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Sada reagencii NextSeq™ 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cykI()

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
Katalogoveé €. 20028871

UcCel pouziti
Sada reagencii lllumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykl() je sada reagencii a spotfebnich

materialt uréenych pro sekvenovani knihoven vzorkd pfi provadéni validovanych rozbor(. Tato sada je uréena
k pouziti s analytickym softwarem a pfistrojem NextSeq 550Dx.

Principy postupu

Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) je specialni sada reagencii a spotfebnich
materialt uréena k jednorazovému pouziti pfi sekvenovani v pfistroji NextSeq 550Dx. Jako vstup tato sada reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykl() pouziva knihovny vytvofené z DNA, kdy se indexy vzork(
a zachycené sekvence pfipojuji k amplifikovanym cilim. Knihovny vzorkl se zachyti v priitokové kyveté a jsou
pfistrojem sekvenovany pomoci technologie syntézy sekvenovanim (SBS). Technologie SBS vyuziva metodu
reverzibilniho terminatoru k detekci fluorescenéné zna¢enych jednotlivych nukleotidovych bazi tak, jak se zaclefiuji do
rostoucich fetézci DNA. Pocet knihoven vzorkd zavisi na multiplexaci podporované upstream metodou pfipravy
knihovny.

V pfilozené dokumentaci k pfistroji NextSeq 550Dx je uveden navod na provadéni sekvenace na pristroji NextSeq
550Dx.
Vykonnostni charakteristiky a omezeni postupu pro sadu reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cykll) byly stanoveny pomoci modulti Germline Variant (Varianty zarode¢né linie) a Somatic Variant (Somatické
varianty) softwaru Local Run Manager.

Omezeni postupu

1 Uréeno k diagnostice in vitro.
2 Assay Software nefadi ¢teni s indely (inzercemi, delecemi nebo kombinacemi), jejichz délka obsahu je >25 bazovych
paru (bp). Proto indely o délce >25 bp nejsou pro Assay Software Zjistitelné.
3 Assay Software nemusi fadit ¢teni amplikond s extrémnim obsahem, coZ ma za nasledek, Ze dana oblast se vykaze
jako divoky typ. Takovyto extrémni obsah zahrnuje:
Cteni obsahujici vice nez tii indely
Cteni o délce miniméalné 30 bp s obsahem jednonukleotidové varianty (SNV) >4 % celkové cilové délky
amplikonu (kromé oblasti sondy)
Cteni o délce <30 bp s obsahem SNV >10 % celkové délky amplikonu (v&etn& oblasti sondy)
4 Velké varianty, v€etné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indell, mohou byt ve vystupnim souboru VCF
vykazany jako samostatné mensi varianty.
5 Varianty deleci mohou byt pfi pfemosténi dvou prekryvajicich amplikon( filtrovany nebo opomenuty, je-li délka
delece vétsi nez prekryv mezi prekryvajicimi amplikony, nebo se mu rovna.
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Systém nedokaze detekovat indely, pokud sousedi pfimo s primerem a neni zde zadny prekryvajici amplikon.

U oblasti s pfekryvajicimi amplikony rozbor nedokaze detekovat delece, pokud je oblast prekryti mensi nez velikost
delece, ktera se ma detekovat. Pokud napfiklad oblast prekryti dvou sousedicich amplikon zahrnuje dvé baze,
rozbor nedokaze detekovat zadné delece véetné téchto dvou bazi. Delece jedné baze na kterékoliv z téchto bazi
zjiSténa byt maze.

Podobné jako u jakéhokoliv pracovniho postupu pfipravy knihovny na bazi hybridizace mohou vlastni polymorfismy,
mutace, inzerce i delece ve vazebnych oblastech oligonukleotidl ovlivnit alely, na néz sonda cili, a tedy i signaly
uskute¢néné v prabéhu sekvenovani. Pfiklad:

Varianta ve fazi s variantou v oblasti primeru nemusi byt amplifikovana, coz mé za nasledek fale$né negativni

vysledek.

Varianty v oblasti primeru by mohly zabranit amplifikaci referen¢ni alely, coz by vedlo k nespravnému signalu

homozygotni varianty.

Varianty indel(l v oblasti primeru mohou zpUsobit fale$né pozitivni volani na konci ¢teni pfilehlého k primeru.
Pokud se indely vyskytnou pobliZ konce jednoho ¢teni a béhem sefazeni se jemné pfipnou, Ize je kvili vychyleni
vlaken filtrovat.

Malé MNV se nepotvrdi a jsou vykazany pouze v modulu pro analyzu somatickych variant.

Delece se vykazou ve VCF na soufadnici pfedchazejici baze v souladu s formatem VCF. Proto se v pfipadech
pfiléhajicich variant musi zvazit, nez se vykaze, ze signal individualni baze je homozygotni reference.
Omezeni specificka pro germinalni postup:

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajici modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro NextSeq 550Dx je

uréen k poskytovani kvalitativnich vysledkd volani germinalnich variant (napf. homozygotnich, heterozygotnich,

divokého typu).

P¥i pouziti s modulem pro analyzu germinalnich variant je pro pfesné volani variant potfeba minimalni pokryti na

amplikon 150x. V dasledku toho je potfeba 150 podptrnych fragmentt DNA, coz odpovida 300 pfekryvajicim se

pair-end ¢tenim. Pocet vzorkl a celkovy cileny pocet bazi ovliviiuje pokryti. Pokryti mize byt ovlivnéno obsahem

GC a jinym genomickym obsahem.

Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni nebo heterozygotni, mize byt ovlivnéno variabilitou poctu

kopii.

Varianty v urc¢itém opakujicim se kontextu se vyfiltruji do soubor(i VCF. Pro filtrovani variant v pfipadech, kdy se

cela nebo CasteCna sekvence varianty objevuje v referenénim genomu pfiléhajicim k pozici varianty opakované,

se pouziva filtr opakovani RMxN. V pfipadé signalu varianty zarodec¢né linie vyzaduje filtrace varianty minimalné
devét opakovani v referenci, pficemz se zohledni pouze opakovani o délce do 5 bp (R5x9).

Vyskytuje-li se v jednom lokusu indel a SNV, mlze to vést k tomu, Ze se vykaze pouze jedna varianta.

12 Specificka omezeni tykajici se somatickych variant:

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajici modul Somatic Variant softwaru Local Run Manager pro NextSeq 550Dx je
navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky signalu somatickych variant (napf. pfitomnost somatické
varianty s ¢etnostni varianty 20,026 s limitem detekce 0,05).

Pfi pouziti s modulem pro analyzu somatickych variant je pro pfesné volani variant potfeba minimalni pokryti na
amplikon 450x na oligonukleotidovy fond. Na jeden fond oligonukleotidl je tedy zapotfebi 450 podplrnych
fragmentl DNA, coz odpovida 900 prekryvajicim se pair-end ¢tenim. Pocet vzork(l a celkovy cileny pocet bazi
ovliviiuje pokryti. Pokryti mdze byt ovlivnéno obsahem GC a jinym genomickym obsahem.

U volani somatickych variant je pro filtrovani varianty potfeba alespor Sest opakovani v referenci, pfiemz se
berou v Uvahu pouze opakovani o délce max. 3 bp (R3x6).

Modul pro analyzu somatickych variant nedokaze rozlidit mezi germinalnimi a somatickymi variantami. Modul je
ur€en k detekovani variant v celé fadé frekvenci variant, ale frekvenci variant nelze pouzit k rozliSeni somatickych
variant od germinalnich variant.

Detekci variant ovliviiuje normalni tkan ve vzorku. Vykazana mez detekce je zaloZena na frekvenci variant
vzhledem k celkové DNA izolované z nadoru a z normaini tkané.
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Komponenty sady reagencii

Kazda komponenta sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklu) se dodava v samostatné
krabi¢ce. Komponenty ihned uskladnéte pfi uréenych teplotach, aby byla zajiSténa jejich spravna funkce. Nize je
uveden seznam komponent sady reagencii.

Tabulka 1 Komponenty sady reagencii
Objem

Komponenta Mnozstvi .. Popis Skladovani*
plnéni

Zasobnik s reagenciemi NextSeq Po jedné Ruzné Reagencie pro tvorbu klastri a -25az-15°C

550Dx High Output Reagent Cartridge sekvenovani

v2 (300 cykld)

Zasobnik s pufrem NextSeq 550Dx Po jedné Ruzné Pufrovany a promyvaci roztok 15az30°C

Buffer Cartridge v2 (300 cykl()

Zasobnik s pritokovou kyvetou Po jedné Neni Sklenéna prutokova kyveta pro paired- 2az8°C

NextSeq 550Dx High Output Flow Cell k dispozici end sekvenovani k jednorazovému

Cartridge v2.5 (300 cyklt) pouziti

Sada s pfisluSenstvim NextSeq 550Dx 1 zkumavka 12ml Pufr pro diluci knihovny -25az-15°C

Accessory Box (300 cykl()

*Zasobnik s pratokovou kyvetou NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykld) se pfepravuje pfi teploté okolniho prostredi.
Cisla sarzi
Sada reagencii je oznadena jednim &islem $arZe, které se nazyva &islo $arze sady reagencii. Cislo $arze sady
reagencii je vytisténo na kazdé krabi¢ce v sadé reagencii. Komponenty sady reagencii, jeZ jsou v krabi¢kach uloZeny,
jsou oznaceny vytiSténymi Cisly Sarze konkrétnich komponent, ktera se od Cisla Sarze sady reagencii liSi. Spotfebni

material pro sek’venovém' skladujte v ptivodnich krabi¢kach, dokud nebude pouzit, aby se zachovalo spojeni mezi
sadou a Sarzi. Udaje o katalogovych Cislech a €islech Sarzi jsou uvedeny v analytickém certifikatu.

Skladovani a manipulace

1 Pokojova teplota je definovana jako 15 az 30 °C.

2 Komponenty sady reagencii jsou stabilni, pokud jsou uskladnény pfi uvedenych teplotach skladovani, do data
exspirace uvedeného na stitku.

3 Sada s prislusenstvim NextSeq 550Dx a zasobnik s reagenciemi NextSeq 550Dx jsou stabilni maximalné po jednom
rozmrazeni na pokojovou teplotu pfed uvedenym datem exspirace. Zasobnik s reagenciemi je stabilni po dobu
6 hodin po rozmrazeni ve vodni lazni pokojové teploty. Alternativné Ize zasobnik s reagenciemi rozmrazit pfi teploté
2 az 8 °C max. 5 dni pfed pouzitim.

4 Zmeény fyzického vzhledu reagencii mohou znamenat poskozeni materiald. Dojde-li ke zméné fyzického vzhledu po
smiseni, napfiklad ke zjevnym zménam barvy reagencii nebo vyskytu zakalu typického pro mikrobialni kontaminaci,
reagencie nepouzivejte.

Pozadované vybaveni a materialy, prodavané samostatné
NextSeq 550Dx Instrument, katalogove €. 20005715
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Varovani a preventivni opatreni

é UPOZORNENI
Podle federalnich zakon( se prodej tohoto zdravotnického prostfedku omezuje na prodej Iékafem nebo jinym

drzitelem povoleni k pouzivani tohoto zdravotnického prostfedku ¢i vystaveni poukazu na tento prostredek
v daném staté nebo na prodej na zakladé jimi vystaveného poukazu.

Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklt) obsahuje potencionalné nebezpecéné
chemikalie. Vdechovanim, pozitim, stykem s kuzi a vniknutim do o¢i muze dojit k poranéni. Pouzivejte ochranné
pomlcky v€etné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi
reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zdkony a normami platnymi ve vasi
zemi.

Informace tykajici se ochrany Zivotniho prostiedi, zdravi a bezpecCnosti prace naleznete na bezpecénostnich listech
(SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

Neprodlené nahlaste veSkeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spolecnosti lllumina a pfislusSnym
organum ¢lenskych statu, ve kterych plsobi uzivatel a pacient.

Nedodrzeni uvedenych postupl mlze vést k chybnym vysledklim nebo vyznamnému snizZeni kvality vzorku.
Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech nejezte,
nepijte ani nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru pouzivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plasté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru si diikladné umyjte ruce.

Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe a hygieny, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii, nastroju a
genomickych vzorkd DNA produkty PCR. Kontaminace PCR muze vést k nepfesnym a nespolehlivym vysledkiim.
Aby se zabranilo kontaminaci, zajistéte, aby vybaveni v pre-amplifikaénich a post-amplifikacnich prostorach (napf.
pipety, Spicky pipet, vortexova tfepacka a odstfedivka) bylo dedikované.

Navod k pouziti

Viz pfilozena dokumentace k pfistroji NextSeq 550Dx a pfisluSné referencni pFirucky.

Vykonnostni charakteristiky

Viz pfiloZzena dokumentace k pfistroji NextSeq 550Dx.

Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény
Dokument €. 1000000073349 Listopad Byla pfidana ¢ast Varovani a preventivni opatfeni tykajici se hlaSeni zavaznych
v03 2021 udalosti.

Byla pridana tabulka historie revizi.

Patenty a ochranné znamky

4

Tento dokument a jeho obsah je viastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spoleénosti (dale jen ,lllumina®). Slouzi vyluéné
zakaznikovi ke smluvnim ucelim v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktu a k Zzadnému jinému Gcelu. Tento dokument a jeho obsah nesmi
byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym uc¢elem ani jinak sdélovan, zvefejfiovan ¢i rozmnozovan bez pfedchoziho pisemného souhlasu spole¢nosti
llumina. Spolec¢nost lllumina nepfedava timto dokumentem zadnou licenci na svuj patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i prava na zakladé
zvykoveého prava ani zadna podobna prava tretich stran.

Pokyny vtomto dokumentu musi byt dusledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné proskolenym personalem, aby bylo zaji§téno spravné
a bezpecné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktl beze zbytku predist a
pochopit.
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NEDODRZEN| POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU ANA DUSLEDNE DODRZOVANI ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST
K POSKOZEN{ PRODUKTU, PORANENI OSOB, AT UZ UZIVATELU CI JINYCH OSOB, APOSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICi SE NA PRODUKT.

SPOLEGNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITI ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VCETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2021 lllumina, Inc. V8echna prava vyhrazena.

VSechny ochranné znameky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFislusnych vlastnikd. Informace o konkrétnich ochrannych
znamkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni udaje

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way Australsky sponzor

San Diego, Kalifornie 92122 U.S.A. IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1 858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com Illumina Netherlands B.V. Australie

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nizozemsko

v

Stitky na produktech

Uplné vysvétleni symbold, které se mohou objevit na baleni a oznageni produkt(, naleznete v prehledu symbolG pro
vasi sadu na adrese support.illumina.com.
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