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Namjena

lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit skup je reagensa i potroSnog materijala namijenjen pripremi
biblioteka uzoraka iz genomske DNA dobivene iz humanih stanica i tkiva. Za pripremu biblioteka koje ciljaju
specifi€na genomska podrucja od interesa potrebni su paneli sa sondama koje pribavlja korisnik. Generirane
biblioteke uzoraka namijenjene su upotrebi na sustavima za sekvenciranje tvrtke lllumina.

Nacela postupka

Komplet Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit namijenjen je za pripremu DNA biblioteka za sekvenciranje za
cilina podrucja iz genomske DNA dobivene iz humanih stanica i tkiva.

Za cilino obogadivanje potrebni su biotinilirani oligonukleotidni paneli, koje pribavlja korisnik. Komplet lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s panelima raznih veli¢ina, ukljuCujuci sve izmedu malih panela
(< 20 000 sondi) i velikih panela (> 200 000 sondi). Generirane obogacene biblioteke namijenjene su
sekvenciranju na sustavima za sekvenciranje tvrtke lllumina.

Postupak za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sastoji se od sljedecih koraka:

* Tagmentiranje genomske DNA - koristi se Enrichment BLT Small (eBLTS) za tagmentiranje ulazne DNA.
Tijekom tagmentacije gDNA se u jednom koraku fragmentira i ozna¢ava adapterima. Nuzno je minimalno
50 ng ulazne DNA da bi se zasitio eBLTS u reakciji tagmentacije. Kad se postigne zasi¢enost, eBLTS
fragmentira odredeni broj DNA molekula radi generiranja normaliziranih biblioteka s dosljednom
raspodjelom veli€ine fragmenata.

* Prociséavanje nakon tagmentacije - DNA oznacena adapterima proc¢i§¢ava se na eBLTS-u kako bi se
koristila u amplifikaciji.

* Amplifikacija tagmentirane DNA - tagmentirana DNA se amplificira s pomoc¢u PCR programa ograni¢enog
ciklusa. Jedinstveni dvostruki (unique dual, UD) indeksi dodaju se na krajeve DNA fragmenata, Sto
omogucuje dvostruko jedinstveno barkodiranje biblioteka DNA i generiranje klastera tijekom sekvenciranja.

* Prociséavanje biblioteka — postupak ¢iSéenja s pomocu zrnaca koristi se za ¢iSéenje i sortiranje
amplificiranih biblioteka DNA na temelju veliCine.

* lzrada skupova biblioteka - DNA biblioteke kombiniraju se s jedinstvenim indeksima u jedan skup od
najviSe 12 biblioteka. Biblioteke se mogu grupirati u skupove prema volumenu ili masi.

* Hibridizacija sondi — sastoji se od reakcije hibridizacije tijekom koje se biblioteke dvostruke DNA
denaturiraju te se panel biotiniliranih DNA sondi hibridizira na ciljna genomska podrucja.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s raznim panelima. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit ne sadrzi panel za obogacivanje. Panele sa sondama pribavlja korisnik i oni moraju
zadovoljavati odredene specifikacije. Reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
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Kit kompatibilni su s DNA oligonukleotidnim panelima za obogadivanje tvrtke lllumina i drugih
proizvodaca koji zadovoljavaju odredene specifikacije. Da biste saznali viSe o odgovarajuéim
specifikacijama za panele drugih proizvodaca, pogledajte odjeljak Zahtjevi za panele sa sondama za
obogadivanje na stranici 9.

* Hvatanije hibridiziranih sondi - s pomodu zrnaca Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) hvataju se
biotinilirane sonde hibridizirane s ciljnim podrucjima od interesa.

* Amplifikacija obogacéenih biblioteka — s pomoc¢u PCR-a amplificiraju se obogacene biblioteke.

* Prociséavanje amplificiranih obogacéenih biblioteka — postupak ¢iséenja s pomodu zrnaca koristi se za
¢iséenje obogacenih biblioteka spremnih za sekvenciranje.

* Sekvenciranje — sekvenciranje obogacenih biblioteka izvodi se na sustavima za sekvenciranje MiSegDx,
NextSeq 550Dx ili NovaSeq 6000Dx. U slu€aju sustava MiSeqDx i NextSeq 550Dx za postavljanje obrade
sekvenciranjem, nadzor obrade i primarnu analizu (generiranje FASTQ-a iz odredivanja baza) koristi se
integrirani modul DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager. U slu¢aju sustava NovaSeq 6000Dx za
postavljanje obrade i sekundarnu analizu s nekoliko dostupnih tijekova rada koristi se aplikacija DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Ogranicenja postupka

* Zain vitro dijagnostiku.

* Komplet Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s genomskom DNA dobivenom od
humanih stanica i tkiva.

* Komplet lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s ulaznom dvostrukom gDNA od
50 -1000 ng. Ne jamcCe se radna svojstva uz ulaze izvan tih pragova.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ne sadrZi reagense za izdvajanje DNA. Rezultati analitickog
testiranja, ukljuéujuci testiranje utjecaja, navedeni u odjeljku Karakteristike radnih svojstava na stranici 56
dobiveni su uz punu krv i FFPE kao vrste reprezentativnih uzoraka s reprezentativnim kompletima za
izdvajanje DNA. Svi dijagnosticki testovi razvijeni za upotrebu s reagensima iz kompleta lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit zahtijevaju potpunu provjeru valjanosti za sve aspekte radnih svojstava s odabranim
kompletom za izdvajanje DNA.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ne preporucuje se za uzorke FFPE-a loSe kvalitete s ACq > 5.
Upotreba uzoraka s ACq > 5 povecéava vjerojatnost neuspjesne pripreme biblioteka i smanjuje radna
svojstva analize.

* Reagensiiz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit konfigurirani su i testirani za unos uzoraka,
reakcije obogacdivanja i viSestrukost indicirane u sljedecoj tablici.
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lllumina DNA Prep Vigestrukost

with Enrichment Dx Ulazni uzorak Reakcije obogacdivanja e .

. obogacivanja
Kit
Komplet sa 16 Niska kvaliteta 16 reakcija jednostruko
uzoraka (FFPE)
Komplet s 96 Visoka kvaliteta 8 reakcija 12-struko
uzoraka (npr. puna krv)

* Obrada ulaznih FFPE uzoraka testirana je i preporucuje se isklju€ivo za reakcije jednostrukog obogacdivanja
uz upotrebu kompleta sa 16 uzoraka.

* Zakomplet s 96 uzoraka moguce su nestandardne viSestrukosti (od dvostrukosti do 11-strukosti), ali uz
sljedeca ogranicenja:

— Obrada uzoraka u reakcijama obogacdivanja od 2-struke do 11-struke smanjuje kapacitet kompleta.

— Nejamde se optimalni rezultati. Postizanje prikladnog uc¢inka obogadivanja za nestandardne
visestrukosti mozda ¢e zahtijevati dodatnu optimizaciju.

— Zastrategije izrade skupova uz nisku viSestrukost (od dvostrukosti do 8-strukosti) potrebno je odabrati
indeksne adaptere s razli¢itim sekvencama radi optimizacije balansa boja u svrhu uspjesnog
sekvenciranja i analize podataka. Modul DNA GenerateFASTQ Dx na instrumentima MiSegDx i NextSeq
550Dx nudi moguénosti za kombinacije indeksiranja s balansiranjem boja tijekom postavljanja obrade.
Da biste saznali viSe o strategijama izrade skupova, procitajte odjeljak Metode stvaranja skupova na
stranici 32.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ograni¢en je na isporuku obogacenih biblioteka koje se
sekvenciraju isklju¢ivo na instrumentima MiSeqDx, NextSeq 550Dx i NovaSeq 6000Dx. Upotreba drugih
sustava za sekvenciranje zahtijeva kompletnu provjeru valjanosti svih aspekata radnih svojstava.

* Paneli za obogadivanje nisu dio ovog proizvoda. Rezultati analiti¢kog testiranja navedeni u odjeljku
Karakteristike radnih svojstava na stranici 56 dobiveni su s reprezentativnim panelima za obogacivanje i
navedeni su samo u informativne svrhe. AnalitiCke karakteristike radnih svojstava sluze kao primjeri op¢ih
sposobnosti analize i ne predstavljaju sposobnosti ni prikladnost koji se tiCu specifi¢nih izjava o analizi. Svi
dijagnosticki testovi razvijeni za upotrebu s tim reagensima zahtijevaju kompletnu provjeru valjanosti svih
aspekata radnih svojstava.

* Komplet lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s panelima za obogacivanje tvrtke
[llumina i onima drugih proizvodaca. No, ne jamcCe se radna svojstva s panelima za obogacivanje drugih

proizvodaca koji ne odgovaraju zahtjevima za panele. Da biste saznali viSe o zahtjevima za panele,
pogledajte odjeljak Zahtjevi za panele sa sondama za obogacivanje na stranici 9.

* Kod kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit predvideno vrijeme hibridizacije iznosi 2 sata. Duze
vrijeme trajanja hibridizacije moze utjecati na mjerne podatke radnih svojstava.

* Moduli DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager za MiSeqDx i NextSeq 550Dx daju samo FASTQ
datoteke. Ako koristite te module, morate provesti sekundarnu provjeru valjanosti analize.
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Aplikacija DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx dostupna je na instrumentu NovaSeq 6000Dx.
Ta aplikacija podrzava vise tijekova rada sekundarne analize, ukljucujuéi generiranje FASTQ-a, generiranje
FASTQ-a i VCF-a za prepoznavanje varijanti spolnih stanica te generiranje FASTQ-a i VCF-a za
prepoznavanje varijanti somatskih stanica. Ako tu aplikaciju upotrebljavate za generiranje VCF-a, ne morate
provoditi sekundarnu provjeru valjanosti analize.

Ogranicenja aplikacije DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pri upotrebi s instrumentom
NovaSeq 6000Dx potrazite u Informativnom pregledu za instrument NovaSeq 6000Dx (broj dokumenta
200025276).

Komponente proizvoda

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sastoji se od sljedecéih komponenti.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, kataloSki br. 20051354 (16 uzoraka) ili br.
20051352 (96 uzoraka)

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, kataloski br. 20051355 (16 uzoraka) ili br.
20051353 (96 uzoraka)

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx za NextSeq 550Dx, kataloski br. 20063024
Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx za MiSeqDx, kataloski br. 20063022
Aplikacija DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx za NovaSeq 6000Dx, kataloski br. 20074609

Prilozeni reagensi

Dovrsavanje postupka s reagensom Illumina DNA Prep with Enrichment Dx zahtijeva lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx with UD Indexes Set A ili lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B. Mozete
izvesti sljededi broj priprema biblioteka i reakcija obogacivanja koriste¢i komplet sa 16 ili 96 uzoraka.

lllumina DNA Prep

VisSestrukost

with Enrichment Dx Ulazni uzorak Reakcije obogacivanja ..
. obogacivanja
Kit
Komplet sa 16 Niska kvaliteta 16 reakcija jednostruko
uzoraka (FFPE)
Komplet s 96 Visoka kvaliteta (npr. 8 reakcija 12-struko
uzoraka puna krv)
Broj dokumenta 200019584 v02 HRV 4 0d 68

ZAIN VITRO DIJAGNOSTIKU
SAMO ZA 1ZVOZ



Informativni pregled za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx  illumina

Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, €uvati na temperaturi od
15 °C do 30 °C

Sljededi reagensi isporucuju se na sobnoj temperaturi. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi
pohrane da biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva.

Koli¢ina epruveta

Naziv reagensa Boja Volumen Aktivni sastojci
g 16 uzoraka 96 uzoraka Eepa ispune ]
(br. 20050020) (br.20050025)

Stop Tagment Buffer 2 1 4 Crvena 350l Otopina deterdzenta u

(ST2) vodi.

Tagment Wash Buffer 2 1 1 Zelena 41ml Puferirana vodena

(TWB2) otopina koja sadrzi
deterdzenti sol.

Cleanup Beads (CB) 1 Nije primjenjivo* Crvena 10 ml Paramagnetska zrnca u

krutom stanjuu
puferiranoj vodenoj
otopini.

* [llumina Prep Dx Cleanup Beads 96 Samples (br. 20050030) sadrzi Cleanup Beads za 96 uzoraka.

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 Samples), ¢uvati na temperaturi od
15 °C do 30 °C

Za komplete za 96 uzoraka lllumina Prep Dx Cleanup Beads (kataloski br. 20050030) sadrzi Cleanup Beads.
Sljededi reagens isporucuje se na sobnoj temperaturi. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi
pohrane da biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva. Za komplete za 16 uzoraka lllumina Prep Dx
Tagmentation Reagents 1 (kataloski br. 20050020) sadrzi Cleanup Beads.

. e L Volumen .. .
Naziv reagensa Koli¢éina Bojacepa . Aktivni sastojci
ispune
Cleanup Beads 4 Crvena 10 ml Paramagnetska zrnca u krutom stanju u
(CB) puferiranoj vodenoj otopini.
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lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, Cuvati na temperaturi od
2°Cdo8°C

Sljededi se reagensi isporucuju u hladnjaku. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da
biste osigurali odgovarajuca radna svojstva. Epruvetu za ¢uvanje eBLTS-a pohranite uspravno tako da su zrnca
uvijek potopljena u pufer.

Koli¢ina epruveta Volumen ispune
Naziv reagensa 16 uzoraka 06 uzoraka Boja 16 96 Aktivni sastojci
(br. 20050021) (br. 20050026) €epa uzoraka uzoraka

Enrichment BLT 1 4 Zuta 200yl 290 ul  Streptavidin

Small (eBLTS) Magnetic Beads
povezana s
transposomima u
puferiranoj vodenoj
otopini koja sadrzi
glicerol, EDTA,
ditiotreitol, sol i
deterdzent.

Resuspension 1 4 Prozirna 1,8 ml 1,8 ml  Puferirana vodena
Buffer (RSB) otopina.

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, uvati na temperaturi od -25 °C do
-15°C

Sljededi se reagensi isporu¢uju zamrznuti. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da
biste osigurali odgovarajuca radna svojstva.

Koli¢ina epruveta ) Volumen ispune
Naziv reagensa 16 uzoraka 96 uzoraka :::oaa 16 26 Aktivni sastojci
(br. 20050022) (br.20050027) uzoraka uzoraka
Tagmentation 1 4 Prozirna 290pul 290 ul  Puferirana vodena
Buffer 1 (TB1) otopina koja sadrzi

magnezijevu sol i
dimetilformamid.

PoboljSana 2 4 Prozirna 200pul 610l DNA polimerazai
mjeSavina za dNTPs u puferiranoj

PCR (EPM) vodenoj otopini.
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 samples), ¢uvati na temperaturi
od2°Cdo8°C

Za komplete za 16 uzoraka lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloSki broj 20050023) sadrzi
sljedece reagense. Za komplete za 96 uzoraka lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloski broj
20050028) sadrzi sljedede reagense.

Sljededi se reagensi isporuc¢uju u hladnjaku. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da
biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva.

. Koli¢ina Boja Volumen L. .
Naziv reagensa . . Aktivni sastojci
epruveta cepa ispune

Streptavidin Magnetic Beads 4 Prozirna 1,2ml Zrnca Streptavidin Magnetic

(SMB3) Beads u puferiranoj vodenoj
otopini s formamidom,
deterdzentom i solju.

Resuspension Buffer (RSB) 1 Prozirna 1,8 ml Puferirana vodena otopina.

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Prozirna 200 pl Puferirana vodena otopina koja

(EHB2) sadrzi deterdzent i sol.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Prozirna 200 pl Puferirana vodena otopina.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 samples), ¢uvati na temperaturi od
2°Cdo8°C

Za komplete za 96 uzoraka lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (katalo$ki br. 20050028) sadrZi sljedece
reagense. Za komplete za 16 uzoraka llluminaDNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (kataloski br. 20050023)
sadrZi reagense.

Sljededi se reagensi isporuc¢uju u hladnjaku. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da
biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva.

. Koli¢ina Boja Volumen L ..
Naziv reagensa . . Aktivni sastojci
epruveta Cepa ispune

Streptavidin Magnetic Beads 2 Prozirna 1,2 ml Zrnca Streptavidin Magnetic

(SMB3) Beads u puferiranoj vodenoj
otopini s formamidom,
deterdzentom i solju.

Resuspension Buffer (RSB) 4 Prozirna 1,8 ml Puferirana vodena otopina.

Enrichment Hyb Buffer 2 1 Prozirna 200 ul Puferirana vodena otopina koja

(EHB2) sadrzi deterdzent i sol.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Prozirna 200 pl Puferirana vodena otopina.
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, Cuvati na temperaturi od -25 °C do
-15°C

Sljededi se reagensi isporu¢uju zamrznuti. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da
biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva.

Koli¢ina epruveta

] C Volumen .. .
Naziv reagensa 16 uzoraka 06 uzoraka Boja cepa e Aktivni sastojci
(br. 20050024) (br.20050029)

Enrichment Elution 1 1 Prozirna 580 ul Otopina

Buffer 1 (EE1) deterdzenta u vodi.

Enhanced Enrichment 4 4 Tamnozuta 4,1ml Puferirana vodena

Wash Buffer (EEW) otopina koja sadrzi
solii deterdzent.

Koktel primera za PCR 1 1 Prozirna 320 ul MjeSavina PCR

(PPC) primera
(oligonukleotida).

2N NaOH (HP3) 1 1 Prozirna 200 pl Otopina 2N
natrijeva

hidroksida (NaOH).

HYB Buffer 2 + IDT NXT 2 1 Plava 480 pl Puferirana vodena

Blockers (NHB2) otopina s Cot-1
DNA, tvari za
nakupljanje i
formamidom.

PoboljSana mjesavina za 2 1 Prozirna 200 pl DNA polimeraza i

PCR (EPM) dNTPsu
puferiranoj vodenoj
otopini.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, €uvati na temperaturi od -25 °C do
-15°C
Sljededi se reagensi isporu¢uju zamrznuti. Odmah uskladistite reagense na navedenoj temperaturi pohrane da

biste osigurali odgovarajuc¢a radna svojstva. Za sekvence indeksnih adaptera pogledajte odjeljak Dodatak:
Sekvence indeksnih adaptera lllumina UD na stranici 60.

Komponenta Koli€¢ina
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Indexes), broj 20050038 1
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Komponenta Koli¢ina
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Indexes), broj 20050039 1

Reagensi koji nisu prilozeni

Obavezni reagensi Koji hisu prilozeni

* Reagensi zaizdvajanje i proc¢iS¢avanje DNA
* Reagensi za kvantifikaciju DNA
* Etanol (stopostotni, za primjenu u molekularnoj biologiji)
* Voda bez nukleaze
* 1M Tris-HCI, pH 7,0
* 10 mM Tris-HCI,pH7,5-8,5
* Otopina 1N NaOH, za primjenu u molekularnoj biologiji
* AKo se koristi sustav za sekvenciranje NextSeq 550Dx:
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (kataloski br. 20028871)
* Ako se koristi sustav za sekvenciranje MiSeqDx:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (kataloski br. 20037124)
* Ako upotrebljavate sustav za sekvenciranje NovaSeq 6000Dx:
— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cycles) (kataloSki br. 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cycles) (kataloski br. 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataloski br. 20062292)
— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (kataloski br. 20062293)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube (kataloski br. 20062290)
— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (kataloski br. 20062291)

Zahtjevi za panele sa sondama za obogacivanje

Reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilni su s panelima DNA oligonukleotida
za obogacivanje tvrtke lllumina i drugih proizvodaca. Ako koristite biotinilirane sonde za DNA (fiksne ili
prilagodene panele) drugih proizvodaca, pripazite da one zadovoljavaju propisane specifikacije.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit optimiziran je te je potvrdena njegova valjanost s pomocu sljedecih
specifikacija panela drugih proizvodaca. Ne jamc¢e se usporediva radna svojstva pri upotrebi panela drugih
proizvodaca koji ne zadovoljavaju specifikacije.
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* duzinasonde 80 bpili 120 bp
®* izmedu 500i675 000 sondi
* jednostruka ili dvostruka DNA

* ukupan ulaz sondi od = 3 pmol za obogacivanje uz viSestrukosti od jednostruke do 12-struke

Skladistenje i rukovanje

* Sobna je temperatura definirana kao temperatura od 15 °C do 30 °C.

* Reagensi su stabilni kad se skladiSte kako je navedeno do datuma isteka roka trajanja navedenog na
naljepnicama na kompletima. Temperature pohrane potrazite u odjeljku PriloZeni reagensi na stranici 4.

* Zamrznuti reagensi stabilni su maksimalno Cetiri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja datirana prije
navedenog datuma isteka trajanja.

* Postupak za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ima sljedece toCke sigurnog zaustavljanja:
— Nakon koraka Amplificiranje tagmentirane DNA na stranici 28 amplificirane biblioteke stabilne su do 30

dana ako se C¢uvaju na temperaturi od -25 °C do -15 °C.

— Nakon koraka Prociscavanje biblioteka na stranici 30 proc¢iS§¢ene amplificirane biblioteke stabilne su do
30 dana ako se €uvaju na temperaturi od -25 °C do -15 °C.

— Nakon koraka Izrada skupova od unaprijed obogacenih biblioteka na stranici 32 biblioteke rasporedene
u skupove stabilne su do 30 dana ako se Cuvaju na temperaturi od -25 °C do -15 °C.

— Nakon koraka Amplificiranje obogacene biblioteke na stranici 43 plo¢ica s obogac¢enim i amplificiranim
bibliotekama moze ostati u termocikleru do 24 sata. lli se plo¢ica moze €uvati na temperaturiod 2 °C do
8 °C do 48 sati.

— Zavrsne prociS¢ene obogacene biblioteke stabilne su do 7 dana ako se ¢uvaju na temperaturi od -25 °C
do-15°C.
* Ako je bilo koji dio pakiranja ili sadrZaja kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit oStecenili
kompromitiran, obratite se sluzbi za korisnike tvrtke lllumina.
* Ureagensu Stop Tagment Buffer 2 (ST2) moze se razviti vidljiv talog ili kristali¢i. Ako zamijetite talog,
zagrijavajte na 37 °C u trajanju od 10 minuta pa promijeSajte na vrtloZznoj mijeSalici dok se talog ne rastopi.
* Hybridization Oligos (HYB) i Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) moraju se unaprijed zagrijati na

temperaturu drzanja hibridizacije primjenjivu za tu vrstu uzorka i panela sa sondama. Da biste saznali viSe o
rukovanju reagensima NHB2 i EEW, pogledajte odjeljak Napomene povezane s postupkom na stranici 15.

* Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) i HYB Buffer+IDT NXT Blockers (NHB2) mogu razviti kristali¢e i postati
zamuceni. Ako zamijetite kristali¢e ili zamucenost, promijeSajte na vrtloznoj mijesalici ili pipetirajte gore-
dolje dok se otopina ne razbistri. Pripazite da zagrijete NHB2 prije pipetiranja.

*  Prirukovanju zrncima Cleanup Beads (CB) slijedite ove najbolje prakse:

— Nikad ne zamrzavajte zrnca.
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— Netom prije upotrebe promijeSajte zrnca na vrtloZznoj mijesalici dok se ne resuspendiraju i boja se doima
homogeno.

*  Prirukovanju reagensom Enrichment BLT Small (eBLTS) slijedite ove najbolje prakse:
— Epruvetu za ¢uvanje eBLTS-a pohranite uspravno tako da su zrnca uvijek potopljena u puferu.

— Temeljito promijeSajte eBLTS na vrtloZnoj mijeSalici da se zrnca resuspendiraju. Da bi se izbjeglo
ponovno taloZenje zrnaca, ne preporucuje se centrifugiranje prije pipetiranja.

— Ako se zrnca drze za stjenke ili vrh ploCice s 96 jazica, 3 sekunde centrifugirajte na 280 x g, a zatim
pipetirajte da biste resuspendirali.

*  Prirukovanju ploCicama s indeksnim adapterima slijedite ove najbolje prakse:
— Nemojte dodavati uzorke na ploCicu s indeksnim adapterima.

— Svaka jazica ploCice za indekse namijenjena je isklju€ivo jednokratnoj upotrebi.

Obavezna oprema i materijal koji nisu prilozeni

Prije pokretanja protokola, postarajte se da pored kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit imate i
potrebnu opremu i materijal.

Oprema

Pripazite da prije pokretanja protokola imate nuznu opremu.

Protokol je optimiziran i potvrdena je njegova valjanost uz upotrebu stavki navedenih specifikacija. Ne jamce se
usporediva radna svojstva pri upotrebi opreme izvan specifikacija.

Neke su stavke potrebne samo za posebne tijekove rada. Te su stavke navedene u posebnim tablicama.
* Cikli¢ki termostat sljededih specifikacija:

— Grijani poklopac

— Minimalni kontrolni raspon temperature od 10 °C do 98 °C

— Minimalna to¢nost temperature od +0,25 °C

— Maksimalan reakcijski volumen od 100 pl

— Kompatibilno s posve zastrtim PCR ploCicama s 96 jazica
* Inkubator mikrouzoraka sa sljededim specifikacijama:

— Temperaturni raspon okoline od +5,0 °C do 99,0 °C

— Kompatibilno s MIDI ploCicama s 96 jazica
* Umetci za inkubator mikrouzoraka kompatibilni s MIDI plo€icama s 96 uzoraka
* Uredaj za mijeSanje mikroploc¢ica velike brzine s rasponom brzine mijeSanja 200 — 3000 okr./min
* Magnetski stalak kompatibilan s PCR ploCicama s 96 jaZica

* Magnetski stalak kompatibilan s MIDI plo€icama s 96 jaZica
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* Fluorometar kompatibilan s vaSom metodom kvantifikacije
* Analizator fragmenata DNA
* Precizne pipete:

— Jednokanalne i viSekanalne pipete od 10 pl

— Jednokanalne i viSekanalne pipete od 20 pl

— Jednokanalne i viSekanalne pipete od 200 pl

— Jednokanalne pipete od 1000 pl

— Precizne pipete osiguravaju to¢no doziranje reagensa i uzoraka. Jednokanalne ili viSekanalne pipete
mogu se koristiti ako se redovito kalibriraju i to¢ne su unutar 5 % odstupanja od navedenog volumena.

* Centrifuga za mikroplocice
* Mikrocentrifuga
* Neki od sljedecih sustava za sekvenciranje tvrtke lllumina:
— MiSegDx Instrument, kataloski broj DX-410-1001
— Instrument NextSeq 550Dx, kataloski broj 20005715
— Instrument NovaSeq 6000Dx, kataloski broj 20068232
* [Neobavezno] Vakuumski koncentrator

* [FFPE] Sustav za PCR prepoznavanje u stvarnom vremenu

Materijal

Pripazite da prije pokretanja protokola imate potreban materijal.
Neke su stavke potrebne samo za posebne tijekove rada. Te su stavke navedene u posebnim tablicama.

Protokol je optimiziran i potvrdena je njegova valjanost uz upotrebu navedenih stavki. Ne jamc&e se usporediva
radna svojstva ako se koristi drugi materijal.

* Filtrirani vrhovi za pipetu

* Konusne epruvete za centrifugu, 15 mlili 50 ml

* Epruvete za mikrocentrifugiranje od 1,5 ml

* ViSekanalni spremnici reagensa bez RNaze/DNaze, jednokratni

* Trake s 8 epruvetai Cepovi bez RNaze/DNaze

* SeroloSke pipete

* Propilenska plo€ica za pohranu s 96 dubokih jazica od 0,8 ml (MIDI plocica)
* Posve zastrte PCR plocice s 96 jazica i tvrdim omotom

* [FFPE] gPCR plo€ice kompatibilne s gPCR instrumentom
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* Ljepljive brtve za plocice s 96 jazica sljedecih specifikacija:
— Opti¢ki proziran poliester koji se moze odlijepiti
— Prikladno za zastrte PCR plocice
— Jako ljepilo koje podnosi viSestruke promjene temperature od -40 °C do 110 °C
— Bez DNaze/RNaze
* Plasti¢ni potrodni materijal kompatibilan s odabranom kvantifikacijskom metodom
* Komplet za fluorometrijsku kvantifikaciju dsDNA kompatibilan s odabranim kvantifikacijskim sustavom:
— Zakvantifikaciju unaprijed obogacenih amplificiranih biblioteka moze se koristiti komplet za
kvantifikaciju Sirokog raspona.
— Za kvantifikaciju obogacenih biblioteka raspon kvantifikacijskog kompleta ovisi o koriStenom panelu sa
sondama.
* Komplet za analizu fragmenata za kvalifikaciju biblioteka s odabranim sustavom za kvalifikaciju:
— Zakvalifikaciju unaprijed obogacéenih amplificiranih biblioteka moze se koristiti komplet Sirokog raspona.
— Zakvalifikaciju obogacenih biblioteka raspon kvalifikacijskog kompleta ovisi o koriStenom panelu sa
sondama.

* [Neobavezno] Komplet za izdvajanje DNA iz humanih stanica i tkiva. MoZete koristiti bilo koju metodu
izdvajanja Cija je valjanost potvrdena.

Prikupljanje, transport i pohrana uzoraka

A OPREZ

Svim uzorcima rukujte kao da su potencijalno zarazne tvari.

* Taje analiza kompatibilna s genomskom DNA dobivenom iz humanih stanica i tkiva.

* Kod komercijalno dostupne prociséene gDNA pripazite da su uzorci transportirani u odgovaraju¢im uvjetima
i Cuvani u skladu s uputama proizvodaca. Slijedite najbolje prakse pohrane i ciklusa zamrzavanja i
odmrzavanja za gDNA.

* Zaulazne uzorke iz pune krvi slijedite zahtjeve za prikupljanje, prijenos i pohranu krvi primjenjive na
odabranu metodu izdvajanja DNA. Moze se koristiti bilo koja potvrdena metoda izdvajanja. Transport pune
krvi mora biti u skladu sa zupanijskim, saveznim, drzavnim i lokalnim odredbama za transport etioloskih
tvari.

* Zaizdvajanje DNA DNA iz FFPE tkiva moze se koristiti bilo koja potvrdena metoda izdvajanja. Slijedite upute
i preporuke primjenjive na odabranu metodu izdvajanja za odredivanje sljedecih praksi:

— Metoda fiksiranja u formalinu i umetanja u parafin za tkiva, kako bi se osigurala najbolja kvaliteta
izdvojene DNA.
— Pohrana FFPE primjeraka.
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— Zahtjevi za pocetni materijal, poput broja i debljine FFPE presjeka. Za vedinu se metoda proc¢iSéavanja
preporucuje koristenje svjeze izrezanih presjeka.

Upozorenja i mjere opreza

* Reagensiiz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit mogu sadrzavati potencijalno opasne
kemikalije. Uslijed udisanja, gutanja te dodira s kozom i o¢ima moZze doci do tjelesnih ozljeda. Nosite zastitnu
opremu, uklju¢ujuci zastitu za o¢i, rukavice i laboratorijsku kutu prikladnu za rizik od izlaganja. Iskori§tenim
reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu s odgovarajuc¢im regionalnim, nacionalnim i
mjesnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti okoli$a, zdravlju i sigurnosti potrazite na
sigurnosno-tehnickom listu (SDS-u) na web-mjestu support.illumina.com/sds.html.

* Svim uzorcima krvi rukujte kao da je poznata njihova inficiranost virusom humane imunodeficijencije (HIV),
virusom humanog hepatitisa B (HBV) i drugim patogenima koji se prenose krvlju (univerzalne mjere opreza).

* Pridrzavajte se laboratorijskih mjera opreza. Nemojte pipetirati ustima. Nemojte jesti, piti ni pusiti u
oznacenim prostorima za rad. Kad rukujete uzorcima i kompletima reagensa, koristite se rukavicama za
jednokratnu upotrebu i laboratorijskim kutama. Nakon rukovanja uzorcima i kompletima reagensa temeljito
operite ruke.

* Da biste sprijecili degradaciju uzorka ili reagensa, prije pokretanja protokola provjerite jesu li sva isparavanja
natrijeva hipoklorita posve izvjetrila.

* Kontaminacija uzoraka drugim PCR proizvodima/amplikonima moze dovesti do neto¢nih i nepouzdanih
rezultata. Da biste izbjegli kontaminaciju, koristite sljedece najbolje prakse:

— Koristite odgovarajude laboratorijske prakse i higijenu u laboratoriju.

— lzvodite korake tijekova rada u posebnim podrucjima za rad prije amplifikacije i nakon amplifikacije.

— Upotrijebljene reagense pohranite prije proc¢iséavanja biblioteka u podrucju za rad prije amplifikacije.

— Odvojite reagense za upotrebu prije amplifikacije od onih za upotrebu nakon amplifikacije.

— Provjerite upotrebljava li se u podrucjima prije amplifikacije i nakon amplifikacije posebna oprema, kao
Sto su pipete, vrhovi pipeta, vrtloZzna mijeSalica i centrifuga.

* |zbjegavajte medusobnu kontaminaciju. Izmedu uzoraka i doziranja reagensa koristite svjeze vrhove za
pipete. Koristenjem filtriranih vrhova smanjuje se rizik od prijenosa amplikona i medusobne kontaminacije
uzoraka.

— Pridodavanjuili prijenosu uzoraka ili glavnih mjeSavina reagensa promijenite vrhove izmedu svakog
uzorka.

— Pridodavanju indeksnih adaptera visekanalnom pipetom promijenite vrhove izmedu svakog retka ili
svake kolone. Ako koristite jednokanalnu pipetu, promijenite vrhove izmedu uzoraka.

— Uklonite neupotrijebljene plocice s indeksnim adapterima iz radnog podrucja.

* U koracima ispiranja etanolom koristite sljedece najbolje prakse:

— Uvijek pripremite svjezi 80-postotni etanol. Etanol moZze apsorbirati vlagu iz zraka, $to moze utjecati na
rezultate.
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— Pripazite da se tijekom koraka ispiranja ukloni sav etanol iz dna jazica. Preostali etanol moze utjecati na
rezultate.

— PridrZzavajte se navedenog vremena susenja u koracima koji se ticu magnetskog stalka da biste osigurali
potpuno isparavanje. Preostali etanol moze utjecati na radna svojstva daljnjih reakcija.

* Uvijek pripremite glavne mjeSavine prije upotrebe i nikad ne pohranjujte kombinirane radne otopine.

* Nije moguce jam¢iti radna svojstva kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kad se postupci ne
slijede kako je navedeno u informativhom pregledu.

* Nemojte koristiti nikakve dijelove kompleta nakon datuma isteka trajanja navedenog na naljepnicina
kompletu.

* Nemojte mijenjati dijelove kompleta onima iz drugih kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
Identifikacija kompleta navedena je na naljepnici na kompletu.

Napomene povezane s postupkom

Preporuke za ulaznu DNA

Protokol za Illumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s ulaznom dvostrukom genomskom DNA
(gDNA) visoke kvalitete od 50 = 1000 ng.

Pripazite da poCetni uzorak gDNA ne sadrzi > 1 mM EDTA i da nema organskih kontaminanata poput fenola i
etanola. Te tvari mogu ometati reakciju tagmentacije i dovesti do neuspjeSne analize.

ulazna gDNA = 50 ng

Za ulazne gDNA izmedu 50 i 1000 ng nisu potrebne kvantifikacija ni normalizacija poCetnog uzorka gDNA.

ulazna gDNA < 50 ng

Mogu se koristiti ulazne DNA od 10 - 50 ng uz sljedece prilagodbe:

* Ako se koriste ulazne gDNA od 10-49 ng, preporucuje se kvantifikacija poCetnog uzorka gDNA radi
odredivanja potrebnog broja PCR ciklusa nakon tagmentacije. Da biste kvantificirali dvostruku ulaznu gDNA,
upotrijebite neku metodu temeljenu na fluorometriji. Izbjegavajte metode koje mjere ukupnu nukleinsku
kiselinu, kao $to je NanoDrop ili druge metode s apsorbancijom UV zracenja.

* Taj protokol ne normalizira prinose zavrsnih unaprijed obogacenih biblioteka od 10 - 49 ng gDNA te je stoga

nuzna kvantifikacija i normalizacija biblioteka prije i nakon obogadivanja.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit karakteriziran je i potvrden za ulaznu DNA od 50 - 1000 ng. Nije
moguce jamditi ekvivalentna radna svojstva za ulazne gDNA < 50 ng.
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Preporuke za unos krvi

Kompilet lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s gDNA izdvojenom iz periferne pune krvi.
MoZe se koristiti bilo koja potvrdena metoda izdvajanja. Priizdvajanju gDNA iz pune Krvi nije potrebna pocetna
kvantifikacija ulazne DNA - komplet lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit daje normalizirane unaprijed
obogacene biblioteke.

Sljededi ¢imbenici mogu utjecati na koli¢inu DNA dobivenu iz uzoraka pune krvi, a time i na normalizaciju
biblioteka:

* starost uzorka krvi

* uvjeti pohrane

* postojec¢a medicinska stanja koja utjecu na broj leukocita

Preporuke za ulazne uzorke FFPE tkiva

Koristite sljedece kriterije kvalitete DNA izdvojene iz FFPE-a da biste odredili odgovarajuci ulaz za uspjesnu
pripremu biblioteka:

* Zauzorke FFPE-a s vrijednosti ACq od = 5 preporucena ulazna DNA je 50 - 1000 ng.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ne preporucuje se za uzorke FFPE-a loSe kvalitete s ACq > 5. Moguce
je upotrijebiti uzorke s ACq > 5, ali to povecéava vjerojatnost neuspjesne pripreme biblioteka i smanjuje radna
svojstva analize.

Izdvajanje FFPE

Koristite metodu izolacije nukleinske kiseline koja daje velike prinose pri oporavku, svodi potrosSnju uzorka na
najmanju mogucéu mjeru i Cuva integritet uzorka. MozZete koristiti bilo koju metodu izdvajanja DNA iz FFPE
uzoraka Cija je valjanost potvrdena. Za gDNA izdvojenu iz FFPE tkiva nuzna je pocetna kvantifikacija ulazne
DNA, a lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ne daje normalizirane unaprijed obogacene biblioteke.

Kvalifikacija DNA izdvojene iz FFPE-a

gDNA izdvojen iz FFPE tkiva treba se prije upotrebe kvalificirati. Za optimalna radna svojstva odredite kvalitetu
DNA uzorka s pomodéu metode izdvajanja &ija je valjanost provjerena za kvalifikaciju DNA izdvojene iz FFPE
uzoraka. Protokol za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilan je s DNA uzorcima iz FFPE-a s
vrijednosti ACq od = 5. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ne preporucuje se za uzorke FFPE-a loSe
kvalitete s ACq > 5. Moguce je upotrijebiti uzorke s ACq > 5, ali to povecava vjerojatnost neuspjesSne pripreme
biblioteka i smanjuje radna svojstva analize.
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[Neobavezno] FFPE referentni uzorci

Priizvodenju protokola koristite karakteriziran referentni materijal kao $to je Horizon HD799 (DNA) kao
pozitivhu kontrolu. Kao referentni uzorak moze se koristiti i kvalificirani FFPE materijal iz stranih presadaka
dobivenih iz linija stanica. Da biste prije upotrebe kvantificirali referentni materijal, upotrijebite neku metodu
temeljenu na fluorometriji.

NAPOMENA Obrada referentnog uzorka kao pozitivne kontrole ili kontrole bez predloska troSi reagense i
smanjuje ukupan broj nepoznatih uzoraka koji se mogu obraditi.

Preporuke za ulazne uzorke

Preporuke za ulazne uzorke za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit saZete su u sljedecoj tablici.

Tablica1 Preporuke za ulazne uzorke

Prinos
Koli¢ina Potrebna . normalizirane
Vrsta ulaznog e Potrebna kvaliteta ulazne ..
ulaznog kvantifikacija unaprijed
uzorka DNA ,
uzorka ulazne DNA obogacene
biblioteke
gDNA 10-49ng Da omjer 260/280 Ne
0d1,8-2,0
gDNA 50-1000 ng Ne omjer 260/280 Da
0d1,8-2,0
gDNA iz krvi 50-1000ng Ne omjer 260/280 Da
0d1,8-2,0
gDNA iz FFPE- 50-1000 ng Da vrijednost ACqod = 5 Ne
a

Preporuceni PCR ciklusi za program eBLTS PCR prilagodeni su na temelju koncentracije i kvalitete ulaznih
uzoraka. Da biste saznali viSe, pogledajte odjeljak Amplificiranje tagmentirane DNA na stranici 28.

Savijeti i tehnike

Izbjegavajte medusobnu kontaminaciju
* Pridodavaniju ili prijenosu uzoraka promijenite vrhove prije svakog uzorka.

* Pridodavanju indeksnih adaptera viSekanalnom pipetom, promijenite vrhove izmedu svakog retka ili svake
kolone. Ako koristite jednokanalnu pipetu, promijenite vrhove izmedu uzoraka.
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Brtvljenje plocice

Uvijek zabrtvite plogicu s 96 jazica novom ljepljivom brtvom s pomoc¢u gumenog valjka da biste prekrili

ploCicu prije daljnjih koraka u protokolu:

— Koraci mijeSanja,

— Koraciinkubacije. Ako dobro ne zabrtvite ploc¢icu, moze dodi do isparavanja tijekom inkubacije.

— Koraci centrifuge

— Koraci hibridizacije

Pripazite da su rubovi i jazice posve zabrtvljeni da biste smanijili rizik od medusobne kontaminacije i

isparavanja.

— Ako na brtvi ili stjenkama jazica na plocici primijetite tekucinu ili kondenzat, centrifugirajte ako je
potrebno prije skidanja brtve.

Stavite ploCicu na ravnu povrsinu prije nego $to polako uklonite brtvu.

Rukovanje reagensom Enrichment BLT Small (eBLTS)

Epruvetu za ¢uvanje eBLTS-a u hladnjaku pohranite uspravno tako da su zrnca uvijek potopljena u puferu.

Netom prije upotrebe na vrtloznoj mijesalici temeljito promijeSajte epruvetu za Cuvanje eBLTS-a tako da se
zrnca resuspendiraju. Da bi se izbjeglo ponovno taloZenje zrnaca, ne preporucuje se centrifugiranje prije
pipetiranja.

Ako se zrnca drze za stjenke ili vrh plocice s 96 jaZica, 3 sekunde centrifugirajte na 280 x g, a zatim
pipetirajte da biste resuspendirali.

Pri ispiranju eBLTS-a:

— Koristite odgovarajuc¢i magnetski stalak za ploc€icu.

— Drzite plo€icu na magnetskom stalku dok se u uputama ne kaze da je skinete.

— Ako se zrnca aspiriraju u vrhove pipeta, vratite ih na plo€icu na magnetskom stalku i Cekajte da se
tekucina razbistri (2 minute).
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Tijek rada s kompletom Illumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit

Sljededi dijagram prikazuje tijek rada s kompletom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. To¢ke sigurnog
zaustavljanja oznaCene suizmedu koraka. Procjene vremena temelje se na obradi 12 uzoraka uz 12-struko
obogacivanje.

gDNA

Tocka sigurnog
zaustavijanja

o Tagmentiranje genomske DNA
Prakti¢an rad: 20 minuta
Ukupno: 40 minuta
Reagensi: eBLT, TB1

e Proc¢iS¢avanje nakon tagmentacije
Prakti¢an rad: 10 minuta
Ukupno: 20 minuta
Reagensi: ST2, TWB2

e Amplificiranje tagmentirane DNA
Praktian rad: 15 minuta
Ukupno: 45 minuta
Reagensi: EPM, indeksni adapteri
Tocka sigurnog

zaustavljanja o N
o Prociscavanije biblioteka
Prakti¢an rad: 10 minuta
Ukupno: 20 minuta
Reagensi: RSB, CB, EtOH
Tocka sigurnog
zaustavljanja i -
o Stvaranje skupova biblioteka
Reagensi: RSB

Tocka sigurnog
zaustavijanja
@ Hibridizacija sondi
Prakti¢an rad: 10 minuta
Ukupno: 125 minuta
Reagensi: panel sa sondama za obogacivanje,
NHB2, EHB2, RSB

€) Hvatanie hibridiziranih sondi
Prakti¢an rad: 25 minuta
Ukupno: 65 minuta
Reagensi: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Amplificiranje obogacene biblioteke
Prakti¢an rad: 5 minuta
Ukupno: 40 minuta
Reagensi: PPC, EPM
Tocka sigurnog
zaustavijanja e Prociséavanje amplificirane
obogacéene biblioteke
Prakti¢an rad: 10 minuta
Ukupno: 20 minuta
Reagensi: CB, RSB, EtOH

® Prile PCR-a @ Nakon PCR-a
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Upute za upotrebu

U ovom se odjeljku opisuje protokol za komplet lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

* Pregledaijte cijeli planirani tijek sekvenciranja, od uzimanja uzorka do analize, da biste osigurali
kompatibilnost proizvoda i eksperimentirali s parametrima.

* Prije nastavka provjerite sadrzaj kompleta i pripazite da imate sve potrebne komponente, opremu i materijal.

— Biotinilirane sonde drugih proizvodaca moraju zadovoljiti odredene uvjete. Da biste bili sigurni da vase
sonde drugih proizvodacCa odgovaraju zahtjevima, pogledajte odjeljak Zahtjevi za panele sa sondama za
obogacivanje na stranici 9.

* Slijedite protokol prikazanim redoslijedom uz upotrebu navedenih volumena i parametara inkubacije.
* Ako u protokolu nije navedena to¢ka sigurnog zaustavljanja, odmah prijedite na sljededi korak.
*  Pristvaranju glavne mjeSavine isporu€eni volumeni sadrze i visak.

* Pripazite da koristite odgovarajué¢i magnetski stalak za svoju vrstu plocice.

Priprema za izradu skupova

Ovaj je korak nuzan za osiguranje uspjeSnog sekvenciranja obogacenih biblioteka. |zrada skupova biblioteka
moze se izvesti prije obogadivanja i prije sekvenciranja.

Prije obogacivanja — pojedina¢ne indeksirane amplificirane biblioteke objedinjuju se u skupove radi
obogacivanja s pomocu odabranog panela sa sondama. Time se stvara multipleksirani skup obogacenih
biblioteka. Za ulazne FFPE uzorke obrada je testirana i preporucuje se isklju€ivo za jednostruke reakcije
obogacivanja. Za gDNA visoke kvalitete testirana je 12-erostrukost, ali moguce su viSestrukosti od dvostrukosti
do 11-strukosti.

Prije sekvenciranja - jednostruko obogacene biblioteke i/ili viSestruko obogacene biblioteke objedinjuju se u
skupove prije sekvenciranja. Broj obogacenih biblioteka koje se mogu sekvencirati ovisi o ciljnoj dubini olitanja
za svaki uzorak na vaSem sustavu za sekvenciranje.

Jedinstveno dvostruko indeksiranje

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit koristi jedinstvene dvostruke indekse.
* Dvostruko indeksirane biblioteke dodaju sekvence Index 1 (i7) i Index 2 (i5) radi generiranja jedinstveno
oznacenih biblioteka.

* UD indeksiimaju razlikovne, nepovezane sekvence indeksa za ocitanje indeksa i7 i i5. Indeksi su dugi
10 baza.

Odabirom indeksnih adaptera s razli¢itim sekvencama za biblioteke podijeljene u skupove optimizira se balans
boje radi uspjednog sekvenciranja i analize podataka. Za skupove visestrukosti koji su =z 10-struki inherentno je
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balansirana boja, pa mozete koristiti bilo koju kombinaciju indeksnih adaptera. Tijekom obrade sekvenciranjem
modul DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager nudi moguc¢nosti za kombinacije indeksa s balansiranim
bojama i obavjeStava vas ako se odabrane kombinacije indeksa ne razlikuju dovoljno.

Da biste saznali viSe o sekvencama indeksnih adaptera lllumina UD i rasporedima plo€ica, pogledajte Dodatak:
Sekvence indeksnih adaptera lllumina UD na stranici 60.

Podrzane viSestrukosti obogacivanja

Reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit konfigurirani su i testirani uz jednostruku i 12-
struku viSestrukost obogacdivanja. Mogude su i druge viSestrukosti obogadivanja, ali neke od njih zahtijevaju
dodatnu pripremu unaprijed obogacenih biblioteka i reagense za panel sa sondama za obogacivanje.
Dobivanje odgovaraju¢eg prinosa pri obogacivanju za nestandardne viSestrukosti obogacivanja moze
zahtijevati dodatnu optimizaciju. Ne jamce se optimalni rezultati.

* Visestrukost obogadivanja — broj unaprijed obogacenih biblioteka (1-12) skupljenih zajedno u jednu
reakciju obogadivanja za hibridizaciju s pomoc¢u panela sa sondama za obogadivanje. Primjerice,
kombiniranjem 12 unaprijed obogacenih biblioteka stvara se 12-erostruko obogaceni skup.

* Reakcija obogacivanja — broj jedinstvenih priprema reakcija obogacdivanja, bez obzira na broj zajednicki
skupljenih unaprijed obogacenih biblioteka po reakciji. Primjerice, jednom reakcijom obogadivanja moze se
pripremiti jednostruko ili 12-struko obogaceni skup.

Da biste izra¢unali ukupan broj naknadno obogacdenih biblioteka, pomnozite viSestrukost obogadivanja po
reakciji s brojem reakcija obogacivanja. Primjerice, jedna reakcija obogacdivanja 12-erostrukog obogacéenog
skupa stvara skup od 12 naknadno obogacenih biblioteka.

Priizradi skupova od unaprijed obogacenih biblioteka reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit podrzavaju sljedece reakcije obogacivanja i viSestrukosti.

Reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with

Reakcije obogacdivanja ViSestrukost obogadivanja
Enrichment Dx Kit J 9 J 9 J
Komplet sa 16 uzoraka 16 reakcija jednostruko

Komplet s 96 uzoraka 8 reakcija 12-struko

Strategije stvaranja skupova - od dvostrukih do osmerostrukih

U sljedecoj tablici prikazani su indeksni adapteri (jazice) koji se mogu kombinirati u skup, od dvostrukog do
osmerostrukog, dok slika u bojama ilustrira svaku kombinaciju.

Stvorite skup od bilo koje viSestrukosti = 2 od vrha ili dna kolone. Nemojte stvarati skupove kroz redak.
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Kombinacije Boja na slici

Prve dvije ili zadnje dvije jaziceu Narancasta
koloni:

« AiB

« GiH

Redovi C - F ne koriste se.

Prve triili zadnje tri jazice u koloni: Siva

« A-C

o« F-H

Redovi D i E ne koriste se.

Prve Cetiri ili zadnje Cetirijaziceu LjubiCasta
koloni:

e A-D

« E-H

Prvih petili zadnjih petjazicau Plava
koloni:
o« A-E
e D-H
[Mogucnost 1] Prvih Sest ili Zelena
zadnjih Sest jazica u koloni:
e« A-F
e C-H
[Mogucnost 2] Prve dvije jazice (A
i B) ili zadnje dvije jazice (GiH) u
jednoj koloni i Cetiri jazice u
susjednoj koloni.

Prvih sedam ili zadnjih sedam Ruzi¢asta
jazica u koloni:

« A-G

« B-H

Cijela kolona. Zelenoplava

illumina
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g?

Strategije za deveterostruko stvaranje skupova
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Upotrijebite indeksne adaptere iz bilo koje jazice koji optimiziraju balans boje u obradi sekvenciranjem,
primjerice:

* AT-H1iA2

* A4-D4iA5-E5

* A7-F7iA8-C8

* A10-C10,A1T-C11iA12-C12

Na sljedecoj slici prikazana su sva Cetiri primjera.
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Tagmentiranje genomske DNA

U ovom se koraku koristi Enrichment BLT Small (eBLTS) za tagmentiranje DNA, a to je postupak kojim se
fragmentira i oznaCava (,tagira”) DNA sekvencama adaptera.
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Potrosni materijal
* eBLTS (Enrichment BLT Small) (zuti Cep)
* TB1(Tagmentation Buffer 1, pufer za tagmentiranje 1)
* Voda bez nukleaze
* PCRplocicas 96 jazica
* Ljepljiva brtva
* Epruvete za mikrocentrifugiranje od 1,7 ml
* Trakas 8 epruveta
* Vrhovi za pipetu
— ViSekanalne pipete od 200 pl

A OPREZ

Taj skup reagensa sadrzi potencijalno opasne kemikalije. Uslijed udisanja, gutanja te dodira s
kozom i o¢ima moze dodi do tjelesnih ozljeda. Nosite zastitnu opremu, ukljucujucéi zastitu za o¢i,
rukavice i laboratorijsku kutu prikladnu za rizik od izlaganja. IskoriStenim reagensima rukujte kao
kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu s odgovarajuéim regionalnim, nacionalnim i mjesnim
zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti okoliSa, zdravlju i sigurnosti potrazite na
sigurnosno-tehnic¢kom listu (SDS-u) na web-mjestu support.illumina.com/sds.html.

O reagensima
* eBLTS treba Cuvati na temperaturama od 2 °C do 8 °C. Ne koristite eBLTS koji je Cuvan na temperaturi
manjoj od 2 °C.

* Nemojte centrifugirati eBLTS.

Priprema

1. Pripremite sljedeci potros$ni materijal:

Stavka Skladistenje Upute

eBLTS (Zuti Cep) od2 Cdo8°C Zagrijte na sobnu temperaturu. Netom prije
upotrebe promijesajte na vrtloznoj
mijesalici. Nemojte centrifugirati prije
pipetiranja.
TB1 od-25°Cdo-15°C Zagrijte na sobnu temperaturu. PromijeSajte
u vrtloznoj mijesalici.
2. PromijeSajte DNA na vrtloZznoj mijeSalici ili pipetiranjem, a zatim nakratko centrifugirajte.
3. Spremite sljededi program TAG na termocikler:

* Qdaberite moguénost s predgrijavanjem poklopca i postavite na 100 °C
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* Postavite reakcijski volumen na 50 pl
* 55 °Cutrajanju 5 minuta

e Zadrzitena10°C

Postupak

1. Dodajte 2 - 30 pl DNA u svaku jaZzicu PCR plocCice s 96 jazica tako da ukupna ulazna koli¢ina bude
50-1000 ng.
Ako je volumen DNA < 30 pl, dodajte vodu bez nukleaze u uzorke DNA da biste ukupan volumen podigli na
30 pl.

2. Promijesajte temeljito eBLTS na vrtloznoj mijesalici tako da se zrnca posve resuspendiraju.

3. Kombinirajte sljedece volumene u epruveti da biste pripremili Tagmentation Master Mix. Pomnozite svaki
volumen s brojem uzoraka koji se obraduju.

* eBLTS (11,5 ul)
* TB1(11,5ul)
Volumen obuhvaca i viSak reagensa.
4. Pipetirajte Tagmentation Master Mix temeljito da biste ga promijesali.
Podijelite volumen mjeSavine Tagmentation Master Mix jednako u traku s 8 epruveta.

6. S pomocu visekanalne pipete od 200 pl prenesite 20 ul reagensa Tagmentation Master Mix u svaku
jazicuPCR plocice s uzorkom. Za svaku kolonu ili svaki redak uzorka koristite svjeze vrhove.

7. Bacite traku s 8 epruveta u otpad kad primijenite Tagmentation Master Mix.

8. S pomodu visekanalne pipete od 200 pl postavljene na 40 pl pipetirajte svaki uzorak 10 puta da biste ga
promijesali. Za svaku kolonu s uzorcima upotrijebite svjezi vrh.
lli zabrtvite PCR plocCicu i upotrijebite uredaj za tresSnju plocica pri 1600 okr./min u trajanju 1 minute.

9. Zabrtvite ploCicu pa je stavite u unaprijed programirani termocikler i pokrenite program TAG.
10. Pricekajte da program TAG dosegne temperaturu zadrzavanja od 10 °C, a zatim odmah uklonite plocicu.

11. Ostavite PCR plocicu s 96 jazica 2 minute na sobnoj temperaturi pa prijedite na sljededi korak.

Proc¢iS¢avanje nakon tagmentacije

U ovom se koraku na eBLTS-u ispire DNA oznacena adapterima prije PCR amplifikacije.

Potrosni materijal

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

* TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

* Magnetski stalak za PCR plocicu s 96 jazica

* Ljepljiva brtva
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Traka s 8 epruveta

Vrhovi za pipetu

— ViSekanalne pipete od 20 pl
— ViSekanalne pipete od 200 pl
Pripremite za daljnji postupak:

— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Plocica s indeksnim adapterima

O reagensima

Pripazite da koristite odgovarajuc¢i magnetski stalak za svoju plo€icu. KoriStenje magnetskog stalka za MIDI
ploCicu za rad s PCR plo¢icom moZe sprijeCiti vezivanje TWB2 sa zrncima.

Polako pipetirajte TWB2 da biste sveli pjenenje na najmanju mogucu mjeru te izbjegli aspiraciju
neodgovarajuéeg volumena i nepotpuno mijesanje.

Priprema

1.

Pripremite sljededi potro$ni materijal:

Stavka Skladistenje  Upute

EPM od-5°Cdo Otapajte na ledu jedan sat.
-15°C Preokrenite da biste promijesali, a zatim kratko centrifugirajte.

ST2 od15°Cdo Ako zamijetite talog, zagrijavajte na 37 °C u trajanju 10 minuta pa
30°C promijesajte na vrtloznoj mijeSalici dok se talog ne rastopi. Koristite na

sobnoj temperaturi.
TWB2 od15°Cdo Koristite na sobnoj temperaturi.
30°C
Plogica s od-5°Cdo Otapajte 30 minuta na sobnoj temperaturi.
indeksnim  -15°C
adapterima

Postupak

1.

Dodajte 10 ul ST2 svakoj reakciji tagmentacije. Ako koristite viSekanalnu pipetu, pipetirajte ST2 u traku s 8
epruveta, a zatim prenesite odgovarajuce volumene na PCR ploc¢icu. Za svaku kolonu ili redak uzorka
koristite svjeze vrhove.

S pomodu pipete od 200 ul postavljene na 50 pl polako pipetirajte svaku jazicu 10 puta da biste
resuspendirali zrnca.

Mozete i zabrtviti plo€icu i tresti 1 minutu pri 1600 okr./min. Prema potrebi ponovite.

Zabrtvite plocicu pa 10 sekundi centrifugirajte pri 280 x g.

Broj dokumenta 200019584 v02 HRV 26 od 68

ZAIN VITRO DIJAGNOSTIKU
SAMO ZA 1ZVOZ



Informativni pregled za lllumina DNA Prep with Enrichment Dx  illumina

4. Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi.
5. Stavite na magnetski stalak za PCR plocicu i ¢ekajte da se tekudina razbistri (3 minute).
6. [= 48 uzoraka] Isperite tri puta na sljededi nacin.

a. S pomodu visekanalne pipete od 200 pl postavljene na 60 pl uklonite i bacite supernatant tak da pritom
ne uzbibate zrnca.

b. Skinite s magnetskog stalka.
Odmah potom polako dodajte 100 pyl TWB2 izravno na zrnca.

d. Polako pipetirajte dok se zrnca posve ne suspendiraju. lli zabrtvite ploCicu i tresite 1 minutu pri
1600 okr./min.

e. U sluc€aju prskanja smanjite brzinu okretanja na 280 x g u trajanju 10 sekundi.

f. Stavite na magnetski stalak za PCR ploCicu i Eekajte da se tekucéina razbistri (3 minute).

Ostavite ploc¢icu na magnetskom stalku i TWB2 u jazicama da biste sprijecili isuSivanje priizvodenju
treceg ispiranja. Uklonite i bacite supernatant nakon pripreme mje$avine PCR Master Mix.

g. S pomocu visekanalne pipete od 200 pl postavljene na 100 ul uklonite i bacite supernatant.
h. Ponovite korake od c do f dvaput, ¢ime éete izvesti ukupno triispiranja.
7. [> 48 uzoraka] Isperite tri puta na sljededi nacin.
a. lzvedite korake b i c uinkrementima po 1ili 2 kolone dok se ne obrade sve kolone radi sprjeCavanja
isuSivanja.
b. S pomodu visekanalne pipete od 200 ul postavljene na 60 pl uklonite i bacite supernatant.
c. Skinite s magnetskog stalka.
d. Odmah nakon toga polako dodajte 100 ul TWBZ2 izravno na zrnca.
e. Polako pipetirajte dok se zrnca posve ne suspendiraju. lli zabrtvite ploCicu i tresite 1 minutu pri

1600 okr./min.
f. U slu€aju prskanja smanjite brzinu okretanja na 280 x g u trajanju 10 sekundi.

g. Stavite na magnetski stalak za PCR plocicu i ¢ekajte da se tekucéina razbistri (3 minute).
Ostavite plocicu na magnetskom stalku i TWB2 u jazicama da biste sprijecili isuSivanje priizvodenju
treceg ispiranja. Uklonite i bacite supernatant nakon pripreme mjesavine PCR Master Mix.

h. S pomocu visekanalne pipete od 200 pl postavljene na 100 pl uklonite i bacite supernatant.
i.  Uklonite s magnetskog stalka i polako dodajte 100 ul TWB2 izravno na zrnca.

j.  Ponovite korake ,h“i,i" uinkrementima od 1ili 2 kolone dok se ne obrade sve kolone.

k. Dvaput ponovite korake e — h, ¢ime ¢ete ukupno izvesti tri ispiranja.

8. Drzite na magnetskom stalku do koraka 4 u odjeljku Postupak poglavlja Amplificiranje tagmentirane DNA.
TWB2 ostaje u jazicama radi sprjeCavanja isuSivanja zrnaca.
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Amplificiranje tagmentirane DNA

U ovom se koraku amplificira tagmentirana DNA s pomoc¢u PCR programa ograni¢enog ciklusa. Korak PCR-a
dodaje adaptere za Index 1 (i7), Index 2 (i5) i sekvence potrebne za generiranje klastera za sekvenciranje.

Potrosni materijal

EPM (Enhanced PCR Mix)

Plocica s indeksnim adapterima

PCR plocica s 96 jazica

Voda bez nukleaze

Ljepljiva brtva

Epruvete za mikrocentrifugiranje od 1,5 mi
Vrhovi za pipetu

— ViSekanalne pipete od 20 I

— ViSekanalne pipete od 200 pl

O reagensima

Plocice s indeksnim adapterima

— Jazica moze sadrzavati > 10 yl indeksnih adaptera.

— Nemojte dodavati uzorke na plo€icu s indeksnim adapterima.

— Svaka jazica plocCice za indekse namijenjena je iskljuCivo jednokratnoj upotrebi.

Priprema

1.

Pripremite sljededi potro$ni materijal:

Stavka Skladistenje
EPM od-5°Cdo
-15°C
PloCica s indeksnim od-5°Cdo
adapterima -15°C

Upute

Otapajte na 4 °Cilina ledu 1 sat.
Preokrenite da biste promijesali, a zatim kratko
centrifugirajte.

Otapajte 30 minuta na sobnoj temperaturi.

2. Spremite sljedeci program eBLTS PCR na termocikleru koriste¢i odgovarajuéi broj PCR ciklusa naveden u

tablici u nastavku.

* Qdaberite moguénost s predgrijavanjem poklopca i postavite na 100 °C

* Postavite reakcijski volumen na 50 pl

* 72 °Ctijekom 3 minute
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* 98 °C tijekom 3 minute

* Xciklusa na:
* 98 °C tijekom 20 sekundi
* 60 °C tijekom 30 sekundi
* 72 °C tijekom 1 minute

* 72°Ctijekom 3 minute

* Zadrzitenal10°C
Ukupno vrijeme obrade je ~38 minuta za 9 ciklusa i ~46 minuta za 12 ciklusa.

Vrsta ulaznog uzorka Broj PCR ciklusa (X)
10 - 49 ng gDNA 12
50-1000 ng gDNA 9
50 -1000 ng gDNA izdvojeno iz FFPE-a 12
gDNA izdvojena iz krvi 9
Postupak

1. Kombinirajte sljedece da biste pripremili PCR Master Mix. PomnoZite svaki volumen s brojem uzoraka koji se
obraduju.

* EPM (23 pl)

* Voda bez nukleaze (23 pl)

Volumen obuhvaca i viSak reagensa.

Pipetirajte PCR Master Mix 10 puta da biste promijesali, a zatim kratko centrifugirajte.

3. S plo¢icom na magnetskom stalku upotrijebite viSekanalnu pipetu od 200 pl da biste uklonili i bacili TWB2.
Pjena koja ostaje na stjenkama jazica ne utjeCe negativno na biblioteku.

4. Skinite s magnetskog stalka.
Odmah dodajte 40 pl reagensa PCR Master Mix izravno na zrnca u svakoj jazici.

6. Odmah pipetirajte da biste promijeSali dok se zrnca posve ponovno ne suspendiraju. Ili zabrtvite plocicu i
tresite pri 1600 okr./min 1 minutu.
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Zabrtvite plocCicu s uzorkom i 10 sekundi centrifugirajte na 280 x g.
Centrifugirajte 1 minutu plocicu s indeksnim adapterima pri 1000 x g.
9. Pripremite ploCicu s indeksnim adapterima.

* [< 96 uzoraka] Novim vrhom pipete za svaku jazicu probusite foliju za brtvljenje na plo€ici s indeksnim
adapterima samo za onaj broj uzoraka koji ¢e se obradivati.

* [96 uzoraka] Poravnajte novu poluzastrtu PCR plocicu iznad plocice s indeksnim adapterima i pritisnite
dolje da biste probusili foliju za brtvljenje. Bacite u otpad PCR ploCicu upotrijebljenu za busenije folije za
brtvljenje.

10. Koristedi novi vrh pipete, u svaku jaZicu dodajte 10 pl unaprijed uparenih indeksnih adaptera.

11. S pomocu pipete postavljene na 40 pl, pipetirajte 10 puta da biste promijesali. lli zabrtvite plo&icu i tresite pri
1600 okr./min 1 minutu.

12. Zabrtvite ploCicu pa 10 sekundi centrifugirajte pri 280 x g.
13. Stavite u termocikler i pokrenite program eBLTS PCR.

TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, pohranite na temperaturi od -25 °C do —15 °C najviSe 30 dana.

Procis¢avanje biblioteka

U tom se koraku za procis¢avanje amplificiranih biblioteka koristi postupak dvostranog prociséavanja zrncima.

Potrosni materijal

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (pufer za resuspendiranje)

* Svjeze pripremljen 80-postotni etanol (EtOH)

* Propilenska plo€ica za pohranu s 96 dubokih jazica od 0,8 ml (MIDI plo€ica)
* PCRplocicas 96 jazZica

* Magnetski stalak za MIDI plo€icu

* Magnetski stalak za PCR plocicu

* Epruvete za mikrocentrifugiranje od 1,5 ml

* Voda bez nukleaze

O reagensima
* Cleanup Beads
— Prije svake upotrebe promijesajte na vrtloznoj mijesalici.
— Cesto promijesajte na vrtloznoj mijesalici da biste osigurali jednoli¢nu raspodjelu zrnaca.

— Polako aspirirajte i izbacite zbog viskoznosti otopine.
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Priprema

1.

Pripremite sljededi potro$ni materijal:

Stavka Skladistenje Upute

CB Sobna Promijesajte na vrtloznoj mijesalici i preokrenite da biste promijesali dok
temperatura boja tekudine ne postane homogena.
RSB od 2°Cdo8°C Otapajte 30 minuta na sobnoj temperaturi. Promijesajte u vrtloznoj
mijeSalici.
Postupak

1.

Tresite 1 minutu PCR plocicu s 96 jazica pri 1800 okr./min, a zatim kratko centrifugirajte.

Stavite na magnetski stalak za PCR plocicu i pri¢ekajte da se tekuéina razbistri (1 minutu).

Na vrtloZnoj mijesalici promijeSajte CB 3 puta u trajanju 10 sekundi, a zatim preokrenite viSe puta da biste

resuspendirali.

3.

4.
a.
b.
C.
d.
e.
f.
g.
h.
i
j-
K.

Za gDNA visoke kvalitete napravite sljedece.

Dodajte 77 pl vode bez nukleaze u sve jazice nove MIDI plocice.

Dodajte 88 ul CB-a u sve jazice nove MIDI plocice.

Prenesite 45 ul supernatanta iz svake jaZice PCR plociceu odgovarajucu jazicu na MIDI plogici.
Bacite PCR plocicu.

Svaku jazicu pipetirajte 10 puta da biste promijesali. lli zabrtvite plocicu i tresite pri 1800 okr./min u
trajanju 1 minute.

Zabrtvite plocicu i 5 minuta inkubirajte na sobnoj temperaturi.
Provjerite da nema mjehuri¢a zraka. Ako ih vidite, zavrtite dolje.
Stavite na magnetski stalak za MIDI plocicu i pri¢ekajte da se tekucina razbistri (5 minuta).

Tijekom inkubacije temeljito promijeSajte CB na vrtloZnoj mijeSalici, a zatim dodajte 20 yl u svaku jazicu
na novoj MIDI plocici.

Prenesite 200 ul supernatanta iz svake jazice prve MIDI plogice u odgovarajucu jazicu nove MIDI plocice
(koja sadrzi 20 ul CB-a).

Bacite prvu MIDI plocicu.

Pipetirajte svaku jazicu na novoj MIDI plocici 10 puta da biste promijesali. lli zabrtvite ploicu i tresite pri
1800 okr./min u trajanju 1 minute.

5. Zaizdvojeni FFPE napravite sljedece.

a. Dodajte 81 ul CB-a u svaku jazicu nove MIDI plocCice.
b. Prenesite 45 ul supernatanta iz svake jaZice PCR plociceu odgovarajucu jazicu na MIDI plogici.
c. Bacite PCR plocicu.
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d. Svaku jazicu pipetirajte 10 puta da biste promijesali. lli zabrtvite plocicu i tresite pri 1800 okr./min u
trajanju 1 minute.

Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Provjerite da nema mjehuriéa zraka. Ako ih vidite, zavrtite dolje.

Stavite na magnetski stalak za MIDI ploCicu i priCekajte da se tekucina razbistri (5 minuta).

© ® N o

Uklonite i bacite supernatant tako da pritom ne uzbibate zrnca.

10. Isperite zrnca na sljededi nacin.
a. S ploCicom na magnetskom stalku dodajte 200 pl svjezeg 80-postotnog EtOH bez mijesanja.
b. Inkubirajte 30 sekundi.
c. Uklonite i bacite supernatant tako da pritom ne uzbibate zrnca.

11. Drugi put isperite zrnca.

12. Susite na zraku 5 minuta na magnetskom stalku.

13. Tijekom su$enja na zraku s pomocu pipete od 20 pl uklonite i bacite preostali EtOH.

14. Skinite s magnetskog stalka.

15. Zrncima dodajte 17 ul RSB-a.

16. Zabrtvite plocicu i tresite 2 minute pri 1800 okr./min.

17. Inkubirajte 2 minute na sobnoj temperaturi.

18. Provjerite da nema mjehuri¢a zraka. Ako ih vidite, zavrtite dolje.

19. Stavite plo€icu na magnetski stalak za MIDI ploCicu i pricekajte da se tekucina razbistri (2 minute).

20. Prenesite 15 ul supernatanta na novu PCR plocicu s 96 jazica.

TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, zabrtvite plocCicu i pohranite na temperaturi od -25 °C do —15 °C najviSe 30 dana.

Izrada skupova od unaprijed obogacenih biblioteka

U ovom se koraku kombiniraju biblioteke DNA s jedinstvenim indeksima u jedan skup koji se sastoji od najviSe 12
biblioteka.

Metode stvaranja skupova

Mozete stvarati skupove po volumenu ili masi. S pomodu sljedece tablice odredite odgovaraju¢u metodu za svoj
ulaz.

Tablica 2 Preporucene metode stvaranja skupova

Ulazni uzorak Metoda stvaranja skupova
10 -49 ng gDNA Masa
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Ulazni uzorak Metoda stvaranja skupova
50-1000 ng gDNA Volumen

gDNA izdvojena iz FFPE-a Masa

gDNA izdvojena iz krvi Volumen

* Jednostruko obogadivanje ne zahtijeva stvaranje skupova unaprijed obogacenih biblioteka. No, mozda ¢e
biti nuzno dodati RSB.

* Nakon kvantifikacije unaprijed obogacenih biblioteka, od svih se vrsta ulaznih uzoraka mogu napraviti
skupovi prema masi radi postizanja optimalne ravnoteze indeksa.

*  Zavrsni prinos unaprijed obogadenih biblioteka generiranih u odvojenim eksperimentalnim pripremama
moze se razlikovati. Stoga se preporucuje izrada skupova prema masi radi postizanja optimalne ravnoteze
indeksa.

* U sljededim situacijama koristite jednostruko obogacivanje.
* 10-49nggDNA
* 50-1000ng gDNA izdvojeno iz FFPE-a

* Prepoznavanje minornih alela s niskom frekvencijom za odredivanje somatskih varijanti.

Izrada skupova prema masi

U sljededim situacijama kvantificirajte biblioteke tako da koriste masu DNA po biblioteci za obogacivanje
navedeno u odjeljku Izrada skupova od unaprijed obogacenih biblioteka u jednakoj koncentraciji na stranici 34.
* 10-49 ng ulaznog uzorka gDNA

* 50-1000 ng gDNA izdvojene iz ulaznog FFPE uzorka

* Prepoznavanje minornih alela s niskom frekvencijom za odredivanje somatskih varijanti

* gDNAizdvojena iz krvi radi optimalne ravnoteze indeksa

Kvantifikacija unaprijed obogacenih biblioteka

1. Obradite 1yl unaprijed obogadenih biblioteka s pomoc¢u odabrane kvantifikacijske metode temeljene na
fluorescenciji koja koristi interkaliraju¢e bojilo za dsDNA.

* Za50-1000 ng gDNA visoke kvalitete o¢ekujte prinos unaprijed obogadenih biblioteka = 500 ng.

* Za50-1000 ng gDNA izdvojene iz FFPE-a ocekujte prinos unaprijed obogadenih biblioteka od
500 -6000 ng, ovisno o kvaliteti poCetnog uzorka.

NAPOMENA Kod kvantifikacijskih metoda s razli¢itim sustavnim odstupanjima kvalificirajte metodu
kvantifikacije za taj tijek rada. Rezultati koncentracija mogu se razlikovati ovisno o koristenoj
metodi.
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Izrada skupova od unaprijed obogacenih biblioteka u jednakoj koncentraciji

S pomodu sljedede tablice odredite masu DNA po biblioteci potrebnu za obogacivanje u skladu s vrstom uzorka
i viSestruko$¢u obogacdivanja. Ne jamce se optimalni prinosi obogacdivanja ni radna svojstva analize kad se
koriste maniji prinosi unaprijed obogacenih biblioteka od preporucenih.

Ukupna masa DNA u reakciji obogacivanja ne smije prije¢i 6000 ng.

) Visestrukost Masa DNA po biblioteci Ukupna masa DNA biblioteke
Ulazni uzorak .. ]
obogacivanja (ng) (ng)
gDNA visoke kvalitete 12 25-500 3000-6000
gDNA izdvojena iz 1 200 200

FFPE-a

1. Zabiljezite indekse za biblioteke od kojih u tom koraku planirate izraditi skupove.

2. Na temelju koncentracije svake biblioteke izraCunajte volumen koji se mora dodati u reakciju obogacivanja
da biste postigli potrebnu masu DNA.

* gDNA visoke kvalitete: izraCunajte volumen biblioteke potrebne za ulaz od 250 - 500 ng.
* gDNAizdvojena iz FFPE-a: izraCunajte volumen biblioteke potrebne za ulaz od 200 ng.
Dodaijte izraCunati volumen za svaku biblioteku u istu jazicu na PCR plocici.

4. Ako koristite gDNA visoke kvalitete, napravite nesto od sljedeceg, ovisno o ukupnom volumenu unaprijed
obogacenih biblioteka rasporedenih u skupove:
* Ako je volumen unaprijed obogacene biblioteke = 30 I, prijedite na odjeljak Hibridizacija sondina
stranici 36.

* Ako je volumen unaprijed obogacéene biblioteke < 30 ul, dodajte RSB da biste dosegli ukupan volumen
od 30 pl.

* Ako je volumen unaprijed obogacene biblioteke > 30 pul, upotrijebite neku metodu temeljenu na zrncima
ili vakuumski koncentrator da biste koncentrirali uzorak rasporeden u skupove. Dodajte RSB
koncentriranom uzorku rasporedenom u skupove da biste dosegli ukupan volumen od 30 pl.

5. Ako koristite gDNA izdvojenu iz FFPE-a, napravite nesto od sljedec¢eg, ovisno o ukupnom volumenu
unaprijed obogacenih biblioteka rasporedenih u skupove.

* Ako je volumen unaprijed obogacene biblioteke = 7,5 pl, prijedite na odjeljak Hibridizacija sondi na
stranici 36.

* Ako je volumen unaprijed obogacene biblioteke < 7,5 pl, dodajte RSB da biste dosegli ukupan volumen
od 7,5 ul.
TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, zabrtvite plocicu i pohranite je na temperaturi od —25 °C do 15 °C najviSe 30 dana.
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Izrada skupova prema volumenu

Kad je ulaz 50 - 1000 ng gDNA, nije potrebno kvantificiranje ni normalizacija pojedinacnih biblioteka generiranih
u istom eksperimentu.

Da biste postigli optimalna radna svojstva, izradite skupove samo iz uzoraka unaprijed obogacenih biblioteka
koje je pripremio isti korisnik, s istom serijom reagensa i plo¢icom s indeksnim adapterima.

1. Zabiljezite indekse za biblioteke od kojih u tom koraku planirate izraditi skupove.

2. Kombinirajte sljede¢u unaprijed obogadenu biblioteku i volumene RSB-a za viSestrukost obogadivanja u istu
jazicu na novoj PCR plocici.
Dobiveni volumen je 30 pl.

Volumen svake unaprijed

Visestrukost obogacivanja * X o
obogacene biblioteke (ul)

Volumen RSB-a (pl)

jednostruko 14 16
dvostruko 14 2
trostruko 10 0
Cetverostruko 7,5 0
peterostruko 6 0
Sesterostruko 5 0
sedmerostruko 4,2 0,6
osmerostruko 3,7 0,4
deveterostruko 3,3 0,3
deseterostruko 3 0
11-erostruko 2,7 0,3
12-erostruko 2,5 0

*Da biste saznali viSe o nestandardnim viSestrukostima (od dvostrukosti do 11-strukosti), proCitajte odjeljak Ogranicenja
postupka na stranici 2.

TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, zabrtvite plocCicu i pohranite je na temperaturi od -25 °C do —15 °C najviSe 30 dana.
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[Neobavezno] Kvalificiranje unaprijed obogacenih
biblioteka

Pri izradi skupova prema volumenu, da biste kvantificirali unaprijed obogacene biblioteke, upotrijebite neku od
metoda temeljenih na fluorometriji koja koristi interkalirajuée bojilo za dsDNA. Da biste kvalificirali unaprijed
obogacene biblioteke, upotrijebite analizator fragmenata DNA s odgovaraju¢im kompletom za analizu
fragmenata.

Upotrijebite ukupno 1 pl za kvalifikaciju biblioteka. Unaprijed obogacene biblioteke dovoljno su koncentrirane da
omogucuju mala razrjedivanja radi kvantifikacije ili analize fragmenata.

Hibridizacija sondi
U tom se koraku vezu ciljne regije DNA. sa sondama za hvatanje.

Reagensi iz kompleta lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit kompatibilni su s panelima DNA oligonukleotida
za obogacivanje tvrtke lllumina i drugih proizvodaca. Da biste saznali vise o odgovarajuc¢im specifikacijama za
panele drugih proizvodaca, pogledajte odjeljak Zahtjevi za panele sa sondama za obogacivanje na stranici 9.

Potrosni materijal
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT blokatori) (plavi ¢ep)
* Panel sa sondama za obogadivanje
* PCRplocicas 96 jazZica
* Ljepljiva brtva
*  Pripremite za daljnji postupak:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (Zuti Cep)

O reagensima
* NHB2 se talozii odvaja tijekom pohrane.

* Panel sa sondama za obogacivanje odnosi se na odabrani panel s oligonukleotidima za obogacivanje
podizvodaca tvrtke Illlumina.

Priprema

1. Pripremite sljedeci potro$ni materijal:
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Stavka Skladistenje Upute
EHB2 od2°Cdo8°C Zagrijte na sobnu temperaturu. PromijeSajte u vrtloznoj
mijesSalici.

Ako primijetite kristali¢e ili zamucéenost, ponovite mijeSanje
na vrtloZznoj mijeSalici ili pipetirajte gore i dolje da biste
promijeSali dok se otopina ne razbistri.

Panel sa sondama od-25°Cdo Za panele tvrtke lllumina i one drugih proizvodaca zagrijte
za obogadivanje =15 °C (lllumina) na sobnu temperaturu. PromijeSajte u vrtloznoj mijesalici.
NHB2 (plavi ¢ep) od-5°Cdo Odmrznite na sobnoj temperaturi.

-15°C Kad dosegne sobnu temperaturu, 5 minuta zagrijte u

inkubatoru za mikrouzorke na istu temperaturu na kojoj je
sonda koju koristite.

PromijeSajte na vrtloznoj mijesalici na maksimalnoj brzini 3
puta u trajanju od 10 sekundi da biste resuspendirali.
Kratko centrifugirajte.

Pipetirajte gore i dolje s dna epruvete.

Ako primijetite kristalice ili zamuéenost, ponovite mije$anje
na vrtloZznoj mijesalici ili pipetirajte gore i dolje da biste
promijesali dok se otopina ne razbistri.

Upotrijebite toplo da biste izbjegli ponovno stvaranje
taloga.

SMB3* od2°Cdo8°C Ako nastavljate sa sljedeéim postupkom odmah nakon 90-
minutnog ¢ekanja u programu HYB, zagrijte na sobnu
temperaturu barem 2 sata prije pokretanja programa HYB.

EEW* (Zuti Cep) od-5°Cdo Ako nastavljate sa sljedec¢im postupkom odmah nakon 90-
-15°C minutnog ¢ekanja u programu HYB, zagrijte na sobnu
temperaturu barem 2 sata prije pokretanja programa HYB.
Kad dosegne sobnu temperaturu, 30 minuta zagrijte u
inkubatoru mikrouzoraka na primjenjivu temperaturu
hibridizacije i hvatanja prije zavrSetka programa HYB.

*Ako se zaustavljate prije sljedeéeg postupka, odgodite pripremu tog reagensa za trenutak kad dode red na taj
postupak.

2. Spremite sljedeci program HYB na termocikleru koriste¢i odgovarajuci broj ciklusa, a oni su navedeniu
Tablica 3.

* Qdaberite moguénost s predgrijavanjem poklopca i postavite na 100 °C
* Postavite reakcijski volumen

* [gDNA visoke kvalitete] 100 pl

* [gDNA izdvojena iz FFPE-a] 25 pl

* 98 °C utrajanju 5 minuta
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* Xciklusa, svaki u trajanju od 1 minute, po€evsi od 98 °C za prvi ciklus, a zatim uz podizanje za 2 °C po
ciklusu

* Zaustavite 90 minuta pri odgovarajucoj temperaturi:
* [gDNA izdvojena iz FFPE-a] 58 °C
* [paneli sa sondama od 80 mer] 58 °C
* [odredivanje somatskih varijanti] 58 °C

* [sve ostalo] 62 °C

Ukupno vrijeme obrade jest ~115 minuta.

Tablica 3 Broj ciklusa po uzorku ili panelu

Vrsta uzorka i panela Broj ciklusa (X)
gDNA izdvojena iz FFPE (bez obzira na vrstu panela) 20

paneli sa sondama od 80 mer (bez obzira na vrstu uzorka) 20

Odredivanje somatskih varijanti 20

Svidrugi uzorciipaneli 18

Postupak

1.

[gDNA visoke kvalitete] Dodajte sljedeée reagense navedenim redoslijedom u svaku skupljenu biblioteku na
PCR plo€ici.

Nemojte stvarati glavnu mjeSavinu. Stvaranje glavne mjeSavine reagensa NHB2 i EHB2 negativno utjeCe na
radna svojstva obogacivanja.

*  NHB2 (plavi Cep) (50 pl)

* Panel sa sondama za obogacdivanje (10 pl)

* EHB2 (10 pl)

[gDNA visoke kvalitete] S pomocu pipete postavljene na 90 i pipetirajte svaku jazicu 10 puta da biste
promijesali.

[gDNA izdvojena iz FFPE-a] Dodajte sljedece reagense navedenim redoslijedom u svaku skupljenu
biblioteku na PCR plodici.

Nemojte stvarati glavhu mjeSavinu. Stvaranje glavne mjesavine reagensa NHB2 i EHB2 negativno utjeCe na
radna svojstva obogacivanja.

*  NHB2 (plavi ¢ep) (12,5 ul)

* Panel sa sondama za obogacdivanje (2,5 pl)

* EHB2(2,5ul)

[gDNA izdvojena iz FFPE-a] S pomocu pipete postavljene na 20 ul pipetirajte svaku jazicu 10 puta da biste
promijesali.

Zabrtvite ploCicu i 10 sekundi centrifugirajte pri 280 x g.
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6. Stavite plocicu s uzorcima na unaprijed programirani termocikler i pokrenite program HYB.

7. Nastavite odmah sa sljedeéim postupkom kad istekne vrijeme zadrzavanja temperature programa HYB.

A OPREZ

Talozenje se javlja ako temperatura reakcije hibridizacije padne ispod sobne temperature.

Hvatanje hibridiziranih sondi

U tom se koraku koriste zrnca Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) za hvatanje sondi hibridiziranih s ciljnim
podruc¢jima od interesa.

Potrosni materijal
* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (zuti ¢ep)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
* ET2 (Elute Target Buffer 2)
* HP3 (2N NaOH)
* SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* Epruveta za mikrocentrifugiranje od 1,5 ml
* MIDI ploCica s 96 jazica
* PCRplocicas 96 jazZica
* Ljepljiva brtva
* Magnetski stalak za MIDI ploc€icu
* Pripremite za daljnji postupak:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

O reagensima
* EEW

— Pripazite da se EEW otapa na sobnoj temperaturi najmanje 2 sata prije zagrijavanja u inkubatoru
mikrouzoraka.

— Pripazite da se EEW 30 minuta zagrijava u inkubatoru mikrouzoraka prije zavrSetka programa HYB.
— EEW ostavite u inkubatoru mikrouzoraka kad ga ne koristite. EEW treba ostati zagrijan tijekom protokola.
— Moze biti mutan kad dosegne sobnu temperaturu.
— Moze izgledati Zuto.
* SMB3

— SMB3 mora prije upotrebe biti na sobnoj temperaturi.
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Priprema

1. Pripremite sljedeci potro$ni materijal.

Stavka Skladistenje Upute

SMB3 od2°Cdo Neka stoji 2 sata kako bi poprimio sobnu temperaturu. Preokrenite, a zatim
8°C promijesajte na vrtloznoj mijeSalici dok se posve ne resuspendira.

EEW od-5°Cdo Nakon 2 sata inkubacije na sobnoj temperaturi 30 minuta zagrijte u inkubatoru

(zutiCep) -15°C mikrouzoraka na primjenjivu temperaturu hibridizacije i hvatanja prije

zavrSetka programa HYB.

EE1 od-5°Cdo Otopite na sobnoj temperaturi, a zatim promijeSajte na vrtloznoj mijesalici.
-15°C

HP3 od-5°Cdo Otopite na sobnoj temperaturi, a zatim promijeSajte na vrtloZznoj mijesalici.
-15°C

ET2 od2°Cdo Zagrijte na sobnu temperaturu. PromijeSajte u vrtloZznoj mijeSalici.
8°C

EPM od-5°Cdo Otapajte naledu jedan sat. Preokrenite da biste promijesali, a zatim kratko
-15°C centrifugirajte. Odlozite na led.

PPC od-25°Cdo Otapajte naledu jedan sat. PromijeSajte na vrtloZznoj mijesSalici, a zatim kratko
-15°C centrifugirajte. Odlozite na led.

2. Zagrijte uinkubatoru mikrouzoraka s umetkom MIDI bloka za zagrijavanje da biste inkubirali ploCicu s
uzorcima do neke od sljedecih temperatura. MoZe se koristiti neobavezni drugi inkubator mikrouzoraka za
predgrijavanje EEW-a. Odlozite EEW na umetak MIDI bloka za zagrijavanje.

FFPE] 58 °C

80 mer po panelima sa sondama] 58 °C

odredivanje somatskih varijanti] 58 °C

[
[
[
[sve ostalo] 62 °C

Postupak

Hvatanje

1. Dodajte SMB3 u odgovarajucu jazicu nove MIDI plocice na sljededi.
* [gDNA visoke kvalitete] Dodajte 250 ul SMB3.
* [gDNA izdvojena iz FFPE-a] Dodajte 62,5 pl reagensa SMB3.

2. S pomocu pipete postavljene na 100 ul za gDNA visoke kvalitete ili 25 ul za FFPE s PCR ploCice s 96 jazicau
odgovarajudu jazicu nove MIDI plogice.

3. Zabrtvite plocicu i tresite pri 1200 okr./min 4 minute.
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U slu€aju prskanja kratko centrifugirajte plocicu.

Stavite plocicu sa skupljenim bibliotekama na umetak MIDI bloka za zagrijavanje na inkubatoru
mikrouzoraka, ispod epruvete s EEW-om, zatvorite poklopac pa inkubirajte 15 minuta na odgovarajucoj
temperaturi:

* [FFPE]58°C

[panel sa sondama od 80 mer] 58 °C
* [odredivanje somatskih varijanti] 58 °C
* [sveostalo] 62 °C

Uklonite plocCicu sa skupljenim bibliotekama i centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 30 sekundi.
Odmah stavite na magnetski stalak za MIDI plocicu i ¢ekajte da se tekudina razbistri (2 minute).

[gDNA visoke kvalitete] S pomocu pipete postavljene na 200 pl uklonite i bacite supernatant iz svih jazica
tako da pritom ne uzbibate zrnca.

[gDNA izdvojena iz FFPE-a] S pomodu pipete postavljene na 90 ul uklonite i bacite sav supernatant iz svih
jazica a da pritom ne uzbibate zrnca.

10. Uklonite i bacite sav preostali supernatant.

Ispiranje

—_

Skinite s magnetskog stalka.

2. [gDNA visoke kvalitete] Brzo uklonite EEW iz inkubatora mikrouzoraka i u svaku jazicu dodajte 200 pl.
3. [gDNA izdvojena iz FFPE-a] Brzo uklonite EEW iz inkubatora mikrouzoraka i dodajte 50 pl u svaku jazicu.
4. Vratite neupotrijebljeni EEW u inkubator mikrouzoraka da ostane zagrijan.
5. Zabrtvite i tresite 4 minute pri 1800 okr./min.
6. Stavite ploCicu s uzorkom na umetku MIDI bloka za zagrijavanje u inkubator mikrouzoraka, ispod epruvete s
EEW-om, zatvorite poklopac pa inkubirajte 5 minuta na odgovarajuéoj temperaturi:
* [FFPE]58°C
* [paneli sa sondama od 80 mer] 58 °C
* [odredivanje somatskih varijanti] 58 °C
* [svidrugipaneli] 62 °C
Odmah stavite na magnetski stalak za MIDI plo€icu i ¢ekajte da se tekucina razbistri (2 minute).
8. S pomocdu pipete postavljene na 200 ul za gDNA visoke kvalitete ili 50 yl za FFPE uklonite i bacite sav
supernatant iz svih jazica.
9. Ponovite korake 1- 8 dvaput za ukupno tri ispiranja.
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Ispiranje prije prijenosa

I

10.
1.
12.

Skinite s magnetskog stalka.

[gDNA visoke kvalitete] Brzo uklonite EEW iz inkubatora mikrouzoraka i dodajte 200 pl u svaku jaZicu.
[gDNA izdvojena iz FFPE-a] Brzo uklonite EEW iz inkubatora mikrouzoraka i dodajte 50 pl u svaku jazicu.
Zabrtvite i tresite 4 minute pri 1800 okr./min. U slu¢aju prskanja, smanjite brzinu na 1600 okr./min.

Prenesite resuspendiranu otopinu sa zrncima na novu MIDI plocicu.
Nesto uzorka mozda ¢e ostati u jazicama.

A OPREZ

PrenoSenjem reagensa minimizira se prijenos ostataka reagensa koji mogu inhibirati silazni PCR.
Stavite ploCicu s uzorkom na umetku MIDI bloka za zagrijavanje u inkubator mikrouzoraka, zatvorite
poklopac, a zatim inkubirajte 5 minuta na odgovarajucoj temperaturi:
* [FFPE] 58 °C

paneli sa sondama od 80 mer] 58 °C

[
* [odredivanje somatskih varijanti] 58 °C
* [sveostalo] 62 °C

Odmah stavite na magnetski stalak za MIDI plo€icu i ekajte da se tekudina razbistri (2 minute).

S pomodu pipete postavljene na 200 pl za gDNA visoke kvalitete ili 50 pl za FFPE uklonite i bacite sav
supernatant iz svih jazica.

Centrifugirajte plo€icu pri 280 x g 30 sekundi.
Stavite na magnetski stalak za MIDI plo€icu na 10 sekundi.
S pomodu pipete od 20 pl uklonite i bacite u otpad ostatak tekudine iz svih jazica.

Odmah prijedite na korak Elucija na stranici 42 da biste sprijecili isuSivanje zrnaca i gubitak prinosa
biblioteka.

Elucija

Kombinirajte sljedeée volumene da biste pripremili Elution Master Mix. Pomnozite svaki volumen s brojem
skupova biblioteka koji se obraduju.

* EE1(28,5ul)
* HP3(1,5ul)
Volumen obuhvada i viSak reagensa.

2. PromijeSajte na vrtloZznoj mijesalici, a zatim kratko centrifugirajte.

3. Skinite MIDI ploCicu s magnetskog stalka.

4. Dodajte 23 pl mjeSavine Elution Master Mix u svaku jazicu.

5. Zabrtvite plocicu i tresite pri 1800 okr./min u trajanju 2 minute.
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6. Inkubirajte plocicu 2 minute na sobnoj temperaturi.

7. Centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 30 sekundi.

8. Stavite na magnetski stalak za MIDI plo€icu i Eekajte da se tekudina razbistri (2 minute).

9. Prenesite 21 ul supernatanta s MIDI plo¢ice u odgovarajucu jazicu na novoj PCR plocici s 96 jaZica.
10. Bacite MIDI plogicu.

11. Dodajte 4 pl ET2 u svaku jaZicu koja sadrzi 21 yl supernatanta.

12. Postavite pipetu na 20 pul i polako pipetirajte svaku jaZicu 10 puta da biste promijesali.

13. Zabrtvite plocicu pa centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 10 sekundi.

14. Inkubirajte plocicu 1 minutu na sobnoj temperaturi.

Amplificiranje obogacéene biblioteke

U tom se koraku upotrebljava PCR za amplifikaciju obogacéene biblioteke.

Potrosni materijal

* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)
* Ljepljiva brtva

Priprema

1. Pripremite sljedeci potro$ni materijal:

Stavka Skladistenje Upute

EPM od-5°Cdo Otapajte na 4 °Cilinaledu 1sat. Preokrenite da biste promijesali, a
-15°C zatim kratko centrifugirajte. OdloZite na led.

PPC od-25°Cdo Otapajte na 4 °C naledu1sat. PromijeSajte na vrtloznoj mijesalici, a
-15°C zatim kratko centrifugirajte. OdloZite na led.

2. Spremite sljede¢i AMP program na termpocikleru s pomoc¢u odgovarajuc¢eg broja PCR ciklusa, koji su
navedeni u sljedecoj tablici.

* (QOdaberite mogucnost s predgrijavanjem poklopca i postavite na 100 °C
* Postavite reakcijski volumen na 50 pl
* 98 °Cutrajanju 45 sekundi
* (X)ciklusa na:
* 98 °C utrajanju 30 sekundi
* 60 °C tijekom 30 sekundi
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® 72°C utrajanju 30 sekundi
* 72°C utrajanju 5 minuta

* Zadrzitenal10°C
Ukupno vrijeme obrade jest ~35 minuta.

Vrsta uzorka i panela (X) Ciklusi
FPPE 14

lllumina Exome Panel (CEX) za gDNA visoke kvalitete 10

[llumina Exome Panel (CEX) za FFPE 12

Svi drugi uzorcii paneli 121234

1 Daljnjom optimizacijom moZze se prilagoditi na najviSe 15 ciklusa za male panele drugih proizvodaca. Ako se koristi
FFPE, broj ciklusa moze se prilagoditi na najvise 17.

2 Moze se prilagoditi na najviSe 17 ciklusa za panele drugih proizvodaca koji imaju samo 500 sondi. Ako se koristi FFPE,
broj ciklusa moZze se prilagoditi na najvise 19.

3 Moze se prilagoditi na najvise 14 ciklusa za FFPE uzorke.

4 Povedavanje broja PCR ciklusa moZe dovesti do veéeg broja duplikata i manjih veli¢ina fragmenata za FFPE uzorke.

Postupak

U svaku jazicu dodajte 5 pl PPC-a.

U svaku jazicu dodajte 20 ul EPM-a.

Zabrtvite plocCicu i tresite pri 1200 okr./min 1 minutu.
Centrifugirajte plo€icu pri 280 x g 10 sekundi.

o oawoN e

Stavite u unaprijed programiran termocikler i pokrenite program AMP.

TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, pohranite na temperaturi od 2 °C do 8 °C najviSe dva dana. lli ostavite u termocikleru do
24 sata.

ProcCiS¢avanje amplificirane obogacene biblioteke

U ovom se koraku koriste zrnca Cleanup Beads za prociS¢avanje obogacene biblioteke i uklanjanje nezeljenih
proizvoda.

Potrosni materijal

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (pufer za resuspendiranje)

* Svjeze pripremljen 80-postotni etanol (EtOH)

* Ljepljive brtve
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* MIDI ploCica s 96 jazica
* PCRplocica s 96 jaZica

* Magnetski stalak za MIDI plogicu

O reagensima
* Cleanup Beads
* Prije svake upotrebe promijesajte na vrtloznoj mijesalici.
» Cesto promije$ajte na vrtloznoj mijealici da biste osigurali jednoliénu raspodijelu zrnaca.

* Polako aspirirajte i izbacite zbog viskoznosti otopine.

Priprema

1. Pripremite sljedeci potroSni materijal.

Stavka Skladistenje Upute

CB Sobna PromijeSajte na vrtloznoj mijesalici i preokrenite da biste promijesali
temperatura dok boja tekuéine ne postane homogena.

RSB od Zagrijte na sobnu temperaturu. PromijeSajte u vrtloZnoj mijesalici.
2°Cdo 8°C

2. Iz apsolutnog etanola pripremite svjezi 80-postotni EtOH.

Postupak

Centrifugirajte PCR ploCicu pri 280 x g u trajanju 10 sekundi.

PromijeSajte CB na vrtloznoj mijeSalici 3 puta u trajanju 10 sekundi, a zatim preokrenite.
Dodajte 40,5 ul CB-a u svaku jazicu nove MIDI plocice.

Prebacite 45 pl iz svake jazice PCR plocice u odgovarajuéu jazicu MIDI plogice.
Zabrtvite ploCicu i tresite pri 1800 okr./min u trajanju 1 minute.

Inkubirajte MIDI ploc€icu 5 minuta na sobnoj temperaturi.

Centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 10 sekundi.

Stavite na magnetski stalak za MIDI ploc€icu i pri¢ekajte da se tekudina razbistri (5 minuta).

© ® N O U A NS

S pomodu pipete postavljene na 95 ul uklonite i bacite sav supernatant iz svih jaZica.

—_
o

. Isperite dvaput na sljededi nacin.
a. S ploCicom na magnetskom stalku dodajte 200 pl svjezeg 80-postotnog EtOH bez mijeSanja.
b. Inkubirajte 30 sekundi.
c. Uklonite i bacite supernatant tako da pritom ne uzbibate zrnca.

11. SusSite na zraku 5 minuta na magnetskom stalku.

12. Tijekom sus$enja na zraku upotrijebite pipetu od 20 ul da biste uklonili i bacili preostali EtOH iz svih jazica.
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13. Skinite s magnetskog stalka i dodajte 32 pul RSB-a u svaku jaZicu.

14. Zabrtvite ploc€icu i tresite pri 1800 okr./min u trajanju 1 minute.

15. Inkubirajte ploCicu 5 minuta na sobnoj temperaturi.

16. Centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 10 sekundi.

17. Stavite na magnetski stalak za MIDI plocicu i pri¢ekajte da se tekuéina razbistri (2 minuta).

18. Prenesite 30 pl supernatanta iz MIDI plocice s 96 jazica u odgovarajucu jazicu na novoj PCR plo¢ici.

19. Bacite MIDI plogicu.

TOCKA SIGURNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako se zaustavljate, zabrtvite plogicu i pohranite na temperaturi od =25 °C do =15 °C najviSe 7 dana.

Provjera obogacéenih biblioteka

Da biste kvantificirali ulaznu dvostruku gDNA, upotrijebite metodu utemeljenu na fluorescenciji koja koristi
interkalirajuce bojilo. Izbjegavajte metode koje mjere ukupnu nukleinsku kiselinu, kao $to je NanoDrop ili druge
metode s apsorbancijom UV zra¢enja.

1. Obradite 1yl obogacenih biblioteka koriStenjem svoje metode kvantifikacije.

NAPOMENA Ukupna molarnost sonde proporcionalno utjece na prinos biblioteke nakon obogadivanja.

Ocekujte srednju veli¢inu fragmenata od 125 - 235 bp i distribuciju fragmenata DNA s rasponom veli¢ina od
~200 bp do ~1000 bp.

Razrjedivanje biblioteka na poc¢etnu koncentraciju

U ovom se koraku razrjeduju biblioteke na poCetnu koncentraciju za vas$ sustav za sekvenciranje i to je prvi
korak serijskog razrjedivanja. Nakon razrjedivanja na poc¢etnu koncentraciju biblioteke su spremne za
denaturiranje i razrjedivanje na zavrSnu koncentraciju za umetanje.

Bez obzira na to koji panel sa sondama za obogadivanje upotrebljavate, lllumina za sekvenciranje preporucuje
postaviti obradu s uparenim krajevima s 151 ciklusa po oc€itanju (2 x 151) i 10 ciklusa po indeksnom oc¢itanju. Ako
zelite manje preklopljenih oCitanja ili manje sirove pokrivenosti, mozete sekvencirati 2 x 126 ili 2 x 101.

1. lzracunajte molarnost biblioteke ili skupa biblioteka s pomodu sljedecée formule.

* Zabiblioteke kvalificirane na analizatoru fragmenata DNA upotrijebite prosje¢nu veli€inu dobivenu za tu

biblioteku.
* Zasve druge metode kvalifikacije upotrijebite 350 bp kao prosjecnu veli€inu biblioteke.
6
ng/ulx10 _
660 8 « DProsjecna velicina biblioteke = Molarnost (I’EM)
mol (bp)

Primjerice, ako je koncentracija vase biblioteke 20 ng/ul, a prosje¢na veli€ina je 350 bp, molarnost iznosi
86,58 nM.
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20ng /ulx10°

————— = 86,58(nM
660 %mso(bp) (nM)

2. S pomocu molarnostiizradunajte volumene RSB-a i potrebnih biblioteka za razrjedivanje biblioteka na
pocetnu koncentraciju za svoj sustav.

Minimalan potrebni

Sustav za o PocCetna koncentracija ZavrSna koncentracija za
L. volumen biblioteka .

sekvenciranje () (nM) umetanje (pM)

NextSeq 550Dx 10 2 1,2

MiSeqgDx 5 4 1

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

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM pocetna je koncentracija za kona&nu koncentraciju za umetanje od 350 pM.
Ako je potrebno, prilagodite konaénu koncentraciju za umetanje s pomocu sljedece tablice.

ZavrsSna koncentracija za Koncentracija skupljene
umetanje (pM) biblioteke (nM)
100 0,50
150 0,75

200 1

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

450 2,25
500 2,50

3. Razrijedite biblioteke s pomoc¢u RSB-a:

* Biblioteke kvantificirane kao multipleksirani skup biblioteka - razrijedite skup na pocCetnu
koncentraciju za svoj sustav.

* Biblioteke kvantificirane pojedina¢no - razrijedite svaku biblioteku na po¢etnu koncentraciju za svoj
sustav. Dodajte 10 pl svake razrijedene biblioteke u epruvetu da biste stvorili multipleksirani skup
biblioteka.

4. Slijedite upute za denaturiranje i razrjedivanje za svoj sustav da biste razrijedili na zavrSnu koncentraciju za
umetanje.

* U slucaju sustava NextSeq 550Dx pogledajte odjeljak Priprema za sekvenciranje na sustavu NextSeq
550Dx na stranici 48.
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* U slucaju sustava MiSegDx pogledajte odjeljak Priprema za sekvenciranje na sustavu MiSeqDx na
stranici 49.

* U slucaju sustava NovaSeq 6000Dx pogledajte odjeljak Priprema za sekvenciranje na sustavu NovaSeq
6000Dx na stranici 51.

Zavrsne koncentracije za umetanje pocetna su tocka opcih smjernica. Optimizirajte koncentracije za svoj

tijek rada i metodu kvantifikacije tijekom daljnjih obrada sekvenciranjem ili titracijom proto¢nog ¢lanka.

Priprema za sekvenciranje na sustavu NextSeq 550Dx

Slijedite ove upute za denaturiranje i razrjedivanje biblioteka za sekvenciranje na sustavu za sekvenciranje
NextSeq 550Dx.

Potrosni materijal

* HT1 (pufer za hibridizaciju)
* 1IN NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Priprema

Pripremite svjeZu otopinu od 0,2N NaOH da biste denaturirali biblioteke za sekvenciranje. Da biste sprijecili da
male pogreske pri pipetiranju utje¢u na kona¢nu koncentraciju NaOH , priprema se vedi volumen.

A OPREZ

Svjeze razrijeden 0,2N NaOH klju€an je za postupak denaturiranja. Nepravilno denaturiranje moze
smanijiti prinos.

1. Kombinirajte sljedeée volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste razrijedili 1IN NaOH na 0,2N
NaOH:
1. Pripremite sljedeci potroSni materijal.

Stavka SkladiStenje Upute
HT1 od-5°Cdo Odmrznite na sobnoj temperaturi. Pohranite na 2 °C - 8 °C do trenutka kad ste
-15°C spremni za razrjedivanje denaturiranih biblioteka.
2. Kombinirajte sljedece volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste pripremili svjezu otopinu NaOH:
* Voda laboratorijske kvalitete (800 ul)
* 1IN NaOH (200 pl)
Rezultat je 1ml 0,2 N NaOH.
Preokrenite epruvetu nekoliko puta da biste promijesali.

Kombinirajte sljedec¢e volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste pripremili 200 mM Tris-HCI,
pH 7,0.
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* Voda laboratorijske kvalitete (800 ul)

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

NAPOMENA Epruveta mora biti zacepljena. Upotrijebite svjezu otopinu unutar 12 sati.

Denaturiranje biblioteka

1.

Kombinirajte sljedece volumene biblioteke i svjeze razrijedenog 0,2N NaOH u epruveti za
mikrocentrifugiranje.

* 10 pl biblioteke
* 10l 0,2N NaOH

Kratko promijeSajte na vrtloZnoj mijesSalici pa centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 1 minute.

Inkubirajte na sobnoj temperaturi 5 minuta.
Dodajte 10 pl 200 mM Tris-HCI, pH 7.

Razrjedivanje denaturiranih biblioteka na 20 pM

1.

2.
3.

Dodajte 970 pl unaprijed ohladenog HT1 u epruvetu s denaturiranim bibliotekama.
Rezultat je 20 pM denaturirana biblioteka.

Kratko promijeSajte na vrtloznoj mijeSalici pa centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 1 minute.

Stavite biblioteke 20 pM na led dok ne budete spremni za zavrdno razrjedivanje.

Razrjedivanje biblioteka na koncentracije za umetanje

1.

illumina

Dodajte sljedede volumene da biste razrijedili denaturiranu 20 pM otopinu biblioteke na 1,2 pM.

* Otopina denaturirane biblioteke (78 pl)
* Unaprijed ohladen HT1 (1222 ul)
Ukupni volumen je 1,3 mlna 1,2 pM.

Preokrenite da biste promijesali, a zatim pulsno centrifugirajte.

Prijedite na sekvenciranje. Upute potraZite u Referentnom vodicu za instrument NextSeq 550Dx (broj

dokumenta 1000000009513).

Priprema za sekvenciranje na sustavu MiSeqDx

Slijedite upute u nastavku za denaturiranje i razrjedivanje biblioteka za sekvenciranje na sustavu za
sekvenciranje MiSeqDx.
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Potrosni materijal
* HT1 (pufer za hibridizaciju)
* 1N NaOH

Priprema

Pripremite svjeZu otopinu od 0,2N NaOH da biste denaturirali biblioteke za sekvenciranje. Da biste sprijecili da
male pogreske pri pipetiranju utje¢u na konacnu koncentraciju NaOH, priprema se veci volumen.

A OPREZ

Svjeze razrijeden 0,2N NaOH klju¢an je za postupak denaturiranja. Nepravilno denaturiranje moze
smanijiti prinos.

1. Kombinirajte sljedeée volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste razrijedili IN NaOH na 0,2N
NaOH:

1. Pripremite sljedeci potroSni materijal.

Stavka  SkladiStenje Upute
HT1 od-5°Cdo Odmrznite na sobnoj temperaturi. Pohranite na 2 °C-8 °C do
-15°C trenutka kad ste spremni za razrjedivanje denaturiranih biblioteka.

2. Kombinirajte sljedece volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste pripremili svjezu otopinu NaOH:
* Voda laboratorijske kvalitete (800 ul)

* TN NaOH (200 pl)
Rezultatje 1ml 0,2 N NaOH.

NAPOMENA Epruveta mora biti zaCepljena. Upotrijebite svjezu otopinu unutar 12 sati.

Denaturiranje biblioteke od 4 nM

1. Kombinirajte sljedeée volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje.
* Biblioteka od 4 nM (5 pl)
* 0,2N NaOH (5 ul)

2. Kratko promijeSajte na vrtloznoj mijesalici pa centrifugirajte pri 280 x g u trajanju 1 minute.
Inkubirajte na sobnoj temperaturi 5 minuta.

4. Dodajte 990 pl unaprijed ohladenog HT1 u epruvetu s denaturiranom bibliotekom.
Rezultat je 1 ml 20 pM denaturirana biblioteka.

Razrjedivanje denaturirane 20 pM biblioteke
1. Razrijedite na Zeljenu koncentraciju koristedi sliedecée volumene.
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Koncentracija 6pM 8pM 10pM 1 pM 12pM 15pM 20pM
20 pM biblioteka 180l 240l 300l 330ul 360pl 450l 600 i
Unaprijed ohladen HT1 420yl 360l 300l 270l 240l 150l Ol

2. Preokrenite da biste promijesali, a zatim pulsno centrifugirajte.

3. Prijedite na sekvenciranje. Upute potrazite u Referentnom vodicu za instrument MiSeqDx za MOS v4 (broj
dokumenta 1000000157953).

Priprema za sekvenciranje na sustavu NovaSeq 6000Dx

Slijedite ove upute za denaturiranje i razrjedivanje biblioteka za sekvenciranje na sustavu za sekvenciranje
NovaSeq 6000Dx.

Potrosni materijal

*  HP3 (2N NaOH)

* RSB (pufer za resuspendiranje)

* 1IN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* epruveta za biblioteke NovaSeq 6000Dx

Priprema

Pripremite svjeZu otopinu od 0,2N NaOH da biste denaturirali biblioteke za sekvenciranje. Da biste sprijecili da
male pogreske pri pipetiranju utje¢u na kona¢nu koncentraciju NaOH , priprema se vedi volumen.

A OPREZ

Svjeze razrijeden 0,2N NaOH kljuan je za postupak denaturiranja. Nepravilno denaturiranje moze
smanijiti prinos.

1. Kombinirajte sljedeée volumene u epruveti za mikrocentrifugiranje da biste razrijedili 1IN NaOH na 0,2N
NaOH:

Tablica4 Nacinrada S2

Volumen za jedan proto¢ni Volumen za dva protocna
Reagens N .
¢lanak (pl) ¢lanka (pl)
Voda laboratorijske 40 80
kvalitete
Pripremite TN NaOH 10 20

Ti volumeni daju 50 ul 0,2N NaOH za jedan protocni ¢lanak ili 100 pl 0,2N NaOH za dva protocCna Clanka.
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Tablica5 Nacinrada S4

Volumen za jedan protocni Volumen za dva protocna
reagens Y .
¢lanak (pl) Clanka (pl)
Voda laboratorijske 80 160
kvalitete
Pripremite 1N NaOH 20 40

Ti volumeni daju 100 pl 0,2N NaOH za jedan protoc¢ni €lanak ili 200 ul 0,2N NaOH za dva protoc¢na €lanka.

2. Preokrenite nekoliko puta da biste promijesali ili temeljito promijeSajte na vrtloznoj mijesalici.
NAPOMENA Epruveta mora biti zaCepljena. Upotrijebite svjezu otopinu unutar 12 sati.

Stvaranje normaliziranog skupa biblioteka

Koncentracije za umetanje mogu se razlikovati ovisno o pripremi biblioteka, kvantifikaciji i metodama
normalizacije.

S pomodu sljededih uputa normalizirajte biblioteke do odgovarajuc¢e koncentracije, a zatim od njih stvorite
skupove. Biblioteke sekvencirane na istom protoénom ¢lanku moraju se kombinirati u jedan normalizirani skup.

NAPOMENA Maksimalan broj uzoraka koje je moguce obraditi po stazi s pomoc¢u kompleta lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Kit jest 192. Razlog je tog ograni¢enja ukupan broj UD indeksa u skupu
AiB.

Normaliziranje biblioteka radi stvaranja skupova

1. Odredite potrebnu koncentraciju skupljene biblioteke na temelju zeljene kona¢ne koncentracije za
umetanje.
* Zakonacnu koncentraciju za umetanje od 350 pM potrebna je koncentracija skupljene biblioteke
od 1,75 nM.
* Da biste odredili koncentraciju skupljene biblioteke za drugaciju kona¢nu koncentraciju za umetanje,
pogledajte odjeljak Razrjedivanje biblioteka na pocetnu koncentraciju na stranici 46.
2. Normalizirajte biblioteke do Zeljene koncentracije skupljene biblioteke s pomoc¢u 10 mM reagensa Tris-HCI,
pH 8,5.
Ako trebate pomo¢ u razrjedivanju biblioteka na odgovarajuc¢e koncentracije, potrazite Kalkulator za
stvaranje skupova na web-mjestu tvrtke lllumina.
Preporucene koncentracije za umetanje

Optimalna koncentracija DNA za umetanje ovisi o vrsti biblioteke i veli¢ini umetka. Za biblioteke > 450 bp mozda
ée biti nuzne vede koncentracije za umetanje.
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Stvaranje skupova normaliziranih biblioteka i dodavanje neobavezne kontrole PhiX

1. Kombinirajte odgovarajuéi volumen svake normalizirane biblioteke u novoj epruveti za mikrocentrifugiranje
da biste dobili jedan od sljedecih finalnih volumena:

Nacéin rada Finalni volumen (pl)
S2 150
sS4 310

2. [Neobavezno] Na sljedeci nacin pripremite kontrolni (spike-in) 1-postotni nedenaturirani PhiX>.
a. Razrijedite 10 nM PhiX-a na 2,5 nM s pomoc¢u 10 mM reagensa Tris-HCI, pH 8,5.
b. Dodajte odgovarajuéi volumen nedenaturiranog 2,5 nM PhiX-a u epruvetu nedenaturiranog skupa
biblioteka.
Nacin rada Nedenaturirani 2,5 nM PhiX (ul) Nedenaturirani skup biblioteka (ul)
S2 0,9 150
sS4 1,9 310
Pri pripremi kontrolnog PhiX-a, 1 % je preporucena koli¢ina za dobro uravnotezene biblioteke. Biblioteke

niske razine razliitosti mogu zahtijevati viSe. Da biste upotrijebili kontrolu PhiX s bibliotekama niske razine
razli¢itosti, obratite se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina radi savjeta.

Denaturiranje skupova biblioteka i neobavezna PhiX kontrola

1. Na sljededi nacin dodajte 0,2N NaOH u epruvetu s nedenaturiranim kupom biblioteka i neobaveznim
PhiX-om.

P ¢ni N i k ibliotek

vrotocnl 0,2N NaOH edenaturiran skup biblioteka Dobiveni volumen

Cclanak (i)

S2 37 150 187 ulili187,9 ul's
PhiX-om

S4 77 310 387 ulili 388,9 pl s PhiX-
om

Zacepite i kratko promijeSajte na vrtloznoj mijeSalici.
Centrifugirajte na 280 x g najvise 1 minutu.

Inkubirajte na sobnoj temperaturi 8 minuta da biste denaturirali.

GoR W

Na sljededi nacin dodajte 400 mM reagensa Tris-HCI, pH 8,0 da biste neutralizirali.
Nacin rada 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Dobiveni volumen

S2 38 225 plili 225,9 pl s PhiX-om

S4 78 465 plili 466,9 pl s PhiX-om

6. ZacCepite i kratko promijeSajte na vrtloznoj mijesalici.
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Centrifugirajte na 280 x g najviSe 1 minutu.

8. Prenesite cijeli volumen denaturirane biblioteke ili denaturirane biblioteke i PhiX-a u epruvetu za biblioteke
na sustavu NovaSeq 6000Dx.

9. Prijedite na sekvenciranje. Upute potrazite u Dokumentaciji proizvoda za instrument NovaSeq 6000Dx (broj
dokumenta 200010105).
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Otklanjanje poteskoca

S pomocdu sljedede tablice otklanjajte poteskodce u tijeku rada. Ako obrada sekvenciranjem ili priprema biblioteke
za uzorak dvaput ne uspije, mozda ce biti potrebno dodatno uklanjanje poteskoca. Obratite se sluzbi za
tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina.

Opazanje Moguéi uzrok Preporucéeno djelovanje

Obrada sekvenciranjem KorisniCka Kvalificirajte obogacene biblioteke da biste osigurali odgovarajuéi

ne prolazi specifikacije ~ pogreskaiili prinos biblioteka i raspodjelu veli¢ina fragmenata. Ponovite

kontrole kvalitete kvar pripremu biblioteka od jednog od sljededih koraka, ovisno o tome
laboratorijske kad se dogodila pretpostavljena pogreska u upotrebi ili kvar
opreme u laboratorijske opreme. Ako to nije poznato ili su se dogodile druge

tijeku analize

pogreske, obratite se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina i

zatraZite otklanjanje poteskoda u obradi.

» Ponovno sekvencirajte biblioteke. Pogledajte Priprema za
sekvenciranje na sustavu NextSeq 550Dx na stranici 48, Priprema
za sekvenciranje na sustavu MiSeqDx na stranici 49 ili Priprema za
sekvenciranje na sustavu NovaSeq 6000Dx na stranici 51.

» Ponovno obogatite biblioteke. Pogledajte Hibridizacija sondi na
stranici 36.

» Pokrenite pripremu biblioteka od pocetka tijeka rada. Pogledajte
Upute za upotrebu na stranici 20.

Problem s Obratite se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina.

instrumentom

Pogreska pri generiranju Problem sa Pomoc¢ s generiranjem FASTQ-a potrazite u odjeljku Vodic za
FASTQ-aili opcenita softveromili  softver Local Run Manager (broj dokumenta 100000002702) ili pak
pogreSka sustava za instrumentom pogledajte Referentni vodic¢ za instrument NextSeq 550Dx (broj
sekvenciranje (npr. dokumenta 1000000009513), Referentni vodic za instrument
mrezna pogreska, MiSeqDx za MOS v4 (broj dokumenta 1000000157953) ili
pogreske pri Dokumentacija proizvoda za instrument NovaSeq 6000Dx (broj

umetanju/vadenju dokumenta 200010105).
reagensa itd.) Zatrazite dodatnu pomo¢ od sluzbe za tehni¢ku podrsku tvrtke
lllumina.
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Opazanje

DNA biblioteka ne
generira dovoljan prinos
za sekvenciranje

Mogugéi uzrok
Nisu
zadovoljeni

zahtjevi za
ulazni uzorak

Pogreska u
upotrebi ili
kvar opreme u
tijeku analize

Zahtjevi za
panel sa
sondama za
obogacdivanje
nisu
zadovoljeni

Preporuceno djelovanje

Osigurajte odgovarajuci ulazni uzorak i ponovite pripremu
biblioteke.
Pogledajte Preporuke za ulazne uzorke na stranici 17.

Ponovite pripremu biblioteka od jednog od sljededih koraka, ovisno
o tome kad se dogodila pretpostavljena pogreska u upotrebi ili kvar
laboratorijske opreme. Ako to nije poznato ili su se dogodile druge
pogreske, obratite se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke llluminaii
zatrazite otklanjanje poteskocda u obradi.

» Ponovno sekvencirajte biblioteke. Pogledajte Priprema za
sekvenciranje na sustavu NextSeq 550Dx na stranici 48, Priprema
za sekvenciranje na sustavu MiSeqDx na stranici 49 ili Priprema za
sekvenciranje na sustavu NovaSeq 6000Dx na stranici 51.

» Ponovno obogatite biblioteke. Pogledajte Hibridizacija sondi na
stranici 36.

 Pokrenite pripremu biblioteka od pocetka tijeka rada. Pogledajte
Upute za upotrebu na stranici 20.

Osigurajte odgovarajuci panel sa sondama za obogadivanje i
ponovite pripremu biblioteke.

Pogledajte odjeljak Zahtjevi za panele sa sondama za obogacivanje
na stranici 9.

Karakteristike radnih svojstava

Karakteristike radnih svojstava aplikacije DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx za sustav NovaSeq
6000Dx navedene su u Informativhom pregledu za instrument NovaSeq 6000Dx (broj dokumenta 200025276).

Radna svojstva s panelima cijelih egzoma

Radna svojstva panela za egzom testirana su uz koriStenje najmanje (50 ng) i najvece (1000 ng) preporucene
ulazne koli¢ine Coriell Cell Line gDNA NA12878, uz poznatu vrijednost postavljenu za prepoznavanje varijanti
spolnih stanica (Coriell platinum genome). Panel za egzom 1 (45 Mb) i panel za egzom 2 (36,8 Mb) upotrijebljeni
su kao reprezentativni paneli. Testirana su 24 tehnicka replikata analizom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
s pomocu panela za egzom 1 (45 Mb) u dvjema 12-erostrukim reakcijama obogacivanja. Testirano je 12
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tehnic¢kih replikata analizom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pomoc¢u panela za egzom 2 (36,8 Mb) u
jednoj 12-erostrukoj reakciji obogacivanja. Obogacene biblioteke sekvencirane su na sustavu za sekvenciranje
NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx Local Run Manager.

U sljededoj tablici prikazane su srednje vrijednosti sekundarnog sekvenciranja i mjerni rezultati radnih svojstava
odredivanja varijanti za tehnicke replikate testirane sa svakim panelom.
Tablica 6 Radna svojstva analize s dva panela za cijeli egzom

Obogadivanje

. Medijan . . . .

Panel obradenog Uniformnost duSine Odziv Preciznost Odziv Preciznost

jedinstvenog pokrivenosti SNV-a' SNV-a2 indela’ indela?

e fragmenta

oCitanja
Panel za 80 % 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
egzom 1
(45 Mb)
Panel za 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92% 93 %
egzom 2
(36,8 Mb)

1 0dziv = pozitivni rezultati / (pravi pozitivni rezultati + lazni negativni rezultati)
2 Preciznost = pravi pozitivni rezultati / (pravi pozitivni rezultati + lazni pozitivni rezultati)

Granica prepoznavanja

Za testiranje granice prepoznavanja koristen je referentni standard Horizon HD799 DNA. HD799 €ini umjereno
kompromitiran DNA tretiran formalinom s poznatim SNV-ovima u alelnim frekvencijama u rasponu od 1do

24,5 %. Upotrijebljena je najmanja preporuc¢ena koli¢ina ulazne DNA (50 ng) te je odredena razina
prepoznavanja SNV-a uz frekvenciju varijantnih alela (variant allele frequency, VAF) = 5,0 %. Testirano je 16
tehnic¢kih replikata analizom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pomocu tijeka rada s FFPE-om, obogacenih
svekarcinomnim panelom za obogacdivanje (1,94 Mb) u 16 (jednostrukih) obogadivanja, a zatim su oni
sekvencirani na instrumentu NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Svi su uzorci zadovoljili zahtjeve za radnim svojstvima uzorka specifi¢nim za panel, kao $to je prikazano u tablici
u nastavku.

Tablica7 Radna svojstva uzorka za granicu prepoznavanja

Panel Broj prepoznavanja varijanti Prosje€na
SNV-ovaod = 5,0 % VAF uniformnost pokrivenosti
Svekarcinomni panel za 100 % 99 %
obogacivanje (1,94 Mb, 523
gena)
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Ometajuce tvari

Utjecaj potencijalnih interferenata procijenen je u sustavu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx procjenom
radnih svojstava analize u prisutnosti utjecajnih tvari.

Utjecaji u punoj krvi

Acetaminofen (egzogeni spoj, lijek), kreatinin i trigliceridi (endogeni metaboliti) testirani su tako da ih se
dodavalo u uzorke pune humane krvi prije izdvajanja DNA. Da bi se procijenio utjecaj nastao pri uzimanju krvi
(premali volumen), u uzorke pune krvi dodan je i EDTA. Uz to, da bi se procijenio utjecaj pripreme uzoraka, u
DNA izdvojenu iz pune krvi dodan je etanol za primjenu u molekularnoj biologiji.

Sljededa tablica donosi testne koncentracije po interferentu.

Tablica 8 Tvariikoncentracije s potencijalnim utjecajem testirane u punoj krvi

Testna tvar Testna koncentracija
Acetaminofen 15,6 mg/dL*
Trostruka najveca koncentracija o¢ekivana nakon terapijske
doze lijeka.
Kreatinin 15 mg/dL*
Najveca zabiljezena koncentracija u populaciji.
Trigliceridi 1,5 g/dL*
Najveca zabiljezena koncentracija u populaciji.
EDTA 6 mg/mL

Tri puta vec¢a koncentracija od o¢ekivane u krvi, prikupljena
u EDTA epruvete.

Etanol za primjenu u molekularnoj biologiji 15 % v/v
U eluatu nakon izdvajanja DNA.

* Kao Sto navodi CLSI EP37-ED1:2018
Testirano je 12 tehnickih replikata po utjecajnoj tvari analizom Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx,
obogadenih panelom za egzom 1 (45 Mb) u jednom (12-strukom) obogadivanju, a zatim sekvenciranih na
instrumentu NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Za testirane tvari svih 12 uzoraka zadovoljilo je preduvjete radnih svojstava uzoraka i nije primije¢en utjecaj na
radna svojstva analize.

Interferencija u FFPE tkivu

Testirana su dva kolorektalna FFPE uzorka u prisutnosti i odsutnosti hemoglobina pri 0,1 mg na 10 um FFPE
prereza koji predstavljaju najgori scenarij 50-postotne kontaminacije FFPE uzorka tkiva krvlju s visokom razinom
hemoglobina. Primjerci su testirani analizom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pomocu svekarcinomnog
panela za obogacivanje 1 (1,94 Mb) kao reprezentativnog panela za jednostruka obogacivanja. Obogacéene
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biblioteke zatim su sekvencirane na instrumentu NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx. Svi su
primjerci zadovoljili preduvjete uc€inkovitosti uzorka te je dokazano da hemoglobin ne utjeCe na radna svojstva
analize.

Da bi se procijenila interferencija uslijed pripreme uzorka, dva egzogena spoja dodana su u DNA izdvojenu iz
FFPE uzorka tkiva karcinoma mjehura. Testirane egzogene tvari otopine su za izdvajanje koje se Cesto koriste
tijekom postupka izdvajanja DNA te su s testiranim koli¢inama navedene u sljedecoj tablici.

Otopine testnih tvari komercijalno su dostupne u kompletima za izolaciju DNA utemeljenu na kolonama.

Tablica9 Potencijalno interferirajuce egzogene tvari i koncentracije testirane u FFPE-u

Testna tvar Testna koncentracija (pl / 30 pl eluata)
Otopina za deparafinizaciju 113 x1078
Wash Buffer AW2 0,417

S pomocu analize lllumina DNA Prep with Enrichment Dx testirano je osam tehnickih replikata po interferirajucoj
tvari, obogacenih sa svekarcinomnim panelom za obogacivanje (1,94 Mb) u jednostrukim obogadenjima, a zatim
sekvenciranim na instrumentu NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx.

Za obje testirane tvari svih je osam uzoraka zadovoljilo u€inkovitost uzorka i nisu primijec¢eni utjecaji na radna
svojstva analize.

Medusobna kontaminacija

Testirani su Coriell Cell Line gDNA NA12878 (Zenski, 10 uzoraka), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (muski, 12
uzoraka) i kontrole bez predlozaka (NTC, 2 uzorka) analizom lllumina DNA Prep with Enrichment Dx u rasporedu
plocice ,checkerboard”. Kod svih uzoraka koriStena je najveca preporucena ulazna koli¢ina gDNA (1000 ng) kao
najstrozi uvjet za procjenjivanje medusobne kontaminacije uzorka. Dva razli€ita rukovatelja dvaput su izvela
testiranje. U 12-strukim reakcijama obogadivanja koristen je panel za egzom 1 (45 Mb). Obogadene biblioteke
sekvencirane su na sustavu NextSeq 550Dx s modulom DNA GenerateFASTQ Dx. Ocjenjivanje je provedeno
procjenom pokrivenosti kromosoma Y specifi€¢nog za muske uzorke u zenskim uzorcima, i to usporedbom s
pozadinskim razinama pune plocice zenskih uzoraka kao i reprezentacije indeksa u NTC uzorcima.

Tablica 10 Rezultati medusobne kontaminacije

Zenski uzorci s pokrivenosti muskim
kromosomom Y u < 3x Suma na osnovnoj razini

100 % < 0,0005 %

Reprezentacija indeksa u NTC-u
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Dodatak: Sekvence indeksnih adaptera
lllumina UD

Ti su jedinstveni dvostruki (UD) indeksni adapteri tako rasporedeni na plocici da olakSavaju primjenu
preporucene strategije uparivanja. Indeksni adapteri dugi su 10 baza umjesto uobi€ajenih 8 baza.

Index 1 (i7) Adapters

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17] GTCTCGTGGGCTCGG

Index 2 (i5) Adapters
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC [15] TCGTCGGCAGCGTC

Sljedeca sekvenca koristi se za skraéivanje adaptera za oc€itanja Read 1i Read 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Plate A/Set 1 Index Adapters

Naziv indeksa i7 baze u adapteru i5 baze u adapteru
UDP00O01 CGCTCAGTTC TCGTGGAGCG
UDP0002 TATCTGACCT CTACAAGATA
UDP0003 ATATGAGACG TATAGTAGCT
UDP0O004 CTTATGGAAT TGCCTGGTGG
UDP0005 TAATCTCGTC ACATTATCCT
UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDPO008 TGCCTTGATC CCTTGTITAAT
UDP0009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UDP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDPOO0O16 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDP0017 AACCATTCTC TCGGCAGCAA
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Naziv indeksa
UDP0018
UDP0019
UDP0020
UDP0021
UDP0022
UDP0023
UDP0024
UDP0025
UDP0026
UDP0027
UDP0028
UDP0029
UDP0030
UDPO0031
UDP0032
UDP0033
UDP0034
UDPO0035
UDP0036
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDPO0043
UDP0044
UDP0045
UDP0046
UDPO0047

i7 baze u adapteru

GGTTGCCTCT

CTAATGATGG

TCGGCCTATC

AGTCAACCAT

GAGCGCAATA

AACAAGGCGT

GTATGTAGAA

TTCTATGGTT

CCTCGCAACC

TGGATGCTTA

ATGTCGTGGT

AGAGTGCGGC

TGCCTGGTGG

TGCGTGTCAC

CATACACTGT

CGTATAATCA

TACGCGGCTG

GCGAGTTACC

TACGGCCGGT

GTCGATTACA

CTGTCTGCAC

CAGCCGATTG

TGACTACATA

ATTGCCGAGT

GCCATTAGAC

GGCGAGATGG

TGGCTCGCAG

TAGAATAACG

TAATGGATCT

TATCCAGGAC
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i5 baze u adapteru

CTAATGATGG

GGTTGCCTCT

CGCACATGGC

GGCCTGTCCT

CTGTGTTAGG

TAAGGAACGT

CTAACTGTAA

GGCGAGATGG

AATAGAGCAA

TCAATCCATT

TCGTATGCGG

TCCGACCTCG

CTTATGGAAT

GCTTACGGAC

GAACATACGG

GTCGATTACA

ACTAGCCGTG

AAGTTGGTGA

TGGCAATATT

GATCACCGCG

TACCATCCGT

GCTGTAGGAA

CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

TTCTATGGTT

AATCCGGCCA

CCATAAGGTT

ATCTCTACCA

CGGTGGCGAA

illumina
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Naziv indeksa
UDP0048
UDPO0049
UDP0050
UDPO0051
UDP0052
UDPO0053
UDP0054
UDP0055
UDP0056
UDPO0O057
UDP0058
UDP0059
UDP0060
UDPO0O061
UDP0062
UDP0063
UDP0064
UDPO0O065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDPO0071
UDP0072
UDPO0O073
UDP0074
UDPO0075
UDP0076
UDPO0O077

i7 baze u adapteru

AGTGCCACTG

GTGCAACACT

ACATGGTGTC

GACAGACAGG

TCTTACATCA

TTACAATTCC

AAGCTTATGC

TATTCCTCAG

CTCGTGCGTT

TTAGGATAGA

CCGAAGCGAG

GGACCAACAG

TTCCAGGTAA

TGATTAGCCA

TAACAGTGTT

ACCGCGCAAT

GTTCGCGCCA

AGACACATTA

GCGTTGGTAT

AGCACATCCT

TTGTTCCGTG

AAGTACTCCA

ACGTCAATAC

GGTGTACAAG

CCACCTGTGT

GTTCCGCAGG

ACCTTATGAA

CGCTGCAGAG

GTAGAGTCAG

GGATACCAGA
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i5 baze u adapteru

TAACAATAGG

CTGGTACACG

TCAACGTGTA

ACTGTTGTGA

GTGCGTCCTT

AGCACATCCT

TTCCGTCGCA

CTTAACCACT

GCCTCGGATA

CGTCGACTGG

TACTAGTCAA

ATAGACCGTT

ACAGTTCCAG

AGGCATGTAG

GCAAGTCTCA

TTGGCTCCGC

AACTGATACT

GTAAGGCATA

AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

ATCATAGGCT

TGTTAGAAGG

GATGGATGTA

ACGGCCGTCA

CGTTGCTTAC
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Naziv indeksa

i7 baze u adapteru

i5 baze u adapteru

UDP0078 CGCACTAATG TGACTACATA
UDP0079 TCCTGACCGT CGGCCTCGTT
UDP0080 CTGGCTTGCC CAAGCATCCG
UDP0081 ACCAGCGACA TCGTCTGACT
UDP0082 TTGTAACGGT CTCATAGCGA
UDP0083 GTAAGGCATA AGACACATTA
UDP0084 GTCCACTTGT GCGCGATGTT
UDP0085 TTAGGTACCA CATGAGTACT
UDP0086 GGAATTCCAA ACGTCAATAC
UDP0087 CATGTAGAGG GATACCTCCT
UDP0088 TACACGCTCC ATCCGTAAGT
UDP0089 GCTTACGGAC CGTGTATCTT
UDP0090 CGCTTGAAGT GAACCATGAA
UDP0091 CGCCTTCTGA GGCCATCATA
UDP0092 ATACCAACGC ACATACTTCC
UDP0093 CTGGATATGT TATGTGCAAT
UDP0094 CAATCTATGA GATTAAGGTG
UDP0095 GGTGGAATAC ATGTAGACAA
UDP0096 TGGACGGAGG CACATCGGTG

illumina

Plate B/Set 2 Index Adapters

Naziv indeksa i7 baze u adapteru i5 baze u adapteru
UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDPO100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDPO101 ACATGCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDPO0O104 TTAATAGACC CCACGACACG
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Naziv indeksa
UDP0105
UDP0106
UDPO0107
UDP0108
UDP0109
UDPO110
UDPO1M
UDPO0112
UDPO0113
UDPO0O114
UDPO115
UDPO0116
UDP0117
UDPO0O118
UDPO119
UDP0120
UDP0121
UDP0122
UDP0123
UDP0124
UDP0125
UDP0126
UDPO0127
UDP0128
UDP0129
UDP0130
UDPO131
UDP0132
UDP0133
UDP0134

i7 baze u adapteru

ACGATTGCTG

TTCTACAGAA

TATTGCGTTC

CATGAGTACT

TAATTCTACC

ACGCTAATTA

CCTTGTTAAT

GTAGCCATCA

CTTGTAATTC

TCCAATTCTA

AGAGCTGCCT

CTTCGCCGAT

TCGGTCACGG

GAACAAGTAT

AATTGGCGGA

GGCCTGTCCT

TAGGTTCTCT

ACACAATATC

TTCCTGTACG

GGTAACGCAG

TCCACGGCCT

GATACCTCCT

CAACGTCAGC

CGGTTATTAG

CGCGCCTAGA

TCTTGGCTAT

TCACACCGAA

AACGTTACAT

CGGCCTCGTT

CATAACACCA
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i5 baze u adapteru

TGTGATGTAT

GAGCGCAATA

ATCTTACTGT

ATGTCGTGGT

GTAGCCATCA

TGGTTAAGAA

TGTTGTTCGT

CCAACAACAT

ACCGGCTCAG

GTTAATCTGA

CGGCTAACGT

TCCAAGAATT

CCGAACGTTG

TAACCGCCGA

CTCCGTGCTG

CATTCCAGCT

GGTTATGCTA

ACCACACGGT

TAGGTTCTCT

TATGGCTCGA

CTCGTGCGTT

CCAGTTGGCA

TGTTCGCATT

AACCGCATCG

CGAAGGTTAA

AGTGCCACTG

GAACAAGTAT

ACGATTGCTG

ATACCTGGAT

TCCAATTCTA
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Naziv indeksa
UDP0135
UDP0136
UDP0137
UDP0138
UDP0139
UDP0140
UDP0141
UDP0142
UDP0143
UDP0144
UDPO0145
UDP0146
UDP0147
UDP0148
UDP0149
UDP0150
UDPO0151
UDPO0152
UDPO0153
UDPO0154
UDPO0155
UDPO0156
UDPO0157
UDP0158
UDP0159
UDP0160
UDPO0161
UDP0162
UDP0163
UDPO0164

i7 baze u adapteru

ACAGAGGCCA

TGGTGCCTGG

TAGGAACCGG

AATATTGGCC

ATAGGTATTC

CCTTCACGTA

GGCCAATAAG

CAGTAGTTGT

TTCATCCAAC

CAATTGGATT

GGCCATCATA

AATTGCTGCG

TAAGGAACGT

CTATACGCGG

ATTCAGAATC

GTATTCTCTA

CCTGATACAA

GACCGCTGTG

TTCAGCGTGG

AACTCCGAAC

ATTCCGCTAT

TGAATATTGC

CGCAATCTAG

AACCGCATCG

CTAGTCCGGA

GCTCCGTCAC

AGATGGAATT

ACACCGTTAA

GATAACAAGT

CTGGTACACG
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i5 baze u adapteru

TGAGACAGCG
ACGCTAATTA
TATATTCGAG
CGGTCCGATA
ACAATAGAGT
CGGTTATTAG
GATAACAAGT
AGTTATCACA
TTCCAGGTAA
CATGTAGAGG
GATTGTCATA
ATTCCGCTAT
GACCGCTGTG
TAGGAACCGG
AGCGGTGGAC
TATAGATTCG
ACAGAGGCCA
ATTCCTATTG
TATTCCTCAG
CGCCTTCTGA
GCGCAGAGTA
GGCGCCAATT
AGATATGGCG
CCTGCTTGGT
GACGAACAAT
TGGCGGTCCA
CTTCAGTTAC
TCCTGACCGT
CGCGCCTAGA

AGGATAAGTT

illumina
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Naziv indeksa
UDPO0165
UDP0166
UDPO167
UDP0168
UDP0169
UDPO0170
UDPO171
UDP0172
UDPO0173
UDPO0174
UDPO0175
UDPO0176
UDP0177
UDPO0178
UDPO0179
UDP0180
UDP0181
UDP0182
UDP0183
UDP0184
UDP0185
UDP0186
UDPO0187
UDP0188
UDP0189
UDP0190
UDPO191
UDP0192

i7 baze u adapteru

CGAAGGTTAA

ATCGCATATG

ATCATAGGCT

GATTGTCATA

CCAACAACAT

TTGGTGGTGC

GCGAACGCCT

CAACCGGAGG

AGCGGTGGAC

GACGAACAAT

CCACTGGTCC

TGTTAGAAGG

TATATTCGAG

CGCGACGATC

GCCTCGGATA

TGAGACAGCG

TGTTCGCATT

TCCAAGAATT

GCTGTAGGAA

ATACCTGGAT

GTTGGACCGT

ACCAAGTTAC

GTGTGGCGCT

GGCAGTAGCA

TGCGGTGTTG

GATTAAGGTG

CAACATTCAA

GTGTTACCGG
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i5 baze u adapteru

AGGCCAGACA

CCTTGAACGG

CACCACCTAC

TTGCTTGTAT

CAATCTATGA

TGGTACTGAT

TTCATCCAAC

CATAACACCA

TCCTATTAGC

TCTCTAGATT

CGCGAGCCTA

GATAAGCTCT

GAGATGTCGA

CTGGATATGT

GGCCAATAAG

ATTACTCACC

AATTGGCGGA

TTGTCAACTT

GGCGAATTCT

CAACGTCAGC

TCTTACATCA

CGCCATACCT

CTAATGTCTT

CAACCGGAGG

GGCAGTAGCA

TTAGGATAGA

CGCAATCTAG

GAGTTGTACT

illumina
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Povijest revizija
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Oznaka proizvoda

Sveobuhvatno objasnjenje simbola koji se pojavljuju na pakiranju i naljepnicama proizvoda potrazite u legendi
simbola na web-mjestu support.illumina.com na kartici Dokumentacija za vas komplet.
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