Bipacksedel till MiSeqDx Reagent Kit v3

MiSeq™Dx Reagent Kit v3

FOR IN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK

Avsedd anvandning

lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 &r en uppsattning reagenser och férbrukningsmaterial som ar avsedd
for sekvensering av provbibliotek vid anvandning med validerade analyser. MiSeqDx Reagent Kit v3 ar
avsett for anvandning med MiSegDx-instrumentet och analysprogramvara.

Grundlaggande principer

Som indata anvander MiSeqDx Reagent Kit v3 bibliotek som forberetts fran DNA dar provindex och
infangade sekvenser laggs till mal. Provbibliotek fangas upp i en flodescell och sekvenseras av
instrumentet med hjalp av SBS-kemi (sekvensering genom syntes). | SBS-kemi anvands en metod med
reversibel terminator for att detektera fluorescensmarkta enkelnukleotidbaser medan de inférlivas i
vaxande DNA-strangar.

Anvisningar for sekvensering pa MiSegDx-instrumentet finns i bipacksedeln till MiSegDx-instrumentet
for din region och version av instruments programvara.

Begransningar

* Forin vitro-diagnostiskt bruk.

* Begransningarna som beskrivs i den har bipacksedeln ar baserade pa representativa analyser och
programvarumoduler, inklusive modulerna Germline Variant (Kénscellsvariant) och Somatic Variant
(Somatisk variant) i Local Run Manager, som utvecklades i syfte att utvardera prestanda med
representativa analyser.

* La3sningarna innehdller insertioner, deletioner eller en kombination av bada (s.k. “indels”).
Innehall som ar langre &n 25 baspar passas inte in av analysprogrammet. Det innebér att indels
med en ldngd pa > 25 baspar (bp) inte detekteras av analysprogrammet.

* Systemet har validerats for detektion av enkla nukleotida varianter (SNV:er) och upp till 25 bp-
deletioner och 24 bp-insertioner nar det anvands med modulerna Germline Variant
(Konscellsvariant) och Somatic Variant (Somatisk variant). For somatisk bestamning med en
variantfrekvens pa 0,05 detekterades 25 bp-deletioner och 18 bp-insertioner.
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* Analysprogrammet passar kanske inte in amplikonlasningar med extremt variantinnehall, vilket
medfor att omradet rapporteras som vildtyp. Exempel pé sddant extremt innehall ar:

— Lasningar som innehaller fler dn tre indels

— Lasningar med en langd pa minst 30 bp med > 4 % SNV-innehall av den totala
amplikonmalslangden (exklusive sondomraden)

— L&asningar med en langd pa < 30 bp med ett SNV-innehall pd > 10 % av den totala
amplikonlangden (inklusive sondomraden)

* Stoérre varianter, som multinukleotider (MNV:er) och storre indels, kan komma att rapporteras som
separata mindre varianter i VCF-utdatafilen.

* Deletionsvarianter kan filtreras eller missas nar de stracker sig 6ver tva éverlappande amplikoner
om deletionens langd &r storre an eller lika med dverlappningen mellan amplikonerna.

* Systemet kan inte detektera indels om de angrédnsar direkt till en primer och det inte finns ndgon
dverlappande amplikon. Fér omraden med dverlappande amplikoner kan analysen inte detektera
deletioner nar omradet med Gverlappningen ar mindre 4n den deletion som ska detekteras. Om
exempelvis det 6verlappande omradet mellan tva intilliggande amplikoner &r tva baser kan
analysen inte detektera nagra deletioner som inkluderar bada de tva baserna. En enbas-deletion
vid endera av baserna kan detekteras.

* Liksom med alla hybridiseringsbaserade arbetsfloden for beredning av bibliotek kan underliggande
polymorfismer, mutationer, insertioner eller deletioner i oligonukleotidbindande regioner paverka
de alleler som undersdks och féljaktligen de bestamningar som gors under sekvensering. Har foljer
nagra exempel:

— Envariantifas med en variantiprimerregionen amplifieras eventuellt inte, vilket ger ett falskt
negativt resultat.

— Varianteriprimerregionen kan férhindra amplifiering av referensallelen, vilket medfor en
felaktig homozygot variantbestamning.

— Indelvarianteriprimerregionen kan orsaka en falsk positiv bestdémning i slutet av lasningen
bredvid primern.

* Indels kan filtreras pa grund av stréangbias om de finns ndra slutet pa en ldsning och mjukklipps
under inpassning.

* Sma MNV:er har inte validerats och rapporteras enbart i modulen Somatic Variant (Somatisk
variant).

* Deletioner rapporteras i VCF-filen vid den féregdende basens koordinat enligt VCF-formatet.
Darfor bor angransande varianter évervagas innan en enskild basbestamning rapporteras som
homozygot referens.

* Kodnscellspecifika begransningar:

— MiSegDx-instrumentet, tillsammans med Local Run Manager-modulen Germline Variant
(Konscellsvariant), ar utformat for att ge kvalitativa resultat vid bestamning av
kdnscellsvarianter (t.ex. homozygot, heterozygot eller vildtyp).
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Vid anvandning med modulen Germline Variant (Kdnscellsvariant) kravs en minsta tackning per
amplikon pa 150x for korrekt variantbestamning. Darmed kravs 150 stodjande DNA-fragment,
vilket motsvarar 300 dverlappande paired-end-lasningar. Antalet prover och det totala antalet
malbaser paverkar tackningen. GC-innehall och annat genomiskt innehall kan paverka
tackningen.

Variation i antalet kopior kan paverka huruvida en variant identifieras som homozygot eller
heterozygot.

Varianter i vissa repetitiva sammanhang filtreras bort i VCF-filerna. RMxN-upprepningsfiltret
anvands for att filtrera varianter om hela eller en del av variantsekvensen upprepas i
referensgenomet som angransar till variantens position. Fér bestamning av kdnscellvarianter
kravs minst nio upprepningar i referensen for att en variant ska filtreras och endast
upprepningar med en langd pa upp till 5 bp beaktas (R5 x 9).

* Somaspecifika begransningar:

MiSeqgDx-instrumentet, tilsammans med Local Run Manager-modulen Somatic Variant
(Somatisk variant), ar utformat for att ge kvalitativa resultat vid bestdémning av somatiska
varianter (t.ex. bestamning av en somatisk variant med en variantfrekvens pa = 0,026 med en
detektionsgréans pa 0,05).

Vid anvandning med modulen Somatic Variant (Somatisk variant) kravs en minsta tackning per
amplikon pé 450 x per oligonukleotidpool fér korrekt variantbestdmning. Darmed kravs 450
stddjande DNA-fragment per oligonukleotidpool, vilket motsvarar 900 verlappande paired-
end-lasningar. Antalet prover och det totala antalet malbaser paverkar tackningen. GC-innehall
och annat genomiskt innehall kan paverka tackningen.

For bestamning av somatiska varianter kravs minst sex upprepningar i referensen for att en
variant ska filtreras och endast upprepningar med en Idngd pa upp till 3 bp beaktas (R3 x 6).

Modulen Somatic Variant (Somatisk variant) kan inte skilja mellan kdnscellsvarianter och
somatiska varianter. Modulen ar utformad for att detektera varianter med ett antal olika

variantfrekvenser, men variantfrekvens kan inte anvandas for att skilja mellan somatiska
varianter och kdnscellsvarianter.

Normal vdvnad i provet paverkar detekteringen av varianter. Den rapporterade

detekteringsgrénsen baseras pa en variantfrekvens som foérhaller sig till det totala DNA som
extraheras fran bade tumaérvdavnad och normal vavnad.

Produktkomponenter

lllumina MiSegDx Reagent Kit v3, katalognr 20037124, bestar av féljande:

* Biblioteksspadningsbuffert, flodescell och post-amplifieringsreagenser
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Reagenser som tillhandahalls

[llumina MiSegDx Reagent Kit v3 ar en uppsattning reagenser och forbrukningsmaterial for
engangsbruk for sekvensering av en korning av en eller flera provbibliotek i MiSegDx-instrumentet.
Antalet provbibliotek beror pa vilken typ av multiplex som stéds av beredningsmetoden for biblioteket
uppstroms.

| foljande tabeller finns en fullstéandig lista ver reagenser som medfdljer i kittet.

MiSeqDx Reagent Kit v3, forpackning 1

Tabell 1 Post-amplifieringsreagenser iforpackning 1

Komponent Antal Fyllnadsvolym Aktiva ingredienser Forvaring
Library Dilution 1ror 4,5ml Buffrad vattenbaserad I6sning -25°C till
Buffer -15°C
MiSeqDx 1st. Varierar Forfylld kassett for engangsbruk  -25 °C ill
Reagent v3 -15°C
Cartridge

(RFID-markt)

MiSeqDx Reagent Kit v3, forpackning 2

Tabell 2 Post-amplifieringsreagenser i forpackning 2

Komponent Antal Fyllnadsvolym Aktiva ingredienser Forvaring
MiSegDx SBS 1flaska 500 ml Buffrad vattenbaserad 2°Ctill8°C
Solution (PR2) I6sning

(RFID-markt)

MiSeqDx Flow 1st. Ej tilampligt Paired-end-flodescellavglas 2°Ctill8°C
Cell (RFID-maérkt) for engdngsbruk i buffrad

vattenbaserad 16sning

Forvaring och hantering

* Rumstemperatur definieras som 15 °C till 30 °C.
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* Foljande reagenser levereras frysta och ar stabila nar de férvaras vid —25 °C till =15 °C fram till
angivet utgangsdatum.

— Library Dilution Buffer
— MiSeqgDx Reagent v3 Cartridge

OBS! Library Dilution Buffer och MiSeqDx Reagent v3 Cartridge ar endast till for engangsbruk
och &r stabila tills de har tinats hégst en gang i rumstemperatur fére angivet
utgangsdatum. Nar den har tinat méste reagenskassetten laddas med provbibliotek och
omedelbart kdras i MiSeqDx-instrumentet. Alternativt kan den tinade reagenskassetten
forvaras vid 2 °C till 8 °C i upp till sex timmar och darefter laddas med provbibliotek och
omedelbart kdras i MiSegDx-instrumentet.

* Foljande reagenser levereras kylda och ar stabila nar de forvaras vid 2 °C till 8 °C fram till angivet
utgangsdatum.
— MiSeqgDx SBS Solution (PR2)

— MiSeqgDx Flow Cell
MiSegDx SBS Solution (PR2) och MiSegDx Flow Cell 4r endast till fér engadngsbruk.

* Forandringar av reagensernas utseende kan indikera en férsamring av materialens kvalitet. Anvand
inte reagenserna om férandringar av deras utseende observeras (t.ex. tydliga férandringar av
reagensens farg eller grumlighet med uppenbar mikrobiell kontamination).

Nodvandig utrustning och
nodvandigt material som saljs
separat

* MiseqDx-instrument, katalognr DX-410-1001
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Varningar och forsiktighetsatgarder

A FORSIKTIGHET!

Enligt federal lag i USA far denna produkt endast séljas av eller pa ordination av ldkare eller
ovrig vardpersonal som har licens i den delstat dér han/hon &r verksam och far anvénda eller
ordinera anvandning av produkten.

A VARNING!

Den har uppsattningen med reagenser innehaller potentiellt farliga kemikalier. Personskador
kan uppsta vid inandning, intagande, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand
skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig for
den har graden av exponering. Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera
dem i enlighet med nationella och lokala bestammelser. Ytterligare information om miljo,
halsa och sikerhet finns i sikerhetsdatabladet pa support.illumina.com/sds.html.

(Se Reagenser pa sida 1for mer information.)

* Om procedurerna inte foljs enligt givha anvisningar kan det leda till felaktiga resultat eller avsevart
forsamrad provkvalitet.

* Arbeta enligt vedertagna laboratorierutiner. Anvand inte pipetten med munnen. At inte, drick inte
och rok inte pa angivna arbetsomraden. Anvand engadngshandskar och laboratorierock vid
hantering av prov och analysreagenser. Tvatta hander noga efter att du hanterat prov och
analysreagenser.

* God laboratoriesed och laboratoriehygien kravs for att férhindra att PCR-produkter kontaminerar
reagenser, instrument och prover med genomiskt DNA. PCR-kontamination kan ge upphov till
felaktiga och otillforlitliga resultat.

* Foratt undvika kontamination ska omradena fore och efter amplifiering ha sin egen utrustning
(t.ex. pipetter, pipettspetsar, vortexblandare och centrifug).

* Lankning avindex och prov maste matcha den tryckta plattlayouten exakt. Local Run Manager fyller
automatiskt i de indexprimrar som forknippas med provnamnen nar de anges i modulen. Verifiera
indexprimrarna som &r associerade med proverna innan sekvenseringskorningen paborjas.
Bristande 6verensstammelse mellan den tryckta plattlayouten och provet kommer att leda till
forlust av positiv providentifikation och felaktigt rapportering av resultat.

* Rapportera omedelbart allvarliga handelser relaterade till den har produkten till [llumina och behorig
myndighet i det land dar anvandaren och/eller patienten befinner sig.
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Bruksanvisning

Se bipacksedeln till MiSegDx-instrumentet for din region och version avinstruments programvara.

Prestandaegenskaper

Se bipacksedeln till MiSegDx-instrumentet for din region och version avinstruments programvara.

Revisionshistorik

Dokumentnr Datum Andringsbeskrivning

Dokumentnr November Referenserna till bipacksedeln till MiSegDx-instrumentet har

1000000030849 2021 uppdaterats.

v04 Avsnitten Begransningar och Varningar och
forsiktighetsatgarder har uppdaterats med ytterligare
information.

Mindre uppdateringar har gjorts for att uppfylla kraven pa stil
och standarder for lllumina-dokumentation.

Dokumentnr Augusti Adressen till den auktoriserade europeiska representanten
1000000030849 2021 har uppdaterats.
v03 Tabellen Revisionshistorik har lagts till.

Patent och varumarken

Dokumentet och dess innehéll tillhér lllumina, Inc. och dess dotterbolag (“Illumina”) och &r endast avsett fér anvandning enligt
avtal i samband med kundens bruk av produkterna som beskrivs hari. Allt annat bruk ar forbjudet. Dokumentet och dess
innehall far ej anvandas eller distribueras i ndgot annat syfte och/eller dterges, delges eller reproduceras pa nagot vis utan
foregdende skriftligt tillstdnd frén lllumina. | och med detta dokument Gverlater Illlumina inte nagon licens som hor till dess
patent, varumarke eller upphovsratt, eller i enlighet med rattspraxis eller liknande tredjepartsrattigheter.

Instruktionerna i detta dokument ska fdljas till punkt och pricka av kvalificerad och Iampligt utbildad personal for att sakerstalla
ratt och séaker produktanvandning i enlighet med beskrivning héri. Hela innehallet i dokumentet ska Idsas och forstas i sin helhet
innan produkten (produkterna) anvands.

UNDERLATENHET ATT LASA OCH FOLJA ALLA INSTRUKTIONER HARI | SIN HELHET KAN MEDFORA SKADA PA
PRODUKTEN/PRODUKTERNA, PERSONSKADA, INKLUSIVE SKADA PA ANVANDAREN/ANVANDARNA ELLER ANDRA PERSONER
SAMT SKADA PA ANNAN EGENDOM, OCH LEDER TILL ATT EVENTUELL GARANTI FOR PRODUKTEN/PRODUKTERNA BLIR
OGILTIG.
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ILLUMINA KAN INTE ALAGGAS NAGOT ANSVAR SOM UPPKOMMER GENOM FELAKTIG ANVANDNING AV PRODUKTERNA SOM
BESKRIVS HARI (INKLUSIVE DELAR DARI ELLER PROGRAM).

© 2021 lllumina, Inc. Med ensamréatt.

Alla varumarken tillhor lllumina, Inc. eller respektive dgare. Specifik varumarkesinformation finns pa
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktinformation
wl 3

lllumina
5200 lllumina Way IVD Australiensisk sponsor
SanDiego, California 92122 USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800-8094566 Nursing Association Building
+1858-2024566 (utanfér Nordamerika) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000
R . lllumina Netherlands B.V. .

www.illumina.com Australien

Steenoven 19

5626 DK Eindhoven

Nederlanderna

Markning av produkter

En fullstidndig lista 6ver symbolerna pa produktens férpackning och etiketter finns i symbolférklaringen
for din sats pa support.illumina.com.
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