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Genel Bakis

Bu Urun belgeleri lllumina TruPath Genom is akisini ayrintilandirir ve asagidaki sema is akisini gosterir.

gDNA

DNA Kantifikasyonu ve Kalite Degerlendirmesi
350 ng DNA

o Calistirmayi Planlama
Toplam: 10 dakika

Bulut is Akisi: BaseSpace Sequencing Hub’da Calistirma
Planlama
Manuel is Akisi: Numune Sayfasini Hazirlama

e Sekanslama Reaktiflerini Cozdiirme

— e DNA Numunelerini Hazirlama
Reaktif: FTB

Dogrudan
katilimli: o Reaktifleri Kartusa Yiikleme
10 dakika Reaktif: FP1, FP2

e Sekanslama Calistirmasini Baslatma
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DNA Girdi Onerileri

Genomik DNA Kalitesi

TruPath Genom is akisi, her numune tipi i¢in uygun bir kit ile hticrelerden veya K2EDTA toplama
tUplerindeki kandan ekstrakte edilen saflastiriimis genomik DNA (gDNA) gerektirir. Daha genis bir
numune turu yelpazesiigin TruPath Genom Degisken Tur ve Kaliteye Sahip Numunelerle Performans
teknik notuna bakin. Bu is akisi, FFPE gDNA numuneleri veya cfDNA ekstraksiyonlari igin uygun degildir.
gDNA kalitesini asagidaki yéntemlerden biriyle dederlendirin:

* Agilent gDNA ScreenTape testi—10 kb ve 60 kb’'den blyuk fragmanlarin oranlarini degerlendirmek
igin bolge analiz aracini kullanin. En azindan, numune 10 kb’den blyiik DNA fragmanlarinin %50'sini
icermelidir. Daha duslik kalitede numuneler yine de kabul edilebilir kisa okuma sekanslama verileri
elde edebilir ancak minimum ek yakinlik verileri verir. En iyi performans gosteren yakinlik verileri igin
10 kb ile 500 kb arasinda %70 veya daha fazla DNA fragmani ve 60 kb ile 500 kb arasinda %40 veya
daha fazla fragmani olan bir numune kullanin.

* Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb kiti—Numune en azindan 5,0 GQN dederi elde etmelidir. Daha
duslk kalitede numuneler yine de kabul edilebilir kisa okuma sekanslama verileri elde edebilir ancak
minimum ek yakinlk verileri verir. En iyi performans gdsteren yakinlik verileri igin 10 kb esiginde en
az 7,0 ve 60 kb esiginde en az 4,0 GQN degerine sahip bir numune kullanin.

Agilent TapeStation veya Agilent Femto Pulse kullanma talimati igin Ureticinin web sitesine bagvurun.
DNA kalitesi ve TruPath Genom yakinlik metriklerini iyilestirmek igin YUksek Molekiler Agirhkli (HMW)
DNA ekstraksiyon kiti kullanin.

Genomik DNA Miktari

TruPath Genom, her bir hat icin numune basina 350 ng gDNA DNA girdisi 6nerir. 175 ng'ye kadar daha
dusik girdi numuneleri yakinlik kapsami verileri Gretir ancak otozomal kapsam derinligi azaltilabilir.

* Ekstraksiyondan dnce kan numunelerini 2 °C ila 8 °C’de Ug¢ gune kadar saklayin. Numuneleri g
glinden daha uzun sire saklayacaksaniz -25 °C ila -15 °C'de saklayin.

* 10’dan fazla DNA dondurma-¢6zdirme déngusinden kaginin.

* Her bir numunenin DNA konsantrasyonunu dsDNA kiti Qubit testini kullanarak bir Qubit
florometreyle 6lgiin. Ureticinin web sitesine basvurun.

DNA’'nin Muamelesi

* HMW DNA kullaniliyorsa viskoz olabilecedi ve dis olusturabilecedi i¢in pipetlemeyi <20 ul guglestirir.
Numunenin dislerini kirmak ve dogru pipetlemeyi mumkin kilmak i¢in pipet ucunu tipdn altina
bastirin.

*  HMW DNA'sinI vortekslemeyin.

* DNA'yi karistinrken kesmeyi 6nlemek igin genis delikli pipet uglari kullanin.
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Sarf Malzemeleri ve Ekipman

TruPath Genom protokolu, asadidaki sarf malzemelerini ve ekipmani gerektirir:

* NovaSeq X 1.5B reaktif kartusuyla eslesen bir C2 akis hiicresi (iki numune igin, hat basina bir tane)
veya NovaSeq X 10B reaktif kartusuyla eslesen bir C8 akis hiicresi (sekiz numune igin, hat basina bir
tane).

* TruPath Genom reaktifleri.

* Kullanici tarafindan tedarik edilen gesitli sarf malzemeleri ve ekipman.

TruPath Genom Sarf Malzemeleri/Reaktifler

iki Numuneli Kit Sarf Malzemeleri
[llumina Katalog No 20157406

Kit Bileseni Depolama Sicakhgi
TruPath Genom Reaktif Kiti -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri C2 Akis Hlcresi 2°Cila8°C
NovaSeq X Seri 1.5B Lyo insert -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri 1.5B Reaktif Kartusu (300 Dong) -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri 1.5B kutlphane tlpu seridi Oda sicakhgi
NovaSeq X Serisi Tampon Kartusu Oda sicakligi

Sekiz Numuneli Kit Sarf Malzemeleri
[llumina Katalog No 20157405

Kit Bileseni Depolama Sicakhgi
TruPath Genom Reaktif Kiti -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri C8 Akis Hiicresi 2°Cila8°C
NovaSeq X Seri 10B Lyo insert -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri 10B Reaktif Kartusu (300 D6ngi) -25°Cila-15°C
NovaSeq X Seri 10B/25B kltlphane tupul seridi Oda sicakligi
NovaSeq X Serisi Tampon Kartusu Oda sicakligi
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TruPath Genom Reaktif Kiti
[llumina Katalog No 20138424

Reaktif Depolama Sicakligi
FP1 (Akis Hiicresi Hazirlama Karisimi 1) -25°Cila-15°C
FT2 (Akis Hiicresi Transpozomu 2) -25°Cila-15°C
FTB (FC Tagmentation Buffer) -25°Cila-15°C

Kullanici Tarafindan Tedarik Edilen Sarf
Malzemeleri/Ekipman

Sarf Malzemeleri/Ekipman Tedarikgi

Mikrosantrifij Genel laboratuvar tedarikgisi

Qubit 4 Florometre Thermo Fisher Scientific, katalog no
Q33238

Qubit dsDNA Tayin kiti, HS veya BR Kantifikasyon yéntemine bagli olarak

asagidakilerden biri:

HS Tayin, Thermo Fisher Scientific,
katalog no Q32851 veya Q32854
BR Tayin, Thermo Fisher Scientific,
katalog no Q32850 veya Q32853

Nukleaz icermeyen su Genel laboratuvar tedarikgisi
Tek kanalll pipet, 1 veya 5 ml Genel laboratuvar tedarikgisi
Tek kanalli pipetler, 200 pl Genel laboratuvar tedarikgisi
Genis delikli pipet uglari, 200 pl* Genel laboratuvar tedarikgisi
Tek kanalli pipetler, 20 pl Genel laboratuvar tedarikgisi
Genis delikli pipet uglari, 20 pI* Genel laboratuvar tedarikgisi

*HMW DNA ile galisirken genis agiklikl uglar 6nerilir. Standart uglar DNA fragmantasyonuna neden olarak
gerektiginden daha kiglk bir DNA boyutu profiline yol agabilir. Genis delikli pipet uglar mevcut degdilse normal
uclar kullanilabilir ancak tekrarlanan aspirasyon/dagitim dongulerinden kaginin.
DNA numunesinin belirlenen kalite esiklerini karsiladigindan emin olmak i¢cin gDNA kalitesinin
degerlendirilmesi 6nemle tavsiye edilir. Asagidaki ekipman ve sarf malzemeleri DNA boyutlandirmasi igin
uygundur.
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Sarf Malzemeleri/Ekipman (istege Bagh)
TapeStation

Genomik DNA Analizi

Femto Pulse Sistemi

Femto Pulse gDNA 165kb analiz kiti
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Tedarikgi

Agilent, Katalog No. G2991BA veya
G2992AA

Agilent, Katalog No. 5067-5366 ve
5067-5365

Agilent, Katalog No. M5330AA
Agilent, Katalog No FP-1002-0275
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Protokol

Bu bolimde TruPath Genom protokolu agiklanmaktadir.

gDNA Kantifikasyonu ve Kalite Degerlendirmesi

1. DNA'yi dsDNA Kkiti ile Qubit florometre kullanarak kantifiye edin. lllumina, son derece dogru
kantifikasyon, kalite degerlendirmesi ve protokol boyunca daha fazla pipetleme saglamak igin
100 ng/pl'den az gDNA stokunun kullaniimasini 6nerir. Hedef nihai ylikleme girdisi 350 ng'dir.

2. lllumina, TapeStation (JDNA bandi) veya Femto Pulse (gDNA 165 kb kiti) Gizerinde DNA KK
yapilmasini énerir. Kalite spesifikasyonlari igin bkz. DNA Girdi Onerileri, sayfa 2.

Sekil 1 Agilent TapeStation araciligiyla gDNA girisinin boyut profilinin gikariimasi
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Calistirma Planlama

BaseSpace Sequence Hub'ta bir galistirmanin nasil planlanacagina veya bir numune sayfasinin nasil
hazirlanacadina iliskin ayrintili talimat igin TruPath Genom Yazilimi Kullanim Kilavuzuna basgvurun.

Cozdurme Sekanslama Reaktifleri

Reaktifleri gbzdiirmeye ydnelik ayrintili talimat icin bkz. NovaSeq X Serisi Uriin Belgeleri (dokiman no.
200027529).
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DNA Orneklerini Hazirlama

1. TruPath Genom reaktifleri kitten ¢ikarin ve 20 dakika boyunca oda sicakliinda ¢ozdurin.
* FP1 (mavi seritli etiket)
*  FT2 (kirmizi seritli etiket)
* FTB (seffaf seritli etiket)

2. Cozdirme isleminden sonra reaktifleri dort saate kadar buzda saklayin. Kullanilmiyorsa reaktifleri
dondurucu deposuna geri koyun.

Tdm FTB hacmini bes kez yavasga pipetleyin ve tezgah Ustu santrifijle kisa bir stire dondurin.

DNA stokunun uygun sekilde ¢ozduruldigunden emin olun. Basta HMW DNA olmak tzere tamamen
yeniden slispanse edildiginden emin olmak igin bes kez yavasca pipetleyin.
200 pl, genis delikli bir ug onerilir.
Kutlphane tlpu seridinin kapagini agin.

6. Numune basina asagidakileri gosterilen sirayla kitiphane tlpu stripinin tek bir numune tlipune
ekleyin:

Numune tlpundn numune sayfasinda atanan dogru hatla eslestiginden emin olun.

Siparis Reaktif Hacim

1 Nikleaz icermeyen su  Degisken (153 plila 350 ng gDNA stok hacmi)

2 FTB 17 ul

3 350 ng gDNA stoku Degisken (gDNA stok konsantrasyonuna baglidir)
Toplam hacim: 170 ul

Ornegin, gDNA stok konsantrasyonu 100 ng/ul ise 350 ng gDNA stok hacmi 3,5 pl (350 ng +
100 ng/pul) olacaktir. Nikleaz icermeyen su hacmi 149,5 pl (153 plila 3,5 pl gDNA stoku) olacaktir.

Bir P200 pipetini 150 pl'ye ayarlayin.

8. Numune basina yeni bir pipet ucu kullanarak karistirmak i¢in bes kez yavasca pipetleyin ve kabarcik
olusumunu 6nleyin. Alt kisimda hava boslugu olmadigindan emin olun.
200 pl, genis delikli bir u¢ énerilir. P1000 ug¢ kullanmayin.

9. Kdutuphane tupi seridinin kapagini takin.

10. Istege Bagl Tip seridini kisa bir siire dénddiriin ve tiiplerin alt kisimlarinda hava boslugu
olmadigindan emin olun. Bkz. NovaSeq X Serisi Urtin Belgeleri (dokiiman no. 200027529).

11. Hacmin tim tiplerde tutarl oldugundan emin olun.
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12. Kutliphane tlpu seridini reaktif kartusuna yerlestirin ve asagi bastirin. Hafif bir tik sesiyle klitiiphane
tlp seridinin yerine oturdugu belirtilir. Kitlphane tlpu seridinin kartus iginde diiz oldugundan emin
olun.

Reaktifleri Kartusa Yukleme

Asagdidaki talimatta belirtilen reaktif hacimleri 1,5B ve 10B kartuslari i¢in aynidir.

FP1veya FT2 ekledikten sonra ¢6zdUrlimUs reaktif kartusunu ters gevirmeyin. Bkz. NovaSeq X
Serisi Uriin Belgeleri (doktiman no. 200027529).

1.  Temiz bir pipet ucuyla reaktif kartusunun CP1 ve CP2 konumlarinin folyo muhrind delin.
CP1ve CP2 konumlari agsagdidaki gorlntide vurgulanir.

(i | | CP3 konumu TruPath Genom is akisli i¢in kullaniimaz.

2. Karnstirmak igin FPTi (mavi seritli etiket) birkag kez nazikge ters gevirin.

3. 3 mlFPTikartusun CP1konumuna aktarmak igin bir pipet kullanin.
Tam dolum hacmi 3 ml'dir. Bu, FP1 tlpUnln tim igerigini kullanabilir veya kullanmayabilir.

4. Kanstirmak igin FT2'yi (kirmizi seritli etiket) birkag kez nazikge ters gevirin.

2,6 ml FT2'yi kartusun CP2 konumuna aktarmak i¢in bir pipet kullanin.
Tam dolum hacmi 2,6 ml'dir. Bu, FT2 tupunun tim igerigini kullanabilir veya kullanmayabilir.
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6. Liyo pargasini reaktif kartusuna yerlestirin ve asadi bastirin. Bir tik sesi ile liyo pargasinin yerine
oturdugu belirtilir.

7. Standart cihaz yiikleme prosediiriine devam edin. Bkz. NovaSeq X Serisi Uriin Belgeleri (dokiiman
no. 200027529).
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Kaynaklar ve Referanslar

lllumina web sitesindeki destek sayfalari yazilim, egitim kaynaklari, Grin uyumluluk bilgileri ve asagdidaki
belgeleri sadlar. En son surlimler igin daima destek sayfalarini kontrol edin.

Ek Kaynaklar

Kaynak

NovaSeq X Series Urtin Belgeleri

llluminaTruPath Genom Yazilim
Kullanici Kilavuzu

Degisken Tlir ve Kaliteye Sahip
Numunelerle TruPath Genom
Performansi.

lllumina TruPath Genom Veri Sayfasi

Revizyon Gec¢misi

Belge Tarih

Belge No. 200065852 | Subat
v00 2026

Belge No. 200065852 v0O

Aciklama

lllumina NovaSeq X Series kullanimiigin teknik bilgiler
sagdlar.

[llumina TruPath Genom yaziliminin kullanimina iligkin
teknik bilgiler saglar.

TruPath Genom ile daha genis bir numune tiri
yelpazesiigin teknik bilgiler saglar.

TruPath Genom'in dzellikleri hakkinda teknik bilgiler
sadlar.

Degisiklik Agiklamasi

ik strim.
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