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Suprava reagencii NextSeq " 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov)

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO

Katalogoveé €. 20028871

Zamyslané pouzitie
Suprava reagencii lllumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) je sUprava reagencii a

spotrebného materialu ur€ena na sekvenovanie kniznic vzoriek pri pouziti s validovanymi testami. Tato suprava je
uréena na pouzitie s pristrojom NextSeq 550Dx a analytickym softvérom.

Zasady postupu

Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) je Specializovana jednorazova suprava
reagencii a spotrebného materialu na sekvenovanie v pristroji NextSeq 550Dx. Suprava reagencii NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) pouziva ako vstup kniznice vytvorené z DNA, kde sa indexy vzoriek a
zachytené sekvencie pripajaju k amplifikovanym cielom. Kniznice vzoriek sa zachytavaju na prietokovom ¢lanku a
sekvenuju sa v pristroji pomocou chémie sekvenovania syntézou (SBS, Sequencing by Synthesis). Chémia SBS
pouziva metddu reverzibilného terminatora s cielom detegovat fluorescenéne oznacené samostatné nukleotidové
bazy pri ich zalefiovani do rastucich viakien DNA. PoCet kniznic vzoriek zavisi od multiplexovania podporovaného
metddou ,upstream* pripravy kniznice.

V pisomnej informacii pre pouzivatela pristroja NextSeq 550Dx sa uvadza navod na vykonavanie sekvenovania

v pristroji NextSeq 550Dx.

Vykonnostné charakteristiky a obmedzenia postupu pre supravu reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cyklov) sa stanovili pomocou modulov Germline Variant a Somatic Variant softvéru Local Run Manager.

Obmedzenia postupu

1 Na diagnostické ucely in vitro.
2 Testovaci softvér nezarovnava &itania s indelmi (inzerciami, deléciami alebo kombinaciami), ak je dizka obsahu > 25
parov baz (bp). V dosledku toho testovaci softvér nedokaze detegovat indely s dizkou > 25 bp.
3 Testovaci softvér nemoze zarovnavat Citania amplikonov s extrémnym obsahom, v désledku ¢oho sa oblast vykaze
ako divoky typ. Takyto extrémny obsah zahffa:
Citania obsahujtce viac ako tri indely.
Citania s dizkou aspori 30 bp s obsahom jednonukleotidového variantu (SNV) > 4 % celkovej cielovej dizky
apmlikénu (okrem oblasti prob).
Citania s dizkou < 30 bp s obsahom SNV > 10 % celkovej diZzky amplikénu (vratane oblasti prob).
4 Velké varianty vratane viacnukleotidovych variantov (MNV) a velkych indelov sa mézu vo vystupnom subore VCF
vykazovat ako samostatné menSie varianty.
5  Varianty delécii sa mdé2u pri premosteni dvoch prekryvajicich sa amplikénov filtrovat' alebo vynechat, ak je dizka
delécie rovna prekrytiu medzi prekryvajucimi sa amplikbnmi alebo vaésia ako toto prekrytie.
6 Ak sa indely nachadzaju tesne vedla priméru a chyba prekryvajuci sa amplikon, systém nedokaze tieto indely
detegovat. V pripade oblasti s prekryvajucimi sa amplikbnmi test nedokaze detegovat delécie, ak je oblast prekrytia
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mensSia ako velkost delécie, ktora sa ma detegovat. Napriklad ak oblast’ prekrytia medzi dvoma susediacimi
amplikonmi tvoria dve bazy, test nedokaze detegovat Ziadne delécie zahfiajuce obe tieto bazy. Deléciu jednej bazy
v ktorejkol'vek z tychto baz je mozné detegovat.

7 Rovnako ako pri inom pracovnom postupe pripravy kniznice na baze hybridizacie mézu zakladné polymorfizmy,
mutacie, inzercie alebo delécie vo vazbovych oblastiach oligonukleotidov ovplyviiovat' alely, na ktoré sa zameriava
proba, a nasledne stanovenia vykonané pocCas sekvenovania. Priklad:

Nemusi sa amplifikovat variant vo faze s variantom v oblasti priméru, v désledku ¢oho sa ziska faloSne
negativny vysledok.

Varianty v oblasti priméru by mohli zabranit amplifikacii referencnej alely, v désledku ¢oho by sa nespravne
stanovil homozygotny variant.

Varianty indelov v oblasti priméru mézu spdsobovat’ faloSne pozitivne stanovenie na konci Citania susediaceho
s primérom.

8 Ak sa indely nachadzaju v blizkosti konca jedného Citania a su pocas zarovnania tzv. soft-clipped (mierne
zastrihnuté), tieto indely sa mozu filtrovat v désledku odchylky viakna.

9 Malé MNV neboli validované a vykazuju sa len v module Somatic Variant.

10 Delécie sa vo VCF vykazu na suradnici predchadzajucej bazy podla formatu VCF. Preto v pripade susediacich
variantov treba pred nahlasenim zvazit, ¢i je jednotlivé stanovenie baz homozygotna referencia.

11 Obmedzenia Specifické pre germinalne varianty:

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajuci modul Germline Variant softvéru Local Run Manager pristroja NextSeq
550Dx je ur€eny na poskytovanie kvalitativnych vysledkov na stanovenie germinalnych variantov (napr.
homozygotnych, heterozygotnych, divokého typu).

Ak sa pouziva s modulom Germline Variant, minimalne pokrytie na amplikén potrebné na presné stanovenie
variantov je 150x. V désledku toho sa vyzaduje 150 podpornych fragmentov DNA, ¢o zodpoveda 300
prekryvajucim sa €itaniam z oboch koncov. Na pokrytie ma vplyv pocet vzoriek a celkovy pocet ciefovych baz. Na
pokrytie méze mat’ vplyv obsah GC a iny gendmovy obsah.

Variacia v pocte kopii mdze ovplyvnit' to, €i sa variant identifikuje ako homozygotny alebo heterozygotny.
Varianty v ur¢itom repetitivnom kontexte sa v suboroch VCF odfiltruju. Ak sa cela sekvencia variantu alebo jej
Cast nachadza opakovane v referenénom genome vedla pozicie variantu, na filtrovanie variantov sa pouzije filter
opakovania RMxN. V pripade stanovenia germinalnych variantov sa na filtrovanie variantu vyzaduje minimalne
devat opakovani v referencii a zohladuju sa len opakovania s dizkou do 5 bp (R5x9).

Ak sa v jednom lokuse nachadza indel a SNV, méze to viest k vykazaniu iba jedného variantu.

12 Obmedzenia Specifické pre somatické varianty:

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajuci modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager pristroja NextSeq 550Dx
je ur€eny na poskytovanie kvalitativnych vysledkov na stanovenie somatickych variantov (napr. pritomnost
somatického variantu s frekvenciou variantu = 0,026 s limitom detekcie 0,05).

Ak sa pouziva modul Somatic Variant, minimalne pokrytie na amplikén potrebné na presné stanovenie variantov
je 450x na pool oligonukleotidov. V ddsledku toho sa vyzaduje 450 podpornych fragmentov DNA na pool
oligonukleotidov, ¢o zodpoveda 900 prekryvajucim sa Citaniam z oboch koncov. Na pokrytie ma vplyv pocet
vzoriek a celkovy pocet cielovych baz. Na pokrytie m6ze mat vplyv obsah GC a iny gendmovy obsah.

V pripade stanovenia somatickych variantov sa na filtrovanie variantu vyzaduje minimalne Sest opakovani

v referencii a zohladfuju sa len opakovania s dizkou do 3 bp (R3x6).

Modul Somatic Variant nedokaze rozliSovat medzi germinalnymi a somatickymi variantmi. Modul je uréeny na
detekciu variantov v celom rozsahu frekvencii variantov, frekvenciu variantov vSak nie je mozné pouzit' na
odliSenie somatickych variantov od germinalnych variantov.

Normalne tkanivo vo vzorke ovplyviiuje detekciu variantov. Vykazovany limit detekcie je zalozeny na frekvencii
variantov vzhfadom na celkovd DNA extrahovanu z nadorového aj normalneho tkaniva.

Komponenty supravy reagencii

Kazdy komponent supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) sa dodava
Ysamostatnej Skatuli. Komponenty okamzite uskladnite pri uvedenej teplote, aby sa zabezpedil ich riadny vykon.
Dalej sa uvadza zoznam komponentov supravy reagencii.
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Tabulka 1 Komponenty supravy reagencii

Komponent Mnozstvo PIn!acl Opis Skladovanie*
objem

Kazeta s reagenciami NextSeq 550Dx 1 kazda rézny reagencie na klastrovanie a -25°Caz-15°C

High Output Reagent Cartridge v2 sekvenovanie

(300 cyklov)

Kazeta s pufrom NextSeq 550Dx Buffer 1 kazda rézny pufre a preplachovaci roztok 15°Caz30°C

Cartridge v2 (300 cyklov)

Kazeta s prietokovymi ¢lankami 1 kazda nie je k sklenena prietokova komérka na 2°Caz8°C

NextSeq 550Dx High Output Flow Cell dispozicii jedno pouZitie s ¢itanim z oboch

Cartridge v2.5 (300 cyklov) koncov

Skatula s prisluenstvom NextSeq 1 skimavka 12 ml Pufer na riedenie kniznic -25°Caz-15°C

550Dx Accessory Box (300 cyklov)

*Kazeta s prietokovymi komorkami NextSeq 550Dx v2.5 (300 cyklov) sa prepravuje pri teplote okolia.

Cisla distribucnych Sarzi
Suprava reagencii ma jedno Cislo distribu¢nej Sarze, ktoré sa povazuje za €islo distribuCnej Sarze supravy reagencii.
Na kazdej Skatuli v suprave reagencii je vytlatené Cislo distribu¢nej SarZze supravy reagencii. Na komponentoch
suUpravy reagencii, ktoré sa nachadzaju vnutri Skatul, su vytlacené Cisla distribu¢nych Sarzi Specifické pre tieto
komponenty, ktoré sa liSia od Cisla distribu¢nej Sarze supravy reagencii. Spotrebny material na sekvenovanie
uchovavajte v pévodnych Skatuliach az do jeho pouZitia, aby sa zachovalo spojenie s distribu€nou Sarzou supravy.
Podrobné informacie o Cislach dielov a distribu¢nych Sarzi reagencii najdete v certifikate o analyze supravy reagencii.

Skladovanie a manipulacia

1 lzbova teplota sa vymedzuje ako teplota od 15 °C do 30 °C.

2 Komponenty supravy reagencii su stabilné az do datumu exspiracie na Stitku, pokial sa skladuju pri predpisanych
teplotach.

3 Skatula s prislusenstvom pristroja NextSeq 550Dx a kazeta s reagenciami NextSeq 550Dx Reagent Cartridge su
stabilné poCas maximalne jedného rozmrazenia na izbovu teplotu pred uplynutim stanoveného datumu exspiracie.
Kazeta s reagenciami je po rozmrazeni na izbovu teplotu vo vodnom kupeli stabilna az 6 hodin. Pripadne sa kazeta
s reagenciami méze pred pouzitim rozmrazit a 5 dni uchovavat pri teplote od 2 °C do 8 °C.

4 Zmeny fyzického vzhladu reagencii mézu naznacCovat znehodnotenie materialu. Ak sa po premiesani zmeni fyzicky
vzhlad, napr. zjavne sa zmeni farba reagencii alebo sa objavi zjavny zakal v désledku mikrobialnej kontaminacie,
reagencie nepouzivajte.

Pozadované vybavenie a materialy, ktoré sa predavaju samostatne
Pristroj NextSeq 550Dx, katalogové ¢&. 20005715

Varovania a preventivne opatrenia

é UPOZORNENIE
Federalne zakony obmedzuju predaj, objednanie, pouzivanie alebo objednanie pouzZivania tohto zariadenia na
lekara alebo iného odbornika s licenciou podla prava Statu, v ktorom vykonava prax.

1 Sudprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) obsahuje potencialne nebezpecné
chemikalie. K osobnym zraneniam méze déjst’ v désledku vdychnutia, poZitia, kontaktu s pokoZkou a kontaktu
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s oCami. Noste ochranné prostriedky vratane ochrany oc€i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre toto
nebezpeclenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v stlade
s platnymi regionalnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi.

2 Informacie tykajuce sa ochrany Zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti najdete v karte bezpecnostnych udajov na
stranke support.illumina.com/sds.html.

3 Akékolvek zavazné nehody suvisiace s tymto produktom okamzite nahlaste spolo¢nosti lllumina a prislusnym
organom c¢lenskych Statov, v ktorych méa pouZzivatel a pacient sidlo.

4 Nedodrzanie uvedenych postupov moze viest’ k chybnym vysledkom alebo vyraznému znizeniu kvality vzorky.

5 Pouzivajte bezné laboratérne preventivne opatrenia. Nepipetujte ustami. V uréenych pracovnych priestoroch
nejedzte, nepite a nefajcite. Pri manipulacii so vzorkami a testovacimi reagenciami pouzivajte jednorazoveé rukavice a
laboratérny plast. Po manipulacii so vzorkami a testovacimi reagenciami si dokladne umyte ruky.

6 Vyzaduje sa dodrziavanie spravnych laboratérnych postupov a spravnej laboratérnej hygieny s ciefom zabranit
kontaminacii reagencii, nastrojov a vzoriek genémovej DNA produktmi PCR. Kontaminacia produktmi PCR méze
viest k nepresnym a nespolahlivym vysledkom.

7  Aby sa zabranilo kontaminacii, priestory pred amplifikaciou a po amplifikacii musia mat’ jednoucelové vybavenie
(napr. pipety, pipetoveé Spicky, vortexer a centrifiga).

Navod na pouzitie

Pozrite pisomnu informaciu pre pouzivatela pristroja NextSeq 550Dx a prisluSné referenéné prirucky.

Vykonnostné charakteristiky

Pozrite pisomnu informaciu pre pouzivatela pristroja NextSeq 550Dx.

Historia revizii

Dokument Datum Opis zmeny
Dokument ¢. 1000000073349 November Pridané vyhlasenie o upozorneniach a preventivnych opatreniach pri ohlasovani
v03 2021 zavaznych nehdd.

Pridana tabulka Histéria revizii.

Patenty a ochranné znamky
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Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina®) a st uréené vyluéne na
zmluvné pouZzitie u zakaznika v suvislosti s pouzivanim produktu (produktov) opisaného (opisanych) vtomto dokumente a na ziadny iny ucel. Tento
dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani Sirit na Ziadny iny uc¢el a/alebo inak poskytovat, zverejfiovat alebo reprodukovat akymkolvek
spdsobom bez predchadzajiceho pisomného sthlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na
zaklade patentu, ochrannej znamky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, ¢i podobnych prav tretich stran.

Pokyny vtomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vySkolenym personalom, aby sa zabezpecilo spravne
a bezpecné pouzivanie tu opisaného produktu (produktov). Pred pouzitim takéhoto produktu (produktov) je nutné precitat si cely obsah tohto
dokumentu s porozumenim.

NEPRECITANIE VSETKYCH POKYNOV TU OBSIAHNUTYCH AICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK POSKODENIE
PRODUKTU (PRODUKTOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZIVATELOV ALEBO INYCH OSOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU
AZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA PRODUKT (PRODUKTY).

SPOLOCNOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU OPISANEHO
PRODUKTU (PRODUKTOV) (VRATANE SUCASTI ALEBO SOFTVERU).

© 2021 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

VSetky ochranné znamky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych viastnikov. Informacie o konkrétnych ochrannych znamkach
najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.
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Kontaktné informacie

ul e

Illumina
Australsky zadavatel'

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

+1 800 809 ILMN (4566)
+1 858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Austrélia
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Holandsko

Oznacenie produktu

Uplné informéacie o symboloch, ktoré sa mdzu nachadzat na obale a oznageni produktu, najdete vo vysvetlivkach
symbolov pre vasu sUpravu na stranke support.illumina.com.
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