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A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak leanyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és
kizardlag a jelen dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszerl miikodtetéséhez hasznalhatd. Egyéb célokra
nem haszndlhatd. A dokumentum és annak tartalma az lllumina el6zetes irasos engedélye nélkil ettdl eltéré célokra nem
haszndlhaté és forgalmazhatd, tovabba semmilyen formaban nem kommunikalhatd, hozhaté nyilvdnossagra vagy
reprodukalhatd. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a termék vasarldjanak a harmadik felek
szabadalmi, védjegyjogi, szerzéi jogi, szokasjogi vagy egyéb oltalom alatt all6 jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szereplé utasitdsokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigoruan be kell
tartania az itt ismertetett termék(ek) megfelel6 és biztonsadgos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata el6tt a
felhasznald koteles atolvasni és értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPL® INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN
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(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN
HASZNALATABOL FAKADO KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).
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Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott jogtulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos
informécidkat ldsd a www.illumina.com/company/legal.html weboldalon.
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Attekintés

Ez a termékdokumentacio részletezi az lllumina TruPath Genome munkafolyamatat, és az alabbi dbra
szemlélteti a munkafolyamatot.

gDNS

A gDNS kvantifikalasa és a minéség értékelése
350 ng DNS

o Futtatas tervezése

Osszesen: 10 perc

Felhébeli munkafolyamat: Futtatas tervezése BaseSpace
Sequencing Hub szoftverben

Manudlis munkafolyamat: DNS-minték el6készitése

e Szekvenalasi reagensek kiolvasztasa

— o DNS-mintak el6készitése
Reagens: FTB

Munkaidé:
10 perc o A reagensek betoltése a reagenskazettara
Reagens: FP1, FP2

e Szekvendlo futtatas inditasa
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DNS bemeneti ajanlasok

Genomi DNS mindésége

A TruPath Genome munkafolyamathoz tisztitott genomi DNS-t (gDNS) kell kivonni a sejtekbél vagy
vérbél K2EDTA mintavételi kémcsovekbe, a mintatipusnak megfeleld készlettel. A mintatipusok
szélesebb skalajat Iasd a TruPath Genome Teljesitéképesség kilonbozé tipusu és mindsegd mintak
esetén mUiszaki tdjékoztatasban. Ez a munkafolyamat nem alkalmas FFPE gDNS-mintakhoz vagy
cfDNS-extrakcidkhoz. Ertékelje a gDNS mindségét a kdvetkezé mddszerek egyikével:

* Agilent gDNS ScreenTape vizsgalat — Haszndlja a régidelemzd eszkozt a 10 kb-nal és 60 kb-nal
nagyobb fragmentumok aranyanak értékelésére. A mintdnak legalabb a 10 kb-nal nagyobb DNS-
fragmentumok 50%-at kell tartalmaznia. Az alacsonyabb minéségl mintak tovabbra is elfogadhatd
rovid leolvasasi szekvenalasi adatokat érhetnek el, de minimalis tovabbi kozelségi adatokat
biztositanak. A kdzelségi adatokkal kapcsolatos legjobb teljesitmény érdekében hasznaljon olyan
mintat, amely legaldbb 70%-ban tartalmaz 10 kb és 500 kb koz6tti DNS-fragmentumokat, és
legalabb 40%-ban 60 kb és 500 kb kdzotti DNS-fragmentumokat.

* Agilent Femto Pulse gDNS 165 kb kit — A mintanak legalabb 5,0 GQN értéket kell elérnie. Az
alacsonyabb min&ségl mintak tovabbra is elfogadhatd révid leolvasasi szekvenalasi adatokat
érhetnek el, de minimalis tovabbi kdzelségi adatokat biztositanak. A kézelségadatokkal kapcsolatos
legjobb teljesitmény érdekében hasznaljon legalabb 7,0 GQN-értékl mintat a 10 kb kiiszobértéknél
és legalabb 4,0 érték{ mintat a 60 kb kiiszobértéknél.

Az Agilent TapeStation vagy Agilent Femto Pulse hasznalatdval kapcsolatos utasitdsokat lasd a gyarto

webhelyén. A DNS-min&ség és a TruPath Genome kdzelségi mérészamainak javitasa érdekében

hasznaljon nagy molekulatomeg( (HMW) DNS-extrakcids készletet.

Genomi DNS mennyisége

Az TruPath Genome 350 ng mennyiség(i gDNS DNS-bemenetet javasol mintanként és savonként. A
alacsonyabb, 175 ng-ig terjedd bemeneti mintak kozelségi lefedettségi adatokat hoznak létre, de az
autoszomalis lefedettség mélysége cstkkenhet.

* Azextrakcié el6tt a vérmintakat legfeljebb harom napig tarolja 2-8 °C-on. Ha a mintakat harom
napnal hosszabb ideig tarolja, tarolja a mintakat -25 °C és -15 °C kdz6tt.

* Kerllje a tébb mint 10 fagyasztasi-felolvasztasi ciklust a DNS esetén.

* Mérje meg az egyes mintak DNS-koncentracidjat Qubit fluorométerrel a dsDNS készlet Qubit
vizsgalataval. Lasd a gyarté webhelyét.

A DNS kezelése

*  HMW DNS hasznalata esetén viszkdzus lehet és szalakat képezhet, ami megneheziti a < 20 pl-es
mennyiség pipettdzasat. Nyomja a pipettahegyet a csé aljahoz, hogy eltdrje a minta szalait, és
lehetévé tegye a pontos pipettazast.
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* Ne vortexelje a HMW DNS-t.

* A DNS keverésekor hasznaljon széles nyilasu pipettahegyeket, hogy elkerlilje az elnyirédast.
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Fogybeszkozok és felszerelések

A TruPath Genome protokoll a kvetkezé fogydeszkdzoket és berendezéseket igényli:

* Egy C2 dramlasi cella (két mintdhoz, sdvonként egy) NovaSeq X 1.5B reagenskazettaval parositva,
vagy egy C8 aramlasi cella (nyolc mintahoz, savonként egy) NovaSeq X 10B reagenskazettaval
parositva.

* TruPath Genome reagensek.

* Afelhasznald altal beszerzett kiilonféle fogydeszkozok és berendezések.

TruPath Genome Fogyodeszkozok/reagensek

Kétmintas készlet fogydeszkozei
lllumina Katalégusszam: 20157406

Tarolasi

A készlet 6sszetevai e
hémeérséklet

TruPath Genome Reagenskészlet -25°Cés-15°C
kdzott

NovaSeq X sorozatu C2 aramlasi cella 2 °C és 8 °C kozott

NovaSeq X sorozatu 1.5B liobetét -25°Cés-15°C
kdzott

NovaSeq X sorozatu 1.5B reagenskazetta (300 ciklus) -25°Cés-15°C
kozott

NovaSeq X sorozatu 1.5B kdnyvtari kémcsésor Szobah&mérséklet

NovaSeq X sorozatu pufferkazetta Szobah&mérséklet

Nyolcmintas készlet fogyoeszkozei
lllumina Katalégusszam: 20157405

Tarolasi

A készlet 6sszetevii e
hémeérséklet

TruPath Genome Reagenskészlet -25°Cés-15°C
kozott
NovaSeq X sorozatu C8 dramlasi cella 2 °C és 8 °C kozott
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A készlet 6sszetevoi

NovaSeq X sorozatu 10B liobetét
NovaSeq X sorozatu 10B reagenskazetta (300 ciklus)

NovaSeq X sorozatu 10B/25B kdnyvtari kémcsésor

NovaSeq X sorozatu pufferkazetta

TruPath Genome Reagenskészlet
lllumina Katalégusszam: 20138424

Reagens

FP1 (Flow Cell Prep Mix 1)

FT2 (Flow Cell Transposome 2)
FTB (FC Tagment Buffer)

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott

Szobahdmérséklet

Szobahdémérséklet

Tarolasi hémérséklet

-25°C és -15 °C kozott
-25°C és -15 °C kdzott
-25°C és -15 °C kozott

A felhasznalé altal biztositott fogydeszkozok és

felszerelések

Fogyoeszkozok/felszerelések
Mikrocentrifuga

Qubit 4 fluorométer

Qubit dsDNS vizsgalati készlet, HS vagy BR

Nukleazmentes viz
Egycsatornas pipetta, 1 vagy 5 ml
Egycsatornas pipetta, 200 pl

Dokumentumszam: 200065852 v00

Beszallito
Altalanos laboratériumi beszallitd

Thermo Fisher Scientific,
katalégusszam: Q33238

A kvantifikdldsi modszertél fliggéen
az alabbiak egyike:

HS vizsgalat, Thermo Fisher
Scientific, kataldgusszam: Q32851
vagy Q32854

BR vizsgalat, Thermo Fisher
Scientific, katalégusszam: Q32850
vagy Q32853

Altaldnos laboratériumi beszallitd
Altalanos laboratdriumi beszallitd

Altalanos laboratériumi beszallitd

Kizérblag kutatasi célokra haszndlhaté. Diagnosztikai eljarasokhoz nem hasznélhaté.
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Fogydeszkozok/felszerelések Beszallito

Széles nyilasu pipettahegyek, 200 pl* Altaldnos laboratériumi beszallitd
Egycsatornas pipetta, 20 pl Altalanos laboratériumi beszallitd
Széles nyilasu pipettahegyek, 20 pl* Altalanos laboratériumi beszallitd

okozhatjak, ami a sziikségesnél kisebb DNS-méretprofilhoz vezethet. Ha nem alinak rendelkezésre széles lyuku
pipettahegyek, a szokdsos hegyek hasznalhatok; keriilje az ismételt aspiradcids/adagolasi ciklusokat.

Erésen ajanlott a gDNS minéségének értékelése, hogy megbizonyosodjon arrél, hogy a DNS-minta
megfelel a megallapitott minéségi kiliszobértékeknek. A kbvetkez6 berendezések és fogydeszkdzok

alkalmasak a DNS méretezésére.

Fogyodeszkozok/berendezések (opcionalis) Beszallito

TapeStation Agilent, kataldgusszam: G2991BA
vagy G2992AA

Genomi DNS-elemzés Agilent, katalégusszam: 5067-5366
és 5067-5365

Femto Pulse rendszer Agilent, katalégusszam: M5330AA

Femto Pulse gDNS 165kb elemzési készlet Agilent, katalégusszam: FP-1002-
0275

Dokumentumszam: 200065852 v00
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Protokoll

Ez arész a(z) TruPath Genome protokollt ismerteti.

A gDNS kvantifikalasa és a minéség értékelése

1. Kvantifikalja a DNS-t Qubit fluorométerrel egy dsDNS torzsoldattal. Az lllumina 100 ng/ul-nél kisebb
koncentracidju gDNS torzsoldat hasznalatat javasolja a nagyon pontos kvantitativ meghatarozas,
mindségértékelés és a pipettazas érdekében a protokoll késébbi szakaszaiban. A végsé betdltési
bemenet célértéke 350 ng.

2. Azlllumina a DNS QC-hez a TapeStationt (JQDNS-szalag) vagy Femto Pulse-t (QDNS 165 kb kit)
ajanlja. A min6ségi specifikacidkat lasd: DNS bemeneti ajdnldsok a(z) 2. oldalon.

1. dbra A gDNS-bemenet méretprofilozasa az Agilent TapeStation segitségével
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Futtatas tervezése

A BaseSpace Sequence Hub-ban torténé futtatds megtervezésére vagy a mintalap elkészitésére
vonatkozd részletes utasitasokat lasd a TruPath Genome szoftver felhasznaldi Utmutatojaban.

Szekvenalasi reagensek kiolvasztasa

A reagensek kiolvasztasara vonatkozo részletes utasitasokat l[asd: NovaSeq X sorozat
termékdokumentacidja (dokumentumszdm: 200027529).
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DNS-mintak elokészitése

10.

11.

Vegye ki a TruPath Genome reagenseket a készlethdl, és olvassza ki szobahémérsékleten 20
percig.

*  FP1 (kék csik a cimkén)

* FT2 (vOros csik a cimkén)

* FTB (atlatszo csik a cimkén)

Kiolvasztds utan a reagenseket jégen tarolja legfeljebb négy dran at. Tegye vissza a reagenseket a
fagyasztdba, ha nem hasznaljak éket.

Lassan pipettazza 6tszor az FTB teljes térfogatat, és rovid ideig centrifugalja asztali centrifugaval.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a DNS torzsoldat megfelel6en kiolvadt. Lassan pipettazzon 6tszér, hogy
teljesen Ujraszuszpendaljon, kiilonésen HMW DNS esetén.

200 pl-es, széles nyilasu hegy ajanlott.

Vegye le a kupakot a kényvtari kémcsdsorrol.

Mintanként adja hozza a kovetkezbket a kdnyvtari kémcsésor egyetlen mintacsévéhez az alabbi
sorrendben:

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a mintacsé megfelel a mintalapon kijelolt megfelelé savnak.

Rendelés Reagens Térfogat
1 Nukleazmentes viz Valtozo (153 pl - 350 ng gDNS torzsoldat térfogat)
2 FTB 17 pl
3 350 ng gDNS Valtozd (a gDNS készletkoncentraciojatdl fliggden)
térzsoldat
Teljes térfogat: 170 i

Példaul, ha a gDNS térzsoldat koncentracidja 100 ng/ul, akkor a 350 ng-os gDNS térzsoldat
térfogata 3,5 ul lesz (350 ng + 100 ng/ul). A nukledzmentes viz térfogata 149,5 ul (153 ul - 3,5 pl-es
gDNS torzsoldat).

Allitsa a P200 pipettat 150 pl-re.

Mintanként egy Uj pipettahegy segitségével lassan pipettazzon 6tszor a 6sszekeveréshez, elkeriilve
a buborékok képzdédését. Gydz6djon meg arrdl, hogy az aljan nincsenek légrések.
200 pl-es, széles nyilasu hegy ajanlott. Ne hasznaljon P1000 hegyet.

Helyezze vissza a kupakot a kényvtari kémcsbésorra.

Opcionalis Révid ideig centrifugalja a kémcsésort, és gy6z6djon meg arrdl, hogy nincsenek légrések
a kémcsé aljan. Lasd: NovaSeq X sorozat termékdokumentdcidja (dokumentumszdm: 200027529).

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a térfogat minden kémcs6ben egyenletes.
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12. Helyezze be a kdnyvtari kémcsésort a reagenskazettaba, és nyomja le. Egy enyhe kattanas jelzi,
hogy a konyvtari kémcsésor a helyén van. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a konyvtari kémcsdésor sik a
kazettdban.

A reagensek betoltése a reagenskazettara

Az aldbbi utasitasokban megadott reagenstérfogatok az 1.5B és a 10B kazettak esetében azonosak.

Az FP1vagy FT2 hozzaadasa utan ne forditsa meg a kiolvasztott reagenskazettat. Lasd: NovaSeq
X sorozat termékdokumentacidja (dokumentumszam: 200027529).

1. Tiszta pipettaheggyel szurja at a reagenskazetta CP1és CP2 pozicidinak féliatdmitését.
A CP1 és CP2 pozicidk a kovetkez6 képen kiemelve lathatok.

NovaSeq X Seis Reagent Carr

‘ 108 )
@ 300 Cycles NVA

(i | | A CP3 pozicié nem haszndlatos a TruPath Genome munkafolyamathoz.

2. Ovatosan forditsa meg t6bbszor az FP1-et (kék csik a cimkén) a 6sszekeveréshez.

3. Pipettaval vigyen at 3 ml FP1-et a kazetta CP1 pozicidjaba.
A teljes toltési térfogat 3 ml. Ez az FP1 cs6 teljes tartalmat felhasznalhatja, de nem feltétlendil.

4. Ovatosan forditsa meg tobbszor az FT2-t (voros csik a cimkén) a 6sszekeveréshez.

Pipettaval vigyen at 2,6 ml FT2-t a kazetta CP2 pozicidjaba.
A teljes toltési térfogat 2,6 ml. Ez az FT2 cs6 teljes tartalmat felhasznalhatja, de nem feltétlendil.
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6. Helyezze be a liobetétet a reagenskazettaba, és nyomja le. Kattand hang jelzi, ha a liobetét a
helyére kerlilt.

7. Folytassa a miszer standard betdltési eljarasaval. Lasd: NovaSeq X sorozat termékdokumentacidja
(dokumentumszam: 200027529).
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Er6forrasok és hivatkozasok

Az lllumina webhelyén a tamogatasi oldalakon szoftverek, képzési anyagok, termékkompatibilitasi

informaciok és az aldbbi dokumentacié taldlhatd. A legfrissebb verzidkért minden esetben latogasson el

a tdmogatasi oldalakra.

Tovabbi informacioforrasok

Informacioforras Leiras

NovaSeq X sorozat MUszaki informacidkat nyuijt a lllumina NovaSeq X
termékdokumentacidja sorozat hasznalatahoz.

lluminaTruPath Genome Szoftver MdUszaki informacidkat nyujt az lllumina TruPath
felhaszndldi utmutatdja Genome szoftver haszndlatahoz.

TruPath GenomeTeljesit6képesség Mdszaki informacidkat nyujt a mintatipusok

kiilbnb6z6 tipusu és minéségl mintak szélesebb koréhez a TruPath Genome segitségével.
esetén

lllumina TruPath Genome Adatlap MdUszaki informacidkat nyujt a TruPath Genome
funkcioirdl.

Mddositasi elézmények

Dokumentum Datum Modositasok leirasa
Dokumentumszam: 2026. Elsé kiadas.
200065852 v0O februar
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