.MiSeqDx" 3 v. regenty rinkinio ,Micropakuotés lapelis

,MiSeq™Dx" 3 v. reagenty rinkinys
,Micro”

NAUDOTI ,IN VITRO” DIAGNOSTIKAI

Numatytoji paskKirtis

.MiSeqgDx" 3 v. reagenty rinkinys yra reagenty ir eksploataciniy medziagy rinkinys, skirtas méginiy
biblioteky sekoskaitai atlikti naudojant su patvirtintais tyrimais. ,MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinys ,Micro*
skirtas naudoti su,MiSeqDx" prietaisu ir analitine programine jranga.

:

Proceduros principai

Jvesciai ,MiSegDx" 3 v. reagenty rinkinyje ,Micro“ naudojamos bibliotekos, paruostos iS DNR,

kur méginio indeksai ir uzfiksuotos sekos pridedamos prie amplifikuoty taikiniy. Méginiy bibliotekos
uzfiksuojamos pratekamojoje kiuvetéje ir prietaise per sekoskaitg sintezés metu (SBS). Sekoskaitos
sintezés metu (SBS) naudojamas ciklinio grjztamojo blokavimo metodas aptikti fluorescenciskai
pazymeétas pavieniy nukleotidy bazes, kurios yra jtrauktos jaugancias DNR grandines.

.MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinys ,Micro” yra skirtas palaikyti mazesnj méginiy pralaidumg pasirinktiems
tyrimams Dx rezimu. Instrukcijy rasite tyrimo pakuotés lapelyje.

Sekoskaitos naudojant ,MiSegDx" instrumentg instrukcijas zr. atitinkamam regionui ir instrumento
programinés jrangos versijai skirtame ,MiSegDx" instrumento pakuotés lapelyje.

.MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinys ,Micro” skirtas naudoti su prietaisais, kuriuose veikia 4-os arba
naujesnés versijos ,MiSeq" operaciné programiné jranga (MOS).

Proceduros apribojimai

* Naudotiin vitro diagnostikai.

» Siame pakuotés lapelyje apribojimy apibiidinimai pateikti remiantis reprezentatyviaisiais tyrimais
naudojant programinés jrangos modulius, jskaitant ,Local Run Manager”,Germline” varianty modulj
ir ,Somatic” varianty modulj, kurie buvo sukurti siekiant jvertinti reprezentatyviyjy tyrimy nasuma.
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* Nuskaitymai, apimantys intarpus, iSkritas ar jy derinius (intarpus / iSkritas).
llgesnio nei 25 bp turinio programiné jranga nesulygiuoja. Taigi tyrimo programiné jranga neaptinka
didesnio nei 25 baziy poros (bp) ilgio intarpy / iskrity.

* Patvirtinta, kad sistema gali aptikti vieno nukleotido variantus (SNV) ir iki 25 bp iSkritas bei 24 bp
intarpus, kai naudojama su ,,Germline” ir ,Somatic” varainty moduliy programine jranga. Atliekant
somatinj priskyrimg (taikant 0,05 varianty daznj), buvo aptikta 25 bp iSkrity ir 18 bp intarpy.

* Tyrimo programiné jranga gali nesulygiuoti amplikony nuskaitymuy, kuriy varianty turinys yra itin
didelis, todél sritis gali buti deklaruojama kaip nemutantinio tipo. Itin didelio turinio pavyzdziai:

— Nuskaitymai, kuriuose yra daugiau nei trys intarpai / iSkritos

— Maziausiai 30 bpilgio nuskaitymai su SNV turiniu, kurio ilgis yra > 4 % viso amplikono tikslinio
ilgio (iSskyrus zondo sritis)

— Nuskaitymai, kuriy ilgis <30 bp, o SNV turinys >10 % viso amplikony ilgio (jskaitant zondo sritis)

* Dideli variantai, jskaitant multinukleotidy variantus (MNV) ir didelius intarpus / iSkritas, iSvestiniame
VCF faile gali buti pateikiami kaip atskiri mazesni variantai.

* |Skrity variantai gali batiisfiltruojami arba praleidziami, kai apimtyje yra iSdéstyti du amplikonai,
jeiiskritos ilgis yra didesnis uz persidengima tarp iSdéstyty amplikony arba lygus jam.

* Sistema negali aptiktiintarpy / iSkrity, jeijie yra tiesiogiai Salia pradmens ir néra persidengianciy
amplikony. Sri€iy, kuriose yra persidengianciy amplikony, tyrimas negali aptikti iSkrity, kai
persidengimo sritis yra mazesné uz aptinkamo dydzio iSkritg. Pavyzdziui, jei dviejy gretimy
amplikony persidengimo sritis yra dvi bazés, tyrimas negali aptikti jokiy iSkrity, apimanciy abi Sias
bazes. Galima aptikti vienos bazés iSkritg bet kurioje i$ Siy baziy.

* Kaip ir bet kokioje hibridizavimu pagrjstoje bibliotekos paruosimo darbo eigoje, pagrindiniai
polimorfizmai, mutacijos, intarpai ar iSkritos oligonukleotidus riSanciose srityse gali turétijtakos
zonduojamiems aleliams ir atitinkamai sekos nustatymo metu atliekamiems priskyrimams.
Pavyzdziui:

— Variantas fazéje gali buti neamplifikuotas su variantu pradmeny srityje, todél rezultatas gali biti
klaidingai neigiamas.

— Variantai pradmeny srityje gali uzkirsti kelig referentinio alelio amplifikacijai, todél gali jvykti
neteisingas homozigotinio varianto priskyrimas.

— Intarpy / iSkrity variantai pradmeny srityje gali sukelti klaidingg teigiamag priskyrimg nuskaitymo
pabaigoje Salia pradmens.

* Intarpai/ iSkritos gali bati filtruojami dél grandiniy tendencingumo, jei jie atsiranda ties vieno
nuskaitymo pabaiga ir atliekant lygiavimg néra sulygiuojami, taCiau nepasalinami.

* Mazi MNV nebuvo patvirtintiir jtraukiami j ataskaitas tik naudojant ,Somatic” varianty modulj.

* ApieiSkritas praneSama VCF pagal ankstesnés bazés VCF formato koordinate. Todél pries
deklaruodami, kad atskira priskirta bazé yra homozigotinis referentas, patikrinkite greta esancius
variantus.
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* Specifiniai,Germline” apribojimai

.MiSeqDx" instrumentas, naudojantis ,Local Run Manager” ,Germline” varianty modulj,
yra sukurtas kiekybiniams gonocity linijos varianty priskyrimo rezultatams pateikti (pvz.,
homozigotiniam, heterozigotiniam, nemutantinio tipo).

Naudojant kartu su ,Germline” varianty moduliu, maziausia reikalinga apréptis vienam
amplikonui, kad buty gautas tikslaus varianto priskyrimas, yra 150x. Dél to reikia 150
suderinamy DNR fragmenty, o tai prilygsta 300 persidengianciy, pagal galus suporuoty
nuskaitymy. Méginiy skaicius ir bendras tiksliniy baziy skaicius turi jtakos aprépciai. GC kiekis ir
kitas genomo turinys gali turéti jtakos aprépciai.

Kopijy skaiCiaus kitimas gali turéti jtakos tam, ar variantas identifikuojamas kaip homozigotinis,
ar heterozigotinis.

Variantai tam tikruose pasikartojanciuose kontekstuose yra isfiltruojami VCF failuose. Kartotinis
RMxN filtras naudojamas variantams filtruoti, jei visa varianty seka ar jos dalis pakartotinai
matoma referenciniame genome Salia varianto padeéties. Gonocity linijos varianto iSkvietimo
atveju, norint filtruoti variantg, reikia bent devyniy referentinio geno pakartojimuy, ir tinka tik
pakartojimai, ne ilgesnikaip 5 bp (R5x9).

* Somatiniams variantams taikomi apribojimai

.MiSeqDx" prietaisas, naudojantis ,Local Run Manager” ,Somatic” varianty modul;j, yra skirtas
somatiniy varianty priskyrimo kokybiniams rezultatams pateikti (pvz., somatinis variantas,
kurio varianto daznis yra 20,026, o aptikimo riba yra 0,05).

Naudojant kartu su ,,Somatic” varianty moduliu, maziausia reikalinga apréptis vienam
amplikonui, kad buty gautas tikslaus varianto priskyrimas, yra 450x vienam oligonukleotidy
telkiniui. Dél to reikia 450 suderinamy DNR fragmenty oligonukleotidy telkiniui, o tai prilygsta
900 persidengianciy pagal galus suporuoty nuskaitymy. Meginiy skaicius ir bendras tiksliniy
baziy skaicius turi jtakos aprépciai. GC kiekis ir kitas genomo turinys gali turéti jtakos aprépdiai.
Somatinio varianto priskyrimo atveju norint filtruoti varianta, reikia bent SeSiy referentinio geno
pakartojimy, ir tinka tik tie pakartojimai, kuriy ilgis yra iki 3 bp (R3x6).

~Somatic” varianty modulis negali atskirti gonocity linijos ir somatiniy varianty. Modulis
naudojamas norint aptikti variantus plataus intervalo varianty dazniuose, tagiau varianto daznis
negali buti naudojamas norint atskirti somatinius variantus nuo gonocity linijos varianty.

Normalus méginio audinys turi jtakos varianty aptikimui. ] ataskaitg jtraukta aptikimo riba yra

pagrjsta santykiniu varianto dazniu, nustatytu pagal visg DNR, gautg i§ naviko ir normalaus
audinio.

Gaminio komponentai

Jumina MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinj ,Micro” (katalogo Nr. 20063860) sudaro:

* bibliotekos skiedimo buferinis tirpalas, pratekamoji kiuveté ir postampl. reagentai.
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Pateikti reagentai

Jllumina MiSegDx” 3 v. reagenty rinkinys ,Micro” yra vienkartinis reagenty ir eksploataciniy medziagy
rinkinys, skirtas vienos ar keliy méginiy biblioteky vienos serijos sekoskaitai ,MiSeqDx" prietaise atlikti.
Méginiy biblioteky skaicius priklauso nuo multipleksavimo, kurj palaiko ankstesnés bibliotekos
paruoSimo metodas.

Visas Siame rinkinyje pateikty reagenty sgrasas nurodytas tolesnése lentelése.

.MiSeqDx"“ 3 v. reagenty rinkinys ,Micro“, 1-oji dézé

1lent. 1-osios dézés poampl. reagentai

. UZpildymo I " .
Komponentas Kiekis tiiris Veikliosios medziagos Laikymas
Bibliotekos skiedimo 1 mégintuvélis 4,5ml Buferinis vandeninis tirpalas Nuo-25°C
buferinis tirpalas iki—=15°C
.MiSeqDx" 3 v. Tvnt. Jvairus Vienkartiné i$ anksto pripildyta Nuo-25°C
reagenty kasetés kaseté iki=15°C

rinkinys ,Micro”
(pazyméta ,RFID")

.MiSegDx"“ 3 v. reagenty rinkinys ,Micro“, 2-oji dézé

2 lent. 2-osios dézés poampl. reagentai

Lo UZzpildymo S - .
Komponentas Kiekis tiiris Veikliosios medziagos Laikymas
.MiSeqDx" SBS tirpalas 1 buteliukas 500 ml Buferinis vandeninis tirpalas  2-8°C
(PR2) (pazymétas ,RFID")
.MiSeqDx" pratekamoji Tvnt. Netaikoma Vienkartiné pagal galg 2-8°C

kiuveté (pazyméta ,RFID") suporuota stikliné
pratekamoji kiuveté

buferiniame vandeniniame
tirpale
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Laikymas ir naudojimas

* Kambario temperatura apibréziama kaip 15-30 °C temperatira.

* Toliau nurodyti reagentai siunCiami uzsaldytiir, juos laikant temperatiroje nuo -25 °C iki-15 °C,
yra stabilus iki nurodytos galiojimo pabaigos datos.
— Bibliotekos skiedimo buferinis tirpalas

.MiSeqDx" 3 v. reagenty kasetés rinkinys ,Micro”

PASTABA. Bibliotekos skiedimo buferinis tirpalas ir ,MiSegDx" 3 v. reagenty kasetés rinkinys
.Micro” yra skirti naudoti tik vieng kartg ir iSlieka nepakite ne ilgiau kaip vieng atSildyma
iki kambario temperaturos iki nurodytos galiojimo pabaigos datos. AtSildyta reagenty
kaseté turi buti jdéta su méginiy biblioteka ir i$ karto vykdoma ,MiSeqDx" prietaise.
AtSildyta reagenty kaseté taip pat iki 6 valandy gali buti laikoma 2-8 °C temperaturoje,
o tada jdéta su méginiy biblioteka ir i§ karto vykdoma ,MiSeqDx" prietaise.

* Toliau nurodytireagentai siunCiami Saldomiir, juos laikant 2-8 °C temperaturoje, yra stabilus iki
nurodytos galiojimo pabaigos datos.

— ,MiSeqDx" SBS tirpalas (PR2)
— ,MiSeqDx" pratekamoji kiuveté
.MiSeqDx"” SBS tirpalas (PR2) ir ,MiSegDx" pratekamoji kiuvete yra skirti naudoti tik vieng karta.

* Reagenty iSoriniai pokyciai gali reiksti, kad medziagos yra sugadintos. Jei atsiranda iSoriniy pokyciy
(pvz., atsiranda akivaizdziy reagenty spalvos poky¢iy arba drumzliy dél mikrobinés tarsos),
reagenty nenaudokite.

Reikalinga jranga ir medziagos,
parduodama atskirai

* ,MiSeqDx" prietaisas, katalogo Nr. DX-410-1001
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Jspejimail ir atsargumo priemones
A DEMESIO

Pagal federalinius jstatymus §j prietaisg leidZziama parduoti ar uzsakyti tik gydytojui ar kitam
specialistui, kuriam iSduota licencija naudoti ar uzsakyti prietaiso naudojimo paslauga pagal
valstijos, kurioje jis (ji) verCiasi medicinos praktika, jstatymus.

A JSPEJIMAS

Siame reagenty rinkinyje yra galimai pavojingy cheminiy medziagy. Pavojus Zmogui kyla
jkvépus, nurijus, patekus ant odos ir j akis. Dévékite tinkamai nuo pavojaus saugancias
apsaugines priemones, jskaitant akiy apsaugos priemones, pirstines ir laboratorinj chalata.
Su panaudotais reagentais elkités kaip su cheminémis atliekomis ir utilizuokite laikydamiesi
taikomy regiono, nacionaliniy ir vietiniy jstatymy bei teisés akty. Su aplinkosauga, sveikatos
apsauga ir saugumu susijusios papildomos informacijos ieSkokite saugos duomeny lapuose
(SDL) adresu support.illumina.com/sds.html.

(Daugiau informacijos rasite dalyje ,Reagentai” (1 psl.)

* Nesilaikant nurodyty procedury, rezultatai gali buti klaidingi arba gali gerokai pablogéti méginiy
kokybeé.

* Laikykités jprasty laboratoriniy atsargumo priemoniy. Nesiurbkite pipetés burna. Darbo vietoje
nevalgykite, negerkite ir nerukykite. Dirbdami su méginiais ir tyrimo reagentais, muvékite
vienkartines pirstines ir dévékite laboratorinius chalatus. Baige dirbti su méginiais ir tyrimo
reagentais kruops$ciai nusiplaukite rankas.

* Kad PGR produktai neuztersty reagenty, instrumenty ir genomo DNR meéginiy, butina laikytis
tinkamos laboratorinés praktikos ir laboratorinés higienos taisykliy. PGR uzter§imas gali lemti
netikslius ir nepatikimus rezultatus.

* NorédamiiSvengti uzterSimo, pasirtpinkite, kad pries amplifikacijg ir po jos buty naudojama speciali
jranga (pvz., pipetés, pipeciy antgaliai, maiSytuvaiir centrifugos).

* Indekso ir méginio pora turi tiksliai sutapti su atspausdintu plokstelés iSdéstymu. ,Local Run
Manager” automatiskai jveda indeksy pradmenis, susietus su méginiy pavadinimais (kai jie jvedamij
modulj). Prie$ pradédami sekoskaitos seka, patikrinkite indeksy pradmenis, susietus su méginiais.
Nesutampant atspausdintam plokstelés iSdéstymui ir méginiui, prarandama teigiamy méginiy
identifikacija ir pateikiami neteisingi rezultatai.

* Apie rimtus incidentus, susijusius su $iuo gaminiu, nedelsdami praneskite jmonei , lllumina“ bei
valstybés narés, kurioje dirba naudotojas ir (arba) gyvena pacientas, kompetentingai institucijai.
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Naudojimo instrukcijos

Zr. savo regionuiir instrumento programinés jrangos versijai skirtg ,MiSeqDx"“ instrumento pakuotés
lapelj.

Veikimo charakteristikos

Zr. savo regionui ir instrumento programinés jrangos versijai skirtg ,MiSeqDx" instrumento pakuotés
lapelj.

Keitimo istorija

Dokumento Nr. Data Keitimo aprasas
Dokumento Nr. 2022 m. Pirmasis leidimas.
200008456 00 v. geguzé

Patentai ir prekiy zenklai

Sis dokumentas ir jo turinys priklauso ,lllumina, Inc.” ir jos filialams (toliau - ,lllumina®), jis skirtas tik klientui naudoti pagal
sutartj, kiek tai susije su &ia apradyto (-y) produkto (-y) naudojimu, ir jokiu kitu tikslu. Sis dokumentas ir jo turinys negali bati
naudojami ar platinami jokiu kitu tikslu ir (arba) kitaip negali bati pateikiami, atskleidZiami ar atkuriami kokiu nors bidu be
iSankstinio radytinio ,lllumina“ sutikimo. ,lllumina“ Siuo dokumentu neperduoda jokios treciosios Salies licencijos pagal jos
patentg, prekés zenklg, autoriy teises, bendras teises nei panasiy teisiy.

Kvalifikuotas ir tinkamai apmokytas personalas turi grieztai ir aiSkiai vadovautis Siame dokumente pateiktomis instrukcijomis,
kad bty uztikrintas tinkamas ir saugus Siame dokumente aprasyto (-y) produkto (-y) naudojimas. Prie§ naudojant tokj (-ius)
produktg (-us), visas Sio dokumento turinys turi buti iSsamiai perskaitytas ir suprastas.

JEI NEBUS PERSKAITYTOS VISOS CIA PATEIKTOS INSTRUKCIJOS IR JOMIS NEBUS AISKIAI VADOVAUJAMASI, GALIMAS
PRODUKTO (-) PAZEIDIMAS, NAUDOTOJO BEI KITY ASMENY SUZEIDIMAS IR ZALA KITAM TURTUI, BE TO, TAI PANAIKINA
PRODUKTUI (-AMS) TAIKOMOS GARANTIJOS GALIOJIMA.

JILLUMINA“ NEPRISIIMA JOKIOS ATSAKOMYBES, JEI CIA APRASOMAS (-1) PRODUKTAS (-Al) (JSKAITANT DALIS IR
PROGRAMINE JRANGA) NAUDOJAMAS (-1) NETINKAMAI.

© 2022 m. ,lllumina, Inc.”. Visos teisés saugomos.

Visi prekiy zenklai priklauso ,lllumina, Inc.” ar kitiems savininkams. Informacijos apie konkrecius prekiy Zenklus ieSkokite adresu
www.illumina.com/company/legal.html.
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Kontaktineé informacija
l 3

Lllumina”
5200 lllumina Way IVD UZsakovas Australijoje
San Diego, California 92122 JAV Lllumina Australia Pty Ltd”
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (ne Siaurés Amerikoje) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000

App . @ lllumina Netherlands B.V. L
www.illumina.com Australija

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nyderlandai

Gaminio zenklinimas

Visg informacijg apie simbolius, kuriy gali bati ant gaminiy pakuodiy ir etikeciy, rasite jusy rinkinio
simboliy legendoje, pateiktoje adresu support.illumina.com.
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