Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

DUNG CHO CHAN DOAN TRONG ONG NGHIEM. CHi DUNG CHO MUC DICH XUAT KHAU.

Muc dich str dung

B kit lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx 1a mét bo thudc thir va vat tu tiéu hao duge s dung dé chuan bi
cac thu vién mau tlr DNA hé gen cé ngudn goc tlr t& bao va mé ngudi d€ phat trién cac xét nghiém chan doan
trong 6ng nghiém. Ngudi dung can cung cap cac bang mau do dé chuén bi cac thu vién nham dén cac ving hé
gen cu thé can quan tdm. Cac thu vién mau dugc tao ra dugc stir dung trén cac hé thdng gidi trinh tu lllumina.
lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx bao gém phan mém dé thiét Iap, giam sat va phan tich [an chay gidi trinh
tu.

Nguyén tac cua quy trinh

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit dugc thiét k& cho viéc chun bi thi cong thu vién gidi trinh tu DNA,
duoc lam giau cho cac vung muc tiéu tir DNA bd gen cé ngudn goc tir té€ bao va mé ngudi.

Céc bang oligonucleotide gan biotin do ngudi dung cung cap la bat budc dé lam giau muc tiéu. lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich véi nhiéu kich thudc bang, tlr bang nhd (< 20.000 mau do) dén bang 16n
(> 200.000 mau do). Cac thu vién DNA da dugc lam giau tao ra sé dugc sir dung cho qua trinh giai trinh tu trén
cac hé thong lllumina.

Quy trinh cta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bao gém céc budc sau:

* Cat noi DNA bd gen—S(r dung Enrichment BLT Small (eBLTS) dé cat ndi dau vao DNA. Trong qua trinh cat
n6i, gDNA dugc phan manh va gan thé véi adapter trong mot budce duy nhat. Can cé dau vao DNA tdi thiéu la
50 ng dé lam b&o hoa eBLTS trong phan tng cat ndi. Khi da b&o hoa, eBLTS sé phan manh mot sé lugng co
dinh phan t&r DNA nham tao ra thu vién chudn hda vdi phan bo kich thude manh nhat quan.

* Lam sach sau budc cat néi—Lam sach DNA d3 dugc gan thé adapter trén eBLTS dé str dung trong khuéch
dai.

* Khuéch dai DNA da dugc cat n6i—Khuéch dai DNA da dugc cat ndi bang chuong trinh PCR chu ky gidi han.
Céc chi thi kép dbc nhat (UD) dugc thém vao hai dau cia cadc manh DNA, cho phép gan ma kép déc nhat cho
thu vién DNA va tao cum trong qua trinh giai trinh tu.

* Lam sach thu vién—SU{r dung quy trinh tinh sach bang hat dé tinh sach va chon loc kich thudc thu vién DNA
da khuéch dai.

*  GOp nhom thu vién—KEét hgp cac thu vién DNA véi chi thi déc nhat thanh mot nhdm gom t6i da 12 thu vién.
Ban cé thé gép nhdm thu vién theo thé tich hodc khai lugng.

* Tao thé lai mau do—Bao gém phan (ng tao thé lai, trong dé thu vién DNA soi kép dugc bién tinh va mot
bang mau do DNA gan biotin dugc tao thé lai véi cac vung hé gen muc tiéu.
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— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuiong thich véi nhiéu bang mau do. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit khdng bao gém bang lam giau. Cac bang mau do do nguoi dlung cung cap va phai dap
Ung cac thong s6 ky thudt yéu cau. Cac thudce thir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich
vdi ca bang oligonucleotide DNA lam giau cua lllumina va bén thir ba néu dap Uing yéu cau. D€ biét théng
tin vé cac thong so ky thuat can thiét cho cac bang cla bén thi ba, hdy tham khao muc Cédc yéu cau vé
bang mau do lam giau trén trang 10
* Bat gilt mau do da lai—S( dung Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) dé bat gilr cac dau do gan biotin da
tao thé lai vdi cac vung muc tiéu quan tam.
* Khuéch dai thu vién da lam giau—S( dung PCR dé khuéch dai cac thu vién da lam giau.

* Lam sach thu vién da lam giau dugc khuéch dai—Su dung quy trinh tinh sach bang hat dé tinh sach céc
thu vién da lam giau, san sang cho gidi trinh ty.

*  Giai trinh ty—Giai trinh ty cac thu vién da lam giau dugc thuc hién trén cac hé théng giai trinh tu MiSeqDx™,
NextSeq 550Dx™ hodc NovaSeq 6000Dx™. V&i MiSeqDx, md-dun DNA GenerateFASTQ Dx Local Run
Manager tich hop dugc sir dung dé thiét 1ap chay, gidm sat va tao FASTQ tlr cac tin hiéu co sd. Vdi NextSeq
550Dx c6 DRAGEN Server va NovaSeq 6000Dx, U'ng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx dugc str dung dé thiét 1ap chay va phan tich th cap vdi nhiéu quy trinh kha dung.

Gidi han cua quy trinh

* Dung cho chan doan trong 6ng nghiém.
* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich v&i DNA hé gen cé nguon goc tir t& bao va md ngudi.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich véi dau vao gDNA sgi kép 50-1000 ng. Hiéu suat
khéng dugc dam bao vdi cac dau vao nam ngoai cac ngudng nay.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit khdng bao gom thuéc thir d& tach chiét DNA. Cac két qua xét
nghiém phan tich, bao gém ca thr nghiém murc dé gay tré ngai, dugc cung cap trong Dac diém hiéu suat
trén trang 56 da dugc 18y bang cach dung mau toan phan va FFPE lam céc loai mau dai dién vdi b kit tach
chiét DNA dai dién. T4t ca cac xét nghiém chan doan dugc phat trién dé stir dung vdi thudc thir lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit déu yéu cau xac nhan day dd cho tat ca cac khia canh vé hiéu suat véi bo kit
tach chiét DNA duoc lua chon.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit khndng dugc khuy&n nghi cho cadc mau FFPE chat lugng kém cé
ACq > 5. Sirdung cac mau c6 ACq > 5 co thé lam tadng nguy co that bai trong qua trinh chuan bi thu vién va
lam giam hiéu suat phan tich.

* Cac thudc thur lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit dd dugc cdu hinh va thir nghiém d6i vdi dau vao
mé&u, cac phan ung lam giau, va sé thanh phan dugc dua ra trong bang sau day.
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lllumina DNA Prep

with Enrichment Dau vao mau Phan Urng lam giau S6 thanh phan lam giau
Dx Kit
BO kit 16 mau Chat lugng thap 16 phan tng 1thanh phan
(FFPE)
B kit 96 mau Chatlugng cao (vi 8 phan Ung 12 thanh phan
du: mau toan
phan)

* Viéc xtrly dau vao FFPE da dugc thir nghiém va dugc khuyén nghi danh riéng cho cac phan tng lam giau 1
thanh phan khi s&r dung bo kit 16 mau.

*  DGivadi bd kit 96 mau, co thé xay ra cac trudng hop sé thanh phan khong tiéu chudn (2 thanh phan dén 11
thanh phan), nhung cé cac han ché sau:

— Viéc xtrly cdc mau trong cac phan ting lam giau 2 thanh phan dén 11 thanh phan lam giam théng lugng
clia bo kit.

— Khodng dam bao dat duoc két qua t6i uu. D€ dat duge nang sudt lam giau phu hgp cho cac truong hop sé
thanh phan khong tiéu chudn cé thé yéu cau téi uu hda bd sung.

— Dai vdi cac chién luge gbp nhdm sb thanh phan thap (2 thanh phan dén 8 thanh phan), viéc chon cac
adapter chi thi vdi céc trinh ty da dang la can thiét dé téi uu hda can bang mau sac dé gidi trinh tu va
phan tich dit liéu thanh céng. M6-dun DNA GenerateFASTQ Dx trén MiSeqgDx va NextSeq 550Dx cung
cap cac tly chon cho céc t6 hop chi thi dugc can bang mau trong qua trinh thiét 13p [an chay. D& biét
thém thong tin vé cac chién luge gép nhom, hdy tham khao Phuong phap gép nhdm trén trang 33.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bi han ché trong viéc cung cap cac thu vién da dugc lam giau dugc
giai trinh tu trén MiSegDx, NextSeq 550Dx va NovaSeq 6000Dx. Viéc str dung cac hé thong gidi trinh tu
khac doi hdi phai xac nhan day du cho tat ca céc khia canh vé hiéu suét.

* Cac bang lam giau khdng dugc bao gém nhu mot phan clia san pham nay. Cac két qua xét nghiém phan tich
dugc cung cap trong Hac diém hiéu suat trén trang 56 da dugc Iy vdi cac bang lam giau dai dién va chi
dugc cung cap cho muc dich théng tin. Cac dac tinh hiéu suat phan tich phuc vu muc dich minh hoa cac kha
nang chung clia xét nghiém va khong thiét 1ap cac kha nadng hodc tinh phlu hgp lién quan dén bat ky tuyén bo
xét nghiém cu thé& nao. T4t ca cac xét nghiém chan doan dugc phat trién dé sir dung vdi cac thudc thir nay
yéu cau xac nhan day du cho tat ca cac khia canh vé hiéu suat.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich vdi ca lllumina va cac bang lam giau clia bén thir ba.
Tuy nhién, hiéu suat véi cac bang lam giau clia bén thr ba khéng dép ng cac yéu cau vé bang la khéng
dugc dam bao. DE biét thong tin vé cac yéu cau vé bang xét nghiém, hdy tham khdo Cdc yéu cau vé bang
mau do lam giau trén trang 10.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sir dung thoi gian tao thé lai 2 gio. S dung thoi gian tao thé lai dai
hon co thé anh hudng dén céc sd liéu hiéu suat.

* Cac m6-dun DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager cho MiSeqDx chi cung cap cac tép FASTQ. Néu
ban dang st dung cac md-dun nay, ban phai thuc hién xac nhan phan tich phu.
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* Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ¢ san trén NextSeq 550Dx véi May

chd DRAGEN va NovaSeq 6000Dx. U'ng dung nay hé trg nhiéu quy trinh phan tich phu, bao goém tao FASTQ,

tao FASTQ va VCF dé phat hién bién thé dong mam va tao FASTQ va VCF dé phat hién bién thé soma. Néu

ban dang sr dung rng dung dé tao VCF, ban khong can thuc hién xac nhan phan tich phu. Cac gidi han cua

(rng dung nay bao gém:

— Cac vlung chén cd chiéu dai > 18 bp va cac vung xda co chiéu dai > 21 bp chua dugc xac nhan.

— Bién thé& I6n, bao gom céc bién thé da nucleotide (MNV) va cac indel I6n, c6 thé dugc bao céo la cac bién
thé nhd hon riéng biét trong tép VCF dau ra.

— Céac MNV nhé duogc bao céo la cac bién thé riéng biét trong tép VCF dau ra.

— Cac vlung x0a dugc bao cao trong tép VCF tai toa d6 clia base nam trudc theo dinh dang VCF. Do d9,
hay xem xét cac bién thé lién ké trudc khi bdo cdo mot phat hién base riéng 1é 1a tham chiéu déng hop td.

— Céc gidi han danh riéng cho dong mam:

*  Quy trinh phan tich tao FASTQ va VCF dong mam ctia Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx dugc thiét k& dé cung cap két qua dinh tinh cho viéc phat hién bién thé dong mam (vi
du: déng hop tl, di hgp ti, thé dai).

* Suthay déiso lugng ban sao co thé anh hudng dén viéc xac dinh mot bién thé 1a déng hop tir hay di
hop tu.

* Héthong sé khdng bado cdo nhiéu hon hai bién thé tai mot vi tri duy nhat, ngay ca khi co su thay déi
s0 ban sao.

— CA&c gidi han danh riéng cho soma:

*  Quy trinh phan tich tao FASTQ va VCF soma clia U'ng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx dugc thiét ké dé cung cap k&t qua dinh tinh cho viéc phat hién bién thé soma (tuc la
sy hién dién cua bién thé soma).

*  Quy trinh phéan tich tao FASTQ va VCF soma khong thé phan biét gilra cac bién thé dong mam va
soma. Quy trinh nay dugc thiét k& dé phat hién cac bién thé trén mot loat cac tan sé bién thé, nhung
khong thé str dung tan sd bién thé dé phan biét cac bién thé soma vdi cac bién thé dong mam.

* M0 binh thuong trong mau xét nghiém anh hudng dén viéc phat hién cac bién thé. Gidi han phat hién
dugc bao cédo dya trén tan s6 bién thé lién quan dén tdng s6 DNA tach chiét tir ca mo khéi u va mé
binh thudng.

* Né&u co nhiéu hon mot alen bién thé dugc phat hién & cung mot 16-cut, khéng cé alen nao sé dugc
bdo cdo la bién thé dat. Thay vao do, toan b cac alen sé dugc bao cdo nhung dugc loc qua thé da
alen.

Thanh phan san pham

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit gém c6 céc thanh phan sau:

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vdi UD Indexes Set A, danh muc s6 20051354 (16 mau), hodc
20051352 (96 mau)
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* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx v&i UD Indexes Set B, danh muc s6 20051355 (16 mau), hoac
20051353 (96 mau)

*  MO-dun Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx cho MiSeqDx, danh muc s6 20063022

. U‘ng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx cho NovaSeq 6000Dx, danh muc s6
20074609

* Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx cho NextSeq 550Dx, danh muc sd
20074730

Cac thubc thir duge cung cap

Viéc hoan thanh lllumina DNA Prep with Enrichment Dx yéu cau lllumina DNA Prep with Enrichment Dx véi UD
Indexes Set A hoac lllumina DNA Prep with Enrichment Dx véi UD Indexes Set B. Ban c6 thé thuc hién viéc chuan
bi va cac phan Ung lam giau thu vién sau day bang cach st dung b kit 16 mau hodc 96 mau.

lllumina DNA Prep

with Enrichment Dau vao mau Phan rng lam giau S6 thanh phan lam giau
Dx Kit
B kit 16 mau Chat lugng thap 16 phan ng 1thanh phan
(FFPE)
B kit 96 mau Chatlugngcao (vi 8 phaning 12 thanh phan

du: mau toan phan)
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx véi UD Indexes Set
A/B

Thuéc thir lllumina Prep Dx Tagmentation 1, Bao quan 6 15°C dén 30°C

Céc thudc thir sau dugc van chuyén & nhiét dé phong. Nhanh chdng bdo quan cac thudc thir & nhiét do luu trir
d3 chi dinh d&€ dam bao hiéu suat thich hogp.

S0 lugng 6ng vEn Thé tich

Tén thudc thur 16 mau 96 mau ndp dong Thanh phan hoat tinh

(s620050020)  (s8 20050025) goi
Stop Tagment Buffer 2 1 4 bd 350 pl Dung dich chat tay trong
(ST2) nudc.
Tagmentation Wash 1 1 Xanh 41 ml Dung dich nudc c6 dém,
Buffer 2 (TWB2) luc chlra chat tdy va mudi.
Cleanup Beads (CB) 1 N/A* 306) 10 ml Hat thuan tur pha ran trong

dung dich nudc cé dém.
* Cleanup Beads cho 96 mau dugc bao gém trong lllumina Prep Dx Cleanup Beads 96 mau (s6 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 mau), bao quan & 15°C dén 30°C

Dai vdi b kit 96 mau, Cleanup Beads dugc cung cap trong lllumina Prep Dx Cleanup Beads (danh muc sd
20050030). Thudc thir sau day dugc van chuyén & nhiét dé phong. Nhanh chéng bao quan céc thubc thir &
nhiét do luu trir da chi dinh d€ dam bao hiéu suat thich hgp. Doi véi 16 b kit mau, Cleanup Beads dugc bao gom
trong Thudc th lllumina Prep Dx Tagmentation 1 (danh muc sé 20050020).

. . R » .. Thé tich . N ,
Tén thudc thu S6 luong Mau nap i .. Thanh phan hoat tinh
dong goi
Cleanup Beads 4 106) 10 ml Hat thuan tur pha ran trong dung dich nudc
(CB) co dém.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, Bao quan & 2°C dén 8°C

Céc thudc thir sau day dugc van chuyén trong diéu kién lam lanh. Nhanh chong bdo quan cac thudc thir & nhiét
dé luu trir da chi dinh dé ddm bao hiéu suat thich hop. Dat 6ng dung dich géc eBLTS & vi tri thdng ding dé céc
hat lubn ngap trong dung dich dém.
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" - Thé tich
S6 lugng 6ng , ‘s
’ . dong goi . . )
Tén thuéc thu 5 - Mau Thanh phéan hoat tinh
16 mau 96 mau nap 16 96
(s620050021) (G 20050026) mau mau

Enrichment BLT 1 4 Vang 200 290  Streptavidin Magnetic Beads

Small (eBLTS) pl ] dugc lién két vaéi transposome
trong dung dich nudc dém cé
chua glycerol, EDTA,
dithiothreitol, mugi va chat tay.

Resuspension 1 4 Trong 1,8 1,8 Dung dich nudc c6 dém.

Buffer (RSB) sudt ml mi

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, Bao quan 6 -25°C dén -15°C

Céc thudc thir sau ddy dugc van chuyén dong lanh. Nhanh chéng bdo quan cac thudc thir & nhiét dé luu trir da
chi dinh d&€ dam bao hiéu suat thich hap.

” ~ Thé tich
S6 lurong 6ng , .
’ . dong goi . . )
Tén thudc thu - - Mau Thanh phan hoat tinh
16 mau 96 mau nép 16 96
(s620050022)  (s6 20050027) mau mau
Tagmentation 1 4 Trong 290 290 Dungdich nudc cé dém chura
Buffer 1 (TB1) suot pl Ml mudi magié va
dimethylformamide.
Enhanced PCR 2 4 Trong 200 610  DNA polymerase va dNTP
Mix (EPM) suot i Ml trong dung dich nudc cé dém.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 mau), Bao quan & 2°C dén 8°C

Dai vdi cac bo kit 16 mau, cac thudce thir sau dugc bao gém trong lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1
(danh muc s6 20050023). Déi vdi bd kit 96 mau, cac thudc thir duge bao gém trong lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (danh muc s6 20050028).

Céc thudc thir sau day dugc van chuyén trong diéu kién lam lanh. Nhanh chong bdo quan céac thudc thir & nhiét
dd luu trir da chi dinh d€ dam bao hiéu suat thich hop.
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Thé
A Y S6 lugng Mau tich . . .
Tén thudc thu . B i Thanh phan hoat tinh
ong nap dong
goi
Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Trong 1,2 ml Streptavidin Magnetic
suét Beads trong dung dich
nudc cod dém céd chira
formamide, chat tay va
muai.
Resuspension Buffer (RSB) 1 Trong 1,8 ml Dung dich nudc cé
suot dém.
Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Trong 200 ul Dung dich nudc co
su6t dém, chlra chat tay va
muai.
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Trong 200 pl Dung dich nudc cé
suot dém.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 mau), bao quan & 2°C dén 8°C

DA vai bo kit 96 mau, cac thubce thir sau day dugce bao gém trong lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (danh
muc s6 20050028). DGi vaéi bo kit 16 mau, cac thudc thir duge bao gom trong lllumina DNA Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (danh muc sé 20050023).

Cac thudc thir sau ddy dugc van chuyén trong diéu kién lam lanh. Nhanh chéng bdo quan cac thudc thir & nhiét
do Iuu trir da chi dinh d€ dam bao hiéu suat thich hgp.

s . . N Thé tich . . ,
Tén thuéc thur S6 lugng 6ng Mau nap i .. Thanh phan hoat tinh
dong goi
Streptavidin Magnetic 2 Trong 1,2 ml Streptavidin Magnetic Beads
Beads (SMB3) sudt trong dung dich nudc cé dém
c6 chira formamide, chat tay
va mudi.
Resuspension Buffer (RSB) 4 Trong 1,8 ml Dung dich nudc cé dém.
suét
Enrichment Hyb Buffer 2 1 Trong 200 ul Dung dich nudc cé dém, chira
(EHB2) suét chat tay va muadi.
Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Trong 200 pl Dung dich nudc cé dém.
suét
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, Bao quan & -25°C dén -15°C

Céc thudc thir sau day dugc van chuyén déng lanh. Nhanh chéng bao quan cac thudc thir & nhiét dé luu trir da
chi dinh @& dam bao hiéu suat thich hgp.

S6 lugng 6ng Thé tich .
Tén thuodc thur 5 5 Mau don Thanh phan hoat
16 mau 96 mau nép 9 tinh
(s5 20050024) (s6 20050029) gol
Enrichment Elution Buffer 1 1 Trong 580yl Dung dich chat tay
1 (EE1) subt trong nudc.
Enhanced Enrichment 4 4 H& 41 ml Dung dich nudc co
Wash Buffer (EEW) phéach dém, chlra chat tay
va muodi.
PCR Primer Cocktail 1 1 Trong 320 ul Ho6n hop PCR
(PPC) sudt primers
(oligonucleotides).
NaOH 2N (HP3) 1 1 Trong 200 pl Dung dich natri
sudt hydroxit (NaOH)
2N.
Dung dich dém HYB s6 2 2 1 Xanh 480 pl Dung dich nudéc cé
+ chat chan IDT NXT lam dém chtra Cot-1
(NHB2) DNA, tdc nhan tao
mat do va
formamide
Enhanced PCR Mix (EPM) 2 1 Trong 200 i DNA polymerase
suét va dNTP trong
dung dich nuéc co
dém.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, Bao quan & -25°C dén -15°C

Céc thudc thir sau day dugc van chuyén déng lanh. Nhanh chong bao quan cac thudc thir & nhiét dé luu trir da
chi dinh d& dam bao hiéu suat thich hop. D& biét cac trinh tu adapter chi thi, tham khao Phu luc: lllumina UD
Indexes Adapter Sequences trén trang 61.

Thanh phan S6 lugng

lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 chi thi), s6 20050038 1

lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 chi thi), s6 20050039 1
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Cac thudc thir kndng dugce cung cap

Cac thuoéc thir can tu chuan bi chir khong dugc cung cap

*  Thudc thir tach chiét va tinh sach DNA
*  Thudc thir dinh lugng DNA
* Ethanol, 200 proof cho sinh hoc phéan ti
* Nudc khéng chira nuclease
*  Tris-HCI10 mM, pH 8,5
* Dung dich NaOH 1N, cap dé sinh hoc phan ti&
* NE&u slrdung NextSeq 550Dx Sequencing System:
— Tris 200 mM, pH 7,0 (c6 thé pha loéng tlr Tris-HCI 1M, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 chu ky) (danh muc s& 20028871)
* Né&u slrdung hé théng giai trinh ty MiSegDx:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (danh muc s6 20037124)
* Né&u slrdung hé théng giai trinh tw NovaSeq 6000Dx:
— Tris 400 mM, pH 8,0 (cé thé pha lodng tur Tris-HCI 1M, pH 8,0)
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 chu ky) (danh muc s6 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 chu ky) (danh muc sé 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (danh muc s6 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (danh muc s6 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (danh muc sé 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (danh muc s6 20062291)

V4 ~ AV AV > X )Y )Y e\
Cac yeu cau vé bang mau do lam giau
Thudc thir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich vdi ca lllumina va cac bang oligonucleotide
DNA Iam giau cla bén th ba. Néu sir dung mau do DNA dudgc biotin hoa clia bén thir ba (bang cd dinh hodc tuy
chinh), hdy ddm bao réang ching dap Ung cac théng so k¥ thuat can thiét.
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit d& dugc tdi uu hda va xac nhan bang cach str dung cac thong sé ky
thuat bang bén thir ba sau day. Hiéu suat tuong duong khong dugc dam bao khi sir dung bang clia bén thir ba
khéng dap tng cac thong s6 k¥ thuéat.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Chiéu dai miu do 80 bp hodc 120 bp

* Tu 500 dén 675.000 mau do

* DNA sgi don hodc sgi kép

* T8ng m4u do dau vao = 3 pmol ddi véi lam giau & sé thanh phan tir 1 dén 12 thanh phan
? ? \ ? V 4

Bao quan va xu ly

* Nhiét dé phong la khoang nhiét d6 tir 15°C dén 30°C.

* Thudc thlr 6n dinh khi dugc bdo quan theo chi dinh dén ngay hét han da ghi trén nhan bo kit. D€ biét nhiét d6
bao quan, hdy tham khao muc Cdc thudc thur duoc cung cap trén trang 5.

* Cac thudc thlr dong lanh 8n dinh t6i da qua bén chu ky dong-rd déng trude ngay hét han ghi trén nhan.

*  Quy trinh lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bao gém cac diém dirng an toan sau:

— Sau budc Khuéch dai DNA duoc cat nditrén trang 28, cac thu vién da khuéch dai sé 6n dinh trong toi da
30 ngay khi dugc bao quan & -25°C dén -15°C.

— Saubudc Lam sach thu vién trén trang 30, thu vién dugc khuéch dai da lam sach sé 6n dinh dén 30 ngay
khi bdo quan & -25°C dén -15°C.

— Sau budc Gép nhém cac thu vién trudce lam giau trén trang 32, thu vién da gdp nhém 6n dinh dén 30
ngay khi bdo quan & -25°C dén -15°C.

— Sau budc Khuéch dai thu vién da duoc lam giau trén trang 43, dia thu vién da lam giau va khuéch dai cé
thé dé trén may luan nhiét toi da 24 gid. Ngoai ra, c6 thé bao quan & 2°C dén 8°C trong toi da 48 gio.

— Thu vién cudi cung di lam sach 6n dinh dén 7 ngay khi bdo quan & -25°C dén -15°C.

* Néu bao bi hodc thanh phan cua lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit bi hdng hodc anh hudng, hay lién
hé véi bo phan Dich vu khach hang cua lllumina.

* Stop Tagment Buffer 2 (ST2) cé thé hinh thanh két tia hodc tinh thé nhin thay. Néu xuat hién két tua, hdy U &
37°C trong 10 phut, sau dé trén xody cho dén khi tan hét.

* Hybridization Oligos (HYB) va Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) phai dugc gia nhiét so bd dén cung
nhiét do gilr tao thé lai, tuy theo loai mau va bang mau do. Théng tin chi tiét vé xtrly HYB va EEW c6 trong
muc Luu y vé quy trinh trén trang 16.

*  Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) va HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) cé thé xu4t hién tinh thé hodc van
duc. Néu quan sat thay, hdy tron xody hodc hut nha bang pipet cho dén khi dung dich trong. Dam bao gia
nhiét so bd NHB2 trudc khi pipet.

* Khixtly Cleanup Beads (CB), hdy tuan thu cac bién phap thuc hanh tét nhat sau:

— Tuyét d6i khéng cap dong hat.
— Ngay trudc khi str dung, tron xody hat cho dén khi dugc tai huyén phu va mau sic dong nhat.

*  Khixutly Enrichment BLT Small (eBLTS), hdy tuan thu cac bién phap thuc hanh tdt nhat sau:

— Bd&o quan &ng eBLTS & tu thé thang ding dé cac hat lubn dugc ngép trong dung dich dém.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

— Trén xody eBLTS k¥ ludng cho dén khi cac hat dugc tai huyén phu. D€ tranh céac hat lang xuéng trd lai,
khdéng khuyén nghi ly tam trudc khi pipet.
— Né&u cac hat bam vao thanh hoadc nap clia dia 96 giéng, ly tdm & 280 x g trong 3 gidy, sau dé dung pipet
dé tai huyén phu.
*  KhixU ly dia adapter chi thi, tudn thi cac bién phap thuc hanh tét nhat sau:
— Khong thém mau vao dia adapter chi thi.

— MAi giéng cua dfa chi thi chi dugc stir dung mét [an duy nhat.

Cdac thiét bi va vat liéu can tu chuan bi chir khdng
dugc cung cap

Ngoai lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, hdy ddm bao rang ban co cac thiét bi va vat liéu can thiét trude
khi bat dau quy trinh.

Thiét bi
Dam bdo rang ban chudn co san thiét bj can thiét trudc khi bat dau quy trinh.

Quy trinh d3 dugc tdi wu hda va xac nhan bang cach stir dung cac muc vdi thong so ky thuat dugc liét ké. Hiéu
suat tuong duong khong dugc dam bao khi sir dung thiét bi nam ngoai thong sé ky thuét.

MOt sé vat liéu chi can cho cac quy trinh cu thé. Nhiing vat liéu nay sé duoc liét ké trong cac bang riéng.
* May luan nhiét cé théng so k¥ thuat nhu sau:
— Nép da gia nhiét
— Pham vi kiém soéat nhiét dd t6i thiéu tlr 10°C dén 98°C
— Do chinh xac nhiét dd téi thiéu £0,25°C
— Thétich phan Ung toi da 100 pl
— Tuong thich véi dia PCR 96 giéng, go day du
* May U vimau vdi cac thong so ky thuit sau:
— Khoang nhiét dé moi trudng +5,0°C dén 99,0°C
— Tuong thich véi cac dia MIDI 96 giéng
* Vong dém may U vi mau tuong thich vdi cac dia MIDI 96 giéng
* May lac vi dia tdc dd cao vdi pham vi tdc do tron tlr 200-3000 vong/phut
* Gid tu tinh tuong thich véi cac dia PCR 96 giéng
* Gia tu tinh tuong thich véi cac dia MIDI 96 giéng
* May do huynh quang tuong thich véi phuong phap dinh lugng clia ban
* MaAay phan tich doan DNA
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Pipet chinh xac:

Pipet mét kénh va da kénh 10 pl

Pipet mét kénh va da kénh 20 ul

Pipet mét kénh va da kénh 200 pl

Pipet don kénh 1000 pl

Pipet chinh xac ddm bao phan phgi thudc thir va mau chinh xac. Co thé st dung pipet mét kénh hodc da
kénh néu pipet dugc hiéu chuan thuong xuyén va cé dé chinh xac trong khoang 5% thé tich da néu.

* Mayly tdm vidia

e Ongly tdm nho

* MOt trong cac hé thdng giai trinh tu lllumina sau:

Thiét bi MiSegDx, danh muc sé DX-410-1001

Thiét bi NextSeq 550Dx, danh muc s 20005715 véi tuy chon May cht lllumina DRAGEN cho NextSeq
550Dx, danh muc s6 20086130

Thiét bi NovaSeq 6000Dx, danh muc s6 20068232

* [Tuy chon] May c6 quay chan khéng
* [FFPE] Hé thdng phat hién PCR thai gian thuc

Vat liéu

Hay dam bao rang ban cé day di cac vat liéu can thiét trudc khi bat dau quy trinh.

Mot s6 vat liéu chi can cho cac quy trinh cu thé Nhitng vat liéu nay sé dugc liét ké trong cac bang riéng.

Quy trinh d3 dugc tdi wu hda va xac nhan bang cac vat liéu dudi day. Hiéu suat tuvong duong khong duge dam
bdo néu sir dung vat liéu thay thé.

*  Daupipetcoloc

e Ongly tdm hinh nén, 15ml hoc 50ml

e Onglytam nhd 1,5 ml

* Khay chtra thudc thir dung cho pipet da kénh, dung mét Ian, khéng chira RNase/DNase

* Dai 8 06ng va nap, khong chira RNase/DNase

* Pipet huyét thanh

*  Dialuu trir sdu 96 giéng polypropylene, 0,8 ml (dia MIDI)
* Dia PCR 96 giéng Hard-Shell, cé vién day du
* [FFPE] Dia qPCR tuong thich vdi thiét bi gPCR

* Miéng dan niém phong kin cho dia 96 giéng vdi cac dac diém sau:

Co thé bdc, lam tur polyester trong sudt quang hoc
Phu hop cho dia PCR c6 vién
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

— Keo dan manh, chiu dugc nhiéu lan thay déi nhiét do tir -40°C dén 110°C
— Khoéng chira DNase/RNase
* V&t tutiéu hao bang nhya tuong thich véi phuong phdp dinh lugng dugc lya chon
* B kit dinh lugng dsDNA bang huynh quang tuong thich vai hé théng dinh lugng da chon:
— DEdinh lugng céac thu vién da khuéch dai trudce lam giau, cé thé sir dung bé kit dinh lugng pham vi réng.
— Dai vdi viéc dinh lugng thu vién da lam giau, pham vi clia b kit dinh lugng phu thudc vao bang mau do
dugc str dung.
* B0 kit phan tich manh dé danh gia chat lugng thu vién véi hé thdng danh gia da chon:
— DE dinh lugng céac thu vién da khuéch dai trude lam giau, cé thé s&r dung mét bo kit pham viréng.
— D& vdi viéc danh gia thu vién da lam giau, pham vi clia bo kit danh gia phu thudéc vao bang mau do dugc
str dung.
* [Tuy chon] Bé kit tach chiét DNA tlr t& bao va md ngudi. Co thé str dung bat ky phuang phap tach chiét nao
da dugc xac nhan.

Thu thap, van chuyén va bdo quan mau xét nghiém

/N THANTRONG
XU ly tat cd mau xét nghiém nhu thé dé la tac nhan cé kha nang lay nhiém.

* Xét nghiém nay tuong thich vgi DNA hé gen c6 ngudn gdc tir t& bao va mé ngudi.

*  Dai véi gDNA tinh sach thuong mai, can dam bao rang mau da dugc van chuyén trong diéu kién thich hgp va
dugc bao quan theo hudng dan clia nha san xuat. Thuc hién cac thuc hanh tdt nhat vé bao quan va chu ky
doéng-ra déng clia gDNA.

*  Dai véi mau mau toan phan, tuan tha cac yéu cau veé thu thap, van chuyén va bao quan mau phlu hop vai
phuaong phap tach chiét DNA duoc Iuva chon. Cé thé stir dung bat ky phuong phap tach chiét da xac thuc nao.
Viéc van chuy&n mau toan phan phai tuan thd cac quy dinh clia quéc gia, lién bang, tiéu bang va dia phuong
vé hoat dong van chuyén cac tac nhan gay bénh.

*  Dai vdi tach chiét DNA tir mod FFPE, cé thé sir dung bat ky phuong phap tach chiét da dugc xac nhan nao.
Tuan thu hudng dan va khuyén nghi clia phuong phap tach chiét dugc Iua chon dé xac dinh cac thuc hanh
sau:

— Phuong phap c6 dinh bang formalin va duc paraffin cho md, nham dam bao chat lugng DNA tach chiét
t6t nhat.

— Bdo quan mau FFPE.

— Yéu c3u vé vat liéu dau vao, chang han nhu sé lugng va do day cua cac lat cat FFPE. Hau hét céac
phuong phap tinh sach khuyén nghi str dung cac 1at cat maéi dugc cat.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Canh bao va bién phap phong ngura

* Cac hoda chat trong thudc thir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit c6 thé gay nguy hiém. Cé thé xay ra
thuong tich ca nhan néu hit phai, nuét phai, ti€p xuc vdi da va mat. Mang thiét bi bdo hd, bao gom bao vé
mat, gang tay va do choang phong thi nghiém tuong tng véi cac nguy co phoi nhiém. X ly thudc thir da st
dung nhu chat thai hoa hoc va thai bo theo cac luat va quy dinh hién hanh cua dia phuong, qudc gia va khu
vuc. D& biét thém thdng tin vé méi truong, strc khde va an toan, hdy tham khao Bang dit liéu an toan (SDS)
tai dia chi support.illumina.com/sds.html.

* Bao cdo ngay moi su c6 nghiém trong lién quan dén san pham nay cho lllumina va Co quan cé thdm quyén
clia cac qudc gia thanh vién noi ngudi dung va bénh nhan cu tru.

*  XUly tat ca cdc mau xét nghiém mau nhu thé cac mau dé dugc biét la cé kha nang 1ay nhiém Vi-rut suy giam
mién dich & nguai (HIV), Vi-rut viém gan B & nguoi (HBV) va cdc mam bénh 1ay qua dudng mau khac (cac
bién phap phong ngura chung).

*  Sirdung cac bién phap phong ngtra thudng quy cta phong thi nghiém. Khéng dung pipet bang miéng.
Khong an udng hodc hut thuéc trong khu vy lam viéc dugce chi dinh. Deo gang tay va mac do khoac phong
thi nghiém dung mot [an khi xtr ly cdc mau xét nghiém va thudc thir trong b kit. Rlra tay ky cang sau khi xur ly
cac mau xét nghiém va thudc thlr trong b Kit.

* DEngan nglra su suy gidm clia mau hoac thudc thdr, hdy dam bao rang tat ca hoi natri hypoclorit tlr qua trinh
lam sach da bay hoi hoan toan trudc khi bat dau quy trinh.

* Nhiém chéo mau vdi cac san pham PCR/amplicon khac c6 thé gay két qua khong chinh xac va khong dang
tin cay. D€ tranh nhiém chéo, hdy ap dung cac bién phap thuc hanh tét nhat sau:

— Thuyc hién ding quy trinh va vé sinh phong thi nghiém.

— Thuc hién céc budc quy trinh trong khu vuc tién khué&ch dai hodc hdu khuéch dai dugce chi dinh.

— B&o quan thudc thir da dung trudce khi lam sach thu vién trong khu vuc tién khué&ch dai.

— Tach biét thudc thir tién khué&ch dai va hau khuéch dai.

— Dam bao khu vuc tién khuéch dai va hau khuéch dai cé thiét bi riéng biét, nhu pipet, dau pipet, may lac
vortex va may ly tam.

* Tranh nhiém ban chéo. S dung dau pipet mdi gitra cdc mau va gitra cac lan phan phai thudc thir. Viéc dung
dau loc giup gidam nguy co mang theo amplicon va nhiém chéo gitra cac mau.

— Khithém hodc chuy&n méu hay hén hogp téng thé thudc thir, can thay dau pipet gitra mdi mau.
— Khithém adapter chi thi bang pipet da kénh, thay dau pipet gitta méi hang hodc méi c6t. Néu str dung
pipet don kénh, thay dau pipet gitta mdi mau.
— Loai bo céac dia adapter chi thi chua dung khoi khu vuc lam viéc.
*  Sirdung thuc hanh tét cho budc rira ethanol nhu sau:
— Ludn chuén bi ethanol 80% mdi. Ethanol ¢ thé hit nudc tir khdng khi, anh hudng dén két qua.

— Dam bdo loai bd hét ethanol & day giéng trong budc rira. Ethanol du cé thé dnh hudng dén két qua.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

— Tuan th thoi gian sdy khoé quy dinh trong budc gia d& tir d€ ddm bao bay hoi hoan toan. Ethanol ton du
c6 thé anh hudng dén hiéu suat clia cac phan tng tiép theo.

*  Ludn chuén bi hdn hgp téng thé ngay trude khi sir dung va khdng luu trir dung dich da pha.

* Hiéu suat cua lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit khdng dugc dadm bao néu quy trinh khéng dugc tuan
thu nhu hudng dan trong to hudng dan di kem.

* Khodng str dung bat ky thanh phan nao cla bd kit sau ngay hét han ghi trén nhan.

* Khong dugc hoan déi cac thanh phan cda b kit lllumina DNA Prep with Enrichment Dx khac nhau. Céc bo kit
dugc nhan dién dua trén nhan cuda kit.

Luu y vé quy trinh

Khuyén nghi vé lugng DNA dau vao

Quy trinh lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich véi DNA hé gen (gDNA) sgi kép chat lugng cao
trong khoang 50-1000 ng.

Dam bdo mau gDNA ban dau khéng chira > 1 mM EDTA va khong cé cac chat hitu co gay nhiéu nhu phenol hodc
ethanol. Nhitrng chat nay cé thé can trd phan (ng cat ndi va dan dén that bai clia xét nghiém.

gDNA dau vao = 50 ng

Véi lugng gDNA tlr 50-1000 ng, khéng can dinh lugng va chuan hdéa mau gDNA ban dau.

gDNA dau vao < 50 ng

Co thé sir dung lugng gDNA tir 10-50 ng, vdi cac diéu chinh sau:

* NE&u dung 10-49 ng gDNA, khuyén nghi dinh lugng mau gDNA ban dau dé xac dinh s6 chu ky PCR can thiét
sau cat ndi. Sr dung phuong phap dinh lugng dua trén huynh quang dé do gDNA sgi kép. Tranh cac phuong
phap do téng axit nucleic nhu NanoDrop hodc cac phuong phap hap thu UV khac.

*  Quy trinh nay khéng chuan héa lugng thu vién trudc lam giau tir gDNA 10-49 ng, do dé can dinh lugng va
chuén hoa thu vién trudce va sau khi lam giau.

* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit da dugc dac trung va xac minh cho lugng gDNA tir 50-1000 ng.
Hiéu suat san pham tuong duong khéng dugc dam bao véi gDNA < 50 ng.

Khuyén nghi vé mau dau vao
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich véi gDNA dugc tach chiét tir mau toan phan ngoai vi. Co
thé str dung bat ky phuong phap tach chiét da xac thuc nao. Khi tach chiét gDNA tlr mau toan phan, khéng can

dinh lugng ban dau DNA dau vao va lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tao ra lugng thu vién d3 dugc
chuan héa trudc lam giau.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Cac yéu t6 sau day c6 thé anh hudng xau dén lugng DNA thu dugc tlr cdc mau mau toan phan va do dé dén viéc
chuin héa thu vién:

* TuGi cla mau mau

* Diéukién bao quan

* Caéc tinh trang bénh ly tiém &n anh hudng dén sé lugng bach cau

Cac khuyén nghi vé dau vao mau mo FFPE

St dung céac tiéu chi chat lugng DNA FFPE sau day dé xac dinh dau vao thich hgp dé chuan bi thu vién thanh
cbng:

*  D0ivéi cac mau FFPE ¢ gia tri ACq = 5, dau vao DNA dugc khuyén nghi la 50-1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx khéng dugc khuy&n nghi cho cac mau FFPE chat lugng kém c6 ACq >
5. S&rdung cdc mau cé ACq > 5 1a c6 thé, nhung cd thé lam tang kha ndng that bai trong chuan bj thu vién
hodc lam gidm hiéu suat phéan tich.

Tach chiét FFPE

S dung phuong phap phan lap axit nucleic tao ra nang suat thu hoi cao, giam thiéu tiéu thu mau va bao toan
tinh toan ven ctia mau. Ban co thé sr dung bat ky phuong phap da dugc phé chudn nao dé tach chiét DNA tir
cac mau FFPE. Doi véi gDNA dugc tach chiét tir mo FFPE, can dinh lugng ban dau DNA dau vao va lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit khdng tao ra lugng thu vién trudce lam giau dugce chuén hoa.

Danh gia DNA FFPE

gDNA dugc tach tir mé FFPE phai dugc thdm dinh chat lugng trudce khi sir dung. D€ dat hiéu suat téi uu, hay
danh gia chat lugng mau DNA bang cach s dung phuong phap tach chiét da dugc phé chuan dé danh gia chat
lugng DNA dugc tach chiét tir cdc mau FFPE. Quy trinh lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich véi
cac mau DNA FFPE c6 gia tri ACq = 5. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit khéng dugc khuyén nghi cho
cac mau FFPE chéat lugng kém cé ACq > 5. S dung cac mdu cé ACq > 5 1a co thé, nhung co thé lam tadng kha
nang that bai trong chuan bi thu vién hodc lam gidm hiéu suat phan tich.

[TUy chon] Mau tham chiéu FFPE

S dung cac vat liéu tham chiéu dac trung nhu Horizon HD799 (DNA) lam déi chirng duong khi thuc hién quy
trinh. Cac vat liéu FFPE du diéu kién tir cdc mo ghép ngoai lai ¢ nguén géc tlr dong té€ bao cling co thé dugc sur
dung lam m&u tham chi€u. S&r dung phuong phap dua trén huynh quang dé dinh lugng cac vat liéu tham chiéu
trudce khi str dung.

LUUY Viéc chay mau tham chiu ddi chimg duong hodc chimg khéng c6 khudn sé tén thudc ther va 1am gidm
téng s6 mau khong xac dinh co thé xtr ly.
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T thdng tin sdn phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Khuyén nghi vé dau vao mau

illumina

Céc khuyén nghi vé dau vao mau cho lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit dugc tom tat trong bang sau.

Bang 1 Khuyén nghij vé dau vao mau

Loai dauvao Lugng dau
mau vao mau
gDNA 10-49 ng
gDNA 50-1000 ng
gDNAtormau  50-1000 ng
gDNA tr FFPE  50-1000 ng

Dinh luvgng DNA
dau vao dugc yéu
cau

Co

Chat lugng dau vao
DNA duogc yéu cau

Ty 1é 260/2801a1,8-2,0

Ty |& 260/280 13 1,8-2,0
Ty & 260/280 13 1,8-2,0
GiatriACq <5

Luong thu vién
trudc lam giau da
duoc chuan hoa

Khéng

Co
Co
Khéng

Cac chu ky PCR dugc khuyé&n nghi cho chuong trinh eBLTS PCR dugc diéu chinh dua trén néng dé va chat lugng
dau vao mau. DE biét thém thong tin, hdy tham khao Khuéch dai DNA duoc cat nditrén trang 28.

Meo va ky thuat

Tranh nhiém chéo

*  Khithém hodc chuy&n mau, thay dau pipet gitra méi mau.

* Khithém adapter chi thi bang pipet da kénh, thay dau pipet gitra méi hang hodc méi cét. Néu sir dung pipet
don kénh, thay dau pipet gitra m6i mau.

Bit kin dia

*  Lubn bit kin dia 96 giéng bang miéng dan niém phong mdi va ding con I&n cao su d€ dan kin trudc khi thuc
hién cac budc sau trong quy trinh:

— Céc budc lac

— Céc budc u. Néu khong bit kin ding cach co thé gay bay hoi trong qua trinh .

— Cacbudc ly tdm

— Cé&c budc tao thé lai

*  Dam bdo mép va cac giéng duagc bit kin hoan toan dé gidm nguy co nhiém chéo va bay hai.

— Neéu thay cé chat 1dng hodc hai ngung tu trén miéng dan hodc thanh giéng, hay ly tdm khi can trudc khi

ma.

* D3t dfa lén bé mat phang trudce khi tir tlr g& mang dan.

Xtr ly Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Bdo quan 8ng gbc eBLTS thang ding trong tu lanh dé€ cac hat ludn dugc ngép trong dung dich dém.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* Ngay trudc khi str dung, trén xody 6ng goéc eBLTS that k§ cho dén khi cac hat dugc tai huyén phu. D€ tranh
cdac hat lang xudng trd lai, kndng khuyén nghj ly tdm trudc khi pipet.

* Né&u céc hat bam vao thanh hodc nap clia dia 96 giéng, ly tdm & 280 x g trong 3 gidy, sau dé dung pipet dé
tai huyén phu.

* KhirtraeBLTS:
— Surdung gia tur tinh phu hgp véi loai dia.
— Gilr dia trén gia tu tinh cho dén khi hudng dan chi dinh thao ra.
— NE&u céac hat bi hut vao dau pipet, hdy nha lai vao dia trén gia tur tinh va chd cho dén khi dung dich trd nén

trong (khoang 2 phut).
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T& théng tin sén pham lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Quy trinh cdng viéc lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit

So d6 sau day minh hoa quy trinh lam viéc lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. Cac diém dirng an toan
dugc danh dau gilra cac budc. Udc tinh thoi gian dua trén viéc x&r ly 12 mau & muc lam giau 12 thanh phan.
gDNA

Diém dimg an toan

Cat gan DNA b6 gen
Thwe hanh: 20 phut

Téng: 40 phat

Thudc thir: eBLT, TB1

e Lam sach sau bwéc cat noi
Thwe hanh: 10 phut
Téng: 20 phut
Thuéc thir: ST2, TWB2

€© Knhuéch dai DNA duroc cét néi
T[u_rc hanh: 15 phut
Tong: 45 phut
Thubc thir: EPM, Index Adapters
Diém dimg an toan

o Lam sach thw vién
Thwe hanh: 10 phut
Tbéng: 20 phut
Thudc thir: RSB, CB, EtOH
Diém dimg an toan

o GOp nhém thw vién
Thubc thir: RSB

Diém dimg an toan

© 7120 thé 1ai mau do
Thwe hanh: 10 phut
Téng: 125 phat
Thubc thie: Enrichment Probe Panel,
NHB2, EHB2, RSB

€©) B:t it cac méu do da tao thé lai
Thwe hanh: 25 phut
Tbéng: 65 phut
Thubc thir: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

© Knuéen dai the vien aa lam giau
Thwe hanh: 5 phat
Téng: 40 phut
Thuéc thir: PPC, EPM
Diém dimg an toan

o Lam sach thw vién da dwoc lam

giau va khuéch dai
Thwe hanh: 10 phat

Téng: 20 phat

Thudc thir: CB, RSB, EtOH

® Trwéc PCR @ Sau PCR
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Hudng dan sir dung

Chuong nay mo ta quy trinh lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

* Xem xét quy trinh giai trinh tu hoan chinh theo k& hoach, tr mdu dén phan tich, d&€ dam bao kha nang tuong
thich cta sadn pham va thong s6 thi nghiém.

*  Trudc khi ti€p tuc, hdy xac nhan bén trong bd dung cu va dadm bao rang ban coé céc thanh phan can thiét,
thiét bi va vat liéu.
— Céac mau do dugc gan biotin clia bén thir ba phai dap ing cac yéu cau cu thé. Tham khao Cac yéu cau vé

bang mau do lam giau trén trang 10 dé dam bdo rang cac mau do cla bén thir ba dép ting cac yéu cau.

* Thuc hién quy trinh theo thir tu dugc hién thi, str dung cac théng sd thé tich va théng s G dugc chi dinh.

* Tién hanh ngay budc tiép theo néu khéng cé mot diém dimg an toan dugc chi dinh trong quy trinh.

* Khitao hon hgp tong thé, lugng du thira dugc bao gom trong thé tich dugc cung cap.

* H&y dam bdo st dung gia tir tinh phu hgp véi loai dia cla ban.

Chuan bi gép nhom

Budc nay la can thiét dé dam bao gidi trinh tu thanh cong cla cac thu vién dugc lam giau. Viéc gdp nhom cac
thu vién co thé xay ra trude khi lam giau va trudce khi gidi trinh tu.

Trudc khi lam giau—Cac thu vién da khuéch dai theo chi thi riéng Ié dugc gop lai véi nhau dé lam giau véi bang
mau do da chon. Diéu nay tao ra mét nhdm da thanh phan cla cac thu vién dugc lam giau. Doi véi dau vao mau
FFPE, viéc xtr ly da dugc thir nghiém va dugc khuyén nghi danh riéng cho cac phan ing lam giau 1 thanh phan.
Dai vai gDNA chat lugng cao, 12 thanh phan da dugc thd nghiém, nhung 2 thanh phan dén 11 thanh phan la cé
thé.

Trudc khi gidi trinh ty—cac thu vién da dugc lam giau 1 thanh phan va/hoac cac thu vién da dugc lam giau da
thanh phan dugc gop lai véi nhau trudce khi giai trinh tu. S6 lugng thu vién da dugc lam giau co thé dugc gidi trinh
tu phu thudc vao d6 sau doan doc muc tiéu cho méi mau trén hé thdng gidi trinh tu cta ban.

Lap chi thi kép duy nhat

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit s&r dung cac chi thi kép duy nhat.

* Céc thu vién duogc 1ap chi thi kép thém céc trinh tu Chi thi 1 (i7) va Chi thi 2 (i5) d€ tao cac thu vién dugc gan
thé duy nhat.

* Cac chithi UD co céc trinh tu chi thi riéng biét, khdng lién quan cho Doan doc chi thii7 vai5. Cac chi thicd
chiéu dai 10 base.

Viéc chon cac adapter chi thj véi cac trinh tu khac nhau cho cac thu vién gop sé t6i wu hoa can bang mau cho
phép gidi trinh ty va phan tich dir liéu thanh cong. Cac nhdm cé sé thanh phan = 10 thanh phan von da dugc cén
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

bang mau sac, vi vay ban cé thé str dung bat ky t6 hop adapter chi thi nao. Trong qua trinh chay giai trinh tu,
M&-dun DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager cung cap céc tuy chon cho cac té hgp chi thi duge can
bang mau sac va thong bao cho ban néu khéng cé du sy da dang trong cac to hgp chi thi da chon.

DE biét thong tin vé trinh ty adapter chi thi lllumina UD va so d6 bé tri dia, tham khao Phu luc: lllumina UD
Indexes Adapter Sequences trén trang 61

S6 thanh phan lam giau duoc ho trg

Céc thudc thtr lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit dugc cau hinh va thir nghiém & sé thanh phan lam giau 1
thanh phan va 12 thanh phan. Mac du sé thanh phan lam giau khac 1a cé thé cd, nhung mét sé truong hgp vé sé
thanh phan doi hdi b8 sung cac thudc thir chuan bi thu vién lam giau trudc va bang mau do lam giau.

DE dat dugc nang suat lam giau phu hgp cho cac trudng hgp so thanh phan lam giau khéng tiéu chuan co thé

yéu cau toi vu hda bs sung. Khong dam bao dat dugce két qua toi uu.

* So thanh phan lam giau—S6 lugng cac thu vién trudc lam giau (1-12) duge gop lai vdi nhau trong mot phan
(ng lam giau dé tao thé lai vdi cac bang mau do lam giau. Vi du: két hop 12 thu vién trude lam giau cuing nhau
tao ra mét nhdm lam giau 12 thanh phan.

*  Phan trng lam giau—S6 lugng cac ché pham phan (ng lam giau duy nhat, bat ké s6 lugng thu vién trudce lam
giau dugc gép nhdm trén mbi phan tng. Vi du: phan (ng lam giau don 1& cé thé diéu ché nhém lam giau 1
thanh phan hodc 12 thanh phan.

DE tinh t6ng sb thu vién sau lam giau, nhan sd thanh phan lam giau trén méi phan ing vdi sé phan tng lam giau.

Vi du: mot phan ing lam giau don Ié ctia mdt nhdm lam giau 12 thanh phan sé tao ra mdt nhom 12 thu vién sau

lam giau.

Khi gdp nhom cac thu vién trudce lam giau, cac thudc thir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ho trg cac

phan (rng va s6 thanh phan sau day.

Thudc thtr lllumina DNA Prep with

Phan trng I3 ic 6 thanh phan I3 ic
= B an trng lam giau S6 thanh phan lam giau
BO kit 16 mau 16 phan Ung 1thanh phan

Bo kit 96 mau 8 phan ung 12 thanh phan

Chién lugc gop nhém hai thanh phan dén tam thanh phan

Bang sau day cho thay céac adapter chi thi (gi€ng) co thé dugc két hop trong mét nhém 2-8 thanh phan, trong
khi hinh dugc ma hda bang mau minh hoa ting t6 hop.

GOp nhém bat ky s thanh phan = 2 tlr trén cling hodc dudi cung clia mot cot. Khong gbp ngang hang.
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T thdng tin sdn phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

S6 thanh
phan
2

0o

T6 hop

Hai gi€ng dau tién hoac hai giéng cudi cung trong mot cot:
e AvaB

« GvaH

Cac hang C-F khong dugc st dung.

Ba giéng dau tién hodc ba giéng cudi cung trong mot cot:
o A-C

« F-H

Cac hang D va E khong dugc str dung.

Bon giéng dau tién hodc bon giéng cudi cung trong mot cot:
o A-D
o E-H
Nam giéng dau tién hodc ndm giéng cudi cung trong mot cot:
o A-E
e D-H

[TUy chon 1] Sau giéng dau tién hodc sau giéng cudi cung trong mot cot:

o A-F

« C-H

[Tuy chon 2] Hai giéng dau tién (A va B) hoac hai giéng cudi cung (G va
H) trong moét cot va bat ky bdn giéng nao trong cot lién ké.

Bay giéng dau tién hoac bay giéng cudi cung trong mot cot:

e A-G

. B-H

Toan bo cot.
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Chién lugc gop nhém chin thanh phan

illumina

Mau trong
hinh

Cam

Xam

Tim

Xanh lam

Xanh luc

Xanh ngoc

S dung cac adapter chi thi tlr bat ky gi€éng nao nham t6i wu can bang mau trong moét Ian chay giai trinh tu, vi du:
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T thdng tin sdn phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

* Al-H1va A2

* A4-D4vaA5-E5

* A7-F7vaA8-C8

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

Hinh dudi day minh hoa cé bon vi du.
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Cat n6i DNA b6 gen

illumina

Budc nay s dung Enrichment BLT Small (eBLTS) d€ cat ndi DNA, day la qua trinh phdn manh va gan thé DNA

vdi céc trinh tu adapter.

Vat tu tiéu hao
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (ndp mau vang)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)
* Nudc khdéng chira nuclease
* Dfa PCR 96 giéng
* Miéng dan niém phong
e Onglytamnhd 1,7 ml
* Dai8ong
* Diupipet
— Pipet da kénh 200 pl
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

/N WARNING (CANH BAO)

B thudc thtr nay chira cac héa chat doc hai tiém an. Co thé xay ra thuong tich ca nhan néu hit
phai, nudt phai, tiép xuc vai da va mat. Mang thiét bi bao hg, bao gém bao vé mat, gang tay va ao
choang phong thi nghiém tuong rng véi cac nguy co phoi nhiém. Xt ly thuéc thir da str dung nhu
chat thai hda hoc va thai bo theo cac luat va quy dinh hién hanh cta dia phuong, quéc gia va khu
vuc. D€ biét thém thong tin vé méi truong, strc khde va an toan, hay tham khdo Bang di liéu an toan
(SDS) tai dia chi support.illumina.com/sds.html.

Gidi thiéu vé thudc thu
* eBLTS phai dugc bao quan & nhiét d6 tlr 2°C dén 8°C. Khong str dung eBLTS da dugc bao quan dudi 2°C.
* Khoéngly tam eBLTS.

Chuan bi
1. Chuén bi cac vat tu tiéu hao sau:
Vat tu Bao quan Hudng dan
eBLTS (ndp mau vang) 2°C dén 8°C Dua vé nhiét dé phong. Tron xody ngay

trudc khi str dung dé trén. Khong ly tam
trudc khi pipet.

TB1 -25°C dén -15°C Dua vé nhiét dé phong. Tron xody dé tron
deéu.
2. Trbn xody hodc pipet DNA, sau dé ly tdm trong thai gian ngan.
3. Luuchuong trinh TAG sau trén may luan nhiét:
* Chon tly chon gia nhiét so bd nap va dat ¢ 100°C
* D3t thé tich phan tngla 50 pl
* 55°Ctrong 5 phut
*  Duytrig10°C
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Quy trinh

1. Thém 2-30 ul DNA vao méi giéng clia dia PCR 96 giéng sao cho tong lugng DNA dau vao dat 50-1000 ng.
NE&u thé tich DNA < 30 I, thém nudc khdng chira nuclease vao mau DNA dé dat tdng thé tich 30 pl.
2. Trbn xody eBLTS that k§ cho dén khi cac hat dugc tai huyén phu hoan toan.

3. K&t hgp céac thé tich sau trong mot 6ng dé chuan bi Tagmentation Master Mix. Nhadn moi thé tich vdi s
lugng mau dang dugc xu ly.

* eBLTS(11,5ul)
e TB1(11,5ul)
Thé tich d& bao gém phan du cla thudc thir.
4. Pipet Tagmentation Master Mix mét cach ky ludng dé tron.
Chia thé tich Tagmentation Master Mix dong déu vao dai 8 6ng.

6. SUdung dng pipet da kénh 200 pl, chuyén 20 ul Tagmentation Master Mix vao méi giéng clia dia PCR chira
mau. DUng dau pipet mdi cho moi cét hodc hang mau.

Vit bd dai 8 dng sau khi dd phan phoi Tagmentation Master Mix.

8. SUrdung pipet da kénh 200 pl d&t & 40 pl, hit nhd méi mau 10 [an dé trén. DUng dau pipet maéi cho mdi cot
mau.
Hoac, bit kin dfa PCR va dung may lac dia & téc dd 1600 vong/phut trong 1 phut.

9. Bitkin dfa, sau d6 dat vao may luan nhiét da dugc Iap trinh san va chay chuong trinh TAG.

10. Cho cho dén khi chuong trinh TAG dat dén nhiét do gilr 10°C, sau dé 18y dTa ra ngay Iap turc.

11. D& dia PCR 96 giéng & nhiét dé phong trong 2 phut, réi tiép tuc budc ti€p theo.

Lam sach sau budc cat noi

Budc nay rtra sach DNA d& dugc gan adapter trén eBLTS trudce khi khuéch dai PCR.

Vat tu tiéu hao
* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)
* Gidtutinh cho dia PCR 96 giéng
* Miéng dan niém phong
* Dai8ong
* Diupipet
— Pipet da kénh 20 pl
— Pipet da kénh 200 pl
*  Chuén bj cho quy trinh sau:
— EPM (Enhanced PCR Mix)
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

— Dfa adapter chi thi

Gidi thiéu vé thudc thu
* H&y dam bado st dung gia tir tinh phu hgp véi loai dia cla ban. Viéc str dung gia tlr tinh loai MIDI cho dfa PCR
c6 thé khién TWB2 khéng bam vao hat tur.

* Dung pipet hut TWB2 cham rai dé€ giam tao bot, tranh hut sai thé tich va tron khéng hoan toan.

Chuan bi

1. Chun bj cac vét tu tiéu hao sau:

Vat tu Bao quan Hudng dan

EPM -25°C dén -15°C  Ra doéng trén da lanh trong 1 gio.
L&t ngugc dé tron déu, sau do ly tdm trong thai gian ngan.

ST2 15°C dén 30°C Né&u quan sat thay két tda, hdy G & 37°C trong 10 phut, sau dé trén xody
cho dén khi két tla tan hét. Sir dung & nhiét dé phong.

TWB2 15°C dén 30°C St&r dung & nhiét dé phong.

Dia -25°C dén -15°C  Ra ddng & nhiét do phong trong 30 phut.

adapter

chithi

Quy trinh

1. Thém 10 yl ST2 vao mdi phan ing cat ndi. Néu ban st dung pipet da kénh, pipet ST2 vao mét dai 8 6ng, sau
do chuyén thé tich thich hgp vao dia PCR. Dung dau pipet mdi cho mbi cét hodc hang mau.

2. Slrdung pipet 200 ul dugc dat thanh 50 pl, pipet tir tir moi gi€ng 10 Ian dé tai huyén phu céc hat.

Hoac, bit kin dfa va lac & toc d6 1600 vong/phut trong 1 phut. Lap lai néu can.

Bit kin dTa, sau dd ly tdm & 280 x g trong 10 gidy.

U & nhiét dd phong trong 5 phut.

Dat Ién gia tlr tinh clia dia PCR va dgi cho dén khi chat Iong trong sudt (3 phdt).

o gk~ w

[= 48 mau] Rira ba Ian nhu sau.

a. S dung pipet da kénh 200 pl dugc dat thanh 60 pl, 18y ra va loai bo phan ndi trén bé mat ma khéng lam
Xao0 tron vién hat.

b. Lay rakhdigia tur tinh.
c. Ngay sau do, tlr tir thém 100 ul TWB2 truc ti€p Ién cac hat.

d. Pipet tur tlr cho dén khi cac hat dugc tai huyén phu hoan toan. Hodc, bit kin dia va lac & tdc do
1600 vong/phut trong 1 phdt.

e. Neéu bj ban tde, gidm téc dd ly tdm xudng con 280 x g trong 10 gidy.

f. Datlén gid tu tinh clia dia PCR va doi cho dén khi chat 1dng trong sudt (3 phut).
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7.

g.
h.

DE dia trén gia tir tinh va TWB2 trong cac giéng dé tranh bi khd qua muc khi thyc hién [an rira thir ba. Lay
ra va loai bd phan néi trén bé mat sau khi ban da chudn bi PCR Master Mix.
S{r dung pipet da kénh 200 pl dugc dat & mirc 100 i, 18y ra va loai bd phan ndi trén bé mat.

L3p lai cac budc b—g hai lan dé c6 téng cong ba Ian rira.

[ > 48 mau] Rira ba Ian nhu sau.

a.

® o 0 T

j.

k.

Thuc hién cac budc b va ¢ theo cac murc tang tir 1 c6t dén 2 cot cho dén khi tat ca cac cot da duge xir ly
dé tranh qua kho.

St dung pipet da kénh 200 pl dugc dat & mic 60 pl, 13y ra va loai bd phan néi trén bé mat.

Lay ra khdi gia tur tinh.

Ngay sau do, tir tir phan phai 100 pl TWB2 tryc ti€p Ién cac hat.

Pipet tlr tir cho dén khi cac hat dugc tai huyén phu hoan toan. Hodc, bit kin dia va lac & téc do

1600 vong/phut trong 1 phdt.

NE&u bi ban tde, giam tdc do ly tdm xudng con 280 x g trong 10 gidy.

Dat Ién gia tlr tinh clia dia PCR va dgi cho dén khi chat Iong trong sudt (3 phdt).

DE dia trén gia tir tinh va TWB2 trong cac giéng dé tranh bi khd qua muc khi thyc hién [an rira thir ba. Lay
ra va loai bo phan néi trén bé mat sau khi ban da chudn bi PCR Master Mix.

S{r dung pipet da kénh 200 pl dugc dat & mirc 100 i, 18y ra va loai bd phan ndi trén bé mat.

Lay ra khai gia tlr tinh va tlr tir thém 100 pl TWB2 truc ti€p Ién cac hat.

Lap lai cac budc h vaitheo cdc mirc tdng 1 hodc 2 cdt cho dén khi tat ca cac cot da duoc xur ly.

Lap lai cac budc e-h hai lan dé cé téng céng ba Ian rlra.

Gilr trén gia tur tinh cho dén budc 4 clia muc Quy trinh trong Khuéch dai DNA da duoc cat noi.
TWB2 van & trong giéng dé tranh lam khé qua muc cac hat.

Khuéch dai DNA duogc cat noi

Budc nay khuéch dai DNA d3 duoc cat ndi bang chuong trinh PCR véi s chu ky gidi han. Budc PCR thém céac
adapter Chi thi 1 (i7), cac adapter Chi thi 2 (i5), va cac trinh tu can thiét cho viéc tao cum trong qua trinh gidi
trinh tu.

Vat tu tiéu hao
EPM (Enhanced PCR Mix)

DTa adapter chi thi
Dia PCR 96 giéng

Nudc khdng chira nuclease

Miéng dan niém phong

Ong ly tdm nhoé 1,5 ml

Dau pipet
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— Pipet da kénh 20 pl
— Pipet da kénh 200 pl

Gidi thiéu vé thudc thu

* Dfiaadapter chi thj
— M0ot giéng ¢ thé chira > 10 ul adapter chi thi.
— Khdng thém mau vao dia adapter chi thi.

— MO0i giéng cua dfa chi thj chi dugc sir dung mét [an duy nhat.

illumina

Chuan bi
1. Chuén bj cac vat tu tiéu hao sau:
Vat tu Bao quan Hudng dan
EPM -25°C dén -15°C R& dbéng & 4°C hodac trén da lanh trong 1 gio.

Lat ngugc dé tron déu, sau dé ly tam trong thai gian ngan.

DTa adapter chithj -25°C dén-15°C R& dong & nhiét d6 phong trong 30 phdt.

2. Luu chuong trinh eBLTS PCR sau trén may luan nhiét, str dung s chu ky PCR phu hgp dugc chi dinh trong

bang bén dudi.
* Chon tly chon gia nhiét so bd nap va dat ¢ 100°C
* D3t thé tich phan tngla 50 pl
* 72°Ctrong 3 phut
* 98°Ctrong 3 phut
* X chuky cua:
* 98°Ctrong 20 gidy
* 60°C trong 30 giay
* 72°Ctrong1phut
* 72°Ctrong 3 phut
* Duytriag10°C

Tong thai gian chay la khodng 38 phut cho 9 chu ky va khodng 46 phut cho 12 chu ky.

Loai dau vao mau

10-49 ng gDNA

50-1000 ng gDNA

50-1000 ng gDNA dugc tach chiét tir FFPE

gDNA dugc tach chiét tir mau
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Quy trinh

1. K&t hgp cac thanh phan sau dé chuan bi hon hgp PCR Master Mix. Nhan méi thé tich vdi sé lugng mau dang
dugc xur ly.
* EPM (23 )

* Nudc khéng chira nuclease (23 pl)

Thé tich da bao gom phan du cula thudc thtr.
2. DUng pipet hut va nha hén hop PCR Master Mix 10 [an dé tron déu, sau do ly tdm trong thoi gian ngan.
3. Khi dat dia trén gia tir tinh, str dung pipet da kénh 200 ul d€ 14y ra va loai bd TWB2.

Bot con lai trén thanh giéng khdng anh hudng dén thu vién.
4. Lay rakhdi gia tu tinh.

Ngay lap tirc thém 40 pl PCR Master Mix tryc ti€p Ién cac hat trong moi giéng.

6. Ngay lap tirc dung pipet dé€ tron cho dén khi cac hat dugc phan tan hoan toan. Hoac, bit kin dfa va lac & toc
dd 1600 vong/phut (rpm) trong 1 phut.

Bit kin dTa mau va ly tdm & 280 x g trong 10 giay.
Ly tdm dia adapter chi thi & 1000 x g trong 1 phut.
9. Chuén bi dia adapter chi thi.
* [< 96 mau] Dung dau pipet mai dé choc thing I6p mang nhém trén dia adapter chi thi cho ting giéng,
chi véi sé lugng mau can xur ly.
* [96 m4u] D3t mot dia PCR nira vién mdi I1én trén dia adapter chi thi va an xuéng dé choc thing I6p mang
nhom. Loai bo dfa PCR d& dung dé choc thlng.
10. DUng dau pipet mdi, thém 10 ul adapter chi thi da ghép cdp san vao mai giéng.
11. Dung pipet dat & 40 pl, hit nha 10 Ian dé tron. Hoac, bit kin dia va lac & té¢ d6 1600 vong/phut trong 1 phut.
12. Bit kin dTa, sau do ly tam & 280 x g trong 10 gidy.
13. Dat vao may luan nhiét va chay chuong trinh eBLTS PCR.

DIEM DUNG AN TOAN
N&u ban dung lai, hdy bao quan & nhiét do tir -25°C dén -15°C trong tdi da 30 ngay.

Lam sach thu vien
Budc nay s dung quy trinh tinh sach bang hat hai mat dé tinh sach cac thu vién da khuéch dai.

Vat tu tiéu hao

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Ethanol (EtOH) 80% mdi pha ché
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*  Dialuu trir sdu 96 giéng polypropylene, 0,8 ml (dia MIDI)
* DiaPCR 96 giéng

* Giadtutinh cho dia MIDI

* Giatutinh cho dia PCR

e Onglytamnhé 1,5 ml

* Nudc khdng chira nuclease
Gidi thiéu vé thuéc thu
* Cleanup Beads

— Trbn xody trudc moi lan s dung.

— Trén xody thudng xuyén dé dam bao cac hat tir dugc phan bd déu.

— Hut va phan phdi chdm do dd nhét cua dung dich.
Chuan bi

1. Chuan bj cac vét tu tiéu hao sau:

Vit

illumina

Bao quan Hudng dan

tu q Jd

CB Nhiét g6 Trén xody va ddo ngugc dé tron cho dén khi mau clia chat [dng dong nhat.
phong

RSB  2°C dén 8°C R3 déng & nhiét do phong trong 30 phut. Trén xody dé tron déu.

Quy trinh

Lac dia PCR 96 giéng & t6c d6 1800 vong/phut trong 1 phut, sau dé ly tam trong thoi gian ngan.

1

2. Datlén gia tlr tinh cua dia PCR va dgi cho dén khi chat 1dng trd nén trong (1 phut).
3. Tron xody CB 3 Ian trong 10 gidy, sau dé ddo ngugc nhiéu [an dé tai huyén phu.
4

Dai véi gDNA chat lugng cao, hdy lam nhu sau.

a. Thém 77 pl nudc khdng chira nuclease vao moi giéng cua dia MIDI mdi.

b. Thém 88 ul CB vao mbi giéng cua dia MIDI.

c. Chuyén 45 pl phan ndi trén bé mat tir moi giéng cua dia PCR sang giéng tuong tng cua dia MIDI.
d. Loaibd dia PCR.

e. Pipet mbi giéng 10 [an dé trén. Hodc, bit kin dfa va lac & téc d6 1800 vong/phut trong 1 phat.

f. Bitkin dia va U & nhiét dé phong trong 5 phut.

g. Kiém tra xem cé bot khi khéng. Néu cé, tién hanh ly tam.

h. Dat|én gia tlr tinh cua dia MIDI va doi cho dén khi chat 1dng trd nén trong (5 phut).
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j. Chuyén 200 pl phan ndi trén bé mat tir mdi giéng clia dia MIDI dau tién vao giéng tuong ting clia dia MIDI
mai (chira 20 pl CB).

k. Loaibd dia MIDI d4u tién.

l.  Pipet mbi giéng cla dia MIDI ma&i 10 lan dé trén. Hodc, bit kin dia va lac & tdc dé 1800 vong/phut trong 1
phut.

5. Doi véi FFPE dugc tach chiét, hdy lam nhu sau.

Thém 81 pl CB vao moi giéng cua dia MIDI mdi.

Chuyén 45 ul phan ndi trén bé mat tr méi giéng cla dia PCR sang giéng tuong Ung cla dia MIDI.
Loai bo dia PCR.

Pipet mdi giéng 10 lan dé tron. Hodc, bit kin dia va lac ¢ tdc dé 1800 vong/phut trong 1 pht.

o T o

e

U & nhiét d6 phong trong 5 phtit.
Kiém tra xem cé bot khi khéng. Néu co, tién hanh ly tam.

D3t Ién gia tlr tinh cla dia MIDI va dgi cho dén khi chat 1dng trd nén trong (5 phdt).

© © N o

Khéng lam xdo tron cac hat, 1y ra va loai bd phan ndi trén bé mat.
10. R{ra hat nhu sau.
a. Khidia dang trén gid tur tinh, thém 200 pl EtOH 80% mdi ma khong tron.
b. U trong 30 giay.
c. Khoéng lam xdo tron cac hat, 18y ra va loai bo phan ndi trén bé mat.
11. Rira hat [an thi hai.
12. DE kho ty nhién trén gia tlr tinh trong 5 phit.
13. Trong khi d€ kho ty nhién, dung micropipette 20 pl d€ I3y ra va loai bd phan EtOH con sét lai.
14. L&y ra khdi gia tu tinh.
15. Thém 17 pl RSB vao cac hat.
16. Bit kin d7a va lac & t6c do 1800 vong/phut trong 2 phuit.
17. U & nhiét d6 phong trong 2 phtit.
18. Kiém tra xem cé bot khi khéng. Néu co, tién hanh ly tam.
19. Dat dia lén gia tlr tinh cua dia MIDI va cho cho dén khi chat 1dng trd nén trong (2 phut).
20. Chuyén 15 ul phan ndi trén bé mat sang mot dia PCR 96 giéng mdi.

DIEM DUNG AN TOAN
NE&u ban dung lai, hdy bit kin dTa va bao quan & nhiét do tir -25°C dén -15°C trong tdi da 30 ngay.

GOp nhém cac thu vién trudce lam giau

Budc nay két hop cac thu vién DNA véi cac chi thi duy nhat vao mot nhdm 1&n dén 12 thu vién.
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Phuong phap gép nhém

Ban cé thé gbp theo thé tich hodc khdi lugng. Sir dung bang sau dé xac dinh phuong phap thich hgp cho dau
vao cua ban.

Bang 2 Cac phuong phap gdp nhom duge khuyén nghi

Dau vao mau Phuong phap gop hhom
10-49 ng gDNA Khéi lugng

50-1000 ng gDNA Thé tich

gDNA duoc tach chiét tir FFPE Khai lugng

gDNA dugc tach chiét tir mau Thé tich

* Lam giau moét thanh phan khong yéu cau gdp nhom céac thu vién trudce lam giau. Tuy nhién, viéc thém RSB co
thé la can thiét.

* Sau khi dinh lugng thu vién trudce lam giau, tat ca cac loai dau vao mau co thé dugce gop theo khadi lugng dé
dat dugc can bang chi thi téi uu.

* Lugng cudi cung cula cac thu vién trude lam giau dugc tao ra trong cac ché pham thi nghiém riéng biét cé
thé khac nhau. Do dd, gop nhdm theo khéi lugng duge khuyén nghi dé dat dugc sy can bang chi thi t6i uu.

* S dung phuong phap lam giau 1 thanh phan cho cac tinh huéng sau.
* 10-49 ng gDNA
* 50-1000 ng gDNA dugc tach chiét tir FFPE

*  Phat hién tan s6 alen nhd thap cho phat hién bién thé soma.

Gop nhom theo khdi lugng

Dai vdi cac tinh hudng sau day, dinh lugng cac thu vién clia ban dé stir dung khoi lugng DNA cho méi thu vién dé
lam giau dugc chi dinh trong Gép nhom cdc thu vién trudc lam giau & néng dé bang nhau trén trang 34.

*  Dauvao mau gDNA 10-49 ng

* 50-1000 ng gDNA dugc tach chiét tir ddu vao mau FFPE

* Phat hién tan s6 alen nho thap cho phat hién bién thé soma

* gDNA dugc tach chiét tir mau dé co can bang chi thi téi uu

Dinh lugng thu vién trudc lam giau
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1. Chay 1 ul cdc thu vién trudc lam giau bang phuong phap dinh lugng dua trén huynh quang ban ua thich bang
cach str dung thuéc nhudm cai xen dsDNA.

* DGivai 50-1000 ng gDNA chét lugng cao, dy kién thu dugc = 500 ng thu vién trudc lam giau.

*  DGivdi 50-1000 ng gDNA dugc tach chiét tir FFPE, du kién thu dugc 500-6000 ng thu vién trude lam
giau, tuy thudc vao chat lugng ctia mau ban dau.

LUUY D&ivéicac phuong phap dinh lugng c6 dd Iéch khac nhau, hay kidm tra chat lugng luong phuong phéap
dinh lugng cho quy trinh lam viéc nay. K&t qua néng dod cé thé khac nhau tuy thudc vao phuong phap
dugc strdung.

GOp nhédm céc thu vién trude lam giau & nong dé bang nhau

S dung bang sau dé xac dinh khaoi lugng DNA mdi thu vién can cho budc lam giau, dua theo loai mau va sé
thanh phan lam giau. Nang suat lam giau t6i uu va hiéu qua xét nghiém khoéng dugc dam bao khi sir dung lugng
thu vién trude lam giau thdp hon murc khuyén nghi.

Tong khéi lugng DNA trong phan Ung lam giau khéng dugc vuot qua 6000 ng.

S . S6 thanh phan Khai lugng DNA trén méi thw  Tong khéi lwgng DNA thu
Déau vao mau s .y n oA
lam giau vién (ng) vién (ng)
gDNA chét lugng cao 12 250-500 3000-6000
gDNA dugc tach chiet 1 200 200

tur FFPE

1. Ghi lai cac chi thi cho cac thu vién ma ban dy dinh gop trong budc nay.
2. Dua trén nong dé ctia mdi thu vién, hay tinh thé tich can thém vao phan Ung lam giau dé dat khéi lugng DNA
yéu cau.
* gDNA chat lugng cao: Tinh thé tich thu vién can thém dé dat 250-500 ng DNA d&u vao.
* gDNA dugc tach chiét tir FFPE: Tinh thé tich thu vién can thém dé dat 200 ng DNA dau vao.
Thém thé tich da tinh todn cho madi thu vién vao cing mot giéng cua dia PCR.

NE&u str dung gDNA chat lugng cao, hay thuc hién mét trong cac thao tac sau dua trén téng thé tich cua cac
thu vién trudce lam giau duge gdép nhém:

* NE&u theé tich thu vién trudc lam giau = 30 pl, tién hanh budc Tao thé lai mau do trén trang 36.

* NE&u theé tich thu vién trudc lam giau < 30 pl, thém RSB dé dat tong thé tich 30 .

* NE&u thé tich thu vién trude lam giau > 30 pl, hdy sir dung phuong phap cd ddc bang hat tir hodc may co
quay chan khéng dé cé dac mau gop. Thém RSB vao mau gop dugc cd dac dé dat téng thé tich 30 pl.

5. Né&u sr dung gDNA dugc tach chiét tir FFPE, hay thuc hién mot trong cac thao tac sau dua trén tong thé tich
cua cac thu vién trudc lam giau duge gop nhom.

* NE&u thé tich thu vién trudc lam giau = 7,5 ul, ti€n hanh budc Tao thé lai mau do trén trang 36.
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* NE&u thé tich thu vién trudc lam giau < 7,5 pl, hdy thém RSB dé dat téng thé tich 7,5 pl.

DIEM DUNG AN TOAN
NE&u ban durng lai, hay bit kin dia va bdo quan & nhiét do tlr -25°C dén -15°C trong t6i da 30 ngay.

GOp nhom theo thé tich

Khi lugng dau vao la 50-1000 ng gDNA, viéc dinh Ilugng va chudn hda cac thu vién riéng 1é dugc tao ra trong
cung mot thi nghiém la khong can thiét.
DE dat hiéu suat t6i uu, chi gdp nhom céac thu vién trude lam giau duge chuan bi bdi cing mot nguoi diing, cung
16 thudc thir va clung dia adapter chi thi.
1. Ghilai cac chi thi cho cac thu vién ma ban du dinh gdp trong budc nay.
2. K&t hgp cac thé tich thu vién trudc lam giau va RSB cho sd thanh phan lam giau clia ban vao cung mét giéng
cua dfa PCR mdi.
Thé tich thu dugc 1a 30 .

Thé tich cua tirng thu vién

S6 thanh phan lam giau * . .
trudce lam giau (pl)

Thé tich RSB (ul)

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

*DE& biét thong tin vé s6 thanh phan khéng chudn (tlr 2 thanh phan dén 11 thanh phan), hdy xem muc Gidi han cua quy trinh
trén trang 2.

DIEM DUNG AN TOAN
NE&u ban dung lai, hay bit kin dia va bdo quan & nhiét do tir -25°C dén -15°C trong t6i da 30 ngay.
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[Tuy chon] Danh gia chat luvgng thu vién trude lam giau

Né&u gép nhom theo thé tich, dé€ dinh lugng cac thu vién trude lam giau, hdy sir dung phuong phap dua trén
huynh quang str dung thudc nhuém cai xen dsDNA. D& danh gia chat lugng cac thu vién trudce lam giau, hay st
dung may phan tich doan DNA vdi b kit phan tich doan thich hgp.

S dung téng céng 1 ul d€ danh gia chat lugng thu vién. Cac thu vién trudc lam giau dugce cd dac du dé cho
phép pha loang lugng nhd nham muc dich dinh lugng hodc phéan tich doan.

Tao thé lai mau do

Budc nay gan cac vung DNA muc tiéu véi cac mau do bat gilr.

Thudc thir lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit tuong thich vdi ca lllumina va cac bang oligonucleotide
DNA lam giau cla bén thir ba. D€ biét thong tin vé cac thong s6 k§ thuat can thiét cho cac bang cla bén thir ba,
hay tham khdo muc Cac yéu cau vé bang mau do lam giau trén trang 10.

Vat tu tiéu hao
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (Dung dich dém HYB 2 + Chat chan IDT NXT) (ndp xanh duong)
* Bang mau do lam giau
* DiaPCR 96 giéng
* Miéng dan niém phong
* Chudn bi cho quy trinh sau:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (ndp mau hé phach)

Gidi thiéu vé thuéc thu
* NHB2 két tua va tach Idp trong qua trinh bao quan.

* Bang mau do lam giau dé cap dén bang oligonucleotide lam giau dugc chon tir nha cung cap lllumina.

Chuan bi
1. Chuén bi cac vat tu tiéu hao sau:

Vat tu Bao quan Hudng dan

EHB2 2°C dén 8°C Dua vé nhiét do phong. Tron xody dé tron déu.
NE&u thay tinh thé va van duc, Iap lai viéc trén xody hoidc
pipet 1én xudng dé trén cho dén khi dung dich trong.
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Vat tu Bao quan
Bang maudolam  -25°C dén-15°C
giau (Ilumina)

NHB2 ( ndp mau -25°C dén -15°C
xanh duong)

SMB3* 2°C dén 8°C
EEW* (6ng hG -25°C dén -15°C
phach)

Hudng dan

Dai vdi ca lllumina va cac bang cua bén thir ba, hdy dua
dén nhiét d6 phong. Tron xody dé tron déu.

R3 dbng & nhiét do phong.

Khi & nhiét do phong, lam néng so b trén may U vi mau
dén nhiét d6 tuong tu nhu mau do ban dang sir dung
trong 5 phut.

Tron xoay & toc do toi da 3 1an trong 10 gidy méi [an dé tai
huyén phu.

Ly tdm trong thoi gian ngan.

Pipet I1én va xudng tur day 6ng.

NE&u thay tinh thé va van duc, 13p lai viéc tron xody hoac
pipet Ién xudng dé tron cho dén khi dung dich trong.

St dung trong khi con @m dé tranh két tla do qua trinh tai
tao.

NE&u ban tién hanh quy trinh ti€p theo ngay sau 90 phut
gilr lai trong chuong trinh HYB, hdy dua dén nhiét do
phong it nhat 2 gio trudce khi bat dau chuong trinh HYB.

NE&u ban tié€n hanh quy trinh ti€p theo ngay sau 90 phut
gitr lai trong chuong trinh HYB, hdy dua dén nhiét do
phong it nhat 2 gio trude khi bat dau chuong trinh HYB.
Khi & nhiét do phong, lam néng so b trén may U vi mau
dén nhiét d6 tao thé lai va bat gitr ap dung trong 30 phut
trudce khi chuong trinh HYB két thuc.

*NE&u ban durng lai trudce quy trinh tiép theo, hay tri hodn viéc chudn bi thuéc thir nay cho dén khi ban dén quy trinh do.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Luu chuong trinh HYB sau trén may luan nhiét bang cach sir dung sé chu ky thich hgp dugc liét ké trong
Bang 3.

* Chon tly chon gia nhiét so b nap va dat ¢ 100°C
* Datthétich phan ting
* [gDNA chat lurgng cao] 100 pl
* [gDNA duogc tach chiét tir FFPE] 25 pl
* 98°Ctrong 5 phut
* Xchuky méi chu ky 1 phut, bat dau tir 98°C trong chu ky dau tién, sau dé giam 2°C mdi chu ky
*  Gilrtrong 90 phut & nhiét d6 thich hop:
* [gDNA dugc tach chiét tir FFPE] 58°C
* [Bang mau do 80 mer] 58°C
* [Phat hién bién thé soma] 58°C

* [T4t ca cac mau khac] 62°C

Tong thoi gian chay la khoang 115 phut.

Bang 3 S6 chu ky cho méi mau hodc bang

Loai mau va bang S6 chu ky (X)
gDNA dugc tach chiét tir FFPE (bat k& loai bang) 20
80 bang mau do mer (b4t k& loai mau) 20
Phat hién bién thé soma 20
Tat ca cac mau va bang khac 18
Quy trinh

1.

[gDNA chat lugng cao] Thém céac thudc thir sau theo thd tu duoc liét ké vao moi thu vién da gép nhdm trong
dia PCR.

Khong tao hén hgp téng thé. Viéc tao hdn hop tdng thé clia NHB2 va EHB2 tac dong tiéu cuc dén hiéu suat
lam giau.

* NHB2 (ndp xanh duong) (50 pl)

* Bang mau do lam giau (10 pl)

* EHB2 (10 pl)

[gDNA chat Iuong cao] Strdung bd pipet dé 90 pl, pipet moi giéng 10 [an d€ tron.

[gDNA dugc tach chiét tir FFPE] Thém cac thudc thir sau theo thd tu dudc liét ké vao moi thu vién da gop
nhém trong dia PCR.

Khéng tao hén hop téng thé. Viéc tao hon hgp tong thé clia NHB2 va EHB2 tac déng tiéu cuc dén hiéu suat
lam giau.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

* NHB2 (ndp xanh duong) (12,5 ul)

* Bang mau do lam giau (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[gDNA dugc tach chiét tir FFPE]SUr dung b pipet dé€ 20 ul, pipet mdi giéng 10 [an dé tron.
Bit kin dfa va sau do ly tam & 280 x g trong 10 gidy.

Dat dia mau Ién may luan nhiét da I4p trinh san réi chay chuong trinh HYB.

N o g bk

Chuyén ngay dén quy trinh ti€p theo khi thai gian gilr nhiét d6 cldia chuong trinh HYB két thuc.
/N THANTRONG

KE&t tia xay ra néu nhiét dé clda phan Ung tao thé lai xuéng dudi nhiét do phong.

Bat gilr cac mau do da tao thé lai

Budc nay st dung Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) dé bat gitr cac mau do da dugc lai véi cac vung quan
tdm muc tiéu.

Vat tu tiéu hao

* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (ndp mau hé phach)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)

* ET2 (Elute Target Buffer 2)

* HP3 (NaOH 2N)

* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
e Onglytamnho 1,5 ml

* DiaMIDI 96 giéng

* DiaPCR 96 giéng

* Miéng dan niém phong

* Giatutinh cho dia MIDI

* Chuan bi cho quy trinh sau:

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

Gidi thiéu vé thuéc thu
* EEW

— Dam bao EEW da dugc ra déng & nhiét dé phong trong it nhat 2 gid trudc khi gia nhiét so b trén may U vi
mau.

— D3am bao EEW déa dugc gia nhiét trong may G vi mau trong 30 phut trudce khi chuong trinh HYB két thuc.
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— D& EEW trong may U vi mau khi khong str dung. EEW phai dugc gilr ndng trong toan bd quy trinh.
— Co thé bi van duc sau khi dat dén nhiét dé phong.
— C6 thé xuat hién mau vang.
* SMB3
— SMB3 phai d nhiét dd phong trudc khi str dung.

Chuan bi

1. Chun bj cac vét tu tiéu hao sau:

Vat tu Bao quan Hudng dan

SMB3 2°C dén 8°C DE yén trong 2 gig dé dua vé nhiét do phong. Ddo nguagc, sau do tron
xoay cho dén khi tai huyén phl hoan toan.

EEW -25°C dén -15°C  Sau khi U 2 gi® & nhiét d6 phong, gia nhiét so bd trén may G vi mau dén

(6ng mau nhiét do tao thé lai va bat gilr thich hgp trong 30 phut trudce khi chuong

hé phach) trinh HYB két thuc.

EE1 -25°C dén -15°C  R& dong & nhiét dd phong, sau do trén xoay.

HP3 -25°C dén -15°C  R& ddng & nhiét d6 phong, sau do trén xoay.

ET2 2°C dén 8°C Dua vé nhiét dé phong. Tron xody dé trén déu.

EPM -25°C dén -15°C  R3 déng trén da lanh trong mét gio. Tron xody dé tron déu, roi ly tdm

trong thoi gian ngan. Dat sang mot bén trén da lanh.
PPC -25°C dén -15°C  R& ddng trén da lanh trong mot gio. Tron xody dé trén déu, roily tam
trong thoi gian ngan. Dat sang mot bén trén da lanh.

2. Gia nhiét so bd trén may U vi mau bang miéng chém khai gia nhiét MIDI d€ U dfa mau dén mét trong cac nhiét
do sau. Mét may U vi mau tha hai (tly chon) co thé duge dung dé gia nhiét so bd EEW. Dat EEW trén miéng
chém khéi gia nhiét MIDI.

*  [FFPE] 58°C
* [Cac bang mau do 80 mer] 58°C
* [Phat hién bién thé soma] 58°C

* [T4t cad cac mau khac] 62°C
Quy trinh
Bat gilr

1. Thém SMB3 vao giéng tuong tng clia dia MIDI méi nhu sau.
* [gDNA chat lugng cao] Thém 250 ul SMB3.
* [gDNA dugc tach chiét tir FFPE] Thém 62,5 ul SMB3.
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Dung pipet ddt & 100 pl cho gDNA chat lugng cao hodc 25 pl cho FFPE, chuy&n méi thu vién da gdp nhém tur
dia PCR 96 giéng vao giéng tuong Ung cua dia MIDI mai.

Bit kin dia va lac & tdc dd 1200 vong/phut trong 4 phut.

NE&u xay ra ban tde, hay ly tdm dia trong thai gian ngan.

Dat dia thu vién da gép nhdm I1én miéng chém khai gia nhiét MIDI trén may U vi mau, bén dudi 6ng EEW,
dong nap, sau do U trong 15 phut & nhiét d6 ap dung:

* [FFPE] 58°C

* [Bang mau do 80 mer] 58°C

* [Phat hién bién thé soma] 58°C

* [Tatcdcac maukhac] 62°C

Lay dia thu vién da gdp nhém ra va ly tdm & tdc dd 280 x g trong 30 gidy.

D3t ngay 1én gia tur tinh cta dia MIDI va dogi cho dén khi chat 1dng trd nén trong (2 phut).

[gDNA chat lvong cao] St dung bd pipet duge dat & mirc 200 pl, 18y ra va loai bo toan bd phan ndi trén bé
mat tr méi gi€éng ma khong lam anh hudng dén vién hat.

[gDNA dugc tach chiét tir FFPE] St dung bd pipet dugc dat & mdc 90 ul, 18y ra va loai bd toan bé phan ngi
trén bé mat tir moi gi€éng ma khéng lam anh hudng dén vién hat.

10. L&y ra valoai bd toan bé phan nai trén bé mat con lai.

Rira

—_

S T

Lay ra khai gia tir tinh.

[gDNA chat Iurong cao] Nhanh chéng 1dy EEW ra khoi may G vi mau va thém 200 pl vao méi giéng.

[gDNA dugc tach chiét tir FFPE] Nhanh chéng Idy EEW ra khdi may U vi mau va thém 50 ul vao méi giéng.
Dua EEW chua st dung trd lai may U vi mau va gilr nhiét.

Bit kin va lac & t6c d6 1800 vong/phut trong 4 phut.

Dat dia mau trén miéng chém khai gia nhiét MIDI trong may G vi mau, dudi 6ng EEW, déng nap, sau do u
trong 5 phut & nhiét d6 ap dung:

* [FFPE] 58°C
[Bang mau do 80 mer] 58°C

* [Phat hién bién thé soma] 58°C
[T4t ca cac bang khac] 62°C

Dat ngay 1én gia tlr tinh cla dia MIDI va doi cho dén khi chat Idng trd nén trong (2 phut).
Dung pipet dat & 200 ul cho gDNA chéat lugng cao hodc 50 pl cho FFPE, 18y ra va loai bo toan bd phan ngi
trén bé mat tr moi giéng.

Lap lai cac budc 1-8 hai lan dé cé téng céng ba Ian rira.

R{ra chuyén
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

1.
2
3.
4

10.
11.
12.

Lay ra khdi gia tur tinh.

[gDNA chat lwong cao] Nhanh chdng 18y EEW tir may U vi mau va thém 200 pl vao méi giéng.

[gDNA dugc tach chiét tir FFPE] Nhanh chdng Idy EEW ra khoi may U vi mau va thém 50 ul vao méi giéng.
Bit kin va lac & toc dd 1800 vong/phut trong 4 phut. Néu co hién tugng ban mau, giam téc d6 xudng 1600
vong/phut.

Chuyén dung dich hat da dugc tai huyén phu hda sang mét dia MIDI méi.

Mot phan mau co thé van con lai trong giéng.

/N THANTRONG

Viéc chuyén thudc thir giip gidm thiéu tinh trang mang theo du lugng cé thé trc ché PCR & budc
sau.

D3t dia mau Ién miéng chém khai gia nhiét MIDI trén may G vi mau, dong nép, va sau dé U trong 5 phit &

nhiét dé ap dung:

* [FFPE] 58°C

* [Bang mau do 80 mer] 58°C

* [Phat hién bién th& soma] 58°C

* [Tatcacac maukhac] 62°C

D3t ngay 1én gia tlr tinh cla dia MIDI va doi cho dén khi chat Idng trd nén trong (2 phut).

Dung pipet dat & 200 ul cho gDNA chat lugng cao hodc 50 ul cho FFPE, 14y ra va loai bd toan bd phan nai

trén bé mat tr mbi giéng.

Ly tdm dia & 280 x g trong 30 giay.

Dat lai Ién gia tur tinh cua dia MIDI trong 10 gidy.

Dung pipet 20 ul d€ |1ay ra va loai bd chat Idng du con lai trong moi giéng.

Ngay lap tirc chuyén sang budc Rura giaitrén trang 42 dé tranh hat bi khoé qua murc va mat hiéu suat thu hoi
thu vién.

R(ra giai

1.

GoR W N

K&t hgp cac thé tich sau dé chuan bj HOon hop rira gidi téng thé. Nhan mai thé tich vai s lugng thu vién da
gdp dang dugc xt ly.

* EE1(28,5ul)

* HP3 (1,5l

Luong thubc thir b6 sung dugc tinh trong thé tich.

Tron xoay roi ly tam trong thai gian ngan.

Thao dia MIDI khdi gia tir tinh.

Thém 23 ul Hén hop rira gidi téng thé vao madi giéng.

Bit kin dia va lac & tdc dd 1800 vong/phut trong 2 phut.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

U dfa & nhiét d6 phong trong 2 phtit.
Ly tdm & tdc do 280 x g trong 30 gidy.

© © N o

10. Loai bé dia MIDI.

D3t Ién gia tlr tinh cla dia MIDI va dgi cho dén khi chat 1dng trd nén trong (2 phdt).
Chuyén 21 pl chat néi trén bé mat tir dia MIDI sang giéng tuong (rng cua dia PCR 96 giéng mai.

11. Thém 4 ul ET2 vao mdi giéng chira 21 pl chat néi trén bé mat.

12. Dat pipet & 20 pl va tur tir pipet moi giéng 10 1an dé tron.

13. Bit kin dTa va sau dé ly tdm & 280 x g trong 10 giay.

14. U dfa & nhiét d phong trong 1 phit.

Khuéch dai thu vién da dugc lam giau

Budc nay sir dung PCR dé& khué&ch dai thu vién da dugce lam giau.

Vat tu tiéu hao
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Miéng dan niém phong
Chuan bi

1. Chuan bi cac vat tu tiéu hao sau:

Vat tu Bao quan
EPM -25°C dén -15°C
PPC -25°C dén -15°C

Tai liéu s6 200038118 vO1

Hudng dan

R& déng & 4°C hoac trén da lanh trong 1 gia. Tron xody dé
trén déu, roi ly tam trong thoi gian ngan. Dat sang mot bén
trén da lanh.

R3 d6ng & 4°C trén da lanh trong 1 gio. Tron xody dé trén
déu, réi ly tdm trong thai gian ngan. Dat sang mot bén trén
dalanh.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Luu chuong trinh AMP trén mdy luan nhiét str dung s6 chu ky PCR thich hgp, dugc liét ké trong bang sau.
* Chon tly chon gia nhiét so b ndp va dat ¢ 100°C
* D3t thétich phan tngla 50 ul
* 98°Ctrong 45 giay
*  (X) chuky gém:
* 98°C trong 30 giay
* 60°Ctrong 30 gidy
* 72°Ctrong 30 giay
* 72°Ctrong 5 phut
* Duytrig10°C
Tong thoi gian chay la khodng 35 phut.
Loai mau va bang S6 chu ky (X)
FPPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) cho gDNA chat lugng cao 10
[llumina Exome Panel (CEX) cho FFPE 12
Tat ca cac mau va bang khac 121234

1 C6 thé diéu chinh 1én d&n 15 chu ky cho cac bang nho cla bén thir ba théng qua i uu hda sau dé. Néu str dung FFPE,
s0 chu ky c6 thé dugc diéu chinh 1én dén 17.

2 C6 thé diéu chinh Ién dén 17 chu ky cho cac bang ctia bén thir ba chi c6 500 mau do. Néu sir dung FFPE, s6 chu ky c6
thé& dugc diéu chinh 1&én dén 19.

3 C4 thé diéu chinh 1&én dén 14 chu ky cho cac méu FFPE.

4 Tang s6 chu ky PCR c6 thé dan dén ty 1é trung 13p cao han va kich thudc manh nhd hon déi véi cac mau FFPE.

Quy trinh

—_

aoR W

Thém 5 ul PPC vao méi giéng.

Thém 20 ul EPM vao méi giéng.

Bit kin dia va lac & tdc dd 1200 vong/phut trong 1 phut.
Ly tam dia & 280 x g trong 10 gidy.

Dat 1én may luadn nhiét d3 lap trinh san va chay chuong trinh HYB.

DIEM DUNG AN TOAN

NE&u ban dung lai, hdy bdo quan & nhiét do tir 2°C dén 8°C trong tbi da hai ngay. Ngoai ra, hdy dé trén may luan
nhiét trong toi da 24 gio.
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Lam sach thu vién da dugc khuéch dai va lam giau

Budc nay st dung Cleanup Beads dé tinh loc thu vién da dugc lam giau va loai bd cac san pham khéng mong
muén.

Vat tu tiéu hao
* CB (Cleanup Beads)
* RSB (Resuspension Buffer)
* Ethanol (EtOH) 80% mdi pha ché
* Miéng dan niém phong
* Dia MIDI 96 giéng
* Dfa PCR 96 giéng
* Giatutinh cho dia MIDI
Gidi thiéu vé thudc thu
* Cleanup Beads
— Trén xody trudc moi lan s dung.

— Tron xody thuong xuyén dé dam bao cac hat tlr dugc phan bé déu.

— Hut va phan phdi chdm do dd nhét cua dung dich.
Chuan bi

1. Chuén bj cac vat tu tiéu hao sau:

Vat tu Bao quan Hudng dan

CB Nhiét d6 Tron xody va dado ngugc dé trén cho dén khi mau cua chat long
phong dong nhat.

RSB 2°C dén 8°C  Dua vé nhiét do phong. Trén xody dé tron déu.

2. Chuan bj EtOH 80% mdi tir ethanol tuyét déi.

Quy trinh

Ly tdm dia PCR & 280 x g trong 10 giay.

Trén xody CB 3 [an, mbi Ian 10 gidy, sau dé dao ngugc dé tron.

Thém 40,5 ul CB vao mbi giéng clia mot dia MIDI mdi.

Chuyén 45 ul tr méi giéng clia dia PCR sang giéng tuong Ung cla dia MIDI.
Bit kin dfa va lac ¢ 1800 vong/phut trong 1 phut.

I I N

U d7a MIDI & nhiét d6 phong trong 5 phtit.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Ly tdm & 280 x g trong 10 giay.
Dat dia Ién gia tlr tinh cua dia MIDI va chd cho dén khi dung dich trd nén trong (5 pht).
9. SUrdung pipet dat & 95 yl, 13y ra va loai bd toan bé phan ngi trén bé mat tir moi giéng.
10. Rtra hai lan theo quy trinh sau.
a. Khidia dang trén gid tur tinh, thém 200 pl EtOH 80% mdi ma khong tron.
b. U trong 30 giay.
c. Khoéng lam xdo tron cac hat, 18y ra va loai bo phan ndi trén bé mat.
11. DE kho ty nhién trén gia tlr tinh trong 5 phit.
12. Trong khi d€ kho, dung pipet 20 pl d€ loai bd va bo di lugng EtOH con sét lai trong moi giéng.
13. L&y dfa ra khdi gia tur tinh va thém 32 pl RSB vao moi giéng.
14. Bit kin dTa va lac & 1800 vong/phut trong 1 phut.
15. U dfa & nhiét dd phong trong 5 phit.
16. Ly tdm & 280 x g trong 10 giay.
17. Dat lai dia |én gia tlr tinh cla dia MIDI va chd cho dén khi dung dich trd nén trong (2 pht).
18. Chuyén 30 pl phan néi trén bé mat tir dia MIDI 96 giéng sang giéng tuong (ng clia mdt dia PCR mdi.
19. Loai bo dia MIDI.

DIEM DUNG AN TOAN
Né&u ban dung lai, hdy bit kin dTa va bao quan & nhiét d6 tlr -25°C dén -15°C trong tdi da 7 ngay.
Kiém tra thu vien da lam giau

DE dinh lugng gDNA sgi kép dau vao, hay sir dung phuong phap dua trén huynh quang s dung thudéc nhuém cai
xen. Tranh cac phuong phap do téng axit nucleic nhu NanoDrop hodc cac phuong phap hap thu UV khac.
1. Chay 1 ul céc thu vién da lam giau bang phuong phap dinh lugng cla ban.

LUUY Téng s6 mol ctia mau do anh hudng ty 1é thuadn vdi lugng thu vién sau lam giau.

Du kién kich thudc khay chén trung binh 1a 125-235 bp va phan phdi cac doan thu vién véi pham vi kich
thudc tir khoang 200 bp dén khoang 1000 bp.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Pha loang thu vién dén nong do khai dau

Budc nay pha lodng cac thu vién dén néng do khai dau cho hé théng gidi trinh tu clia ban va la budc dau tién
trong pha lodng ndi tiép. Sau khi pha lodng dén ndng dé khdi dau, cac thu vién da san sang dé dugc bién tinh va
pha lodng dén ndng do nap cudi cung.
DE giai trinh tu, bat k€ bang mau do lam giau ban dang st dung, lllumina khuyé&n nghi thié€t lap mot lan chay két
thuc ghép ndi vdi 151 chu ky méi doan doc (2 x 151) va 10 chu ky moi Doan doc chi muc. Néu ban muén cac doan
doc it chéng chéo hodc it pham vi bao pht thd, ban co thé giai trinh tu xudng 2 x 126 hoac 2 x 101.
1. Tinh todn gia tri mol clia thu vién hodc cac thu vién da gop bang cong thirc sau day.
*  Dai vdi cac thu vién dugc ki€m tra chat lugng trén may phan tich doan DNA, hdy str dung kich thudc
trung binh thu dugc cho thu vién.
* DGi vai tat ca cac phuong phap kiém tra chat lugng khac, str dung 350 bp lam kich thudc thu vién trung
binh.
ng/ul x 10°

660 % X kich thwée thw vién trung binh (bp)

= Nong dd mol (nM)

Vi du: néu néng do trong thu vién cta ban la 20 ng/ul va kich thudc trung binh 1a 350 bp, gia tri néng dé mol
két qua 1a 86,58 nM.
20 ng,/ul x 10°

g

= 86,58 (nM)

2. S dung gia tri ndbng d6 mol, tinh todn thé tich RSB va thu vién can thiét dé pha lodng cac thu vién téi ndong
do khai dau cho hé théng cua ban.

. re Thé tich thu vién . A b . R JE
Hé thong giai trinh R I‘A . V,IA', N6éng d6 khoi dau Nong d6 nap cudi cung
yéu cau toi thiéu
tu (nM) (pPM)
(1)

NextSeq 550Dx 10 2 1,2

MiSeqDx 5 4 1

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

(S4)

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM la néng d6 khéi dau cho ndng dé nap cudi cung la 350 pM. Né&u can, hdy diéu
chinh néng do nap cudi cung bang cach stir dung bang sau.

N6éng do nap cudi cung (pM)  Noéng do thu vién gop (nM)

100 0,50
150 0,75
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

N6ng do nap cudi cung (pM)  N6ng do thu vién gop (nM)

200 1

250 1,25
300 1,50
350 1,75
400 2

450 2,25
500 2,50

3. Phalodng céac thu vién bang cach sir dung RSB:

* Cac thu vién dugc dinh luvgng duéi dang nhom thu vién da thanh phan—Pha lodng nhom dé téi néng
do khaoi dau cho hé théng cua ban.

* Cac thu vién dugc dinh lugng riéng 1é—Pha lodng mbi thu vién tdi nong do khéi dau cho hé théng clia
ban. Thém 10 pl mdi thu vién da pha lodng vao mot dng dé tao mét nhdm thu vién da thanh phan.
4. Thuc hién theo cac hudng dan bién tinh va pha lodng cho hé théng clia ban dé pha lodng dén nong dé nap
cudi cung.
*  D0i véi Hé thong NextSeq 550Dx, tham khdo muc Chuén bi gidi trinh tu NextSeq 550Dx trén trang 48.
*  Dai véi Hé thong MiSegDx, tham khao muc Chuan bj giai trinh tu trén MiSeqDx trén trang 50.

*  D0i véi Hé thong NovaSeq 6000Dx, tham khdo muc Chuan bj giai trinh tu NovaSeq 6000Dx trén trang
51.

Nong d6 nap cudi clng la diém bat dau va hudng dan chung. T6i wu héa nong dé cho quy trinh lam viéc va

phuaong phap dinh lugng cla ban trong cac lan chay gidi trinh tu ti€p theo hodc bang cach chuan do té bao

dong chay.

Chuan bi giai trinh tu NextSeq 550Dx

St&r dung cac hudng dan sau day deé bién tinh va pha lodng cac thu vién dé gidi trinh tu trén hé théng giai trinh tu
NextSeq 550Dx Sequencing System.

Vat tu tiéu hao

* HT1 (Hybridization Buffer)
* NaOH N

*  Tris-HCI 200 mM, pH 7,0
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Chuan bi

Chuan bi dung dich pha lodng mdi ctia NaOH 0,2N dé€ bién tinh thu vién phuc vu giai trinh tu. D& tranh sai s6 nhd
trong thao tac hut pipet anh hudng dén nong dé NaOH cudi cling, can chuan bi thém mét lugng du.

/N THANTRONG

Dung dich NaOH 0,2N mdi pha loéng la thi€t yéu cho qua trinh bién tinh. Viéc bién tinh khéng ding
cach co thé lam gidm nang suat.

1. Chuan bi cac vat tu tiéu hao sau:

Vét > > ” =
" Bao quan Huong dan

HT1 -25°C dén-15°C  R& déng & nhiét dd phong. Bdo quan & 2°C dén 8°C cho dén khi san
sang dé pha loang cac thu vién da bién tinh.
2. Keét hgp céc thé tich sau trong dng ly tdm nho dé chuan bi dung dich NaOH mdi pha lodng:
* Nudc dat chudn phong thi nghiém (800 ul)
*  NaOH 1N (200 ul)
K&t qua thu duoc 1a 1 ml NaOH 0,2N.
3. Dao ngugc dng nhiéu lan dé trén déu.
4. Keét hgp cdc thé tich sau trong dng ly tdm nho dé chuan bi dung dich Tris-HCI 200 mM, pH 7,0.
* Nudc dat chudn phong thi nghiém (800 pl)
*  Tris-HCI 1M, pH 7,0 (200 pl)
K&t qua thu dugc 1a 1 ml Tris-HCI 200 mM, pH 7,0

LUUY Gilr6ng ludn day nép. Str dung dung dich mdi pha lodng trong vong 12 gid.

Bién tinh thu vién

1. K&t hgp céac thé tich sau day cua thu vién va NaOH 0,2N mdi pha lodng trong mot dng ly tdm nho.
* 10 plthuvién
* 10 uINaOH 0,2N
2. Trbn xody nhanh sau dé ly tdm & tdc d6 280 x g trong 1 phut.
U & nhiét do phong trong 5 phit.
Thém 10 pl Tris-HCI 200 mM, pH 7.

Pha loang cac thu vién bién tinh dén 20 pM

1. Thém 970 ul HT1 d3 dugc lam lanh trudc vao dng cla cac thu vién bién tinh.
K&t qua |a thu vién dugc bién tinh 20 pM.
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2. Tron xody nhanh sau dé ly tam & tdc do 280 x g trong 1 phdt.

3. D&t cac thu vién 20 pM 1én dé lanh cho dén khi ban san sang tién hanh pha loang lan cudi cung.
Pha lodng cac thu vién dén néng do nap

1. Thém cdc thé tich sau dé€ pha lodng dung dich thu vién 20 pM d3 bién tinh thanh 1,2 pM.
* Dung dich thu vién da bién tinh (78 pl)
* HT1dalam lanh trudc (1222 pl)
Tong thétichla1,3ml & 1,2 pM.
Ddo ngugc dé tron déu, sau do ly tdm theo nhip diéu.
3. Tién hanh gidi trinh ty. D& bi€t hudng dan, hay tham khdo Hudng dan tham khao Vvé thiét bj NextSeq 550Dx

(tai liéu s6 1000000009513) va Hudng dan st dung tng dung DRAGEN for Illumina DNA Prep with
Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx (tai liéu s6 200025238).

e De

Chuan bi giai trinh tu trén MiSeqDx

S{ dung cac hudng dan sau day dé bién tinh va pha lodng cac thu vién dé giai trinh tu trén hé théng giai trinh tu
MiSeqDx.

Vat tu tiéu hao
* HT1 (Hybridization Buffer)
* NaOHN

Chuan bi

Chuén bi dung dich pha lodng mdi ctia NaOH 0,2N dé bién tinh thu vién phuc vu giai trinh ty. D& tranh sai s6 nhd
trong thao tac hut pipet anh hudng dén nong dé6 NaOH cudi cing, can chuan bi thém mét lugng du.

/N THANTRONG

Dung dich NaOH 0,2N mdi pha loédng la thiét yéu cho qua trinh bién tinh. Viéc bién tinh khéng ding
cach cé thé lam giam nang suat.

1. Chuan bj cac vét tu tiéu hao sau:

Vét 5 > s =
Bao quan Hudng dan
tu
HT1 -25°C dén -15°C R3 dong & nhiét d phong. Bao quan & 2°C dén 8°C cho dén khi san

sang dé pha lodng cac thu vién da bién tinh.
2. Ke&t hgp cac thé tich sau trong dng ly tdm nho dé chuan bi dung dich NaOH mdi pha loang:
* Nudc dat chudn phong thi nghiém (800 pl)
* NaOH 1N (200 pl)
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K&t qua thu dugc 1a 1 mI NaOH 0,2N.
LUUY Gilr6ng ludn day nép. Str dung dung dich mdi pha lodng trong vong 12 gid.

Bién tinh thu vién 4 nM

1. Trdn cac thé tich sau trong 6ng ly tdm nhd.
* Thuvién 4 nM (5 pl)
*  NaOH 0,2N (5 pul)
2. Tron xody nhanh sau do ly tam & téc d6 280 x g trong 1 phut.
U & nhiét dd phong trong 5 phut.
Thém 990 ul HT1 dé& lam lanh trudc vao éng chira thu vién dugce bién tinh.
K&t qua thu dugc 1 ml thu vién dugc bién tinh 20 pM.

Pha lodng thu vién 20 pM da bién tinh

1. Phalodng dén néng d6 mong mudn bang cach st dung cac thé tich sau.

No6ng do 6 pM 8 pM 10 pM 11 pM 12 pM
Thu vién 20 pM 180l 240l 300pl  330pl 360yl
HT1 da dugc lam lanh trudc 420l 360l 300plI 270l 240l

Ddo ngugc dé tron déu, sau do ly tdm theo nhip diéu.

illumina

15pM 20pM
450 yI 600 i
150 i O ul

3. Tién hanh giai trinh ty. D€ biét hudng dan, hady tham khao Hudng dan tham khao vé thiét bi MiSeqDx danh
cho MOS v4 (tai liéu s6 200010452) va Hudng dan vé quy trinh lam viéc Local Run Manager DNA Generate

FASTQ Dx cho MiSeqDx (tai liéu s6 200015661).

Chuan bi giai trinh tu NovaSeq 6000Dx

St&r dung cac hudng dan sau day deé bién tinh va pha lodng cac thu vién dé gidi trinh tu trén hé théng giai trinh tu

NovaSeq 6000Dx Sequencing System.

Vat tu tiéu hao

* HP3 (NaOH 2N)

* RSB (Resuspension Buffer)

* NaOH N

®* Tris-HCI10 mM, pH 8,5

®* Tris-HCI 400 mM, pH 8,0

»  Ong thu vién NovaSeq 6000Dx
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Chuan bi

Chuan bi dung dich pha lodng mdi ctia NaOH 0,2N dé€ bién tinh thu vién phuc vu giai trinh tu. D& tranh sai s6 nhd
trong thao tac hut pipet anh hudng dén nong dé NaOH cudi cling, can chuan bi thém mét lugng du.

/N THANTRONG

Dung dich NaOH 0,2N mdi pha loéng la thi€t yéu cho qua trinh bién tinh. Viéc bién tinh khéng ding
cach co thé lam gidm nang suat.
1. K&t hgp cdc thé tich sau trong dng ly tdm nho dé pha lodng NaOH 1N thanh NaOH 0,2N:
Bang 4 Ché do S2

. Thé tich cho Mét Té Thé tich cho Hai T€ bao
Thuéc thur

bao dong chay (ul) dong chay (ul)
Nudc dat chuan phong thi nghiém 40 80
Dung dich géc NaOH 1N 10 20

Céc thé tich nay tao ra 50 pyl NaOH 0,2N cho mét t&€ bao dong chdy hodc 100 pl NaOH 0,2N cho hai té€ bao
dong chay.
Bang5 Chédo S4

. . Thé tich cho M6t Té Thé tich cho Hai Té bao
Thuoc thu )

bao dong chay (uI) dong chay (ul)
Nudc dat chudn phong thi nghiém 80 160
Dung dich géc NaOH 1N 20 40

Céc thé tich nay tao ra 100 pl NaOH 0,2N cho mét t&€ bao dong chay hodc 200 pl NaOH 0,2N cho hai té€ bao
dong chay.
L4t ddo nhiéu [an dé trén hodc lac kY.
3. K&t hgp céac thé tich sau trong dng ly tdm nho dé chuadn bi dung dich Tris-HCI 400 mM, pH 8,0.
* Nudc dat chudn phong thi nghiém (600 pl)
®*  Tris-HCI 1M, pH 8,0 (400 pI)
K&t qua la 1 ml dung dich Tris-HCI 400 mM, pH 8,0

LUUY Gilr6ng ludn day nép. Str dung dung dich méi pha lodng trong vong 12 gid.

Tao nhom thu vién dugc chuan hoa

Nong d6 nap co thé thay doi tly vao phuong phap chuan bi, dinh lugng va chuan héa thu vién.

St dung cac hudng dan sau day dé chudn hda céc thu vién dén ndong do thich hop va sau dé gdop nhom. Cac thu
vién dugc gidi trinh ty trén cing mot té€ bao dong chay phai dugc két hogp thanh mét nhom dugc chudn héa duy
nhat.
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LUUY S& lugng mau tdi da co thé chay trén mai lan véi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit 1a 192. Gii
han nay la do tdng s6 chi thi UD trong Bo A va B.

Chuan héa thu vién dé gop nhom

1. Xac dinh néng do thu vién gdp can thiét dua trén nong dé nap cudi cung mong mudn.
* Vd&inbng do nap cudi cung la 350 pM, néng do thu vién gbp can thiétla 1,75 nM.
* DE xac dinh nbng do thu vién gbp cho mdt nong dé nap cudi cung khac, hay tham khao muc Pha lodng
thu vién dén néng dé khoi dau trén trang 47.
2. Chuén hdéa thu vién dén néng dd gdp mong mudn bang dung dich Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.
DE dugc hé trg trong viéc pha lodng thu vién dén ndng dd thich hgp, hay tham khdo Cong cu tinh toan gép
nhom trén trang web lllumina.

N6ng dd nap khuyén nghi

Nong d6 nap DNA tdi wu phu thudc vao loai thu vién va kich thudc doan chén. Daéi vdi cac thu vién > 450 bp, ¢co
thé& can néng do nap cao hon.

Gop cac thu vién da chuan hoa va thém PhiX tuy chon

1. K&t hgp thé tich thich hgp clia mdi thu vién da chudn hda trong mét dng ly tdm nhd mai dé thu dugec mot
trong cdac thé tich cudi clng sau:

Ché& dd Thé tich cudi cung (ul)
S2 150
S4 310

2. [Tuy chon] Thém 1% PhiX chua bién tinh> nhu sau:
a. Phalodng PhiX 10 nM xuéng 2,5 nM bang dung dich Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.

b. Thém thé tich thich hgp cla PhiX 2,5 nM chua bién tinh vao 6ng chira nhom thu vién chua bién tinh.

Ché do PhiX 2,5 nM chua bién tinh (ul) Nhom thu vién chua bién tinh (ul)
S2 0,9 150
S4 1,9 310

Khi tang PhiX, 1% la s6 lugng dugc khuyén nghi cho cac thu vién can bang t6t. Thu vién da dang thap cé thé
yéu cau nhiéu hon. D& str dung chat kiém chuan PhiX vdi cac thu vién d6 da mau thap, hay lién lac vai bod
phan Hb tro k¥ thuat lllumina dé dugc hudng dan.

Bién tinh nhom thu vién va doéi chirng PhiX tuy chon

1. Thém NaOH 0,2N vao 6ng chlra nhdm thu vién chua bién tinh va PhiX tly chon nhu sau.
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Té bao d¢ Nhoém thu vién chua biél .
ebaodong  NaoH 02N om thtrvien ChiraBIEN 11 tich thu dugc
chay tinh ()
S2 37 150 187 ul, hoac 187,9 pl vai
PhiX
sS4 77 310 387 yl, hodc 388,9 yl véi
PhiX
2. Day nap roéilac nhanh.
3. Lytédm &muic 280 x g trong 1 phut.
4. U & nhiét d6 phong trong 8 phtt d& bién tinh.
5. Thém Tris-HCI 400 mM, pH 8,0 nhu sau dé trung hoa.
Ché . 2 of
a6 Tris-HCI1 400 mM, pH 8,0 (ul) Thé tich thu duogc
S2 38 225 pl, hodac 225,9 ul véi PhiX
S4 78 465 yl, hodc 466,9 pl véi PhiX

6. Day nap roilac nhanh.
Ly tdm & murc 280 x g trong 1 phdt.

8. Chuyén toan b thé tich thu vién dugc bién tinh hodc thu vién dugc bién tinh va PhiX sang 6ng thu vién
NovaSeq 6000Dx.

9. Tién hanh giai trinh ty. D€ biét hudng dan, hay tham khao Tai liéu vé san pham thiét bi NovaSeq 6000Dx (tai
liéu s6 200010105) va DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx cho NovaSeq 6000Dx (tai liéu s6
200014776) .
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Khac phuc su co

illumina

S dung bang sau dé khac phuc su ¢ trong quy trinh. NEu mét [an chay giai trinh tuw hodc qua trinh chuan bi thu
vién cho mdt mau that bai hai lan, can thuc hién thém cac budc khac phuc su cd. Lién hé véi bd phan Hb trg ky

thuat cua lllumina.

Quan sat

Lan chay gidi trinh tu
khong dat théng so
k¥ thuat kiém soat
chéat lugng

Loi trong qua trinh
tao FASTQ hodac |6i
hé théng giai trinh ty
ndi chung (vi du: 16i
mang, 16i khi
nap/thao thuéc thur,
V.V.)

Tai liéu s6 200038118 vO1

Nguyén
nhan cé thé

LOi nguoi
dung hodc
thiét bi
phong thi
nghiém
trong quy
trinh xét
nghiém

Su cd thiét
bi

Suco vé
phan mém
hoac thiét
bi

Hanh dong khuyén nghi

Kiém tra thu vién da lam giau dé dam bao san lugng va phan bé kich
thudce doan phu hgp cho thu vién. Lap lai quy trinh chudn bij thu vién tir
mot trong cac budc sau, tuy thudc vao vi tri nghi ngo xay ra 16i thao tac
hodc thiét bi. Néu khong xac dinh dugc nguyén nhan hoac cd 16i khac,
lién hé véi bd phan H6 trg kY thuat lllumina dé khac phuc sy ¢d cho [an
chay cua ban.

« Chay lai giai trinh tu thu vién. Tham khao muc Chuan bi gidi trinh tu
NextSeq 550Dx trén trang 48, Chudn bij giai trinh tu trén MiSeqDx trén
trang 50 hodc Chudn bj giai trinh tu NovaSeq 6000Dx trén trang 51.

« Lam giau lai thu vién. Tham khao muc Tao thé lai mau do trén trang
36.

« Bat dau chuén bi thu vién tlr dau quy trinh. Tham khao Hudng dan sur
dung trén trang 21.

Lién hé véi bo phan HO trg ky thuat cda lllumina.

Tham khao hudng dan clia moé-dun hodc ing dung dé duoc hé trg
phan tich, hodc tham khdo Hudng dan tham khao vé thiét bi NextSeq
550Dx (tai liéu s6 1000000009513), Hudng dan tham khdo vé thiét bj
MiSegDx danh cho MOS v4 (tai liéu s6 200010452) hoac Tai liéu
hudng dan san pham cho Thiét bi NovaSeq 6000Dx (tai liéu s6&
200010105).

D& dugc hé trg thém, hay lién hé véi bd phan Hb tro ki thuat cla
lllumina.
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Quan sat

Thu vién DNA khong
tao ra du san luong
dé nap vao qua trinh
giai trinh ty

Nguyén
nhan co thé
Yéu cau doi
véi mau dau
vao chua
dugc dap
ung

LG6i thao tac
hoac thiét
bi trong quy
trinh xét
nghiém

Yéu cau doi
véi bang
mau do lam
giau chua
dugc dap
ung

illumina

Hanh dong khuyén nghi

Dam bdo mau dau vao phu hop va Iap lai quy trinh chun bi thu vién.
Tham khdo phan Khuyén nghi vé dau vao mau trén trang 18.

Lap lai quy trinh chun bi thu vién tir mét trong cac budc sau, tly thubce
vao vi tri nghi ngo xay ra 16i thao tac hoac thiét bi. NEu khong xac dinh
dugc nguyén nhan hoac cd 16i khac, lién hé vai bo phan HO trg ky thuat
lllumina dé khéc phuc su c6 cho lan chay cua ban.

« Chay lai giai trinh tu thu vién. Tham khao muc Chuan bi gidi trinh tu
NextSeq 550Dx trén trang 48, Chudn bj giai trinh tu trén MiSeqDx trén
trang 50 hodc Chuén bj giai trinh tu NovaSeq 6000Dx trén trang 51.

« Lam giau lai thu vién. Tham khao muc Tao thé lai mau do trén trang
36.

B4t dau chuan bj thu vién tir dau quy trinh. Tham khao Hudng dan sur
dung trén trang 21.

D3am bdo bang mau do lam giau phu hop va Iap lai quy trinh chuan bi
thu vién.

Tham khao Cdc yéu cdu vé bang mau do lam giau trén trang 10.

Dac diém hiéu suat

Hiéu suat véi cac bang toan exome

Hiéu suat cla bang exome dugc kiém tra bang cach st dung lugng DNA dau vao thap nhat (50 ng) va cao nhat
(1000 ng) theo khuyén nghj tir dong t&€ bao Coriell gDNA NA12878, véi bd dir liéu chudn da biét cho phat hién
bién thé dong mam (Coriell platinum genome). Bang exome 1 (45 Mb) va bang exome 2 (36,8 Mb) dugc str dung
lam cac bang dai dién. 24 ban sao k¥ thuat da dugc thir nghiém thong qua xét nghiém lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx str dung bang exome 1 (45 Mb) trong hai phan ng lam giau 12 thanh phan. 12 ban sao k¥ thuat
da dugc thir nghiém théng qua xét nghiém lllumina DNA Prep with Enrichment Dx st dung bang exome 2 (36,8
Mb) trong phan ting lam giau 12 thanh phan don Ié. Cac thu vién da lam giau dugc gidi trinh tu trén NextSeq
550Dx Sequencing System v&i mé-dun DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.
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Bang dudi day cho thay gia tri trung binh clia cac chi s6 hiéu suat gidi trinh ty phu va phat hién bién thé cho cac
ban sao ky thuat dugc kiém tra véi tirng bang.
Bang 6 Hiéu suat xét nghiém vdi hai bang toan exome

Ty Ié doc Do déng Trung vi . . . .
DO nhay D6 chum Do nhay D6 chum

B3 dém I3 hat cu do dai
ang m lam R SNV' SNV?2 Indel Indel?
giau pham vi doan
Bang 80% 96% 186 bp 96% 99% 90% 89%
Exome 1
(45 Mb)
Bang 93% 98% 188 bp 96% 99% 92% 93%
Exome 2
(36,8 MB)

Do nhay=S6 két qua duong tinh phat hién dugc / (duang tinh that + 8m tinh gia)
2Po chum=S6 duong tinh that / (duong tinh that + duong tinh gia)

Gidi han phat hién

Tiéu chudn tham chi€u DNA Horizon HD799 dugc str dung d€ kiém tra gidi han phat hién. HD799 bao gém DNA
dugc xtr ly bang formalin bj t6n thuong vira phai véi cac SNV da biét & tan so alen dao déng tlr 1-24,5%. Dau vao
DNA dugc khuyé&n nghi thap nhat (50 ng) da dugc sir dung va ty 1& phat hién cac SNV vai tan s6 alen bién thé
(VAF) = 5,0% da dugc danh gia. 16 ban sao ky thuat da dugc xét nghiém thong qua xét nghiém Illlumina DNA
Prep with Enrichment Dx st dung quy trinh lam viéc FFPE, dugc lam giau bang bang lam giau ung thu pan

(1,94 Mb) trong 16 (1 thanh phan) Ian lam giau, sau d6 dugc gidi trinh ty trén thiét bj NextSeq 550Dx véi mo-dun
DNA GenerateFASTQ Dx.

Tat ca cac mau déu dat yéu cau vé hiéu suit mau cu thé theo bang nhu dugc trinh bay trong bang sau.
Bang 7 Hiéu suat mau cho Gidi han phat hién

Ty Ié phat hién bién thé cua Trung binh

Ban
g cac SNV c6 VAF = 5,0% Do doéng nhat cua pham vi

Bang lam giau ung thu pan 100% 99%
(1,94 Mb, 523 gen)

Chat gay tro ngai

Anh hudng clia céc chat gay tré ngai tiém dn dugc danh gia trong lllumina DNA Prep with Enrichment Dx bang
cach danh gid hiéu suat xét nghiém khi cé cac chat gay tra ngai.
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Tré ngai trong mau toan phan

Acetaminophen (hop chat ngoai sinh, thudc), creatinine va triglyceride (cac chat chuyén héa néi sinh) da duogc
thir nghiém bang cach pha ching vao mau mau toan phan ctia ngudi trudc khi tach chiét DNA. D& danh gia murc
do trd ngai do 1ay mau (lugng it hon dé xuat), EDTA cling dugc pha thém vao cdc mau mau toan phan. Ngoaira,
dé danh gia trd ngai do chuan bi mau, ethanol cap dd phan t&r da dugc thém vao DNA dugc tach chiét tr mau
toan phan.

Bang sau day cho thay néng dé thr nghiém cho mbi chat gay trd ngai.

Bang 8 Cac chat co kha nang gay trd ngai va néng dé dugc thd nghiém trong mau toan phan

Chat thtr nghiém N6ng do thtr nghiém
Acetaminophen 15,6 mg/dL*
Ba lan ndéng d6 cao nhat du kién sau khi dung liéu tri liéu
bang thudc.
Creatinine 15 mg/dL*
Nong d6 quan sat dugc cao nhat trong quan thé.
Triglyceride 1,5 g/dL*
Nong dd quan sat dugc cao nhat trong quan thé.
EDTA 6 mg/mL

Ba Ian ndng dd du kién trong mau, dugc 18y vao dng EDTA.

Ethanol cap do phan tl 15% v/v
Trong dich rtra giai sau khi tadch chiét DNA.

* Theo CLSI EP37-ED1:2018

V&i méi chat gay trd ngai, 12 ban sao ky thuat da dugc thr nghiém thdng qua xét nghiém lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, dugc lam giau bang bang exome 1 (45 Mb) trong mot lugt lam giau (12 thanh phan), va sau dé
dugc gidi trinh tu trén thiét bi NextSeq 550Dx v&i md-dun DNA GenerateFASTQ Dx.

D& vdi cac chat dugce thir nghiém, tat ca 12 mau déu dap ing cac yéu cau vé hiéu suat mau va khdéng quan sat
thay trd ngai véi hiéu suat phan tich.

Tré ngai trong mé FFPE

Hai mau FFPE dai truc trang da dugc xét nghiém trong diéu kién cé va khéng cé hemoglobin & mirc 0,1 mg cho
moi phan FFPE 10 um dé dai dién cho trudng hgp xau nhat 1a 50% mau mé bj nhiém ban véi mau c6 néng dé
hemoglobin cao. Cadc mau thtr dugc xét nghiém théng qua xét nghiém lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
bang cach sr dung bang lam giau ung thu pan 1 (1,94 Mb) lam bang dai dién trong cac lugt lam giau don thanh
phan. Cac thu vién dugc lam giau sau dé dugc giai trinh ty trén thiét bi NextSeq 550Dx véi mo-dun DNA
GenerateFASTQ Dx. Tat cd cac mau déu dap ing cac yéu cau vé hiéu suat mau va da dugc chirng minh rang
hemoglobin khong anh hudng dén hiéu suat phan tich.
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D& danh gia trd ngai do viéc chudn bi mau, hai hgp chat ngoai sinh dugc pha vao DNA dugc tach chiét tir mau
mo FFPE ung thu bang quang. Cac chat ngoai sinh da thir nghiém la dung dich tach chiét thuong dung trong qua
trinh tach chiét DNA va dugc liét ké vdi s6 lugng da thir nghiém trong bang sau.

Cac dung dich chat thir nghiém dugc ban trén thj trudng & dang cac b kit phan 1ap DNA duya trén cot.
Bang 9 Cac chat ngoai sinh cé kha néng gay trd ngai va nong dé dugc thir nghiém
trong FFPE

it thi ia No6ng do thutr nghié I/ 30 ul chat
Chat thir nghiém ong do thur nghiém (ul / 30 pl cha

rira giai)
Dung dich khtr parafin 113 x107°
Wash Buffer AW2 0,417

Véi mbi chat gay trd ngai, tdm ban sao ky thudt da dugc thir nghiém théng qua xét nghiém lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx, dugc lam giau bang bang lam giau ung thu pan (1,94 Mb) trong cac lugt lam giau don thanh
phan, va sau do dugc giai trinh tu trén thiét bi NextSeq 550Dx védi m6-dun DNA GenerateFASTQ Dx.

D0 vadi ca hai chat dugc thir nghiém, tat cd tdm mau déu dap Uing cac yéu cau vé hiéu suat mau va khéng quan
sat thay trd ngai ddi véi hiéu suat phan tich.

Nhiém ban chéo

Dong té bao Coriell gDNA NA12878 (nlr, 10 mau), dong t& bao Coriell gDNA NA12877 (nam, 12 mau), va mau doi
ching khong c6 khudn (NTC, 2 mau) da dugc kiém tra bang xét nghiém lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
trong b tri dang ban ¢ trén dia. Tat ca cadc mau déu sir dung lugng gDNA dau vao cao nhat (1000 ng) theo
khuyé&n nghi, nhu mét diéu kién nghiém ngat nhat dé danh gia mirc d6 nhiém chéo gilra cadc mau. Viéc kiém tra
dugc thuc hién hai [an béi hai ky thuat vién khac nhau. Bang Exome 1 (45 Mb) dugc str dung trong cac phan tng
lam giau 12 thanh phan. Cac thu vién da dugc lam giau dugc gidi trinh ty trén hé thdng NextSeq 550Dx vGi DNA
GenerateFASTQ Dx. Viéc danh gia dugc tién hanh bang cach kiém tra dd bao phu cta nhiém sac thé Y dac hiéu
cho nam trong cac mau nir, bang cach so sanh véi mic nén cua toan bé dia mau nir cling nhu sy biéu hién chi thi
clia cac mau ddi ching khéng khudn (NTC).

Bang 10 KE&t qua nhiém chéo
Cac mau nir véi dd bao phil nhiém sac thé Y dac
hiéu nam < 3 [an murc nhiéu nén

100% < 0,0005%

Bi€u hién chi thj trong NTC
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Hiéu suat irng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx

D3c tinh hiéu suat ctia Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén hé thdng NovaSeq
6000Dx dugc cung cap trong Tai liéu hudng dan di kem Thiét bi NovaSeq 6000Dx (tai liéu s6 200025276).

Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx cung cap clung céc quy trinh
phéan tich phu nhu trén NovaSeq 6000Dx, bao gém ba quy trinh sau: Tao FASTQ, tao FASTQ va VCF dé phat
hién bién thé dong mam, va tao FASTQ va VCF dé phat hién bién thé soma.

Hiéu suat phan tich phu tuong duong da dugc ghi nhan tir cing mot quy trinh chuan bj thu vién, khi giai trinh tu
trén ca hai nén tang. Ty |& phat hién bién thé (Bang 11) va mic d6 tuong déng veé tan suat (xem Hinh 1) déi voi
mau gDNA tir dong té bao Coriell da dugc danh gia bang mét xét nghiém dai dién, thiét ké dé khao sat nhiéu gen
bao phli 1.970.505 base (9.232 muc tiéu) trén toan bd 23 nhiém sac thé ngudi. Tdm mau Platinum Genome DNA
da duogc kiém tra, trong dé bay mau dugc I4p lai sdu Ian (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882,
NA12883, NA12884) va mdt mau (NA12881) dugc Iap lai ndm [an (xem Hinh 1). Cac thu vién dugc giai trinh tu vdi
ba Ian chay trén ca thiét bi NovaSeq 6000Dx va NextSeq 550Dx, va viéc phat hién bién thé dugc thuc hién bang
quy trinh tao FASTQ va VCF dé& phat hién bién thé dong mam cua ting dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx.

Dua trén su tuong quan manh mé gitra hiéu suat ing dung trén thi€t bi NovaSeq 6000Dx va NextSeq 550Dk,
cac dac tinh hiéu suat lién quan dén phan tich phu dugc cung cap trong To hudng dan su dung thiét bi NovaSeq
6000Dx (tai liéu s6 200025276) cling dugc xac dinh 1a ap dung cho trng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx.

Bang 11 Hiéu suat iing dung - Ty 1& phat hién bién thé déi vdi SNV, vung chén va ving xda

Toc dé phat hién bién thé Ty I1é phat hién bién thé trén

Bang o
trén NovaSeq 6000Dx NextSeq 550Dx
Bang toan b6 hé gen 99,9% 99,9%
(1,97 Mb, 9.232 muc tiéu, 23 NST)
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illumina’

Hinh 1 So sanh tan suat bién thé cho cac Ian chay trén NovaSeq 6000Dx va NextSeq 550Dx vdi phan tich ting
dung DRAGEN for IDPE Dx
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Phu luc: lllumina UD Indexes Adapter Sequences

Céc adapter chi thi kép (UD) duy nhat nay dugc bd tri trong dia dé thuc thi chién luge ghép néi dugc dé xuat.
Céc adapter chi thi nay dai 10 base, thay vi tdm base dién hinh.

Index 1 (i7) Adapters

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]1GTCTCGTGGGCTCGG

Index 2 (i5) Adapters

AATGATACGGCGACCGAGATCTACAC[15] TCGTCGGCAGCGTC

Trinh tu sau day duoc sir dung dé cat adapter Doan doc 1 va Doan doc 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Dia A/B0 1 adapter chi thij

Tén chi thi
UDPO0O0O01
UDPO0002
UDPO0O003
UDPO0004
UDP0005
UDPO006
UDPO0O007

Tai liéu s6 200038118 vO1

i7 Bases in Adapter
CGCTCAGTTC
TATCTGACCT
ATATGAGACG
CTTATGGAAT
TAATCTCGTC
GCGCGATGTT

AGAGCACTAG

DUNG CHO CHAN DOAN TRONG ONG NGHIEM. CHi DUNG CHO MUC

DICH XUAT KHAU.

i5 Bases in Adapter
TCGTGGAGCG
CTACAAGATA
TATAGTAGCT
TGCCTGGTGG
ACATTATCCT
GTCCACTTGT

TGGAACAGTA

61/69



T thdng tin sdn phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Tén chi thi
UDPO0O008
UDPO0009
UDPOO010
UDPOOM
UDPO0012
UDPO0O013
UDP0014
UDPO0O015
UDPO0O016
UDPOO017
UDP0OO018
UDPO0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UbP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDPO0033
UDP0034
UDPO0035
UDPO0036
UDPO0037
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i7 Bases in Adapter

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

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

i5 Bases in Adapter

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

TGGCAATATT

GATCACCGCG

illumina
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Tén chi thi
UDPO0038
UDPO0039
UDP0040
UbPO0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UbDPO0045
UDPO0046
uUbDPO0047
uUDP0048
UDP0049
UDPO0O050
UDPO0051
UDP0O052
UDPO0053
UDPO0054
UDPO0O055
UDP0O056
UDPO0057
UDPO0058
UDPO0O059
UDP0060
UDPO0061
UDP0062
UDPO0063
UDP0064
UDPO0O065
UDPO0O066
UDPO0067
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i7 Bases in Adapter

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

i5 Bases in Adapter

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

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

illumina
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Tén chi thi
UDPO0068
UDPO0069
UDPO0O070
UDPO0071
UDPO0072
UDPO0O073
UDP0074
UDPO0075
UDPO0O076
UDPO0O077
UDP0OO078
UDPO0079
UDPO0O080
UDPO0081
UDP0082
UDPO0083
UDPO0084
UDPO0O085
UDP0086
ubPO0087
UDPO0O088
UDPO0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDPO0096
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DICH XUAT KHAU.

i7 Bases in Adapter

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

i5 Bases in Adapter

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

illumina
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Dia B/B06 2 adapter chi thi

Tén chi thi i7 Bases in Adapter i5 Bases in Adapter
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 AGAGCTCCTC 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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Tén chi thi
UDPO0125
UDPO0126
UDPO0127
UDP0128
UDPO0129
UDPO0130
UDPO0131
UDP0132
UDP0133
UDPO0134
UDPO0O135
UDPO0136
UDPO0137
UDPO0138
UDPO0O139
UDP0140
UDPO0141
UDP0142
UDP0143
ubP0144
UDPO0145
UDPO0146
uDP0147
ubP0148
UDP0149
UDPO0150
UDPO0151
UDP0152
UDPO0153
UDPO0154
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i7 Bases in Adapter

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

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

i5 Bases in Adapter

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

illumina
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Tén chi thi
UDPO155
UDPO0156
UDPO0O157
UDPO0158
UDPO0159
UDPO0160
UDPO0O161
UDP0162
UDPO0163
UDPO0164
UDPO0O165
UDPO0166
UDPO0167
UDPO0168
UDPO0O169
UDPO0170
UDPO171
UDP0172
UDPO0173
uUbPO0174
UDPO0175
UDPO0176
UDPO0O177
UDPO0178
UDPO0179
UDP0180
UDPO0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
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i7 Bases in Adapter

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

i5 Bases in Adapter

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
ATTACTCACC
AATTGGCGGA
TTGTCAACTT
GGCGAATTCT

CAACGTCAGC
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Tén chi thi
UDPO0185
UDPO0186
UDPO0187
ubDP0188
UDP0189
UDPO0190
UDPO0191
UDP0192

i7 Bases in Adapter i5 Bases in Adapter
GTTGGACCGT TCTTACATCA
ACCAAGTTAC CGCCATACCT
GTGTGGCGCT CTAATGTCTT
GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
TGCGGTGTTG GGCAGTAGCA
GATTAAGGTG TTAGGATAGA
CAACATTCAA CGCAATCTAG
GTGTTACCGG GAGTTGTACT

Lich sir stra doi

Tai liéu

Tailiéu s6 200038118
vO1

Tai liéu s6 200038118
v0O

Tai liéu s6 200038118 vO1

Ngay
Thang

12 nam
2025

Thang 7
nam
2023

M0 ta thay dai

D3 xo6a tham chiéu dén Local Run Manager DNA Generate FASTQ
Dx Module cho NextSeq 550Dx.

D3 lam ré quy trinh Lam sach sau budc cat noi.

D3 cap nhat Hudng dan tham khao vé thiét bi MiSeqDx danh cho
s0 hiéu tai liéu MOS v4.

Phat hanh [an dau.
Tai liéu trudc 200019584 duagc thay thé bang tai liéu nay.
Céc thay dGi tlr tai liéu 200019584 v2 sang tai liéu mai nay:

D3 thém ndi dung dé hé trg gidi trinh tu trén Thiét bi NextSeq
550Dx st dung U'ng dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx cho NextSeq 550Dx.

Da lam ré danh sach thudc thir khéng dugc cung cap.

D3 thém thong tin bdo céo su cd vao Canh bao va bién phap
phong nglra.

D3 lam ré ky vong vé Cac thu vién lam giau.

D3 thém hudng dan dé chuan bi Tris-HCI 400 nM, pH 8,0.

D3 xoa 16i danh may budc Chuan bi giai trinh tu.

Nhirng thay d6i trudc day doi vai tai liéu 200019584:

D3 thém ndi dung dé ho trg gidi trinh tu trén thiét bi NovaSeq
6000Dx.

D3 thém tén hé théng giai trinh ty va danh muc sé.

D3 xda thong tin 1ap chi thi kép duy nhat cho cac thu vién dugc lap
chi thi don.
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Td théng tin sén phdm lllumina DNA Prep with Enrichment Dx illumina

Bang sang ché va nhan hiéu

Tai liéu nay va ndi dung trong dé thudc quyén sé hiru cua lllumina, Inc. va cac cong ty lién két clia lllumina, Inc. (“lllumina”) va chi danh cho
viéc slr dung theo hgp ddng vdi khach hang cla lllumina lién quan dén viéc str dung (cac) san pham duge mé ta trong tai liéu nay va khong
danh cho muc dich nao khac. Tai liéu nay va ndi dung trong do sé khéng dugc sir dung hay phan phai vi bat ky muc dich nao khac va/hoéac
khong dugc truyén tai, ti€t 16 hay sao chép dudi bat ky hinh thirc nao khdac ma khdng co sy cho phép trude bang van ban cua lllumina.
lllumina khéng chuyén nhugng bat ky gidy phép nao theo cac bang sdng ché&, nhan hiéu, ban quyén hoac cac quyén theo thdéng luét cling
nhu cac quyén tuong ty cla bat ky bén thir ba nao thdng qua tai liéu nay.

Céc hudng dan néu trong tai liéu nay phai dugc tuan thi nghiém ngat va rd rang bdi ca nhan dugc dao tao phl hgp va cé du trinh dé nham
dam bao sr dung an toan va dung cach (céc) san phdm dugc mo ta trong tai liéu nay. Phai doc va hiéu hoan toan tat ca noi dung cua tai liéu
nay trudc khi sir dung (cac) san pham do.

VIEC KHONG DOC TOAN BO VA TUAN THU RO RANG TAT CA CAC HUGNG DAN NEU TRONG TAI LIEU NAY CO THE DAN DEN GAY HU

HONG (CAC) SAN PHAM, GAY'TGN THUGONG CHO CON NGU' 31, BAO GOM NGU I DUNG HOAC NHI'NG NGU'TI KHAC VA GAY THIET HAI
TAI SAN KHAC, VA SE LAM MAT HIEU LU'C BAO HANH AP DUNG CHO (CAC) SAN PHAM DO.

ILLUMINA KHONG CHIU BAT KY TRACH NHIEM NAO PHAT SINH TU VIEC SU' DUNG KHONG DUNG CACH (CAC) SAN PHAM DUGC MO TA
TRONG TAI LIEU NAY (BAO GOM CACAC BO PHAN CUA SAN PHAM HOAC PHAN MEM).

© 2025 lllumina, Inc. Bao luu moi quyén.

T&t ca cac nhan hiéu déu |a tai san cua lllumina, Inc. hodc céc chu sd hitu tuong (ng. DE biét théng tin cu thé vé nhan hiéu, hdy tham khao
trang www.illumina.com/company/legal.html.
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Théng tin lién hé

ul e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Nha bao tro tai Uc

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

+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building

+1.858.202.4566 (ngoai khu vyc Bac M) i Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherdands B.V.

techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000

www.illumina.com iiiﬁnzﬁggﬂ?e" Uc

Thong tin trén nhan san pham

DE cb thong tin tham chi€u day du vé cac ky hiéu xuat hién trén bao bi va nhdn san pham, hay tham khao ban
chu giai ky hiéu tai dia chi support.illumina.com, trén tab Documentation (Tai liéu) cho b kit cta ban.
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