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Apzvalga

Sioje gaminio dokumentacijoje apraoma darbo su ,lllumina“ , TruPath Genome" eiga, kuri yra
pavaizduota toliau pateiktoje schemoje.

gDNR

Kiekybinis DNR nustatymas ir kokybés jvertinimas
350 ng DNR

o Planuoti serijas

IS viso: 10 min.

Debesies darbo eiga: Vykdymo planavimas ,BaseSpace”
sekos centre

Rankiné darbo eiga: Paruoskite méginio lapg

e Atsildymo sekvenavimo reagentai

— o DNR meéginiy paruosimas
Reagentas: FTB

Rankinio
darbo: 10 o Reagenty kasetés jdéjimas
min. Reagentas: FP1, FP2

e Sekvenavimo serijos inicijavimas
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DNR pridéjimo rekomendacijos

Genominés DNR kokybée

»TruPath Genome" darbo eigai reikia iSgrynintos genominés DNR (gDNR), iSskirtos is Igsteliy, arba kraujo
K2EDTA surinkimo mégintuvéliuose su atitinkamu rinkiniu pagal méginio tipg. Daugiau informacijos apie
jvairiy tipy ir kokybés méginius rasite techninéje pastaboje ,TruPath Genome” ,Veikimas naudojant
skirtingo tipo ir kokybés méginius”. Si darbo eiga netinka FFPE gDNR méginiams arba cfDNR
ekstrakcijoms. Jvertinkite gDNR kokybe vienu i$ Siy budy:

* ,Agilent gDNA ScreenTape” tyrimas — naudokite regiono analizés jrankj, kad jvertintumeéte didesniy
nei 10 kb ir 60 kb fragmenty proporcijas. Méginyje turi buti maziausiai 50 % DNR fragmenty, didesniy
nei 10 kb. Zemos kokybés méginiams vis tiek gali bati gauti priimtini trumpojo nuskaitymo
sekoskaitos duomenys, taciau gaunami minimalUs papildomi artumo duomenys. Kad artumo
duomenys buty geriausi, naudokite meginj, kuriame yra 70 % ar daugiau DNR fragmenty nuo 10 kb
iki 500 kb ir 40 % ar daugiau fragmenty nuo 60 kb iki 500 kb.

* ,Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb" rinkinys — méginiui turi bdti gauta ne mazesné kaip 5,0 GQN
verté. Zemos kokybeés meéginiams vis tiek gali buti gauti priimtini trumpojo nuskaitymo sekoskaitos
duomenys, ta¢iau gaunami minimalls papildomi artumo duomenys. Kad duomenys apie artuma bty
geriausi, naudokite meginj, kurio GQN verté yra ne mazesné kaip 7,0 esant 10 kb ribai ir ne maZesné
kaip 4,0 esant 60 kb ribai.

Nurodymus, kaip naudoti ,Agilent TapeStation” arba ,Agilent Femto Pulse”, rasite gamintojo svetainéje.
Norédami pagerinti DNR kokybe ir , TruPath Genome" artumo rodiklius, naudokite didelés molekulinés
masés (DMM) DNR ekstrahavimo rinkinj.

Genominés DNR kiekis

»TruPath Genome" rekomenduoja jdéti 350 ng gDNR vienam méginiui vienoje juostoje. Mazesniems

jdétiems méginiams (iki 175 ng) gaunami artumo aprépties duomenys, taCiau automatinés aprépties

gylis gali bUti mazesnis.

* Prie$istraukdami, kraujo méginius laikykite iki trijy dieny 2-8 °C temperaturoje. Jei méginius laikote
ilgiau nei tris dienas, laikykite méginius nuo -25 °C iki—15 °C temperaturoje.

* Venkite daugiau nei 10 DNR uz8aldymo ir atSildymo cikly.

* Kiekvieno meéginio DNR koncentracijg iSmatuokite ,,Qubit” fluorometru, naudodami dsDNR rinkinio
,Qubit” tyrima. Zr. gamintojo svetaine.

DNR tvarkymas

* Naudojama DMM DNR gali biti klampi ir formuoti gijas, todél gali bati sudétinga pipete paimti <20 pl
turj. Jremkite pipetés antgalj j mégintuvélio dugng, kad suskaidytuméte méginyje esancias gijas ir
galétuméte tiksliai pipetuoti.

* Nemaisykite DMM DNR sukuriniu maisytuvu.
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* MaiSydami DNR, naudokite pipetés antgalius su placia anga, kad iSvengtuméte DNR suskaidymao.
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Eksploatacinés medziagos ir jranga

»TruPath Genome" protokolui reikalingos toliau nurodytos eksploatacinés medziagos ir jranga.

* C2 pratekamoji kiuveté (dviem méginiams, po vieng juostoje) suporuota su ,NovaSeq X" 1,5B

reagenty kasete, arba C8 pratekamoji kiuveté (aStuoniems méginiams, po vieng juostoje), suporuota
su ,NovaSeq X" 10B reagento kasete.

* TruPath Genome" reagentai.

* |vairios naudotojo parupinamos eksploatacinés medziagos ir jranga.

»TruPath Genome“ eksploatacinés medziagos /
reagentai

Dviejy méginiy rinkinio eksploatacinés medziagos
Jllumina“ katalogo Nr. 20157406

Rinkinio komponentas Laikymo temperatura
. TruPath Genome" reagenty rinkinys Nuo -25 iki =15°C
.NovaSeq X" C2 serijos pratekamoji kiuveté 2-8°C

.NovaSeq X" 1,5B serijos liofilizacijos jdéklas Nuo -25 iki=15°C
.NovaSeq X" 1,5B serijos reagenty kaseté (300 cikly) Nuo -25 iki =15°C
.NovaSeq X" 1,5B serijos bibliotekos megintuvéliy juosta Kambario temperatura
.NovaSeq X" serijos buferinio tirpalo kaseté Kambario temperatura

Astuoniy méginiy rinkinio eksploatacinés medziagos
Lllumina“ katalogo Nr. 20157405

Rinkinio komponentas Laikymo temperatiira

»TruPath Genome" reagenty rinkinys Nuo -25 iki—15°C

.NovaSeq X" C8 serijos pratekamoji kiuveté 2-8°C

.NovaSeq X" 10B serijos liofilizacijos jdéklas Nuo =25 iki=15°C

.NovaSeq X" 10B serijos reagenty kaseté (300 cikly) Nuo -25 iki —15°C

.NovaSeq X" 10B / 25B serijos bibliotekos mégintuvéliy juosta Kambario temperatira

.NovaSeq X" serijos buferinio tirpalo kaseté Kambario temperatdra
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»TruPath Genome" reagenty rinkinys
Jllumina“ katalogo Nr. 20138424

Reagentas

FP1 (,Flow Cell Prep Mix 1)

FT2 (,Flow Cell Transposome 2“)
FTB (,FC Tagment Buffer”)

Laikymo temperatira
Nuo -25 iki =15°C
Nuo -25 iki-15°C
Nuo -25 iki-15°C

Naudotojo parupinamos eksploatacinés medziagos /

jranga

Eksploatacinés medziagos / jranga

Mikrocentrifuga
,Qubit 4“ fluorometras

»,Qubit dsDNA Assay kit"“, HS arba BR

Vanduo be nukleazés

Vieno kanalo pipeté, 1arba 5 ml

200 pl vieno kanalo pipetés

Plataus skersmens pipetés antgaliai, 200 pl*
20 ul vieno kanalo pipetés

Plataus skersmens pipeciy antgaliai, 20 pl*
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Tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas

.1hermo Fisher Scientific”, katalogo
Nr. Q33238

Vienas i$ iy punkty, priklausomai
nuo kiekio nustatymo metodo:

HS tyrimas, ,Thermo Fisher
Scientific”, katalogo Nr. Q32851 arba
Q32854

BR tyrimas, ,, Thermo Fisher
Scientific”, katalogo Nr. Q32850
arba Q32853

Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy reikmeny
tiekéjas
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*Dirbant su didelés molekulinés masés (DMM) DNR, rekomenduojama naudoti antgalius su placia anga.
Standartiniai antgaliai gali sukelti DNR fragmentacijg, todél DNR dydZzio profilis gali bati mazesnis nei reikalaujama.
Jei plataus skersmens pipeciy antgaliai neprieinami, galima naudoti jprastus antgalius, taciau butina vengti
pakartotiniy aspiravimo / iSleidimo cikly.

Labai rekomenduojama jvertinti gDNR kokybe, kad jsitikintuméte, jog DNR méginys atitinka nustatytas
kokybeés ribas. Toliau nurodyta jranga ir eksploatacinés medziagos tinka DNR dydzZiui nustatyti.

Eksploatacinés medziagos / jranga (pasirinktinai) Tiekéjas

. TapeStation” LAgilent”, katalogo Nr. G2991BA arba
G2992AA

Genominés DNR analizé LAgilent”, katalogo Nr. 5067-5366 ir
5067-5365

.Femto Pulse System” LJAgilent”, katalogo Nr. M5330AA

.Femto Pulse gDNA 165kb" analizés rinkinys LAgilent”, katalogo Nr. FP-1002-
0275
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Protokolas

Siame skyriuje apragomas , TruPath Genome" protokolas.

Kiekybinis DNR nustatymas ir kokybés jvertinimas

1. DNR kiekj nustatykite naudodami ,Qubit” fluorometrg su dsDNR rinkiniu. Siekiant uztikrinti itin tiksly
kiekio nustatyma, kokybés jvertinimg ir tolesnj pipetavimg pagal protokolg, ,lllumina“ rekomenduoja
naudoti gDNR pradinj tirpalg (angl. stock), kurio koncentracija yra mazesné nei 100 ng/ul. Tiksliné
galutiné jkélimo jvestis yra 350 ng.

2. lllumina“ rekomenduoja atlikti DNR kokybés kontrole naudojant , TapeStation” (gDNR juosta) arba

.Femto Pulse” (gDNR 165 kb rinkinys). Kokybés specifikacijas zr. DNR pridejimo rekomendacijos
2 psl..

1 pav. GDNR pridéjimo profiliavimas naudojant ,Agilent TapeStation”
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Serijy planavimas

ISsamios instrukcijos, kaip suplanuoti serijg ,BaseSpace Sequence Hub" arba paruosti meginio lapa,
pateiktos ,TruPath Genome" programinés jrangos naudotojo vadove.

Sekoskaitos reagenty atsildymas

ISsamias reagenty atSildymo instrukcijas zr. ,NovaSeq X" serijos gaminio dokumentacija (dokumento Nr.
200027529).
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DNR méginiy paruosimas

1.

10.

1.

ISimkite ,TruPath Genome" reagentus is rinkinio ir 20 minuciy atitirpinkite kambario temperaturoje.
* FP1 (mélyna juostelé etiketéje)

* FT2 (raudona juostelé etiketéje)

* FTB (skaidrijuostelé etiketéje)

AtSilde, reagentus laikykite juos ant ledo iki keturiy valandy. Jei nenaudojate, grazinkite reagentus j
saugykla Saldiklyje.

Létai penkis kartus pipete sumaisykite visg FTB turj ir trumpai centrifuguokite staline centrifuga.

Jsitikinkite, kad DNR pradinis tirpalas tinkamai atSildytas. Létai pipetuokite penkis kartus, kad
jsitikintuméte, jog tirpalas visiSkai suspenduotas, ypa¢ DMM DNR.
Rekomenduojama naudoti 200 ul, plataus skersmens antgalj.

Atidenkite bibliotekos meégintuvéliy juosta.

Vienam méginiui j vieng bibliotekos meégintuvéliy juostelés mégintuvélj parodyta eilés tvarka
pridékite toliau nurodytas medziagas.

Jsitikinkite, kad mégintuvélis atitinka tinkama juostg, priskirtg méginio lape.

Eilés
. Reagentas Tdris
numeris
1 Vanduo be nukleazés Kintamas (nuo 153 pl iki 350 ng gDNR pradinio
tirpalo taris)

2 FTB 17 ul

3 350 ng gDNR pradinio  Kintamas (priklauso nuo gDNR pradinio tirpalo
tirpalo koncentracijos)
Bendras tiiris: 170 pl

Pavyzdziui, jei gDNR pradinio tirpalo koncentracija yra 100 ng/ul, tada 350 ng gDNR pradinio tirpalo
turis bus 3,5 I (350 ng + 100 ng/ul). Vandens be nukleazés turis bus 149,5 ul (153-3,5 ul gDNR).
Nustatykite P200 pipete j 150 pl.

Kiekvienam méginiui naudodami naujg pipetés antgalj, [étai penkis kartus pipete sumaisykite tirpalg,
stengdamiesi, kad nesusidaryty burbuliuky. Jsitikinkite, kad apacioje prie dugno néra oro tarpy.
Rekomenduojama naudoti 200 pl plataus skersmens antgalj. Nenaudokite P1000 antgalio.
Uzdenkite bibliotekos megintuveéliy juosta.

Neprivaloma Trumpai centrifuguokite megintuvéliy juostele ir jsitikinkite, kad prie mégintuvéliy
dugny néra oro tarpy. Zr. skyriy ,NovaSeq X“ serijos gaminio dokumentacija (dokumento Nr.
200027529).

Jsitikinkite, kad visuose megintuvéliuose turis yra vienodas.
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12. Jdékite bibliotekos mégintuvéliy juosta j reagenty kasete ir jspauskite Zemyn. Svelnus
spragteléjimas rodo, kad bibliotekos juostg jdéta j vieta. ]sitikinkite, kad bibliotekos mégintuvéliy
juosta yra lygiai jstatyta j kasete.

Reagenty jdejimas | kasete
Toliau pateiktose instrukcijose nurodyti reagenty turiai yra vienodi tiek 1,5B, tiek 10B kasetéms.

Pridéje FP1 arba FT2, neapverskite atsildytos reagento kasetés. Zr. skyriy ,NovaSeq X“ serijos
gaminio dokumentacija (dokumento Nr. 200027529).

1. Svariu pipetés antgaliu pradurkite reagento kasetés CP1ir CP2 padég&iy folijos sandariklj.
CP1ir CP2 padétys paryskintos toliau pateiktame vaizde.

n | CP3 padétis , TruPath Genome" darbo eigai nenaudojama.

2. Kelis kartus atsargiai apverskite FP1 (mélyna juostelé ant etiketés), kad sumaiSytumeéte.

3. Pipete perkelkite 3 ml FP1j kasetés CP1 padét;.
Visas uzpildymo tiris yra 3 ml. Tam gali bGti naudojamas arba negali biti naudojamas visas FP1
meégintuvélio turinys.

4. Kelis kartus atsargiai apverskite FT2 (raudong juostele ant etiketés), kad sumaiSytuméte.
Pipete perkelkite 2,6 mI FT2 j kasetés CP2 padétj.
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Visas uzpildymo turis yra 2,6 ml. Taip gali buti naudojamas arba negali buti naudojamas visas FT2
mégintuvélio turinys.

6. ]dékite liofilizacijos jdéklg j reagenty kasete ir jspauskite Zemyn. Spragteléjimas reiskia, kad
liofilizacijos jdéklas uzfiksuotas vietoje.

7. Teskite standartine jdéjimo j prietaisg proceddira. Zr. skyriy ,NovaSeq X“ serijos gaminio
dokumentacija (dokumento Nr. 200027529).
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|Stekliai ir literatura

Lllumina” Svetainés pagalbos puslapiuose pateikiama programiné jranga, mokymo istekliai, informacija
apie gaminiy suderinamuma ir toliau nurodyta dokumentacija. Naujausiy versijy visada ieSkokite

palaikymo svetainés puslapiuose.

Papildomi iStekliai

ISteklius

~NovaSeq X" serijos gaminio
dokumentacija

Jllumina”, TruPath Genome”
programinés jrangos naudotojo
vadovas

, TruPath Genome” nasumas su jvairaus
tipo ir kokybés méginiais

Jllumina®, TruPath Genome” duomeny
lapas

Perzilry istorija
Dokumentas Data

Dokumento Nr. 2026 m.
200065852 v00 vasaris
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Aprasymas

Pateikiama techniné informacija apie , lllumina“
.NovaSeq X" serijos naudojima.

Pateikiama techniné informacija apie ,lllumina“
»TruPath Genome" programinés jrangos naudojima.

Pateikiama techniné informacija apie jvairesnius
méginiy tipus, naudojamus su , TruPath Genome”.

Pateikiama techniné informacija apie , TruPath
Genome”.

Keitimo aprasymas

Pirmasis leidimas.

Skirta tik moksliniams tyrimams. Neskirta naudoti diagnostikos proceddroms.
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