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sarnase diguse alusel mitte uhtegi litsentsi.
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Uksikasjalikult, et tagada siin kirjeldatud toote (toodete) dige ja ohutu kasutusviis. Siinse dokumendi sisu tuleb enne
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Ulevaade

See tootedokumentatsioon kirjeldab Illlumina lahenduse TruPath Genome t66voogu ja jargmine
diagramm illustreerib t66voogu.

gDNA

DNA kvantifitseerimine ja kvaliteedi hindamine

Kasit-
semine:
10 minutit

350 ng DNA

0 Kaituse planeerimine
Kokku: 10 minutit
Pilve t86voog: plaani kditamine platvormil BaseSpace
Sequencing Hub
Kasitsi tdovooq: proovilehe ettevalmistamine

o Sekveneerimisreaktiivide sulatamine

— e DNA proovide ettevalmistamine
Reaktiiv: FTP

o Reaktiivide laadimine kassetti
Reaktiivid: FP1, FTZ2

e Sekveneerimiskaituse alustamine
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DNA sisendi soovitused

Genoomi DNA kvaliteet

Lahenduse TruPath Genome t66voog nduab rakkudest vdi verest K2EDTA kogumiskatsutites eraldatud
puhastatud genoomset DNA-d (gDNA) sobiva komplektiga proovitlibi kohta. Laiemat valikut
proovitldpe vt tehnilisest markusest Lahenduse TruPath Genome toimivus erineva tllbi ja kvaliteediga
proovidega. See t66voog ei sobi FFPE gDNA proovide ega cfDNA ekstraktide jaoks. Hinnake gDNA
kvaliteeti Uhega jargmistest meetoditest.

Agilent gDNA ScreenTape'i analiilis — kasutage piirkonna anallisitooriista, et hinnata fragmentide
proportsioone ule 10 kb ja 60 kb. Proov peab sisaldama vahemalt 50% DNA fragmentidest, mis on
suuremad kui 10 kb. Madalama kvaliteediga proovid vdivad siiski saavutada vastuvdetavad lihikese
lugemi sekveneerimise andmed, kuid annavad minimaalselt tdiendavaid Iahedusandmeid. Parimate
lahedusandmete saamiseks kasutage proovi, mille DNA fragmentidest on 70% v&i rohkem
vahemikus 10 kb kuni 500 kb ja 40% v&i enam fragmente vahemikus 60 kb kuni 500 kb.

Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb komplekt — proovi GQN-vaartus peab olema vahemalt 5,0
lavendi 10 kb juures. Madalama kvaliteediga proovid vdivad siiski saavutada vastuvdetavad lihikese
lugemi sekveneerimise andmed, kuid annavad minimaalselt tdiendavaid Iahedusandmeid. Parimate
Idhedusandmete saamiseks kasutage proovi, mille GQN-i vaartus on 10 kb Iave juures vahemalt 7,0
ja 60 kb lave juures vahemalt 4,0.

Juhised Agilent TapeStationi voi Agilent Femto Pulse’i kasutamise kohta leiate tootja veebisaidilt. DNA
kvaliteedija lahenduse TruPath Genome lahedusmd&ddikute parandamiseks kasutage kdrge
molekulmassiga (HMW) DNA ekstraheerimiskomplekti.

Genoomi DNA kogus

TruPath Genome soovitab sisestada DNA 350 ng gDNA-d proovi ja raja kohta. Madalamad
sisendproovid kuni 175 ng tekitavad laheduse katvuse andmeid, kuid autosoomide katvusstigavus vdib
vaheneda.

Enne ekstraheerimist sailitage vereproove kuni kolm paeva temperatuuril 2 °C kuni 8 °C. Kui hoiate
proove kauem kui kolm paeva, hoidke proove temperatuuril =25 °C kuni-15 °C.

Valtige DNA puhul Ule 10 kiilmutamise-sulatamise tskli.

Mo&6tke iga proovi DNA kontsentratsiooni Qubiti fluoromeetriga, kasutades dsDNA komplekti Qubiti
analldsi. Vt tootja veebisaiti.
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DNA kasitsemine

* HMW DNA kasutamisel voib see olla viskoosne ja moodustada niite, muutes pipettimise < 20 pl
keeruliseks. Proovis tekkinud niitide I6hkumiseks ja tapse pipettimise véimaldamiseks vajutage
pipeti ots katsuti pdhja.

* Arge keerutage HMW DNA-d.

* DNA segamisel kasutage laiapdhjalisi pipetiotsakuid, et valtida katkemist.
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Kulutarvikud ja seadmed

Lahenduse TruPath Genome protokoll nduab jargmisi kulutarvikuid ja seadmeid.

* Kas C2 labivoolukivett (kahe proovi puhul Uiks raja kohta), mis on seotud NovaSeq X 1.5B
reaktiivikassetiga vdi C8 labivoolukivett (kaheksa proovi puhul tiks raja kohta), mis on seotud
NovaSeq X 10B reaktiivikassetiga.

* Lahenduse TruPath Genome reaktiivid.

* Kasutaja poolt tarnitavad erinevad kulutarvikud ja seadmed.

Lahenduse TruPath Genome kulutarvikud/reaktiivid

Kahe proovi komplekti kulutarvikud
lllumina kataloogi nr 20157406

Komplekti komponent Sailitustemperatuur
Lahenduse TruPath Genome reaktiivikomplekt -25°C kuni-15°C
NovaSeq X Series C2 labivoolukuvett 2°Ckuni8°C
NovaSeq X Series 1.5B Lyo vahetikk -25°C kuni-15°C
NovaSeq X Series 1.5B reaktiivikassett (300 tsuklit) -25°C kuni-15 °C
NovaSeq X Series 1.5B teegikatsuti riba Toatemperatuur
NovaSeq X Seriesi puhverkassett Toatemperatuur

Kaheksa proovi komplekti kulutarvikud
lllumina kataloogi nr 20157405

Komplekti komponent Sailitustemperatuur
Lahenduse TruPath Genome reaktiivikomplekt -25°Ckuni-15°C
NovaSeq X Series C8 labivoolukiivett 2°Ckuni8°C
NovaSeq X Series 10B Lyo vahetlikk -25°C kuni-15°C
NovaSeq X Series 10B reaktiivikassett (300 tsuklit) -25°C kuni-15°C
NovaSeq X Series 10B/25B teegikatsuti riba Toatemperatuur
NovaSeq X Seriesi puhverkassett Toatemperatuur
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Lahenduse TruPath Genome reaktiivikomplekt
lllumina kataloogi nr 20138424

Reaktiiv Kirjeldus Sailitustemperatuur
FP1 Labivoolukiveti ettevalmistussegu 1 -25°Ckuni-15°C
FT2 Labivooluklveti transposoom 2 -25°C kuni-15°C
FTB FC Tagment Buffer -25°Ckuni-15°C

Kasutaja poolt tarnitavad kulutarvikud/seadmed

Kulutarvikud/seadmed Varustaja

Mikrotsentrifuug Uldine laboritarnija

Qubit 4 fluoromeeter Thermo Fisher Scientific, kataloogi
nr Q33238

Qubit dsDNA analutsikomplekt, HS vdi BR Soltuvalt kvantifitseerimismeetodist

on uks jargmistest.

HS anallls, Thermo Fisher
Scientific, kataloogi nr Q32851 vai
Q32854

HS anallids, Thermo Fisher
Scientific, kataloogi nr Q32850 voi

Q32853
Nukleaasivaba vesi Uldine laboritarnija
Uhekanaliline pipett, 1 v6i 5 ml Uldine laboritarnija
Uhekanaliline pipett, 200 pl Uldine laboritarnija
Laia labim&dduga pipetiotsakud, 200 pl* Uldine laboritarnija
Uhekanaliline pipett, 20 Uldine laboritarnija

* HMW DNA kasitsemisel on soovitatav kasutada laia 1abimddduga otsakuid. Standardotsakud véivad p&hjustada
DNA fragmentatsiooni, mis pdhjustab ettenahtust vaiksemat DNA suuruse profiili. Kui laia labimddduga
pipetiotsakud pole saadaval, vdib kasutada regulaarseid otsakuid; siiski valtige korduvaid aspireerimis-
/manustamistsikleid.
Vaga soovitatav on hinnata gDNA kvaliteeti veendumaks, et DNA proov vastab kehtestatud
kvaliteedilavedele. Jargmised seadmed ja kulutarvikud sobivad DNA suuruse maaramiseks.
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Kulutarvikud/seadmed (valikuline)

TapeStation

Genoomse DNA analils

Femto Pulse’i stisteem

Femto Pulse gDNA 165 kb analltsikomplekt
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Varustaja

Agilent, kataloogi nr G2991BA vdi
G2992AA

Agilent, kataloogi nr 5067-5366 ja
5067-5365

Agilent, kataloogi nr M5330AA
Agilent, kataloogi nr FP-1002-0275
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Protokoll

Selles jaotises kirjeldatakse lahenduse TruPath Genome protokolli.

gDNA kvantifitseerimine ja kvaliteedi hindamine

1. DNA kvantifitseerimine, kasutades Qubiti fluoromeetrit dsDNA komplektiga. lllumina soovitab
kasutada alla 100 ng/ul kontsentratsiooniga gDNA pdhilahust, et véimaldada protokollis edasist
vaga tapset kvantifitseerimist, kvaliteedi hindamist ja pipettimist. Sihtvaartuslik 16plik sisendkogus
on 350 ng.

2. lllumina soovitab kvaliteedikontrolli DNA-d kas TapeStationil (gDNA teip) v6i Femto Pulse’il (QDNA
165 kb komplekt). Kvaliteedi spetsifikatsioone vt DNA sisendi soovitused lehekliljel 2.

Joonis 1 gDNA sisendi suuruse profileerimine Agilent TapeStationi kaudu
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Kaituse planeerimine

Uksikasjalikke juhiseid kaituse kavandamise kohta rakenduses BaseSpace Sequence Hub v&i proovilehe
ettevalmistamise kohta leiate lahenduse TruPath Genome tarkvara kasutusjuhendist.

lllumina soovitab seadistada kaituse 151 tsiikliga lugemi kohta (2 x 151). Arge liletage kokku 302 tsiiklit.
Arge kéivitage indekstsiikleid.

Sekveneerimisreaktiivide sulatamine

Uksikasjalikke juhiseid reaktiivide sulatamiseks vt Seadme NovaSeq X Series tootedokumentatsioon
(dokumendinr 200027529).
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DNA proovide ettevalmistamine

1. Eemaldage lahenduse TruPath Genome reaktiivid komplektist ja sulatage toatemperatuuril 20
minutit.

* FP1 (sinine riba sildil)
* FT2 (punane riba sildil)
* FTB (labipaistev riba sildil)
2. Parast sulatamist hoidke reaktiive jaal kuni 4 tundi. Kui reaktiive ei kasutata, pange need
stigavkulmikusse tagasi.
Pipeteerige aeglaselt kogu FTB maht viis korda ja tsentrifuugige Ilhidalt lauatsentrifuugiga.

4. Veenduge, et DNA pdhilahus oleks korralikult sulanud. Pipettige aeglaselt viis korda veendumaks, et
see on taielikult resuspendeeritud, eriti HMW DNA.
Ainult resuspendeerimiseks on soovitatav kasutada 200 pl laia I1abimddduga otsakut.

Keerake teegikatsuti riba lahti.

6. Lisage proovi kohta teegikatsuti riba tihele proovikatsutile naidatud jarjekorras jargmised
komponendid. Selle etapi jaoks ei ole vaja laia labimddduga otsakuid.

Veenduge, et proovikatsuti vastaks proovilehel maaratud digele rajale.

Jarjekord Reaktiiv Maht
1 Nukleaasivaba vesi Varieerub (gDNA pdhilahuse maht 153 ul - 350 ng)
2 FTB 17
3 350 ng gDNA Varieerub (séltuvalt gDNA pé&hilahuse
po&hilahust kontsentratsioonist)
Kogumaht: 170 pl

Naiteks kui gDNA po6hilahuse kontsentratsioon on 100 ng/ul, on 350 ng gDNA p&hilahuse maht 3,5 pli
(350 ng + 100 ng/ul). Nukleaasivaba vee maht on 149,5 ul (153 pl - 3,5 pl gDNA pd&hilahust).

7. Seadke P200 pipett vaartusele 150 pl.

8. Kasutades proovi kohta uut pipetiotsakut, pipettige segamiseks aeglaselt viis korda, valtides mullide
moodustumist. Veenduge, et pdhjas ei oleks 6huvahesid.
Soovitatav on kasutada 200 pl laia Iabimd&duga otsakut. Arge kasutage otsakut P1000.

9. Keerake teegikatsuti riba kinni.

10. [Valikuline] Tsentrifuugige katsutiriba lihidalt ja veenduge, et katsutite pdhjas ei oleks Shuvahesid.
Vt Seadme NovaSeq X Series tootedokumentatsioon (dokumendi nr 200027529).

11. Veenduge, et maht oleks kdigi katsutite puhul Ghtlane.
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12. Sisestage teegikatsuti riba reaktiivikassetti ja vajutage alla. Teegikatsuti riba liigub kuuldava
kldpsuga paika. Veenduge, et teegikatsuti riba oleks kassetis tasane.

Reaktiivide laadimine kassetile

Jargmistes juhistes maaratletud reaktiivimahud on nii 1.5B kui ka 10B kasseti puhul samad.

Arge podrake sulatatud reaktiivikassetti parast FP1v6i FT2 lisamist imber. Vt Seadme NovaSeq X
Series tootedokumentatsioon (dokumendi nr 200027529).

1. Labistage puhta pipetiotsaga reaktiivikasseti CP1ja CP2 asendite fooliumtihend.
CP1ja CP2 asendid on esile tdstetud jargmisel pildil.

( 108
300 tsiiklit

(i | | CP3 asendit lahenduse TruPath Genome t36voo jaoks ei kasutata.

2. Segamiseks pddrake ornalt FP1 (sinine riba sildil) mitu korda Gmber.

3. Kasutage pipetti, et viia 3 ml FP1 kasseti CP1 asendisse.
Taielik tditemaht on 3 ml. See vdib kasutada voi mitte kasutada kogu FP1 katsuti sisu.

4. Segamiseks poorake 6rnalt FP2 (punane riba sildil) mitu korda imber.

Kasutage pipetti, et viia 2,6 ml FP2 kasseti CP2 asendisse.
Taielik taitemaht on 2,6 ml. See v6ib kasutada vdi mitte kasutada kogu FP2 katsuti sisu.

6. Sisestage lyo-sisestus reaktiivikassetti ja vajutage alla. Lyo-sisestus liigub kuuldava kidpsuga paika.
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7. Jatkake standardse seadme laadimisprotseduuriga. Vt Seadme NovaSeq X Series
tootedokumentatsioon (dokumendi nr 200027529).
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Ressursid ja viited

Tugilehed lllumina veebisaidil pakuvad tarkvara, koolitusressursse, toote tUhilduvuse teavet ja jargmisi
dokumente. Uusima teabe saamiseks kontrollige alati klienditoe veebilehti.

Lisaallikad

Teabeallikas

Seadme NovaSeq X Series
tootedokumentatsioon

lllumina lahenduse TruPath Genome
tarkvara kasutusjuhend

Lahenduse TruPath Genome toimivus
erineva tuubi ja kvaliteediga
proovidega

lllumina lahenduse TruPath Genome
andmeleht

Muudatuste ajalugu

Dokument Kuupaev
Dokument nr Mai 2026
200065852 v01

Dokument nr Veebruar
200065852 v0O 2026

Dokument nr 200065852 v01

Kirjeldus

Sisaldab tehnilist teavet seadme Illumina NovaSeq X
Series kasutamiseks.

Sisaldab tehnilist teavet lllumina lahenduse TruPath
Genome tarkvara kasutamiseks.

Sisaldab tehnilist teavet laiema valiku proovitlilpide
kohta lahendusega TruPath Genome.

Annab tehnilist teavet lahenduse TruPath Genome
funktsioonide kohta.

Muudatuse kirjeldus

Lisatud

» DNA sisendi kvaliteedisoovituste teabe selgitamine.
» Lugemi pikkuse soovitused.

Uuendatud

o Ulevaatlik illustratsioon.

» Kasutaja hangitavate kulutarvikute loend.

Esmaversioon.
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