Ulotka dotgczona do opakowania zestawu odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro

Zestaw odczynnikow MiSeq™Dx
Reagent Kit v3 Micro

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO

Przeznaczenie

Zestaw lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro to zestaw odczynnikdw oraz materiatéw
eksploatacyjnych przeznaczonych do sekwencjonowania bibliotek prébek podczas stosowania ze
zweryfikowanymioznaczeniami. Zestaw odczynnikdw MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro jest
przeznaczony do stosowania w potgczeniu z aparatem MiSegDx i oprogramowaniem analitycznym.

Zasady dotyczgce procedury

Funkcje danych wejsciowych w przypadku zestawu odczynnikdw MiSeqgDx Reagent Kit v3 Micro
stanowig biblioteki przygotowane z DNA, w ktérych do sekwencji docelowych dodawane sg indeksy
prébek i sekwencje przechwytywania. Biblioteki prébek sg przechwytywane w komorze przeptywowej

i sekwencjonowane w aparacie przy uzyciu technologii sekwencjonowania przez synteze (SBS,
Sequencing By Synthesis). W technologii SBS stosowana jest metoda terminatora odwracalnego,
stuzgca do wykrywania fluorescencyjnie znakowanych pojedynczych nukleotydéw w miare ich wigzania
w rosngcych tancuchach DNA.

Zestaw MiSegDx Reagent Kit v3 Micro zostat opracowany na potrzeby obstugi przy nizszej
przepustowosci probek w wybranych oznaczeniach w trybie Dx Mode. Instrukcje mozna znalezé
w ulotce dotgczonej do opakowania oznaczenia.

Instrukcje wykonywania sekwencjonowania za pomocg aparatu MiSeqDx zawiera ulotka dotgczona do
opakowania aparatu MiSeqDx w danym kraju, odpowiednia dla okreslonej wersji oprogramowania
aparatu.

Zestaw odczynnikow MiSegDx Reagent Kit v3 Micro jest przeznaczony do stosowania z aparatami
z oprogramowaniem MiSeq Operating Software (MOS) w wer. 4 lub nowszej.

Ograniczenia dotyczgce procedury

* Do celdw diagnostykiin vitro.
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* Qgraniczenia opisane w niniejszej ulotce dotgczonej do opakowania ustalono na podstawie
oznaczen reprezentatywnych i modutéw oprogramowania, w tym modutu analizy wariantéw linii
zarodkowej lokalnego menedzera przebiegu oraz modutu analizy wariantdow somatycznych, ktore
opracowano do oceny skutecznosci oznaczen reprezentatywnych.

* Odczyty zawierajgce insercje, delecje lub ich kombinacje (polimorfizmy typu indel).
Zawartosé o dtugosci > 25 bp nie jest dopasowywana przez oprogramowanie do oznaczen.
W rezultacie oprogramowanie do oznaczen nie wykrywa polimorfizméw typu indel o dtugosci > 25
par nukleotyddw (ang. base pair, bp).

* System zostat zwalidowany do wykrywania wariantéw pojedynczych nukleotyddéw (SNV, Single
Nucleotide Variant) i delecji o dtugosci do 25 bp orazinsercji o dtugosci 24 bp w przypadku
stosowania z oprogramowaniem do wykrywania wariantéw linii zarodkowej lub wariantéw
somatycznych. W przypadku rozpoznawania wariantéw somatycznych przy czestosci wariantéw
wynoszacej 0,05 wykryto delecje o dtugosci 25 bp oraz insercje o dtugosci 18 bp.

* Oprogramowanie do oznaczen moze nie dopasowywac odczytéw amplikonéw z ekstremalng
zawartoscig wariantéw, co prowadzi do zgtoszenia regionu jako typu dzikiego. Taka ekstremalna
zawartosc obejmuje:

— Odczyty zawierajgce ponad trzy polimorfizmy typu indel.

— Odczyty o dtugosci co najmniej 30 bp z zawartoscig SNV > 4% catkowitej dlugos$ci docelowej
amplikonu (z wykluczeniem regionéw sondy)

— Odczyty o dtugosci < 30 bp o zawartosci SNV > 10% catkowitej dtugosci amplikonu
(z uwzglednieniem regionéw sondy).

* Duze warianty, w tym warianty wielonukleotydowe (MNV, Multi-Nucleotide Variant) i duze
polimorfizmy typu indel, moga zostac¢ zgtoszone jako odrebne mniejsze warianty w wyjsciowym
pliku VCF.

* Warianty delecji mogg by¢ filtrowane lub pominiete w przypadku rozciggniecia na dwa sgsiednie
amplikony, jesli dtugos¢ delecji jest wieksza lub rowna natozeniu pomiedzy sgsiednimi amplikonami.

* System nie jest w stanie wykry¢ polimorfizmdéw typu indel, jesli wystepujg bezposrednio obok
startera i nie ma naktadajgcego sie amplikonu. W przypadku regiondw z naktadajgcymi sie
amplikonami oznaczenie nie pozwala wykry¢ delecji, kiedy region natozenia jest mniejszy niz
rozmiar wykrywanej delecji. Na przyktad: jesli region natozenia pomiedzy dwoma sgsiednimi
amplikonami obejmuje dwa nukleotydy, oznaczenie nie pozwala wykry¢ zadnych delec;ji
obejmujgcych oba te nukleotydy. Delecja pojedynczego nukleotydu na dowolnym z tych
nukleotydéw moze zostaé wykryta.

* Podobnie jak w przypadku procedur przygotowania bibliotek opartych na hybrydyzacji, odpowiednie
polimorfizmy, mutacje, insercje lub delecje w regionach wigzan oligonukleotydéw mogg mie¢ wptyw
na badane allele, a w zwigzku z tym na rozpoznania nukleotyddw podczas sekwencjonowania.

Na przyktad:
— Wariant w fazie z wariantem w regionie startera moze nie ulec amplifikacji, dajgc wynik
fatszywie ujemny.
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— Warianty w regionie startera mogg uniemozliwi¢ amplifikacje allelu referencyjnego, prowadzac
do nieprawidtowego wykrycia wariantu homozygotycznego.

— Warianty polimorfizméw typu indel w regionie startera moga doprowadzi¢ do fatszywie
dodatniego rozpoznania pod koniec odczytu w sgsiedztwie startera.

* Polimorfizmy typu indel mozna filtrowa¢ na podstawie obcigzenia systematycznego nici,
jesliwystepujg w poblizu konca odczytu i sg poddawane procesowi soft-clippingu podczas
dopasowania.

* Mate warianty MNV moga nie zosta¢ zwalidowane i sg zgtaszane wytgcznie w module wykrywania
wariantéw somatycznych.

* Delecje sg zgtaszane w pliku VCF we wspétrzednej poprzedniego nukleotydu wedtug formatu VCF.
W zwigzku z tym nalezy uwzgledni¢ sgsiednie warianty przed zgtoszeniem, ze rozpoznanie danego
nukleotydu jest odniesieniem homozygotycznym.

* Ograniczenia specyficzne dla linii zarodkowej:

— Aparat MiSegDx wykorzystujgcy modut analizy wariantéw linii zarodkowej lokalnego menedzera
przebiegu jest przeznaczony do generowania jakosciowych wynikéw rozpoznawania wariantow
linii zarodkowej (np. homozygotycznych, heterozygotycznych, typu dzikiego).

— W przypadku stosowania z modutem do wykrywania wariantow linii zarodkowej minimalne
pokrycie na amplikon niezbedne do doktadnego rozpoznania wariantu wynosi 150x.

W konsekwencji wymaganych jest 150 potwierdzajgcych fragmentdéw DNA, co odpowiada
300 naktadajgcym sie odczytom w trybie sparowanych koncéw. Liczba prébekitgczna liczba
celowanych nukleotydéw wptywajag na pokrycie. Zawarto$¢ GC iinna zawarto$¢ genomowa
moga wptywad na pokrycie.

— Zmiennos¢ liczby kopii moze wptywadé na to, czy wariant zostanie rozpoznany jako homo- czy
heterozygotyczny.

— Warianty w pewnym powtarzalnym kontekscie sg wyfiltrowywane w plikach VCF. Filtr
powtdrzen RMxN jest stosowany do filtrowania wariantéw, jesli cato$¢ lub cze$é sekwencji
wariantu wystepuje powtarzalnie w genomie referencyjnym sagsiadujgcym z pozycjg wariantu.
W przypadku rozpoznawania wariantéw linii zarodkowej potrzeba co najmniej dziewieciu
powtdrzen w regionie referencyjnym do wyfiltrowania wariantu, przy czym uwzgledniane sg
tylko powtdrzenia o dtugosci do 5 bp (R5x9).

* QOgraniczenia swoiste dla wariantow somatycznych:

— Aparat MiSeqDx wykorzystujgcy modut lokalnego menedzera przebiegu do wykrywania
wariantéw somatycznych jest przeznaczony do generowania jako$ciowych wynikow
rozpoznawania wariantéw somatycznych (np. obecnos¢ wariantu somatycznego o czestosci
wystepowania wariantu = 0,026 przy granicy wykrywalnosci wynoszacej 0,05).
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— W przypadku stosowania z modutem do wykrywania wariantéw linii somatycznej minimalne
pokrycie na amplikon niezbedne do doktadnego rozpoznania wariantu wynosi 450x na pule
oligonukleotyddw. W konsekwencji wymaganych jest 450 potwierdzajgcych fragmentéw DNA
na pule oligonukleotyddw, co odpowiada 900 naktadajgcym sie odczytom w trybie sparowanych
koncdéw. Liczba prébekitgczna liczba celowanych nukleotydéw wptywajg na pokrycie.
Zawartos¢ GC iinna zawarto$¢ genomowa mogg wptywac na pokrycie.

— W przypadku rozpoznawania wariantéw somatycznych potrzeba co najmniej szesciu
powtdrzen w regionie referencyjnym do wyfiltrowania wariantu, przy czym uwzgledniane sg
tylko powtdrzenia o dtugosci do 3 bp (R3x6).

— Modut do wykrywania wariantdw somatycznych nie jest w stanie odrézni¢ wariantow linii
zarodkowej od wariantdw somatycznych. Modut jest przeznaczony do wykrywania wariantow
o réznych czestosciach wariantu, jednak czestosci wariantu nie mozna uzy¢ do odréznienia
wariantéw somatycznych od wariantéw linii zarodkowe;j.

— Obecnos¢ prawidtowej tkanki w prébce wptywa na wykrywanie wariantéw. Zgtoszona granica
wykrywalnosci jest oparta na czestosci wariantu wzgledem catkowitego DNA
wyekstrahowanego z tkanki nowotworowej i prawidtowej.

Elementy produktu

Zestaw odczynnikéw lllumina MiSeqgDx Reagent Kit v3 Micro (nr kat. 20063860) zawiera nastepujgce
elementy:

* Bufor do rozciericzania bibliotek, komora przeptywowa i odczynniki poamplifikacyjne

Dostarczane odczynniki

Zestaw odczynnikéw lllumina MiSegDx Reagent Kit v3 Micro to jednorazowy zestaw odczynnikdw

i materiatdw eksploatacyjnych do sekwencjonowania jednego przebiegu co najmniej jednej biblioteki
prébek w aparacie MiSeqgDx. Liczba bibliotek prébek jest zalezna od multipleksowania bedgcego
sktadowg wczesniejszej metody przygotowania biblioteki.

Petng liste odczynnikéw dostarczonych w zestawie zawierajg ponizsze tabele.
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Zestaw odczynnikow MiSeqgDx Reagent Kit v3,
opakowanie 1

Tabela1 Odczynniki po amplifikacji, opakowanie 1

Objetosé

Element llosé . . Skiadniki aktywne Przechowywanie
wypetnienia

Bufor do 1 probdéwka 4,5ml Buforowany roztwér wodny od-25°C

rozcienczen do -15°C

biblioteki

Kaseta zestawu 1szt. Roézne Jednorazowa, fabrycznie od -25°C

odczynnikéw napetniona kaseta do -15°C

MiSeqgDx

Reagent v3

Cartridge Micro Kit
(oznaczona RFID)

Zestaw odczynnikow MiSeqDx Reagent Kit v3,
opakowanie 2

Tabela 2 Odczynniki po amplifikacji, opakowanie 2

Objetoscé
Element llosé e .. Skiadnikiaktywne Przechowywanie
wypetnienia
Roztwér MiSegDx SBS 1butelka 500 ml Buforowany roztwor 0Od 2°C do 8°C
Solution (PR2) wodny
(oznaczony RFID)
Komora przeptywowa 1szt. Nie dotyczy Jednorazowa, szklana 0Od 2°C do 8°C
MiSegDx (oznaczona komora przeptywowa
RFID) w buforowanym

roztworze wodnym, do
sekwencjonowania

w trybie sparowanych
koncéw
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Przechowywanie i sposob
postepowania

* Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

* Nastepujgce odczynniki sg dostarczane w stanie zamrozonym i pozostajg stabilne w temperaturze
0d -25°C do -15°C do podanego terminu waznosci.

— Bufor do rozcienczen biblioteki

— Kaseta zestawu odczynnikéw MiSegDx Reagent v3 Cartridge Micro Kit

UWAGA: Bufor do rozcienczania bibliotek i kaseta odczynnikdw MiSeqDx Reagent Cartridge v3
Micro Kit sg przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i zachowujg stabilnos¢
przez maksymalnie jedno rozmrozenie do temperatury pokojowej przed podanym
terminem waznosci. Po rozmrozeniu kaseta z odczynnikami musi zostaé zatadowana
bibliotekg prébek i natychmiast poddana analizie w aparacie MiSeqgDx. Ewentualnie
rozmrozona kaseta z odczynnikami moze by¢ przechowywana w temperaturze od 2°C
do 8°C nie dtuzej niz 6 godzin, a nastepnie musi zosta¢ zatadowana bibliotekg prébek
i natychmiast poddana analizie w aparacie MiSeqgDx.

* Nastepujgce odczynniki sg dostarczane schtodzone i pozostajg stabilne w temperaturze od 2°C do

8°C do podanego terminu waznosci.

— Roztwdr MiSeqDx SBS Solution (PR2) do sekwencjonowania przez synteze

— Komora przeptywowa aparatu MiSeqDx

Roztwdr MiSeqDx SBS Solution (PR2) i komora przeptywowa MiSeqDx Flow Cell sg przeznaczone
wytgcznie do jednorazowego uzytku.

* Zmiany w fizycznym wygladzie odczynnikdw moga wskazywad na pogorszenie sie stanu
materiatow. Jesli wystgpig zmiany w wygladzie fizycznym (np. oczywiste zmiany koloru odczynnika
lub zmetnienie bedgce oczywistym wynikiem skazenia mikrobiologicznego), nie nalezy uzywa¢é
odczynnikéw.
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Wymagane wyposazenie | materiaty,
sprzedawane osobno

* MiSegDx Instrument, nr kat. DX-410-1001

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

YA

YA

PRZESTROGA

Prawo federalne dopuszcza sprzedaz tego urzadzenia do uzytku lub zlecenia uzytku
wytgcznie przez lekarza lub na jego zlecenie, badz innego specjaliste posiadajgcego wazna
licencje stanu, w ktérym prowadzi praktyke.

OSTRZEZENIE

Ten zestaw odczynnikow zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne.
Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu.
Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch
laboratoryjny odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako
odpady chemiczne i utylizowac je zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi,
krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia

i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS) dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

(Wiecej informacji zawiera sekcja Odczynniki na stronie 1).

* Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne
obnizenie jakosci prébek.

* Nalezy przestrzega¢ srodkdéw ostroznosci dotyczgcych rutynowych badan laboratoryjnych.
Nie nalezy pipetowac ustami. Nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach
roboczych. Podczas postugiwania sie probkamii odczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe
rekawice i fartuchy laboratoryjne. Po zakoniczeniu postugiwania sie probkamiiodczynnikami
testowymi nalezy doktadnie umy¢ rece.

* Przestrzeganie zasad wykonywania prac oraz higieny prac laboratoryjnych jest wymagane,
aby chroni¢ produkty reakcji PCR przed zanieczyszczeniem przez odczynniki, przyrzady lub prébki
genomowego DNA. Zanieczyszczenie produktéw reakcji PCR moze powodowacd niedoktadne
i niepewne wyniki.
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* Aby zapobiega¢ zanieczyszczeniu produktow, nalezy upewnic sig, ze obszary procesu przed
amplifikacjg i po niej zostaty wyposazone w odrebne przyrzady (np. pipety, koricéwki do
pipetowania, mieszadto wirowe i wiréwke).

* Parowanie indeksdw i probek powinno przebiegaé w Scistej zgodnosci z uktadem wydrukowanej
ptytki. Lokalny menedzer przebiegu automatycznie podstawia startery indeksowe zwigzane
z nazwami prébek, jesli zostaty wprowadzone do modutu. Przed rozpoczeciem przebiegu
sekwencjonowania nalezy zweryfikowaé powigzania starteréw indeksowych z prébkami.
Niezgodnosci miedzy uktadem wydrukowanej ptytki a prébka spowodujg utrate rozpoznania proébki
dodatniej i nieprawidtowe dane w raporcie wynikow.

* Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtaszac¢ do firmy
lllumina i wtasciwego organu panstwa cztonkowskiego, w ktérym przebywa uzytkownik i/lub
pacjent.

Instrukcja uzytkowania

Nalezy zapozna¢ sie z ulotkg dotgczong do opakowania aparatu MiSeqDx w danym kraju, odpowiednig
dla okreslonej wersji oprogramowania aparatu.

Charakterystyka dziatania

Nalezy zapoznaé sie z ulotkg dotgczong do opakowania aparatu MiSegDx w danym kraju, odpowiednig
dla okreslonej wersji oprogramowania aparatu.

Historia wersji

Nr dokumentu Data Opis zmiany

Nr dokumentu Maj Pierwsze wydanie.
200008456 wer. 00 2022r.
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wtasnos$¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg
przeznaczone wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych

w niniejszym dokumencie, z wytgczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ nie bedg wykorzystywane ani
rozpowszechniane do innych celéw i/lub publikowane w inny sposdb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy
Illumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajgcych przepisom w zakresie
patentéw, znakdéw towarowych czy praw autorskich ani prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym oséb trzecich.

W celu zapewnienia wtasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje
powinny by¢ $cisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania
tych produktéw nalezy zapoznad sie z cata trescia niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE 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 UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH w NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2022 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wtascicieli. Szczegétowe informacje na
temat znakéw towarowych mozna znalez¢ na stronie www.illumina.com/company/legal.html.

Informacje kontaktowe
ul 3

lllumina
5200 lllumina Way IVD Sponsor australijski
San Diego, California 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (poza Ameryka P6tnhocng) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000

.pp . @ lllumina Netherlands B. V. ]
www.illumina.com Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
The Netherlands

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajdujg sie w kluczu symboli
uzytych w danym zestawie, dostepnym na stronie support.illumina.com.
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