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DO CELOW DIAGNOSTYKI IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT

Przeznaczenie

Aparat NovaSeq 6000Dx jest przeznaczony do sekwencjonowania bibliotek DNA w oznaczeniach
diagnostycznych in vitro (IVD). Aparat NovaSeq 6000Dx jest przeznaczony do uzytku z konkretnymi
zarejestrowanymi, certyfikowanymi lub zatwierdzonymi do stosowania in vitro odczynnikami diagnostycznymi
i oprogramowaniem analitycznym.

Zasady dotyczgce procedury

lllumina® Aparat NovaSeq 6000Dx przeznaczony jest do sekwencjonowania bibliotek DNA przy
diagnostycznych oznaczeniach in vitro. Funkcje danych wejsciowych w przypadku aparatu NovaSeq 6000Dx
petnig biblioteki generowane z DNA, w ktérych do amplifikowanych sekwencji docelowych dodawane sg
indeksy prébek i sekwencje przechwytywania. Biblioteki probek sg przechwytywane w komorze przeptywowej
i sekwencjonowane w aparacie przy uzyciu technologii sekwencjonowania przez synteze SBS (ang.
Sequencing By Synthesis). W technologii sekwencjonowania przez synteze stosowana jest metoda terminatora
odwracalnego stuzgca do wykrywania znakowanych fluorescencyjnie pojedynczych nukleotyddéw w miare ich
wbudowywania do rosngcych taricuchéw DNA. Oprogramowanie do analizy w czasie rzeczywistym (RTA)
wykonuje analize obrazdéw i rozpoznawanie nukleotyddéw oraz w kazdym cyklu sekwencjonowania przypisuje
wynik jakosciowy do kazdego nukleotydu. Po zakonczeniu analizy pierwotnej mozna przeprowadzi¢ analize
wtorng na nukleotydach dotgczonych i wymaganych Serwer lllumina DRAGEN dla NovaSeq 6000Dx do
przetworzenia rozpoznan nukleotyddéw. Wtdrna analiza w aparacie NovaSeq 6000Dx wykonywana jest przy
uzyciu réznych aplikacji analitycznych, w zaleznosci od procedury. W aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx proces przetwarzania obejmuje demultipleksowanie, tworzenie plikéw FASTQ,
dopasowywanie, rozpoznawanie wariantdw oraz tworzenie plikdw rozpoznawania wariantéw (VCF i gVCF). Pliki
VCF i gVCF zawierajg informacje o wariantach linii zarodkowej lub wariantach somatycznych (w zaleznosci od
wybranej procedury) znalezionych w okreslonych pozycjach w genomie referencyjnym.

Dwufunkcyjny tryb pracy

NovaSeq 6000Dx zawiera pojedynczy rozruchowy dysk twardy z oddzielnym trybem diagnostyki in vitro (IVD)

i trybem tylko do uzytku badawczego (RUO). Tryb jest wybierany za pomoca przetgcznika na ekranie
Sequencing (Sekwencjonowanie). Wybrany tryb jest wyraznie oznaczony w interfejsie na wszystkich ekranach.
Testy sekwencjonowania IVD, w tym aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w przebiegu
procedury linii zarodkowej i somatyczne, sg wykonywane w trybie IVD. W trybie diagnostyki in vitro mozna
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

uzywac tylko odczynnikéw do sekwencjonowania przeznaczonych do diagnostyki in vitro. Charakterystyka
dziatania i ograniczenia procedury dla NovaSeq 6000Dx zostaty ustalone przy uzyciu aplikacji DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx w trybie IVD.

Ograniczenia dotyczgce procedury

1. Wytacznie do diagnostyki in vitro.

2. Aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, gdy jest uzywana z Zestaw odczynnikéw
NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw odczynnikdéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli)
jest w stanie dostarczyé:

* Dane wyjsciowe sekwencjonowania:
* =1,0terabajt (TB) z zestawem S2
* =3,0TBzzestawem S4
* Diugos¢ odczytu (w przebiegu w trybie sparowanych koricéw) 2 x 150 par nukleotydow (bp).

* Nukleotydy wyzsze niz Q30 = 85% przy dtugosci odczytu 2 x 150 bp. 85% lub wiecej rozpoznan
nukleotydéw ma wynik jakosciowy w skali Phred powyzej 30, co oznacza rozpoznawanie nukleotyddéw
z doktadnoscig powyzej 99,9%.

Insercje o dtugosci > 18 bp i delecje o dtugosci > 21 bp nie zostaty zweryfikowane.

4. Duze warianty, w tym warianty wielonukleotydowe (MNV, Multi-Nucleotide Variant) i duze polimorfizmy
typu indel, moga zostac¢ zgtoszone jako odrebne mniejsze warianty w wyjsciowym pliku VCF.

Mate MNV sg zgtaszane jako oddzielne warianty w wyjsciowym pliku VCF.

6. Delecje sg zgtaszane w pliku VCF we wspotrzednej poprzedniego nukleotydu wedtug formatu VCF.
W zwigzku z tym przed zgtoszeniem, ze rozpoznanie danego nukleotydu jest odniesieniem
homozygotycznym, nalezy uwzglednic sgsiednie warianty.

7. Ograniczenia swoiste dla linii zarodkowej:

* Korzystanie NovaSeq 6000Dx z uzyciem procedury analizy Germline FASTQ i VCF generation w
aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ma na celu dostarczenie wynikéw
jakosciowych dla rozpoznania wariantéw linii zarodkowej (np. homozygotycznych,
heterozygotycznych, typu dzikiego).

* Zmiennos¢ liczby kopii moze wptywac na to, czy wariant zostanie rozpoznany jako homo- czy
heterozygotyczny.

* System nie zgtosi wiecej niz dwdch wariantdw w jednym locus, nawet w przypadku zmiany numeru
kopii.

8. Ograniczenia swoiste dla wariantéw somatycznych:
* NovaSeq 6000Dx wykorzystujgcy procedury analizy Somatic FASTQ i VCF generation w aplikacji

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ma na celu dostarczenie wynikow jakosciowych dla
rozpoznania wariantdw somatycznych (tj. obecnosci wariantu somatycznego).
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*  Procedura analizy Somatic FASTQ i VCF generation nie pozwala rozrézni¢ wariantow linii zarodkowej i
somatycznej. Procedura ta przeznaczona jest do wykrywania wariantéw o réznych czestosciach
wariantu, jednak czestosci wariantu nie mozna uzy¢ do odréznienia wariantéw somatycznych od

wariantéw linii zarodkowe;.

* Obecnos¢ prawidtowej tkanki w probce wptywa na wykrywanie wariantéw. Zgtoszona granica
wykrywalnosci jest oparta na czestosci wariantu wzgledem catkowitego DNA wyekstrahowanego
z tkanki nowotworowej i prawidtowe;.

e Jesliw tym samym locus rozpoznany zostanie wiecej niz jeden allel wariantu, zaden z alleli nie zostanie
zgtoszony jako wariant przechodzacy. Zamiast tego petny zestaw alleli zostanie zgtoszony, ale bedzie
filtrowany za pomoca znacznika wieloalelicznego.

Procedury kontroli jakosci

Oprogramowanie NovaSeq 6000Dx ocenia kazdy przebieg, probke i rozpoznanie nukleotydu w oparciu o miary
kontroli jakosci. W przygotowaniu bibliotek zalecane sg i powinny by¢ oceniane kontrole dodatnie i ujemne.
Kontrole nalezy ocenia¢ w nastepujacy sposdb:

* Kontrola ujemna (kontrola bez wzorca) lub inna kontrola ujemna — musi generowac oczekiwany wynik. Jesli
kontrola ujemna wygeneruje wynik inny od oczekiwanego, oznacza to, ze mégt wystgpic btagd w sledzeniu
probki, nieprawidtowa rejestracja starterow indeksujgcych, lub tez doszto do zanieczyszczenia prébki.

* Dodatnia prébka kontrolna — musi generowac¢ oczekiwany wynik. Jesli kontrola dodatnia wygeneruje wynik
inny od oczekiwanego, oznacza to, ze mdgt wystgpic¢ btgd w Sledzeniu prébki lub rejestracja starteréow

indeksujgcych byta nieprawidtowa.

Elementy produktu

lllumina NovaSeq 6000Dx sktada sie z nastepujacych elementow:
1. Aparat NovaSeq 6000Dx (Nr kat. 20068232)

2. Elementy oprogramowania aparatu Aparat NovaSeq 6000Dx, w tym:

L Lokalizacja
Aplikacja 5 0
instalacji
Oprogramowanie  NovaSeq
NovaSeq 6000Dx
Operating
Software
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Funkcja

Sterowanie
dziataniem
aparatu

Opis

Oprogramowanie Oprogramowanie NovaSeq
Operating Software (NVOS) zarzgdza dziataniem
aparatu podczas sekwencjonowania oraz
generuje obrazy uzywane w oprogramowaniu do
analizy w czasie rzeczywistym (RTA, Real-Time
Analysis).
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Lokalizacja

Aplikacja - Funkcja Opis

Oprogramowanie  NovaSeq Wykonywanie  Aplikacja RTA przetwarza obrazy

RTA (Real-Time 6000Dx analizy wygenerowane przez oprogramowanie NVOS

Analysis) podstawowej dla poszczegdlnych ptytek w cyklu
sekwencjonowania na pliki rozpoznan
nukleotyddéw. Podstawowe pliki rozpoznan
nukleotyddw stanowig dane wejsciowe dla
modutéw aplikacji na serwerze Serwer lllumina
DRAGEN dla NovaSeq 6000Dx. Aplikacja RTA
nie udostepnia interfejsu uzytkownika.

[llumina Run lllumina Kontroluje lllumina Run Manager (Menedzer przebiegu

Manager DRAGEN konfiguracje [llumina) umozliwia zarzgdzanie uzytkownikami

(Menedzer Server i zarzgdzanie i aparatem, hostuje oprogramowanie i pozwala

przebiegu przebiegami na korzystanie z modutéw analizy wtornej

lllumina) genomiki akcelerowanej sprzetem DRAGEN.

Warunki pracy

Wiecej informacji na temat warunkéw pracy znajduje sie w rozdziale Kwestie sSrodowiskowe dokumentu
Dokumentacja aparatu NovaSeq 6000Dx .

Element Specyfikacja

Temperatura Utrzymywac temperature w laboratorium w zakresie od 19°C do 25°C
(22°C £3°C). Jest to zakres temperatury roboczej aparatu. Podczas
przebiegu nie dopuszczaé do zmian temperatury otoczenia wigkszych
niz +2°C.

Wilgotnosé Utrzymywac wilgotnos¢ wzgledng bez kondensacji w zakresie 20-80%.

System powinien by¢ obstugiwany na wysokosci 2000 metréw lub
nizszej.

Materiaty eksploatacyjne i sprzet

W tej czesci wymieniono wszystko, co jest potrzebne do przeprowadzenia sekwencjonowania NovaSeq
6000Dx. Obejmuje to materiaty eksploatacyjne dostarczane przez Illumina oraz pomochnicze materiaty
eksploatacyjne i sprzet, ktére nalezy zakupi¢ od innych dostawcow. Elementy te sg wymagane do ukoriczenia
protokotu oraz przeprowadzenia procedur konserwacji i rozwigzywania problemoéw.

Informacje na temat symboli na materiatach eksploatacyjnych lub opakowaniach materiatdw eksploatacyjnych
mozna znalez¢ w: lllumina IVD — legenda symboli (dokument nr 1000000039141).
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Materiaty eksploatacyjne do sekwencjonowania

Sekwencjonowanie NovaSeq 6000Dx wymaga nastepujgcych elementéw:
* Kaseta z buforem

* Kasetaklastrowa

* Komora przeptywowa

*  Probdwka Library

* Kaseta SBS

Materiaty eksploatacyjne NovaSeq 6000Dx sg pakowane w nastepujgcych konfiguracjach. Kazdy komponent
wykorzystuje identyfikacje z uzyciem czestotliwosci radiowych (RFID) w celu doktadnego $ledzenia materiatow
eksploatacyjnych i zapewnienia zgodnosci.

Tabela 1 Materiaty eksploatacyjne dostarczane przez lllumina

Numer
Nazwa zestawu Zawartosé katalogowy
lllumina
Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 Kaseta klastrowa S2 20046931
(300 cykli) Komora przeptywowa S2
Kaseta S2 SBS
Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 Kaseta klastrowa S4 20046933
(300 cykli) Komora przeptywowa S4
Kaseta S4 SBS
Kaseta z buforem NovaSeq 6000Dx S2 Kaseta z buforem S2 20062292
Kaseta z buforem NovaSeq 6000Dx S4 Kaseta z buforem S4 20062293
Probdwka Library NovaSeq 6000Dx Pojedyncza probdéwka 20062290
Library
Probdéwka Library NovaSeq 6000Dx, 24 sztuki 24 probdwki Library 20062291

Po otrzymaniu materiatéw eksploatacyjnych nalezy je niezwtocznie umiesci¢ we wskazanej temperaturze
w celu zapewnienia poprawnego dziatania.

Tabela 2 Przechowywanie zestawdéw NovaSeq 6000Dx

Temperatura

Materiat eksploatacyjny llosé i Dtugos¢ Szerokosé Wysokos¢é
przechowywania
Komora 1 Od 2°C do 8°C 27,7 cm 17cm (6,7 cala) 3,8cm
przeptywowa (10,9 cala) (1,5 cala)
Kaseta 1 Od-25°Cdo- 29,5cm 13cm(5,1cala) 9,4cm
klastrowa 15°C (11,6 cala) (3,7 cala)
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" o ana Temperatura aa aa aa
Materiat eksploatacyjny llosé . Diugosé Szerokos¢ Wysokos¢é
przechowywania

Kaseta SBS 1 0d-25°Cdo- 30cm (11,8 cala) 12,4cm 11,2 cm
15°C (4,9 cala) (4,4 cala)

Kaseta 1 0d15°Cdo 30°C 42,2cm 20,6 cm 21,1cm
z buforem (16,6 cala) (8,1 cala) (8,3 cala)

Probdwka 1 0d15°Cdo 30°C 4,1cm(1,6cala) 2,3cm(0,9cala) 12,4cm
Library (4,9 cala)

Szczegoty dotyczace materiatdw eksploatacyjnych

W celu identyfikacji kompatybilnych elementéw zestawu, komory przeptywowe i kasety sg oznaczone
symbolami wskazujgcymi tryb dziatania zestawu.

Tabela 3 Oznakowanie wskazujgce zgodnosé

Oznaczenia )
Tryb zestawu - Opis
Elementy Komora przeptywowa S2 generuje do 4,1 miliarda pojedynczych odczytéw
zestawu przechodzacych przez filtr, z wydajnoscig do 1000 Gb przy 2 x 150 bp. Komora
S2 przeptywowa S2 zapewnia szybkie sekwencjonowanie dla wigkszosci

zastosowan o wysokiej przepustowosci.

Elementy Komora przeptywowa S4 generuje do 10 miliardéw pojedynczych odczytéw
zestawu przechodzacych przez filtr, z wydajnoscig do 3000 Gb przy 2 x 150 bp.
S4 Komora przeptywowa S4 jest czteropasmowg wersjg komory przeptywowej,

zaprojektowang z myslg o maksymalnej wydajnosci.

Komora przeptywowa

Komora przeptywowa NovaSeq 6000Dx to komora przeptywowa wedtug wzorca, zamknieta w kasecie. Komora
przeptywowa jest substratem na bazie szkta zawierajgcym miliardy nanodotkéw w uporzgdkowanym uktadzie.
W nanodotkach tworzg sie klastry, z poziomu ktérych jest nastepnie przeprowadzane sekwencjonowanie.

Kazda komora przeptywowa ma wiele pasm do sekwencjonowania pulowanych bibliotek. Komora przeptywowa
S2 ma dwa pasma, a komora przeptywu S4 — cztery. Kazde pasmo jest obrazowane w wielu zbiorach, a
oprogramowanie dzieli nastepnie obraz kazdego zbioru na mniejsze czesci zwane ptytkami.

Niewielkie zarysowania i inne drobne wady kosmetyczne komory przeptywowej sg normalne i nie powinny
pogarszac jakosci i wydajnosci danych. lllumina zaleca normalne uzywanie tych komor przeptywowych.

Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 6z75

DO CELOW DIAGNOSTYKI IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT



Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Rysunek 1 Komory przeptywowe
A

A. Kaseta komory przeptywowej
B. Czteropasmowa komora przeptywowa (S4)
C. Dwupasmowa komora przeptywowa (S2)

Spodnia czes$¢ kazdej komory przeptywowej jest wyposazona w wiele uszczelek. Biblioteki i odczynniki
przedostajg sie do pasm komory przeptywowej przez uszczelki na kofcu wlotowym komory przeptywowe;.
Zuzyte odczynniki sg usuwane z pasm przez uszczelki na koricu wylotowym.

A PRZESTROGA

Nalezy unika¢ dotykania uszczelek podczas pracy z komorg przeptywowa.

Rysunek 2 Odwrdécona komora przeptywowa

A. Koniec wylotowy
B. Koniec wlotowy
C. Uszczelka (jedna z czterech)
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Szczegoty dotyczace kaset z buforem, klastrowej i SBS

Kasety NovaSeq 6000Dx: z buforem, klastrowe i SDS zawierajg zabezpieczone folig zbiorniczki wstepnie
wypetnione odczynnikami, buforamii roztworem ptuczgcym. Kasety klastrowe i SBS sg dotgczone do zestawow
odczynnikéw NovaSeq 6000Dx. Kaseta z buforem jest sprzedawana oddzielnie.

Kasety sg tadowane bezposrednio do aparatu i sg oznaczone kolorami oraz etykietami w celu zmniejszenia
liczby bteddw podczas tadowania. Prowadnice w szufladach chtodziarki odczynnikdw i bufora zapewniajg
prawidtowg orientacje.

Tabela 4 Kasety NovaSeq 6000Dx

Materiat

A Opis
eksploatacyjny
Kaseta Wstepnie napetniona buforami sekwencjonujgcymi, wazy do 6,8 kg (15 Ib). Plastikowy
z buforem uchwyt utatwia przenoszenie, tadowanie i roztadowywanie.

Kaseta z buforem zawiera odczynniki wrazliwe na $wiatto. Pojemnik z buforem nalezy
przechowywac w opakowaniu do momentu uzycia.

Kaseta Wstepnie napetniona odczynnikami klastrujgcymi, indeksujgcymi oraz odczynnikami do

klastrowa sparowanych koncdéw i roztworem ptuczgcym. Zawiera wyznaczong pozycje dla
probdéwki Library. Pomaranczowe oznaczenia odrdzniajg kasete klastrowg od kasety
SBS.

Odczynnik denaturacyjny w pozycji nr 30 zawiera formamid, ktdry jest organicznym
amidem i dziata szkodliwie na rozrodczos$¢. W celu utatwienia bezpiecznej utylizacji
odczynnika niezuzytego po przebiegu sekwencjonowania ten zbiorniczek mozna
wyjmowac.

Kaseta SBS  Wstepnie napetniona odczynnikami sekwencjonujgcymi w objetosciach specyficznych
\ dla liczby cykli obstugiwanych przez zestaw. Kazda z trzech pozycji odczynnika ma

sgsiadujgca pozycje, zarezerwowang dla automatycznego ptukania po przebiegu. Szare
oznaczenia odrdzniajg kasete SBS od kasety klastrowe;j.

Kaseta SBS zawiera odczynniki wrazliwe na $wiatto. Pojemnik SBS nalezy
przechowywaé w opakowaniu do momentu uzycia.

Zarezerwowane zbiorniczki kasety klastrowej

Trzy zbiorniczki sg zarezerwowane dla niestandardowych starterdw, a pusta pozycja jest zarezerwowana dla
probéwki Library. W celu $ledzenia prébek probdwka Library jest tadowana do kasety klastrowej podczas
konfiguracji przebiegu i pozostaje w kasecie do korica przebiegu.
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Rysunek 3 Ponumerowane zbiorniczki

©®
CNONCNONON®)

) e

Tabela 5 Zbiorniczki kasety klastrowej

Pozycja Zarezerwowana dla

5,6i7 Opcjonalne startery
niestandardowe

8 Probdéwka Library

Materialy eksploatacyjne i wyposazenie dostarczane przez

uzytkownika
Tabela 6 Materiaty eksploatacyjne
Materiat eksploatacyjny Dostawca
Butelka do wiréwki, 500 ml Ogdlny dostawca
laboratoryjny
Probdwka do wiréwki, 30 ml Ogdlny dostawca
laboratoryjny
Rekawiczki jednorazowe, Ogdlny dostawca
bezpudrowe laboratoryjny
Chusteczki nasgczone 70% VWR, nr kat. 95041-
alkoholem izopropylowym 714 (lub
lub réwnowazne)
Chusteczki nasgczone 0OgdIny dostawca
alkoholem etylowym, 70% laboratoryjny

Nr dokumentu: 200025276, wer. 01

DO CELOW DIAGNOSTYKI IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT

Cel

Tween 20 do rozcienczania, do ptukania
konserwacyjnego.

NaOCI do rozciericzania, do ptukania
konserwacyjnego.

Ogolne przeznaczenie.

Czyszczenie elementdw przed przebiegiem i
zastosowania ogdlne.
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Materiat eksploatacyjny

Chusteczki laboratoryjne,
niestrzepigce sie

NaOCl, klasa odczynnikowa,
5%

Koncowki do pipet, 2 pl
Koncowki do pipet, 20 pl
Koncowki do pipet, 200 pl

Koncowki do pipet, 1000 i

Alkohol izopropylowy klasy
odczynnikowej lub

spektrofotometrycznej (99%),

butelka 100 ml

Tween 20

Woda, jakos¢ laboratoryjna

Tabela 7 Wyposazenie

Element

Zamrazarka, od -25°C do -15°C

Dostawca

VWR, nr kat. 21905-

026 (lub
rownowazne)
Sigma-Aldrich,
nr kat. 239305

0OgdIny dostawca
laboratoryjny

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Ogolny dostawca
laboratoryjny

0Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Sigma-Aldrich,
nr kat. P7949

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Cylinder z podziatkg, 500 ml, sterylny

Pojemnik na léd

Pipeta, 20 pl

Pipeta, 200 pl

Pipeta, 1000 pl
Chtodziarka, od 2°C do 8°C

Zbiornik, kgpiele wodne*

Cel

Osuszanie platformy komory przeptywowej i
zastosowania ogdlne.

Przeprowadzanie ptukania konserwacyjnego.

Pipetowanie w celu rozcienczenia i tadowanie
bibliotek.

Pipetowanie w celu rozcienczenia i tadowanie
bibliotek.

Pipetowanie w celu rozcienczenia i tadowanie
bibliotek.

Pipetowanie w celu rozcienczenia i tadowanie
bibliotek.

Okresowe czyszczenie elementdw optycznych
i pomocniczo do kasety do czyszczenia
obiektywu.

Przeprowadzanie ptukania konserwacyjnego.

Tween 20 i podchloryn sodu do rozciericzania,
do ptukania konserwacyjnego

Zrédto

Ogolny dostawca laboratoryjny
Ogolny dostawca laboratoryjny
Ogolny dostawca laboratoryjny
Ogdlny dostawca laboratoryjny
Ogolny dostawca laboratoryjny
Ogolny dostawca laboratoryjny
Ogolny dostawca laboratoryjny

Ogdlny dostawca laboratoryjny

* Nalezy uzy¢ zbiornika, ktdry moze pomiescié¢ dwie kasety odczynnikéw i zapewni¢ odpowiedni poziom wody. Na
przyktad: (61cm x 91,4 cm x 25,4 cm)(24 cale x 36 cali x 10 cali).
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Wytyczne dotyczace wody laboratoryjnej

Do przeprowadzania procedur w aparacie zawsze nalezy uzywac wody laboratoryjnej lub wody dejonizowanej.
Nie wolno uzywac wody z kranu. Nalezy uzywac wytgcznie nastepujgcych rodzajéw wody lub jej
odpowiednikow:

* Woda dejonizowana

* lllumina PW1

* Woda orezystywnosci 18 megaomoéw (MQ)
*  Woda Milli-Q

*  Woda Super-Q

* Woda do zastosowan w biologii molekularnej

Instrukcja uzytkowania

Ponizsze instrukcje dotyczg uruchamiania Aparat NovaSeq 6000Dx w trybie IVD przy uzyciu konfiguracji
zestawu S2 lub S4.

Tworzenie przebiegu sekwencjonowania

Aby utworzy¢ przebieg przy uzyciu lllumina Run Manager (Menedzer przebiegu Illumina) w trybie IVD lub RUO,
nalezy wykona¢ nastepujgce czynnosci. Mozna réwniez wybraé opcje Import Run (Importuj przebieg) na karcie
Planned (Zaplanowane) na stronie Runs (Przebiegi) i zaimportowac arkusz prébki. Utworzy¢ nowy przebieg

w aparacie lub poprzez uzyskanie dostepu do lllumina Run Manager (Menedzer przebiegu Illumina) za pomoca
przegladarki na komputerze podtgczonym do sieci.

UWAGA Doktadne informacje wymagane przez kazdg aplikacje do analizy réznig sie, lecz proces
tworzenia przebiegu obejmuje nastepujgce kroki.

1. Na karcie Planned (Zaplanowane) na ekranie Runs (Przebiegi) wybraé polecenie Create Run (Utwérz
przebieg).

Wybra¢ aplikacje, a nastepnie klikngé¢ przycisk Next (Dalej).

3. Przejsc¢ przez ekrany ustawien. W zaleznosci od zastosowania wyswietlane ekrany mogg obejmowacd
nastepujgce elementy:

* Run Settings (Ustawienia przebiegu) - umozliwia wprowadzenie parametrow przebiegu.

* Sample Data (Dane prébki) — umozliwia wprowadzenie danych prébki recznie lub poprzez import pliku
CSV zawierajgcego informacje o prébce. Nazwy prébek muszg by¢ unikatowe.

* Analysis settings (Ustawienia analizy) - wprowadzi¢ ustawienia do analizy.

4. Na ekranie Review (Przejrzyj) przejrze¢ informacje o przebiegu i wybrac opcje Save (Zapisz).
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Przebieg zostanie dodany do gérnej czesci listy przebiegdéw na karcie Planned (Zaplanowane).

Przygotowanie materiatow eksploatacyjnych

Rozmrazanie kaset SBS i klastrowych

A PRZESTROGA

Uzywanie gorgcej wody do rozmrazania odczynnikdw moze spowodowac pogorszenie jakosci
danych lub niepowodzenie przebiegu.

1. Jesli trwa sekwencjonowanie, po zakonczeniu rozmrazania nalezy upewnic sie, ze obie strony aparatu sg
dostepne.
2. Wyjac¢ kasety SBS i klastrowg z miejsca przechowywania w temperaturze od -25°C do -15°C.

3. Umiesci¢ kazdg kasete w drucianym stojaku do rozmrazania.
Stojaki sg dostarczane z urzgdzeniem i zapobiegajg przewracaniu sie w kgpieli wodnej.

Rysunek 4 Kasety w drucianym stojaku do rozmrazania

=

4. Uzy¢ ponizszej tabeli, aby okresli¢ czas rozmrazania.
Rozmrozi¢ kasety SBS i klastrowe w kgpieli wodnej o temperaturze pokojowej (od 19°C do 25°C) w
nastepujgcy sposdb. Zanurzy¢ kasety mniej wiecej do potowy.

Kaseta Czas trwania rozmrazania
Kaseta S2 SBS 4 godziny

Kaseta klastrowa S2 Do 2 godzin
Kaseta S4 SBS 4 godziny

Kaseta klastrowa S4 Do 4 godzin

A PRZESTROGA

Nierozpoczecie sekwencjonowania w ciggu czterech godzin od rozmrozenia kaset odczynnikdw
moze spowodowac pogorszenie jakosci danych.
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

5. Doktadnie osuszy¢ podstawy kaset recznikami papierowymi. Osuszy¢ miedzy dotkami, aby usung¢ catg
wode.

6. Sprawdzi¢ foliowe zamkniecia pod kagtem obecnosci wody. W przypadku obecnosci wody osuszy¢
niestrzepigcy sie chusteczka.

7. Sprawdzi¢ spdd kazdej kasety, aby upewnié sig, ze zbiorniczki sg wolne od lodu, co oznacza, ze odczynniki
zostaty rozmrozone.

8. Wymieszac¢ odczynniki, odwracajgc kazdg kasete 10 razy.

A PRZESTROGA

Niewykonanie starannego odwrdcenia kaset moze spowodowac pogorszenie jakosci danych.

9. Delikatnie postukac spodem kazdej kasety o blat w celu zmniejszenia liczby pecherzykdw powietrza.

tadowanie probdéwki Library
1. Bez poruszania biblioteki w dolnej czesci, wtozy¢ niezamknietg probdwke Library, zawierajgca
denaturowang i rozcieniczong pule biblioteki w pozycji Library Tube (nr 8) kasety klastrowe;.

2. Wiozy¢ probdwke Library w pozycji nr 8 kasety klastrowe;.

Rysunek 5 Niezamknieta probdéwka Library zatadowana w pozycji nr 8

Oprdznianie butelek na zuzyte odczynniki

W przypadku kazdego sekwencjonowania nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi instrukcjami w celu
oproznienia butelek na zuzyte odczynniki. Jesli system jest skonfigurowany do wyprowadzania uzywanych
odczynnikéw na zewnatrz, mata butelka zbiera zuzyte odczynniki i musi zosta¢ oprézniona w przypadku
kazdego przebiegu sekwencjonowania. Duza butelka musi znajdowac sie na miejscu.
1. Wyjac ioprdzni¢ matg butelke na zuzyte odczynniki w nastepujgcy sposdb.
a. Podnies¢ dzwignie i wyjg¢ matg butelke na zuzyte odczynniki z wneki. Chwycié butelke po bokach.
b. Zdjgé gwintowang zatyczke z uchwytu zatyczki z przodu butelki.

c. Zamkna¢ otwor butelki zatyczkg, aby zapobiec rozlaniu.
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

d. Zawartosé nalezy przechowywac oddzielnie od zawartosci drugiej butelki; utylizowac¢ zgodnie z
odpowiednimi standardami obowigzujgcymi w danym regionie.

e. Umiesci¢ butelke bez zatyczki we wnece, a nastepnie opusci¢ dzwignie. Przechowywacé zatyczke w
uchwycie zatyczki.

2. Wyjacioprézni¢ duza butelke na zuzyte odczynniki w nastepujacy sposdb.
a. Zapomoca gornego uchwytu wyjagé duzg butelke na zuzyte odczynniki z lewej strony szuflady bufora.
b. Zdja¢ gwintowang zatyczke z uchwytu zatyczki z przodu butelki.
c. Zamkna¢ otwor butelki zatyczka, aby zapobiec rozlaniu.
d.

Zawartosé nalezy utylizowaé zgodnie z odpowiednimi standardami obowigzujgcymi w danym regionie.
Podczas oprdzniania chwyci¢ oba uchwyty.

e. Umiesci¢ butelke bez zatyczki w szufladzie bufora. Przechowywac zatyczke w uchwycie zatyczki.

Rysunek 6 Zwrot pustej butelki

3. Zatozy¢ nowe rekawiczki bezpudrowe.
A PRZESTROGA
Po kontakcie z butelkg na zuzyte odczynniki nalezy zawsze zatozy¢ nowa pare rekawiczek.
4. Zamkng¢ szuflade bufora, a nastepnie drzwi przedziatu ptyndéw.

A PRZESTROGA

Nieopréznienie butelek na zuzyte odczynniki moze spowodowacd przerwanie przebiegu i
przepetnienie, co spowoduje uszkodzenie aparatu i zagrozenie dla bezpieczenstwa.
Przygotowywanie komory przeptywowej

1. Wyjaé¢ nowg, zapakowang komore przeptywowa z miejsca przechowywania w temperaturze od 2°C do 8°C.
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2. Odtozy¢ zamknietg komore na bok w temperaturze otoczenia (19°C do 25°C) na 10-15 minut.
Komore przeptywowa nalezy wykorzysta¢ w ciggu 12 godzin od wyjecia z opakowania.

Ladowanie materiatow eksploatacyjnych

Aby rozpocza¢ konfiguracje przebiegu i zatadowadé materiaty eksploatacyjne, nalezy postepowac zgodnie z
ponizszymiinstrukcjami.
1. W menu gtéwnym wybra¢ Sequence (Sekwencjonowanie), a nastepnie wybrac przebieg z pojedyncza lub
podwdjng komorag przeptywowa, w nastepujacy sposob.
* A+B-konfiguracja przebiegu z podwdjng komorg przeptywowa
* A -konfiguracja przebiegu z pojedynczag komorg przeptywowa po stronie A
* B-konfiguracja przebiegu z pojedynczg komorg przeptywowa po stronie B
System rozpoczyna konfiguracje przebiegu, zaczynajgc od zatadowania komory przeptywowe;j.

2. Wybra¢ OK, aby zatwierdzi¢ ostrzezenie i otworzy¢ drzwiczki komory przeptywowe;j.

A PRZESTROGA

Podczas sekwencjonowania powierzchnia powinna by¢ czysta, nalezy takze unika¢ opierania sie
o aparat. Nacisk na drzwiczki komory przeptywowej moze spowodowac jej otwarcie, co zatrzyma
przebieg. Zatrzymanych przebiegdw nie mozna wznowic.

Ladowanie komory przeptywowej
1. Usuna¢ komore przeptywowa z poprzedniego przebiegu, jesli jest obecna.

2. Jeslina platformie komory przeptywowej widoczne sg czastki state, nalezy wyczyscic¢ catg platforme, w tym
interfejs ptynowy i szklang powierzchnie celu dopasowania optycznego, za pomocg wacika nasgczonego
alkoholem. Osuszy¢ niestrzepigca sie chusteczka.

Rysunek 7 Stolik na komore przeptywowa

I

| |
N

%

3. Wyja¢ komore przeptywowg z opakowania w nastepujgcy sposob.

a. Zatozy¢ nowg pare bezpudrowych rekawiczek, aby unikng¢ zanieczyszczenia szklanej powierzchni
komory przeptywowe;j.

b. Umiesci¢ opakowanie na ptaskiej powierzchnii oderwac folie z naroznej wypustki.
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Zdjg¢ przezroczyste plastikowe przykrycie komory przeptywowe;.

d. Wyjacé komore przeptywowg z opakowania. Chwyci¢ komore przeptywowa za boki, aby unikngé
dotykania szkta lub uszczelek dolnych.

e. Jeslina ktorejkolwiek ze szklanych powierzchni widoczne sg czgstki state, nalezy wyczyscié
odpowiednig powierzchnie niestrzepigca sie chusteczka nasgczong alkoholem i osuszy¢ niestrzepigca
sie chusteczkg laboratoryjna.

f.  Wyrzuci¢ opakowanie w odpowiedni sposdb.

4. Wyréwnac komore przeptywowg wzgledem czterech wystajgcych zaciskdw i umiescié jg na platformie
komory przeptywowej.

Rysunek 8 Zatadowane komory przeptywowe wyréwnane na zaciskach

5. Wybrac opcje Close Flow Cell Door (Zamknij drzwiczki komory przeptywowej).
Drzwiczki komory przeptywowej zamkng sig, zostang sprawdzone czujniki oraz RFID, a na ekranie pojawi sie
identyfikator komory przeptywowe;j.

Ladowanie kaset SBS i klastrowych
1. Otworzy¢ drzwiczki przedziatu ptyndw, a nastepnie otworzy¢ drzwiczki chtodziarki odczynnikéw.
2. Usunac¢ zuzyte kasety SBS i klastrowe z poprzedniego przebiegu, jesli sg obecne.

Zuzyte kasety majg przebite foliowe zamkniecia.

3. Zutylizowaé niezuzytg zawartos$¢ zgodnie z wtasciwymi normami.
Informacje na temat bezpiecznej utylizacji pozycji nr 30 kasety klastrowej mozna znalez¢ w punkcie
Odftgczanie pozycji nr 30 na stronie 21.
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4. Umiesci¢ przygotowane wktady w szufladzie chtodziarki odczynnikéw w nastepujacy sposdb, tak aby

5.

etykiety Insert (Wtdz) byty skierowane w strone tylnej czesci aparatu.
* Umiesci¢ kasete SBS (szara etykieta) w lewej pozyciji.
* Umiesci¢ kasete klastrowa (pomaranczowa etykieta) zawierajgcag niezamknietg probdwke biblioteki w

odpowiednim potozeniu.

Rysunek 9 tadowanie kaset odczynnikow

Wsung¢ tace do chtodziarki, a nastepnie zamkng¢ drzwiczki chtodziarki odczynnikéw.
Czujniki i RFID sg sprawdzane. Na ekranie zostang wyswietlone identyfikatory probowki Library i dwéch
kaset.

Ladowanie kasety z buforem

1.

Pociggng¢ metalowy uchwyt, aby otworzy¢ szuflade bufora.

2. Woyja¢ zuzytg kasete z buforem z prawej strony szuflady bufora.
Zuzyta kaseta z buforem ma przebite foliowe zamkniecia.

3. Umiesci¢ nowa kasete z buforem w szufladzie bufora w taki sposéb, aby etykieta lllumina byta skierowana
w strone przedniej czesci szuflady. Wyréwnacd kasete z wypuktymi prowadnicami na dnie i bokach szuflady.
Po prawidtowym zatadowaniu kaseta z buforem jest rGwnomiernie osadzona i szuflada moze sie zamknac.
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Rysunek 10 tadowanie kasety z buforem

4. Jesli obydwie butelki na zuzyte odczynniki zostaty opréznione, zaznaczy¢ pole wyboru, potwierdzajac, ze

obie butelki na zuzyte odczynniki sg puste.

UWAGA Nieoprdznienie butelek na zuzyte odczynniki moze spowodowacé przerwanie przebiegu
i przepetnienie, co spowoduje uszkodzenie aparatu i zagrozenie dla bezpieczenstwa.

Po dodaniu materiatdéw eksploatacyjnych wybra¢ opcje Run Selection (Wybdr przebiegu), aby
kontynuowac.

Wybieranie i rozpoczynanie przebiegu

Aparat skanuje identyfikator proboweki Library i wyszukuje zgodny zaplanowany przebieg.

1.

Jesli dla kazdej uzywanej strony zostanie zaplanowany przebieg zgodny z identyfikatorem probdéweki
Library, wybdr przebiegu zostanie pominiety. Wybrac opcje Review (Przejrzyj), aby kontynuowad.

Jesli nie ma zgodnego przebiegu dla jednej lub obu stron, wybra¢ opcje Run Selection (Wybdr przebiegu),
a nastepnie wybrac¢ co najmniej jeden zaplanowany przebieg.

Nie mozna wybrac¢ tego samego zaplanowanego przebiegu po obu stronach.

Po wybraniu co najmniej jednego przebiegu wybrac¢ opcje Pre-Run Checks (Kontrole przed przebiegiem).
Odczekac¢ okoto 5 minut na zakoriczenie kontroli przed przebiegiem.

Przebieg rozpocznie sie automatycznie po ich pomys$lnym zakonczeniu.

UWAGA Aby unikng¢ przepetnienia dysku twardego, nie nalezy kopiowac¢ zadnych danych na
dysk C:\ po rozpoczeciu przebiegu.
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Btedy wstepnego testu kontrolnego

1.

Jesli kontrole przed przebiegiem nie powiodg sie z powodu btedu czujnika, takiego jak niewykrycie komory
przeptywowej, nalezy zamkna¢ i ponownie uruchomic¢ procedure.

W przypadku niepowodzenia innych kontroli przed przebiegiem wybrac opcje Retry (Pondéw), aby ponownie
uruchomi¢ nieudang kontrole, lub opcje Retry All (Pondw wszystkie), aby ponownie uruchomi¢ wszystkie
kontrole.

Btedy nalezy usung¢ przed rozpoczeciem przebiegu.

Wybra¢ ikone Error (Btad), aby wyswietli¢ szczegdty btedu.

Jesli kontrola wyréwnania nie powiedzie sie, nalezy usung¢ btad w nastepujacy sposéb.

a. Wybrac opcje Reload (Zataduj ponownie), a nastepnie wybra¢ opcje OK, aby powrdci¢ do ekranu Load
(Zataduj).

b. Usunag¢ wszystkie elementy z gérnej czesci aparatu, a nastepnie wybrac¢ opcje OK. Drzwiczki komory
przeptywowej sie otworza.

c. Zatadowac ponownie komore przeptywowa, a nastepnie wybraé opcje Run Setup (Konfiguracja
przebiegu).

d. Przejsé przez kazdy ekran, aby ponownie odczyta¢ kazdy znacznik RFID i powrdci¢ do ekranu Pre-Run
Checks (Kontrole przed przebiegiem).

e. Ponownie wykona¢ kontrole.

Kontrola postepu przebiegu

Podczas przebiegu na ekranie Sequencing (Sekwencjonowanie) wyswietlane sg nastepujgce szczegdty. Dostep
do ekranu Sequencing (Sekwencjonowanie) mozna uzyskac¢ z menu gtéwnego.

Status poszczegdlnych etapow przebiegu

Time to completion (Czas do ukoriczenia) — data i godzina ukoriczenia przebiegu (rrrr-mm-dd gg:mm).

Run progress (Postep przebiegu) — biezgcy etap przebiegu. Rozmiar paska postepu nie jest proporcjonalny
do stopnia przebiegu poszczegdlnych krokdw.

Q-Score (Wynik jakosciowy) — pokazuje rozktad wynikow jakosciowych.

Intensity (Intensywnosé) — pokazuje wartos¢ intensywnosci klastréw 90. percentyla dla kazdej ptytki.
Kolory wykresu wskazujg czerwone i zielone kanaty.

Clusters Passing Filter (%) (Klastry przechodzace przez filtr (%)) — pokazuje odsetek klastréw
przechodzacych przez filtr.

Projected Total Yield (GB) (Przewidywana catkowita wydajnosé (GB)) — prognozowana wydajnos¢ dla
przebiegu komory przeptywowej. Jesli wybrano parametry w pasmie (H), wyswietlane liczby stanowig
biezgcg wydajnosé w pasmie i sg aktualizowane dla kazdego cyklu w trakcie przebiegu.

Q30 - odsetek podstawowych rozpoznan dla przebiegu, ktérego wynik jakosciowy wynosi = 30.
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Ikony statusu

Ikona statusu w interfejsie oprogramowania NVOS wskazuje status przebiegu. Liczba na ikonie wskazuje liczbe
stanow dla statusu.

Po zmianie statusu przebiegu ikona miga. Aby wyswietli¢ opis stanu, nalezy wybra¢ dang ikone. Nalezy wybrac¢
opcje Acknowledge (Zatwierdz), aby usung¢ komunikat, a nastepnie wybra¢ opcje Close (Zamknij), aby
zamkng¢ okno dialogowe.

lkona

Nazwa statusu Opis
statusu

° Status OK System dziata prawidtowo.
° Przetwarzanie = System jest w trakcie przetwarzania.

Ostrzezenie Wygenerowano ostrzezenie i wymagane jest zachowanie ostroznosci.
Ostrzezenia nie zatrzymujg przebiegu ani nie wymagajg podjecia dziatania
przed kontynuowaniem przebiegu.

Btad Wystagpit btad.
0 Btedy wymagajg podjecia dziatania przed kontynuowaniem przebiegu.
©® Informacje Dostepny jest komunikat niekrytyczny.

Pomiary przebiegu

Oprogramowanie wyswietla wskazniki pomiarowe wygenerowane podczas przebiegu. Wskazniki pomiarowe sg
wyswietlane w postaci wykreséw, grafik i tabel na podstawie danych wygenerowanych przez urzgdzenie RTA3
i zapisanych w plikach InterOp.

Klastrowanie trwa okoto 2 godzin, a nastepnie sekwencjonowanie rozpoczyna sie od cyklu 1. Wskazniki sg
aktualizowane w miare postepu sekwencjonowania. Dane dotyczgce klastrow przechodzacych przez filtr,
wydajnosciijakosci sg dostepne po cyklu 26. Przed cyklem 26 zadne wartosci nie sg podawane i sg one
oznaczone jako not applicable (nie dotyczy).

Po sekwencjonowaniu

W ponizszych czesciach znajdujg sie instrukcje dotyczace etapdw, ktdre majg miejsce po zakorczeniu
sekwencjonowania.
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Automatyczne ptukanie po przebiegu

Po zakonczeniu sekwencjonowania oprogramowanie rozpoczyna automatyczne ptukanie po przebiegu, ktdre
trwa okoto 80 minut. System pompuje 0,24% podchloryn sodu (NaOCI) z pozycji nr 17 i rozcieficza go do 0,12%.
Roztwdr 0,12% NaOCl jest pompowany do pozycji odczynnika ExAmp i biblioteki przez komore przeptywowa, a
nastepnie do butelek na zuzyte odczynniki. Ptukanie wymywa wzorzec z systemu, aby zapobiec
Zanieczyszczeniu krzyzowemu.

Po zakonczeniu ptukania system przechodzi w stan bezpieczny, a przycisk Home staje sie aktywny. Pozostawi¢
materiaty eksploatacyjne na miejscu do nastepnego przebiegu. Po ptukaniu dozowniki pozostajg w kasetach
SBS i klastrowych, aby zapobiec przedostawaniu sie powietrza do systemu. Dozowniki w kasecie z buforem sg
podnoszone w celu oprdznienia butelek na zuzyte odczynniki. Nastepnie bufor ptuczacy jest
przepompowywany przez wszystkie linie w celu usuniecia NaOCIl i odczynnikéw z systemu.

UWAGA Jesli podczas automatycznego ptukania po przebiegu wystapi btad, a ptukanie po
przebiegu nie bedzie kompletne, konieczne jest przeprowadzenie ptukania
konserwacyjnego.

Odtgczanie pozycji nr 30

Zbiorniczek w pozycji nr 30 kasety klastrowej zawiera formamid. Jest on usuwany ze zuzytej kasety klastrowej i
wyrzucany oddzielnie.

A PRZESTROGA

Ten zestaw odczynnikdw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skorag i oczami mogg powodowac uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosié
wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie
do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i utylizowac¢ je
zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje
dotyczace ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki dostepna na
stronie support.illumina.com/sds.html.

1. Dtoimi w rekawiczkach popchnaé biatg plastikowg wypustke oznaczong Detach after use (Odtgcz po
ZUzyciu) w prawo.

2. Umiesci¢ dton lub statg powierzchnige pod zbiorniczkiem i nacisngé przezroczystg plastikowg wypustke w
kierunku etykiety lllumina spod kasety klastrowej.

UWAGA Unikac¢ uktadania kaset klastrowych w stos podczas przechowywania. Uktadanie w
stos moze spowodowac przypadkowe odtgczenie zbiorniczka.

Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 21275

DO CELOW DIAGNOSTYKI IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT


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

Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Rysunek 11 Wyjmowana pozycja nr 30

A. Biata plastikowa wypustka do odfgczania
B. Przezroczysta plastikowa wypustka do zwalniania

3. Zutylizowac zbiorniczek zgodnie z obowigzujgcymi normami.

Dane wyjsciowe sekwencjonowania

Podczas sekwencjonowania dane sg automatycznie przesytane z Aparat NovaSeq 6000Dx do lllumina DRAGEN
Server. Po zakonczeniu analizy pierwotnej i przeniesieniu danych analiza wtérna na serwerze lllumina DRAGEN
Server moze rozpocza¢ sie automatycznie, korzystajgc z opcji analizy zdefiniowanych przez aplikacje wybrang
w lllumina Run Manager (Menedzer przebiegu lllumina). Uzyskane wyniki zalezg od opcji wybranych podczas
konfiguracji przebiegu. Aby wyswietli¢ wyniki z przebiegu, nalezy wybra¢ zgdang nazwe przebiegu na karcie
Completed (Zakorczone) na ekranie Runs (Przebiegi). Pliki wyjsciowe mozna réwniez znalez¢ w lokalizacji
okreslonej na ekranie Instrument Settings (Ustawienia aparatu).

Oprogramowanie Real-Time Analysis

Aparat NovaSeq 6000Dx uruchamia RTA3, implementacje oprogramowania Oprogramowanie Real-Time
Analysis, z wykorzystaniem silnika Compute Engine (CE) aparatu. Oprogramowanie RTA3 wyodrebnia
intensywnosci z obrazéw otrzymanych z kamery, przeprowadza rozpoznanie nukleotydow, przypisuje wynik
jakosciowy do rozpoznan nukleotyddw, dopasowuje do PhiX i raportuje dane w plikach InterOp.

W celu optymalizacji czasu przetwarzania oprogramowanie RTA3 zapisuje informacje w pamieci. W przypadku
przerwania pracy oprogramowania RTA3 przetwarzanie nie jest wznawiane, a dane kazdego przebiegu
przetwarzane w pamieci zostajg utracone.

Dane wejsciowe w oprogramowaniu RTA3

Oprogramowanie RTA3 wymaga obrazdéw ptytek zawartych w pamieci lokalnego systemu na potrzeby
przetwarzania. RTA3 otrzymuje informacje o uruchomieniu i polecenia z NVOS.
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Dane wyjsciowe w oprogramowaniu RTA3

Obrazy poszczegdlnych kanatéw kodowanych kolorem sg przekazywane w pamieci do oprogramowania RTA3
jako ptytki. Na podstawie tych obrazéw oprogramowanie RTA3 generuje zestaw plikdw rozpoznan nukleotyddw
z oceng jakosciowa oraz plikdw filtrow. Wszystkie pozostate dane wyjsciowe sg pomocniczymi plikami
wyjsciowymi.

Typ pliku Opis

Pliki rozpoznan Kazda przeanalizowana ptytka jest uwzgledniana w skonkatenowanym pliku

nukleotyddéw rozpoznan nukleotyddéw (*.cbcl). Ptytki z tego samego pasma i powierzchni sg
umieszczane zbiorczo w jednym pliku CBCL dla danego pasma i powierzchni.

Pliki filtréw Kazda ptytka generuje plik filtru (*.filter), ktéry okresla, czy klaster przechodzi
przez filtry.

Oprogramowanie RTA3 zapewnia parametry w czasie rzeczywistym dotyczgce jakosci przebiegu zapisywane
jako pliki InterOp, ktore sg binarnymi danymi wyjsciowymi zawierajgcymi informacje o ptytkach, cyklu
i parametrach w czasie rzeczywistym.

Usuwanie btedow

Oprogramowanie RTA3 tworzy pliki dziennika i zapisuje je w folderze Logs. Btedy sg zapisywane w pliku
tekstowym w formacie *.log.

Nastepujgce pliki dziennikdw sg przesytane do koricowej lokalizacji danych wyjsciowych pod koniec
przetwarzania:

* info 00000.log-zawiera podsumowanie zdarzen waznych dla przebiegu.
* error 00000.log-zawiera liste bteddw, jakie wystagpity podczas przebiegu.

* warning 00000.log - zawiera listg ostrzezen, jakie wystgpity podczas przebiegu.

Ptytki komory przeptywowej

Ptytki sg niewielkimi obszarami obrazowania w komorze przeptywowej. Kamera wykonuje jedno zdjecie
kazdego zbioru, ktére oprogramowanie dzieli na ptytki do przetwarzania RTA3. taczna liczba ptytek zalezy od
liczby pasm, zbioréw i powierzchni obrazowanych w komorze przeptywowe;.

* Komory przeptywowe S2 majg tgcznie 1408 ptytek.
* Komory przeptywowe S4 majg tgcznie 3744 ptytki.

Element komory

. S2 sS4 Opis
przeptywowej
Pasma 2 4 Pasmo jest kanatem fizycznym z portami wejsciowym
i wyjsciowym.
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Element komory
przeptywowej

S2 S4 Opis

Powierzchnie 2 2 Komory przeptywowe S2 i S4 sg obrazowane na dwdéch

powierzchniach: gérnej i dolnej. Gérna powierzchnia ptytki jest
obrazowana jako pierwsza.

Zbiory w pasmie 4 6 Zbidr to kolumna w pasie komory przeptywowej, ktérg kamera

rejestruje jako jeden zeskanowany obraz.

Ptytki na zbior 88 78 Ptytka jest czescig zbioru, ktdéra przedstawia obrazowany obszar

komory przeptywowe;j.

tacznaliczba 1408 3744 taczna liczba ptytek jest wynikiem réwnania: pasma x
generowanych powierzchnie x zbiory x ptytki na zbidr.
ptytek

Nazwa ptytki jest pieciocyfrowg liczba, ktdra reprezentuje pozycje ptytki w komorze przeptywowej. Na przyktad
nazwa ptytki 11205 oznacza pasmo 1, powierzchnie gérna, zbior 2, ptytke 5.

Pierwsza cyfra to numer pasma:

— 1lub 2 dla komory przeptywowej S2.

= 1,2,3Ilub 4 dlakomory przeptywowej S4.

Druga cyfra reprezentuje powierzchnie: 1 oznacza gérng powierzchnig, a 2 oznacza dolng powierzchnie.
Trzecia cyfra oznacza numer zbioru:

— 1,2,3Ilub 4 dlakomory przeptywowej S2.

- 1,2,3,4,5Iub 6 dla komory przeptywowej S4.

Ostatnie dwie cyfry reprezentujg numer ptytki. Numeracja zaczyna sie od 01 przy wylotowym koncu komory
przeptywowej, a koriczy sie na 88 lub 78 przy koricu wlotowym.

— 0d 01do 88 dla komory przeptywowej S2.

— 0d01do 78 dla komory przeptywowej S4.
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Oprogramowanie Real-Time Analysis — procedura

Rejestracja Rejestracja lokalizacji poszczegdlnych klastréw w uporzadkowanej komorze
przeptywowe;j.
Okreslanie Okreslenie wartosci intensywnosci dla kazdego klastra.
intensywnosci
Korekta fazowania Korekta efektdw fazowania i fazowania wyprzedzajgcego.
Rozpoznawanie Okreslenie rozpoznan nukleotyddw na cykl dla kazdego klastra.

nukleotydéw

Ocena jakosciowa Przypisanie wyniku jako$ciowego do kazdego rozpoznania nukleotydu.
Rejestracja

Rejestracja dopasowuje obraz do obréconej kwadratowej macierzy nanodotkdw w uporzgdkowanej komorze
przeptywowej. Ze wzgledu na uporzadkowany uktad nanodotkdw wspétrzedne X i Y dla poszczegdinych
klastrow w ptytce sg wstepnie okreslone. Dla kazdego przebiegu pozycje klastréw sg zapisywane w pliku
lokalizacji klastrow (s.locs).

Jesli rejestracja sige nie powiedzie dla ktéregokolwiek z obrazéw w cyklu, w danym cyklu nie zostang utworzone
zadne rozpoznania nukleotyddw w ramach tej ptytki.

Okreslanie intensywnosci

Po rejestracji nastepuje etap okreslania intensywnosci, w ramach ktérego obliczana jest warto$¢ intensywnosci
dla kazdego nanodotka na danym obrazie. W przypadku niepowodzenia rejestracji nie mozna okresli¢
intensywnosci dla danej ptytki.

Korekta fazowania

Podczas reakcji sekwencjonowania kazda ni¢ DNA w klastrze wydtuza sie o jeden nukleotyd na cykl. Fazowanie
i fazowanie wyprzedzajgce wystepujg, gdy ni¢ znajdzie sie poza fazg, w ktdrej przebiega biezacy cykl
dotfgczania.

Fazowanie wystepuje, gdy dochodzi do opdznienia o jedno wprowadzenie nukleotydu.

Fazowanie wyprzedzajgce wystepuje, gdy dochodzi do wyprzedzenia o jedno wprowadzenie nukleotydu.
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Rysunek 12 Fazowanie i fazowanie wyprzedzajgce
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A. Odczyt z nukleotydem na etapie fazowania.
B. Odczyt z nukleotydem na etapie fazowania wyprzedzajgcego.

Oprogramowanie RTA3 koryguje efekty fazowania i fazowania wyprzedzajgcego, co pozwala
zmaksymalizowac jako$¢ danych w kazdym cyklu podczas przebiegu.

Rozpoznawanie nukleotyddéw

Rozpoznawanie nukleotyddw okresla zasade azotowg (A, C, G lub T) dla kazdego klastra danej ptytki

w okreslonym cyklu. W aparacie Aparat NovaSeq 6000Dx wykorzystywane jest dwukanatowe
sekwencjonowanie, ktére wymaga tylko dwdéch obrazéw do kodowania danych dla czterech nukleotyddw DNA,
jednego z kanatu zielonego i jednego z kanatu czerwonego.

Brak rozpoznania jest identyfikowany jako N. Brak rozpoznan nastepuje wtedy, gdy klaster nie przechodzi
przez filtr, rejestracja koriczy sie niepowodzeniem albo klaster przesunat sie poza obraz.

Intensywnosci dla kazdego klastra sg okreslane na podstawie obrazéw czerwonych i zielonych, a nastepnie sg
ze sobg poréwnywane, co powoduje uzyskanie czterech odrebnych populacji. Kazda populacja odpowiada
zasadzie azotowej. Proces rozpoznawania nukleotyddw okresla, do ktdrej populacji nalezy kazdy klaster.

Rysunek 13 Wizualizacja poziomoéw intensywnosci klastrow
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Tabela 8 Rozpoznawanie nukleotydéw w sekwencjonowaniu dwukanatowym

Kanat . n
Zasada Kanat zielony Wynik
czerwony

A T (wt) 1 (wt.) Klastry, ktore wykazujg intensywnos¢ zaréwno w kanale
czerwonym, jak i zielonym.

C 1 (wt) 0 (wyt) Klastry, ktére wykazujg intensywnos¢ wytgcznie w kanale
czerwonym.
G 0 (wyt.) 0 (wyt.) Klastry, ktére nie wykazujg intensywnosci w znanej

lokalizacji klastra.

T 0 (wyt.) 1 (wt.) Klastry, ktdre wykazujg intensywnos¢ wytgcznie w kanale
zielonym.

Klastry przechodzgce przez filtr

Podczas przebiegu aplikacja RTA3 umozliwia odfiltrowanie nieprzetworzonych danych w celu usuniecia
odczytdw, ktdre nie spetniajg progu jakosci danych. Klastry naktadajgce sie i niskiej jakosci sg usuwane.

W przypadku analizy dwukanatowej oprogramowanie RTA3 wykorzystuje system oparty o populacje, aby
okresli¢ czystosé (pomiar czystosci intensywnosci) rozpoznania nukleotydu. Klastry przechodzg przez filtr
(PF), gdy nie wiecej niz jeden rozpoznany nukleotyd w pierwszych 25 cyklach ma czystos¢ ponizej ustalonego
progu. Dopasowanie kontroli PhiX (jesli jest stosowana) przeprowadza sie w cyklu 26 na podzestawie ptytek dla
klastrow, ktére przeszty przez filtr. Klastry, ktére nie przechodzg przez filtr, nie sg poddawane rozpoznawaniu
nukleotyddw ani dopasowywane.

Wyniki jakosciowe

Wynik jakosciowy okresla prawdopodobienistwo rozpoznania niewtasciwego nukleotydu. Wyzszy wynik
jako$ciowy wskazuje, ze rozpoznanie nukleotydu ma wyzszg jakosé i wieksze prawdopodobieristwo
poprawnosci. Po okresleniu wynikow jakosciowych sg one zapisywane w plikach CBCL.

Pomiar jakosci stanowi zwiezty sposdb komunikacji prawdopodobienstwa wystgpienia niewielkich bteddw.
Wyniki jakosciowe sg wyswietlane jako Q(X), gdzie X jest wynikiem. W ponizszej tabeli przedstawiono relacje
miedzy wynikiem jakosciowym i prawdopodobiefstwem btedu.

Wynik jakosciowy Q(X) Prawdopodobieristwo biedu

Q40 0,0001 (1 na 10 000)

Q30 0,001 (1 na 1000)

Q20 0,01 (1 na 100)

Q10 0,1(1na10)
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Ocena jakosciowa i raportowanie

W ramach oceny jakosciowej dla kazdego rozpoznania nukleotydu obliczany jest zbiér wartosci
prognostycznych, ktdre sg nastepnie uzywane w celu wyszukania wyniku jakos$ciowego w tabeli jakosci. Tabele
jakosci zostaty utworzone w celu zapewnienia optymalnej doktadnosci prognostycznej oceny jakosciowej
przebiegdw wygenerowanych w okreslonej konfiguracji platformy do sekwencjonowania oraz metody
O0znaczania.

Wynik jakosciowy jest obliczany na podstawie zmodyfikowanej wersji algorytmu Phred.

W celu wygenerowania tabeli jakosci dla Aparat NovaSeq 6000Dx ustalono trzy grupy rozpoznan nukleotydow
na podstawie klastrowania swoistych cech predykcyjnych. Po pogrupowaniu rozpoznan nukleotydéw metoda
doswiadczalng obliczono sredni odsetek bteddw dla kazdej z trzech grup, a nastepnie w tabeli jakosci
zarejestrowano odpowiednie wyniki jakosciowe wraz z cechami predykcyjnymi skorelowanymi z konkretna
grupa. W rezultacie w przypadku oprogramowania RTA3 mozliwe sg tylko trzy wyniki jakosciowe, ktére
reprezentujg sredni odsetek bteddw grupy. W ujeciu ogdlnym wyniki sg uproszczone, jednak metoda ta
zapewnia bardzo doktadng ocene jakosci. Trzy grupy w tabeli jakosci odpowiadajg rozpoznaniom nukleotydow
o jakosci marginalnej (< Q15), sredniej (~Q20) i wysokiej (> Q30), a ponadto przypisuje sie im swoiste wyniki—
odpowiednio 12, 26 i 34. Dodatkowo wynik null wynoszacy 2 jest przypisywany w przypadku braku
rozpoznania. Taki model raportowania wynikdéw jakos$ciowych zmniejsza wymagania dotyczace ilosci
przestrzeni dyskowej i przepustowosci, a nie wptywa na doktadnosc¢ ani wydajnosg.

Rysunek 14 Uproszczone wyniki jakosciowe w oprogramowaniu 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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Pliki wyjsciowe sekwencjonowania

Typ pliku Opis, lokalizacja i nazwa pliku
Pliki rozpoznan W pliku rozpoznan nukleotyddw uwzgledniany jest kazdy przeanalizowany klaster,
nukleotydow przy czym Klastry sg grupowane do jednego pliku ha cykl, pasmo i powierzchnie.

Zagregowany plik zawiera rozpoznanie nukleotydu oraz zakodowang ocene
jakosciowg dla kazdego klastra.
DatalIntensities\BaseCalls\L001\C1l.1

L[lane] [surface].cbcl, naprzykifadL001l 1.cbcl

Pliki lokalizacji W przypadku kazdej komory przeptywowej binarny plik lokalizacji klastra zawiera

klastrow wspotrzedne XY dla klastréw w ptytce. Heksagonalny uktad zgodny z uktadem
nanodotkéw komory przeptywowej wstepnie definiuje wspoétrzedne.
DatalIntensities

s [lane].locs

Pliki filtréw Plik filtra okresla, czy klaster przeszedt przez filtry. Pliki filtréw sg tworzone podczas

cyklu 26 z uzyciem 25 cykli danych. Dla kazdej ptytki tworzony jest jeden plik filtra.
Data\Intensities\BaseCalls\L0O01

s _[lane] [tile].filter
Plik informacji Zawiera nazwe przebiegu, liczbe cykli w poszczegdinych odczytach, informacje, czy
0 przebiegu odczyt jest odczytem indeksu, a takze liczbe zbioréw i ptytek w komorze

przeptywowej. Plik informaciji o przebiegu jest tworzony na poczatku przebiegu.
[Root folder],RunInfo.xml

Pliki miniatur Obrazy miniatur dla pierwszego cyklu kazdego odczytu sekwencjonowania.
Thumbnail Images\L001\CI[X.1] —plikisgprzechowywane w podfolderze dla
kazdego cyklu.

s [lane] [tile] [channell].jpg—miniatura zawiera numer kafelka.

Struktura folderu wyjsciowego sekwencjonowania

Oprogramowanie NVOS automatycznie tworzy nazwe folderu wyjsciowego.
Config — ustawienia konfiguracji dla przebiegu.
["1Logs — pliki dziennikdw opisujgce kroki operacyjne, analizy aparatu i zdarzenia w oprogramowaniu RTA3.
B SampleSheet.csv — arkusz prébki lub inny zatgczony plik, jesli dotyczy.
Data
[lIntensities
[ IBaseCalls

[1LOO[X] - pliki rozpoznan nukleotyddw (*.cbcl) dla pasma zagregowane w jednym pliku na
pasmo, powierzchnie i cykl.

Els.locs- plik lokalizacji klastra dla przebiegu.
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IInterOp - pliki binarne.
[ 1 Recipe - plik przepisu charakterystyczny dla przebiegu.
"I Thumbnail Images — obrazy miniatur na co 10. ptytke.
[1LIMS - plik konfiguracji przebiegu (*.json), jesli dotyczy.
1 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

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

A PRZESTROGA

Prawo federalne dopuszcza sprzedaz tego urzagdzenia wytgcznie lekarzom lub na ich zamdwienie,
badz innym specjalistom posiadajgcym wazng licencje stanu, w ktérym prowadzg praktyke.

* Niektdre sktadniki odczynnikdw dostarczanych przez firme lllumina do stosowania z aparatem Aparat
NovaSeq 6000Dx zawierajg potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie, potkniecie,
kontakt ze skorg i oczami mogag powodowac uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosi¢ wyposazenie
ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie do ryzyka narazenia.
Zuzyte odczynniki nalezy traktowaé jako odpady chemiczne i utylizowac¢ je zgodnie z odpowiednimi
przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczace ochrony srodowiska,
zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS) dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

* Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne obnizenie
jakosci probek.

* Nalezy przestrzega¢ srodkéw ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy
pipetowac ustami. Nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas
postugiwania sie prébkamii odczynnikami zestawu nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy
laboratoryjne. Po zakoiczeniu postugiwania sie prébkami i odczynnikami zestawu nalezy doktadnie umy¢
rece.
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* Przestrzeganie zasad wykonywania prac oraz higieny prac laboratoryjnych jest wymagane, aby chroni¢
produkty reakcji PCR przed zanieczyszczeniem przez odczynniki, przyrzady lub prébki genomowego DNA.
Zanieczyszczenie produktow reakcji PCR moze powodowacd niedoktadne i niepewne wyniki.

* Aby zapobiega¢ zanieczyszczeniu produktow, nalezy upewnic sie, ze obszary procesu przed amplifikacjag
i po niej sg wyposazone w specjalne przyrzady i materiaty eksploatacyjne (np. pipety, koncowki do
pipetowania, bloki grzejne, mieszadta wirowe i wiréwki).

* Parowanie indeksdéw z probkami powinno przebiegac w Scistej zgodnosci z uktadem ptytki indeksowe;.
Aplikacja DNA Prep with Enrichment automatycznie wypetnia startery do indeksowania powigzane
z nazwami prébek po ich wprowadzeniu podczas konfiguracji przebiegu. Przed rozpoczeciem przebiegu
sekwencjonowania uzytkownikowi zaleca sie zweryfikowanie powigzan starteréw indeksowych z probkami.
Niezgodnosci miedzy rozktadem prébek a ich przypisaniem na ptytce mogg powodowac dodatnie
rozpoznanie probki i nieprawidtowe dane w raporcie wynikow.

* Instalacja Zdecydowanie zaleca sie instalacje dostarczonego przez uzytkownika oprogramowania
chronigcego komputer przed wirusami.

* NovaSeq 6000Dx nie nalezy uzytkowac¢ ze zdjetymi panelami. Obstuga aparatu ze zdjetymi panelami
stwarza potencjalne ryzyko ekspozycji uzytkownika na dziatanie napiecia sieciowego oraz napie¢ pradu
statego.

* Nie dotyka¢ platformy w przedziale komory przeptywowej. Znajdujgca sie w tym przedziale grzatka dziata
w zakresie temperatur od 22°C do 95°C i moze spowodowac oparzenia.

* Aparat wazy okoto 1059 funtéw i w przypadku upuszczenia lub nieprawidtowego obchodzenia sie z nim
moze powodowaé powazne obrazenia.

Charakterystyka dziatania

Charakterystyke dziatania przyrzgdu NovaSeq 6000Dx ustalono przy uzyciu lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx dla przygotowywania biblioteki, Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw
odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli) dla sekwencjonowania oraz aplikacji DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx dla analizy wtérnej, w tym wykrywania wariantéw linii zarodkowej i
somatycznej. Wykonane badania obejmowaty indeksowanie probek, przenoszenie prébek, poziom wejsciowy
DNA, czuto$¢ analityczng (LoB/LoD), doktadnos$é, precyzje, poréwnanie metod i odtwarzalnos$é. Informacje na
temat cech charakterystyki dziatania zaleznych od czynnikdéw przedanalitycznych, takich jak sposdb ekstrakcji
czy substancje zaktdcajgce, mozna znalez¢ w lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert (Ulotka
dotgczona do opakowania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx).
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Definicje obliczen stosowanych w okreslaniu parametrow
uzytkowych

1.

Procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (PPA, ang. Positive Percent Agreement) oblicza sie jako odsetek
prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu loci sklasyfikowanych jako warianty w oparciu o metode
referencyjna.

* (liczba loci wariantowych prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu) / (catkowita liczba loci wariantowych)
Loci wariantowe zgtoszone w oznaczeniu i zgodne z metoda referencyjng stanowig wyniki prawdziwie
dodatnie (TP, ang. True Positive). Loci wariantowe zgtoszone w oznaczeniu jako rozpoznania sekwencji
referencyjnej lub jako inne rozpoznania wariantowe stanowig wyniki fatszywie ujemne (FN, False Negative).

Procentowg zgodnos¢ wynikéw ujemnych (NPA, ang. Negative Percent Agreement) oblicza sie jako
odsetek loci sklasyfikowanych metoda referencyjng jako typ dzikii prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu.

* (liczba loci typu dzikiego prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu) / (catkowita liczba loci typu dzikiego)
Loci typu dzikiego zgtoszone w oznaczeniu i zgodne z metodg referencyjng stanowig wyniki prawdziwie
ujemne (TN, ang. True Negative). Loci typu dzikiego zgtoszone w oznaczeniu jako warianty stanowig wyniki
fatszywie dodatnie (FP, False Positive).

0golng zgodnos¢ procentowg (OPA, ang. Overall Percent Agreement) oblicza sie jako odsetek loci
prawidtowo sklasyfikowanych w oznaczeniu w stosunku do metody referencyjnej.

* [(liczba loci wariantowych prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu) + (liczba loci typu dzikiego
prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu)] / [(catkowita liczba loci wariantowych) + (catkowita liczba loci
typu dzikiego)]

Obliczenia PPA, NPA i OPA nie uwzgledniajg brakdw rozpoznan (loci wariantowych lub referencyjnych

niespetniajgcych warunkéw jednego lub wiekszej liczby filtréw jakosciowych).

Procent rozpoznan dodatnich (PPC, Percent Positive Calls) to liczba obserwacji z wykrytym wariantem

podzielona przez catkowitg liczbe badanych obserwacji z wytgczeniem obserwacji nieprawidtowych lub

odfiltrowanych ze wzgledu na matg gtebokosé.

Procent rozpoznan ujemnych (PNC, Percent Negative Calls) oblicza sie jako liczbe obserwacji z wzorcem
przechodzgcym jako wynikiem na jakiejs$ pozycji podzielong przez catkowitg liczbe przetestowanych
obserwaciji, z wytgczeniem wszelkich obserwacji nieprawidtowych lub odfiltrowanych ze wzgledu na matg
gtebokosé.

Procentowa zdolnos¢ do rozpoznania autosomoéw (Percent Autosome Callability) oblicza sie jako procent
pozycji referencyjnych innych niz N w regionach docelowych w chromosomach autosomalnych z
przechodzgcym rozpoznaniem genotypu.

Indeksowanie prébek

Startery indeksujgce probek dodawane na etapie przygotowywania biblioteki przypisujg do kazdego DNA
prébki unikalng sekwencje. Takie unikalne sekwencje umozliwiajg pulowanie wielu prébek w tym samym
przebiegu sekwencjonowania. Indeksowanie prébek stosuje sie zaréwno w procedurach dotyczacych linii
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zarodkowych, jak i somatycznych. Celem badania byto wyznaczenie minimalnej (12) i maksymalnej (192) liczby
probek, ktére moga by¢ przetwarzane w pojedynczym przebiegu sekwencjonowania w aparacie Aparat
NovaSeq 6000Dx. Dwanascie jednoznacznie zidentyfikowanych prébek Platinum Genome DNA (NA12877-
NA12888) przebadano przy uzyciu co najmniej 12 réznych kombinacji starteréw indeksujgcych na probke.
Biblioteki probek przygotowano przy uzyciu oznaczenia reprezentatywnego w celu rozpoznania réznych
genow obejmujacych 1970 505 nukleotyddw na wszystkich 23 ludzkich chromosomach. Przyktadowe wyniki
czterech przebiegdéw sekwencjonowania z wykorzystaniem przeptywu pracy analizy Germline FASTQ i VCF
generation w aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx poréwnano z wersjg Platinum
Genomes 2016-1.0.

W przypadku pierwszego zestawu przebiegdw 192 jednoznacznie zindeksowane biblioteki probek zostaty
zsekwencjonowane w dwdch przebiegach sekwencjonowania, z odczynnikami S2 i S4, w celu weryfikacji
zaréwno maksymalnej liczby obstugiwanych indekséw, jak i zdolnosci oznaczenia do konsekwentnego
rozpoznawania genotypowego dla danej probki w réznych kombinacjach starteréw indeksujgcych. W drugiej
serii przebiegéw 12 jednoznacznie zindeksowanych bibliotek prébek poddano sekwencjonowaniu w dwdéch
przebiegach indeksowania, z odczynnikami S2 i S4, w celu zweryfikowania minimalnej liczby obstugiwanych
indeksow.

Dla przebiegow z 192 indeksami wartos¢ PPA dla SNV wynosita od 99,7% do 100%, wartos¢ PPA dla insercji
wynosita 100%, a dla delecji od 96,7% do 100%, natomiast warto$¢ NPA wynosita 100%. Dla przebiegéw z 12
indeksami wartos¢ PPA dla SNV wynosita od 99,7% do 100%, wartos¢ PPA dla insercji wynosita od 89,6% do
100%, a dla delecji od 94,6% do 100%, natomiast warto$¢ NPA wynosita 100%.

Przenoszenie probek

Aparat NovaSeq 6000Dx umozliwia sekwencjonowanie wielu prébek, w tym kontroli, w pojedynczym
przebiegu. Przeprowadzono badanie majgce na celu ocene stopnia przenoszenia probek w pojedynczym
przebiegu sekwencjonowania oraz miedzy przebiegami sekwencjonowania. Dwanascie prébek Platinum
Genome DNA, szes$¢ meskich i szes¢ zenskich, zbadano przy uzyciu oznaczenia reprezentatywnego majgcego
na celu rozpoznanie réznych gendw obejmujgcych 1970 505 nukleotyddw we wszystkich 23 ludzkich
chromosomach, w tym w obu chromosomach ptciowych. Biblioteki zostaty sekwencjonowane w Aparat
NovaSeq 6000Dx przy uzyciu przeptywu pracy analizy Germline FASTQ i VCF generation w aplikacji DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Przeniesienie prébek meskich do préobek zenskich stwierdzono na
podstawie obecnosci odczytéw docelowego chromosomu Y w prébkach zenskich.

Przeniesienie w ramach pojedynczego przebiegu moze zaj$¢ w trakcie generowania klastréw, rozpoznawania
nukleotyddw podczas cyklu odczytu indekséw i demultipleksowania probek. W celu zbadania przenoszenia
prébek w przebiegu sekwencjonowania pule bibliotek sktadajgca sie z co najmniej dwunastu powtdrzen kazde;j
jednoznacznie zidentyfikowanej probki meskiej i zeriskiej oraz dwdch prébek kontrolnych bez wzorca, w sumie
192 jednoznacznie indeksowanych bibliotek, zsekwencjonowano w Aparat NovaSeq 6000Dx w dwdch
przebiegach sekwencjonowania z odczynnikami S2 i S4. Przenoszenie prébek w ramach przebiegu oceniano,
poréwnujgc pokrycie docelowe chromosomu Y w kazdym powtdrzeniu prébki zeskiej w pordwnaniu ze
$rednim pokryciem docelowym chromosomu Y we wszystkich powtdrzeniach prébek meskich. 95. percentyl
obserwowanego przeniesienia w przebiegu wynosit odpowiednio 0,0090% i 0,041% dla odczynnikéw S2 i S4.
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W celu przetestowania przenoszenia préobki pomiedzy przebiegami przygotowano dwie pule bibliotek i kolejno
sekwencjonowano je na jednym Aparat NovaSeq 6000Dx, po stronie A przy uzyciu odczynnikdw S4 i po stronie
B przy uzyciu odczynnikdw S2. Pierwsza pula zawierata co najmniej dwanascie powtdrzen szesciu
jednoznacznie zidentyfikowanych prébek zenskich plus dwie prébki kontrolne bez wzorca, co dato tgcznie 96
jednoznacznie indeksowanych bibliotek. Druga pula zawierata co najmniej dwanascie powtdrzen szesciu
jednoznacznie zidentyfikowanych préobek meskich plus dwie prébki kontrolne bez wzorca, co dato tgcznie 96
jednoznacznie indeksowanych bibliotek. W obu pulach stosowano ten sam zestaw adapteréw indekséw. Pule
zenska sekwencjonowano w pierwszej kolejnosci, nastepnie sekwencjonowano pule meska, a w dalszej
kolejnosci wykonywano powtdrzenie sekwencjonowania puli zenskiej. Przenoszenie prébek miedzy
przebiegami oceniano wedtug typow odczynnikdéw S2 i S4 poréwnujac pokrycie docelowe chromosomu Y
miedzy odpowiednimi powtdrzeniami powtdrnego przebiegu puli zenskiej i przebiegu puli meskiej. 95. percentyl
obserwowanego przeniesienia pomiedzy przebiegami wynosit odpowiednio 0,0089% i 0,012% dla odczynnikdw
S2iS4.

Poziomy wejsciowe DNA

Krew (linia zarodkowa)

Zakres wejsciowy DNA we krwi dla zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx przy uzyciu aplikacji
DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zostat ustalony dla NovaSeq 6000Dx. Oceny ww. zakresu
dokonano, wykonujgc badanie serii rozcienczen osmiu prébek Platinum Genome DNA (NA12877 - NA12884)

W reprezentatywnym oznaczeniu rozpoznajgcym rézne geny obejmujgce 1970 505 nukleotyddw na 23 réznych
ludzkich chromosomach. Biblioteki byty sekwencjonowane w jednym Aparat NovaSeq 6000Dx przy uzyciu
jednej partii Zestaw odczynnikdw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw odczynnikéw NovaSeq
6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykili).

Siedem prébek poddano badaniu w dwdch powtdrzeniach przy szesciu poziomach wejsciowych DNA z zakresu
od 1000 ng do 10 ng (1000 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng i 10 ng). Osma prébka (NA12884) byta testowana
jako pojedyncze powtdrzenie przy poziomie wejsciowym 10 ng i w dwdch powtdrzeniach dla wszystkich
pozostatych poziomoéw wejsciowych. W celu wyznaczenia doktadnosci genotypy probek poréwnano do
genotypdéw z bazy danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. Wyniki zostaty okreslone dla kazdego poziomu
wejsciowego. PPA dla kazdego typu wariantu (SNV, insercje i delecje) jest przedstawione w Wyniki PPA dla
kazdego poziomu wejsciowego DNA krwi w zaleznosci od rodzaju wariantu na stronie 35. NPA przedstawiono w
NPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA we krwina stronie 35. Wszystkie poziomy wejsciowe
charakteryzowaty sie podobng doktadnoscig. Poziom wejsciowy DNA zalecany dla lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx wynosi 50-1000 ng przy 1000 ng i 10 ng jako gdérna i dolng granicag wartosci, dla ktérych
zachowana jest zgodnos¢ z charakterystyka dziatania przy sekwencjonowaniu za pomocg urzagdzenia NovaSeq
6000Dx.
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Tabela 9 Wyniki PPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA krwi w zaleznosci od rodzaju wariantu

Poziom wejsciowy DNA (ng) Typ wariantu Warianty oczekiwane

10 SNV
25

50

100

250

1000

10 Insercja
25

50

100

250

1000

10 Delecja
25

50

100

250

1000

Tabela 10 NPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA we krwi

Poziom wejsciowy DNA (ng)
10

25

50

100

250

1000
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69612
74192

2732
2928

2084
2240

™
115449045
123012157

122985299
122976660
122971099
122978527

TP
69538
74105
74105
74116
74113
74112
2732
2916
2914
2917
2928
2921
2049
2200
2207
2199
2201
2195

FP
384
415
369
321
331
324

FN Brak rozpoznania wariantu
68 6
75 12
74 13
72 4
72 7
73 7
0 0
6 6
8 6
6 5
0 0
5 2
4 31
9 31
3 30
1 40
0 39
2 43
Brak rozpoznan wzorca
285751
438153
465043
473730
479289
471882

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 (%)
>999
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
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FFPE (somatyczne)

Zakres wejsciowy DNA utrwalonego w formalinie, zatopionego w parafinie (FFPE) dla zestawu Illumina DNA
Prep with Enrichment Dx z zastosowaniem aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx zostat
ustalony dla NovaSeq 6000Dx. Oceny ww. zakresu dokonano, wykonujgc badanie serii rozciericzen

dwodch probek Platinum Genome w reprezentatywnym oznaczeniu rozpoznajgcym rézne geny obejmujgce
1970 505 nukleotyddw na 23 réznych ludzkich chromosomach. Biblioteki byty sekwencjonowane w jednym
Aparat NovaSeq 6000Dx przy uzyciu jednej partii Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5

(300 cykli) i Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli).

DNA z probki linii komdrkowej GM12877 rozcienczono za pomocg DNA z prébki linii komdrkowej GM12878,
uzyskujgc probke GM12877-13 z unikalnymi wariantami heterozygotycznymi i homozygotycznymi GM12877

o czestosciach wystepowania wariantdw zblizonych do 6,5% i 13%. Przetestowano rowniez nierozcienczony
GM12877. GM12877-13 poddano badaniu w dwdch powtdrzeniach przy czterech poziomach wejsciowych DNA
z zakresu od 1000 ng do 25 ng (1000 ng, 250 ng, 50 ng i 25 ng). GM12877 byto testowane jako pojedyncze
powtdrzenie przy 250 ng i w dwdch powtdrzeniach dla wszystkich pozostatych poziomoéw wejsciowych. W celu
wyznaczenia doktadnosci rozpoznania wariantéw prébek poréwnano do genotypdw z bazy danych Platinum
Genomes w wersji 2016-1.0. Wyniki zostaty okreslone dla kazdego poziomu wejsciowego. PPA dla kazdego
typu wariantu (SNV, insercje i delecje) jest przedstawione w Wyniki PPA dla kazdego poziomu wejsciowego
DNA w zaleznosci od rodzaju wariantu na stronie 36. NPA przedstawiono w NPA dla kazdego poziomu
wejsciowego DNA w probkach FFPE na stronie 37. Wszystkie poziomy wejsciowe charakteryzowaty sie
podobng doktadnoscia. Dla probek FFPE o wartosci ACq =< 5 zalecany poziom wejsciowy DNA dla wynosi 50—
1000 ng dla zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx przy 1000 ng i 25 ng jako gérnej i dolnej granicy
wartosci, dla ktorych zachowana jest zgodnosé z charakterystyka dziatania przy sekwencjonowaniu za pomocg
urzgdzenia NovaSeq 6000Dx.

Tabela 11 Wyniki PPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA w zaleznosci od rodzaju wariantu

VAF w docelowym rozcienczeniu

0,065 0,13
Poziom . Brak . Brak
wejsciowy DNA TYP Warl.j:mty TP FN rozpoznania PPA Warl:.:mty P FN rozpoznania PPA
) wariantu oczekiwane wariantu (%) oczekiwane wariantu (%)
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 Insercja 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
50 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
250 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
1000 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100
25 Delecja 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
Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 36275
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Tabela 12 NPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA w probkach FFPE

Poziom wejéciowy DNA (ng) Oczekiwany typ dziki ™ FP Brak rozpoznai wzorca NPA (%)
25 25354119 25353706 413 5499498 >99,9
50 27538269 27538013 256 3315421 >999
250 21562303 21561983 320 1577958 >99,9
1000 29030903 29030596 307 1822781 >99,9

Czutos¢ analityczna (granica proby slepej [LoB]) i granica
wykrywalnosci [LoD])

Badanie to przeprowadzono w celu oceny granicy proby slepej (LoB) i granicy wykrywalnosci (LoD) dla
przeptywu pracy analizy generowania Somatic FASTQ i VCF aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx w Aparat NovaSeq 6000Dx. W tym badaniu uzyto oznaczenia reprezentatywnego w celu
rozpoznania réznych gendéw obejmujgcych 1970 505 nukleotyddw na wszystkich 23 ludzkich chromosomach.
Linie komdrkowe Platinum Genome GM12878 i GM12877 utrwalono w formalinie i zatopiono w parafinie, po
czym dokonano ekstrakcji DNA. Rozcienczenia GM12877 do GM12878 przygotowano do wytworzenia prébek
zawierajgcych 0%, 4%, 6,5% i 13% GM12877 wedtug objetosci, tak ze czestotliwosci wariantéw w przypadku
489 jednoznacznie zidentyfikowanych wariantéw GM12877 (454 SNV, 17 insercji i 18 delecji) miescity sie w
zakresie od 0 do 0,13. Biblioteki préobek przygotowano przy uzyciu dwdch partii odczynnikéw z zestawu lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx i sekwencjonowano w ciggu szesciu kolejnych dni rozpoczecia z dwoma Aparat
NovaSeq 6000Dx i dwiema partiami Zestaw odczynnikdw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw
odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli), co daje w sumie dwanascie przebiegdéw
sekwencjonowania. W wyniku tego uzyskano 288 obserwacji dla kazdego wariantu w kazdym z rozcienczen
probki. Wartosci granicy proby slepej (LoB) i granicy wykrywalnosci (LoD) obliczono przy uzyciu klasycznego
podejscia przedstawionego w CLSI EP17-A2. LoB i LoD obliczono osobno dla odczynnikéw S2 i S4, taczac
czestotliwosci wariantdw wszystkich wariantéw w przebiegu sekwencjonowania dla kazdego typu odczynnika.
Prawdopodobienstwo btedu pierwszego rodzaju zdefiniowano jako 0,01, zas prawdopodobieristwo btedu
drugiego rodzaju zdefiniowano jako 0,05.

LoB oceniono dla 489 loci niezaleznie dla dwdéch partii sekwencjonowania dla kazdego typu odczynnika (S2 lub
S4) i przygotowania biblioteki. Dla odczynnikéw S2 95. percentyl LoB wynosit 2,9%. Dla odczynnikow S4 95.
percentyl LoB wynosit 2,2%.

LoD obliczono pomyslnie dla 478 z 489 wariantéw dla S2 i 485 z 489 wariantow dla S4. Warianty, w ktérych nie
okreslono LoD dla jednego lub obu przygotowan biblioteki, zostaty wykluczone z ostatecznego przypisania LoD
do systemu NovaSeq 6000Dx. LoD systemu NovaSeq 6000Dx z odczynnikami S2 i S4 okreslono przyjmujgc 95.
percentyl poszczegdlnych wariantéw LoD. Dla odczynnikédw S2 95. percentyl dla 478 wariantéw LoD wynosit
4,8%. Dla odczynnikdéw S4 95. percentyl dla 485 wariantéw LoD wynosit 3,9%.

Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 37275
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Doktadnos¢

Linia zarodkowa

Przeprowadzono nastepujgce badanie w celu oceny doktadnosci rozpoznawania wariantéw procedury analizy generacji Germline
FASTQ i VCF aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w Aparat NovaSeq 6000Dx przy uzyciu Zestaw odczynnikéw
NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli). Cztery unikalne prébki z materiatu DNA Platinum Genome zostaty przetestowane przy uzyciu
reprezentatywnego oznaczenia zaprojektowanego w celu rozpoznania szeregu gendw wchodzacych w sktad 1970 505 nukleotydow
(9232 sekwencje docelowe) we wszystkich 23 ludzkich chromosomach. Kazda z prébek byta testowana w 12 powtdrzeniach,

z wyjatkiem prébki NA12880, ktdra byta testowana w 11 powtdrzeniach. Wykonano w sumie 18 przebiegdéw z uzyciem trzech aparatéw
do sekwencjonowania, trzech serii odczynnikéw S2 z udziatem dwdéch operatorow w okresie szesciu dni rozpoczynania oznaczen.
Doktadnos¢ zostata okreslona dla wariantow SNV, insercji i delecji przez poréwnanie wynikéw badania z bazg danych Platinum
Genomes w wersji 2016-1.0.

Tabela 13 Podsumowanie zgodnosci dla linii zarodkowej

Kryteria Obserwacje tacznie’ Wynik obserwaciji? Wynik dla przebiegu®
PPA dla SNV 846 99,8 99,9

PPA dlainsercji 846 97,9 > 99,9

PPA dla delecji 846 96,9 99,9

NPA 846 > 99,9 >999

OPA 846 >99,9 >999

T Obliczone jako liczba préobek na przebieg (47) x liczba przebiegdw (18) = 846.

2 Najnizsza obserwowana warto$¢ dla powtdérzenia prébki we wszystkich 18 przebiegach.

3 Najnizsza warto$¢ w potagczonej analizie danych z kazdego przebiegu.
Tabela Zgodnosc wariantdw linii zarodkowej w zaleznosci od probki na stronie 39 zawiera dane z badania prezentowane w postaci
procentowych zgodnosci wynikéw dodatnich i ujemnych dla poszczegdlnych prébek, przy czym na potrzeby obliczen zgodnosci PPA
wyniki wariantow sg poréwnywane z bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. Trzy typy wariantow (SNV, insercje i delecje)
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zostaty ze sobg potgczone. Poniewaz metoda referencyjna dostarcza tylko wyniki dotyczgce wariantéw pojedynczych nukleotydow
oraz insercji/delecji, wyniki nukleotyddéw niewariantowych na potrzeby obliczer zgodnosci NPA poréwnywane sa z referencyjna
sekwencjg 19 genomu ludzkiego.

Tabela 14 Zgodnos¢ wariantéw linii zarodkowej w zaleznosci od prébki

Zdolnos¢ ) Brak
a . Warianty i
Prébka rozpoznawania . 1 TP FN rozpoznania TN FP PPA NPA OPA
, oczekiwane .

autosomow wariantu
NA12877 99,4 273672 273452 220 O 4147 651 31 931 999 >999 >999
NA12878 99,4 265680 265208 234 238 414 803 691 1193 999 >999 >999
NA12879 99,4 261792 261792 0 0 414746986 1429 100 >999 >99)9
NA12880 99,4 246 114 245 551 399 164 380157538 1458 99,8 >999 >999

T Catkowita liczba wariantéw we wszystkich powtérzeniach probki w 18 przebiegach.

Tabela Zgodnosc wariantow linii zarodkowej w zaleznosci od typu wariantu w probce na stronie 39 zawiera dane z badania
prezentowane dla poszczegodlnych préobek, przy czym wyniki wariantow zostaty poréwnane z dobrze scharakteryzowang, ztozong
metodg referencyjng. Wykrywalnos$¢ zostata oceniona oddzielnie dla kazdego rodzaju wariantu — SNV, insercji i delecji. Pozycje
referencyjne zostaty wykluczone.

Tabela 15 Zgodnos¢ wariantdéw linii zarodkowej w zaleznosci od typu wariantu w probce

Numery SVN Insercje Delecje

Prébka Oczekiwane TP FN Oczekiwane TP FN Oczekiwane TP FN
NA12877 255096 254 877 219 10 368 10 367 1 8208 8208 0
NA12878 250 344 250077 221 8424 8424 0 6912 6707 13
NA12879 246 024 246 024 0 8856 8856 0 6912 6912 0
NA12880 229482 229 086 396 9306 9306 0 7326 7159 3

Probki poddano dalszej analizie pod katem rozpoznawania matych insercji i delecji (polimorfizméw typu indel). Ogdlne podsumowanie
przedstawiono w tabeli Podsumowanie wykrywania polimorfizmow typu indel w module do wykrywania wariantow linii zarodkowejna
stronie 40. Obecnych byto w sumie 210 polimorfizmdw typu indel o wielkosci od 1 do 18 bp w przypadku insercjiiod 1do 21 bp

w przypadku delecji.
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Tabela 16 Podsumowanie wykrywania polimorfizméw typu indel w module do wykrywania wariantow linii zarodkowej

Typ wariantu Warianty oczekiwane TP FN Brak rozpoznania wariantu PPA
Insercja 36 954 36 953 1 0 > 99,9
Delecja 29 358 28 986 16 356 99,9

Oznaczenie reprezentatywne sktadato sie z 9232 sekwencji docelowych zaprojektowanych tak, aby pokry¢ szeroki zakres zawartosci
materiatu genetycznego. Zawartos¢ GC w sekwencjach docelowych miescita sie w zakresie 0,20-0,86. Sekwencje docelowe
charakteryzowaty sie rowniez pewnym zakresem powtdérzen pojedynczych nukleotyddw (np. PolyA, PolyT), dinukleotyddw

i trinukleotyddéw. Dane kompilowane na podstawie liczby chromosomow w celu okreslenia wptywu zawartosci genomowej na odsetek
prawidtowych rozpoznan przedstawiono w tabeli Doktadnosc oznaczeri wariantow linii zarodkowej na poziomie chromosomow na
stronie 40. Odsetek prawidtowych rozpoznan obejmuje rozpoznania wariantu i wzorca i jest mniejszy od 100% w przypadku
nieprawidtowych rozpoznan lub braku rozpoznan.

Tabela 17 Doktadnos¢ oznaczen wariantow linii zarodkowej na poziomie chromosomow

Odsetek

Liczba Liczba
Liczba . Liczba Zawartosé Prawidtowe Nieprawidtowe  Brak prawidiowo )
Chromosom ) sekwencji ; . Zakres GC . ) ; nierozpoznanyc
genow nukleotydéw  genomiczna rozpoznania rozpoznania rozpoznan rozpoznanych ,
docelowych N h nukleotydow
nukleotydow
chrl 47 728 138328  Poli A (12), [0,22 - 114888718 34 966 860 > 99,9 0,83
Poli C (7), 0,8];

Poli T (14), mediana:
Poli G (7), 0,51
Dinukleotyd

(22),

Trinukleoty

d (8),

Insercja

(18), Delecja

(4)
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Chromosom

chr2

chr3

Liczba
genow

39

38

Liczba
sekwencji
docelowych

628

650

Liczba

nukleotydow

159 588

137 627

Zawartosé
genomiczna

Poli A (46),
Poli C (8),
Poli T (23),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(22),
Trinukleoty
d(8),
Insercja (5),
Delecja (2)

Poli A (18),
Poli C (6),
Poli T (18),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(12),
Trinukleoty
d (6),
Insercja (11),
Delecja (1)

Zakres GC Prawid{owte
rozpoznania

[0,24 - 132293 46

0,81]; 4

mediana:

0,44

[0,25 - 114 625 053

0,86];

mediana:

0,45

Nieprawidtowe
rozpoznania

798

2

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
460 345 > 99,9
226 461 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,35

0,20
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chrd 17 370 73766
chrs 25 507 90 008

Zawartosé
genomiczna

Poli A (9),
Poli C (7),
Poli T (25),
Poli G (6),
Dinukleotyd
(3),
Trinukleoty
d(5),
Insercja (2),
Delecja (2)

Poli A (10),
Poli C (6),
Poli T (12),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(10),
Trinukleoty
d(8),
Insercja (8),
Delecja (18)

Zakres GC

[0,27 -
0,77];

mediana:

0,45

[0,29 -
0,79];

mediana:

0,46

Prawidiowe
rozpoznania

61872303

75314 497

Nieprawidtowe
rozpoznania

0

912

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
66 741 100
153 061 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

omn

0,20
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Chromosom

chr6

chr7

Liczba
genow

39

21

Liczba
sekwencji
docelowych

453

450

Liczba

nukleotydow

126 721

161 501

Zawartosé
genomiczna

Poli A (28),
Poli C (7),
Poli T (33),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(18),
Trinukleoty
d (11),
Insercja (4),
Delecja (2)

Poli A (27),
Poli C (8),
Poli T (21),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(31),
Trinukleoty
d (9),
Insercja (1),
Delecja (4)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

[0,24 -
0,791,
mediana:
0,48

[0,2 -
0,771; 4
mediana:
0,46

103 412 695

132 534 07

Nieprawidtowe
rozpoznania

19

Brak
rozpoznan

182 361

246 884

Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow

>99,9

>99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,18

0,19
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr8 18 381 67775
chr9 23 347 87100

Zawartosé
genomiczna

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (13),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(3),
Trinukleoty
d(9),
Insercja (4),
Delecja (1)

Poli A (12),
Poli C (7),
Poli T (27),
Poli G (8),
Dinukleotyd
(9),
Trinukleoty
d(9),
Insercja (4),
Delecja (1)

Zakres GC

[0,26 -
0,78];

mediana:

0,47

[0,27 -
0,83];

mediana:

0,49

Prawidiowe
rozpoznania

56 247 612

72650800

Nieprawidtowe
rozpoznania

41

20

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
170 925 > 99,9
241991 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,30

0,33
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr10 14 317 66 723
chr1 29 oM 91786

Zawartosé
genomiczna

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (6),
Dinukleotyd
(16),
Trinukleoty
d(6),
Insercja (1),
Delecja (1)

Poli A (28),
Poli C (8),
Poli T (21),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(26),
Trinukleoty
d(7),
Insercja (2),
Delecja (2)

Zakres GC

[0,23 -
0,78];

mediana:

0,44

[0,28 -
0,8];

mediana:

0,47

Prawidiowe
rozpoznania

55539 058

75744 222

Nieprawidtowe
rozpoznania

742

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
188 216 > 99,9
259 258 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,34

0,34
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr12 29 577 120 365
chr13 13 283 58 639

Zawartosé
genomiczna

Poli A (19),
Poli C (8),
Poli T (40),
Poli G (7),
Dinukleotyd
),
Trinukleoty
d(7),
Insercja (1),
Delecja (5)

Poli A (24),
Poli C (6),
Poli T (12),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(6),
Trinukleoty
d(8),
Insercja
(14), Delecja
(0)

Zakres GC

[0,26 -
0,77];

mediana:

0,49

[0,28 -
0,79];

mediana:

0,42

Prawidiowe
rozpoznania

99972530

48 503179

Nieprawidtowe
rozpoznania

1

1

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
542 005 > 99,9
45 666 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,54

0,09
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr14 1 147 26 980
chr15 15 266 52 091

Zawartosé
genomiczna

Poli A (21),
Poli C (6),
Poli T (18),
Poli G (11),
Dinukleotyd
(6),
Trinukleoty
d(6),
Insercja (4),
Delecja (1)

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (13),
Poli G (6),
Trinukleoty
d(8),
Insercja (4),
Delecja (6)

Zakres GC

[0,29 -
0,77];

mediana:

0,47

[0,29 -
0,76];

mediana:

0,46

Prawidiowe
rozpoznania

22286153

43 600 279

Nieprawidtowe
rozpoznania

198

0

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
147 895 > 99,9
99 041 100

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,66

0,23
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr16 21 366 80030
chr17 36 645 118 062

Zawartosé
genomiczna

Poli A (7),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(3),
Trinukleoty
d (10),
Insercja
(15), Delecja
(21)

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (18),
Poli G (8),
Dinukleotyd
(13),
Trinukleoty
d (6),
Insercja
(18), Delecja
(16)

Zakres GC

[0,3 -
0,76];

mediana:

0,54

[0,28 -
0,82];

mediana:

0,49

Prawidiowe
rozpoznania

65490 245

97 929 929

Nieprawidtowe
rozpoznania

16

417

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
1438278 >99,9
335905 > 99,9

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

2,15

0,34
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr18 9 99 19195
chr19 30 605 104 004
chr20 12 179 33795

Zawartosé
genomiczna

Poli A (7),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (6),
Trinukleoty
d (10),
Insercja (4),
Delecja (0)

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (31),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(3),
Trinukleoty
d(7),
Insercja (2),
Delecja (21)

Poli A (6),
Poli C (6),
Poli T (7),
Poli G (8),
Trinukleoty
d (9),
Insercja (5),
Delecja (0)

Zakres GC

[0,22 -
0,78];

mediana:

0,44

[0,33-
0,83];

mediana:

0,59

[0,31-
0,84];

mediana:

0,53

Prawidiowe
rozpoznania

15967 171

85642 066

28108 712

Nieprawidtowe
rozpoznania

312

3

0

Brak
rozpoznan

42 077

678 213

38 374

Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow

>99,9

>99,9

100

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,26

0,79

0,14
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom ) sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr21 5 63 30642
chr22 10 187 36 727

Zawartosé
genomiczna

Poli A (28),
Poli C (6),
Poli T (24),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5), Insercja
(2), Delecja
(5)

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (19),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(3),
Trinukleoty
d (6),
Insercja (6),
Delecja (0)

Zakres GC

[0,22 -
0,78];

mediana:

0,52

[0,27 -
0,741;

mediana:

0,51

Prawidiowe
rozpoznania

25319736

30258 131

Nieprawidtowe
rozpoznania

50

0

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow
57 434 > 99,9
42 673 100

Liczba
nierozpoznanyc
h nukleotydow

0,23

0,14
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Odsetek

Liczba Liczba
Liczba . Liczba Zawartosé Prawidtowe Nieprawidiowe  Brak prawidtowo )
Chromosom ) sekwencji ; . Zakres GC . ) . nierozpoznanyc
genow nukleotydéw  genomiczna rozpoznania rozpoznania rozpoznan rozpoznanych ,
docelowych ) h nukleotydow
nukleotydow
chrX 23 433 83576 Poli A (18), [0,2 - 67 318722 0 770 544 100 1,13

Poli C (8), 0,72];
Poli T (23), mediana:
Poli G (9), 0,48
Dinukleotyd

(3),

Trinukleoty

d (23),

Insercja (3),

Delecja (0)

chrY 0 40 5476 Poli A (11), [0,4 - 0 0 0 nd. nd.
Poli C (8), 0,591;
Poli T (11), mediana:
Poli G (5), 0,45
Insercja (0),
Delecja (0)

Wyniki sekwencjonowania prébki NA12878 poréwnano z genotypem o wysokim poziomie ufnosci, ustalonym dla prébki NA12878 przez
os$rodek NIST (National Institutes of Standards and Technology) (v.2.19). Na sumaryczng liczbe 9232 sekwencji docelowych

8009 w petni zawierato sie w regionach genomu o wysokim poziomie ufnosci, 776 czesciowo naktadato sie na te regiony, zas 447 nie
naktadato sie na sekwencje NIST. W rezultacie dla kazdego powtérzenia uzyskano 1831483 wspdtrzednych do poréwnan. Rozpoznane
nukleotydy niewariantowe zostaty poréwnane z referencyjng sekwencjg 19 genomu ludzkiego. Wyniki doktadnosci przedstawiono

w tabeli Zgodnosc wariantow linii zarodkowych probki NA12878 z bazg danych NIST na stronie 51.

Tabela 18 Zgodnosc¢ wariantow linii zarodkowych probki NA12878 z bazg danych NIST

) . Zdolnos¢
3 Liczba uwzglednionych .
Prébka . rozpoznawania TP FN TN FP PPA NPA OPA
sekwencji docelowych )
autosomow

NA12878 8785 99,4 247709 218 394262149 4584 >999 >999 >999
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W oparciu o dane dostarczone z 18 przebiegdéw analizy wariantéw linii zarodkowej Aparat NovaSeq 6000Dx jest w stanie powtarzalnie
sekwencjonowag:

Zawartos¢ GC = 20% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1692 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 20% zawartoscig
GC zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0%).

Zawartos$¢ GC = 86% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 86% zawartoscig GC
rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0%).

tancuchy PoliA o dtugosci = 46 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 46
powtdrzeniami PoliA prawidtowo rozpoznanymi przy wspétczynniku braku rozpoznan wynoszacym 0,27%)

Dtugosci PoliT = 40 (13 384 074 z 13 384 321 nukleotyddw rozpoznanych w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 40
powtdrzeniami PoliT prawidtowo rozpoznanymi przy wspoétczynniku braku rozpoznania wynoszacym 0,26 %)

Dtugosci PoliG = 11 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych zawierajgcych
powtdrzenie PoliG ztoZzone z 11 nukleotyddw zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0%).

Dtugosci PoliC = 8 (9 815 030 z 9 815 035 nukleotyddw rozpoznanych w 5922 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 8
powtdrzeniami PoliC prawidtowo rozpoznanymi przy odsetku braku rozpoznan wynoszgcym 0,53%)

Powtdrzenia dinukleotydowe o diugosci = 31x (32 233 922 z 32 233 926 wszystkich zidentyfikowanych nukleotydéw w 846
sekwencjonowanych obszarach docelowych z 31-krotnym powtdérzeniem dinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy
odsetku braku rozpoznan na poziomie 0,21%).

Powtérzenia trinukleotydowe o dtugosci = 23x (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych obszarach
docelowych z 23-krotnym powtdérzeniem trinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie
0,21%).

Insercje o dtugosci < 18 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1692 sekwencjonowanych obszarach docelowych zawierajgcych
insercje 18-nukleotydowg zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 7,71%).

Delecje o dtugosci = 21 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1692 sekwencjonowanych obszarach docelowych zawierajgcych
delecje 21-nukleotydowg zostaty rozpoznane poprawnie przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 1,14%).
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Warianty somatyczne

Opisane tutaj badanie zostato wykorzystane do oceny doktadnosci rozpoznawania wariantéw w ramach procedury analizy generacji
Somatic FASTQ i VCF aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx w Aparat NovaSeq 6000Dx przy uzyciu Zestaw
odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli).

W tym badaniu uzyto oznaczenia reprezentatywnego w celu rozpoznania réznych gendw obejmujgcych 1970 505 nukleotyddw
(9232 sekwencji docelowych) znajdujgcych sie w 23 réznych chromosomach. Materiat DNA Platinum Genome wyekstrahowano
z poddanych obrdébce blokéw FFPE, tworzgc cztery unikalne probki oceniane w badaniu.

DNA z prébki linii komérkowej GM12877 rozcieficzono za pomocg DNA z prébki linii komorkowej GM12878, uzyskujgc probke GM12877-
13 z unikalnymi wariantami heterozygotycznymii homozygotycznymi GM12877 o czestosciach wystepowania wariantéw zblizonych do
6,5% i 13%. DNA z proébki linii komérkowej GM12878 rozcienczono za pomocg DNA z probki linii komdérkowej GM12877, uzyskujgc probke
GM12878-13 z unikalnymi wariantami heterozygotycznymi i homozygotycznymi GM12878 o czestosciach wystepowania wariantéw
zblizonych do 6,5% i 13%. Przetestowano réwniez nierozcienczone probki GM12877 i GM12878. Kazda z probek byta testowana

w 12 powtdrzeniach, z wyjatkiem nierozcienczonej probki GM12878, ktéra byty testowane w 11 powtdrzeniach. Wykonano w sumie
osiemnascie przebiegdw z uzyciem trzech aparatéw do sekwencjonowania, trzech serii odczynnikdéw S4 z udziatem dwdch operatoréw
w okresie szes$ciu dni rozpoczynania oznaczen. Doktadnos$¢ zostata okreslona dla wariantéw SNV, inserciji i delecji przez poréwnanie
wynikéw badania z bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0.

Tabela 19 Podsumowanie zgodnosci wariantéw somatycznych

Kryteria Liczba obserwacji’ Wynik dla obserwaciji? Wynik dla przebiegu®
PPA dla somatycznych SNV 846 99,8 98,9

PPA dla somatycznych insercji 846 100 100

PPA dla somatycznych delecji 846 100 100

NPA 846 > 99,9 >99,9

OPA 846 > 99,9 >99,9

T Obliczona wartos$¢ = liczba probek na przebieg (47) x liczba przebiegdw (18) = 846.
2 Najnizsza obserwowana warto$c dla powtdrzenia probki we wszystkich 18 przebiegach.
3 Najnizsza warto$¢ w potgczonej analizie danych z kazdego przebiegu.
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Tabela Zgodnosc wariantow somatycznych w zaleznosci od probkina stronie 54 zawiera dane z badania prezentowane w postaci
procentowych zgodnosci wynikéw dodatnich i ujemnych dla poszczegdlnych prébek, przy czym na potrzeby obliczen zgodnosci PPA
wyniki wariantow sg poréwnywane z dobrze scharakteryzowanymi, ztozonymi danymi referencyjnymi. Trzy typy wariantow (SNV,
insercje i delecje) zostaty ze sobg potgczone. Poniewaz metoda referencyjna dostarcza tylko wyniki dotyczgce wariantéw pojedynczych
nukleotyddw oraz insercji/delecji, wyniki nukleotyddw niewariantowych na potrzeby obliczen zgodnosci NPA poréwnywane sg

z referencyjng sekwencjag 19 genomu ludzkiego.

Tabela 20 Zgodnos¢ wariantdw somatycznych w zaleznosci od probki

Zdolnosé ) Brak
. . Warianty .
Prébka rozpoznawania R TP FN rozpoznania TN FP PPA NPA OPA
, oczekiwane .
autosomoéw wariantu
GM12877 95,4 96 228 95022 198 1008 365425 810 1203 998 > >99,9
99,9
GM12878 94,5 96 768 96 278 0 490 395002023 1278 100 > >99,9
99,9
GM12877- 94,7 104 976 103029 216 1731 395989324 1286 998 > >99,9
13 99,9
GM12878- 95,2 96 768 96 027 0 741 397900884 1218 100 > >99,9
13 99,9

Tabela Zgodnosc wariantow somatycznych w zaleznosci od rodzaju wariantu w probce na stronie 54 zawiera dane z badania
prezentowane dla poszczegdlnych prébek, przy czym wyniki wariantéw zostaty poréwnane z dobrze scharakteryzowang, ztozong
metodg referencyjng. Wykrywalnos¢ zostata oceniona oddzielnie dla kazdego rodzaju wariantu — SNV, insercji i delecji. Pozycje
referencyjne zostaty wykluczone.

Tabela 21 Zgodnosc¢ wariantéw somatycznych w zaleznosci od rodzaju wariantu w prébce

Warianty SNV Insercje Delecje
Probka Oczekiwane TP FN Oczekiwane TP FN Oczekiwane TP FN
GM12877 89694 88 488 198 3564 3564 0 2970 2970 0
GM12878 92 664 92 390 0 2160 2160 0 1944 1728 0
GM12877-13 97 848 95901 216 3888 3888 0 3240 3240 0
GM12878-13 92 664 92139 0 2160 2160 0 1944 1728 0
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Cztery prébki poddano dalszej analizie pod katem rozpoznawania matych insercji i delecji (polimorfizméw typu indel). Ogdine
podsumowanie przedstawiono w tabeli Podsumowanie wykrywania polimorfizmow typu indel wariantow somatycznych na stronie 55.

Obecnych byto w sumie 210 polimorfizmdw typu indel o wielkosci od 1 do 18 bp w przypadku insercjii od 1 do 21 bp w przypadku delecji.

Tabela 22 Podsumowanie wykrywania polimorfizmdw typu indel wariantéw somatycznych

Typ wariantu Warianty oczekiwane TP FN Brak rozpoznania wariantu PPA
Insercja 1772 1772 0 0 100
Delecja 10 098 9666 0 432 100

Oznaczenie reprezentatywne sktadato sie z 9232 sekwencji docelowych zaprojektowanych tak, aby pokry¢ szeroki zakres zawartosci
materiatu genetycznego. Zawartos¢ GC w sekwencjach docelowych miescita sie w zakresie 0,20-0,86. Sekwencje docelowe
charakteryzowaty sie rowniez pewnym zakresem powtdérzen pojedynczych nukleotyddw (np. PolyA, PolyT), dinukleotyddw

i trinukleotyddéw. Dane kompilowane na podstawie liczby chromosomow w celu okreslenia wptywu zawartosci genomowej na odsetek
prawidtowych rozpoznan przedstawiono w tabeli Doktadnosc oznaczen wariantéow somatycznych na poziomie chromosomow na
stronie 55. Odsetek prawidtowych rozpoznan obejmuje rozpoznania wariantu i wzorca i jest mniejszy od 100% w przypadku
nieprawidtowych rozpoznan lub braku rozpoznan.

Tabela 23 Doktadnos¢ oznaczen wariantéw somatycznych na poziomie chromosomow

) Odsetek )
) Liczba ) L. ) ) ) . Liczba
Liczba . Liczba Zawartosé Prawidtowe Nieprawidtowe Brak prawidtowo )
Chromosom j sekwenciji ; . Zakres GC . . ; nierozpoznanych
genow nukleotydow genomiczna rozpoznania rozpoznania rozpoznan rozpoznanych ,
docelowych . nukleotydow
nukleotydow

chr1 47 728 138328 PoliA (12), [0,22 - 110145939 52 5642613 >99,9 4,9
Poli C (7), 0,8];
Poli T (14), mediana:
Poli G (7), 0,51
Dinukleotyd
(22),
Trinukleotyd
(8), Insercja
(3), Delecja
(0)
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr2 39 628 159 588
chr3 38 650 137 627

Zawartosé
genomiczna

Poli A (46),
Poli C (8),
Poli T (23),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(22),
Trinukleotyd
(8), Insercja
(5), Delecja
(1)

Poli A (18),
Poli C (6),
Poli T (18),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(12),
Trinukleotyd
(6), Insercja
(1), Delecja
(1)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

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

126795713

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

109902527

Nieprawidtowe
rozpoznania

842

593

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
5850393 >99,9
4889226 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,4

4,3
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chrd 17 370 73766
chrs 25 507 90 008

Zawartosé
genomiczna

Poli A (9),
Poli C (7),
Poli T (25),
Poli G (6),
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(5), Insercja
(0), Delecja
(1)

Poli A (10),
Poli C (6),
Poli T (12),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(10),
Trinukleotyd
(8), Insercja
(8), Delecja
(18)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

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

59373461

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

72261191

Nieprawidtowe
rozpoznania

16

723

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
2517412 > 99,9
3116981 > 99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,

41
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chré 39 453 126 721
chr7 21 450 161 501

Zawartosé
genomiczna

Poli A (28),
Poli C (7),
Poli T (33),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(18),
Trinukleotyd
(11), Insercja
(0), Delecja
(1)

Poli A (27),
Poli C (8),
Poli T (21),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(31),
Trinukleotyd
(5), Insercja
(1), Delecja
(4)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

[0,24 -
0,791,
mediana:
0,48

98593101

[0,2 -
0,771;
mediana:
0,46

126913574

Nieprawidtowe
rozpoznania

687

104

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
4890221 >99,9
5773856 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,7

4,4
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr8 18 381 67775
chr9 23 347 87100

Zawartosé
genomiczna

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (13),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(9), Insercja
(4), Delecja
(0)

Poli A (12),
Poli C (7),
Poli T (27),
Poli G (8),
Dinukleotyd
(9),
Trinukleotyd
(9), Insercja
(0), Delecja
(1)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

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

53430489

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

69594586

Nieprawidtowe
rozpoznania

175

74

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
2958909 >99,9
3260257 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

5,2

4,5
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr10 14 317 66 723
chr1 29 51 91786

Zawartosé
genomiczna

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (6),
Dinukleotyd
(16),
Trinukleotyd
(6), Insercja
(0), Delecja
(0)

Poli A (28),
Poli C (8),
Poli T (21),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(26),
Trinukleotyd
(7), Insercja
(2), Delecja
(2)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

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

53209592

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

72291795

Nieprawidtowe
rozpoznania

90

150

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
2469444 >99,9
3665560 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,4

4,8

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N
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GLZ19

Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr12 29 577 120 365
chr13 13 283 58 639

Zawartosé
genomiczna

Poli A (19),
Poli C (8),
Poli T (40),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(7),
Trinukleotyd
(7), Insercja
(0), Delecja
(3)

Poli A (24),
Poli C (6),
Poli T (12),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(6),
Trinukleotyd
(8), Insercja
(14), Delecja
(0)

Prawidiowe
rozpoznania

Zakres GC

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

96109352

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

46130028

Nieprawidtowe
rozpoznania

101

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
4331932 >99,9
2384839 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,3

4,9

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N



140dSH3 VN OM1TAL

OYLIA NI IMALSONSVIA MO130 Od

L0 “JoM '9/Z5Z000Z :MUsWNXop IN

GLZ¢9

Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr14 1 147 26 980
chr15 15 266 52 091

Zawartosé
genomiczna

Poli A (21),
Poli C (6),
Poli T (18),
Poli G (11),
Dinukleotyd
(6),
Trinukleotyd
(6), Insercja
(4), Delecja
(0)

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (13),
Poli G (6),
Trinukleotyd
(8), Insercja
(4), Delecja
(0)

Zakres GC

[0,29 -
0,77];

mediana:

0,47

[0,29 -
0,76];

mediana:

0,46

Prawidiowe
rozpoznania

21336891

41918631

Nieprawidtowe
rozpoznania

0

184

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych

nukleotydéw

1078329 100

1753300 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,8

4,0

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr16 21 366 80030
chr17 36 645 118 062

Zawartosé
genomiczna

Poli A (7),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(10),
Insercja
(15), Delecja
(21)

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (18),
Poli G (8),
Dinukleotyd
(13),
Trinukleotyd
(6), Insercja
(18), Delecja
(1)

Zakres GC

[0,3 -
0,76];

mediana:

0,54

[0,28 -
0,82];

mediana:

0,49

Prawidiowe
rozpoznania

62344351

93811318

Nieprawidtowe
rozpoznania

18

414

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych

nukleotydéw

4540539 >99,9

4403622 >99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

6,8

4,5

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr18 9 99 19195
chr19 30 605 104 004
chr20 12 179 33795

Zawartosé
genomiczna

Poli A (7),
Poli C (7),
Poli T (15),
Poli G (6),
Trinukleotyd
(10),
Insercja (0),
Delecja (0)

Poli A (19),
Poli C (7),
Poli T (31),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(7), Insercja
(2), Delecja
(3)

Poli A (6),
Poli C (6),
Poli T (7),
Poli G (8),
Trinukleotyd
(9), Insercja
(5), Delecja
(0)

Zakres GC

[0,22 -
0,78];

mediana:

0,44

[0,33 -
0,83];

mediana:

0,59

[0,31-
0,84];

mediana:

0,53

Prawidiowe
rozpoznania

15007653

81416722

26833936

Nieprawidtowe
rozpoznania

6

455

7

Brak
rozpoznan

990633

4860311

1301905

Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydéw

>99,9

>99,9

>99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

6,2

5,6

4,6
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Liczba

Liczba . Liczba
Chromosom j sekwencji ;
genow nukleotydow
docelowych
chr21 5 63 30642
chr22 10 187 36727

Zawartosé
genomiczna

Poli A (28),
Poli C (6),
Poli T (24),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5), Insercja
(1), Delecja
(0)

Poli A (26),
Poli C (7),
Poli T (19),
Poli G (7),
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(6), Insercja
(6), Delecja
(0)

Zakres GC

[0,22 -
0,78];

mediana:

0,52

[0,27 -
0,74];

mediana:

0,51

Prawidiowe
rozpoznania

24169250

28887217

Nieprawidtowe
rozpoznania

44

86

Odsetek
Brak prawidtowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydéw
1172087 > 99,9
1392179 > 99,9

Liczba
nierozpoznanych
nukleotydow

4,6

4,6
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Odsetek

Chromosom Liczan Is-ieckzvt:ncji Liczba ’ Zawart.oé(: Zakres GC Prawid{owte Nieprawidlf)we Brak ’ prawidtowo ﬁii::::poznanych
genow s nukleotydow genomiczna rozpoznania rozpoznania rozpoznan rozpoznan’ych TR
nukleotydow
chrX 23 433 83576 Poli A (18), 0,2 - 64231080 241 3852253 >999 5,7
Poli C (8), 0,72];
Poli T (23), mediana:
Poli G (9), 0,48
Dinukleotyd
(5),
Trinukleotyd
(23),
Insercja (3),
Delecja (0)
chrY 0 40 5476 Poli A (11), 0,4 - 0 0 0 nd. nd.
Poli C (8), 0,59];
Poli T (11), mediana:
Poli G (5), 0,45
Insercja (0),
Delecja (0)

Wyniki sekwencjonowania prébki linii komoérkowej GM12878 poréwnano z genotypem o wysokim poziomie ufnosci, ustalonym dla probki
NA12878 przez Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii (NIST, National Institutes of Standards and Technology) (v.2.19). Na
sumaryczng liczbe 9232 sekwencji docelowych 8009 w petni zawierato sie w regionach genomu o wysokim poziomie ufnosci,

776 czesciowo naktadato sie na te regiony, za$ 447 nie naktadato sie na sekwencje NIST. W rezultacie dla kazdego powtdrzenia
uzyskano 1831 483 wspditrzednych do poréwnan. Rozpoznane nukleotydy niewariantowe zostaty poréwnane z referencyjng sekwencja
19 genomu ludzkiego. Wyniki doktadnosci przedstawiono w punkcie Zgodnosc wariantdw somatycznych probki linii komdrkowej
GM12878 z bazg danych NIST na stronie 66.

Tabela 24 Zgodnos¢ wariantéw somatycznych probki linii komdrkowej GM12878 z bazg danych NIST

3 Liczba uwzglednionych sekwencji Zdolnos¢ rozpoznawania

Prébka , TP FN TN FP PPA NPA OPA
docelowych autosomow

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

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N
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W oparciu o dane dostarczone z 18 przebiegdéw analizy wariantéw somatycznych aparat Aparat NovaSeq 6000Dx jest w stanie
powtarzalnie sekwencjonowac:

Zawartos¢ GC = 20% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1692 sekwencjonowanych amplikonéw z 20% zawartoscig GC
rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotydéw na poziomie 0,34%).

Zawartos¢ GC = 86% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych amplikondw z 86% zawartoscig GC
rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotydéw na poziomie 4,21%).

Dtugosci PoliA = 46 (14 550 082 z 14 550 083 nukleotyddw rozpoznanych w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 46
powtdrzeniami PoliA rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotyddéw na poziomie 4,18%)

Dtugosci PoliT = 40 (12 833 489 z 12 833 491 nukleotyddw rozpoznanych w w 846 sekwencjonowanych obszarach docelowych z
40 powtdrzeniami PoliT rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotyddéw na poziomie 4,37%)

tancuchy PoliG o dtugosci <11 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych amplikonach zawierajgcych
powtdrzenie PoliG ztozone z 11 nukleotyddw zostaty rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotyddéw na
poziomie 7,59%).

Dtugosci PoliC = 8 (9405604 z 9405615 nukleotyddw rozpoznanych w 5922 sekwencjonowanych obszarach docelowych z 8
powtdrzeniami PoliC rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotydéw na poziomie 4,68%)

Powtdrzenia dinukleotydowe o dtugosci = 31x (30996684 z 30996712 rozpoznane w 846 sekwencjonowanych amplikonach z 31-
krotnym powtdrzeniem dinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotydéw na poziomie
4,04%).

Powtdrzenia trinukleotydowe o dtugosci = 23x (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych amplikonach z 23-
krotnym powtdrzeniem trinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotydéw na poziomie
5,39%).

Insercje o dtugosci = 18 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych amplikonach z insercjg 18-nukleodytowg
zostaty rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotyddw na poziomie 1,44%).

Delecje o dtugosci = 21 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 846 sekwencjonowanych amplikonach zawierajgcych delecje 21-
nukleotydowg zostaty rozpoznane prawidtowo, z odsetkiem nierozpoznanych nukleotyddéw na poziomie 7,86%).

XA0009 bageAoN nielede ejuemodedo op euozokjop ex10|N



Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Precyzja

Precyzje Aparat NovaSeq 6000Dx oceniano przy uzyciu probek Platinum Genome w oznaczeniu
reprezentatywnym majgcym na celu rozpoznanie réznych gendw obejmujgcych 1970 505 nukleotyddw

w 23 réznych chromosomach przy uzyciu 9232 oligonukleotydéw docelowych. Oceniono tgcznie 1723
docelowych matych wariantéw (SNV, insercje i delecje). Badanie linii zarodkowej obejmowato jedenascie lub
dwanascie powtdrzen czterech jednoznacznie zidentyfikowanych prébek Platinum Genome. Badanie linii
somatycznej obejmowato jedenascie lub dwanascie powtdrzen czterech jednoznacznie zidentyfikowanych
prébek Platinum Genome FFPE o réznych poziomach VAF. Biblioteki préobek przygotowano przy uzyciu
odczynnikéw z zestawu Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Badania przeprowadzono w jednej wewnetrznej lokalizacji przy uzyciu trzech Aparat NovaSeq 6000Dx, trzech
partii Zestaw odczynnikdw NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx
S4, wer. 1.5 (300 cykli) i z udziatem dwéch operatoréw w ciggu szesciu dni poczatkowych. Dla kazdego dnia
poczatkowego biblioteki prébek linii zarodkowej byty sekwencjonowane po jednej stronie urzadzenia przy
uzyciu odczynnikéw S2 i przeptywu pracy analizy generacji Germline FASTQ i VCF z aplikacji DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, a biblioteki préobek somatycznych po drugiej stronie urzadzenia przy
uzyciu odczynnikow S4 i przeptywu pracy analizy Somatic FASTQ i VCF generation w aplikacji DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. W badaniu wykonano po 18 przebiegéw dla przeptywow pracy
oznaczania wariantow linii zarodkowej i wariantéw somatycznych.

Linia zarodkowa

W przypadku przebiegodw linii zarodkowej lokalizacje genomowe, w ktorych wykrywany jest docelowy wariant
linii zarodkowej, sg zgtaszane jako (wariant) dodatni. W przypadku spodziewanych dodatnich wariantéw linii
zarodkowej dokonywano oceny danych dotyczgcych odsetka braku rozpoznan i odsetka rozpoznan dodatnich
(PPC) dla kazdego rodzaju wariantu (SNV, insercja, delecja). W tabeli Precyzja w obrebie laboratorium —
obserwacje wo zakresie rozpoznar wariantow linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw dodatnich

w zaleznosci od typu wariantu na stronie 68podsumowano zaobserwowane odsetki wraz z obliczonymi metoda
punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego typu wariantu.

Tabela 25 Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje weo zakresie rozpoznan wariantow linii
zarodkowej dla spodziewanych wynikéw dodatnich w zaleznosci od typu wariantu

taczna
T Brak taczna Odsetek Zaobserwowane liczba
w)::iantu zaobserwowanych liczba braku rozpoznania mozliwych PPC 95% LCL3 95% UCL
rozpoznan' rozpoznan rozpoznan dodatnie? do oceny
rozpoznan
SNV 6 980316  <0,01 979854 980310 99,95 99,95 99,96
Insercja O 36738 0 36738 36738 100 >99,99 100
Delecja 18 34434 0,05 32160 34416 93,44 93,18 93,70
Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 68275
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu

na niewielka gtebokos¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie dodatnie zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomoéw, w ktérych wykrywany jest wariant.

3 Dwustronny przedziat ufnos$ci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
Lokalizacje genomowe, w ktérych nie wykryto wariantu docelowego, sg zgtaszane jako ujemne (typ dziki).
W odniesieniu do spodziewanych ujemnych wynikdw oznaczen wariantéw dane oceniano w oparciu o odsetek
braku rozpoznan i odsetek rozpoznan ujemnych (PNC). W tabeli Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje
wo zakresie rozpoznan wariantow linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw ujemnych na stronie 69
podsumowano zaobserwowane wskazniki wraz z obliczonymi metodg punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi
granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL).

Tabela 26 Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje wo zakresie rozpoznan wariantéw linii
zarodkowej dla spodziewanych wynikow ujemnych

T Brak taczna Odsetek Zaobserwowane tacznaliczba 95%
)::'ant zaobserwowanych liczba braku rozpoznania mozliwych do PNC 95% LCL® UC:
wariantu
rozpoznan' rozpoznan rozpoznan ujemne? oceny rozpoznan
Typ 0 406170 0 406170 406170 100 >99,99 100
dziki

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu

na niewielkg gtebokos$¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie ujemne zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomdw, w ktérych nie wykrywa sie zadnego wariantu.

3 Dwustronny przedziat ufnos$ci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
Wkitad kazdego parametru (przyrzad, partia odczynnika, dzien, powtdrzenia biblioteki) w ogding zmiennosé
okreslono na podstawie analizy sktadowych wariancji przy uzyciu czestotliwosci wariantu jako zmiennej
odpowiedzi. Ogdlne odchylenie standardowe wynosito srednio 0,0370. Najwiekszym czynnikiem wptywajgcym
na zmiennos¢ czestotliwosci wariantdw byty powtdrzenia przygotowan biblioteki, ktére reprezentowaty 17,1%
ogdlnej zmiennosci. Dzien przyczynit sie w 1%, podczas gdy przyrzad i partia odczynnika przyczynity sie do
mniej niz 1% catkowitej zmiennosci Precyzja w obrebie laboratorium — oszacowanie sktadowych zmiennosci dla
czestotliwosci wariantow probek linii zarodkowej na stronie 69 (SD = odchylenie standardowe).

Tabela 27 Precyzja w obrebie laboratorium — oszacowanie sktadowych zmiennosci dla czestotliwosci
wariantow prébek linii zarodkowej

Element Srednie SD Sredni % catkowitego SD

Dzien 0,0020 1,028

Aparat 0,0018 0,837

Partia materiatdow eksploatacyjnych 0,0016 0,712

Powtdrzenie biblioteki 0,0143 17,110

tacznie 0,0370 100

Nr dokumentu: 200025276, wer. 01 69z75

DO CELOW DIAGNOSTYKI IN VITRO
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Warianty somatyczne

W przypadku przebiegéw somatycznych lokalizacje genomowe, w ktérych wykrywany jest docelowy wariant
somatyczny, sg zgtaszane jako (wariant) dodatni. W przypadku rozcienczonych probek GM12877-13 i
GM12878-13 z oczekiwanymi dodatnimi wariantami somatycznymi przy VAF pomiedzy 6,5% a 13%, dane
zostaty ocenione pod katem wskaznika braku rozpoznania i odsetka rozpoznan dodatnich (PPC) w obrebie
kazdego typu wariantu (SNV, insercja, delecja). W tabeli Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje wykryc¢
somatycznych dla oczekiwanych wynikdw dodatnich wedtug typu wariantu (VAF wynosi = 6,5% oraz = 13%) na
stronie 70podsumowano zaobserwowane odsetki wraz z obliczonymi metoda punktacji Wilsona gérnymi

i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego typu wariantu.

Tabela 28 Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje wykry¢ somatycznych dla oczekiwanych
wynikéw dodatnich wedtug typu wariantu (VAF wynosi = 6,5% oraz < 13%)

taczna liczba
Brak taczna Odsetek Zaobserwowane

Typ I ] mozliwych do

. zaobserwowanych liczba braku rozpoznania PPC 95% LCL® 95% UCL
wariantu rozpoznan' rozpoznan rozpoznan dodatnie? :::::znaﬁ
SNV 0 96939 0 96069 96939 99,10 99,04 99,16
Insercja O 3004 0 3004 3004 100 99,87 100
Delecja 0 2912 0 2907 2912 99,83 99,60 99,93

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu

na niewielkg gtebokos$¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie dodatnie zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomoéw, w ktérych wykrywany jest wariant.

3 Dwustronny przedziat ufnos$ci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
Miejsca genomowe, w ktérych nie wykryto docelowego wariantu somatycznego, sg zgtaszane jako ujemne (typ
dziki). W odniesieniu do spodziewanych ujemnych wynikdw oznaczen wariantéw dane oceniano w oparciu
o odsetek braku rozpoznan i odsetek rozpoznan ujemnych (PNG). W tabeli Precyzja w obrebie laboratorium —
obserwacje wykry¢ somatycznych dla oczekiwanych wynikdw ujemnych na stronie 70 podsumowano
zaobserwowane wskazniki wraz z obliczonymi metodg punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami
przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego rodzaju wariantu.

Tabela 29 Precyzja w obrebie laboratorium — obserwacje wykry¢ somatycznych dla oczekiwanych
wynikdw ujemnych

taczna liczba
Brak taczna Odsetek Zaobserwowane

Typ R R mozliwych do 95%
. zaobserwowanych liczba braku rozpoznania PNC 95% LCL®
wariantu , ; ; . oceny UCL
rozpoznan' rozpoznan rozpoznan ujemne? )
rozpoznan
Typ 0 194922 O 194919 194922 >99,99 >9999 100
dziki

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu
na niewielka gtebokos¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie ujemne zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomdw, w ktdrych nie wykrywa sie zadnego wariantu.
3 Dwustronny przedziat ufnosci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Wktad kazdego parametru (przyrzad, partia odczynnika, dzien, powtdrzenia biblioteki) w ogding zmiennosé
okreslono na podstawie analizy sktadowych wariancji przy uzyciu czestotliwos$ci wariantu jako zmiennej
odpowiedzi. Ogdlne odchylenie standardowe wynosito Srednio 0,0062. Powtdrzenia przygotowan biblioteki
pozostaty najwazniejszym zrodtem zmiennosci, stanowigc 50,7% zmiennosci catkowitej. Dzien, przyrzad i partia
materiatdéw eksploatacyjnych przyczynity sie do mniej niz 1% zmiennosci catkowitej Precyzja w obrebie
laboratorium — oszacowanie sktadowych zmiennosci czestotliwosci wariantdw probek somatycznych na stronie
71 (SD = odchylenie standardowe).

Tabela 30 Precyzja w obrebie laboratorium — oszacowanie sktadowych zmiennosci czestotliwosci
wariantow probek somatycznych

Element Srednie SD Sredni % catkowitego SD
Dzien 0,0002 0,41

Aparat 0,0002 0,40

Partia materiatdow eksploatacyjnych 0,0002 0,35
Powtdrzenie biblioteki 0,0044 50,7

tacznie 0,0062 100

Porownanie metod

Przeprowadzono badanie porédwnujgce dziatanie przyrzgdéw NovaSeq 6000Dx i NextSeq 550Dx. Zgodnos$¢é
czestotliwosci wariantow dla probek krwi oceniano za pomoca reprezentatywnego testu zaprojektowanego w
celu zapytania o rézne geny obejmujgce 1970 505 nukleotyddw na wszystkich 23 ludzkich chromosomach.
Przetestowano osiem probek Platinum Genome DNA, siedem w szesciu powtdrzeniach ijedng (NA12881) w
pieciu powtdrzeniach. Biblioteki zostaty zsekwencjonowane w Aparat NovaSeq 6000Dx przy uzyciu przeptywu
pracy z analizg Germline FASTQ i VCF generation w aplikacji DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx
oraz w urzadzeniu NextSeq 550Dx przy uzyciu modutu DNA Generate Dx Local Run Manager. Wykresy korelacji
czestotliwosci wariantow (punkty sa oznaczone kolorem wedtug jednoznacznie zidentyfikowanego wariantu.
Warianty moga byc inaczej zabarwione na kazdym wykresie). na stronie 72 Wykresy korelacji VAF miedzy
dwoma przyrzgdami dla kazdej probki. Na podstawie silnej korelacji miedzy Aparat NovaSeq 6000Dx i NextSeq
550Dx stwierdzono, ze cechy wydajnosci zalezne od czynnikdw przedanalitycznych (np. sposobdéw ekstrakcji
czy substancji zaktdcajacych) dotyczg obu tych przyrzaddéw. Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w ulotce
dotgczonej do opakowania lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Rysunek 15 Wykresy korelacji czestotliwosci wariantéw (punkty sg oznaczone kolorem wedtug jednoznacznie
zidentyfikowanego wariantu. Warianty moga by¢ inaczej zabarwione na kazdym wykresie).
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Odtwarzalnos¢ oznaczen z uzyciem Aparat NovaSeq 6000Dx oceniano przy uzyciu prébek Platinum Genome
W oznaczeniu reprezentatywnym majgcym na celu rozpoznanie réznych gendw obejmujacych

1970 505 nukleotyddéw w 23 réznych chromosomach przy uzyciu 9232 oligonukleotyddéw docelowych.
Oceniono tgcznie 1723 docelowych matych wariantéw (SNV, insercje i delecje). Badanie linii zarodkowej
sktadato sie z trzech lub czterech powtoérzen dwunastu jednoznacznie zidentyfikowanych prébek Platinum.
Testy somatyczne obejmowaty pieé lub szes$¢ powtdrzen osmiu poddanych jednoznacznie zidentyfikowanych
probek Platinum Genome FFPE o réznych poziomach VAF. Biblioteki prébek przygotowano przy uzyciu
odczynnikéw z zestawu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testy przeprowadzono w trzech zewnetrznych osrodkach, uzywajac po jednej partii Zestaw odczynnikéw
NovaSeq 6000Dx S2, wer. 1.5 (300 cykli) i Zestaw odczynnikéw NovaSeq 6000Dx S4, wer. 1.5 (300 cykli). W
kazdym osrodku uzyto jednego Aparat NovaSeq 6000Dx. W kazdym osrodku badania wykonywato dwéch
operatoréw. Kazdy operator przeprowadzat testy w trzech nienastepujgcych po sobie dniach poczatkowych
dla kazdego typu probkitgcznie dla 36 komér przeptywowych w trzech osrodkach. Dla kazdego dnia
poczgtkowego biblioteki prébek linii zarodkowej byty sekwencjonowane po stronie A urzgdzenia przy uzyciu
odczynnikéw S2 i przeptywu pracy analizy Germline FASTQ i VCF generation w aplikacji DRAGEN for Illlumina
DNA Prep with Enrichment Dx, a biblioteki probek somatycznych po stronie B urzadzenia przy uzyciu
odczynnikéw S4 i procedury analizy Somatic FASTQ i VCF generation w aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx. W badaniu wykonano po 18 przebiegéw dla przeptywdw pracy oznaczania wariantéw linii
zarodkowej i wariantow somatycznych.
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Ulotka dotgczona do opakowania aparatu NovaSeq 6000Dxillumina

Linia zarodkowa

W przypadku przebiegodw linii zarodkowej lokalizacje genomowe, w ktérych wykrywany jest docelowy wariant
linii zarodkowej, sg zgtaszane jako (wariant) dodatni. W przypadku spodziewanych dodatnich wariantow linii
zarodkowej dokonywano oceny danych dotyczacych odsetka braku rozpoznan i odsetka rozpoznan dodatnich
(PPC) dla kazdego rodzaju wariantu (SNV, insercja, delecja). W tabeli Obserwacje rozpoznan wariantow linii
zarodkowej dla spodziewanych wynikdw dodatnich w zaleznosci od typu wariantu na stronie 73podsumowano
zaobserwowane odsetki wraz z obliczonymi metoda punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu
ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego typu wariantu.

Tabela 31 Obserwacje rozpoznan wariantéw linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw dodatnich
w zaleznosci od typu wariantu

tacznaliczba

T Brak taczna Odsetek Zaobserwowane Sli hd
yp‘ zaobserwowanych liczba braku rozpoznania e PPC 95% LCL® 95% UCL
wariantu rozpoznan' rozpoznan rozpoznan dodatnie? oceny A
rozpoznan
SNV 0 991026 O 990276 991026 99,92 9992 99,93
Insercja O 38358 0 38358 38358 100 99,99 100
Delecja 0 34758 0 32228 34758 92,72 92,44 92,99

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktérej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu

na niewielkg gtebokosé pokrycia).

2 Rozpoznanie dodatnie zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomow, w ktérych wykrywany jest wariant.

3 Dwustronny przedziat ufnosci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
Lokalizacje genomowe, w ktérych nie wykryto wariantu docelowego, sg zgtaszane jako ujemne (typ dziki).
W odniesieniu do spodziewanych ujemnych wynikéw oznaczen wariantéw dane oceniano w oparciu o odsetek
braku rozpoznan i odsetek rozpoznan ujemnych (PNC). W tabeli Obserwacje rozpoznar linii zarodkowej dla
spodziewanych wynikow ujemnych na stronie 73podsumowano zaobserwowane wskazniki wraz z obliczonymi
metoda punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL).

Tabela 32 Obserwacje rozpoznan linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw ujemnych

T Brak taczna Odsetek Zaobserwowane taczna liczba 05%
yp. o zaobserwowanych liczba braku rozpoznania mozliwych do PNC 95% LCL3 UCIj
wariantu
rozpoznan' rozpoznan rozpoznan ujemne? oceny rozpoznan
Typ 0 393516 O 393516 393516 100 >99,99 100
dziki

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu
na niewielkg gtebokos¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie ujemne zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomdw, w ktérych nie wykrywa sie zadnego wariantu.
3 Dwustronny przedziat ufnosci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
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Warianty somatyczne

W przypadku przebiegéw somatycznych lokalizacje genomowe, w ktérych wykrywany jest docelowy wariant
somatyczny, sg zgtaszane jako (wariant) dodatni. W przypadku spodziewanych dodatnich wariantéw
somatycznych, w ktérych srednia czestotliwosé wystepowania alleli wariantu (VAF) jest wieksza lub réwna 14%
i mniejsza lub rowna 28%, dane zostaty ocenione pod katem odsetka braku rozpoznania i odsetka rozpoznan
dodatnich (PPC) w kazdym typie wariantu (SNV, insercja, delecja). W tabeli Obserwacje rozpoznan
somatycznych dla spodziewanych wynikdw dodatnich w zaleznosci od typu wariantu (sredni VAF = 14% oraz =
28%) na stronie 74 podsumowano zaobserwowane odsetki wraz z obliczonymi metodg punktacji Wilsona
gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego typu wariantu.

Tabela 33 Obserwacje rozpoznan somatycznych dla spodziewanych wynikéw dodatnich w zaleznosci od
typu wariantu ($redni VAF = 14% oraz < 28%)

taczna liczba

T Brak taczna Odsetek Zaobserwowane i hd
yp. zaobserwowanych liczba braku rozpoznania R PPC 95% LCL®  95% UCL
wariantu rozpoznan' rozpoznan rozpoznan dodatnie? S A
rozpoznan
SNV 0 71028 0 70314 71028 98,99 98,92 99,07
Insercja O 1962 0 1962 1962 100 99,80 100
Delecja 0 2142 0 2098 2142 97,95 97,25 98,47

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu

na niewielkg gtebokos$¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie dodatnie zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomoéw, w ktérych wykrywany jest wariant.

3 Dwustronny przedziat ufnosci 95% obliczono metodg punktacji Wilsona.
Miejsca genomowe, w ktérych nie wykryto docelowego wariantu somatycznego, sg zgtaszane jako ujemne (typ
dziki). W odniesieniu do spodziewanych ujemnych wynikdw oznaczen wariantéw dane oceniano w oparciu
0 odsetek braku rozpoznan i odsetek rozpoznan ujemnych (PNG). W tabeli Obserwacje rozpoznari
somatycznych dla spodziewanych wynikdw ujemnych na stronie 74 podsumowano zaobserwowane odsetki
wraz z obliczonymi metoda punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) w
kazdym rodzaju wariantu.

Tabela 34 Obserwacje rozpoznan somatycznych dla spodziewanych wynikéw ujemnych

taczna liczba

Brak taczna Odsetek Zaobserwowane L.
Typ K R mozliwych do 95%
N zaobserwowanych liczba braku rozpoznania PNC 95% LCL®
wariantu , ; ; . oceny UCL
rozpoznan' rozpoznan rozpoznan ujemne? .
rozpoznan
Typ 0 92718 0 92714 92718 >99,99 99,99 100

dziki

1 Brak rozpoznania zdefiniowany jako docelowa pozycja chromosomowa, w ktdrej nie mozna okresli¢ wariantu (ze wzgledu
na niewielkg gtebokos$¢ pokrycia).

2 Rozpoznanie ujemne zdefiniowane jako docelowe pozycje chromosomdw, w ktérych nie wykrywa sie zadnego wariantu.
3 Dwustronny przedziat ufnos$ci 95% obliczono metodga punktacji Wilsona.
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Historia wersji

Dokument Data Opis zmiany
Nr dokumentu: 200025276, Wrzesien Zaktualizowano dane precyzji dla obserwacji rozpoznan
wer. 01 2022r. linii zarodkowe;j.

Nr dokumentu: 200025276, Sierpien 2022r. | Pierwsze wydanie.
wer. 00

Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ stanowig wtasnosc¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone
wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, z
wytgczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie bedag wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celéw i/lub
publikowane w inny sposéb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego
dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajacych przepisom w zakresie patentédw, znakéw towarowych czy praw autorskich ani
prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym osdb trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny
by¢ Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw
nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKEADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO
MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2022 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wtascicieli. Szczegdtowe informacije na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ pod adresem www.illumina.com/company/legal.html.

Dane do kontaktu
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San Diego, California 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd
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+1858 202 4566 (poza Ameryka Potnocng) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000
R . lllumina Netherlands B. V. .
www.illumina.com Australia
Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holandia
Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w legendzie symboli
dostepnej na stronie support.illumina.com, na karcie Documentation (Dokumentacja) dla danego zestawu.
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