MiSeqDx Reagent Kit v3 pakotnes ieliktnis

MiSeq™Dx Reagent Kit v3

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM

Paredzetais lietojums

lllumina Reagent Kit v3 ir reagentu un paligmaterialu komplekts, kas paredzéts paraugu biblioteéku
sekvencésanai, ja toizmanto kopa ar apstiprinatam analizém. MiSeqDx Reagent Kit v3 ir paredzéts
lietoSanaiar MiSeqDx instrumentu un analitisko programmaturu.

Proceduras principi

levadei MiSeqDx Reagent Kit v3izmanto bibliotékas, kas sagatavotas no DNS, kur mérkiem tiek
pievienoti paraugu raditaji un uztvertas sekvences. Paraugu bibliotékas tiek uztvertas plismas
elementa un sekvencétas instrumenta, izmantojot sekvencésanu ar sintézes (SBS) Kimiju. SBS Kimija
tiek izmantota atgriezeniska terminatora metode, lai noteiktu fluorescéjosiiezZimétas atseviSkas
nukleotidu bazes, jo tas ir ieklautas augosas DNS virknés.

Noradijumus, ka veikt MiSegDx instrumenta sekvencésanu, skatiet instrumenta pakotnes ieliktni
atbilstosi savam regionam un instrumenta programmatdras versijai.

Proceduras ierobezojumi

* Tikaiin vitro diagnostikas nollkiem.

» Saja pakotnes ieliktni aprakstitie ierobezojumi ir balstiti uz reprezentativiem testiem un
programmaturas moduliem, ieskaitot Local Run Manager Germline Variant un Somatic Variant
modulus, kas ir izstradati, lai novértetu veiktspéju ar reprezentativiem testiem.

* Lasijumi, kas saturinsercijas, delécijas vai to kombinacijas (indelus).

Analizes programmatura nesalago saturu, kura garums parsniedz 25 bp. Rezultata indeli, kuru
garums > 25 bp, ar analizes programmaturu nav konstat&jami.

* Sistéma ir apstiprinata atsevisku nukleotidu variantu (SNV) konstatésanai un lidz 25 bp delé&ciju un
24 bp inserciju konstatésanai, ja to izmanto kopa ar dzimumsuinas linijas un somatisko variantu
modulu programmaturu. Somatiskas noteik3anas laika ar variantu biezumu 0,05 tika konstatétas
25 bp delécijas un 18 bp insercijas.
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* Analizes programmatura var neizvietot amplikonu lasijumus ar ekstremu variantu saturu, tadejadi

regions var tikt zinots ka savvalas tips. Sada galéja satura ietilpst:

— lasijumi, kas satur vairak neka tris indelus;

— lasijumi, kuru garums ir vismaz 30 bp, ar SNV saturu > 4% no kopé&ja amplikona mérka garuma
(iznemot zondes regionus);

— lasijumi, kuru garums ir < 30 bp, ar SNV saturu > 10% no kopéja amplikona garuma (ieskaitot
zondes regionus).

* Lieli varianti, ieskaitot multinukleotidu variantus (MNV) un lielus indelus, izvades VCF faila var tikt
zinoti ka atseviSki mazaki varianti.

* Gadijumos, kad ir aptverti divi parklajusies amplikoni, deléciju varianti var tikt izfiltreti vai izlaisti, ja
delécijas garums ir lielaks par vai vienads ar parklajumu starp parklatajiem amplikoniem.

* Sistéma nevar konstatét indelus, ja tie notiek tiesi blakus praimerim un ja nav parklajosa amplikona.
Regdioniem, kuros amplikoni parklajas, analize nevar konstatét delécijas, ja parklasanas regions ir
mazaks par konstatéjamas delécijas lielumu. Piem&ram, ja parklaganas regions starp diviem blakus
esoSiem amplikoniem ir divas bazes, analize nevar konstatét delécijas, kas ietver Sis abas bazes. Ir
iespéjams konstatét vienu bazes deléciju jebkura no §im bazeém.

* Tapatka jebkurai uz hibridizaciju balstitai bibliotéku sagatavoSanas darbplismai zondéjamas aléles
un attiecigi art sekvencéSanas laika veikto noteikSanu var ietekmét pamata esosi polimorfismi,
mutacijas, insercijas vai delécijas oligonukleotidus saisto$ajos regionos. Talak sniegti pieméri.

— Variants fazeé ar variantu praimera regiona var netikt amplificéts, tadéjadi tiek iegits kltudaini
negativs rezultats.

— Varianti praimera regiona var traucét atsauces aléles amplifikaciju, tadéjadiizraisot nepareizu
homozigotiska varianta noteikSanu.

— Indelu varianti praimera regiona var izraisit klidaini pozitivu noteik§anu lasijuma beigas blakus
praimerim.

* Indelus var filtrét virknu novirzes dél, ja tie rodas tuvu viena lasijuma beigam un ja tiem veikta daléja
salagoSana, nedzéSot nesalagoto dalu.

* NelieliMNV nav apstiprinati, un par tiem tiek zinots tikai somatisko variantu modul.

* Par delécijam tiek zinots VCF faila pie iepriekS€jas bazes koordinatas atkariba no VCF formata.
Tapeéec izvertéjiet blakus esoSos variantus, pirms zinojat, ka atseviska baze ir noteikta ka
homozigotiska atsauce.

* DzimumsSidnas linijas ierobezojumi:

— MiSeqgDx instruments, izmantojot Local Run Manager dzimums$inas [linijas variantu moduli, ir

paredzets, lai nodrosSinatu kvalitativus dzimum3unas linijas variantu (pieméram, homozigotisku,
heterozigotiskus, savvalas tipa) noteikSanas rezultatus.
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Lietojot kopa ar dzimumsunas lnijas variantu moduli, minimalais segums uz amplikonu, kas
nepiecieSams precizai variantu noteikSanai, ir 150x. Rezultata ir nepiecieSami 150 atbalstosi
DNS fragmenti, kas ir ekvivalenti 300 parklajoSiem gala paru lasijumiem. Paraugu skaits un
kopé€jais mérka bazu skaits ietekmé segumu. GC saturs un cits genomiskais saturs var ietekmeét
segumu.

Kopiju skaita variacijas var ietekmét to, vai variants tiek identificéts ka homozigotisks vai
heterozigotisks.

Varianti noteikta atkartota konteksta tiek izfiltréti no VCF failiem. Tiek izmantots RMxN
atkartojumu filtrs, lai filtrétu variantus, ja visa varianta vai ta dalas sekvence atkartoti paradas
atsauces genoma blakus varianta pozicijai. Dzimums$unas [inijas variantu noteikSana ir
nepiecieSami vismaz devini atkartojumi atsaucg, lai variants tiktu izfiltréts, un tiek nemti vera
tikai tie atkartojumi, kuru garums neparsniedz 5 bp (R5x9).

* Somatiskie ierobezojumi:

MiSeqgDx instruments, izmantojot Local Run Manager somatisko variantu moduli, ir paredzets,
lai nodroSinatu kvalitativus somatisko variantu (pieméram, tada somatiska varianta klatbutne,
kura varianta biezums ir = 0,026 ar noteikSanas robezu 0,05) noteikSanas rezultatus.

Lietojot kopa ar somatisko variantu moduli, minimalais segums uz amplikonu, kas nepiecieSams
precizai variantu noteik8anai, ir 450x uz oligonukleotidu kopu. Rezultata ir nepiecieSami

450 atbalstoSi DNS fragmenti uz oligonukleotidu kopu, kas ir ekvivalenti 900 parklajoSiem gala
paru lasijjumiem. Paraugu skaits un kopé&jais mérka bazu skaits ietekmé segumu. GC saturs un
cits genomiskais saturs var ietekmét segumu.

Somatisko variantu noteikSana ir nepiecieSami vismaz seS$i atkartojumi atsauceg, lai variants
tiktu izfiltrets, un tiek nemti véra tikai tie atkartojumi, kuru garums neparsniedz 3 bp (R3x6).

Somatisko variantu modulis nevar noteikt atSkirtbu starp dzimumsunas [linijas un somatiskajiem
variantiem. Modulis ir paredzeéts, lai konstatétu variantus dazada variantu biezuma diapazona,
bet variantu biezumu nevar izmantot, lai noteiktu atskiribu starp dzimumsunas linijas un
somatiskajiem variantiem.

Normali audi parauga ietekmé variantu konstatésanu. Zinota noteikSanas robeza balstas uz
variantu bieZzumu attieciba pret kop€jo DNS, kas ekstrahéta gan no audzéja, gan no normaliem
audiem.

|lzstradajumu komponenti

[lumina MiSeqDx Reagent Kit v3, kataloga nr. 20037124, sastavs:

* bibliotékas atSkaidiSanas buferis, plismas elements un pécamplifikacijas reagenti
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NodroSinatie reagenti

lllumina MiSegDx Reagent Kit v3 ir vienreizlietojams reagentu un paligmaterialu komplekts, kas
paredzéts vienas vai vairaku paraugu bibliotéku viena cikla sekvencésanai, izmantojot MiSeqDx
instrumentu. Paraugu biblioteku skaits ir atkarigs no multipleksé$anas, ko atbalsta augSupstraumes

bibliotekas sagatavoSanas metode.

Pilnu $aja komplekta ieklauto reagentu sarakstu skatiet tabulas.

MiSeqDx Reagent Kit v3, 1. kaste

1. tabula 1. kastes pécamplifikacijas reagenti

Uzpild
Sastavdala Daudzums ,Zp' es
’ tilpums
Bibliotekas 1mégene 4,5ml
atskaidiSanas
buferskidums
MiSegDx Reagent v3 1katram Dazadi

kasetne (ar RFID
markéjumu)

Aktivas sastavdalas

Buferéts Udens Skidums

Vienreizlietojama kasetne

MiSeqDx Reagent Kit v3, 2. kaste

2.tabula 2. kastes pécamplifikacijas reagenti

Uzpild
Sastavdala Daudzums _Zpl es
tilpums
MiSegDx SBS Solution 1pudele 500 ml
(PR2) (ar RFID
marké&jumu)
MiSegDx plusmas Tkatram Nav

elements (ar RFID
markéjumu)
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Aktivas sastavdalas

Buferéts Gdens Skidums

Vienreiz lietojams saparotu
galu stikla plismas elements
buferéta tdens Skiduma

Glabasana
No -25 °C idz
-15°C

No -25 °C lidz
-15°C

Glabasana
No 2 °C lidz
8°C

No 2 °C idz
8°C
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Uzglabasana un izmantosSana

* [stabastemperatura tiek definéta no 15 °C lidz 30 °C.

* Talak minétie reagenti tiek piegadati sasaldéti un ir stabili, ja tos uzglaba no -25 °C lidz -15 °C
temperatura lldz noradita deriguma termina beigam.
— Bibliotékas atSkaidiSanas buferskidums

— MiSeqDx Reagent v3 kasetne

PIEZIME Biblioteékas atSkaidiSanas buferis un MiSeqDx Reagent v3 kasetne ir
vienreizlietojami un ir stabili ne vairak ka vienu atkausésanas reizi lidz istabas
temperatdrai pirms noteikta deriguma termina beigdm. Péc atkausésanas reagenta
kasetne ir jaievieto kopa ar paraugu bibliotéku, un nekavéjoties jaizpilda cikls
MiSegDx instrumenta. Alternativi atkauséto reagenta kasetni var turét no 2 °C lidz
8 °C temperatura lidz 6 stundam, péc tam ievietot kopa ar paraugu biblioteku un
nekavéjoties izpildit ciklu MiSegDx instrumenta.

* Talak minétie readenti tiek piegadati atdzeséti un ir stabili, ja tos uzglaba no 2 °C lidz 8 °C
temperatura lldz noradita deriguma termina beigam.
— MiSeqgDx SBS Solution (PR2)

— MiSeqgDx plusmas elements
MiSeqDx SBS Solution (PR2) un MiSegDx plusmas elements ir vienreizlietojami.

* Reagentu fiziskas izskata izmainas var noradit uz materialu bojajumu. Nelietojiet reagentus, ja
notiek fiziskas izskata izmainas (pieméram, acimredzamas reagentu krasas izmainas vai
saskatams mikrobu piesarnojuma dulkainums).

Nepieciesamais aprikojums un
materiali tiek pardoti atseviski

* MiseqDxinstruments, kataloga nr. DX-410-1001
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Bridinajumi un piesardzibas
pasakumi
A UZMANIBU!

Federalie likumiierobezo Sis ierices tirdzniecibu arstam vai kas tiek veikta arsta vai cita ar
prakses vietas Stata likumiem licencéta specialista uzdevuma, lietoSanu vaiierices lietoSanas
pieprasisanu.

A BRIDINAJUMS

Saja reagentu komplekta ir potenciali bistamas kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties
ar adu un saskaroties ar acim, iespé&jams giit traumas. Valkajiet aizsardzibas lidzek|us,
tostarp acu aizsargus, cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam.
Apejieties ar lietotiem reagentiem ka ar kimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem
saskana ar piemérojamiem regionalajiem, valsts un viet&jiem likumiem un noteikumiem.
Plasaku informaciju par vidi, veselibu un drosibu skatiet droSibas datu lapas (SDS) vietné
support.illumina.com/sds.html.

(Papildinformaciju skatiet sadala Reagenti 1. Ipp.)
* Neievéerojot aprakstitas proceduras, rezultati var but k|tdaini vai var ieverojami pasliktinaties
parauga kvalitate.
* leverojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti.
Neédiet, nedzeriet un nesmékéjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un analizu

reagentiem, valkajiet vienreizlietojamos cimdus un laboratorijas uzsvaréus. Péc paraugu un analizu
reagentu izmanto$anas rlipigi nomazgajiet rokas.

* IrnepiecieSama pienaciga laboratorijas prakse un laba laboratorijas higiéna, lai PKR produkti
nepiesarnotu reagentus, instrumentus un genoma DNS paraugus. PKR piesarnojums var izraisit
kltdainus un neuzticamus rezultatus.

* Lainoverstu piesarnojumu, parliecinieties, ka pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas zonas ir
nepiecieSamais aprikojums (pieméram, pipetes, pipetes uzgali, maisitajs un centriflga).

* Raditaju un paraugu pariem ir precizi jaatbilst drukatajam plates izkartojumam. Péc ievadiSanas
moduli Local Run Manager automatiski aizpilda ar paraugu nosaukumiem saistitos raditaju
praimerus. Pirms sekvencés$anas cikla parbaudiet raditaju praimeru saistibu ar paraugiem. Ja starp
drukato plates izkartojumu un paraugu pastav nesakritiba, tiek zaudéta pozitivo paraugu
identifikacija un zinoti nepareizi rezultati.

* Nekaveéjoties zinojiet uzneémumam lllumina un tas dalibvalsts kompetentajai iestadei, kura lietotajs
un/vai pacients ir registréts.
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Lietosanas instrukcija

Skatiet MiSeqDx instrumenta pakotnes ieliktni atbilsto$i savam regionam un instrumenta
programmaturas versijai.

Veiktspejas raksturlielumi

Skatiet MiSeqDx instrumenta pakotnes ieliktni atbilstosi savam regionam un instrumenta
programmatiras versijai.

Parskatijjumu vesture

Dokuments Nr. Datums Izmainu apraksts

Dokuments Nr. 2021. gada Atjauninatas MiSeqDx instrumenta pakotnes ieliktha
1000000030849 novembris atsauces.

v04 Atjauninati proceduras ierobezojumi un bridinajumi un

piesardzibas pasakumi ar papildu preciz€jumiem.
Nelieli atjauninajumi, lai atbilstu lllumina dokumentésanas
stilam un standartiem.

Dokuments Nr. Augusts Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.
1000000030849 v03 | 2021.gads | Pievienota redakciju véstures tabula.

Patenti un precu zimes

ST dokumenta un ta satura Tpagumtiesibas pieder uzndmumam lllumina, Inc. un ta saistitajiem uznémumiem (“lllumina”), un
klients to drikst izmantot tikai [Tguma noteiktaja veida saistiba ar $aja dokumenta aprakstito izstradajumu lietoSanu, un
nekadiem citiem noldkiem. So dokumentu un t3 saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem nolkiem un/vai citadi
publiskot, atklat vai reproducét jebkada veida bez iepriek§€jas rakstiskas Illumina piekriS§anas. Ar §o dokumentu lllumina
nenodod nekadas licences, ko paredz ta patents, preCu zimes, autortiesibas vai anglosaksu tiesibas, nedz ari lt1dzigas jebkuras
tre§as puses tiesibas.

Saja dokumenta sniegtie noradijumi ir stingri un precizi jaievéro kvalific&tiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai
nodrosinatu Seit aprakstita(-o) produkta(-u) pareizu un drosu lietoSanu. Pirms &1 izstradajuma(-u) lietoSanas ir pilniba jaizlasa
un jaizprot viss 8T dokumenta saturs.

PILNTBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS $AJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES
PRODUKTA(-U) BOJAJUMI, PERSONU MIESAS BOJAJUMI, TOSTARP LIETOTAJU UN CITU PERSONU, UN CITA TPASUMA
BOJAJUMI, TURKLAT TIKS ANULETAS VISAS PRODUKTAM(-IEM) PIEMEROJAMAS GARANTIJAS.
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ILLUMINA NEUZNEMAS NEKADU ATBILDIBU, KAS IZRIET NO NEPAREIZAS SAJA DOKUMENTA APRAKSTITO PRODUKTU
(TOSTARP TA DALU VAl PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.

© 2021 lllumina, Inc. Visas tiesibas paturétas.

Visas precu zimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo 1pasnieku Tpasums. Konkrétu informaciju par prec¢u zimém skatiet vietné

www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktinformacija

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122, ASV
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas)
techsupport@illumina.com

C€

IVD

EC | REP

Australijas sponsors
lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

. . llumina Netherlands B.V. o
www.illumina.com Australija
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Niderlande

Produktu markesana

Pilnigu atsauci uz simboliem, kas var paradities uz produkta iepakojuma un markéjuma, skatiet simbolu
atslega vietné support.illumina.com.
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