Pristroj NovaSeq™ 6000Dx illumina

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO
LEN NA EXPORT

Zamyslané pouzitie

Pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx sluzi na sekvenovanie kniznic DNA, ak sa pouzivaju s testami na diagnostiku
in vitro (IVD). Pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx je uréeny na pouzZitie so Specifickymi registrovanymi,
certifikovanymi alebo schvalenymi IVD reagenciami a analytickym softvérom.

Zasady postupu

Pristroj lllumina® Nastroj NovaSeq 6000Dx je uréeny na sekvenovanie kniznic DNA pomocou diagnostickych
testov in vitro. Pristroj NovaSeq 6000Dx pouziva ako vstup kniznice vytvorené z DNA, kde sa indexy vzoriek

a sekvencie zachytenia pridavaju k amplifikovanym cielom. Kniznice vzoriek sa zachytdvaju na prietokovom
¢lanku a sekvencéne sa spracuju v pristroji pomocou biochemického sekvenéného syntetického spracovania
(SBS). Biochemicka technoldgia SBS pomocou metddy reverzibilného terminatora (koncového ¢initela)
deteguje fluorescencéne oznacené bazy s jednym nukleotidom pocas ich zac¢lefiovania do rasticeho retazca
DNA. Softvér Real-Time Analysis (RTA) vykondva analyzu obrazu a volanie bazy a ku kazdej baze za kazdy
cyklus sekvenéného spracovania priradi kvalitativne skére. Po dokon&eni primarnej analyzy je v dodanom a
povinnom pristroji Server lllumina DRAGEN pre pristroj NovaSeq 6000Dx mozné spustit sekundarnu analyzu na
spracovanie primarnej analyzy baz. Pristroj NovaSeq 6000Dx vyuziva v zavislosti od pracovného toku rézne
aplikacie sekundarnej analyzy. V pripade aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
spracovanie zahrfia demultiplexaciu, generovanie suboru FASTQ, zarovnanie, analyzu variantu a generovanie
suborov formatu analyzy variantu (VCF a gVCF). Subory VCF a gVCF obsahuju informacie o nadjdenych
variantoch Germline alebo Somatic (v zavislosti od zvoleného pracovného postupu) na Specifickych poziciach
v referenénom gendéme.

Dualny rezim prevadzky

NovaSeq 6000Dx obsahuje pevny disk s jednym bootom so samostatnymi rezimami diagnostiky in vitro (IVD) a
iba na vyskumné pouzitie (RUO). Rezim si vyberiete pomocou prepinaca na obrazovke sekvenovania. Zvoleny
rezim je jasne oznaceny v rozhrani na vSetkych obrazovkach. Analyzy sekvenovania IVD vratane DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx aplikacie v pracovnych postupoch Germline a/alebo Somatic sa
vykonavaju v rezime IVD. V IVD rezime je mozné pouzit iba reagencie na sekvenéné spracovanie IVD.
Vykonnostné charakteristiky a obmedzenia postupu pre NovaSeq 6000Dx boli stanovené pomocou DRAGEN
for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx aplikacie v reZime IVD.
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Obmedzenia postupu

1. Len na diagnostické pouzitie in vitro.

2. Aplikacia DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, ak sa pouziva s Suprava reagencii NovaSeq
6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov) je schopnd dodat:

* Vysledky sekvenovania:

* =1,0terabaz (TBC) so sUpravou S2
* =>3,0TBsosuUpravou S4

* Dizka ¢&itania (chod so sparovanym koncom) 2 x 150 bazickych parov (bp).

* Bazy vyssie ako Q30 = 85 % pri dizke &itania 2 x 150 bp. 85 % alebo viac primarnych analyz baz dosiahlo
skore kvality Phredovej stupnice viac ako 30, ¢o znamen3, Ze spravnost primarnej analyzy baz je vyssia
ako 99,9 %.

DiZka zavedeni > 18 bp a dizka delécii > 21 bp neboli validované.

4. Velké varianty vratane multikleotidovych variantov (MNV) a velkych indelov sa m6Zu vo vystupnom subore
VCF vykazovat ako samostatné mensie varianty.

Malé MNV sa vo vystupnom subore VCF uvadzaju ako samostatné varianty.

6. Delécie sa v subore VCF vykazu na suradnici predchadzajlicej bazy podla formatu VCF. Preto v pripade
susediacich variantov treba pred vykazovanim zvazit, ¢i je kazda primarna analyza baz homozygotnou
referenciou.

7. Obmedzenia Specifické pre modul Germline:

* Pristroj NovaSeq 6000Dx pouzivajuci postupy analyzy generovania suborov Germline FASTQ a VCF
aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrhnuty tak, aby poskytoval
kvalitativne vysledky analyz variantov Germline (t.j. homozygotné, heterozygotné, Standardné).

* Variacia v pocte kopii moze ovplyvnit to, ¢i sa variant identifikuje ako homozygotny alebo
heterozygotny.

* Systém nebude hlasit viac ako dva varianty na jednom mieste, a to ani v pritomnosti varidcie poc¢tu kopii.

8. Obmedzenia Specifické pre modul Somatic:

* Pristroj NovaSeq 6000Dx pouzivajuci postupy analyzy generovania stuborov Somatic FASTQ a VCF
aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx je navrhnuty tak, aby poskytoval
kvalitativne vysledky analyz variantov Somatic (t.j. pritomnost variantov Somatic).

* Pracovny postup analyzy generovania stiborov Somatic FASTQ a VCF nedokaze rozliSovat medzi
Germline a Somatic variantmi. Pracovny postup je uréeny na detekciu variantov v celom rozsahu
frekvencii variantov, frekvenciu variantov v$ak nie je mozné pouzit na odliSenie Somatic variantov od
Germline variantov.

* Normalne tkanivo vo vzorke ovplyvriuje detekciu variantov. Vykazovany limit detekcie je zaloZzeny na
frekvencii variantov vzhladom na celkovu DNA extrahovanu z nadorového aj normalneho tkaniva.

Dokument ¢. 200025276 vO1 2272

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO
LEN NA EXPORT



Pribalovy letak k pristroju NovaSeq 6000Dx illumina

* Ak sanarovnakom mieste analyzuje viac ako jedna variantna alela, Ziadna z alel nebude hldsena ako
prechadzajuci variant. Namiesto toho bude hldsend celd mnozZina alel, ale filtrovana cez multialelicky
tag.

Postupy kontroly kvality

Softvér NovaSeq 6000Dx hodnoti kazdy cyklus, vzorku a primarnu analyzu baz podla metriky kontroly kvality.
Pocas pripravy kniznice sa odporucaju pozitivne a negativne kontroly, ktoré by sa mali zhodnotit. Hodnotenie
kontrol vykonajte podla nasledujiceho postupu:

* Negativna kontrola (kontrola bez $ablény) alebo ind negativna kontrola — musi generovat o¢akavany
vysledok. Ak negativna kontrola generuje vysledok odlisny od o¢akavaného vysledku, vyskytla sa
pravdepodobna chyba sledovania vzorky, nespravny zaznam indexovacich primérov alebo doslo ku
kontaminAcii.

* Pozitivna kontrolnd vzorka — musi generovat o¢akavany vysledok. Ak pozitivna kontrola generuje vysledok
odlisny od o¢akavaného vysledku, vyskytla sa pravdepodobna chyba sledovania vzorky alebo nespravneho
zdznamu indexovacich primérov.

Komponenty produktu

Zariadenie lllumina NovaSeq 6000Dx sa sklada z nasledujucich sucasti:
1. Nastroj NovaSeq 6000Dx (Kataldgové &islo 20068232)

2. Softvérové komponenty pristroja Nastroj NovaSeq 6000Dx vratane:

Sof'tv'er'ova Miesto instalacie Funkcia Popis
aplikacia
Operacny softvér NovaSeq 6000Dx Sluzina Aplikacia Operacny softvér NovaSeq (NVOS) sllzi na spravu pouzivania
NovaSeq ovladanie pristroja pocas sekvencného spracovania a generuje obrazy na pouzitie
prevadzky softvérom Real-Time Analysis (RTA).
pristroja
Softvér Real-Time  NovaSeq 6000Dx Sluzina Softvérova aplikacia RTA konvertuje obrazy generované systémom NVOS
Analysis (RTA) vykonavanie pre kazdu dlazdicu na kazdy cyklus chodu sekvenovania na subory
primarnej primarnej analyzy baz. Subory primarnej analyzy baz su vstupy pre
analyzy moduly aplikacie na Server lllumina DRAGEN pre pristroj NovaSeq
6000Dx. Softvérova aplikacia RTA neobsahuje pouzivatelské rozhranie.
Spravca chodu Server lllumina Riadi nastavenie  Spravca chodu spolo¢nosti lllumina spravuje pouzivatelov a pristroje,
spolo¢nosti DRAGEN a spravu chodu hostuje aplikacny softvér a umoziiuje pouzivat hardvérové moduly
lllumina urychlovanej genémovej sekundarnej analyzy DRAGEN.

Prevadzkové podmienky

Dalsie informécie o prevadzkovych podmienkach najdete v &asti Informdcie o Zivotnom prostredi v priru¢ke na
pripravu pracoviska so systémom Produktova dokumentacia k pristroju NovaSeq 6000Dx .
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Prvok Specifikacia

Teplota V laboratdriu uchovavajte teplotu 19 °C az 25 °C (22 °C +£3 °C). Toto je prevadzkova teplota
pristroja. Po¢as prevadzky nedovolte zmenu teploty prostredia o viac ako £2 °C.

Vihkost Udrzujte nekondenzujucu relativnu vihkost v rozmedzi 20-80 %.
Prevadzka systému by mala prebiehat vo vyske do 2 000 metrov.

Spotrebny material a zariadenia

V tejto ¢asti je uvedené vSetko potrebné na cyklus sekvenovania NovaSeq 6000Dx. To zahffia lllumina dodany
spotrebny materidl a doplnkovy spotrebny material a zariadenia, ktoré musite kupit od inych dodavatelov. Tieto
poloZky su potrebné na ukoncenie protokolu a vykonanie postupov Udrzby a rieSenia problémov.

Informacie o symboloch na spotrebnom materiali alebo baleni spotrebného materidlu najdete v ¢asti K/ti¢
symbolov pristroja IVD lllumina (dokument ¢. 1000000039141).

Spotrebny material sekvenovania

Poc¢as NovaSeq 6000Dx cyklu su potrebné nasledujuce komponenty:

* Kazeta s pufrom

* Klastrova kazeta

* Prietokovy ¢lanok

* Skumavka kniznice

* SBSkazeta

Spotrebny material NovaSeq 6000Dx je zabaleny v nasledujucich konfiguraciach. Kazdy komponent pouziva na

presné sledovanie spotrebného materialu a kompatibilitu radiofrekvenénu identifikaciu (RFID).

Tabulka 1 lllumina-Dodany spotrebny material

lllumina
Nazov supravy Obsah Katalégové
Cislo

Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) Klastrova kazeta S2 20046931

Prietokovy ¢lanok S2

Kazeta S2 SBS
Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov) Klastrova kazeta S4 20046933

Prietokovy ¢lanok S4

Kazeta S4 SBS
NovaSeq 6000Dx Kazeta S2 s pufrom Kazeta S2 s pufrom 20062292
NovaSeq 6000Dx Kazeta S4 s pufrom Kazeta S4 s pufrom 20062293
NovaSeq 6000Dx Skumavka kniznice Jedna skiimavka kniznice 20062290
NovaSeq 6000Dx Skumavka kniznice, balenie 24 ks 24 skumaviek kniznice 20062291

Po prijati spotrebného materidlu komponenty okamzite uskladnite pri uvedenej teplote na zabezpecenie ich
riadneho vykonu.
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Tabulka 2 NovaSeq 6000Dx Skladovanie sUpravy

Spotrebny material MnoZstvo Teplota pri uskladneni  Dizka Sirka Vyska
Prietokovy ¢lanok 1 2°Caz8°C 27,7 cm 17 cm 3,8cm
Klastrova kazeta 1 -25°Caz-15°C 29,5cm 13cm 9,4cm
SBS kazeta 1 -25°Caz-15°C 30cm 12,4cm 11,2cm
Kazeta s pufrom 1 15°Caz30°C 42,2cm 20,6 cm 21,1cm
Skumavka kniznice 1 15°Caz30°C 41cm 2,3cm 12,4 cm

Udaje o spotrebnom materiali

Na identifikaciu kompatibilnych suprav komponentov su prietokové ¢lanky a kazety oznacené symbolmi, ktoré
zobrazuju rezim supravy.

Tabulka 3 Oznacenie kompatibility

RezZim Oznadenie )

2 vur Popis
supravy na Stitku
Komponenty Prietokovy ¢lanok S2 generuje az 4,1 miliardy samostatnych ¢itani prechddzajucich cez filter s vystupom
supravy S2 az do 1000 Gb pri 2 x 150 bp. Prietokovy ¢lanok S2 poskytuje rychle sekvenovanie pre vac¢sinu aplikacii s

vysokou priepustnostou.

Komponenty Prietokovy ¢lanok S4 generuje az 10 milidrd samostatnych ¢itani prechadzajucich cez filter s vystupom
sUpravy S4 az do 3 000 Gb pri 2 x 150 bp. Prietokovy ¢lanok S4 je Stvorpruhova verzia prietokového ¢lanku

navrhnuta pre maximalny vystup.

Prietokovy ¢lanok

Prietokovy ¢lanok NovaSeq 6000Dx je vzorovany prietokovy ¢lanok uzavrety v kazete. Prietokovy ¢lanok je
substrat na baze skla obsahujlci miliardy nanojamok v usporiadanom rozlozeni. V nanojamkach sa vytvaraju
klastre, v ktorych ndsledne prebehne sekvenovanie.

Kazdy prietokovy ¢lanok ma viacero pruhov na sekvenovanie zdruzenych kniznic. Prietokovy ¢lanok S2 ma dva
pruhy a prietokovy ¢lanok S4 ma Styri. Kazdy pruh sa zobrazuje vo viacerych riadkoch a softvér potom rozdeli
snimku kazdého riadka na menSie Casti nazyvané oblasti.

Maly pocet Skrabancov a iné menSie kozmetické chyby prietokového &lanku su normalne a neo¢akava sa, Ze by
ohrozili kvalitu a vytaznost Udajov. lllumina odporuca pouzivat tieto prietokové ¢lanky ako zvycajne.
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Obrazok 1 Prietokové &lanky
A

A. Kazeta s prietokovym ¢lankom
B. Stvorpruhovy prietokovy &lanok (S4)
C. Dvojpruhovy prietokovy ¢lanok (S2)

Spodna ¢ast kazdého prietokového &lanku ma viacero tesneni. Kniznice a reagencie vstupuju do pruhov
prietokového ¢lanku cez tesnenia na vstupnom konci prietokového ¢lanku. Pouzité reagencie su vytlatené z
pruhov cez tesnenia na vystupnom konci.

A UPOZORNENIE

Pri manipulacii s prietokovym ¢lankom sa nedotykajte tesneni.

Obrazok 2 Prevrateny prietokovy ¢lanok

A. Vystupny koniec
B. Vstupny koniec
C. Tesnenie (jedno zo Styroch)
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Udaje o kazete s pufrom, klastrovej kazete a SBS kazete

Kazety s pufrom NovaSeq 6000Dx, klastrové kazety a SBS kazety maju féliové zasobniky naplnené
reagenciami, puframi a vymyvacim roztokom. Klastrové a SBS kazety su su¢astou NovaSeq 6000Dx suprav
reagencii. Kazeta s pufrom sa preddva samostatne.

Kazety sa vkladaju priamo do pristroja a su farebne rozliSené a oznacené, aby sa znizili chyby pri vkladani.
Vodiace prvky v chladi¢i s reagenciami a zasuvkach s pufrom zaistuju spravnu orientaciu.

Tabulka 4 Kazety NovaSeq 6000Dx
Spotrebny

na Popis

material 3

Kazeta s Vopred naplnena puframi sekvenovania a vazi do 6,8 kg. Plastova rukovét ulahcuje prenasanie, nakladanie a vykladanie.

pufrom
Kazeta s pufrom obsahuje reagencie, ktoré su citlivé na svetlo. Tento spotrebny material rozbalte tesne pred jeho
pouzitim.

Klastrova Vopred naplnena klastrovymi indexovacimi reagenciami s dvojitymi koncami a vymyvacim roztokom. Zahrfia ur¢enu
kazeta poziciu pre skimavku kniznice. Klastrovu kazetu od SBS kazety odliSuje oranzové oznacenie.

Denaturacnd reagencia v pozicii ¢. 30 obsahuje formamid, ¢o je organicky amid a reprodukény toxin. Bezpeénu likvidaciu
akejkolvek nepouzitej reagencie po cykle sekvenovania umoziiuje vymenitelny zasobnik.

SBS kazeta Vopred naplnend sekvenénymi reagenciami v objemoch $pecifickych pre pocet cyklov, ktoré tato suprava podporuje.
\ Kazda z troch pozicii reagencii ma prilahli poziciu vyhradenu pre automatické preplachovanie po dokonceni chodu.
SBS kazetu od klastrovej kazety odliSuje Sedé oznacenie.

SBS kazeta obsahuje reagencie, ktoré su citlivé na svetlo. SBS kazetu rozbalte az pred jej pouzitim.

Rezervované zasobniky klastrovych kaziet

Pre vlastné primery su rezervované tri zasobniky a pre skimavku kniznice je rezervovana jedna prazdna
pozicia. Na ucely sledovatelnosti vzorky sa skimavka kniznice vklada do klastrovej kazety po¢as nastavenia
cyklu a zostava v kazete az do konca chodu.
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Obrazok 3 Ocislované zdsobniky

ORORONO)

Tabulka 5 Zasobniky klastrovych kaziet

Pozicia Rezervované pre
5,6,a7 Volitelné vliastné primery
8 Skumavka kniznice

illumina

Spotrebny material a zariadenia dodavané pouzivatelom

Tabulka 6 Spotrebny material
Spotrebny material

Centrifugac¢na flasa, 500 ml
Centrifuga¢na skumavka, 30 ml
Jednorazové rukavice bez prasku

Izopropylalkoholové utierky, 70 %
alebo

vih¢ené utierky s obsahom etanolu, 70
%

Laboratérna utierka bez vldkien
Stupen reagencie NaOCI, 5 %

Spicky pipiet, 2 ul

Spicky pipiet, 20 ul
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Dodavatel

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratdria

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria

VWR, kataldégové ¢. 95041-714
alebo ekvivalent

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria

VWR, katalégové €. 21905-026
alebo ekvivalent

Sigma-Aldrich, kataldgové ¢.
239305

V$eobecny dodavatel pre
laboratéria

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria
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Ugel

Riedenie Tween 20 pre udrzbové preplachovanie.

Riedenie NaOCI pre udrzbové preplachovanie.

Vseobecny ucel.

Cistenie komponentov pred cyklom a véeobecny Uéel.

Susenie ploSiny prietokového ¢lanku a vSeobecny ucel.

Vykonanie udrzbového preplachovania.

Riedenie pipetou a vkladanie kniznic.

Riedenie pipetou a vkladanie kniznic.
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Spotrebny material

Spicky pipiet, 200 pl

Spicky pipiet, 1000 pl

Reagencia alebo izopropylalkohol
spektrofotometrickej kvality (99 %),
100 ml flasa

Tween 20

Laboratérna voda

Tabulka 7 Zariadenia
Polozka
Mraznicka, -25 °C az -15 °C
Odmerny valec, 500 ml, sterilny
Vedierko na lad
Pipeta, 20 pl
Pipeta, 200 pl
Pipeta, 1000 pl
Chladni¢ka, 2°C az 8 °C

Nadoba, vodné kupele*

Dodavatel

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Vseobecny dodavatel pre
laboratéria

Sigma-Aldrich, kataldgové ¢.

P7949

V$eobecny dodavatel pre
laboratéria

Ugel

Riedenie pipetou a vkladanie kniznic.

Riedenie pipetou a vkladanie kniznic.

illumina

Pravidelné Cistenie optickych komponentov a podpora

kazety pri Cisteni objektivu.

Vykonanie udrzbového preplachovania.

Riedenie Tween 20 a chlérnan sodny na udrzbové

preplachovanie.

Zdroj

VSeobecny dodavatel pre laboratoria
Vs$eobecny dodavatel pre laboratdria
V$eobecny dodavatel pre laboratéria
Vseobecny dodavatel pre laboratoria
Vseobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
Vseobecny dodavatel pre laboratdria

V$eobecny dodavatel pre laboratéria

* Pouzite nddobu, do ktorej sa zmestia dve kazety s reagenciami s prislusnou hladinou vody. Napriklad (61 cm x 91,4 cm x

25,4 cm).

Usmernenia pre laboratéornu vodu

Na vykondvanie postupov na pristroji vZdy pouzivajte laboratérnu alebo deionizovanu vodu. Nikdy nepouzivajte
kohutikovu vodu. PouZivajte len tieto stupne vody alebo ich ekvivalenty:

* Deionizovana voda

* llumina PW1

* Vodas odporom 18 megaohmov (MQ)

*  Voda Milli-Q
* Voda Super-Q

* Voda na molekuldrnu biolégiu

Navod na pouzitie

Tento navod je uréeny na prevadzku Nastroj NovaSeq 6000Dx v rezime IVD s pouzitim konfiguracii supravy S2

alebo S4.
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Vytvorit chod sekvenovania

Na vytvorenie chodu pomocou Spravca chodu spolo¢nosti lllumina rezimu IVD alebo RUO postupujte podla
nasledujucich krokov. Pripadne vyberte moznost Import Run (Importovat chod) na karte Planned (Planované
chody) na stranke Runs (Chody) a importujte vzorovy harok. Nové chody vytvorte bud' v pristroji, alebo
pristupom k Spravca chodu spolo¢nosti lllumina pomocou prehliadaca v sietovom pocitaci.

POZNAMKA Presné informacie pozadované kazdou analytickou aplikaciou sa liSia, ale proces
vytvorenia chodu zahffia nasledujice kroky.

1. Na karte Planned (Planované) na obrazovke Runs (Chody) vyberte moznost Create Run (Vytvorit chod).

2. Vyberte aplikaciu a potom kliknite na Next (Dalej).

3. Prejdite cez obrazovky nastaveni. V zavislosti od vasej aplikacie mézu zobrazené obrazovky obsahovat:
* Run Settings (Nastavenia chodu) — zadajte parametre chodu.

* Sample Data (Udaje o vzorke) - zadajte Udaje o vzorke manudline alebo importovanim stiboru CSV
obsahujuceho informécie o vzorke. Nazvy vzoriek musia byt jedine¢né.

* Analysis settings (Nastavenia analyzy) — zadajte nastavenia pre analyzu.

4. Na obrazovke Review (Kontrola) skontrolujte informacie o chode a vyberte moznost Save (Ulozit).
Chod bude pridany do hornej ¢asti zoznamu chodov na karte Planned (Planované).

Priprava spotrebného materialu

Rozmrazte SBS a klastrové kazety

A UPOZORNENIE

Pouzitie horucej vody na rozmrazovanie reagencii méze spdsobit znizenu kvalitu Udajov alebo
zlyhanie chodu.

1. Ak prebieha sekvenovanie, po dokoncéeni rozmrazovania skontrolujte, ¢i si dostupné obe strany nastroja.

2. Vyberte SBS a klastrové kazety z miesta uskladnenia s teplotou od -25 °C do -15 °C.
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3. Kazdu kazetu vloZte do dréteného stojana na rozmrazovanie.
Stojany sa dodavaju s pristrojom a zabrafuju prevrateniu vo vodnom kupeli.

Obrazok 4 Kazety v drotenych stojanoch na rozmrazovanie

=

4. Na uréenie trvania rozmrazovania pouzite nasledujlcu tabulku.
SBS a klastrové kazety rozmrazujte vo vodnom kupeli s izbovou teplotou (19 °C az 25 °C) podla
nasledujucich pokynov. Ponorte kazety pribliZne do polovice.

Kazeta Trvanie rozmrazovania
Kazeta S2 SBS 4 hodiny
Klastrova kazeta S2 Do 2 hodin
Kazeta S4 SBS 4 hodiny
Klastrova kazeta S4 Do 4 hodin

A UPOZORNENIE

Ak sa sekvenovanie nezac¢ne do $tyroch hodin od rozmrazenia kaziet s reagenciami, moze to mat
za nasledok znizenu kvalitu Udajov.

5. Podstavce kaziet dokladne osuste papierovymi utierkami. Vysus$te aj priestor medzi jamkami, aby sa
odstranila vSetka voda.

6. Skontrolujte, ¢i vo féliovych tesneniach nie je voda. Ak je v nich voda, osuste ich handri¢kou, ktord nepusta
vlakna.

7. Skontrolujte spodnu ¢ast kazdej kazety a uistite sa, Ze v zasobnikoch nie je l'ad, ¢o znamena, Ze reagencie
sl rozmrazené.

8. Kazdu kazetu 10-krat prevratte, aby ste reagencie zmiesali.

A UPOZORNENIE

Ak kazety nepremiesate, moze to mat za nasledok znizenu kvalitu Udajov.

9. Jemne poklepte spodnou ¢astou kazdej kazety o stdl, ¢im sa zniZi mnoZstvo vzduchovych bubliniek.
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VloZenie skumavky kniznice
1. Bez narusenia spodnej ¢asti skimavky kniznice vloZte neuzavretu skimavku obsahujicu denaturovanu a
zriedenu skupinu kniznic do pozicie Skumavka kniznice (&. 8) klastrovej kazety.

2. Vlozte skimavku kniznice do pozicie &. 8 klastrovej kazety.

Obrazok 5 Skumavka kniznice bez uzaveru vlozena do pozicie ¢. 8

Prazdne pouzité flase s reagenciami

Na vyprazdnenie flias s pouzitymi reagenciami sa pri kaZdom chode sekvenovania riadte nasledujucimi
pokynmi. Ak je vas systém nakonfigurovany tak, aby smeroval pouzité reagencie externe, pouzité reagencie sa
budu zhromazdovat v malej flasi a pred kazdym cyklom sekvenovania ju musite vyprazdnit. Velka flasa musi
byt na svojom mieste.

1. Vyberte a vyprazdnite malu fladu s pouzitymi reagenciami podla pokynov.
a. Zdvihnite paku a vyberte malu flasu s pouzitymi reagenciami z vyklenku. Flasu uchopte z oboch stran.
b. Odstrante zavitovy uzaver z drziaka uzaveru na prednej strane flase.
c. Utesnite otvor flase uzaverom, aby ste zabranili Uniku.
d

Obsah uchovavajte oddelene od obsahu druhej flase a zlikvidujte ho v sulade s normami platnymi vo
vasom regidne.

e. Flasu bez uzaveru vratte do vyklenku a potom paku potiahnite dolu. Uzaver skladujte na drziaku
uzaveru.

2. Vyberte a vyprazdnite velku flasu s pouzitymi reagenciami podla pokynov.
a. Pomocou hornej rukovate vyberte velku flasu s pouzitymi reagenciami z lavej strany zasuvky pufra.
b. Odstrante zavitovy uzaver z drziaka uzaveru na prednej strane flase.
c. Utesnite otvor flase uzaverom, aby ste zabranili Uniku.
d

Obsah zlikvidujte v sulade s normami platnymi vo vasom regione. Pri vyprazdfiovani uchopte obe
rukovate.

e. Flasu s uzaverom vratte do zasuvky pufra. Uzaver skladujte na drziaku uzaveru.
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Obrézok 6 Vratenie prazdnej flase

3. Natiahnite si novy par rukavic bez prasku.

A UPOZORNENIE
Po manipuldcii s flasou s pouzitymi reagenciami vzdy pouZite novy par rukavic.

4. Zatvorte zasuvku pufra a potom zatvorte dvierka priehradky na tekutiny.

A UPOZORNENIE

Ak pouzité flade s reagenciami nevyprazdnite, méze to mat za nasledok ukoncéenie chodu a
pretecenie, ¢o vedie k poskodeniu pristroja a predstavuje bezpecnostné riziko.

Priprava prietokového ¢lanku

1. Vyberte nové zabalené balenie prietokového ¢lanku z miesta, kde sa uchovava pri teplote 2 °C az 8 °C.

2. Utesnené balenie prietokového ¢lanku odlozte na 10-15 minut pri teplote okolia (19 °C az 25 °C).
Prietokovy ¢lanok pouzite do 12 hodin od jeho vybalenia z obalu.

VlozZenie spotrebného materialu

Pri spusteni nastavenia cyklu a vloZeni spotrebného materialu postupujte podla nasledujucich pokynov.

1.V hlavnej ponuke vyberte Sequence (Sekvencia), potom vyberte cyklus jedného alebo dvoch prietokovych
¢lankov nasledujicim spésobom.

* A+B-nastavte cyklus s dvomi prietokovymi ¢lankami.
* A -nastavte cyklus s jednym prietokovym ¢lankom na strane A.

* B-nastavte cyklus s jednym prietokovym ¢lankom na strane B.
Systém spusti nastavenie cyklu, po¢nuc vioZzenim prietokového ¢lanku.

2. StlaCenim tlacidla OK potvrdite varovanie a otvorite dvierka prietokového ¢lanku.
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A UPOZORNENIE

Pocas cyklu sekvenovania udrziavajte povrch Cisty a o pristroj sa neopierajte. Tlak na dvierka
prietokového ¢lanku moéze spdsobit ich otvorenie, ¢o spdsobi zastavenie cyklu. Zastavené cykly
nie je mozné obnovit.

Vlozenie prietokového ¢lanku
1. Vyberte prietokovy ¢lanok z predchadzajiceho chodu, ak je pritomny.

2. Ak su na ploSine prietokového ¢lanku viditelné ¢astice, utierkou namocenou v alkohole ocistite celu ploSinu
vratane fluidného rozhrania a skleneného povrchu ciela optického zarovnania. Osuste handri¢kou, ktora
nepusta vlakna.

Obrazok 7 PloSina prietokového ¢lanku

3. Vytiahnite prietokovy ¢lanok z obalu podla pokynov.
a. Nasadte sinovy par rukavic bez pudru, aby ste predisli kontaminacii skleneného povrchu prietokového
¢lanku.
b. Balenie polozte na rovny povrch a odlepte foliu z rohovej plosky.
Odstrante priehladnu plastovu schranku zakryvajucu prietokovy ¢lanok.

d. Vytiahnite prietokovy ¢lanok z obalu. Uchopte prietokovy ¢lanok z obidvoch stran, aby ste sa nedotkli
skla alebo spodného tesnenia.

e. Ak su na niektorom zo sklenenych povrchov viditelné ¢astice, vycistite tento povrch handri¢kou
napustenou alkoholom, ktora nepusta vldkna, a vysuste ju pomocou laboratérneho obrusku, ktory
nepusta vidkna.

f. Obal primerane zlikvidujte.

4. Prietokovy ¢lanok zarovnajte nad $tyri vyvySené svorky a umiestnite ho na na plosinu.
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5.

Obrdzok 8 Vlozené prietokové ¢lanky zarovnané nad svorkami

Vyberte Close Flow Cell Door (Zatvorit dvierka prietokového ¢lanku).
Dvierka prietokového ¢lanku sa automaticky zatvoria, skontroluju sa snimace a RFID a na obrazovke sa
zobrazi ID prietokového ¢lanku.

Vlozenie SBS a klastrovych kaziet

1.
2.

Otvorte dvierka priehradky na kvapalinu a potom otvorte dvierka chladi¢a s reagenciami.

Ak sa v pristroji nachadzaju pouzité SBS a klastrové kazety z predchddzajuceho chodu, vyberte ich.
Pouzité kazety maju prepichnuté féliové tesnenia.

Nepouzity obsah zlikvidujte v sulade s prislusnymi predpismi.

Informacie o bezpecnej likvidacii klastrovej kazety pozicie €. 30 najdete v Casti Odpojenie pozicie ¢. 30 na
strane 19.

Pripravené kazety vloZte do zasuvky chladi¢a s reagenciami podla pokynov, aby §titky na vioZenie
smerovali k zadnej strane pristroja.

* Umiestnite SBS kazetu (sivy Stitok) do lavej polohy.
* Umiestnite klastrovu kazetu (oranzovy §titok) obsahujucu neuzatvorenu skdmavku kniznice do spravnej

polohy.

Obrazok 9 Vlozené kazety s reagenciami

5. Zasuvku zasufite do chladi¢a a potom zatvorte dvierka chladi¢a s reagenciami.
Skontroluju sa snimace a RFID. Na obrazovke sa zobrazia identifikatory skiumavky kniznice a dvoch kaziet.
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VloZenie kazety s pufrom
1. Potiahnite kovovu rukovat a otvorte zasuvku na pufer.

2. Vyberte pouzitu kazetu s pufrom z pravej strany zasuvky na pufer.
Pouzita kazeta s pufrom ma prepichnuté féliové tesnenia.

3. Do zasuvky na pufer vlozte novu kazetu s pufrom tak, aby Illlumina Stitok smeroval k prednej Casti zasuvky.
Zarovnajte kazetu so zdvihnutymi vodiacimi liStami na spodku a bokoch zdsuvky.
Pri spravnom vlozeni je kazeta s pufrom umiestnena rovnomerne a zasuvku je mozné bez problémov
zatvorit.

Obrazok 10 Vlozenie kazety s pufrom

4. Ak boli vyprazdnené obe pouzité flase s reagenciami, zaciarknite poli¢ko, ktoré potvrdzuje, ze obe pouzité
flaSe s reagenciami su prazdne.

POZNAMKA Ak pouzité flase s reagenciami nevyprdzdnite, moéze to mat za ndsledok ukonéenie
chodu a pretecenie, ¢o vedie k poskodeniu pristroja a predstavuje bezpecnostné riziko.

5. Po pridani spotrebného materidlu pokracujte vyberom moznosti Run Selection (Vyber chodu).

Vyber a spustenie chodu

Pristroj naskenuje ID skimavky kniznice a vyhlada zodpovedajlci planovany chod.

1. Ak systém pre kazdu pouzivanu stranu objavi pldnovany chod zodpovedajuci ID skimavky kniznice, vyber
chodu sa preskodéi. Pokracujte vyberom moznosti Review (Skontrolovat).

2. Ak neexistuje zhoda pre jednu alebo druhu stranu, vyberte moznost Run Selection (Vyber cyklu), potom
vyberte jeden alebo viac pldnovanych chodov.
Na oboch stranach nie je mozné vybrat rovnaky planovany chod.

3. Akje zvolenych jeden alebo viac chodov, vyberte polozku Pre-Run Checks (Kontroly pred spustenim).
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4. Pockajte priblizne 5 minut, kym sa kontrola pred spustenim chodu dokon¢i.

Chod sa spusti automaticky po uspesnom dokonéeni kontrol.

POZNAMKA Aby ste predisli preplneniu pevného disku, po spusteni chodu nekopirujte Zziadne Udaje
do C:\.

Chyby kontroly pred spustenim chodu

1.

Ak budu kontroly pred spustenim chodu nelspesné v désledku chyby snimaca, napriklad ak nie je zisteny
prietokovy ¢lanok, pracovny postup musite ukondit a znova spustit.

Priinych nelspesnych kontrolach pred spustenim chodu vyberte moznost Retry (Skusit znova), aby ste
znovu spustili nedspesnu kontrolu alebo Retry All (Skusit znova v8etko), aby ste znova spustili vSetky
kontroly.

Chyby je potrebné pred spustenim chodu vyriesit.

Ak chcete zobrazit Udaje o chybe, vyberte ikonu Error (Chyba).
Ak zlyha kontrola zarovnania, chybu vyrieste podla pokynov.

a. Vyberte moznost Reload (Znovu nacitat) a potom vyberte moznost OK, vdaka ¢omu sa vratite na
obrazovku Load (Nacitat).

b. Odstrante vSetky polozky z hornej ¢asti pristroja a potom zvolte moznost OK. Dvierka prietokového
¢lanku sa otvoria.

Znova nacitajte prietokovy ¢lanok a potom vyberte moznost Run Setup (Nastavenie chodu).

d. Prejdite kazdou obrazovkou na opatovné nacitanie kazdého RFID, aby ste sa vratili na obrazovku Pre-
Run Checks (Kontroly pred spustenim chodu).

e. Zopakujte kontrolu.

Monitorovanie priebehu chodu

Pocas prebiehajiceho chodu sa na obrazovke sekvenovania zobrazia nasledujlce Udaje. Obrazovka
sekvenovania je pristupna prostrednictvom hlavnej ponuky.

Stav jednotlivych krokov chodu
Time to completion (Cas do ukoné&enia) - datum a ¢as ukon&enia chodu (rrrr-mm-dd hh:mm).

Run progress (Priebeh cyklu) — aktudlny krok chodu. Velkost indikatora priebehu nie je Gmerna rychlosti
chodu kazdého kroku.

Q-scores (Q-skore) — zobrazuje rozdelenie kvalitativneho skére (Q-skére).

Intensity (Intenzita) — zobrazuje hodnotu intenzity klastrov 90. percentilu kazdej dlazdice. Farby grafu
oznacuju ervené a zelené kanaly.

Clusters passing filter (%) (Klastre prechadzajuce filtrom [%]) — zobrazuje percento klastrov
prechadzajucich filtrom.
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* Projected Total Yield (GB) (Predpokladana celkova vytaznost [GB]) — predpokladana vytaznost v ramci
chodu prietokového ¢lanku. Ak su zvolené metriky pre jednotlivé pruhy (H), zobrazené ¢isla oznacuju
aktudlnu vytaznost jedného pruhu a aktualizuju sa pri kazdom cykle pocas celého chodu.

* Q30 - percento primarnej analyzy baz kazdého chodu s Q-skére = 30.
Ikony stavu

Ikona stavu na NVOS rozhrani oznaduje stav chodu. Cislo na ikone oznad&uje po&et podmienok pre dany stav.

Ked' sa zmeni stav chodu, ikona za¢ne blikat. Po stlaceni ikony sa zobrazi popis stavu. Vyberom mozZnosti
Acknowledge (Potvrdit) vymazete hlasenie a naslednym vyberom moznosti Close (Zatvorit) zatvorite
dialégové okno.

lkona stavu  Nazov stavu Popis

Stav v poriadku Systém funguje normaine.

Spracovanie Systém vykonava spracovanie.

Varovanie Zobrazilo sa varovanie, ktoré si vyZzaduje pozornost.
Pri varovaniach sa chod nezastavi ani sa pred spracovanim nevyzaduje Ziadna akcia.

Chyba Vyskytla sa chyba.
0 Chyby je potrebné vyriesit pred pokracovanim chodu.
© Informacie K dispozicii je nekritické hlasenie.

Spustenie metrik

Softvér zobrazuje metriky vygenerované poc¢as chodu. Metriky sa zobrazuju v podobe grafov, diagramov a
tabuliek zalozenych na udajoch vygenerovanych softvérom RTA3 a zapisanych do suborov InterOp.

Klastrovanie trva priblizne 2 hodiny, potom sa 1. cyklom zacina sekvenovanie. Metriky sa v priebehu
sekvenovania aktualizuju. Klastre, ktoré prechadzaju filtrom, vytaznost a kvalitativne skére su dostupné po 26.
cykle. Pred 26. cyklom nebudu automaticky vyplnené Ziadne hodnoty, ktoré budi oznacené ako nerelevantné.

Po sekvenovani

V nasledujucich ¢astiach su uvedené pokyny tykajuce sa krokov uskuto¢nenych po dokonéeni sekvenovania.
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Automatickeé preplachnutie po ukonc¢eni chodu

Po dokonc&eni sekvenovania softvér spusti automatické preplachnutie po ukonéeni chodu, ktoré trva priblizne
80 minut. Systém nacerpa 0,24 % chlérnanu sodného (NaOCI) z pozicie ¢. 17 a nariedihona 0,12 %. 0,12 %
NaOCI sa pre€erpa do pozicie s reagenciami ExAmp a pozicie kniZnice, cez prietokovy ¢lanok a potom do
pouzitych flias s reagenciami. Pri preplachovani sa zo systému vymyje Sabldna, aby sa zabranilo krizovej
kontamindcii.

Po dokonc&eni preplachnutia sa systém prepne do bezpeéného stavu a aktivuje sa tlacidlo Home (Domov).
Spotrebny material ponechajte na mieste az do dalSieho cyklu. Po preplachnuti zostanu nasavacie trubicky v
SBS a klastrovych kazetdch, aby sa zabranilo vniknutiu vzduchu do systému. Nasavacie trubi¢ky v kazete s
pufrom sa zdvihnu, takze pouzité flade s reagenciami je mozné vyprazdnit. Cistiaci pufer sa potom pregerpa
cez v8etky vedenia na odstranenie NaOCI a reagencii zo systému.

POZNAMKA Ak sa pocas automatického preplachnutia po ukonéeni chodu vyskytne chyba a ak je
neuplné, bude potrebné vykonat tdrzbové Cistenie.

Odpojenie pozicie ¢. 30

Zasobnik v pozicii ¢. 30 klastrovej kazety obsahuje formamid. Musi sa vybrat z pouzitej klastrovej kazety a
samostatne zlikvidovat.

A UPOZORNENIE

Tato suprava reagentov obsahuje potencialne nebezpecné chemikalie. V d6sledku vdychnutia,
pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s oéami moéze dojst k zraneniam. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto
nebezpedenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a
likvidujte ich v sulade s platnymi regionalnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi.
Dal$ie informéacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpe&nosti ndjdete na karte
bezpecnostnych Udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

1. Rukami v rukaviciach zatlac¢te bielu plastovu plésku s oznacenim Odpojit po pouziti smerom doprava.

2. Polozte ruku alebo pevny povrch pod zasobnik a zatlacte priehladnu plastovu plosku smerom k
llluminastitku, aby ste uvolnili zasobnik spod klastrovej kazety.

POZNAMKA Pri skladovani klastrové kazety nepokladajte na seba. Pokladanie na seba mo6ze
spoOsobit ndhodné odpojenie zasobnika.
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Obrazok 11 Vymenitelna pozicia ¢. 30

A. Biela plastova pl6ska na odpojenie
B. Priehladna plastova pl6ska na uvolnenie

3. Zasobnik zlikvidujte v sulade s platnymi normami.

Vysledky sekvenovania

Pocas sekvenovania sa Udaje automaticky prenesu z Nastroj NovaSeq 6000Dx do Server lllumina DRAGEN. Po
dokonéeni primarnej analyzy a dokonceni prenosu Udajov mbze sekunddarna analyza v systéme Server lllumina
DRAGEN zacat automaticky pouzitim moznosti analyzy definovanych aplikaciou, ktoru zvolite v Spravca chodu
spolo¢nosti lllumina. Vytvorené vysledky zdavisia od moZnosti zvolenych poc¢as nastavenia chodu. Ak chcete
zobrazit vysledky z chodu, vyberte pozadovany nazov chodu na karte Completed (Dokoncené) na obrazovke
Runs (Chody). Vystupné subory mdZete ndjst aj na strdnke uvedenej na obrazovke Instrument Settings
(Nastavenia pristroja).

Analyza v redalnom case

Nastroj NovaSeq 6000Dx spusti RTA3, implementaciu softvéru Analyza v redlnom &ase, v nastroji Compute
Engine (CE). RTA3 extrahuje intenzity z obrazkov ziskanych z fotoaparatu, vykona primarnu analyzu baz, priradi
kvalitativne skére primarnym analyzam baz, zarovna sa k PhiX a bude hldsit Gdaje v suboroch InterOp.

Na optimalizaciu ¢asu spracovania RTA3 uloZi informacie do pamate. Ak je RTA3 ukoncéené, spracovanie sa
neobnovi a vSetky Udaje spraclvané v pamati sa stratia.

Vstupy RTA3

RTA3 vyzaduje obrazky dlazdic obsiahnuté v lokalnej systémovej pamati na spracovanie. RTA3 prijme
informacie o chode a prikazy z NVOS.

Dokument ¢. 200025276 vO1 20272

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO
LEN NA EXPORT



Pribalovy letak k pristroju NovaSeq 6000Dx illumina

Vystupy RTA3

Snimky z kazdého farebného kanala sa do pamate presuvaju RTA3 ako dlazdice. Z tychto snimok sa v aplikacii
RTA3 vytvori vystup v podobe skupiny suborov primarnej analyzy baz s posidenim kvality a suborov filtrov.
VSetky ostatné vystupy podporuju vystupné subory.

Typ suboru Popis

Subory primarnej analyzy Kazda dlazdica, ktord sa analyzuje, je zahrnutd v stbore zli¢enej primarnej analyzy baz (*.cbcl). Dlazdice
baz z rovnakého pruhu a povrchu st zoskupené do jedného suiboru CBCL pre kazdy pruh a povrch.

Subory filtrov Kazda dlazdica vytvori subor filtra (*.filter), ktory Specifikuje, Ci klaster prechadza filtrami.

RTA3 poskytuje metriky kvality cyklu v redlnom ¢ase uloZzené ako subory InterOp, ¢o su binarne vystupy
obsahujuce metriky dlazdic, cyklov a Urovne naéitania.

RieSenie chyb

RTA3 vytvori subory dennika a zapiSe ich do priecinka Logs (Zaznamy). Chyby sa zaznamenaju do textového
suboru vo formate *.log.

Nasledujlce subory dennikov sa prenesu do koneé¢ného vystupného miesta na konci spracovania:
* info 00000.1log zhrnie dblezité udalosti chodu.
* error 00000.loguvadzazoznam chyb, ku ktorym doslo poc¢as chodu.

* warning 00000.1log uvadza zoznam varovani, ku ktorym doslo po¢as chodu.

Dlazdice prietokového ¢lanku

Dlazdice su malé zobrazovacie plochy na prietokovom ¢lanku. Fotoaparat zhotovi jednu snimku kazdého riadka,
ktoru softvér rozdeli na dlazdice na RTA3 spracovanie. Celkovy pocet dlazdic zavisi od toho, kolko pruhov,
riadkov a povrchov sa zobrazuje na prietokovom ¢lanku.

* Prietokové ¢lanky S2 maju celkovo 1408 dlazdic.

* Prietokové ¢lanky S4 maju celkovo 3 744 dlazdic.

Komponent
. 5 o xrx S2 sS4 Popis
prietokového €lanku
Pruhy 2 4 Pruh je fyzicky kanal so vstupnymi a vystupnymi portmi.
Plochy 2 2 Prietokové ¢lanky S2 a S4 su zobrazované na dvoch povrchoch: hornom a dolnom. Najprv

sa zobrazi horny povrch dlazdice.

Pocet riadkov na 4 6 Riadok je stipec v pruhu prietokového &lanku, ktory fotoaparat zaznamend ako jeden
pruh nasnimany obrazok.
Dlazdice v kazdom 88 78 Dlazdica je Cast riadka, ktora zndzorfiuje zobrazenu oblast na prietokovom ¢lanku.
riadku
Celkovy pocet 1408 3744 Pruhy x povrchy x riadky x dlazdice na riadok sa rovnaju celkovému po¢tu dlazdic.
vygenerovanych
dlazdic
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Nazov dlazdice je patciferné ¢&islo, ktoré predstavuje poziciu dlazdice na prietokovom ¢&lanku. Napriklad nazov
dlazdice 1_1205 oznacuje pruh 1, horny povrch, riadok 2, dlazdicu 5.

* Prva ¢islica oznacduje ¢islo pruhu:

— 1alebo 2 pre prietokovy ¢lanok S2.

— 1,2, 3 alebo 4 pre prietokovy ¢lanok S4.
* Druha ¢islica predstavuje povrch: 1 pre hornu alebo 2 pre spodnu ¢ast.
* Tretia Cislica predstavuje Cislo riadka:

— 1,2, 3 alebo 4 pre prietokovy ¢lanok S2.

- 1,2,3,4,5alebo 6 pre prietokovy ¢lanok S4.

* Posledné dve &islice predstavuiju &islo dlazdice. Cislovanie za&ina &islom 01 na vystupe prietokového &lanku
do 88 alebo 78 na vstupnom konci.

— 01az 88 pre prietokovy ¢lanok S2.
— 01az78 pre prietokovy ¢lanok S4.

Pracovny postup analyzy v redlnom ¢ase
Registracia Zaznamena umiestnenie kazdého klastra na vzorovanom prietokovom ¢lanku.
Extrakcia intenzity Urcuje hodnotu intenzity pre kazdy klaster.
Korekcia fazovania Opravuje vplyvy fazovania a predfazovania.
Primarna analyza baz  Urc¢uje primarnu analyzu baz kazdého cyklu pre kazdy klaster.
Vyhodnocovanie K vysledkom kazdej primarnej analyzy baz prirad'uje kvalitativne skore.
kvality

Registracia

Registraciou sa zarovna obraz s oto¢enym Stvorcovym polom nanojamok na vzorovanom prietokovom ¢lanku.
Vzhladom na usporiadané rozlozenie nanojamiek su suradnice X a Y pre kazdy klaster v dlazdici vopred uréené.
Pozicie klastra sa zapiSu do suboru umiestnenia klastra (s.locs) pre kazdy cyklus.

Ak zlyha zapis akejkolvek snimky v cykle, v tomto cykle sa nevytvoria ziadne primarne analyzy baz pre tuto
dlazdicu.

Extrakcia intenzity

Po registracii sa pri extrakcii intenzity vypocita hodnota intenzity pre kazdu nanojamku na danom obrazku. Ak
bola registracia nedspesna, nie je mozné extrahovat intenzitu danej dlazdice.
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Korekcia fazovania

Podas reakcie sekvenovania sa kazdé vlakno DNA v klastri predizi pri kazdom cykle o jednu bazu. K fazovaniu a
predfazovaniu dochadza, ked sa vlakno dostane mimo fazy aktualneho cyklu inkorporacie.
K fazovaniu dochadza, ked' baza inkorporacie zostane vzadu.

K predfazovaniu dochddza, ked' sa baza inkorporacie dostane dopredu.

Obrazok 12 Fazovanie a predfazovanie
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A. Citanie s fazovanou bazou.
B. Citanie s predfazovanou bazou.

V aplikacii RTA3 sa napravia Ucinky fazovania a predfazovania, ¢im sa zvysi kvalita Udajov v ramci kazdého
cyklu pocas chodu.

Primarna analyza baz

Pri primarnej analyze baz sa urcuje baza (A, C, G alebo T) pre kazdy klaster danej oblasti v konkrétnom cykle.
Pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx pouziva dvojkanalové sekvenovanie, ktoré na kddovanie Udajov Styroch
DNA baz vyzaduje len dve snimky: jednu zo zeleného kanala a druhu z ¢erveného kanala.

Ziadna analyza sa ozna&uje ako N. K Ziadnym analyzam dochdadza, ak klaster neprejde filtrom, zlyhd registracia
alebo sa klaster posunie mimo obrazok.

Intenzity kazdého klastra sa extrahuju z ervenych a zelenych obrazkov a porovnaju sa navzajom, ¢o vedie k
Styrom odliSnym populaciam. Kazda populacia zodpoveda jednej baze. Pri primarnej analyze baz sa urcuje, do
ktorej populacie patria jednotlivé klastre.

Dokument ¢. 200025276 vO1 23272

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO
LEN NA EXPORT



Pribalovy letak k pristroju NovaSeq 6000Dx illumina

Obrazok 13 Vizualizacia intenzit klastrov

=0l

Tabulka 8 Primarna analyza baz v dvojkanalovom sekvenovani

Baza Cerveny kanal Zeleny kanal Vysledok
A 1 (zapnuté) 1 (zapnuté) Klastre, ktoré vykazuju svetelnu intenzitu v cervenom aj zelenom kanali.
] 1 (zapnuté) 0 (vypnuté) Klastre, ktoré vykazuju svetelnu intenzitu iba v ¢ervenom kanali.
G 0 (vypnuté) 0 (vypnuté) Klastre, ktoré nevykazuju Ziadnu svetelnu intenzitu v zndmom umiestneni
klastra.
T 0 (vypnuté) 1 (zapnuté) Klastre, ktoré vykazuju intenzitu len v zelenom kanali.

Filtrovanie klastrov

Aplikdcia RTA3 po&as chodu filtruje nespracované Gdaje, ¢im sa odstrariuju &itania sekvencie, ktoré nespiriaju
prah kvality stanoveny pre Udaje. Prekryvajuce sa klastre a klastre s nizkou kvalitou sa odstrania.

Pri dvojkanalovej analyze aplikacia RTA3 vyuziva na urenie Cistoty (meranie Cistoty intenzity) primarnej
analyzy baz systém zaloZeny na populdciach. Klastre prejdu filtrom (PF), ak je Cistota nizsia, ako pevne
stanoveny prah, maximalne pri jedinej primarnej analyze baz pocas prvych 25 cykloch. Zarovnanie podla PhiX,
ak je sucastou, sa vykondva v 26. cykle na podskupine oblasti pre klastre, ktoré presli filtrom. Klastre, ktoré
neprejdu filtrom, neprechadzaju primarnou analyzou baz a nie su zarovnané.

Kvalitativhe skore

Kvalitativne skére (Q-skore) je predpoved pravdepodobnosti nespravnej primarnej analyzy baz. Vyssie Q-skore
znamena, ze kvalita primarnej analyzy baz je vyssia a je pravdepodobnejSie, ze vysledky budu spravne. Po
urcéeni Q-skére sa vysledky zaznamenaju v suboroch CBCL.

Q-skore struéne oznamuje malé pravdepodobnosti chyb. Kvalitativne skdére su vyjadrené ako Q(X), kde je

X hodnota skdre. V nasledujucej tabulke je zobrazeny vztah medzi kvalitativnym skére a pravdepodobnostou
chyby.
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Q-skore Q(X) Pravdepodobnost chyby
Q40 0,0001 (1z10 000)

Q30 0,001 (1z1000)

Q20 0,01 (1z100)

Q10 0,1(1z10)

Vyhodnocovanie kvality a podavanie sprav

illumina

Kvalitativnym vyhodnocovanim sa vypodcita subor prediktorov pre kazdu primarnu analyzu baz a potom sa
pomocou hodnét prediktorov vyhlada Q-skore v tabulke kvality. Tabulky kvality su vytvorené tak, aby
poskytovali optimalne presné kvalitativne predpovede pre chody generované Specifickou konfiguraciou
platformy sekvenovania a verzie chemickych procesov.

Kvalitativne vyhodnocovanie je zalozené na upravenej verzii algoritmu Phred.

Na generovanie Q-tabulky pre Nastroj NovaSeq 6000Dx boli uréené tri skupiny primarnych analyz baz na
zaklade zoskupenia tychto Specifickych prediktivnych funkcii. Po zoskupeni primarnych analyz baz bola
priemerna miera chyby vypocitana empiricky pre kazdu z troch skupin a prislusné Q-skére bolo zaznamenané v
Q-tabulke spolu s prediktivnymi funkciami korelujlucimi s danou skupinou. Ako také s mozné iba tri Q-skore s
RTA3 a toto Q-skdre predstavuje priemernt chybovost skupiny. Celkovo to vedie k zjednodusenému, no
zaroven vysoko presnému hodnoteniu kvality. Tri skupiny v tabulke kvality zodpovedaju hrani¢nym (< Q15),
strednym (~Q20) a vysokokvalitnym (> Q30) primarnym analyzam bdz a je im priradené konkrétne skoére 12, 26
a 34. Okrem toho je nulové skoére 2 priradené vSetkym procesom, ktoré nie su analyzy. Tento model
vykazovania Q-skére znizuje poziadavky na Ulozny priestor a Sirku pasma bez ovplyvnenia presnosti alebo

vykonu.

Obrazok 14 ZjednoduSené Q-skoére s RTA3

RTA3

Sequence data

CAGAACCTGACCCGAACCTGACC
TTGGCATTCCATTGGCATTTCCA
TAGCATCATGGATTAGCATCATGGAT
GAGTCAACATCAGAGTCAACAGTCA

0
862
2125
3266

v
Q-table
Metric1 Metric 2 Metric3 Metric4 Metric 5
1 3 3.2 0

2178 0.05 0.06
3309 0.05 0.07

915 0.5 0.9 0
1
1

v

Q-scores

2 |12 |26 | 34
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Vystupné subory sekvenovania

Typ suboru Opis, umiestnenie a nazov suboru
Subory primarnej analyzy Kazdy analyzovany klaster je zahrnuty do suboru primarnej analyzy baz agregovaného do jedného suboru na
baz cyklus, pruh a povrch. Agregovany subor obsahuje vysledky primarnej analyzy baz a zakédované kvalitativne

skére pre kazdy klaster.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO1\C1l.1
L[lane] [surface].cbcl, napriklad L001 1.cbcl

Subory umiestneni klastrov V ramci kazdého prietokového ¢lanku obsahuje subor umiestnenia binarneho klastra suradnice XY vzhladom na
klastre v dlazdici. Sestuholnikové rozlozenie, ktoré sa zhoduje s nanojamkovym rozlozenim prietokového &lanku,
predefinuje tieto suradnice.

Data\Intensities
s [lane].locs

Subory filtrov Subor filtra $pecifikuje, i klaster presiel filtrami. Stbory filtrov sa generuju v 26. cykle na zaklade udajov z 25

cyklov. Pre kazdu dlazdicu sa vytvori jeden subor filtra.
Data\Intensities\BaseCalls\L001l

s [lane] [tile].filter
Subor s informaciami o Su v nom uvedené informacie zahriiajlce nazov chodu, pocet cyklov v kazdom ¢itani, informacie o tom, Ci je
chode Citanie indexované (Index Read), a pocet riadkov a dlazdic na prietokovom ¢lanku. Subor s informaciami o chode

sa vytvara na zaciatku chodu.
[Root folder],RunInfo.xml

Subory miniatur Obrazky miniatur pre prvy cyklus kazdého sekvenovaného c&itania.
Thumbnail Images\L0O01\C[X.1]-sUbory sU uloZené v podpriecinku v rdmcikazdého cyklu.
s_[lane] [tile] [channel].jpg—Obrazok miniatury obsahuje aj nazov oblasti.

Struktura vystupného prie¢inka sekvenovania

Softvér NVOS automaticky vygeneruje nazov vystupného priecinka.

Config — nastavenie konfiguracie pre chod.
[ 1Logs - subory dennika s informéaciami o analytike pristroja, prevadzkovych krokoch a RTA3 udalostiach.
B SampleSheet.csv — vzorovy harok alebo iny prilozeny subor, ak je k dispozicii.
Data
[lIntensities
[ IBaseCalls

L 1LOO[X] - subory primarnej analyzy baz (*.cbcl) zoskupené do jedného stboru na jeden pruh,
povrch a cyklus.

=l s.locs - stibor umiestnenia klastra v ramci chodu.
InterOp - bindrne subory.
[ 1Recipe - stbor s predpisom pre konkrétny chod.
"1 Thumbnail Images — obrazky miniatur pre kazdu 10. dlazdicu.
IL1LIMS - subor nastavenia cyklu (*.json), ak je k dispozicii.

Audit
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=l Auditinfo.xml
=/ RTA3.cfg
=/ Runinfo.xml
=l RunParameters.xml
=IRTAComplete.txt
=l copyComplete.txt
=l SequenceComplete.txt
B llluminaRunManagerCopyComplete.txt

=l Manifest.tsv

Varovania a preventivne opatrenia

A UPOZORNENIE

Federalne zakony obmedzuju predaj, objednanie, pouzivanie alebo objednanie pouzivania tohto
zariadenia na lekara alebo iného odbornika s licenciou podla prava statu, v ktorom vykonava prax.

* Niektoré komponenty reagencii poskytované spolo¢nostou lllumina na pouzitie s pristrojom Nastroj
NovaSeq 6000Dx obsahuju potencidlne nebezpecné chemikalie. V dosledku vdychnutia, pozitia,
kontaktu s pokoZkou a kontaktu s ocami moze dojst k zraneniam. Noste ochranné prostriedky vratane
ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto nebezpecéenstvo vystavenia.

S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v sulade s platnymi
regionalnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Dalsie informéacie o ochrane Zivotného
prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete na kartach bezpeénostnych Udajov (SDS) na stranke
support.illumina.com/sds.html.

* Nedodrziavanie uvadzanych postupov méze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému znizeniu
kvality vzoriek.

* Pouzite bezné laboratdrne bezpeénostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavajte ustami. Nejedzte, nepite ani
nefajcite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipuldcii so vzorkami a sadami reagencii noste jednorazové
rukavice a laboratérny plast. Po manipulécii so vzorkami a reagenciami zo supravy si dékladne umyte ruky.

* Dodrziavajte spravne laboratérne postupy a dobru laboratérnu hygienu, aby nedoslo ku kontaminacii
reagencii, nastrojov a genomickych vzoriek DNA produktmi PCR. Kontamindacia spésobend PCR mébze
zapricinit nepresné a nespolahlivé vysledky.

* Aby nedoslo ku kontamindacii, priestory pred amplifikaciou a po amplifikacii musia mat Specializované
vybavenie a spotrebny material (napriklad pipety, Spicky pipiet, mixéry a odstredivky).
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* Parovanie indexu so vzorkou sa musi presne zhodovat s rozlozenim indexového Stitku. Aplikdcia DNA Prep
with Enrichment automaticky vyplni indexové priméry spojené s nazvami vzoriek po zadani poc¢as
nastavenia chodu. Pred za¢atim cyklu sekvenéného spracovania odpori¢ame, aby pouzivatel overil
priradenie indexovacich primérov ku vzorkam. Nezhoda medzi vzorkami a rozlozenim ploSiny vedie k strate
identifikacie pozitivnej vzorky a k nespravnemu vykazovaniu vysledkov.

* Naochranu poéitaca pred virusmi odporu¢ame instalovat pouzivatelom zabezpeceny antivirusovy softvér.

* Ak je odpojeny akykolvek panel, pristroj NovaSeq 6000Dx nepouzivajte. Ak bol ktorykolvek z panelov
odstraneny, pri pouziti pristroja vznika riziko potencialneho vystavenia siefovému napétiu a jednosmernému
napatiu.

* Nedotykajte sa plosiny prietokového ¢lanku v priestore na prietokovy ¢lanok. Teplota ohrieva¢a v tomto
priestore dosahuje 22 °C az 95 °C - hrozi riziko popalenia.

* Hmotnost pristroja je priblizne 1059 libier a ak spadne alebo sa s nim nespravne manipuluje, méze spbdsobit
vazne poranenie.

Vykonnostné charakteristiky

Vykonnostné charakteristiky pristroja NovaSeq 6000Dx boli stanovené pomocou softvéru lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx na pripravu kniznice, Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava
reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov) na sekvenovanie a DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx aplikdcie na sekundarnu analyzu vratane detekcie variantov Germline a Somatic. Studie zahffali
indexovanie vzoriek, prenos vzoriek, vstup DNA, analyticku citlivost (limit blanku/detekény limit), spravnost,
presnost, porovnanie metdd a reprodukovatelnost. Precitajte si pribalovy letak k pristroju Pribalovy letak k
zariadeniu lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, v ktorom najdete informdacie o charakteristikdch ucinnosti
tykajucich sa predanalytickych faktorov, napriklad metddy extrakcie alebo rusivé latky.

Definicie vypoétov pouzitych v ramci charakteristik

ucinnosti

—_

Pozitivna percentudlna zhoda (PPA) sa pocita ako pomer miest klasifikovanych ako varianty podla
referenénej metddy, ktoré analyza spravne vykaze.
* (pocet variantnych miest spravne vykazovanych analyzou)/(celkovy pocet variantnych miest)

Variantné miesta vykazované analyzou, ktoré sa zhoduju (su konkordantné) s referenénou metédou, su
pravdivo pozitivne (TP). Variantné miesta vykazované analyzou ako referen¢né analyzy alebo ako odlisné
variantné analyzy su nepravdivo negativne (FN).

2. Negativna percentualna zhoda (NPA) sa pocita ako pomer miest klasifikovanych ako Standardné podla
referenénej metddy, ktoré analyza spravne vykaze.

* (pocet Standardnych miest spravne vykazovanych analyzou)/(celkovy pocet Standardnych miest)
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Standardné miesta vykazované analyzou, ktoré sa zhoduiju (st konkordantné) s referenénou metédou, st
pravdivo negativne (TN). Standardné miesta vykazované analyzou ako varianty st nepravdivo pozitivhe
(FP).

3. Celkova percentudlna zhoda (OPA) sa pocita ako pomer miest, ktoré analyza spravne vykazuje vzhladom na
referenénu metddu.

* ((pocCet variantnych miest spravne vykazovanych analyzou ) + (pocet $tandardnych miest spravne
vykazovanych analyzou))/((celkovy poCet variantnych miest) + (celkovy pocet Standardnych miest))

4. Vypocty PPA, NPA a OPA nezahffiaju Ziadne volania (variantné alebo referenéné miesta nespifiaji najmene;j
jeden filter kvality).

5. Percento pozitivnych analyz (PPC) je pocet pozorovani so zistenym variantom vydeleny celkovym poctom
testovanych pozorovani okrem akychkolvek neplatnych pozorovani alebo tych, ktoré su filtrované ako s
nizkou hibkou.

6. Percento negativnych analyz (PNC) sa vypocita ako po¢et pozorovani s prechodnou referenciou ako
vysledok na pozicii vydeleny celkovym poctom testovanych pozorovani bez akychkolvek neplatnych
pozorovani alebo tych, ktoré s filtrované ako s nizkou hibkou.

7. Percento analyzovatelnosti autozomov sa vypocita ako percento non-N referenénych pozicii v cielovych
oblastiach v autozomalnych chromozémoch s prechodom genotypu.

Indexovanie vzorky

Priméry indexu vzorky pridané pocas pripravy kniznice priraduju ku kazdej DNA vzorky jedine¢nu sekvenciu.
Tieto jedine¢né sekvencie umoznuju zoskupit viacero vzoriek do jedného chodu sekvenovania. Indexovanie
vzoriek sa pouZiva pre pracovné postupy Germline aj Somatic. Uéelom tejto $tudie bolo vytvorit minimalny (12)
a maximalny (192) pocet vzoriek, ktoré je mozné spracovat v ramci jedného cyklu sekvenéného spracovania
pristrojom Nastroj NovaSeq 6000Dx. Uskutocnilo sa testovanie dvanastich jedineé¢nych vzoriek DNA
platinového genédmu (NA12877-NA12888) s najmenej 12 odliSnymi kombinaciami indexovacieho priméru na
jednu vzorku. KniZnice vzoriek boli pripravené pomocou reprezentativnej analyzy uréenej na dopytovanie
réznych génov pokryvajucich 1970 505 baz na vSetkych 23 [udskych chromozédmoch. Vysledky vzoriek zo
Styroch chodov sekvenovania pomocou pracovného postupu analyzy generovania suborov Germline FASTQ a
VCF aplikdcie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx boli porovnané s verziou platinovych genémov
2016-1.0.

Pre prvu sadu chodov bolo sekvenovanych 192 jedineéne indexovanych kniznic vzoriek v dvoch chodoch
sekvenovania, po jednom s reagenciami S2 a S4, aby sa overil maximalny pocet podporovanych indexov a
schopnost testu konzistentne vyZzadovat genotypizaciu danej vzorke cez rézne kombindcie indexovacich
primérov. V pripade druhej mnoziny chodov bolo sekvenéne spracovanych 12 jedine¢ne indexovanych
vzorovych kniznic vo dvoch chodoch sekvenovania, jeden reagenciami S2 a druhy s reagenciami S4, na
overenie minimalneho poétu podporovanych indexov.
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Pri 192-indexovych chodoch sa PPA pre SNV pohybovala od 99,7 % do 100 %, PPA pre zavedenia bola 100 %,
PPA pre delécie bola v rozsahu od 96,7 % do 100 % a NPA bola 100 %. Pri 12-indexovych chodoch sa PPA pre
SNV pohybovala od 99,7 % do 100 %, PPA pre zavedenia bola v rozsahu od 89,6 % do 100 %, PPA pre delécie v
rozsahu od 94,6 % do 100 % a NPA bola 100 %.

Prenos vzorky

Pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx umoznuje sekvencéne spracovat viacero vzoriek a kontrol v rdmci jedného
chodu sekvenovania. Uskuto¢nila sa $tudia na hodnotenie rozsahu prenosu vzorky v rdmci chodu sekvenovania
(v rdmci chodu) a medzi chodmi sekvenovania (medzi chodmi). Dvanast vzoriek DNA platinového genomu, Sest
muzskych a Sest Zenskych, bolo testovanych reprezentativnym testom navrhnutym na skimanie réznych
génov pokryvajucich 1970 505 baz na vSetkych 23 ludskych chromozdmoch, vratane oboch pohlavnych
chromozdmov. KniZnice boli sekvenované na Nastroj NovaSeq 6000Dx pomocou pracovného postupu analyzy
generovania suborov Germline FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
Prenos muzskych vzoriek do Zenskych vzoriek bol pozorovany za pritomnosti nacitania ciela chromozému

Y v zenskych vzorkach.

Prenos v ramci cyklu je mozné pozorovat pocas generovania klastrov, volania bazy indexového cyklu

a demultiplexacie vzorky. Na testovanie prenosu vzorky v ramci chodu sekvenovania sa na pristroji Nastroj
NovaSeq 6000Dx sekvenovala skupina kniznice pozostavajlca z najmenej dvanastich replikatov kazdej
jedine€nej muzskej a zenskej vzorky plus dvoch kontrol bez Sablény, celkovo 192 jedine¢ne indexovanych
kniznic, v dvoch chodoch sekvenovania po jednom s reagenciami S2 a S4. Prenos vzorky v ramci cyklu bol
hodnoteny porovnanim cielového pokrytia chromozému Y kazdého zenského replikatu s priemernym cielovym
pokrytim chromozému Y vSetkych muzskych replikatov v sibore. 95. percentil pozorovanych prenosov v ramci
chodu bol 0,0090 % a 0,041 % pre reagencie S2 a S4.

Na testovanie prenosu vzoriek medzi jednotlivymi chodmi boli pripravené dve skupiny kniznice a sekvenované
postupne na jednom pristroji Nastroj NovaSeq 6000Dx, pri¢om strana A pouzila reagencie S4 a strana B pouZila
reagencie S2. Prva skupina obsahovala najmenej dvandst opakovani Siestich jedine¢nych zZenskych vzoriek plus
dve kontroly bez Sablén, celkovo 96 jedinecne indexovanych kniznic. Druha skupina obsahovala najmenej
dvanast opakovani Siestich jedine¢nych muzskych vzoriek plus dve kontroly bez $abldn, celkovo 96 jedine¢ne
indexovanych kniznic. Obidva subory vyuzivali rovnaki mnozinu adaptérov indexu. Zenska skupina bola
sekvencéne spracovana ako prva, po nej nasledovala muzska skupina a dalSi opakovany sekvenény cyklus
Zenskej skupiny. Prenos vzorky medzi jednotlivymi chodmi bol hodnoteny podla typu reagencii, S2 a S4,
porovnanim cielového pokrytia Y chromozémom medzi zodpovedajucimi replikatmi opakovaného chodu
Zenskej skupiny a muzskej skupiny. 95. percentil pozorovaného prenosu medzi jednotlivymi chodmi bol 0,0089
% a 0,012 % pre reagencie S2 a S4.
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Vstup DNA

Krv (Germline)

Vstupny rozsah DNA krvi pre lllumina DNA Prep with Enrichment Dx stUpravu pomocou DRAGEN for lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx aplikacie bol stanoveny pre NovaSeq 6000Dx. Tento rozsah bol hodnoteny
prostrednictvom $tudie sériového rieSenia pouzitim 6smych vzoriek DNA platinového gendmu (NA12877 -
NA12884) s reprezentativnou analyzou sliziacou na dotazovanie réznych génov zahfiajucich 1 970 505 baz

v ramci 23 ludskych chromozdmov. KniZnice boli sekvenované na jednej Nastroj NovaSeq 6000Dx pouzitim
jednej Sarze kazdého z Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava reaencii NovaSeq
6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov).

Uskutocnil sa test siedmych vzoriek v duplikdtoch v ramci Siestich vstupnych trovni DNA v rozsahu od 1 000 ng
do 10 ng (1000 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng a 10 ng). Osma vzorka (NA12884) sa testovala ako jeden
replikat pri 10 ng vstupe a duplicitne pre vSetky ostatné vstupné urovne. Na uréenie spravnosti boli genotypy
vzoriek porovnané s platinovymi gendmami, verzia 2016-1.0. Vysledky boli stanovené pre kazdu vstupnu
uroven. PPA pre kazdy typ variantu (SNV, zavedenia a delécie) je uvedenad v ¢asti Vysledky PPA pre kazdy
vstup DNA krvi podla typu variantu na strane 31. NPA je prezentovana v NPA pre kazdy vstup DNA krvina
strane 32. VSetky vstupné Urovne vykazovali podobnu presnost. Odporucany vstup DNA krvi lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx je 50 —1 000 ng, pricom 1 000 ng a 10 ng poskytuje horny a dolny limit na splnenie
vykonnostnych charakteristik pri sekvenovani na NovaSeq 6000Dx.

Tabulka 9 Vysledky PPA pre kazdy vstup DNA krvi podla typu variantu

Vstup DNA (ng) Typ variantu Ocakavané varianty TP FN Nulové analyzy variantu PPA (%)
10 SNV 69612 69538 68 6 99,9

25 74192 74105 75 12 99,9

50 74105 74 13 99,9
100 74116 72 4 99,9
250 74113 72 7 99,9
1000 74112 73 7 99,9

10 Zavedenie 2732 2732 0 0 100

25 2928 2916 6 6 99,8

50 2914 8 6 99,7
100 2917 6 5 99,8
250 2928 0 0 100
1000 2921 5 2 99,8

10 Delécia 2084 2049 4 31 99,8

25 2240 2200 9 31 99,6

50 2207 3 30 99,9
100 2199 1 40 >99,9
250 2201 0 39 100
1000 2195 2 43 99,9
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Tabulka 10 NPA pre kazdy vstup DNA Kkrvi

Vstup DNA (ng) TN

10 115449045
25 123012157
50 122985299
100 122976660
250 122971099
1000 122978527

FFPE (modul Somatic)

FP
384
415
369
321
331
324

Nulové analyzy referencie

285751
438153
465043
473730
479289
471882

illumina

NPA (%)
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9

Vstupny rozsah DNA fixovanej vo formaline zaliatej do parafinu (FFPE) pre sUpravu lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx s pouzitim aplikdcie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx bol stanoveny pre
pristroj NovaSeq 6000Dx. Tento rozsah bol hodnoteny prostrednictvom Studie sériového rieSenia pouzitim
dvoch platinovych genomickych vzoriek s reprezentativnou analyzou sliZiacou na dotazovanie réznych génov
zahffajucich 1970 505 baz v ramci 23 ludskych chromozémov. Kniznice boli sekvenované na jednej Nastroj
NovaSeq 6000Dx pouzitim jednej Sarze kazdého z Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a

Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov).
Vzorka GM12877 DNA bola zriedena vzorkou GM12878 DNA na vytvorenie GM12877-13 s jedineénymi

heterozygotnymi a homozygotnymi variantmi GM12877 s frekvenciami blizkymi 6,5 % a 13 %. Testoval sa aj
nezriedeny GM12877. GM12877-13 bol testovany duplicitne na $tyroch Urovniach vstupu DNA v rozsahu od
1000 ng do 25 ng (1000 ng, 250 ng, 50 ng a 25 ng). GM12877 bol testovany ako jeden replikat pri 250 ng a
duplicitne pre vSetky ostatné vstupné Urovne. Na stanovenie presnosti sa analyzy variantov vzoriek porovnali s
platinovym gendmom verzie 2016-1.0. Vysledky boli stanovené pre kazdu vstupnu uroveh. PPA pre kazdy
variantny typ (SNV, zavedenia a delécie) je uvedeny vo vysledkoch Vysledky PPA pre kazdy vstup FFPE DNA
podla typu variantu a cielového VAF na strane 32. NPA je prezentovana v NPA pre kazdy vstup FFPE DNA na
strane 33. VSetky vstupné Urovne vykazovali podobnu presnost. Pre vzorky FFPE s hodnotou ACq = 5 je
odporucany vstup DNA 50 -1 000 ng pre lllumina DNA Prep with Enrichment Dx supravu s 1000 ng a 25 ng,
ktora poskytuje horny a dolny limit na splnenie funkénych charakteristik pri sekvenovani na pristroji NovaSeq

6000Dx.

Tabulka 11 Vysledky PPA pre kazdy vstup FFPE DNA podla typu variantu a cielového VAF

Vstup Typ Ocdakavané

DNA (ng) variantu varianty
25 SNV 3000
50 3000
250 3000

1000 3000
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TP

2931
2930
2927
2921

FN

0 0 0 | 0

0,065

VAF cielového riedenia

Nulové analyzy PPA

variantu

61
62
65
71

(%)

99,7
99,7
99,7
99,7

Ocakavané
varianty

624
624
624
624

624
622
624
624

0,13

FN

0
0
0
0

Nulové analyzy

variantu

0

2
0
0

PPA
(%)

100
100
100
100
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VAF cielového riedenia

0,065 0,13
Vstup Typ Ocdakavané TP EN Nulové analyzy PPA Ocakavané ™ EN Nulové analyzy = PPA
DNA (ng) variantu varianty variantu (%) varianty variantu (%)
25 Zavedenie 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 Delécia 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
50 88 88 0 0 100 32 31 0 1 100
250 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
1000 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100
Tabulka 12 NPA pre kazdy vstup FFPE DNA
Vstup DNA (ng) Ocakavany Standardny typ TN FP Nulové analyzy referencie NPA (%)
25 25354119 25353706 413 5499498 >99,9
50 27538269 27538013 256 3315421 >99,9
250 21562303 21561983 320 1577958 >99,9
1000 29030903 29030596 307 1822781 >99,9

Analyticka citlivost (limit blanku [LoB] a detekcny limit
[LoD])

Této Studia bola vykonana s cielom vyhodnotit Limit of Blank (LoB) a Limit of Detection (LoD) pre pracovny
postup analyzy generovania suborov Somatic FASTQ a VCF DRAGEN for Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx
aplikacie v Nastroj NovaSeq 6000Dx. Tato Studia bola vykonana pomocou reprezentativnej analyzy uréenej na
dotazovanie roznych génov zahffajucich 1 970 505 baz vo 23 [udskch chromozémoch. Bunkové linie
platinového gendmu GM12878 a GM12877 boli po extrakcii DNA fixované vo formaline a zaliate v parafine.
Roztoky GM12877 na GM12878 boli pripravené na vyrobu vzoriek pozostavajicichz0 %, 4 %,6,5 % a13 %
GM12877 podla objemu tak, aby sa variantné frekvencie 489 jedinec¢nych variantov GM12877 (454 SNV, 17
zavedeni a 18 delécii) pohybovali v rozmedzi od 0 do 0,13. KniZnice vzoriek boli pripravené s pouzitim dvoch
Sarzi reagencii lllumina DNA Prep with Enrichment Dx sUpravy a sekvenované pocas Siestich po sebe
nasledujucich pociatoénych dni s dvoma Nastroj NovaSeq 6000Dx a dvoma Sarzami kazdého z Suprava
reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov), pre
celkovo dvandst chodov sekvenovania. Vysledkom bolo 288 pozorovani kazdého variantu v kazdom roztoku
vzorky. Limity LoB a LoD boli vypoditané pouzitim klasického pristupu uvadzaného v dokumente CLSI EP17-A2.
Limity LoB a LoD boli vypocitané pre ¢inidla S2 a S4 samostatne zdruzovanim variantnych frekvencii vSetkych
variantov v ramci chodu sekvenovania pre kazdy typ reagencie. Chyba typu | bola definovana na urovni

0,01 a chyba typu Il bola definovana na urovni 0,05.
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Limit LoB bol hodnoteny v rdmci 489 miest nezavisle v dvoch Sarziach sekvenovania pre kazdy typ reagencie
(S2 alebo S4) a pripravu kniznice. Pri reagenciach S2 bol 95. percentil LoB 2,9 % Pri reagenciach S4 bol 95.
percentil LoB 2,2 %.

Limit LoD bol Uspesne vypocitany pre 478 zo 489 variantov S2 reagencie a 485 zo 489 variantov S4 reagencie.
Varianty, v ktorych nebol stanoveny limit LoD pre jednu alebo obe pripravy kniznice, boli vyli¢ené z konec¢ného
priradenia limitu LoD pre NovaSeq 6000Dx systém. Limit LoD NovaSeq 6000Dx systému s reagenciami S2 a S4
bol stanoveny pomocou 95. percentilu limitu LoD jednotlivych variantov. Pri reagenciach S2 bol 95. percentil
naprie¢ 478 variantmi LoD 4,8 %. Pri reagenciach S4 bol 95. percentil naprie¢ 485 variantmi LOD 3,9 %.
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Spravnost

Germline

Uvedena Studia bola vykonana na posudenie presnosti analyzy variantov pracovného postupu analyzy generovania suborov Germline
FASTQ a VCF DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx aplikacie na Nastroj NovaSeq 6000Dx pomocou Suprava reagencii
NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov). Styri jedine&né vzorky DNA platinového genému boli testované pomocou reprezentativneho
testu navrhnutého na skimanie réznych génov pokryvajucich 1970 505 baz (9 232 cielov) na vSetkych 23 ludskych chromozdmoch.
Kazda zo vzoriek bola testovana v replikatoch po 12 s vynimkou NA12880, ktoré boli testované v replikatoch po 11. Vykonalo sa celkom
18 chodov pouzitim troch sekvencénych pristrojov, troch $arzi S2 reagencii a dvoch operatorov v priebehu Siestich dni. Presnost bola
stanovena pre SNV, zavedenia a delécie porovnanim vysledkov s platinovymi genémami verzie 2016-1.0.

Tabulka 13 Suhrnné informacie o zhode — modul Germline

Kritéria Pozorovania celkom’ Vysledok pozorovania?® Vysledok podla cyklu®
PPA pre SNV 846 99,8 99,9

PPA pre zavedenia 846 97,9 >99,9

PPA pre delécie 846 96,9 99,9

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

Wypoéitané ako podet vzoriek na cyklus (47) x poéet chodov (18) = 846.

2Najnizsia pozorovana hodnota podla replikatov vzorky v ramci véetkych 18 chodov.

3Najnizsia hodnota po&as agregovanej analyzy Gdajov z kazdého cyklu.
Zhoda podla vzoriek — modul Germline na strane 36 obsahuje Udaje $tudie prezentované s pozitivhou a negativhou percentualnou
zhodou podla vzoriek, kedy sa vysledky variantov porovnavaju s platinovymi gendmami, verzia 2016-1.0, na ucely vypoctov PPA. Tri
typy variantov (SNV, zavedenia a delécie) su skombinované. Kedze referenéna metdda poskytuje iba vysledky za varianty s jednym
nukleotidom a zavedenia/delécie, vysledky nevariantnej bazy sa porovnavaju so Strukturou referenénej sekvencie ludského genému
hg19 na Ucely vypoctov NPA.
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Tabulka 14 Zhoda podla vzoriek — modul Germline

Automatické Ocakavané Nulové analyzy
Vzorka R | 1 TP FN R TN FP PPA NPA OPA
predkladanie varianty variantu
NA12877 99,4 273672 273452 220 0 414765131 931 99,9 >99,9 >99,9
NA12878 99,4 265680 265208 234 238 414803691 1193 99,9 >99,9 >99,9
NA12879 99,4 261792 261792 0 0 414746986 1429 100 >99,9 >99,9
NA12880 99,4 246114 245551 399 164 380157538 1458 99,8 >99,9 >99,9

T Celkovy po&et variantov vo véetkych replikatoch vzoriek v rdmci 18 chodov.

Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Germline na strane 36 obsahuje Udaje Studie prezentované podla vzoriek, kedy sa vysledky
variantov porovnavaju s dobre charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou. Detekcia sa hodnoti pre kazdy typ variantu - SNV,
zavedenia a delécie — osobitne. Referenéné polohy su vylucené.

Tabulka 15 Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Germline

SVN Zavedenia Delécie
Vzorka Ocakavané TP FN Ocakavané TP FN Ocakavané TP FN
NA12877 255096 254877 219 10368 10367 1 8208 8208 0
NA12878 250344 250077 221 8424 8424 0 6912 6707 13
NA12879 246024 246024 0 8856 8856 0 6912 6912 0
NA12880 229482 229086 396 9306 9306 0 7326 7159 3

Vzorky boli nasledne analyzované z hladiska volania malych zavedeni a delécii (indely). Celkovy suhrn je uvedeny v Suhrnné informacie
o detekcii indelov modulom Germline na strane 36. Celkom existovalo 210 indelov s velkostou 1-18 bp (zavedenia) a 1- 21 bp (delécie).

Tabulka 16 Suhrnné informéacie o detekcii indelov modulom Germline

Typ variantu Ocakavané varianty TP FN Nulové analyzy variantu PPA
Zavedenie 36954 36953 1 0 >99,9
Delécia 29358 28986 16 356 99,9

Reprezentativny test pozostaval z 9 232 cielov, ktoré pokryvali rézny gendmovy obsah. Obsah GC cielov spadal do rozsahu 0,20 -0,86.
Ciele taktiez obsahovali urcité rozsahy opakovani jedného nukleotidu (napriklad PolyA, PolyT), dinukleotidu a trinukleotidu. Udaje
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zostavené na zaklade jednotlivych chromozémov na uréenie vplyvu gendmového obsahu na percento spravnych volani st uvedené v
¢asti Presnost na urovni chromozdmov Germline na strane 37. Percentudine spravne analyzy sa skladaju z variantnych a referenénych
analyz a dosahuju hodnotu 100 %, ak existuju nespravne alebo nulové analyzy.

Tabulka 17 Presnost na urovni chromozomov Germline

cwomezon R0 T ocsbar GO pomnce e Memene wame  ksamen % orien
chr1 47 728 138328  Poly A (12), [0,22 - 114888718 34 966860 >99,9 0.83
Poly C (7), 0,8];
Poly T (14), Median:
Poly G (7), 0.51
Dinukleotid
(22),
Trinukleotid
(8),
Zavedenie
(18), Delécia
(4)
chr2 39 628 159588 Poly A (46), [0,24- 132293464 798 460345 >99,9 0,35

Poly C (8), 0,81];
Poly T (23), Median:
Poly G (7), 0,44
Dinukleotid

(22),

Trinukleotid

(8),

Zavedenie

(5), Delécia

(2)

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

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

(2)

Rozsah GC

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

[0,27 -
0,771,
Median:
0,45

114625053

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

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

Rozsah GC

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

[0,24 -
0,79];
Median:
0,48

Anojeqyid

103412695

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis



140dX3 VN N3

OYLIA NI A13QN IMOILSONOVIA VN

LOA 9/2G2000¢ 2 1uswnjod

cLzZ oY

Genomovy
obsah

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(31),
Trinukleotid
(9),
Zavedenie
(1), Delécia
(4)

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

Rozsah GC

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

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

132534074

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

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

(M

Rozsah GC

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

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

72650800

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

(2)

Poly A (19),
Poly C (8),
Poly T (40),
Poly G (7),
Dinukleotid
(7),
Trinukleotid
(7),
Zavedenie
(1), Delécia

(5)

Rozsah GC

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

[0,26 -
0,771,
Median:
0,49

Anojeqyid

99972530

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

Poly A (21),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (11),
Dinukleotid
(6),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(4), Delécia
(1)

Rozsah GC

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

[0,29 -
0,771;
Median:
0,47

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (6),
Trinukleotid
(8),
Zavedenie
(4), Delécia
(6)

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(10),
Zavedenie
(15), Delécia
(21)

Rozsah GC

[0,29-
0,761;
Median:
0,46

[0,3-
0,76];
Median:
0,54

43600279

Anojeqyid

65490245

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (18),
Poly G (8),
Dinukleotid
(13),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(18), Delécia
(16)

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Trinukleotid
(10),
Zavedenie
(4), Delécia
(0)

Rozsah GC

[0,28 -
0,82];
Median:
0,49

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

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis



140dX3 VN N3

OYLIA NI A13QN IMOILSONOVIA VN

LOA 9/2G2000¢ 2 1uswnjod

cLZ 9V

Genomovy
obsah

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (31),
Poly G (7),
Dinukleotid
(9),
Trinukleotid
(7),
Zavedenie
(2), Delécia
(21)

Poly A (6),
Poly C (6),
Poly T (7),
Poly G (8),
Trinukleotid
(9),
Zavedenie
(5), Delécia
(0)

Rozsah GC

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

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

85642066

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

Poly A (28),
Poly C (6),
Poly T (24),
Poly G (7),
Dinukleotid
(9),
Zavedenie
(2), Delécia
(5)

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (19),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(6), Delécia
(0)

Rozsah GC

[0,22 -
0,781;
Median:
0,52

[0,27 -
0,74];
Median:
0.51

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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chomaiom 7% T pogsthix SO runce TS Newene M ke ke
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0,2 - 67318722 0 770544 100 1,13
Poly C (8), 0,72];
Poly T (23), Median:
Poly G (9), 0,48
Dinukleotid
(9),
Trinukleotid
(23),
Zavedenie
(3), Delécia
(0)
chrY 0 40 5476 Poly A (11), [0,4 - 0 0 0 Nevztahuje  Nevztahuje
Poly C (8), 0,591, sa sa

Poly T (11), Median:
Poly G (5), 0,45
Zavedenie

(0), Delécia

(0)

Vysledky sekvenéného spracovania pre vzorku NA12878 boli porovnané s vysoko déveryhodnym genotypom z hladiska NA12878,
vytvorenym Narodnymi institutmi noriem a technoldgie (NIST) (v.2.19). Spomedzi 9 232 cielov bolo 8 009 cielov Uplne obsiahnutych vo
vysoko déveryhodnych gendmovych oblastiach, 776 cielov vykazovalo giastoény presah a 447 cielov nemalo zZiadny presah v sekvencii
NIST. Tento vysledok viedol k porovnaniu 1831 483 suradnic/replikat. Nevariantné primarne analyzy baz boli porovnané so Strukturou
referenénej sekvencie ludského gendmu hg19. Vysledky presnosti su uvedené v dokumente Modul Germline — zhoda vzorky NA12878

s databdzou NIST na strane 48.

Tabulka 18 Modul Germline — zhoda vzorky NA12878 s databazou NIST
Vzorka Pocet zahrnutych cielov Automatické predkladanie TP FN TN FP PPA NPA OPA
NA12878 8785 99,4 247709 218 394262149 4584 >99,9 >99,9 >99,9

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Na zaklade udajov poskytnutych touto 18-chodovou Studiou Germline dokaze pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx konzistentne
sekvenovat:

Obsah GC = 20 % (vSetky analyzované bazy v 1692 sekvenovanych cielovych oblastiach so spravne analyzovanym 20 % obsahom
GC a mierou nulovych analyz 0 %)

Obsah GC = 86 % (vSetky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach so spravne analyzovanym 86 % obsahom
GC a mierou nulovych analyz 0 %)

Dizky PolyA = 46 (v8etky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach so 46 opakovaniami PolyA spravnych analyz
a mierou nulovych analyz 0,27 %)

Dizky PolyT = 40 (13384074 z 13384321 analyzovanych baz v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach so 40 opakovaniami PolyT
spravnych analyz a mierou nulovych analyz 0,26 %)

Dizky PolyG =< 11 (v8etky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 11 opakovaniami PolyG spravnych analyz a
mierou nulovych analyz 0 %)

Dizky PolyC < 8 (9815030 z 9815035 analyzovanych baz v 5922 sekvenovanych cielovych oblastiach s 8 opakovaniami PolyC
spravnych analyz a mierou nulovych analyz 0,53 %)

Dizky opakovani dinukleotidov = 31x (32233922 z 32233926 analyzovanych baz v 846 sekvenéne spracovanych cielovych
oblastiach s 31 opakovaniami dinukleotidov boli analyzované spravne s mierou nulovych analyz 0,21 %)

Dizky opakovani trinukleotidov = 23x (vietky analyzované bazy v 846 sekvenéne spracovanych cielovych oblastiach s 23
opakovaniami trinukleotidov boli analyzované spravne s mierou nulovych analyz 0,21 %)

Dizky zavedenia = 18 (véetky analyzované bazy v 1692 sekvenéne spracovanych cielovych oblastiach s 18 spravne analyzovanymi
zavedeniami a mierou nulovych analyz 7,71 %)

Dizky delécie = 21 (véetky analyzované bazy v 1692 sekvené&ne spracovanych cielovych oblastiach s 21 spravne analyzovanymi
deléciami a mierou nulovych analyz 1,14 %)

Somatic

Tu opisana Studia bola pouzita na vyhodnotenie presnosti analyzovaného variantu pracovného postupu analyzy generovania Somatic
FASTQ a VCF DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx aplikacie na Nastroj NovaSeq 6000Dx pomocou Suprava reaencii
NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov).

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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V tejto Studii bola pouzita reprezentativna analyza ur¢ena na dotazovanie réznych génov zahfiiajucich 1 970 505 baz (9 232 cielov) vo
23 ludskych chromozémoch. Platinova genomickd DNA bola extrahovana z oSetrenych blokov FFPE na Ucely generovania Styroch
jedineénych vzoriek na hodnotenie v ramci Studie.

Vzorka GM12877 DNA bola zriedena vzorkou GM12878 DNA na vytvorenie GM12877-13 s jedineénymi heterozygotnymi a
homozygotnymi variantmi GM12877 s frekvenciami blizkymi 6,5 % a 13 %. Vzorka GM12878 DNA bola podobne zriedena vzorkou
GM12877 DNA na vytvorenie GM12878-13 s jedine¢nymi heterozygotnymi a homozygotnymi variantmi GM12878 pri frekvenciach
blizkych 6,5 % a 13 %. Testovali sa aj nezriedené vzorky GM12877 a GM12878. Kazda zo vzoriek bola testovana v replikatoch po 12 s
vynimkou neriedeného GM12878, ktoré boli testované v replikatoch po jedenastich. Celkovo sa vykonalo osemnast cyklov s pouzitim
troch sekvenénych pristrojov, troch Sarzi reagencii S4 a dvoch operatorov pocas Siestich pociato¢nych dni. Presnost bola stanovena
pre SNV, zavedenia a delécie porovnanim vysledkov s platinovymi gendmami verzie 2016-1.0.

Tabulka 19 Suhrnné informacie o zhode — modul Somatic

Kritéria Pocet pozorovani’ Vysledok pozorovani? Vysledok podla chodu?®
PPA pre somatické SNV 846 99,8 98,9

PPA na somatické zavedenia 846 100 100

PPA na somatické delécie 846 100 100

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

TVypocditané ako = pocet vzoriek na chod (47) x pocet chodov (18) = 846.

2 Najnizsia pozorovana hodnota podla replikdtov vzorky v rdmci v§etkych 18 chodov.

3 Najnizsia hodnota pocas agregovanej analyzy Udajov z kazdého chodu.

Zhoda podla vzoriek — modul Somatic na strane 50 obsahuje Udaje $tudie prezentované s pozitivhou a negativnou percentualnou
zhodou podla vzoriek, kedy sa vysledky variantov porovnavaju s dobre charakterizovanou zlozenou referenénou metddou na ucely
vypodtov PPA. Tri typy variantov (SNV, zavedenia a delécie) su skombinované. KedZe referenéna metdda poskytuje iba vysledky za
varianty s jednym nukleotidom a zavedenia/delécie, vysledky nevariantnej bazy sa porovnavaju so Strukturou referenénej sekvencie
ludského gendmu hg19 na Ucely vypoctov NPA.

Tabulka 20 Zhoda podla vzoriek — modul Somatic

Automatické Ocakavané Nulové analyz
Vzorka ) . TP EN ) yzy
predkladanie varianty variantu

GM12877 95,4 96228 95022 198 1008 365425810 1203 99,8 >999 >999

TN FP PPA NPA OPA

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Automatické
predkladanie

GM12878 94,5

GM12877- 94,7
13

GM12878- 95,2
13

Vzorka

Ocdakavané
varianty

96768
104976

96768

TP

96278
103029

96027

FN

216

0

Nulové analyzy
variantu

490
1731

741

TN

395002023
395989324

397900884

FP PPA
1278 100
1286 99,8
1218 100

NPA

>99,9
>99,9

>99,9

OPA

>99,9
>99,9

>99,9

Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Somatic na strane 51 obsahuje Udaje $tudie prezentované podla vzoriek, kedy sa vysledky
variantov porovnavaju s dobre charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou. Detekcia sa hodnoti pre kazdy typ variantu — SNV,

zavedenia a delécie — osobitne. Referenéné polohy su vylucené.

Tabulka 21 Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Somatic

Vzorka Ocakavané
GM12877 89694
GM12878 92664

GM12877-13 97848
GM12878-13 92664

SNV

TP
88488
92390
95901
92139

FN
198
0
216
0

Zavedenia
Ocakavané TP
3564 3564
2160 2160
3888 3888
2160 2160

FN

0
0
0
0

Ocakavané
2970
1944
3240
1944

Delécie
TP
2970
1728
3240
1728

FN

0
0
0
0

Styri vzorky boli nésledne analyzované z hladiska volania malych zavedeni a delécii (indely). Celkovy sthrn je uvedeny v Stihrnné

informdcie o detekcii indelov modulom Somatic na strane 51. Celkom existovalo 210 indelov s velkostou 1-18 bp (zavedenia) a1-21bp

(delécie).

Tabulka 22 Suhrnné informacie o detekcii indelov modulom Somatic

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis

¢LZLS

Typ variantu Ocakavané varianty TP FN Nulové analyzy variantu PPA
Zavedenie 11772 11772 0 0 100
Delécia 10098 9666 0 432 100

Reprezentativny test pozostaval z 9 232 cielov, ktoré pokryvali rézny genémovy obsah. Obsah GC cielov spadal do rozsahu 0,20 - 0,86.
Ciele taktiez obsahovali uréité rozsahy opakovani jedného nukleotidu (napriklad PolyA, PolyT), dinukleotidu a trinukleotidu. Udaje
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zostavené na zaklade jednotlivych chromozdmov na uréenie vplyvu genémového obsahu na percento spravnych hovorov su uvedené v
Casti Presnost na urovni somatickych chromozomov na strane 52. Percentudlne spravne analyzy sa skladaju z variantnych
a referenénych analyz a dosahuju hodnotu 100 %, ak existuju nespravne alebo nulové analyzy.

Tabulka 23 Presnost na Urovni somatickych chromozémov

Pocet Pocet Genomovy Spravne Nespravne Nulové % spravnych % nulovych

Chromozém . . Pocet baz Rozsah GC , , , , ,
génov cielov obsah analyzy analyzy analyzy analyz analyz

chr1 47 728 138328  Poly A (12), [0,22 - 110145939 52 5642613 >99,9 4,9
Poly C (7), 0,8];
Poly T (14), Median:
Poly G (7), 0.51
Dinukleotid
(22),

Trinukleotid
(8),
Zavedenie
(3), Delécia
(0)

chr2 39 628 159588 Poly A (46), [0,24- 126795713 842 5850393 >99,9 4,4
Poly C (8), 0,81];
Poly T (23), Median:
Poly G (7), 0,44
Dinukleotid
(22),

Trinukleotid
(8),
Zavedenie
(5), Delécia
(1)

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

Poly A (18),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (7),
Dinukleotid
(12),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(1), Delécia

M

Poly A (9),
Poly C (7),
Poly T (25),
Poly G (6),
Dinukleotid
(3),
Trinukleotid
(3),
Zavedenie
(0), Delécia
(1)

Rozsah GC

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

[0,27 -
0,771,
Median:
0,45

109902527

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

Poly A (28),
Poly C (7),
Poly T (33),
Poly G (7),
Dinukleotid
(18),
Trinukleotid
(1),
Zavedenie
(0), Delécia
(1)

Rozsah GC

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

[0,24 -
0,79];
Median:
0,48

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

Poly A (27),
Poly C (8),
Poly T (21),
Poly G (7),
Dinukleotid
(31),
Trinukleotid
(5),
Zavedenie
(1), Delécia
(4)

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (7),
Dinukleotid
(3),
Trinukleotid
(9),
Zavedenie
(4), Delécia
(0)

Spravne
analyzy

126913574 104

Nespravne

Rozsah GC ,
analyzy

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

[0,26 - 53430489 175
0,78];

Median:

0,47

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Genomovy
obsah

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

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

Rozsah GC

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

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

69594586

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis
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Chromozém Pc')éet P'oélet Podet biz Genomovy Rozsah GC Spré’vne Nespfrévne Nuloyé % sp’révnych % nu’lovych
génov cielov obsah analyzy analyzy analyzy analyz analyz
chr11 29 M 91786 Poly A (28), [0,28 - 72291795 150 3665560 >99,9 4,8

(
Poly C (8), 0,8];
Poly T (21), Median:
Poly G (7), 0,47
Dinukleotid
(26),
Trinukleotid
(),
Zavedenie
(2), Delécia
(2)

chr12 29 577 120365  Poly A (19), [0,26 - 96109352 101 4331932 >99,9 4,3
Poly C (8), 0,771,
Poly T (40), Median:
Poly G (7), 0,49
Dinukleotid
(),

Trinukleotid
(),
Zavedenie
(0), Delécia
(3)

Anojeqyid

XJ0009 baseaoN nloasiid % yeis



140dX3 VN N3

OYLIA NI A13QN IMOILSONOVIA VN

LOA 9/2G2000¢ 2 1uswnjod

¢LZ8S

Genomovy
obsah

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

Poly A (21),
Poly C (6),
Poly T (18),
Poly G (11),
Dinukleotid
(6),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(4), Delécia
(0)

Rozsah GC

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

[0,29 -
0,771;
Median:
0,47

Anojeqyid
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Genomovy
obsah

Poly A (26),
Poly C (7),
Poly T (13),
Poly G (6),
Trinukleotid
(8),
Zavedenie
(4), Delécia
(0)

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (7),
Dinukleotid
(3),
Trinukleotid
(10),
Zavedenie
(15), Delécia
(21)

Rozsah GC

[0,29-
0,761;
Median:
0,46

[0,3-
0,76];
Median:
0,54

Anojeqyid
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Genomovy
obsah

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (18),
Poly G (8),
Dinukleotid
(13),
Trinukleotid
(6),
Zavedenie
(18), Delécia
(1)

Poly A (7),
Poly C (7),
Poly T (15),
Poly G (6),
Trinukleotid
(10),
Zavedenie
(0), Delécia
(0)

Rozsah GC

[0,28 -
0,82];
Median:
0,49

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

Anojeqyid
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Genomovy
obsah

Poly A (19),
Poly C (7),
Poly T (31),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(),
Zavedenie
(2), Delécia
(3)

Poly A (6),
Poly C (6),
Poly T (7),
Poly G (8),
Trinukleotid
(9),
Zavedenie
(5), Delécia

(0)

Rozsah GC

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

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

Anojeqyid
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Genomovy
obsah

Poly A (28),
Poly C (6),
Poly T (24),
Poly G (7),
Dinukleotid
(5),
Zavedenie
(1), Delécia

(0)

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

Rozsah GC

[0,22-
0,78];
Median:
0,52

[0,27 -
0,74];
Median:
0.51
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comaiom 7% T pogsthix SOV roumme TS lewane Maws  mamen s
chrX 23 433 83576 Poly A (18), [0,2 - 64231080 241 3852253 >99,9 5,7
Poly C (8), 0,72];
Poly T (23), Median:
Poly G (9), 0,48
Dinukleotid
(5),
Trinukleotid
(23),
Zavedenie
(3), Delécia
(0)
chrY 0 40 5476 Poly A (11), [0,4 - 0 0 0 Nevztahuje  Nevztahuje
Poly C (8), 0,59]; sa sa
Poly T (11), Median:
Poly G (5), 0,45
Zavedenie
(0), Delécia
(0)

Vysledky sekvenéného spracovania pre vzorku GM12878 boli porovnané s vysoko déveryhodnym genotypom z hl'adiska NA12878,
vytvorenym Narodnym instititom noriem a technoldgie (NIST) (v.2.19). Spomedzi 9 232 cielov bolo 8 009 ciel'ov Uplne obsiahnutych vo
vysoko déveryhodnych gendmovych oblastiach, 776 cielov vykazovalo giastoény presah a 447 cielov nemalo zZiadny presah v sekvencii
NIST. Tento vysledok viedol k porovnaniu 1831 483 suradnic/replikat. Nevariantné primarne analyzy baz boli porovnané so Strukturou
referenénej sekvencie ludského gendmu hg19. Vysledky presnosti su uvedené v ¢asti Modul Somatic — zhoda vzorky GM12878

s databdzou NIST na strane 63.

Tabulka 24 Modul Somatic — zhoda vzorky GM12878 s databazou NIST
Vzorka Pocéet zahrnutych cielov Automatické predkladanie TP FN TN FP PPA NPA OPA
GM12878 8785 94,5 247228 0 375073821 2043 100 >99,9 >99,9
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Na zaklade udajov poskytnutych touto 18-chodovou Studiou Somatic dokaze pristroj Nastroj NovaSeq 6000Dx konzistentne sekvenéne

spracovat:

Obsah GC = 20 % (vSetky analyzované bazy v 1692 sekvencéne spracovanych cielovych oblastiach so spravne analyzovanym 20 %
obsahom GC a mierou nulovych analyz 0,34 %)

Obsah GC = 86 % (vSetky analyzované bazy v 846 sekvencne spracovanych cielovych oblastiach so spradvne analyzovanym 86 %
obsahom GC a mierou nulovych analyz 4,21 %)

Dizky PolyA = 46 (14550082 z 14550083 analyzovanych baz v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach so 46 spravne
analyzovanymi opakovaniami PolyA a mierou nulovych analyz 4,18 %)

Dizky polyT = 40 (12833489 z 12833491 analyzovanych baz v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach so 40 spravne
analyzovanymi opakovaniami PolyA a mierou nulovych analyz 4,37 %)

Dizky PolyG = 11 (vSetky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 11 spravne analyzovanymi opakovaniami
PolyG a mierou nulovych analyz 7,59 %)

Dizky PolyC =< 8 (9405604 z 9405615 analyzovanych baz v 5922 sekvenovanych cielovych oblastiach s 8 spravne analyzovanymi
opakovaniami PolyC a mierou nulovych analyz 4,68 %)

Dizky opakovani dinukleotidov = 31x (30996684 z 30996712 analyzovanych baz v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 31
spravne analyzovanymi opakovaniami dinukleotidov a mierou nulovych analyz 4,04 %)

Dizky opakovani trinukleotidov = 23x (véetky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 23 spravne
analyzovanymi opakovaniami trinukleotidov a mierou nulovych analyz 5,39 %)

Dizky zavedenia < 18 (vSetky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 18 spravne analyzovanymi
zavedeniami a mierou nulovych analyz 1,44 %)

Dizky delécie = 21 (véetky analyzované bazy v 846 sekvenovanych cielovych oblastiach s 21 spravne analyzovanymi deléciami a
mierou nulovych analyz 7,86 %)

Anojeqyid
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Pribalovy letak k pristroju NovaSeq 6000Dx illumina

Presnost

Presnost pristroja Nastroj NovaSeq 6000Dx bola hodnotena pouzitim platinovych gendmovych vzoriek

s reprezentativnou analyzou uréenou na dotazovanie réznych génov pokryvajucich 1970 505 baz v ramci

23 réznych chromozémov pomocou 9 232 oligonukleotidov. Celkovo bolo hodnotenych 1723 cielenych malych
variantov (SNV, zavedenia a delécie). Testovanie Germline sa skladalo z jedenastich alebo dvanastich
opakovani Styroch jedine€nych vzoriek platinového gendmu. Testovanie Somatic pozostdvalo z jedenastich
alebo dvanastich replikatov Styroch jedine€nych vzoriek platinového genému oSetrenych FFPE na réznych
urovniach VAF. Kniznice vzoriek boli pripravené pomocou suprav reagencii lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx.

Testovanie sa vykonalo na jednom internom pracovisku s pouzitim troch Nastroj NovaSeq 6000Dx, troch Sarzi
kazdého z Suprava reagencii NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4
v1.5 (300 cyklov) a dvoch operatorov podas Siestich pociato¢nych dni. Kazdy pociatoény deni boli kniznice
vzoriek Germline sekvenované na jednej strane pristroja pomocou reagencii S2 a pracovného postupu analyzy
generovania suborov Germline FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a
kniZnice vzoriek Somatic boli sekvenované na druhej strane pristroja pomocou reagencii S4 a pracovného
postupu analyzy generovania suborov Somatic FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx. Toto testovanie zahffialo 18 prietokovych &ldnkov pre pracovné postupy Germline a Somatic.

Germline

V pripade chodov Germline si genémové miesta, kde sa deteguje cieleny variant Germline, hldsené ako
pozitivne (variant). V pripade o¢akavanych pozitivnych variantov Germline sa Udaje hodnotili z hladiska nulove;j
miery analyz a percenta pozitivnhych analyz (PPC) v ramci kazdého typu variantu (SNV, zavedenie, delécia).
Presné laboratdrne pozorovania analyz Germline — oCakavané pozitivne vysledky podla typu variantu na strane
65 su zhrnuté pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % urovhou spolahlivosti (LCL/UCL) vypocitanou
pomocou metddy Wilsonovho skére pre kazdy typ variantu.

Tabulka 25 Presné laboratérne pozorovania analyz Germline — o¢akavané pozitivne vysledky podla typu
variantu

Nulové Celkovy Percentualny Pozorované Celkovy pocet

Typ ozorované ocet odiel nulovych ozitivne vyhodnotitelnych PPC 95 % 95 %

variantu i -~ i I LS L LcL? ucL
anylyzy’ analyz analyz analyzy? analyz

SNV 6 980316 < 0,01 979854 980310 99,95 99,95 99,96

Zavedenie 0 36738 0 36738 36738 100 > 99,99 100

Delécia 18 34434 0,05 32160 34416 93,44 93,18 93,70

"Nulové analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné urdéit variant (kvoli nizkej hibke
pokrytia).

2 pozitivna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych dojde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skére.
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Gendmové miesta, kde nie je detekovany zacieleny variant, su hlasené ako negativne (Standardny typ). V
pripade oCakavanych negativnych miest sa udaje vyhodnotili z hladiska miery nulovych analyz a percenta
negativnych analyz (PNC). Presné laboratdrne pozorovania analyz Germline — ocakdvané negativne vysledky na
strane 66 sU zhrnuté pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % Urovriou spolahlivosti (LCL/UCL)
vypocitanou pomocou metddy Wilsonovho skoére.

Tabulka 26 Presné laboratérne pozorovania analyz Germline — o€akavané negativne vysledky

Nulové Celkovy Percentualny Pozorované Celkovy pocet 05 % o5 %
Typ variantu  pozorované pocet podiel nulovych negativne vyhodnotitelnych PNC LCL; UCLo
anylyzy’ analyz analyz analyzy? analyz
Standardny 0 406170 0 406170 406170 100 > 99,99 100

typ

" Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné uréit variant (kvoli nizkej hibke

pokrytia).

2 Negativna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych déjde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skore.
Prispevok kazdého parametra (pristroj, SarZa reagencii, den, replikat kniznice) k celkovej variabilite sa uril
analyzou komponentov rozptylu s pouZzitim variantnej frekvencie ako premennej odozvy. Celkova Standardna
odchylka mala priemer 0,0370. Najvacsim prispievatelom k variantnej frekvenénej variabilite boli replikaty
pripravy kniznice, ktoré prispeli k 17,1 % celkovej variability. Def prispel k 1 %, zatial ¢o pristroj a Sarza reagencii
prispeli k menej ako 1 % celkovej variability Presné laboratdrne odhady variantnych komponentov — frekvencie
vzorovych variantov Germline na strane 66 (SD = $tandardna odchylka).

Tabulka 27 Presné laboratérne odhady variantnych komponentov - frekvencie vzorovych variantov
Germline

Komponent Priemerna Standardna odchylka (SD) Priemerné % celkovej SD
Den 0,0020 1,028
Pristroj 0,0018 0,837
Spotrebna Sarza 0,0016 0,712
Replikat kniznice 0,0143 17,110
Celkom 0,0370 100
Somatic

Pri chodoch Somatic sa gendmové miesta, kde sa deteguje cieleny variant Somatic, uvadzaju ako pozitivhe
(variant). Pri zriedenych vzorkdch GM12877-13 a GM12878-13 s o¢akavanymi pozitivnymi variantmi Somatic pri
hodnote VAF od 6,5 % do 13 % boli Udaje vyhodnotené z hladiska miery nulovej analyzy a percenta pozitivhych
analyz (PPC) v ramci kazdého typu variantu (SNV, zavedenie, delécia) . Presné laboratdrne pozorovania analyz
Somatic — o¢akdvané pozitivne vysledky podla typu variantu (Priemernd hodnota VAF je = 6,5 % a = 13 %) na
strane 67 suU zhrnuté pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % Uroviiou spolahlivosti (LCL/UCL)
vypocitanou pomocou metddy Wilsonovho skére pre kazdy typ variantu.
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Tabulka 28 Presné laboratorne pozorovania analyz Somatic — o€akavané pozitivne vysledky podla typu
variantu (Priemerna hodnota VAF je 2 6,5 % a = 13 %)

Tvp pozorovné  pofer . podeimiowch  postins vmedncmtetwjon  prc 5% 9%
variantu :nylyzy1 :naI)'Iz :nalyz ’ Fa)nalyzy2 azalyz ’ LeL® ucL
SNV 0 96939 0 96069 96939 99,10 99,04 99,16
Zavedenie 0 3004 0 3004 3004 100 99,87 100
Delécia 0 2912 0 2907 2912 99,83 99,60 99,93

" Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné ur&it variant (kvoli nizkej hibke

pokrytia).

2 pozitivna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych dojde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skore.
Gendmové miesta, kde nie je detekovany zacieleny variant Somatic, su hldsené ako negativne (Standardny typ).
V pripade o¢akavanych pozicii negativnych variantov Somatic boli Udaje hodnotené z hladiska miery vyskytu
nulovych analyz a miery vyskytu negativnych analyz. Presné laboratdrne pozorovania analyz Somatic —
ocakdvané negativne vysledky na strane 67 su zhrnuté pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 %
urovnou spolahlivosti (LCL/UCL) vypocitanou pomocou metddy Wilsonovho skére pre kazdy typ variantu.

Tabulka 29 Presné laboratérne pozorovania analyz Somatic — oCakavané negativne vysledky

Percentualny

Typ variantu N:::)\ll'ivané C:(';::Vy podiel :Zz:::l‘:\z:né Serll:(:j‘:\\’:)fitt)::t'ch PNC Rk S5
o :n lyzy’ :nal'z nulovych ang|'z 2 aial'z y LCL® UCL
ylyzy y. analyz yzy y
étandardny 0 194922 0 194919 194922 > 99,99 > 99,99 100

typ

"Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné urdéit variant (kvoli nizkej hibke

pokrytia).

2 Negativna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych dbjde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skére.
Prispevok kazdého parametra (pristroj, Sarza reagencii, def, replikat kniznice) k celkovej variabilite sa urcil
analyzou komponentov rozptylu s pouzitim variantnej frekvencie ako premennej odozvy. Celkova Standardna
odchylka mala priemer 0,0062. Najvyznamnej$im zdrojom variability zostali replikaty pripravy kniznice, ktoré
predstavovali 50,7 % z celkového poctu. Den, pristroj a Sarza spotrebného materialu prispeli k menej ako 1 %
celkovej variability Presné laboratdrne odhady variantnych komponentov — frekvencie vzorovych variantov
Somatic na strane 67 (SD = Standardna odchylka).

Tabulka 30 Presné laboratérne odhady variantnych komponentov - frekvencie vzorovych variantov
Somatic

Komponent Priemerna Standardna odchylka (SD) Priemerné % celkovej SD
Defi 0,0002 0,41
Pristroj 0,0002 0,40
Spotrebnad Sarza 0,0002 0,35
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Komponent Priemerna standardna odchylka (SD) Priemerné % celkovej SD
Replikat kniznice 0,0044 50,7
Celkom 0,0062 100

Metdéda porovnania

Vykonala sa $tudia na porovnanie vykonnosti medzi pristrojom NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx. Variantna
frekvenéna zhoda pre vzorky krvi sa hodnotila pomocou reprezentativnej analyzy uréenej na dopytovanie
réznych génov pokryvajucich 1970 505 baz na vSetkych 23 [udskych chromozdmoch. Testovalo sa osem
vzoriek DNA platinového gendmu, sedem v replikatoch po Siestich a jedna (NA12881) v replikatoch po piatich.
KniZnice boli sekvenované na Nastroj NovaSeq 6000Dx pomocou pracovného postupu analyzy suborov
Germline FASTQ a VCF generacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx aplikacie a na pristroji
NextSeq 550Dx pomocou modulu DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager. Grafy korelacie frekvencie
variantov (Body su zafarbené podla jedine¢ného variantu. Varianty mézu byt v kaZdom jednotlivom grafe
zafarbené inak.) na strane 68 vykresluje koreldciu VAF medzi dvoma pristrojmi pre kazdu vzorku. Na zaklade
vyznamnej korelacie medzi pristrojom Nastroj NovaSeq 6000Dx a NextSeq 550Dx bolo uréeng, ze
charakteristiky Ucinnosti suvisiace s predanalytickymi faktormi (napriklad metddy extrakcie alebo rusivé latky)
sa vztahuju na obidva pristroje. Dal$ie podrobnosti najdete v pribalovom letaku pristroja lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx.

Obrazok 15 Grafy korelacie frekvencie variantov (Body su zafarbené podla jedine¢ného variantu. Varianty
mézu byt v kazdom jednotlivom grafe zafarbené inak.)

1 NA12877 T NA12878 b TN M T NA12879 T NA12880 iﬁm
09112-0.964 09 12=0.958 1 = 09 12=0.959 09 12=0.953 $e . oy
.
08 08 08 08 S
% 07 é 07 - ,- é [y é [y g
2 06 8 06 .. 8 06 8 06
e E o T =
3 05 2 05 % 05 % 05 .
k4 k4 g g .
2 04 2 04 2 04 2 04
%03 % 03 % 03 % 03
02 . 02 02 02
- « . 2
[AE . 01 e . . [AE . . 01 -
0t ot - 0t ot
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 5500x AF NextSeq 5500x AF NextSeq 5500x
T NA12881 1 NA12882 T NA12883 T NA12884
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%03 N <03 %03 <03 o
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- Al . 7z .
01 - 01 ‘ 01 L . 01 .
0-7 (R4 5 o 0?
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 [} 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx AF NextSeq 550Dx
R duk tel t

Reprodukovatelnost pristroja Nastroj NovaSeq 6000Dx bola hodnotena pouzitim vzoriek platinovych genénov
s reprezentativnou analyzou uréenou na dotazovanie réznych génov pokryvajucich 1970 505 baz v ramci

23 réznych chromozémov pomocou 9 232 oligonukleotidov. Celkovo bolo hodnotenych 1723 cielenych malych
variantov (SNV, zavedenia a delécie). Testovanie Germline sa skladalo z troch alebo Styroch opakovani
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dvanastich jedine¢nych platinovych vzoriek. Testovanie Somatic sa skladalo z piatich alebo Siestich opakovani
6smich jedine¢nych vzoriek platinovych genémov oSetrenych FFPE na réznych urovniach VAF. Kniznice vzoriek
boli pripravené pomocou suprav reagencii lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Testovanie sa vykonalo na troch externych pracoviskdch s pouzitim jednej Sarze kazdého z Suprava reagencii
NovaSeq 6000Dx S2 v1.5 (300 cyklov) a Suprava reaencii NovaSeq 6000Dx S4 v1.5 (300 cyklov). Na kazdom
pracovisku sa pouzil jeden Nastroj NovaSeq 6000Dx. Na kazdom pracovisku testovanie vykonali dvaja
operatori. Kazdy operator vykonal testovanie v troch po sebe nasledujlcich dfioch zacdiatku pre kazdy typ
vzorky pre celkovo 36 prietokovych ¢lankov na troch pracoviskach. Kazdy pociatoény deri boli kniznice vzoriek
Germline sekvenované na strane A pristroja pomocou reagencii S2 a pracovného postupu analyzy generovania
stborov Germline FASTQ a VCF aplikacie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a kniZnice vzoriek
Somatic boli sekvenované na strane B pristroja pomocou reagencii S4 a pracovného postupu analyzy
generovania suborov Somatic FASTQ a VCF aplikdcie DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Toto
testovanie zahfnalo 18 prietokovych ¢lankov pre pracovné postupy Germline a Somatic.

Germline

V pripade chodov Germline si gendmové miesta, kde sa deteguje cieleny variant Germline, hlasené ako
pozitivne (variant). V pripade o¢akavanych pozitivnych variantov Germline sa Udaje hodnotili z hladiska nulovej
miery analyz a percenta pozitivnhych analyz (PPC) v ramci kazdého typu variantu (SNV, zavedenie, delécia).
Pozorovania analyz Germline — o¢akdvané pozitivne vysledky podla typu variantu na strane 69 sumarizuju
pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % Urovnou spolahlivosti (LCL/UCL) vypoc&itanou pomocou
Wilsonovej metddy skére pre kazdy typ variantu.

Tabulka 31 Pozorovania analyz Germline — oCakavané pozitivne vysledky podla typu variantu

Typ Nulové ' Celvkovy Per(fentuéln){ Poz?fované Celkovy Roéfet’ 05 % 95 %

variantu pozo’rovane poce't podl’el nulovych p02|t'|vne vyho'dnotntelnych PPC LoL® ucL
anylyzy’ analyz analyz analyzy? analyz

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

Zavedenie 0 38358 0 38358 38358 100 99,99 100

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

"Nulové analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné urdéit variant (kvoli nizkej hibke

pokrytia).

2 pozitivna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych dojde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skére.
Gendmové miesta, kde nie je detekovany zacieleny variant, su hlasené ako negativne (Standardny typ). V
pripade oCakavanych negativnych miest sa udaje vyhodnotili z hladiska miery nulovych analyz a percenta
negativnych analyz (PNC). Pozorovania analyz Germline — ocakdvané negativne vysledky na strane 70
sumarizuju pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % uroviiou spolahlivosti (LCL/UCL) vypocitanou
pomocou Wilsonovej metddy skoére.
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Tabulka 32 Pozorovania analyz Germline — o¢akavané negativne vysledky

Nulové Celkovy Percentualny Pozorované Celkovy pocet 05 % o5 %
Typ variantu  pozorované pocet podiel nulovych negativne vyhodnotitelnych PNC LCL; UCLo
anylyzy’ analyz analyz analyzy? analyz
Standardny 0 393516 0 393516 393516 100 > 99,99 100

typ

" Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné ur&it variant (kvoli nizkej hibke
pokrytia).

2 Negativna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych déjde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skore.

Somatic

Pri chodoch Somatic sa gendmové miesta, kde sa deteguje cieleny variant Somatic, uvadzaju ako pozitivhe
(variant). V pripade o¢akavanych pozitivnych Somatic variantov, kde je priemerna frekvencia alel variantov
(VAF) vacsia alebo rovna 14 % a menSia alebo rovna 28 %, sa Udaje vyhodnotili mierou nulovej analyzy a
percento pozitivnych hovorov (PPC) v rdmci kazdého typu variantu. (SNV, zavedenie, delécia). Pozorovania
analyz Somatic — oCakadvané pozitivne vysledky podla typu variantu (priemerné VAF = 14 % a = 28 %) na strane
70 sumarizuju pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % Urovriou spolahlivosti (LCL/UCL) vypocitanou
pomocou Wilsonovej metddy skore pre kazdy typ variantu.

Tabulka 33 Pozorovania analyz Somatic — o¢akavané pozitivne vysledky podla typu variantu (priemerné
VAF =14 % a <28 %)

TP ozormvané  potst | podmiowich  podtivee  whodnottarmion  prc O5% 5%
variantu Znyl)’(zy1 :nalyz :nalyz ’ :nalyzy2 azalyz ’ LeL® uet
SNV 0 71028 0 70314 71028 98,99 98,92 99,07
Zavedenie 0 1962 0 1962 1962 100 99,80 100
Delécia 0 2142 0 2098 2142 97,95 97,25 98,47

" Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné ur&it variant (kvoli nizkej hibke

pokrytia).

2 pozitivna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych dojde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metédy skére.
Gendémové miesta, kde nie je detekovany zacieleny variant Somatic, su hldsené ako negativne (Standardny typ).
V pripade o¢akavanych pozicii negativnych variantov Somatic boli udaje hodnotené z hladiska miery vyskytu
nulovych analyz a miery vyskytu negativnych analyz. Pozorovania analyz Somatic — ocakdvané negativne
vysledky na strane 71 sumarizuju pozorované hodnoty spolu s dolnou a hornou 95 % uroviou spolahlivosti
(LCL/UCL) vypocitanou pomocou Wilsonovej metddy skoére pre kazdy typ variantu.
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Tabulka 34 Pozorovania analyz Somatic — oCakavané negativne vysledky

Nulové Celkovy Percentualny Pozorované Celkovy pocet 05 % o5 %
Typ variantu  pozorované pocet podiel nulovych  negativne vyhodnotitelnych PNC LCL; UCLo
anylyzy’ analyz analyz analyzy? analyz
Standardny 0 92718 0 92714 92718 > 99,99 99,99 100

typ

" Nulova analyza je definovana ako cielend chromozomalna pozicia, kde nie je mozné ur&it variant (kvoli nizkej hibke
pokrytia).

2 Negativna analyza je definovana ako cielené chromozomalne pozicie, pri ktorych déjde k detekcii variantu.

3 Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti vypocitané pomocou Wilsonovej metddy skore.

Historia revizii

Dokument Datum Popis zmeny
Dokument &. 200025276 September Aktualizované Udaje o presnosti pre pozorovania analyz
vO1 2022 Germline.

Dokument €. 200025276 August 2022 Uvodné vydanie.
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Kontaktné informacie

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way Australsky zadavatel

San Diego, California 92122 USA IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street

techsupport@illumina.com
www.illumina.com

Melbourne, VIC 3000
Australia

lllumina Netherlands B.V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Holandsko

Oznacenie produktu

Uplné informéacie o symboloch, ktoré sa mozu nachadzat na obale a oznaéeni produktu, najdete vo

vysvetlivkach symbolov pre vasu supravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation
(Dokumentacia).
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