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Utilizarea preconizata

Setul lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx este un set de reactivi si de consumabile utilizate pentru a pregati
biblioteci de probe din ADN genomic derivat din tesut si celule umane pentru a dezvolta teste de diagnosticare
in vitro. Panourile de probe furnizate de utilizator sunt necesare pentru pregatirea bibliotecilor care vizeaza
regiuni genomice de interes specifice. Bibliotecile de probe generate sunt destinate utilizarii pe sistemele de
secventiere lllumina. lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx include un software pentru configurarea rularii de
secventiere, monitorizare si analiza.

Principiile proceduri

Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este destinat prepararii manuale a bibliotecilor de secventiere a ADN-
ului imbogatite pentru regiuni vizate din ADN genomic derivat din celule si tesuturi umane.

Panourile de oligonucleotide biotinilate furnizate de utilizator sunt necesare pentru imbogatirea tintei. Set
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu 0 gama de dimensiuni de panouri, inclusiv panouri mici
(< 20.000 de sonde) pana la panouri mari (> 200.000 de sonde). Bibliotecile imbogatite generate sunt destinate
secventierii pe sistemele de secventiere lllumina.

Procedura Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx consta din urmatoarele etape:

* Etichetarea ADN-ului genomic — Utilizeaza Enrichment BLT Small (eBLTS) pentru a eticheta introducerea
de ADN. n timpul etichetarii, ADNg este fragmentat si etichetat cu adaptoare intr-un singur pas. Pentru
saturarea eBLTS in reactia de etichetare este necesara o introducere minima de ADN de 50 ng. Atunci cand
este saturat, eBLTS fragmenteaza un numar setat de molecule de ADN pentru a genera biblioteci
normalizate cu distribuirea dimensiunii fragmentului consecventa.

* Curatarea post-etichetare — Curata ADN-ul etichetat cu adaptor de pe eBLTS pentru a fi utilizat in
amplificare.

* Amplificarea ADN-ului etichetat — Amplifica ADN-ul etichetat utiliz&nd un program PCR cu ciclu limitat.
Indexurile unice duale (UD) sunt adaugati la capetele fragmentelor ADN, ceea ce permite aplicarea codurilor
de bare duala unica pe bibliotecile de ADN si generarea de grupuri de celule Th timpul secventierii.

* Curatarea bibliotecilor — Utilizeaza o procedura de purificare a bilelor pentru a purifica si a selecta
dimensiunea bibliotecilor de ADN amplificate.

* Cumularea bibliotecilor — Combina bibliotecile de ADN cu indexuri unice intr-un singur fond de panala 12
biblioteci. Puteti cumula biblioteci in functie de volum sau masa.

* Hibridizarea sondelor — Consta dintr-o reactie de hibridizare in timpul careia bibliotecile de ADN dublu
catenar sunt denaturate si un panou de sonde de ADN biotinilate este hibridizat in regiuni genomice tinta.
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— Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu mai multe panouri. Set lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx nu include un panou de imbogatire. Panourile de sonde sunt furnizate de utilizator si
trebuie sa indeplineasca specificatiile necesare. Set lllumina DNA Prep with Enrichment DxReactivii
sunt compatibili atat cu panourile de oligonucleotide ADN de amplificare lllumina céat si terte, care
indeplinesc specificatiile necesare. Pentru informatii privind specificatiile necesare pentru panourile
terte, consultati Cerinte pentru panoul sondelor de imbogatire la pagina 11

* Capturarea sondelor hibridizate — Utilizeaza Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) pentru a captura
sondele hibridizate biotinilate Th regiunile de interes tinta.

* Amplificarea bibliotecilor imbogatite — Utilizeaza PCR pentru a amplifica bibliotecile imbogatite.

* Curatarea bibliotecilor imbogatite amplificate — Utilizeaza o procedura de purificare a bilelor pentru a
purifica bibliotecile imbogatite pregatite pentru secventiere.

* Secventierea — Secventierea bibliotecilor imbogatite este efectuatd pe sistemele de secventiere
MiSeqDx™, NextSeq 550Dx™ sau NovaSeq 6000Dx™. Pentru MiSeqDx, modulul DNA Generate FASTQ Dx
Local Run Manager integrat este utilizat pentru configurarea ruldrii de secventiere, monitorizarea rularii si
generarea FASTQ de la definirile bazei. Pentru NextSeq 550Dx cu server DRAGEN si NovaSeq 6000Dx,
aplicatia DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx este utilizatd pentru configurarea rularii si
analiza secundara cu mai multe fluxuri de lucru disponibile.

Limitari ale procedurii

* Ase utiliza la diagnosticarea in vitro.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu ADN-ul genomic derivat din celule si tesuturi
umane.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu introduceri de ADNg dublu catenar de 50-
1000 ng. Performanta nu este garantata cu cantitati introduse Tn afara acestor praguri.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx nu include reactivi pentru extractia ADN-ului. Rezultatele testarii
analitice, inclusiv testarea interferentelor, furnizate in Caracteristici de performantala pagina 59 au fost
obtinute cu sénge integral si FFPE ca tipuri de probe reprezentative cu seturi de extractie ADN
reprezentative. Toate testele de diagnosticare dezvoltate pentru utilizarea cu reactivii Set lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx necesita validarea completa a tuturor aspectelor de performanta cu setul de
extractie ADN ales.

* Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nu este recomandat pentru probe FFPE de calitate slaba cu ACq
> 5. Utilizarea probelor cu ACq > 5 poate creste sansele de eroare la pregatirea bibliotecii si poate scadea
performanta testului.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment DxReactivii au fost configurati si testati pentru introducerea probei,
reactiile de imbogatire si plexitatea indicate in tabelul urmator.
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Set lllumina DNA

. Introducerea e 4 n . . N o
Prep with . . Reactii de imbogatire Plexitate de imbogatire
. specimenului
Enrichment Dx
Set cu 16 probe Calitate scazuta 16 reactii 1-plex
(FFPE)
Set cu 96 probe Calitate inalta (de 8 reactii 12 plexuri

ex., sange integral)

* Procesarea intrarii de FFPE a fost testata si este recomandata exclusiv pentru reactii de imbogatire de 1-
plex, cu utilizarea setului cu 16 probe.

* Pentru setul cu 96 de probe, sunt posibile plexitati non-standard (de la 2 plexuri la 11 plexuri), insa au
urmatoarele limitari:

— Procesarea probelorin reactii de imbogatire de la 2 plexuri la 11 plexuri reduce randamentul setului.

— Nu sunt garantate rezultate optime. Obtinerea unui randament adecvat de imbogatire pentru plexitati
non-standard poate necesita o optimizare suplimentara.

— Pentru strategiile de grupare cu plexitate scazuta (de la 2 plexuri la 8 plexuri), este necesara selectarea
adaptoarelor de index cu secvente diverse pentru a optimiza balansul de culoare pentru secventierea si
analiza datelor reusitd. Modulul DNA Generate FASTQ Dx de pe MiSegDx si NextSeq 550Dx ofera
optiuni pentru combinatii de indexuri echilibrate in ceea ce priveste culoarea in timpul configurarii rularii.
Pentru mai multe informatii privind strategiile de grupare, consultati Metode de grupare la pagina 35.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx se limiteaza la furnizarea de biblioteci imbogatite care sunt
secventiate numai pe MiSeqDx, NextSeq 550Dx si NovaSeq 6000Dx. Utilizarea altor sisteme de secventiere
necesita validarea completa a tuturor aspectelor de performanta.

* Panourile de imbogatire nu sunt incluse in cadrul acestui produs. Rezultatele testarii analitice furnizate in
Caracteristici de performantd la pagina 59 au fost obtinute cu panouri de imbogatire reprezentative si sunt
furnizate doar in scop informativ. Caracteristicile de performanta analitica servesc la exemplificarea
capacitatilor generale ale analizei si nu stabilesc capacitatile sau adecvarea cu privire la orice afirmatii
specifice analizei. Toate testele de diagnosticare dezvoltate pentru utilizarea cu acesti reactivi necesita
validarea completa a tuturor aspectelor de performanta.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil atat cu panourile de imbogatire lllumina, cat si
terte. Cu toate acestea, performanta cu panourile de imbogatire terte care nu indeplinesc cerintele privind
panourile nu este garantata. Pentru informatii referitoare la cerintele pentru panouri, consultati Cerinte
pentru panoul sondelor de imbogaétire la pagina 11.

* Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx utilizeaza o durata de hibridizare de 2 ore. Utilizarea unei durate
de hibridizare mai lungi poate afecta parametrii de performanta.

* Modulele DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager pentru MiSeqDx furnizeaza doar fisiere FASTQ. Daca
utilizati aceste module, trebuie sa efectuati validarea analizei secundare.
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Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este disponibild pe NextSeq 550Dx cu

serverul DRAGEN si NovaSeq 6000Dx. Aplicatia accepta multiple fluxuri de lucru de analiza secundara,
inclusiv generarea FASTQ, generarea FASTQ si VCF pentru detectarea variantelor de linie germinala si
generarea FASTQ si VCF pentru detectarea variantelor somatice. Daca utilizati aplicatia pentru generarea
VCF, nu trebuie sa efectuati validarea analizei secundare. Limitarile cererii includ urmatoarele:

Insertiile cu lungimea > 18 bp si deletiile cu lungimea > 21 bp nu au fost validate.

Variantele mari, incluzand variantele de multinucleotide (MNV-uri) si indelii mari, pot fi raportate sub
forma de variante separate mai miciin fisierul cu rezultate VCF.

MNV-urile mici sunt raportate ca variante separate in fisierul cu rezultate VCF.

Deletiile sunt raportate in fisierul VCF la coordonata bazei precedente conform formatului VCF. Prin
urmare, luati in considerare variantele adiacente Thainte de a raporta ca o definire de baza individuala
este o referintd homozigota.

Limitari specifice pentru linia germinala:

*  Fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina

DNA Prep with Enrichment Dx este conceput pentru a furniza rezultate calitative pentru definirea
variantelor de linie germinala (de ex., homozigota, heterozigota, de tip salbatic).

* Variatia numarului de copii poate afecta identificarea unei variante drept homozigota sau
heterozigota.

* Sistemul nu va raporta mai mult de doua variante intr-un singur locus, chiar siin prezenta variatiei
numarului de copii.

Limitari specifice pentru Somatic:

*  Fluxul de lucru pentru analiza de generare Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx este conceput pentru a furniza rezultate calitative pentru definirea
variantelor somatice (si anume, prezenta unei variante somatice).

*  Fluxul de lucru pentru analiza de generare Somatic FASTQ si VCF nu poate face diferenta intre
variantele de linie germinala si somatice. Fluxul de lucru este conceput sa detecteze variante pentru
0 gama de frecvente de variante, dar frecventa variantei nu poate fi utilizata pentru a diferentia
variantele somatice de variantele de linie germinala.

* Tesutul normal din cadrul specimenului influenteaza detectarea variantelor. Limita raportata a
detectiei se bazeaza pe o frecventa a variantei relativ la ADN total extras atat din tesutul tumoral,
cat si din cel normal.

* Daca se defineste mai mult de o aleld a variantei in acelasi locus, niciuna dintre alele nu va fi
raportata ca variante care trec. in schimb, setul complet de alele va fi raportat, insa filtrat prin
intermediul etichetei multialelice.

Componentele produsului

Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este alcatuit din urmatoarele componente:

Nr. document 200038118 v01 4 din73

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.



®

llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

* DNA Prep with Enrichment Dx lllumina cu indexuri UD Setul A, nr. catalog 20051354 (16 probe) sau nr.
20051352 (96 probe)

* DNA Prep with Enrichment Dx Illumina cu indexuri UD Setul B, nr. catalog 20051355 (16 probe) sau nr.
20051353 (96 probe)

* Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx Modul pentru MiSeqgDx, nr. catalog 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplicatie pentru NovaSeq 6000Dx, nr. catalog
20074609

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplicatie pentru NextSeq 550Dx, nr. catalog
20074730

Reactivi furnizati

Completarea lllumina DNA Prep with Enrichment Dx necesitd DNA Prep with Enrichment Dx Illumina cu indexuri
UD Setul A sau DNA Prep with Enrichment Dx lllumina cu indexuri UD Setul B. Puteti realiza urmatorul numar de
reactii de pregatire a bibliotecii si de imbogatire utilizdnd un set de 16 probe sau 96 probe.

Set lllumina DNA
. Introducerea . . . . . .
Prep with . . Reactii de imbogatire Plexitate de imbogatire
) specimenului
Enrichment Dx

Set cu 16 probe Calitate scazuta 16 reactii 1-plex
(FFPE)
Set cu 96 probe Calitate inalta (de 8 reactii 12 plexuri

ex., sange integral)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx cu indexuri UD Setul
A/B

Reactivi de etichetare 1 Prep Dx lllumina, depozitati la o temperatura intre
15°Csi30°C

Urmatorii reactivi se livreaza la temperatura camerei. Depozitati Th mod prompt reactivii la temperatura de
depozitare indicatd, pentru a asigura performanta corespunzatoare.

Cantitatea de eprubete Volum
Nume reactiv Culoare e Ingrediente active

16 probe 96 probe capac g

(nr.20050020)  (nr. 20050025) umplere
Stop Tagment Buffer 2 1 4 Rosu 350 ul Solutie de detergent in apa.
(ST2)
Tagment Wash Buffer 2 1 1 Verde 41 ml Solutie apoasa tamponata
(TWB2) cu detergent si sare.
Cleanup Beads (CB) 1 Nu se Rosu 10 ml Bile paramagnetice in faza

aplica* solida in solutie apoasa

tamponata.
* Cleanup Beads pentru 96 de probe sunt incluse in Cleanup Beads Prep Dx lllumina pentru 96 de probe (nr. 20050030).

Cleanup Beads Prep Dx lllumina (96 de probe), a se depozita la temperaturi intre
15°Csi 30°C

Pentru seturile cu 96 de probe, Cleanup Beads sunt incluse in Cleanup Beads Prep Dx lllumina (nr. 20050030).
Urmatorul reactiv se livreaza la temperatura camerei. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de
depozitare indicatd, pentru a asigura performanta corespunzatoare. Pentru seturile cu 16 probe, Cleanup Beads
sunt incluse in Reactivii de etichetare 1 Prep Dx lllumina (nr. catalog 20050020).

Volum
. . Culoare . .
Nume reactiv Cantitate capac de Ingrediente active
P umplere
Cleanup Beads 4 Rosu 10 ml Bile paramagnetice in faza solida in solutie apoasa
(CB) tamponata.
Nr. document 200038118 v01 6din73

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.



lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert

®

illumina

Reactivi de etichetare 2 DNA Prep Dx lllumina, depozitati la o temperatura intre

2°Csi8°C

Urmatorii reactivi se livreaza refrigerati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare
indicata, pentru a asigura performanta corespunzatoare. Depozitati eprubeta de depozitare eBLTS in pozitie
verticald, astfel incat bilele sa fie intotdeauna scufundate in solutia tampon.

Cantitatea de

eprubete

Nume reactiv Culoare

16 probe 96 probe capac

(nr.20050021) (nr. 20050026)
Enrichment BLT 1 4 Galben
Small (eBLTS)
Resuspension 1 4 Transparent
Buffer (RSB)

Volum de
umplere
16 96
probe probe
200yl 290 i
1,8 ml 1,8 mi

Ingrediente active

Bile magnetice de
streptavidina legate cu
transpozomi in solutie
apoasa tamponata
continand glicerol, EDTA,
ditiotreitol, sare si
detergent.

Solutie apoasa tamponata.

Reactivi de etichetare 3 DNA Prep Dx lllumina, depozitati la o temperatura intre

-25°C si -15 °C

Urmatorii reactivi se livreaza congelati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare indicata,

pentru a asigura performanta corespunzatoare.

Cantitatea de

eprubete

Nume reactiv Culoare

16 probe 96 probe capac

(nr.20050022)  (nr. 20050027)
Tagmentation 1 4 Transparent
Buffer 1 (TB1)
Enhanced PCR 2 4 Transparent
Mix (EPM)

Nr. document 200038118 vO1
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Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata
care contine sare de
magneziu si
dimetilformamida.
Polimeraza ADN si dNTP-uri
in solutie apoasa
tamponata.
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Reactivi ADN Prep Dx Enrichment 1 lllumina (16 probe), depozitati la o temperatura
intre 2°Csi8°C

Pentru 16 seturi de probe, urmatorii reactivi sunt inclusi in Reactivii ADN Prep Dx Enrichment 1 lllumina (nr.
catalog 20050023). Pentru 96 de seturi de probe, reactivii sunt inclusi in Reactivii Prep Dx Enrichment 1 lllumina
(nr. catalog 20050028).

Urmatorii reactivi se livreaza refrigerati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare
indicata, pentru a asigura performanta corespunzatoare.

. Volum
. Cantitatea Culoare . .
Nume reactiv de Ingrediente active
de eprubete capac
umplere

Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Transparent 1,2 ml Bilele magnetice de
streptavidina in
solutie apoasa
tamponata continénd
formamida, detergent
sSi sare.

Resuspension Buffer (RSB) 1 Transparent 1,8 ml Solutie apoasa
tamponata.

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Transparent 200 pl Solutie apoasa
tamponata cu
detergent si sare.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Transparent 200 pl Solutie apoasa
tamponata.

Reactivi Prep Dx Enrichment 1 lllumina (96 probe), depozitati la o temperatura intre
2°C si 8°C
Pentru 96 seturi de probe, urmatorii reactivi sunt inclusi in Reactivii Prep Dx Enrichment 1 lllumina (nr. catalog

20050028). Pentru 16 de seturi de probe, reactivii sunt inclusi in Reactivii Prep Dx Enrichment 1 lllumina (nr.
catalog 20050023).

Urmatorii reactivi se livreaza refrigerati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare
indicata, pentru a asigura performanta corespunzatoare.
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. Volum
. Cantitatea de Culoare . .
Nume reactiv de Ingrediente active
eprubete capac
umplere

Streptavidin Magnetic Beads 2 Transparent 1,2 ml Bilele magnetice de

(SMB3) streptavidina in solutie
apoasa tamponata continand
formamida, detergent si sare.

Resuspension Buffer (RSB) 4 Transparent 1,8 ml Solutie apoasa tamponata.

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Transparent 200 pl Solutie apoasa tamponata cu

(EHB2) detergent si sare.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Transparent 200 ul Solutie apoasa tamponata.

Reactivi ADN Prep Dx Enrichment 2 lllumina, depozitati la o temperatura intre
-25°C si-15°C

Urmatorii reactivi se livreaza congelati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare indicata,
pentru a asigura performanta corespunzatoare.

Cantitatea de eprubete Volum
Nume reactiv Culoare de Ingrediente active
16 probe 96 probe capac g
(nr. 20050024) (nr. 20050029) umplere

Enrichment Elution 1 1 Transparent 580 ul Solutie de

Buffer 1 (EE1) detergentin apa.

Enhanced Enrichment 4 4 Galben 4,1 ml Solutie apoasa

Wash Buffer (EEW) tamponata cu
saruri si detergent.

PCR Primer Cocktail 1 1 Transparent 320 pul Amestec de primeri

(PPC) PCR
(oligonucleotide).

2N NaOH (HP3) 1 1 Transparent 200 pl Solutie de hidroxid
de sodiu 2N
(NaOH).

HYB Buffer 2 + IDT NXT 2 1 Albastra 480 pl Solutie apoasa

Blockers (NHB2) tamponata cu ADN
Cot-1, agent de
aglomerare si
formamida
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Cantitatea de eprubete Volum
Nume reactiv Culoare de Ingrediente active
16 probe 96 probe capac g
(nr. 20050024) (nr. 20050029) umplere
Enhanced PCR Mix 2 1 Transparent 200 pl Polimeraza ADN si
(EPM) dNTP-uriin solutie

apoasa tamponata.

Set Dx cu index dublu unic A/B lllumina, a se depozita la temperaturi intre
-25°Csi-15°C
Urmatorii reactivi se livreaza congelati. Depozitati in mod prompt reactivii la temperatura de depozitare indicata,

pentru a asigura performanta corespunzatoare. Pentru secventele adaptorului de indexare, consultati Anexa:
Secventele adaptorului de indexare UD lllumina la pagina 64.

Componenta Cantitate
Set Dx cu index dublu unic A lllumina (96 indexuri), nr. 20050038 1
Set Dx cu index dublu unic B lllumina (96 indexuri), nr. 20050039 1

Reactivi nefurnizati

4

Reactivi obligatorii, nefurnizati

'

* Reactivi pentru purificarea si extractia ADN-ului
* Reactivi de cuantificare ADN
* Etanol (tarie normalad 200 pentru biologie moleculara)
* Apafaranucleaza
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* Solutie 1N NaOH, adecvata pentru biologie moleculara
* Daca se utilizeaza sistemul de secventiere NextSeq 550Dx:
— 200 mM Tris, pH 7,0 (poate fi diluat din 1 M Tris-HCL, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) nr. catalog 20028871)
* Daca utilizati sistemul de secventiere MiSeqDx:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (nr. catalog 20037124)
* Daca se utilizeaza sistemul de secventiere NovaSeq 6000Dx:
— 400 mM Tris, pH 8,0 (poate fi diluat din 1 M Tris-HCL, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (nr. catalog 20046931)
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NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (nr. catalog 20046933)
NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (nr. catalog 20062292)
NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (nr. catalog 20062293)
NovaSeq 6000Dx Library Tube (nr. catalog 20062290)

NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (nr. catalog 20062291)

Cerinte pentru panoul sondelor de imbogatire

Reactivii Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sunt compatibili atat cu panourile de oligonucleotide ADN de
amplificare lllumina cat si terte. Daca utilizati sonde de ADN biotinilate terte (panouri fixe sau personalizate),
asigurati-va ca acestea indeplinesc specificatiile necesare.

Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a fost optimizat si validat utilizdnd urmatoarele specificatii pentru
panoul tert. Performanta comparabild nu este garantata atunci cand utilizati panouri terte care nu indeplinesc
specificatiile.

* Lungime sonda 80 bp sau 120 bp
* Intre 500 si 675.000 de sonde

* ADN monocatenar sau dublu catenar

* Introducerea totald a sondei de = 3 pmoli pentru imbogatire la plexitati de la 1 plex la 12 plexuri

Depozitare si manipulare

* Temperatura camerei este definita ca fiind intervalul dintre 15°C si 30°C.

* Reactivii sunt stabili cand sunt depozitati conform indicatiilor pana la data de valabilitate specificata pe
etichetele seturilor. Pentru temperaturile de depozitare, consultati Reactivi furnizatila pagina 5.

* Reactivii congelati sunt stabili timp de maxim patru cicluri de congelare-dezghetare care au loc inainte de
data de expirare specificata.

* Procedura Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx contine urmatoarele puncte de oprire in siguranta:

Dupa Amplificati ADN-ul etichetat la pagina 29 bibliotecile amplificate sunt stabile timp de pana la 30 de
zile atunci cand sunt depozitate la temperaturi intre -25 °C si -15 °C.

Dupa Curatarea bibliotecilorla pagina 32, bibliotecile amplificate curatate sunt stabile timp de pana la
30 de zile atunci cand sunt depozitate la temperaturiintre -25 °C si -15 °C.

Dupa Gruparea bibliotecilor pre-imbogadtite la pagina 34 bibliotecile cumulate sunt stabile timp de pana
la 30 de zile daca sunt depozitate la temperaturi intre -25 °C si -15 °C.

Dupa Amplificarea bibliotecii concentrate la pagina 45 placa de biblioteci imbogatite si amplificate poate
ramane pe ciclorul termic pana la 24 de ore. Alternativ, placa poate fi depozitata la temperaturiintre 2 °C
si 8 °C timp de péna la 48 de ore.
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— Bibliotecile imbogatite curatate finale sunt stabile pana la 7 zile daca sunt depozitate la temperaturiintre
-25°Csi-15°C.
* Daca orice ambalaj sau continut al componentelor Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este deteriorat
sau compromis, contactati departamentul Asistenta clienti lllumina .
* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) poate forma precipitate sau cristale vizibile. Daca se observa precipitate,
incalziti la 37 °C timp de 10 minute, apoi amestecati pana la dizolvarea precipitatelor.

* Hybridization Oligos (HYB) si Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) trebuie preincalzite la aceeasi
temperatura ca si temperatura de mentinere pentru hibridizare aplicabila pentru fiecare tip de proba si
panou de sonde. Pentru mai multe informatii privind manipularea NHB2 si EEW, consultati Note procedurale
la pagina 17.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) si HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) pot dezvolta cristale si opacitate.
Daca se observa cristale si opacitate, agitati sau pipetatiin sus sin jos pentru a amesteca pana cand solutia
este limpede. Asigurati-va ca preincalziti NHB2 inainte de pipetare.

* Cand manipulati Cleanup Beads (CB), utilizati urmatoarele bune practici:
— Nu congelati niciodata bilele.
— Chiarinainte de utilizare, agitati bilele pana cand sunt repuse in suspensie si culoarea pare omogena.
* Cand manipulati Enrichment BLT Small (eBLTS), utilizati urmatoarele bune practici:
— Depozitati eprubeta eBLTS in pozitie verticald, astfel incat bilele sa fie intotdeauna scufundate in solutia
tampon.
— Agitati eBLTS temeinic pana cand bilele sunt repuse in suspensie. Pentru a evita reasezarea bilelor, nu
se recomanda centrifugarea inainte de pipetare.
— Daca bilele sunt lipite pe partea lateralad sau superioara a unei placi cu 96 de godeuri, centrifugatila 280
x g timp de 3 secunde, apoi pipetati pentru resuspendare.

* Lamanipularea placilor cu adaptor de indexare, utilizati urmatoarele bune practici:
— Nu adaugati probe pe placa adaptorului de indexare.
— Fiecare godeu al placii de indexare este de unica folosinta.

Echipamentele si materialele necesare,
nefurnizate

In plus fat& de Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, asigurati-va c& dispuneti de echipamentele si
materialele necesare Thainte de a incepe protocolul.

Echipament

Asigurati-va cd aveti echipamentele necesare inainte de a incepe protocolul.

Nr. document 200038118 v01 12din73

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Protocolul a fost optimizat si validat utilizédnd articole cu specificatiile enumerate. Performanta comparabild nu
este garantatd atunci cand se utilizeaza echipamente care nu respectd specificatiile.

Unele articole sunt necesare doar pentru fluxuri de lucru specifice. Aceste articole sunt specificate in tabele
separate.

Ciclor termic cu urmatoarele specificatii:

— Capacincalzit

— Interval minim de control al temperaturii intre 10 °C si 98 °C

— Precizia minima a temperaturii de 0,25 °C

— Volum de reactie maxim de 100 pl

— Compatibil cu placi PCR cu 96 de godeuri cu manta completa

Incubator de microspecimene cu urmatoarele specificatii:

— Interval de temperatura ambianta intre +5,0 °C si 99,0 °C

— Compatibil cu placi MIDI cu 96 de godeuri

Insertii incubator de microspecimene compatibile cu placi MIDI cu 96 godeuri
Agitator de microplaci de mare viteza cu un interval de viteze de amestecare de 200-3000 rpm
Suport magnetic compatibil cu placi PCR cu 96 de godeuri

Suport magnetic compatibil cu placi MIDI cu 96 de godeuri

Fluorometru compatibil cu metoda dvs. de cuantificare

Analizor fragmente de ADN

Pipete de precizie:

— Pipete monocanal sau multicanal de 10 pl

— Pipete monocanal sau multicanal de 20 pl

— Pipete monocanal sau multicanal de 200 pl

— Pipete monocanal de 1000 I

— Pipetele de precizie pentru a asigura transferul precis al reactivilor si probelor. Pipetele monocanal sau
multicanal pot fi utilizate daca sunt calibrate cu regularitate si sunt precise in limita a 5% din volumul
indicat.

Centrifuga cu microplaci

Microcentrifuga

Unul dintre urmatoarele sisteme de llluminasecventiere:
— Instrumentul MiSeqgDx, nr. catalog DX-410-1001

— Instrumentul NextSeq 550Dx, nr. catalog 20005715 cu serverul optional lllumina DRAGEN pentru
NextSeq 550Dx, nr. catalog 20086130

— Instrumentul NovaSeq 6000Dx, nr. catalog 20068232

[Optional] Concentrator de vid
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[FFPE] Sistem de detectare PCRin timp real

Materiale

Asigurati-va cd aveti materialele necesare Thainte de a incepe protocolul.

Unele articole sunt necesare doar pentru fluxuri de lucru specifice. Aceste articole sunt specificate in tabele
separate.

Protocolul a fost optimizat si validat utilizénd articolele enumerate. Performanta comparabild nu este garantata
atunci cand se utilizeazd materiale alternative.

Varfuri de pipeta filtrate

Eprubete conice pentru centrifuga, 15 ml sau 50 ml

Eprubete pentru microcentrifuga, 1,5 ml

Rezervoare de reactiv multicanal fara ARNaza/DNaza, de unica folosinta

Benzi si capace cu 8 eprubete fara RNaza/DNaza

Pipete serologice

Placa de depozitare cu godeuri adanci din polipropilena cu 96 de godeuri, 0,8 ml (placa MIDI)
Placi PCR cu manta completa, cu 96 de godeuri rigide

Placi qPCR [FFPE] compatibile cu instrumentul gPCR

Sigilii adezive pentru placi cu 96 de godeuri cu urmatoarele specificatii:

— Poliester transparent optic, usor de dezlipit

— Adecvat pentru placile PCR cu manta

— Adeziv puternic, rezistent la multiple variatii de temperatura intre -40 °C si 110 °C.

— Fara DNaza/RNaza

Consumabile din plastic compatibile cu metoda de cuantificare aleasa

Set de cuantificare fluorometrica pentru ADNds compatibil cu sistemul de cuantificare ales:

— Pentru cuantificarea bibliotecilor amplificate pre-imbogatite eligibile, se poate utiliza un set de
cuantificare cu gama larga.

— Pentru cuantificarea bibliotecilor imbogatite, intervalul setului de cuantificare depinde de panoul de
sonde utilizate.

Set de analiza fragmente pentru calificarea la biblioteca cu sistemul de calificare ales:

— Pentru bibliotecile amplificate pre-imbogatite eligibile, se poate utiliza un set cu o gama larga.

— Pentru calificarea bibliotecilor imbogatite, intervalul setului de calificare depinde de panoul de sonde
utilizate.

[Optional] Set pentru extractia ADN-ului din celulele si tesuturile umane. Puteti utiliza orice metoda de

extractie validata.
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Colectarea, transportul si depozitarea probei
/N ATENTIE

Manevrati toate probele ca si cum ar fi agenti cu potential infectios.

* Aceasta analizd este compatibila cu ADN-ul genomic derivat din celule si tesuturi umane.

* Pentru ADNg purificat disponibil in comert, asigurati-va ca probele au fost transportate in conditiile corecte
si depozitate conform instructiunilor producatorului. Urmati cele mai bune practici pentru depozitare si
ciclurile de congelare-dezghetare ale ADNg.

* Pentruintroducerea sangelui integral, respectati cerintele privind recoltarea, transportul si depozitarea
sangelui aplicabile metodei de extractie a ADN-ului aleasa. Poate fi utilizata orice metoda de extractie
validata. Transportarea sangelui integral trebuie sa fie in conformitate cu reglementarile nationale, federale,
statale si locale privind transportul de agenti etiologici.

* Pentru extractia ADN-ului din tesutul FFPE, se poate utiliza orice metoda de extractie validata. Urmati
instructiunile si recomandarile aplicabile metodei de extractie preferate pentru determinarea urmatoarelor
practici:

— Metoda de fixare in formol si includere la parafind pentru tesuturi, pentru a asigura cea mai buna calitate
a ADN-ului extras.
— Depozitarea specimenelor de FFPE.

— Cerintele materiei initiale, cum ar fi numarul si grosimea sectiunilor FFPE. Majoritatea metodelor de
purificare recomanda utilizarea sectiunilor proaspat taiate.

Avertizari si precautii

* Reactivii Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx contin substante chimice potential periculoase. Se pot
produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament
de protectie, inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de
expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si
reglementadrile regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind mediul,
sandatatea si siguranta, consultati Fisele cu date de securitate (SDS) la adresa
support.illumina.com/sds.html.

* Raportati imediat orice incidente grave in legaturad cu acest produs catre lllumina si autoritatile competente
ale statelor membre in care sunt rezidenti utilizatorul si pacientul.

* Manipulati toate probele de sdnge ca si cum se stie ca sunt infectioase cu virusul imunodeficientei umane
(HIV), virusul hepatitei B (HBV) si alti agenti patogeni transmisibili prin sdnge (precautii universale).
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* Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu méncati, nu
beti si nu fumati in spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si halate de laborator
atunci cand manipulati probe si reactivi din seturi. Dupa ce manipulati probe si reactivi din seturi, spalati-va
temeinic pe maini.

* Pentru aimpiedica degradarea probei sau a reactivului, asigurati-va ca toti vaporii de hipoclorit de sodiu de
la curatare s-au disipat complet Thainte de a incepe protocolul.

* Contaminarea probelor cu alte produse/ampliconi PCR poate cauza rezultate inexacte si nesigure. Pentru a
evita contaminarea, utilizati urmatoarele bune practici:

— Utilizati practicile de laborator si igiena de laborator corespunzatoare.

— Executati pasii fluxului de lucru in zonele desemnate de pre-amplificare sau post-amplificare.

— Depozitati reactivii utilizati inainte de a curata bibliotecile intr-o zona de pre-amplificare.

— Separatireactivii de pre-amplificare de reactivii post-amplificare.

— Asigurati-va ca zonele de pre-amplificare si post-amplificare dispun de echipamente dedicate, cum ar fi
pipete, varfuri de pipete, agitator si centrifuga.

* Evitati contaminarea incrucisata. Utilizati varfuri de pipeta noi pentru fiecare specimen si fiecare distributie

de reactivi. Utilizarea varfurilor filtrate reduce riscul de transfer al ampliconului si de contaminare Thcrucisata
de la o proba la alta.

— Laadaugarea sau transferul probelor sau a amestecurilor principale de reactivi, schimbati varfurile intre
fiecare proba.

— Cand adaugati adaptoare de index cu o pipetd multicanal, schimbati véarfurile intre fiecare rénd sau
fiecare coloand. Daca utilizati o pipeta cu un singur canal, schimbati varfurile intre probe.

— Scoateti placile adaptoare de indexare neutilizate din zona de lucru.
* Utilizati urmatoarele bune practici pentru pasii de spalare cu etanol:

— Preparatiintotdeauna etanol 80% proaspat. Etanolul poate sa absoarba umiditatea din aer, ceea ce
poate afecta rezultatele.

— Asigurati-va ca tot etanolul a fost eliminat de pe fundul godeurilor in timpul pasilor de spalare.
Reziduurile de etanol pot afecta rezultatele.

— Respectati durata de uscare specificatd pentru pasii pe suportul magnetic pentru a asigura evaporarea
completa. Etanolul rezidual poate afecta performanta reactiilor ulterioare.

* Pregéatiti intotdeauna amestecurile principale ihainte de utilizare si nu depozitati niciodata solutiile
combinate de lucru.

* Performanta Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nu este garantata atunci cand procedurile nu sunt
respectate, asa cum este descris in prospect.

* Nu utilizati nicio componenta a setului care a depasit perioada de valabilitate indicata pe eticheta setului.

* Nuinterschimbati componentele setului intre seturi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx diferite. Seturile
sunt identificate pe eticheta setului.
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Note procedurale

Recomandari privind introducerea de ADN

Protocolul Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu introduceri de ADN genomic (ADNg)
dublu catenar, de inalta calitate, de 50-1000 ng.

Asigurati-va ca proba initiala de ADNg nu contine > 1 mM EDTA si nu contine contaminanti organici, cum ar fi
fenol si etanol. Aceste substante pot interfera cu reactia de etichetare si pot duce la esecul testului.

Introducere de ADNg = 50 ng

Pentru introducerile de ADNg cuprinse intre 50 si 1000 ng, nu este necesara cuantificarea si normalizarea
probei initiale de ADNg.

Introducere de ADNg < 50 ng

Se pot utiliza introduceri de ADN de 10-50 ng, cu urmatoarele ajustari:

* Daca se utilizeaza o introducere de ADNg de 10-49 ng, se recomanda cuantificarea probei initiale de ADNg
pentru a determina numarul de cicluri PCR necesare dupa etichetare. Utilizati o metoda bazata pe
fluorometrie pentru a cuantifica introducerea de ADNg dublu catenar. Evitati metodele care masoara acidul
nucleic total, cum ar fi NanoDrop sau alte metode de absorbantd UV.

* Acest protocol nu normalizeazd randamentele finale pre-imbogatite ale bibliotecii de la 10 la 49 ng ADNg si,
prin urmare, este necesara cuantificarea si normalizarea bibliotecilor Thainte si dupad imbogatire.

* Setlllumina DNA Prep with Enrichment Dx a fost caracterizat si verificat pentru introduceri de ADN de 50-
1000 ng. Performanta echivalenta a produsului nu poate fi garantata pentru introducerile de ADNg < 50 ng.

Recomandari privind introducerea de sange

Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu ADNg extras din sénge integral periferic. Poate fi
utilizata orice metoda de extractie validata. La extragerea de ADNg din sénge integral, nu este necesara
cuantificarea initiald a ADN-ului introdus si Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx produce randamente de
biblioteca pre-imbogatitd normalizata.

Urmatorii factori pot afecta in mod negativ cantitatea de ADN obtinuta din probele de sdnge integral si, prin
urmare, normalizarea bibliotecii:

* Vechimea probei de sénge
* Conditiile de depozitare

* Afectiuni medicale subiacente care afecteaza numarul de globule albe din sénge
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Recomandari pentru introducerea probelor de tesut FFPE

Utilizati urmatoarele criterii de calitate a ADN-ului FFPE pentru a determina contributia corespunzatoare pentru
pregatirea cu succes a bibliotecii:

* Pentru probele FFPE cu o valoare ACq = 5, valoarea recomandata pentru ADN este de 50-1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dxnu este recomandat pentru probe FFPE de calitate slaba cu ACq > 5.
Utilizarea probelor cu ACq > 5 este posibild, insd poate creste sansele de eroare la pregatirea bibliotecii sau
poate scadea performanta testului.

Extragerea FFPE

Utilizati o metoda de izolare a acidului nucleic care produce randamente mari de recuperare, reduce la minim
consumul de probe si pastreaza integritatea probelor. Puteti utiliza orice metoda validata pentru extragerea
ADN-ului din probele FFPE. Pentru ADNg extras din tesutul FFPE, este necesara cuantificarea initialda a ADN-ului
introdus si Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nu produce randamente de biblioteca pre-imbogatita
normalizata.

Calificarea ADN-ului FFPE

ADNg extras din tesutul FFPE va fi calificat inainte de utilizare. Pentru o performanta optima, evaluati calitatea
probei de ADN utilizdnd o metoda de extractie validata pentru calificarea ADN-ului extras din probele FFPE.
Protocolul Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este compatibil cu probele de ADN FFPE cu o valoare ACq
= 5. Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx nu este recomandat pentru probele FFPE de calitate slaba cu
ACq > 5. Utilizarea probelor cu ACq > 5 este posibild, insa poate creste sansele de eroare la pregatirea
bibliotecii sau poate scddea performanta testului.

[Optional] Probe de referinta FFPE

Utilizati materiale de referinta caracterizate, cum ar fi Horizon HD799 (ADN) drept control pozitiv atunci cand
realizati protocolul. Materialele FFPE calificate din xenogrefe derivate din linia celulara pot fi utilizate si ca probe
de referinta. Utilizati o metoda bazata pe fluorometrie pentru a cuantifica materialele de referinta inainte de
utilizare.

NOTA Rularea unei probe de referintd cu control pozitiv sau cu control fara sablon consuma reactivi si
reduce numarul total de probe necunoscute care pot fi procesate.

Recomandari pentru introducerea probelor

Recomandarile privind introducerea probelor pentru Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sunt sintetizate
in tabelul urmator.
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Tabelul1 Recomandari pentru introducerea probelor

. . e Randamentul
Tipul de Cantitatea de Cuantificarea . . o .
. . . Calitatea necesara a bibliotecii pre-
introducere a introducerea nhecesara a ADN- .. . .
. . .. ADN-ului introdus imbogatite
probei probei ului introdus .
normalizate
gDNA 10-49 ng Da Raport 260/280 de 1,8- Nu
2,0
gDNA 50-1000 ng Nu Raport 260/280 de 1,8~ Da
2,0
ADNg din 50-1000 ng Nu Raport 260/280 de 1,8- Da
sange 2,0
ADNg din 50-1000 ng Da Valoare ACq =5 Nu
FFPE

Ciclurile PCR recomandate pentru programul PCR eBLTS sunt ajustate in functie de concentratia si calitatea de
introducere a probei. Pentru mai multe informatii, consultati Amplificati ADN-ul etichetat la pagina 29.

Sfaturi si tehnici

Evitati contaminarea incrucisata
* Laadaugarea sau transferul probelor, schimbati varfurile intre fiecare proba.

* Cand adaugati adaptoare de index cu o pipetd multicanal, schimbati vérfurile intre fiecare rand sau fiecare
coloana. Daca utilizati o pipeta cu un singur canal, schimbati varfurile intre probe.

Sigilarea placii

* Sigilatiintotdeauna placa cu 96 de godeuri cu o folie adeziva noud folosind o rold de cauciuc pentru a
acoperi placa Thaintea urmatorilor pasi din protocol:
— Pasii de agitare
— Pasii de incubare. Nerespectarea indicatiei de a sigila placa in mod corespunzator poate duce la

evaporare in timpul incubarii.

— Pasii de centrifugare
— Pasii de hibridizare

* Asigurati-va ca marginile si godeurile sunt complet sigilate pentru a reduce riscul de contaminare
incrucisata si evaporare.

— Daca se observa lichid sau condens pe sigiliu sau pe lateralele godeurilor placii, centrifugati dupa cum
este necesar nainte de desigilare.

* Punetiplaca pe o suprafata pland inainte de a indeparta incet sigiliul.
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Manipularea Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Depozitati eprubetele de depozitare eBLTS in pozitie verticald in frigider, astfel incat bilele sa fie
intotdeauna scufundate in solutia tampon.

* Imediatinainte de utilizare, agitati temeinic eprubeta de depozitare eBLTS pana cand bilele sunt din nou in
suspensie. Pentru a evita reasezarea bilelor, nu se recomanda centrifugarea inainte de pipetare.

* Daca bilele sunt lipite pe partea laterala sau superioara a unei placi cu 96 de godeuri, centrifugati la 280 x g
timp de 3 secunde, apoi pipetati pentru resuspendare.

* Laspalarea eBLTS:
— Utilizati suportul magnetic corespunzator pentru placa.
— Mentineti placa pe suportul magnetic pana la momentul de indepartare specificat in instructiuni.
— Daca ati aspirat bile in varfurile de pipeta, eliberati inapoi in placa de pe suportul magnetic si asteptati sa

se limpezeasca lichidul (2 minute).
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Fluxul de lucru Set lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx

illumina

Diagrama urmatoare ilustreaza fluxul de lucru Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Punctele de oprire in
siguranta sunt marcate intre pasi. Estimarile de timp se bazeaza pe procesarea a 12 probe la imbogatire de 12

plexuri.

ADNg

Punctul de oprire in
siguranta

o ADN genomic de etichetare

Punctul de oprire in
sigurantd

Punctul de oprire in
sigurantd

Punctul de oprire in
sigurantd

Punctul de oprire in
sigurantd

o 0 90 0 0 0600

Procesare efectiva: 20 minute
Total: 40 minute
Reactivi: eBLT, TB1

Curéatarea post-etichetare
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 20 minute

Reactivi: ST2, TWB2

Amplificati ADN-ul etichetat
Procesare efectiva: 15 minute

Total: 45 minute

Reactivi: EPM, Adaptoare de index

Curéatarea bibliotecilor
Procesare efectiva: 10 minute
Total: 20 minute

Reactivi: RSB, CB, EtOH

Cumularea bibliotecilor
Reactivi: RSB

Hibridizarea sondelor
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 125 minute

Reactivi: Panoul sondelor de imbogatire,
NHB2, EHB2, RSB

Capturarea sondelor hibridizate

Procesare efectiva: 25 minute
Total: 65 minute
Reactivi: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

Amplificarea bibliotecii concentrate

Procesare efectiva: 5 minute
Total: 40 minute
Reactivi: PPC, EPM

Purificarea bibliotecii concentrate

amplificate

Procesare efectiva: 10 minute
Total: 20 minute

Reactivi: CB, RSB, EtOH

@® Pre-PCR ® Post-PCR
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Instructiuni de utilizare

Acest capitol descrie protocolul Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

* Consultati fluxul de lucru de secventiere complet planificat, de la proba la analiza, pentru a asigura
compatibilitatea produselor si a parametrilor experimentului.

* Tnainte de a continua, confirmati continutul setului si asigurati-va c3 aveti componentele, echipamentele si
materialele necesare.

— Sondele biotinilate terte trebuie sa indeplineasca cerinte specifice. Consultati Cerinte pentru panoul
sondelor de imbogadtire la pagina 11 pentru a va asigura ca sondele terte indeplinesc cerintele.

* Urmati protocolul in ordinea indicatd, utilizdnd volumele si parametrii de incubare specificati.
* Dacain protocol nu se specifica un punct de oprire in siguranta, continuati imediat cu pasul urmator.
* Lacrearea unui amestec principal, surplusul este inclus Th volumele prevazute.

* Asigurati-va ca utilizati suportul magnetic adecvat pentru tipul dvs. de placa.

Pregatirea pentru grupare

Acest pas este necesar pentru a asigura secventierea cu succes a bibliotecilor imbogatite. Gruparea
bibliotecilor poate avea loc inainte de imbogatire siinainte de secventiere.

inainte de imbogatire - Bibliotecile amplificate indexate individuale sunt grupate pentru imbogétire cu panoul
de sonde selectat. Acest lucru creeaza un fond multiplexat de biblioteci imbogatite. Pentru introducerea
probelor FFPE, procesarea a fost testata si este recomandata exclusiv pentru reactii de imbogatire de 1 plex.
Pentru ADNg de inalta calitate, s-a testat cu 12 plexuri, dar sunt posibile reactii de la 2 plexurila 11 plexuri.

inainte de secventiere - Bibliotecile imbogétite cu 1 plex si/sau bibliotecile imbogétite cu multiplexare sunt
grupate Thainte de secventiere. Numarul de biblioteci imbogatite care pot fi secventiate depinde de adancimea
de citire tintd pentru fiecare proba din sistemul dvs. de secventiere.

Indexare dubla unica

Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx utilizeaza indexuri duble unice.

* Bibliotecile cu indexare dubla adauga secvente Index 1 (i7) si Index 2 (i5) pentru a genera biblioteci cu
etichetare unica.

* Indexurile UD au secvente de indexuri distincte, neasociate pentru Citirea indexurilor i7 si i5. Indexurile au o
lungime de 10 baze.

Selectarea adaptoarelor de index cu secvente diverse pentru bibliotecile cumulate optimizeaza balansul de
culoare pentru o secventiere si 0 analiza a datelor reusita. Fondurile de plexitate care sunt = 10 plexuri sunt
echilibrate in mod inerent in ceea ce priveste culoarea, asadar puteti utiliza orice combinatie de adaptoare de

Nr. document 200038118 v01 22din73

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

indexare. in timpul rularii de secventiere, Modulul DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager ofera optiuni
pentru combinatiile de indexuri echilibrate in ceea ce priveste culoarea si va instiinteaza daca nu exista
suficienta diversitate in combinatiile de indexuri selectate.

Pentru informatii privind secventele adaptorului de indexare UD lllumina si dispunerile placilor, consultati Anexa:
Secventele adaptorului de indexare UD llluminala pagina 64

Plexitati de imbogatire acceptate

Reactivii Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sunt configurati si testati la plexitate de imbogatire cu 1 plex

si 12 plexuri. Desi sunt posibile alte plexitati de imbogatire, unele plexitati necesita reactivi suplimentari de

pregatire a bibliotecii inainte de imbogatire si pentru panoul de sonde de imbogatire.

Obtinerea unui randament adecvat de imbogatire pentru plexitati de imbucatire non-standard poate necesita o

optimizare suplimentara. Nu sunt garantate rezultate optime.

* Plexitate de imbogatire — Numarul de biblioteci pre-imbogatite (1-12) grupate intr-o singura reactie de
imbogatire pentru hibridizare cu panourile de sonde de imbogatire. De exemplu, combinarea a 12 biblioteci
pre-imbogatite creeaza o un fond imbogatit cu 12 plexuri.

* Reactie de imbogatire — Numarul de preparate unice pentru reactia de imbogatire, indiferent de numarul de
biblioteci pre-imbogatite grupate per reactie. De exemplu, o singura reactie de imbogatire poate pregati un
fond de imbogatire cu 1 plex sau 12 plexuri.

Pentru a calcula numarul total de biblioteci dupa imbogatire, inmultiti plexitatea de imbogatire per reactie cu

numarul de reactii de imbogatire. De exemplu, o singura reactie de imbogatire a unui fond de imbogatire de 12

plexuri produce un fond de 12 biblioteci post-imbogatite.

La combinarea bibliotecilor pre-imbogatite, reactivii Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sustin
urmatoarele reactii de imbogatire si plexitate.

Reactivi Set lllumina DNA Prep with

Reactii de imbogatire Plexitate de imbogatire
Enrichment Dx ’ g4l g4l
Set cu 16 probe 16 reactii 1-plex
Set cu 96 probe 8 reactii 12 plexuri

Strategii de grupare de la doua plexuri pana la opt plexuri

Urmatorul tabel prezinta adaptoarele de indexare (godeuri) care pot fi combinate intr-un fond de 2-8 plexuri, in
timp ce figura codificata pe culoriilustreaza fiecare combinatie.

Grupati orice plexitate = 2 din partea superioara sau inferioara a unei coloane. Nu grupati la nivelul unui rand.
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Plexitate

2

0o

Combinatii

Primele doua sau ultimele doua godeuri dintr-o coloana:
« AsiB

e GsiH

Randurile C-F nu sunt utilizate.

Primele trei sau ultimele trei godeuri dintr-o coloana:
« A-C

o« F-H

Randurile D si E nu sunt utilizate.

Primele patru sau ultimele patru godeuri dintr-o coloana:

« A-D

o E-H

Primele cinci sau ultimele cinci godeuri dintr-o coloana:

o A-E

o D-H

[Optiunea 1] Primele sase sau ultimele sase godeuri dintr-o coloana:
o A-F

e C-H

[Optiunea 2] Primele doua godeuri (A si B) sau ultimele doua godeuri (G si
H) dintr-o coloana si oricare patru godeuri dintr-o coloana adiacenta.

Primele sapte sau ultimele sapte godeuri dintr-o coloana:
« A-G
e B-H

intreaga coloana.
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Strategii de grupare ih noua plexuri

Utilizati adaptoare de indexare din orice godeuri care optimizeaza balansul de culoare intr-o rulare de
secventiere, de exemplu:

e Al-H1siA2

* A4-D4 si A5-E5

s A7-F7siA8-C8

* A10-C10, A11-C11 si A12-C12

Figura urmatoare prezinta toate cele patru exemple.
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ADN genomic de etichetare

Acest pas utilizeaza Enrichment BLT Small (eBLTS) pentru a eticheta ADN-ul, care este un proces care
fragmenteaza si eticheteaza ADN-ul cu secventele adaptorului.

Consumabile

* eBLTS (Enrichment BLT Small) (capac galben)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* Apafaranucleaza

* Placa PCR cu 96 de godeuri

* Folie adeziva

* Eprubete pentru microcentrifuga, 1,7 mi

* Banda cu 8 eprubete

* Varfuri pipete

— Pipete multicanal de 200 pl
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/N AVERTIZARE

Acest set de reactivi contine substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de
protectie, inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de
expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si
redlementarile regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind
mediul, sanatatea si siguranta, consultati Fisele cu date de securitate (SDS) la adresa
support.illumina.com/sds.html.

Despre reactivi

* eBLTS trebuie depozitat la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C. Nu utilizati eBLTS daca a fost depozitat la
temperaturi sub 2 °C.

* Nu centrifugati eBLTS.
Pregatirea

1. Pregéatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni

eBLTS (capac galben) intre2°Csi8°C Aduceti la temperatura camerei. Agitati imediat
inainte de utilizare pentru a amesteca. Nu
centrifugati inainte de pipetare.

TB1 intre -25°Csi-15°C Aduceti la temperatura camerei. Agitati pentru a
amesteca.

2. Agitati sau pipetati ADN-ul si apoi centrifugati scurt.

3. Salvati urmatorul program TAG (etichetare) pe ciclorul termic:
* Alegeti optiunea de preincalzire capac si setatila 100 °C.
* Setati volumul de reactie la 50 pl
* 55°Ctimp de 5 minute
* Mentinetila10 °C.
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Procedura

1.

10.

1.

Adaugati 2-30 pl de ADN in fiecare godeu al unei placi PCR cu 96 de godeuri, astfel incat cantitatea totalad
introdusa sa fie de 50-1000 ng .

Daca volumul de ADN < 30 pl, adaugati apa fara nucleaza la probele de ADN pentru a aduce volumul total la
30 pl.

Agitati eBLTS temeinic pana cand bilele sunt repuse complet in suspensie.

Combinati urmé&toarele volume intr-o eprubetd pentru a pregéti Amestecul principal de etichetare. inmultiti
fiecare volum cu numarul de specimene procesate.

e eBLTS(11,5pl)

e TB1(11,5ul)

Surplusul de reactivi este inclus in volum.

Pipetati temeinic Amestecul principal de etichetare pentru a amesteca.

Impartiti volumul de Amestec principal de etichetare in mod egal intr-o band& cu 8 eprubete.

Folosind o pipeta multicanal de 200 pl, transferati 20 pl de Amestec principal de etichetare in fiecare godeu
al placii PCR care contine o proba. Utilizati varfuri noi pentru fiecare coloana sau rand de proba.

Eliminati banda cu 8 eprubete dupa ce a fost distribuit Amestecul principal de etichetare.

Folosind o pipetd multicanal de 200 pl setatd la 40 pl, pipetati fiecare proba de 10 ori pentru amestecare.
Utilizati varfuri noi pentru fiecare coloana de probe.
Alternativ, sigilati placa PCR si utilizati un agitator de placila 1600 rpm timp de 1 minut.

Sigilati placa si asezati-o apoi pe ciclorul termic programat anterior si rulati programul TAG (etichetare).

Asteptati pdnad cand programul TAG (etichetare) atinge temperatura de mentinere de 10 °C, apoi scoateti
placa imediat.

Lasati placa PCR cu 96 de godeuri la temperatura camerei timp de 2 minute, apoi treceti la pasul urmator.

Curatarea post-etichetare

Acest pas spala ADN-ul etichetat cu adaptorul pe eBLTS inainte de amplificarea PCR.

Consumabile

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

Suport magnetic placa PCR cu 96 de godeuri
Folie adeziva

Banda cu 8 eprubete

Varfuri pipete

— Pipete multicanal de 20
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— Pipete multicanal de 200 pl
* Pregatiti-va pentru o procedura ulterioara:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Placa adaptor index

Despre reactivi

* Asigurati-va ca utilizati suportul magnetic corespunzator pentru placa dvs. Utilizarea unui suport magnetic
al placii MIDI pentru o placa PCR poate impiedica aderenta TWB2 la bile.

* Pipetati TWB2 incet pentru a reduce la minim spumarea, pentru a evita aspirarea volumului incorect si
amestecarea incompleta.

Pregatirea

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni
EPM intre Decongelati pe gheata timp de 1 ora.
-25°Csi-15°C Rasturnati pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp.
ST2 intre Daca se observa precipitate, incalziti la 37 °C timp de 10 minute, apoi
15°Csi30°C agitati pana la dizolvarea precipitatelor. A se utiliza la temperatura
camerei.
TWB2 intre A se utiliza la temperatura camerei.
15°Csi30°C
Placa intre Decongelati la temperatura camerei timp de 30 de minute.
adaptor -25°Csi-15°C
index
Procedura

1. Adaugati 10 pl ST2 la fiecare reactie de etichetare. Daca utilizati o pipetd multicanal, pipetati ST2 intr-o
banda cu 8 eprubete si apoi transferati volumele corespunzatoare pe placa PCR. Utilizati varfuri noi pentru
fiecare coloana sau rand de proba.

2. Folosind o pipeta de 200 pl setata la 50 pl, pipetati incet fiecare godeu de 10 ori pentru a repune bilele in
suspensie.
Alternativ, sigilati placa si agitati la 1600 rpm timp de 1 minut. Repetati dupa cum este necesar.

3. Sigilati placa, iar apoi centrifugatila 280 x g timp de 10 secunde.

4. Incubatila temperatura camerei timp de 5 minute.

5. Asezati pe suportul magnetic al placii PCR si asteptati pana cand lichidul este transparent (3 minute).

6. [= 48 probe] Spalati de trei ori dupa cum urmeaza.
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a. Utilizédnd o pipeta multicanal de 200 pl setata la 60 pl, indepartati si eliminati supernatantul fara a
deranja peleta cu bile.

b. Scoateti-l de pe suportul magnetic.
Imediat dupa aceea, adaugatiincet 100 ul TWB2 direct pe bile.

d. Pipetatilent padna cénd bilele sunt repuse complet in suspensie. Alternativ, sigilati placa si agitati la
1600 rpm timp de 1 minut.

e. Daca va stropiti, reduceti viteza de rotire la 280 x g timp de 10 secunde.

f. Asezati pe suportul magnetic al placii PCR si asteptati pana cand lichidul este transparent (3 minute).
Lasati placa pe suportul magnetic si TWB2 in godeuri pentru a preveni uscarea excesiva la efectuarea
celei de-a treia spalari. Indepartati si eliminati supernatantul dupa ce ati pregatit Amestecul principal
PCR.

g. Utilizdnd o pipeta multicanal de 200 pl setatd la 100 pl, indepartati si eliminati supernatantul.

h. Repetati pasii b—g de doua ori pentru un total de trei spalari.

7. [> 48 de probe] Spalati de trei ori dupd cum urmeaza.

a. Parcurgeti pasii b si cinincremente de 1 coloand pana la 2 coloane pana cand toate coloanele au fost
procesate pentru a preveni uscarea excesiva.

Utilizand o pipeta multicanal de 200 ul setata la 60 pl, indepartati si eliminati supernatantul.
Scoateti-l de pe suportul magnetic.

Imediat dupa aceea, distribuiti incet 100 ul TWB2 direct pe bile.

© o o T

Pipetati lent pana cand bilele sunt repuse complet in suspensie. Alternativ, sigilati placa si agitati la
1600 rpm timp de 1 minut.

f. Daca va stropiti, reduceti viteza de rotire la 280 x g timp de 10 secunde.

g. Asezati pe suportul magnetic al placii PCR si asteptati pana céand lichidul este transparent (3 minute).
Lasati placa pe suportul magnetic si TWB2 in godeuri pentru a preveni uscarea excesiva la efectuarea
celei de-a treia spalari. Tndepértati si eliminati supernatantul dupa ce ati pregatit Amestecul principal
PCR.

h. Utilizand o pipeta multicanal de 200 pl setata la 100 ul, indepartati si eliminati supernatantul.

i. Scoateti din suportul magnetic si addugatiincet 100 pl TWB2 direct pe bile.

j-  Repetati pasii h siiinincremente de 1 sau 2 coloane pana cénd toate coloanele au fost procesate.
k. Repetati pasii e-h de doua ori pentru un total de trei spalari.

8. Pastrati pe suportul magnetic pana la pasul 4 din sectiunea Procedura din Amplificarea ADN-ului etichetat.
TWB2 ramane in godeuri pentru a preveni uscarea excesiva a bilelor.

Amplificati ADN-ul etichetat

Acest pas amplifica ADN-ul etichetat utilizdnd un program PCR cu cicluri limitate. Pasul PCR adaugd adaptoarele
pentru Indexul 1 (i7), adaptoarele pentru Indexul 2 (i5) si secventele necesare pentru generarea grupului de
celule de secventiere.
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Consumabile
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* Placa adaptor index
* Placa PCR cu 96 de godeuri
* Apafaranucleaza
* Folie adeziva
* Eprubete pentru microcentrifuga, 1,5 ml
* Varfuri pipete
— Pipete multicanal de 20 pl
— Pipete multicanal de 200 pl

Despre reactivi

* Placi cu adaptor de indexare
— Un godeu poate contine > 10 yl de adaptoare de indexare.
— Nu adaugati probe pe placa adaptorului de indexare.

— Fiecare godeu al placii de indexare este de unica folosinta.
Pregatirea

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:

illumina

Articol Depozitare Instructiuni
EPM intre Decongelatila 4 °C sau pe gheata timp de 1 ora.
-25°Csi-15°C Rasturnati pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt
timp.
Placa adaptor intre Decongelati la temperatura camerei timp de 30 de minute.
index -25°Csi-15°C
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Salvati urmatorul program PCR eBLTS pe un ciclor termic folosind numarul corespunzator de cicluri PCR
indicat in tabelul de mai jos.

* Alegeti optiunea de preincalzire capac si setatila 100 °C.

* Setati volumul de reactie la 50 pi

* 72°Ctimpde 3 minute

* 98°Ctimpde 3 minute

* Xciclurila:

* 98°Ctimp de 20 secunde
* 60°Ctimpde 30 secunde
e 72°Ctimpde1minut

e 72°Ctimp de 3 minute

* Mentinetila10 °C.

Durata totala de rulare este ~38 de minute pentru 9 cicluri si ~46 de minute pentru 12 cicluri.
Tipul de introducere a probei Numarul de cicluri PCR (X)
10-49 ng ADNg 12
50-1000 ng ADNg 9
50-1000 ng ADNg extras din FFPE 12
ADNg extras din sdnge 9

Procedura

1.

Combinati urmétoarele pentru a pregati Amestecul principal PCR. inmultiti fiecare volum cu numérul de
probe procesate.

* EPM (23 ul)

* Apafaranucleaza (23 pl)

Surplusul de reactivi este inclus in volum.

Pipetati Amestecul principal PCR de 10 ori pentru a amesteca, apoi centrifugati un timp scurt.

Cu placa pe suportul magnetic, utilizati o pipetd multicanal de 200 ul pentru a indeparta si elimina TWB2.
Spuma care ramane pe peretii godeului nu afecteaza in mod negativ biblioteca.

Scoateti-l de pe suportul magnetic.

Adaugatiimediat 40 pl din Amestecul principal PCR direct pe bilele din fiecare godeu.

6. Pipetatiimediat pentru a amesteca pana cand bilele sunt repuse complet in suspensie. Alternativ, sigilati
placa si agitati la 1600 rpm timp de 1 minut.
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Sigilati placa de probe si centrifugati la 280 x g timp de 10 secunde.
Centrifugati placa adaptorului de indexare la 1000 x g timp de 1 minut.
9. Pregatiti placa adaptorului de indexare.

* [< 96 probe] Perforati sigiliul de folie de pe placa adaptorului de indexare cu un nou varf de pipeta
pentru fiecare godeu numai pentru numarul de probe procesate.

* [96 de probe] Aliniati o noua placa PCR cu jumatate de manta deasupra placii adaptorului de indexare si
apdsatiin jos pentru a perfora sigiliul din folie. Eliminati placa PCR utilizata pentru a perfora sigiliul din
folie.

10. Utiliz&nd un varf de pipeta nou, adaugati 10 ul de adaptoare de indexare asociate Tn prealabil in fiecare
godeu.

11. Utilizénd o pipeta setata la 40 pl, pipetati de 10 ori pentru a amesteca. Alternativ, sigilati placa si agitati la
1600 rpm timp de 1 minut.

12. Sigilati placa, iar apoi centrifugati la 280 x g timp de 10 secunde.

13. Asezati pe ciclorul termic si rulati programul PCR eBLTS.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, depozitati la o temperatura intre -25 °C si -15 °C timp de péna la 30 de zile.

Curatarea bibliotecilor

Acest pas utilizeaza procedura de purificare a bilelor pe ambele laturi pentru a purifica bibliotecile amplificate.

Consumabile

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Etanol 80% proaspat preparat (EtOH)

* Placa de depozitare cu godeuri adanci din polipropilena, cu 96 de godeuri de 0,8 ml (placa MIDI)
* Placa PCR cu 96 de godeuri

* Suport magnetic pentru placa MIDI

* Suport magnetic placa PCR

* Eprubete pentru microcentrifuga, 1,5 ml

* Apafaranucleaza

Despre reactivi
* Cleanup Beads
— AgitatiTnainte de fiecare utilizare.

— Agitati frecvent pentru a va asigura ca bilele sunt distribuite uniform.
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— Aspirati si distribuiti incet ludnd in considerare vascozitatea solutiei.
Pregatirea

1. Pregéatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni
CB Temperatura Agitati si rasturnati pentru a amesteca pana cand culoarea lichidului este
camerei omogena.
RSB intre2°Csi8°C Decongelati timp de 30 de minute la temperatura camerei. Agitati pentru a
amesteca.
Procedura

1. Agitati placa PCR cu 96 de godeuri la 1800 rpm timp de 1 minut, apoi centrifugati pentru scurt timp.
2. Asezati pe suportul magnetic al placii PCR si asteptati pana cand lichidul este transparent (1 minut).
3. Aqitati CB de 3 ori timp de 10 secunde, apoi rasturnati de mai multe ori pentru a repune in suspensie.
4. Pentru ADNg de inalta calitate, procedati dupa cum urmeaza.

a. Adaugati 77 ul de apa fara nucleaza in fiecare godeu al unei noi placi MIDI.

b. Adaugati 88 pl de CBin fiecare godeu al placii MIDI.

c. Transferati cate 45 yl de supernatant din fiecare godeu al placii PCR Th godeul corespunzator al placii
MIDI.

d. Eliminati placa PCR.

e. Pipetatifiecare godeu de 10 ori pentru amestecare. Alternativ, sigilati placa si agitati la 1800 rpm timp de

1 minut.
f. Sigilati placa siincubati la temperatura camerei timp de 5 minute.
g. Verificati daca exista bule de aer. Daca se observa, rotiti in jos.
h. Asezati pe suportul magnetic al placii MIDI si asteptati padna cand lichidul este transparent (5 minute).

i. intimpul incubatiei, agitati temeinic CB, apoi adaugati 20 plin fiecare godeu al unei noi placi MIDI.

j.  Transferati cate 200 pl de supernatant din fiecare godeu al placii MIDI in godeul corespunzator al noii
placi MIDI (care contine 20 ul de CB).

k. Eliminati prima placa MIDI.

I. Pipetatifiecare godeu al noii placi MIDI de 10 ori pentru a amesteca. Alternativ, sigilati placa si agitatila
1800 rpm timp de 1 minut.

5. Pentru FFPE extras, procedati dupa cum urmeaza.
a. Adaugati 81 pl de CBin fiecare godeu al noii placi MIDI.

b. Transferati cate 45 pl de supernatant din fiecare godeu al placii PCR in godeul corespunzator al placii
MIDI.

c. Eliminati placa PCR.
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d. Pipetatifiecare godeu de 10 ori pentru a amesteca . Alternativ, sigilati placa si agitati la 1800 rpm timp
de 1 minut.

Incubati la temperatura ambiantd timp de 5 minute.
Verificati daca exista bule de aer. Daca se observa, rotiti in jos.
Asezati pe suportul magnetic al placii MIDI si asteptati pana cand lichidul este transparent (5 minute).

Fard a deranja bilele, indepartati si eliminati supernatantul.

. Spalati bilele dupad cum urmeaza.

a. Cu placa pe suportul magnetic, adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat fara amestecare.
b. Incubatitimp de 30 de secunde.

c. Fara aderanja bilele, indepartati si eliminati supernatantul.

Spalati bilele a doua oara.

Uscati la aer pe suportul magnetic timp de 5 minute.

In timpul uscérii la aer, utilizati o pipetd de 20 ul pentru a indepérta si elimina EtOH rezidual.
Scoateti-I de pe suportul magnetic.

Adaugati 17 pl de RSB pe bile.

Sigilati placa si agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati la temperatura camerei timp de 2 minute.

Verificati daca exista bule de aer. Daca se observa, rotiti in jos.

Asezati placa pe suportul magnetic al placii MIDI si asteptati pdna cand lichidul este transparent (2 minute).

Transferati 15 ul de supernatant pe o noud placd PCR cu 96 de godeuri.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa si depozitati-o la o temperatura intre -25 °C si -15 °C timp de pana la 30 de zile.

Gruparea bibliotecilor pre-imbogatite

Acest pas combina bibliotecile de DNA cu indexuri unice intr-un singur fond de pana la 12 biblioteci.
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Metode de grupare

Puteti efectua gruparea in functie de volum sau masa. Utilizati urmatorul tabel pentru a determina metoda
adecvata pentru datele dvs.

Tabelul 2 Metode de grupare recomandate

Introducerea specimenului Metoda de grupare
10-49 ng ADNg Masa

50-1000 ng ADNg Volum

ADNg extras din FFPE Masa

ADNg extras din sédnge Volum

* Imbogatirea intr-un singur plex nu necesit4 gruparea bibliotecilor pre-imbogétite. Totusi, poate fi necesara
addugarea de RSB.

* Dupa cuantificarea bibliotecilor pre-imbogatite, toate tipurile de probe introduse pot fi grupate in functie de
masa, pentru a obtine un echilibru optim de indexuri.

* Randamentul final al bibliotecilor pre-imbogatite generate in preparate experimentale separate poate varia.
Prin urmare, se recomanda gruparea in functie de masa pentru a obtine un echilibru optim de indexuri.

* Utilizati o imbogatire intr-un singur plex pentru urmatoarele situatii.
* 10-49 ng ADNg
* 50-1000 ng ADNg extras din FFPE

* Detectiaredusa a frecventelor alelice minore pentru definirea variantelor somatice.

Grupare in functie de masa

Pentru urmatoarele situatii, cuantificati-va bibliotecile pentru a utiliza o masa de ADN per biblioteca pentru
imbogatirea specificata in Gruparea bibliotecilor pre-imbogatite la concentratii egale la pagina 36.

* Introducere proba de 10-49 ng ADNg

* Introducere proba de 50-1000 ng ADNg extras din FFPE

* Detectiaredusa a frecventelor alelice minore pentru definirea variantelor somatice

* ADNg extras din sange pentru un echilibru optim de indexuri

Cuantificarea bibliotecilor pre-imbogatite

Nr. document 200038118 v01 35din73

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

1. Rulati 1 ul din bibliotecile pre-imbogatite folosind metoda preferata de cuantificare pe baza de fluorescenta,
care utilizeaza colorantul de intercalare ADNds.

* Pentru ADNg de inalta calitate de 50-1000 ng, asteptati-va la un randament al bibliotecii pre-imbogatite
= 500 ng.

* Pentru 50-1000 ng de ADNg extras din FFPE, asteptati-va la un randament al bibliotecii pre-imbogatite
de 500-6000 ng, in functie de calitatea probei initiale.

NOTA Pentru metode de cuantificare cu decalaje diferite, calificati metoda de cuantificare pentru acest flux
de lucru. Rezultatele concentratiei pot varia in functie de metoda utilizata.

Gruparea bibliotecilor pre-imbogatite la concentratii egale

Utilizati urmatorul tabel pentru a stabili masa de ADN per biblioteca necesara pentru imbogatire, in functie de
tipul de proba si plexitatea de imbogatire. Randamentele optime de imbogatire si performanta testelor nu sunt
garantate daca se utilizeaza randamente ale bibliotecilor pre-imbogatite mai mici decéat cele recomandate.

Masa totald de ADN in reactia de imbogatire nu trebuie sa depdseasca 6000 ng.

Introducerea Plexitate de Masa de ADN per Masa totala a bibliotecii de
specimenului imbogatire biblioteca (ng) ADN (ng)

ADNg de inalta 12 250-500 3000-6000

calitate

ADNg extras din FFPE 1 200 200

1. Tnregistrati indexurile pentru bibliotecile pe care intentionati sa le grupati in aceasté etapé.

2. In functie de concentratia fiecarei biblioteci, calculati volumul care trebuie ad&ugat in reactia de imbogétire
pentru a ajunge la masa doritd de ADN.

* ADNg de inalta calitate: calculati volumul bibliotecii necesar pentru introduceri de 250-500 ng.
* ADNg extras din FFPE: calculati volumul bibliotecii necesar pentru introduceri de 200 ng.
Adaugati volumul calculat pentru fiecare biblioteca in acelasi godeu al placii PCR.

Daca utilizati ADNg de Thalta calitate, efectuati una din urmatoarele operatiuni, in functie de volumul total de
biblioteci pre-imbogatite cumulate:

* Daca volumul bibliotecii pre-imbogatite = 30 pl, continuati cu Hibridizarea sondelorla pagina 38.
* Daca volumul bibliotecii pre-imbogatite < 30 pl, adaugati RSB pentru a ajunge la un volum total de 30 pl.

* Daca volumul bibliotecii pre-imbogatite > 30 pl, utilizati o metoda bazata pe bile sau un concentrator de
vid, pentru a concentra probele grupate. Adaugati RSB ih proba grupatd concentrata pentru a ajunge la
un volum total de 30 pl.

5. Daca utilizati ADNg extras din FFPE, efectuati una din urmatoarele operatiuni, in functie de volumul total de
biblioteci pre-imbogatite cumulate.
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* Daca volumul bibliotecii pre-imbogatite = 7,5 pl, continuati cu Hibridizarea sondelorla pagina 38.
* Daca volumul bibliotecii pre-imbogatite < 7,5 pl, adaugati RSB pentru a ajunge la un volum total de 7,5
.
PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa si depozitati-o la o temperatura intre -25 °C si -15 °C timp de pana la 30 de zile.
Grupare in functie de volum

Cand cantitatea introdusa este 50-1000 ng de ADNg, nu este necesara cuantificarea si normalizarea
bibliotecilor individuale generate in acelasi experiment.

Pentru a obtine performante optime, grupati doar probele pre-imbogatite din biblioteca pregatite de acelasi
utilizator, acelasi lot de reactivi si aceeasi placa a adaptorului de index.

1. Inregistrati indexurile pentru bibliotecile pe care intentionati s& le grupati in aceast& etap4.

2. Combinati urmatoarele volume de biblioteci pre-imbogatite si RSB pentru plexitatea dvs. de imbogatire in
acelasi godeu al unei noi placi PCR.
Volumul rezultat este de 30 pl.

Fiecare volum de biblioteca

Plexitate de imbogatire* pre-imbogatits (i) Volum RSB (ul)
1-plex 14 16
2 plexuri 14 2

3 plexuri 10 0
4 plexuri 7,5 0

5 plexuri 6 0

6 plexuri 5 0

7 plexuri 4,2 0,6
8 plexuri 3,7 0,4
9 plexuri 3,3 0,3
10 plexuri 3 0
11 plexuri 2,7 0,3
12 plexuri 2,5 0

* Pentru informatii despre plexitatile non-standard (de la 2 plexuri la 11 plexuri), consultati Limitari ale proceduriila pagina 2.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa si depozitati-o la o temperatura intre -25 °C si -15 °C timp de pana la 30 de zile.
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[Optional] Calificarea bibliotecilor pre-imbogatite

Daca se face gruparea in functie de volum, pentru a cuantifica bibliotecile pre-imbogatite, utilizati o metoda
bazata pe fluorometrie care utilizeaza colorantul de intercalare ADNdSs. Pentru a califica bibliotecile pre-
imbogatite, utilizati un analizor de fragmente de ADN cu setul corespunzator de analiza a fragmentelor.

Utilizati 1 pl in total pentru calificarea bibliotecii. Bibliotecile pre-imbogatite sunt suficient de concentrate pentru
a permite dilutii mici pentru cuantificare sau analiza fragmentelor.

Hibridizarea sondelor

Acest pas leaga zonele tintd ale ADN-ului, cu sondele de captare.

Reactivii Set lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sunt compatibili atat cu panourile de oligonucleotide ADN de
amplificare lllumina cat si terte. Pentru informatii privind specificatiile necesare pentru panourile terte, consultati
Cerinte pentru panoul sondelor de imbogadtire la pagina 11.

Consumabile
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (Solutie tampon HYB 2 + Elemente de blocare IDT NXT) (capac albastru)
* Panoul sondelor de imbogatire
* Placa PCR cu 96 de godeuri
* Folie adeziva
* Pregatiti-va pentru o procedura ulterioara:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (capac galben)

Despre reactivi
* NHB2 se precipita si se separa in timpul depozitarii.

* Panoul sondelor de imbogatire se refera la panoul de oligonucleotide de amplificare ales de la furnizorul
lllumina.

Pregatirea

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:
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Articol Depozitare Instructiuni

EHB2 intre2°Csi8°C Aduceti la temperatura camerei. Agitati pentru a amesteca.
Daca se observa cristale si opacitate, repetati agitarea sau
pipetatiin sus siin jos pentru a amesteca péna cand solutia
este limpede.

Panoul sondelor de  -intre Atat pentru panourile lllumina cét si cele terte, aducetila
imbogatire 25°Csi-15°C temperatura camerei. Agitati pentru a amesteca.
(Hlumina)

NHB2 intre A se dezgheta la temperatura camerei.

(capac albastru) -25°Csi-15°C Atunci cand va aflati la temperatura camerei, preincalziti pe
un incubator de microspecimene la aceeasi temperatura cu
sonda pe care o utilizati timp de 5 minute.

Agitati la viteza maxima de 3 ori timp de 10 secunde fiecare
pentru a suspenda din nou.

Centrifugati scurt.

Pipetatiin sus siin jos din partea de jos a eprubetei.

Daca se observa cristale si opacitate, repetati agitarea sau
pipetatiin sus siin jos pentru a amesteca péna cand solutia
este limpede.

Utilizati cat timp este cald pentru a evita reformarea
precipitatelor.

SMB3* intre2°Csi8°C Daca treceti la urmatoarea procedura imediat dupa retinerea
timp de 90 de minute in cadrul programului HYB
(hibridizare), aduceti la temperatura camerei cu cel putin 2
ore Tnhainte de a incepe programul HYB (hibridizare).

EEW* intre Daca treceti la urmatoarea procedura imediat dupa retinerea

(eprubeta galbena) -25°Csi-15°C timp de 90 de minute in cadrul programului HYB
(hibridizare), aduceti la temperatura camerei cu cel putin 2
ore inainte de a incepe programul HYB (hibridizare).
Atunci cand va aflati la temperatura camerei, preincalziti pe
un incubator de microspecimene la temperatura aplicabila
de hibridizare si captare timp de 30 de minute inainte sa se
incheie programul HYB (hibridizare).

*Daca va opriti inainte de urmatoarea procedura, amanati pregatirea acestui reactiv pana cand ajungeti la procedura
respectiva.
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Salvati urmatorul program HYB (hibridizare) pe ciclorul termic utilizdnd numarul corespunzator de cicluri,
care sunt indicate in Tabelul 3.

* Alegeti optiunea de preincalzire capac si setatila 100 °C.
* Setati volumul de reactie
* [ADNg de inalta calitate] 100 pl
* [ADNg extras din FFPE] 25 pl
* 98 °Ctimpde 5 minute
* Xcicluria cate 1 minut fiecare, incepand de la 98°C pentru primul ciclu, apoi scazénd cu 2 °C per ciclu
* Mentineti timp de 90 de minute la temperatura aplicabila:
* [ADNg extras din FFPE] 58 °C
* [panouri de sonde 80 mer] 58 °C
* [Definirea variantelor somatice] 58 °C

* [Toate celelalte] 62 °C
Durata totald de rulare este de ~115 minute.

Tabelul 3 Numar de cicluri per proba sau panou

Tip proba si panou Numar de cicluri (X)
ADNg extras din FFPE (indiferent de tipul panoului) 20
Panouri de sonde 80 mer (indiferent de tipul probei) 20
Definirea variantelor somatice 20
Toate celelalte probe si panouri 18
Procedura

1.

[ADNg de inalta calitate] Adaugati urmatorii reactivi in ordinea enumeratain fiecare biblioteca cumulata in
placa PCR.

Nu creati un amestec principal. Crearea unui amestec principal de NHB2 si EHB2 afecteazd in mod negativ
performanta de imbogatire.

* NHB2 (capac albastru) (50 pI)

* Panoul sondelor de imbogatire (10 pl)

* EHB2 (10 pl)

[ADNg de inalta calitate] Folosind o pipeta setata la 90 pl, pipetati fiecare godeu de 10 ori pentru a
amesteca.

[ADNg extras din FFPE] Adaugati urmatorii reactivi in ordinea enumerata in fiecare biblioteca cumulata in
placa PCR.

Nu creati un amestec principal. Crearea unui amestec principal de NHB2 si EHB2 afecteaza in mod negativ
performanta de imbogatire.
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* NHB2 (capac albastru) (12,5 pl)

* Panoul sondelor de imbogatire (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[ADNg extras din FFPE] Folosind o pipeta setata la 20 pl, pipetati fiecare godeu de 10 ori pentru a
amesteca.

Sigilati placa si centrifugatila 280 x g timp de 10 secunde.

Asezati placa de probe pe ciclorul termic programat anterior si rulati programul HYB (hibridizare).

Treceti imediat la urmatoarea procedura atunci cand se incheie durata temperaturii de pastrare a
programului HYB (hibridizare).

/N ATENTIE

Precipitarea are loc daca temperatura reactiei de hibridizare scade sub temperatura camerei.

Capturarea sondelor hibridizate

Acest pas utilizeaza Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) pentru captarea de sonde hibridizate pe zonele de
interes tinta.

Consumabile

EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (capac galben)
EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

ET2 (Elute Target Buffer 2)

HP3 (2N NaOH)

SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
Eprubeta pentru microcentrifuga, 1,5 ml
Placa MIDI cu 96 de godeuri

Placa PCR cu 96 de godeuri

Folie adeziva

Suport magnetic pentru placa MIDI
Pregatiti-va pentru o procedura ulterioara:
— Enhanced PCR Mix (EPM)

— PCR Primer Cocktail (PPC)

Despre reactivi

EEW
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— Asigurati-va ca EEW a fost dezghetat la temperatura camerei timp de cel putin 2 ore Thainte de
preincalzirea pe un incubator de microspecimene.

— Asigurati-va ca EEW a fost incalzit intr-un incubator de microspecimene timp de 30 de minute Thainte de
incheierea programului HYB (hibridizare).

— La&sati EEW in incubatorul de microspecimene atunci cand nu se utilizeaza. EEW trebuie sa rdmana
incalzit pe tot parcursul protocolului.

— Poate fitulbure dupa ce a ajuns la temperatura camerei.

— Poate péarea galben.

* SMB3

— SMB3 trebuie sa fie la temperatura camerei inainte de utilizare.

Pregatirea

1. Pregéatiti urmatoarele consumabile:

Articol

SMB3

EEW
(eprubeta galbena)

EET
HP3
ET2

EPM

PPC

Depozitare

intre2°Csi8°C

intre
-25°Csi-15°C

intre
-25°Csi-15°C

intre
-25°Csi-15°C

intre2°Csi8°C

intre
-25°Csi-15°C
intre -
25°Csi-15°C

Instructiuni

Lasati sa stea timp de 2 ore pentru a ajunge la temperatura
camerei. Rasturnati si apoi agitati pana la repunerea completa
in suspensie.

Dupa 2 ore de incubatie la temperatura camerei, preincalziti pe
un incubator de microspecimene la temperatura aplicabila de
hibridizare si captare timp de 30 de minute inainte sa se incheie
programul HYB (hibridizare).

Decongelati la temperatura camerei, iar apoi agitati.

Decongelati la temperatura camerei, iar apoi agitati.

Aduceti la temperatura camerei. Agitati pentru a amesteca.

Decongelati pe gheata timp de o ora. Rasturnati pentru a
amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp. Puneti deoparte
pe gheata.

Decongelati pe gheata timp de o ora. Agitati pentru a
amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp. Puneti deoparte
pe gheata.

2. Preincalziti un incubator de microspecimene cu o insertie de bloc termic MIDI pentru a incuba placa pentru
probe la una dintre urmatoarele temperaturi. Un al doilea incubator de microspecimene optional poate fi
utilizat pentru preincalzirea EEW. Sprijiniti EEW deasupra insertiei blocului termic MIDI.

* [FFPE] 58 °C

* [panouri de sonde 80 mer] 58 °C
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* [Definirea variantelor somatice] 58 °C

* [Toate celelalte] 62 °C

Procedura

Capturare

1. Adaugati SMB3 in godeul corespunzator al unei placi MIDI noi dupa cum urmeaza.
* [ADNg de inalta calitate] Addugati 250 ul SMB3.
* [ADNg extras din FFPE] Addugati 62,5 uISMB3.

2. Folosind o pipeta setata la 100 ul pentru ADNg de inalta calitate sau 25 pl pentru FFPE, transferati fiecare
biblioteca cumulata din placa PCR cu 96 de godeuri in godeul corespunzator al noii placi MIDI.

Sigilati placa si agitatila 1200 rpm timp de 4 minute.
4. Daca va stropiti, centrifugati placa pentru scurt timp.

Asezati placa de probe pe insertia blocului termic MIDI de pe incubatorul cu microspecimene, sub EEW

eprubeta, inchideti capacul si apoi incubati timp de 15 minute la temperatura aplicabila:
FFPE] 58°C

panou de sonde 80 mer] 58 °C

Definirea variantelor somatice] 58°C

[
[
[
* [Toate celelalte] 62°C
6. Scoateti placa de biblioteci cumulate si centrifugatila 280 x g timp de 30 de secunde.

7. Asezatiimediat pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pana cand lichidul este transparent (2
minute).

8. [ADNg de inalta calitate] Folosind o pipeta setata la 200 pl, indepartati si eliminati tot supernatantul din
fiecare godeu fara a deranja peleta cu bile.

9. [ADNg extras din FFPE] Folosind o pipeta setata la 90 pl, indepartati si eliminati tot supernatantul din
fiecare godeu fara a deranja peleta cu bile.

10. Tndepértati si eliminati tot supernatantul rezidual.

Spélare
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1. Scoateti-I de pe suportul magnetic.

2. [ADNg de inalta calitate] Scoateti rapid EEW din incubatorul de microspecimene si adaugati 200 plTn
fiecare godeu.

3. [ADNg extras din FFPE] Scoateti rapidEEWdin incubatorul de microspecimene si addugati 50 ul in fiecare
godeu.

4. Returnati EEW neutilizat la incubatorul de microspecimene si mentineti-1 incalzit.
Sigilati si agitati la 1800 rpm timp de 4 minute.

6. Asezati placa de probe pe insertia blocului termic MIDI de pe incubatorul cu microspecimene, sub eprubeta
EEW, inchideti capacul si apoi incubati timp de 5 minute la temperatura aplicabila:

* [FFPE] 58°C

[panouri de sonde 80 mer] 58°C
* [Definirea variantelor somatice] 58°C
* [Toate celelalte panouri] 62 °C

7. Asezatiimediat pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pdna cand lichidul este transparent (2
minute).

8. Utiliz&nd o pipeta setata la 200 ul pentru ADNg de inalta calitate sau 50 pl pentru FFPE, indepartati si
eliminati tot supernatantul din fiecare godeu.

9. Repetati pasii 1-8 de doua ori pentru un total de trei spalari.

Spalarea prin transfer

1. Scoateti-I de pe suportul magnetic.

2. [ADNg de inalta calitate] Scoateti rapid EEW din incubatorul de microspecimene si adaugati 200 plTn
fiecare godeu.

3. [ADNg extras din FFPE] Scoateti rapid EEW din incubatorul de microspecimene si addugati 50 ul in fiecare
godeu.

4. Sigilati si agitati la 1800 rpm timp de 4 minute. Daca va stropiti, reduceti viteza la 1600 rpm.

Transferati solutia de bile repuse in suspensie pe o noua placa MIDI .
Cateva probe pot raméane in godeuri.

/N ATENTIE
Transferul reactivului reduce la minim transferul de reactivi reziduali care pot inhiba PCR din aval.

6. Asezati placa de probe pe insertia blocului termic MIDI de pe incubatorul cu microspecimene, inchideti
capacul si apoi incubati timp de 5 minute la temperatura aplicabila:

* [FFPE] 58°C
* [panouri de sonde 80 mer] 58°C

* [Definirea variantelor somatice] 58°C
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* [Toate celelalte] 62°C

7. Asezatiimediat pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pana cand lichidul este transparent (2
minute).

8. Utiliz&nd o pipeta setata la 200 ul pentru ADNg de inalta calitate sau 50 pl pentru FFPE, indepartati si
eliminati tot supernatantul din fiecare godeu.

9. Centrifugati placala 280 x g timp de 30 de secunde.
10. Asezati pe un suport magnetic al placii MIDI timp de 10 secunde.
11.  Utilizati o pipetad de 20 ul pentru a indeparta si elimina lichidul rezidual din fiecare godeu.

12. Continuati imediat cu E/uare la pagina 45 pentru a preveni uscarea excesiva a bilelor si pierderea
randamentului bibliotecii.

Eluare

1. Combinati urmatoarele volume pentru a pregati un Amestec principal de eluare. Tnmul'gi’gi fiecare volum cu
numarul de biblioteci cumulate procesate.

* EE1(28,5ul)

e HP3(1,5ul)
Surplusul de reactivi suplimentari este inclus in volum.

2. Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.

3. Luati placa MIDI de pe suportul magnetic.

4. Adaugati 23 yl de Amestec principal de eluare in fiecare godeu .

5. Sigilati placa si agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.

6. Incubati placa la temperatura camerei timp de 2 minute.

7. Centrifugatila 280 x g timp de 30 de secunde.

8. Asezati pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pana cand lichidul este transparent (2 minute).

9. Transferati 21 ul de supernatant din placa MIDI in godeul corespunzator al unei noi placi PCR cu 96 de
godeuri.

10. Eliminati placa MIDI.

11. Adaugati 4 yl ET2 in fiecare godeu care contine 21 ul de supernatant.

12. Setati pipeta la 20 pl si pipetatiincet fiecare godeu de 10 ori pentru a amesteca.
13. Sigilati placa, iar apoi centrifugati la 280 x g timp de 10 secunde.

14. Incubati placa timp de 1 minut la temperatura camerei.

Amplificarea bibliotecii concentrate

Acest pas utilizeaza PCR pentru a amplifica biblioteca imbogatita.
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Consumabile
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Folie adeziva
Pregatirea
1. Pregéatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni

EPM intre Decongelati la 4 °C sau pe gheata timp de o ora. Rasturnati
-25°Csi-15°C  pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp. Puneti
deoparte pe gheata.

PPC intre - Decongelati la 4 °C pe gheata timp de o ora. Agitati pentru a
25°Csi-15°C amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp. Puneti deoparte
pe gheata.
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Salvati urmatorul program AMP (amplificare) pe ciclorul termic utilizdnd numarul corespunzator de cicluri
PCR, care sunt indicate in tabelul urmator.

* Alegeti optiunea de preincalzire capac si setatila 100 °C.
* Setati volumul de reactie la 50 pi
* 98°Ctimpde 45 secunde
e (X)ciclurila:
* 98 °Ctimpde 30 secunde
* 60 -°Ctimp de 30 secunde
* 72°Ctimpde 30 secunde
* 72°Ctimpde 5 minute
* Mentinetila10 °C.
Durata totald de rulare este de ~35 minute.
Tip proba si panou (X) Cicluri
FPPE 14
Panou de exomi (CEX) lllumina pentru ADNg de Thalta calitate 10
Panou de exomi (CEX) lllumina pentru FFPE 12
Toate celelalte probe si panouri 121234

1 Se poate ajusta pana la 15 cicluri pentru panouri terte mici prin optimizare ulterioara. Daca se utilizeazad FFPE, numarul
de cicluri poate fi ajustat panala 17.

2 Se poate ajusta pana la 17 cicluri pentru panouri terte care au doar 500 de sonde. Daca se utilizeaza FFPE, numarul de
cicluri poate fi ajustat panala 19.

3 Se poate ajusta pana la 14 cicluri pentru probele FFPE.

4 Cresterea numarului de cicluri PCR poate duce la o ratd mai mare de duplicate si la dimensiuni mai mici ale
fragmentelor pentru probele FFPE.

Procedura

o oa woN e

Adaugati 5 ul de PPC in fiecare godeu.

Adaugati 20 pl de EPM in fiecare godeu.

Sigilati placa si agitatila 1200 rpm timp de 1 minut.
Centrifugati placa la 280 x g timp de 10 secunde.

Asezati-o pe ciclorul termic de preprogramat si rulati programul AMP (amplificare).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, depozitati la o temperaturd intre 2 °C si 8 °C timp de péna la doua zile. Alternativ, Iasati pe
ciclorul termic timp de pana la 24 de ore.
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Purificarea bibliotecii concentrate amplificate

Acest pas utilizeaza Cleanup Beads pentru a purifica biblioteca Tmbogatita si a elimina produsele nedorite.

Consumabile

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Etanol 80% proaspat preparat (EtOH)
* Sigiliiadezive

* Placa MIDI cu 96 de godeuri

* Placa PCR cu 96 de godeuri

* Suport magnetic pentru placa MIDI

Despre reactivi
* Cleanup Beads
— Agitatiinainte de fiecare utilizare.
— Agitati frecvent pentru a va asigura ca bilele sunt distribuite uniform.

— Aspirati si distribuiti incet ludnd in considerare vascozitatea solutiei.
Pregatirea

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni

CB Temperatura  Agitati si rasturnati pentru a amesteca pana cand culoarea lichidului
camerei este omogena.

RSB intre Aduceti la temperatura camerei. Agitati pentru a amesteca.
2°Csi8°C

2. Preparati EtOH 80% proaspat din etanol absolut.

Procedura

Centrifugati placa PCR la 280 x g timp de 10 secunde.

Agitati CB de 3 ori timp de 10 secunde, iar apoi rasturnati.

Adaugati 40,5 pl CBin fiecare godeu al noii placi MIDI.

Transferati 45 pl din fiecare godeu al placii PCR in godeul corespunzator al placii MIDI.

Sigilati placa si agitati la 1800 rpm timp de 1 minut.

I I N

Incubati placa MIDI la temperatura camerei timp de 5 minute.
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Centrifugatila 280 x g timp de 10 secunde.

Asezati pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pana cand lichidul este transparent (5 minute).
9. Folosind o pipeta setata la 95 ul, indepartati si eliminati tot supernatantul din fiecare godeu.
10. Spalati de doua ori dupa cum urmeaza.

a. Cu placa pe suportul magnetic, adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat fara amestecare.

b. Incubatitimp de 30 de secunde.

c. Faraaderanja bilele, indepartati si eliminati supernatantul.
11. Uscati la aer pe suportul magnetic timp de 5 minute.

12. In timpul uscérii la aer, utilizati o pipetd de 20 ul pentru a indepérta si elimina EtOH rezidual din fiecare
godeu.

13. Indepértati de pe suportul magnetic si addugati 32 ul de RSB in fiecare godeu.

14. Sigilati placa si agitatila 1800 rpm timp de 1 minut.

15. Incubati placa la temperatura camerei timp de 5 minute.

16. Centrifugatila 280 x g timp de 10 secunde.

17. Asezati pe un suport magnetic al placii MIDI si asteptati pana céand lichidul este transparent (2 minute).

18. Transferati cate 30 pl de supernatant din placa MIDI cu 96 de godeuri in godeul corespunzator al noii placi
PCR.

19. Eliminati placa MIDI.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA
Daca va opriti, sigilati placa si depozitati-o la o temperatura intre -25 °C si -15 °C timp de pana la 7 zile.
Verificati bibliotecile imbogatite

Pentru a cuantifica introducerea de ADNg dublu catenar, utilizati o metoda bazata pe fluorescenta care
utilizeaza colorantul de intercalare. Evitati metodele care masoara acidul nucleic total, cum ar fi NanoDrop sau
alte metode de absorbanta UV.

1. Rulati 1 ul din bibliotecile imbogatite folosind metoda dvs. de cuantificare.

NOTA Molaritatea totald a sondei afecteaza in mod proportional randamentul bibliotecii post-imbogatire.

Asteptati-va la o dimensiune medie a insertiei de 125-235 bp si la distribuirea fragmentelor din bibliotecd cu
un interval de dimensiuni cuprins intre ~200 bp si ~1000 bp.
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Diluarea bibliotecilor la concentratia de pornire

Acest pas dilueaza bibliotecile la concentratia de pornire pentru sistemul dvs. de secventiere si este primul pas
intr-o dilutie in serie. Dupa diluarea la concentratia de pornire, bibliotecile sunt pregatite pentru a fi denaturate
si diluate la concentratia de incarcare finala.

Pentru secventiere, indiferent de panoul sondelor de imbogatire pe care il utilizati, lllumina recomanda
configurarea unei rulari cu secventiere la ambele capete cu 151 de cicluri per citire (2 x 151) si 10 cicluri per
citire de indexuri. Daca doriti mai putine citiri suprapuse sau mai putind acoperire brutd, puteti trece la o
secventa maimicala 2 x 126 sau 2 x 101.

1. Calculati valoarea molaritatii bibliotecii sau bibliotecilor grupate utilizdnd urmatoarea formula.

* Pentru bibliotecile calificate pe un analizor de fragmente de ADN, utilizati dimensiunea medie obtinuta
pentru biblioteca.
* Pentru toate celelalte metode de calificare, utilizati 350 bp ca dimensiune medie a bibliotecii.
g /ubx10" = Molaritate (nM)

g 3 N 2 i77: -
660 — xdimensiune medie biblioteci (bp)

De exemplu, in cazul in care concentratia bibliotecii dvs. este 20 ng/ul si dimensiunea medie este 350 bp,
valoarea molaritatii rezultate este 86,58 nM.

6
20mg AT _ g6 58 (nM)
660 - x350(bp)

2. Utilizénd valoarea molaritatii, calculati volumele RSB si biblioteca de care este nevoie pentru a dilua
bibliotecile la concentratia de pornire pentru sistemul dvs.

Sistem de Volum de biblioteci Concentratie de Concentratie de incarcare
secventiere minim necesar (pl) pornire (nM) finala (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2

MiSeqDx 5 4 1

NovaSeq 6000Dx 150 (S2) sau 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM este concentratia de pornire pentru o concentratie de incarcare finala de 350
pM. Daca este necesar, ajustati concentratia de incarcare finala utilizadnd urmatorul tabel.

Concentratie de incarcare Concentratie biblioteca
finala (pM) cumulata (nM)

100 0,50
150 0,75
200 1

250 1,25
300 1,50
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Concentratie de incarcare Concentratie biblioteca
finala (pM) cumulata (nM)
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Diluati bibliotecile utilizdnd RSB:

* Biblioteci cuantificate ca si fond de biblioteci multiplexate — Diluati fondul de biblioteci la
concentratia de pornire pentru sistemul dvs.

* Biblioteci cuantificate individual — Diluati fiecare biblioteca la concentratia de pornire pentru sistemul
dvs. Adaugati 10 ul din fiecare biblioteca diluata intr-o eprubeta pentru a crea un fond de biblioteci
multiplexate.

4. Urmatiinstructiunile de denaturare si diluare pentru ca sistemul dvs. sa se dilueze la concentratia de
incarcare finala.

* Pentru Sistemul NextSeq 550Dx, consultati Pregdtirea secventierii NextSeq 550Dx |la pagina 51.
* Pentru Sistemul MiSeqDx, consultati Pregatirea secventierii MiSeqDx la pagina 53.

* Pentru Sistemul NovaSeq 6000Dx, consultati Pregétirea secventierii pentru NovaSeq 6000Dx la
pagina 54.

Concentratiile de incarcare finale reprezinta un punct de pornire si o indrumare generala. Optimizati

concentratiile pentru fluxul dvs. de lucru si metoda de cuantificare pe parcursul ruldrilor de secventiere

ulterioare sau in functie de titrarea celulei de flux.

Pregatirea secventierii NextSeq 550Dx

Utilizati urmatoarele instructiuni pentru denaturarea si diluarea bibliotecilor pentru secventiere pe sistemul de
secventiere NextSeq 550Dx.

Consumabile

* HT1 (Solutie tampon de hibridizare)
* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Pregatirea

Pregatiti o dilutie noua de 0,2 N NaOH pentru denaturarea bibliotecilor pentru secventiere. Pentru a preveni
micile erori de pipetare care afecteaza concentratia finala de NaOH, se pregateste un volum suplimentar.
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/N ATENTIE

0,2 N NaOH proaspat diluat este esential pentru procesul de denaturare. Denaturarea
necorespunzatoare poate reduce randamentul.

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:

Articol  Depozitare Instructiuni
HT1 intre A se dezgheta la temperatura camerei. A se pastra la temperaturi intre
-25°Csi-15°C 2 °Csi8°C pana cand sunteti pregatiti sa diluati bibliotecile
denaturate.

2. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubeta pentru microcentrifuga pentru a pregati o dilutie proaspata
de NaOH:

* Apadelaborator (800 pl)

* TN NaOH (200 pl)
Rezultatul este 1Tml 0,2N NaOH.
Rasturnati eprubeta de mai multe ori pentru a amesteca.

Combinati urmatoarele volume intr-o eprubeta pentru microcentrifuga pentru a prepara 200 mM Tris-HCI,
pH 7,0.

* Apade laborator (800 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
Rezultatul este 1 ml 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

NOTA Tineti eprubeta cu capacul pus. Utilizati dilutia proaspata in decurs de 12 ore.

Biblioteci denaturate

1. Combinati urmatoarele volume din biblioteca si 0,2 N NaOH proaspat diluat intr-o eprubeta pentru
microcentrifuga.

* Biblioteca 10 pl
e 10 ul0,2N NaOH
2. Agitati scurt timp si apoi centrifugatila 280 x g timp de 1 minut.
Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute.
Adaugati 10 ul 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Diluarea si denaturarea bibliotecilor la 20 pM

1. Adaugati 970 pl de HT1 preracit in eprubeta de biblioteci denaturate.
Rezultatul este o biblioteca denaturata de 20 pM.

2. Agitati scurt timp si apoi centrifugatila 280 x g timp de 1 minut.
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3. Asezati bibliotecile de 20 pM pe gheata pana cand sunteti gata sa continuati cu dilutia finala.

Diluarea bibliotecilor la concentratia de incarcare

1. Adaugati urmatoarele volume pentru a dilua solutia de biblioteca denaturata de 20 pM la 1,2 pM.
* Solutie de biblioteca denaturata (78 pul)
* HT1 preracit (1222 pl)
Volumul total este 1,3 mlla 1,2 pM.
Rasturnati pentru a amesteca, apoi centrifugati cu impulsuri.

3. Trecetila secventiere. Pentru instructiuni, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513) si Ghidul de utilizare al aplicatiei DRAGEN for Illumina DNA Prep with
Enrichment Dx pe NextSeq 550Dx (nr. document 200025238).

Pregatirea secventierii MiSeqDx

Utilizati urmatoarele instructiuni pentru denaturarea si diluarea bibliotecilor pentru secventiere pe sistemul de
secventiere MiSegDx.

Consumabile
* HT1 (Solutie tampon de hibridizare)
* 1IN NaOH

Pregatirea

Pregatiti o dilutie noua de 0,2 N NaOH pentru denaturarea bibliotecilor pentru secventiere. Pentru a preveni
micile erori de pipetare care afecteaza concentratia finala de NaOH, se pregateste un volum suplimentar.

/N ATENTIE

0,2 N NaOH proaspat diluat este esential pentru procesul de denaturare. Denaturarea
necorespunzatoare poate reduce randamentul.

1. Pregatiti urmatoarele consumabile:

Articol Depozitare Instructiuni

HT1 intre-25°Csi-15°C A se dezgheta la temperatura camerei. A se pastra la temperaturi
intre 2 °C si 8 °C pana cand sunteti pregatiti sa diluati bibliotecile
denaturate.

2. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubeta pentru microcentrifuga pentru a pregati o dilutie proaspata
de NaOH:

* Apade laborator (800 pl)
* TN NaOH (200 pl)
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Rezultatul este 1 ml 0,2N NaOH.
NOTA Tineti eprubeta cu capacul pus. Utilizati dilutia proaspata in decurs de 12 ore.

Denaturarea unei biblioteci 4 nM

1. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubetd de microcentrifuga.
* Biblioteca 4 nM (5 ul)
* 0,2N NaOH (5 pl)

2. Agitati scurt timp si apoi centrifugatila 280 x g timp de 1 minut.
Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute.

Adaugati 990 pl HT1 pre-racit in eprubeta care contine biblioteca denaturata.
Rezultatul este o biblioteca denaturata de 1 ml 20 pM.

Diluarea bibliotecii 20 pM denaturate

1. Diluati la concentratia dorita utilizdnd urmatoarele volume.

Concentratie 6 pM 8 pM 10 pM 11 pM 12pM 15pM 20 pM
Biblioteca 20 pM 180l 240l 300pl  330ul  360u  450pul 600l
HT1 preracit 420l 360 300pl 270 240l 150 pI O ul

Rasturnati pentru a amesteca, apoi centrifugati cu impulsuri.

3. Trecetila secventiere. Pentru instructiuni, consultati Ghidul de referinta al instrumentului MiSeqDx pentru
MOS v4 (nr. document 200010452) si Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run Manager DNA Generate
FASTQ Dx pentru MiSeqDx (document nr. 200015661).

.

Pregatirea secventierii pentru NovaSeq 6000Dx

Utilizati urmatoarele instructiuni pentru denaturarea si diluarea bibliotecilor pentru secventiere pe sistemul de
secventiere NovaSeq 6000Dx.

Consumabile

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* TN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* Eprubeta din biblioteca NovaSeq 6000Dx
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Pregatirea

Pregatiti o dilutie noua de 0,2 N NaOH pentru denaturarea bibliotecilor pentru secventiere. Pentru a preveni
micile erori de pipetare care afecteaza concentratia finala de NaOH, se pregateste un volum suplimentar.

/N ATENTIE

0,2 N NaOH proaspat diluat este esential pentru procesul de denaturare. Denaturarea
necorespunzatoare poate reduce randamentul.

1. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubeta pentru microcentrifuga pentru a dilua 1N NaOH la 0,2N
NaOH:

Tabelul 4 Mod S2

) Volum pentru o celula Volum pentru doua
Reactiv
de flux (pl) celule de flux (ul)
Apa destinata utilizarii in laborator 40 80
Stoc 1N NaOH 10 20

Aceste volume au ca rezultat 50 ul 0,2 N NaOH pentru o celula de flux sau 100 ul 0,2 N NaOH pentru doua
celule de flux.

Tabelul 5 Mod S4

. Volum pentru o celula Volum pentru doua
Reactiv
de flux (ul) celule de flux (ul)
Apa destinata utilizarii in laborator 80 160
Stoc 1N NaOH 20 40

Aceste volume au ca rezultat 100 ul 0,2 N NaOH pentru o celuld de flux sau 200 pl 0,2 N NaOH pentru doua
celule de flux.

Rasturnati de mai multe ori pentru a amesteca sau agitati temeinic.

3. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubetd pentru microcentrifuga pentru a prepara 400 mM Tris-HCl,
pH 8,0.

* Apadelaborator (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pl)
Rezultatul este 1 ml 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

NOTA Tineti eprubeta cu capacul pus. Utilizati dilutia proaspata in decurs de 12 ore.

Crearea unui fond de biblioteci normalizate

Concentratia de incarcare poate varia in functie de metodele de pregatire, de cuantificare si de normalizare a
bibliotecii.
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Utilizati urmatoarele instructiuni pentru a normaliza bibliotecile la concentratia corespunzatoare si apoi
gruparea acestora. Bibliotecile secventiate pe aceeasi celula de flux trebuie combinate intr-un singur fond
normalizat.

NOTA Numarul maxim de probe care pot fi rulate pe fiecare culoar cu Set lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx este de 192. Aceastd limita se datoreaza numarului total de Indexuri UD din Seturile A si B.

Normalizarea bibliotecilor pentru grupare

1. Determinati concentratia necesara a bibliotecii cumulate pe baza concentratiei de incarcare finale dorite.

* Pentru o concentratie de incarcare finald de 350 pM, concentratia necesara a bibliotecii cumulate este
de 1,75 nM.

* Pentru a determina concentratia bibliotecii cumulate pentru o concentratie de incarcare finala diferita,
consultati Diluarea bibliotecilor la concentratia de pornire la pagina 50.

2. Normalizati bibliotecile la concentratia dorita a bibliotecii cumulate utilizédnd Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.
Pentru asistenta la diluarea bibliotecilor la concentratia corespunzatoare, consultati Calculatorul de grupare
de pe site-ul web Illumina.

Concentratii de incarcare recomandate

Concentratia optima de incarcare a ADN-ului depinde de tipul bibliotecii si de dimensiunea insertiei. Pentru
biblioteci > 450 bp, este posibil sa fie necesare concentratii de incarcare mai mari.

Gruparea bibliotecilor normalizate si adaugarea controlului PhiX optional

1. Combinati volumul corespunzator din fiecare biblioteca normalizata intr-o eprubeta noua pentru
microcentrifuga pentru a obtine unul dintre urmatoarele volume finale:

Mod Volum final (pl)
S2 150
34 310

2. [Optional] Crestere brusca in 1% PhiX nedenaturat> dupa cum urmeaza.
a. Diluati 10 nM PhiX la 2,5 nM folosind Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.

b. Adaugati volumul corespunzator de 2,5 nM PhiX nedenaturat in eprubeta fondului de biblioteci

nedenaturate.
Mod 2,5 nM PhiX nedenaturat (ul) Fond de biblioteci nedenaturate (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310
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La cresterea brusca cu PhiX, 1% este cantitatea recomandata pentru biblioteci bine echilibrate. Bibliotecile
cu diversitate redusa pot necesita mai mult. Pentru a utiliza un control PhiX cu biblioteci cu diversitate
redusd, contactati departamentul de asistenta tehnica lllumina pentru indrumari.

Fondul de biblioteci denaturare si controlul PhiX optional

1. Adaugati 0,2N NaOH in eprubeta fondului de biblioteci nedenaturate si PhiX optional, dupa cum urmeaza.

ﬁj:(u'é de 0,2N NaOH Fond de bibliot(t:]cl:)i nedenaturate Volum rezultat
S2 37 150 187 ul sau 187,9 ul cu
PhiX
S4 77 310 387 pl sau 388,9 pul cu
PhiX
2. Puneti capacul si apoi agitati scurt.
3. Centrifugatila 280 x g timp de péna la 1 minut.
4. Incubatila temperatura camerei timp de 8 minute pentru a denatura.
5. Adaugati 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 dupa cum urmeaza pentru neutralizare.
Mod 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Volum rezultat
S2 38 225 plsau 225,9 pl cu PhiX
S4 78 465 pl sau 466,9 pl cu PhiX

6. Puneti capacul si apoi agitati scurt.
Centrifugatila 280 x g timp de pana la 1 minut.

8. Transferatiintregul volum de biblioteca denaturata sau biblioteca denaturata si PhiX in eprubeta din
biblioteca NovaSeq 6000Dx.

9. Trecetila secventiere. Pentru instructiuni, consultati Documentatia produsului Instrument NovaSeq 6000Dx
(nr. document 200010105) si DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pentru NovaSeq 6000Dx
(nr. document 200014776).
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Depanare

illumina

Pentru depanarea problemelor din fluxul de lucru, urmati instructiunile din tabelul de mai jos. Daca o rulare de
secventiere sau o pregatire a bibliotecii pentru o probd esueaza de doua ori, este posibil sa fie necesara o
depanare suplimentara. Contactati departamentul de Asistenta tehnica lllumina.

Observatie

Ciclul de secventiere nu
corespunde
specificatiilor de control
al calitatii.

Eroare la generarea
FASTQ sau eroare
generala a sistemului de
secventiere (de ex.
eroare de retea, erorila
incdrcarea/descarcarea
reactivilor etc.)

Nr. document 200038118 vO1

Cauza posibila

Eroare de
utilizare sau a
echipamentelor
de laborator in
fluxul de lucru
de analiza

Problema cu
instrumentul

Problema cu
software-ul sau
instrumentul

Actiune recomandata

Calificati bibliotecile imbogatite pentru a asigura randamentul
adecvat al bibliotecii si distribuirea dimensiunii fragmentului.
Repetati pregatirea bibliotecii de la unul din pasii urmatori, in
functie de momentul in care suspectati ca s-a produs eroarea
de utilizare sau de echipament. Daca pasul este necunoscut
sau au aparut alte erori, contactati departamentul de Asistenta
tehnica lllumina pentru depanare.

« Efectuati o resecventiere a bibliotecilor. Consultati
Pregdtirea secventierii NextSeq 550Dx la pagina 51 Pregétirea
secventierii MiSeqDx la pagina 53 sau Pregdtirea secventierii
pentru NovaSeq 6000Dx la pagina 54.

» Reconcentrati bibliotecile. Consultati Hibridizarea sondelor
la pagina 38.

« Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul fluxului de
lucru. Consultati Instructiuni de utilizare la pagina 22.

Contactati departamentul de Asistenta tehnic3 lllumina.

Consultati ghidul modulului sau al aplicatiei pentru ajutor la
analiza sau consultati documentatia produsului dedicata
Instrumentului NextSeq 550Dx Instrument Reference Guide
(nr. document 1000000009513), Ghidul de referinta al
instrumentului MiSeqDx pentru MOS v4 (nr. document
200010452) sau NovaSeq 6000Dx (nr. document 200010105).
Contactati departamentul de Asistenta tehnica lllumina pentru
asistenta suplimentara.
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Observatie

Biblioteca de ADN nu

genereaza un

randament suficient
pentruincarcarea

secventierii

Cauza posibila

Cerinte pentru
introducerea
specimenului
nerespectate

Eroare de
utilizare sau de
echipamentin
fluxul de lucru
de analiza

Nu au fost
indeplinite
cerintele pentru
panoul sondelor
de imbogatire

illumina

Actiune recomandata

Asigurati introducerea corecta a specimenului si repetati
pregatirea bibliotecii.

Consultati Recomandari pentru introducerea probelorla
pagina 18.

Repetati pregatirea bibliotecii de la unul din pasii urmatori, in
functie de momentul in care suspectati ca s-a produs eroarea
de utilizare sau de echipament. Daca pasul este necunoscut
sau au aparut alte erori, contactati departamentul de Asistenta
tehnica lllumina pentru depanare.

« Efectuati o resecventiere a bibliotecilor. Consultati
Pregétirea secventierii NextSeq 550Dx la pagina 51,
Pregdtirea secventierii MiSeqDx |la pagina 53 sau Pregatirea
secventierii pentru NovaSeq 6000Dx la pagina 54.

» Reconcentrati bibliotecile. Consultati Hibridizarea sondelor
la pagina 38.

« Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul fluxului de
lucru. Consultati Instructiuni de utilizare la pagina 22.

Asigurati-va ca panoul sondelor de imbogatire este
corespunzator si repetati pregatirea bibliotecii.

Consultati Cerinte pentru panoul sondelor de imbogadtire la
pagina 11.

Caracteristici de performanta

Performanta cu panouri de exomi intregi

Performanta panoului de exomi a fost testata utilizadnd cea mai mica (50 ng) si cea mai mare (1000 ng)
introducere recomandata de ADNg NA12878 de linie celulara Coriell, cu un set cunoscut pentru detectarea
variantelor de linie germinald (Coriell platinum genome). Panoul de exomi 1 (45 Mb) si panoul de exomi 2 (36,8

Mb) au fost utilizate drept panouri reprezentative. Au fost testate 24 de replicari tehnice prin testul lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx, utilizdnd panoul de exomi 1 (45 Mb) in doua reactii de imbogatire cu 12 plexuri. Au fost
testate 12 replicari tehnice prin testul lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, utiliz&dnd panoul de exomi 2 (36,8
Mb) intr-o singura reactie de imbogatire cu 12 plexuri. Bibliotecile imbogatite au fost secventiate pe sistemul de
secventiere NextSeq 550Dx cu modulul DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager.

Urmatorul tabel indica valorile medii ale celei de-a doua secventieri si parametrii de performanta pentru
definirea variantelor pentru replicarile tehnice testate cu fiecare panou.
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Tabelul 6 Performanta testului cu doua panouri de exomi intregi

imbogatire
cuo . . Lungimea . .
Seran STanE Unlforn.1|.t.atea medians a Rechemare Precizie .Rechemare !?’recme
. acoperirii . SNV’ SNV?2 indel’ indel?
citire fragmentului
completata
Panou 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
de
exomi
1
(45
Mb)
Panou 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
de
exomi
2 (36,8
Mb)

T Rechemare=Pozitive/(adevarat pozitive + fals negative)
2 Precizie=Adevarat pozitive/(Adevarat pozitive + fals pozitive)

Limita de detectie

Standardul de referintd ADN Horizon HD799 a fost utilizat pentru a testa limita de detectie. HD799 consta din
ADN tratat cu formalind moderat compromis, cu SNV-uri cunoscute in frecvente alelice cuprinse intre 1 si
24,5%. A fost utilizata cantitatea de intrare cea mai mica de ADN recomandata (50 ng) si a fost evaluatd rata de
detectie a SNV-urilor cu o frecventa alelica a variantelor (VAF) = 5,0%. 16 replicari tehnice au fost testate prin
analiza lllumina DNA Prep with Enrichment Dx utilizdnd fluxul de lucru FFPE, imbogatit cu un panou de
imbogatire pan-cancer (1,94 Mb) in 16 imbogatiri (1 plex), iar apoi secventiate pe un instrument NextSeq 550Dx
cu modulul DNA Generate FASTQ Dx.

Toate probele au indeplinit cerintele de performanta specifice panoului, dupd cum este indicat in tabelul
urmator.
Tabelul 7 Performanta probei pentru limita de detectie

Rata de detectie a variantelor ]
! Valoare medie

Panou pentru SNV-uri cu VAF Unif e .
> 5,0% niformitatea acoperirii
Panou de imbogatire pan- 100% 99%

cancer (1,94 Mb, 523 gene)
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Substante care interfereaza

Impactul substantelor care pot interfera a fost evaluat n lllumina DNA Prep with Enrichment Dx prin evaluarea
performantei testului in prezenta unor substante care pot interfera.

Interferenta in sangele integral

Acetaminofena (compus exogen, medicament), creatinina si trigliceridele (metaboliti endogeni) au fost testate
prin imbogatirea acestora Inh probe de sdnge uman integral inainte de extractia ADN-ului. Pentru a evalua
interferenta rezultata din recoltarea sangelui (recoltare scurtd), EDTA a fost, de asemenea, imbogatit in probele
de sange integral. in plus, pentru a evalua interferenta rezultata din pregatirea probei, etanolul molecular a fost
imbogatit in ADN-ul extras din sdnge integral.

Urmatorul tabel prezintd concentratiile de testare per substanta interferenta.

Tabelul 8 Substante si concentratii potential interferente testate in sénge integral
Substanta de testare Concentratie de testare

Acetaminofena 15,6 mg/dl*
De trei ori cea mai mare concentratie preconizata dupa o
doza terapeutica de medicament.

Creatinina 15 mg/dI*
Cea mai mare concentratie observata la populatie.
Trigliceride 1,5 g/dI*

Cea mai mare concentratie observata la populatie.

EDTA 6 mg/ml
De trei ori concentratia preconizata in sdnge, recoltat in
eprubete EDTA.

Etanol de grad molecular 15% v/v
in eluat dupa extractia ADN-ului.

* Conform CLSI EP37-ED1:2018

Pentru fiecare substanta interferentd, au fost testate 12 replicari tehnice prin analiza lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, imbogatite cu panoul de exomi 1 (45 Mb) intr-o singurd imbogatire (12 plexuri), apoi secventiate
pe un instrument NextSeq 550Dx cu modulul DNA Generate FASTQ Dx.

Pentru substantele testate, toate cele 12 probe au indeplinit cerintele de performanta ale probelor si nu s-a
observat nicio interferenta cu performanta analizei.

Interferenta in tesutul FFPE

Doua probe FFPE colorectale au fost testate in prezenta si absenta hemoglobinei la 0,1 mg per 10 um din
sectiunea FFPE pentru a reprezenta cel mai nefavorabil scenariu de 50% contaminare a probei de tesut FFPE cu
sange cu nivel ridicat de hemoglobina. Probele au fost testate prin intermediul testului lllumina DNA Prep with
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Enrichment Dx folosind panoul de imbogatire pan-cancer 1 (1,94 Mb) ca panou reprezentativ in imbogatiri cu un
plex unic. Bibliotecile imbogatite au fost apoi secventiate pe un instrument NextSeq 550Dx cu modulul DNA
Generate FASTQ Dx. Toate probele au indeplinit cerintele de performanta ale probelor si s-a demonstrat ca
hemoglobina nu interfereaza cu performanta testului.

Pentru a evalua interferenta rezultata din pregatirea probelor, doi compusi exogeni au fost introdusi in ADN-ul
extras dintr-o proba de tesut FFPE de cancer de vezica urinara. Substantele exogene testate sunt solutii de
extractie utilizate In mod obisnuit in timpul procesului de extractie a ADN-ului si sunt enumerate cu cantitatile
testate Tn tabelul urmator.

Solutiile substantei de testare sunt disponibile in comert in seturi de izolare ADN pe baza de coloana.

Tabelul 9 Substante si concentratii exogene potential interferente testate in FFPE

Concentratia de testare (ul1/30 pl
Substanta de testare ’ (Hl/30p

eluat)
Solutie de deparafinare 113 x107°
Solutie tampon de spalare AW2 0,417

Pentru fiecare substanta interferentd, au fost testate opt replicari tehnice prin analiza lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, imbogatite cu un panou de imbogatire pan-cancer (1,94 Mb) intr-o imbogatire cu un plex, apoi
secventiate pe un instrument NextSeq 550Dx cu modulul DNA Generate FASTQ Dx.

Pentru ambele substante testate, toate cele opt probe au indeplinit cerintele de performanta ale probelor si hu
s-a observat nicio interferenta la performanta analizei.

Contaminarea incrucisata

Linia de celule Coriell ADNg NA12878 (sex feminin, 10 probe), Linia de celule Coriell ADNg NA12877 (sex
masculin, 12 probe) si controale fara sablon (NTC, 2 probe) au fost testate prin intermediul analizei lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx intr-o dispunere a placilor de tip tabla de sah. Toate probele au utilizat recomandarea
privind cea mai mare introducere de ADNg (1000 ng) drept cea mai stringenta conditie pentru evaluarea
contaminarii incrucisate a probelor. Testarea a fost efectuatd de doua ori de catre doi operatori separati. Panoul
de exomi 1 (45 Mb) a fost utilizat in reactiile de imbogatire cu 12 plexuri. Bibliotecile imbogatite au fost
secventiate pe NextSeq 550Dx cu DNA Generate FASTQ Dx. Evaluarea a fost efectuata prin evaluarea acoperirii
cromozomului Y specific masculin in probele feminine, prin compararea cu nivelurile de fundal ale unei placi
complete de probe feminine, precum si reprezentarea indexurilor probelor NTC.

Tabelul 10 Rezultatele contaminarii incrucisate

Probe feminine cu acoperire cu cromozom Y
masculin in < 3x zgomot de referinta

100% < 0,0005%

Reprezentarea indexurilor in NTC
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Performanta aplicatiei DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

Caracteristicile de performanta ale Aplicatiei DRAGEN for Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx pentru
NovaSeq 6000Dx sunt furnizate in Prospectul pentru instrumentul NovaSeq 6000Dx (nr. document
200025276).

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pe NextSeq 550Dx ofera aceleasi fluxuri de lucru de analiza
secundara ca si aplicatia de pe NovaSeq 6000Dx, inclusiv urmatoarele trei fluxuri de lucru: generarea FASTQ,
generarea FASTQ si VCF pentru detectarea variantelor de linie germinald si generarea FASTQ si VCF pentru
detectarea variantelor somatice.

Performanta analizei secundare comparabile a fost obtinuta din aceeasi pregatire a bibliotecii, secventiata pe
ambele platforme. Rata de detectie a variantelor (Tabelul 11) si concordanta frecventei (consultati Figura 1)
pentru probele de ADNg de linie celulara Coriell, au fost evaluate utilizand un test reprezentativ conceput
pentru a interoga o varietate de gene care acopera 1.970.505 baze (9.232 tinte) la nivelul tuturor celor 23 de
cromozomi umani. Au fost testate opt probe de ADN Platinum Genome, sapte in replicari de sase (NA12877,
NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) si una (NA12881) in replicari de cinci (consultati
Figura 1). Bibliotecile au fost secventiate cu trei rulari fiecare pe instrumentele NovaSeq 6000Dx si NextSeq
550Dx si s-a efectuat definirea variantelor utilizdnd generarea FASTQ si VCF pentru fluxul de lucru al analizei
pentru detectarea variantelor de linie germinala al Aplicatiei DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Pe baza corelatiei puternice dintre performanta aplicatiei pe instrumentele NovaSeq 6000Dx si NextSeq 550Dx,
caracteristicile de performantd aferente analizei secundare furnizate ih Prospectul pentru instrumentul
NovaSeq 6000Dx (nr. document 200025276) sunt determinate ca fiind aplicabile si pentru DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx in aplicatia NextSeq 550Dx.

Tabelul 11 Performanta aplicatiei — Rata de detectie a variantelor pentru SNV-uri, insertii si deletii

Panou Rata de detectie a variantelor Rata de detectie a variantelor

pe NovaSeq 6000Dx pe NextSeq 550Dx
Panoul pan-genomului 99,9% 99,9%
(1,97 Mb, 9.232 tinte, 23 cromozomi)
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illumina’

Figura1 Comparatia frecventei variantelor pentru rularile NovaSeq 6000Dx si NextSeq 550Dx cu analiza
folosind aplicatia DRAGEN for IDPE Dx

1

0o NA12877
on

va RE=0.964

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

NA12878

09
« R’=0,958

o i -
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

1
09 NA12881
vs | RE=0,963

& o7

8 06

3

& 057

S oa

%03 L
02 o

> %

[AE I
0z

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF Nextseq 550Dx

NA12882
R?=0,958

09

0o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

08

o Re=0955

g o7

2 06
g
2 05

s
204 *

<03
02
01

NA12879 ., . .l
+ Re=0,959 .

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

NA12883

* o

pr

0 Z

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

0o NA12880
R?=0,953

0
0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx

NA12884 ., ..
' R=0,961 ¢

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF Nextseq 550Dx

Anexa: Secventele adaptorului de indexare UD

lllumina

Aceste adaptoare cu index dublu unic (UD) sunt aranjate pe placa pentru a pune in aplicare strategia de
asociere recomandata. Adaptoarele de indexuri au o lungime de 10 baze, in locul celor opt baze tipice.

Adaptoare index 1 (i7)

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptoare index 2 (i5)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Urmatoarea secventa este utilizata pentru reglarea find a adaptorului pentru Read 1 (Citire 1) si Read 2 (Citire 2).

CTGTCTCTTATACACATCT

Adaptoare index placa A/set 1

Nume index
UDP0001
UDP0002
UDPO0O003
UDP0004
UDP0005

Baze i7 in adaptor
CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT

TAATCTCGTC

Nr. document 200038118 vO1

Baze i5 in adaptor

TCGTGGAGCG

CTACAAGATA

TATAGTAGCT

TGCCTGGTGG

ACATTATCCT
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Nume index
UDP0006
UDPO0007
UDP0008
UDP0009
UDPO0010
UDPOOM
UDP0012
UDP0013
UDP0014
UDPO0O015
UDPO0016
UDP0017
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDPO0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDPO0O035

Baze i7 in adaptor

GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

TGCCTTGATC

CTACTCAGTC

TCGTCTGACT

GAACATACGG

CCTATGACTC

TAATGGCAAG

GTGCCGCTTC

CGGCAATGGA

GCCGTAACCG

AACCATTCTC

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC
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Baze i5 in adaptor

GTCCACTTGT

TGGAACAGTA

CCTTGTTAAT

GTTGATAGTG

ACCAGCGACA

CATACACTGT

GTGTGGCGCT

ATCACGAAGG

CGGCTCTACT

GAATGCACGA

AAGACTATAG

TCGGCAGCAA

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

illumina
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Nume index
UDP0036
UDPO0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0045
UDP0046
UDP0047
UDP0048
UDP0049
UDPO0050
UDPO0051
UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDPO0055
UDP0056
UDPO0057
UDP0058
UDPO0059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0O065

Baze i7 in adaptor

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

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
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Baze i5 in adaptor

TGGCAATATT
GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA
AGTGGTCAGG
TTCTATGGTT
AATCCGGCCA
CCATAAGGTT
ATCTCTACCA
CGGTGGCGAA
TAACAATAGG
CTGGTACACG
TCAACGTGTA
ACTGTTGTGA
GTGCGTCCTT
AGCACATCCT
TTCCGTCGCA
CTTAACCACT
GCCTCGGATA
CGTCGACTGG
TACTAGTCAA
ATAGACCGTT
ACAGTTCCAG
AGGCATGTAG
GCAAGTCTCA
TTGGCTCCGC
AACTGATICA

GTAAGGCATA

illumina
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Nume index
UDP0066
UDPO0067
UDPO0068
UDP0069
UDPO0070
UDPOO071
UDP0072
UDPO0073
UDP0074
UDPO0O075
UDP0076
UDPO0077
UDP0078
UDPO0079
UDP0080
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086
UDP0087
UDPO0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0096

Baze i7 in adaptor

GCGTTGGTAT
AGCACATCCT
TTGTTCCGTG
AAGTACTCCA
ACGTCAATAC
GGTGTACAAG
CCACCTGTGT
GTTCCGCAGG
ACCTTATGAA
CGCTGCAGAG
GTAGAGTCAG
GGATACCAGA
CGCACTAATG
TCCTGACCGT
CTGGCTTGCC
ACCAGCGACA
TTGTAACGGT
GTAAGGCATA
GTCCACTTGT
TTAGGTACCA
GGAATTCCAA
CATGTAGAGG
TACACGCTCC
GCTTACGGAC
CGCTTGAAGT
CGCCTTCTGA
ATACCAACGC
CTGGATATGT
CAATCTATGA
GGTGGAATAC

TGGACGGAGG
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Baze i5 in adaptor

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC

TGACTACATA

CGGCCTCGTT

CAAGCATCCG

TCGTCTGACT

CTCATAGCGA

AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT

ACGTCAATAC

GATACCTCCT

ATCCGTAAGT

CGTGTATCTT

GAACCATGAA

GGCCATCATA

ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG

ATGTAGACAA

CACATCGGTG
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Adaptoare index placa B/set 2

Nume index Baze i7 in adaptor Baze i5 in adaptor
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 CATGAGTACT 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 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Nume index
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

Baze i7 in adaptor

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

Nr. document 200038118 vO1

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO. NUMAI PENTRU EXPORT.

Baze i5 in adaptor

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA

TGAGACAGCG

ACGCTAATTA

TATATTCGAG

CGGTCCGATA

ACAATAGAGT

CGGTTATTAG

GATAACAAGT

AGTTATCACA

TTCCAGGTAA

CATGTAGAGG

GATTGTCATA

ATTCCGCTAT

GACCGCTGTG

TAGGAACCGG

AGCGGTGGAC

TATAGATTCG

ACAGAGGCCA

ATTCCTATTG

TATTCCTCAG

CGCCTTCTGA
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Nume index
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

Baze i7 in adaptor

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT
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Baze i5 in adaptor

GCGCAGAGTA

GGCGCCAATT

AGATATGGCG

CCTGCTTGGT

GACGAACAAT

TGGCGGTCCA

CTTCAGTTAC

TCCTGACCGT

CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC
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Nume index
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

Istoricul versiunilor

Document

Nr. document

200038118 vO1

Baze i7 in adaptor

GTTGGACCGT
ACCAAGTTAC
GTGTGGCGCT
GGCAGTAGCA
TGCGGTGTTG
GATTAAGGTG
CAACATTCAA

GTGTTACCGG

Data

Decembrie
2025

Nr. document 200038118 vO1

Descrierea modificarii

Baze i5 in adaptor

TCTTACATCA

CGCCATACCT

CTAATGTCTT

CAACCGGAGG

GGCAGTAGCA

TTAGGATAGA

CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

illumina

 Eliminati referinta la Local Run Manager DNA Generate FASTQ

Dx Module pentru NextSeq 550Dx.
o Procedura de curatare post-etichetare a fost clarificata.
o Ghidul de referinta al instrumentului MiSeqDx actualizat

pentru numarul de piesa din documentul MOS v4.
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Document Data Descrierea modificarii

Nr. document lulie 2023 Versiunea initiala.

200038118 vOO Documentul anterior 200019584 inlocuit cu acesta.
Modificari de la documentul 200019584 v2 la acest nou
document:

» Afost adaugat continut pentru a accepta secventierea pe
instrumentul NextSeq 550Dx folosind Aplicatia DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pentru NextSeq 550Dx.

» Afost clarificata lista de reactivi nefurnizati.

» Aufost adaugate informatii privind raportarea incidentei la
Avertismente si precautii.

» Afost clarificata asteptarea privind bibliotecile de imbogatire.

» Au fost adaugate instructiuni pentru prepararea a 400 mM
Tris-HCI, pH 8,0.

» Afost eliminata greseala de tipar de la pasul Pregatirea
secventierii.

Modificari aduse anterior documentului 200019584:

» Afost addugat continut pentru a accepta secventierea pe
instrumentul NovaSeq 6000Dx.

» Au fost adaugat nume de sistem de secventiere si numere de
catalog.

« Au fost eliminate informatii privind indexarea duald unica
pentru bibliotecile cu indexare unica.
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Brevete si marci comerciale

Prezentul document si continutul acestuia constituie proprietatea lllumina, Inc. si a afiliatilor sai (,lllumina”) si sunt destinate exclusiv pentru
utilizarea contractuald de catre client in legdtura cu folosirea produsului sau produselor descrise n prezentul document si in niciun alt scop.
Acest document si continutul sdu nu trebuie utilizate sau distribuite pentru niciun alt scop si/sau nici comunicate, divulgate sau reproduse in
orice alt mod siin orice forma fara consimtamantul prealabil acordat in scris de lllumina. lllumina nu transmite, in temeiul brevetelor sale, al
marcilor sale comerciale, al drepturilor sale de autor sau in temeiul dreptului comun, nicio licenta si nici drepturi similare ale oricaror terti prin
acest document.

Instructiunile din acest document trebuie respectate in mod strict si explicit de catre personalul calificat si corespunzator instruit pentru a
asigura utilizarea corespunzatoare si in sigurant4 a produsului descris/produselor descrise in acest document. inainte de utilizarea acestui
produs/acestor produse, intreg continutul acestui document trebuie citit si inteles n intregime.

NERESPECTAREA OBLIGATIEI DE A CITI COMPLET SI DE A RESPECTA IN MOD EXPLICIT TOATE INSTRUCTIUNILE CUPRINSE IN
PREZENTUL DOCUMENT POATE DUCE LA DETERIORAREA PRODUSULUI SAU PRODUSELOR, LA VATAMAREA PERSOANELOR, INCLUSIV A
UTILIZATORILOR SAU A ALTOR PERSOANE SI LA DAUNE ALE ALTOR PROPRIETATI SI VA ANULA ORICE GARANTIE APLICABILA
PRODUSULUI SAU PRODUSELOR.

ILLUMINA NU TSI ASUMA NICIO RASPUNDERE CARE DECURGE DIN UTILIZAREA INADECVATA A PRODUSULUI SAU PRODUSELOR
DESCRISE IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A COMPONENTELOR SAU SOFTWARE-ULUI ACESTORA).

© 2025 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Toate marcile comerciale sunt proprietatea lllumina, Inc. sau a proprietarilor lor respectivi. Pentru informatii specifice privind marcile
comerciale, consultati www.illumina.com/company/legal.html.

Informatii de contact

ul Ce

lllumina, Inc.

5200 Illlumina Way IVD Sponsor australian

San Diego, California 92122 S.U.A. lllumina Australia Pty Ltd

+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building

+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord) 3 Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherands B.V.

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

www.illumina.com - iﬁﬁﬁniﬁf,\l"nﬂ;“e“ Australia

Etichetarea produsului

Pentru referinte complete privind simbolurile afisate pe ambalajele si etichetele produselor, consultati legenda
simbolurilor la adresa support.illumina.com in fila Documentation (Documentatie) corespunzatoare setului dvs.
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