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Oversikt

Denna produktdokumentation beskriver arbetsflédet for lllumina TruPath Genome och foljande diagram
illustrerar arbetsflodet.

gDNA

Kvantifiera DNA och utvardera kvalitet
350 ng DNA

o Planera kérning

Totalt: 10 minuter

Molnbaserat arbetsflode: Planera kdrning
i BaseSpace-sekvenseringshubb
Manuellt arbetsflode: Forbereda provark

e Tina sekvenseringsreagenser

— o Forbereda DNA-prover
Reagens: FTB

Praktiskt
arbete: o Ladda reagenser i kassetten
10 minuter Reagens: FP1, FP2

e Starta sekvenseringskorning
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Rekommendationer DNA-inmatning

Genomisk DNA-kvalitet

Arbetsflodet for TruPath Genome kraver renat genomiskt DNA (gDNA) extraherat fran celler eller blod i
K2EDTA-provtagningsror, med en l[amplig sats per provtyp. Se den tekniska anmarkningen TruPath
Genome Prestanda med prover av olika typer och kvalitet fér ett bredare urval av provtyper. Detta
arbetsflode ar inte 1ampligt for FFPE gDNA-prover eller cfDNA-extraktioner. Bedém kvaliteten pa gDNA
med nagon av féljande metoder:

* Agilent gDNA ScreenTape-analys — Anvand regionsanalysverktyget for att bedéma proportioner av
fragment st6rre dn 10 kb och 60 kb. Som ett minimum bér provet innehalla 50 % DNA-fragment
storre an 10 kb. Prover av lagre kvalitet kan fortfarande uppna acceptabla sekvenseringsdata med
kort avldsning, men ger minimala ytterligare narhetsdata. Anvand ett prov med 70 % eller mer av
DNA-fragmenten mellan 10 kb och 500 kb och 40 % eller mer av fragmenten mellan 60 kb och 500
kb for narhetsdata av basta prestanda.

* Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb sats — Som ett minimum bor provet erhélla ett GQN-véarde pa
5,0. Prover av lagre kvalitet kan fortfarande uppna acceptabla sekvenseringsdata med kort
avldsning, men ger minimala ytterligare narhetsdata. Anvand ett prov med ett GQN-varde pa minst
7,0 vid tréskelvardet pa 10 kb och minst 4,0 vid troskelvardet pa 60 kb fér ndrhetsdata av bésta
prestanda.

Instruktioner om hur du anvénder antingen Agilent TapeStation eller Agilent Femto Pulse finns pa

tillverkarens webbplats. Anvand en DNA-extraktionssats med hog molekylvikt (HMW) for att forbattra

DNA-kvalitet och ndrhetsmatt for TruPath Genome.

Genomisk DNA-kvantitet

TruPath Genome rekommenderar en DNA-inmatning pa 350 ng gDNA per prov och spar. Lagre
inmatningsprover ned till 175 ng ger data om narhetstdckning, men djupet pa autosomal tackning kan bli
reducerat.

* Forvara blodproverna i upp till tre dagar vid 2 °C till 8 °C fére extraktion. Férvara proverna vid -25 °C
till -15 °C om proverna forvaras langre an tre dagar.

* Undvik fler an 10 cykler av frysning/tining av DNA.

* Mat DNA-koncentrationen i varje prov med en Qubit-fluorometer med hjalp av dsDNA-satsens
Qubit-analys. Se tillverkarens webbplats.

Hantering av DNA

*  Om HMW DNA anvands kan det vara viskdst och bilda tradar, vilket gor pipettering av < 20 pl
utmanande. Tryck pipettspetsen till botten av réret for att bryta provets tradar och majliggora
korrekt pipettering.

* Vortexblanda inte HMW DNA.
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* Anvand pipettspetsar med bred 6ppning for att undvika klippning nar DNA blandas.
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Forbrukningsmaterial och utrustning

TruPath Genome-protokollet kraver féljande forbrukningsmaterial och utrustning:

* Antingen en C2-flodescell (for tva prover, en per spér) parad med en NovaSeq X 1,5B-
reagenskassett eller en C8-flodescell (for atta prover, en per spar) parad med en NovaSeq X 10B-

reagenskassett.

* TruPath Genome-reagenser.

* Olika férbrukningsmaterial och utrustning som tillhandahalls av anvdndaren.

Forbrukningsmaterial/reagenser for TruPath Genome

Forbrukningsmaterial for sats med tva prover
lllumina katalognr 20157406

Satskomponent

Reagenssats for TruPath Genome

C2-flédescell fér NovaSeq X-serien

1,5 B lyoinsats for NovaSeq X-serien

1,5 B reagenskassett (300 cykler) for NovaSeq X-serien
1,5 B biblioteksrérremsa for NovaSeq X-serien

Buffertkassett for NovaSeq X-serien

Forbrukningsmaterial for sats med atta prover
[llumina katalognr 20157405

Satskomponent

Reagenssats for TruPath Genome

C8-flodescell for NovaSeq X-serien

10 B lyoinsats for NovaSeq X-serien

10 B reagenskassett (300 cykler) fér NovaSeq X-serien
10 B/25 B biblioteksrorremsa for NovaSeq X-serien

Buffertkassett for NovaSeq X-serien
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Reagenssats for TruPath Genome
[llumina katalognr 20138424

Reagens
FP1 (flodescell preparationsblandning 1)
FT2 (flodescell transposom 2)

FTB (FC tagmentation buffer)

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C

Forbrukningsmaterial/utrustning som tillhandahalls av

anvandaren

Forbrukningsmaterial/utrustning
Mikrocentrifug

Qubit 4-fluorometer

Qubit dsDNA-analyssats, HS eller BR

Nukleasfritt vatten

Enkanalspipett, 1 eller 5 ml
Enkanalspipett, 200 pl

Pipettspetsar med bred 6ppning, 200 pl*
Enkanalspipett, 20 pl

Pipettspetsar med bred 6ppning, 20 ul*

Leverantor
Valfri laboratorieleverantor

Thermo Fisher Scientific, katalognr
Q33238

Ett av foljande, beroende pa
kvantifieringsmetod:

HS-analys, Thermo Fisher Scientific,
katalognr Q32851 eller Q32854
BR-analys, Thermo Fisher Scientific,
katalognr Q32850 eller Q32853

Valfri laboratorieleverantor
Valfri laboratorieleverantoér
Valfri laboratorieleverantor
Valfri laboratorieleverantor
Valfri laboratorieleverantor

Valfri laboratorieleverantor

*Pipettspetsar med bred dppning rekommenderas vid hantering av HMW DNA. Standardspetsar kan orsaka DNA-
fragmentering, vilket leder till en mindre storleksprofil av DNA an vad som kravs. Om pipettspetsar med bred
Oppning inte finns tillgdngliga kan vanliga spetsar anvandas. Undvik dock upprepade aspirerings-

/dispenseringscykler.

Det rekommenderas starkt att utvardera gDNA-kvaliteten for att sakerstalla att DNA-provet uppfyller
faststallda kvalitetstroskelvarden. Foljande utrustning och férbrukningsmaterial ar lampliga for

storleksbestamning av DNA.
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Forbrukningsmaterial/utrustning (valfritt)

TapeStation

Genomisk DNA-analys

Femto Pulse System

Femto Pulse gDNA 165 kb analyssats

Dokumentnr 200065852 v0O

Leverantor

Agilent, katalognr G2991BA eller
G2992AA

Agilent, katalognr 5067-5366 och
5067-5365

Agilent, katalognr M5330AA
Agilent, katalognr FP-1002-0275
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Protokoll

Detta avsnitt beskriver protokollet for TruPath Genome.

Kvantifiera gDNA och bedom kvalitet

1. Kvantifiera DNA med en Qubit-fluorometer med en dsDNA-sats. lllumina rekommenderar
anvandning av gDNA-stam som ar mindre @n 100 ng/ul for att mgjliggéra mycket exakt kvantifiering,
kvalitetsbedémning och pipettering langre fram i protokollet. Malet for slutlig laddningsinmatning &r
350 ng.

2. lllumina rekommenderar kvalitetskontroll av DNA pa antingen TapeStation (JDNA-tejp) eller Femto
Pulse (sats med gDNA 165 kb). Se Rekommendationer DNA-inmatning pa sidan 2 fér
kvalitetsspecifikationer.

Figur 1 Storleksprofilering av gDNA-inmatning via Agilent TapeStation
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Planera korning

Detaljerade instruktioner om hur du planerar en kérning i BaseSpace Sequence Hub eller forbereder ett
provark finns i TruPath Genome anvandarhandbok fér programvaran.

Tina sekvenseringsreagenser

Detaljerade instruktioner om hur du tinar reagenserna finns i NovaSeq X Series Produktdokumentation
(dokumentnr 200027529).
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Forbereda DNA-prover

1.

10.

1.

Ta ut TruPath Genome-reagenserna ur satsen och tina dem i rumstemperatur i 20 minuter.
* FP1(bld remsa pa markning)

* FT2 (réd remsa pa markning)

* FTB (genomskinlig remsa pa markning)

Forvara reagenserna pa is i upp till fyra timmar efter upptining. Satt tilloaka reagenserna i
frysférvaringen om de inte anvands.

Pipettera langsamt hela volymen av FTB fem génger och centrifugera kort med en bénkcentrifug.

Se till att DNA-stammen &r ordentligt upptinad. Pipettera langsamt fem génger for att sékerstélla att
det ar helt resuspenderat, sarskilt HMW DNA.
En spets till 200 pl med bred 6ppning rekommenderas.

Ta bort locket pé biblioteksrorremsan.

Tillsatt féljande per prov till ett enskilt provror pé biblioteksrorremsan i den ordning som visas:

Se till att provréret matchar ratt spar som tilldelats i provarket.

Ordning Reagens Volym

1 Nukleasfritt vatten Variabel (153 pl - 350 ng gDNA-stamvolym)

2 FTB 17

3 350 ng gDNA-stam  Variabel (beroende pa gDNA-stamkoncentration)
Total volym: 170 i

Om exempelvis gDNA-stamkoncentrationen ar 100 ng/ul kommer 350 ng gDNA-stamvolymen att
vara 3,5 ul (350 ng + 100 ng/ul). Volymen av nukleasfritt vatten kommer att vara 149,5 pl (153 pl -
3,5 pl gDNA-stam).

Stall in en P200-pipett p& 150 yl.

Anvand en ny pipettspets per prov och pipettera langsamt fem ganger for att blanda och undvik att
bubblor bildas. Kontrollera att det inte finns nagra luftfickor i botten.
En spets till 200 pl med bred 6ppning rekommenderas. Anvand inte en P1000-spets.

Satt ett lock péa biblioteksrérremsan.

Valfritt Centrifugera kort ner rérremsan och se till att det inte finns nagra luftfickor i botten av réren.
Se NovaSeq X Series Produktdokumentation (dokumentnr 200027529).

Sakerstall att volymen ar jamn i samtliga ror.
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12. Forin biblioteksrérremsan i reagenskassetten och tryck ned. Ett 1att klick indikerar att
biblioteksrorremsan ar pa plats. Kontrollera att biblioteksrorremsan ar platt i kassetten.

Ladda reagenser i kassetten

Reagensvolymerna som anges i féljande instruktioner &r desamma for béde 1,5 B- och 10 B-kassetter.

Vand inte pa den upptinade reagenskassetten nar du har tillsatt FP1 eller FT2. Se NovaSeq X
Series Produktdokumentation (dokumentnr 200027529).

1. Anvénd en ren pipettspets for att genomborra folieférseglingen pa reagenskassettens CP1- och
CP2-positioner.

CP1- och CP2-positioner markeras pa foljande bild.

NovaSeq X Seis Reagent Carr

‘ 108 )
@D 300 Cycles &)

[ | | CP3-positionen anvands inte for TruPath Genome-arbetsflédet.

2. Vand forsiktigt pa FP1 (bld remsa pa markningen) flera ganger for att blanda.
3. Anvand en pipett for att dverféra 3 ml FP1 till kassettens CP1-position.

Fyliningsvolymen ar 3 ml. Denna kanske eller kanske inte fyller hela innehallet i FP1-roret.
4. Vand forsiktigt pa FP2 (rod remsa pa markningen) flera ganger for att blanda.

Anvand en pipett for att 6verfora 2,6 ml FT2 till kassettens CP2-position.

Fyllningsvolymen &r 2,6 ml. Denna kanske eller kanske inte fyller hela innehallet i FP2-roret.
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6. Forinlyoinsatsen i reagenskassetten och tryck ned. Ett hérbart klick indikerar att lyoinsatsen ar pa
plats.

7. Fortsatt med standardproceduren for laddning av instrumentet. Se NovaSeq X Series
Produktdokumentation (dokumentnr 200027529).
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Resurser och refer

enser

Supportsidorna pa lllumina webbplatsen tillhandahaller programvara, utbildningsresurser, information
om produktkompatibilitet och foljande dokumentation. Besdk alltid supportsidorna for att kontrollera

vilka de senaste versionerna ar.

Ytterligare resurser

Resurs

NovaSeq X Series
Produktdokumentation

HluminaTruPath Genome
Anvéndarhandbok fér programvara

TruPath GenomePrestanda med prover
av olika typ och kvalitet

lllumina TruPath Genome Datablad

Revisionshistorik

Dokument Datum
Dokumentnr Februari
200065852 v00 2026
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Beskrivning

Tillhandahaller teknisk information fér anvandning av
lllumina NovaSeq X Series.

Tillhandahaller teknisk information fér anvandning av
lllumina TruPath Genome-programvaran.

Tillhandahaller teknisk information for ett bredare
urval av provtyper med TruPath Genome.

Ger teknisk information om funktionerna i TruPath
Genome.

Beskrivning av dndring

Forsta versionen.

i diagnostiska procedurer.
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