Instrumentul NovaSeq™ 6000Dx illumina

Prospect

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO
EXCLUSIV PENTRU EXPORT

Utilizarea preconizata

Instrumentul NovaSeq 6000Dx este destinat secventierii bibliotecilor de ADN atunci cand este folosit impreuna
cu teste de diagnosticare in vitro (DIV). Instrumentul NovaSeq 6000Dx este destinat utilizarii cu reactivi de DIV
specificiinregistrati, certificati sau aprobati si software de analiza.

Principiile procedurii

lllumina® Instrumentul NovaSeq 6000Dx este destinat secventierii bibliotecilor de ADN cu teste de
diagnosticare in vitro. Ca date introduse, NovaSeq 6000Dx foloseste biblioteci generate din ADN, unde
indexurile de probe si secventele de captura sunt adaugate la tintele amplificate. Bibliotecile de probe sunt
capturate intr-o celula de flux si secventiate pe instrument utilizadnd secventiere prin chimie de sinteza (SBS).
Chimia SBS foloseste o metoda cu terminator reversibil pentru a detecta bazele mononucleotidice etichetate
fluorescent, pe masura ce acestea sunt incorporate in catenele de ADN in crestere. Real-Time Analysis (RTA)
efectueaza analiza imaginilor si definirea bazelor si atribuie un scor de calitate fiecarei baze pentru fiecare ciclu
de secventiere. Atunci cand se incheie analiza principald, analiza secundara poate fi executata in vederea
procesarii pe Server lllumina DRAGEN pentru NovaSeq 6000Dx inclus si necesar Tnh vederea procesarii definirilor
bazelor. NovaSeq 6000Dx utilizeaza diferite aplicatii de analiza secundara, in functie de fluxul de lucru. Pentru
Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, procesarea include demultiplexarea, generarea
fisierelor FASTQ, alinierea, definirea variantelor si generarea de fisiere in format de definire a variantelor (VCF si
gVCF). Fisierele VCF si gVCF contin informatii fie despre variantele de linie germinald, fie somatice (in functie de
fluxul de lucru selectat) gasite in pozitii specifice intr-un genom de referinta.

Modul de functionare duala

NovaSeq 6000Dx include o singura unitate de disc de pornire cu moduri separate de diagnosticare in vitro (DIV)
si utilizare doar in scop de cercetare (RUO). Modul este selectat utilizdnd comutatorul de pe ecranul
Sequencing (Secventiere). Modul selectat este etichetat in mod clar in interfata pe toate ecranele. Analizele de
secventiere pentru DIV, inclusiv Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx in fluxurile de lucru
de linie germinald sau somatic sunt executate Th modul DIV. Numai reactivi de secventiere DIV pot fi folositi in
modul DIV. Caracteristicile de performanta si limitarile procedurii pentru NovaSeq 6000Dx au fost stabilite
utilizdnd Aplicatia DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx in modul DIV.
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Limitarile procedurii

1. Exclusiv pentru diagnosticarea in vitro.

2. Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, atunci cand este utilizata cu Set de reactivi
NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) si Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri) este in
masura sa furnizeze:

* Rezultatul secventierii:
* >1,0terabaze (TB) cu setul S2
* =3,0TBcusetulS4
* Lungimea de citire (in rularea cu perechi de baze imperecheate) de 2 x 150 de perechi de baze (bp).

* Baze maimaride Q30 = 85% la o lungime de citire de 2 x 150 bp. Un procent egal cu sau mai mare de
85% dintre definirile bazelor inregistreaza scoruri de calitate pe scara Phred mai mari de 30, indicand o
acuratete a definirii bazelor mai mare de 99,9%.

Insertiile cu lungimea > 18 bp si deletiile cu lungimea > 21 bp nu au fost validate.

4. Variantele mari, incluzand variantele de multinucleotide (MNV-uri) si indelii mari, pot fi raportate sub forma
de variante separate mai miciin fisierul cu rezultate VCF.

MNV-urile mici sunt raportate ca variante separate in fisierul cu rezultate VCF.

6. Deletiile sunt raportate in fisierul VCF la coordonata bazei precedente conform formatului VCF. Prin urmare,
luati in considerare variantele adiacente inainte de a raporta ca o definire de baza individuala este o
referinta homozigota.

7. Limitari specifice pentru linia germinala:

* NovaSeq 6000Dx folosind fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline FASTQ si VCF din
Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este conceput pentru a furniza rezultate
calitative pentru definirea variantelor de linie germinala (de ex., homozigota, heterozigota, de tip
salbatic).

* Variatia numarului de copii poate afecta identificarea unei variante drept homozigota sau heterozigota.

* Sistemul nu va raporta mai mult de doua variante intr-un singur locus, chiar siin prezenta variatiei
numarului de copii.

8. Limitari specifice pentru Somatic:

* NovaSeq 6000Dx folosind fluxul de lucru pentru analiza de generare Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este conceput pentru a furniza rezultate calitative
pentru definirea variantelor somatice (si anume, prezenta unei variante somatice).

*  Fluxul de lucru pentru analiza de generare Somatic FASTQ si VCF nu poate face diferenta intre
variantele de linie germinald si somatice. Fluxul de lucru este conceput sa detecteze variante pentru o
gama de frecvente de variante, dar frecventa variantei nu poate fi utilizata pentru a diferentia variantele
somatice de variantele de linie germinala.
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Prospectul pentru instrumentul NovaSeq 6000Dx illumina

* Tesutul normal din cadrul specimenului influenteaza detectarea variantelor. Limita raportata a detectiei
se bazeaza pe o frecventa a variantei relativ la ADN total extras atat din tesutul tumoral, cat si din cel
normal.

* Daca se defineste mai mult de o aleld a variantei in acelasi locus, niciuna dintre alele nu va fi raportata ca

variante care trec. In schimb, setul complet de alele va fi raportat, insé filtrat prin intermediul etichetei
multialelice.

Procedurile de control al calitatii

I

Software-ul NovaSeq 6000Dx evalueaza fiecare rulare, proba si definire de baze in functie de valorile de control
al calitatii. Probele de control pozitive si negative sunt recomandate Th pregatirea bibliotecilor si trebuie
evaluate. Evaluati controalele dupa cum urmeaza.

* Control negativ (control f&r4 sablon) sau alt control negativ - trebuie s& genereze rezultatul preconizat. In
cazul in care controlul negativ genereaza un rezultat diferit de cel preconizat, s-a produs o eventuala eroare
in urmarirea probelor, o inregistrare incorecta a primerilor de indexare sau o contaminare.

* Prob& de control pozitiv - trebuie s& genereze rezultatul preconizat. in cazul in care controlul pozitiv
genereaza un rezultat diferit de cel preconizat, s-a produs o eventuala eroare in urmarirea probelor sau o
inregistrare incorecta a primerilor de indexare.

Componentele produsului

lllumina NovaSeq 6000Dx este alcatuit din urmatoarele:
1. Instrumentul NovaSeq 6000Dx (Nr. catalog 20068232)

2. Printre componentele software pentru Instrumentul NovaSeq 6000Dx se numara urmatoarele:

Aplicatie Locatia de ] )
’ ] . Functie Descriere
software instalare ’
Software de NovaSeq Controleaza Software de operare NovaSeq (NVOS) gestioneaza
operare 6000Dx functionarea functionarea instrumentului in timpul secventierii si
NovaSeq instrumentului  genereaza imagini in scopul utilizarii de catre
software-ul Real-Time Analysis (RTA).
Software NovaSeq Efectueaza Aplicatia software RTA converteste imaginile
Real-time 6000Dx analiza generate de NVOS pentru fiecare dala per ciclu al
Analysis principala ruldrii de secventiere in fisiere de definire de baze.
(RTA) Fisierele de definire a bazelor sunt date sursa pentru
Modulele de aplicatii pe Server lllumina DRAGEN
pentru NovaSeq 6000Dx. Aplicatia software RTA nu
contine o interfata cu utilizatorul.
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Aplicatie Locatia de . .
. Functie Descriere
software instalare
[llumina Run Server Controleaza lllumina Run Manager asigura gestionarea
Manager lllumina configurarea si  utilizatorilor si a instrumentelor, gdzduieste
DRAGEN gestionarea software-ul aplicatiei si permite utilizarea modulelor
rularii de analiza secundara pentru genomica accelerata de

hardware-ul DRAGEN.

Conditii de utilizare

Pentru mai multe informatii despre conditiile de utilizare, consultati sectiunea Considerente de mediu din
Documentatia produsului Instrument NovaSeq 6000Dx.

Element Specificatii

Temperatura Mentineti o temperatura a laboratorului intre 19 °C si 25 °C (22 °C
+3 °C). Aceasta temperatura reprezinta intervalul temperaturii de
functionare a instrumentului. in timpul unui ciclu, nu permiteti variatii de
peste +2 °C ale temperaturii ambiante.

Umiditate Mentineti o umiditate relativa fara condens intre 20 si 80%.
Sistemul trebuie utilizat la o inaltime de functionare de 2.000 de metri
sau mai mica.

Consumabile si echipamente

Aceasta sectiune enumera toate cele necesare pentru o rulare de secventiere a NovaSeq 6000Dx. Sunt incluse
aici consumabilele furnizate de lllumina si consumabilele si echipamentele auxiliare pe care trebuie sa le
achizitionati de la alti furnizori. Aceste articole sunt necesare pentru a finaliza protocolul si pentru a efectua
procedurile de intretinere si depanare.

Pentru informatii privind simbolurile de pe consumabile sau ambalajele consumabilelor, consultati Legenda
simbolurilor DIV lllumina (document nr. 1000000039141).

Consumabile de secventiere

O rulare a NovaSeq 6000Dx necesita urmatoarele componente:
* Cartus cu solutie-tampon

* Cartus grup de celule

* Celula de flux

* Eprubeta din biblioteca
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* Cartus SBS

Consumabilele NovaSeq 6000Dx sunt ambalate in urmatoarele configuratii. Fiecare componenta utilizeaza
identificarea prin radiofrecventa (RFID) pentru urmarirea si compatibilitatea precisa a consumabilelor.

Tabelul1 Consumabile furnizate de lllumina

Numar de
Nume set Continut catalog
lllumina
Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) Cartus grup de celule S2 20046931
Celula de flux S2
Cartus SBS S2
Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri) Cartus grup de celule S4 20046933
Celula de flux S4
Cartus SBS S4
Cartus cu solutie-tampon S2 NovaSeq 6000Dx Cartus cu solutie-tampon 20062292
S2
Cartus cu solutie-tampon S4 NovaSeq 6000Dx Cartus cu solutie-tampon 20062293
S4
Eprubeta din biblioteca NovaSeq 6000Dx Eprubeta dintr-o singura 20062290
biblioteca
Eprubeta din biblioteca NovaSeq 6000Dx, pachet de 24 24 eprubete din 20062291

bucati biblioteca

Cand primiti consumabilele, depozitati in mod prompt componentele la temperatura indicata, pentru a asigura o
performanta corespunzatoare.

Tabelul 2 Depozitarea seturilor NovaSeq 6000Dx

Temperatura de

Consumabil Cantitate . Lungime Latime inaltime
depozitare
Celula de flux 1 intre2°Csi8°C 27,7cm 17 cm (6,7 in) 3,8cm (1,5in)
(10,9in)

Cartus grup de 1 intre -25°C si - 29,5cm 13cm (5,11in) 9,4cm (3,71in)
celule 15°C (11,6 in)
Cartus SBS 1 intre -25°C si - 30cm (11,8in) 12,4cm 11,2 cm

15°C (4,91in) (4,4in)
Cartus cu 1 intre15 °C si 42,2 cm 20,6 cm 21,1cm
solutie-tampon 30°C (16,6 in) (8,1in) (8,3in)
Eprubeta din 1 intre 15 °C si 41cm (1,6in) 2,3cm(0,9in) 12,4cm
biblioteca 30°C (4,91in)
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Detalii despre consumabile

Pentru a identifica componentele compatibile ale setului, celulele de flux si cartusele sunt etichetate cu
simboluri care aratd modul setului.

Tabelul 3 Etichetarea compatibilitatii

Marcarea
Mod set pe Descriere
eticheta
Componentele Celula de flux S2 genereaza péna la 4,1 miliarde de citiri unice care trec
setului S2 de filtru, cu o iesire de péna la 1000 Gb la 2 x 150 bp. Celula de flux S2
asigura secventierea rapida pentru majoritatea aplicatiilor cu randament
ridicat.
Componentele Celula de flux S4 genereaza pana la 10 miliarde de citiri unice care trec
setului S4 de filtru, cu o iesire de péna la 3000 Gb la 2 x 150 bp. Celula de flux S4

este o versiune cu patru culoare a celulei de flux, conceputa pentru
putere maxima.

Celula de flux

NovaSeq 6000Dx este o celula de flux cu model incorporata intr-un cartus. Celula de flux este un substrat pe
baza de sticla care contine miliarde de nano-godeuri intr-o dispunere ordonata. Grupurile de celule sunt
generate in nano-godeuri din care se efectueaza apoi secventierea.

Fiecare celuld de flux are mai multe culoare pentru secventierea bibliotecilor grupate. Celula de flux S2 are doua
culoare, iar celula de flux S4 are patru. Fiecare culoar este reprezentat imagistic in mai multe rénduri, iar
software-ul imparte apoi imaginea fiecarui rand in portiuni mai mici numite dale.

Cateva zgarieturi si alte defecte cosmetice minore pe celula de flux sunt normale si nu se asteapta sa
compromita calitatea si randamentul datelor. lllumina recomanda utilizarea acestor celule de flux conform
procedurii normale.
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Figura1 Celule de flux

A

A. Cartus celula de flux
B. Celula de flux cu patru culoare (S4)
C. Celula de flux cu doua culoare (S2)

Partea inferioara a fiecarei celule de flux are mai multe garnituri. Bibliotecile si reactivii intra in culoarele celulei
de flux prin garniturile de la capatul de admisie al celulei de flux. Reactivii utilizati sunt expulzati de pe culoare

prin garniturile de la capatul de iesire.

A ATENTIE

Evitati sa atingeti garniturile atunci cand manipulati celula de flux.

Figura 2 Celula de flux inversata

A. Capatdeiesire
B. Capatdeintrare
C. Garnitura (una din patru)
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Detalii privind cartusele de solutie-tampon, de grupuri de celule si SBS

Cartusele de solutie-tampon, de grupuri de celule si SBS NovaSeq 6000Dx au rezervoare sigilate cu folie
preumplute cu reactivi, solutii-tampon si solutie de spalare. Cartusele de grupuri de celule si SBS sunt incluse cu
seturile de reactivi NovaSeq 6000Dx. Cartusul cu solutie-tampon se comercializeaza separat.

Cartusele se incarca direct pe instrument si sunt codificate prin culori si etichetate pentru a reduce erorile de
incarcare. Ghidajele din racitorul pentru reactivi si sertarele cu solutie-tampon asigura orientarea corecta.
Tabelul 4 Cartuse NovaSeq 6000Dx

Consumabil Descriere

Cartus cu Preumplut cu solutii-tampon de secventiere, avand o greutate de pénala 6,8 kg (15 Ib).
solutie- Un méner din plastic faciliteaza transportul, incarcarea si descarcarea.
tampon

Cartusul cu reactivi contine reactivi sensibili la lumina. Pastrati recipientul de solutie-
tampon ambalat pana la utilizare.

Cartus grup Preumplut cu reactivi de grupare, indexare si cu capete pereche si solutie de spalare.
de celule Include o pozitie desemnata pentru eprubeta din biblioteca. Eticheta portocalie distinge
cartusul cu grupul de celule de cartusul SBS.

Un reactiv de denaturare din pozitia nr. 30 contine formamida, care este o amida
organica si o toxina reproductiva. Pentru a facilita eliminarea in siguranta a oricarui
reactiv neutilizat dupa rularea de secventiere, rezervorul poate fi scos.

Cartus SBS Preumplut cu reactivi de secventiere la volume specifice numarului de cicluri pe care le
"% accepta setul. Fiecare dintre cele trei pozitii ale reactivilor are o pozitie adiacenta
rezervata pentru spalarea automata dupa efectuarea rularii. Eticheta gri distinge
cartusul SBS de cartusul cu grupul de celule.

Cartusul SBS contine reactivi sensibili la lumind. Pastrati recipientul SBS ambalat pana
la utilizare.

Rezervoare cu cartuse de grupuri de celule rezervate

Treirezervoare sunt rezervate pentru primeri personalizati, iar o pozitie goala este rezervata pentru eprubeta
din biblioteca. Pentru trasabilitatea probelor, eticheta din biblioteca este incarcata in cartusul cu grupul de
celule Tn timpul configurarii rularii si rdmane in cartus pana la sfarsitul rularii.
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Figura 3 Rezervoare numerotate
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Tabelul 5 Rezervoare de cartuse cu grupuri de

celule
Pozitie Rezervat pentru
56si7 Primeri personalizati optionali
8 Eprubeta din biblioteca

Consumabile si echipamente furnizate de utilizator

Tabelul 6 Consumabile
Consumabil

Flacon centrifug, 500 ml

Eprubeta centrifuga, 30 ml

Manusi de unica folosinta,
fara pudra

Lavete cu alcool izopropilic,
70%

sau

Lavete cu alcool etilic, 70%
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Furnizor

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

VWR,

nr. catalog 95041-714
sau echivalentul
Furnizor general
pentru laboratoare
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Scop

Diluare Tween 20 pentru o spalare de
intretinere.
Diluare NaOCI pentru o spdlare de intretinere.

Scop general.

Curatarea componentelor inainte de rulare siin
scop general.
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Consumabil

Servetele pentru laborator,

fara scame

NaOCI grad reactiv, 5%

Varfuri de pipeta, 2 ul

Varfuri de pipeta, 20 pul

Varfuri de pipeta, 200 pl

Varfuri de pipeta, 1000 pl

Reactiv sau alcool izopropilic
de grad spectrofotometric
(99%), flacon de 100 ml

Tween 20
Apa destinata utilizarii in
laborator

Tabelul 7 Echipament

Articol

Furnizor

VWR,

nr. catalog 21905-026

sau echivalentul

Sigma-Aldrich, nr.
catalog 239305

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

Furnizor general
pentru laboratoare

Sigma-Aldrich, nr.
catalog P7949

Furnizor general
pentru laboratoare

Congelator, intre -25 °C si-15 °C

Cilindru gradat, 500 ml, steril
Galeata cu gheata

Pipeta, 20 pl

Pipeta, 200 pl

Pipeta, 1000 pl

Frigider, intre 2°Csi8 °C

Cuva, bai de apa*

illumina

Scop

Uscarea platformei celulei de flux siin scop
general.

Efectuarea unei spalari de intretinere.

Pipetare pentru diluarea siincarcarea
bibliotecilor.

Pipetare pentru diluarea siincarcarea
bibliotecilor.

Pipetare pentru diluarea siincarcarea
bibliotecilor.

Pipetare pentru diluarea siincarcarea
bibliotecilor.

Curatarea periodica a componentelor
sistemului optic si utilizare impreuna cu
cartusul de curatare a obiectivului.

Efectuarea unei spalari de intretinere.

Diluarea Tween 20 si a hipocloritului de sodiu
pentru o spalare de intretinere.

Sursa

Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare

Furnizor general pentru laboratoare

* Utilizati o cuva in care pot fiintroduse doud cartuse cu reactivi si nivelul corespunzator de apa. De exemplu, (61 cm x
91,4cm x 25,4 cm) (24 in x 36in x 10in).
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indruméri cu privire la apa destinata utilizarii in laborator

Folositi intotdeauna apa destinata utilizarii in laborator sau apa deionizata pentru a efectua procedurile
specifice instrumentului. Nu utilizati niciodata apa de la robinet. Utilizati exclusiv tipurile de apa de mai jos sau
echivalentul acestora:

* Apadeionizata

* lllumina PW1

* Apade 18 Megaohmi (MQ)

* Apa tratata cu sistemul Milli-Q

* Apa tratata cu sistemul Super-Q

*  Apa destinata utilizarii in cadrul procedurilor de biologie moleculara

Instructiuni de utilizare

Instructiunile ce urmeaza se referd la rularea Instrumentul NovaSeq 6000Dx in modul de functionare DIV
folosind configuratiile setului S2 sau S4.

Crearea unei rulari de secventiere

Utilizati pasii urmatori pentru a crea o rulare utilizand lllumina Run Manager fie in modul DIV, fie in modul RUO.
Alternativ, selectati Import Run (Importare rulare) in fila Planned (Planificate) de pe pagina Runs (Rulari) si
importati o fisa de probe. Creati rulari noi fie pe instrument, fie accesand lllumina Run Manager folosind un
browser de pe un computer din retea.

NOTA Informatiile exacte solicitate de fiecare aplicatie de analiza diferd, insa procesul de creare a unei rulari
include etapele urmatoare.

1. Din fila Planned (Planificate) a ecranului Runs (Rulari), selectati Create Run (Creare rulare).

2. Selectati o aplicatie, apoi selectati Next (Inainte).

3. Parcurgeti ecranele de setéri. In functie de aplicatia dvs., ecranele afisate pot include urmatoarele:
* Run Settings (Setari rulare) — introduceti parametrii rularii.

* Sample Data (Date probd) —introduceti datele probei manual sau importénd un fisier CSV care contine
informatii despre proba. Numele probelor trebuie sa fie unice.

* Analysis settings (Setari analiza) - introduceti setarile pentru analiza.

4. Pe ecranul Review (Revizuire), revizuiti informatiile despre rulare si selectati Save (Salvare).
Rularea este addugata in partea de sus a listei de rulari din fila Planned (Planificate).

Document nr. 200025276 vO1 11din 74

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO
EXCLUSIV PENTRU EXPORT



Prospectul pentru instrumentul NovaSeq 6000Dx illumina

Pregatirea consumabilelor

Decongelati cartusele SBS si cu grupuri de celule

A ATENTIE

Utilizarea apei calde pentru decongelarea reactivilor poate duce la reducerea calitatii datelor sau la un
defect in timpul rularii.

1. Daca orulare de secventiere este in curs de desfasurare, asigurati-va ca ambele laturi ale instrumentului
sunt disponibile dupa finalizarea dezghetarii.
2. Scoateti cartusele SBS si cu grupuri de celule din depozitarea la temperaturiintre -25 °C si -15 °C.

3. Asezati fiecare cartus intr-un stativ de decongelare din s&rma.
Stativele sunt furnizate impreuna cu instrumentul si previn rasturnarea in baia de apa.

Figura 4 Cartuse in stativele de decongelare din sarma

=

4. Utilizati urmatorul tabel pentru a determina durata de decongelare.
Decongelati cartusele SBS si de grupuri de celule intr-o baie de apa la temperatura camerei (intre 19 °C si
25 °C), dupa cum urmeaza. Scufundati cartusele la aproximativ jumatate.

Cartus Durata de decongelare
Cartus SBS S2 4 ore

Cartus grup de celule S2 Panala 2 ore

Cartus SBS S4 4 ore

Cartus grup de celule S4 Panala 4 ore

A ATENTIE

Daca nu se incepe secventierea in decurs de patru ore de la dezghetarea cartuselor de reactivi,
acest lucru poate duce la o calitate redusa a datelor.
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5. Uscati bine bazele cartusului folosind prosoape de hartie. Uscati intre godeuri, astfel incéat sa fie eliminata
toatd apa.

6. Inspectati sigiliile din folie pentru a vedea daca acestea contin apa. Daca se constata prezenta apei, uscati
prin tamponare cu un servetel care nu lasa scame.

7. Inspectati partea inferioara a fiecarui cartus pentru a va asigura ca nu exista gheata in rezervoare, ceea ce
indica faptul ca reactivii sunt dezghetati.

8. Rasturnati fiecare cartus de 10 ori pentru a amesteca reactivii.

A ATENTIE

Daca nu sunt rasturnate corespunzator cartusele, acest lucru poate duce la o calitate redusa a
datelor.

9. Loviti usor partea inferioara a fiecarui cartus pentru a reduce bulele de aer.

Incarcarea eprubetei din biblioteca

1. Fara a perturba biblioteca in partea de jos, introduceti eprubeta din biblioteca fara capac, care contine setul
de probe denaturate si diluate din biblioteca in pozitia Library Tube (Eprubeta din biblioteca) (nr. 8) a
cartusului cu grupuri de celule.

2. Introduceti eprubeta din biblioteca in pozitia nr. 8 a cartusului cu grupuri de celule.

Figura 5 Eprubeta din biblioteca fara capac incarcata in pozitia nr. 8

Golirea flacoanelor de reactivi utilizati

Utilizati urmatoarele instructiuni pentru a goli flacoanele de reactivi utilizati la fiecare rulare de secventiere. Daca
sistemul dvs. este configurat sa directioneze reactivii utilizati in exterior, flaconul mic colecteaza reactivii
utilizati si trebuie golit pentru fiecare rulare de secventiere. Flaconul mare trebuie sa fie in pozitie.

1. Scoateti si goliti flaconul mic de reactivi utilizati dupa cum urmeaza.
a. Ridicati maneta si scoateti flaconul mic de reactivi utilizati din nisa. Apucati flaconul de partile laterale.

b. Tnlaturati capacul cu filet de pe suportul pentru capac din partea frontald a flaconului.
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a.

b.

Sigilati deschiderea flaconului cu capacul, pentru a preveni scurgerile.

P&strénd continutul acestuia separat de continutul celuilalt flacon, eliminati-I in conformitate cu
standardele aplicabile pentru regiunea dvs.

Puneti flaconul fara capac thapoi in nisa, apoi coborati maneta. Depozitati capacul pe suportul pentru
capac.

Scoateti si goliti flaconul mare de reactivi utilizati dupa cum urmeaza.

Utilizadnd manerul superior, scoateti flaconul mare de reactivi utilizati din partea stanga a sertarului
pentru solutia-tampon.

Inlaturati capacul cu filet de pe suportul pentru capac din partea frontala a flaconului.
Sigilati deschiderea flaconului cu capacul, pentru a preveni scurgerile.

Eliminati continutul in conformitate cu standardele aplicabile pentru regiunea dvs. Cand goliti, apucati
de ambele ménere.

Puneti flaconul fara capac Thapoi in sertarul pentru solutia-tampon. Depozitati capacul pe suportul
pentru capac.

Figura 6 Punerealaloc a flaconului gol

3. Puneti-va o pereche noua de manusi fara pudra.

A ATENTIE

Puneti-va intotdeauna o pereche noua de manusi dupa manipularea flaconului cu reactivi utilizati.

4. Tnchideti sertarul pentru solutia-tampon, apoi inchideti usile compartimentului pentru lichide.

A ATENTIE

Daca flacoanele de reactivi utilizati nu sunt golite, acest lucru poate duce la incetarea rularii si la
revarsare, deteriorand instrumentul si prezenténd un risc de siguranta.
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Pregatirea celulei de flux

1.

Scoateti un pachet nou de celula de flux din cutie, de la depozitarea la temperaturiintre 2 °C si 8 °C.

2. Lasati ambalajul sigilat cu celula de flux la temperatura ambianta (intre 19 °C si 25 °C) timp de 10-15 minute.

Utilizati celula de flux in decurs de 12 ore de la scoaterea acesteia din ambalaj.

Incarcarea consumabilelor

Utilizati urmatoarele instructiuni pentru a porni configurarea rularii si pentru incarcarea consumabilelor.

1.

Din meniul principal, selectati Sequence (Secventiere), apoi selectati o rulare cu una sau doua celule de flux,
dupa cum urmeaza.

* A+B-configurati o rulare cu doua celule de flux.

* A -configurati o rulare cu o singura celula de flux pe partea A.

* B-configurati o rulare cu o singura celula de flux pe partea B.

Sistemul initiaza configurarea rularii, incepand cu incarcarea celulei de flux.

Selectati OK pentru a confirma avertizarea si a deschide usa celulei de flux.

A ATENTIE

Pastrati suprafata curata in timpul rularii de secventiere si evitati sa va sprijiniti pe instrument.
Presiunea pe usa celulei de flux poate provoca deschiderea acesteia, ceea ce opreste rularea.
Rularile oprite nu pot fi reluate.

inciarcarea celulei de flux

Daca este prezenta, scoateti celula de flux din rularea anterioara.

Daca sunt vizibile particule pe platforma celulei de flux, curatati intreaga platformd, inclusiv interfata fluidica
si suprafata de sticla a tintei de aliniere optica, cu o laveta cu alcool. Uscati cu un servetel care nu lasa
scame.

Figura7 Platforma celulei de flux

3. Scoateti celula de flux din ambalaj conform instructiunilor urmatoare.
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a. Puneti-va o pereche noud de manusi fara pulberi pentru a evita contaminarea suprafetei de sticla a
celulei de flux.

b. Asezand ambalajul peste o suprafata plata, desfaceti folia pornind de la marginea din colt.
Indepartati opritorul din plastic transparent care acopera celula de flux.

d. Scoateti celula de flux din ambalaj. Apucati celula de flux de partile laterale pentru a evita atingerea
sticlei sau a garniturilor de dedesubt.

e. Daca sunt vizibile particule pe oricare dintre suprafetele de sticla, curatati suprafata respectiva cu o
lavetd cu alcool care nu lasa scame si uscati-o cu un servetel de laborator care nu lasa scame.

f.  Eliminati ambalajul in mod corespunzator.

4. Aliniati celula de flux peste cele patru cleme ridicate si asezati-o pe platforma celulei de flux.

Figura 8 Celule de flux incarcate aliniate peste cleme

5. Selectati Close Flow Cell Door (inchidere usa celula de flux).
Usa celulei de flux se inchide automat, se verifica senzorii si RFID si apare pe ecran ID-ul celulei de flux.

incarcati cartusele SBS si cu grupuri de celule

1. Deschideti usile compartimentului pentru lichide, apoi deschideti usa racitorului pentru reactivi.

2. Scoateti cartusele SBS si de grupuri de celule utilizate din rularea anterioara, daca sunt prezente.
Cartusele utilizate au sigiliile din folie perforate.

3. Eliminati continutul neutilizat in conformitate cu standardele aplicabile.
Pentru eliminarea in conditii de siguranta a pozitiei nr. 30 a cartusului cu grupuri de celule, consultati
Detasarea pozitiei nr. 30 la pagina 21.
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4.

Incércati cartusele pregatite in sertarul racitorului pentru reactivi dup& cum urmeaza, astfel incat etichetele
de introducere sa fie orientate spre partea din spate a instrumentului.

* Asezati cartusul SBS (eticheta gri) in pozitia din stanga.
* Asezati cartusul cu grupuri de celule (eticheta portocalie) care contine eprubeta de biblioteca fara

capac in pozitia din dreapta.

Figura 9 Cartuse cu reactiviincarcate

Glisati sertarul in racitor, apoi inchideti usa racitorului pentru reactivi.
Se verifica senzorii si RFID-urile. ID-urile pentru eprubeta din biblioteca si cele doua cartuse se afiseaza pe
ecran.

incércarea cartusului cu solutie-tampon

1.

Trageti de manerul metalic pentru a deschide sertarul pentru solutia-tampon.

2. Scoateti cartusul cu solutie-tampon utilizat din partea dreaptd a sertarului pentru solutia-tampon.
Cartusul cu solutie-tampon utilizat are sigiliile din folie perforate.

3. Puneti un cartus cu solutie-tampon nou in sertarul pentru solutia-tampon, astfel incat eticheta lllumina sa fie
orientatd spre partea frontald a sertarului. Aliniati cartusul cu ghidajele ridicate de pe podeaua sertarului si
de pe partile laterale.

Céand este incarcat in mod corespunzator, cartusul cu solutie-tampon este asezat uniform si sertarul se
poate inchide.
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Figura 10 Tncarcarea cartusului cu solutie-tampon

Daca ambele flacoane de reactivi utilizati s-au golit, bifati caseta de selectare confirmand ca ambele
flacoane de reactivi utilizati sunt goale.

NOTA Daca flacoanele de reactivi utilizati nu sunt golite, acest lucru poate duce la incetarea rularii si la
revarsare, deteriordnd instrumentul si prezentand un risc de siguranta.

Dupa adaugarea consumabilelor, selectati Run Selection (Selectie rulare) pentru a continua.

Selectarea si pornirea rularii

Instrumentul scaneaza ID-ul eprubetei din biblioteca si cauta o rulare planificata corespunzatoare.

1.

Daca se gaseste o rulare planificata care corespunde ID-ului eprubetei din biblioteca pentru fiecare latura
utilizata, selectarea rularii este omisa. Selectati Review (Revizuire) pentru a continua.

Daca nu exista o rulare corespunzatoare pentru una dintre laturi, selectati Run Selection (Selectare rulare),
apoi selectati una sau mai multe rulari planificate.
Aceeasirulare planificata nu poate fi selectata pe ambele laturi.

Cand sunt selectate una sau mai multe ruldri, selectati Pre-Run Checks (Verificari inainte de rulare).

Asteptati aproximativ 5 minute pentru finalizarea verificarii inainte de rulare.
Rularea incepe Th mod automat dupa finalizarea cu succes.

NOTA Pentru a evita supraincércarea unitétii de disc, nu copiati date in C:\ dup& inceperea rularii.

Erori la verificarea anterior rularii

1.

Daca verificarile anterior ruldrii esueaza din cauza unei erori a senzorului, cum ar fi nedetectarea celulei de
flux, trebuie s iesiti si sa reporniti fluxul de lucru.
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2. Pentru alte erori la verificarea anterior rularii, selectati Retry (Reincercare) pentru a reporni verificarea
esuata sau Retry All (Reincercare toate) pentru a reporni toate verificarile.
Erorile necesita rezolvare ihainte sa poata incepe rularea.

Selectati pictograma Error (Eroare) pentru a vedea detaliile erorii.
Daca verificarea alinierii esueaza, rezolvati eroarea dupa cum urmeaza.
a. Selectati Reload (Reincércare), apoi selectati OK pentru a revenila ecranul Load (Incércare).

b. Tndepartati orice articole din partea de sus a instrumentului, apoi selectati OK. Se deschide usa celulei
de flux.

c. Reincarcati celula de flux, iar apoi selectati Run Setup (Configurare rulare).

d. Parcurgetifiecare ecran pentru a reciti fiecare RFID si a reveni la ecranul Pre-Run Checks (Verificari
fnainte de rulare).

e. Reluati verificarea.

Monitorizarea progresului rularii

Urmatoarele detalii sunt afisate pe ecranul Sequencing (Secventiere) in timp ce rularea este in curs de
desfasurare. Ecranul Sequencing (Secventiere) este accesat din meniul principal.

* Starea pasilor individuali de rulare

* Time to completion (Timpul pana la finalizare) — data si ora finalizarii rularii (aaaa-Il-zz hh:mm).

* Run progress (Evolutie rulare) — etapa actuald a ruldrii. Dimensiunea barei de progres nu este proportionald
cu rata de rulare a fiecarei etape.

* Q-Score (Scoruri Q) — distributia scorurilor de calitate (Scoruri Q).

* Intensity (Intensitate) — valoarea intensitatilor grupurilor de celule pentru cea de-a 90-a percentild pentru
fiecare dala. Culorile diagramelor afiseaza canalele rosii si verzi.

* Clusters Passing Filter (%) (Grupuri de celule care trec de filtru (%)) — procentul de grupuri de celule care

trec de filtru.

* Projected Total Yield (GB) (Randament total estimat (GB)) — randamentul estimat pentru rularea celulei de
flux. Daca sunt selectate parametrii per culoar (H), numerele afisate reprezinta randamentul actual per
culoar si actualizarea per ciclu pe tot parcursul rularii.

* Q30 - procentul de definiri ale bazei pentru rularea care are un scor Q = 30.

Pictogramele de stare

O pictograma de stare de pe interfata NVOS indica starea rularii. Un numar de pe pictograma indica numarul de
conditii pentru o stare.

Cand starea unei rulari se modificd, pictograma clipeste. Selectati pictograma pentru a vedea o descriere a
conditiei. Selectati Acknowledge (Confirmare) pentru a elimina mesajul si Close (inchidere) pentru ainchide
caseta de dialog.
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Pictograma de

Denumire stare Descriere

stare
Status okay (Stare Sistemul este normal.

° buna)

. Processing (in Sistemul proceseaza.

° procesare)
Warning A survenit o avertizare care necesita atentie.
(Avertizare) Avertizarile nu opresc o rulare si nu necesita actiune inainte

de a continua.

Error (Eroare) S-a produs o eroare.

0 Erorile necesita actiune inainte de a continua cu rularea.

(1) Information Este disponibil un mesaj non-critic.

(Informare)

Parametrii rularii

Software-ul afiseaza parametrii generati in timpul rularii. Parametrii apar sub forma de diagrame, grafice si
tabele pe baza datelor generate de RTA3 si scrise in fisiere InterOp.

Gruparea dureaza aproximativ 2 ore, dupa care incepe secventierea cu ciclul 1. Parametrii sunt actualizati pe
masura ce evolueaza secventierea. Dupa ciclul 26 sunt disponibile grupurile de celule care trec de filtru,
randamentul si scorurile de calitate. inainte de ciclul 26, nu sunt populate valori si sunt desemnate ca nefiind
aplicabile.

Dupa secventiere

Sectiunile ce urmeaza prezinta instructiuni privind pasii care au loc dupa finalizarea secventierii.
Spalarea automata dupa efectuarea rularii

Cand secventierea este finalizata, software-ul initiaza o spalare automata dupa efectuarea rularii care dureaza
aproximativ 80 de minute. Sistemul pompeaza hipoclorit de sodiu (NaOCI) la 0,24% din pozitia nr. 17 sifl
dilueaza la 0,12%. NaOCl la 0,12% este pompat in pozitiile reactivului ExAmp si ale bibliotecii, prin celula de flux
si apoiin flacoanele de reactivi utilizati. Prin spalare se curata sablonul din sistem pentru a preveni
contaminarea incrucisata.

Cand spalarea este finalizata, sistemul este pus intr-o stare sigura si devine activ butonul Home (Pagina de
pornire). Lasati consumabilele in pozitie pana la urmatoarea rulare. Dupa spalare, dispozitivele de aspiratie
raman in cartusele SBS si cu grupurile de celule, pentru a preveni patrunderea aerului in sistem. Dispozitivele de
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aspiratie din cartusul cu solutia-tampon sunt ridicate, astfel incat sa poata fi golite flacoanele de reactivi
utilizati. Solutia-tampon de spalare este pompata apoi prin toate liniile pentru a curata NaOCI si reactivii din
sistem.

NOTA Daciintervine o eroare in timpul unei spalari automate dupa efectuarea rularii, iar spalarea dupa
efectuarea rularii este incompleta, este necesara o spalare de intretinere.

Detasarea pozitiei nr. 30

Rezervorul din pozitia nr. 30 a cartusului cu grupuri de celule contine formamida. Acesta este scos din cartusul
uzat de grupuri de celule si aruncat separat.

A ATENTIE

Acest set de reactivi contine substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de
protectie, inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de
expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si
reglementarile regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind
mediul, sanatatea si siguranta, consultati fisierele SDS la adresa support.illumina.com/sds.html.

1. Purtand manusi, apasati urechiusa alba din plastic etichetata Detach after use (A se detasa dupa utilizare)
din partea dreapta.

2. Asezati o mana sau o suprafata solida sub rezervor si apasati pe urechiusa din plastic transparent spre
eticheta lllumina pentru a elibera rezervorul din cartusul de grupuri de celule.

NOTA Evitati stivuirea cartuselor de grupuri de celule atunci cand le depozitati. Stivuirea poate cauza
desprinderea accidentala a rezervorului.

Figura 11 Pozitia amovibila nr. 30

A. Urechiusa alba de plastic care se detaseaza
B. Urechiusa de plastic transparent care trebuie eliberata
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3. Eliminati rezervorul in conformitate cu standardele aplicabile.

Rezultatul secventierii

In timpul secventierii, datele sunt transferate in mod automat de la Instrumentul NovaSeq 6000Dx la Server
lllumina DRAGEN. La finalizarea analizei primare si la finalizarea transferului de date, analiza secundara pe
Server lllumina DRAGEN poate incepe automat utilizand optiunile de analiza definite de aplicatia selectata in
lllumina Run Manager. Rezultatele produse depind de optiunile alese in timpul configurarii rularii. Pentru a
vizualiza rezultatele unei ruldri, selectati numele ruldrii dorite in fila Completed (Finalizate) de pe ecranul Runs
(Rulari). De asemenea, puteti gasi fisiere de iesire Th locatia specificata pe ecranul Instrument Settings (Setari
instrument).

Real-Time Analysis

Instrumentul NovaSeq 6000Dx ruleaza RTA3, o implementare a software-ului Real-Time Analysis, pe
instrumentul Motor de calcul (CE). RTA3 extrage intensitatile din imaginile primite de la camera, efectueaza
definirea de baza, aloca un scor de calitate definitiilor de baza, se aliniaza la PhiX si raporteaza date in fisiere
InterOp.

Pentru a optimiza timpul de procesare, RTA3 stocheaza informatiile in memorie. Daca RTA3 se incheie,
procesarea nu se reia si orice date de rulare procesate in memorie se pierd.

Intrari RTA3

RTA3 necesita imagini cu dale continute Th memoria locala a sistemului pentru procesare. RTA3 primeste
informatii despre rulare si comenzi de la NVOS.

lesire RTA3

Imaginile pentru fiecare canal de culoare sunt trecute in memorie la RTA3 ca dale. Din aceste imagini, RTA3
realizeaza un set de fisiere de definire a bazelor si de fisiere de filtrare a caror calitate este evaluata prin scoruri.
Toate celelalte iesiri sunt fisiere de iesire de suport.

Tip fisier Descriere

Fisiere de definire a Fiecare dald analizata este inclusa intr-un fisier concatenat de definire de baza
bazelor (*.cbcl). Dalele de pe acelasi culoar si din aceeasi suprafata sunt agregate intr-
un fisier CBCL pentru fiecare culoar si suprafata.

Fisiere de filtrare Fiecare dald produce un fisier filtru (*.filter) care specifica daca un grup de
celule trece de filtre.

RTA3 oferad parametri in timp real ai calitatii rularii stocati sub forma de fisiere InterOp, care reprezinta rezultate
binare care contin parametri la nivel de dalg, ciclu si citire.
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Tratarea erorilor

RTA3 creeaza fisiere jurnal si le scrie in folderul Logs (Jurnale). Erorile sunt inregistrate intr-un fisier textin
formatul de fisier *.log.

Urmatoarele fisiere jurnal sunt transferate catre destinatia de iesire finald la incheierea procesarii:

* info 00000.logrezuma evenimentele de rulare importante.

* error 00000.logenumerd erorile care au survenit in timpul unei rulari.

* warning 00000.logenumerd avertizarile care au survenit in timpul unei rulari.

Dalele Flow Cell

Dalele sunt mici zone imagistice de pe celula de flux. Camera preia o imagine a fiecarui rand, pe care software-
ul o imparte in dale pentru procesarea RTA3. Numarul total de dale depinde de cate culoare, randuri si suprafete
sunt reprezentate imagistic pe celula de flux.

* Celulele de flux S2 au un total de 1408 dale.
* Celulele de flux S4 au un total de 3744 dale.

Componenta .
£ S2 S4 Descriere

Flow Cell

Culoare 2 4 Un culoar este un canal fizic cu porturi de intrare siiesire.

Suprafete 2 2 Celule de flux S2 si S4 sunt reprezentat imagistic pe doua
suprafete: superioara si inferioara. Suprafata superioara a unei
dale este reprezentata imagistic prima.

Randuri per 4 6 Un rand este o coloana dintr-un culoar al celulei de flux pe care

culoar camera o captureaza ca o imagine scanata.

Dale perrand 88 78 O dala este o portiune a unui rand si ilustreaza o zona reprezentata

imagistic pe celula de flux.

Numar total de 1408 3744 Culoarele x suprafetele x randurile x dalele per rénd insumeaza
dale generate totalul numarului de dale.

Numele dalei este un numar format din cinci cifre care reprezinta pozitia dalei pe celula de flux. De exemplu,
numele dalei 11205 indica culoarul 1, suprafata superioard, randul 2, dala 5.

*  Prima cifra reprezinta numarul culoarului:
— 1sau 2 pentru o celula de flux S2.
— 1,2, 3sau 4 pentru o celuld de flux S4.
* Adoua cifra reprezinta suprafata: 1 pentru partea superioara sau 2 pentru partea inferioara.

* Atreia cifra reprezintd numarul randului:
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— 1,2, 3 sau 4 pentru o celula de flux S2.
- 1,2,3,4,5sau 6 pentru o celula de flux S4.

* Ultimele doua cifre reprezintd numarul dalei. Numerotarea incepe cu 01 la capatul de iesire al celulei de flux
pana la 88 sau 78 la capatul de intrare.

— dela01la 88 pentru o celula de flux S2.
— dela01la 78 pentru o celula de flux S4.

Fluxul de lucru de Real-Time Analysis

inregistrare Inregistreaza locatia fiecarui grup de celule pe celula de flux cu model.
Extragerea intensitatii  Determina o valoare a intensitatii pentru fiecare grup de celule.
Corectia etapizarii Corecteazd efectele etapizarii si preetapizarii.
Definirea bazelor Determina o definire a bazelor per ciclu pentru fiecare grup de celule.

Evaluarea calitatii prin  Atribuie un scor de calitate fiecarei definiri de baze.
scoruri

Inregistrare

Inregistrarea aliniaza o imagine la matricea patrata rotitd a nano-godeurilor de pe celula de flux cu model. Ca
urmare a dispunerii ordonate a nano-godeurilor, coordonatele X si Y pentru fiecare grup de celule dintr-o dala
sunt predeterminate. Pozitiile grupurilor de celule sunt scrise intr-un fisier de locatie a grupului de celule (s.locs)
pentru fiecare rulare.

Daca inregistrarea esueaza pentru orice imagini dintr-un ciclu, nicio definire a bazelor nu este generata pentru
respectiva dala din acel ciclu.

Extragerea intensitatii

Dupad inregistrare, extragerea intensitatii calculeaza o valoare a intensitatii pentru fiecare nano-godeu dintr-o
imagine data. Daca inregistrarea a esuat, intensitatea pentru dala respectiva nu poate fi extrasa.

Corectia etapizarii

in timpul reactiei de secventiere, fiecare catena de ADN dintr-un grup de celule se extinde cu o baza per ciclu.
Etapizarea si preetapizarea au loc atunci cand o catena se defazeaza fata de ciclul de incorporare curent.
Etapizarea are loc atunci cand incorporarea unei baze rémane in urma.

Preetapizarea are loc atunci cand incorporarea unei baze face un salt inainte.
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Figura 12 Etapizarea si preetapizarea
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A. Citire cu o bazain curs de etapizare
B. Citire cu o bazain curs de preetapizare

RTA3 corecteaza efectele etapizarii si preetapizarii, ceea ce maximizeaza calitatea datelor la fiecare ciclu de pe
intreg parcursul rularii.

Definirea bazelor

Definirea bazelor determina o baza (A, C, G sau T) pentru fiecare grup de celule al unei dale date, la un ciclu
specific. Instrumentul NovaSeq 6000Dx foloseste secventierea pe doua canale, care necesita doar doud
imagini pentru a codifica datele pentru patru baze ADN, una din canalul verde si una din canalul rosu.

O absenta a definirii este identificatd cu N. Absentele definirilor intervin atunci cand un grup de celule nu trece
de filtru, inregistrarea esueaza sau un grup de celule este mutat din imagine.

Intensitatile pentru fiecare grup sunt extrase din imaginile rosii si verzi si comparate intre ele, rezultand astfel
patru populatii distincte. Fiecare populatie corespunde unei baze. Procesul de definire a bazelor determina
carei populatii li apartine fiecare grup de celule.

Figura 13 Vizualizarea intensitatilor grupurilor de celule
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Tabelul 8 Definiri de baze Th secventierea bicanal
Baza Canalul rosu Canalul verde Rezultat

A 1 (activat) 1 (activat) Grupurile de celule care prezinta intensitate atat pe
canalul rosu, cat si pe canalul verde.

C 1 (activat) 0 (dezactivat) Grupurile de celule care prezinta intensitate doar pe
canalul rosu.
G 0 (dezactivat) 0 (dezactivat) Grupurile de celule care nu prezinta nicio intensitate

intr-o pozitie cunoscutd a grupurilor de celule.

T 0 (dezactivat) 1 (activat) Grupurile de celule care prezinta intensitate doar pe
canalul verde.

Grupurile de celule care trec de filtru

In timpul rul&rii, RTA3 filtreaz& datele brute, pentru a elimina citirile care nu ating pragul de calitate a datelor.
Grupurile de celule care se suprapun si cele de slab3 calitate sunt eliminate.

Pentru analiza bicanal, RTA3 utilizeaza un sistem bazat pe populatii pentru a determina puritatea (masura de
puritate a intensitatii) unei definiri de baze. Grupurile de celule trec de filtru (PF) atunci cdnd nu mai mult de o
definire de baze din primele 25 de cicluri are o puritate sub un prag stabilit. Atunci cand este inclusa, alinierea
PhiX se efectueaza in ciclul 26 pe un subset de dale pentru grupurile de celule care au trecut de filtru. Grupurile
de celule care nu trec de filtru nu sunt definite de baze si nu sunt aliniate.

Scoruri de calitate

Un scor de calitate (scor Q) este o predictie a probabilitatii unei definiri incorecte a bazelor. Un scor Q mai mare
inseamna ca o definire a bazelor este de o calitate mai buna si ca este mai probabil sa fie corectd. Dupa ce se
determina scorul Q, rezultatele sunt inregistrate in fisiere CBCL.

Scorul Q comunica succint micile probabilitati de eroare. Scorurile de calitate sunt reprezentate ca Q(X), unde
X este scorul. Urmatorul tabel prezinta relatia dintre un scor de calitate si probabilitatea erorilor.

Scorul Q Q(X) Probabilitatea erorilor

Q40 0,0001 (1din 10.000)

Q30 0,001 (1din 1000)

Q20 0,01 (1din 100)

Q10 0,1(1din 10)
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Raportarea si evaluarea calitatii prin scoruri

Evaluarea calitatii prin scoruri calculeaza un set de factori de predictie pentru fiecare definire a bazelor, apoi
utilizeaza valorile factorilor de predictie pentru a cauta scorul Q intr-un tabel de calitate. Tabelele de calitate
sunt create pentru a furniza predictii de calitate de o acuratete optima pentru ruldrile generate de o configuratie
specificd a platformei de secventiere si a versiunii de chimie.

Evaluarea calitatii prin scoruri se bazeaza pe o versiune modificata a algoritmului Phred.

Pentru a genera tabelul Q pentru Instrumentul NovaSeq 6000Dx, au fost determinate trei grupuri de definire de
baze, pe baza grupdrii acestor caracteristici predictive specifice. In urma grupérii definirilor de baze, rata medie
de eroare a fost calculata empiric pentru fiecare dintre cele trei grupuri, iar scorurile Q corespunzatoare au fost
inregistrate in tabelul Q, alaturi de caracteristicile predictive asociate cu grupul respectiv. Ca atare, numai trei
scoruri Q sunt posibile cu RTA3, iar aceste scoruri Q reprezinta rata medie de eroare a grupului. in general,
acest lucru duce la un scor de calitate simplificat, dar foarte precis. Cele trei grupuri din tabelul de calitate
corespund definirilor de baze marginale (< Q15), mediu (~Q20) si calitate superioara (> Q30) si li se atribuie
punctajele specifice de 12, 26, respectiv 34. In plus, un scor nul de 2 este atribuit pentru absenta definirilor.
Acest model de raportare pe baza scorului Q reduce cerintele privind spatiul de stocare si latimea de banda,
fara a afecta acuratetea sau performanta.

Figura 14 Evaluarea calitatii prin scoruri Q simplificate cu RTA3

RTA3

Sequence data

CAGAACCTGACCCGAACCTGACC
TTGGCATTCCATTGGCATTTCCA
TAGCATCATGGATTAGCATCATGGAT
GAGTCAACATCAGAGTCAACAGTCA

v
Q-table
Metric1 Metric 2 Metric3 Metric4 Metric 5

0 1 3 3.2 0
862 915 0.5 0.9 0
2125 2178 0.05 0.06 1
3256 3309 0.05 0.07 1

v

Q-scores

2 |12 |26 | 34
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Fisierele de iesire pentru secventiere

Tip fisier Descrierea, locatia si numele fisierului

Fisiere de definire a Fiecare grup de celule analizat este inclus intr-un fisier de definire a bazelor, agregat
bazelor intr-un singur fisier per ciclu, culoar si suprafata. Fisierul agregat contine definirea
bazelor si scorul de calitate codificat pentru fiecare grup de celule.
DatalIntensities\BaseCalls\L001\C1.1
L[lane] [surface].cbcl,deexemplu, L001 1.cbcl

Fisiere cu locatia Pentru fiecare celuld de flux, un fisier cu locatia grupurilor de celule binare contine
grupurilor de celule coordonatele XY pentru grupurile de celule dintr-o dala. O dispunere hexagonald care

corespunde dispunerii nano-godeului celulei de flux predefineste coordonatele.
Data\Intensities

s [lane].locs

Fisiere de filtrare Fisierul de filtrare specifica daca un grup de celule trece de filtre. Fisierele de filtrare
sunt generate la ciclul 26, utilizand 25 de cicluri de date. Pentru fiecare dala, este

generat un fisier de filtrare.
Data\Intensities\BaseCalls\L00O1
s [lane] [tile].filter

Fisierul cu informatii ~ Listeaza denumirea rularii, numarul de cicluri din fiecare citire, daca citirea este o
despre rulare citire de indexuri si numarul de rénduri si dale din celula de flux. Fisierul cu informatii
despre rulare este creat la inceputul rularii.
[Root folder],RunInfo.xml

Fisiere miniatura Imagini in miniatura pentru primul ciclu al fiecarei citiri de secventiere.
Thumbnail Images\LO01\C[X.1] —fisierele sunt stocate intr-un subfolder pentru
fiecare ciclu.

s [lane] [tile] [channel].jpg-imaginea in miniaturd include numarul dalei.

Structura folderului de iesire pentru secventiere

NVOS genereaza numele folderului de iesire in mod automat.

"1 Config — setari de configurare pentru rulare.

Logs —fisiere jurnal care descriu etapele operationale, analizele instrumentului si evenimentele RTA3.

=l sampleSheet.csv - fisa de probe sau alt fisier atasat, daca este cazul.

IDate
Intensities
[ IBasecCalls
[1LOO[X] - fisiere de definire a bazelor (*.cbcl) agregate intr-un singur fisier per culoar, suprafata si
ciclu.
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=ls.locs - fisierul de locatii ale grupelor de celule pentru rulare.
TInterOp —fisiere binare.
[TRecipe - fisier de reteta specific pentru rulare.

I Thumbnail Images - imagini in miniatura pentru fiecare a 10-a dala.
[1LIMS —fisierul de configurare a rularii (*.json), daca este cazul.
TIAudit

=l Auditinfo.xml
=IRTA3.cfg
= Runinfo.xml
=l RunParameters.xml
=l RTAComplete.txt
=l CopyComplete.txt
= SequenceComplete.txt
=l llluminaRunManagerCopyComplete.txt

=l Manifest.tsv

Avertizari si precautii

I

A ATENTIE

Legislatia federala a Statelor Unite permite vanzarea acestui dispozitiv numai de catre sau la
comanda unui medic sau a altui cadru medical autorizat sa utilizeze sau sa comande dispozitivul de
legislatia statului in care practica.

* Unele componente ale reactivilor furnizati de lllumina pentru utilizare impreuna cu Instrumentul
NovaSeq 6000Dx contin substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari corporale
prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de protectie, inclusiv
protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de expunere. Manipulati
reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i ih conformitate cu legile si reglementarile regionale,
nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind mediul, séanatatea si siguranta,
consultati Fisele cu date de securitate (SDS) la adresa support.illumina.com/sds.html.

* Nerespectarea procedurilor mentionate poate duce la rezultate gresite sau la reducerea semnificativa a
calitatii probelor.

* Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu méncati, nu
beti si nu fumatiin spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si halate de laborator
atunci cand manipulati probe si reactivi din seturi. Dupa ce manipulati probe si reactivi din seturi, spalati-va
temeinic pe maini.
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* Este necesara respectarea practicilor de laborator corespunzatoare si a igienei in laborator
corespunzatoare pentru a impiedica produsele PCR sa contamineze reactivii, instrumentarul si probele de
ADN genomic. Contaminarea cu PCR poate determina rezultate inexacte si nefiabile.

* Pentru a preveni contaminarea, asigurati-va ca zonele de pre-amplificare si post-amplificare dispun de
echipamente si consumabile dedicate (de ex., pipete, varfuri de pipeta, blocuri de incalzire, agitatoare prin
vortexare si centrifuge).

* Indexul pentruimperecherea probelor trebuie sa corespunda exact configuratiei placii de indexare. Aplicatia
DNA Prep with Enrichment populeaza ih mod automat primerii de indexare asociati cu numele probelor,
atunci cand sunt introduse in timpul configurarii ruldrii. Recomandam ca utilizatorul sa verifice primerii de
indexare asociati cu probele inainte de a initia rularea de secventiere. Nepotrivirile intre proba si configuratia
placii duc la pierderea identificarii pozitive a probei si la raportarea de rezultate incorecte.

* Serecomanda ferm instalarea unui software antivirus furnizat de utilizator, pentru a proteja computerul
impotriva virusilor.

* Nu utilizati NovaSeq 6000Dx daca oricare dintre panourile acestuia este indepartat. Utilizarea
instrumentului cu indepartarea oricaruia dintre panouri conduce la expunerea potentiald la tensiunea de linie
si la tensiunile de curent continuu.

* Nu atingeti platforma celulei de flux din compartimentul celulei de flux. incélzitorul din acest compartiment
functioneaza la o temperatura intre 22 °C si 95 °C si poate provoca arsuri.

* Instrumentul cantareste aproximativ 480,4 kg (1059 Ibs) si poate cauza vatamari grave daca este scapat pe
jos sau manipulat gresit.

Caracteristici de performanta

Caracteristicile de performanta pentru instrumentul NovaSeq 6000Dx au fost stabilite utilizand lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx pentru pregatirea bibliotecii, Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) si
Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri) pentru secventiere si Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx pentru analiza secundar, inclusiv detectarea variantelor de linie germinala si
somatice. Studiile au inclus Indexarea probelor, Transferul probelor, Introducerea de ADN, Sensibilitatea
analitica (Limita de blanc/Limita de detectie), Acuratetea, Precizia, Compararea metodelor si
Reproductibilitatea. Consultati Prospect lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pentru caracteristicile de
performanta privind factorii preanalitici, precum metodele de extractie sau substantele interferente.

Definitiile calculelor folosite pentru caracteristicile de
performanta

1. Procentul de concordanta pozitiva (Positive Percent Agreement — PPA) este calculat ca proportia de loci
clasificati ca variante de o metoda de referinta pe care testarea o raporteaza corect.

* (nr.delocide variante raportati corect de testare) / (nr. total de loci de variante)
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Locii de variante raportati de testare care sunt concordanti cu metoda de referinta sunt cu adevarat pozitivi
(true positives — TP). Locii de variante raportati de testare ca definiri de referintd sau ca definiri ale unor
variante diferite sunt fals negativi (false negatives — FN).

2. Procentul de concordanta negativa (Negative Percent Agreement — NPA) este calculat ca proportia de loci
clasificati ca de tip salbatic de o metoda de referinta pe care testarea o raporteaza corect.

* (nr.delocide tip salbatic raportati corect de testare) / (nr. total de loci de tip salbatic)
Locii de tip salbatic raportati de testare care sunt concordanti cu metoda de referintad sunt cu adevarat
negativi (true negatives — TN). Locii de tip salbatic raportati de testare sunt fals pozitivi (false positives -
FP).

3. Procentul de concordanta globala (Overall Percent Agreement — OPA) este calculat ca proportia de loci
raportati corect de testare fata de o metoda de referinta.

* ((nr.de loci de variante raportati corect de testare) + (nr. de loci de tip salbatic raportati corect de
testare)) / ((nr. total de loci de variante) + (nr. total de loci de tip salbatic))

4. Calculele PPA, NPA si OPA nu includ absentele definirilor (locii de variante sau de referinta care nu trec de
unul sau mai multe filtre de calitate).

5. Procentajul de detectii pozitive (PPC) reprezinta numarul de observatii cu varianta detectata, impartit la
numarul total de observatii testate, excluzand eventuale observatii nevalide sau cele filtrate ca fiind de
adéncime scazuta.

6. Procentajul de detectii negative (PNC) se calculeaza drept numarul de observatii cu referinta de trecere ca
rezultat la o pozitie, impartit la numarul total de observatii testate, excluzand eventuale observatii nevalide
sau cele filtrate ca fiind de adancime scazuta.

7. Procentajul capacitatii de definire a autozomilor se calculeaza drept procent din pozitiile de referinta non-N
din regiunile tinta din cromozomii autozomiali cu o definire de genotip care trece testarea.

Indexarea probelor

Primerii de indexare pentru probe, adaugati in timpul pregatirii bibliotecilor, atribuie o secventa unica fiecarei
probe de ADN. Aceste secvente unice permit cumularea mai multor probe intr-o singura rulare de secventiere.
Indexarea probelor este folositd atat pentru fluxurile de lucru de linie germinald, cét si pentru cele somatice.
Scopul acestui studiu a fost de a stabili numarul minim (12) si maxim (192) de probe care pot fi procesate intr-o
singura rulare de secventiere de catre Instrumentul NovaSeq 6000Dx. Au fost testate doudsprezece probe de
ADN Platinum Genome unice (NA12877-NA12888) cu cel putin 12 combinatii diferite de primeri de indexare per
proba. Bibliotecile de probe au fost preparate folosind o testare reprezentativa conceputa sa interogheze o
varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze la nivelul tuturor celor 23 de cromozomi umani. Rezultatele
probelor din patru ruldri de secventiere folosind fluxul de lucru pentru analizé de generare Germline FASTQ si
VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx au fost comparate cu Platinum Genomes
versiunea 2016-1.0.

Pentru primul set de rulari, au fost secventiate 192 de biblioteci de probe indexate in mod unic, in cadrul a doua
ruldri de secventiere, cate una pentru reactivii S2 si S4, pentru a verifica numarul maxim de indexuri acceptate si
capacitatea testarii de a efectua o definire de genotipare in mod consecvent pentru o proba data in diferite
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combinatii de primeri de indexare. Pentru al doilea set de rulari, 12 biblioteci de probe indexate ih mod unic au
fost secventiate in cadrul a doud ruldri de secventiere, cate una pentru reactivii S2 si S4, pentru a verifica
numarul minim de indexuri acceptate.

Pentru ruldrile cu 192 de indexuri, PPA pentru SNV-uri a variat intre 99,7% si 100%, PPA pentru insertii a fost de
100%, PPA pentru deletii a variat intre 96,7% si 100% si NPA a fost de 100%. Pentru rularile cu 12 indexuri, PPA
pentru SNV-uri a variat intre 99,7% si 100%, PPA pentru insertii a variat intre 89,6% si 100%, PPA pentru deletii a
variat intre 94,6% si 100% si NPA a fost de 100%.

Transferul probelor

Instrumentul NovaSeq 6000Dx permite secventierea de probe multiple plus controale in cadrul unei singure
ruldri de secventiere. A fost realizat un studiu pentru a evalua amploarea transferului probelor in cadrul unei
ruldri de secventiere (in cadrul aceleiasi rulari) siintre rulari de secventiere (de la o rulare la alta). Doudsprezece
probe de ADN Platinum Genome, sase masculine si sase feminine, au fost testate cu o testare reprezentativa
conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze la nivelul tuturor celor 23 de
cromozomi umani, incluzand cromozomi pentru ambele sexe. Bibliotecile au fost secventiate pe Instrumentul
NovaSeq 6000Dx utilizand fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline FASTQ si VCF din Aplicatia
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Transferul probelor masculine in probele feminine a fost
observat prin prezenta citirilor tintd ale cromozomului Y in probele feminine.

Transferul in cadrul aceleiasi ruldri poate fi introdus in timpul generarii grupurilor de celule, al definirii bazelor din
ciclurile de indexare si al demultiplexarii probelor. Pentru testarea transferului probelor in cadrul unei rulari de
secventiere, un fond de biblioteci constand din cel putin douasprezece replicari, din fiecare proba masculina si
feminina unica, plus doua controale fara sablon, pentru un total de 192 de biblioteci indexate in mod unic, a fost
secventiat pe Instrumentul NovaSeq 6000Dx in cadrul a doua rulari de secventiere, cate una pentru reactivii S2
si S4. Transferul probelor in cadrul aceleiasi ruldri a fost evaluat prin compararea acoperirii tintd a cromozomului
Y a fiecarei replicari feminine cu acoperirea medie tintd a cromozomului Y a tuturor replicarilor masculine din
fond. A 95-a percentila a transferului observat in cadrul aceleiasi rulari a fost de 0,0090% si 0,041% pentru
reactivii S2, respectiv S4.

Pentru testarea transferului probelor de la o rulare la alta, doua fonduri de biblioteci au fost pregatite si
secventiate consecutiv pe un Instrumentul NovaSeq 6000Dx, latura A folosind reactivi S4, iar latura B folosind
reactivi S2. Primul fond continea cel putin douasprezece replicari a sase probe feminine unice plus doua
controale fara sablon, pentru un total de 96 de biblioteci indexate in mod unic. Al doilea fond continea cel putin
doudsprezece replicari a sase probe masculine unice plus doua controale fara sablon, pentru un total de 96 de
biblioteci indexate in mod unic. Ambele fonduri au folosit acelasi set de adaptoare de indexuri. Fondul feminin a
fost secventiat primul, urmat de o rulare de secventiere ulterioara a fondului masculin, urmata de o alta rulare de
secventiere repetatad a fondului feminin. Transferul probelor de la o rulare la alta a fost evaluat in functie de tipul
de reactiv, S2 si S4, comparénd acoperirea tintd a cromozomului Y intre replicarile corespunzatoare ale rularii
repetate a fondului feminin si ale ruldrii fondului masculin. A 95-a percentild a transferului observat de la o rulare
la alta a fost de 0,0089% si 0,012% pentru reactivii S2, respectiv S4.
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Introducere de ADN

Sange (linie germinala)

Intervalul de introduceri de ADN sanguin pentru Setul lllumina DNA Prep with Enrichment Dx folosind Aplicatia
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a fost stabilit pentru NovaSeq 6000Dx. Acesta a fost evaluat
efectuand un studiu privind diluarea in serie folosind opt probe de ADN Platinum Genome (NA12877 - NA12884)
cu o testare reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze la
nivelul tuturor celor 23 de cromozomi umani. Bibliotecile au fost secventiate pe un Instrumentul NovaSeq
6000Dx folosind cate un lot de Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) si Set de reactivi NovaSeq
6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri).

Sapte probe au fost testate in dublu exemplar la sase niveluri de introducere de ADN variind de la 1000 ng la

10 ng (1000 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng si 10 ng). O a opta proba (NA12884) a fost testata ca replicare
unica la o introducere de 10 ng si in dublu exemplar pentru toate celelalte niveluri de introducere. Pentru
determinarea acuratetei, genotipurile probelor au fost comparate cu Platinum Genomes versiunea 2016-1.0.
Rezultatele au fost determinate pentru fiecare nivel de introducere. PPA pentru fiecare tip de varianta (SNV-uri,
insertii si deletii) este prezentat in Rezultatele PPA pentru fiecare introducere de ADN sanguin dupa tipul de
variantala pagina 33. NPA este prezentat in NPA pentru fiecare introducere de ADN sanguinla pagina 34. Toate
nivelurile de introducere au avut o acuratete similara. Introducerea de ADN sanguin recomandata pentru
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx este de 50-1000 ng, 1000 ng si 10 ng furnizand o limita superioara si
inferioara pentru a indeplini caracteristicile de performanta la secventierea pe NovaSeq 6000Dx.

Tabelul 9 Rezultatele PPA pentru fiecare introducere de ADN sanguin dupa tipul de varianta

Introducere de Tip de Variante TP EN Variante cu absenta PPA
ADN (ng) varianta preconizate definirilor (%)
10 SNV 69612 69538 68 6 99,9
25 74192 74105 75 12 99,9
50 74105 74 13 99,9
100 74116 72 4 99,9
250 74113 72 7 99,9
1000 74112 73 7 99,9
10 Insertie 2732 2732 0 0 100
25 2928 2916 6 6 99,8
50 2914 8 6 99,7
100 2917 6 5 99,8
250 2928 0 0 100
1000 2921 5 2 99,8
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Introducere de Tip de Variante TP EN Variante cu absenta PPA
ADN (ng) varianta preconizate definirilor (%)
10 Deletie 2084 2049 4 31 99,8
25 2240 2200 9 31 99,6
50 2207 3 30 99,9
100 2199 1 40 >99,9
250 2201 0 39 100
1000 2195 2 43 99,9

Tabelul 10 NPA pentru fiecare introducere de ADN sanguin

Introducere de ADN (ng) TN FP Absenta definirilor ca referinta NPA (%)
10 115449045 384 285751 >99,9
25 123012157 415 438153 >99,9
50 122985299 369 465043 >99,9
100 122976660 321 473730 >99,9
250 122971099 331 479289 >99,9
1000 122978527 324 471882 >99,9

FFPE (Somatic)

Intervalul de introduceri de ADN sanguin fixate in solutie de formalina si incluse in bloc de parafina pentru Setul
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx folosind Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx fost
stabilit pentru NovaSeq 6000Dx. Acesta a fost evaluat efectuand un studiu privind diluarea Tn serie folosind
doua probe Platinum Genome cu o testare reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene
acoperind 1.970.505 de baze la nivelul tuturor celor 23 de cromozomi umani. Bibliotecile au fost secventiate pe
un Instrumentul NovaSeq 6000Dx folosind cate un lot de Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri)
si Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri).

Proba de ADN GM12877 a fost diluata cu proba de ADN GM12878 pentru a crea GM12877-13 cu variantele
heterozigote si homozigote unice GM12877 la frecvente aproape de 6,5%, respectiv 13%. S-a testat si GM12877
nediluata. GM12877-13 a fost testat in dublu exemplar la patru niveluri de introducere de ADN variind de la

1000 ng la 25 ng (1000 ng, 250 ng, 50 ng si 25 ng). GM12877 a fost testata ca replicare unica la 250 ng sin
dublu exemplar pentru toate celelalte niveluri de introducere. Pentru determinarea acuratetei, definirile
variantelor pentru probe au fost comparate cu Platinum Genomes versiunea 2016-1.0. Rezultatele au fost
determinate pentru fiecare nivel de introducere. PPA pentru fiecare tip de varianta (SNV-uri, insertii si deletii)
este prezentat in Rezultatele PPA pentru fiecare introducere de ADN FFPE dupa tipul de variantd si VAF al tintei
la pagina 35. NPA este prezentat in NPA pentru fiecare introducere de ADN la pagina 35. Toate nivelurile de
introducere au avut o acuratete similara. Pentru probele FFPE cu valoarea ACq = 5, introducerea de ADN
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recomandatd este de 50-1000 ng pentru Setul lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, 1000 ng si 25 ng
furnizand o limita superioara si inferioara pentru a indeplini caracteristicile de performanta la secventierea pe
NovaSeq 6000Dx.

Tabelul 11 Rezultatele PPA pentru fiecare introducere de ADN FFPE dupa tipul de varianta si VAF al tintei
VAF de diluare tinta

0,065 0,13
Introducere Variante Variante
de ADN T|;.) dev Varla?te T EN cu PPA Varlar.1te ™ EN cu PPA
varianta preconizate absenta (%) preconizate absenta (%)
(ng) definiri .
efinirilor definirilor
25 SNV 3000 2931 8 61 99,7 624 624 0 0 100
50 3000 2930 8 62 99,7 624 622 0 2 100
250 3000 2027 8 65 99,7 624 624 0 0 100
1000 3000 2921 8 71 99,7 624 624 0 0 100
25 Insertie 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
50 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
250 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
1000 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
25 Deletie 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
50 88 88 0 0 100 32 31 0 1 100
250 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
1000 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
Tabelul 12 NPA pentru fiecare introducere de ADN
Introducere de ADN  Tip salbatic N Ep Absenta definirilor ca NPA
(ng) preconizat referinta (%)
25 25354119 25353706 413 5499498 >99,9
50 27538269 27538013 256 3315421 >99,9
250 21562303 21561983 320 1577958 >99,9
1000 29030903 29030596 307 1822781 >99,9

Sensibilitate analitica (Limita de blanc [Limit of Blank — LoB]
si Limita de detectie [Limit of Detection — LoD])

Acest studiu a fost realizat pentru a evalua Limita de blanc (Limit of Blank — LoB) si Limita de detectie (Limit of
Detection — LoD) pentru fluxul de lucru pentru analizd de generare Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pe Instrumentul NovaSeq 6000Dx. Studiul a fost realizat folosind o
testare reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze la nivelul
tuturor celor 23 de cromozomi umani. Liniile celulare Platinum Genome GM12878 si GM12877 au fost fixate in
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solutie de formalina si incluse in bloc de parafina, operatiune urmata de extractia de ADN. Dilutiile de GM12877
in GM12878 au fost pregatite pentru a prepara probe constand din 0%, 4%, 6,5% si 13% GM12877 din volum,
astfel incéat frecventele variantelor a 489 de variante unice de GM12877 (454 SNV-uri, 17 insertii si 18 deletii) sa
fie cuprinse intre 0 si 0,13. Bibliotecile de probe au fost pregétite folosind doua loturi de Seturi de reactivi
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx si secventiate pe parcursul a sase zile consecutive de initiere, cu doua
Instrumentul NovaSeq 6000Dx si doua loturi fiecare de Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) si
Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri), pentru un total de douasprezece rulari de secventiere.
Acest lucru a dus la 288 de observatii pentru fiecare varianta in fiecare dintre dilutiile de probe. LoB si LoD au
fost calculate folosind abordarea clasica indicatd in CLSI EP17-A2. LoB si LoD au fost calculate pentru reactivii
S2 si S4 separat, prin cumularea frecventelor variantelor tuturor variantelor din rularea de secventiere pentru
fiecare tip de reactiv. Eroarea de Tip | a fost definita ca 0,01 si eroarea de Tip Il a fost definita ca 0,05.

LoB a fost evaluata independent pentru 489 de loci la nivelul a doua loturi de secventiere pentru fiecare tip de
reactiv (S2 sau S4) si pregatirea bibliotecii. Pentru reactivii S2, LoB a percentilei 95 a fost de 2,9%. Pentru
reactivii S4, LoB a percentilei 95 a fost de 2,2%.

LoD a fost calculata cu succes pentru 478 din 489 de variante pentru S2 si 485 din 489 de variante pentru S4.
Variantele pentru care nu a fost determinata nicio LoD pentru unul sau ambele preparate din biblioteca au fost
excluse din alocarea finala a LoD pentru sistemul NovaSeq 6000Dx. LoD a sistemului NovaSeq 6000Dx cu
reactivi S2 si S4 a fost determinata considerand percentila 95 a LoD-urilor variantei individuale. Pentru reactivii
S2, percentila 95 la nivelul a 478 de variante de LoD a fost de 4,8%. Pentru reactivii S4, percentila 95 la nivelul a
485 de variante de LoD a fost de 3,9%.
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Acuratete

Linie germinala

Studiul urmator a fost realizat pentru a evalua acuratetea de definire a variantelor cu fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline
FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pe Instrumentul NovaSeq 6000Dx folosind Set de reactivi
NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri). Au fost testate patru probe unice de ADN Platinum Genome folosind o testare reprezentativa
conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze (9.232 de tinte) la nivelul a 23 de cromozomi umani. Fiecare
dintre probe a fost testata in replicari de 12, cu exceptia NA12880, care au fost testate in replicari de 11. S-a efectuat un total de 18 rulari
folosind trei instrumente de secventiere, trei loturi de reactivi S2 si doi operatori pe parcursul a sase zile de initiere. Acuratetea a fost
determinata pentru SNV-uri, insertii si deletii comparand rezultatele cu Platinum Genomes versiunea 2016-1.0.

Tabelul 13 Rezumatul Concordantei de linie germinald

Criterii Observatii totale' Rezultatul observatiei? Rezultat per rulare®
PPA pentru SNV 846 99,8 99,9

PPA pentru insertii 846 97,9 >99,9

PPA pentru deletii 846 96,9 99,9

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

Calculate ca numar de probe per rulare (47) x numar de rulari (18) = 846.

2Cea mai mic3 valoare observata per replicare de proba in toate cele 18 rulari.

3Cea mai mic valoare atunci cand datele din fiecare rulare sunt analizate colectiv.
Concordanta de linie germinala per probd la pagina 38 contine datele studiului prezentate cu procentul de concordanta pozitiva si
negativa per proba, unde rezultatele privind variantele sunt comparate cu Platinum Genomes versiunea 2016-1.0 pentru calculele PPA.
Cele trei tipuri de variante (SNV-uri, insertii si deletii) sunt combinate. Deoarece metoda de referinta furnizeaza rezultate doar pentru
variantele mononucleotidice si insertii/deletii, rezultatele privind bazele de non-variante sunt comparate cu versiunea de secventa de
referintd a genomului uman hg19 pentru calculele NPA.
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Tabelul 14 Concordanta de linie germinala per proba

. Variante
Capacitatea .
< .. Variante cu

Proba de definire a . 1 TP FN TN FP PPA NPA OPA

) preconizate absenta

autozomilor L

definirilor
NA12877 99,4 273672 273452 220 0 414765131 931 99,9 >99,9 >99,9
NA12878 99,4 265680 265208 234 238 414803691 1193 99,9 >99,9 >99,9
NA12879 99,4 261792 261792 0 0 414746986 1429 100 >99,9 >99,9
NA12880 99,4 246114 245551 399 164 380157538 1458 99,8 >99,9 >99 9

" Numérul total de variante din toate replicarile de probe din cele 18 rulri.

Concordanta de linie germinala per proba dupa tipul de variantd la pagina 38 contine datele de studiu prezentate per proba, unde
rezultatele privind variantele sunt comparate cu metoda de referintd compusa, bine caracterizata. Detectia este evaluata pentru fiecare
tip de varianta — SNV-uri, insertii si deletii — separat. Pozitiile de referinta sunt excluse.

Tabelul 15 Concordanta de linie germinala per proba dupa tipul de varianta

SNV-uri Insertii Deletii
Proba Preconizate TP FN Preconizate TP FN Preconizate TP FN
NA12877 255096 254877 219 10368 10367 1 8208 8208 0
NA12878 250344 250077 221 8424 8424 0 6912 6707 13
NA12879 246024 246024 0 8856 8856 0 6912 6912 0
NA12880 229482 229086 396 9306 9306 0 7326 7159 3

Probele au fost analizate in continuare pentru definirea de mici insertii si deletii (indeli). Un rezumat de ansamblu este prezentatin
Rezumatul detectiei de indeli de linie germinaldla pagina 39. A existat un total de 210 indeli, variind ca dimensiuni intre 1 si 18 bp pentru
insertii siintre 1 si 21 bp pentru deletii.
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Tabelul 16 Rezumatul detectiei de indeli de linie germinala

Tip de varianta Variante preconizate TP FN Variante cu absenta definirilor PPA
Insertie 36954 36953 1 0 >99,9
Deletie 29358 28986 16 356 99,9

Testarea reprezentativa a constatin 9.232 de tinte care au acoperit o varietate de continuturi genomice. Continutul GC al tintelor a
variat intre 0,20 si 0,86. De asemenea, tintele au avut o gama de repetari mononucleotidice (de ex., PolyA, PolyT), de dinucleotide si
trinucleotide. Datele compilate pe baza de cromozom pentru a determina efectul continutului genomic asupra definirilor corecte sub
forma procentuald sunt prezentate in Acuratete Linie germinald la nivel de cromozom la pagina 39. Procentul de definiri corecte consta
in definiri de variante si definiri de referinta si este mai mic de 100% daca exista fie definiri incorecte, fie absente ale definirilor.

Tabelul 17 Acuratete Linie germinala la nivel de cromozom

%

Nr. Nr. . . . Absente %
Nr. de Continut Interval Definiri Definiri ! .. absente
Cromozom de de T . ale definiri !
. baze genomic GC corecte incorecte . ale
gene tinte definirilor  corecte .
' definirilor
chrl 47 728 138328 Poly A (12), [0,22 - 114888718 34 966860 >99,9 0,83
Poly C (7), 0,8];
Poly T (14), Mediana:
Poly G (7), 0,51
Dinucleotida
(22),
Trinucleotida
(8), Insertie
(18), Deletie
(4)
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr2 39 628 159588
chr3 38 650 137627

Continut
genomic

Poly A (46),
Poly C (8),
Poly T (23),
Poly G (7),
Dinucleotida
(22),
Trinucleotida
(8), Insertie
(5), Deletie
(2)

Poly A (18),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (7),
Dinucleotida
(12),
Trinucleotida
(8), Insertie
(11), Deletie
(1)

Interval
GC

[0,24 -
0,81];
Mediana:
0,44

[0,25 -
0,861];
Mediana:
0,45

A
Definiri Definiri al':se“’e
corecte incorecte ..
definirilor
132293464 798 460345
114625053 2 226461

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

0,35

0,20
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Cromozom

chr4

chr5

Nr.
de
gene

25

Nr.
de
tinte

370

507

Nr. de
baze

73766

90008

Continut
genomic

Poly A (9),
Poly C (7),
Poly T (25),
Poly G (6),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(5), Insertie
(2), Deletie
(2)

Poly A (10),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinucleotida
(10),
Trinucleotida
(8), Insertie
(8), Deletie
(18)

Interval Definiri
GC corecte

[0,27 - 61872303
0,771;

Mediana:

0,45

[0,29 - 75314497
0,791;

Mediana:

0,46

Definiri
incorecte

912

Absente
ale
definirilor

66741

153061

%
definiri
corecte

100

>99,9

%
absente
ale
definirilor

omn

0,20
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr6 39 453 126721
chr?7 21 450 161501

Continut
genomic

Poly A (28),
Poly C (7),
Poly T (33),
Poly G (7),
Dinucleotida
(18),
Trinucleotida
(11), Insertie
(4), Deletie
(2)

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinucleotida
(31),
Trinucleotida
(5), Insertie
(1), Deletie
(4)

Interval Definiri
GC corecte

[0,24 - 103412695
0,791,

Mediana:

0,48

[0,2 - 132534074
0,771;

Mediana:

0,46

Definiri
incorecte

19

Absente
ale
definirilor

182361

246884

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

0,18

0,19
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Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

381 67775
347 87100

Continut
genomic

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(9), Insertie
(4), Deletie
(1)

Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (27),
Poly G (8),
Dinucleotida
(9),
Trinucleotida
(9), Insertie
(4), Deletie
(1)

72650800

Absente
ale
definirilor

170925

241991

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

0,30

0,33
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr10 14 317 66723
chr11 29 51 91786

Continut
genomic

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Dinucleotida
(16),
Trinucleotida
(6), Insertie
(1), Deletie (1)

Poly A (28),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinucleotida
(26),
Trinucleotida
(7), Insertie
(2), Deletie
(2)

Interval
GC

[0,23 -
0,78];

Mediana:

0,44

[0,28 -
0,8];

Mediana:

0,47

Definiri
corecte

55539058

75744222

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte _
definirilor
1 188216
742 259258

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

0,34

0,34
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Cromozom

chr12

chr13

Nr.
de
gene

29

13

Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

577 120365
283 58639

Continut
genomic

Poly A (19),
Poly C (8),
Poly T (40),
Poly G (7),
Dinucleotida
(7),
Trinucleotida
(7), Insertie
(1), Deletie
(5)

Poly A (24),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinucleotida
(6),
Trinucleotida
(8), Insertie
(14), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,26 -
0,771;
Mediana:
0,49

[0,28 -
0,791;
Mediana:
0,42

Definiri
corecte

99972530

48503179

Definiri
incorecte

1

1

Absente
ale
definirilor

542005

45666

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

0,54

0,09
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr14 " 147 26980
Chr15 15 266 52091

Continut
genomic

Poly A (21),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (11),
Dinucleotida
(6),
Trinucleotida
(6), Insertie
(4), Deletie
(1)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (6),
Trinucleotida
(8), Insertie
(4), Deletie
(6)

Interval
GC

[0,29 -
0,77];

Mediana:

0,47

[0,29 -
0,76];

Mediana:

0,46

Definiri
corecte

22286153

43600279

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte _
definirilor
198 147895
0 99041

%
definiri
corecte

>99,9

100

%
absente
ale
definirilor

0,66

0,23
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Cromozom

chr16

chr17

Nr.
de
gene

21

36

Nr.
de
tinte

366

645

Nr. de
baze

80030

118062

Continut
genomic

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(10), Insertie
(15), Deletie
(21)

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (18),
Poly G (8),
Dinucleotida
(13),
Trinucleotida
(8), Insertie
(18), Deletie
(16)

Interval Definiri
GC corecte

[0,3 - 65490245
0,76];

Mediana:

0,54

[0,28 - 97929929
0,82];

Mediana:

0,49

Definiri
incorecte

16

417

Absente
ale
definirilor

1438278

335905

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

2,15

0,34

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Cromozom

chr18

chr19

chr20

Nr.
de
gene

9

30

12

Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

99 19195
605 104004
179 33795

Continut
genomic

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Trinucleotida
(10), Insertie
(4), Deletie
(0)

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (31),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(7), Insertie
(2), Deletie
(21)

Poly A (6),
Poly C (6),
Poly T (7),
Poly G (8),
Trinucleotida
(9), Insertie
(5), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,22 -
0,78];
Mediana:
0,44

[0,33 -
0,83];
Mediana:
0,59

[0,31 -
0,84];
Mediana:
0,53

Definiri
corecte

15967171

85642066

28108712

Definiri
incorecte

312

3

0

Absente
ale
definirilor

42077

678213

38374

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

100

%
absente
ale
definirilor

0,26

0,79

0,14
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr21 5 63 30642
chr22 10 187 36727

Continut
genomic

Poly A (28),
Poly C (6),
Poly T (24),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5), Insertie
(2), Deletie
(5)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (19),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(8), Insertie
(6), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,22 -
0,78];

Mediana:

0,52

[0,27 -
0,74];

Mediana:

0,51

Definiri
corecte

25319736

30258131

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte _
definirilor
50 57434
0 42673

%
definiri
corecte

>99,9

100

%
absente
ale
definirilor

0,23

0,14

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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%

Nr. Nr. ) L .. Absente %
Nr. de Continut Interval Definiri Definiri ’ o absente
Cromozom de de T ] ale definiri ’
) baze genomic GC corecte incorecte L ale
gene tinte definirilor  corecte ...
definirilor
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0,2 - 67318722 0 770544 100 113
Poly C (8), 0,72];
Poly T (23), Mediana:
Poly G (9), 0,48
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(23), Insertie
(3), Deletie
(0)
chry 0 40 5476 Poly A (11), [0,4 - 0 0 0 Nu se Nu se
Poly C (8), 0,591; aplica aplica
Poly T (11), Mediana:
Poly G (5), 0,45
Insertie (0),
Deletie (0)

Rezultatele de secventiere pentru proba NA12878 au fost comparate cu un genotip cu grad ridicat de ihcredere pentru NA12878, stabilit
de Institutul national pentru standarde si tehnologie (NIST) (v.2.19). Dintre cele 9.232 de tinte, 8.009 tinte au fost pe deplin continute in
regiunile genomice cu grad ridicat de incredere, 776 de tine au avut suprapunere partiald si 447 de tinte nu au avut nicio suprapunere in
secventa NIST. Acest rezultat a determinat 1.831.483 de coordonate per replicare pentru comparatie. Definirile bazelor de non-variante
au fost comparate cu versiunea de secventa de referintd a genomului uman hg19. Rezultatele privind acuratetea sunt prezentate in
Concordanta de linie germinalé a probei NA12878 cu baza de date NIST la pagina 51.

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Tabelul 18 Concordanta de linie germinala a probei NA12878 cu baza de date NIST

Proba

Nr. de tinte Capacitatea de definire

. . FN TN FP PPA NPA OPA
acoperite a autozomilor

NA12878 8785 99,4 247709 218 394262149 4584 >99,9 >999 >999

Pe baza datelor furnizate de acest studiu de linie germinald cu 18 rulari, Instrumentul NovaSeq 6000Dx poate secventia in mod
consecvent:

continut GC = 20% (toate bazele definite din 1.692 regiuni tintad secventiate, cu 20% continut GC definit corect, cu o ratd a absentei
de definire de 0%)

continut GC =< 86% (toate bazele definite din 846 de regiuni tintd secventiate, cu 86% continut GC definit corect, cu o rata a absentei
de definire de 0%)

lungimi de PolyA = 46 (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 46 de repetari PolyA definite corect, cuorata a
absentei de definire de 0,27%)

lungimi de PolyT =< 40 (13384074 din 13384321 de baze definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 40 de repetari PolyT
definite corect, cu o ratd a absentei de definire de 0,26%)

lungimi de PolyG = 11 (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 11 repetari PolyG definite corect, cuoratd a
absentei de definire de 0%)

lungimi de PolyC = 8 (9815030 din 9815035 de baze definite din 5922 de regiuni tinta secventiate, cu 8 repetari PolyC definite
corect, cu o rata a absentei de definire de 0,53%)

lungimi cu repetari de dinucleotide = 31x (32233922 din 32233926 de baze definite din 846 de regiuni tinta secventiate care contin
o repetare de 31 dinucleotide definite corect, cu o ratd a absentei de definire de 0,21%)

lungimi cu repetari de trinucleotide = 23x (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta definite cu o repetare de 23 trinucleotide
definite corect, cu o rata a absentei de definire de 0,21%)

lungimi de insertii < 18 (toate bazele definite din 1692 de regiuni tintd secventiate, cu 18 Insertii definite corect, cu o rata a absentei
de definire de 7,71%)

lungimi de deletii < 21 (toate bazele definite din 1692 de regiuni tinta secventiate, cu 21 Deletii definite corect, cu o ratd a absentei
de definire de 1,14%)

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Somatic

Studiul descris aici a fost utilizat pentru a evalua acuratetea de definire a variantelor cu fluxul de lucru pentru analiza de generare
Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pe Instrumentul NovaSeq 6000Dx folosind Set
de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri).

Acest studiu a folosit o testare reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze (9.232 de
tinte) la nivelul tuturor celor 23 de cromozomi umani. ADN Platinum Genome a fost extras din blocurile tratate cu FFPE pentru a genera
patru probe unice in scopul evaluarii in cadrul studiului.

Proba de ADN GM12877 a fost diluata cu proba de ADN GM12878 pentru a crea GM12877-13 cu variantele heterozigote si homozigote
unice GM12877 la frecvente aproape de 6,5%, respectiv 13%. Proba de ADN GM12878, in mod asemanator, a fost diluata cu proba de
ADN GM12877 pentru a crea GM12878-13 cu variantele heterozigote si homozigote unice GM12878 la frecvente aproape de 6,5%,
respectiv 13%. Au fost testate, de asemenea, GM12877 si GM12878 nediluate. Fiecare dintre probe a fost testata in replicari de 12, cu
exceptia GM12878 nediluate, care au fost testate in replicari de unsprezece. S-a efectuat un total de optsprezece rulari folosind trei
instrumente de secventiere, trei loturi de reactivi S4 si doi operatori pe parcursul a sase zile de initiere. Acuratetea a fost determinata
pentru SNV-uri, insertii si deletii comparand rezultatele cu Platinum Genomes versiunea 2016-1.0.

Tabelul 19 Rezumatul Concordantei somatice

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold

Criterii Nr. de observatii Rezultatul observatiilor? Rezultat per rulare®
PPA pentru SNV-uri somatice 846 99,8 98,9

PPA pentru insertii somatice 846 100 100

PPA pentru deletii somatice 846 100 100

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

' Calculate ca = Nr. de probe per rulare (47) x Nr. de rulri (18) = 846.

2 Cea mai mica valoare observata per replicare de proba in toate cele 18 rulari.

¥ Cea mai mica valoare atunci cand datele din fiecare rulare sunt analizate colectiv.

Concordanta somaticd per probd la pagina 53 contine datele de studiu prezentate cu procentul de concordanta pozitiva si negativa per
probd, unde rezultatele privind variantele sunt comparate cu metoda de referintd compusa, bine caracterizata pentru calculele PPA.
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Cele trei tipuri de variante (SNV-uri, insertii si deletii) sunt combinate. Deoarece metoda de referinta furnizeaza rezultate doar pentru
variantele mononucleotidice si insertii/deletii, rezultatele privind bazele de non-variante sunt comparate cu versiunea de secventa de
referintd a genomului uman hg19 pentru calculele NPA.

Tabelul 20 Concordanta somatica per proba

. Variante
Capacitatea .
. . Variante cu
Proba de definire a . TP FN TN FP PPA NPA OPA
. preconizate absenta
autozomilor .
definirilor
GM12877 95,4 96228 95022 198 1008 365425810 1203 99,8 >999 >99,9
GM12878 94,5 96768 96278 0 490 395002023 1278 100 >99,9 >999
GM12877- 94,7 104976 103029 216 1731 395989324 1286 99,8 >99,9 >99,9
13
GM12878- 95,2 96768 96027 0 741 397900884 1218 100 >99,9 >999
13

Concordanta somatica per proba dupd tipul de variantd la pagina 53 contine datele de studiu prezentate per probd, unde rezultatele
privind variantele sunt comparate cu metoda de referinta compusa, bine caracterizata. Detectia este evaluata pentru fiecare tip de
varianta — SNV-uri, insertii si deletii — separat. Pozitiile de referinta sunt excluse.

Tabelul 21 Concordanta somatica per proba dupa tipul de varianta

SNV-uri Insertii Deletii
Proba Preconizate TP FN Preconizate TP FN Preconizate TP FN
GM12877 89694 88488 198 3564 3564 0 2970 2970 0
GM12878 92664 92390 0 2160 2160 0 1944 1728 0
GM12877-13 97848 95901 216 3888 3888 0 3240 3240 0
GM12878-13 92664 92139 0 2160 2160 0 1944 1728 0

Cele patru probe au fost analizate Th continuare pentru definirea de mici insertii si deletii (indeli). Un rezumat de ansamblu este prezentat
in Rezumatul detectiei de indeli somaticila pagina 54. A existat un total de 210 indeli, variind ca dimensiuni intre 1 si 18 bp pentru insertii
siintre 1si 21 bp pentru deletii.

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Tabelul 22 Rezumatul detectiei de indeli somatici

Tip de varianta

Insertie

Deletie

Variante preconizate
11772
10098

FN

TP
11772 0
9666 0

Variante cu absenta definirilor

0
432

PPA
100
100

Testarea reprezentativa a constatin 9.232 de tinte care au acoperit o varietate de continuturi genomice. Continutul GC al tintelor a
variat intre 0,20 si 0,86. De asemenea, tintele au avut o gama de repetari mononucleotidice (de ex., PolyA, PolyT), de dinucleotide si
trinucleotide. Datele compilate pe baza de cromozom pentru a determina efectul continutului genomic asupra definirilor corecte sub
forma procentuald sunt prezentate in Acuratete somaticd la nivel de cromozom la pagina 54. Procentul de definiri corecte constain

definiri de variante si definiri de referinta si este mai mic de 100% daca exista fie definiri incorecte, fie absente ale definirilor.

Tabelul 23 Acuratete somatica la nivel de cromozom

Cromozom

chrl

Nr.
de
gene

47

Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

728 138328

Continut
genomic

Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (14),
Poly G (7),
Dinucleotida
(22),
Trinucleotida
(8), Insertie
(3), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,22 -
0,8];
Mediana:
0,51

Definiri
corecte

110145939

Definiri
incorecte

52

Absente
ale
definirilor

5642613

%
definiri
corecte

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,9

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr2 39 628 159588
chr3 38 650 137627

Continut
genomic

Poly A (46),
Poly C (8),
Poly T (23),
Poly G (7),
Dinucleotida
(22),
Trinucleotida
(8), Insertie
(5), Deletie
(1)

Poly A (18),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (7),
Dinucleotida
(12),
Trinucleotida
(6), Insertie
(1), Deletie (1)

Interval
GC

[0,24 -
0,81];
Mediana:
0,44

[0,25 -
0,861;
Mediana:
0,45

Definiri
corecte

126795713

109902527

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
842 5850393
593 4889226

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4.4

4,3

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chrd 17 370 73766
chrb5 25 507 90008

Continut
genomic

Poly A (9
Poly C (7
Poly T (25),
Poly G (6),
Dinucleotida
(3),
Trinucleotida
(5), Insertie
(0), Deletie
(1)

Poly A (10),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinucleotida
(10),
Trinucleotida
(8), Insertie
(8), Deletie
(18)

),
)

1

Interval
GC

[0,27 -
0,771;
Mediana:
0,45

[0,29 -
0,791;
Mediana:
0,46

Definiri
corecte

59373461

72261191

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
16 2517412
723 3116981

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,1

4,1

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr6 39 453 126721
chr?7 21 450 161501

Continut
genomic

Poly A (28),
Poly C (7),
Poly T (33),
Poly G (7),
Dinucleotida
(18),
Trinucleotida
(11), Insertie
(0), Deletie
(1)

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinucleotida
(31),
Trinucleotida
(5), Insertie
(1), Deletie
(4)

Interval Definiri
GC corecte

[0,24 - 98593101
0,791,

Mediana:

0,48

[0,2 - 126913574
0,771;

Mediana:

0,46

Definiri
incorecte

687

104

Absente
ale
definirilor

4890221

5773856

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,7

4,4

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Cromozom

chr8

chr9

Nr.
de
gene

18

23

Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

381 67775
347 87100

Continut
genomic

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (7),
Dinucleotida
(3),
Trinucleotida
(9), Insertie
(4), Deletie
(0)

Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (27),
Poly G (8),
Dinucleotida
(9),
Trinucleotida
(9), Insertie
(0), Deletie
(1)

Interval
GC

[0,26 -
0,78];
Mediana:
0,47

[0,27 -
0,83];
Mediana:
0,49

Definiri
corecte

53430489

69594586

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
175 2958909
74 3260257

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

5,2

4,5

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold
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Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr10 14 317 66723
chr!n 29 51 91786

Continut
genomic

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Dinucleotida
(16),
Trinucleotida
(6), Insertie
(0), Deletie
(0)

Poly A (28),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinucleotida
(26),
Trinucleotida
(7), Insertie
(2), Deletie
(2)

Interval
GC

[0,23 -
0,78];
Mediana:
0,44

[0,28 -
0,8];
Mediana:
0,47

Definiri
corecte

53209592

72291795

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
90 2469444
150 3665560

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4.4

4,8
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Cromozom

chr12

chr13

Nr.
de
gene

29

13

Nr.
de
tinte

577

283

Nr. de
baze

120365

58639

Continut
genomic

Poly A (19),
Poly C (8),
Poly T (40),
Poly G (7),
Dinucleotida
(7),
Trinucleotida
(7), Insertie
(0), Deletie
(3)

Poly A (24),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinucleotida
(6),
Trinucleotida
(8), Insertie
(14), Deletie
(0)

Interval Definiri
GC corecte

[0,26 - 96109352
0,771;

Mediana:

0,49

[0,28 - 46130028
0,791;

Mediana:

0,42

Definiri
incorecte

101

Absente
ale
definirilor

4331932

2384839

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,3

4,9
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Cromozom

chr14

Chr15

Nr.
de
gene

1

15

Nr. Nr. de
de )

. baze

tinte

147 26980
266 52091

Continut
genomic

Poly A (21),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (11),
Dinucleotida
(6),
Trinucleotida
(6), Insertie
(4), Deletie
(0)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (6),
Trinucleotida
(8), Insertie
(4), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,29 -
0,77];

Mediana:

0,47

[0,29 -
0,76];

Mediana:

0,46

Definiri
corecte

21336891

41918631

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
0 1078329
184 1753300

%
definiri
corecte

100

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,8

4,0

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold



140dX3 NYLN3d AISNTOX3

OYLIA NI VIYVOILSONOVIA VI VZITILN ISV

LOA 9/£252000¢ "Jujuswndogd

v/ UIp 29

Cromozom

chr16

chr17

Nr.
de
gene

21

36

Nr.
de
tinte

366

645

Nr. de
baze

80030

118062

Continut
genomic

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (7),
Dinucleotida
(3),
Trinucleotida
(10), Insertie
(15), Deletie
(21

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (18),
Poly G (8),
Dinucleotida
(13),
Trinucleotida
(6), Insertie
(18), Deletie
(1)

Interval Definiri
GC corecte

[0,3 - 62344351
0,761,

Mediana:

0,54

[0,28 - 93811318
0,82];

Mediana:

0,49

Definiri
incorecte

18

414

Absente
ale
definirilor

4540539

4403622

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

6,8

4,5
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Cromozom

chr18

chr19

chr20

Nr.
de
gene

9

30

12

Nr. Nr. de
de )

. baze
tinte

99 19195
605 104004
179 33795

Continut
genomic

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Trinucleotida
(10), Insertie
(0), Deletie
(0)

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (31),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(7), Insertie
(2), Deletie
(3)

Poly A (6),
Poly C (6),
Poly T (7),
Poly G (8),
Trinucleotida
(9), Insertie
(5), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,22 -
0,78];
Mediana:
0,44

[0,33 -
0,83];
Mediana:
0,59

[0,31 -
0,84];
Mediana:
0,53

Definiri
corecte

15007653

81416722

26833936

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .

definirilor
6 990633
455 4860311
7 1301905

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

6,2

5,6

4,6

XAJ0009 bageAopN |n1uswniisul niuad |n1oadsold



140dX3 NYLN3d AISNTOX3

OYLIA NI VIYVOILSONOVIA VI VZITILN ISV

LOA 9/£252000¢ "Jujuswndogd

v/ Ulp ¥9

Nr. Nr. Nr. de
Cromozom de de )
. baze
gene tinte
chr21 5 63 30642
chr22 10 187 36727

Continut
genomic

Poly A (28),
Poly C (6),
Poly T (24),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5), Insertie
(1), Deletie
(0)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (19),
Poly G (7),
Dinucleotida
(5),
Trinucleotida
(6), Insertie
(6), Deletie
(0)

Interval
GC

[0,22 -
0,78];

Mediana:

0,52

[0,27 -
0,741;

Mediana:

0,51

Definiri
corecte

24169250

28887217

Ab
Definiri sente
. ale
incorecte .
definirilor
44 1172087
86 1392179

%
definiri
corecte

>99,9

>99,9

%
absente
ale
definirilor

4,6

4,6
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%

Nr. Nr. . . .. Absente %
Nr. de Continut Interval Definiri Definiri ’ .. absente
Cromozom de de T ] ale definiri ’
) baze genomic GC corecte incorecte . ale
gene tinte definirilor  corecte .
definirilor
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0,2 - 64231080 241 3852253 >99,9 5,7
Poly C (8), 0,72];
Poly T (23), Mediana:
Poly G (9), 0,48
Dinucleotida
(3),
Trinucleotida
(23), Insertie
(3), Deletie
(0)
chry 0 40 5476 Poly A (11), [0,4 - 0 0 0 Nu se Nu se
Poly C (8), 0,59]; aplica aplica
Poly T (11), Mediana:
Poly G (5), 0,45
Insertie (0),
Deletie (0)

Rezultatele de secventiere pentru proba GM12878 au fost comparate cu un genotip cu grad ridicat de incredere pentru NA12878, stabilit
de Institutul national pentru standarde si tehnologie (NIST) (v.2.19). Dintre cele 9.232 de tinte, 8.009 tinte au fost pe deplin continute in
regiunile genomice cu grad ridicat de incredere, 776 de tine au avut suprapunere partiald si 447 de tinte nu au avut nicio suprapunere in
secventa NIST. Acest rezultat a determinat 1.831.483 de coordonate per replicare pentru comparatie. Definirile bazelor de non-variante
au fost comparate cu versiunea de secventa de referintd a genomului uman hg19. Rezultatele privind acuratetea sunt prezentate in
Concordanta somatica a probei GM12878 cu baza de date NIST la pagina 66.
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Tabelul 24 Concordanta somatica a probei GM12878 cu baza de date NIST

Nr. de tinte Capacitatea de definire a
acoperite autozomilor

GM12878 8785 94,5 247228 O 375073821 2043 100 >99,9 >999

Proba FN TN FP PPA NPA OPA

Pe baza datelor furnizate de acest studiu somatic cu 18 rulari, Instrumentul NovaSeq 6000Dx poate secventia ih mod consecvent:

* continut GC = 20% (toate bazele definite din 1692 regiuni tintd secventiate, cu 20% continut GC definit corect, cu o rata a absentei
de definire de 0,34%)

* continut GC = 86% (toate bazele definite din 846 de regiuni tintd secventiate, cu 86% continut GC definit corect, cu o rata a absentei
de definire de 4,21%)

* lungimide PolyA =< 46 (14550082 din 14550083 de baze definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 46 de repetari PolyA
definite corect, cu o ratad a absentei de definire de 4,18%)

* lungimide PolyT = 40 (12833489 din 12833491 de baze definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 40 de repetari PolyT
definite corect, cu o ratad a absentei de definire de 4,37%)

* lungimide PolyG = 11 (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 11 repetari PolyG definite corect, cuorata a
absentei de definire de 7,59%)

* lungimide PolyC = 8 (9405604 din 9405615 de baze definite din 5922 de regiuni tinta secventiate, cu 8 repetari PolyC definite
corect, cu o rata a absentei de definire de 4,68%)

* lungimi cu repetéri de dinucleotide = 31x (30996684 din 30996712 de baze definite din 846 de regiuni tintd secventiate care contin
o repetare de 31 dinucleotide definite corect, cu o ratad a absentei de definire de 4,04%)

* lungimi cu repetdri de trinucleotide =< 23x (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta definite care contin o repetare de 23
trinucleotide definite corect, cu o rata a absentei de definire de 5,39%)

* lungimi de insertii = 18 (toate bazele definite din 846 de regiuni tinta secventiate, cu 18 Insertii definite corect, cu o rata a absentei
de definire de 1,44 %)

* lungimi de deletii = 21 (toate bazele definite din 846 de regiuni tintd secventiate, cu 21 Deletii definite corect, cu o ratd a absentei de
definire de 7,86%)
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Precizie

Precizia Instrumentul NovaSeq 6000Dx a fost evaluata folosind probe Platinum Genome cu o testare
reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze din 23 de
cromozomi diferiti, folosind 9.232 de oligonucleotide tinta. Au fost evaluate in total 1723 de variante scurte
vizate (SNV-uri, insertii si deletii). Testarea liniei germinale a constat din unsprezece sau doudsprezece replicari
a patru probe Platinum Genome unice. Testarea somatica a constat din unsprezece sau douasprezece replicari
a patru probe Platinum Genome tratate cu FFPE unice la diferite niveluri de VAF. Bibliotecile de probe au fost
preparate folosind Setul de reactivi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testarea a fost efectuata intr-un centru intern folosind trei Instrumentul NovaSeq 6000Dx, trei loturi din fiecare
Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cicluri) si Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri) si
doi operatoriin sase zile de initiere. Pentru fiecare zi de initiere, bibliotecile de probe germinale au fost
secventiate pe o parte a instrumentului folosind reactivi S2 si fluxul de lucru pentru analiza de generare
Germline FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, iar bibliotecile de
probe somatice au fost secventiate pe cealaltad parte a instrumentului folosind reactivi S4 si fluxul de lucru
pentru analiza de generare Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx. Aceasta testare a rezultat in 18 celule de flux pentru fiecare flux de lucru — de linie germinald si somatic.

Linie germinala

Pentru ruldrile aferente liniei germinale, locatiile genomice in care este detectata o varianta tintita a liniei
germinale sunt raportate ca pozitive (varianta). Pentru variantele de linie germinala pozitive preconizate, datele
au fost evaluate pentru rata absentei definirii si procentajul de detectii pozitive (PPC) in cadrul fiecarui tip de
variantd (SNV, insertie, deletie). Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea de linie
germinala pentru rezultatele pozitive preconizate, dupa tipul de variantdla pagina 67 rezuma ratele observate,
impreuna cu nivelurile inferior si superior (LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind
metoda Scorului Wilson, pentru fiecare tip de varianta.

Tabelul 25 Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea de linie germinala pentru
rezultatele pozitive preconizate, dupa tipul de varianta

Procent

Ab t Definiri Total

Tip de SeMe  total  de etnin otal LCL ucL
.. de definiri e . pozitive definiri PPC

varianta definiri  absente . 95%3 95%

observate' L observate? evaluabile

definiri

SNV 6 980316  <0,01 979854 980310 99,95 99,95 99,96
Insertie 0 36738 0 36738 36738 100 >99,99 100
Deletie 18 34434 0,05 32160 34416 93,44 93,18 93,70

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza
profunzimii scazute a acoperirii)
2 Definire pozitiva definita drept pozitille cromozomiale vizate in care este detectata o varianta.
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2 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.

Locatiile genomice in care nu este detectata o varianta vizata sunt raportate drept negative (tip salbatic).
Pentru locatiile negative preconizate, datele au fost evaluate pentru rata absentei definirii si procentajul de
detectii negative (PNC). Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea de linie germinald
pentru rezultatele negative preconizate la pagina 68 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si
superior (LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson.

Tabelul 26 Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea de linie germinald pentru
rezultatele negative preconizate

Procent
. Absente de Detectii Total
Tip de definiri Total de ne ati've definiri PNC LCL UCL
varianta definiri  absente g . 95%32 95%
observate'’ L observate? evaluabile
definiri
Tip 0 406170 0 406170 406170 100 >99,99 100
salbatic

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza

profunzimii scazute a acoperirii)

2 Detectie negativa definita drept pozitiile cromozomiale vizate in care nu este detectata o varianta.

% Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
Contributia fiecarui parametru (instrument, lot de reactivi, zi, replicare biblioteca) la variabilitatea generala a
fost determinata de analiza componentelor variantei utilizadnd frecventa variantei ca variabila de raspuns.
Abaterea standard generala a inregistrat o medie de 0,0370. Cel mai mare contribuitor la variabilitatea
frecventei variantelor a fost reprezentat de replicarile de pregatire a bibliotecii, care au contribuit cu 17,1% din
variabilitatea generald. Ziua a contribuit cu 1%, in timp ce instrumentul si lotul de reactivi a contribuit fiecare cu
mai putin de 1% din variabilitatea totala Estimari privind componentele variantei la precizie de laborator pentru
frecventele variantelor de probe germinale la pagina 68 (SD = abatere standard).

Tabelul 27 Estimari privind componentele variantei la precizie de laborator pentru frecventele variantelor
de probe germinale

Componenta SD medie % mediu din SD totala

Zi 0,0020 1,028

Instrument 0,0018 0,837

Lot de consumabile 0,0016 0,712

Replicare biblioteca 0,0143 17,110

Totald 0,0370 100
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Somatic

Pentru ruldrile somatice, locatiile genomice in care este detectata o varianta tintitd somatica sunt raportate ca
pozitive (varianta). Pentru probele diluate GM12877-13 si GM12878-13 cu variante somatice pozitive
preconizate la valori VAF intre 6,5% si 13%, datele au fost evaluate pentru rata absentei definirii si procentajului
de detectii pozitive (PPC) in cadrul fiecarui tip de varianta (SNV, insertie, deletie). Observatiile de precizie in
cadrul laboratorului privind definirea somatica pentru rezultatele pozitive preconizate, dupa tipul de varianta
(VAF medie este = 6,5% si = 13%) la pagina 69 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si
superior (LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson, pentru
fiecare tip de varianta.

Tabelul 28 Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea somatica pentru rezultatele
pozitive preconizate, dupa tipul de varianta (VAF medie este = 6,5% si < 13%)

Absente de Procent Definiri Total

Tip de . Total de L. . LCL UCL
.. definiri s pozitive definiri PPC

varianta definiri absente . 95%3 95%

observate' L observate? evaluabile

definiri

SNV 0 96939 0 96069 96939 99,10 99,04 99,16
Insertie 0 3004 0 3004 3004 100 99,87 100
Deletie 0 2912 0 2907 2912 99,83 99,60 99,93

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza

profunzimii scazute a acoperirii)

2 Definire pozitiva definita drept pozitille cromozomiale vizate in care este detectata o varianta.

3 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
Locatiile genomice in care nu este detectata o varianta somatica vizata sunt raportate drept negative (tip
salbatic). Pentru locatiile negative preconizate, datele au fost evaluate pentru rata absentei definirii si
procentajul de detectii negative. Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea somatica
pentru rezultatele negative preconizate la pagina 69 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si
superior (LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson, pentru
fiecare tip de varianta.

Tabelul 29 Observatiile de precizie in cadrul laboratorului privind definirea somatica pentru rezultatele
negative preconizate

Absente Procent Detectii Total
Tip de T Total de J . LCL UCL
. _ de definiri . negative definiri PNC
varianta definiri  absente . 95%3 95%
observate'’ L observate? evaluabile
definiri
Tip 0 194922 O 194919 194922 >99,99 >99,99 100
salbatic
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T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza

profunzimii scazute a acoperirii)

2 Detectie negativa definita drept pozitiile cromozomiale vizate in care nu este detectatd o varianta.

2 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
Contributia fiecarui parametru (instrument, lot de reactivi, zi, replicare biblioteca) la variabilitatea generala a
fost determinata de analiza componentelor variantei utilizadnd frecventa variantei ca variabila de raspuns.
Abaterea standard generald a inregistrat o medie de 0,0062. Replicarile de pregatire a bibliotecii au rémas cea
mai semnificativa sursa de variabilitate, reprezentand 50,7% din total. Ziua, instrumentul si lotul de consumabile
au contribuit toate cu mai putin de 1% din variabilitatea totala Estimari privind componentele variantei la precizie
de laborator pentru frecventele variantelor de probe somatice la pagina 70 (SD = abatere standard).

Tabelul 30 Estimari privind componentele variantei la precizie de laborator pentru frecventele variantelor
de probe somatice

Componenta SD medie % mediu din SD totala
Zi 0,0002 0,41

Instrument 0,0002 0,40

Lot de consumabile 0,0002 0,35

Replicare biblioteca 0,0044 50,7

Totald 0,0062 100

Compararea metodelor

A fost efectuat un studiu pentru a compara performanta dintre instrumentele NovaSeq 6000Dx si NextSeq
550Dx. Concordanta frecventei variantelor pentru probele de sange a fost evaluat utilizédnd o analiza
reprezentativa conceputa pentru a interoga o varietate de gene care acopera 1.970.505 de baze de-a lungul
tuturor celor 23 de cromozomi umani. Au fost testate opt probe de ADN Platinum Genome, sapte in replicari de
sase si una (NA12881) in replicari de cinci. Bibliotecile au fost secventiate pe Instrumentul NovaSeq 6000Dx
utilizand fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx si pe instrumentul NextSeq 550Dx utilizdnd modulul DNA Generate FASTQ Dx
Local Run Manager. Diagrame de corelatie a frecventei variantelor (punctele sunt colorate in functie de varianta
unica. Variantele pot fi colorate diferit in fiecare diagramd individuald.) la pagina 71 reprezinta grafic corelatia
VAF intre cele doud instrumente pentru fiecare proba. Pe baza puternicei corelatii intre instrumentul
Instrumentul NovaSeq 6000Dx si NextSeq 550Dx, caracteristicile de performanta aferente factorilor preanalitici
(de ex., metodele de extractie sau substantele interferente) sunt determinate ca aplicabile ambelor
instrumente. Consultati prospectul lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pentru detalii suplimentare.
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Figura 15 Diagrame de corelatie a frecventei variantelor (punctele sunt colorate in functie de varianta unica.
Variantele pot fi colorate diferit in fiecare diagrama individuala.)
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Reproductibilitate

Reproductibilitatea Instrumentul NovaSeq 6000Dx a fost evaluata folosind probe Platinum Genome cu o testare
reprezentativa conceputa sa interogheze o varietate de gene acoperind 1.970.505 de baze din 23 de
cromozomi diferiti, folosind 9.232 de oligonucleotide tinta. Au fost evaluate in total 1723 de variante scurte
vizate (SNV-uri, insertii si deletii). Testarea liniei germinale a constat din trei sau patru replicari a douasprezece
probe Platinum unice. Testarea somatica a constat din cinci sau sase replicari a opt probe Platinum Genome
tratate cu FFPE unice la diferite niveluri de VAF. Bibliotecile de probe au fost preparate folosind Setul de reactivi
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testarea a fost efectuata in cadrul a trei centre externe, folosind cate un lot de Set de reactivi NovaSeq 6000Dx
S2 v1.5 (300 cicluri) si Set de reactivi NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cicluri). La fiecare centru s-a utilizat cate
un Instrumentul NovaSeq 6000Dx. Doi operatori au desfasurat testarea in fiecare centru. Fiecare operator a
realizat testarea in trei zile de initiere neconsecutive pentru fiecare tip de proba pentru un total de 36 de celule
de flux in cele trei centre. Pentru fiecare zi de initiere, bibliotecile de probe germinale au fost secventiate pe
partea A a instrumentului folosind reactivi S2 si fluxul de lucru pentru analiza de generare Germline FASTQ si
VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, iar bibliotecile de probe somatice au fost
secventiate pe partea B a instrumentului folosind reactivi S4 si fluxul de lucru pentru analiza de generare
Somatic FASTQ si VCF din Aplicatia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Aceasta testare a
rezultat in 18 celule de flux pentru fiecare flux de lucru — de linie germinala si somatic.

Linie germinala

Pentru ruldrile aferente liniei germinale, locatiile genomice in care este detectata o varianta tintita a liniei
germinale sunt raportate ca pozitive (variantd). Pentru variantele de linie germinala pozitive preconizate, datele
au fost evaluate pentru rata absentei definirii si procentajul de detectii pozitive (PPC) ih cadrul fiecarui tip de
varianta (SNV, insertie, deletie). Observatii privind definirea de linie germinald pentru rezultatele pozitive
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preconizate, dupa tipul de variantd la pagina 72 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si
superior (LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson, pentru
fiecare tip de varianta.

Tabelul 31 Observatii privind definirea de linie germinald pentru rezultatele pozitive preconizate, dupa
tipul de varianta

Procent .
. Absente de Definiri Total
Tipde —  ofiniri Total  de ozitive definiri ppc  LCb ucL
varianta definiri absente P . 95%3 95%
observate'’ L observate? evaluabile

definiri
SNV 0 991026 O 990276 991026 99,92 99,92 99,93
Insertie 0 38358 0 38358 38358 100 99,99 100
Deletie 0 34758 0 32228 34758 92,72 92,44 92,99

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza

profunzimii scazute a acoperirii)

2 Definire pozitiva definita drept pozitiile cromozomiale vizate in care este detectata o varianta.

3 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
Locatiile genomice in care nu este detectata o varianta vizata sunt raportate drept negative (tip salbatic).
Pentru locatiile negative preconizate, datele au fost evaluate pentru rata absentei definirii si procentajul de
detectii negative (PNC). Observatii privind definirea de linie germinald pentru rezultatele negative preconizate la
pagina 72 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si superior (LCL/UCL) pentru intervalul de
incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson.

Tabelul 32 Observatii privind definirea de linie germinala pentru rezultatele negative preconizate

Absente de Procent Detectii Total
Tip de o Total de N . LCL UCL
. _ definiri . negative definiri PNC
varianta definiri absente . 95%3 95%
observate'’ L observate? evaluabile
definiri
Tip 0 393516 O 393516 393516 100 >99,99 100
salbatic

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza
profunzimii scazute a acoperirii)

2 Detectie negativa definita drept pozitiile cromozomiale vizate in care nu este detectatd o varianta.

3 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.

Somatic

Pentru ruldrile somatice, locatiile genomice in care este detectata o varianta tintitd somatica sunt raportate ca
pozitive (varianta). Pentru variantele somatice pozitive preconizate, unde frecventa medie a alelelor variantei
(VAF) este mai mare decét sau egald cu 14% si mai mica decéat sau egala cu 28%, datele au fost evaluate pentru
rata absentei definirii si procentajul de detectii pozitive (PPC) in cadrul fiecarui tip de varianta (SNV, insertie,
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deletie). Observatii privind definirea somaticd pentru rezultatele pozitive preconizate, dupa tipul de varianta
(VAF medie = 14% si = 28%) la pagina 73 rezuma ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si superior
(LCL/UCL) pentru intervalul de incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson, pentru fiecare tip de
varianta.

Tabelul 33 Observatii privind definirea somatica pentru rezultatele pozitive preconizate, dupa tipul de
varianta (VAF medie = 14% si < 28%)

Absente de Procent ) finiri Total

Tip de o Total de . . LCL UCL
.. definiri s pozitive definiri PPC

varianta definiri  absente . 95%3 95%

observate'’ L observate? evaluabile

definiri

SNV 0 71028 0 70314 71028 98,99 98,92 99,07
Insertie 0 1962 0 1962 1962 100 99,80 100
Deletie 0 2142 0 2098 2142 97,95 97,25 98,47

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o variantéa (din cauza

profunzimii scazute a acoperirii)

2 Definire pozitiva definita drept pozitille cromozomiale vizate in care este detectata o varianta.

2 Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
Locatiile genomice in care nu este detectata o varianta somatica vizata sunt raportate drept negative (tip
salbatic). Pentru locatiile negative preconizate, datele au fost evaluate pentru rata absentei definirii si
procentajul de detectii negative. Observatii privind definirea somatica pentru rezultatele negative preconizate la
pagina 73 rezumd ratele observate, impreuna cu nivelurile inferior si superior (LCL/UCL) pentru intervalul de
incredere 95%, calculate folosind metoda Scorului Wilson, pentru fiecare tip de varianta.

Tabelul 34 Observatii privind definirea somatica pentru rezultatele negative preconizate

Procent .
. Absente de Detectii Total
Tip de definiri Total de nhe ati've definiri PNC LCL UCL
varianta definiri  absente 9 . 95%3 95%

observate' L observate? evaluabile

definiri
Tip 0 92718 0 92714 92718 >99,99 99,99 100
salbatic

T Absenta definirii definita drept pozitia cromozomiald vizata in care nu poate fi determinata o varianta (din cauza
profunzimii scazute a acoperirii)

2 Detectie negativa definita drept pozitiille cromozomiale vizate in care nu este detectata o varianta.

% Interval de incredere 95% bilateral calculat folosind metoda Scorului Wilson.
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Etichetarea produsului
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