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Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ stanowig wtasnos¢ firmy lllumina, Inc., a takze jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”),

i sg przeznaczone wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzywaniem produktéw
opisanych w niniejszym dokumencie, z wytgczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres$¢ nie beda
wykorzystywane ani rozpowszechniane w innych celach i/lub publikowane w inny sposdb, ujawniane ani kopiowane bez
pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licenciji
podlegajacych przepisom w zakresie patentéw, znakéw towarowych, praw autorskich lub prawa zwyczajowego, ani
podobnych praw osoéb trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzywania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane
instrukcje powinny by¢ Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed
rozpoczeciem uzywania tych produktéw nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKEADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM
DOKUMENCIE MOZE SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB
INNYCH 0SOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH
GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2026 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy Illumina, Inc. lub ich odpowiednich wiascicieli. Szczegdtowe informacje
na temat znakéw towarowych mozna znalez¢ pod adresem www.illumina.com/company/legal.html.
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Przeglad

Dokumentacja tego produktu zawiera szczegdtowy opis przebiegu pracy, lllumina TruPath Genome, a
ponizszy schemat ilustruje jego kolejne etapy.

gDNA

Kwantyfikacja DNA i ocena jakosci
350 ng DNA

o Planowanie przebiegu
tgcznie: 10 minut
Przebieg zadan w chmurze: planowanie przebiegu w
centrum sekwencjonowania BaseSpace Sequence Hub
Przebieg zadan recznych: przygotowanie arkusza probek

e Rozmrozenie odczynnikéw do
sekwencjonowania

— e Przygotowanie probek DNA
Odczynnik: FTB

Przygoto-

wanie: . .y
10 minut o Zatadowanie odczynnikow do kasety
Odczynniki: FP1, FT2

e Zainicjowanie serii sekwencjonowania
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Zalecenia dotyczgce wyjsciowego DNA

Jakos¢ genomowego DNA

Przebieg protokotu TruPath Genome wymaga oczyszczonego genomowego DNA (gDNA)
wyizolowanego z komérek lub krwi w probédwkach do pobierania z K2-EDTA, z odpowiednim zestawem
dla kazdego typu probki. Wiecej informacji na temat szerszego zakresu typow probek znajduje sie w
notatce technicznej Wydajnos$¢ systemu TruPath Genome w przypadku prébek réznego rodzaju i réznej
jakosci. Ten przebieg pracy nie jest odpowiedni dla prébek gDNA pozyskanych metodg FFPE ani
ekstrakcji cfDNA. Ocenic¢ jako$¢ gDNA za pomocg jednej z nastepujgcych metod:

* Test gDNA ScreenTape firmy Agilent — uzy¢ narzedzia do analizy regionu, aby ocenié¢ odsetek
fragmentdéw o dtugosci przekraczajgcej 10 i 60 kb. Prébka powinna zawiera¢ co najmniej 50%
fragmentdéw DNA o dtugosci przekraczajgcej 10 kb. Prébki o nizszej jakosci moga w dalszym ciggu
pozwalaé uzyskac dopuszczalne dane sekwencjonowania krotkich odczytow, ale zapewniaja
minimalne dodatkowe dane odlegtosciowe. Aby uzyskaé najlepsze dane odlegtosciowe, nalezy uzyé
probki, w ktérej co najmniej 70% fragmentdw DNA bedzie mie¢ dtugos¢ w przedziale od 10 do
500 kb, a co najmniej 40% od 60 do 500 kb.

* Zestaw Femto Pulse gDNA 165 kb firmy Agilent — prébka powinna uzyska¢ wynik GQN wynoszacy
co najmniej 5,0 przy wartosci progowej 10 kb. Prébki o nizszej jakosci mogg w dalszym ciggu
pozwalac uzyskac dopuszczalne dane sekwencjonowania krotkich odczytow, ale zapewniajg
minimalne dodatkowe dane odlegtosciowe. Aby uzyskacé najlepsze dane odlegtosciowe, nalezy uzy¢
probki o wartosci GQN wynoszacej co najmniej 7,0 przy wartosci progowej 10 kb i co najmniej 4,0
przy wartosci progowej 60 kb.

Instrukcje dotyczace korzystania z urzgdzenia TapeStation lub Femto Pulse firmy Agilent mozna

znalez¢ na stronie internetowej producenta. Aby poprawic¢ jakos¢ DNA i wskazniki odlegtosciowe

TruPath Genome, nalezy uzy¢ zestawu do izolacji DNA o wysokiej masie czgsteczkowej (HMW).

llo§¢ genomowego DNA

Na potrzeby protokotu TruPath Genome zalecana ilo$¢ wejsciowego DNA wynosi 350 ng gDNA na
probke, na pasmo. Nizsze wartosci, do 175 ng, pozwalajg uzyskac dane dotyczgce pokrycia
odlegtosciowego, ale moze dojs¢ do zmniejszenia gtebokosci pokrycia autosomalnego.

* Przed ekstrakcjg prébki krwi nalezy przechowywac przez maksymalnie trzy dni w temperaturze od
2 do 8°C. W przypadku przechowywania prébek dtuzej niz trzy dni nalezy je przechowywacé w
temperaturze od -25 do -15°C.

* Nie dopuszczac do przekroczenia 10 cykli zamrazania i rozmrazania DNA.

* Zmierzy¢ stezenie DNA kazdej prébki za pomocg fluorometru Qubit przy uzyciu testu Qubit zestawu
dsDNA. Patrz strona internetowa producenta.
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Postepowanie z DNA

*  DNA HMW moze by¢ lepkie i tworzy¢ nici, co utrudnia pipetowanie objetosci <20 pl. Docisngé
koncéwke pipety do dna probdwki, aby rozbié nici w prébce i umozliwié¢ doktadne pipetowanie.

* Nie worteksowa¢ DNA HMW.

* Podczas mieszania DNA nalezy uzywac koncéwek pipet o szerokim otworze, aby unikngé
mechanicznego uszkodzenia czgsteczek.
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Materiaty eksploatacyjne i sprzet

Protokot TruPath Genome wymaga nastepujgcych materiatdw eksploatacyjnych i sprzetu:

* Komora przeptywowa C2 (dla dwdch prébek, jedna na pasmo) sparowana z kasetg odczynnikdw
NovaSeq X 1.5B lub komora przeptywowa C8 (dla oSmiu probek, jedna na pasmo) sparowana z

kasetg odczynnikow NovaSeq X 10B.

* Odczynniki protokotu TruPath Genome.

* Ro&zne materiaty eksploatacyjne i wyposazenie dostarczane przez uzytkownika

Materiaty eksploatacyjne/odczynniki TruPath Genome

Materiaty eksploatacyjne zestawu dwuprébkowego
lllumina (Nr kat. 20157406)

Elementy zestawu

Zestaw odczynnikéw TruPath Genome

Komora przeptywowa NovaSeq X Series C2

Wktadka NovaSeq X Series 1.5B Lyo Insert
Kaseta odczynnikéw NovaSeq X Series 1.5B (300 cykli)
Podstawka probdwek biblioteki NovaSeq X Series 1.5B

Kaseta z buforem NovaSeq X Series
Materiaty eksploatacyjne zestawu osmioprébkowego
llumina (N kat. 20157405)

Elementy zestawu

Zestaw odczynnikéw TruPath Genome
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Temperatura

Elementy zestawu .
przechowywania

Komora przeptywowa NovaSeq X Series C8 0Od 2°C do 8°C

Whkiadka NovaSeq X z odczynnikami liofilizowanymi Series 10B 0Od -25°C do
-15°C

Kaseta odczynnikowa NovaSeq X Series 10B (300 cykli) 0d -25°C do
-15°C

Podstawka probowek biblioteki NovaSeq X Series 10B/25B Temperatura
pokojowa

Kaseta z buforem NovaSeq X Series Temperatura
pokojowa

Zestaw odczynnikow TruPath Genome
[llumina (Nr kat. 20138424)

Odczynnik Opis Temperatura przechowywania
FP1 Flow Cell Prep Mix 1 0Od -25°C do -15°C
FT2 Flow Cell Transposome 2 Od -25°C do -15°C
FTB FC Tagment Buffer Od -25°C do -15°C

Materialy eksploatacyjne/wyposazenie dostarczane
przez uzytkownika

Materiaty eksploatacyjne/wyposazenie Dostawca

Mikrowiréwka Ogdlny dostawca laboratoryjny

Fluorometr Qubit 4 Thermo Fisher Scientific, nr kat.
Q33238

Zestaw Qubit dsDNA Assay, HS lub BR Jedna z ponizszych, w zaleznosci od

metody kwantyfikacji:

Test HS Assay, Thermo Fisher
Scientific, nr kat. Q32851 lub
Q32854

Test BR Assay, Thermo Fisher
Scientific, nr kat. Q32850 lub
Q32853
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Materiaty eksploatacyjne/wyposazenie
Woda bez nukleaz

Pipeta jednokanatowa, 1lub 5 ml

Pipeta jednokanatowa, 200 ul

Koncowki pipet o szerokim otworze, 200 pl*

Pipeta jednokanatowa, 20 I

Dostawca

Ogodlny dostawca laboratoryjny
Ogodlny dostawca laboratoryjny
Ogdlny dostawca laboratoryjny
Ogdlny dostawca laboratoryjny

Ogodlny dostawca laboratoryjny

* Podczas pracy z HMW DNA zalecane sg koricowki o pipet o szerokim otworze. Koncowki o standardowym
otworze mogg powodowacd fragmentacje DNA, co prowadzi do mniejszego profilu rozmiaru DNA od wymaganego.
Jesli koncowki pipet o szerokim otworze nie sg dostepne, mozna uzy¢ koncéwek o standardowym otworze,
nalezy jednak unika¢ powtarzajgcych sie cykli aspiracji/dozowania.

Zdecydowanie zaleca sie przeprowadzi¢ ocene jakosci gDNA, aby upewnic¢ sig, ze prébka DNA spetnia
ustalone kryteria jakosci. Ponizszy sprzet i materiaty eksploatacyjne sg odpowiednie do okreslania

wielkosci fragmentow DNA.

Materiaty eksploatacyjne/sprzet (opcjonalnie)

TapeStation

Analiza genomowego DNA

System Femto Pulse

Zestaw do analizy Femto Pulse gDNA 165 kb
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Protokot

W tej czesci opisano protokot TruPath Genome.

Kwantyfikacja gDNA i ocena jakosci

1. Przeprowadzi¢ kwantyfikacje DNA za pomoca fluorometru Qubit z wykorzystaniem zestawu dsDNA.
lllumina zaleca stosowanie roztworu podstawowego gDNA o stezeniu ponizej 100 ng/ul, aby
zapewni¢ wysoka doktadnos¢ kwantyfikacji, oceny jakosci oraz pipetowania w dalszej czesci
protokotu. Docelowa koricowa ilos¢ materiatu wprowadzanego do analizy wynosi 350 ng.

2. Firma lllumina zaleca przeprowadzenie kontroli jakosci DNA przy uzyciu urzgdzenia TapeStation

(tasma gDNA) lub Femto Pulse (zestaw gDNA 165 kb). Specyfikacje dotyczace jakos$ci mozna
znalez¢ w czesci Zalecenia dotyczgce wyjsciowego DNA na stronie 2.

Rysunek 1 Analiza profilu dtugosci fragmentéw wejsciowego gDNA za pomoca urzgdzenia Agilent
TapeStation
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Planowanie przebiegu

Szczegdtowe instrukcje dotyczace planowania przebiegu w module BaseSpace Sequence Hub lub
przygotowania arkusza prébek mozna znalez¢ w Podreczniku uzytkownika oprogramowaniaTruPath
Genome.

Firma lllumina zaleca ustawienie przebiegu ze 151 cyklami na odczyt (2 x 151). Nie przekraczad tgczne;j
liczby 302 cykli. Nie wykonywac cykli indeksowania.
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Rozmrozi¢ odczynniki do sekwencjonowania

Szczegotowa instrukcja dotyczgca rozmrazania odczynnikdéw znajduje sie w czesci Dokumentacja
produktu NovaSeq X Series (nr dokumentu 200027529).

Przygotowanie prébek DNA

1. Wyja¢ odczynniki TruPath Genome z zestawu i rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 20
minut.

* FP1 (niebieski pasek na etykiecie)
* FT2 (czerwony pasek na etykiecie)
* FTB (przezroczysty pasek na etykiecie)

2. Porozmrozeniu odczynniki przechowywac na lodzie przez maksymalnie 4 godziny. Jesli odczynniki
nie sg uzywane, nalezy je ponownie umiesci¢ w zamrazarce.

3. Powoli pieciokrotnie przepipetowac petng objetos¢ FTB i krotko odwirowaé za pomocg wirdwki
stotowe].

4. Dopilnowa¢ prawidtowego rozmrozenia podstawowego roztworu DNA. Powoli pipetowac piec razy,
aby dopilnowaé zupetnego ponownego zawieszenia, zwtaszcza DNA HMW.
Tylko do ponownego zawieszenia zaleca sie koncéwke 200 ul o szerokim otworze.
Otworzy¢ paski probdéwek biblioteki.

6. Na kazdg prébke, do jednej probdwki na prébke z paskéw probdowek biblioteki nalezy dodaé

ponizsze elementy w podanej kolejnosci. Na tym etapie nie sg wymagane koncoéwki o szerokich
otworach.

Upewnic¢ sig, ze probdwka na probke pasuje do wtasciwemu torowi przypisanego w arkuszu

prébek.
Kolejnos¢ Odczynnik Objetos¢
1 Woda bez nukleaz Zmienna (153 ul - objetos¢ podstawowego
roztworu 350 ng gDNA)

2 FTB 17 ul

3 Roztwor podstawowy Zmienna (zaleznie od stezenia podstawowego
350 ng gDNA roztworu gDNA)
Catkowita objetos¢: 170 pl

Jesli przyktadowo stezenie podstawowego roztworu gDNA wynosi 100 ng/ul, wéwczas objetosé
podstawowego roztworu 350 ng gDNA bedzie wynosi¢ 3,5 ul (350 ng + 100 ng/ul). Objetos¢ wody
bez nukleaz wyniesie 149,5 ul (153 pl - 3,5 pl podstawowego roztworu gDNA).

7. Ustawi¢ pipete P200 na 150 pl.
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10.

1.

12.

Uzywajgc nowej koncéwki pipety na kazdg prébke, powoli pipetowad piec razy w celu wymieszania
zawartosci, unikajgc tworzenia pecherzykéw. Upewnic sig, ze na spodzie nie ma powietrza
Zalecana jest koncéwka 200 pl, o szerokim otworze. Nie uzywac koncéwki P1000.

Zamknij paski probdwek biblioteki.

[Opcjonalnie] Krétko odwirowac paski probdéwek i upewnié sig, ze na dnie probdéwek nie ma
powietrza. Patrz Dokumentacja produktu NovaSeq X Series (nr dokumentu 200027529).

Upewnij sie, ze objetos¢ jest taka sama we wszystkich probéwkach.
[

2 3 4 5 6 7 8

Witozy¢ podstawke probdwek bibliotecznych do kasety z odczynnikami i docisngé. Delikatne
klikniecie oznacza, ze paski probéwek biblioteki sg prawidtowo umieszczone. Upewnic sig, ze pasek
probdwek biblioteki lezg ptasko w kasecie.

Zatadowanie odczynnikéw do kasety

Objetosci odczynnikdw okreslone w ponizszych instrukcjach sg takie same dla kaset 1.5B i 10B.

1.

Nie nalezy odwracac rozmrozonej kasety odczynnikéw po dodaniu FP1lub FT2. Patrz
Dokumentacja produktu NovaSeq X Series (nr dokumentu 200027529).

Uzywajac czystej koncowki pipety przebic folie zabezpieczajgcg w pozycjach CP1i CP2 kasety
odczynnikéw.
Pozycje CP1i CP2 sg zaznaczone na ponizszej ilustraciji.
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(i | | Pozycja CP3 nie jest uzywana w przebiegu pracy protokotu TruPath Genome.

2. Delikatnie odwrdcic¢ FP1 (niebieski pasek na etykiecie) kilka razy, aby wymieszac.

3. Uzywajac pipety, przenies¢ 3 ml FP1 do pozycji CP1 kasety.
Catkowita objetos¢ napetnienia wynosi 3 ml. Moze to wymagac uzycia catej zawartosci probdwki
FP1lub tylko jej czesci.

4. Delikatnie odwrdci¢ FT2 (czerwony pasek na etykiecie) kilka razy, aby wymieszac.
Uzywajac pipety, przenies¢ 2,6 ml FT2 do pozycji CP2 kasety.
Catkowita objetos¢ napetnienia wynosi 2,6 ml. Moze to wymagac uzycia catej zawartosci probdwki
FT2 lub tylko jej czesci.

6. Wiozy¢ wktadke z odczynnikami liofilizowanymi do kasety z odczynnikami i docisngé. Styszalne

klikniecie wskazuje, ze wkiadka z odczynnikami liofilizowanymi znalazta sie w potozeniu
docelowym.

7. Kontynuowac standardowg procedure tadowania aparatu. Patrz Dokumentacja produktu NovaSeqg X
Series (nr dokumentu 200027529).
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Zrddta i materiaty referencyjne

W sekcji pomocy dotyczacej testu lllumina na stronie internetowej firmy dostepne sg: oprogramowanie,

materiaty szkoleniowe, informacje na temat zgodnosci produktu oraz ponizsza dokumentacja. Zawsze

nalezy sprawdzac, czy na stronach pomocy technicznej nie ma najnowszych wersiji.

Materiaty dodatkowe

Zasoby

Dokumentacja produktu NovaSeq X

Series

lllumina TruPath Genome Instrukcja

obstugi oprogramowania

TruPath Genome Wydajnosc systemu

Opis
Zawiera informacje techniczne dotyczace

korzystania z produktéw lllumina NovaSeq X Series.

Zawiera informacje techniczne dotyczgce
korzystania z oprogramowania lllumina TruPath
Genome.

Zawiera informacje techniczne dla stosowania

w przypadku probek roznego rodzajui  protokotu TruPath Genome z szerszym zakresem

roznej jakosci

rodzajow prébek.

lllumina TruPath Genome Karta danych  Zawiera informacje techniczne na temat funkcji

Historia wersji

Dokument

Nr dokumentu:
200065852 wer. 01

Nr dokumentu:
200065852 wer. 00

Data

Maj

2026rr.

Luty

2026rr.

Nr dokumentu: 200065852 wer. 01

systemu TruPath Genome.

Opis zmian

Dodano:

» Wyjasnianie informacji na temat zalecen dotyczacych
jakosci wejsciowej DNA.

o Zalecenia dotyczgce odczytu.

Zaktualizowano:

« llustracja przeglgdowa.

o Wykaz materiatéw eksploatacyjnych dostarczanych przez
uzytkownika.

Pierwsze wydanie.

Wylacznie do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Wytacznie do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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