Pfistroj NovaSeq™ 6000Dx illumina

Prilozena dokumentace

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
POUZE PRO EXPORT

Ucel pouziti

Pfistroj NovaSeq 6000Dx je uréen k sekvenovani DNA knihoven s vyuZitim diagnostickych testU in vitro (IVD).
Pristroj NovaSeq 6000Dx je uréen k pouziti se specifickymi registrovanymi, certifikovanymi nebo schvalenymi
IVD reagenciemi a analytickym softwarem.

Principy postupu

PFistroj NovaSeq 6000Dx spole&nosti lllumina® je uréen pro sekvenovani knihoven DNA s diagnostickymi
rozbory in vitro. Jako vstup pouziva NovaSeq 6000Dx knihovny pfipravené z DNA, kdy se indexy vzorkU a
zachycené sekvence pfipojuji k amplifikovanym cildm. Knihovny vzork({ se zachyti v prltokové kyveté a jsou
pfistrojem sekvenovany pomoci chemikalii pro technologii SBS (Sequencing by synthesis). Technologie SBS
vyuziva metodu reverzibilniho terminatoru k detekci fluorescenéné znacenych jednotlivych nukleotidovych bazi
pfi jejich zadlefovani do rostoucich fetézcld DNA. Software pro analyzu v readlném ¢ase (RTA) provadi analyzu
snimkU a pfifazeni bazi a kazdé bazi za kazdy cyklus sekvenovani pfifadi kvalitativni skére. Po dokon&eni
primarni analyzy mUze byt provedena sekundarni analyza na zahrnutém a pozadovaném Server lllumina
DRAGEN pro NovaSeq 6000Dx pro zpracovani pfifazeni bazi. V zavislosti na pracovnim postupu vyuziva
NovaSeq 6000Dx riizné aplikace pro sekundarni analyzu. U aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx zahrnuje zpracovani demultiplexovani, generovani soubort FASTQ, zarovnani, pfifazeni variant
a generovani souborl ve formatu pfifazeni variant (VCF a gVCF). Soubory VCF a gVCF obsahuji informace o
germinalnich nebo somatickych variantach (v zavislosti na vybraném pracovnim postupu), které se nachazeji na
konkrétnich pozicich v referenénim genomu.

Dualni provozni rezim

NovaSeq 6000Dx zahrnuje pevny disk se samostatnym diagnostickym rezimem in vitro (IVD) a rezimem pouze
pro vyzkumné ucely (RUO). Rezim se vybird pomoci pfepinace na obrazovce Sequencing (Sekvenovani).
Vybrany rezim je jasné oznacen v rozhrani na vSech obrazovkach. Sekvenacni testy IVD, véetné aplikace
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx v germindlnich a/nebo somatickych pracovnich postupech,
probihaji v rezimu IVD. V rezimu IVD Ize pouZzit pouze reagencie pro sekvenovani IVD. Vykonnostni
charakteristiky a omezeni postupu pro NovaSeq 6000Dx byly stanoveny pomoci aplikace DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx v rezimu IVD.
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Omezeni postupu

1. Urc€eno pouze k diagnostice in vitro.

2. Pokud se aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pouziva s Sada reagencii NovaSeq
6000Dx S2 v1.5 (300 cykll) a Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cykld), je schopna poskytovat:

* Vystupni data sekvenovani:

* =1,0terabaze (TB) se sadou S2
* =3,0TBsesadouS4

* Délka ¢teni (v béhu se sparovanymi konci) 2 x 150 parQ bazi (bp).

* Bdazevyssinez Q30 = 85 % pfi délce &teni 2 x 150 bp. Nejméné 85 % pfifazeni bazi ma kvalitativni skére
Phred vétSi nez 30, coz znamena, ze presnost pfifazeni baze je vétsinez 99,9 %.

Inzerce délky > 18 bp a delece délky > 21 bp nebyly validovany.

Velké varianty, véetné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indell, mohou byt ve vystupnim souboru

VCF vykazany jako samostatné mensi varianty.

Malé MNV jsou ve vystupnim souboru VCF vykazany jako samostatné varianty.

6. Delece se v souboru VCF vykazou na soufadnici pfedchazejici baze v souladu s formatem VCF. Proto je
nutné zvazit pfiléhajici varianty dfive, nez se vykaze, ze signal pfifazeni individuaini baze je homozygotni
reference.

7. Specifickd omezeni tykajici se germinalnich variant:

* Pristroj NovaSeq 6000Dx vyuzivajici pracovni postup analyzy generace Germline FASTQ a VCF aplikace
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky
pro pfifazovani germindlnich variant (napf. homozygotni, heterozygotni, divoky typ).

* Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni nebo heterozygotni, mize byt ovlivnéno variabilitou
poctu kopii.

* Systém nebude hlasit vic nez dvé varianty v jednom lokusu, a to ani za pfitomnosti variability poc¢tu
kopii.

8. Specifickd omezeni tykajici se somatickych variant:

* PFistroj NovaSeq 6000Dx vyuzivajici pracovni postup analyzy generace Somatic FASTQ a VCF aplikace
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky
pro pfifazovani somatickych variant (tj. pfitomnost somatickych variant).

* Pracovni postup analyzy generace Somatic FASTQ a VCF nedokaze rozliSit mezi germinaini a
somatickou variantou. Pracovni postup je ur¢en k detekovani variant v celé fadé frekvenci variant, ale
frekvenci variant nelze pouzit k rozliseni somatickych variant od germindlnich variant.

* Detekci variant ovliviiuje normalni tkan ve vzorku. Vykazana mez detekce je zaloZzena na frekvenci
variant vzhledem k celkové DNA izolované z nadorové a normaini tkané.
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* Pokud je ve stejném lokusu pfifazena vic nez jedna variantni alela, zadna z alel nebude hldsena jako
prichozi varianta. Misto toho bude hlasena celd sada alel, ale bude filtrovana pomoci vicealelového
tagu.

Postupy kontroly kvality

PFi vyhodnocovani kazdého bé&hu, vzorku a pfifazeni baze bere software NovaSeq 6000Dx v Uvahu metriky
kontroly kvality. PFi pfipravé knihoven se doporucuji pozitivni a negativni kontroly, které by mély byt
vyhodnoceny. Kontroly se hodnoti nasledovné.

* Negativni kontrola (kontrola bez templatu) nebo jina negativni kontrola — musi generovat o¢ekavany
vysledek. Pokud negativni kontrola generuje vysledek odliSny od o¢ekdvaného vysledku, doslo mozna k
chybé pfi sledovani vzorku, nespravnému zaznamu indexacnich primerd nebo kontaminaci.

* Vzorek s pozitivni kontrolou — musi vygenerovat o¢ekavany vysledek. Pokud pozitivni kontrola generuje
vysledek odlisny od o¢ekavaného vysledku, doslo mozna k chybé pfi sledovani vzorku nebo nespravnému
zdznamu indexacnich primer(.

Slozky produktu

lllumina NovaSeq 6000Dx obsahuje nasleduijici:
1. PFistroj NovaSeq 6000Dx (Katalogové ¢. 20068232)
2. Softwarové komponenty pro Pfistroj NovaSeq 6000Dx zahrnuji ndsleduijici:

Softwarova Umisténi

aplikace instalace Funkce Popis
Obsluzny NovaSeq Ridi provoz ~ Obsluzny software NovaSeq (NVOS) idi provoz
software 6000Dx pfistroje pfistroje b&éhem sekvenovani a vytvari snimky pro
NovaSeq pouziti softwarem pro analyzu v redlném ¢ase (RTA).
Software pro  NovaSeq Provadi Softwarova aplikace RTA pfevadi snimky generované
analyzu v 6000Dx primarni pomoci NVOS pro kazdou dlazdici na cyklus béhu
realném Case analyzu sekvenovani do souborl pfifazeni baze. Soubory
(RTA) pfifazeni baze slouzijako vstupy pro aplikaéni moduly
na Server lllumina DRAGEN pro NovaSeq 6000Dx.
Softwarova aplikace RTA neobsahuje uzZivatelské
rozhrani.
[llumina Run Server Spravuje lllumina Run Manager zajistuje spravu uzivatell a
Manager lllumina nastavenia  pfistrojl, slouZi jako hostitel aplika¢niho softwaru a
DRAGEN fizeni béhu umoziuje pouziti hardwarové akcelerovanych modull
sekundarni analyzy genomiky DRAGEN.
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Provozni podminky

Dalsi informace o provoznich podminkach naleznete v ¢asti Poznamky k prostfedi v Dokumentace k pristroji
NovaSeq 6000Dx.
Prvek Specifikace

Teplota Teplotu v laboratofi udrzujte v rozmezi 19 az 25 °C (22 °C £3 °C). Tato
teplota spada do rozsahu provozni teploty pfistroje. V pribéhu
sekvenacniho béhu zabrante zménam teploty prostfedi o vice nez +2 °C.

Vlhkost Udrzujte relativni vihkost v rozmezi 20-80 % bez kondenzace.
Systém by mél byt provozovan v nadmoiské vysce 2 000 metrl nebo
nizsi.

Spotrebni material a vybaveni

Tato ¢ast uvadi vse potfebné pro sekvenaéni béh NovaSeq 6000Dx. Patfi sem spotiebni materidl dodavany
spoleénosti lllumina a pomocny spotiebni material a vybaveni, které je tfeba zakoupit od jinych dodavatelQ.
Tyto polozky jsou nutné k dokon&eni protokolu a k provadéni postupl Gdrzby a odstrafiovani probléma.

Informace o symbolech na spotfebnim materidlu nebo jeho obalu viz Prehled symboli v produktu lllumina IVD
(dokument ¢. 1000000039141).

Spotrebni material pro sekvenovani

Béh NovaSeq 6000Dx vyzaduje nasledujici komponenty:
* Kazeta s pufrem

* Klastrova kazeta

* Prdtokova kyveta

* Zkumavka knihovny

* Kazeta SBS

Spotiebni materidl NovaSeq 6000Dx je balen v nasledujicich konfiguracich. Kazda komponenta pouziva
radiofrekvenéni identifikaci (RFID) pro pfesné sledovani spotfebniho materialu a kompatibility.
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Tabulka 1 Spotfebni material dodany spole¢nosti lllumina

Nazev sady Obsah VI’(atangm'lé
Cislo lllumina
Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykld) Klastrova kazeta S2 20046931

Pritokova kyveta S2
Kazeta SBS S2

Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cykld) Klastrova kazeta S4 20046933
Pritokova kyveta S4
Kazeta SBS S4

Kazeta s pufrem S2 NovaSeq 6000Dx Kazeta s pufrem S2 20062292

Kazeta s pufrem S4 NovaSeq 6000Dx Kazeta s pufrem S4 20062293

Zkumavka knihovny NovaSeq 6000Dx Jedna zkumavka 20062290
knihovny

NovaSeq 6000Dx Zkumavka knihovny, baleni 24 ks 24 zkumavek knihovny 20062291

Po obdrzeni spotfebniho materialu ihned uskladnéte jednotlivé soudasti pfi uvedené teploté, abyste zajistili
jejich spravnou funkénost.

Tabulka 2 Skladovani soupravy NovaSeq 6000Dx

Spotiebni material MnozZstvi Skladovaci teplota Délka Sitka Vyska
Prdtokova 1 2°Caz8°C 27,7 cm 17 cm 3,8cm
kyveta

Klastrova 1 -25°Caz-15°C 29,5cm 13 cm 9,4 cm
kazeta

Kazeta SBS 1 -25°Caz-15°C 30cm 12,4 cm 11,2 cm
Kazeta 1 15°Caz30°C 42,2cm 20,6 cm 21,1cm
s pufrem

Zkumavka 1 15°Caz30°C 4,1cm 2,3cm 12,4 cm
knihovny

Podrobnosti o spotfebnim materialu

K identifikaci kompatibilnich sou¢asti soupravy jsou pritokové kyvety a kazety ozna¢eny symboly, které ukazuji
rezim soupravy.
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Tabulka 3 Oznaceni kompatibility

Oznaceni

Rezim sady na Stitku Popis

Komponenty Pritokova kyveta S2 generuje az 4,1 miliardy jednotlivych ¢teni

sady S2 prochazejicich filtrem s vystupem az 1000 Gb pfi 2 x 150 bp. Prtokova
kyveta S2 zajistuje rychlé sekvenovani pro vétsinu aplikaci s vysokou
propustnosti.

Komponenty Pritokova kyveta S4 generuje az 10 miliard jednotlivych ¢teni prochazejicich

sady S4 filtrem s vystupem az 3000 Gb pfi 2 x 150 bp. Pritokova kyveta S4 je verze

se Ctyfmi drahami uréena pro maximalni vykon.

Prdtokova kyveta

Pritokova kyveta NovaSeq 6000Dx je vzorovana pritokova kyveta viozena do kazety. Priitokova kyveta je
sklenény substrat obsahujici miliardy uspofadanych nanoprvkd. V nanoprvcich jsou generovany klastry, ze
kterych se pak provadi sekvenovani.

Kazda prltokova kyveta ma vice drah pro sekvenaéni knihovny slou¢ené ve fondu. Priitokova kyveta S2
obsahuje dvé fady, zatimco prdtokova kyveta S4 ma ¢tyfi. Kazda dréha je snimana v nékolika zabérech a
software poté rozdéluje obraz kazdého zdbéru na mensi ¢asti nazyvané dlazdice.

Nékteré skrabance a jiné drobné kosmetické vady prlitokové kyvety jsou normaini a neo¢ekava se, ze by
ohrozily kvalitu dat a vytéznost. lllumina doporucuje pouzivat tyto pritokové kyvety obvyklym zplsobem.

Obréazek 1 Prltokové kyvety
A

L%L
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-

A. Kazeta pritokové kyvety
B. Prltokova kyveta se ¢tyfmi drahami (S4)
C. Pritokova kyveta se dvéma drahami (S2)
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Spodni strana kazdé prdtokové kyvety obsahuje nékolik t&€snéni. Kninovny a reagencie vstupuji do drah
pritokové kyvety skrze tésnéni na vstupnim konci pritokové kyvety. PouZzité reagencie jsou vytlacovany z drah
pfes tésnéni na vystupnim konci.

A UPOZORNENI

Pfi manipulaci s pritokovou kyvetou se nedotykejte tésnéni.

Obréazek 2 Prevracena prltokova kyveta

A. Vystupnikonec
B. Vstupni konec
C. Tésnéni (jedno ze ¢tyr)

Podrobnosti o pufrové, klastrové a SBS kazeté

Pufrové, klastrové a SBS kazety NovaSeq 6000Dx obsahuji zasobniky s tésnici folii pfedplnéné reagenciemi,
pufry a promyvacim roztokem. Klastrové a SBS kazety jsou souc¢asti sad reagencii NovaSeq 6000Dx. Kazeta s
pufrem se prodava samostatné.

Kazety se zakladaji pfimo do pfistroje a jsou barevné odliSeny a oznaceny tak, aby se omezil pocet chyb pfi
zakladani. Voditka v chladici jednotce reagencii a zasuvkach na pufr zajistuji spravnou orientaci.

Tabulka 4 Kazety NovaSeq 6000Dx

Spotfgl’ani Popis
material
Kazeta Je predplnéna sekvenacnimi pufry a vazi az 6,8 kg. Plastova rukojet usnadriuje prenaseni,
s pufrem zakladani a vyjimani.
Kazeta s pufrem obsahuje reagencie citlivé na svétlo. Uchovavejte zasobnik s pufrem
zabaleny az do pouziti.
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Spotiebni

» Popis
material P

Klastrovd  Je pfedplnéna klastrovacimi a indexovacimi reagenciemi a reagenciemi s parovymi konci a
kazeta rovné promyvacim roztokem. Zahrnuje uréenou pozici pro zkumavku knihovny. Oranzové
oznaceni odliSuje klastrovou kazetu od SBS kazety.

Denaturacni reagencie v pozici ¢. 30 obsahuje formamid, coz je organicky amid a
reprodukéni toxin. Tento zasobnik je vyjimatelny, aby bylo moZné po sekvenacnim béhu
shaze zlikvidovat nepouZité reagencie.

Kazeta Pfedplnéné sekvenadni reagencie v objemech specifickych pro pocet cykld, které sada
SBS podporuje. Kazda ze tfi pozic pro reagencie ma sousedni pozici vyhrazenou pro
"\ automatické promyvéni po béhu. Oranzové oznaéeni odlisuje kazetu SBS od klastrové
kazety.

Kazeta SBS obsahuje reagencie citlivé na svétlo. Uchovavejte obal SBS zabaleny az do
pouziti.

Vyhrazené zadsobniky klastrovych kazet

TFi zasobniky jsou vyhrazeny pro vlastni primery a prazdna pozice je vyhrazena pro zkumavku knihovny. Z
dlvodu sledovatelnosti vzorkl se zkumavka knihovny vklada do klastrové kazety béhem nastaveni cyklu a
zUstava s ni az do konce béhu.
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Obrézek 3 Cislované zasobniky
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Tabulka 5 Zasobniky klastrovych kazet

Pozice Vyhrazeno pro
5,6a7 Volitelné vlastni primery
8 Zkumavka knihovny

Spotrebni material a vybaveni dodavané uzivatelem

Tabulka 6 Spotifebni material

Spotiebni material Dodavatel Uéel

Odstrfedovaci lahvicka, Dodavatel bézného Redéni roztoku Tween 20 pro udrzovaci

500 ml laboratorniho vybaveni promyvani.

Odstfedovaci zkumavka, Dodavatel bézného Redé&ni NaOCI pro udrzovaci promyvani.

30 ml laboratorniho vybaveni

Jednorazové rukavice, Dodavatel bézného Obecné ucely.

nepudrované laboratorniho vybaveni

Cistici ubrousky VWR, katalogové ¢. Cisténi komponent pred béhem a pro

s isopropylalkoholem (70%)  95041-714 nebo obecné ucely.

nebo ekvivalentni

Vih¢ené ubrousky s Dodavatel bézného

etanolem, 70 % laboratorniho vybaveni

Laboratorni utérky, netkané  VWR, katalogové ¢. Suseni desti¢ky pritokové kyvety a
21905-026 k obecnym ucellm.

nebo ekvivalentni
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Spotiebni material

NaOCI reagenéni tfidy, 5 %

Pipetovaci $picky, 2 ul

Pipetovaci $pic¢ky, 20 pl

Pipetovaci Spic¢ky, 200 ul

Pipetovaci $picky, 1000 pl

Isopropylalkohol (99 %)
reagencni nebo
spektrofotometrické tridy,
100ml lahvicka

Tween 20

Voda, laboratorni jakost

Tabulka 7 Vybaveni

Polozka

Mraznic¢ka, -25 az -15 °C

Odmérny valec, 500 ml, sterilni

Kbelik na led

Pipeta, 20 pl

Pipeta, 200 pl

Pipeta, 1000 pl
Chladni¢ka, 2°Caz8°C

Néadoba, vodni l[dzné*

Dodavatel
Sigma-Aldrich,
katalogové ¢. 239305

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Sigma-Aldrich,
katalogové ¢. P7949

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

illumina

Ugel

Provadéni udrzbového promyvani.

Pipetovani pro fedéni a vkladani knihoven.
Pipetovani pro fedéni a vkladani knihoven.
Pipetovani pro fedéni a vkladani knihoven.

Pipetovani pro fedéni a vkladani knihoven.

vvvvv

objektivu.

Provadéni udrzbového promyvani.

Redéni roztoku Tween 20 a chlornanu
sodného pro udrzovaci promyvani.

Zdroj

Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni

* Pouzijte nddobu, ktera pojme dvé kazety s reagenciemi a odpovidajici mnoZzstvi vody. Napfiklad 61cm x 91,4 cm x 25,4

cm
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Pokyny pro vodu laboratorni jakosti

PFi provadéni postupl na pfistroji vzdy pouzivejte pouze vodu laboratorni jakosti nebo deionizovanou vodu.
Nikdy nepouzivejte kohoutkovou vodu. Pouzivejte pouze vodu nasledujici nebo rovnocenné jakosti:

* Deionizovana voda

* lllumina PW1

* Voda 18 megaohmi (MQ)
*  Voda Milli-Q

* Voda Super-Q

* Voda pro molekularni biologii

Navod k pouziti

Nasledujici pokyny plati pro provoz Pfistroj NovaSeq 6000Dx v rezimu IVD pfi pouziti konfiguraci sady S2 nebo
S4.

Vytvoreni béhu sekvenovani

Pomoci nasledujicich krok{ vytvofite pomoci softwaru lllumina Run Manager béh v rezimu IVD nebo RUO.
Pfipadné vyberte moznost Import Run (Importovat béh) na karté Planned (Planované) na strance Runs (Béhy) a
importujte seznam vzork(. Nové b&hy mlzete vytvaret bud na pfistroji, nebo prostfednictvim softwaru lllumina
Run Manager prostfednictvim prohlizeCe na pocitaci pfipojeném Kk siti.

POZNAMKA Pfesné informace pozadované kazdou aplikaci analyzy se lisi, ale proces vytvofeni béhu
zahrnuje nasledujici kroky.

1. Na karté Planned (Planované) na obrazovce Runs (Béhy) vyberte moZnost Create Run (Vytvofit béh).
2. Vyberte aplikaci a poté vyberte Next (Dalsi).
3. Pokradujte pfes obrazovky nastaveni. V zavislosti na aplikaci mohou zobrazené obrazovky zahrnovat
nasledujici:
* Run Settings (Nastaveni béhu) — Zadejte parametry béhu.
* Sample Data (Data vzorkl) - Zadejte data vzorkl ru¢né nebo importem souboru CSV, ktery obsahuje
informace o vzorcich. Nazvy vzorkl musi byt jedine¢né.
* Analysis settings (Nastaveni analyzy) — Zadejte nastaveni analyzy.

4. Na obrazovce Review (Kontrola) zkontrolujte informace o béhu a vyberte moznost Save (Ulozit).
Béh se pfida do horni ¢asti seznamu béh( na karté Planned (Planované).
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Pfiprava spotrebniho materialu

Rozmrazovani SBS a klastrovych kazet
A UPOZORNENI

Pouziti horké vody k rozmrazovani reagencii mize zpUsobit sniZzeni kvality dat nebo selhani cyklu.

1. Pokud probiha sekvenovani, ujistéte se, ze jsou po dokoncéeni rozmrazovani k dispozici obé strany pfistroje.
2. Vyjméte SBS a klastrové kazety ze skladovacich prostor s teplotou -25 az -15 °C.

3. Kazdou kazetu vloZte do draténého rozmrazovaciho stojanu.
Stojany jsou dodavany s pfistrojem a zabranuji pfevraceni ve vodni lazni.

Obrazek 4 Kazety v draténych rozmrazovacich stojanech

=

4. Pomoci nasledujici tabulky uréete dobu rozmrazovani.

SBS a klastrové kazety rozmrazte ve vodni Iazni pfi pokojové teploté (19 °C az 25 °C) nasledujicim
zplsobem. Kazety ponofte pfiblizné do poloviny.

Kazeta Doba rozmrazovani
Kazeta SBS S2 4 hodiny
Klastrova kazeta S2 Az 2 hodiny
Kazeta SBS S4 4 hodiny
Klastrova kazeta S4 AZ 4 hodiny

A UPOZORNENI(

Pokud sekvenovani nezahdjite do &ty hodin od rozmrazeni kazet s reagencii, mize to mit za
nasledek snizenou kvalitu dat.

5. Za&kladny kazet ddkladné osuste papirovymi utérkami. Vysus$te prostor mezi jamkami, abyste odstranili
veskerou vodu.
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6. Zkontrolujte, zda na féliovych t&snénich neni voda. Pokud je pfitomna voda, osuste hadfikem nepoustéjicim
vlakna.

7. Zkontrolujte spodni stranu kazdé kazety a ujistéte se, zda jsou zasobniky bez ledu, coZz znamena, Ze ¢inidla
jsou rozmrazena.

8. Desetkrat kazdou kazetu prevratte, aby se reagencie promichaly.

A UPOZORNENI

Nedostate¢né prevraceni kazet mize mit za nasledek snizeni kvality dat.

9. Opatrné poklepejte spodni stranou kazdé kazety o pracovni stll, abyste zmensili pocet vzduchovych
bublinek.

Nacteni zkumavky knihovny
1. Aniz byste narusili knihovnu na dné, vlozte nezakrytou zkumavku s denaturovanym a nafedénym fondem
knihovny do pozice Library Tube (Zkumavka knihovny) (€. 8) klastrové kazety.

2. Vlozte zkumavku knihovnu do pozice &. 8 kazety clusteru.

Obrazek 5 Nezakrytad zkumavka knihovny nac¢tend do polohy ¢. 8

Prazdné pouzité lahvic¢ky reagencii

Nasledujici pokyny pouzijte k vyprazdnéni pouzitych lahvi¢ek s reagenciemi pfi kaZzdém sekvenovani. Pokud je
systém nakonfigurovan k externimu smérovani pouzitych reagencii, mala lahvi¢ka shromazduje pouzité
reagencie a musi byt vyprazdnéna pro kazdy béh sekvenovani. Velka lahvi¢ka musi byt na misté.

1. Vyjméte a vyprazdnéte malou lahvi¢ku s pouzitou reagencii podle nasledujiciho postupu.

a. Zvednéte packu a vyjméte malou lahvi¢ku s pouzitou reagencii z vyklenku. Uchopte lahvi¢ku za obé
strany.

b. Sejméte zavitovy uzavér z drzéku na pfedni strané lahvicky.

c. Uzavrete otvor lahvic¢ky uzavérem, aby nedoslo k rozliti.
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d. Obsah uchovavejte oddélené od obsahu druhé lahvi¢ky a zlikvidujte jej v souladu s platnymi normami
pro vas region.

e. Vratte neuzavienou lahvic¢ku do vyklenku a poté posunite packu dold. Uzavér ulozte do drzaku.
2. Vyjméte a vyprazdnéte velkou lahvi¢ku s pouzitou reagencii podle nasledujiciho postupu.
a. Pomoci horni rukojeti vyjméte velkou lahvi¢ku s pouZzitou reagencii z levé strany zasuvky pro pufr.
b. Sejméte zavitovy uzaveér z drzaku na pfedni strané lahvicky.
c. Uzavrete otvor lahvic¢ky uzavérem, aby nedoslo k rozliti.
d. Obsah zlikvidujte v souladu s platnymi normami pro vas region. Pfi vyprazdiovani uchopte obé rukojeti.
e. Vratte neuzavrenou lahvi¢ku do zdsuvky s pufrem. Uzavér uloZte do drzaku.

Obrazek 6 Vraceni prazdné lahvicky

3. Nasadte si novy par nepudrovanych rukavic.

A UPOZORNENI

Po manipulaci s lahvi¢kou s pouzitou reagencii si vzdy nasadte novy par rukavic.

4. Zavrete zasuvku pufru a poté zaviete dvifka prostoru na tekutiny.

A UPOZORNENI

Nevyprazdnéni pouzitych lahvicek s reagenciemi mliZze mit za nasledek ukoncéeni béhu a
preteceni, které poskodi pfistroj a pfedstavuje bezpecénostni riziko.

Pfiprava pritokové kyvety

1. Zlozisté s teplotou 2-8 °C vyjméte krabici s novou prltokovou kyvetou.

2. Odlozte uzavieny obal priitokové kyvety stranou pfi okolni teploté (19 °C az 25 °C) na 10-15 minut.
Pritokovou kyvetu pouzijte do 12 hodin od vyjmuti z obalu.

Dokument ¢. 200025276 vO1 14272

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
POUZE PRO EXPORT



Pfibalova informace k pfistroji NovaSeq 6000Dx illumina

Vkladani spotrebniho materialu

Nasledujici pokyny pouZzijte k zahajeni postupu nastaveni cyklu a vloZeni spotfebniho materialu.

1.

V hlavni nabidce vyberte moznost Sequence (Sekvenovat) a poté vyberte jeden nebo dva cykly pritokové
kyvety nasledujicim zplsobem.

* A+B-Nastaveni b&hu dudlini pritokové kyvety.
* A -Nastaveni béhu s jednou priitokovou kyvetou na strané A.

* B-Nastaveni béhu s jednou prdtokovou kyvetou na strané B.
Systém zahdji nastaveni cyklu a zane zalozenim prdtokové kyvety.

Vybérem tladitka OK potvrdte varovani a oteviete dvirka pritokové kyvety.

A UPOZORNENI

Béhem sekvenaéniho béhu udrzujte povrch Cisty a neopirejte se o pfistroj. Tlak na dvirka
pritokové kyvety mize zpUsobit jejich otevieni, coz zastavi béh. V zastavenych bézich nelze
pokracovat.

Vlozeni prutokové kyvety

1.

Pokud je pfitomna, vyjméte prdtokovou kyvetu z pfedchoziho béhu.

2. Pokud jsou na desti¢ce prdtokové kyvety viditelné ¢astice, odistéte celou fazi, véetné fluidniho rozhrani a
sklenéného povrchu optického vyrovnavaciho cile, a to ubrouskem napusténym alkoholem. Osuste
hadfikem nepoustéjicim viakna.

Obrazek 7 Desti¢ka pritokové kyvety

3. Z obalové fdlie vyjméte pritokovou kyvetu nasledovné.

a. Nasadte si novy par nepudrovanych rukavic, abyste zabranili zneci$téni sklenéného povrchu pritokové
kyvety.

b. Baleni polozte na rovnou plochu a odlepte félii od rohového jazycku.
Odstrarite prihledny plastovy drzak zakryvajici pratokovou kyvetu.

d. Vyjméte pritokovou kyvetu z obalu. Uchopte pritokovou kyvetu za strany, abyste se nedotkli skla nebo
tésnéni na spodni strané.
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e. Pokud jsou na nékterém ze sklenénych povrchd viditelné &astice, odistéte pfislusny povrch ubrouskem
napusténym alkoholem, ktery nepousti vldkna, a osuste laboratornim papirem s nizkym obsahem vlaken.

f. Obal vhodné zlikvidujte.

4. Zarovnejte pritokovou kyvetu podle ¢ty zarovnavacich svorek a umistéte ji na destic¢ku pritokové kyvety.

Obrazek 8 Zalozené prltokové kyvety zarovnané pres svorky

5. Vyberte moznost Close Flow Cell Door (Zavfit dvifka pritokové kyvety).

Dvirka pritokové kyvety se automaticky zaviou, na obrazovce se zobrazi ID pritokové kyvety a probéhne
kontrola senzorq.

Zalozeni SBS a klastrovych kazet

1. Otevrete dvifka prostoru pro kapaliny a poté otevfete dvifka chladiciho prostoru pro reagencie.

2. Pokud v pfihradce zUstala pouzita kazeta SBS a klastrova kazeta z pfedchoziho béhu, vyjméte je.
Pouzité kazety maiji propichnuté féliové tésnéni.

3. Nepouzity obsah zlikvidujte v souladu s platnymi mistnimi normami.

Informace o bezpecné likvidaci pozice ¢. 30 kazety klastru naleznete v ¢asti Odpojovaci pozice ¢. 30 na
strané 21.
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4. Pripravené kazety vloZzte do zasuvky chladici jednotky reagencii nasledujicim zplisobem tak, aby §titky s

5.

napisem Insert (Vlozit) sméfovaly k zadni &asti pfistroje.
* Kazetu SBS (Sedy Stitek) umistéte do levé polohy.
* Umistéte klastrovou kazetu (oranzovy §titek) obsahujici neuzavienou zkumavku s knihovnou do

spravné polohy.

Obrazek 9 Vlozené kazety reagencii

Zasunte zasuvku do chladici jednotky a zavfete dvifka chladici jednotky reagencii.
Zkontroluji se senzory a RFID. Na obrazovce se zobrazi ID pro zkumavku knihovny a dvé kazety.

Vlozeni kazety s pufrem

1.

ZataZenim za kovovou rukojet oteviete zasuvku pufru.

2. Vyjméte pouzitou kazetu s pufrem z pravé strany zasuvky pufru.
Pouzita kazeta s pufrem ma propichnuté féliové tésnéni.

3. VloZte novou kazetu s pufrem do zasuvky tak, aby lllumina Stitek sméroval k pfedni strané zasuvky.
Vyrovnejte kazetu s vyvySenymi voditky na dné a bocich zasuvky.
Pfi spravném vlozeni je zasobnik rovhomérné usazen a zasuvku lze zavfit.
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Obrdazek 10 Vlozeni kazety s pufrem

4. Pokud byly vyprazdnény obé pouzité lahvi¢ky s reagenciemi, zaskrtnéte poli¢ko potvrzujici, Ze obé pouzité

lahvi¢ky s reagenciemijsou prazdné.

POZNAMKA Nevyprazdnéni pouzitych lahvi¢ek s reagenciemi mize mit za nasledek ukoncéeni b&hu
a preteceni, které poskodi pfistroj a pfedstavuje bezpeénostni riziko.

5. Po pfidani spotfebniho materidlu pokracujte vybérem moznosti Run Selection (Vybér béhu).

Vybér a spusténi béhu

PFistroj naskenuje ID zkumavky knihovny a vyhleda odpovidajici planovany béh.

1.

Pokud je pro kazdou pouzitou stranu nalezen pladnovany béh odpovidajici ID zkumavky knihovny, vybér
béhd je pfeskolen. Pokradujte vybé&rem moznosti Review (Kontrola).

2. Pokud pro jednu nebo obé strany neexistuje odpovidajici béh, vyberte moznost Run Selection (Vybér béhu)
a poté vyberte jeden nebo vice planovanych béhd.
Stejny planovany béh nelze vybrat na obou stranach.
Kdyz je vybran jeden nebo nékolik béhd, vyberte Pre-Run Checks (Kontroly pred spusténim béhu).
Pockejte pfiblizné 5 minut na dokoné&eni kontroly pfed spusténim béhu.
Béh se spusti automaticky po uspésném dokonceni.
POZNAMKA Aby nedoslo k nadmérnému vyuziti kapacity pevného disku, nekopirujte po spusténi

béhu zadna data do slozky C:\\.
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Chyby kontroly pred spusténim béhu

1.

Pokud kontroly pfed spusténim béhu selzou z diivodu chyby snimace, napfiklad neni zji$téna prdtokova
kyveta, je nutné pracovni postup ukoncit a restartovat.

U ostatnich selhani kontroly pfed spusténim béhu vyberte moznost Retry (Opakovat) pro opétovné spusténi

neuspésné kontroly nebo Retry All (Opakovat vS$e) pro opétovné spusténi vsech kontrol.

Chyby je nutné pfed spusténim béhu vyresit.

Vybérem ikony Error (Chyba) zobrazite podrobnosti o chybé.

Pokud kontrola zarovnani selze, vyfeste chybu nasledujicim zplsobem.

a. Pronavrat na Load (Nacitani) zvolte Reload (Znovu nacist) a poté OK.

b. Odstrante véechny polozky z horni ¢asti pfistroje a poté vyberte OK. Oteviou se dvifka pritokové
kyvety.
Znovu viozte pritokovou kyvetu a vyberte moznost Run Setup (Nastaveni béhu).

d. Pokracujte pfes vSechny obrazovky, aby se znovu nacetlo kazdé RFID, a vratte se na obrazovku Pre-
Run Checks (Kontroly pfed spusténim béhu).

e. Znovu provedte kontrolu.

Sledovani postupu béhu

Bé&hem provadéného béhu se na obrazovce Sequencing (Sekvenovani) zobrazuji nasledujici podrobnosti.
Obrazovka Sequencing (Sekvenovani) je pfistupna z hlavni nabidky.

Stav jednotlivych krok( béhu
Time to completion (Cas do dokoné&eni) - Datum a ¢as dokonéeni béhu (rrrr-mm-dd hh:mm).

Run progress (Priibéh béhu) — Aktudlni krok béhu. Velikost prouzku postupu neodpovida rychlosti béhu
kazdého kroku.

Q-scores (Skore kvality) — Zobrazuje distribuci skore kvality (Q-score).

Intensity (Intenzita) - Zobrazuje hodnotu klastr( intenzity 90. percentilu pro kazdou dlazdici. Barvy grafl
oznacuji Cervené a zelené kanaly.

Clusters passing filter (%) (Klastry prochazejici filtrem (%)) — Zobrazuje procento klastrd, které prochazeji
filtrem.

Projected Total Yield (GB) (Pfedpokladany celkovy vytéZzek (GB)) — Pfedpokladany vytézek za béh
pritokové kyvety. Pokud jsou zvoleny metriky vztazené na drahu (H), zobrazené hodnoty pfedstavuji
aktualni vytéZzek na drahu a v prlbéhu béhu se aktualizuji podle cyklu.

Q30 - Procento pfifazeni baze pro béh, které maji skdre kvality = 30.

Stavoveé ikony

Stavova ikona na rozhrani NVOS znaéi stav b&hu. Cislo na ikoné signalizuje poget podminek daného stavu.
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Kdyz se zméni stav béhu, ikona se rozblika. Chcete-li ziskat popis tohoto stavu, vyberte ikonu. Vybérem
moznosti Acknowledge (Potvrdit) zpravu vymazete a nasledné zavfete dialogové okno pomoci moznosti Close
(Zavrit).

Stavova

. -—
Tene azev stavu opis

Stavv Systém je normalni.
° pofadku

° Zpracovani  Systém provadi zpracovani.

Varovani Doslo k varovani a je vyZzadovana vase pozornost.
Varovani nezastavi béh ani nevyzaduji napravnou akci, které by podminovala
dalSi pokra¢ovani.

Chyba Doslo k chybé.
0 Chyby vyZzaduji napravnou akci, nez bude mozné pokracovat v béhu.

©® Informace K dispozici je nekriticka zprava.

Metriky béhu

Software zobrazuje metriky generované béhem béhu. Metriky se zobrazuji ve formé diagram(, grafd a tabulek
zaloZzenych na datech generovanych pomoci RTA3 a zapsanych do souborl InterOp.

Klastrovani trva priblizné 2 hodiny, poté sekvenovani zac¢ina 1. cyklem. Metriky jsou v prlibéhu sekvenovani
aktualizovany. Klastry prochazejici filtrem, vytézek a skoére kvality jsou k dispozici po 26. cyklu. Pfed 26. cyklem
nejsou vyplnény zadné hodnoty a jsou oznac¢eny jako neplatné.

Po sekvenovani

Nasledujici ¢asti uvadéji pokyny ke kroklm, které prob&hnou po dokonéeni sekvenovani.
Automatické promyti po béhu

Po dokonc&eni sekvenovani software spusti automatické promyti po béhu, které trva pfiblizné 80 minut. Systém
nacerpa 0,24% chlornan sodny (NaOCI) z polohy &. 17 a zifedi jej na 0,12 %. 0,12% NaOCl je Cerpan do pozic
reagencii a knihovny ExAmp pies pritokovou kyvetu a poté do lahvi¢ek pouZzitych reagencii. Promyvaci roztok
vyplachne templat ze systému, aby se zabranilo zkfizené kontaminaci.
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Po dokonéeni promyvani se systém uvede do bezpecéného stavu a aktivuje se tla¢itko Home (Dom). Ponechte
spotiebni material na misté az do dal$iho béhu. Po promyti nasavaci trubi¢ky zlstavaji v SBS a kazetach
clusteru, aby se do systému nedostal vzduch. Nasavaci trubi¢ky v kazeté s pufrem jsou zvednuté, aby bylo
mozné vyprazdnit pouzité lahvic¢ky reagencii. Poté se pfes vSechna vedeni pfeCerpa promyvaci pufr, aby se ze
systému odstranil NaOCl a reagencie.

POZNAMKA Pokud dojde k chybé béhem automatického promyvani po béhu a promyvani po béhu je
neuplné, je nutné provést udrzbové promyvani.

Odpojovaci pozice ¢. 30

Zasobnik v pozici €. 30 kazety klastru obsahuje formamid. Je tfeba jej odebrat z pouzité klastrové kazety a
zlikvidovat samostatné.

A UPOZORNENI(

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpeéné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kliZi a vniknutim do oé&i mtiZe dojit k poranéni. Pouzivejte ochranné pomuicky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S
pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony
a normami platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostfedi, zdravi

a bezpecnosti prace naleznete v bezpecnostnich listech (SDS) na strance
support.illumina.com/sds.html.

1. Vrukavicich zatlacte bily plastovy jazycek s ndpisem Detach after use (Odpojit po pouziti) doprava.

2. Polozte ruku nebo pevny povrch pod nadrzku a stisknéte prihledny plastovy jazycek smérem ke $titku
lllumina, aby se nadrzka uvolnila zpod kazety klastru.

POZNAMKA Pri skladovani se vyhnéte ukladani kazet na sebe. Mohly by dojit k ndhodnému
odpojeni zasobniku.
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Obrazek 11 Vyjimatelna pozice ¢. 30

A. Bily plastovy jazycek k odpojeni
B. PrlUhledny plastovy jazycek k odpojeni

3. Zasobnik zlikvidujte v souladu s platnymi mistnimi normami.

Vystupni data sekvenovani

Béhem sekvenovani se data automaticky prenaseji z Pristroj NovaSeq 6000Dx do Server lllumina DRAGEN. Po
dokondeni primarni analyzy a pfenosu dat mlize sekundarni analyza provadéna na Server lllumina DRAGEN zadit
automaticky s pouzitim moznosti analyzy definovanych aplikaci vybranou v lllumina Run Manager. Ziskané
vysledky zavisi na moznostech zvolenych béhem nastaveni béhu. Chcete-li zobrazit vysledky z béhu, vyberte
pozadovany nazev béhu na karté Completed (Dokonéeno) na obrazovce Runs (Béhy). Vystupni soubory
naleznete také v umisténi uvedeném na obrazovce Instrument Settings (Nastaveni pfistroje).

Analyza v realném Case

Pfistroj NovaSeq 6000Dx vyuziva software RTA3, ktery je implementaci softwaru Analyza v redlném ¢ase na
vypocetnim modulu (CE) pfistroje. RTA3 extrahuje intenzity z obrazl ziskanych z kamery, pfifazuje baze,
pfifazuje skore kvality pfifazenim bazi, provadi zarovnani s kontrolou PhiX a vykazuje data v souborech InterOp.

Za Uc¢elem optimalizace doby zpracovani uklada software RTA3 informace do paméti. Dojde-li k ukonéeni
softwaru RTA3, zpracovani nepokracuje a pfipadna zpracovavana data béhu jsou z paméti ztracena.

Vstupy softwaru RTA3

RTA3 aby v mistni paméti systému byly obrazy dlazdic za U¢elem zpracovani. RTA3 pfijima informace o béhu a
pfikazy ze softwaru NVOS.

Vystupy softwaru RTA3

RTA30brazy pro kazdy kanal jsou v paméti pfedavany do softwaru jako dlazdice. Z téchto obrazd vytvari
software RTA3 jako vystup sadu souborl pfifazeni baze a soubord filtr( se skore kvality. V8echny ostatni
vystupy jsou podpdrné vystupni soubory.
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Typ souboru Popis
Soubory pfifazeni Kazdd analyzovana dlazdice je uvedena v souboru zietézeného pfifazeni baze
baze (*.cbcl). Dlazdice ze stejné drahy a povrchu jsou agregovany do jednoho

souboru CBCL pro kazdou drahu a povrch.
Soubory filtr( Kazda dlazdice produkuje soubor filtru (*.filter). Ten uréuje, zda klastr prochazi
filtry.

Software RTA3 poskytuje metriky kvality béhu v realném ¢ase uloZzené jako soubory InterOp, které jsou
bindrnim vystupem obsahujicim metriky dlazdice, cyklu a Urovné ¢teni.

Nakladani s chybami

Software RTA3 vytvafi soubory protokold a zapisuje je do slozky Logs (protokoly). Chyby jsou zaznamenavany
do textového souboru ve formatu *.log.

Nasledujici soubory protokolu jsou na konci zpracovani pfesunuty do findlni vystupni slozky:

* Soubor info 00000.log shrnuje dllezité udalosti béhu.

* Souborerror 00000.logobsahuje chyby, ke kterym doslo b&hem béhu.

* Souborwarning 00000.1log obsahuje varovani, ke kterym do3lo béhem béhu.

Dlazdice prdtokové kyvety

DlaZdice jsou malé zobrazovaci oblasti na pritokové kyveté. Kamera pofidi jeden snimek kazdého zabéru, ktery
software rozdéli na dlazdice pro zpracovani softwarem RTA3. Celkovy pocet dlazdic zavisi na tom, kolik drah,
zabérd a povrchl je zobrazeno na prdtokové kyveté.

* Prltokové kyvety S2 maiji celkem 1408 dlazdic.
* Prltokové kyvety S4 maji celkem 3744 dlazdic.

Komponenta .

pritokové kyvety S2 S4 Popis

Drahy 2 4 Draha predstavuje fyzicky kanal se vstupnimi a vystupnimi porty.
Povrchy 2 2 Pritokové kyvety S2 a S4 jsou snimany na dvou povrsich: na

hornim a dolnim. Horni povrch dlazdice je nasniman jako prvni.

Zabéry na drahu 4 6 Zabér predstavuje sloupec v draze prdtokové kyvety, ktery
kamera zachyti jako jeden naskenovany snimek.

Dlazdice na 88 78 Dlazdice je ¢ast zabéru, ktera znazornuje zobrazovanou oblast na
zabér pritokové kyveté.
Celkovy pocet 1408 3744 Celkovy pocet dlazdic se rovna soucinu drahy x povrchy x
vygenerovanych zabéry x dlazdice na zabér.
dlazdic
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Nazev dlazdice je pétimistné &islo, které predstavuje polohu dlazdice na pritokové kyveté. Napfiklad nazev
dlazdice 1_1205 oznacuje drahu 1, horni povrch, zabér 2, dlazdici 5.

* Prvnidislice je ¢islo drahy:
— 1nebo 2 pro pritokovou kyvetu S2.
— 1,2, 3 nebo 4 pro pritokovou kyvetu S4.
* Druha ¢islice pfedstavuje povrch: 1 znamena horni povrch, 2 spodni.
* Treti Cislice pfedstavuje Cislo zabéru:
— 1,2,3nebo 4 pro pritokovou kyvetu S2.
— 1,2, 3, 4,5nebo 6 pro pritokovou kyvetu S4.
* Posledni dvé &islice predstavuii ¢islo dlazdice. Cislovani za&ina &islem 01 na vystupnim konci priitokové
kyvety a konéi ¢islem 88 ¢i 78 na vstupnim konci.
— 01az 88 pro pritokovou kyvetu S2.
— 01az 78 pro pritokovou kyvetu S4.

Pracovni postup softwaru Real-Time Analysis

Registrace Zaznamena umisténi kazdého klastru na vzorované pritokové kyveté.
Extrakce intenzity Uréuje hodnotu intenzity pro jednotlivé klastry.
Oprava fazovani Opravuje efekty fazovani a pfedfazovani.
Pfifazeni baze Urduje pfifazeni baze na cyklus pro kazdy klastr.
Vyhodnocovani Pfifazuje skore kvality ke kazdému pfifazeni baze.
kvality
Registrace

Registrace zarovna obraz k oto¢ené ¢tvercové oblasti nanoprvkd na vzorované pritokové kyveté. Z dlivodu
sefazeného usporadani nanoprvkd jsou soufadnice X a Y pro kazdy klastr v dlazdici pfedem uréeny. Polohy
klastrl jsou zapsany pro kazdy béh v souboru umisténi klastrl (s.locs).

Pokud se u nékterych obraz( v cyklu registrace nezdafi, pro dotyénou dlazdici v cyklu se nevytvofi zadna
pfifazeni databaze.

Extrakce intenzity

Extrakce intenzity vypocita po registraci hodnotu intenzity pro kazdy nanoprvek v daném obraze. Pokud se
registrace nezdafi, nelze intenzitu dané dlazdice extrahovat.
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Oprava fazovani

B&hem sekvenacni reakce se jednotliva vidkna DNA v klastru prodlouzi o jednu bazi na cyklus. K fazovani
a predfazovani dochazi, kdyz se vlakno dostane mimo fazi s aktualnim cyklem zaclenovani.
K fazovani dochazi, kdyz se zpozdi zac¢lefiovani baze.

K pfedfazovani dochazi, kdyz zacleriovani baze poskodi dopredu.

Obrazek 12 Fazovani a predfazovani
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A. Ctenis bazi, ktera fazuje.
B. Ctenis bazi, kterd predfazuje.

RTA3 opravuje U€inky fazovani a pfedfazovani, coz maximalizuje kvalitu dat v kazdém cyklu béhem béhu.

Pfifrazeni baze

Pfifazeni baze uréuje bazi (A, C, G nebo T) pro kazdy klastr dané dlazdice v konkrétnim cyklu. Pfistroj NovaSeq
6000Dx pouziva dvoukanalové sekvenovani, které vyzaduje k zakédovani dat pro 4 baze DNA pouze dva
snimky, jeden ze zeleného a jeden z Eerveného kanalu.

Pokud nedojde k pfifazeni, je to oznaceno jako N. K nepfifazeni dochazi, kdyz klastr nevyhovi filtru, kdyz se
nezdafi registrace nebo kdyZ se klastr posune mimo obraz.

Intenzity jednotlivych klastrll jsou extrahovany z Cervenych a zelenych obrazl a vzdjemné porovnany.
Vysledkem jsou ¢tyfi samostatné populace. Kazda populace odpovida bazi. Proces pfifazeni baze uréuje, do
které populace kazdy klastr patfi.
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Obrédzek 13 Vizualizace intenzit klastrU

=0l

Tabulka 8 Pfifazeni baze pfi dvoukanalovém sekvenovani

Baze Cerveny kanal Zeleny kanal Vysledek
A 1 (zapnuto) 1 (zapnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu v ¢ervenych i zelenych
kanalech.
C 1 (zapnuto) 0 (vypnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu pouze v ¢erveném kanalu.
0 (vypnuto) 0 (vypnuto) Klastry, které nevykazuji intenzitu v zadném zndmém

umisténi klastrd.

T 0 (vypnuto) 1 (zapnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu pouze v zeleném kanalu.

Klastry prochazejici filtrem

Béhem béhu RTA3 filtruje nezpracovana data, aby odebral ¢teni, ktera nedosahuji prahové hodnoty kvality dat.
Klastry, které se prekryvaji nebo maiji nizkou kvalitu, budou odebrany.

V pfipadé dvoukanadlové analyzy vyuziva RTA3 systém zaloZzeny na populacich, aby uréil ryzost (miru intenzity
Cistoty) pfifazeni baze. Klastry projdou filtrem (PF), kdyz v prvnich 25 cyklech maximalné jedno pfifazeni baze
nedosahne pevné prahové hodnoty ryzosti. Pokud je sou¢asti zarovnani PhiX, provede se ve 26. cyklu na
podskupiné dlazdic u klastrd, které vyhovély filtru. Na klastry, které filtrem neprojdou, se nepouzije pfifazeni
baze a nebudou zarovnany.

Skore kvality

Skore kvality pfedstavuje pfedpovéd pravdépodobnosti nespravného pfifazeni baze. Vyssi skore kvality
naznaduje, Ze pfifazeni baze ma vyssi kvalitu a s vétsi pravdépodobnosti bude spravné. Po stanoveni skére
kvality se vysledky zaznamenaji do soubor{i CBCL.

Skore kvality stru¢nou formou informuje o pravdépodobnosti malych chyb. Skére kvality je uvadéno ve formé Q
(X), kde X je pfislusné skére. Nasledujici tabulka ukazuje vztah mezi skérem kvality a pravdépodobnosti chyby.
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Skére kvality Q(X) Pravdépodobnost chyby
Q40 0,0001 (1z10 000)
Q30 0,001 (1z1000)
Q20 0,01 (1ze 100)

Q10 0,1(1z10)

Vyhodnocovani a vykazovani kvality

Vyhodnocovani kvality vypocita sadu pfedpovédi pro jednotliva pfifazeni baze a potom hodnoty indicii pouzije k
vyhledani skore kvality v tabulce kvality. Tabulky kvality jsou vytvofeny tak, aby poskytovaly optimalné presné
predpovédi kvality pro béhy generované prostfednictvim specifické konfigurace platformy pro sekvenovani a
verze chemického slozeni.

Vyhodnocovani kvality je zaloZeno na upravené verzi algoritmu programu Phred.

Za Uucelem vytvoreni tabulky kvality pro PFistroj NovaSeq 6000Dx byly uréeny tfi skupiny pfifazeni baze
zaloZené na klastrovani téchto specifickych prediktivnich funkci. Po seskupeni pfifazeni baze byla empiricky
vypocétena stfedni hodnota chyby pro kazdou ze tfech skupin a pfislusna skore kvality byla zaznamenana

v tabulce kvality spole¢né s prediktivnimi funkcemi vztazenymi k dané skupiné. Z tohoto divodu jsou

v softwaru RTA3 mozna pouze tfi skore kvality. Tato skore kvality predstavuji primérnou hodnotu chyby
skupiny. Vysledkem je zjednodusené, pfesto velmi pfesné vyhodnoceni kvality. Tyto tfi skupiny v tabulce
kvality odpovidaji marginalnimu (< Q15), stfednimu (~Q20) a kvalitnimu (> Q30) pfifazeni baze a jsou jim
pfifazena konkrétni skére kvality 12, 26 a 34. Pfipadlim bez pfifazeni baze je pfifazeno ,nulové” skére 2. Tento
model vykazovani skére kvality snizuje pozadavky na velikost Ulozisté a Sitku pasma, aniz by to mélo vliv na
pfesnost nebo vykon.

Obrazek 14 Zjednodusené vyhodnoceni kvality pomoci softwaru 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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Vystupni soubory sekvenovani

Typ souboru Popis souboru, umisténi a nazev
Soubory pfifazeni Kazdy analyzovany klastr je zahrnut v souboru pfifazeni baze, v némz jsou data
baze agregovana do jednoho souboru pro kazdy cyklus, drahu a povrch. Agregovany

soubor obsahuje pfifazeni baze a zakdédované skoére kvality pro kazdy klastr.
Data\Intensities\BaseCalls\L0OOI\C1.1

L[lane] [surface].cbcl, napfiklad L001 1.cbcl

Soubory umisténi Pro kazdou pritokovou kyvetu existuje binarni soubor umisténi klastrd, ktery

klastrd obsahuje soufadnice XY klastr{ v dlazdici. Soufadnice jsou pfedem uréeny
$estihrannym usporadanim, které odpovida usporadani nanoprvkd pritokové kyvety.
Datal\Intensities

s [lane].locs

Soubory filtrd Soubor filtru vymezuje, zda klastr projde filtry. Soubory filtrd jsou vytvaieny ve
26. cyklu a vyuzivaji data z pfedchozich 25 cykll. Pro kazdou dlazdici je vytvoien

jeden soubor filtru.
Datal\Intensities\BaseCalls\L0O0O1

s [lane] [tile].filter
Informacni soubor Uvadi nazev béhu, pocet cykll v kazdém &teni, informaci o tom, zda je toto teni
béhu ¢tenim indexd, a pocet zabérl a dlazdic na pritokové kyveté. Soubor s informacemi

o béhu se vytvari na zacatku béhu.
[Root folder],RunInfo.xml

Soubory miniatur Miniatury pro prvni cyklus kazdého sekvenaéniho ¢teni.
Thumbnail Images\LO01\C[X.1] —Soubory jsou uloZeny v podslozce pro kazdy
cyklus.

s [lane] [tile] [channell].jpg- Miniatura snimku obsahuje ¢islo dlazdice.

Struktura vystupni slozky sekvenovani

Software NVOS vytvafi nazev vystupni slozky automaticky.

Config (Konfigurace) — Nastaveni konfigurace béhu
" 1Logs (Protokoly) — Soubory protokoll popisujici provozni kroky, analyzu pfistroje a udalostiRTA3
B SampleSheet.csv - Seznam vzorkUd nebo jiny pfilozeny soubor, je-li k dispozici
Data
[TIntensities (Intenzity)
[1BaseCalls

LOO[X] - Soubory pfifazeni baze (*.cbcl) agregované do jednoho souboru na drahu, povrch a
cyklus

=l s.locs - Soubor umisténi klastru pro béh
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"7IInterOp - Binarni soubory
"1 Recipe (Navod) — Soubor s ndvodem specificky pro dany béh
"] Thumbnail Images (Miniatury) — Miniatury pro kazdou 10. dlazdici
[1LIMS - Soubor nastaveni b&hu (*.json), je-li to relevantni.
77 Audit
=l Auditinfo.xml
=IRTA3.cfg
= Runinfo.xml
=l RunParameters.xml
=l RTAComplete.txt
= CopyComplete.txt
=l SequenceComplete.txt
=l llluminaRunManagerCopyComplete.txt
=l Manifest.tsv

Varovani a preventivni opatfeni

A UPOZORNENI

Podle federalnich zakon( se prodej tohoto zdravotnického prostfedku omezuje na prodej Iékafem
nebo jinym drzitelem povoleni k pouZzivani tohoto zdravotnického prostfedku ¢i vystaveni poukazu na
tento prostfedek v daném staté nebo na prodej na zakladé jimi vystaveného poukazu.

* Nékteré komponenty reagencii, které dodava lllumina pro pouziti s pfistrojem Pfistroj NovaSeq 6000Dx,
obsahuji potencialné nebezpecné chemikalie. Vdechovanim, pozitim, stykem s klZi a vniknutim do o&i
muzZe dojit k poranéni. Pouzivejte ochranné pomucky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho
plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym
odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se
ochrany Zivotniho prostfedi, zdravi a bezpecnosti prace naleznete v bezpenostnich listech (SDS) na
strance support.illumina.com/sds.html.

* Nedodrzeni uvedenych postupl mize vést k chybnym vysledkim nebo vyznamnému snizeni kvality vzorku.
* Dodrzujte béZna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech

nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a sadami reagencii pouzivejte jednorazové rukavice a
laboratorni pla$té. Po manipulaci se vzorky a sadami reagencii si dlikladné umyjte ruce.

* Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe a hygieny, aby nedo$lo ke kontaminaci reagencii, nastrojd a
genomickych vzorkl DNA produkty PCR. Kontaminace PCR mUzZe vést k nepfesnym a nespolehlivym
vysledklm.

Dokument ¢. 200025276 vO1 29272

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
POUZE PRO EXPORT


http://support.illumina.com/sds.html

PFibalova informace k pFistroji NovaSeq 6000Dx illumina

* Aby se zabranilo kontaminaci, dbejte, aby oblasti pfed amplifikaci a po amplifikaci mély specializované
vybaveni a spotiebni materidl (napf. pipety, $pi¢ky pipet, tepelné bloky, vortexery a centrifugy).

* Parovaniindexu se vzorky vyZzaduje piesné sladéni s rozvrzenim desky indexu. Aplikace DNA Prep with
Enrichment automaticky vyplni indexovymi primery spojené s nazvy vzorkd, pokud jsou zadany béhem
nastaveni béhu. Doporuéuje se, aby uzivatel pfed spusténim béhu sekvenovani ovéfil spojeni indexovych
primer( a vzorkd. Rozdily mezi vzorky a rozvrzenim desky vyusti ve $patnou identifikaci pozitivnich vzorkd a
vykazani nespravnych vysledk.

* Instalace Dlrazné se doporucuje, aby si uzivatel nainstaloval antivirovy software, ktery bude pog&ita¢ chranit
proti virim.

* Pristroj NovaSeq 6000Dx nepouzivejte, pokud je z n&j sejmut kterykoliv z krycich panell. Pouzivani
pFistroje, kdyzZ jsou sejmuty nékteré z panell, pfedstavuje riziko Urazu stfidavym nebo stejnosmérnym
elektrickym proudem.

* Nedotykejte se pritokové kyvety v prostoru prito¢né cely. Ohfiva¢ v tomto prostoru miize mit teplotu 22 °C
az 95 °C a mize zpUsobit popaleniny.

*  Pfiblizna hmotnost pfistroje je 480 kg, takze v pfipadé padu nebo nevhodného zachazeni mize zplsobit
vazné poranéni osob.

Charakteristiky ucinnosti

Vykonnostni charakteristiky pfistroje NovaSeq 6000Dx byly stanoveny pomoci lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx pro pfipravu knihovny, Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykl() a Sada reagencii
NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cykld) pro sekvenovani a aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx pro sekundarni analyzu véetné detekce germindini a somatické varianty. Studie zahrnovaly
indexovani vzorkd, pfenos vzorkd, vstup DNA, analytickou citlivost (mez blanku / mez detekce), pfesnost,
konzistenci vysledkd, porovnani metod a reprodukovatelnost. Viz Pribalovy letak k lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx, kde najdete vykonnostni charakteristiky souvisejici s preanalytickymi faktory, jako jsou metody
extrakce nebo interferujici latky.

Definice vypoctl pouzivanych v charakteristikach uc¢innosti

1. Procento pozitivni shody (PPA) se pocita jako pomér lokust, které jsou referenéni metodou klasifikovany
jako varianty a jsou rozborem spravné vykazany.
* (pocet lokust varianty spravné vykazanych rozborem) / (celkovy pocet lokusd varianty)
Lokusy varianty vykazané rozborem, které jsou shodné s referenéni metodou, jsou skute¢né pozitivni (TP).

Lokusy varianty vykazané rozborem jako referencni pfifazeni nebo jina pfifazeni varianty jsou fale$né
negativni (FN).

2. Procento negativni shody (NPA) se podita jako pomér lokusU, které jsou referenéni metodou klasifikovany
jako divoky typ a jsou rozborem spravné vykazany.

* (pocet lokust divokého typu spravné vykazanych rozborem) / (celkovy pocet lokusl divokého typu)
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Lokusy divokého typu vykazané rozborem, které jsou shodné s referenéni metodou, jsou skute¢né negativni
(TN). Lokusy divokého typu vykazané rozborem jako varianty jsou fale$né pozitivni (FP).

3. Celkova procentualni shoda (OPA) se podita jako pomér lokusd spravné vykazanych rozborem vzhledem k
referenéni metodé.

* ((pocet lokusl varianty spravné vykazanych rozborem) + (pocet lokusl divokého typu spravné
vykéazanych rozborem)) / ((celkovy pocet lokust varianty) + (celkovy poc&et lokus( divokého typu))

4. Vypocty PPA, NPA a OPA nezahrnuji pfipady bez pfifazeni (varianta nebo referenéni lokus nespliuji
podminky jednoho nebo vice kvalitativnich filtrd).

5. Procento pozitivnich pfifazeni (PPC) je poCet pozorovani se zjisSténou variantou déleno celkovym pocétem
testovanych pozorovani s vyjimkou neplatnych pozorovani nebo pozorovani filtrovanych jako mala hloubka.

6. Procento negativnich pfifazeni (PNC) je vypocteno jako pocCet pozorovani s referenci, které prosly, jako
vysledkem na pozici déleno celkovym pocétem testovanych pozorovani s vyjimkou neplatnych pozorovani
nebo pozorovani filtrovanych jako mald hloubka.

7. Procentudlni autozomova pfifaditelnost se vypodita jako procento referenénich pozic non-N v cilovych
oblastech u autozomalnich chromozomu s Usp&snym pfifazenim genotypu.

Indexovani vzorku

Indexacni primery vzorkU pfidané béhem pfipravy knihovny pfifazuji kazdému vzorku DNA jedine¢nou sekvenci.
Tyto jedineéné sekvence umoznuji sloudit vice vzork( do jednoho sekvenaéniho b&hu. Indexovani vzorkl se
pouziva pro germindlni i somatické pracovni postupy. Uéelem této studie bylo stanovit minimaini (12) a
maximalni (192) pocéet vzorkd, které mohou byt zpracovany pomoci Pfistroj NovaSeq 6000Dx v jediném
sekvenacénim béhu. Dvanact jedineénych vzorki DNA genomu Platinum Genome (NA12877-NA12888) bylo
testovano s nejméné 12 rliznymi kombinacemi indexacnich primerd na vzorek. Knihovny vzorkd byly pfipraveny
pomoci reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani riznych gen( zahrnujicich 1970 505 bazi napfi¢
vSemi 23 lidskymi chromozomy. Vysledky vzork( ze &tyf sérii sekvenovani pomoci pracovnino postupu analyzy
generace Germline FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx byly porovnany s
genomy Platinum Genome verze 2016-1.0.

Pro prvni sadu b&hi bylo 192 unikatné indexovanych knihoven vzorkd sekvenovano ve dvou sekvenadnich
bézich, po jednom s reagenciemi S2 a S4, aby se ovéril maximalni poc¢et podporovanych indexd a schopnost
rozboru konzistentné provadét genotypova pfifazeni u daného vzorku s réiznymi kombinacemi indexacnich
primerQ. Pro druhou sadu béhU bylo 12 jedineéné indexovanych knihoven vzorkld sekvenovano ve dvou
sekvenacnich bézich, po jednom s reagenciemi S2 a S4, aby se ovéfil minimalni po¢et podporovanych indexa.
Pro béhy se 192 indexy se PPA pro SNV pohybovalo od 99,7 % do 100 %, PPA pro inzerce bylo 100 %, PPA pro
delece se pohybovalo od 96,7 % do 100 % a NPA bylo 100 %. Pro béhy s 12 indexy se PPA pro SNV pohybovalo

0d 99,7 % do 100 %, PPA pro inzerce se pohybovalo od 89,6 % do 100 %, PPA pro delece se pohybovalo od 94,6
% do 100 % a NPA bylo 100 %.

Dokument ¢. 200025276 vO1 31272

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
POUZE PRO EXPORT



PFibalova informace k pFistroji NovaSeq 6000Dx illumina

Pfenos vzorku

Pfistroj NovaSeq 6000Dx umoziuje sekvenovani vice vzorkUl a kontrol v jednom sekvenaénim béhu. Byla
provedena studie k vyhodnoceni rozsahu pfenosu vzorkl v ramci sekvenacniho bé&hu (v ramci béhu) a mezi
sekvenaénimi béhy (mezi béhy). Dvanact vzork( DNA genomu Platinum Genome, $est muzskych a $est
Zenskych, bylo testovano pomoci reprezentativnino rozboru navrzeného k vyhledani riznych genl zahrnujicich
1970 505 bazi napfi¢ véemi 23 lidskymi chromozomy, véetné obou pohlavnich chromozom(. Knihovny byly
sekvenovany na pfistroji Pfistroj NovaSeq 6000Dx pomoci pracovniho postupu analyzy generace Germline
FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Pfenos vzork( muz( do vzork( Zen
byl pozorovan prostfednictvim pfitomnosti cilovych ¢teni chromozomu Y v Zenskych vzorcich.

K pfenosu v rdmci b&éhu mize dojit béhem generovani klastru, pfitazovani baze indexového cyklu a
demultiplexovani vzorkU. Pro testovani pfenosu vzorkl v sekvenaénim béhu byl fond knihovny sestavajici
nejméné z dvanacti replikatl kazdého jedineéného muzského a Zzenského vzorku plus dvou kontrol bez
templatu, celkem 192 jedine¢né indexovanych knihoven, sekvenovan na pfistroji Pfistroj NovaSeq 6000Dx ve
dvou sekvenaénich bézich, po jednom s reagenciemi S2 a S4. Pfenos vzork{ v ramci béhu byl hodnocen
porovnanim cilového pokryti chromozomu Y kazdého Zenského replikatu s primérnym cilovym pokrytim
chromozomu Y v8ech muzskych replikatt ve fondu. 95. percentil pozorovaného pienosu v ramci béhu byl
0,0090 % pro reagencie S2 a 0,041 % pro reagencie S4.

Pro testovani pfenosu vzork( mezi béhy byly pfipraveny dva fondy knihoven, které byly sekvenovany postupné
na jednom pfistroji Pfistroj NovaSeq 6000Dx, na strané A pomoci reagencii S4 a na strané B pomoci reagencii
S2. Prvni fond obsahoval alespori dvanact replikatl Sesti jedine¢nych Zenskych vzorkd a dvé kontroly bez
templatu, celkem tedy 96 jedineé¢né indexovanych knihoven. Druhy fond obsahoval alespori dvanact replikatd
$esti jedine¢nych muzskych vzork( a dvé kontroly bez templatu, celkem tedy 96 jedine¢né indexovanych
knihoven. Oba fondy pouzivaly stejnou sadu indexovych adaptért. Nejprve byl sekvenovan zensky fond,
nasledoval sekvenéni béh s muzskym fondem a po ném nasledoval dalsi opakovany sekvenacni béh s Zzenskym
fondem. Pfenos vzork( mezi béhy byl hodnocen podle typu reagencie, S2 a S4, porovnanim cilového pokryti
chromozom{ Y mezi odpovidajicimi replikaty opakovaného béhu Zenského fondu a béhu muzského fondu. 95.
percentil pozorovaného prfenosu mezi béhy byl 0,0089 % pro reagencie S2 a 0,012 % pro reagencie S4.

Vstup DNA

Krev (germinalni)

Vstupni rozsah krevni DNA pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pomoci aplikace DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx byl stanoven pro NovaSeq 6000Dx. To bylo vyhodnoceno provedenim
studie sériového fedéni s pouzitim osmi vzork( DNA Platinum Genome (NA12877 - NA12884) pomoci
reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani riznych gent zahrnujicich 1 970 505 bazi napfi¢ véemi 23
lidskymi chromozomy. Knihovny byly sekvenovany na jednom zafizeni Pfistroj NovaSeq 6000Dx pomoci jedné
8arze Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykll) a jedné SarZze Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4
v1.5 (300 cykld).
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illumina

Sedm vzorkl bylo testovéno duplicitné pfi $esti Grovnich vstupl DNA v rozmezi od 1000 ng do 10 ng (1000 ng,
250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng a 10 ng). Osmy vzorek (NA12884) byl testovan jako jeden replikat pfi vstupu 10 ng
a duplicitné pro véechny ostatni Urovné vstupu. Pro stanoveni pfesnosti byly genotypy vzork{ porovnény s
genomy Platinum Genome verze 2016-1.0. Vysledky byly stanoveny pro kazdou uroven vstupu. PPA pro kazdy
typ varianty (SNV, inzerce a delece) je uvedeno ve Vysledky PPA pro kazdy vstup krevni DNA podle typu
varianty na strané 33. NPA je prezentovano v NPA pro kazdy vstup DNA na strané 33. VSechny Urovné vstupu
mély podobnou pfesnost. Doporuceny vstup krevni DNA pro lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je 50-1000
ng, pfi€emz 1000 ng a 10 ng poskytuji horni a dolni limit pro spInéni vykonnostnich charakteristik pfi
sekvenovani na pfistroji NovaSeq 6000Dx.

Tabulka 9 Vysledky PPA pro kazdy vstup krevni DNA podle typu varianty

Vstup DNA (ng) Typ varianty
10 SNV
25

50

100

250

1000

10 Inzerce
25

50

100

250

1000

10 Delece
25

50

100

250

1000

Ocekavané varianty

69612
74192

2732
2928

2084
2240

Tabulka 10 NPA pro kazdy vstup DNA

Vstup DNA (ng) TN FP

10 115449045 384
25 123012157 415
50 122985299 369
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69538
74105
74105
74116
74113
74112
2732
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2914
2917
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2200
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68
75
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72
72
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Referencni pfipady bez pfifazeni

285751
438153
465043

PPA (%)
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
100
99,8
99,7
99,8
100
99,8
99,8
99,6
99,9
>99,9
100
99,9

NPA (%)
>99,9
>99,9
>99,9
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Vstup DNA (ng) ™ FP Referenéni piipady bez pfifazeni NPA (%)
100 122976660 321 473730 >99,9
250 122971099 331 479289 > 99,9
1000 122978527 324 471882 >999

FFPE (somaticka)

Pro NovaSeq 6000Dx byl stanoven vstupni rozsah DNA fixované formalinem a zalité do parafinu (FFPE) pro
sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx s pouzitim aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx. To bylo vyhodnoceno provedenim studie sériového fedéni s pouzitim dvou vzork{ Platinum Genome a
pomoci reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani riznych genl zahrnujicich 1 970 505 bazi napfic¢
v8emi 23 lidskymi chromozomy. Knihovny byly sekvenovany na jednom zafizeni Pfistroj NovaSeq 6000Dx
pomoci jedné Sarze Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykll) a jedné Sarze Sada reagencii NovaSeq
6000Dx S4 v1.5 (300 cykld).

Vzorek DNA GM12877 byl zfedén pomoci vzorku DNA GM12878 za U¢elem vytvofeni GM12877-13 s
jedine¢nymi heterozygotnimi a homozygotnimi variantami GM12877 pfi frekvencich blizkych 6,5 % a 13 %. Byla
také testovana nefedéna GM12877. GM12877-13 byla testovan duplicitné pfi ¢tyfech Urovnich vstupu DNA v
rozmezi od 1000 ng do 25 ng (1000 ng, 250 ng, 50 ng a 25 ng). GM12877 byla testovana jako jeden replikat pfi
vstupu 250 ng a duplicitné pro vS§echny ostatni Urovné vstupu. Pro stanoveni pfesnosti byly pfifazené varianty
vzork{ porovnany s genomy Platinum Genome verze 2016-1.0. Vysledky byly stanoveny pro kazdou Uroven
vstupu. PPA pro kazdy typ varianty (SNV, inzerce a delece) je uvedeno ve Vysledky PPA pro kazdy vstup FFPE
DNA podile typu varianty a cilové VAF na strané 34. NPA je prezentovano v NPA pro kazdy vstup FFPE DNA na
strané 35. V8echny urovné vstupu mély podobnou pfesnost. Pro vzorky FFPE s hodnotou ACq < 5 je
doporuceny vstup DNA pro sadu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx 50-1000 ng, pfi¢emz 1000 ng a 25 ng
poskytuji horni a dolni limit pro splnéni vykonnostnich charakteristik pfi sekvenovani na pfistroji NovaSeq
6000Dx.

Tabulka 11 Vysledky PPA pro kazdy vstup FFPE DNA podle typu varianty a cilové VAF

VAF cilového fedéni

0,065 0,13

Vstup Typ Ocekavané TP EN Varianty bez PPA Ocekavané . EN Varianty bez PPA

DNA (ng) varianty varianty pfifazeni (%) varianty pfifazeni (%)

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 2927 8 65 99,7 624 624 0 0 100

1000 3000 2921 8 71 99,7 624 624 0 0 100

25 Inzerce 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
Dokument €. 200025276 vO1 347272

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
POUZE PRO EXPORT



PFibalova informace k pFistroji NovaSeq 6000Dx illumina

VAF cilového fedéni

0,065 0,13
Vstup Typ Ocekavané . EN Varianty bez PPA Ocekavané . EN Varianty bez PPA
DNA (ng) varianty varianty prifazeni (%) varianty prifazeni (%)
25 Delece 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
Tabulka 12 NPA pro kazdy vstup FFPE DNA
Vstup DNA (ng) Ocekavany divoky typ TN FP Referenéni pfipady bez pfifazeni NPA (%)
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

Analyticka citlivost (mez blanku [LoB] a mez detekce [LoD])

Tato studie byla provedena za u¢elem vyhodnoceni meze blanku (Limit of Blank, LoB) a meze detekce (Limit of
Detection, LoD) pro pracovni postup analyzy generovani Somatic FASTQ and VCF aplikace DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx na pfistroji Pfistroj NovaSeq 6000Dx. Studie byla provedena s pouzitim
reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani riznych gent zahrnujicich 1 970 505 bazi napfi¢ véemi 23
lidskymi chromozomy. Bunééné linie GM12878 a GM12877 genomu Platinum Genome byly fixovany formalinem
a zality do parafinu s naslednou extrakci DNA. Redéni GM12877 do GM12878 byla pfipravena tak, aby vzorky
obsahovaly 0 %, 4 %, 6,5 % a 13 % objemu GM12877, takze frekvence 489 jedine¢nych variant GM12877 (454
SNV, 17 inzerci a 18 deleci) se pohybovaly mezi 0 a 0,13. Knihovny vzorkd byly pfipraveny za pouziti dvou Sarzi
reagencii sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a sekvenovany béhem Sesti po sobé jdoucich po¢atecnich
dnl se dvéma Pristroj NovaSeq 6000Dx a vzdy dvéma $arZzemi Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300
cykld) a dvéma Sarzemi Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cykll), celkem tedy dvandcti
sekvenacnimi béhy. Vysledkem bylo 288 pozorovani pro kazdou variantu v kazdém z fedéni vzorku. LoB a LoD
se vypocitaly klasickou metodou uvedenou v CLSI EP17-A2. LoB a LoD se vypocitaly pro reagencie S2 a S4
oddélené slou¢enim frekvenci v8ech variant v sekvena¢nim béhu pro kazdy typ reagencie. Chyba I. typu byla
definovana jako 0,01 a chyba Il. typu jako 0,05.

LoB byla hodnocena pro 489 lokusl nezavisle napti¢ dvéma $arzemi sekvenovani pro kazdy typ reagencie (S2
nebo S4) a pfipravu knihovny. Pro reagencie S2 byl 95. percentil LoB 2,9 %. Pro reagencie S4 byl 95. percentil
LoB 2,2 %.
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LoD byl Uspésné vypocten pro 478 ze 489 variant pro S2 a 485 ze 489 variant pro S4. Varianty, kde nebyl
stanoven zadny LoD pro jeden nebo obé pfipravy knihovny, byly z kone¢ného pfifazeni LoD pro systém
NovaSeq 6000Dx vylou¢eny. LoD systému NovaSeq 6000Dx s reagenciemi S2 a S4 byl stanoven 95.
percentilem jednotlivych variant LoD. Pro reagencie S2 byl 95. percentil napfi¢ 478 variantami LoD 4,8 %. Pro
reagencie S4 byl 95. percentil napfi¢ 485 variantami LoD 3,9 %.
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Presnost

Germinalni

Nasledujici studie byla provedena za u€elem posouzeni pfesnosti pfifazeni variant pracovniho postupu analyzy generovani Germline
FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na pfistroji PFistroj NovaSeq 6000Dx s pomoci Sada reagencii
NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykld). Pomoci reprezentativniho rozboru se testovaly ¢tyfi jedine¢né vzorky Platinum Genome DNA za
ucelem vyhledani rliznych gend zahrnujicich 1970 505 bazi (9 232 cil(l) napfi¢ véemi 23 lidskymi chromozomy. Kazdy ze vzorkl byl
testovan ve 12 replikatech s vyjimkou NA12880, které byly testovany v 11 replikatech. Celkem bylo provedeno 18 b&hl pomoci tfi
sekvenacnich pfistrojl, tfi $arzi reagencii S2 a dvou operatord béhem Sesti po¢ateénich dnl. Porovnanim vysledkd s genomy Platinum
Genome verze 2016-1.0 byla stanovena pfesnost pro SNV, inzerce a delece.

N

Tabulka 13 Shrnuti germinaini shody

Kritéria Celkovy poéet pozorovani’ Vysledek pozorovani? Vysledek podle béhu?®
PPA pro SNV 846 99,8 99,9

PPA pro inzerce 846 97,9 > 99,9

PPA pro delece 846 96,9 99,9

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

Wypoéteno jako po&et vzorkl na béh (47) x pocet béhd (18) = 846.
°Nejniz$i pozorovana hodnota podle replikatu vzorku napfi¢ véemi 18 béhy.
3Nejnizéi hodnota, kdyZ jsou data z kazdého cyklu analyzovana souhrnné.

XAQ0009 baseAoN IfoJysiid 3 8oewlojul eAojeqlid

Germindini shoda na vzorek na strané 38 obsahuje Udaje ze studie prezentované s pozitivni a negativni procentualni shodou podle
vzorkd, pficemz jsou vysledky variant porovnany s genomy Platinum Genome verze 2016-1.0 pro vypoc¢ty PPA. Kombinuji se tfi typy
variant (SNV, inzerce, delece). ProtoZe referenéni metoda poskytuje vysledky pouze jednonukleotidovych variant a inzerci/deleci, pro
vypocet NPA se vysledky nevariantnich bazi porovnaji s referenéni sekvenci lidského genomu hg19.



140dX3 0dd 3ZN0d

OYLIA NI FOILSONOVIA X ONIQHN

LOA 9/2G2000¢ 2 1uswnjod

¢LZ8E

Tabulka 14 Germinalni shoda na vzorek

Prifaditelnost Ocekavané Varianty bez
Vzorek o . 1 TP FN e , TN FP PPA NPA OPA
autozomd varianty prifazeni
NA12877 99,4 273672 273452 220 O 414765131 931 999 > >
999 999
NA12878 99,4 265680 265208 234 238 414803691 1193 999 > >
999 999
NA12879 99,4 261792 261792 0 0 414746986 1429 100 > >
99,9 999
NA12880 99,4 246114 245551 399 164 380157538 1458 99,8 > >
999 99,9

N

T Celkovy poéet variant ve véech replikadtech vzorkd napfi¢ 18 béhy.

Germindini shoda na vzorek podle typu varianty na strané 38 obsahuje data studie uvadéna jako vztazena ke vzorku, pficemz jsou
vysledky varianty porovnany s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Detekce se pro kazdy typ varianty — SNV,
inzerce a delece — hodnoti samostatné. Referenéni pozice jsou vylouceny.

Tabulka 15 Germinalni shoda na vzorek podle typu varianty

XAQ0009 baseAoN IfoJysiid 3 8oewlojul eAojeqlid

SVN Inzerce Delece
Vzorek Ocekavana hodnota TP FN Ocekavana hodnota TP FN Ocekavana hodnota 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

U vzorkU se dale analyzovala pfifazeni malych inzerci a deleci (indeld). Celkové shrnuti je uvedeno v Souhrn detekce germindlnich indeld
na strané 39. Celkem se vyskytlo 210 indell o délce 1-18 bp v pfipadé inzerci a 1-21 bp v pfipadé deleci.
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Tabulka 16 Souhrn detekce germinalnich indell

Typ varianty Ocekavané varianty TP FN Varianty bez pfifazeni PPA
Inzerce 36954 36953 1 0 > 99,9
Delece 29358 28986 16 356 99,9

Reprezentativni rozbor se skladal z 9 232 cilli zahrnujicich rlzny obsah genomu. Obsah GC cilll se pohyboval v rozmezi 0,20-0,86 %.
V cilech se také opakoval jeden nukleotid (napF. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. Data sestavena pro kazdy chromozom za
ucelem stanoveni vlivu obsahu genomu na procentudlni hodnotu spravnych pfifazeni jsou uvedena v ¢asti Germindini pfesnost na urovni

pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je nizsi nez 100 %.

Tabulka 17 Germinalni pfesnost na urovni chromozomu

Pocet Pocet
genl cild

chr1 47 728

Chromozom Pocetbazi Obsah genomu

138328  Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (14),
Poly G (7),
Dinukleotid
(22),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(18), Delece

(4)

Rozsah GC Sgta'vna" Nve.vsprév'né Bvef ’ %v'svprévrliych %v'lzez '
pfifazeni pfifazeni pfifazeni pfifazeni pfifazeni

[0.22 - 114888718 34 966860 >999 0,83

0.8];

Median:

0,51

N
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Obsah genomu

Poly A (46),
Poly C (8),
Poly T (23),
Poly G (7),
Dinukleotid
(22),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(5), Delece
(2)

Poly A (18),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (7),
Dinukleotid
(12),
Trinukleotid
(6), Inzerce
(11), Delece
(1

Rozsah GC

[0.24 -
0.81];
Median:
0,44

[0.25 -
0.86];
Median:
0,45

132293464

N

114625053
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Obsah genomu

Poly A (9),
Poly C (7),
Poly T (25),
Poly G (6),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(5), Inzerce
(2), Delece
(2)

Poly A (10),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinukleotid
(10),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(8), Delece
(18)

Rozsah GC

[0.27 -
0.771;
Median:
0,45

[0.29 -
0.79];
Median:
0,46

N
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Obsah genomu

Poly A (28),
Poly C (7),
Poly T (33),
Poly G (7),
Dinukleotid
(18),
Trinukleotid
(11), Inzerce
(4), Delece
(2)

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(31),
Trinukleotid
(5), Inzerce
(1), Delece

(4)

Rozsah GC

[0.24 -
0.791;
Median:
0,48

[0.2 -
0.771;
Median:
0,46

103412695

N

132534074
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Obsah genomu

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(9), Inzerce
(4), Delece
(1

Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (27),
Poly G (8),
Dinukleotid
(9),
Trinukleotid
(9), Inzerce
(4), Delece
(1

Rozsah GC

[0.26 -
0.78];
Median:
0,47

[0.27 -
0.83];
Median:
0,49

N

72650800
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Obsah genomu

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Dinukleotid
(16),
Trinukleotid
(6), Inzerce
(1), Delece (1)

Poly A (28),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(26),
Trinukleotid
(7), Inzerce
(2), Delece
(2)

Rozsah GC

[0.23 -
0.78];
Median:
0,44

[0.28 -
0.8];
Median:
0,47

55539058

N
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Obsah genomu

Poly A (19),
Poly C (8),
Poly T (40),
Poly G (7),
Dinukleotid
(7),
Trinukleotid
(7), Inzerce
(1), Delece

(5)

Poly A (24),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinukleotid
(6),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(14), Delece
(0)

Rozsah GC

[0.26 -
0.771;
Median:
0,49

[0.28 -
0.79];
Median:
0,42

N
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s?,fa""a, N,e,vs prav'na BS? , Avipravr)ych /n,.?ez , <
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr14 1 147 26980 Poly A (21), [0.29 - 22286153 198 147895 >99,9 0,66 QL
Poly C (6), 0.771; 2
Poly T (18), Median: Q-
Poly G (11), 0,47 -]
-
Dinukleotid ®)
=
(6), 3
Trinukleotid Q
O
(6), Inzerce D
(4), Delece ~
M gi
chr15 15 266 52091 Poly A (26), [0.29 - 43600279 0 99041 100 0,23 f{’,_
Poly C (7), 0.761; §
Poly T (13), Median: —
PolyG(6), 0,46 cZ>
Trinukleotid <
Q
(8), Inzerce N
(4), Delece ®
(6) <
(@))
chr16 21 366 80030 Poly A (7), [0.3 - 65490245 16 1438278 >99,9 2,15 o
o
Poly C (7), 0.761]; (@)
Poly T (15), Medidn: E
Poly G (7), 0,54
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(10), Inzerce
(15), Delece
(21)
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s?,fa""a, N,e,vs prav'na BS? , Avipravr)ych /n,.?ez , <
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr17 36 645 118062 Poly A (19), [0.28 - 97929929 417 335905 >99,9 0,34 QL
Poly C (7), 0.82]; 2
Poly T (18), Median: Q-
Poly G (8), 0,49 ]
-
Dinukleotid ®)
=
(13), 3
Trinukleotid Q
@)
(6), Inzerce D
(18), Delece e
(16) =
chr18 9 99 19195 Poly A (7), [0.22 - 15967171 312 42077 >99,9 0,26 f{’,_
Poly C (7), 0.78]; §
Poly T (15), Median: —
Poly G (6), 0,44 CZ)
Trinukleotid Q<)
(10), Inzerce N
(4), Delece ®
0) <
(@))
chr19 30 605 104004  Poly A (19), [0.33 - 85642066 3 678213 >99,9 0,79 8
Poly C (7), 0.83]; (@)
Poly T (31), Medidn: E
Poly G (7), 0,59
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(7), Inzerce
(2), Delece
(21)
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Obsah genomu

Poly A (6),
Poly C (6),
Poly T (7),
Poly G (8),
Trinukleotid
(9), Inzerce
(5), Delece
(0)

Poly A (28),
Poly C (6),
Poly T (24),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5), Inzerce
(2), Delece
(5)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (19),
Poly G (7),
Dinukleotid
(3),
Trinukleotid
(6), Inzerce
(6), Delece
(0)

Rozsah GC

[0.31-
0.84];

Median:

0,53

[0.22 -
0.78];

Median:

0,52

[0.27 -
0.74];

Median:

0,51

Bez % spravnych
pfifazeni pfifazeni
38374 100

57434 >99,9

42673 100

% bez
pfifazeni

0,14

0,23

N

0,14
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Chromozom :Zigt Z.'Tget Pocet bazi Obsah genomu Rozsah GC i:;j::ii :;::zr:r\:?é E?i:az ef Z,F;:;ée\:\?ych Z,Fi:::eni
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0.2 - 67318722 0 770544 100 113
Poly C (8), 0.72];
Poly T (23), Median:
Poly G (9), 0,48
Dinukleotid
(3),
Trinukleotid
(23), Inzerce
(3), Delece
(0)
chrY 0 40 5476 Poly A (11), [0.4 - 0 0 0 Neni Neni
Poly C (8), 0.59]; k dispozici  k dispozici
Poly T (11), Median:
Poly G (5), 0,45
Inzerce (0),
Delece (0)

Vysledky sekvenovani vzorku NA12878 se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym National Institutes of
Standards and Technology (NIST) (v.2.19). Ze 9232 cilll bylo 8009 cili obsazeno ve velmi spolehlivych genomovych oblastech, 776 cill

mélo ¢astecéné prekryti a 447 cild nemélo v sekvenci NIST Zadné piekryti. Vysledkem bylo 1831 483 soufadnic na replikat pro porovnani.

Nevariantni pfifazeni baze se porovnala s referenéni sekvenci lidského genomu hg19. Vysledky pfesnosti jsou uvedeny v Germinalni
shoda vzorku NA12878 s databdzi NIST na strané 49.

Tabulka 18 Germinalni shoda vzorku NA12878 s databazi NIST
Vzorek Poéet zahrnutych cild  Pfifaditelnost autozomt TP FN TN FP PPA NPA OPA

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

Na zakladé dat poskytnutych v této 18b&hové germinaini studii Ize tvrdit, Ze Pristroj NovaSeq 6000Dx dokaze konzistentné sekvenovat:

N
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* Obsah GC = 20 % (vSechny pfifazené baze v 1692 sekvenovanych cilovych oblastech s 20% obsahem GC byly pfifazeny spravné s

mirou variant bez pfifazeni 0 %)

* Obsah GC = 86 % (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s 86% obsahem GC byly pfifazeny spravné s
mirou variant bez pfifazeni 0 %)

¢ Délky polyA = 46 (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 46 polyA byly pfifazeny spravné

s mirou variant bez pfifazeni 0,27 %)

¢ Délky polyT =40 (13384074 z 13384321 pfifazenych bazi v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 40 polyT bylo
pfifazeno spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,26 %)

* Délky polyG = 11 (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 11 polyG byly pfifazeny spravné s

mirou variant bez pfifazeni 0 %)

* Délky polyC = 8 (9815030 z 9815035 pfifazenych bazi v 5922 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 8 polyC byly
pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,53 %)

* Délky opakovani dinukleotidl = 31x (32233922 z 32233926 pfifazenych bazi v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s
opakovanim 31 dinukleotidl byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,21 %)

* Délky opakovani trinukleotidl = 23x (v8echny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 23
trinukleotidl byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,21 %)

* Délky inzerce = 18 (vSechny pfifazené bdze v 1692 sekvenovanych cilovych oblastech s inzerci 18 byly pfifazeny spradvné s mirou
variant bez pfifazeni 7,71 %)

* Délky delece = 21 (vSechny pfifazené baze v 1692 sekvenovanych cilovych oblastech s deleci 21 byly pfifazeny spravné s mirou
variant bez pfifazeni 1,14 %)

Somaticka

Popsana studie byla provedena za U¢elem posouzeni pfesnosti pfifazeni variant pracovniho postupu analyzy generovani Somatic

FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na pfistroji PFistroj NovaSeq 6000Dx s pomoci Sada reagencii

NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklQ).

Tato studie pouzila reprezentativni rozbor navrzeny k vyhledavani riiznych genl zahrnujicich 1970 505 bazi (9 232 cill) napti¢ véemi 23

lidskymi chromozomy. DNA genomu Platinum Genome byla extrahovéna z blokd zpracovanych pomoci FFPE za u¢elem vytvoreni étyf
jedine¢nych vzorkd pro vyhodnoceni ve studii.

N
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Vzorek DNA GM12877 byl zfedén pomoci vzorku DNA GM12878 za uc¢elem vytvofeni GM12877-13 s jedine¢nymi heterozygotnimi a
homozygotnimi variantami GM12877 pf¥i frekvencich blizkych 6,5 % a 13 %. Vzorek DNA GM12878 byl obdobné zfedén pomoci vzorku
DNA GM12877 za ucelem vytvofeni GM12878-13 s jedine¢nymi heterozygotnimi a homozygotnimi variantami GM12878 pfi frekvencich
blizkych 6,5 % a 13 %. Rovnéz byly testovany nefedéné vzorky GM12877 a GM12878. Kazdy ze vzorkUl byl testovan ve 12 replikatech s
vyjimkou nefedénych GM12878, které byly testovany v jedenacti replikatech. Celkem bylo provedeno osmnacti béhd pomoci t¥i
sekvenadnich pfistrojd, tfi $arzi reagencii S4 a dvou operatorl béhem $esti po¢atecnich dndl. Porovnanim vysledkd s genomy Platinum
Genome verze 2016-1.0 byla stanovena pfesnost pro SNV, inzerce a delece.

Tabulka 19 Souhrn somatickych shod

Kritéria Po&et pozorovani' Vysledek pozorovani? Vysledek podle b&hu?
PPA pro somatické SNV 846 99,8 98,9

PPA pro somatické inserce 846 100 100

PPA pro somatické delece 846 100 100

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

"Vypocteno jako = polet vzorkd na béh (47) x pocet béhd (18) = 846.

2 Nejnizsi pozorovana hodnota podle replikatu vzorku napfi¢ véemi 18 béhy.

3 Nejnizsi hodnota, kdyz jsou data z kazdého cyklu analyzovana souhrnné.

Somaticka shoda na vzorek na strané 51 obsahuje Udaje ze studie prezentované s procentem pozitivni a negativni shody podle vzorkd,
pficemz pro vypocty PPA se vysledky variant porovnavaji s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Kombinu;ji se tfi
typy variant (SNV, inzerce, delece). ProtozZe referenéni metoda poskytuje vysledky pouze jednonukleotidovych variant a inzerci/deleci,
pro vypocet NPA se vysledky nevariantnich bazi porovnaji s referenéni sekvenci lidského genomu hg19.

Tabulka 20 Somaticka shoda na vzorek

Prifaditelnost Ocekavané Varianty bez
Vzorek o . TP FN v , TN FP PPA NPA OPA
autozomu varianty prifazeni
GM12877 95,4 96228 95022 198 1008 365425810 1203 99,8 > >
999 999
GM12878 94,5 96768 96278 0 490 395002023 1278 100 > >
999 999

N
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Prifaditelnost Ocdekavané Varianty bez

Vzorek o X TP FN ey , TN FP PPA NPA OPA
autozoml varianty pfifazeni

GM12877- 94,7 104976 103029 216 1731 395989324 1286 998 > >

13 999 99,9

GM12878- 95,2 96768 96027 0 741 397900884 1218 100 > >

13 999 999

Somaticka shoda na vzorek podle typu varianty na strané 52 obsahuje data studie uvadéna jako vztazena ke vzorku, pfi¢emz jsou
vysledky varianty porovnany s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Detekce se pro kazdy typ varianty — SNV,
inzerce a delece — hodnoti samostatné. Referenéni pozice jsou vylouceny.

Tabulka 21 Somaticka shoda na vzorek podle typu varianty

SNV Inzerce Delece
_ i Ocekavana Ocekavana
Vzorek Oc¢ekavana hodnota TP FN TP FN TP FN
hodnota hodnota

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

U &tyf vzorkl se déle analyzovala pfifazeni malych inzerci a deleci (indelll). Celkové shrnuti je uvedeno v Souhrn detekce somatickych
indeldna strané 52. Celkem se vyskytlo 210 indell o délce 1-18 bp v pfipadé inzerci a 1-21 bp v pfipadé deleci.

Tabulka 22 Souhrn detekce somatickych indell

Typ varianty Ocekavané varianty TP FN Varianty bez pfifazeni PPA
Inzerce 11772 11772 0 0 100
Delece 10098 9666 0 432 100

Reprezentativni rozbor se sklddal z 9 232 cill zahrnujicich rdzny obsah genomu. Obsah GC cild se pohyboval v rozmezi 0,20-0,86 %.
V cilech se také opakoval jeden nukleotid (napf. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. Data sestavena pro kazdy chromozom za

N
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ucelem stanoveni vlivu obsahu genomu na procentudlni hodnotu spravnych pfifazenijsou uvedena v ¢asti Somatickd presnost na trovni

pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je nizSi nez 100 %.

Tabulka 23 Somaticka pfesnost na Urovni chromozomu

Chromozom ::izt :I,Tget Pocéet bazi  Obsah genomu Rozsah GC z?i;j‘z’:?\i :;::;:r‘:?é Bez pfifazeni Z’F;z;i\;?wh ffi?::eni
chrl 47 728 138328  Poly A (12), [0.22 - 110145939 52 5642613 > 99,9 4.9
Poly C (7), 0.8];
Poly T (14), Median:
Poly G (7), 0,51
Dinukleotid
(22),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(3), Delece
(0)
chr2 39 628 159588 Poly A (46), [0.24 - 126795713 842 5850393 >99,9 4.4
Poly C (8), 0.81];
Poly T (23), Median:
Poly G (7), 0,44
Dinukleotid
(22),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(5), Delece

M

N
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Obsah genomu

Poly A (18),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (7),
Dinukleotid
(12),
Trinukleotid
(6), Inzerce
(1), Delece

M

Poly A (9),
Poly C (7),
Poly T (25),
Poly G (6),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(5), Inzerce
(0), Delece
(1

Spravna
pfifazeni

109902527 593

Nespravna

Rozsah GC Yo .
pfifazeni

[0.25 -
0.86];
Median:
0,45

[0.27 -
0.771;
Median:
0,45

59373461 16

N
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Obsah genomu

Poly A (10),
Poly C (6),
Poly T (12),
Poly G (7),
Dinukleotid
(10),
Trinukleotid
(8), Inzerce
(8), Delece
(18)

Poly A (28),
Poly C (7),
Poly T (33),
Poly G (7),
Dinukleotid
(18),
Trinukleotid
(11), Inzerce
(0), Delece
(1

Spravna
pfifazeni

72261191 723

Nespravna

Rozsah GC Yo .
pfifazeni

[0.29 -
0.79];
Median:
0,46

[0.24 - 98593101 687
0.79];

Median:

0,48

N
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Obsah genomu

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(31),
Trinukleotid
(5), Inzerce
(1), Delece

(4)

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(9), Inzerce
(4), Delece
(0)

Spravna
pfifazeni

126913574 104

Nespravna

Rozsah GC Yo .
pfifazeni

[0.2 -
0.771;
Median:
0,46

[0.26 - 53430489 175
0.78];

Median:

0,47

N
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Obsah genomu

Poly A (12),
Poly C (7),
Poly T (27),
Poly G (8),
Dinukleotid
(9),
Trinukleotid
(9), Inzerce
(0), Delece
(1

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Dinukleotid
(16),
Trinukleotid
(6), Inzerce
(0), Delece
(0)

Spravna
pfifazeni

69594586 74

Nespravna

Rozsah GC Yo .
pfifazeni

[0.27 -
0.83];
Median:
0,49

[0.23 - 53209592 90
0.78];

Median:

0,44

N
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Obsah genomu

Poly A (28),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(26),
Trinukleotid
(7), Inzerce
(2), Delece
(2)

Poly A (19),
Poly C (8),
Poly T (40),
Poly G (7),
Dinukleotid
(7),
Trinukleotid
(7), Inzerce
(0), Delece
(3)

Spravna
pfifazeni

72291795 150

Nespravna

Rozsah GC Yo .
pfifazeni

[0.28 -
0.8];
Median:
0,47

[0.26 - 96109352 101
0.771;

Median:

0,49

N
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s[’,fa""a, vas prav’na Bez pfifazeni Avipravr)ych /nwl:v:ez , -«
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr13 13 283 58639 Poly A (24), [0.28 - 46130028 44 2384839 >99,9 4.9 QL
Poly C (6), 0.791; 2
Poly T (12), Median: Q-
Poly G (7), 0,42 ]
—h
Dinukleotid ®)
=
(6), =
Trinukleotid Q
@)
(8), Inzerce D
(14), Delece ~
(0) gi
chr14 1 147 26980 Poly A (21), [0.29 - 21336891 0 1078329 100 4.8 f{’,_
Poly C (6), 0.771; 8
Poly T (18),  Median: =
PolyG (11), 0,47 cZ>
Dinukleotid Q<)
(6), wm
Trinukleotid @
O
(6), Inzerce o
(4), Delece o
0 (@)
(0) S
chr15 15 266 52091 Poly A (26), [0.29 - 41918631 184 1753300 >99,9 4.0 E
Poly C (7), 0.76];
Poly T (13), Median:
Poly G (6), 0,46
Trinukleotid
(8), Inzerce
(4), Delece
(0)
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s[’,fa""a, vas prav’na Bez pfifazeni Avipravr)ych /nwl:v:ez , -«
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr16 21 366 80030 Poly A (7), [0.3 - 62344351 18 4540539 >99,9 6,8 QL
Poly C (7), 0.761; 2
Poly T (15), Median: Q-
Poly G (7), 0,54 ]
—h
Dinukleotid ®)
=
(5), 3
Trinukleotid %
(10), Inzerce D
(15), Delece ~
(21 =
chr17 36 645 118062 Poly A (19), [0.28 - 93811318 414 4403622 >99,9 4,5 f{’,_
Poly C (7), 0.821; §
Poly T (18), Median: —:
PolyG(8), 0,49 cZ>
Dinukleotid é
(13), n
Trinukleotid @
O
(6), Inzerce o
(18), Delece o
1 (@)
M S
chr18 9 99 19195 Poly A (7), [0.22 - 15007653 6 990633 > 99,9 6,2 E
Poly C (7), 0.78];
Poly T (15), Median:
Poly G (6), 0,44
Trinukleotid
(10), Inzerce
(0), Delece
(0)
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s[’,fa""a, vas prav’na Bez pfifazeni Avipravr)ych /nwl:v:ez , -«
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr19 30 605 104004  Poly A (19), [0.33 - 81416722 455 4860311 >99,9 5,6 Q
Poly C (7), 0.83]; 2
Poly T (31), Median: Q-
Poly G (7), 0,59 ]
—h
Dinukleotid @)
=
(5), 3
Trinukleotid QO
(@]
(7), Inzerce D
(2), Delece ~
(3) gi
chr20 12 179 33795 Poly A (6), [0.31- 26833936 7 1301905 >99,9 4.6 f{’,_
Poly C (6), 0.84]; 8
Poly T (7), Median: =
Poly G (8), 0,53 CZ)
Trinukleotid Q<)
(9), Inzerce N
(5), Delece D
(0) .
(@)
chr21 5 63 30642 Poly A (28), [0.22 - 24169250 44 1172087 >99,9 4,6 8
Poly C (6), 0.78]; o
Poly T (24), Median: E
Poly G (7), 0,52
Dinukleotid
(5), Inzerce
(1), Delece
(0)
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Chromozom Poc?t P’oocet Pocet bazi  Obsah genomu Rozsah GC s[’,fa""a, vas prav’na Bez pfifazeni Avipravr)ych /nwl:v:ez , -«
genu cilu prirazeni prirazeni prirazeni prirazeni O:
chr22 10 187 36727 Poly A (26), [0.27 - 28887217 86 1392179 >99,9 4.6 QL
PolyC(7),  0.74]; >
Poly T (19), Median: Q-
Poly G (7), 0,51 =1
Dinukleotid ®)
=
(5), =
Trinukleotid Q
O
(6), Inzerce D
(6), Delece ~
(0) gi
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0.2 - 64231080 241 3852253 >99,9 5,7 f{’,_
Poly C (8), 0.721; §.
Poly T (23), Median: —:
PolyG(9), 0,48 cZ>
Dinukleotid Q<)
(5), wm
Trinukleotid 8
(23), Inzerce o
(3), Delece o
0 (@)
(0) S
chryY 0 40 5476 Poly A (11), [0.4 - 0 0 0 Neni Neni S
Poly C (8), 0.59]; k dispozici  k dispozici
Poly T (11), Median:
Poly G (5), 0,45
Inzerce (0),
Delece (0)
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Vysledky sekvenovani vzorku GM12878 se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym National Institute of
Standards and Technology (NIST) (v.2.19). Ze 9232 cild bylo 8009 cilli obsazeno ve velmi spolehlivych genomovych oblastech, 776 cilll

mélo ¢asteéné prekryti a 447 cild nemélo v sekvenci NIST zadné piekryti. Vysledkem bylo 1831 483 soufadnic na replikat pro porovnani.

Nevariantni pfifazeni baze se porovnala s referenéni sekvenci lidského genomu hg19. Vysledky pfesnosti jsou uvedeny v Somaticka
shoda vzorku GM12878 s datab&dzi NIST na strané 63.

Tabulka 24 Somaticka shoda vzorku GM12878 s databazi NIST
Vzorek Poéet zahrnutych cilll Pfifaditelnost autozomu TP FN TN FP PPA NPA OPA

GM12878 8785 94,5 247228 0 375073821 2043 100 >99,9 >999

Na zakladé dat poskytnutych v této 18-béhové somatické studii Ize tvrdit, Ze PFistroj NovaSeq 6000Dx dokaze konzistentné
sekvenovat:

* Obsah GC = 20 % (vSechny pfifazené baze v 1692 sekvenovanych cilovych oblastech s 20% obsahem GC byly pfifazeny spravné s
mirou variant bez pfifazeni 0,34 %)

* Obsah GC = 86 % (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s 86% obsahem GC byly pfifazeny spravné s
mirou variant bez pfifazeni 4,21 %)

* Délky polyA = 46 (14550082 z 14550083 pfifazenych bazi v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 46 polyA byly
pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 4,18 %)

e Délky polyT = 40 (12833489 z 12833491 pfifazenych bazi v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 40 polyT bylo
pfifazeno spravné s mirou variant bez pfifazeni 4,37 %)

¢ Délky polyG = 11 (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 11 polyG byly pfifazeny spravné s
mirou variant bez pfifazeni 7,59 %)

e Délky polyC = 8 (9405604 z 9405615 pfifazenych bazi v 5922 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 8 polyC byly
pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 4,68 %)

* Délky opakovani dinukleotidl = 31x (30996684 z 30996712 pfifazenych bazi v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s
opakovanim 31 dinukleotidl byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 4,04 %)

* Délky opakovani trinukleotidl = 23x (v8echny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s opakovanim 23
trinukleotidll byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 5,39 %)

¢ Délkyinzerce = 18 (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s inzerci 18 byly pfifazeny spravné s mirou
variant bez pfifazeni 1,44 %)

N
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* Délky delece = 21 (vSechny pfifazené baze v 846 sekvenovanych cilovych oblastech s deleci 21 byly pfifazeny spravné s mirou
variant bez pfifazeni 7,86 %)

N
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PFibalova informace k pFistroji NovaSeq 6000Dx illumina

Presnost

Pfesnost Pristroj NovaSeq 6000Dx byla hodnocena pomoci vzorkd genomu Platinum Genome a pomoci
reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani riznych gent zahrnujicich 1 970 505 bazi napfi¢ véemi 23
lidskymi chromozomy s pouzitim 9 232 cilovych oligonukleotidl. Celkem bylo hodnoceno 1723 cilenych malych
variant (SNV, inzerce a delece). Germinalni testovani sestavalo z jedenacti nebo dvanacti replikatl ¢tyf
jedineénych vzorkl genomu Platinum Genome. Somatické testovani sestavalo z jedenacti nebo dvanacti
replikatd ¢ty jedineénych vzorkl genomu Platinum Genome zpracovanych pomoci FFPE pfi rliznych Grovnich
VAF. Knihovny vzork{ byly pfipraveny pomoci reagencii sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testovani bylo provedeno na jednom internim pracovisti pomoci tii pfistrojd Pfistroj NovaSeq 6000Dx, t¥i Sarzi
Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cykld) a tfi $arzi Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300
cykld) a dvou operatorli b&hem Sesti pocatecnich dnl. Pro kazdy pocatecni den byly knihovny germinalnich
vzork{ sekvenovany na jedné strané pfistroje pomoci reagencii S2 a pracovniho postupu analyzy generace
Germline FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a knihovny somatickych
vzork( byly sekvenovany na druhé strané pfistroje pomoci reagencii S4 a pracovniho postupu analyzy
generace Somatic FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Vysledkem tohoto
testovani bylo 18 pritokovych kyvet pro kazdy germindlni a somaticky pracovni postup.

Germinalni

U germinalnich b&hd jsou mista genomu, kde je detekovana cilova germindini varianta, hlagena jako pozitivni
(varianta). U o¢ekavanych pozitivnich germinalnich variant byly Udaje hodnoceny z hlediska miry variant bez
pfifazeni a procento pozitivnich pfifazeni (PPC) v ramci kazdého typu varianty (SNV, Inzerce, delece).

Pozorovéni konzistence vysledkl germinalnich prifrazeni v ramcilaboratore u oéekdvanych pozitivnich vysledkd
podle typu varianty na strané 65 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti
(LCL/UCL) vypocitané metodou Wilsonova skére pro kazdy typ varianty.

Tabulka 25 Pozorovani konzistence vysledkl germindinich pfifazeni v rdmci laboratofe u o¢ekavanych
pozitivnich vysledk( podle typu varianty

Procento Pozorovana Celkem

warty  becpiant calm D Poste | benodangen  pec o6Lol o)
SNV 6 980316  <0,01 979854 980310 99,95 99,95 99,96
Inzerce O 36738 0 36738 36738 100 >99,99 100
Delece 18 34434 0,05 32160 34416 93,44 93,18 93,70

" Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z dlivodu malé hloubky
pokryti).

2 pozitivni pfitazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde je detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skore.
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Mista genomu, kde neni detekovana cilova varianta, jsou hldsena jako negativni (divoky typ). U o¢ekdvanych
negativnich mist byly Udaje vyhodnoceny z hlediska miry variant bez pfifazeni a procenta negativnich pfifazeni
(PNC). Pozorovani konzistence vysledk( germindlnich prifazeni v ramci laboratore u ocekavanych negativnich
vysledki na strané 66 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL)
vypocitané metodou Wilsonova skére.

Tabulka 26 Pozorovani konzistence vysledkd germinalnich pfifazeni v ramci laboratofe u o¢ekavanych
negativnich vysledkd

Procento Pozorovana Celkem

T P 8 PFiF i %
yR ozorf:lane firazent bez negativni hodnotitelnych PNC 95% LCL3 95
varianty bez pfifazeni'  celkem N R e . ucL

pfifazeni pfifazeni prifazeni
Divoky 0 406170 O 406170 406170 100 >99,99 100
typ

" Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z dlivodu malé hloubky

pokryti).

2 Negativni pfifazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde neni detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skore.
Pfispévek kazdého parametru (pfistroj, Sarze reagencie, den, replikat knihovny) k celkové variabilité byl
stanoven analyzou komponent rozptylu s pouzitim frekvence variant jako proménné odpovédi. Celkova
smérodatna odchylka méla stfedni hodnotu 0,0370. Nejvétsim pfispévatelem k variabilité frekvenci variant byly
replikaty z pfipravy knihovny, které prispély k 17,1 % celkové variability. Den pfispél k 1 %, zatimco pfistroj
a Sarze reagencii kazdy pfispély k méné nez 1 % celkové variability Odhady slozek rozptylu pfesnosti v ramci
laboratore pro frekvence variant germinalnich vzorkt na strané 66 (SD = smérodatna odchylka).

Tabulka 27 Odhady sloZek rozptylu pfesnosti v raémci laboratofe pro frekvence variant germinalnich
vzork{

Komponenta Priimérna SD Primérné % z celkové SD
Den 0,0020 1,028
Pfistroj 0,0018 0,837
Sarze spotfebniho materidlu 0,0016 0,712
Replikat knihovny 0,0143 17,110
Celkem 0.0370 100
Somaticka

U somatickych béhl jsou mista genomu, kde je detekovana cilova somaticka varianta, hldgena jako pozitivni
(varianta). U ziedénych vzorkd GM12877-13 a GM12878-13 s o&ekdvanymi pozitivnimi somatickymi variantami
ve VAF mezi 6,5 % a 13 % byly Udaje hodnoceny z hlediska miry variant bez pfifazeni a procenta pozitivnich
pfifazeni (PPC) v rdmci kazdého typu varianty (SNV, inzerce, delece). Pozorovani pfesnosti somatickych
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pfifazeni v rémcilaboratore u o&ekavanych pozitivnich vysledk( podie typu varianty (VAFje 2 6,5 % a <13 %)
na strané 67 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypoditané
metodou Wilsonova skére pro kazdy typ varianty.

Tabulka 28 Pozorovani pfesnosti somatickych pfifazeni v ramci laboratofe u o¢ekavanych pozitivnich
vysledkd podle typu varianty (VAF je 26,5 % a <13 %)

Procento Pozorovana Celkem

waanty  bospiiazont cokem P02 Poii [ bednoitnin  PPC g
SNV 0 96939 O 96069 96939 99,710 99,04 99,16
Inzerce O 3004 0 3004 3004 100 99,87 100
Delece O 2912 0 2907 2912 99,83 99,60 99,93

" Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z dlivodu malé hloubky

pokryti).

2 pozitivni pfitazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde je detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skore.
Mista genomu, kde neni detekovana cilena somaticka varianta, jsou hlasena jako negativni (divoky typ). U
oc¢ekavanych negativnich mist byly udaje vyhodnoceny z hlediska miry variant bez pfifazeni a procenta
negativnich pfifazeni. Pozorovani presnosti somatickych pfifazeni'v ramcilaboratore u ocekdvanych
negativnich vysledki na strané 67 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti
(LCL/UCL) vypocitané metodou Wilsonova skére pro kazdy typ varianty.

Tabulka 29 Pozorovani pfesnosti somatickych pfifazeni v rdmcilaboratofe u o¢ekavanych negativnich
vysledkd

Procento Pozorovana Celkem

Typ FRADIENG - FHIERE negativni hodnotitelnych ~ PNC 95% LCLs %
varianty bez pfifazeni' celkem o , s . ey , UCL
prirazeni prirazeni prirazeni
Divoky 0 194922 0 194919 194922 >99,99 >99,99 100

typ

T Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z ddvodu malé hloubky

pokryti).

2 Negativni pfifazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde neni detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skére.
Pfispévek kazdého parametru (pfistroj, SarZe reagencie, den, replikat knihovny) k celkové variabilité byl
stanoven analyzou komponent rozptylu s pouzitim frekvence variant jako proménné odpoveédi. Celkova
smérodatna odchylka méla stfedni hodnotu 0,0062. Replikaty z pfipravy knihovny zUstaly nejvyznamné;jsim
zdrojem variability a pfedstavovaly 50,7 % z celkové hodnoty. Den, pfistroj a Sarze spotfebniho materialu
prispély jednotlivé k méné nez 1 % celkové variability Odhady sloZek rozptylu pfesnosti v ramcilaboratore pro
frekvence variant somatickych vzork(na strané 68 (SD = smérodatna odchylka).
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Tabulka 30 Odhady sloZek rozptylu pfesnosti v ramci laboratofe pro frekvence variant somatickych
vzork{

Komponenta Préimérna SD Priimérné % z celkové SD
Den 0,0002 0,41

PFistroj 0,0002 0,40

Sarze spotfebniho materidlu 0,0002 0,35

Replikat knihovny 0,0044 50,7

Celkem 0,0062 100

Porovnani metod

Byla provedena studie pro porovnani u¢innosti mezi NovaSeq 6000Dx pfistroji a NextSeq 550Dx. Shoda
frekvenci variant u vzork( krve byla hodnocena pomoci reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani
rliznych gent zahrnujicich 1970 505 bazi napti¢ véemi 23 lidskymi chromozomy. Bylo testovano osm vzorkd
DNA genomu Platinum Genome, sedm v replikatech po Sesti a jeden (NA12881) v replikatech po péti. Knihovny
byly sekvenovany na PFistroj NovaSeq 6000Dx pomoci pracovniho postupu analyzy generace Germline FASTQ
and VCF aplikace DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx a na pfistroji NextSeq 550Dx pomoci
modulu DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager. Korelacni grafy frekvenci variant (Body jsou barevné
odliseny podle jedinecné varianty. Varianty mohou mit v kazdém jednotlivém grafu jinou barvu.) na strané 69
vykresluji korelaci VAF mezi dvéma pfistroji pro kazdy vzorek. Na zakladé silné korelace mezi pfistrojem Pfistroj
NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx jsou vykonnostni charakteristiky souvisejici s preanalytickymi faktory (napf.
extrakéni metody nebo interferujici latky) stanoveny jako pouzitelné pro oba pfistroje. Dal$i podrobnosti najdete
v pfibalovém letaku k lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
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Obrazek 15 Korelaéni grafy frekvenci variant (Body jsou barevné odliSeny podle jedine¢né varianty. Varianty
mohou mit v kazdém jednotlivém grafu jinou barvu.)
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost Pfistroj NovaSeq 6000Dx byla hodnocena pomoci vzorkl genomu Platinum Genome a
pomoci reprezentativniho rozboru navrzeného k vyhledani réiznych genl zahrnujicich 1970 505 bazi napfi¢ 23
lidskymi chromozomy s pouzitim 9 232 cilovych oligonukleotidl. Celkem bylo hodnoceno 1723 cilenych malych
variant (SNV, inzerce a delece). Germinalni testovani sestavalo ze tfi nebo &tyf replikatl dvanacti jedineénych
vzork( genomu Platinum. Somatické testovani sestavalo z péti nebo Sesti replikatd osmi jedineénych vzorkd
genomu Platinum Genome zpracovanych pomoci FFPE pfi rliznych Urovnich VAF. Knihovny vzorkl byly
pfipraveny pomoci reagencii sady lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testovani bylo provedeno na tfech externich pracovistich s pouzitim jedné Sarze Sada reagencii NovaSeq
6000Dx S2 v1.5 (300 cykll) a jedné Sarze Sada reagencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cykl(). Na kazdém
pracovisti byl pouzit jeden pfistroj Pfistroj NovaSeq 6000Dx. Testovani na kazdém pracovisti provadéli dva
operatofi. Kazdy operator provedl| testovani ve tfech pocatecnich dnech, které nendsledovaly po sobé, pro
kazdy typ vzorku, celkem tedy 36 pritokovych kyvet na tfech pracovistich. Pro kazdy pocateéni den byly
knihovny germinalnich vzorkl sekvenovany na strané A pfistroje pomoci reagencii S2 a pracovniho postupu
analyzy generace Germline FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a
knihovny somatickych vzorkl byly sekvenovany na strané B pfistroje pomoci reagencii S4 a pracovniho
postupu analyzy generace Somatic FASTQ a VCF aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
Vysledkem tohoto testovani bylo 18 pritokovych kyvet pro kazdy germinalni a somaticky pracovni postup.

Germinalni

U germinalnich b&hd jsou mista genomu, kde je detekovana cilova germindlni varianta, hlagena jako pozitivni
(varianta). U oekavanych pozitivnich germinalnich variant byly idaje hodnoceny z hlediska miry variant bez
pfifazeni a procento pozitivnich pfifazeni (PPC) v ramci kazdého typu varianty (SNV, Inzerce, delece).
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Pozorovéani germindlnich prifazeni u oéekavanych pozitivnich vysledkd podle typu varianty na strané 70 shrnuje
pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypocitané metodou Wilsonova
skére pro kazdy typ varianty.

Tabulka 31 Pozorovani germinalnich pfifazeni u oéekavanych pozitivnich vysledkl podle typu varianty

Procento Pozorovana Celkem

Typ Pozorované Pfifazeni b e, hodnotitelnvch PPC 95% 95%

varianty bez pfifazeni' celkem ?3 , p?fltlvm,z Sv notlt’e nye LCL® ucL
prifazeni prirazeni prifazeni

SNV 0 991026 O 990276 991026 99,92 99,92 99,93

Inzerce O 38358 0 38358 38358 100 99,99 100

Delece 0 34758 0 32228 34758 92,72 92,44 92,99

T Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z ddvodu malé hloubky

pokryti).

2 pozitivni pfifazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde je detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skére.
Mista genomu, kde neni detekovana cilova varianta, jsou hldSena jako negativni (divoky typ). U o¢ekdvanych
negativnich mist byly udaje vyhodnoceny z hlediska miry variant bez pfifazeni a procenta negativnich pfifazeni
(PNC). Pozorovani germinalnich pfifrazeni u oéekavanych negativnich vysledki na strané 70 shrnuje
pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypocitané metodou Wilsonova
skore.

Tabulka 32 Pozorovani germinalnich pfifazeni u oéekavanych negativnich vysledkd

T Pozorované Prifazeni Procento Pozorovana Celkem 95%

y;? e ) bez negativni hodnotitelnych PNC 95% LCL3 °

varianty bez p¥ifazeni’ celkem o , e 0 . , UCL
pfifazeni prifazeni prifazeni

Divoky 0 393516 O 393516 393516 100 >99,99 100

typ

T Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z dlvodu malé hloubky
pokryti).

2 Negativni pfifazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde neni detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skére.

Somaticka

U somatickych béhl jsou mista genomu, kde je detekovana cilova somaticka varianta, hldgena jako pozitivni
(varianta). U o¢ekavanych pozitivnich somatickych variant, kde je prmérna frekvence variantni alely (VAF)
vétsSi nebo rovna 14 % a mensi nebo rovna 28 %, byly Udaje hodnoceny pro miru bez pfifazeni a procento
pozitivnich pfifazeni (PPC) v rdmci kazdého typu varianty (SNV, inzerce, delece). Pozorovani somatickych
prifazeni u o¢ekavanych pozitivnich vysledkd podle typu varianty (stfedni hodnota VAF = 14 % a < 28 %) na
strané 71 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypocitané
metodou Wilsonova skore pro kazdy typ varianty.
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Tabulka 33 Pozorovani somatickych pfifazeni u o¢ekavanych pozitivnich vysledkl podle typu varianty
(stfedni hodnota VAF =214 % a < 28 %)

Tvp Pozorované - Pirazeni  OFTIC TROS SRR e %% 5%
\ZIIL7E L OTRE S UL C pfifazeni  pfifazeni? pfifazeni L ucL
SNV 0 71028 0 70314 71028 98,99 98,92 99,07
Inzerce O 1962 0 1962 1962 100 99,80 100
Delece 0 2142 0 2098 2142 97,95 97,25 98,47

" Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z déivodu malé hloubky

pokryti).

2 pozitivni pfitazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde je detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skore.
Mista genomu, kde neni detekovana cilena somaticka varianta, jsou hlasena jako negativni (divoky typ). U
oc¢ekavanych negativnich mist byly udaje vyhodnoceny z hlediska miry variant bez pfifazeni a procenta
negativnich pfifazeni. Pozorovani somatickych prifrazeni u oéekdvanych negativnich vysledk( na strané 71
shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95% hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypoc¢itané metodou
Wilsonova skore pro kazdy typ varianty.

Tabulka 34 Pozorovani somatickych pfifazeni u o¢ekavanych negativnich vysledkd

Procento Pozorovana Celkem

Typ Pozorované Pfifazeni L, . : 95% 95%

varianty bez pfifazeni’ celkem b?f ; nvegatlvnllz h?.slnotlt’elnych PNC LCL3 UCL
pfifazeni pfifazeni pfifazeni

Divoky O 92718 0 92714 92718 >9999 9999 100

typ

" Pojem bez pfifazeni se definuje jako cilovd chromozomalni pozice, kde nelze stanovit variantu (z déivodu malé hloubky
pokryti).

2 Negativni pfifazeni jsou definovana jako cilené chromozomalni pozice, kde neni detekovana varianta.

3 Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti vypocitané metodou Wilsonova skore.

Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény
Dokument €. 200025276 Zari 2022 | Aktualizovana data pfesnosti pro pozorovani germinalnich
v01 pfifazeni.
Dokument ¢. 200025276 Srpen Prvni vydani.
v0O0 2022
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (déle jen ,lllumina®). Slouzi vylu¢né
zékaznikovi ke smluvnim G¢ellm v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd a k zadnému jinému Gcelu. Tento dokument a jeho obsah
nesmi byt pouzivan ani $ifen za Zaddnym jinym G¢elem ani jinak sdélovan, zvefejfiovan ¢i rozmnozovan bez pfedchoziho pisemného souhlasu
spole¢nosti lllumina. Spoleénost lllumina nepfedava timto dokumentem zadnou licenci na svij patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i
prava na zakladé zvykového prava ani zadna podobna prava tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt ddsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné prokolenym persondlem, aby bylo zaji$téno
spravné a bezped&né pouzivani zde popsanych produktd. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktl beze
zbytku precist a pochopit.

NEDODRZENI POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST
K POSKOZEN{ PRODUKTU, PORANENI 0SOB, AT UZ UZIVATELU &I JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNEN{ JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICI SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITi ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VEETNE DiLU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2022 lllumina, Inc. VSechna prava vyhrazena.

V8echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pfisludnych viastnikl. Podrobné informace o ochrannych
znamkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni udaje

ul C€

lllumina
5200 lllumina Way IVD Australsky sponzor
San Diego, Kalifornie 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

) ) lllumina Netherlands B.V. L
www.illumina.com Australie

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nizozemsko

Stitky na produktech

Uplné vysvétleni symbold, které jsou uvedeny na baleni a oznageni produkt(l, naleznete v prehledu symbol{i na
adrese support.illumina.com na karté Documentation (Dokumentace) pro vasi sadu.
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