TruSight Whole Genome illumina

Prilozena dokumentace

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.

Ucel pouziti

Produkt TruSight™ Whole Genome je kvalitativni diagnosticky prostfedek in vitro uréeny k sekvenovani celého
genomu a detekci jednonukleotidovych variant, inzerce/delece, variant poc¢tu kopii, homozygozity, expanzi
kratkych tandemovych repetic a mitochondridlnich variaci v lidské genomické DNA ziskané z krve.

TruSight Whole Genome zahrnuje TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes a softwarem
TruSight Whole Genome Analysis Application. Prostfedek je uréen k pouziti s kompatibilnimi navazujicimi
aplikacemi k analyze germinalniho genomu pro vyvoj diagnostickych testl in vitro a maji ho pouzivat
kvalifikovani laboratorni pracovnici a vyvojafi testd.

TruSight Whole Genome je uréen k pouziti na NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Shrnuti a vysvétleni

TruSight Whole Genome je sekvenacni rozbor nové generace, ktery pouziva pfipravu knihovny bez PCR na bazi
tagmentace, pfiCemz vychazi z genomické DNA (gDNA) extrahované z periferni pIné lidské krve, ktera je
pfedmétem sekvenovani a primarni analyzy na pfistroji lllumina® NovaSeq 6000Dx Instrument.

Sekundarni analyza se provadi pomoci softwaru TruSight Whole Genome Analysis Application na zahrnutém a
vyZzadovaném serveru lllumina DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx a zahrnuje demultiplexovani, zarovnani s
lidskym referenénim genomem GrCh38/hg38 a pfifazovani variant, jakoZ i anotovani a aplikaci specifikaci
metrik kontroly kvality (QC), které uvadi Tabulka 1, pro zajisténi analytické ucinnosti. Vystupy rozboru zahrnuiji
vykazy béhu a kontroly kvality vzork( a soubory ve formatu VCF (genome Variant Call Format) pro pouZiti s
kompatibilnim softwarem pro naslednou terciarni analyzu a vykazovani vysledkd.

TruSight Whole Genome Siroce vyhodnocuje genomické varianty napfi¢ kédujicimi a nekdédujicimi oblastmi
lidského genomu. Posouzeni variant zahrnuje detekci malych variant, variant poctu kopii (CNV), homozygotnich
Usekl (ROH) a kratkych tandemovych repetic (STR). Kromé toho TruSight Whole Genome detekuje
nepfitomnost alely SMN1 ¢.840C (NM_000344.3:¢c.840C>T), ktera by mohla indikovat deleci genu SMN1 nebo
konverzi genu SMN1/SMNZ2."2 Bialelicka ztrata alely SMN1 ¢c.840C je zodpovédna za pfiblizné 95 % piipadl
spindlni svalové atrofie (SMA).3

Tabulka 2 poskytuje informace o typech variant validovanych pomoci rozboru TruSight Whole Genome.

Tabulka1 Specifikace metrik kvality rozboru TruSight Whole Genome

Typ vystupu Metrika Specifikace
Kontrola kvality sekvenaéniho béhu  Celkové % =Q30 285,0
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Typ vystupu Metrika Specifikace
Kontrola kvality FASTQ VytéZnost na vzorek (bps) =90 000 000 000
Kontrola kvality knihovny vzork{ Prdmérné autozomalni pokryti =35,0

Procento autozomd s pokrytim véts$im nez 20X 293,94
Normalizované pokryti pfi 60 % az79 % dillGC 0,82 =x=1,13
Normalizované pokryti pfi 20 % az 39 % dili GC 0,97 = x =< 1,06

Prdmérné mitochondridlni pokryti =500,0
Procento bazi Q30 =85,0
Odhadovana kontaminace vzorku <0,005

Tabulka 2 Detekované varianty validované pomocirozboru TruSight Whole Genome
Typ varianty Validovana detekce variant
Malé varianty Jednonukleotidové varianty (SNV), kratké inzerce/delece (1-31 bp)
Varianty po¢tu kopii (CNV) =10 kb zisk( a ztrat
Homozygotni useky (ROH) =500 kb

Mitochondridlni SNV % heteroplazmie, pokud 24,75 %

Expanze kratkych Cilové lokusy (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXNS3, ATXN7,

tandemovych repetic ATXN8OS, C90ORF72, CACNA1A, CBL, CNBP, CSTB, DIP2B, DMPK, FMR1,

(STR) FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PABPN1, PHOX2B,
PPP2R2B a TBP)

Varianta SMN1 NM_000344.3:c.840C/T

Principy postupu

Rozbor TruSight Whole Genome je uréen pro pfipravu knihoven bez PCR k vytvoreni sekvenacnich dat celého
lidského genomu. Rozbor zadind pfipravou knihoven z kvantifikované genomické DNA extrahované z periferni
lidské pIné krve, zahrnuje sekvenovani a analyzu na pfistroji NovaSeq 6000Dx Instrument pomoci aplikace
TruSight Whole Genome Analysis Application a konéi pfifazenim variant a anotovanim.

Postup pouZziti rozboru TruSight Whole Genome se skldda z nasledujicich krokd:

* Naplanovani davky a vytvoreni béhu - dlirazné se doporucuje naplanovat davku a b&hy pired zahajenim
pFipravy knihovny. V davce pro pfipravu knihovny lze pfipravit az 24 knihoven vzorkd. Na zékladé poctu
vzork{ Ize pouzit rizné konfigurace prdtokové kyvety (6plex u kyvety S2 a 16plex u kyvety S4). ID
zkumavky knihovny, nazvy vzork( a odpovidajici indexovani se zaznamenavaji béhem planovani a vytvareni
béhu. Dalsi informace o vytvofeni béhu uvadi Pfiru¢ka k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis
Application (dokument ¢. 200049931). Béhem pfipravy knihovny dodrzujte postup pro planovanou davku.
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* Priprava na protokol — Nékteré reagencie jsou zmrazené a musi se nechat ohfat na pokojovou teplotu.
Vzhledem ke kratkému pracovnimu postupu Ize dokongit pfipravu a spustit sekvenovani ve stejny den.
Proto mdze byt b&hem tohoto kroku rozmrazen také sekvenadéni spotiebni material pro planované béhy.
Kvantifikované vzorky genomické DNA se rozmrazi a zfedi pro optimalizovany vstup DNA.

* Pfiprava knihovny

— Tagmentace genomické DNA — K tagmentaci vstupni DNA se pouzivaji Bead-Linked Transposomes
PCR-Free (BLT-PF). Béhem tagmentace je gDNA fragmentovana, oznacena pomoci adaptérd a
znehybnéna na povrchu magnetickych ¢astic BLT-PF.

— Vycisténi po tagmentaci - Vycisti DNA ozna¢enou pomoci adaptérl na BLT-PF a odstrani zastavovaci
pufr v ramci pfipravy na ligaci indexd.

— Ligace indext — Pfidava do knihoven jedine¢né dualini indexy, které umoziuji multiplexovani. Provadi
rozsifeni mezery a uvolfiuje knihovny jednovlaknové DNA z &astic.

— Vybér velikosti a ¢isténi knihoven — Postup ¢isténi ¢astic s oboustrannou selekci podle velikosti
odstrani pfili§ malé a pfilis velké fragmenty, aby bylo mozné zaméfit se na median délky fragmentu
pfiblizné 450 bp, rozmezi asi 360 az 550 bp.

— Vlozeni do fondu a denaturace knihoven — Funkce autonormalizace BLT-PF umoziuje smésovani
(vytvoreni fondu) podle objemu bez gPCR nebo jinou normalizaci. Zadany objem kazdé knihovny se
smisi do podoby tzv. fondu podle planu pro kazdy béh a pak se denaturuje pomoci 0,2N NaOH (zfedény
HP3). Denaturovany fond se poté prenese do zkumavky knihovny pro NovaSeq 6000Dx s takovym ID,
které odpovida planovanému béhu.

* Sekvenovani a analyza — Spotfebni material v konfiguraci pro kyvetu S2 a/nebo S4 se vloZi do pfistroje
NovaSeq 6000Dx Instrument, v€etné souvisejicich zkumavek knihoven pro NovaSeq 6000Dx se smisenymi
fondy knihoven. Po viloZeni se naskenuje ID zkumavky knihovny, a pokud bylo zadano béhem planovani
cyklu, pouzije se k vybéru odpovidajiciho napldnovaného béhu. V opaéném pfipadé se musi pfislusny
naplanovany béh vybrat ru¢né.

Fondy knihoven se slouéi do pritokové kyvety a poté se sekvenuji pomoci chemikalii pro technologii
sekvenovani pomoci syntézy (SBS) na pfistroji NovaSeq 6000Dx. Technologie SBS vyuziva metodu
reverzibilniho terminatoru k detekci fluorescen&né znacenych jednonukleotidovych bazi pfi jejich
zacleriovani do rostoucich fetézcl DNA.

Software pro analyzu v realném Case (Real-Time Analysis, RTA) provadi primarni analyzu, ktera zahrnuje
pfifazeni bazi a pfidéleni kvalitativniho skére kazdému pfifazeni baze. Data primarni analyzy se automaticky
pfenesou na server aplikace lllumina DRAGEN.

Demultiplexovani a analyza systémem DRAGEN se provadi automaticky pomoci aplikace TruSight Whole
Genome Analysis Application. V ramci této analyzy se kazdy béh a kazda knihovna vzork{ zkontroluji z
hlediska platnosti pomoci analytickych metrik popsanych v ¢asti Kontroly kvality na strané 33 a vysledky
jsou uvedeny v konsolidovanych vykazech a vykazech pro jednotlivé vzorky. Pro platné knihovny vzork{ se
generuji anotované soubory VCF (Variant Call Format) genomu. DalSi informace o pracovnim postupu
analyzy uvadi dokument PFiru¢ka k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis Application (dokument
¢.200049931).
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Omezeni postupu

* Urceno k diagnostice in vitro.
* TruSight Whole Genome je kompatibilni s genomickou DNA ziskanou z lidské periferni pIné krve.

* Rozbor neobsahuje reagencie pro extrakci DNA nebo kvantifikaci. Vysledky analytického testovani, véetné
Interferujici lIatky na strané 37, byly ziskany s plnou krvi pomoci reprezentativnich souprav pro extrakci DNA
a souprav pro kvantifikaci DNA. VSechny diagnostické testy vyvinuté pro pouziti s rozborem TruSight Whole
Genome vyzaduiji Uplnou validaci véech aspektd U¢innosti pomoci souprav pro extrakci DNA a kvantifikaci
DNA dle vlastniho vybéru.

* Rozbor je nakonfigurovén a otestovan na plexitu vzorkl a sad index( uvedené v nasledujici tabulce.

Velikost davky pro

T Plexita Konfigurace béhu Indexovani

6,12, 18 nebo 24 vzorkli 6plex 1-4 béhy S2 Sadalaz 4 proS2

16 vzorkd 16plex 1béh S4 Sada 1 nebo 2 pro S4
22 vzork{ 16plex + 6plex 1béh S4 +1béh S2 Sada 1 nebo 2 pro S4,

sada1az 4 proS2
(nepouziva se pro S4)

* Rozbor nevyzaduje sledovani pozitivnich vzork(. Souhrnny vysledek ploidni kontroly kvality hlageny
softwarem Ize sice volitelné pouZzit k identifikaci zamény vzorkU, ale neidentifikuje muze zaménéné za muze
nebo Zeny zaménéné za zeny.

* Rozbor poskytuje validaci pouze do vystupu genomovych soubord VCF. V8echny diagnostické testy
vyvinuté pro pouziti s rozborem TruSight Whole Genome vyZzaduji Gplnou validaci véech aspektl ucéinnosti s
vybranymi naslednymi aplikacemi.

* Rozbor nehlasi pfifazeni variant u vzorkd, které nevyhovi kontrole kvality.

* Rozbor definuje Urovné vysoké spolehlivosti pouze pro SNV a inzerce/delece o velikosti 1-5 bp, a to diky
pfisnym kritériim pouzitym pro definovani genomického kontextu, jako vysokou spolehlivost pro dany typ
varianty v ramci Stanoveni urovné spolehlivosti u malych variant na strané 38.

* Rozbor je navrzen tak, aby hodnotil CNV v celém vykazovatelném genomu, bez ohledu na genomicky
kontext, a vylu€uje oblasti s viastnostmi, které odrazeji omezeni referenéniho genomu, jako jsou
centromery, telomery a bézné CNV segreguijici v populacich.

* Uginnost rozboru nebyla hodnocena pro varianty po&tu kopii pod 10 kb.
* Rozbor neuvadi translokace, inverze ani vyvazené preusporadani.

e Uginnost rozboru nebyla hodnocena z hlediska inzerci nebo deleci mitochondridlni DNA (mtDNA).
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* Rozbor uvadi vysledky pouze pro STR lokusy, které uvadi Tabulka 2. Pokud skuteé¢na délka expanze STR
presahne pfiblizné 135 bp, bude pozorovand délka ¢asto podhodnocena vzhledem k technickym omezenim
kratkych ¢teni, pficemz tento efekt je jesté vyraznéjsi u FMR1. Jakmile skuteé¢na délka STR prekroci
medianovou délku fragmentu (pfibl. 330 bp), odhad délky STR se ustali na stejné hladiné.

* Rozbor nehlasi pocet kopii SMN1 nebo SMN2.

* Rozbor neposkytuje Zadna tvrzeni o patogenité zjiSténych variant.

Slozky produktu

TruSight Whole Genome obsahuje nasledujici:

* TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes, 24 sample (katalogové ¢. 20093209)
a

* TruSight Whole Genome Analysis Application (katalogoveé €. 20106190, nainstalované vyskolenym
persondlem spole¢nosti lllumina)

Reagencie

Dodané reagencie

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, PN 20072256

Objem . Skladovaci

Nazev reagencie Mnozstvi Jv . Uc&inné latky

pInéni teplota

Bead-Linked Transposomes 1 460 ul  Streptavidin Magnetic -25°Caz-15°C

PCR-Free (BLT-PF) Beads vazané na
transozomy v pufrovaném
vodném roztoku.

Extension Ligation Mix 1 1,6 ml  Ligaza, DNA polymeraza a -25°Caz-15°C

(ELM) dNTP v pufrovaném
vodném roztoku.

2N NaOH (HP3) 1 400yl 2N roztok hydroxidu -25°Caz-15°C
sodného (NaOH).

Tagmentation Buffer 1 (TB1) 1 290yl Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
obsahuijici siran hofecnaty a
dimethylformamid.
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TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, PN 20072257

Objem g Skladovaci
Nazev reagencie Mnozstvi Jv . UgGinné latky
plnén teplota
Tagmentation Wash 1 41ml  Pufrovany vodny roztok 15°Caz30°C
Buffer 2 (TWB2) obsahujici detergent a sdll.
Resuspension Buffer (RSB) 1 20ml  Pufrovany vodny roztok. 15°Caz30°C
Cleanup Beads (CB) 1 10 ml  Tuhé paramagnetické 15°Caz30°C
¢astice v pufrovaném
vodném roztoku.
Stop Tagment Buffer 2 1 1,4ml Roztok detergentuve vodé. 15°Caz30°C
(ST2)
Neutralization Buffer (NB) 1 450 yl  Roztok Tris-HCI. 15°Caz30°C

TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, PN 20072258

i . . ., Objem el Skladovaci
Nazev reagencie Mnozstvi . . Ucinne latky
pInéni teplota
UDI PCR-Free (32 Indexes) 1 37 pl Unikatni dualni (UD) -25°Caz-15°C
indexové adaptéry
usporadané do desticky.
Pozadovany spotrebni material, nedodany
* 100 % ethanol, ¢isty (200 odolny), v kvalité pro molekularni biologii
* Certifikovana voda bez RNazy/DNazy
* NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cykl() (katalogové ¢. 20046931)
* NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cykll) (katalogové ¢. 20046933)
* NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalogové ¢. 20062292)
* NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalogové ¢. 20062293)
* NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalogové &. 20062290)
* NovaSeq 6000Dx Library Tube, baleni 24 kus{ (katalogové ¢. 20062291)
V 4 v 4 °
Skladovani a manipulace
* Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.
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* Dojde-li k posSkozeni nebo poruseni obalu nebo slozek produktu TruSight Whole Genome Dx Library Prep,
obratte se na zdkaznicky servis spole¢nosti lllumina.

* Reagencie jsou stabilni, pokud jsou skladovany v souladu s pokyny az do data pouzitelnosti uvedeného na
Stitcich sady. Podminky skladovanijsou uvedeny v ¢asti Dodané reagencie na strané 5. Slozky testu
skladujte pfi stanovené teploté a nepouzivejte exspirované reagencie. Nezaménujte slozky se slozkami
z jinych Sarzi. Sarze sad jsou ozna&eny na &titcich na krabi¢kach.

* Zmény fyzického vzhledu reagencii mohou znamenat poskozeni materiall. Dojde-li ke zméné fyzického
vzhledu (napfiklad ke zjevnym zménam barvy reagencii nebo k zakalu), reagencie nepouzivejte. Pokud se v
ST2 objevi srazeniny, zahfivejte pfi 37 °C po dobu 10 minut a poté promichavejte ve vortexové tfepacce,
dokud se srazeniny nerozpusti.

* Byla vyhodnocena stabilita produktu TruSight Whole Genome Dx Library Prep a byla prokdzana u¢innost az
pro Ctyfi pouziti zmrazenych zkumavek, pokud byly mezi jednotlivymi pouzitimi znovu zmrazeny.

Vybaveni a materialy

PoZadované vybaveni, nedodané

Pred spusténim testu ovérte stav kalibrace zafizeni.

Vybaveni Dodavatel

Vortexova tfepacka s rychlosti 3 000 ot./min, Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
ploché dno nebo nadobka

Inkubator mikrovzorkU kalibrovany tak, aby byla SciGene, katalogové ¢. 1057-30-0 (nebo
zajiSténa presnost teploty =2 °C. ekvivalentni)

Vlozka inkubatoru mikrovzork( pro MIDI desti¢ky lllumina, katalogové ¢. BD-60-601
s 96 jamkami

Mikroodstredivka Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Odstredivka pro mikrodesti¢ky s 96 jamkami Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Trepacka desti¢ek s nasledujicimi specifikacemi: VWR, katalogové ¢. 1808-0506 (nebo

o Moznost tfepani rychlosti 1 800 ot./min ekvivalentni)

o Konstanta smésovaci drahy 2 mm
¢ Pfesnost michani 25 ot./min

Tésnici klin nebo valecek Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
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Vybaveni Dodavatel
Magneticky stojan s nasledujicimi specifikacemi: Thermo Fisher Scientific, katalogové ¢. AM10027
« Navrzeny pro srazeni/separaci (nebo ekvivalentni)

paramagnetickych ¢astic
» Magnety po stranach stojanu, ne dole
» Pro MIDI desti¢ky s 96 jamkami

NovaSeq 6000Dx Instrument lllumina, katalogové ¢. 20068232

Presné pipety (s jednim kandlem): Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
« 10 pl

e 20l

e 200 ul

e 1000 pl

Pfesné pipety (s 8 kandly):
e 20l
e 200 ul

Zajistéte pravidelnou kalibraci pipet s pfesnosti do
5 % uvedeného objemu.

Pipetovaci pomUcka Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni

PoZzadované materialy, nedodané

Pfed zahdjenim protokolu se ujistéte, ze mate potfebné materidly.

Protokol byl optimalizovan a validovan pomoci uvedenych poloZek. Pfi pouZiti alternativnich materiald neni
zaru€ena srovnatelna funk&nost.

Materialy Dodavatel

Sérologické pipety 5 ml Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Sérologické pipety 10 ml Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Lepici tésnéni na desky s 96 jamkami Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni

s nasledujicimi specifikacemi:

o Odlupovaci, opticky ¢&iry polyester

 Silné lepidlo, které odolava opakovanym
zmeénam teploty v rozsahu -40 °C az 110 °C

o Bez DNazy/RNazy

Mikrocentrifugaéni zkumavky bez nukleazy (1,5, Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
1,7 nebo 2,0 ml, pokud neni uvedeno jako 0,5 ml)
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Materialy Dodavatel

Zasobniky reagencii bez nukleazy, 50 ml nebo Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
ekvivalentni (PVC, jednorazové zlabky)

Kénické zkumavky 15 ml Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Kénické zkumavky 50 ml Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Hroty pro pipety odolné proti aerosolu 20 pl Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Hroty pro pipety odolné proti aerosolu 200 pl Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Hroty pro pipety odolné proti aerosolu 1 000 pl Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Ulozné desticky s 96 jamkami, 0,8 ml (MIDI Thermo Fisher Scientific, ¢. sou¢asti AB-0859
desti¢ka) (nebo ekvivalentni)

96 jamkové PCR desticky, 0,2 ml Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
(polypropylen, neobsahujici RNdzy/DNazy, nizka

vazba)

Kbelik na led a led Nepouziva se

Kvantifikované vzorky genomické DNA Nepouziva se

Odbér, preprava a skladovani vzorku

/N UPOZORNENI

Se v8emi vzorky zachazejte tak, jako by byly potencialné infek&nimi agens.

* Pfiodbéru, pfepravé, skladovani a zpracovani vzork( lidské krve dodrzujte pfisludné bezpeénostni postupy,
véetné pouzivani OOP.

* Preprava pIné krve musi splfiovat vSechny statni, federalni a mistni pfedpisy pro pfepravu patogend.

* QOdeberte 2-5 ml periferni pIné krve do zkumavek s EDTA a pfed extrakci skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C
po dobu az péti tydnd.

* U vzorkl pIné krve se zvy$enym bilirubinem, hemoglobinem, triglyceridy, biotinem nebo EDTA nebyl
pozorovan zadny nezadouci dopad na uU¢innost rozboru. Viz Interferujici latky.

* TruSight Whole Genome je kompatibilni s komeréné dostupnymi extrakénimi soupravami a protokoly, které
jsou vhodné pro pouziti pfi sekvenovani nové generace (NGS). Viz Hodnoceni metody extrakce DNA na
strané 36.

* TruSight Whole Genome je kompatibilni s DNA eluovanou v roztoku pufrovaném pufrem Tris obsahujicim
=10 mM EDTA, jako je 10mM Tris, TmM EDTA pH 8,0 (TE).

* Doporucuje se eluovat a uchovavat DNA v TE. V zajmu stability se vyhnéte uchovavani ve vodé.
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Doporuéeni ohledné vstupniho mnozstvi DNA

* Pred zahdjenim analyzy za pouziti rozboru TruSight Whole Genome kvantifikujte genomickou DNA
extrahovanou z piné krve pomoci jakékoli fluorometrické kvantifikaéni metody, kterd pouziva barviva
vazaijici se na nukleovou kyselinu. Doporucuje se kvantifikovat gDNA pro vzorky uréené pro konkrétni Sarzi
pfipravy knihovny a sekvenacéni béh spole¢né, aby se eliminovala variabilita mezi jednotlivymi Sarzemi,
pokud je to mozné, nebo pouzit kontroly procesu k zajisténi variability =25 % kvantifikace DNA mezi
davkami.

* Vyhnéte se pipetovani malych objemd vzorkd (<2 ul), aby byla zaji$téna presna kvantifikace a vstup DNA.

*  Produkt TruSight Whole Genome Dx Library Prep vyZaduje dostate¢né mnozstvi DNA k nasyceni ¢astic
BLT-PF pro efektivni autonormalizaci vytéznosti knihovny a optimalni i¢innost rozboru. Vzhledem k
odchylkam vysledk z rdznych kvantifikaénich metod poskytuje nasledujici tabulka doporu¢eny vstup DNA
pro tfi kvantifikaéni metody, aby byla zajisténa optimalni u¢innost rozboru. PouZziti jinych kvantifikaénich
metod mlze vyzadovat optimalizaci. Viz Citlivost na vstupni mnoZstvi DNA na strané 36.

Cilové vstupni

L. Minimalni koncentrace vychozi DNA
mnozstvi DNA (ng)

Metoda kvantifikace

Testovaci souprava Quant- 280 11,2 ng/pl
iT PicoGreen dsDNA Assay

Kit

Testovaci souprava Qubit 280 11,2 ng/pl
dsDNA Broad-Range (BR)

Assay Kit

Kvantifikaéni souprava 350 14 ng/ul
AccuClear Ultra High

Sensitivity dsDNA

Quantitation Kit

Doporuceni ohledné odbornosti obsluhy

Odbornost pracovnikl obsluhy (tzn. operatord) a Uspésnou implementaci rozboru Ize vyhodnotit jedinym
provedenim kompletniho pracovniho postupu podle navodu k pouziti. Tento pracovni postup Ize provést bud za
pouziti postupu pfipravy jedné knihovny se 6 vzorky a sekvenacéniho zpracovani pomoci pritokové kyvety S2,
nebo postupu pfipravy jedné knihovny se 16 vzorky a sekvenaéniho zpracovani pomoci pritokové kyvety S4.
Uspé&ch je indikovan splnénim metrik kontroly kvality b&hu a knihovny zaznamenanych softwarem TruSight
Whole Genome Analysis Application ve vystupnim konsolidovaném vykazu. Viz Pfiru¢ka k aplikaci TruSight
Whole Genome Analysis Application (dokument &. 200049931).
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lllumina doporuduje zafazeni vzorkd genomické DNA extrahované z periferni piné krve, které splfiuji kvalifikaéni

kritéria koncentrace a objemu vychozi DNA, aby se prokazala Uspésna integrace rozboru s pfedchozimi
laboratornimi procesy, jako je odbér a skladovani vzorkd, a postupy extrakce a kvantifikace DNA. Lze také
pouzit komer¢né dostupné referen¢ni vzorky genomické DNA odvozené od jednoho lidského darce, jako je
NA24385/HG002 (National Institute of Standards and Technology Genome in a Bottle Consortium).

Pokud se vyskytnou problémy, vyhledejte doporudené kroky v &asti Resen/ problémiina strané 67 a kontaktujte

technickou podporu spolecnosti lllumina.

Varovani a preventivni opatfeni

* Neéktereé slozky tohoto rozboru obsahuji potencialné nebezpecéné chemikalie. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kliZi a vniknutim do o¢i miZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomuicky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika expozice.

S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a
predpisy platnymi ve vasi zemi. Bezpecnostni listy (SDS) naleznete na strance
support.illumina.com/sds.html.

* Neprodlené nahlaste veskeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spoleénosti lllumina
a pfisludnym organtm ¢&lenskych statd, ve kterych uzivatel a pacient sidli.

* SevSemivzorky zachazejte tak, jako by byly infekéni.

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech

nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru pouzivejte jednorazové
rukavice a laboratorni plagté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru si diikladné umyjte ruce.

* Tento rozbor obsahuje polyethylenglykol. Vdechovanim, pozitim, stykem s k{zi a vniknutim do o&i mdze
dojit k poranéni.

* Tento rozbor obsahuje hydroxid sodny. Vdechovanim, pozitim, stykem s kizi a vniknutim do o&i mdize dojit

k poranéni.

* VSechny postupy pfipravy knihovny vyzaduji prostiedi prosté RNaz/DNaz. Provedte dikladnou
dekontaminaci pracovnich oblasti pomoci ¢istidla inhibujiciho RNazu/DNézu.

* Pouzivejte zkumavky mikroodstfedivky, desky, pipetové Spi¢ky a zasobniky bez nukleazy.

*  P¥ipracisrozborem pouzivejte kalibrované vybaveni. Ujistéte se, Ze v tomto protokolu pouzivate vybaveni

kalibrované na uréenou rychlost, teplotu a objem.

* Pouzivejte prfesné pipety, abyste zajistili pfesné dodani reagencii a vzorkd. Pravidelné kalibrujte podle
specifikaci od vyrobce.

* Pouzivejte vybaveni uréené pro rozbor a nastavte programy podle pokynd.

* Uvadéné teploty pro inkubator mikrovzork( udavaji nastavenou teplotu reakce, nemusi nutné udavat
teplotu vybaveni.
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Nezaménujte navzajem slozky sady se slozkami z jinych Sarzi produktu TruSight Whole Genome Dx Library
Prep. Sarze jsou ozna&eny na &titcich na krabi¢kach.

Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe, aby nedos$lo ke kontaminaci reagencii, nastrojd, vzorkd a
knihoven nukledzou &i produkty PCR. Kontaminace nukledzou a produktem PCR mUzZe vést k nepfesnym a
nespolehlivym vysledkdm.

Pro optimalni vykon rozboru a skladovani je vyzadovan spravny typ desky. Dodrzujte pokyny pro pfenos
desek uvedené v Ndvod k pouZitina strané 15.

Ke kfizové kontaminaci nebo ztraté vzorku mdze dojit, pokud tésnéni desti¢ky neni peclivé aplikovano nebo
odstranéno (viz Manipulace s destickami pro pripravu knihovny na strané 13).

Nedodrzeni uvedenych postupl mize vést k chybnym vysledklm nebo vyznamnému snizeni kvality
knihovny.

Reagencie nebo slozky rozboru uchovavejte pfi stanovené teploté.

Neskladujte reagencie ve skladovaci jednotce bez mrazu.

Nepouzivejte reagencie, které byly skladovany nespravné.

Nepouzivejte Zadné soudasti po uplynuti jejich uvedené doby pouzitelnosti.

V den pouziti pfipravte Cerstvy 0,2N NaOH (zfedény HP3) a po pouziti zbyvajici objem zlikvidujte.

V den pouZiti pfipravte Cerstvy 80 % ethanol s vodou neobsahujici RNazu/DNazu. Ethanol mliZe absorbovat
vodu ze vzduchu, coZ potencialné ovliviiuje vysledky. Po pouziti 80% ethanol zlikvidujte v souladu s
pfedpisy v daném misté&, zemi nebo oblasti. PouZijte ethanol v kvalité pro molekuldrni biologii.

Poznamky k postupu

Tipy a techniky

Zabrante kfizové kontaminaci

Pfi pfidavani nebo pfenaseni vzorkl vyménujte mezi jednotlivymi vzorky pipetovaci $picky.

PFi pfidavani adaptérl nebo primerd pomoci vicekanalové pipety ménte $pi¢ky mezi jednotlivymi jamkami.
Pedlivé zapedetujte a rozpeletujte desticky na stole, abyste zabranili kiizové kontaminaci vzorkd.

Aby nedoslo ke kontaminaci, kazda indexova jamka je uréena k jednorazovému pouziti.

PouZijte uvedené minimalni objemy a nevylévejte zbyvajici objem ze Zlabku zpét do zdsobnich zkumavek,
protoze by to mohlo zpUsobit kontaminaci. Pro pracovni postup je k dispozici dostateény objem.

Nesdruzujte dohromady knihovny z rznych postup( pfipravy.

Presnost pipetovani

Pfi pouziti vicekanadlovych pipet dodrzujte nasledujici pokyny:

Ujistéte se, Ze bariérové $picky dobre pasuji a jsou vhodné pro danou zna¢ku a model vicekandlovych pipet.
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Spicky upeviiujte krouzivym pohybem, abyste zajistili, ze budou véechny dobfe ptipevnéné.
Nasavejte se stejnou objemovou Urovni kapaliny u v8ech $picek.
Viskdzni roztoky (BLT-PF, CB, ELM, TWB2) pipetujte pomalu.

Po vypusténi se ujistéte, ze se kapalina vypustila ze vSech Spi¢ek.

Zabrante zpénéni.

Pipetujte pomalu a promichavejte pfevracenim. ELM a TWB2 nemichejte ve vortexové tfepacce.

Manipulace s indexovymi desti¢kami

Fdliové tésnéni propichnéte pouze u téch indexU, které budou pouzity.

Manipulujte s desti¢kou jejim uchopenim za okraje a nedotykejte se féliového tésnéni ni¢im jinym nez
Cistymi pipetovacimi Spickami.

Propichnuté jamky nepouzivejte opakované.

Nepouzity objem (pfiblizné 30 pl) z propichnutych jamek indexové desticky po pouziti zlikvidujte a na
propichnuté jamky umistéte tésnéni, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

Neaplikujte tésnéni na nepouzité jamky, protoze by to ztizilo propichnuti.

Manipulace s desti¢kami pro pfipravu knihovny

Pfed skladovanim, protfepavanim, inkubaci nebo odstfedovanim desti¢ku vzdy uzaviete tésnénim.
Desti¢ku utésnite tak, Ze lepici kryt aplikujete na desti¢ku pomoci tésniciho klinu nebo vélecku.

Ujistéte se, Ze jsou okraje a jamky dUkladné utésnéné. Snizi se tim riziko kfizové kontaminace a odpafrovani.
Desti¢ky vzdy utésnujte pomoci nového lepiciho tésnéni. Nepouzivejte tésnéni opakované.

PoloZte desti¢ku na rovny povrch a poté opatrné sejméte tésnici folii.

Neni-li uvedeno jinak, uvedené kroky Ize provadét s desti¢kou na magnetickém stojenu nebo mimo né;.

Pfenosy mezi destickami

PFi pfenosu objem( mezi destickami prendsejte uréeny objem z jednotlivych jamek na zdrojové desti¢ce do
odpovidajici jamky na cilové desti¢ce.

Zlabky

V indikovanych pfipadech Ize pouZit ZIdbky na reagencie. Postupujte podle nasledujicich pokynu:
— Po promichani ve vortexové tifepacce pfipravte Zlabek s CB. Pfed druhym krokem pfidani ¢astic neni
nutné vratit CB do zkumavky a promichat v tfepacce.

— Zldbky s TWB2 a RSB oznadte &titky, aby nedo$lo k zaméné.
— Reagencie zlikvidujte, kdyz je to indikovano nebo na konci pracovniho postupu.
Pouzivejte doporuceny objem. Doporucené objemy zahrnuji 1ml pfebytek pro mrtvy objem Zlabku.

RSB a TWB2 jsou baleny v podobnych zkumavkach. Pfed pouzitim si peclivé pre¢téte kazdy Stitek.
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Odstredovani

Odstredujte pouze pfi uvedenych krocich postupu, abyste konsolidovali kapalinu nebo kuli¢ky na dné
jamky, aby nedoslo ke ztraté vzorku.

Nakladani s ¢asticemi

Cleanup Beads (CB) nezmrazujte.

Pfi promyvani ¢astic:

— Pro v8echny MIDI desti¢ky pouzijte magneticky stojan 96.

— Vytladte kapalinu tak, aby ke strané jamky nezlstaly pfilepené zadné Castice.
— Desti¢ku nechte na magnetickém stojanu.

Reagencie vzdy pfidavejte do stfedu nebo na dno jamky, aniz byste narusili shluk ¢astic. Nepfidavejte
reagencie do horni ¢asti jamky.

Suspenze ¢astic pipetujte pomalu.
Céastice promichavejte ve vortexové tfepacce, dokud nebudou dobfe rozptyleny. Barva kapaliny musi

vypadat homogenné. Pokud je to uvedeno v protokolu, promichejte ve vortexové tfepacce, abyste zajistili
resuspendovani ¢astic v dobé pouziti.

Pokud se shluk ¢astic nerozpusti, protfepejte znovu.

Pokud se ¢astice nasaji do pipetovacich $picek, ackoli tomu tak nema byt, vratte je zpét na desti¢ku na
magnetickém stojanu a pockejte, dokud tekutina nezprdhledni (2 minuty).

Skladujte ve svislé poloze, abyste zajistili, ze ¢astice budou ponofeny v pufru, kdyz je po pouZziti vracite do
mista uskladnéni.

Kontroly

TruSight Whole Genome pouziva analytické kontroly zabudované do softwaru TruSight Whole Genome Analysis
Application pro kvalifikaci dat a nevyzaduje pouziti externich kontrol davek. DalSi informace o specifikacich
metrik naleznete v ¢asti Kontroly kvality na strané 33.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 14 z 87
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

° V4

Navod k pouziti

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Pracovni postup

Nasledujici diagram ilustruje pracovni postup pro TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Mezi kroky jsou
vyznaceny body bezpecného preruseni.

Pokud protokol pterusite, zbyvajici reagencie v plivodnich zkumavkach uloZte zpét pfi skladovaci teploté
uvedené v ¢asti Dodané reagencie na strané 5. Pokud budete pokraovat, pfejdéte k dalSi ¢asti protokolu s
pfipravenymi reagenciemi.

o Batchplanung und Lauferstellung

Dokoncete kdykoli v predstihu

e Priprava na protokol

Celkem: 30 minut
e Priprava reagencii a vybaveni
e Nafedéni vzork( DNA

o Priprava knihovny

Celkem: 150 minut

Tagmentace genomové DNA
Vy¢isténi po tagmentaci

Ligace index(

Vybér velikosti a ¢isténi knihoven

Bod bezpeéného

preruseni Vlozeni do fondu a
o denaturace knihoven

Celkem: 15 minut

Bod bezpecného e VloZeni do fondu a denaturace knihoven
preruseni

Naplanovani davky a vytvoreni béhu

Naplanujte poc¢et kninoven vzorkd pro davku a indexovani a vkladani do fondu pro sekvenaéni béhy.

TruSight Whole Genome byl vyhodnocen a u¢innost byla prokazana u ¢tyf sad indext pro pritokovou kyvetu S2
(Obrazek 1, Tabulka 4) a dvou sad indexU pro pritokovou kyvetu S4 (Obrazek 2, Tabulka 5). Software vyzaduje
pouziti uréenych sad indexd. Nemichejte a nekombinujte mezi uréenymi sadami indexa.

Plexita sekvenovani mimo tato doporuceni neni podporovana.

Sady index{ pro S2 a pro S4 spole¢né podporuji tyto velikosti davek pro pfipravu knihovny: 6,12, 16, 18, 22 a
24 vzork(. Pro kazdou velikost davky pro pfipravu knihovny pouzijte kompatibilni sady index(, které uvadi
Tabulka 3.
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/N UPOZORNENI

Usporadejte vzorky v destiéce s orientaci, ktera odpovida planovanému indexovani, tj. fadky Aaz H
pro 16plex, nebo fadky A az F pro 6plex. Pfidejte indexy pomoci vicekanalové pipety, aby nedoslo k
preskoceni jamky nebo pfidani dvou sad indexd k jednomu vzorku, coz nemize zpUsobit, ze

nedostanete zadné vysledky nebo dostanete fale$né vysledky.

Tabulka 3 Moznosti sad index{ pro davku pro pfipravu kninovny

Velikost davky pro
pfipravu knihovny
6 vzorkd

12 vzorkd

18 vzorkd

24 vzork(
16 vzorkU

22 vzorkU

Dokument &. 200050132 v00.1

Sada indext

Sada indexd pro S2:1, 2, 3 nebo 4 (zvolte
libovolnou 1 sadu)

Sada indexd pro S2:1, 2, 3 nebo 4 (zvolte
libovolné 2 sady)

Sadaindex{ pro S2: 1, 2, 3 nebo 4 (zvolte
libovolné 3 sady)

Sada indexl proS2:1,2,3a4
Sada index( pro S4: 1 nebo 2

Sada index{ 1 pro S4 + sada index{ 3 nebo
4 pro S2

Sadaindex{ 2 pro S4 + sada indext 1 nebo
2 pro S2

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.

Konfigurace pritokové kyvety

S2x1

S2x2

S2x3

S2x4
S4 x1
S4x1aS2x1
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Obrézek 1 Usporadani indexovaci desti¢ky zobrazujici ¢tyfi sady indexU pro sekvenovani pomoci pritokové
kyvety S2
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Tabulka 4 Sady indext S2 pro pritokovou kyvetu S2

S2: sada indext 1 S2: sada indext 2 S2: sada indext 3 S2: sada indext 4
(zelena) (Zluta) (modra) (purpurova)
1 2 3 4
A UDPO0O037 UDPO0065 UDPO0081 UDPO0O089
B UDPO0O038 UDPO0O066 UDP0082 UDPO0O090
C UDPO0039 UDPO0067 UDPO0083 UDPO0091
D UDP0040 UDPO0068 UDP0084 UDP0092
E UDPO041 UDPO0069 UDPO0085 UDPO0093
F UDPO0042 UDPO0070 UDPO0O086 UDPO0094
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Obréazek 2 Usporadaniindexové desti¢ky zobrazujici dvé sady index{ pro sekvenovani pritokové kyvety S4
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Tabulka 5 Sady indexuS4 pro pritokovou kyvetu S4

@ m m O O m »

H

Nastaveni indexu S4 1 (zelena) Nastaveni indexu S4 2 (modra)

1 2 3 4
UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDPO0089
UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
UDP0043 UDPO0071 UDP0087 UDP0095
UDP0044 UDPO0072 UDPO0O088 UDPO0096

Zaznamenejte jedineény nazev davky a data vzorku, véetné ID vzorku, souvisejiciho ID jamky indexové desti¢ky
(viz Priloha A na strané 82), desti¢ky knihovny, ID jamky desti¢ky knihovny a ID zkumavky knihovny (pokud je
znamo). Tyto informace se zadavaji béhem vytvareni béhu.

Pokyny k vytvofeni béhu pomoci aplikace uvadi Pfiru¢ka k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis Application
(dokument ¢. 200049931). Zaznamenejte ndzev béhu, ktery se ma pouzit pfi vkladani spotfebniho materialu.

A

UPOZORNENI

Ujistéte se, Ze indexy a souvisejici vzorky pouzité béhem pfipravy knihovny odpovidaji tém, které byly
zaznamenany a pouzity pro vytvoreni b&hu. Nesrovnalosti mohou zpUsobit vykazani nespravnych
vysledk( nebo nevykazani zadnych vysledka.
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PFiprava na protokol

Priprava reagencii a vybaveni

Pokud planujete sekvenovat ve stejny den, rozmrazte sekvenacdni spotfebni material predem. Podrobné pokyny
viz Dokumentace k NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument ¢. 200010105).

1. Pfedehtejte mikrovzorkovy inkubator s vlioZzenou MIDI desti¢kou na 47 °C.

2. Vyjméte nize uvedené reagencie z krabice a rozmrazte je nasledujicim zplsobem.

Tabulka 6 Skladovaciteplota-25°Caz-15°C
Reagent Box Name Thaw Instructions

BLT-PF TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Nechte 30 minut rozmrazovat pfi
pokojové teploté.

ELM TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Nechte 30 minut rozmrazovat pfi
pokojové teploté. Poté nechte na
ledu, dokud nebudete reagencii
potfebovat.

HP3 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Nechte 30 minut rozmrazovat pfi
pokojové teploté.

TB1 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Nechte 30 minut rozmrazovat pfi
pokojoveé teploté.

UD indexy TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Nechte 30 minut rozmrazovat pfi
Indexes pokojové teploté.

Tabulka 7 Skladovaci teplota 15 °C az 30 °C

Reagent Box Name Thaw Instructions
CB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Pouzivejte pfi pokojové teploté.
RSB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 PouZzivejte pfi pokojové teploté.
ST2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Pouzivejte pfi pokojové teploté.
TWB2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Pouzivejte pfi pokojové teploté.
NB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Pouzivejte pfi pokojové teploté.
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/N UPOZORNENI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpecné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s klZi a vniknutim do o¢i miZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomUcky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika expozice.
S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se
zakony a predpisy platnymi ve vasi zemi. Dalsi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostredi,
zdravi a bezpecnosti prace naleznete v bezpecénostnich listech (SDS) na strance
support.illumina.com/sds.html.

Priprava vzorki DNA

Pfipravte nasledujici spotfebni material.
* Kvantifikované vzorky gDNA:

a. Privedte k pokojové teploté.

b. Kratce odstfedte, aby se shromazdily kapky.

c. Pulzné promichejte ve vortexové tfepacce nebo promichejte pipetou a poté kratce odstiedte.
* RSB-Promichejte ve vortexové tfepacce nebo pfevracenim. Uchovavejte pfi pokojoveé teploté.

— RSB a TWB2 jsou baleny v podobnych zkumavkach. Pfed pouzitim si peclivé prectéte kazdy Stitek.

Postup

V zavislosti na vstupnim mnoZstvi DNA, které se lisi podle pouzité metody kvantifikace DNA, vypocitejte objemy
potfebné k pfipravé nafedénych vzorkl DNA. Nize jsou uvedeny vzorce pro tii testované metody kvantifikace
DNA. Dalsi informace naleznete v ¢asti Doporuceni ohledné vstupniho mnozstvi DNA na strané 10 a v Priloha B
na strané 85.

Vypodcty predpokladaji minimalni pipetovaci objem 2,0 ul a zahrnuji 10 % nadbytek. Zaokrouhlovani by se mélo
provadét v poslednich krocich po dokonéeni vypodtl s pouzitim pozadovaného poctu desetinnych mist, aby
bylo zajisténo presné pipetovani.

Moznost 1: Vstupni mnozstvi 280 ng DNA pro metody kvantifikace Quant a Qubit Broad
Range

Minimalni koncentrace vychozi DNA ve vzorku je 11,2 ng/ul. U vzorkd <11,2 ng/ul je vétsi pravdépodobnost, Ze

po sekvenovani nevyhovi pfi kontrole kvality knihovny. V zavislosti na koncentraci vychozi DNA pouzijte
k vypoctu jednu z nize uvedenych rovnic.

1. Prokoncentraci vychozi DNA 11,2 az 154,0 ng/ul vypocitejte objem vychozi DNA a potfebny RSB za pouziti
celkového objemu nafedéné DNA 27,5 pl (25 pl plus 10% prebytek) jako konstanty:

a. Objem vychozi DNA vypoditejte pomoci nasledujiciho vzorce:
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(Vstupni cilova DNA (ng) + 10% piebytek)
Koncentrace vychozi DNA (ng/ul)

= 280 ng x 1,1 / koncentrace vychozi DN A (ng/ul)
= 308 ng / koncentrace vychozi DNA (ng/ul)

Objem vychozi DNA (ul) =

Objem vychozi RSB vypoditejte pomoci nasledujiciho vzorce:
objem RSB (ul) = celkovy objem ziediné DNA (ul) — vypoiteny objem vychozi DNA (ul)
= 27,5 (ul) — wvypocteny objem vychozi DN A (ul)

Vypodcty ovérte: Potvrdte vypocéteny objem vychozi DNA (ul) + vypocteny objem RSB (ul) = 27,5 ul, coz
je celkovy objem nafedéné DNA (konstanta 25 pul plus 10% prebytek).

2. Pripadné pro koncentraci vychozi DNA >154,0 ng/ul vypocitejte celkovy objem nafedéné DNA a potfebny
RSB za pouziti objemu vychozi DNA 2,0 ul a cilové koncentrace nafedéné vychozi DNA 11,2 ng/ul jako
konstant.

a.

Celkovy objem nafedéné DNA vypocitejte pomoci nasledujiciho vzorce:
koncentrace vychozi DNA (ng/ul) x objem vychozi DNA (ul)

Celkovy objem ziediné DNA (ul) =

Cilova koncentrace ziedsné DNA

= koncentrace vychozi DNA (ng/pl) x 2,0 ul /11,2 ng/ul

Objem RSB vypocitejte pomoci nasledujiciho vzorce:

objem RSB (ul) = vypocteny celkovy objem ziediné DN A (ul) — objem vychozi DN A (ul)
= wvypocteny celkovy objem ziedsné DNA (ul) — 2,0 ul

Vypocty ovéfte: Potvrdte vypoclteny celkovy objem nafedéné DNA (ul) — vypocteny objem RSB (ul) =
2,0 pl, objem vychozi DNA (konstanta).

Pokracujte krokem 3 nize.

MozZnost 2: Vstupni mnoZstvi DNA 350 ng pro kvantifikani metodu Accuclear Ultra High
Sensitivity Quantitation Method

Minimalni koncentrace vychozi DNA ve vzorku je 14,0 ng/ul. U vzorkd <14,0 ng/ul je vét$i pravdépodobnost, Ze

po sekvenovani nevyhovi kontrole kvality knihovny. V zavislosti na koncentraci vychozi DNA pouzijte k vypoctu

jednu z nize uvedenych rovnic.

1. Pro koncentraci vychozi DNA 14,0 az 192,5 ng/ul vypocitejte objem vychozi DNA a potfebny RSB za pouziti
celkového objemu nafedéné DNA 27,5 ul (25 pl plus 10% prebytek) jako konstanty:

a. Objem vychozi DNA vypodcitejte pomoci nasledujiciho vzorce:
. , , __ (Vstupni cilova DNA (ng) + 10% prebytek)
ObJem vjchozi DNA ([l,l) B Koncentrace vychozi DNA (ng/ul)
= 350 ng x 1,1 / koncentrace vychozi DN A (ng/ul)
= 385 ng / koncentrace vychozi DNA (ng/ul)
Dokument €. 200050132 v00.1 21z 87

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

b. Objem vychozi RSB vypocitejte pomoci nasledujiciho vzorce:
objem RSB (ul) = celkovy objem ziediné DN A (ul) — vypocteny objem vychozi DN A (ul)
= 27,5 (ul) — vypocteny objem vychozi DNA (ul)

c. Vypocty ovérte: Potvrdte vypocteny objem vychozi DNA (ul) + vypocteny objem RSB (ul) = 27,5 ul, coz
je celkovy objem nafedéné DNA (konstanta 25 ul plus 10 % pfebytek).

2. Pripadné pro koncentrace vychozi DNA >192,5 ng/ul vypocitejte celkovy objem nafedéné DNA a potfebny
RSB za pouziti objemu vychozi DNA 2,0 ul jako konstanty.

a. Celkovy objem nafedéné DNA vypocditejte pomoci nasledujiciho vzorce:

Koncentrace vychozi DNA (ng/ul) x 2,0 pl
14,0 ng/ul

Celkovy objem naiediné DNA (ul) =

b. Objem RSB vypocitejte pomoci nasledujiciho vzorce:
objem RSB (pl) = Celkovy objem ziediné DNA (ul) — objem vychozi DN A (pul)
= celkovy objem (ul) — 2,0 ul

c. Vypocty ovérte: Potvrdte vypocteny celkovy objem nafedéné DNA (ul) - vypocteny objem RSB (ul) =
2,0 ul, objem vychozi DNA (konstanta).

Pro kazdy nafedény vzorek oznacte novou 0,5ml mikrocentrifugaéni zkumavku.

3

4. Pro kazdy nafedény vzorek pfidejte do pfislusné zkumavky objem RSB vypodteny vyse.

5. Pro kazdy nafedény vzorek pfidejte do pfislusné zkumavky objem vychozi DNA vypodcteny vySe.
6

Pulzné promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

Priprava knihovny

K pFipravé reagencii pfedem pouzijte kroky uvedené v této ¢asti.

Pokud neni stanoven bod bezpe¢ného pferuseni, pfejdéte ihned k dal§imu kroku.
Priprava

Pripravte nasledujici spotfebni material:

* BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) — Promichejte ve vortexové tfepacce. Pokud pouzivate vice
zkumavek, promichejte je ve vortexoveé tfepacce a poté je zkombinujte.

* TB1(Tagmentation Buffer 1):
a. Promichejte ve vortexové tfepacce.
b. Kratce odstredte.

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Zkontrolujte, zda neni obsazena srazenina. Pokud se objevi srazeniny, zahfivejte pfi 37 °C po dobu
10 minut a poté promichavejte ve vortexové tfepacce, dokud se srazeniny nerozpusti.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 22287
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

b. Dudkladné promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstiedte.
* ELM (Extension Ligation Mix):

a. Promichejte pfeklopenim. Nemichejte ve vortexové tiepacce

b. Uchovavejte naledu az do pouziti.
* HP3 (2N NaOH):

a. Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

b. Uchovavejte pfi pokojové teploté.
* NB (Neutralization Buffer):

a. Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

b. Uchovavejte pfi pokojové teploté.
* CB (Cleanup Beads):

a. Promichejte 1 minutu ve vortexové tfepacce.

b. 2-5krat prevratte a poté dlikladné promichejte ve vortexové tiepacce, aby se obsah resuspendoval.
* Indexové adaptéry (UDI PCR-Free (32 Indexes)):

a. Promichejte ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstiedte.

b. Uchovavejte pfi pokojové teploté.
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):

a. Oznacte uzavér zkumavky Stitkem TWB2.

b. Pfevracenim obsah dlkladné promichejte.

* V mikrocentrifugacni zkumavce oznac¢ené 0,2N NaOH zkombinujte nasledujici objemy pro pfipravu 0,2N
NaOH podle planované velikosti davky. Promichejte ve vortexové tfepacce.

POZNAMKA Pokud planujete knihovny sloucit do fondu a denaturovat ve stejny den, pfipravte dalsi
0,2N NaOH. Viz ¢ast Priprava na strané 30.

Reagencie 6 vzorkU 12 vzorkd 16 vzork{ 18 vzork( 22 vzork{ 24 vzorku
(1D (1D (1D (1D (M) (T]))

HP3 30 60 80 90 110 120

RSB 270 540 720 810 990 1080

*  V15ml kdénické zkumavce zkombinujte nasledujici objemy pro pfipravu 80% EtOH podle planované velikosti
davky. Soucasti je i nadbytek pro pouziti zlabku. Promichejte ve vortexové tfepacce.
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. 6 vzorkd 12 vzorkd 16 vzorkd 18 vzorki 22 vzorkl 24 vzorku

Reagencie
(1D (HD (T])) (1D (HD) (1))

100% 4 8 8 12 12 12
ethanol, Cisty
(200 odolny)
Voda bez 1 2 2 3 3 3
nukleazy

/N UPOZORNENI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpe&né chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s klZi a vniknutim do oéi mliZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomticky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika expozice.

S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a
pfedpisy platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany zivotniho prostfedi, zdravi

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

Tagmentace genomové DNA

V tomto kroku se pouzivaji Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) k tagmentovani DNA, coz je proces,
ktery fragmentuje a oznacuje DNA pomoci sekvenci adaptérd.

Spotrebni material

* MIDI desti¢ka s 96 jamkami

* BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free)
* Tagmentation Buffer 1 (TB1)

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
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Postup

Zkontrolujte, Ze je inkubator mikrovzorkd s viozenou MIDI desti¢kou pfedehfaty na 47 °C.
Oznacte novou 96 jamkovou MIDI desti¢ku jako LP1 (Library Plate 1).

Urcete a zaznamenejte ID jamek vzork{ pro tagmentaci ziedénych vzork’ DNA a reagencii.
Do kazdé jamky pfeneste 25 pl zfedéné DNA vzorku.

Do kazdé jamky pfidejte 10 pl TB1.

S B N

BLT-PF prudce michejte ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, aby se obsah resuspendoval.
Neodstfedujte. Opakujte podle potfeby.

Do kazdé jamky pfidejte 15 ul BLT-PF.
8. Uzavrete a protfepavejte desti¢ku LP1 pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

N

Inkubujte desti¢ku LP1 v pfedehiatém inkubatoru mikrovzorkd pfi teploté 47 °C po dobu 8 minut.

POZNAMKA Lehka kondenzace na tésnéni destic¢ky je normalni. Neodstfedujte.

10. Odstrante tésnéni a pfidejte 10 pl ST2 do kazdé jamky.

11. Uzavrete a protfepavejte desti¢ku LP1 pfi 1 800 ot./min po dobu 1 minuty a poté postupte k dalSimu kroku.
Cisténi po tagmentaci

V nasledujicich krocich se promyje nenavazana DNA a provede se vymeéna pufru v ramci pfipravy na dalsi krok.

Spotiebni material

*  TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)

* Zlabek

O reagenciich

*  TWB2 pipetujte pomalu, aby se minimalizovalo mnozstvi pény.

* RSBaTWB2 jsou baleny v podobnych zkumavkach. Pfed pouzitim si peclivé pre¢téte kazdy Stitek.

Postup

1. Odstrante tésnéni, umistéte destiCku LP1 na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude ¢&ira
(2 minuty).

2. Pripravte zlabek s TWB2 za pouZiti objem{ podle néasledujici tabulky a Zldbek jasné oznadte jako TWB2.
Objemy zahrnuji 1ml pfebytek pro mrtvy objem Zlabku. Uchovejte Zlabek pro pozdéjsi kroky.

Reagencie 6 vzorku 12 vzorkd 16 vzorku 18 vzorku 22 vzorku 24 vzorkd
(1)) (1D (T])) (1)) (1D (M)
TWB2 3700 6 400 8 200 9100 10 900 11800
Dokument &. 200050132 v00.1 25z 87

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

7.

Desti¢ku LP1 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekanalové pipety nastavené na 60 ul odeberte
z jednotlivych jamek veskery supernatant a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

Pomoci vicekanalové pipety pfidejte do kazdé jamky 150 pl TWB2.

Uzavfete a protfepavejte desticku LP1 pfi 1 800 ot./min po dobu 1 minuty.

Odstrarite tésnéni, umistéte desti¢ku LP1 na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude ¢&ira
(2 minuty).

Bé&hem inkubace vratte BLT-PF do zmrazeného Ulozisté a pokracujte dal$im krokem.

Ligace indexu

V této ¢asti uzivatelé pripoji unikatni dudini indexové adaptéry ke kazdému vzorku podle indexovani
naplanovaného béhem Napldnovéani davky a vytvoreni béhu na strané 15.

Spotiebni material

ELM (Extension Ligation Mix)

Indexové adaptéry (UDI PCR-Free (32 Indexes))
Zlabek s TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)
0,2N NaOH (nafedény HP3)

O reagenciich

Jamky indexové desti¢ky nelze pouzit vicekrat.
ELM nasavejte a vypoustéjte pomalu vzhledem k viskozité roztoku.

RSB a TWB2 jsou baleny v podobnych zkumavkach. Pfed pouzitim si peclivé prectéte kazdy Stitek.

Postup

1.

Ponechte desti¢ku LP1 na magnetickém stojanu a provedte ndsledujici kroky:
a. Pomocivicekanalové pipety nastavené na 150 ul odeberte a zlikvidujte supernatant z kazdé jamky.

b. Pomoci pipety nastavené na 20 pl odstrarite a zlikvidujte z kazdé jamky zbyvajici TWB2, aniz byste
narusili shluk &astic.

Do kazdé jamky pfidejte 45 ul ELM.

d. Pomoci vicekanalové pipety P200 a novych pipetovacich $pi¢ek propichnéte féliové tésnéni na destic¢ce
s indexovym adaptérem pro kazdou z pldnovanych indexovych jamek. Abyste zabranili kontaminaci,
pouzijte pro kazdou jamku novou pipetovaci Spi¢ku.

e. Pridejte 5 ul indexovych adaptér( do pfisludnych jamek pro vzorky na desti¢ce LP1 podle indexU
zvolenych béhem planovani ddvky pomoci vicekanalové pipety P-10 nebo P-20.

2. Uzavrete a protfepdvejte desti¢ku LP1 pfi 1 800 ot./min po dobu 1 minuty.
3. Inkubujte desti¢ku LP1 v predehiatém inkubatoru mikrovzorkd pfi teploté 47 °C po dobu 8 minut.
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10.
1.

POZNAMKA Lehka kondenzace na tésnéni desticky je normalni. Neodstfedujte.

Béhem inkubace vratte ELM do mraziciho UlozZisté.

Odstrarite tésnéni, umistéte desti¢ku LP1 na magneticky stojan a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢&ira
(2 minuty).

Desti¢ku LP1 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekanalové pipety nastavené na 50 pl odeberte
z jednotlivych jamek veskery supernatant a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.
a. Pomocivicekanalové pipety pfidejte ke shluku ¢astic v kazdé jamce 150 ul TWB2.
b. Uzavfete a protfepavejte desti¢ku LP1 pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

c. Odstrarite tésnéni, umistéte desticku LP1 na magneticky stojan a poc¢kejte, dokud kapalina nebude ¢ira
(2 minuty).

d. Desti¢ku LP1 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekanalové pipety nastavené na 150 pl
odeberte z jednotlivych jamek veskery supernatant a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk &astic.

Promyjte ¢astice podruhé.

Desti¢ku LP1 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekandlové pipety nastavené na 20 ul odeberte
z jednotlivych jamek zbyly TWB2 a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

Do kazdé jamky pfidejte 45 ul dfive pfipraveného 0,2N NaOH.

Uzavfete a protfepavejte desti¢ku LP1 pfi 1 800 ot./min po dobu 1 minuty a poté postupte k dalsi ¢asti.

Vybér velikosti a ¢iSténi knihoven

Tento krok vyuziva dvoustranny vybér velikosti knihoven. V prvnim kroku se do eluovanych knihoven a ¢astic
BLT-PF pfidaji ¢istici ¢astice Cleanup Beads. Poté se supernatant obsahujici eluovanou jednoviaknovou
knihovnu pfenese na novou desti¢ku, zatimco pfili§ velké fragmenty zlstanou na plvodni desti¢ce. V druhém
kroku se ¢istici ¢astice Cleanup Beads pfidaji do pfenesenych knihoven a fragmenty, které jsou pfilis malé, se
odstrani. Poté jsou knihovny eluovany a pfeneseny na finalni desti¢ku knihovny (FLP).

Spotiebni material

MIDI desti¢ka s 96 jamkami

Zlabky (3)

Desticka pro PCR

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspension Buffer)

Cerstvé ptipraveny 80 % ethanol (80 % EtOH)

Pfiprava
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1.
2.

Promichejte CB ve vortexové tfepacce a poté prevracejte, dokud nedojde k Uplnému resuspendovani.

Pfipravte Zlabek s CB za pouziti objem{ podle nasledujici tabulky a oznadte Zlabek jako CB. Objemy jsou
dostatecné pro oba kroky pfidavani a zahrnuji 1ml pfebytek ve Zlabku pro mrtvy objem zlabku. Mezi
jednotlivymi kroky pFidavani CB neni potfeba michat. Castice zlistanou rozptylené po celou dobu postupu.

Reagencie 6 vzorku 12 vzorkd 16 vzork{ 18 vzork{ 22 vzork{ 24 vzorku
(M0 (1D (1D (M0 (T])) (HD)
CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920
Postup
1. Odstrante tésnéni a pfidejte 40 ul CB do jamek MIDI desti¢ky LP1 obsahujici BLT-PF a 0,2N NaOH.
2. Uzavrfete a protfepavejte desti¢ku LP1 pfi 1 800 ot./min po dobu 1 minuty.
3. Inkubujte desti¢ku LP1 mimo magneticky stojan po dobu 2 minut pfi pokojové teploté.
4. Odstrante tésnéni, umistéte desticku LP1 na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude ¢ira
(5 minut).
5. Béhem inkubace destiCky oznacte novou 96 jamkovou MIDI desti¢ku jako LP2.
6. Vicekanalovou pipetou preneste 80 ul supernatantu z desti¢ky LP1 umisténé na magnetickém stojanu do

odpovidajicich jamek desti¢ky LP2.
Do kazdé jamky MIDI desti¢ky LP2 pfidejte 40 ul CB.

Desti¢ku LP2 uzaviete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.

9. MIDI desti¢ku LP1 zlikvidujte.

10. Inkubujte desti¢ku LP2 mimo magneticky stojan po dobu 2 minut pfi pokojové teploté.

11. Odstrante tésnéni, umistéte desticku LP2 na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude ¢&ira
(5 minut).

12. Desti¢ku LP2 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekanalové pipety nastavené na 120 ul
odeberte z jednotlivych jamek vesSkery supernatant a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

13. Nalijte dfive pfipraveny 80 % EtOH do oznaceného Zlabku a ¢astice nasledujicim zplsobem promyijte,
zatimco je desti¢ka LP2 na magnetickém stojanu.
a. Pomoci vicekanalové pipety pridejte 180 pl 80 % EtOH.
b. Pockejte 30 sekund.
c. Pomocivicekanalové pipety nastavené na 180 pl odeberte z jednotlivych jamek veskery supernatant a

zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

14. Promyijte ¢astice podruhé.

15. Destic¢ku LP2 ponechte na magnetickém stojanu a pomoci vicekanalové pipety nastavené na 20 ul odeberte
z jednotlivych jamek zbyly EtOh a zlikvidujte jej, aniz byste narusili shluk ¢astic.

16. Desti¢ku LP2 ponechte na magnetickém stojanu susit na vzduchu po dobu 4 minut.

17. Nepouzity 80 % EtOH a Zldbek zlikvidujte.

Dokument €. 200050132 v00.1 28z 87

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

18.

19.
20.
21.
22.

23.

24.

25.
26.

Pfipravte Zlabek s RSB za pouziti objem{ podle nasledujici tabulky a Zlabek oznadte jako RSB. Objemy
zahrnuji Tml pfebytek pro mrtvy objem zlabku.

Reagencie 6 vzorku 12 vzorkd 16 vzorku 18 vzorku 22 vzorku 24 vzorkd
(1)) (1D (T])) (1)) (1D (1))
RSB 1390 1780 2 040 2170 2430 2 560

Na shluk ¢astic v kazdé jamce pfidejte 65 ul RSB.
Desti¢ku LP2 uzaviete a protfepavejte pfi 1800 ot./min po dobu 1 minuty.
Desti¢ku LP2 inkubujte po dobu 2 minut pfi pokojové teploté.

Odstrante tésnéni, umistéte desticku LP2 na magneticky stojan a pockejte, dokud kapalina nebude &ira
(2 minuty).

Novou desti¢ku pro PCR oznacte jako FLP (finalni desti¢ka knihovny) a uvedte ndzev davky pouzity pfi
vytvareni béhu.

Pomoci vicekanalové pipety preneste 60 ul supernatantu z desticky LP2 na magnetickém stojanu do
odpovidajicich jamek desti¢ky FLP.

/N UPOZORNENI

Supernatant obsahuje kone¢nou knihovnu a bude pouzit béhem kroku vkladani do fondu a
denaturace. Nelikvidujte je;j.

VSechny zlabky spolu s nepouzitymi reagenciemi ve zlabcich zlikvidujte.
Zlikvidujte MIDI destic¢ku LP2.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pfi pferuseni neprodysné uzaviete desticku koneéné knihovny (FLP) mikrotésnénim B a uloZte ji pfi teploté
-25°C az -15 °C na dobu az 14 dnd.

Vlozeni do fondu a denaturace knihoven

V této ¢asti uzivatelé vytvareji smési (tzv. fondy) naplanované v ¢asti Naplanovani davky a vytvoreni béhu na
strané 15 a poté je fedi a denaturu;ji.

Spotiebni material

HP3 (2N NaOH), nebo 0,2N NaOH, pokud byl pfipraven ve stejny den — promichejte ve vortexové tiepacce a
poté kratce odstredte.

NB (Neutralization Buffer) — Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
RSB (Resuspension Buffer) — Promichejte na vortexové tfepacce nebo pfevracenim.

Mikrocentrifuga¢ni zkumavky (1 pro pfipravu reagencii a 1 pro kazdy planovany fond knihovny)
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* NovaSeq 6000Dx Zkumavka knihovny (PN 20062290 nebo PN 20062291) (1 zkumavka pro kazdy
planovany fond knihovny)

Pfiprava

1. Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky k pfipravé 0,2N NaOH. Oznacte zkumavku
Stitkem 0,2N NaOH. Pokud byl béhem pfipravy knihovny pfipraven dal$i 0,2N NaOH a protokol se provadi ve
stejny den, preskocte tento krok.

Aby se zabranilo drobnym chybam pfi pipetovani, pfipravi se dodatec¢ny objem.

Objem pro kazdou pritokovou  Objem pro kaZdou pritokovou

Reagencie

gencl kyvetu S2 (ul) kyvetu S4 (ul)
HP3 5 10
RSB 45 90

2. Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Postup

1. Pokud byla desti¢ka FLP ulozena ve zmrazeném stavu, pfipravte ji nasledujicim zplsobem. Jinak pfejdéte
ke kroku 2.
Destic¢ka FLP:

a
b
C.
d
e

Nechte 30 minut rozmrazovat pfi pokojové teploté.

Odstredujte pfi 1000 x g po dobu 1 minuty.

Odstrante tésnéni z destic¢ky FLP.

Pomoci vicekanalové pipety nastavené na 30 ul pipetujte kazdy vzorek 5krat az 10krat.

Odstredujte pfi 1000 x g po dobu 1 minuty.

2. Vyberte jednu z nasledujicich moznosti pro vliozeni do fondu, denaturaci a fedéni knihoven pro kazdou sadu
6 nebo 16 vzorkd planovanych pro sekvenovani.
MozZnost 1 Sekvenuijte 6 knihoven na pritokové kyveté S2.

a.

- o a o

Pro kazdou sdruzenou knihovnu oznacéte novou mikrocentrifugaéni zkumavku ndzvem fondu, napfiklad
sdruzené knihovny (PL) 1, 2, 3 atd.

Odstrante tésnéni a pfeneste 25 pl kazdé knihovny DNA oznacené ¢arovym kédem z dané sady indexu
pro S2 z desti¢ky FLP do zkumavky PL pro kazdy odpovidajici planovany béh podle sekvenacnich fondd
naplanovanych béhem Napldanovani davky a vytvoreni béhu na strané 15. Napfiklad zkombinujte
knihovny pfipravené pomoci sady indexd ¢. 1 pro kyvetu S2 do zkumavky PL.

Na desti¢ku FLP pfilepte tésnéni a opét ji uskladnéte.
Do kazdé zkumavky PL pfidejte 37 pl 0,2N NaOH.
Promichejte kazdou zkumavku PL ve vortexové tfepacce. Kratce odstfedte.

Inkubujte kazdou zkumavku PL po dobu 8 minut pfi pokojové teploté.
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g.
h.

Do kazdé zkumavky PL pfidejte 38 ul NB.
Promichejte kazdou zkumavku PL ve vortexové tfepacce. Kratce odstfedte.

Pfeneste 225 ul denaturované, nafedéné knihovny do ¢isté zkumavky knihovny pro pfistroj NovaSeq
6000Dx.

/N UPOZORNENI

Pokud je uvedeno dfive, ID zkumavky knihovny pro pfistroj NovaSeq 6000Dx bude pouzito k
identifikaci a pfifazeni planovaného béhu. Ujistéte se, ze ID zkumavky knihovny, do které je smés
pfenesena, je stejné jako ID zkumavky knihovny specifikované v ¢asti Vytvoreni béhu, jinak mize
dojit k nespravnému pfifazeni vysledkl vzorkl. Pokud je v planovaném béhu specifikovano ID
zkumavky knihovny, potvrdte, Ze je pouzita sprdvna zkumavka. Neni-li uvedeno dfive,
zaznamenejte pouzité ID zkumavky knihovny a revidujte planovany béh, jinak bude nutné pfi
vkladani do pfistroje za pouziti ndzvu béhu vybrat pfislusny planovany béh (béhy).

MoZnost 2 Sekvenujte 16 knihoven na pritokové kyveté S4.

a.

- o a o

> @

Novou mikrocentrifugacni zkumavku oznacte nazvem fondu, napfiklad sdruzené knihovny (PL) 1, 2, 3
atd.

Odstrante pecet a preneste 18 pl kazdé knihovny DNA z desti¢ky FLP do zkumavky PL podle sekvenacéni
smési (tzv. fondu) naplanované béhem Naplanovani davky a vytvoreni béhu na strané 15. Napfiklad
zkombinujte knihovny pfipravené pomoci sady index( ¢. 1 pro kyvetu S4 do zkumavky PL.

Na desti¢ku FLP pfilepte tésnéni a opét ji uskladnéte.

Do zkumavky PL pfidejte 22 ul RSB.

Do zkumavky PL pfidejte 77 ul 0,2N NaOH.

Promichejte zkumavku PL ve vortexové tfepacce. Kratce odstredte.
Inkubujte zkumavku PL po dobu 8 minut pfi pokojové teploté.

Do zkumavky PL pfidejte 78 pl pufru NB.

Promichejte zkumavku PL ve vortexové tfepacce. Kratce odstredte.

Preneste 465 pl denaturované, nafedéné knihovny do ¢isté zkumavky knihovny pro pfistroj NovaSeq
6000Dx.

/N UPOZORNENI

Pokud je uvedeno dfive, ID zkumavky knihovny pro pfistroj NovaSeq 6000Dx bude pouzito k
identifikaci a pfifazeni planovaného béhu. Ujistéte se, ze ID zkumavky knihovny, do které je smés
pfenesena, je stejné jako ID zkumavky knihovny specifikované v ¢asti Vytvoreni béhu, jinak mlze
dojit k nespravnému pfifazeni vysledkl vzorkd{. Pokud je v planovaném béhu specifikovano ID
zkumavky knihovny, potvrdte, Ze je pouzita sprdvna zkumavka. Neni-li uvedeno dfive,
zaznamenejte pouzité ID zkumavky knihovny a revidujte planovany béh, jinak bude nutné pfi
vkladani do pfistroje za pouziti ndzvu béhu vybrat pfislusny planovany béh (bé&hy).

3. Pokud planujete spustit béh ve stejny den, prejdéte pfimo k sekvenovani.
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BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

PFi pferuseni zaviete zkumavku knihovny pfistroje NovaSeq 6000Dx a skladujte ji pfi teploté -25 az -15 °C po
dobu az 30 dnd.

Priprava na sekvenovani

1.

U ostatniho spotiebniho materialu v sadé planované pro sekvenovani postupujte podle pokynl pro pfipravu,
které uvadi Dokumentace k NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument ¢. 200010105).

Pokud byla zkumavka knihovny pro pfistroj NovaSeq 6000Dx obsahujici smésnou knihovnu ulozena
zmrazena, pfipravte ji nasledujicim zplsobem. Pokud postupujete pfimo z pfedchozi ¢asti, pfejdéte na
krok 3.

a. Nechte 30 minut rozmrazovat pfi pokojové teploté.

b. Odstrante uzaveér a pétkrat jemné promichejte pipetou P1000 nastavenou na 300 ul v pfipadé fondu
knihovny pro pritokovou kyvetu S4 nebo pipetou P200 nastavenou na 145 ul v piipadé fondu knihovny
pro prdtokovou kyvetu S2.

c. Uzavfete zkumavku knihovny pro pfistroj NovaSeq 6000Dx a ru¢né setfepejte vSechny kapky na dno.
Nemichejte na vortexové tfepacce ani neodstfedujte.

VloZte spotfebni materidl. Podrobnosti viz Dokumentace k NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument
¢.200010105).

Interpretace vysledkU

TruSight Whole Genome je uréen k sekvenovani celého lidského genomu. Varianty jsou hlddeny u vzorkd, které
projdou analytickymi kontrolami kvality (QC) pro pouziti v naslednych aplikacich terciarni analyzy zarode¢né
linie.

Vysledek sekvenovani, FASTQ nebo kvality vzorku je povazovan za platny pouze tehdy, pokud metrika
kvality splfiuje nebo prekracuje definovanou specifikaci. Pokud je metrika kvality nizsi nez definovana
specifikace, bude G&innost nahlédsena jako FAIL (NEUSPECH) a analyza vzorku se musi opakovat. Informace
o specifikacich metrik kvality pouzivanych k uréeni platnosti vzorku naleznete v &asti Kontroly kvality na
strané 33.

Ocekava se, ze vzorky, které spini vSechny prahové hodnoty kvality, poskytnou u¢innost z hlediska
spravného pfifazeni variant popsanou ve studii pfesnosti (viz ¢ast Pfesnost na strané 42).

Malé varianty jsou oznaceny vysokou, stfedni nebo nizkou spolehlivosti na zakladé o¢ekdvané ucinnosti
testu u kazdého typu variant (viz ¢ast Stanoveni urovné spolehlivosti u malych variant na strané 38).
Interpretace vSech informaci o variantach musi byt ovérena laboratofi pomoci dodanych vystupnich

soubord analyzy. Popis informaci uvedenych ve vystupnich souborech uvadi Priru¢ka k aplikaci TruSight
Whole Genome Analysis Application (dokument ¢. 200049931).
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Kontroly kvality

Validita sekvenacnich béhi a validita vzork({ se stanovuje automaticky pomoci analytickych kontrol a vykazuije ji

aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application (dal$i podrobnosti o specifikacich metrik kontroly kvality

viz Tabulka 8). TruSight Whole Genome nevyZaduje pouziti externich pozitivnich kontrol.

* Vysledky kontroly kvality jsou uvedeny v konsolidovaném vykazu, pro vSechny vzorky v béhu a ve vykazech
kontroly kvality jednotlivych vzork(. Vykazy software odesilany do slozky analyzy. Umisténi slozky analyzy
a slozky béhu uvadi dokument PFiruc¢ka k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis Application (dokument
¢.200049931).

* Nesplnéni specifikace kontroly kvality u sekvenacniho béhu zneplatni sekvenacni béh a zastavi dalsi
analyzu.

* NesplInénijakékoli specifikace FASTQ vzorku nebo specifikace knihovny zneplatni kninovnu vzorkd a
zabrani vystupu pfislugnych soubord CRAM nebo VCF.

* Mohou platit dal$i poZzadovana opatfeni pro kontrolu kvality, ktera jsou vyZzadovana predpisy v daném misté,
staté nebo oblasti a pozadavky na akreditaci.

Dalsi informace o opakovani sekvenacénich b&hll nebo o pfipravé knihovny viz Reseni problémiina stran& 67.

Tabulka 8 TruSight Whole Genome Popisy specifikaci metrik kontroly kvality

Metrika Specifikace Popis
Kontrola Celkové % =285 Mira kvality bazi na Urovni béhu. Je stanovena
kvality =Q30 minimalni specifikace, protoze béhy s pfilis
sekvenacéniho nizkym %Q30 zpUlsobi, ze baze Q30 nevyhovi
béhu pfi kontrole kvality knihovny vzorkd.
Kontrola Vytéznost na =90 000000000 Minimalni hodnota je nastavena tak, aby
kvality FASTQ  vzorek (bps) odpovidala pfiblizné 26nasobnému

primérnému autozomalnimu pokryti pro
tfidéni vzorkd, které nevyhovi pfi kontrole
kvality knihovny, aby se zkratila doba
analyzy.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 33z87
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome

Kontrola
kvality
knihovny
vzorkl

Metrika
Primeérné
autozomalni
pokryti

Procento
autozom

s pokrytim
vétsim nez 20X

Normalizované
pokryti pfi 60 %
az79 % dili GC

Normalizované
pokryti pfi 20 %
aZz 39 % dild GC

Primeérné
mitochondrialni
pokryti

Procento bazi
Q30

Odhadovana
kontaminace
vzorku
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Specifikace

=35

203,94

0,82=x=<1,13

0,97 =x=1,06

=500

<0,005

Popis

Primérné pokryti v ramci véech autozomd.
Minimalni specifikace je nastavena tak, aby
byla zajiSténa analyticka u¢innost.

Mira rovnomérnosti pokryti, které detekuje
problémy, které nemusi nutné souviset se
zkreslenim GC. Minimalni specifikace je
nastavena tak, aby byla zajiSténa analyticka
ucinnost.

Mira rovnomeérnosti pokryti, ktera detekuje
zkresleni GC, konkrétné ztratu pokryti v
oblastech genomu s vy$Sim procentualnim
podilem GC bazi a niz$im procentualnim
podilem AT bazi. Minimalni a maximalni
specifikace je nastavena tak, aby byla
zajiSténa analyticka ucinnost.

Mira rovnomérnosti pokryti, ktera detekuje
zkresleni GC, konkrétné ztratu pokryti v
oblastech genomu s nizs8im procentualnim
podilem GC bazi a vy$Sim procentualnim
podilem AT bazi. Minimalni a maximalni
specifikace je nastavena tak, aby byla
zajiSténa analyticka ucinnost.

Pokryti mitochondridlniho chromozomu.
Minimalni specifikace je nastavena tak, aby
byl zajistén limit detekce mitochondridlnich
SNV.

Mira kvality bazi. Minimalni specifikace je
nastavena tak, aby byla zajisténa analyticka
ucinnost.

Detekuje kontaminujici ¢teni z jinych vzorka.

Maximalni specifikace je nastavena tak, aby
byl zajistén limit detekce mitochondridlnich
SNV (typ variant s nejvyssi citlivosti na
kontaminaci).

illumina
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Charakteristiky u¢innosti

Nasledujici valida¢ni studie byly provedeny za pouziti pracovniho postupu pro TruSight Whole Genome,
uvedeného v Navod k pouZitina strané 15, a byly navrzeny tak, aby zajistily robustnost rozboru vic¢i b&znym
zdrojlm variability a poskytly doporucéeni pro zajisténi konzistentni uc¢innosti. V téchto studiich byly pouzity
specifikace analytickych metrik kontroly kvality, které uvadi Tabulka 8, jako méfitko Uspésného provedeni
rozboru a jako pfedpoklad pro stanoveni analytické G¢innosti pfi pfifazovani variant.

KFizova kontaminace

Studie kFizové kontaminace hodnotila nespravnou detekci ¢teni indext z dlivodu kontaminace mezi jamkami
bé&hem pfipravy knihovny vzork{ a kontaminace mezi po sobé jdoucimi sekvenaénimi béhy. K vyhodnoceni
kfizové kontaminace bylo pouzito 24 vzorkd krve. Celkem bylo dvéma operatory pfipraveno 24 knihoven za
pouziti sad indexU 1-4 pro konfiguraci s kyvetou S2 a sdruzené knihovny byly sekvenovany v poradiindex(
nastavenych na jednom pfistroji NovaSeq 6000Dx Instrument. Kazda z 16 knihoven byla pfipravena dvéma
operatory pomoci sad indexUl 1 a 2 ve dvou replikatech pro konfiguraci s kyvetou S4, pfi¢emz sdruzené
knihovny se stfidavymi sadami indexd byly sekvenovany na stejném pfistroji NovaSeq 6000Dx.

Pro vyhodnoceni kfizové kontaminace byly porovnany spravna ¢teniindext s ¢tenimi indext z pfilehlych jamek
pro kontaminaci mezi jamkami a se ¢tenimi z pfedchoziho sekvenacéniho béhu pro kontaminaci mezi béhy. Mira
kontaminace mezi béhy byla <0,003178 % pro S2 a <0,002487 % pro S4. Pro vyhodnoceni kontaminace mezi
vzorky byla pouzita metrika kontroly kvality knihovny vzorkd pro odhadovanou kontaminaci vzorkd. Mira
kontaminace mezi vzorky byla 0,001, coz je nejnizsi hodnota hlaSena analytickym softwarem. Tyto vysledky
ukazuji, ze v rdmci pracovnich postupt pfipravy knihoven a sekvenovani existuje nizké riziko kontaminace.

Stabilita pri pouziti a prechodna stabilita

Reagencie pro pfipravu knihovny byly hodnoceny z hlediska stability béhem pouziti sady, véetné
vicenasobného zmrazeni a rozmrazeni a stability v oteviené zkumavce.

PFi testovani zmrazovacich cykld byly zmrazené soucasti podrobeny péti cyklim zmrazeni a rozmrazeni, aby se
zohlednila jedna udalost pro vybaleni a ¢tyfi udalosti pro pouziti sady. Pro stabilitu b&hem pouzivani byl objem
potiebny k pfipravé Sesti knihoven vzork( odebran pfi kazdém ze t¥i cykld zmrazeni a rozmrazeni, aby se
simulovalo vy&erpani objemu béhem pouzivani, a soucasti byly pfed testovanim skladovany dalSich 31 dni. Po
testovani s gDNA extrahovanou od $esti darct krve véechny Udaje vyhovély kontrolnim metrikam analyzy. Tyto
vysledky ukazuji, Ze zmrazené reagencie pro pfipravu knihovny Ize pouzit az pfi ¢tyfech cyklech zmrazeni a
rozmrazeni a s 30denni stabilitou pfi pouziti.

U jednotlivych knihoven a sdruzenych a denaturovanych knihoven byla hodnocena stfedni stabilita. VSechny
Udaje vSechny udaje vyhoveély kontrolnim metrikam analyzy testu, které ukazuji az 14denni stabilitu pro
jednotlivé knihovny a az 30denni stabilitu pro sdruzené a denaturované knihovny pfi skladovani ve zmrazeném
stavu (pfi teplotach -25 °C az -15 °C), jak je popsano v bodech bezpecného pferuseni.
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Odbér a uchovavani vzorku krve

Kompatibilita odb&rovych zkumavek na krev a skladovani vzork{ bylo zkoumano na vzorcich krve od &tyf darc
odebranych do odbérovych zkumavek s EDTA od t¥i riznych dodavatell. Genomickd DNA (gDNA) byla
extrahovana z kazdého z nich po pfijezdu v ¢ase nula a poté znovu po 16, 33 a 43 dnech skladovani krve pfi

2 °C az 8 °C. Extrahovana gDNA byla uchovavana zmrazena (-25 °C az -15 °C) v elu¢nim pufru (10 mM Tris-Cl,
0,5 mM EDTA, pH 9,0) a poté kvantifikovéna a pouzita pro pfipravu knihovny a sekvenovani. V§echny udaje
Uspésné prosly metrikami testu pro analytickou kontrolu, coZ ukazuje na kompatibilitu testu se tfemi rdznymi
zkumavkami s EDTA pro odbér krve a s krvi skladovanou az pét tydnd pfi teploté 2 °C az 8 °C.

Hodnoceni metody extrakce DNA

Z hlediska Uc¢innosti testu byly vyhodnoceny tfi komeréné dostupné extrakéni soupravy. Dvé soupravy
pouzivaly magnetické kulicky, jedna s pevnou fazi a jedna bez ni, a vazby na bazi celulézy, a jedna souprava
pouzivala metodu purifikace nukleové kyseliny na bazi kfemicité membrany pomoci odstifedovacich sloupct
(Tabulka 9).

Hodnoceni provedli dva operatofi s jednou Sarzi extrakénich reagencii na metodu a plnou krvi odebranou do
zkumavek s EDTA od ¢tyr udajné zdravych darcl. Kazdy vzorek krve byl extrahovan ¢tyrikrat oddélené podle
pokyn( vyrobce v nendslednych dnech pro celkem 16 pozorovani na soupravu. Extrahovana gDNA byla pouZita
k pfipravé knihoven pro sekvenovani a analyzu.

V$echna pozorovani (16/16) pro kazdou extrakéni metodu prosla metrikou analytické kontroly rozboru. U&innost
testu nebyla ovlivnéna volbou metody extrakce gDNA vzorku. Studie pfesnosti a reprodukovatelnosti analyzy
pouzivaly gDNA extrahované soupravou 3 (sloupcova izolace pomoci kiemicitého filtru a centrifugacnich
kolon).

Tabulka9 Metody extrakce testované na TruSight Whole Genome ucinnost

Sada Metoda extrakce

1 Extrakce pomoci magnetickych kuli¢ek s reverzibilni imobilizaci v pevné fazi (SPRI)
2 Extrakce pomoci magnetickych kuli¢ek s mobilni pevnou fazi a vazbou na bazi celuldzy
3 Sloupcova izolace pomoci kfemicitého filtru a centrifugacnich kolon

Citlivost na vstupni mnozstvi DNA

Vstupni mnozstvi gDNA doporucené pro testovani je 280 ng nebo 350 ng na jeden vzorek v zavislosti na
metodach kvantifikace DNA uvedenych v ¢asti Doporuceni ohledné vstupniho mnoZstvi DNA na strané 10.

Pro stanoveni u¢innosti napfi¢ rozsahem vstupnich koncentraci gDNA bylo mnozstvi DNA pouzité v rozboru
testovano v hladinach, které se pohyboval v rozmezi +28,6 % doporuc¢eného vstupniho mnozstvi. Vysledky
ukazaly, ze -25 % doporuceného vstupniho mnozstvi gDNA je dolni limit pro tento test. Test funguje spravné se
vstupnim mnozstvim gDNA az do +28,6 % doporu¢eného vstupniho mnozstvi.
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Charakterizace tfi odlignych kvantifikaénich metod prokazala, Ze rlizné metody maji rizné Urovné variability a
mohou produkovat odlisné vysledky. Pokud pouzivate jinou metodu nez tu, ktera je uvedena v ¢asti Doporuceni
ohledné vstupniho mnoZstvi DNA na strané 10, mUze byt nutné optimalizovat cilové vstupni mnozstvi gDNA.
Doporucuje se, aby gDNA pro vzorky ur¢ené pro konkrétni Sarzi pfipravy knihovny a sekvenacni béh byly
kvantifikovany spole¢né, aby se eliminovala variabilita mezi jednotlivymi Sarzemi, pokud je to mozné, nebo aby
byly pouzity procesni kontroly k zajisténi variability mezi jednotlivymi davkami <25 % kvantifikace gDNA.

Interferuijici latky

Tato studie hodnotila u¢innost s endogennimi i exogennimi l[atkami souvisejicimi s lidskou krvi a zkumavkami na
odbér krve. Pro vyhodnoceni byly vybrany bilirubin, hemoglobin a triglyceridy k simulaci ikterickych,
hemolyzovanych a lipemickych vzorkd. Biotin a EDTA byly vybrany pro vyhodnoceni z dlvodu pfitomnosti v krvi
a ve zkumavkach pro odbér krve (BCT) a pro potencialni dopad na chemii testu. Latky byly pfidany do vzorkd
krve darce pred extrakci bud pfimo, nebo po rozpusténi v rozpoustédle. Testovaci koncentrace a podrobnosti o
ockovani pro kazdou Iatku jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 10 Interferujici latky testované na vliv na uc¢innost testu TruSight Whole Genome

L stka Testovaci Rozpoustédlo pouzité v % ockovaciho roztoku
koncentrace ockovacim roztoku pridaného do krve

Bilirubin 40 mg/dl DMSO 4%

(nekonjugovany) (0,4 mg/mi)?

Hemoglobin 1000 mg/dl Nevztahuje se —rozpusténo v Nevztahuje se —rozpusténo v
(10 mg/ml)? krvi krvi

Triglyceridy 1500 mg/dI 100% ethanol 4%
(15 mg/ml)?

Biotin 0,00351Tmg/ml2  Voda 4%

EDTA 5,4 mg/mi® Voda 3%

TKoncentrace byly zvoleny jako nejvy$si pozorované koncentrace podle dokumentu ,Supplemental Tables for Interference
Testing in Clinical Chemistry, CLSI EP37-ED1:2018".

2 Koncentrace byla zvolena tak, aby byla tfikrat vyssi nez ,,nejvyssi koncentrace Iéku v rdmci terapeutické 1é¢by” uvedend v
dokumentu ,Supplemental Tables for Interference Testing in Clinical Chemistry, CLSI EP37-ED1:2018".

3 Koncentrace byla zvolena na zékladé koncentrace EDTA, ktera se li$i ve zkumavkach pro odbér krve v rozmezi az

1,8 mg/ml, a pro simulaci udalosti kratkého plnéni byl proveden odbér krve v objemu 33 % nomindiniho objemu BCT, coz
vedlo k 3x vy8si koncentraci EDTA v krvi odpovidajici hodnoté 5,4 mg/ml.

PFi testovani byla pouZita krev od ¢tyf darcl. Pro kazdou interferujici Iatku byl pridan alikvot piné krve od
kazdého darce naockovany interferujici latkou a poté rozdélen do &ty extrakénich replikatli gDNA. Kontrola
byla zpracovana podobné bez pfidani dalSich Iatek. Podminky parového testu a kontroly byly zpracovany pro
kazdého darce v ramci stejné extrakéni udalosti a extrahovana gDNA byla poté zpracovana v ramci jedné
udalosti pFipravy knihovny a sekvenovani. Nebyl zjistén Zadny dopad na uc¢innost rozboru a nebyly zjistény
7adné dlkazy o interferenci v reakci na kteroukoli z testovanych latek.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 37287
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

Ekvivalence indexovani vzorku

TruSight Whole Genome poskytuje moznost volby ¢tyF 6plexovych sad indexU pro béhy s kyvetou S2 nebo
dvou 16plexovych sad index{ pro konfigurace sekvenacnich béhl s kyvetou S4. Bylo prokazano, Ze rozbor
poskytuje rovnocennou u¢innost, kdyZ jsou knihovny sekvenovany na pfistroji NovaSeq 6000Dx v konfiguraci
béhu s kyvetou S2 nebo S4. Kromé toho se ukazalo, ze obé konfigurace béhu, tedy s kyvetou S2 i s kyvetou S4,
dosahuji >95 % knihoven vzork{ s minimalnim pokrytim 35,0x pfi testovani s pfedepsanymi sadami indexd.
R{zné sady indexd a sdruzovani do fondl pouzivané k sekvenovani na pritokovych kyvetach S2 a S4 Ize tedy
pouzivat zaménitelng, aby se zajistila Skalovatelnost pro pfizplsobeni se vykyvim v préichodnosti vzork{

a flexibilita laboratornich postupd.

Analyticka ucinnost

Pocatecni studie charakterizace byly provedeny za u¢elem stanoveni prahovych hodnot Urovné spolehlivosti
pro malé varianty, limitu nedostate¢né koncentrace / limitu detekce pro mitochondridlni SNV a prahovych
hodnot velikosti pro pfesnou detekci rozsifeni STR pfi pouziti pracovniho postupu testu TruSight Whole
Genome. Vzorky predstavuijici tfidy variant hodnocené testem TruSight Whole Genome byly zahrnuty do
hodnoceni analytické pfesnosti a opakovatelnosti, véetné pfesnosti v ramci laboratofe a externi
reprodukovatelnosti. Analyticka ucinnost je hladena u sekvenacénich béhl a vzorkd, které prosly véemi
kontrolami kvality, s vyjimkou umélych vzorkd smési pouzivanych k vyhodnoceni mitochondridlnich SNV na
limitu detekce nebo v jeho blizkosti, které nevyhovély z hlediska metriky kontaminace. Vysledky kazdé z téchto
studii jsou popsany nize.

Pocatecéni charakteriza¢ni studie

Stanoveni Urovné spolehlivosti u malych variant

Pro tuto studii byl k definovani prahovych hodnot pro vysoké, stfedni a nizké hladiny spolehlivosti vytrénovan
logisticky regresni model na vysoce reprodukovatelnych a $patné reprodukovatelnych variantnich mistech z
96 replikatl NA12878.

Baze s vysokou Urovni spolehlivosti u daného typu varianty jsou ty, u nichz pfedpokladdana reprodukovatelnost
v ramci laboratofe splfiuje nebo prekracuje 99 % pro dany prah skoére a procento non-N bazi, které spliuji toto
kritérium, je vys$sinez 30 %. Pokud typ malé varianty nema prahovou hodnotu skére, kterd by splfiovala tato
kritéria, nebude mit tento typ varianty vysokou urover spolehlivosti. Baze se stfedni Urovni spolehlivosti jsou ty,
u nichz predpokladana reprodukovatelnost v rdmci laboratore splfiuje nebo prekracuje 95 % pro dany prah
skore a typ varianty. Baze s nizkou Urovni spolehlivosti jsou ty, u nichzZ je pfedpokladana reprodukovatelnost

v rdmci laboratore nizsi nez 95 % pro dany prah skore a typ varianty. Pfifazeni variant u daného typu varianty

s vysokou nebo stfedni Urovni spolehlivosti zahrnuje vétSinu %non-N bazi (tj. bez mezer) (viz tabulka 6)

a vykazuje vysokou ucinnost pfi hodnoceni porovnanim s pravdivymi soubory malych variant a pfi rozsahlych
hodnocenich pfesnosti replikatl NA12878 v ramci laboratofe.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 38z87
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

Typ varianty Uroven spolehlivosti % non-N bazi
SNV Vysoka 89,14 %
Stredni 3,30 %
Nizka 7,56 %
Kratké delece (1-5 bp) Vysoka 90,88 %
Stredni 2,45 %
Nizka 6,67 %
Stfedni delece (6-15 bp) Stfedni 86,94 %
Nizka 13,06 %
Dlouhé delece (=16 bp) Stredni 85,42 %
Nizka 14,58 %
Kratké inzerce (1-5 bp) Vysoka 88,94 %
Stredni 4,61 %
Nizka 6,45 %
Stfedni inzerce (6-15 bp) Stredni 89,37 %
Nizka 10,63 %
Dlouhé inzerce (=16 bp) Stredni 48,92 %
Nizka 50,63 %

Stanoveni limitu slepého vzorku a meze detekce mitochondridlnich SNV

Pro mitochondrialni SNV byly provedeny studie limitu slepého vzorku (LoB) a meze detekce (LoD). Pro studii
mitochondridlnich SNV byl LoB hodnocen pomoci lokusd, o nichz je znamo, Ze nemaiji zadnou variantu (tj.
referenéni pfifazeni). LoD se definuje jako frekvence variantnich alel s SNV v mtDNA, pro kterou mira detekce
dané varianty €ini 95 %.

Pro stanoveni LoB a LoD pro detekci heteroplazmatickych mtSNV byly dlikladné charakterizované vzorky gDNA
od dvou réznych darcl krve smichany v rdmci titraéni studie na péti Urovnich fedéni's 20 replikaty pro kazdou
Urover fedéni. Urovné fedéni byly navrzeny tak, aby se zamé&fily na procento variant mtSNV (1,2 % az 6 % VAF)
a napodobily rlizné drovné mitochondridlni heteroplazmie. Smidené vzorky gDNA byly zpracovany a ¢teni byla
zmensena tak, aby bylo dosazeno 500nasobného primérného pokryti mitochondrii. Pfi ndsledném hodnoceni
bylo pouZito celkem 42 smys$lenych ,heteroplazmatickych” lokust. K odhadu poZadovanych smésovacich
pomeérl pro dosazeni cilovych hodnot 1x LoD a 2x LoD pro podmnozinu mtSNV byla pouZita regresni analyza.

Pozice, na kterych ma gDNA z obou krevnich vzorkl genotyp referenéni alely, byly vyhodnoceny z hlediska
prifazeni mtSNV, ktera prosla filtrem s nereferenéni alelou. Vypocétena mira faleSné pozitivnich vysledkd ¢inila
0,8 %, coz odpovida predpokladu nulové hodnoty LoB podle dokumentu , Evaluation of Detection Capability for
Clinical Laboratory Measurement Procedures, CLSI EP17-A2-ED1:2012". Kazda ze 42 pozic byla analyzovana
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nezavisle pomoci probitové regrese. Hodnota LoD byla definovana jako o¢ekdvana hodnota VAF odpovidajici
95 % mife detekce (C95). Celkova uvadéna hodnota LoD, definovana jako 95. percentil hodnot LoD z
pravdivych mist, byla 4,75 % VAF. Vypod&itany prlimér rozloZeni absolutnich rozdild mezi pozorovanym a
o¢ekavanym VAF pro vSechna pozorovani ¢inil 0,83 % s horni 95 % mezi spolehlivosti ve vysi 0,86 % VAF.

Stanoveni prahové hodnoty expanzi STR

Vzhledem k technickym omezenim preklenovacich STR, ktera pfesahuji délku sekvenacéniho &teni (pfiblizné

135 bp), bude délka STR pozorovana pomoci rozboru TruSight Whole Genome ¢asto podhodnocena oproti
skute¢né délce. Jakmile skute¢nd délka STR prekro¢i medidnovou délku fragmentu (pfibl. 330 bp), odhad délky
STR se ustali na stejné hladiné. Z tohoto dlvodu TruSight Whole Genome hodnoti cilenou sadu lokus, u kterych
mUze test pfesné rozlisit STR s pozorovanymi délkami v rozsahu normalnich odchylek od lokusUl vétsi délky, nez
jsou ty pozorované u Gdajné zdravé populace (,prodlouzené”) (seznam lokus(l hodnocenych pomoci rozboru
TruSight Whole Genome uvadi Tabulka 2).

Aby byla zajisténa 95% uhrnna negativni procentualni shoda (NPA) na vSech mistech STR vyhodnocenych
pomoci rozboru TruSight Whole Genome, byly stanoveny prahové hodnoty na lokus pro pfifazeni
prodlouzeného STR na daném misté tak, aby bylo dosazeno prlimérné hodnoty NPA na kazdé misto ve vysi
99,94 %. Aby bylo mozné zohlednit inherentni variabilitu odhad( velikosti STR v rdmci Udajné zdravé populace,
byly stanoveny prahové hodnoty na zakladé distribuce nezavisle pozorovanych délek STR v souboru dat

z projektu 1000 Genomes Project od Udajné zdravych osob (2 504 vzork( z riznych populaci zpracovanych
pomoci programd DRAGEN 3.7.5 a ExpansionHunter 4.0.2).%

Pro potvrzeni prahovych hodnot stanovenych pomoci souboru dat z projektu 1000 Genomes Project byla
extrahovana gDNA z 16 referenénich vzorkl bunééné linie (z programu Get-RM Centra pro kontrolu nemoci) s
rlznymi nezavisle odhadovanymi velikostmi STR zpracovéna rozborem TruSight Whole Genome. Celkem bylo
pFipraveno 10 replikatd knihoven pro kazdy z 16 vzork({ a ty byly testovany $esti operatory, ¢imz vzniklo celkem
960 pozorovani, pficemz velikosti STR byly nezavisle odhadnuty pro kazdy replikat. Pozorovana mira falesné
pozitivnich vysledk( na trovni vzorku u véech cilovych lokust byla 0,35 %.

Mez detekce (LoD) byla odhadnuta pro 28 cilovych lokusd STR s testovanymi bun&énymi liniemi na zakladé
velikosti alel pozorovanych za pouziti rozboru TruSight Whole Genome a o¢ekavanych velikosti alel na zakladé
pfedchozi nezavislé charakterizace (Tabulka 11). Pro vybrané lokusy byla stanovena mez detekce pro vice nez
jeden STR na stejném misté, celkem tedy 35 STR. LoD je odhadovana velikost, pfi které je zjiSténa ocekavana
expanze STR u 95 % alel na zakladé probitového modelu s potvrzenymi prahovymi hodnotami pro rozliSeni
normalnich a prodlouzenych velikosti STR. Data na v8ech mistech se znamymi velikostmi alel byla slou¢ena, aby
se ziskaly odhady LoD pro kazdé misto na zakladé prahové hodnoty expanze STR specifické pro dané misto.
Délka repetice FMR1 byla systematicky podhodnocena ve srovnani s jinymi STR a pro spravny odhad LoD
vyzadovala vlastni model.

Potvrzené prahové hodnoty expanze STR specifické pro dané misto, odhadované o¢ekdvané a pozorované
hodnoty LoD pro cilova mista a prahové hodnoty onemocnéni na zakladé dostupné literatury (pouze pro
ilustrativni Gcely) pro cilovd mista STR uvadi Tabulka 11. U expanzi STR delSich, neZ je prahova hodnota ur¢ena
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délkou ¢teni, u které nelze pfimo pozorovat ocekavanou délku, se pozorovana délka blizi primérné délce, ktera
by byla pozorovana béhem nékolika sekvenacénich béhl. U expanzi STR krat$ich nez prahova hodnota uréend

délkou Cteni jsou o¢ekdvané a pozorované délky stejné.

Tabulka 11 Souhrn odhadovanych schopnosti detekce cilovych mist STR rozborem TruSight Whole Genome

Cilovy lokus?

AFF2
AR
ATN1
ATXN1
ATXN10
ATXN2
ATXN3
ATXN7
ATXN7_GCC
ATXN8OS
ATXN8OS_CTA
C90RF72°¢
CACNA1A
CBL
CNBP
CNBP_CA
CNBP_CAGA
CSTB
DIP2B
DMPK
FMR1
FXN
FXN_A
GLS

Prahova hodnota expanze
STR (bp) na zakladé souboru
dat z projektu 1000 Genomes

Project

168
114
90
114

200
102
135
60
93

200
90

200
57
171
192
102
68

200

200
122
175
102

200
M
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Odhad LoD
(ocekavana
délka, bp)

266
115
92
115

298
102
189
60
101

298
92

298
57
281

308
102
80

298

298
132

433
102

298
115

Odhad LoD
(pozorovana
délka, bp)

221
115
92
115
233
102
182
60
101
233
92
233
57
227
237
102
80
233
233
142
212
102
233
115

Prahova hodnota
onemochéni
(skute€na délka,
bp)®
6005
1148
1357:8
1147:8
399578
1057:8
1807:8
1117:8

2377
3609,10
607+
2435
3005

34812,13
15074
600915
1986116

270v
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Prahova hodnota expanze Prahova hodnota
R OdhadLoD  Odhad LoD vahoane
o a STR (bp) na zakladé souboru . i i onemocheéni
Cilovy lokus . (ocekavana (pozorovana Y ..
dat z projektu 1000 Genomes i i (skutecna délka,
. délka, bp) délka, bp) b
Project bp)
HTT 108 115 115 1208
HTT_CCG 42 42 42 —
JPH3 99 101 101 1237°
NIPA1 33 33 33 —
NOP56 84 84 84 39002021
NOP56_CGCCTG 24 24 24 —
NOTCH2NL 129 175 174 2132223
PABPN1 27 27 27 —
PHOX2B 60 60 60 75524
PPP2R2B 87 90 90 10878
TBP 129 175 174 1357:8

@ Lokusy se stfidavymi STR jsou oznaceny jako LOCI_<ALTERNATE_REPEAT> (napf. ATXN7_GCC).

b Prahové hodnoty onemocnéni jsou uvadény pouze pro ilustrativni Ucely na zakladé publikované literatury; — (nevztahuje

se) v tomto sloupci znamen3d, Zze STR nemusi souviset s publikovanou patogenni expanzi.

€U 100 % replikatd vzorku NA23378 byla zjisténa expanze STR v genu COORF72, cozZ naznaduje, Ze se v tomto misté jedna

o dfive necharakterizovanou expanzi v daném vzorku. Tento vzorek bunécéné linie byl z analyzy vyloucen.

4 Mezilehlé expanze mohou byt také spojeny s fenotypem.
Tato studie prokazala podobné profily pfesnosti a spravnosti pro odhady velikosti STR napfi¢ rdznymi cilovymi
lokusy, pficemz mez detekce pro expanze STR byla do znaéné miry dana zvolenym prahem (na zékladé
distribuce velikosti v populaci projektu 1000 Genomes Project) spiSe nez rozdily ve schopnosti detekce napfi¢
rlznymi misty. V8echny odhadované hodnoty LoD v o¢ekavané délkové Skale byly vétsi nez délky pozorované
u domnéle zdravych populaci a nizsi nez mnoho publikovanych prahovych hodnot onemocnéni, diky ¢emuz jsou
souvisejici prahy pfifazeni expanzi STR uzite¢né pro oznaceni repetice v konkrétnim lokusu jako potencialné
prodlouzené. Zde uvedené prahové hodnoty byly pouzity k vyhodnoceni pfesnosti detekce expanzi STR.

Presnost

Analyticka pfesnost byla stanovena porovnanim pfifazeni variant testem TruSight Whole Genome s vysledky
ziskanymi alternativnimi metodami. Referen¢ni metody byly zvoleny na zakladé zna¢ného rozdilu ve srovnani s
testem TruSight Whole Genome, ktery pouziva pro pfifazeni variant pfipravu knihovny Nextera™ na bazi
paramagnetickych ¢astic a sekvenalni chemii se 2 barvivy na systémech NovaSeq 6000Dx a DRAGEN 3.9.5.
Reprezentativni pfistup k validaci testu TruSight Whole Genome byl proveden se vzorky pfedstavujicimi
varianty ve vSech tfidach variant zahrnutych do vystupu testu. K vyhodnoceni pfesnosti testu TruSight Whole
Genome bylo pouzito celkem 459 jedineénych vzorkd, které prosly analytickou kontrolou kvality. Vzorky byly
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testovany na tfech Sarzich reagencii a spotfebniho materidlu pro pfipravu knihovny, ¢tyfech Sarzich
sekvenacnich sad s kyvetou S4, za pouziti osmi rliznych operatord, péti pfistroji NovaSeq 6000Dx Instrument a
dvou internich pracovist. Bylo pfipraveno a sekvenovéno 31 nezavislych fondd knihovny.

Naslledujici tabulka uvadi definice metrik vypocitanych v rliznych studiich pfesnosti.

Vyraz Definice

Nizsi Uroven Jednostranny 95 % dolni limit spolehlivosti pomoci Wilsonovy metody.
spolehlivosti (LCL)

Procento negativni Procento negativnich mist definovanych referenéni metodou, ktera jsou
shody (NPA)' shodné oznacena jako negativni testem TruSight Whole Genome.
Procento pozitivni shody  Procento variant pfifazenych referenéni metodou, které jsou konkordantné
(PPA)? pfifazené testem TruSight Whole Genome.

Technicka pozitivni Procento variant pfifazenych testem TruSight Whole Genome, které jsou
prediktivni hodnota konkordantné pfifazené referenéni metodou.

(TPPV)3

TPro pfesnost detekce rozsifeni STR a prfesnost detekce alely SMN1 plati NPA = True Negative / (True Negative + False

Positive).
2 Pro presnost detekce rozsiteni STR a presnost detekce alely SMN1 plati PPA = True Positive / (True Positive + False

Negative).
3 Pro presnost detekce rozsifeni STR a presnost detekce alely SMN1 plati TPPV = True Positive / (True Positive + False

Positive).
Pfesnost u malych variant

Pfesnost pfifazeni malych variant byla hodnocena pomoci genomické DNA extrahované z periferni plné krve
195 Udajné zdravych darcu. Pfifazeni variant rozborem TruSight Whole Genome bylo porovnano s pfifazenim
variant z klinicky validovaného sekvenacniho testu celého genomu, provedeného v laboratofi lllumina
Laboratory Services (ILS) CLIA Laboratory, které poslouzilo jako referenéni metoda. Pracovni postup
sekvenovani celého genomu pomoci referenéni metody vyuziva pfipravu knihovny TruSeq na zakladé ligace
bez PCR, sekvenaéni chemikalie na bazi 4 barviv na systému HiSeq a software DRAGEN 3.8.4 pro pfifazovani
variant. V této studii nebyly charakterizovany inzerce a delece >31 bp, protoZe nebyly validovany v ramci
referenéni metody.

Pfehled presnosti pro vSechna pfifazeni malych variant uvadi Tabulka 12 a Tabulka 13.
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Tabulka 12 Test TruSight Whole Genome Assay Pfesnost pro malé varianty stratifikované podle miry

spolehlivosti a velikosti (Udajné zdravé vzorky krve)

Podtyp
varianty

SNV

Kratka
delece
(1-5 bp)

Stredni
delece
(6-

15 bp)

Dlouha
delece
(16-

31 bp)

Kratka
inzerce
(1-5 bp)

Dokument &. 200050132 v00.1

Uroven
spolehlivosti

Vysoka

Stredni

Nizka

Vysoka

Stredni

Nizka

Stfedni

Nizka

Stredni

Nizka

Vysoka

Stredni

Nizka

Konkordantni

pfifazeni
V ramci
referencni
metody
261728 580
6 677 589
6 864 840
11978 745
2 875 258
1802544
858 673
145 618
344168
54 444
11212 366

1015324

639 663

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.

Exkluzivni
pfifazeni
V ramci
referencni
metody
1573877
421718
3251709
201783
45 290
228 582
20079

28 300

14 334
23438
164 651

41890

198 700

Konkordantni

pfifazeni
V ramci
rozboru

261603149

6 519 811

6 649756

12 246 922

3050170

1966 974

860 493

157 398

336 976

53 835

11380 307

988 512

576 797

Exkluzivni
prifazeni
Vv ramci
rozboru

208 639

151128

2151388

67 277

47 593

221449

18 361

41824

31165

47 272

49776

36 051

180 458

illumina

PPA
(LCL)

99,4 %
(99,4 %)
94,1 %
(94,0 %)
67,9 %
(67,8 %)
98,3 %
(98,3 %)
98,4 %
(98,4 %)
88,7 %
(88,7 %)
97,7 %
(97,7 %)
83,7 %
(83,6 %)
96,0 %
(95,9 %)
69,9 %
(69,6 %)
98,6 %
(98,5 %)
96,0 %
(96,0 %)
76,3 %
(76,2 %)

TPPV
(LCL)

99,9 %
(99,9 %)

97,7 %
(97,7 %)

75,6 %
(75,5 %)

99,5 %
(99,5 %)

98,5 %
(98,5 %)

89,9 %
(89,8 %)

97,9 %
(97,9 %)

79,0 %
(78,9 %)

91,5 %
(91,5 %)

53,2 %
(53,0 %)

99,6 %
(99,6 %)

96,5 %
(96,5 %)

76,2 %
(76,1 %)
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Konkordantni  Exkluzivni
Konkordantni  Exkluzivni

. . pfifazeni pfifazeni . , oy .
Podtyp Uroven . . prifazeni prirazeni PPA TPPV
. . . vramci Vv ramci . ..
varianty  spolehlivosti . ., vramci V ramci (LCL) (LCL)
referencéni referenéni
rozboru rozboru
metody metody
Stredni Stredni 790 968 18163 798 572 17 1M1 97,8 % 979%
inzerce (97,7 %) (97,9 %)
(6- Nizka 76105 24188 88 389 35819 75,9 % 71,2 %
15 bp) (75,7 %) (71,0 %)
Dlouha Stfedni 159 927 3135 159 432 8639 98,1 % 94,9 %
inzerce (98,0 %) (94,8 %)
(16- Nizka 102 552 22199 103 892 55724 822%  651%
31bp) (82,0%) (64,9 %)

Tabulka 13 Souhrn NPA pfifazeni malych variant stratifikovanych podle Urovné spolehlivosti rozborem
TruSight Whole Genome

. . i L. Referencéni metoda
Uroven Konkordantni negativni

. . vev , Exkluzivni negativni NPA (LCL)
spolehlivosti prirazeni e )
prifazeni
Vysoka 202 276 243790 127 465 816 99,9 %
(99,9 %)
Stredni 3307740675 77 650177 97,7 %
(97,7 %)
Nizka 3653569 580 439038662 89,3 %
(89,3 %)

Byla provedena doplikova studie pfesnosti k vyhodnoceni detekce malych variant s pouzitim komeréné
dostupnych referenénich vzorkd DNA buné&énych linii (Coriell Institute for Medical Research) s dobie
charakterizovanymi sadami pfifazeni vytvofenymi konsorciem Genome in a Bottle (GIAB). Pro tuto studii byly
jako referenéni metoda pouZity sady pfifazeni GIAB. Pravdivy soubor u téchto vzork( zahrnuje inzerce a delece
vétsinez 31 bp, takze do tohoto hodnoceni byly zahrnuty vétsiinzerce a delece. Tyto vzorky zahrnovaly
HG001-005 a NA24695, pficemz vysledky souhrnné uvadi Tabulka 14.
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illumina

Tabulka 14 Test TruSight Whole Genome Assay Pfesnost pro malé varianty stratifikované podle urovné

a velikosti spolehlivosti (vzorky s dobfe charakterizovanou bunéénou linii)

Podtyp
varianty

SNV

Kratka
delece
(1-5 bp)

Stredni
delece
(6-

15 bp)

Dlouha
delece
(216 bp)

Kratka
inzerce
(1-5 bp)

Dokument &. 200050132 v00.1

Uroven
spolehlivosti

Vysoka

Stredni

Nizka

Vysoka

Stredni

Nizka

Stredni

Nizka

Stredni

Nizka

Vysoka

Stredni

Nizka

Konkordantni

pfifazeni
GIAB

21431369

908172

720717

1080 383

423 547

263 828

142 671

86174

34 414

9985

927 288

158 346

93 857

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.

Exkluzivni
prifazeni
GIAB

2552

1259

59 691

690

788

2624

238

812

315

393

221

294

2402

Konkordantni
prifrazeni

V ramci
rozboru
21439 303
910 058
722180
1090 370
437 019
281217
144 997
91710
34580

10 212
925787

137 081

75687

Exkluzivni
prifazeni
v ramci
rozboru

3954

2175

28721

730

606

2088

167

546

55

106

271

250

1427

PPA
(LCL)

>99,9 %
(>99,9 %)
99,9 %
(99,9 %)
92,4 %
(92,3 %)
99,9 %
(99,9 %)
99,8 %
(99,8 %)
99,0 %
(99,0 %)
99,8 %
(99,8 %)
99,1%
(99,0 %)
99,1%
(99,0 %)
96,2 %
(95,9 %)
>99,9 %
(>99,9 %)
99,8 %
(99,8 %)
97,5 %
(97,4 %)

TPPV
(LCL)

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

99,8 %
(99,8 %)

96,2 %
(96,1 %)

99,9 %
(99,9 %)

99,9 %
(99,9 %)

99,3 %
(99,2 %)

99,9 %
(99,9 %)

99,4 %
(99,4 %)

99,8 %
(99,8 %)

99,0 %
(98,8 %)

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

99,8 %
(99,8 %)

98,1 %
(98,1 %)
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Konkordantni Exkluzivni
Konkordantni Exkluzivni

Podtyp Uroven . i e , pfifazeni pfifazeni PPA TPPV
varianty  spolehlivosti prirazeni prirazen V ramci V ramci (LCL) (LCL)
GIAB GIAB
rozboru rozboru

Stredni Stredni 91117 116 89 054 60 99,9 % 99,9 %
inzerce (99,9 %) (99,9 %)
(6- Nizka 37925 745 36 670 406 98,1% 98,9 %
15 bp) (98,0 %) (98,8 %)
Dlouha Strednf 11081 46 11110 17 99,6 % 99,8 %
inzerce (99,5 %) (99,8 %)
(=16 bp)  Nizka 14 086 607 14 312 262 95,9 % 98,2 %

(95,6 %) (98,0 %)

Pfesnost ur€ovanl variabilniho po&tu kopil

Pfesnost uréovani CNV byla hodnocena pomoci stejné referenéni metody a vzorki krve od Udajné zdravych
darcl (195), které byly pouzity k posouzeni pfesnosti uréovani malych variant. Kazda CNV je povazovana za
zjiSténou v sadé pfifazeni, pokud alespori 50 % z této CNV pokryva spojeni pfifazeni CNV stejného typu
(GAIN/LOSS) v odpovidajici sadé pfifazeni. TruSight Whole Genome definuje sadu genomickych oblasti, které
jsou vylouceny z pfitazeni CNV na zakladé hodnoceni Udajli o vzorcich z 1000 genomU od 77 Udajné zdravych
darcl krve pomoci metrik souvisejicich s odlehlymi hodnotami hloubky pokryti, odlehlymi hodnotami
proménlivosti pokryti a mezerami v pokryti ke zjisténi oblasti genomu, které nelze pro pfifazeni CNV pouzit.
Pfifazeni CNV bylo hodnoceno pouze na genomickych oblastech, které byly spole¢né jak referenéni metodé,
tak i testu TruSight Whole Genome. Pfehled pfesnosti pro v8echna pfifazeni CNV uvadi Tabulka 15 a Tabulka 16.

Tabulka 15 Test TruSight Whole Genome Assay Pfesnost pfifazeni CNV stratifikovana podle velikosti a
typu

Konkordantn Exkluzivni .
Konkordantn Exkluzivn

i pfifrazeni pfifazeni ey , . ,
) L. .. i prirazeni i prirazeni PPA TPPV
Velikost Typ Vv ramci Vv ramci .. ..
Y . . VvV ramci VvV ramci (LCL) (LCL)
referenéni referencn
, rozboru rozboru
metody i metody
10- ZISK 443 98 342 56 81,89 % 85,93 %
25 kbp (79,01 %) (82,82 %)
ZTRATA 4162 457 4155 679 90,11 % 85,95 %
(89,36 %) (85,11 %)
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Konkordantn Exkluzivni .
L ven , e 3 Konkordantn Exkluzivn
i prifazeni prifazeni

Velikost T v ramei v FAmi i pfifazeni i pfifazeni PPA TPPV
o - ! v ramci vramci  (LCL) (LCL)
referencni referenén
3 rozboru rozboru
metody i metody

25- ZISK 355 117 370 76 75,21 % 82,96 %
50 kbp (71,81%) (79,83 %)

ZTRATA 1587 16 1622 7 99,00 % 99,57 %

(98,50 %) (99,21 %)

50- ZISK 228 0 187 20 >99,99% 90,34 %
100 kbp (98,83 %) (86,42 %)

ZTRATA 723 5 697 6 99,31% 99,15 %
(98,60 %) (98,36 %)

=100 kbp ZISK 371 1 335 5 99,73 % 98,53 %
(98,80 %) (97,01 %)

ZTRATA 541 23 569 1 9592% 99,82 %
(94,32%) (99,22 %)

Celkové ZISK 1397 216 1234 157 86,61 % 88,71 %
(vSechny (85,15%) (87,24 %)

CNV'  zTRATA 7013 501 7043 693  9333%  91,04%
=10 kbp) (92,84 %) (90,49 %)

Tabulka 16 Souhrn TruSight Whole Genome NPA pfifazeni CNV

, ., ., Exkluzivni
Konkordantni Exkluzivni negativni e N
. ., vey , prifazeni
Velikost Typ hegativni pfifazeni k v rdmei NPA (LCL)
pfifazeni referenéni metodé
rozboru
Celkové ZISK 548 478033220 57013NM 6 400 382 >99,99 %
(vSechny CNV (>99,99 %)
210 kbp) ZTRATA 548591794675 11719 913 8543 877 >99,99 %
(>99,99 %)

Pfesnost b&hi k uréeni homozygozity

Technicka pozitivni prediktivni hodnota (TPPV) pfifazovani ROH byla hodnocena pomoci stejné referenéni
metody a vzorkd od domnéle zdravych darcl krve (195), které byly pouzity pfi hodnoceni pfesnosti u malych
variant a CNV. Udalosti ROH byly uréeny identifikaci oblasti v genomu obsahujicich sekvenci pfifazeni
homozygotnich SNV bez heterozygotnich SNV nebo dlouhych mezer bez variant. Tyto zarodecné oblasti byly
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poté rozsifeny doleva a doprava a posouzeny z hlediska pfifazeni okolnich homozygotni oblasti nebo
pfitomnosti heterozygotnich SNV. Udalosti ROH detekované rozborem TruSight Whole Genome byly porovnany
s pfifazenimi SNV z referenéni metody. Souhrn hodnot TPPV pro pfifazeni ROH uvadi Tabulka 17.

Tabulka 17 TruSight Whole Genome Pfesnost pro udalosti ROH stratifikované podle velikosti

Velikost Prdimérna hodnota TPPV TPPV LCL
10-25 kbp 81,44 % 80,77 %
25-50 kbp 82,14 % 81,82 %
50-100 kbp 81,77 % 81,55 %
100-500 kbp 82,19 % 81,98 %
=10 kbp 82,07 % 81,94 %
=500 kbp 85,47 % 84,66 %

Pozitivni procentudlini shoda (PPA) pro detekci ROH byla stanovena v klinickych vzorcich z externich zdroj
porovnanim pfifazeni ROH pomoci rozboru TruSight Whole Genome s pfifazenimi ROH z ortogonalnich metod,
véetné metody chromozomalniho microarray a hodnoceni na zédkladé PCR. Udalost ROH byla povazovana za
detekovanou, pokud se alespon 50 % oblasti nahlasené jako ROH ortogonalni metodou pfekryvalo se spojenim
udalosti ROH pfifazenych rozborem TruSight Whole Genome. PPA mezi rozborem Test TruSight Whole Genome
Assay a ortogonalnimi metodami byla 34/34 (100 %) pro vSechny oCekdvané udalosti ROH (=4 Mb).

Pifesnost heteroplazmatické mitochondridlni SNV

Pfesnost pfitazeni mtSNV byla hodnocena u 41 dfive uloZenych klinickych vzork( ziskanych z externich
pracovist. Kazdy klinicky vzorek obsahoval dfive hldSenou mtSNV na definovaném misté a s definovanym
stupném heteroplazie na zakladé cilené znamé analyzy mtDNA s heteroplazmii (mtDNA Targeted Known
Analysis with Heteroplasmy, MITOP). Frekvence alel odhadované aplikaci TruSight Whole Genome vysoce
korelovaly s o¢ekavanymi frekvencemi. Byly detekovany vsechny ocekavané SNV mtDNA, coz vedlo ke 100 %
PPA (41/41).
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Obrazek 3 Frekvence alel s mitochondridini SNV pozorovanych aplikaci TruSight Whole Genome ve srovnani
s o¢ekavanymi frekvencemi alel

Frekvence mitochondrialnich SNY alel
v klinickych vzorcich

3

Pozorovana frekvence alel podle TSWG

o E

Ocekdvana frekvence ale

Dal$i studie pfesnosti mtSNV byla provedena za pouZiti stejnych 195 krevnich vzork( a referenéni metody
popsané ve studiich pfesnosti malych variant a CNV. Negativni referenéni soubor byl definovan jako spolehlivé
nevariantni pfifazeni (filtr PASS) a pozitivni referenéni soubor byl definovan jako pfifazeni mtSNV s frekvenci
alel >2,5 %. Pozice s filtrem non-pass nebo s pfifazenim varianty jiné nez SNV byly vylou¢eny. Souhrn pfesnosti
pro mtSNV uvadi Tabulka 18.

Tabulka 18 TruSight Whole Genome Pfesnost pfifazeni mtDNA SNV

Konkordantni  Exkluzivni . . Konkordantni Exkluzivni . . Metricka
. L L Exkluzivni L, ., Exkluzivni
Metrika pozitivni pozitivni L, negativni negativni L, hodnota
. . .. . , pozitivni .. . , hegativni . .
presnosti referencni referencni - referencni referencni — presnosti
metoda metoda metoda metoda (LCL)

PPA 6 875 0 — — — — >99,99 %
(99,96 %)

TPPV 6 875 — 6 — — — 99,91 %
(99,83 %)

NPA — — — 3171049 24 268 20564 99,24 %
(99,23 %)

Pifesnost detekce expanzi STR

Dokument ¢. 200050132 v00.1 502z 87
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



Pfibalovy letak k produktu TruSight Whole Genome illumina

Pfesnost detekce expanzi STR byla zaloZena na celkovém poctu 160 vzorkU pFipravenych extrakci gDNA od
klinicky postizenych jedincl s expanzemi na specifickych mistech potvrzenych metodami PCR / RP-PCR nebo
Southern Blot provedenou v prostfedi laboratofe CLIA. Prahové hodnoty, které stanovi Tabulka 11, byly pouzity
k definovani stavu STR alely na konkrétnim lokusu jako normalniho (odhadovana velikost STR mensi nebo rovna
prahu) nebo rozsifeného (vétsi nez prahova hodnota).

Hodnota PPA byla vypoditana pouze za pouziti klinicky potvrzenych vzork(, hodnota NPA byla vypoditana
pouze za pouziti individuélnich udajné zdravych vzork( krve a hodnota TPPV byla vypoditana napfi¢ obéma
skupinami vzorkd. U alel, kde klinicky potvrzeny vzorek nebyl k dispozici, nebylo mozné vypoditat hodnotu PPA.
Kromé toho u alel, u kterych nebyl k dispozici klinicky potvrzeny vzorek a nebyla Zadna faleSné pozitivni
pfifazeni, nebylo mozné vypocitat hodnotu TPPV. Hodnota NPA byla vypodtena pro vSechny expanze STR.
Pocet klinickych vzork( testovanych na danou expanzi STR a metriky pfesnosti uvadi Tabulka 19.

Tabulka 19 TruSight Whole Genome Metriky pfesnosti pro expanze STR

Expanze STR Testované klinické vzorky PPA TPPV NPA
AFF2 0 — — >99,99 %
AR 8 >99,99 % >99,99 % >99,99 %
ATN1 4 >99,99 % >99,99 % >99,99 %
ATXN1 7 66,67 % >99,99 % >99,99 %
ATXN10 0 — — >99,99 %
ATXN2 5 80,00 % >99,99 % >99,99 %
ATXN3 9 >99,99 % 90,00 % 99,74 %
ATXN7 2 >99,99 % >99,99 % >99,99 %
ATXN7_GCC 0 — — >99,99 %
ATXN8OS 0 — 0,00 % 99,74 %
ATXN8OS_CTA 0 — — >99,99 %
C90RF72 21 >99,99 % >99,99 % >99,99 %
CACNA1A 5 >99,99 % 83,33 % 99,74 %
CBL 0 — — >99,99 %
CNBP 0 — — >99,99 %
CNBP_CA 0 — — >99,99 %
CNBP_CAGA 0 — — >99,99 %
CSTB 0 — 0,00 % 99,74 %
DIP2B 0 — 0,00 % 99,74 %
DMPK 42 >99,99 % >99,99 % >99,99 %
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Expanze STR Testované klinické vzorky PPA TPPV NPA
FMR1 47 >99,9 % >99,99 % >99,99 %
FXN 0 — 0,00 % 99,74 %
FXN_A 0 — — >99,99 %
GLS 0 — — >99,99 %
HTT 10 >99,99 % 83,33 % 99,49 %
HTT_CCG 0 — — >99,99 %
JPH3 0 — — >99,99 %
NIPA1 0 — — >99,99 %
NOP56 0 — — >99,99 %
NOP56_CGCCTG 0 — — >99,99 %
NOTCH2NL 0 — — >99,99 %
PABPN1 0 — — >99,99 %
PHOX2B 0 — — >99,99 %
PPP2R2B 0 — — >99,99 %
TBP 0 — — >99,99 %
VSE 160 98,12 % 92,35 % 99,94 %

Hodnoceni celkové hodnoty PPA detekce expanzi STR ve v8ech lokusech pfedstavuje dobrou aproximaci
hodnoty PPA specifické pro dany lokus s vyuzitim dostupnych klinickych vzork{. Posouzeni PPA konkrétné pro
lokus FMR1 mUze slouZit jako spodni hranice pro PPA lokus(, které nebyly pfimo profilovany vzhledem ke
svému velkému prahu pro abnormalni velikost STR.

Pfesnost detekce alel SMN1

Pfesnost detekce nepfitomnosti alely C v SMN1 (NM_000344.3:¢.840C) byla hodnocena ve 26 klinickych
vzorcich z pfipadd s diagndzou spinalni muskularni atrofie (SMA) a homozygotni ztraty exonu 7 v SMN1
potvrzené digitaini kapénkovou PCR nebo MLPA. Pfesnost identifikace pfitomnosti alely SMN1 ¢.840C byla
hodnocena u vzorkd krve Gdajné zdravych jednotlived. Kazdému vzorku byla pfifazena jedna statisticka metrika
(skute¢né pozitivni (TP), fale$né pozitivni (FP), faleSné negativni (FN) nebo skute¢né negativni (TN)) na zakladé
detekované pfitomnosti (negativni stav SMA) nebo nepfitomnosti (pozitivni stav SMA) alely C v pozici ¢.840
genu SMN1 ve srovnani s o¢ekdvanym stavem. Odhady PPA, TPPV a PA byly provedeny napfi¢ sadou
pozitivnich i negativnich vzorkl (viz Tabulka 20).
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Tabulka 20 Metriky pfesnosti pro detekci nepfitomnosti alel SMN1 ¢.840C

Metrika pfesnosti TP FP TN FN Hodnota metriky presnosti (LCL)

PPA 26 — — 0 >99,99 %

TPPV 26 0 — — >99,99 %

NPA — 0 195 — >99,99 %
Opakovatelnost

Presnost v ramci laboratore

Pfesnost v ramci laboratofe byla hodnocena za pouziti extrahované gDNA s rliznymi znamymi variantami napfic¢
genomem. Mezi né patfily mtSNV blizici se LoD i dostate¢né pfesahujici LoD, vzorky obsahujici alelu SMN1
€.840C a vzorky s expanzemi repetic FMR a HTT1 v délkach blizicich se LoD i dostateéné pfesahujicich LoD.
Vzorky byly testovany za pouziti deviti jedine¢nych stav( navrzenych se tfemi operatory, tfemi Sarzemi
reagencii pro pfipravu knihovny, tfemi Sarzemi sekvenacniho spotfebniho materialu a tfemi sekvenacnimi
pfistroji.

Kazdy vzorek byl analyzovan duplicitné ve stejném béhu za Ucelem vyhodnoceni variaci v ramci béhu a kazdy
pfipad testu byl testovan dvakrat pro dva béhy na kazdy stav pro variace mezi béhy. Kazdy vzorek byl
hodnocen pomoci 36 pozorovani a tento design studie poskytl 18 stupridi volnosti pro hodnoceni
opakovatelnosti. Seznam ¢lend panelu, typd vzorku a hodnocenych variant pro kazdy ¢len panelu uvadi Tabulka
21.Vzorky 1-4 a 9-12 byly ziskany od muzi i zen, ktefi o sobé& uvadéli, ze jsou bé&loského, afrického a asijského
plvodu, aby byla k dispozici riznoroda sada vzorkd.
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Tabulka 21 Zastoupeni vzork( v panelu pouzitém pro studii pfesnosti v ramci laboratore

Cislo
Panel Typ vzorku Variant
vzorku ol v
A 1 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1 ¢.840C
2 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1 c.840C
3 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1¢.840C
4 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1¢.840C
5 Uméla smés gDNA z krve Mitochondridlni SNV na nizké urovni LoD
6 Uméla bunécéna linie NA20241" STR s expanzi v lokusech FMR1 na nizké
urovni LoD
7 Uméla bunééna linie NA20208 STR s expanzi v lokusech HTT na nizké
urovni LoD
8 Uméla bunécéna linie NA23686 Absence SMN1¢.840C
B 9 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1 ¢.840C
10 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1 ¢.840C
11 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1¢.840C
12 gDNA z krve Malé varianty, CNV, ROH, STR bez
expanzi, pfitomnost SMN1 ¢.840C
13 Uméla smés gDNA z krve mtSNV na vysoké urovni LoD
14 Uméla bunécéna linie NA07862 STR s expanzi v lokusech FMR1 na vysoké
urovni LoD
15 Uméla bunééna linie NA20253 STR s expanzi v lokusech HTT na vysoké
urovni LoD
16 Uméla bunécéna linie NA03814 Absence SMN1¢.840C

Vysoka urover LoD: Frekvence variantnich alel na drovnich pfiblizné 2,0-4,0x LoD.

Nizka uroven LoD: Frekvence variantnich alel na Urovnich pfiblizné 1,0-1,5x LoD.

TVysledky pro NA20241 nebyly uvedeny v konecnych Cislech, protoze bylo zjisténo, Ze jsou vyrazné pod urovni 1,0x LoD, a
tudiz nespliuji pozadavky na vzorek.
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V kvalitativnim hodnoceni jsou uvadény metriky reprodukovatelnosti, které s variantami zachazeji jako s
kvalitativnimi entitami (varianta pfitomna nebo varianta nepfitomna). Pro kazdy typ varianty byly hodnoceny a
hlaseny rlizné definice pozitivnich nebo negativnich pfifazeni a rizné kvalitativni metriky (Tabulka 22). P¥i
hodnoceni reprodukovatelnosti pfifazeni malych variant, CNV a ROH byly pro kazdy vzorek, ktery slouzil jako
srovnavaci bod pro vSechny ostatni replikaty tohoto vzorku ve studii, pouZita pfifazeni variant provedena v

replikatu charakterizaéniho béhu.

Tabulka 22 Souhrn kvalitativniho hodnoceni reprodukovatelnosti pro kazdy typ varianty

Typ
varianty

Malé
varianty

CNV

ROH

Expanze
STR

Detekce
SMN1
c.840C

mMtSNV

Pozitivni

Filtry propoustéjici
pfifazeni varianty

Filtry propoustéjici
pfifazeni CNV

Prifazeni ROH

Vzorek s expanzi
STR v nejméné
jednom cilovém
lokusu

Vzorek bez alely C
v pozici c.840
genu SMN1 (SMA
pozitivni)

Filtry propoustéjici
pfifazeni
mitochondridlnich
SNV
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Negativni

Filtry propoustéjici
homozygotni
referencni pfifazeni

Genomické pozice
neprekryvaijici
pfifazeni vyhovuijici
CNV

Genomické pozice
neprekryvajici
pfifazeni ROH
Vzorek bez expanzi v
jakémkoli cilovém
lokusu

Vzorek obsahujici
alespon jednu kopii
alely C v pozici c.840
genu SMN1 (SMA
negativni)

Nevariantni pozice ve
filtrech
propoustéjicich
mitochondridlni
chromozomy

Typ porovnani

Konkordance se sadou
pfifazeni z pocatecnich
charakterizanich b&hu

Konkordance se sadou
pfifazeni z po¢atecnich
charakterizanich bé&hu

Konkordance se sadou
pfifazeni z pocatecnich
charakterizaénich béhl
Konkordance se
stavem vzorku
definovanym
charakterizaci vzorku
ortogonalnim rozborem

Konkordance se
stavem vzorku
definovanym
charakterizaci vzorku
ortogonalnim rozborem

Konkordance s
variantnimi a
nevariantnimi
pfifazenimi
provadénymiv
nenafedénych vzorcich

Kvalitativni
metriky

Prlimérna pozitivni
shoda (APA) a
primérna
negativni shoda
(ANA)

APA a ANA

APA a ANA

Procento
pozitivnich
pfifazeni (PPC) a
procento
negativnich
pfifazeni (PNC)

PPC aPNC

PPC a PNC
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Kvantitativni hodnoceni riznych typl variant zahrnovalo hodnoceni variability bud kvantitativnich metrik, které
jsou zakladem kvalitativnich pfirazeni, nebo, v pfipadé malych variant, metrik shody ve vztahu k referenénimu
souboru pfirazeni. Tato studie provedla jak hodnoceni celkové variability kvantitativnich metrik napfi¢
replikacemi, tak pfispéni riznych faktor( zahrnutych do studie k variabilité takovych kvantitativnich metrik
prostfednictvim analyzy komponent variance. Tabulka 23 shrnuje kvantitativni metriky pouzité v analyze
kazdého typu varianty, jakoz i faktory, které byly hodnoceny z hlediska jejich pfispéni k variabilité kvantitativni
metriky.

Tabulka 23 Souhrn kvantitativnich metrik pouzitych pfi hodnoceni pfesnosti u riznych typt rozdilovych
variant

Typ varianty Kvalitativni metriky Faktory hodnocené z hlediska pfinosu k variabilité

Malé varianty APA a ANA Operator, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny,
pfistroj, Sarze sekvenacniho spotfebniho materialu,
podtyp varianty, genomicky kontext

CNV Normalizovana hloubka Operator, SarZe soupravy pro pfipravu knihovny,
pokryti oblasti CNV pfistroj, Sarze sekvenacniho spotfebniho materialu,
podtyp varianty, délka varianty

ROH Skore ROH v ramciregionu  Operator, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny,
ROH pfistroj, Sarze sekvenacniho spotfebniho materidlu,
podtyp varianty, délka varianty

Expanze STR Odhad velikosti STR Operator, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny,
pfistroj, $arze sekvenacniho spotfebniho materialu,
misto STR, délka STR

Detekce SMN1 Mira logaritmické Operator, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny,
c.840C pravdépodobnosti pfistroj, Sarze sekvenacniho spotfebniho materialu,
pfitomnosti referenéni alely  stav SMA
(C) v cilové pozici

Mitochondridlni  Frekvence variantni alely Operator, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny,
SNV pfistroj, Sarze sekvenacéniho spotfebniho materialu,
pozice varianty, oCekavana frekvence variantni alely

Vysledky analyzy komponent variance uvadi Tabulka 24. U malych variant byla vétSina odchylek pfipisovana
zbytkové chybé a nebyla vysvétlena faktory souvisejicimi s rozborem, které jsou soucasti designu studie,
véetné Sarze sekvenacni soupravy, sekvenaéniho pfistroje, Sarze soupravy pro pfipravu knihovny, operatora

a rozdild mezi béhy. Jedind vyjimka byla pozorovana u SNV v oblastech stfedni spolehlivosti, u kterych byla
vétsina odchylek pfipsana $arzi sekvenadéni soupravy. Obecné byla vy$3i mira variance pfipisovana faktorlm
souvisejicim s rozborem u malych variant v oblastech genomu s nizkou spolehlivosti. U v§ech ostatnich typ(
variant byla vét$ina odchylek pfipsana zbytkové chybé, nikoli faktordm souvisejicim s rozborem. Tato studie
ukazuje, Ze u vétdiny podtypl malych variant Ize ke zvySeni opakovatelnosti a sniZzeni variability rozboru pouzit
filtrovani pro oblasti genomu s vysokou a stfedni spolehlivosti. Komplexni analyzu reprodukovatelnosti rozboru
poskytuje ¢ast Externi reprodukovatelnost na strané 61.
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Tabulka 24 Vysledky studie analyzy komponent variance

Metrika

APA

ANA

Podtypy
variant

Kratka delece
(1-5 bp)

Stfedni delece
(6-15 bp)

Dlouha delece
(16-31 bp)

Kratka inzerce
(1-5 bp)

Stfedniinzerce
(6-15 bp)

Dlouha inzerce
(16-31 bp)

SNV

SNV

Uroven
spolehlivosti

Vysoka
Stfedni
Nizka
Stfedni
Nizka
Stfedni
Nizka
Vysoka
Stfedni
Nizka
Stfedni
Nizka
Stfedni
Nizka
Vysoka
Stfedni
Nizka
Vysoka
Stfedni
Nizka

Zbytkoveé
mnozstvi

79,36 %
76,97 %
67,85 %
61,17 %
59,33 %
52,93 %
49,10 %
89,93 %
74,52 %
60,64 %
81,76 %
51,28 %
87,59 %
52,47 %
78,01 %
79,71 %
56,63 %
55,07 %
28,53 %
51,78 %

Sarze
sekvenaéni
soupravy

17,52 %
18,59 %
24,87 %
29,06 %
31,76 %
33,72 %
37,01%
7,32%

19,96 %
29,72 %
15,78 %
35,07 %
9,83 %

35,32 %
17,45 %
16,95 %
36,08 %
21,84 %
49,08 %
36,04 %

Mezi
béhy
0,00 %
1,53 %
4,4 %
7,42 %
6,38 %
11,67 %
11,08 %
1,76 %
3,44 %
8,49 %
0,00 %
12,07 %
1,18 %
10,14 %
0,00 %
0,77 %
6,97 %
21,07 %
20,1 %
9,76 %

Pristroj

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,17 %
0,17 %
1,42 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,23 %
0,13 %
0,20 %
0,22 %
1,80 %
1,27 %
2,42 %

Sarze sady
pro pfipravu
knihovny

3,13 %
2,91%
2,88 %
2,35 %
2,35 %
1,51 %
1,39 %
0,99 %
2,08 %
1,15 %
2,41%
1,58 %
1,40 %
1,85 %
1,23 %
1,29 %
0,00 %
0,21%
1,00 %
0,00 %

Operator

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,06 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
317 %
1,09 %
0,09 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
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Metrika

Hloubka

Podtypy
variant

ZISK CNV
(10 kbp,
25 kbp)

ZISK CNV
(25 kbp,
50 kbp)

ZISK CNV
(50 kbp,
100 kbp)

ZISK CNV
(100 kbp,
500 kbp)

ZTRATA CNV
(10 kbp,
25 kbp)

ZTRATA CNV
(25 kbp,
50 kbp)

ZTRATA CNV
(50 kbp,
100 kbp)

ZTRATA CNV
(100 kbp,
500 kbp)

Uroven
spolehlivosti

Zbytkové
mnozstvi

73,28 %

72,99 %

66,40 %

43,51 %

83,41%

84,67 %

84,16 %

81,25 %

Sarze
sekvenaéni
soupravy

2,87 %

5,25 %

5,16 %

14,92 %

0,00 %

1,20 %

2,43 %

5,22 %

Mezi
béhy

0,00 %

0,00 %

0,00 %

14,01 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Pristroj

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,20 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Sarze sady
pro pripravu
knihovny

1,01%

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Operator

0,00 %

0,56 %

0,00 %

15,72 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,55 %
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Metrika

Skoére nad
regionem

Podtypy
variant

ROH
(1kbp, 10 kbp)

ROH
(10 kbp,
25 kbp)

ROH
(25 kbp,
50 kbp)

ROH (50 kbp,
100 kbp)

ROH (100 kbp,
500 kbp)

ROH =500 kbp

Uroven
spolehlivosti

Zbytkové
mnozstvi

74,32 %

84,78 %

84,92 %

85,63 %

85,76 %

84,81 %

Sarze
sekvenaéni
soupravy
1,65 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Mezi
béhy

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Pristroj

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Sarze sady
pro pripravu
knihovny
0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %
0,00 %

0,00 %

Operator

0,52 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %
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Metrika

Odhad velikosti
pro lokusy STR?

Miry
vérohodnosti
zaznamu

VAF

' Analyza komponent variance nebyla provedena u lokus(, u kterych nebyla zadné variance pozorovana.

Podtypy
variant

AFF2
ATXN7
ATXN7_GCC
CNBP
CNBP_CA
CSTB
DIP2B
FMR1
FXN_A

HTT
HTT_CCG
NOTCH2NL
TBP

c.840Cv
NA03814

c.840Cv
NA23686

mtSNV v
blizkosti LOD

Uroven
spolehlivosti

Zbytkové
mnozstvi

99,43 %
100 %

99,43 %
100 %

95,45 %
96,45 %
100 %

71,02 %
94,52 %
82,23 %
99,43 %
99,43 %
90,91 %
65,71 %

87,64 %

83,13 %

Sarze
sekvenaéni
soupravy

0,00 %
0,00 %
0,57 %
0,00 %
4,55 %
0,87 %
0,00 %
10,06 %
1,37 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
18,98 %

0,00 %

0,37 %

Mezi

béhy

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
2,57 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
11,99 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %

0,00 %

0,00 %

Pristroj

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
17,33 %
1,37 %
3,81%
0,00 %
0,29 %
0,00 %
0,00 %

5,90 %

0,00 %

Sarze sady
pro pripravu
knihovny

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,64 %
1,37 %
0,00 %
0,00 %
0,29 %
0,00 %
0,00 %

0,00 %

0,00 %

Operator

0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,11 %
0,00 %
0,95 %
1,37 %
1,97 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
15,32 %

6,46 %

0,05%
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Prilozena dokumentace

Externi reprodukovatelnost

Externi reprodukovatelnost byla stanovena pomoci jedné Sarze reagencii pro pfipravu knihoven a sekvenaci na
tfech externich vyzkumnych pracovistich se dvéma operatory na kazdém pracovisti. Stejné vzorky pouzité ve
studii Presnost v rdmci laboratore na strané 53 (Tabulka 21) byly pouZzity ve studii reprodukovatelnosti s jednou
vyjimkou: vzorek NA20241 byl nahrazen vzorkem NA20239 pro vyhodnoceni expanze lokuslt STR FMR1 pfi
nizké LoD. Celkem bylo testovano 16 unikatnich vzorkt jako dva dil&i panely po osmi unikatnich vzorcich
(skupina A a skupina B) kazdym operatorem na kazdém pracovisti. Byly provedeny tfi sekvenacni cykly pro
duplicitni knihovny kazdého dil¢iho panelu, celkem tedy 36 sekvenadénich cykll na kazdy jedineény vzorek.
Mira Uspé&snosti vzorkd v ramci 576 knihoven vzorkd s platnymi béhy sekvenovani, definovana jako pocet
vzork(, které vyhovély metrikdm kontroly kvality knihovny vzorkd na prvni pokus, byla 99,1 % (571/576; 95% CI:
98,0 %, 99,6 %). VSechny vysledky testl jsou zaloZzeny na po¢ate¢nim testovani.

Reprodukovatelnost SNV, inzerci, deleci, CNV a ROH byla hodnocena porovnanim dat se sadou referencnich
pfirazeni na zakladé obvyklé uc¢innosti ve tfech charakterizaénich bézich (Tabulka 25 a Tabulka 26).
Reprodukovatelnost expanzi STR, nepfitomnost alely SMN1 ¢.840C a mtSNV byla hodnocena porovnanim dat
se znamym stavem (Tabulka 27).
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Tabulka 25 Reprodukovatelnost TruSight Whole Genome pro SNV, CNV a ROH

Typ varianty - stratifikace

Malé varianty (vysoka spolehlivost)
SNV

Inzerce —1-5 bp
Delece -1-5 bp

Malé varianty (stfedni spolehlivost)

SNV
Inzerce-1-5bp
Inzerce - 6-15 bp
Inzerce - =16 bp
Delece-1-5 bp
Delece-6-15bp
Delece - =216 bp

Malé varianty (nizka spolehlivost)
SNV

Konkordantni pozitivni pfifrazeni'/

Pracovisté 1

687 996 150/
688770 402
34087135/
34137298
44096 186/
44 255 442

42238226/
42737228
11075073/
11204 210
4307181/
4339975
611952/
632214
24 571502/
24 851492
8737319/
8900796
3590282/
3779907

78 507 103/
96 859 682

Pozitivni pfifazeni?

Pracovisté 2

666 509 635/
667 253 493
33025772/
33073087
42733935/
42883089

40920 370/
41391560
10734 488/
10 855790
4173626/
4205 261
593114/
612 877
23 814 655/
24 076 930
8473 410/
8624 403
3481192/
3662448

76 365789/
94 066 720

Pracovisté 3

688001697/
688 766 887
34089204/
34137792
44102 515/
44 256 695

42236751/
42725827
11080 468/
11204 818
4308 408/
4340 277
612 222/
632498
24 586 095/
24 855041
8746773/
8902016
3594 420/
3780659

78 863 977/
97 058 652

Priimérna pozitivni shoda (%)
(95 % Cl)3

99,9
(99,9 a2 99,9)
99,9
(99,9 a2 99,9)
99,6
(99,6 a2 99,6)

98,8
(98,8 a2 98,9)
98,9
(98,9 a2 99,9)
99,3
(99,2 a2 99,3)
96,8
(96,8 a7 96,8)
98,9
(98,9 a7 98,9)
98,2
(98,2 a7 98,2)
95,0
(95,0 a2 95,0)

81,2
(81,2 a2 81,2)
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Typ varianty - stratifikace

Inzerce —1-5 bp
Inzerce — 6-15 bp
Inzerce - 216 bp
Delece -1-5 bp
Delece - 6-15 bp
Delece - =16 bp
CNV - zisky =210 kbp
CNV - ztraty =10 kbp

ROH - =500 kbp

1 Celkovy pocet konkordantnich pozitivnich pfifazeni = konkordantni pozitivni pfifazeni v ramci dotazu (QCP) + referenéni konkordantni pozitivni

pfifazeni (RCP).

2 Celkovy pocet pozitivnich pfifazeni = konkordantni pozitivni pfifazeni v rdmci dotazu (QCP) + exkluzivni pozitivni pfifazeni v rdmci dotazu (QEP) +
referenéni konkordantni pozitivni pfifazeni (RCP) + exkluzivni pozitivni pfifazeni v rdmci dotazu (REP).

Konkordantni pozitivni pfifazeni'/

Pracovisté 1

17 312 805/
19 370 351
5543985/
6529 886
3284197/
4275 286
31659 416/
34194748
9189 220/
9987 568
3335400/
3909 364
7883/
8275
1517/
12 089
6641/
6765

Pozitivni pfifazeni?
Pracovisté 2

16 859 987/
18 807 745
5404 652/
6 338 556
3205165/
4158 315
30751952/
33158757
8928794/
9684179
3241968/
3791331
7664/
8012
11248/
1777
6519/
6663

3 Oboustranny 95 % interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou.

Pracovisté 3

17 406 355/
19 418 516
5584241/
6550 066
3314 025/
4298 399
31746 379/
34 226 245
9217 516/
9995101
3346 219/
3912857
7916/
8282
11516/
12113
6616/
6756

Priimérna pozitivni shoda (%)
(95 % CI)3

89,6
(89,5 a7 89,6)
85,1
(85,122 85,2)
77,0
(77,0 a277,0)
92,7
(92,7 a2 92,7)
92,1
(92,122 92,2)
85,4
(85,4 az 85,5)
95,5
(95,2 a7 95,8)
95,3
(95,1az 95,5)
98,0
(97,8 a2 98,2)

awouay sjoym 1bisni] npnpoud 3 xeis| Arojeqid



"'OYLIA NI'FOILSONOVIA X ON3QHN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

[8ZV9

Tabulka 26 Reprodukovatelnost analyzy SNV CNV a ROH rozborem TruSight Whole Genome

Typ varianty - stratifikace

Malé varianty (vysoka spolehlivost)
Malé varianty (stfedni spolehlivost)
Malé varianty (nizka spolehlivost)
CNV - zisky =10 kbp
CNV —ztraty =10 kbp

ROH - 2500 kbp

Konkordantni negativni pfifazeni' /

Pracovisté 1
486 282 620 918/
486 388 081375

17 249 915 828/
17 427 817 811
24 072 615 254/
25608 493 410
592 486 270 144/
592 500222 476
592548 802 882/
592 559 825 216
542 968 586 606/
547 402 885 905

Negativni pfifazeni?
Pracovisté 2
470948 205 740/
471054131230
16 699 106 194/
16 874 794 553
23454103 344/
24947163 687
573 973 293 084/
573 985 772 396
574 030 570 254/
574041311 257
525 724 060 526/
530 011754 808

Pracovisté 3
486 285759 770/
486 389 857 817
17 253 834 878/

17 429 035 482
24180801788/
25695956 102
592 487 297 632/
592500 614 241
592 547 683 360/
592 559141007
543014 319 116/
547 444 495 449

" Celkovy pocet konkordantnich negativnich pfifazeni = 2 x negativni konkordace (CN).

2 Celkovy pocet negativnich pfifazeni = 2 x negativni konkordace (CN) + referencni exkluzivni negativni pfifazeni (REN) + exkluzivni negativni pfifazeni

v ramci dotazu (QEN).

3 Oboustranny 95 % interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou.

Pramérna negativni shoda (%)

(95 % CI)®

>99,9
(>99,9 az >99,9)
99,0
(99,0 a7 99,0)
94,0
(94,0 a2 94,0)
>99,9
(>99,9 a2 >99,9)
>99,9
(>99,9 az >99,9)
99,2
(99,2 a2 99,2)
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Tabulka 27 Reprodukovatelnost TruSight Whole Genome pro STR, SMNT a mtSNV

Celkovy

pocet Pozitivni prifazeni

Typ varianty—  o€ekav-
stratifi- anych
kace pozitiv- Praco-
nich vis§té 1
pfifazeni

Expanze STR - vysoka uroven detekce (2-4x LOD)

Expanze STR - 35 12
FMR1

Expanze STR - 36 12
HTT

Expanze STR - 71 24
kombinace
FMR1aHTT

Expanze STR - nizka uroven detekce (1-1,5x LOD)

Expanze STR - 36 1
FMR1

Expanze STR - 36 12
HTT

Expanze STR - 72 23
kombinace
FMR1a HTT

Praco-
visté 2

1

12

23

10

12

22

Praco-
visté 3

12

12

24

1

12

23

Celkovy
pocet
ocekav-
anych
negativ-
nich
pfifazeni

s ey , Procento Procento
Negativni pfifazeni

pozitiv- negativ-
nich nich
pfifa- prira-
Praco- Praco- Praco- . .
zeni zeni

viste1 viste2  viste3 oo o ont (95 % )

— — — 100 —
(90,1 a2
100)

— — — 100 —
(90,4 az
100)

— — — 100 —
(94,9 az
100)

— — — 88,9 —
(74,7 az
95,6)

— — — 100 —
(90,4 az
100)
— — — 94,4 —
(86,6 a2
97,8)
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Typ varianty -
stratifi-
kace

Expanze STR -
kombinace

28 hlavnich
cilovych lokusl
STR

Absence SMN1
c.840C

mtSNV -
vysoka uroven
detekce (2-
4x LOD)

mtSNV - nizka
uroven detekce
(1-1,5x LOD)

Celkovy
pocet
ocekav-
anych
pozitiv-
hich
pfifazeni

71

1080

1080

Pozitivni pfifazeni

Praco-
visté 1

24

360

360

Praco-
visté 2

24

360

359

Praco-
visté 3

23

360

360

Celkovy
pocet
ocekav-
anych
negativ-
nich
pfifazeni

285

285

457 524

457 524

" Oboustranny 95 % interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou.

Negativni pfifazeni

Praco-
visté 1

96

96

152 491

152 481

Praco-
visté 2

93

93

152 489

152 489

Procento
pozitiv-
nich
fifa-
Praco- p ,
e zeni
VISte3 (95 % ciyr
96 —
96 100
(94,9 az
100)
152 484 100
(99,6 az
100)

152 483 99,9
(99,5 az
99,9)

Procento
negativ-
hich
pfifa-
zeni
(95 % CI)?

100
(98,7 az
100)

100
(98,7 az
100)

>99,9
(>99,9 az
>99,9)

>99,9
(>99,9 az
>99,9)
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Redeni problém

K feSeni problémi v pracovnim postupu mdzete pouzit nasledujici tabulku. Pokud se béh sekvenovani nebo pfiprava knihovny pro
vzorek dvakrat nezdari, mize byt nutné provést dodateéné feseni problémd. Obratte se na technickou podporu lllumina.

Typ problému

Problém
s vytvofenim
béhu

Pozorovani

Ridici software pfistroje
NovaSeq 6000Dx
neumoznuje ru¢né vybrat
souvisejici naplanovany
béh po vlozeni
spotfebniho materialu

MozZna pficina

Bé&hem planovani cyklu bylo
zadano nespravné ID
zkumavky knihovny

Doporucena akce

Viz ¢ast Kontrola béhu v Pfiruc¢ka k aplikaci
TruSight Whole Genome Analysis
Application (dokument ¢. 200049931).
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Typ problému

Problém pfi
sekvenovani

Pozorovani

Stav selhani sekvenovani
v softwaru Illumina Run
Manager

Mozna pfric¢ina

Béh sekvenovani byl zrusen
nebo se nezdafilo jej dokondit
kvUli problému s pfistrojem
NovaSeq 6000Dx nebo
problému tykajicimu se
manipulace se spotifebnim
materialem

Béh byl dokoncen, ale
nepodafilo se vytvofit klastr.
Mozny problém s pfistrojem
NovaSeq 6000Dx, problém
tykajici se manipulace se
spotfebnim materidlem nebo
katastrofické selhani pfi
pfipravé knihovny v disledku
problému tykajiciho se
manipulace s reagenciemi

nebo v disledku chyby obsluhy

(napf. pfeskoceni uréitého
kroku nebo zlikvidovani
supernatantu namisto jeho
preneseni pfi vybéru velikosti)

Doporucéena akce

Viz Dokumentace k NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument &. 200010105).

Po vyfeseni problému Ize knihovnu znovu
sdruzit do fondu a znovu sekvenovat
maximalné jednou (vzhledem k objemu).

Vyhodnotte vytéZnostijednotlivych
knihoven v FLP podle gPCR pro 20,94 nM
(pfedpokladejte velikost inzerce 450 bp)
pro potvrzeni nebo vylou¢eni problému

s pfipravou knihovny oproti problému se
sekvenovanim.

Pokud jsou vylouceny problémy s pfipravou
knihovny a existuje podezfeni na problém
souvisejici se sekvenovanim, prostudujte si
Dokumentace k NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument &. 200010105).

Pokud mate podezfeni na problém

s pfipravou knihovny, projdéte si ¢asti Tipy
a techniky na strané 12 a Ndvod k pouZitina
strané 15 a poté znovu pfipravte knihovnu
a zopakujte sekvenovani. Pokud dochazi

k opakovanym selhanim, kontaktujte
technickou podporu spolecnosti lllumina.
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Typ problému

Data
sekvenovani se
nepfenesou na
server

Pozorovani

Stav selhani pfenosu
souboru sekvenovani pro
analyzu v softwaru
lllumina Run Manager

Mozna pfric¢ina

Doslo k problému s pfipojenim
k siti nebo k preruseni napajeni
pfistroje nebo serveru béhem
pfenosu dat béhu

Doporucéena akce

Zkontrolujte, zda nedochazi k pferuseni
napajeni nebo ztraté pfipojeni pfistroje

k siti. PoCkejte, az bude systém nedinny (po
dokonceni sekvenovani), poté prejdéte do
nabidky Instrument Settings (Nastaveni
pristroje), IVD SETTINGS (NASTAVEN!I IVD)
a pomoci funkce Browse (Prochazet)
zkontrolujte pfipojeni k vystupnimu
umisténi zadanému v polozce Output
Location.

V pfipadé potieby dalsiho feSeni problémd
si prostudujte Dokumentace k NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument
¢.200010105). Pokud po vyfeseni problém{
s pfipojenim nebo napajenim nedojde

k opétovnému spusténi a dokonceni
pfenosu soubord, obratte se na technickou
podporu spole¢nosti lllumina.
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Typ problému

Analyza se
nespusti

Pozorovani

lllumina Run Manager
uvadi stav Analysis Not
Started (Analyza
nezahdjena), ackoli byl
dokoncéen prenos
sekvenacniho souboru
pro analyzu

Mozna pfric¢ina

Doslo ke ztraté zparovani nebo
pfipojeni mezi pfistrojem a
serverem DRAGEN Server for
NovaSeq 6000Dx ztracenou
nebo vyprsela platnost licence
na software DRAGEN.

Doporucéena akce

Vyckejte, az bude systém necinny (po
dokonceni sekvenovani), poté prejdéte do
softwaru DRAGEN a zkontrolujte platnost
licence softwaru DRAGEN. Pokud platnost
licence vyprsela, kontaktujte spole¢nost
lllumina. Pokud je licence platng, vyberte
Run Self-Test (Spustit autotest). Pokud
test selze nebo neni-li moznost spustit
autotest k dispozici, pfihlaste se do
pfistroje a zkontrolujte, zda nedoslo

k chybé souvisejici s parovanim serveru. Viz
¢ast Konfigurace systému v dokumentu
Dokumentace k NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument &. 200010105).

Analyza by se méla po vyfeSeni problému
automaticky zahgjit. Opustte stavajici
stranku a prejdéte na stranku Active Runs
(Aktivni béhy), abyste se ujistili, Ze analyza
probiha. Pokud problém pfetrvava,
kontaktujte spole¢nost lllumina.
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Typ problému

Analyza se
zasekne

Pozorovani

lllumina Run Manager
uvadi stav probihajici
analyzy po mnohem delsi
dobu, nez se ocekavalo

Mozna pfric¢ina

Béhem analyzy mohlo dojit

k preruseni sitového pfipojeni
nebo napajeni pfistroje Ci
serveru, coz zpUsobilo
zaseknuti analyzy

Doporucéena akce

Zruste analyzu a zkontrolujte, zda
nedochazi k preruseni napajeni nebo ztraté
sitového pripojeni pristroje.

Vyckejte, az bude systém necinny (po
dokoncéeni sekvenovani), poté prejdéte do
nabidky Instrument Settings (Nastaveni
pFistroje), (IVD SETTINGS (NASTAVENI
IVD)) a zkontrolujte pfipojeni k vystupnimu
umisténi zadanému v polozce Output
Location. V pfipadé potfeby dalSiho Feseni
problému si prostudujte Dokumentace k
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument
¢.200010105).

Po vyfeSeni problému znovu zadejte
analyzu do fronty beze zmén. Viz Pfirucka
k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis
Application (dokument ¢. 200049931).
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Typ problému

Pfenos soubor(
analyzy se
nezdafril

Analyza se

nezdafi po

opétovném
zarazeni do
fronty

Pozorovani

lllumina Run Manager
udava stav nezdareného
prenosu souborl analyzy
do ulozisté

Po opakovaném zafazeni
do fronty se analyza
nezdafila

Mozna pfric¢ina

Doslo k problému s pfipojenim
k siti nebo k preruseni napajeni
pfistroje nebo serveru béhem
prfenosu dat analyzy

V pfipadé opakovaného
zafazeni analyzy do fronty
mohl byt plvodni béh
odstranén nebo archivovan
a jiz se nenachazi na misté
uréeném pro umisténi
externiho uUlozisté

Doporucéena akce

Zruste analyzu a zkontrolujte, zda
nedochazi k preruseni napajeni nebo ztraté
sitového pripojeni pristroje.

Vyckejte, az bude systém necinny (po
dokoncéeni sekvenovani), poté prejdéte do
nabidky Instrument Settings (Nastaveni
pFistroje), (IVD SETTINGS (NASTAVENI
IVD)) a zkontrolujte pfipojeni k vystupnimu
umisténi zadanému v polozce Output
Location. V pfipadé potfeby dalSiho Feseni
problému si prostudujte Dokumentace k
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument
¢.200010105).

Po vyfeSeni problému znovu zadejte
analyzu do fronty beze zmén. Viz Pfirucka
k aplikaci TruSight Whole Genome Analysis
Application (dokument ¢. 200049931).

Zkontrolujte, zda je plvodni béh stale

v externim ulozisti. Pokud je archivovan,
obnovte analyzu z archivu a znovu ji
zarad'te do fronty.
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Typ problému

Kontrola kvality
sekvenovani se
nezdari

Kontrola kvality
FASTQ selze
u véech vzorkl

Pozorovani

V konsolidovaném
vykazu je uveden
souhrnny vysledek
kontroly kvality
sekvenovani FAIL
(NEUSPECH)

Souhrnny vysledek
kontroly kvality FASTQ a
souhrnna kontrola kvality
knihovny vzorkd je FAIL
(NEUSPECH), pfi¢emz
vysledky metrik kontroly
kvality jednotlivych
knihoven jsou hlaseny
jako ND pro vSechny
vzorky v konsolidovaném
vykazu a souhrnny
vysledek kontroly kvality
sekvenovani je PASS
(USPECH)

Mozna pfric¢ina

.Celkové % >=Q30" pod
specifikaci analyzy z divodu
nespravné manipulace se
sekvenacénim spotfebnim
materialem (nerozmrzl Upiné
nebo nebyl po rozmrazeni
promichan pfevracenim)

Souprava indexovych adaptér(
ur¢ena bé&hem vytvoreni béhu
neni v souladu se soupravou,
ktera byla pouzita bé&hem
pfipravy knihovny

Doporucéena akce

Viz Dokumentace k NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument &. 200010105). Po
vyfeSeni problému Ize knihovnu znovu
sdruzit do fondu a znovu sekvenovat
maximalné jednou (vzhledem k objemu).

Zobrazte vzorky, abyste mohli zkontrolovat
informace o indexech pouzité pfi analyze

v IRM. Pokud je nutna oprava, prostuduijte si
¢ast Opétovné zarazeni analyzy

v dokumentu Pfiru¢ka k aplikaci TruSight
Whole Genome Analysis Application
(dokument €. 200049931).

awouay sjoym 1bisni] npnpoud 3 xeis| Arojeqid



"'OYLIA NI'FOILSONOVIA X ON3QHN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

[B8ZV/

Typ problému

Kontrola kvality
FASTQ selze

u jednoho nebo
vice vzorkl bez
nizké vytéznosti
béhu; Non-
Indexed Total
Yield
(Neindexovana
celkova
vytéznost) je

=2 800 GB

u kyvety S4 nebo
=1000 GB

u kyvety S2

Pozorovani

Souhrnny vysledek
kontroly kvality FASTQ

a souhrnny vysledek
kontroly kvality knihovny
vzork{ je FAIL
(NEUSPECH), pfi¢emz
vysledky metrik kontroly
kvality jednotlivych
knihoven jsou hlaseny
jako ND pro jeden nebo
vice vzorkd(, ale ne pro
vSechny vzorky

v konsolidovaném vykazu
bez nizké vytéznosti
béhu

Mozna pfric¢ina

Chyby pfi pouziti b&€hem
pfipravy knihovny nebo
sdruzovani do fondu

Doporucéena akce

Posudte zbyvajici objem(y) ve finalni
desti¢ce knihovny (FLP) pro potvrzeni
chyby pouziti spocivajici ve vynechani
vzork( ze sdruzenych knihoven. Objem
umoznuje operatorovi opakované sdruzit
vzorky do fondu a sekvenovat znovu jesté
jednou. Pfipadné mUzete vzorky, které
nevyhovély, znovu zadat do dal$i davky
pfipravy knihovny a béhu sekvenovani poté,
co jste si prostudovali ¢ast Navod k pouZziti
na strané 15.

Pfipadné vyhodnotte vytéznosti
jednotlivych knihoven v FLP podle gPCR pro
20,94 nM (pfedpokladejte velikost inzerce
450 bp) pro potvrzeni nebo vylouc¢eni
problému s pfipravou knihovny. Vzorky,
které nevyhovély, znovu zadejte do dalsi
davky pfipravy knihovny a béhu poté, co
jste si prostudovali ¢ast Ndvod k pouzitina
strané 15.

Nedoporucéuje se sdruzovat knihovny do
fondu napfi¢ davkami pro pfipravu knihovny
kvUli kolisani vytéznosti mezi davkami, coz
mUze vést k vy$8imu % CV a vy$simu
vyskytu selhani parametru ,Average
autosomal coverage” (Primérné
autozomalni pokryti).
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Typ problému

Kontrola kvality
FASTQ selze

u nékterych, ale
ne viech vzorkd
s nizkou
vytéznosti béhu;
Non-Indexed
Total Yield
(Neindexovana
celkova
vytéznost) je

<2 800 GB

u kyvety S4 nebo
<1000 GB

u kyvety S2

Pozorovani Mozna pfric¢ina
MUzZe indikovat problém
souvisejici s pfipravou

knihovny nebo sekvenovanim

Souhrnny vysledek
kontroly kvality FASTQ

a souhrnny vysledek
kontroly kvality knihovny
vzork{ je FAIL
(NEUSPECH), pfi¢emz
vysledky metrik kontroly
kvality jednotlivych
knihoven jsou hlaseny
jako ND pro jeden nebo
vice vzorkd(, ale ne pro
vSechny vzorky

v konsolidovaném vykazu
pfi nizké vytéZnosti béhu

Doporucéena akce

Vyhodnotte vytéZnostijednotlivych
knihoven v FLP podle gPCR pro =0,94 nM
(pfedpokladejte velikost inzerce 450 bp)
pro potvrzeni nebo vylouceni problému

s pfipravou knihovny oproti problému se
sekvenovanim.

V pfipadé podezfeni na problém se
sekvenovanim si prostudujte Dokumentace
k NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument
¢.200010105). Po vyfeSeni problému Ize
knihovny znovu sdruzit do fondu a znovu
sekvenovat maximalné jednou (vzhledem

k omezenému objemu).

Pokud mate podezfeni na problém

s pfipravou knihovny, projdéte si ¢asti Tipy
a techniky na strané 12 a Ndvod k pouZitina
strané 15 a poté znovu pfipravte knihovnu
a zopakujte sekvenovani. Pokud dochazi

k opakovanym selhanim, kontaktujte
technickou podporu spoleénosti lllumina.
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Typ problému

Kontrola kvality
knihovny se
nezdafila kvli
nizkému pokryti

Pozorovani Mozna pfric¢ina

Souhrnny vysledek

vzorkd je

v konsolidovaném vykazu
uveden jako FAIL
(NEUSPECH) pro jeden
nebo vice vzorkd kvdli
primérnému
autozomalnimu pokryti
a/nebo procentu
autozomu s pokrytim
vys$S§im nez 20X a/nebo
kvUli tomu, Ze prlimérné
mitochondridlni pokryti
v ramci genomu
nevyhovuje specifikaci
analyzy

Problém(y) s kvalitou vzork{
kontroly kvality knihovny  nebo pfipravou knihovny

Doporucéena akce

Provedte opakovanou kvantifikaci
s kontrolami procesu, abyste vyloudili
problémy souvisejici se vstupni DNA.

Pfed opakovanym zafazenim nedspésného
vzorku (vzorkd) do dal$i davky pfipravy
knihovny a béhu sekvenovani si projdéte
¢asti Tipy a techniky na strané 12 a Ndvod
k pouZitina strané 15. Pokud dojde

k opakovanému selhani stejného vzorku
(stejnych vzorkd), mize to znamenat
problém(y) s kvalitou vzorkd.

Pokud je selhani pozorovano znovu, ale

u rlznych vzorkd, mize to znamenat
problém s pfipravou knihovny, ktery souvisi
s obsluhou, reagenciemi, spotfebnim
materialem nebo vybavenim. Pokud
problém pretrvava, obratte se na
technickou podporu spoleénosti lllumina.
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Typ problému

Kontrola kvality
knihovny se
nezdafila kvli
zkresleni GC

Kontrola kvality
knihovny se
nezdafrila kvdli
kontaminaci
jednoho nebo
vice vzorkd, ale
ne viech vzorkd
v béhu

Pozorovani

Souhrnny vysledek
kontroly kvality knihovny
vzorkd je

v konsolidovaném vykazu
uveden jako FAIL
(NEUSPECH) pro jeden
nebo vice vzorkd kvdli
normalizovanému pokryti
ve vy$i60 % az79 %

dilt GC a/nebo
normalizovanému pokryti
ve vy$i 20 % az 39 % dill
GC, které nevyhovély
specifikaci analyzy

Souhrnnd knihovna
vzork( - NEUSPESNY
vysledek kontroly kvality
pro jeden nebo vice
vzork(d v konsolidované
zpravé, protoze
odhadovana kontaminace
vzorku neprosla
analytickou specifikaci

Mozna pfric¢ina

Nadmérny pfenos ELM nebo
preskocené promyti
zpUsobujici zkresleni GC

v pokryti

Kontaminovany vzorek
(vzorky) nebo nezmeénil Spicky
bé&hem pfipravy vzorku nebo
knihovny

Doporucéena akce

Pfed opakovanym zafazenim neluspésného
vzorku (vzorkd) do dal$i davky pfipravy
knihovny a béhu sekvenovani si projdéte
¢asti Tipy a techniky na strané 12 a Ndvod
k pouZitina strané 15.

Pfed opakovanym zafazenim nedspésného
vzorku (vzorkd) do dal$i davky pfipravy
knihovny a béhu sekvenovani si projdéte
¢asti Tipy a techniky na strané 12 a Ndvod
k pouZitina strané 15. Pokud dojde k
opakovanému selhani stejného vzorku
(stejnych vzork(), mdze dojit ke
kontaminaci DNA vzorku.
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Typ problému

Kontrola kvality
knihovny se
nezdafila na
zakladé
kontaminace
vSech
Zpracovavanych
vzorkl

Souhrnny
vysledek ploidie
je ND

Pozorovani

Souhrnny vysledek
kontroly kvality knihovny
vzorkd je

v konsolidovaném vykazu
uveden jako FAIL
(NEUSPECH) u v8ech
vzorkd z ddvodu, Ze
odhadovana mira
kontaminace vzorkU
nespliuje specifikace
analyzy

V konsolidovaném
vykazu je souhrnny
vysledek ploidie uveden
jako ND (neurceno)

Mozna pfric¢ina
Doslo ke kontaminaci

reagencie nebo nebyly
vyméneény Spicky béhem

fedéni vzork( nebo pfi pfipravé

knihovny

Pohlavi bylo pfi vytvareni béhu

uvedeno jako neznamé

DRAGEN nahlasil jiny vysledek
pohlavni ploidie nez XX nebo
XY, napfiklad X0 nebo XXY.

Doporucéena akce

Projdéte si ¢ast Tipy a techniky na

strané 12, abyste védéli, jak zabranit
kontaminaci. NelUspésné vzorky znovu
zafad'te do dalsi davky pfipravy knihovny

a béhu analyzy za pouziti Cerstvych
nafedénych vzork{ a soupravy pro pfipravu
knihoven.

Zkontrolujte, ze v konsolidovaném vykazu
byla u parametru ,Provided sex
chromosome ploidy” (Zadana ploidie
pohlavnich chromozom{) uvedena hodnota
L,Unknown" (Neznama). Doporucuje se

v Udajich o vzorku uvést v parametru Sex
(Pohlavi) hodnotu ,,Male” (Muz) nebo
,Female“ (Zena), pokud je b&hem vytvéareni
béhu tento Udaj znamy.

Zkontrolujte hodnotu parametru ,Ploidy
estimation” (Odhad ploidie) uvedeny
softwarem DRAGEN.
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Typ problému

DISKORDANTNI
souhrnny
vysledek ploidie

Pozorovani

Souhrnny vysledek
ploidie je

v konsolidovaném vykazu
uveden jako
DISCORDANT
(NESHODNY).

Mozna pfric¢ina
Potencialni problém spocivajici
v zaméné vzorkd

Doporucéena akce

Zkontrolujte a potvrdte, ze Udaje o vzorcich
zadana béhem vytvareni béhu byla
spravna. Pokud jsou nespravna, zaradte
analyzu do fronty znovu s provedenymi
zmeénami. Pokud jsou spravna a existuje
podezieni na problém se zdménou vzorkd,
doporucuje se znovu zadat NESHODNY
vzorek (vzorky) v dalsi davce pfipravy
knihovny a béhu sekvenovani, aby se
predeslo vykazani nespravnych vysledkd.
Software pro vzorky nevynucuje selhani
vzorku s hodnotou DISCORDANT

v parametru Summary Ploidy Result
(Souhrnny vysledek ploidie).
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Priloha A

Sada indexu 1 pro S4

ID jamky indexové
desticky

AO01

BO1

COo1
DO1
EO1

FO1

GO1
HO1
AO02
BO2
C02
D02
EO02
FO2
G02
HO2

Nazev indexu

UDP0O037
UDP0038
UDPO0039
UDP0040
UDP0041

UDP0042
uDP0043
UDP0044
UDPO0065
UDP0066
UDP0O067
UDP0O068
UDP0O069
UDP0070
UDP0071

UDPO0072

Sada indext 2 pro S4

ID jamky indexové
desticky

AO3
BO3
C03
D03
EO3

Nazev indexu

UDP0081

UDP0082
UDP0083
uDP0084
UDP0085
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Bazei7

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA
ACTCGGCAAT
GTCTAATGGC
CCATCTCGCC
CTGCGAGCCA
TAATGTGTCT
ATACCAACGC
AGGATGTGCT
CACGGAACAA
TGGAGTACTT
GTATTGACGT
CTTGTACACC

ACACAGGTGG

Bazei7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC

ACAAGTGGAC

TGGTACCTAA

Baze i5

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA
AGTGGTCAGG
TTCTATGGTT
AATCCGGCCA
GTAAGGCATA
AATTGCTGCG
TTACAATTCC
AACCTAGCAC
TCTGTGTGGA
GGAATTCCAA
AAGCGCGCTT

TGAGCGTTGT

Baze i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA

GCGCGATGTT

CATGAGTACT
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ID jamky indexové
desticky

FO3
GO03
HO3
AO4
BO4
co4
D04
EO4
FO4
G04
HO4

Nazev indexu

UDP0O086
UDP0O087
UDPO0088
UDP0089
UDP0O090
UDPO0O091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0O096

Sada indexu 1 pro S2

ID jamky indexové
desticky

AO01
BO1
COo1
DO1
EO1
FO1

Nazev indexu

UDP0037
UDP0038
UDPO039
UDP0040
UDP0041
ubP0042

Sada indexu 2 pro S2

ID jamky indexové
desticky

AO2
BO2
C02
D02

Nazev indexu

UDP0065
UDP0O066
UDP0O067
UDP0O068
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Bazei7

TTGGAATTCC
CCTCTACATG
GGAGCGTGTA
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG
TCATAGATTG
GTATTCCACC

CCTCCGTCCA

Bazei7

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA

ACTCGGCAAT

GTCTAATGGC

Bazei7
TAATGTGTCT
ATACCAACGC

AGGATGTGCT

CACGGAACAA

Baze i5

ACGTCAATAC
GATACCTCCT
ATCCGTAAGT
CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT
GATTAAGGTG
ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Baze i5

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG

GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

Baze i5
GTAAGGCATA
AATTGCTGCG

TTACAATTCC

AACCTAGCAC
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ID jamky indexové , .
Nazev indexu

desticky
EO02 UDP0069
FO2 UDP0070

Sada indexUl 3 pro S2

ID jamky indexové
J y Nazev indexu

desticky

A03 UDP0081
BO3 UDP0082
Co3 UDP0083
D03 UDP0084
EO3 UDP0085
FO3 UDP0086

Sada indexu 4 pro S2

ID jamky indexové
J y Nazev indexu

desticky

AO4 UDP0089
BO4 UDP0090
co4 UDP0091
D04 UDP0092
EQ4 UDPO0093
FO4 UDP0094
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Baze i7

TGGAGTACTT

GTATTGACGT

Bazei7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

Baze i7

GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT

ACATATCCAG

TCATAGATTG

Baze i5

TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA

Baze i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC

Baze i5

CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC

TATGTGCAAT

GATTAAGGTG
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Priloha B

DalSi vypoclty pro Moznost 1: Vstup 280 ng DNA pro metody kvantifikace Quant a
Qubit Broad Range

Vypodet limitl koncentrace pro koncentraci vychozi DNA 11,2 az 154,0 ng/ul:
Minimalni koncentrace je zaloZena na vstupu 280,0 ng DNA / objemem 25,0 pl = 11,2 ng/pl.

Na zakladé minimalniho pipetovaciho objemu 2,0 pl je maximaini koncentrace 280 ng*1,1 (10%
nadmérna hodnota) / 2,0 pl = 154,0 ng/ul, v celkovém objemu 27,5 pl.

Priklad vypo¢tl se vstupem 280,0 ng DNA
Vypocteny priklad pro koncentraci vychozi DNA = 95,0 ng/pl:
— Objem vychozi DNA (ul) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/ul = 3,242 pl, zaokrouhluje se na 3,24 ul pro
pfesné pipetovani s P-10.
— Celkovy objem zfedéné DNA je pevné stanoven na 27,5 pl.
— Objem RSB (ul) = 27,5 ul - 3,24 pl = 24,26 pl, zaokrouhluje se na 24,3 ul pro pfesné pipetovani s
P-200.
Vypocteny pfiklad pro koncentraci vychozi DNA = 308,0 ng/pl:
— Objem vychozi DNA (ul) je pevné stanoven na 2,0 pl
— Celkovy objem zfedéné DNA (ul) = 308,0 ng/ul x 2,0 pl/11,2 ng/ul = 55,0 pl
— Objem RSB (pl) = 55,0 yl-2,0 ul = 53,0 ul

DalSi vypocty pro Moznost 2: Vstup 350 ng DNA pro metodu kvantifikace Accuclear
Ultra High Sensitivity Quantitation

Vypocet limitl koncentrace pro koncentraci vychozi DNA od 14,0 do 192,5 ng/ul:
Minimalni koncentrace je zaloZena na vstupu 350,0 ng DNA / objemem 25,0 pl = 14,0 ng/pl.

Na zakladé minimalniho pipetovaciho objemu 2,0 ul je maximalni koncentrace 350 ng*1,1 (10%
nadmérna hodnota) / 2,0 ul = 192,5 ng/ul.
Priklad vypoctl se vstupem 350,0 ng DNA
Vypocteny pfiklad pro koncentraci vychozi DNA = 118,75 ng/ul:
— Objem vychozi DNA (ul) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/ul = 3,242 ul, zaokrouhluje se na 3,24 pl pro
pfesné pipetovani s P-10.
— Celkovy objem zfedéné DNA je pevné stanoven na 27,5 pl.
— Objem RSB (ul) = 27,5 yl - 3,24 yl = 24,26 pl, zaokrouhluje se na 24,3 yl pro pfesné pipetovanis
P-200.
Vypocteny priklad pro koncentraci vychozi DNA = 308,0 ng/ul:
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— Objem vychozi DNA (ul) je pevné stanoven na 2,0 pl
— Celkovy objem zfedéné DNA (ul) = 308,0 ng/ul x 2,0 pl/14,0 ng/ul = 44,0 pi
— ObjemRSB (ul) = 44,0 ul - 2,0 yl = 42,0 yl

Historie revizi

Dokument Datum

Dokument Kvéten
¢.200050132 v00.1 2024

Dokument Duben
¢.200050132 v0O 2024

Dokument ¢. 200050132 v00.1
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.

Popis zmény

Opraven vstupni objem pro metodu Accuclear Ultra High
Sensitivity Quantitation Method.

Prvni vydani.
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