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Prezentare generala

Aceasta documentatie a produsului detaliaza fluxul de lucru lllumina Genomul TruPath, iar urmatoarea
diagrama ilustreaza fluxul de lucru.

ADNg

Cuantificarea ADN-ului si evaluarea calitatii
ADN de 350 ng

Procesare
efectiva: o

10 minute

Nr. document 200065852 v00

Planificarea rularilor

Total: 10 minute

Flux de lucru in cloud: Rularea planului in BaseSpace
Sequencing Hub

Flux de lucru manual: Foaie de pregatire a probelor

Reactivi de secventiere pentru
decongelare

Pregatirea probelor de ADN
Reactiv: FTB

Incarcati reactivii in cartus
Reactiv: FP1, FP2

Initiati rularea de secventiere
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Recomandari privind introducerea de ADN

Calitatea ADN-ului genomic

Fluxul de lucru Genomul TruPath necesita ADN genomic (JDNA) purificat extras din celule sau sange in
eprubete de recoltare K2EDTA, cu o trusa adecvata pentru fiecare tip de proba. Consultati nota tehnica
Genomul TruPath Performanta cu probe de tip variabil si Calitate pentru o gama mai larga de tipuri de probe.
Acest flux de lucru nu este adecvat pentru probele FFPE gDNA sau extractiile cfDNA. Evaluati calitatea gDNA
prin oricare dintre urmatoarele metode:

* Analiza ScreenTape Agilent gDNA-Utilizati instrumentul de analiza a regiunii pentru a evalua proportiile de
fragmente mai mari de 10 kb si 60 kb. Proba trebuie sa contina cel putin 50% din fragmentele ADN mai
mari de 10 kb. Probele de calitate inferioara pot obtine in continuare date acceptabile de secventiere a
citirilor scurte, dar produc date de proximitate suplimentare minime. Pentru cele mai bune date de
proximitate, utilizati o proba cu 70% sau mai multe fragmente ADN intre 10 kb si 500 kb si 40% sau mai
multe fragmente intre 60 kb si 500 kb.

* Trusa Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb—Cel putin, proba trebuie sa obtina o valoare GQN de 5,0. Probele
de calitate inferioara pot obtine in continuare date acceptabile de secventiere a citirilor scurte, dar produc
date de proximitate suplimentare minime. Pentru cele mai bune date de proximitate, utilizati o proba cu o
valoare GQN de cel putin 7,0 la pragul de 10 kb si de cel putin 4,0 la pragul de 60 kb.

Pentru instructiuni privind utilizarea fie a dispozitivului Agilent TapeStation, fie a dispozitivului Agilent Femto
Pulse, consultati site-ul web al producatorului. Pentru a imbunatati calitatea ADN-ului si indicatorii de
proximitate Genomul TruPath, utilizati un kit de extractie ADN cu masa moleculara ridicata (HMW).

Cantitatea ADN-ului genomic

Genomul TruPath recomanda o intrare ADN de 350 ng de gDNA per proba, per banda. Probele de intrare mai
mici, de pana la 175 ng, produc date de acoperire a proximitatii, dar adancimea de acoperire autozomala poate
fi redusa.

* Inainte de extractie, pastrati probele de sange timp de pana la trei zile la 2 °C pana la 8 °C. Dac4 pastrati
probele mai mult de trei zile, pastrati-le la temperaturi intre -25 °C si -15 °C.

*  Evitati mai mult de 10 cicluri de congelare-decongelare ale ADN-ului.

* Masurati concentratia ADN a fiecarei probe cu un fluorometru Qubit, utilizadnd testul Qubit din trusa dsDNA.
Consultati site-ul web al producatorului.

Manipularea ADN-ului

* Daca se utilizeaza ADN HMW, acesta poate fi vascos si poate forma fire, facand pipetarea <20 pl dificila.
Apasati varful pipetei pe partea inferioara a eprubetei pentru a rupe filetele probei si a permite pipetarea
precisa.

*  Nuturbionati ADN-ul HMW.

Nr. document 200065852 v00

A se utiliza exclusiv Tn scop de cercetare. A nu se utiliza in cadrul procedurilor de diagnosticare.


https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/illumina-trupath-genome.htm

Documentatia produsului lllumina TruPath Genome

* Cand amestecati ADN-ul, utilizati varfuri de pipeta cu diametru mare pentru a evita forfecarea.
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Consumabile si echipament

Genomul TruPath Protocolul necesita urmatoarele consumabile si echipamente:

* Fie o celuld de flux C2 (pentru doua probe, una pentru fiecare banda) asociata cu un cartus de reactiv
NovaSeq X 1.5B, fie o celula de flux C8 (pentru opt probe, una pentru fiecare banda) asociata cu un cartus
de reactiv NovaSeq X 10B.

* Reactivi Genomul TruPath.

* Consumabile si echipamente diverse furnizate de utilizator.

Genomul TruPath Consumabile/Reactivi

Consumabilele trusei cu doua probe
lllumina Nr. catalog 20157406

Trusa componenta Temperatura de depozitare
Genomul TruPath Kit de reactivi intre -25°C si-15°C
NovaSeq X Celula de flux seria C2 intre2°Csi8°C

NovaSeq X Insertie Lyo seria 1.5B intre -25 °C si-15°C
NovaSeq X Cartus de reactiv seria 1.5B (300 cicluri) intre -25 °C si-15°C
NovaSeq X Banda de eprubete din biblioteca seria 1.5B Temperatura camerei
Cartus cu solutie-tampon seria NovaSeq X Temperatura camerei

Consumabilele trusei cu opt probe
lllumina Nr. catalog 20157405

Trusa componenta Temperatura de depozitare
Genomul TruPath Kit de reactivi intre -25°C si-15°C
NovaSeq X Celula de flux seria C8 intre2°Csi8°C

NovaSeq X Insertie Lyo seria 10B intre -25 °C si-15°C
NovaSeq X Cartus de reactiv seria 10B (300 cicluri) intre -25 °C si-15°C
NovaSeq X Banda de eprubete din biblioteca seria 10B/25B Temperatura camerei
Cartus cu solutie-tampon seria NovaSeq X Temperatura camerei
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Genomul TruPath Kit de reactivi

lllumina Nr. catalog 20138424

Reactiv

FP1 (Amestec de pregatire a celulelor de flux 1)

FT2 (transpozom cu celule de flux 2)

FTB (tagmentation buffer FC)

Temperatura de depozitare
intre -25 °C si-15°C
intre -25 °C si-15°C
intre -25 °C si-15°C

Consumabile/echipamente furnizate de utilizator

Consumabile/echipamente
Microcentrifuga

Fluorometru Qubit 4

Kit analiza Qubit dsDNA, HS sau BR

Apa fara nucleaza
Pipeta cu un singur canal, 1 sau 5 ml

Pipeta monocanal, 200 pl

Furnizor
Furnizor general pentru laboratoare

Thermo Fisher Scientific, nr. catalog
Q33238

Una dintre urmatoarele, in functie de
metoda de cuantificare:

Analiza HS, Thermo Fisher Scientific,
nr. catalog Q32851 sau Q32854
Analiza BR, Thermo Fisher Scientific,
nr. catalog Q32850 sau Q32853

Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare

Furnizor general pentru laboratoare

Varfuri de pipeta cu diametru mare, 200 pl* Furnizor general pentru laboratoare

Pipetd monocanal, 20 pl Furnizor general pentru laboratoare

Varfuri de pipeta cu diametru mare, 20 pl* Furnizor general pentru laboratoare

*Céand manipulati ADN-ul HMW se recomanda varfuri cu diametru mare. Varfurile standard pot cauza fragmentarea ADN-
ului, ceea ce duce la un profil de dimensiune ADN mai mic decat este necesar. Daca véarfurile de pipeta cu diametru mare
nu sunt disponibile, pot fi utilizate varfuri regulate; totusi, evitati ciclurile repetate de aspirare/distribuire.

Se recomanda insistent evaluarea calitatii gDNA pentru a va asigura ca proba de ADN indeplineste pragurile
de calitate stabilite. Urmatoarele echipamente si consumabile sunt adecvate pentru dimensionarea ADN-ului.

Consumabil/Echipament (optional) Furnizor
TapeStation Agilent, nr. catalog G2991BA sau
G2992AA
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Consumabil/Echipament (optional)

Analiza ADN-ului genomic

Sistem Femto Pulse

Trusa de analiza Femto Pulse gDNA 165kb

Nr. document 200065852 v00

Furnizor

Agilent, nr. catalog 5067-5366 si 5067-
5365

Agilent, nr. catalog M5330AA
Agilent, nr. catalog FP-1002-0275
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Protocol

Aceasta sectiune descrie protocolul Genomul TruPath.

Cuantificarea gDNA si evaluarea calitatii

1. Cuantificati ADN-ul utilizand un fluorometru Qubit cu un kit ADNdc. lllumina recomanda utilizarea unui stoc
de gDNA mai mic de 100 ng/ul pentru a permite cuantificarea, evaluarea calitatii si pipetarea de inalta
precizie si mai departe de-a lungul protocolului. Intrarea finala tinta pentru incarcare este de 350 ng.

2. lllumina recomanda testarea ADN-ului QC pe TapeStation (banda gDNA) sau Femto Pulse (kit gDNA de
165 kb). Consultati Recomandari privind introducerea de ADN la pagina 2 pentru specificatiile de calitate.

Figura 1 Dimensionarea profilului de intrare gDNA prin intermediul Agilent TapeStation
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Planificarea rularilor

Pentru instructiuni detaliate privind modul de planificare a unei rulari in BaseSpace Sequence Hub sau de
pregatire a unei fise de probe, consultati Genomul TruPath Ghidul de utilizare a software-ului.

Reactivi de secventiere pentru decongelare

Pentru instructiuni detaliate privind decongelarea reactivilor, consultati Documentatia produsului NovaSeq
seria X (document nr. 200027529).
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Pregatirea probelor de ADN

1.

10.

11.

Scoateti reactivii Genomul TruPath din trusa si decongelati-i la temperatura camerei timp de 20 de minute.
* FP1 (banda albastra pe eticheta)

* FT2 (banda rosie pe eticheta)

* FTB (banda transparenta pe eticheta)

Dupa decongelare, depozitati reactivii pe gheata timp de pana la patru ore. Reintroduceti reactivii in
congelator daca nu sunt utilizati.

Pipetati incet volumul complet de FTB de cinci ori si rotiti scurt in jos cu o centrifuga pe banc.

Asigurati-va ca stocul de ADN este decongelat corespunzator. Pipetati incet de cinci ori pentru a va asigura
ca este complet resuspendata, in special ADN HMW.
Se recomanda un varf cu diametru mare, de 200 pl.

Scoateti capacul bandei de eprubete din biblioteca.

Pentru fiecare proba, adaugati urmatoarele intr-o singura eprubeta pentru proba din banda de eprubete din
biblioteca, in ordinea indicata:

Asigurati-va ca eprubeta pentru proba se potriveste cu banda corecta atribuita in fisa pentru proba.

Comanda Reactiv Volum

1 Apa fara nucleaza  Variabila (153 pl - 350 ng volum stoc gDNA)

2 FTB 17 ul

3 350 ng stoc gDNA  Variabila (in functie de concentratia stocului de gDNA)
Volum total: 170 ul

De exemplu, in cazul in care concentratia stocului de gDNA este de 100 ng/pl, atunci volumul stocului de
gDNA de 350 ng va fide 3,5 pl (350 ng + 100 ng/pl). Volumul de apa fara nucleaze va fi de 149,5 ul (153 pl -
3,5 pl stoc de gDNA).

Setati o pipeta P200 la 150 pl.

Folosind un nou varf de pipeta pentru fiecare proba, pipetati incet de cinci ori pentru a amesteca, evitand
formarea bulelor. Asigurati-va ca nu exista goluri de aer in partea de jos.
Se recomanda un varf cu diametru mare de 200 pl. Nu utilizati un varf P1000.

Puneti capacul bandei de eprubete din biblioteca.

Optional, rotiti scurt banda pentru eprubete si asigurati-va ca nu exista goluri de aer la baza eprubetelor.
Consultati Documentatia produsului NovaSeq seria X (document nr. 200027529).

Asigurati-va ca volumul este consecvent in toate eprubetele.
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12. Introduceti banda de eprubete din biblioteca in cartusul cu reactivului si apasati in jos. Un clic usor indica
faptul ca banda de eprubete din biblioteca este la locul ei. Asigurati-va ca banda de eprubete din biblioteca
este plata in cartus.

fncarcati reactivii in cartus

Volumele reactivilor specificate in urmatoarele instructiuni sunt aceleasi pentru cartusele 1.5B si 10B.

Nu rasturnati cartusul reactivului decongelat dupa ce ati adaugat FP1 sau FT2. Consultati Documentatia
produsului NovaSeq seria X (document nr. 200027529).

1. Cuun varf de pipeta curat, perforati sigiliul foliei pozitilor CP1 si CP2 ale cartusului de reactiv.
Pozitiile CP1 si CP2 sunt evidentiate in imaginea urmatoare.
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n | Pozitia CP3 nu este utilizata pentru fluxul de lucru Genomul TruPath.

2. Rasturnati usor FP1 (banda albastra de pe eticheta) de mai multe ori pentru a amesteca.

3. Utilizati o pipeta pentru a transfera 3 ml de FP1 in pozitia CP1 a cartusului.
Volumul de umplere complet este de 3 ml. Acest lucru poate sa utilizeze sau nu intregul continut al
eprubetei FP1.

4. Rasturnati usor FT2 (banda rosie de pe eticheta) de mai multe ori pentru a amesteca.

5. Utilizati o pipeta pentru a transfera 2,6 ml de FT2 in pozitia CP2 a cartusului.
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Volumul de umplere complet este de 2,6 ml. Acest lucru poate sa utilizeze sau nu intregul continut al
eprubetei FT2.

6. Introduceti insertia lyo Tn cartusul cu reactivi si apasati in jos. Un clic sonor indica faptul ca insertia lyo este
la locul ei.

7. Continuati cu procedura standard de incarcare a instrumentului. Consultati Documentatia produsului
NovaSeq seria X (document nr. 200027529).
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Resurse si referinte

Paginile de asistenta de pe site-ul web lllumina ofera software, resurse de instruire, informatii privind
compatibilitatea produselor si urmatoarea documentatie. Vizitati intotdeauna paginile de asistenta pentru cele
mai recente versiuni.

Resurse suplimentare

Resursa Descriere

Documentatie pentru produsul din Furnizeaza informatii tehnice pentru utilizarea NovaSeq
NovaSeq seria X seria X lllumina.

lluminaGenomul TruPath Ghid de Furnizeaza informatii tehnice pentru utilizarea software-
utilizare a software-ului ului lllumina Genomul TruPath.

Genomul TruPathPerformanta cu probe Furnizeaza informatii tehnice pentru o gama mai larga de
de tip si calitate variate tipuri de probe cu Genomul TruPath.

Illumina Genomul TruPath Fisa tehnica Furnizeaza informatii tehnice despre caracteristicile

Genomul TruPath.

Istoricul versiunilor

Document Data Descrierea modificarii
Nr. document Februarie Versiunea initiala.
200065852 v00 2026
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