MiSegDx Reagent Kit v3 Package Insert

MiSeq™Dx Reagent Kit v3

ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU

Namjena

lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 skup je reagensa i potroSnog materijala namijenjenih za sekvenciranje
biblioteka uzoraka za upotrebu s odobrenim analizama. MiSeqDx Reagent Kit v3 namijenjen je za
upotrebu s instrumentom MiSeqDx i analiti¢kim softverom.

Nacela postupka

MiSeqDx Reagent Kit v3 kao ulaz upotrebljava biblioteke pripremljene iz DNK-a u koje se u ciljne
vrijednosti dodaju prikupljene sekvence i indeksi uzorka. Biblioteke uzoraka izraduju se na protoCnom
¢lanku i sekvenciraju na instrumentu kemijskim postupkom sekvenciranja sintezom (SBS). U kemijskom
postupku SBS upotrebljava se metoda reverzibilnog terminatora za otkrivanje fluorescentno oznacenih
baza s jednim nukleotidom dok se oni umecu u rastu¢e DNK lance.

Upute za sekvenciranje na instrumentu MiSegDx potrazite u dokumentu MiSegDx Instrument Package
Insert za svoju regiju i verziju softvera instrumenta.

Ogranicenja postupka

* Zain vitro dijagnostiku.

* QOgrani€enja opisana u ovim uputama utemeljena su na reprezentativnim analizama i modulima
softvera, ukljucujuci Germline Variant Module i Somatic Variant Module softvera Local Run Manager,
koji su razvijeni u svrhu procjene radnih znacajki uz reprezentativne analize.

» Citanja koja sadrze insercije, delecije i njihove kombinacije (indela).

Softver za analizu nije uskladen sa sadrzajem duljine > 25 bp. Sukladno tome, softver za analizu ne
moze prepoznatiindele duljine > 25 baznih parova (bp).

* Kad se upotrebljava sa softverom Germline Variant Module i Somatic Variant Module, sustav je
validiran za otkrivanje jednonukleotidnih varijanti (SNV-ova) i do 25 bp delecija te 24 bp insercija.
Za odredivanje somatskih stanica pri frekvenciji varijanti 0,05 otkriveno je 25 bp delecijai 18 bp
insercija.
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* Softver za analizu mozda nece uskladiti o¢itanja amplikona koja sadrze ekstremne varijante, $to
znaci da ¢e to podrucje biti prepoznato kao populacija divljeg tipa. Medu takve ekstremne sadrzaje
pripada sljedede:

— ¢itanja koja obuhvadaju vise od triindela

— (Citanja duljine najmanje 30 bp sa sadrzajem jednonukleotidnih varijanti > 4 % ukupne ciljne
duljine amplikona (bez probnih podrucja)

— Citanja duljine < 30 bp with SNV content > 10 % ukupne duljine amplikona (uklju€ujuci probna
podrucja)

* Mozda Ce velike varijante, ukljuujuci visenukleotidne varijante (MNV-ove) i velike indele, u izlaznoj
VCF datoteci biti prepoznate kao zasebne manje varijante.

* Delecijske varijante mogu se filtrirati ili preskociti kad se protezu kroz dva poplo¢ana amplikona ako
je duljina brisanja veca od preklapanja izmedu poplo¢anih amplikona ili jednaka njemu.

* Sustav ne moze prepoznati indele ako se pojave izravno uz primer, a nema preklapajuéeg
amplikona. U podruéjima s amplikonima koji se preklapaju analiza ne moze prepoznati brisanja kad je
podrucje preklapanja manje od veli€ine brisanja koje treba prepoznati. Primjerice, ako podrucje
preklapanja izmedu dvaju susjednih amplikona Cine dvije baze, analiza ne moze prepoznati nijedno
brisanje koje ukljuCuje obje te baze. Brisanje sa samo jednom bazom na mjestu bilo koje od tih baza
moze se prepoznati.

* Kao kod svakog tijeka rada pripreme biblioteke temeljene na hibridizaciji, postojeci polimorfizmi,
mutacije, insercije ili delecije u podrucjima vezanja oligonukleotida mogu utjecati na testirane alele i,
sukladno tome, odluke koje se donose tijekom sekvenciranja. Na primjer:

— Varijanta u fazi s varijantom u podrucju primera mozda nece biti amplificirana, $to ¢e uzrokovati
lazno negativan rezultat.

— Varijante u podrucju primera mogu sprijeciti amplifikaciju referentne alele, $to ¢e uzrokovati
netocno prepoznavanje homozigotne varijante.

— Varijante indela u podruc¢ju primera mogu na kraju €itanja neposredno uz primer uzrokovati lazno
pozitivno prepoznavanje.

* Indeli se mogui filtrirati zahvaljujudi pristranosti niza ako se pojave pri kraju jednog ¢itanja i softverski
se ,odrezu” tijekom kalibracije.

* QOcitanja kod malih MNV-ova nisu validirana i oni se prepoznaju samo u modulu Somatic Variant
Module.

* Delecije se u VCF-u prijavljuju na koordinati prethodne baze u skladu s VCF formatom. Stoga prije
nego $to pojedinacno otkrivanje baze prijavite kao homozigotnu referencu, razmotrite radili se o
susjednim varijantama.

* QOgrani¢enja specifi¢na za linije spolnih stanica:

— Instrument MiSeqDx s modulom Germline Variant Module softvera Local Run Manager

namijenjen je za dobivanje kvalitativnih rezultata za raspoznavanje varijanti linija spolnih stanica
(npr. homozigotne, heterozigotne, divljeg tipa).
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Kad se upotrebljava s modulom Germline Variant Module, minimalna pokrivenost po amplikonu
potrebna za to¢no prepoznavanje varijante iznosi 150x. Stoga je potrebno 150 potpornih
fragmenata DNK-a, $to odgovara brojci od 300 ¢itanja s uparenim krajevima koja se preklapaju.
Broj uzoraka i ukupan broj ciljanih baza utje¢u na pokrivenost. GC sadrzaji i drugi genomski
sadrzaji mogu utjecati na pokrivenost.

Varijacija broja kopija moZe utjecati na to prepoznaje li se varijanta kao homozigotnaili
heterozigotna.

Varijante u odredenom repetitivnom kontekstu filtriraju se u VCF datotekama. Filtar za
ponavljanja RMxN upotrebljava se za filtriranje varijanti ako se cijela sekvenca varijante ili njen
dio ponavljaju u referentnom genomu uz polozaj varijante. Kod raspoznavanja varijanti linija
spolnih stanica nuzna su barem devet ponavljanja u referenci da bi se varijanta filtrirala te se
pritom uzimaju u obzir samo ponavljanja duzine do 5 bp (R5x9).

* OgraniCenja specifiCna za somatske stanice:

Instrument MiSegDx s modulom Somatic Variant Module softvera Local Run Manager namijenjen
je za dohvacanje kvalitativnih rezultata za raspoznavanje somatskih varijanti (npr. prisutnost
neke somatske varijante s frekvencijom varijante = 0,026 uz ograni¢enje prepoznavanja od
0,05).

Kad se upotrebljava s modulom Somatic Variant Module, minimalna pokrivenost po amplikonu
potrebna za to¢no prepoznavanje varijante iznosi 450x po oligonukleotidnoj zalihi. Stoga je
potrebno 450 potpornih fragmenata DNK-a po oligonukleotidnoj zalihi, $to odgovara brojci od
900 citanja s uparenim krajevima koja se preklapaju. Broj uzoraka i ukupan broj ciljanih baza
utjeCu na pokrivenost. GC sadrzaji i drugi genomski sadrzaji mogu utjecati na pokrivenost.

Pri raspoznavanju somatskih varijanti nuzno je barem Sest ponavljanja u referenci da bi se
varijanta filtrirala te se pritom uzimaju u obzir samo ponavljanja duljine do 3 bp (R3x6).

Somatic Variant Module ne razlikuje varijante linija spolnih stanica od somatskih varijanti. Modul
je namijenjen za otkrivanje varijanti u rasponu frekventnosti varijanti, ali se frekventnost varijanti
ne moze upotrebljavati za razlikovanje somatskih varijanti od varijanti linija spolnih stanica.
Normalno tkivo u uzorku utje€e na prepoznavanje varijanti. Otkriveno ograni¢enje
prepoznavanja temelji se na frekventnosti varijante u odnosu na ukupni DNK izdvojen iz tumora i
normalnog tkiva.

Komponente proizvoda

lllumina MiSegDx Reagent Kit v3, kataloski broj: 20037124 sastoji se od sljedecéih komponenti:

* pufera zarazrjedivanje biblioteke, proto¢nog ¢lanka i reagensa za nakon amplifikacije
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Prilozeni reagensi

lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 jednokratni je skup reagensa i potrosSnog materijala za sekvenciranje
jedne obrade biblioteke uzoraka ili vise njih na instrumentu MiSeqDx. Broj biblioteka uzoraka ovisi o
multipleksiranju koje podrzava prethodno upotrijebljena metoda pripreme biblioteka.

Popis svih reagensa koji se nalaze u kompletu pronadi ¢ete u sljedeéim tablicama.

MiSegDx Reagent Kit v3, kutija 1

Tablica1 Reagensi za nakon amplifikacije u kutiji 1

.. Volumen L. .

Komponenta Kolicina . Aktivni sastojci
ispune

Pufer za 1 4,5ml Puferirana vodena otopina
razrjedivanje epruveta
biblioteke
MiSeqDx Tu Razni Jednokratni unaprijed napunjeni
Reagent v3 svakom spremnik
Cartridge (RFID-
labeled)

MiSeqDx Reagent Kit v3, kutija 2

Tablica 2 Reagensi za nakon amplifikacije u kutiji 2

s Volumen L. ..

Komponenta Koli€ina ) Aktivni sastojci
ispune

MiSeqDx SBS 1boca 500 mi Puferirana vodena otopina
Solution (PR2)
(RFID-labeled)
MiSegDx Flow  1u Nije Jednokratni stakleni proto¢ni
Cell (RFID- svakom primjenjivo  ¢lanak s uparenim krajevima u
labeled) puferiranoj vodenoj otopini

Skladistenje i rukovanje

* Sobna je temperatura definirana kao temperatura od 15 °C do 30 °C.
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* Sljededi se reagensiisporucuju zamrznuti te ostaju stabilni ako se ¢uvaju na temperaturi od -25 °C
do -15 °C do navedenog datuma isteka roka trajanja.

— Pufer za razrjedivanje biblioteke

— MiSegDx Reagent v3 Cartridge

NAPOMENA: Pufer zarazrjedivanje biblioteke i MiSeqDx Reagent v3 Cartridge jednokratni su
proizvodi i stabilni su uz maksimalno jednog odmrzavanje na sobnoj temperaturi
do navedenog datuma isteka roka trajanja. Nakon odledivanja spremnik reagensa
mora se umetnuti zajedno s bibliotekom uzoraka te odmah obraditi na
instrumentu MiSegDx. U suprotnom se odmrznuti spremnik reagensa moze cuvati
do 6 sati na temperaturi od 2 °C do 8 °C, a potom umetnuti zajedno s bibliotekom
uzoraka te odmah obraditi na instrumentu MiSeqDx.

* Sljededi se reagensiisporucuju ohladeni te ostaju stabilni ako se ¢uvaju na temperaturi od 2 °C do
8 °C do navedenog datuma isteka roka trajanja.

— MiSegDx SBS Solution (PR2)

— MiSeqgDx Flow Cell
MiSegDx SBS Solution (PR2) i MiSegDx Flow Cell jednokratni su proizvodi.

* Promjene u fizickom izgledu reagensa mogu upucivati na oSte¢enje materijala. Ako se dode do
promjena u fizickom izgledu (npr. oCite promjene boje reagensa ili vidljiva zamucéenost uz
kontaminaciju mikrobima), reagense nemojte upotrebljavati.

Obavezna oprema i materijal,
prodaju se zasebno

Upozorenja | mjere opreza
A OPREZ

Savezni zakon propisuje da ovaj proizvod mogu prodavati samo lije¢nici ili drugi stru¢njaci
koje je licencirala drzava u kojoj oni djeluju te da se proizvod moze prodavati samo na njihov
recept za upotrebu ili propisanu upotrebu proizvoda.
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A UPOZORENJE

Ovaj skup reagensa sadrzi potencijalno opasne kemikalije. Uslijed udisanja, gutanja te
dodira s koZzom i o€ima moze do¢i do tjelesnih ozljeda. Nosite zastitnu opremu, ukljuujuci
zastitu za oci, rukavice i laboratorijsku kutu prikladnu za rizik od izlaganja. IskoriStenim
reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu odgovarajuc¢im
regionalnim, nacionalnim i lokalnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti
okoliSa, zdravlju i sigurnosti potrazite na sigurnosno-tehni¢kom listu (SDS-u) na web-mjestu
support.illumina.com/sds.html.

(Da biste saznali vise, procCitajte odjeljak Reagensi na 1. stranici.)

* Ako se ne slijede navedeni postupci, mogudi su pogresni rezultati ili znatno smanjenje kvalitete
uzorka.

* Primjenjujte uobic¢ajene laboratorijske mjere opreza. Nemojte pipetirati ustima. Nemojte jesti, piti ni
pusiti u prostorima namijenjenima za rad. Pri rukovanju s uzorcima i reagensima za analizu nosite

jednokratne rukavice i laboratorijske kute. Nakon rukovanja uzorcima i reagensima za analizu
temeljito operite ruke.

* Obavezno se pridrzavajte odgovarajucih laboratorijskih praksi i dobre higijene u laboratorijima da bi
se sprijeCila kontaminacija reagensa, instrumentacije i uzoraka genomskog DNK PCR proizvodima.
Kontaminacija PCR proizvodima moze uzrokovati neto¢ne i nepouzdane rezultate.

* Da biste sprijecili kontaminaciju, pobrinite se da imate posebnu opremu (npr. pipete, vrhove pipeta,
vrtloznu mijeSalicu i centrifugu) za podrucja prije amplifikacije i nakon amplifikacije.

* Uparivanje indeksa s uzorkom mora se to¢no podudarati s otisnutim rasporedom na plocici. Local
Run Manager automatski popunjava primere za indeksiranje povezane s nazivima uzoraka kad se
umetnu u modaul. Prije pokretanja obrade sekvenciranjem provjerite primere za indeksiranje
povezane s uzorcima. Nepodudaranja izmedu otisnutog rasporeda na plocici i uzorka onemoguduju
pozitivnu identifikaciju uzorka te uzrokuju neto¢ne rezultate.

* Sve ozbiljne incidente povezane s ovim proizvodom odmabh prijavite tvrtki lllumina i nadleznom tijelu
drzave Clanice u kojoj se korisnik i/ili pacijent nalaze.

Upute za upotrebu

Pogledajte MiSeqDx Instrument Package Insert za svoju regiju i verziju softvera instrumenta.

Radne karakteristike

Pogledajte MiSegDx Instrument Package Insert za svoju regiju i verziju softvera instrumenta.
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Povijest revizija

Broj dokumenta Datum Opis promjene
Broj dokumenta Studeni Azurirane su reference na MiSeqDx Instrument Package
1000000030849 v04 2021. Insert.

Ograni¢enja postupka te upozorenja i mjere opreza azurirani
su dodatnim pojasnjenjima.

Manja azuriranja u skladu sa stilom i standardima za
dokumentaciju tvrtke lllumina.

Broj dokumenta Kolovoz Azurirana adresa ovlastenog predstavnika za EU.
1000000030849 v03 2021. Dodana tablica Povijest revizija.

Patentii zigovi

Ovaj dokument i njegov sadrzaj vlasnistvo su tvrtke lllumina, Inc. i njezinih povezanih drustava (,lllumina”) te su namijenjeni
isklju€ivo za ugovornu upotrebu klijentima u vezi s proizvodima opisanima u njemu. Dokument i njegov sadrzaj ne smiju se
upotrebljavati ni distribuirati ni u koju drugu svrhu niti se smiju na neki drugi nacin prenositi, otkrivati ili reproducirati bez
prethodnog pisanog odobrenja tvrtke lllumina. lllumina ovim dokumentom ne prenosi nikakve licence zasti¢ene svojim pravom na
patent, zig, autorskim pravom ili obi¢ajnim pravom ni sli¢na prava bilo koje trece strane.

Kvalificirano i odgovarajuc¢e obuceno osoblje mora se strogo i bez iznimki pridrzavati uputa u ovom dokumentu da bi se zajam¢ila
pravilna i sigurna upotreba proizvoda opisanih u njemu. Prije upotrebe proizvoda nuzno je s razumijevanjem procitati cjelokupan
sadrzaj dokumenta.

AKO UPUTE U DOKUMENTU NE PROCITATE U CIJELOSTI TE IH SE NE PRIDRZAVATE BEZ IZNIMKI, MOZE DOCI DO OSTECENJA
PROIZVODA, OZLJEDA KORISNIKA ILI DRUGIH OSOBA | DO OSTECENJA DRUGE IMOVINE TE SE TIME PONISTAVAJU SVA
JAMSTVA ZA PROIZVODE.

ILLUMINA NE PREUZIMA ODGOVORNOST ZA STETE NASTALE USLIJED NEPRAVILNE UPOTREBE PROIZVODA KOJI SU OPISANI
U OVOM DOKUMENTU (UKLJUCUJUCI DIJELOVE TIH PROIZVODA | SOFTVER).

© 2021 lllumina, Inc. Sva prava pridrZana.

Svi su zigovi vlasniStvo tvrtke lllumina, Inc. ili svojih vlasnika. Konkretne informacije o zigovima potrazite na adresi
www.illumina.com/company/legal.html.
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Podaci za kontakt
wl 3

lllumina
5200 lllumina Way IVD Australski sponzor
San Diego, California 92122 SAD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (izvan Sjeverne Amerike) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

. . lllumina Netherlands B.V. N
www.illumina.com Australija

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nizozemska

Oznaka proizvoda

Sveobuhvatno objasnjenje simbola koji se mogu pojaviti na pakiranju i naljepnicama proizvoda potrazite
u legendi simbola za svoj komplet na web-mjestu support.illumina.com.
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