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NextSeq™ 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 Cycles)

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON

Luettelonumero 20028871

Aiottu kayttotarkoitus

lllumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) on reagenssi- ja tarvikesarja, joka on
tarkoitettu naytekirjastojen sekvensointiin vahvistettuja maarityksia kayttamalla. Sarja on tarkoitettu kaytettavaksi
550D x-laitteen ja analyysiohjelmiston kanssa.

Menetelman periaatteet

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) on tiettyyn kayttédn suunniteltu kertakéyttéinen
reagenssi- ja tarvikesarja NextSeq 550Dx -laitteella sekvensointiin. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 Cycles) kayttaa kayttaa syotteena DNA:sta luotuja kirjastoja, joissa ndyteindeksit ja kaappaussekvenssit
lisdtddn monistettuihin kohteisiin. Naytekirjastot kaapataan virtauskyvettiin ja sekvensoidaan laitteeseen
synteesin (SBS-kemian) avulla. SBS-kemiassa kaytetdan palautuvan terminaattorin menetelméaa fluoresoivasti
merkittyjen yksittaisten nukleotidiemasten havaitsemiseen, kun ne sisallytetdan kasvaviin DNA-saikeisiin.
Naytekirjastojen maara riippuu alkupaan kirjastovalmistelumenetelméan tukemasta multipleksoinnista.

NextSeq 550Dx -laitteen pakkausselosteessa annetaan ohjeet sekvensoinnin suorittamiseen NextSeq 550Dx -
laitteella.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) -sarjan suorituskykyominaisuudet ja rajoitukset
luotiin kdyttdamalla Local Run Managerin Germline Module- ja Somatic Variant Module -moduuleja.

Menetelman rajoitukset

1 In vitro -diagnostiseen kayttdon.

2 Indeleita (insertiot, deleetiot tai yhdistelmat) siséltavia readeja, joissa sisallén pituus on > 25 eméasparia (bp), ei
kohdisteta maaritysohjelmistossa. Taman vuoksi indelit, joiden pituus on > 25 bp, eivat ole todettavissa
maaritysohjelmistossa.

3 Maaritysohjelmisto ei ehkd kohdista amplikonin readeja, joissa on &arimmainen siséltd, jolloin alue ilmoitetaan
wild-tyyppiseksi. Téllainen &&rimmainen sisélté on muun muassa seuraavanlaista:

Enemman kuin kolme indelia siséltavat readit

Read-pituudet, jotka ovat vahintaén 30 bp ja joiden yksittdisen nukleotidivariantin (SNV) pitoisuus on > 4 %
amplikonin kokonaiskohdepituudesta (sondialueet pois lukien)

Readit, joiden pituus on < 30 bp ja joiden SNV-sisélté on > 10 % kokonaisamplikonipituudesta (sondialueet
mukaan lukien)

4 Suuret variantit, muun muassa moninukleotidivariantit (MNV:t) ja suuret indelit, voidaan ilmoittaa erillisina
pienempina variantteina VCF-tuotostiedostossa.

5 Deleetiovariantit voidaan suodattaa tai jattdd huomiotta, kun alueena on kaksi vierekkaistd amplikonia, mikali
deleetiopituus on suurempi tai yhta suuri kuin vierekkaisten amplikonien vélinen paallekkaisyys.

6 Jarjestelma ei pysty toteamaan indeleitd, mikali ne ilmenevat valittdmasti alukkeen vieressé ja mikali
paallekkaista amplikonia ei ole. Alueilla, joilla on paallekkaisia amplikoneja, maarityksellé ei voida todeta
deleetioita, kun paallekkaisyysalue on pienempi kuin todettavan deleetion koko. Mikali kahden vierekkaisen
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amplikonin valinen paallekkéisyysalue on esimerkiksi kaksi emasta, maarityksella ei voida todeta deleetioita,
joihin molemmat emékset sisaltyvat. Yksittdisen eméksen poisto jommankumman eméksen kohdalla voidaan
todeta.

Kuten minka tahansa hybridisaatiopohjaisen kirjaston valmistelutyénkulun yhteydessa, piilevat polymorfismit,

mutaatiot, lisdykset tai poistot oligonukleotideja sitovilla alueilla saattavat vaikuttaa tutkittaviin alleeleihin ja nain

ollen sekvensoinnin aikana tehtyihin tunnistuksiin. Esimerkkeja:
Varianttia faasissa, jossa on variantti alukealueella, ei ehk& amplifioida, jolloin tuloksena saadaan vaara
negatiivinen tulos.
Alukealueella olevat variantit saattavat estéa viitealleelin amplifikaation, mik& johtaa virheelliseen
homotsygoottisen variantin tunnistamiseen.
Alukealueella olevat indelivariantit saattavat aiheuttaa vaaran positiivisen tunnistuksen alukkeen vieressa
olevan readin paassa.
Indelit voidaan suodattaa saikeen vaaristymén vuoksi, jos ne ilmenevat yhden readin paan lahella ja jos ne
leikataan pehmeasti kohdistuksen aikana.
Pienia MNV-kohteita ei ole validoitu, ja ne vain ilmoitetaan somaattisessa varianttimoduulissa.
Deleetioista ilmoitetaan VCF:ssa VCF-formaatin edellisen eméksen koordinaateissa. Nain ollen ota huomioon
viereiset variantit ennen kuin ilmoitat yksittdisen emastunnistuksen homotsygoottiseksi viitteeksi.
lturatakohtaiset rajoitukset:
NextSeq 550Dx -laite, jossa kaytetdaan Local Run Managerin Germline Variant Module -moduulia NextSeq
550Dx:lle, on suunniteltu antamaan kvalitatiivisia tuloksia ituradan varianttien tunnistamiseksi (esim.
homotsygoottinen, heterotsygoottinen, wild-tyyppi).
Germline Variant Module -moduulin kanssa kaytettyna oikeelliseen variantin tunnistamiseen tarvitaan
vahintaédn 150x:n kattavuus amplikonia kohti. Taméan vuoksi tarvitaan 150 tukevaa DNA-fragmenttia, mika
vastaa 300 paallekkaista paired-end-readia. Naytteiden maara ja kohdennettujen emasten kokonaismaara
vaikuttavat kattavuuteen. GC-pitoisuus ja muu genomipitoisuus saattavat vaikuttaa kattavuuteen.
Jaljennésmaarien variaatio saattaa vaikuttaa siihen, tunnistetaanko variantti homotsygoottiseksi vai
heterotsygoottiseksi.
Tietyssa toistuvassa kontekstissa variantit suodatetaan pois VCF-tiedostoissa. RMxN-toistosuodatinta
kaytetdan suodattamaan variantteja, mikali varianttisekvenssi on osittain tai kokonaan toistuvasti lasna

varianttiaseman viereisessé viitegenomissa. lturadan variantin tunnistamisessa tarvitaan vahintdan yhdeksan

toistoa viitteess4, jotta variantti voidaan suodattaa, ja huomioon otetaan vain toistot, joiden pituus on

enintdan 5 bp (R5x9).

Yksittaisessa lokuksessa oleva indeli ja SNV saattavat johtaa vain yhdesta variantista ilmoittamiseen.
Somaattis-spesifiset rajoitukset:

NextSeq 550Dx -laite, jossa kaytetaan Local Run Managerin Somatic Variant Module -moduulia NextSeq

550Dx:lle, on suunniteltu antamaan kvalitatiivisia tuloksia somaattisen variantin tunnistamiseen (esim.

sellaisen somaattisen variantin lasnéolo, jonka taajuus on > 0,026 ja maarityksen tunnistusraja 0,05).

Somatic Variant Module -moduulin kanssa kaytettyna oikeelliseen variantin tunnistamiseen tarvitaan

vahintaén 450x:n kattavuus oligonukleotidipoolia kohti. TAméan vuoksi tarvitaan 450 tukevaa DNA-

fragmenttia oligonukleotidipoolia varten, mika vastaa 900 paallekkaista paired-end-readia. Naytteiden maara

ja kohdennettujen eméasten kokonaisméaara vaikuttavat kattavuuteen. GC-pitoisuus ja muu genomipitoisuus
saattavat vaikuttaa kattavuuteen.

Somaattisen variantin tunnistamisessa tarvitaan vahintaan kuusi toistoa viitteessé, jotta variantti voidaan
suodattaa, ja huomioon otetaan vain toistot, joiden pituus on enintdén 3 bp (R3x6).

Somaattinen varianttimoduuli ei voi tehdé eroa ituradan ja somaattisten varianttien valilla. Moduuli on
suunniteltu toteamaan variantteja varianttien taajuusalueiden poikki, mutta varianttien taajuutta ei voida
kayttaa erottamaan somaattisia variantteja ituratavarianteista.

Néytteessa oleva nommaali kudos vaikuttaa varianttien toteamiseen. limoitettu toteamisraja perustuu
varianttitaajuuteen suhteessa seka tuumorista ettéd normaalista kudoksesta poimittuun kokonais-DNA:han.

Marraskuu 2021



Reagenssisarjan osat

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kitv2.5 (300 Cycles)

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) kukin osa toimitetaan erillisessa laatikossa. Varastoi
tarvikkeet viipymatta ilmoitettuun lampétilaan oikean suorituskyvyn varmistamiseksi. Seuraavassa on luettelo

reagenssisarjan osista.

Taulukko 1 Reagenssisarjan osat
Osa Maara

NextSeq 550Dx High Output 1 kutakin
Reagent Cartridge v2 (300 cycles)

NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 1 kutakin

(300 cycles)

NextSeq 550Dx High Output Flow 1 kutakin
Cell Cartridge v2.5 (300 cycles)

NextSeq 550Dx Accessory Box 1 putki
(300 cycles)

Tayttotilavuus

Vaihtelee

Vaihtelee

12 ml

Kuvaus

Klusterointi- ja
sekvensointireagenssit

Puskurit ja pesuliuos

Kertakayttéinen, parillinen paa,
lasinen virtauskyvetti

Kirjaston laimennuspuskuri

*NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 Cycles) toimitetaan ympariston lampétilassa.

Eranumerot

Varastointi*
—25...-15 °C

15-30 °C

2-8 °C

-25...-15 °C

Reagenssisarjalla on yksi eranumero, johon viitataan reagenssisarjan eranumerona. Reagenssisarjan kuhunkin
laatikkoon on painettu reagenssisarjan eranumero. Laatikoiden sisalla oleviin reagenssisarjan osiin on painettu
osakohtaiset erdnumerot, jotka eroavat reagenssisarjan eranumerosta. Pida sekvensointitarvikkeet laatikoissaan,

kunnes olet valmis kayttamaan niita, jotta sarjan vastaavuudet sailyvat. Katso reagenssisarjan

analyysisertifikaatista reagenssien osanumeroiden ja erdnumeroiden tarkat tiedot.

Sallytys ja kasittely

Huoneen lampétilan méaaritelmana on 15-30 °C.
2 Reagenssisarjan sarjan komponentit ovat stabiileja etiketissa mainittuun vanhenemispaivamaaraan asti, kun ne
sdilytetdan ilmoitetuissa sailytyslampétiloissa.
3 NextSeq 550Dx -tarvikelaatikko ja NextSeq 550Dx -reagenssikasetti ovat stabiileja enintdén yhden
huoneenldampddn sulatuksen verran ennen maaritettyd vanhenemispéivaa. Reagenssikasetti on stabiili enintédan
6 tunnin ajan, kun se sulatetaan huoneenlampdisessa vesihauteessa. Vaihtoehtoisesti reagenssikasettia voidaan
sulattaa 2-8 °C:n lampétilassa enintdan 5 vuorokauden ajan ennen kayttoa.
4  Reagenssien fyysisen ulkoasun muutos voi olla osoitus materiaalien huononemisesta. Jos sekoittamisen
jalkeen ilmenee fyysisen ulkoasun muutoksia, kuten reagenssin varin ilmiselvida muutoksia tai
mikrobikontaminaatiolle ominaista sakkaisuutta, ala kayta reagensseja.

Tarvittavat, erikseen myytavat valineet ja materiaalit
NextSeq 550Dx -laite, luettelonumero 20005715

Varoitukset ja varotoimet

é HUOMIO
USA:n liittovaltion laki rajoittaa tdmén laitteen myyntia niin, ettd sen saa myyda vain laakari tai muu
terveydenhoidon ammattilainen, jolla on kyseisen osavaltion luvat ammatin harjoittamiseen. Sama

koskee laitteen kaytt6a tai sen maarédamista kayttéon.

Marraskuu 2021

Asiakirjanro 1000000073349 VvO3FIN | 3



NextSeq 550Dx High Output Reagent Kitv2.5 (300 Cycles)

1 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) sisaltdd mahdollisesti vaarallisia kemikaaleja.
Henkildvahinkoja voi aiheutua hengittdmisesté, nielemisesta seka iho- ja silmakosketuksesta. Kayta
altistumisriskia vastaavia henkilénsuojaimia, kuten silmiensuojaimia, suojakasineita ja laboratoriotakkia.
Kasittele kaytettyja reagensseja kemiallisena jatteena ja havita ne sovellettavien alueellisten, kansallisten ja
paikallisten lakien ja sdaddsten mukaisesti.

2 Katso ymparist64a, terveytta ja turvallisuutta koskevia tietoja kayttdturvallisuustiedotteesta (KTT) osoitteessa
support.illumina.com/sds.html.

3 Kaikki tdhan tuotteeseen liittyvat vakavat onnettomuudet on vélitté masti ilmoitettava llluminalle ja toimivaltaisille
viranomaisille siina valtiossa, missa kayttija ja potilas ovat.

4 Jos annettuja ohjeita ei noudateta, tuloksena voi olla virheellisia tuloksia tai ndytteiden laadun merkittéava
heikentyminen.

5 Noudata normaaleja laboratoriotyén varotoimia. Al pipetoi suun avulla. Ala syé, juo tai tupakoi tydhdn varatuilla
alueilla. Kaytéa kertakayttbisia hansikkaita ja laboratoriotakkeja, kun kasittelet naytteitéa tai méaritysreagensseja.
Pese kadet huolellisesti ndytteiden ja koereagenssien késittelyn jalkeen.

6 On noudatettava asianmukaisia laboratoriotydn kayténteita ja hyvaa laboratoriotyén hygieniaa, jotta reagenssit,
laitteet ja DNA-genomindytteet eivat kontaminoituisi. PCR-kontaminaatio voi aiheuttaa epatarkkoja ja
epéluotettavia tuloksia.

7 Jotta kontaminoituminen voidaan vélttda, varmista, ettd monistusta edeltévan ja sen jalkeisen ty6n alueilla on
omat laitteet ja varusteet (esimerkiksi pipetit, pipettikarjet, vorteksilaite ja sentrifugi).

Kayttoohjeet

Katso NextSeq 550Dx -laitteen pakkausselostetta ja asianmukaisia viiteoppaita.

Suorituskykyominaisuudet
Katso NextSeq 550Dx -laitteen pakkausselostetta.

Versiohistoria

Asiakirja Paivamaara Muutoksen kuvaus
Asiakirjanro 1000000073349 Marraskuu Lisatty varoitukset ja varotoimet vakavista vaaratilanteista ilmoittamisesta.
v03 2021 Lisatty versiohistoriataulukko.

Patentit ja tavaramerkit

Tama asiakirja ja sen sisaltd ovat lllumina, Inc:n ja sen tytaryhtiéiden (’lllumina”) omaisuutta, ja ne on tarkoitettu ainoastaan Illluminan
asiakkaiden sopimuskaytt6on tassa kuvattujen tuotteiden kayttoon liittyen eikd mihink&&n muuhun tarkoitukseen. Taté asiakirjaa ja
sen sisaltéa ei saa kayttaa tai jakaa missddn muussa tarkoituksessa ja/tai valittaa, paljastaa tai jaljentda millaan muulla tavoin ilman
llluminalta ennakkoon saatua kirjallista lupaa. lllumina ei télla asiakirjalla luovuta mitdan kayttéoikeuksia sen patentti-, tavaramerkki-,
tekijanoikeus- tai tapaoikeuksien nojalla eikd vastaavien kolmansien osapuolten oikeuksien nojalla.

Tasséa kuvattuja tuotteita saa kayttaa vain pateva ja asianmukaisesti koulutettu henkildékunta noudattamalla tasmallisesti tassa
asiakirjassa annettuja ohjeita, jotta tuotteiden asianmukainen ja turvallinen kaytt6 voidaan taata. Asiakirjan sisélt6 on luettava ja
ymmarrettava kokonaisuudessaan ennen naiden tuotteiden kayttoa.

MIKALI TASSA ANNETTUJA OHJEITA EI LUETA JA TASMALLISESTI NOUDATETA, SEURAUKSENA VOI OLLA TUOTTEIDEN
VAURIOITUMINEN, HENKILOVAHINKOJA JOKO KAYTTAJILLE TAI MUILLE JA MUITA OMAISUUSVAHINKOJA, MINKA LISAKSI
TUOTTEITA MAHDOLLISESTI KOSKEVAT TAKUUT MITATOITYVAT.

ILLUMINA EI OLE VASTUUSSA TASSA KUVATTUJEN TUOTTEIDEN VAARINKAYTOSTA (MUKAAN LUKIEN TUOTTEEN OSAT JA
OHJELMISTO).

© 2021 lllumina, Inc. Kaikki oikeudet pidatetaan.

Kaikki tavaramerkit ovat lllumina, Inc:n tai niiden vastaavien omistajien omaisuutta. Tarkemmat tavaramerkkitiedot annetaan
osoitteessa www.illumina.com/company/legal.html.
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Yhteystiedot

ul e

Hllumina
Rahoittaja Australiassa

5200 lllumina Way
San Diego, Califomia 92122 U.S.A. IVD lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building

+1 800 809.ILMN (4566)
+1 858 202 4566 (Pohjois-Amerikan ulkopuolella) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melboume, VIC 3000

techsupport@illumina.com
Illumina Netherlands B. V. Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Alankomaat

www.illumina.com

Tuotteiden merkinnat

Katso tuotteen pakkauksessa ja merkinndissa kéytettyjen symbolien selitykset osoitteesta support.illumina.com.
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