i audgunarhvorfum aetti ekki ad fara yfir 6.000 ng.

s Samsetning DNA-massi a hvert safn Heildar DNA-massi safns
Synisinntak
audgunar (ng) (ng)
Hageeda gDNA 12 250-500 3.000-6.000
gDNA dregid ur 1 200 200
FFPE

1. Skradid visa fyrir s6fnin sem & ad sameina i pessu skrefi.

2. Reiknid ut, ut fra péttni hvers safns, pad rimmal sem parf ad basta vid audgunarhvorfin til ad na tilskildum
DNA massa.

* Hagaeda gDNA Reiknid Ut rammal safnsins sem parf fyrir 250-500 ng inntak.
* gDNA dregi® ur FFPE Reiknid ut rimmal safnsins sem parf fyrir 200 ng inntak.
Beetid Utreiknudu rammali fyrir hvert safn i sama brunninn & PCR plétunni.

Ef notad er hageeda gDNA skal framkveema eitt af eftirfarandi byggt a heildarrummali sameinudu foraudgudu
safnanna:

* Ef rummal foraudgads safns = 30 pl, haldid pa afram med Bléndunarpreifarar a sidu 34.
* Ef rimmal foraudgads safns er <30 pl, baetid RSB ut i par til heildarrdmmalié er 30 pl.

* Ef rdmmal foraudgads safns >30 pl, notid perluadferd eda loftteemispykkni til ad pykkja sameinada
safnid. Baetid RSB Ut i pykkta sameinada safnid par til heildarrdimmalid er 30 pl.

5. Efnotad er gDNA sem er dregid Ur FFPE skal framkvaema eitt af eftirfarandi byggt & heildarrdimmali
sameinudu foraudgudu safnanna:

* Ef rdmmal foraudgads safns = 7,5 pl, haldid pa afram med Bléndunarpreifarar a sidu 34.
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* Efrummal foraudgads safns er <7,5 pl, beetid RSB Ut i par til heildarrdmmalid er 7,5 pl.

ORUGGUR STODVUNARSTADUR
Ef pu ert ad stoppa skaltu innsigla plétuna og geyma hana vid 25 °C til 15 °Ci allt ad 30 daga.

Sameining eftir rammali

bpegar inntakid er 50-1.000 ng gDNA parf ekki ad magngreina og stadla einstok s6fn sem myndud eru i sému
tilraun.

Til ad na sem bestum afkdstum skal adeins sameina foraudgud safnasyni sem uUtbuin eru af sama notanda, med
somu proefefnislotu og somu visilyklaplotu.
1. Skra skal visa fyrir s6fnin sem & ad sameina i pessu skrefi.
2. Sameinid eftirfarandi foraudgad safn og RSB rummal fyrir audgunarsamsetninguna i sama brunn & nyrri PCR-
plotu.
RUmmalid sem faest er 30 pl.

Rummal hvers foraudgads

Samsetning audgunar * RSB rammal (ul)

safns (pl)

1-patta 14 16
2-patta 14 2
3-patta 10 0
4-patta 7,5 0
5-patta 6 0
6-patta 5 0
7-patta 4,2 0,6
8-patta 3,7 0,4
9-patta 3,3 0,3
10-patta 3 0
11-patta 2,7 0,3
12-patta 2,5 0

*Ndanari upplysingar um 6hefdbundnar samsetningar (2-patta til 11-patta), ma finna Takmarkanir verklags a sidu 2
(Takmarkanir adgerdar).

ORUGGUR STODVUNARSTADUR
Ef pu ert ad stoppa skaltu innsigla plétuna og geyma hana vid 25 °C til 15 °Ci allt ad 30 daga.
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[Valfrjalst] Gera fyrirfram audgud sofn haef

Ef safnad er saman eftir rimmali til ad magngreina foraudgudu séfnin skal nota fldrljdmunaradferd sem notar
dsDNA millilitarefni. Til ad gera foraudgudu séfnin haef skal nota DNA-brotagreiningartaeki med videigandi
brotagreiningarbunadi.

Notid 1 pl samtals til ad flokka safngdgn. Foraudgud sofn eru ndgu pétt til ad leyfa litlar pynningar fyrir
magngreiningu eda brotagreiningu.

Blondunarpreifarar

betta skref bindur marksvaedi DNA med fongunarpreifurum.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit profefnin eru samheaef vid baedi lllumina og audgunar-DNA fakirnispjold
fra pridja adila. Fyrir nanari upplysingar um naudsynlegar forskriftir fyrir spjold fra pridja adila, sja Enrichment
Probe Panel Requirements & siéu 9.

Einnota vorur
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB jafnalausn 2 + IDT NXT Blockers) (blatt lok)
* Preifaraspjald audgunar
* 96-brunna PCR-plata
* Limpétti
* Undirbuningur fyrir sidari adgerd:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (gulbrunt lok)

Um proéfefni
* NHB2 fellur Ut og adgreinist vid geymsiu.

* Audgunarspjald preifara visar til valins audégunarfakirnispjalds fra Illlumina séluadila.
Undirbuningur
1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

EHB2 2°Ctil8°C Latid na stofuhita. Idublandid.
Ef kristallar og skyjun sjast skal endurtaka idubléndun eda
pipetta lausnina upp og nidur par til hdn verdur teer.
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Vara Geymsla
breifaraspjald -25°Ctil-15°C
audgunar (IMlumina)

NHB2 (blatt lok) -25°Ctil-15°C
SMB3* 2°Ctil8°C
EEW* -25°Ctil-15°C

(gulbrunt ror)

Leidbeiningar

Fyrir baedi lllumina og spj6ld fra pridja adila, 1atid na
stofuhita. Idublandid til ad blanda.

pi®id vid stofuhita.

begar synid naer stofuhita, forhitid pad i 6rsynahitakassa
ad sama hitastigi og preifarinn sem pu notar i 5 minutur.
Idublandid & hamarkshrada prisvar sinnum i 10 sekundur i
hvert skipti til ad na fram dreifu.

Skiljid stuttlega i skilvindu.

Pipettid upp og nidur fra botni rérsins.

Ef kristallar og skyjun sjast skal endurtaka idubléndun eda
pipetta lausnina upp og nidur par til hdn verdur teer.

Notid a medan pad er volgt til ad fordast ad botnfall
myndist aftur.

Ef haldid er afram i neesta skref strax eftir 90 minutna
bidtima i HYB-forritinu, skal |ata profefnid na stofuhita i ad
minnsta kosti 2 klukkustundir a6ur en HYB-forritid er
notad.

Ef haldid er afram i naesta skref strax eftir 90 minutna
bidtima i HYB-forritinu, skal lata profefnid na stofuhita i ad
minnsta kosti 2 klukkustundir a6ur en HYB-forriti® er
notad.

Vid stofuhita, forhitid i orsynishitakassa ad videigandi
bléondunar- og féngunarhita i 30 mindtur 4dur en HYB-
kerfinu lykur.

*Ef & ad stddva adur en naesta adgerd er framkveemd skal fresta undirbuningi pessa préfefnis par til komid er ad peirri

adgerd.
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Vistadu eftirfarandi HYB-forrit 4 lotuhitaranum me® pvi ad nota videigandi fjdlda lotna, sem eru taldar upp i
Tafla 3.

* Veljid forhitunarvalkostinn fyrir lokid og stillid 4 100 °C
* Stillid hvarfmagnié.
* [Hageeda (gDNA] 100 pl
* [gDNA dregid ur FFPE] 25 pl
* 98°Ci5minutur
*  Xlotur, T mindtu hver, byrjad vid 98 °C i fyrstu lotunni og sidan laekkad um 2 °C i hverri lotu
* Haldid i 90 minutur vid videigandi hitastig:
* [gDNA dregid ur FFPE] 58 °C
* [80 mer preifaraspjold] 58 °C
* [Likamleg tilbrigdakollun] 58 °C

e [Oll 6nnur] 62 °C
Heildarkeyrslutimi er ~115 mindtur.

Tafla 3 Fjoldilotna & syni eda spjaldi

Syni og gerd spjalds Fjoldi lotna (X)
gDNA dregid ur FFPE (6had gerd spjalds) 20
80 mer preifaraspjold (6had synisgerd) 20
Greining likamsfrumusértaekra erféabreytileika 20
Oll 8nnur syni og spjéld 18
Ferli

1.

[Hagaeda gDNA] Beetid eftirfarandi préfefnum vid hvert sameinad safn @ PCR-pldtunni 7 peirri réd sem pau
eru talin upp.

BUid ekki til adalblondu (master mix). Ad bua til adalbléndu af NHB2 og EHB2 hefur neikveed ahrif &
audgunarafkost.

*  NHB2 (blatt lok) (50 ul)

* breifaraspjald audgunar (10 pl)

* EHB2 (10 )

[Hahzeda gDNA] Notid pipettu sem er stillt 4 90 pl og pipettid hvern brunn 10 sinnum til ad blanda.

[gDNA dregid ur FFPE] Beetid eftirfarandi préfefnum vid i peirri réd sem pau er talin upp vid hvert sameinad
safn i PCR-pl6tunni.

BUid ekki til adalblondu (master mix). Ad bua til adalbléndu af NHB2 og EHB2 hefur neikvaed ahrif &
audgunarafkost.
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* NHB2 (blatt lok) (12,5 pl)

* preifaraspjald audgunar (2,5 pl)

e EHB2(2,5pl)

[gDNA unnid ur FFPE] Noti® pipettu sem er stillt & 20 yl og pipettid hvern brunn 10 sinnum til ad blanda.
Innsiglid plétuna og skiljid sidan med skilvindu vid 280 x g i 10 sekdndur.

Setjid synispldtuna & forforritada lotuhitarann og keyrid HYB-forritid.

N o g bk

Haldid strax afram i naesta ferli pegar vidhaldshiti HYB-forritsins lykur.

/N VARUD

Utfelling & sér stad ef hitastig bléndunarhvarfsins fellur nidur fyrir stofuhita.

Fanga blandada preifara

betta skref notar Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) til ad fanga preifara sem hafa veridé blandadir vid
ahugaverd marksvaedi.

Einnota vorur
* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (gulbrunt lok)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
* ET2 (Elute Target Buffer 2)
*  HP3 (2N NaOH)
* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* 1,5 ml orskiljunarrér
* 96 brunna MIDI-plata
®* 96 brunna PCR-plata
* Limpétti
* Segulstandur fyrir MIDI-pl6tu
* Undirbdningur fyrir sidari adgero:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

Um proéfefni
* EEW

— Tryggid ad EEW hafi verid pitt vid stofuhita i ad minnsta kosti 2 klukkustundir 4dur en pad er forhitad i
orsynahitakassa.

— Tryggid ad EEW hafi verid hitad i érsynahitakassa i 30 minutur adur en HYB-forritinu lykur.
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— Skiljid EEW eftir i 6rsynahitakassa pegar pad er ekki i notkun. EEW aetti ad vera heitt allan timann sem
verkferlid stendur yfir.

— Getur ordid skyjad eftir ad pad neer stofuhita.
— Geturlitid ut fyrir ad vera gult.
* SMB3

— SMB3 verdur ad vera vid stofuhita fyrir notkun.
Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

SMB3 2°Ctil8°C Latio standa i 2 klukkustundir til ad na stofuhita. Hvolfidé og
idublandid sidan par til hun verdur dreifa.

EEW -25°Ctil-15°C  Eftir 2 klukkustundir i hitakassa vid stofuhita skal forhita i

(gulbrunt ror) orsynishitakassa ad videigandi blondunar- og féngunarhita i
30 minutur adur en HYB-forritinu lykur.

EE1 -25°Ctil-15°C  Ppidid vid stofuhita og idublandid sidan.

HP3 -25°Ctil-15°C  bidid vid stofuhita og idublandid sidan.

ET2 2°Ctil8°C Latid na stofuhita. Idublandid.

EPM -25°Ctil-15°C  Pbidid ais i eina klukkustund. Idublandid og skiljid sidan stuttlega i
skilvindu. Setjié til hlidar & is.

PPC -25°Ctil-15°C  Ppidid ais i eina klukkustund. Idublandid og skiljid sidan stuttlega i

skilvindu. Setjid til hlidar & is.

2. Forhitid einn orsynishitakassa med MIDI hitablokkarinnleggi til ad setja synisplétuna i reektun vid eitt
eftirfarandi hitastiga. Haegt er ad nota annan 6rsynishitakassa (valfrjalst) til ad forhita EEW. Leggid EEW ofan
a MIDI hitablokkarinnleggid.

* [FFPE]58°C

* [80 mer a hvert preifaraspjald] 58 °C
* [Likamleg tilbrigdakdéllun] 58 °C

e [Oll 6nnur] 62 °C

Ferli
Féngun

1. Beeta SMB3 vid samsvarandi brunn a nyrri MIDI-pl6tu eins og hér segir.
* [Hageeda gDNA] Beeta vid 250 pl SMB3.
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* [gDNA dregid ur FFPE] Beetid vid 62,5 pISMB3.

Notid pipettu sem er stillt 8 100 pl fyrir hagaeda gDNA eda 25 pl fyrir FFPE, flytjid hvert sameinad safn af
96 brunna PCR-pl&étunni i samsvarandi brunn & nyju MIDI-pl&tunni.

Innsiglid plétuna og hristid vid 1.200 snuninga & minutu i 4 mindtur.
Ef skvettur eiga sér stad skal skilvinda plotuna stuttlega.

Setjid sameinudu safnplétuna & MIDI hitablokkarinnleggid i drsynahitakassanum, undir EEWrd&rinu, lokid pvi
og latid sidan raektast i 15 minutur vid videigandi hitastig:

* [FFPE]58°C

[80 mer preifaraspjold] 58 °C

* [Likamleg tilbrigdakdllun] 58 °C
[Oll 6nnur] 62 °C

Fjarlaegid plotuna med sameinudu séfnunum og skiljid vié 280 x g i 30 sekundur.
Setjid strax a segulstand fyrir MIDI-spjald og bidid par til vékvinn er ordinn teer (2 minutur).

[High quality (Hagaeda) gDNA] Notid pipettu stillta a 200 i, fjarlaegid og fargid 6llum ofanvdkva ur hverjum
brunni an pess ad raska perlukorninu.

[gDNA dregid ur FFPE] Notid pipettu stillta @ 90 pl, fjarleegi® og fargid 6llum ofanvékva Ur hverjum brunni an
bess ad raska perlukorninu.

10. Fjarlaegid og fargid 6llum afgangs ofanvokva.

Pvo

1. Fjarlaegid af segulstandinum.

2. [Hageeda gDNA] Fjarlaegid EEW fljott ur 6rsynahitakassanum og baetid 200 pl i hvern brunn.

3. [gDNA dregid ur FFPE] Fjarlaegid EEW fljott Ur 6rsynahitakassanum og beetid 50 ul i hvern brunn.

4. Skilid 6notudum EEW i 6rsynahitakassa og haldid heitu.

5. Innsiglid og hristi® vid 1.800 snuninga @ minutu i 4 minutur.

6. Setjid synispldtuna a MIDI hitablokkarinnleggid i 6rsynahitakassanum, undir EEW rorinu, lokid pvi og 1atid

sidan inkubera i 5 mindtur vid videigandi hitastig:
* [FFPE] 58 °C

* [80 mer preifaraspjold] 58 °C

* [Likamleg tilbrigdakdllun] 58 °C

[Oll 8nnur spjold] 62 °C

Setjid strax a segulstand fyrir MIDI-spjald og bidid par til vokvinn er ordinn teer (2 minutur).

8. Notid pipettu sem er stillt 4200 pl fyrir hagaeda DNA eda 50 ul fyrir FFPE, fjarleegid og fargid 6llum ofanvokva
ur hverjum brunni.

9. Endurtakid skref 1-8 tvisvar sinnum fyrir prja pvotta alls.
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Flutningspvottur

1. Fjarlaegid af segulstandinum.
2. [Hageeda gDNA] Fjarleegid EEW skjott Ur orsynahitakassanum og baetid 200 pl i hvern brunn.
3. [gDNA dregid ur FFPE] Fjarleegid skjott EEW Ur érsynahitakassanum og bzetid 50 li hvern brunn.
4. Lokid og hristi® vid 1.800 snuninga @ mindtu i 4 minatur. Ef skvettur eiga sér stad skal leekka hradann nidur i
1.600 snuninga a minutu.
5. Feerid perluendurdreifuna yfir 8 nyja MIDI-pl6tu.
Sum syni gaetu ordid eftir i brunnum.
/N VARUD
Flutningur préefefnisins lagmarkar flutning a leifum préfefna sem geta hamlad PCR i sidari
skrefum.
6. Setjid synisplétuna & MIDI hitablokkarinnleggi® i 6rsynahitakassanum, lokid lokinu og |atid si®an inkubera i
5 mindtur vid videigandi hitastig:
* [FFPE]58°C
* [80 mer preifaraspjold] 58 °C
* [Likamleg tilbrigdakollun] 58 °C
e [Oll 6nnur] 62 °C
Setjid strax a segulstand fyrir MIDI-spjald og bidid par til vékvinn er ordinn teer (2 minutur).
8. Notid pipettu sem er stillt & 200 pl fyrir hagaeda gDNA eda 50 ul fyrir FFPE. Fjarlaegid og fargid 6llum
ofanvokva ur hverjum brunni..
9. Skiljid plotuna med skilvindu vid 280 x g i 30 sekundur.
10. Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl6tu i 10 sekundur.
11. Notid 20 ul pipettu til ad fjarleegja og farga afgangsvoékva Ur hverjum brunni.
12. Haldid strax afram ad Elute a sidu 40 til ad koma i veg fyrir 6hoéflega pornun perlanna og tap a afrakstri
safnsins.
Elute

Blandid eftirfarandi rimmali saman til ad Utbua Elution Master Mix. Margfaldi® hvert rdammal med fjdlda
sameinadra safna sem verid er ad vinna ur.

* EE1(28,5ul)

e HP3 (1,5l
Vidbdtar umframmagn préfefnis er innifalid i rimmalinu.

2. 18ublandid og skiljid sidan stuttlega med skilvindu.
3. Fjarlaegid MIDI-pl6tuna af segulstandinum.
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4. Beetid 23 pl af Elution Master Mix i hvern brunn.

Innsiglid plétuna og hristid vid 1.800 snuninga @ minutu i 2 mindtur.
Inkuberid plotuna vid stofuhita i 2 minudtur.

Skiljid i skilvindu vid 280 x g i 30 sekundur.

Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn taer (2 mindtur).

© © N o o

Feerid 21 yl af ofanvokva af MIDI-pldtunniyfir i samsvarandi brunn & nyrri 96-brunna PCR-pl6tu.
10. Fargi® MIDI-pl&tunni.

11. Beetid 4 yl ET2 i hvern brunn sem inniheldur 21 pl af ofanvékva.

12. Stillid pipettuna & 20 pl og pipettid haegt hvern brunn 10 sinnum til ad blanda.

13. Innsiglid plétuna og skiljid sidan med skilvindu vid 280 x g i 10 sekundur.

14. Inkuberid plotuna vid stofuhita i 1 minutu.

Magna audgad safn

| bessu skrefi er PCR notad til ad magna foraudgad safn.

Einnota vorur

* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)
* Limpétti
Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

EPM -25°Ctil-15°C  Pbidid vid 4 °C eda a is i eina klukkustund. Hvolfid til ad blanda
og skiljid sidan stuttlega med skilvindu. Setjid til hlidar a is.

PPC -25°Ctil-15°C  Pidid vid 4 °C & is i eina klukkustund. Idublandid og skiljid

sidan stuttlega med skilvindu. Setjid til hlidar a is.
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Vistid eftirfarandi AMP-forrit & lotuhitaranum med pvi ad nota videigandi fjolda PCR-lotna, sem eru taldar
upp i eftirfarandi toflu.

* Veldu forhitunarvalkostinn fyrir lokid og stilltu 4 100 °C
*  Stillid hvarfmagnid & 50 pl
* 98°Ci45 sekundur
e (X) lotur af:
* 98°Ci 30 sekundur
* 60°Ci30sekundur
* 72°Ci30 sekundur
* 72°Ci5mindtur
* Haldig vi5 10 °C
Heildarkeyrslutimi er ~35 minutur.

Syni og gerd spjalds (X) Lotur
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) fyrir hagaeda gDNA 10
[llumina Exome Panel (CEX) fyrir FFPE 12

Oll 8nnur syni og spjéld 121234

THeegt er ad stilla allt ad 15 lotur fyrir litil spjold fra pridja adila med sidari finstillingum. Ef FFPE er notad er haegt ad stilla
fiolda lotna upp i 17.

2 Heaegt er ad stilla allt ad 17 lotur fyrir spjold fra pridja adila sem hafa adeins 500 preifara. Ef FFPE er notad er heegt ad
stilla fjélda lotna upp i 19.

3 Haegt er ad stilla allt ad 14 lotur fyrir FFPE-syni.

4 Aukinn fjéldi PCR-lotna geeti leitt til heerri afritunartidni og minni brotasteaerda fyrir FFPE-syni.

Ferli

NS

Baetid 5 yl PPC i hvern brunn.

Baetid 20 pl EPM i hvern brunn.

Innsigli® plétuna og hristid vid 1.200 snuninga & mindtu i 1 mindtu.
Skiljid plétuna i skilvindu vid 280 x g i 10 sekundur.

Setjio & forforritada lotuhitarann og keyrid AMP-forritid.

ORUGGUR STODVUNARSTADUR

Ef pu ert ad heetta, geymdu vid 2 °C til 8 °C i allt ad tvo daga. Einnig er haegt ad lata pad vera a lotuhitaranum i
allt ad 24 klukkustundir.
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Hreinsa magnad audgad safn

betta skref notar Cleanup Beads til ad hreinsa audgada safnid og fjarleegja 6aeskileg efni.

Einnota vorur

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

*  Nyundirbuid 80% etandl (EtOH)
* Limpétti

* 96 brunna MIDI-plata

®* 96 brunna PCR-plata

* Segulstandur fyrir MIDI-pl6tu

Um profefni
* Cleanup Beads
— |dublandid fyrir hverja notkun.
— |dublandid oft til ad tryggja ad perlurnar dreifist jafnt.

— Sogid og dreifid haegt vegna seigju lausnarinnar.
Undirbuningur

1. Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

CB Herbergishitastig  Idublandid og hvolfid til ad blanda par til liturinn @ vokvanum er
einsleitur.

RSB 2°Ctil8°C Latid na stofuhita. I1dublandid.

2. Utbuid nytt 80% EtOH Ur algeru etandli.

Ferli

Skiljid PCR-plétuna med skilvindu vié 280 x g i 10 sekundur.

I6ublandid CB 3 sinnum i 10 sekundur og hvolfid sidan.

Beetid 40,5 pl CB i hvern brunn a nyrri MIDI pl6tu.

Faerid 45 pl ur hverjum brunni @ PCR-plétunni yfir 8 samsvarandi brunn MIDI-plétunnar.
Innsiglid plétuna og hristid vidé 1.800 snuninga a mindtu i T mindtu.

Setjid MIDI-plétuna i hitakassa vid stofuhita i 5 mindtur.

Skiljid i skilvindu vid 280 x g i 10 sekundur.

N o o s N
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Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl6tu og bidid par til vokvinn er ordinn taer (5 minutur).
9. Notid pipettu sem er stillt & 95 pl, fjarlaegid og fargid 6llum ofanvékva Ur hverjum brunni.
10. Pvoid tvisvar sinnum eins og hér segir.
a. Med pl6tuna & segulstandinum skal baeta vid 200 pl af fersku 80% EtOH an pess ad blanda.
b. Inkuberid i hitakassa i 30 sekundur.
c. Fjarleegid og fargid ofanvokvanum an pess ad raska perlunum.
11. Loftpurrki® & segulstandinum i 5 minutur.
12. A medan loftpurrkun stendur, noti® 20 ul pipettu til ad fjarlaegja og farga afgangs EtOH Ur hverjum brunni.
13. Fjarlaegid af segulstandinum og beeti® vid 32 pl RSB i hvern brunn.
14. Innsiglid plétuna og hristid vid 1.800 snuninga & minutu i 1 minutu.
15. Inkuberid plotuna vid stofuhita i 5 mindtur.
16. Skiljid i skilvindu vid 280 x g i 10 sekundur.
17. Setjid & segulstand fyrir MIDI-pl&tu og bidid par til vokvinn er ordinn teer (2 mindtur).
18. Feerid 30 pl af ofanvokva af 96-brunna MIDI-pl&tunni yfir i samsvarandi brunn & nyrri PCR-pl6tu.
19. Fargid MIDI-pl&tunni.

ORUGGUR STODVUNARSTADUR
Ef pu ert ad stoppa skaltu innsigla plétuna og geyma hana vid -25 °C til -15 °C i allt ad 7 daga.

Athuga audgud sofn

Til ad magngreina tvipatta gDNA-inntak skal nota flurljdmunaradferd sem notar innskotslitarefni. Fordist adferdir
sem meela heildarkjarnsyru, eins og NanoDrop eda adrar Utblamagleypniadferdir.

1. Keyrid 1 ul af audgudu s6fnunum med magngreiningaradferdinni.

ATHUGID Heildarmdlstyrkur preifara hefur hlutfallsleg ahrif & afrakstur safnsins eftir audgun.

Buist er vid medalstaerd innskots upp a 125-235 bp og dreifingu safnbrota a steerdarbilinu
~200 bp til ~1000 bp.
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Pynna sofn ad upphafspéttni

betta skref pynnir s6fn nidur i upphafspéttni fyrir radgreiningarkerfid og er fyrsta skrefid i radpynningu. Eftir
bynningu ad upphafspéttni er lokid eru sofnin tilbuin til edlisbreytingar og pynningar ad lokahledslupéttni.

Fyrir radgreiningu, 6had pvi hvada audgunarpreifingarspjald pu notar, lllumina maelir med pvi ad setja upp
porunarkeyrslu med 151 lotu & lestur (2 x 151) og 10 lotum & hvern visislestur. Til ad fa faerri skarada lestra eda
minni hraa pekju er heegt ad radgreina nidur i 2 x 126 eda 2 x 101.

1. Reiknid molstyrksgildi safnsins eda sameinadra safna med eftirfarandi formulu.
*  Fyrir s6fn sem eru heef med DNA-brotagreiningartaeki skal nota medalstaerdina sem faest fyrir safnid.
* Fyrir allar adrar adferdir vié haefnigreiningu skal nota 350 bp sem medalstaerd safns.
ng/ul x 106

g = Mélstyrkur (nM)
660 === x medalstaerd safns (bp)
mol
Til deemis, ef styrkur safnsins er 20 ng/ul og medalstaerdin er 350 bp, pa er mdlstyrksgildid sem faest
86,58 nM.
20ng/ul x 10°

9
660 -7 x 350 (bp)

= 86,58 (nM)

2. Med pvi ad nota molstyrksgildid, reiknid ut rammal RSB og safn sem parf til ad pynna s6fnin i upphafspéttni

kerfisins.
Lagmarksrummal
Radgreiningarkerfi safns sem krafist er Upphafspéttni (nM) Lokahledslupéttni (pM)
(3))
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) eda 310 1,75 350
(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM er upphafspéttni fyrir lokahledslupéttni upp & 350 pM. Ef naudsyn krefur skal
adlaga lokahledslupéttni med pvi ad nota eftirfarandi toflu.

Lokahledslupéttni (pM) béttni sameinads safns (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
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Lokahledslupéttni (pM) béttni sameinads safns (nM)
300 1,50
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. bynna sofn med RSB:
* So6fn sem hafa verid magngreind sem fjolrunasafn—bynnid safnid ad upphafspéttni kerfisins.

* Sofn sem hafa verid magngreind hvert fyrir sig—bynnid hvert safn ad upphafspéttni kerfisins. Set;jid
10 ul af hverju pynntu safni i ror til ad bua til sameinad safn med mdérgum plexum.

4. Fylgio leidbeiningunum um edlisbreytingu og pynningu fyrir kerfid til ad pynna pad ad lokahledslupéttni.
*  Fyrir NextSeq 550Dx System, sja Undirbuningur fyrir NextSeq 550Dx radgreiningu a sidu 46.
*  Fyrir MiSeqDx System, sja Undirbuningur fyrir MiSeqDx radgreiningu a sidu 48.
* Fyrir NovaSeq 6000Dx System, sja Undirbuningur fyrir NovaSeq 6000Dx radgreiningu & sidu 49.

Lokahledslupéttni er byrjunarpunktur og almennt vidmid. Finstillid styrkleika fyrir vinnslufleedi og
magngreiningaradferd Ut fra sidari radgreiningarkeyrslum eda med titrun a flaedisflogu.

Undirbuningur fyrir NextSeq 550Dx radgreiningu

Notid eftirfarandi leidbeiningar til ad edlisbreyta og pynna s6fn fyrir radgreiningu a8 NextSeq 550Dx sequencing
system.

Einnota vorur

* HT1 (blondunarjafnari)

* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Undirbuningur

Utbuid nyja pynningu af 0,2 N NaOH til ad edlisbreyta séfnum fyrir radgreiningu. Til ad koma i veg fyrir ad
smavaegilegar pipettunarvillur hafi ahrif a endanlega NaOH péttni er Utbuid auka rimmal.

/N VARUD

Nypynnt 0,2N NaOH er naudsynlegt fyrir edlisbreytingarferlid. Ovideigandi edlisbreyting getur dregid
ur afrakstri.

1.  Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:
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Vara Geymsla Leidbeiningar

HT1 -25°Ctil-15°C  Pbidio vid stofuhita. Geymid vid 2 °C til 8 °C par til tilbuid er ad pynna
edlisbreytt sofn.

2. Blandid eftirfarandi rimmali saman i 6rskiljunarrori til ad utbua nyja pynningu af NaOH:
* Vatnirannséknarstofuhaefu dstandi (800 pl)
e 1N NaOH (200 pl)
Nidurstadan er 1 ml af 0,2N NaOH.
Hvolfid rérinu vid nokkrum sinnum til ad blanda.
4. Blandid eftirfarandi rimmali saman i érskiljunarror til ad undirbda 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Vatnirannsoknarstofuhaefu astandi (800pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Nidurstadan er 1 ml af 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

ATHUGID Haldid rérinu lokudu. Notid nyja pynningu innan 12 klukkustunda.

Edlisbreyta s6fnum

1. Sameinadu eftirfarandi rammal af safni og nypynntu 0,2N NaOH i &rskiljunarrori.
* 10 plsafn
* 10 plaf 0,2N NaOH

2. ldublandié stuttlega og skiljid sidan i skilvindu vid 280 x g i 1 minutu.
Inkuberid vié stofuhita i 5 minudtur.

4. Beetid vio 10 pl af 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Pynna edlisbreytt s6fn ad 20 pM

1. Baeti® 970 pl af forkeeldu HT1 i rérid sem inniheldur edlisbreytt sofn.
Nidurstadan er 20 pM edlisbreytt safn.

2. ldublandi® stuttlega og skiljid sidan i skilvindu vid 280 x g i 1 minutu.
3. Setjid 20 pM sofnin & is par til buid er ad halda afram med lokapynningu.

Pynna s6fn ad hledslupéttni

1. Beetid eftirfarandi rammalidt i til ad pynna edlisbreyttu 20 pM safnlausnina i 1,2 pM.
* Edlisbreytt safnslausn (78 pl)

*  Forkeelt HT1 (1222 ul)
Heildarrammalié er 1,3 ml vid 1,2 pM.
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Hvolfid til ad blanda og notid sidan pulsskiljun.

3. Haldid afram i radgreiningu. Fyrir leidbeiningar, sja NextSeq 550Dx leidarvisir fyrir maelitaeki (skjal nr.
7000000009513) og DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx  NextSeq 550Dx Application User
Guide (skjal nr. 200025238).

Undirbuningur fyrir MiSegDx radgreiningu
Notid eftirfarandi leidbeiningar til ad edlisbreyta og pynna soéfn fyrir radgreiningu & MiSegDx-radgreiningarkerfi

Einnota vorur
* HT1 (blondunarjafnari)
* TN NaOH

Undirbuningur

Utbuid nyja pynningu af 0,2 N NaOH til ad edlisbreyta séfnum fyrir radgreiningu. Til ad koma i veg fyrir ad
smavaegilegar pipettunarvillur hafi ahrif a endanlega NaOH péttni er Utbuid auka rimmal.

/N VARUD

Nypynnt 0,2N NaOH er naudsynlegt fyrir edlisbreytingarferlid. Ovideigandi edlisbreyting getur dregid
ur afrakstri.

1.  Undirbuid eftirfarandi einnota vorur:

Vara Geymsla Leidbeiningar

HT1 -25°Ctil-15°C Pi®id vid stofuhita. Geymid vid 2 °C til 8 °C par til tilbuid er ad pynna
ellisbreytt so6fn.

2. Blandid eftirfarandi rammali saman i érskiljunarrori til ad Utbua nyja pynningu af NaOH:
* Vatnirannsoknarstofuhaefu astandi (800 pl)

* 1N NaOH (200 ul)
Nidurstadan er 1 ml af 0,2N NaOH.

ATHUGID Haldid rérinu lokudu. Notid nyja pynningu innan 12 klukkustunda.

Edlisbreyta 4 nM safni

1. Blandid eftirfarandi rimmali saman i &rskiljunarrori.
* 4 nMsafn(5pl)
* 0,2N NaOH (5 pl)
2. ldublandié stuttlega og skiljid sidan i skilvindu vid 280 x g i 1 minutu.
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3. Inkuberid vid stofuhita i 5 minutur.

4. Beetid 990 pul af forkaeldu HT1irorid sem inniheldur edlisbreytta safnid.
Nidurstadan er 1 ml af 20 pM edlisbreyttu safni.

Pynnt edlisbreytt 20 pM safn

1. Pynnid ad aeskilegri péttni med pvi ad nota eftirfarandi rammal.

béttni 6 pM 8 pM 10pM 1pM 12pM 15pM 20pM
20 pM safn 180l 240l 300pl  330ul  360p  450pl 600l
Forkaelt HT1 420l 360ul  300pl 270l 240l 150 i oul

2. Hvolfid til ad blanda og notid sidan pulsskiljun.

3. Haldid afram i radgreiningu. Fyrir leidbeiningar, sja MiSeqDx leiBarvisir fyrir maelitaeki fyrir MOS v4 (skjal nr.
200010452) og Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx Workflow Guide for MiSeqDx (skjal nr.
200015661).

Undirbuningur fyrir NovaSeq 6000Dx radgreiningu

Notid eftirfarandi leidbeiningar til ad edlisbreyta og pynna s6fn fyrir radgreiningu 8 NovaSeq 6000Dx
radgreiningarkerfinu.

Einnota vorur

*  HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)
* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* NovaSeq 6000Dx safnsror

Undirbuningur

Utbuid nyja pynningu af 0,2 N NaOH til ad edlisbreyta séfnum fyrir radgreiningu. Til ad koma i veg fyrir a8
smaveegilegar pipettunarvillur hafi ahrif 4 endanlega NaOH péttni er Utbuid auka rimmal.

/N VARUD

Nypynnt 0,2N NaOH er naudsynlegt fyrir edlisbreytingarferlid. Ovideigandi edlisbreyting getur dregid
ur afrakstri.

1. Blandid eftirfarandi rimmali saman i 6rskiljunarror til ad pynna TN NaOH i 0,2N NaOH:
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Tafla4 S2 stilling

3 X Rammal fyrir eina Rummal fyrir tveer
Profefni . .
flaedisflogu (ul) flaedisflogur (ul)
Vatn i rannsdéknarstofuheefu 40 80
astandi
Stock 1N NaOH 10 20

betta rammal gefur 50 pl af 0,2N NaOH fyrir eina fleedisflogu eda 100 pl af 0,2N NaOH fyrir tveer
flaedisflogur.

Tafla5 S4 stilling

X . Rummal fyrir eina Rummal fyrir tveer
Préfefni . e o
flaedisflogu (pl) flaedisflogur (pl)
Vatn i rannsdknarstofuhasfu 80 160
astandi
Stock 1N NaOH 20 40

petta rammal gefur 100 pl af 0,2N NaOH fyrir eina fleedisflégu eda 200 pl af 0,2N NaOH fyrir tvaer
flaedisflogur.

2. Snuid nokkrum sinnum vid til ad blanda eda idublandid vel.
3. Blandid eftirfarandi rimmali saman i 6rskiljunarror til ad undirblda 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.

* Vatnirannsoéknarstofuhasfu astandi (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pl)
Nidurstadan er 1 ml af 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

ATHUGID Haldid rérinu lokudu. Notid nyja pynningu innan 12 klukkustunda.

Bua til stadlada safnssameiningu

Hledslupéttni getur verid breytileg eftir pvi hvernig safnid er undirbuid og eftir peim magngreiningar- og
stddlunaradferdum sem notadar eru.

Notid eftirfarandi leidbeiningar til ad stadla s6fn i videigandi péttni og sidan sameina pau. S6fn sem eru
radgreind & somu fleedisflogu verda ad vera sameinud i eina stadlada sameiningu.

ATHUGID Hamarksfj6ldi syna sem heegt er ad keyra a hverri rein med lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit er 192. bessi takmdrkun stafar af heildarfjélda UD-visa i setti A og B.

Stadla styrk safna fyrir sameiningu

1. Akvardid naudsynlega péttni sameinada safnsins Ut fra seskilegri lokahledslupéttni.
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*  Fyrir lokahledslupéttni upp @ 350 pM er naudsynleg péttni safnsins 1,75 nM.

* Til ad dkvarda péttni sameinada safnsins fyrir adra lokahledslupéttni, sja bynna séfn ad upphafspéttnia
sidu 45.

2. Stadla styrk safna fyrir sameiningu med pvi ad nota 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
Fyrir adstod vid pynningu safna nidur i réttan styrk, sja Pooling Calculator & lllumina vefsidunni.

Rad616gd hledsupéttni

Akjésanlegasta péttni DNA-hledslu fer eftir gerd safnsins og steerd innskots. Fyrir séfn >450 bp gaeti haerri
hledslupéttni verid naudsynleg.

Sameina st66lud so6fn og baeta vid valfrjdlsum PhiX samanburdi

1. Sameinid videigandi rimmal hvers stadlads safns i nyju orskiljunarrori til ad fa eitt eftirfarandi lokarummal:

Stilling Lokarammal (ul)
S2 150
S4 310

2. [Valfrjalst] Haekkid 1% déedlisbreytt PhiX> eins og hér segir.
a. bynnid 10 nM PhiX i 2,5 nM med pvi ad nota 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

b. Beetid vid videigandi rimmali af 6edlisbreyttu 2,5 nM PhiX vid rér sameinads safns sem hefur ekki verid

ellisbreytt.
Stilling Oesdlisbreytt 2,5 nM PhiX (ul) Oesdlisbreytt sameinad safn (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Vid ibléndun PhiX er maelt med 1% magni til ad tryggja s6fn i gédu jafnveegi. S6fn med litinn fjdlbreytileika
geta purft meira. Til ad nota PhiX-samanburd med s6fnum sem hafa litla fjdlbreytni skal hafa samband vid
lllumina teeknilega adstod til ad fa leidbeiningar.

Sameinud edlisbreytt sofn og valfrjals PhiX samanburdur

1. Beetid vid 0,2N NaOH i rorid med oedlisbreyttri safnasameiningu og valfrjdlsum PhiX eins og hér segir.

Oedlisbreytt safnasameining

Fleedisflaga 0,2N NaOH Nidurstodurummal

(M0
S2 37 150 187 ul, e6a 187,9 pl med
PhiX
sS4 77 310 387 pl, eda 388,9 yl med
PhiX
2. Lokid ogidublandid sidan stuttlega.
3. Skilvindi® vid 280 x g i allt ad 1 mindtu.
Skjal nr. 200038118 vO1 51af 67

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.


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

Fylgisedill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fra lllumina

© ® N O

Inkuberid vid stofuhita i 8 minudtur til ad edlisbreyta.

Baetid vid 400 mM Tris-HCI, pH 8,0, eins og hér segir til ad hlutleysa.
Stilling 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul)  Nidurstodurammal
S2 38 225 pul, eda 225,9 pl med PhiX
sS4 78 465 pl, eda 466,9 pl med Phix

Lokid og idublandid sidan stuttlega.
Skilvindid vid 280 x g i allt ad 1 minutu.

®

illumina

Flytjid allt rammalid af edlisbreytta safninu eda edlisbreytta safninu og PhiX i NovaSeq 6000Dx safnsrorid.

Haldid afram i radgreiningu. Leidbeiningar er ad finna i NovaSeq 6000Dx Instrument Product Documentation
(skjal # 200010105) og DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx fyrir NovaSeq 6000Dx (skjal #

200014776).
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Vandamalagreining

Notid eftirfarandi toflu til ad finna lausnir 4 vandamalum i verkfleedinu. Ef radgreiningarkeyrsla eda undirbuningur
safns fyrir syni mistekst tvisvar sinnum geeti frekari vandamalagreining verid naudsynleg. Hafa samband vid
[llumina teeknilega adstod.

Athugun Moguleg orsok Radlagdar adgerdir

Radgreiningarkeyrsla Notanda- eda Athugid audgud sofn til ad tryggja videigandi
stenst ekki keyréar rannsoknarstofubunadarvillai afrakstur safns og dreifingu brotasteerda.
Quality Control préfunarferlinu Endurtakid undirbuning safnsins ur einu af
Specifications eftirfarandi skrefum eftir pvi hvar grunud
(Gaedaeftirlitsforskriftir) notkunar- eda bunadarvilla atti sér stad. Ef

Opekkt eda 6nnur villa kom upp, hafido samband
vio lllumina teeknilega adstod til ad leysa ur
vandamalum med keyrsluna.

» Endurrada s6fnum. Sja nanari upplysingar i
Undirbuningur fyrir NextSeq 550Dx radgreiningu
a siou 46, Undirbuningur fyrir MiSeqDx
radgreiningu & sidu 48 eda Undirbuningur fyrir
NovaSeq 6000Dx radgreiningu a sidu 49.

» Enduraudga séfn. Sja Blondunarpreifarar a sidu
34.

» Hefja undirbuning safns fra upphafi
verkflaedisins. Sja nanari upplysingar i
Leidbeiningar um notkun & siou 19.

Vandamal med teekid Hafid samband vid lllumina teeknilega adstod.

Villa vid FASTQ myndun  Vandamal med hugbunad eda Sja nanari upplysingar um eininguna eda forritid til

eda almenn villa i teeki ad adstoda vid greiningu, eda skodié NextSeq
radgreiningarkerfi (t.d. 550Dx leidarvisir fyrir maelitaeki (skjal nr.

netvilla, villur vid 71000000009513), MiSeqDx leidarvisir fyrir
hledslu/afhledslu meelitaeki fyrir MOS v4 (skjal nr. 200010452) eda
profefna o.s.frv.) NovaSeq 6000Dx Instrument Product

Documentation (skjal nr. 200010105).
Hafid samband vid lllumina teeknilega adstod til
ad fa frekari adstod.
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Athugun Moguleg orsok Radlagdar adgerdir

DNA-safnid skilar ekki Krofur um synisilag voru ekki  Tryggid videigandi synisilag og endurtaki®

naegilegum afrakstri til uppfylitar undirbuning safnsins.

radgreiningarhledslu Sja Rddleggingar um synisinntak & sidu 16.
Notkunar- eda bunadarvillai  Endurtakid undirbuning safnsins ur einu af
profunarferlinu eftirfarandi skrefum eftir pvi hvar grunud

notkunar- eda bunadarvilla atti sér stad. Ef
Opekkt eda 6nnur villa kom upp, hafid samband
vio lllumina teeknilega adstod til ad leysa ur
vandamalum med keyrsluna.

» Endurrada s6fnum. Sja nanari upplysingar i
Undirbuningur fyrir NextSeq 550Dx radgreiningu
a siou 46, Undirbuningur fyrir MiSeqDx
radgreiningu & sidu 48 eda Undirbuningur fyrir
NovaSeq 6000Dx radgreiningu a sidu 49.

» Enduraudga séfn. Sja Blondunarpreifarar a sidu
34.

» Hefja undirbuning safns fra upphafi
verkflaedisins. Sja Leidbeiningar um notkun a sidu

19.
Krofur um Tryggid ad audgunapreifaraspjaldid sé videigandi
audgunarpreifaraspjald voru  og endurtakid undirbuning safnsins.
ekki uppfylitar Sja Enrichment Probe Panel Requirements & sidu
9.

Afkastaeiginleikar

Afkost med heilum exom spjoldum

Afkost exdm spjalda voru profud med pvi ad nota leegsta (50 ng) og haesta (1.000 ng) radlagda inntakid af Coriell
Cell Line gDNA NA12878, med pekktu sannleiksmengi fyrir greiningu a kimlinutilbrigdi (Coriell
platinuerfdamengi). Exédm spjald 1 (45 Mb) og exdm spjald 2 (36,8 Mb) voru notud sem deemigerd spjold.
Tuttugu og fjorir taeknilegar tvitekningar voru préfadar med lllumina DNA Prep with Enrichment Dx adferdinni
med exdm spjaldi 1 (45 Mb) i tveimur 12-patta audgunarhvorfum. ToOIf teeknilegar tvitekningar voru préfadir med
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx adferdinni med exdom spjaldi 2 (36,8 Mb) i einu 12-patta audgunarhvarfi.
Audgudu soéfnin voru sidan radgreind a NextSeq 550Dx sequencing system med DNA GenerateFASTQ Dx Local
Run Manager einingunni.
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Eftirfarandi tafla synir medalgildi fyrir aukaradgreiningu og afkastamaelikvarda tilbrigdiskdllunar i teeknilegum
tvitekningum sem préfadar voru med hverju spjaldi.

Tafla6 Assay Performance With Two Whole Exome Panels (Préofunarafkdst med tveimur heilum exom
spjoldum)

Padded
. . .. . Fragment
) Unique Einsleitni SNV SNV Indel Indel
Spjald . Length . . -
Read pekju . Recall' Precision?  Recall Precision?
. Median
Enrichment
Exom 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
spjald 1
(45 Mb)
Exom 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
spjald 2
(36,8 Mb)

T Recall=jakvaedar nidurstddur/(sannar jakvaedar nidurstddur + rangar jakvaedar nidurstodur)
2 Precision=Sannar jakveedar nidurstddur/(sannar jakvaedar nidurstédur + rangar jakvaedar nidurstédur)

Greiningarmork

Horizon HD799 DNA vidmidunarstadallinn var notadur til ad préfa greiningarmdérk. HD799 samanstendur af
midlungs skertu formalinme&hondludu DNA med pekktum SNV i samsaetutidni & bilinu 1-24,5%. Leegsta radlagda
DNA-inntakid (50 ng) var notad og greiningartioni SNV med =5,0% tilbrigdasamsaetutioni (VAF) var metin.

16 teeknilegar endurtekningar voru préfadar i gegnum lllumina DNA Prep with Enrichment Dx préfun med FFPE-
vinnuflaedi, audgad med audgunarspjaldi fyrir fjidlkrabbamein (1,94 Mb) i 16 (1-patta) audgun og sidan radgreint a
NextSeq 550Dx taeki med DNA GenerateFASTQ Dx einingu.

Oll synin stédust kréfur um afkdst hvers spjalds fyrir sig, eins og synt er i eftirfarandi toflu.

Tafla7 Synisafkdst fyrir greiningarmaork

Spiald Greiningartiéni tilbrigda af Medaltal

£ SNV-gildum =5,0% VAF Einsleitni pekju
Audgunarspjald fyrir 100% 99%
fjidlkrabbamein (1,94 Mb,
523 gen)

Truflandi efni

Anrif hugsanlegra truflunarefna voru metin { lllumina DNA Prep with Enrichment Dx med pvi ad meta afkdst
profunarinnar i navist truflandi efna.
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Truflun i heilblodi

Parasetamdl (utanadkomandi efnasamband, lyf), kreatinin og priglyserid (innraen umbrotsefni) voru préfud med
bvi ad blanda peim i heilblédsyni ir ménnum adur en DNA-Utdrattur var gerdur. Til ad meta truflanir af véldum
blédsofnunar (stuttar blodtokur) var EDTA einnig beett i heilblddsyni. Ad auki, til ad meta truflanir sem stofudu af
undirbuningi syna var etandli i sameindaflokki baett i DNA sem var dregid ur heilblddi.

Eftirfarandi tafla synir préfunarpéttni fyrir hvert truflunarefni.

Tafla 8 Hugsanlega truflandi efni og péttni préfud i heilblodi
Profunarefni Profunarpéttni

Parasetamol 15,6 mg/dI*
brisvar sinnum heerri en haesta péttni sem buast ma vid
eftir medferdarskammt lyfs.

Kreatinin 15 mg/dI*
Haesta péttni sem sast i pydi.
briglyserid 1,5 g/dI*

Heesta péttni sem sast i pydi.

EDTA 6 mg/ml
péttnin er prisvar sinnum meiri en buist er vid i blddi,
safnad i EDTA-rérum.

Etandl i sameindaflokki 15% v/v
| skolvokva eftir DNA-Utdratt.

*Samkvaemt CLSI EP37-ED1:2018

Fyrir hvert truflandi efni voru 12 taeknilegar endurtekningar préfadar i gegnum lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx préfun, audgad med exdmspjaldi (45 Mb) i einpatta (12-plex) audgun og sidan radgreint a
NextSeq 550Dx taeki med DNA GenerateFASTQ Dx einingunni.

Fyrir baedi efnin sem préfud voru uppfylitu 61l 12 synin kréfur um afkdst synanna og engin truflun & afkdstum
profunarinnar kom fram.

Truflun i FFPE-vef

Tvo FFPE-syni Ur ristli og endaparmi voru préfud med og an blédrauda, 0,1 mg & 10 um FFPE-sneid, til ad syna
verstu hugsanlegu svidsmynd par sem 50% FFPE-vefjasyni voru mengud med hau blédraudagildi i blddi. Synin
voru lllumina DNA Prep with Enrichment Dx profud med audgunarspjaldi fyrir fjiélkrabbameinsgen 1 (1,94 Mb),
sem daemigert spjald fyrir einpatta audgun. Audgudu séfnin voru sidan radgreind & NextSeq 550Dx taeki med
DNA GenerateFASTQ Dx einingunni. Oll synin uppfylltu kréfur um afkést synanna og synt hefur verid fram 4 ad
blédraudi truflar ekki afkdst préfunarinnar.

Til ad meta truflanir sem stéfudu af undirbuningi syna var tveimur Utreenum efnasambdndum baett vid DNA sem
dregid var Ur FFPE-vefsyni Ur pvagblédrukrabbameini. Utraenu efnin sem préfud voru eru Gtdrattarlausnir sem
almennt eru notadar vid DNA-Utdrattarferli og eru skrdd med profudu magni i eftirfarandi toflu.
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Préfunarefnislausnirnar eru faanlegar i silnubyggdum DNA-einangrunarsettum.

Tafla9 Hugsanlega truflandi Utreen efni og péttni profud i FFPE

Préfunarefni Préfunarpéttni (ul/30 pl skolvokvi)
Afparafinunarlausn 13 x107°
bvottajafnalausn AW2 0,417

Fyrir hvert truflandi efni voru atta taeknilegar endurtekningar préfadar i gegnum lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx préfun, audgad med fjdlkrabbameins audgunarspjaldi (1,94 Mb) i einpatta audgun og sidan
radgreint &4 NextSeq 550Dx taeki med DNA GenerateFASTQ Dx einingu.

Fyrir beedi efnin sem profud voru uppfylltu 6l atta synin frammistddukréfur og engin merki um truflun a afkdstum
profunarinnar komu fram.

VixImengun

Coriell-frumulinan gDNA NA12878 (kvenkyns, 10 syni), Coriell-frumulinan gDNA NA12877 (karlkyns, 12 syni) og
samanburdarhopur an snidmats (NTC, 2 syni) var préfadur i gegnum lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
préfun i skakbordsplétuuppsetningu. Oll syni notudu haestu radlégdu gDNA inntdk (1.000 ng) sem stréngustu
skilyrdi til ad meta viximengun syna. Profanir voru framkveemdar tvisvar af tveimur adskildum notkunaradilum.
Exomspjald 1 (45 Mb) var notad i 12-patta audgunarhvorfum. Audgudu séfnin voru sidan radgreind a

NextSeq 550Dx taeki med DNA GenerateFASTQ Dx. Metid var med pvi ad meta pekju Y-litnings ur karlkyns
erfdamengi i kvenkyns synum med pvi ad bera hana saman vid bakgrunnsgildi ur heilli plétu af kvenkyns synum
og Vvid visisframsetningu NTC-synanna.

Tafla10 Nidurstodur viximengunar

Kvenkynssyni med pekju a Y-litningi karla sem
fer yfir <3x grunnsuad.

100% <0,0005%

Visisframsetning i NTC
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Afkastaeiginleikar DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Afkastaeiginleikar DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application for NovaSeq 6000Dx er ad
finna i NovaSeq 6000Dx Instrument Package Insert (skjal nr. 200025276).

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx & NextSeq 550Dx veitir somu aukagreiningarferla og forritid
a NovaSeq 6000Dx, par a medal eftirfarandi prju verkfleedi: Myndun FASTQ-skrda, myndun FASTQ- og VCF-
skrda fyrir kimlinutilbrigdi og myndun FASTQ- og VCF-skraa til ad greina likamleg tilbrigdi.

Sambeerileg afkdst aukagreiningar fengust Ur sama undirbuningi safnsins sem radgreint var & badum kerfum.
Greiningartioni tilbrigda (Tafla 11) og tidnisamraemi (Mynd 1) fyrir gDNA-syni Ur Coriell-frumulinu voru metin med
deemigerdri préfun sem hénnud var til ad kanna fjélbreytt Urval gena sem na yfir 1.970.505 grunna (9.232 mork)
yfir alla 23 litninga mannsins. Atta platinuerfSamengissyni voru préfud, sjo i sex endurteknum préfum (NA12877,
NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) og eitt (NA12881) i fimm endurteknum préfum
(sja Mynd 1). Radgreining & s6fnum var gerd med premur keyrslum a NovaSeq 6000Dx og NextSeq 550Dx
teekjunum, og tilbrigdakéllun var framkveemd med FASTQ og VCF myndun fyrir greiningarvinnuflaedi til ad greina
kimlinuafbrigdi i DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Application.

Byggt a sterkri fylgni milli afkasta forritsins 8 NovaSeq 6000Dx og NextSeq 550Dx teekjunum, eru
afkastaeiginleikar sem tengjast aukagreiningu, og eru tilgreindir i fylgisedli NovaSeq 6000Dx taekisins (skjal nr.
200025276), einnig taldir eiga vido um DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx NextSeq 550Dx
forritid.

Tafla11 Afkost forrita — Greiningartioni tilbrigda fyrir SNV, innskot og urfellingar

Greiningartidni tilbrigéa a Greiningartidni tilbrigda a

Spjald
RIS NovaSeq 6000Dx NextSeq 550Dx
Fjol-erfdamengisspjald 99,9% 99,9%
(1,97 Mb, 9.232 mork, 23 litningar)
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illumina’

Mynd 1 Samanburdur 4 tilbrigdistidni fyrir keyrslur NovaSeq 6000Dx og NextSeq 550Dx med DRAGEN fyrir

IDPE Dx Application-greiningu

1 e 1 1 L o
. .
49 NA12877 o o NA12878 0. NAI2B79 L el
R?=0,964 : " . R= " s Re= . B
08 ) o R?=0,958 o R’=0,959
x x x
a 07 207 S 07
8 8 8
3 06 3 06 B 06
g os g os g o5
g o g o 3 0
S 04 204 S o4
%03 <03 %03
0,2 02 02
(IR o1 o, . o
0¥ 0o? - (B2
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550D
1 1 20 -
o5 NAT2881 vs. NA12882 o2 os NA12883 -
. R?=0,963 . R?=0,958 . 4;, . s R?=0,955
s : s .
307 3 07 (oY X . 3 o7
g g B4 |l g
8 06 8 06 "o 3 06
= g M g
05" 205 g 305
2 2 g
S04 S 0a . S 04+
%03 -t %03 <03
02 o 02 02
s K
[AE 01 . ) 01 L -
0lz (34 * 0
0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
AF Nextseq 5500x AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx

0o NA12880
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NA12884
' R=0,961
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AF Nextseq 550Dx

Vidauki: lllumina UD Indexes Adapter Sequences.

bpessum einkveemu tvéfoldu (UD) visilyklum er radad & plétuna til ad framfylgja rédlagdri pérunarstefnu.

Visilyklarnir eru 10 basar ad lengd, i stad hefébundinna atta basa.

Visir 1 (i7) visilyklar

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]1GTCTCGTGGGCTCGG

Visir 2 (i5) visilyklar

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Eftirfarandi radgreining er notud til adé snyrta Read 1 og Read 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Plata A/Sett 1 Visilyklar

Heiti visis
UDPO0001
UDP0002
UDP0003
UDPO0004
UDPO0005
UDP0006
UDPO0007

Skjal nr. 200038118 v01

i7-basar i visilykli
CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT
TAATCTCGTC
GGCGCGATGTT

AGAGCACTAG

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i5 basar i visilykli
TCGTGGAGCG
CTACAAGATA
TATAGTAGCT
TGCCTGGTGG
ACATTATCCT
GTCCACTTGT

TGGAACAGTA
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Heiti visis
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDP0011
UDP0012
UDPO0O013
UDP0014
UDPO0015
UDP0016
UDPOO017
UDP0018
UDPO0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDPO0030
UDP0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDP0035
UDP0036
UDPO0037

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i7-basar i visilykli

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTAGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

i5 basar i visilykli

CCTTGTTAAT
GTGATAGTG
ACCAGCGACA
CATACACTGT
GTGTGGCGCT
ATCACGAAGG
CGGCTCTACT
GAATGCACGA
AAGACTATAG
TCGGCAGCAA
CTAATGATGG
GGTTGCCTCT
CGCACATGGC
GGGCCTGTCCT
CTGTGTTAGG
TAAGGAACGT
CTAACTGTAA
GGCGAGATGG
AATAGAGCAA
TCAATCCATT
TCGTATGCGG
TCCGACCTCG
CTTATGGAAT
GCTTACGGAC
GAACATACGG
GTCGATTACA
ACTAGCCGTG
AAGTTGGTGA
TGGCAATATT

GATCACCGCG

illumina
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Heiti visis
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
uUbDPO0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDP0053
UDP0054
UDPO0O055
UDP0056
UDP0057
UDP0058
UDPO0O059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0065
UDP0066
UDPO0067

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i7-basar i visilykli

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

i5 basar i visilykli

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

illumina
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Heiti visis
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDPO0071
UDP0072
UDPO0O073
UDP0074
UDP0075
UDP0076
UDPO0O077
UDP0078
UDP0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0O085
UDPO0086
UDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i7-basar i visilykli

TGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA

CGCACTAATG

TCCTGACCGT

CTGGCTTGCC

ACCAGCGACA

TTGTAACGGT

GTAAGGCATA

GTCCACTTGT

TTAGGTACCA

GGAATTCCAA

KATTAGAGG

TACACGCTCC

GCTTACGGAC

CGCTTGAAGT

CGCCTTCTGA

ATACCAACG

CTGGATATGT

CAATCTATGA

GGTGGAATAC

TGGACGGAGG

i5 basar i visilykli

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATA

GGCGCGATGTT

KATTGAGTAKT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG

illumina
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Plata B/Sett 2 Visilyklar

Heiti visis i7-basar i visilykli) i5 basar i visilykli)
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTIG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDP0O101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0O105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDPO0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO0107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 KATTGAGTAKT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0O110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPOTNM CCTTGTTAAT TGTTGTTCGT
UDP0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0O113 CTTGTAATTC ACCGGCTCAG
UDP0O114 TCCAATTCTA GTTAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDPO0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
ubP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDPO0O118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDPO119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGGCCTGTCCT KATTURCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.
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Heiti visis
UDP0125
UDPO0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDPO0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0135
UDP0136
UDP0137
UDPO0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDP0145
UDPO0146
uDP0147
UDP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDP0153
UDPO0154

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i7-basar i visilykli)

TCCACGGCCT
GATACCTCCT
CAACGTCAGC
CGGTTATTAG
CGCGCTAGA

TCTTGGCTAT
TCACACCGAA
AACGTTACAT
CGGCCTCGTT
CATAACACCA
ACAGAGGCCA
TGGTGCCTGG
TAGGAACCGG
AATATTGGCC
ATAGGTATTC
CCTTCACGTA
GGCCAATAAG
CAGTAGTTGT
TTCATCCAAC
KATTGGATT

GGCCATCATA
AATTGCTGCG
TAAGGAACGT
CTATACGCGG
ATTCAGAATC
GTATTCTCTA
CCTGATACAA
GACCGCTGTG
TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

i5 basar i visilykli)

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

KATTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA

illumina
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Heiti visis
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0O157
UDPO0158
UDPO0159
UDPO0160
UDPO0O161

UDP0162
UDP0163
UDPO0164
UDPO0165
UDP0166
UDP0167
UDP0168
UDPO0169
UDP0170
UDP0171

UDP0172
UDPO0173
UDP0174
UDPO0175
UDPO0176
UDPO0O177

UDP0178
UDP0179
UDPO0180
UDPO0181

UDP0182
UDP0183
UDP0184

Skjal nr. 200038118 v01

TIL NOTKUNAR VID IN VITRO GREININGU. ADEINS TIL UTFLUTNINGS.

i7-basar i visilykli)

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

i5 basar i visilykli)

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC

illumina
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Heiti visis
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191

UDP0192

Utgafuferill

Skjal nr. 200038118
vO1

Skjal nr. 200038118
utgafa 00

Skjal nr. 200038118 v01

i7-basar i visilykli)

GTGGAGCCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGGTGTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Dagsetning

Desember
2025

Juli 2023

i5 basar i visilykli)
TCTTACATCA
CGCCATACCT
CTAATGTCTT
CAACCGGAGG
GGCAGTAGCA
TTAGGATAGA
CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

Lysing a breytingu

Fjarleegd tilvisun i Local Run Manager DNA Generate FASTQ
Dx Module fyrir NextSeq 550Dx.

Skyrari verklagsreglur vid hreinsun eftir merkingum.
Uppfeert hlutanumer skjals MiSeqDx teekjaleidbeininga fyrir
MOS v4.

Fyrsta utgafa.
betta skjal kemur i stad fyrra skjals 200019584.
Breytingar fra skjali 200019584 v2 yfir i petta nyja skjal:

Beett vid efni til ad stydja vid radgreiningu 4 NextSeq 550Dx
teeki med pvi ad nota DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Application fyrir NextSeq 550Dx.

Listi yfir skyrd profefni sem ekki fylgja.

Upplysingum um tilkynningar um atvik hefur verid baett vid
kaflann Varnadarord og varudarradstafanir.

Skyrari vaentingar um audgunarsofn.

Baett vid leidbeiningum um ad undirbda 400 mM Tris-HCI, pH
8,0.

Fjarleegd innslattarvilla i undirbuningsskrefi radgreiningar.

Breytingar sem adur voru gerdar a skjali 200019584

Beett vid efni til ad stydja vid radgreiningu 8 NovaSeq 6000Dx
Instrument.

Beett vid heiti radgreiningarkerfa og vorulistanumerum.
Upplysingum um einstaka tvofalda visun var eytt fyrir safn
sem notar adeins eina visun.
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Einkaleyfi og vorumerki

betta skjal og innihald pess eru eign lllumina, Inc. og détturfélaga pess (,lllumina“) og eru eingdngu aetlud til samningsbundinnar notkunar
vidskiptavina pess i tengslum vié notkun peirrar voru/vara sem lyst er hér og i engum 68rum tilgangi. betta skjal og efni pess skal ekki notad
eda dreift i neinum 68rum tilgangi og/eda & annan hatt midlad, birt eda afritad an skriflegs sampykkis lllumina. Med pessu skjali veitir lllumina
ekki leyfi samkvaemt einkaleyfi, vorumerki, héfundarrétti eda fordeemisrétti, né 68rum sambezerilegum réttindum pridja adila.

Med pessu skjali veitir lllumina ekki leyfi samkvaemt einkaleyfi, vérumerki, h6fundarrétti eda fordaemisrétti, né 68rum sambaerilegum
réttindum pridja adila. Lesa verdur og skilja allt innihald pessa skjals ad fullu 48ur en slik vara eda vorur eru notadar.

EF ALLAR LEIDBEININGAR SEM HER ER AD FINNA ERU EKKI LESNAR OG PEIM SERSTAKLEGA FYLGT GETUR PAD LEITT TIL SKEMMDA A
VORUNNI/VORUNUM, MEIDSLA A FOLKI, PAR A MEDAL NOTENDUM EDA ODRUM, OG SKEMMDA A OPRUM EIGNUM OG bAD MUN
OGILDA ALLA ABYRGD SEM GILDIR UM VORUNA/VORURNAR.

ILLUMINA BER EKKI ABYRGD A RANGRI NOTKUN PEIRRA VARA SEM HER ER LYST (PAR MED TALID EINSTAKA HLUTA EDA HUGBUNAD).
© 2025 lllumina, Inc. Allur réttur askilinn.

Oll vérumerki eru eign lllumina, Inc. eda viskomandi eigenda. Sérstakar upplysingar um vérumerki eru &
www.illumina.com/company/legal.html.

Tengilidaupplysingar

ul e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Astralskur bakhjarl

San Diego, Kalifornia 92122 Bandarikin lllumina Australia Pty Ltd

+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building

+1.858.202.4566 (utan Nordur-Ameriku) i Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherdands B.V.

techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000

www.illumina.com - S e Cnanoven Astralia

Vorumerkingar

Til ad fa itarlegt yfirlit yfir tdkn sem birtast 8 umbudum og merkingum vérunnar, sja taknaskyringar a
support.illumina.com & flipanum Documentation (Skjol) fyrir settid pitt.
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