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Zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq ™ 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles)

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
Nr kat.: 20028871

Przeznaczenie

Zestaw odczynnikéw na 300 cykli lllumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) to zestaw
odczynnikdw oraz materiatow eksploatacyjnych przeznaczonych do sekwencjonowania bibliotek probek podczas
stosowania ze zweryfikowanym oznaczeniami. Zestaw jest przeznaczony do stosowania w potgczeniu z aparatem
NextSeq 550Dx i oprogramowaniem analitycznym.

Zasady dotyczgce procedury

Zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) to specjalistyczny
jednorazowy zestaw odczynnikdéw oraz materiatdow eksploatacyjnych przeznaczonych do sekwencjonowania

w aparacie NextSeq 550Dx. Funkcje danych wejsciowych w przypadku zestawu na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) stanowig biblioteki generowane z DNA, w ktérych do amplifikowanych
sekwencji docelowych dodawane sg indeksy probek i sekwencje przechwytywania. Biblioteki probek 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. Liczba bibliotek prébek jest zalezna od multipleksowania bedgcego
sktadowg wczesniejszej metody przygotowania biblioteki.

Instrukcje przeprowadzania sekwencjonowania za pomocg aparatu NextSeq 550Dx zawiera ulotka dotgczona do
opakowania aparatu NextSeq 550Dx.
Charakterystyke dziatania produktu oraz ograniczenia procedury obowigzujgcej dla zestawu na 300 cyKkli

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) okreslono z wykorzystaniem modutéw analizy wariantéw
linii zarodkowej i analizy wariantéw somatycznych lokalnego menedzera przebiegu.

Ograniczenia dotyczgce procedury

1 Do celéw diagnostyki in vitro.

2 Oprogramowanie do oznaczen nie dopasowuje odczytéw z polimorfizmami typu indel (insercjami, delecjami badz ich
kombinacjami), w przypadku ktérych dtugosé zawartosci wynosi > 25 par nukleotydéw (bp, base pair). W rezultacie
oprogramowanie do oznaczen nie wykrywa polimorfizméw typu indel o dtugosci > 25 bp.

3 Oprogramowanie do oznaczeh moze nie dopasowywac odczytéw amplikondéw z ekstremalng zawartoscia, co
prowadzi do zgtoszenia regionu jako typu dzikiego. Taka ekstremalna zawartos¢ obejmuje:

Odczyty zawierajgce ponad trzy polimorfizmy typu indel.

Odczyty o dtugosci co najmniej 30 bp z wariantem pojedynczego nukleotydu (SNV, single nucleotide variant)

> 4% catkowitej dlugosci docelowego amplikonu (z wykluczeniem regionéw sondy).

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

4 Duze warianty, w tym warianty wielonukleotydowe (MNV, Multi-Nucleotide Variant) i duze polimorfizmy typu indel,
mogg zostac zgtoszone jako odrebne mniejsze warianty w wyjsciowym pliku VCF.
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5 Warianty delecji mogg by¢ filtrowane lub pominiete w przypadku rozciggniecia na dwa sasiednie amplikony, jesli
dtugosc¢ delecji jest wigksza lub réwna natozeniu pomiedzy sgsiednimi amplikonami.

6  System nie jest w stanie wykry¢ polimorfizméw typu indel, jesli wystepujg bezposrednio obok startera i nie ma
naktadajgcego sie amplikonu. W przypadku regionéw z naktadajgcymi sie amplikonami oznaczenie nie pozwala
wykry¢ delecji, kiedy region natoZzenia jest mniejszy niz rozmiar wykrywanej delecji. Na przyktad: jesli region natozenia
pomiedzy dwoma sgsiednimi amplikonami obejmuje dwa nukleotydy, oznaczenie nie pozwala wykry¢ Zadnych delecji
obejmujgcych oba te nukleotydy. Delecja pojedynczego nukleotydu na dowolnym z tych nukleotydow moze zostac
wykryta.

7  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 nukleotydéw podczas sekwencjonowania. Na przyktad:

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

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

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

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

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

11 Ograniczenia specyficzne dla linii zarodkowej:

Aparat NextSeq 550Dx, korzystajgcy z modutu lokalnego menedzera przebiegu w systemie NextSeq 550Dx do
wykrywania wariantéw linii zarodkowej, jest przeznaczony do dostarczania jakosciowych wynikow rozpoznawania
wariantéw 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 fragmentéw DNA, co odpowiada 300 naktadajgcym sie odczytom w trybie sparowanych
koncéw. Liczba probek itgczna liczba celowanych nukleotydéw wptywajg na pokrycie. Zawarto$¢ GC iinna
zawartos¢ genomowa mogg wptywacé na pokrycie.

Zmiennos¢ liczby kopii moze wptywac na to, czy wariant zostanie rozpoznany jako homo- czy heterozygotyczny.
Warianty w pewnym powtarzalnym kontekscie sg wyfiltrowywane w plikach VCF. Filtr powtorzen RMxN jest
stosowany do filtrowania wariantéw, jesli catos¢ lub czes¢ sekwencji wariantu wystepuje powtarzalnie w genomie
referencyjnym sasiadujgcym z pozycjg wariantu. W przypadku rozpoznawania wariantow linii zarodkowej potrzeba
co najmniej dziewieciu powtdrzen w regionie referencyjnym do wyfiltrowania wariantu, przy czym uwzgledniane
sg tylko powtorzenia o dtugosci do 5 bp (R5x9).

Polimorfizm typu indel oraz wariant SNV w pojedynczym locus moze skutkowac¢ zgtoszeniem tylko jednego
wariantu.

12 Ograniczenia swoiste dla wariantéw somatycznych:

Aparat NextSeq 550Dx, wykorzystujgcy modut do wykrywania wariantéw somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu, jest przeznaczony do dostarczania jakosciowych wynikoéw w celu rozpoznawania wariantéw
somatycznych (np. obecnosci wariantu somatycznego o czestosci wystepowania wariantu = 0,026 przy granicy
wykrywalnosci wynoszacej 0,05).

W przypadku stosowania z modutem do wykrywania wariantow linii somatycznej minimalne pokrycie na amplikon
niezbedne do doktadnego rozpoznania wariantu wynosi 450x na pule oligonukleotydéw. W konsekwenc;ji
wymaganych jest 450 potwierdzajgcych fragmentéw DNA na pule oligonukleotydéw, co odpowiada

900 nakfadajgcym sie odczytom w trybie sparowanych koncow. Liczba probek itgczna liczba celowanych
nukleotydéw wptywajg na pokrycie. Zawartos¢ GC iinna zawarto$¢ genomowa mogg wptywac na pokrycie.
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W przypadku rozpoznawania wariantow linii somatycznej potrzeba co najmniej szesciu powtorzen w regionie
referencyjnym do wyfiltrowania wariantu, przy czym uwzgledniane sg tylko powtérzenia o dtugosci do 3 bp

(R3x6).

Modut do wykrywania wariantow somatycznych nie jest w stanie odrozni¢ wariantow linii zarodkowej od
wariantow somatycznych. Modut jest przeznaczony do wykrywania wariantéw o roznych czestosciach wariantu,
jednak czestosci wariantu nie mozna uzy¢ do odroznienia wariantow somatycznych od wariantéw linii zarodkowe;.
Obecnos¢ prawidtowej tkanki w probce wptywa na wykrywanie wariantéw. Zgtoszona granica wykrywalnosci jest
oparta na czestosci wariantu wzgledem catkowitego DNA wyekstrahowanego z tkanki nowotworowej

i prawidtowe;.

Elementy zestawu odczynnikéw

Kazdy element zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) jest
dostarczany w osobnym opakowaniu. Nalezy niezwtocznie umiescic¢ elementy we wskazanej temperaturze w celu
zapewnienia poprawnego dziatania. Ponizej znajduje sie lista elementow zestawu.

Tabela 1 Elementy zestawu odczynnikow

Element llos¢ Objetcfsc_
wypetnienia

Kaseta z odczynnikami na 300 cykli 1szt. Rézne
NextSeq 550Dx High Output Reagent
Cartridge v2 (300 cycles)
Kaseta zbuforem na 300 cykli NextSeq 1 szt. Rézne
550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cycles)
Kaseta zkomorg przeptywowg na 1 szt. Nd.
300 cykli NextSeq 550Dx High Output
Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles)
Zestaw akcesoriow na 300 cykli 1 probowka 12ml

NextSeq 550Dx Accessory Box
(300 cycles)

Opis

Odczynniki do klastrowania
i sekwencjonowania

Bufory iroztw6r ptuczacy

Jednorazowa, szklana komora

przeptywowa
(sekwencjonowanie w trybie
sparowanych koncow)

Bufor do rozcienczen biblioteki

Przechowywanie*

0Od -25°C do -15°C

0d 15°C do 30°C

0Od 2°C do 8°C

0Od -25°C do -15°C

* Kaseta z komorg przeptywowa na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles) jest dostarczana w temperaturze otoczenia.

Numery partii

Zestaw odczynnikéw posiada pojedynczy numer partii, ktory jest uznawany za numer partii zestawu odczynnikéw. Na
kazdym opakowaniu w zestawie odczynnikow jest nadrukowany numer partii zestawu odczynnikow. Na elementach
zestawu odczynnikéw znajdujgcych sie wewnatrz opakowan sg nadrukowane numery partii specyficzne dla elementu,
ktére réznig sie od numeru partii zestawu odczynnikéw. W celu zachowania powigzania z numerem partii zestawu
materiaty eksploatacyjne do sekwencjonowania nalezy przed uzyciem przechowywaé w opakowaniach. Szczegdtowe
informacje na temat numeréw katalogowych i numeréw partii odczynnikéw, patrz certyfikat analizy zestawu

odczynnikéw.

Przechowywanie i sposob postepowania

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

2  Elementy zestawu odczynnikdow zachowujg stabilno$¢ do terminu waznosci podanego na etykiecie pod warunkiem
przechowywania we wskazanych temperaturach przechowywania.

3 Zestaw akcesoriow NextSeq 550Dx i kaseta z odczynnikami NextSeq 550Dx zachowujg stabilnos¢ przez maksymalnie
jedno rozmrazanie do temperatury pokojowej przed podanym terminem waznosci. Kaseta z odczynnikami zachowuje
stabilnos¢ przez maksymalnie 6 godzin po rozmrozeniu w tazni wodnej o temperaturze pokojowej. Alternatywnie
kasete z odczynnikami mozna rozmrozi¢ w temperaturze od 2°C do 8°C nie wczesniej niz 5 dni przed uzyciem.
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4 Zmiany w fizycznym wygladzie odczynnikéw moga wskazywaé na pogorszenie sie stanu materiatéw. Jesli po

wymieszaniu wystgpia zmiany w wygladzie fizycznym, takie jak oczywiste zmiany koloru odczynnika lub zmetnienie
widoczne w wyniku skazenia mikrobiologicznego, odczynnikow nie nalezy uzywac.

Wymagane wyposazenie i materiaty, sprzedawane osobno

Aparat NextSeq 550Dx, nrkat.: 20005715

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

ﬁ PRZESTROGA
Prawo federalne dopuszcza sprzedaz tego urzgdzenia do uzytku lub zlecenia uzytku wytacznie przez lekarza

lub na jego zlecenie, badz innego specjaliste posiadajgcego wazng licencje stanu, w ktérym prowadzi
praktyke.

Zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) zawiera potencjalnie
niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowac uszczerbek
na zdrowiu. Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowa¢ jako odpady chemiczne i utylizowac je zgodnie
z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi.

Informacje dotyczace ochrony $rodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS, Safety Data
Sheet) dostepna na stronie support.illumina.com/sds.html.

Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwiocznie zgtasza¢ do firmy Illumina i wtasciwych
organow panstw cztonkowskich, w ktorych przebywajg uzytkownik i pacjent.

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

Nalezy przestrzegac srodkow ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy pipetowac
ustami. Nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas postugiwania sie
probkami i odczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy laboratoryjne. Po zakonczeniu
postugiwania sie probkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie umyc¢ 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 powodowac niedoktadne i niepewne wyniki.

Aby zapobiega¢ zanieczyszczeniu produktéw, nalezy upewnic sie, ze obszary procesu przed amplifikacjg i po niej
zostaly wyposazone w odrebne przyrzady (np. pipety, koncowki do pipetowania, mieszadto wirowe i wiréwke).

Instrukcja uzytkowania

Patrz ulotka dotgczona do opakowania aparatu NextSeq 550Dx i odpowiednie instrukcje obstugi.

Charakterystyka dziatania

Patrz ulotka dotgczona do opakowania aparatu NextSeq 550Dx.

Historia wersji

4

Dokument Data Opis zmiany
Nr dokumentu 1000000073349 Listopad Dodano oswiadczenie ,Ostrzezenia i Srodki ostroznosci” dotyczace zgtaszania
wer. 03 POL 2021r. powaznych incydentow.

Dodano tabele z historig wersiji.
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wiasnosc firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone wytgcznie do
uzytku zgodnego zumowg przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, zwytlgczeniem innych
celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie beda wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celéw i/lub publikowane w inny sposob,
ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licenciji
podlegajgcych przepisom w zakresie patentow, znakéw towarowych czy praw autorskich ani prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym os6b
trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny by¢ Scisle
przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktdéw nalezy zapoznac sie

z cafg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE
MOZE SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ
USZKODZENIE INNEGO MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.
FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWLASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI

| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2021 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

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

Informacje kontaktowe

ul C€

lllumina

5200 lllumina Way Sponsor australijski

San Diego, California 92122, USA IVD lllumina Australia Pty Ltd

+1 800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1 858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocng) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. 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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