TruSight Whole Genome illumina

Indlaegsseddel

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG.

Erklaeret formal

TruSight™ Whole Genome er udstyr til kvalitativ in vitro-diagnostik beregnet til helgenomsekventering og
pavisning af enkelt-nukleotidvarianter, insertioner/sletninger, kopiantalvarianter, kersler af homozygositet,
korte tandem-gentagelsesekspansioner og mitokondrievariationer i humant genomisk DNA ekstraheret fra
blod.

TruSight Whole Genome omfatter TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes og TruSight Whole
Genome Analysis Application-softwaren. Udstyret er beregnet til brug med kompatible nedstrems
kimcelleapplikationer til udvikling af in vitro-diagnostiske analyser og af kvalificeret laboratoriepersonale og
analyseudviklere.

TruSight Whole Genome er beregnet til brug pa NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Oversigt og forklaring

TruSight Whole Genome er en analyse til naeste generations sekventering, der bruger tagmenteringsbaseret
PCR-fri biblioteksklargering, startende fra genomisk DNA (gDNA) ekstraheret fra humant perifert fuldblod, og
sekventering og primaer analyse pa lllumina® NovaSeq 6000Dx Instrument.

Sekundaer analyse udfgres med TruSight Whole Genome Analysis Application-softwaren pé den inkluderede og
pakraevede lllumina DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx og omfatter demultipleksering, justering til
GrCh38/hg38 humant referencegenom og variantbestemmelse samt annotering og anvendelse af
malingsspecifikationer for kvalitetskontrol (QC) i Tabel 1 for at sikre analytisk ydeevne. Analyseoutputtet
omfatter karsels- og preve-QC-rapporter og genomets variantbestemmelsesformat (VCF)-filer til brug med
kompatibel nedstrgms tertiser analyse- og rapporteringssoftware.

TruSight Whole Genome giver en bred vurdering af genomiske varianter pa tvaers af kodnings- og ikke-
kodningsomrader af det humane genom. Variantvurdering omfatter pavisning af sma varianter,
kopinummervarianter (CNV’er), karsler af homozygositet (ROH) og korte tandemgentagelsesekspansioner
(STR). Desuden detekterer TruSight Whole Genome fravaeret af SMN1 ¢.840C-allelen (NM_
000344.3:¢c.840C>T), hvilket kan indikere SMN1-gensletning eller SMN1/SMN2-genkonvertering."? Biallelisk
tab af SMN1 c.840C-allelen er ansvarlig for ca. 95 % af tilfaeldene af spinal muskelatrofi (SMA).3

Tabel 2 tilvejebringer oplysninger om varianttyperne, der er valideret med TruSight Whole Genome.

Tabel 1 TruSight Whole Genome-specifikationer for kvalitetsmaling

Outputtype Maling Specifikation
QC af sekventeringskegrsel  Samlet % = Q30 = 85,0
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Outputtype
FASTQQC
QC af prgvebibliotek

Tabel 2 Paviste varianter valid
Varianttype

Sma varianter

Kopinummervarianter (CNV’er

Maling

Resultat pr. prove (bps)

Gennemsnitlig autosomal daekning

Procentdel af autosomer med mere end 20X daekning
Normaliseret deekning ved 60 % til 79 % GC-beholdere
Normaliseret daekning ved 20 % til 39 % GC-beholdere
Gennemsnitlig mitokondriedaekning

Procentdel Q30-baser

Estimeret prgvekontaminering

eret med TruSight Whole Genome

Valideret variantpavisning

illumina

Specifikation

= 90.000.000.000
= 35,0

293,94
0,82=x=<1,13
0,97 =x=1,06
=500,0

= 85,0

= 0,005

Enkeltnukleotidvarianter (SNV’er), korte indseettelser/sletninger (1-31

bp)
) = 10 kb gevinster og tab

Karsler af homozygositet (ROH) = 500 kb

Mitokondrie-SNV'er

Korte

(STR)

SMN1-variant

% heteroplasmi hvis = 4,75 %

Malrettede loci (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXN3,
tandemgentagelsesekspansioner ~ ATXN7, ATXN8OS, C90RF72, CACNA1A , CBL, CNBP, CSTB, DIP2B,
DMPK, FMR1, FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL,

PABPN1, PHOX2B, PPP2R2B og TBP)
NM_000344.3:c.840C/T

Procedurens principper

TruSight Whole Genome er beregnet til klargering af PCR-fri biblioteker til fremstilling af humane
helgenomsekventeringsdata. Analysen begynder med klargering af biblioteker fra kvantificeret genomisk DNA,
der er ekstraheret fra humant perifert fuldblod, omfatter sekventering og analyse p& NovaSeq 6000Dx
Instrument ved hjeaelp af TruSight Whole Genome Analysis Application og slutter med variantbestemmelse og -

annotering.

Analyseproceduren for TruSight Whole Genome bestar af falgende trin:

* Batchplanleegning og kerselsoprettelse — Det anbefales pa det kraftigste at planlaagge batchen og
kerslerne, inden klargering af biblioteket pdbegyndes. Der kan klargares op til 24 prevebiblioteker i en

biblioteksklargeringsbatch. Baseret pa antallet af praver kan der anvendes forskellige

flowcellekonfigurationer (6-plex pa S2 og 16-plex pa S4). Biblioteksrar-ID, prevenavne og tilsvarende
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indeksering registreres under kgrselsplanlaegning og kerselsoprettelse. For yderligere oplysninger om
kerselsoprettelse henvises til Vejledning til TruSight Whole Genome Analysis Application (dokumentnr.
200049931). Felg den planlagte batch under udfgrelse af arbejdsgangen for biblioteksklargering.

* Klargering til protokol - Nogle reagenser er frosne og skal bringes til stuetemperatur. Pa grund af den korte
arbejdsgang er det muligt at fuldfgre klarg@ringen og starte sekventeringen samme dag. Derfor kan
sekventeringsforbrugsstoffer til planlagte kersler ogsa optas under dette trin. Kvantificerede genomiske
DNA-praver optas og fortyndes for optimeret DNA-input.

* Biblioteksklargering

— Tagmentering af genomisk DNA - Bruger Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) til at
tagmentere DNA-inputtet. Under tagmentering er gDNA fragmenteret, meerket med adaptere og
immobiliseret pa overfladen af magnetiske BLT-PF perler.

— Oprensning efter tagmentering — Renser det adaptermarkede DNA pa BLT-PF og fjerner stopbuffer for
at forberede sig pa ligering af indekser.

— Ligering af indekser - Tilfajer unikke dobbeltindekser til biblioteker for at aktivere multipleksing.
Udfegrer mellemrumsudvidelse, og eluerer enkeltstrengede DNA-biblioteker af perler.

— Stoarrelsesvalg og oprydning af biblioteker — En perlerensningsprocedure med dobbeltsidet
sterrelsesvalg fierner fragmenter, der er for sma og for store til at ga malrettet efter en median
fragmentlaengde pa ca. 450 bp, omréde ~360 til 550 bp.

— Puljedannelse og denaturering af biblioteker — Selvnormaliseringsfunktionen iBLT-PF gar det muligt at
pulje efter volumen uden gPCR eller anden normalisering. Det angivne volumen for hvert bibliotek
samles i henhold til planen for hver kgrsel og denatureres med 0,2N NaOH (fortyndet HP3). Den
denaturerede pulje overfares derefter til NovaSeq 6000Dx-biblioteksraret med det ID, der svarer til den
planlagte kersel.

* Sekventering og analyse — Forbrugsstoffer i S2- og/eller S4-konfigurationen indleeses i NovaSeq 6000Dx
Instrument, herunder de(t) tilknyttede NovaSeq 6000Dx biblioteksrer med samlede biblioteker. Ved
indlzesning scannes biblioteksrgr-ID’et, og hvis det indtastes under karselsplanlaagningen, bruges det til at
vaelge den tilsvarende planlagte karsel. Ellers skal den tilknyttede planlagte kersel veelges manuelt.
Samlede biblioteker samles i klynger pa en flowcelle og sekventeres ved hjeelp af sekventering ved
syntesekemi (SBS) pa NovaSeq 6000Dx. SBS-kemien anvender en reversibel terminator-metode til at
pavise fluorescensmaerkede enkeltnukleotidbaser, nar de inkorporeres i voksende DNA-strenge.
Real-Time Analysis (RTA)-software udfgrer primaer analyse, der omfatter basebestemmelse og tildeling af
en kvalitetsscore til hver basebestemmelse. Primaere analysedata overfgres automatisk til lllumina
DRAGEN-serveren.

Demultipleksering og DRAGEN-analyse udferes automatisk ved hjeelp af TruSight Whole Genome Analysis
Application. Som en del af denne analyse gennemgas hver karsel og hvert prevebibliotek for validitet ved
hjeelp af analytiske malinger beskrevet i Kvalitetskontroller pa side 31, og resultaterne vises i konsoliderede
og individuelle preverapporter. For gyldige prgvebiblioteker genereres annoterede
genomvariantbestemmelsesformatfiler (VCF). For yderligere oplysninger om analysearbejdsgangen
henvises til Vejledning til TruSight Whole Genome Analysis Application (dokumentnr. 200049931).
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Procedurens begraensninger

* Til in vitro-diagnostisk brug.

* TruSight Whole Genome er kompatibel med genomisk DNA afledt af humant perifert fuldblod.

* Analysen inkluderer ikke reagenser til DNA-ekstraktion eller -kvantificering. De analytiske testresultater,
herunder Interfererende stoffer pa side 36, er opnaet med fuldblod ved hjalp af repraesentative DNA-
ekstraktionssaet og DNA-kvantificeringssaet. Alle diagnostiske test, der bliver udviklet til brug sammen med
TruSight Whole Genome, kreever fuld validering med hensyn til alle ydeevneaspekter med DNA-ekstraktion
og de valgte saet til DNA-kvantificering.

* Analysen er blevet konfigureret og testet for den prevepleksitet og de indekssaet, der er angivet i felgende
tabel.

Batchstorrelse til

. . Pleksitet Kerselskonfiguration Indeksering
biblioteksklargering
6,12,18 eller 24 prgver  6-plex 1-4 S2 karsler S2-saxt1til 4
16 prever 16-plex 1S4 karsel S4-sat1eller 2
22 prover 16-plex + 6-plex 1S4 karsel +1S2 kgrsel  S4-saet1eller 2, S2-seet
1til 4 (anvendes ikke til
S4)

* Analysen fremtvinger ikke positiv prevesporing. Selvom oversigten over QC-resultat for ploidi, der
rapporteres af softwaren, eventuelt kan bruges til at identificere preveombytninger, vil det ikke identificere
maend, der er byttet til meend, eller kvinder, der er byttet til kvinder.

* Analysen giver kun validering op til VCF-filer for genomets output. Alle diagnostiske test, der bliver udviklet
til brug sammen med TruSight Whole Genome, kraever fuld validering af alle ydeevneaspekter med valgte
nedstrems applikationer.

* Analysen rapporterer ikke variantbestemmelser for praver, der ikke opfylder kvalitetskontrollen.

* Analysen definerer kun hgje konfidensniveauer for SNV’er og indseettelser/sletninger 1-5 bp pé grund af
strenge kriterier, der anvendes til at definere en genomisk kontekst som hgj konfidens for en given
varianttype under Bestemmelse af sma varianters konfidenssniveau pa side 37.

* Analysen er designet til at evaluere CNV'er pa tveers af hele det rapporterbare genom, uanset genomisk
kontekst, og udelukker omrader med egenskaber, der afspejler begraensninger i referencegenomet, sdsom
centromer, telomerer og almindelige CNV’er, der adskilles i populationer.

* Analysens ydeevne blev ikke vurderet for kopinummervarianter under 10 kb.
* Analysen rapporterer ikke translokationer, inversioner eller afbalancerede omlejringer.

* Analysens ydeevne blev ikke vurderet for indsaettelser eller sletninger af mitokondrie-DNA (mtDNA).
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Analysen rapporterer kun resultater for STR-loci, der er angivet i Tabel 2. Nar de sande STR-
ekspansionsleengder overstiger ca. 135 bp, vil den observerede laengde ofte vaere en undervurdering af den
sande lzengde péa grund af tekniske begraensninger ved korte aflasninger, hvor denne effekt er endnu mere
udtalt for FMR1. Nar den sande STR-leengde overstiger medianfragmentlangden (~330 bp), estimerer STR-
leengden plateauer.

Analysen rapporterer ikke SMN1- eller SMN2-kopinummer.

Analysen fremsaetter ikke pastande om patogeniciteten af de paviste varianter.

Produktets komponenter

TruSight Whole Genome bestar af falgende:
* TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes, 24 sample (katalognr. 20093209)

0g

* TruSight Whole Genome Analysis Application (katalognr. 20106190, installeret af uddannet lllumina-
personale)

Reagenser

Medfalgende reagenser

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, varenummer 20072256

Reagensnavn Stk. Fyldningsvolumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Bead-Linked 1 460 pl Streptavidin -25°Ctil-15°C
Transposomes PCR- Magnetic Beads
Free (BLT-PF) forbundet med

transposomer i

vandig

bufferopl@sning.
Extension and Ligation 1 1,6 ml Ligase, DNA -25°Ctil-15°C
Mix (ELM) Polymerase og

dNTP’er i vandig

bufferoplgsning.
2N NaOH (HP3) 1 400 pl 2N natriumhydroxid ~ -25 °C til -15 °C
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Reagensnavn Stk. Fyldningsvolumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Tagmentation Buffer 1 1 290 ul Vandig -25°Ctil-15°C
(TB1) bufferoplesning, der

indeholder

magnesiumsalt og
dimethylformamid.

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, varenummer 20072257

Reagensnavn Stk. Fyldningsvolumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Tagmentation Wash 1 41 ml Vandig bufferoplgsning 15°Ctil 30°C
Buffer 2 (TWB2) indeholdende rensemiddel
og salt.
Resuspension 1 20 ml Vandig bufferoplgsning. 15°Ctil30°C
Buffer (RSB)
Cleanup Beads (CB) 1 10 ml Paramagnetiske fastfase- 15°Ctil 30 °C

perler i vandig
bufferoplgsning.

Stop Tagment 1 1,4 ml Rensemiddeloplasning i 15°Ctil 30°C
Buffer 2 (ST2) vand.

Neutralization 1 450 pl Tris-HCI-opl@sning. 15°Ctil30°C
Buffer (NB)

TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, varenummer 20072258

Reagensnavn Stk. Fyldningsvolumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
UDI PCR-Free (32 1 37 ul Unikke dobbelt (UD) -25°Ctil-15°C
Indexes) indeksadaptere

arrangeret pa plade.

Naedvendige forbrugsstoffer, der ikke medfalger

* Ethanol 100 % (200 proof) til molekyleerbiologi

* Certificeret RNase/DNase-frit vand

* NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cyklusser) (katalognr. 20046931)
* NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cyklusser) (katalognr. 20046933)
* NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (katalognr. 20062292)

* NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalognr. 20062293)
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* NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalognr. 20062290)
* NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (katalognr. 20062291)

Opbevaring og handtering

* Stuetemperatur er defineret som 15 °C til 30 °C.

* Hvis emballagen eller indholdet i TruSight Whole Genome Dx Library Prep-komponenterne er beskadiget
eller brudt, kontakt lllumina kundeservice.

* Reagenserne er stabile ved de anfarte opbevaringsbetingelser indtil den udlgbsdato, der fremgar af
maerkningen pa saettene. Se Medfalgende reagenser pa side 5 for opbevaringsforhold. Opbevar
analysekomponenterne ved deres specificerede temperatur, og anvend ikke udlgbne reagenser. Byt ikke
om pa komponenter fra forskellige saetpartier. Saetpartier er angivet pa aeskens etiketter.

* /Endringer i reagensernes udseende kan veere tegn pa nedbrydning af materialerne. Reagenserne ma ikke
anvendes, hvis de aendrer udseende (f.eks. tydelig farveaendring eller uklarhed). Hvis der bemeerkes
bundfald for ST2: Opvarm ved 37 °C i 10 minutter, og bland derefter pa vortexblander, indtil bundfaldet er
oplest.

* Stabiliteten af TruSight Whole Genome Dx Library Prep er blevet evalueret, og ydeevnen er pavist for op til
fire anvendelser af de frosne rer, nar de nedfryses mellem brug.

Udstyr og materialer

Nadvendigt udstyr, som ikke medfalger

Bekraeft udstyrets kalibreringsstatus, fer analysen startes.

Udstyr Leverandar

Vortexblander med kapacitet til 3000 o/m, flad bund  Almen laboratorieleverander
eller kop

Mikropreveinkubator kalibreret til at sikre en SciGene, katalognr. 1057-30-0 (eller tilsvarende)
temperaturngjagtighed pa = 2 °C

Indsats til mikroprgveinkubator til 96-bragnds MIDI- lllumina, katalognr. BD-60-601

plader

Mikrocentrifuge Almen laboratorieleverandar

96-brgnds mikropladecentrifuge Almen laboratorieleverander
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Udstyr

Pladeryster med felgende specifikationer:
» Kan omryste ved 1800 o/m.

» Blandingsorbital konstant 2 mm

« Blandingsngjagtighed pa + 25 o/m

Kile eller rulle til forsegling

Magnetisk stativ med felgende specifikationer:

» Designet til paramagnetisk perleudfaeldning/-
separation

« Magneter pa siden af stativet, ikke i bunden

e Til 96-brgnds MIDI-plader

NovaSeq 6000Dx Instrument

Preecisionspipetter (enkeltkanal):
e 10l

o 20l

e 200 pl

* 1000 pl

Preecisionspipetter (8 kanaler):
e 20 4l
e 200 pl

Serg for at pipetter kalibreres regelmaessigt og har
en ngjagtighed inden for 5 % i forhold til den angivne

volumen

Pipettehjeelper

Leverandor

VWR, katalognr. 1808-0506 (eller tilsvarende)

Almen laboratorieleverander

Thermo Fisher Scientific, katalognr. AM10027 (eller
tilsvarende)

lllumina, katalognr. 20068232

Almen laboratorieleverandor

Almen laboratorieleverandor

Nedvendige materialer, medfelger ikke

Sarg for, at du har de materialer, du skal bruge, for du starter protokollen.

Protokollen er optimeret og valideret ved brug af de anfarte artikler. Der gives ikke garanti for samme ydeevne

ved brug af andre materialer.

Materialer
5 ml serologiske pipetter

10 ml serologiske pipetter
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Materialer Leverandor

Selvklaebende forseglinger til 96-brends plader med  Almen laboratorieleverander
felgende specifikationer:
o Optisk klar polyester, der kan afpilles
o Steerkt kleebemiddel, der kan modsté flere
temperaturaendringer fra -40 °C til 110 °C
o DNase/RNase-fri

Mikrocentrifugerer, nukleasefri (1,5, 1,7 eller 2,0 ml, Almen laboratorieleverander
medmindre det er angivet som 0,5 ml)

Nukleasefri reagensreservoirer 50 ml eller Almen laboratorieleverander
tilsvarende (PVC, skal til engangsbrug)

15 ml koniske ror Almen laboratorieleverandar
50 ml koniske rer Almen laboratorieleverander
20 pl aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
200 pl aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
1000 ul aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander

96-brends opbevaringsplader, 0,8 ml (MIDI-plader) Thermo Fisher Scientific, delnr. AB-0859 (eller
tilsvarende)

96-brgnds PCR-plader, 0,2 ml Almen laboratorieleverander
(RNase-/DNase-fri polypropylen med lav binding)

Isspand og is Ikke relevant

Kvantificerede genomiske DNA-praver Ikke relevant
Prgveindsamling, transport og opbevaring

A FORSIGTIG

Alle prever skal handteres som potentielt infektigse stoffer.

* Folg sikkerhedsprocedurerne, herunder brug af personligt beskyttelsesudstyr, ved indsamling, transport,
opbevaring og behandling af humane blodpraver.

* Fuldblod skal transporteres i overensstemmelse med nationale, regionale og lokale regler vedrgrende
transport af aetiologiske stoffer.

* Indsaml 2-5 ml perifert fuldblod i EDTA-rer, og opbevar ved 2 °C til 8 °C i op til fem uger faor ekstraktion.

* Der blev ikke observeret nogen negativ indvirkning pa analysens ydeevne med fuldblodsprever med
forhgjet bilirubin, haemoglobin, triglycerider, biotin eller EDTA. Se Interfererende stoffer.
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* TruSight Whole Genome er kompatibel med kommercielt tilgeengelige ekstraktionssast og protokoller, der er
egnede til brug til Next Generation Sequencing (NGS). Se Evaluering af DNA-ekstraktionsmetode pa side
35.

* TruSight Whole Genome er kompatibel med DNA elueret i en Tris bufferoplgsning indeholdende < 10 mM
EDTA, sdsom 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0 (TE).

* Detanbefales at eluere og opbevare DNA i TE. Undga opbevaring i vand for at opna stabilitet.

Anbefalinger vedrerende DNA-input

* Inden TruSight Whole Genome-analysen pabegyndes, skal det genomiske DNA, der er ekstraheret fra
fuldblod, kvantificeres ved hjeelp af enhver fluorometrisk kvantificeringsmetode, der anvender
nukleinsyrebindende farvestoffer. Det anbefales, at gDNA for prever, der er beregnet til en bestemt
biblioteksklargeringsbatch og sekventeringskersel, kvantificeres sammen for at eliminere batch-til-batch-
variabilitet, nar det er muligt, eller at proceskontroller anvendes til at sikre < 25 % batch-til-batch-
variabilitet for DNA-kvantificering.

* Undga pipettering af sma prevevolumener (< 2 ul) for at sikre ngjagtig DNA-kvantificering og -input.

* TruSight Whole Genome Dx Library Prep kraever tilstraekkeligt DNA til at maette BLT-PF-perlerne for effektiv
selvnormalisering af biblioteksresultater og optimal ydeevne. Pa grund af variationen i resultater fra
forskellige kvantificeringsmetoder viser fglgende tabel det anbefalede DNA-input for tre
kvantificeringsmetoder for at sikre optimal analyseydeevne. Brug af andre kvantificeringsmetoder kan
kreeve optimering. Se Falsomhed over for DNA-input pa side 35.

Quant Method Mal for DNA-input (ng)  Minimal DNA-stammekoncentration
Quant-iT PicoGreen dsDNA 280 11,2 ng/ul

Assay Kit

Qubit dsDNA Broad-Range 280 11,2 ng/pl

(BR) Assay Kit

AccuClear Ultra High 350 14 ng/pl

Sensitivity dsDNA

Quantitation Kit

Anbefalinger af faerdigheder

Operaterfaerdigheder og vellykket analyseimplementering kan vurderes ved at udfere hele arbejdsgangen én
gang i henhold til brugsanvisningen. Denne arbejdsgang kan udfgres med enten en enkelt biblioteksklargering
af seks preover og sekventeringskersel ved hjaelp af en S2-flowcelle eller en enkelt biblioteksklargering af 16
prever og sekventeringskersel ved hjeelp af en S4-flowcelle. Succes angives ved at passere karsels- og
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biblioteks-QC-malingerne, der er registreret i den konsoliderede rapport, som TruSight Whole Genome Analysis
Application-softwaren udarbejder. Se Vejledning til TruSight Whole Genome Analysis Application (dokumentnr.
200049931).

lllumina anbefaler inklusion af genomiske DNA-praver ekstraheret fra perifert fuldblod, der opfylder
kvalifikationskriterierne for DNA-stammekoncentration og -volumen for at demonstrere vellykket
analyseintegration med opstrems laboratorieprocesser sdsom praveindsamling og -opbevaring samt DNA-
ekstraktions- og -kvantificeringsprocedurer. Kommercielt tilgaengelige genomiske DNA-referencepraver afledt
fra en enkelt human donor, sdsom NA24385/HG002 (National Institute of Standards and Technology Genome in
a Bottle Consortium), kan ogsa anvendes.

Hvis der opstar problemer, henvises der til afsnittet Fejlfinding pa side 69 for anbefalede handlinger, og lllumina
teknisk support kontaktes.

Advarsler og forholdsregler

* Visse bestanddele af denne analyse indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse,
hudkontakt og sjenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller,
handsker og laboratoriekittel, der giver tilstraakkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende
regionale, nationale og lokale love og forordninger. Du kan se sikkerhedsdatabladet (SDS) pa
support.illumina.com/sds.html.

* Alle alvorlige haendelser, der er relateret til dette produkt, skal omgaende indberettes til lllumina og til de
kompetente myndigheder i brugerens og patientens opholdsland.

* Alle prgver skal handteres, som om de er infektigse.

* Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der ma ikke
indtages mad og drikke eller ryges i arbejdsomraderne. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel ved
handtering af prever og analysereagenser. Vask handerne grundigt efter handtering af prever og
analysereagenser.

* Denne analyse indeholder polyethylenglykol. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og gjenkontakt kan
resultere i personskader.

* Denne analyse indeholder natriumhydroxid. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og @jenkontakt kan resultere
i personskader.

* Procedurerne til klargering af bibliotek kreever et RNase/DNase-frit milja. Dekontaminer arbejdsomraderne
grundigt med et RNase/DNase-inhiberende rensemiddel.

* Brug nukleasefrie mikrocentrifugerer, plader, pipettespidser og reservoirer.

* Brug kalibreret udstyr gennem hele analysen. Serg for at kalibrere udstyret til de hastigheder, temperaturer
og volumener, der er angivet i denne protokol.

* Brug preecisionspipetter for at sikre ngjagtig levering af reagens og preve. Kalibrer regelmaessigt i henhold
til producentens specifikationer.
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* Seorg for at bruge udstyr specificeret til analysen og indstille programmerne som anvist.

* Angivne temperaturer for mikroprgveinkubatoren indikerer den indstillede reaktionstemperatur, ikke
nadvendigvis den temperatur, der er angivet for udstyret.

* Byt ikke om péa saetkomponenter fra forskellige TruSight Whole Genome Dx Library Prep-partier. Partier er
angivet pa aeskens etiketter.

* Korrekt laboratoriepraksis kraeves for at forhindre, at nukleaser og PCR-produkter kontaminerer reagenser,
instrumentering, praver og biblioteker. Kontaminering med nuklease og PCR-produkter kan medfgre
ungjagtige og upalidelige resultater.

* Korrekt pladetype kraeves for optimal analyseydeevne og opbevaring. Serg for at fglge instruktionerne til
overfersel af plade i Brugsvejledning pa side 15.

* Der kan forekomme krydskontaminering eller prgvetab, hvis pladeforseglingerne ikke omhyggeligt
pasaettes eller fijernes (se Handtering af biblioteksklargaringsplader pa side 13).

* Manglende overholdelse af de beskrevne fremgangsmader kan medfare fejlagtige resultater eller betydeligt
nedsat bibliotekskvalitet.

* Opbevar analysereagenser eller komponenter ved de anviste temperaturer.

* Reagenser ma ikke opbevares i en frostfri opbevaringsenhed.

* Brug ikke reagenser, der har veeret opbevaret forkert.

* Brug ikke nogen komponenterne efter deres angivne udlgbsdato.

* Klarger 0,2N NaOH (fortyndet HP3) pa brugsdagen, og kasser det resterende volumen efter brug.

* Klarger frisk 80 % ethanol med RNase/DNase-frit vand pa brugsdagen. Ethanol kan absorbere vand fra
luften, hvilket kan pavirke resultaterne. Bortskaf 80 % ethanol efter brug i overensstemmelse med lokale,
statslige og/eller faderale forordninger. Brug molekylaerbiologisk ethanol.

Procedurenoter

Tip og teknikker

Forebyggelse af krydskontaminering
*  Skift spidser mellem hver prave, nar du tilfgjer eller overferer praver.
*  Skift spidser mellem hver brand, nar du tilfejer adaptere eller primere med en multikanalpipette.

* Udfer forsegling af og fjernelse af forsegling pa pladerne pa en bordplade for at forhindre
krydskontaminering af prever.

* For at undga kontaminering er hver indeksbrand til engangsbrug.

* Brug de angivne skalvolumener, og heeld ikke resterende volumen fra skale tilbage i lagerrar, da dette kan
forarsage kontaminering. Der er tilstraekkelig volumen til at understatte arbejdsgangen.
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* Samlikke biblioteker fra forskellige klarggringer i samme pulje.

Pipetteringsnajagtighed

Brug fglgende retningslinjer ved brug af multikanalpipetter:

* Sorg for, at barrierespidserne sidder godt fast og er egnet til multikanalpipettens meerke og model.

* Fastger spidserne med en rullende bevaegelse for at sikre, at alle spidser sidder lige godt fast.

* Opsug med lige volumenniveauer af veeske pa tvaers af alle spidser.

* Pipetter viskase oplgsninger (BLT-PF,CB,ELM,TWB2) langsomt.

* Efter dispensering skal det sikres, at veeske dispenseres fra alle spidser.

Undga skumdannelse

* Pipetter langsomt, og vend op og ned for at blande indholdet. Bland ikke ELM og TWB2 pa vortexblander.
Handtering af indeksplader

* Prik kun hul i folieforsegling pé indekser, der skal anvendes.

* Handter pladen ved kanterne, og undga at bergre folieforseglingen med andet end rene pipettespidser.
* Genbrug ikke brende med perforeret forsegling.

* Bortskaf ubrugt volumen (~30 pl) efter brug fra perforerede brende pa indekspladen, og anbring
forseglingen over perforerede brgnde for at undga krydskontaminering.

* Anbring ikke forseglingen over ubrugte brende, da dette forstyrrer perforeringen.

Handtering af biblioteksklargeringsplader

* Forsegl altid pladen, far den opbevares, rystes, inkuberes eller centrifugeres.

* Pladen forsegles ved at pafere det selvkleebende overtraek med en kile eller rulle til forsegling.

* Sorgfor, at kanterne og brandene er fuldsteendigt forseglede for at reducere risikoen for
krydskontaminering og fordampning.

* Forsegl altid pladerne med en ny, selvklaebende pladeforsegler. Forseglinger ma ikke genbruges.
* Placer pladen pa en jeevn overflade, inden forseglingen fjernes forsigtigt.

* Hvis ikke andet er angivet, kan trin udferes med pladen pa eller veek fra magneten.

Overforsel af plade

* Ved overfgrsel af volumener mellem plader skal den specificerede volumen fra hver brgnd i kildepladen
overfores til den tilsvarende brgnd i destinationspladen.

Skale
* Reagensskale kan anvendes, hvor det er angivet. Overhold falgende retningslinjer:

— Klarger skl med CB efter blanding med vortexblander. Det er ikke ngdvendigt at returnere CB til reret
og blande med vortexblander fgr det andet trin med perletilsaetning.

— Maeerk skale med TWB2 og RSB for at undga forvirring.

— Bortskaf reagenserne, nar de er angivet eller ved afslutningen af arbejdsgangen.
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* Brug anbefalet volumen. Anbefalede volumener omfatter 1 ml overskud til skalens dedvolumen.
* RSB og TWB2 er pakket ilignende rer. Laes omhyggeligt hver etiket fgr brug.
Centrifugering

* Centrifuger kun ved de angivne trin i proceduren for at konsolidere vaeske eller perler i bunden af brenden
for at forhindre provetab.

Handtering af perler

* Ma ikke nedfryses Cleanup Beads (CB).

* Nar perlerne vaskes:
— Brug Magnetic Stand-96 til alle MIDI-plader.
— Dispenser vaeske, sa ingen perler kleeber sig til siden af brenden.
— Hold pladen pa det magnetiske stativ.

* Tilsaet altid reagenser til midten eller bunden af brenden uden at forstyrre perlepelleten. Tilsat ikke
reagenser til toppen af brgnden.

* Pipetter perlesuspensionerne langsomt.

* Bland perlerne pa vortexblander, indtil de er godt spredt. Vaeskens farve skal fremsta homogen. Bland pa
vortexblander, nar det er specificeret i protokollen, for at sikre, at perler resuspenderes pa
brugstidspunktet.

* Hyvis perlerne ikke resuspenderes, ryst igen.

* Hvis perlerne suges utilsigtet op i pipettespidsen, skal du dispensere reaktioner tilbage til pladen pa det
magnetiske stativ og vente, indtil vasken er klar (2 minutter).

* Opbevares lodret for at sikre, at perlerne er nedsaenket i bufferen, nér de returneres til opbevaring efter
brug.

Kontroller

TruSight Whole Genome bruger analytiske kontroller, der er indbygget i TruSight Whole Genome Analysis
Application-softwaren til datakvalificering, og kraever ikke brug af eksterne batchkontroller. Se
Kvalitetskontroller pa side 31 for yderligere oplysninger om metriske specifikationer.
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Brugsvejledning

TruSight Whole Genome Dx Library Prep-arbejdsgang

Folgende diagram illustrerer arbejdsgangen for TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Sikre stoptidspunkter
er markeret mellem trinnene.

Hvis du stopper, skal du returnere de resterende reagenser til de originale rer ved deres
opbevaringstemperatur, som er angivet i Medfalgende reagenser pa side 5. Hvis du fortsaetter, skal du ga
videre til naeste afsnit i protokollen med de klargjorte reagenser.

o Batchplanleegning og kgrselsoprettelse
Udfgres nar som helst i forvejen

e Klarger til protokol

| alt; 30 minutter
¢ Klarger reagenser og udstyr
e Fortynd DNA-prover

e Biblioteksklarggring

[ alt: 150 minutter

Tagmentering af genomisk DNA
Oprensning efter tagmentering

Ligering af indekser

Valg af st@rrelse og oprydning af hiblioteker

Sikkert stoptidspunkt o Puljedannelse og denaturering af

biblioteker
| alt: 15 minutter
Sikkert stoptidspunkt ¢ Puljedannelse og denaturering af biblioteker

Batchplanlaegning og karselsoprettelse

Planleeg antallet af prgvebiblioteker for batchen samt indeksering og puljedannelse for sekventeringskersler.

TruSight Whole Genome er blevet evalueret og ydeevnen pavist for fire seet indekser for S2-flowcellen (Figur 1,
Tabel 4) og to seet indekser for S4-flowcellen (Figur 2, Tabel 5). Softwaren implementerer brugen af
specificerede indekssaet. Mix og match ikke specificerede indeksseet.

Sekventeringspleksitet uden for disse anbefalinger understattes ikke.

S2 Indeks- og S4 Indekssaet understatter tilsammen biblioteksklargaringsbatchsterrelser pa 6, 12, 16, 18, 22 og
24 prgver. Brug de kompatible indekssaet, der er angivet i Tabel 3 for hver biblioteksklargeringsbatchstarrelse.
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A FORSIGTIG

Arranger prgverne i pladen ved hjeelp af en retning, der matcher den planlagte indeksering, dvs.
reekke A til H for et 16-plex eller raekke A til F for et 6-plex. Tilfgj indekser ved hjaelp af en
multikanalpipette for at undgé at springe en brand over eller tilfgje to seet indekser til en enkelt prave,
hvilket kan give henholdsvis ingen resultater eller falske resultater.

Tabel 3 Indstillinger for indeksseet til biblioteksklarggringsbatch

Batchstorrelse til

T Indekseringsseet Flowcellekonfigurationer
6 praover S2 Indeksseet 1, 2, 3 eller 4 (veelg et seet) S2x1

12 prover S2 Indeksseet 1, 2, 3 eller 4 (veelg 2 saet) S2x2

18 praver S2 Indeksseet 1, 2, 3 eller 4 (vaelg 3 seet) S2x3

24 prover S2Indeksseet1,2,3 094 S2x4

16 praver S4 Indekssaet 1 eller 2 S4 x1

22 prever S4 Indekssaet 1 + S2 Indekssaet 3 eller 4 S4x109S2x1

S4 Indekssaet 2 + S2 Indekssaet 1 eller 2
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Figur 1 Indekspladelayout, der viser fire indeksseet til S2-flowcellesekventering
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Tabel 4 S2 Indekssaet til S2-flowcelle
S2 Indekssaet 1 (gren) S2 Indekssaet 2 (gul) S2Indekssaet 3 (bld) S2indekssaet 4 (magenta)

1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
C UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
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Figur 2 Indekspladelayout, der viser to indekssaet til S4-flowcellesekventering
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Tabel 5 S4 Indeksseet til S4-flowcelle

S4 Indekssaet 1 (gren) S4 Indekssaet 2 (bla)
1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
Cc UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
G UDP0043 UDP0071 UDP0087 UDP0095
H UDP0044 UDP0072 uUDP0088 UDP0096

Registrer unikt batchnavn og prevedata, herunder prave-ID, tilknyttet indekspladebrand-ID (se Bilag A pa side
84 biblioteksplade, bibliotekspladebrend-ID og biblioteksrar-ID (hvis kendt). Disse oplysninger indtastes under
kerselsoprettelse.

For instruktioner om hvordan man opretter en karsel, se Vejledning til TruSight Whole Genome Analysis

Application (dokumentnr. 200049931). Registrer det Run Name (Kgrselsnavn), der skal bruges under iseetning
af forbrugsstoffer.

A FORSIGTIG

Serg for, at indekserne og de tilknyttede prever, der bruges under biblioteksklargering, svarer til dem,
der blev optaget og brugt til oprettelse af karslen. Uoverensstemmelser kan medfgre rapportering af
forkerte resultater eller ingen resultater.
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Klarger til protokol

Klarger reagenser og udstyr

illumina

Hvis der planleegges sekventering samme dag, skal sekventeringsmaterialer optas pa fornand. Se
Produktdokumentation til NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr. 200010105) for detaljerede instruktioner.

1. Forvarm en mikroprgveinkubator med MIDI-pladeindsats til 47 °C.

2. Tag felgende reagenser ud af sesken, og opte pa felgende méade.

Tabel 6 Opbevaring ved -25 °C til -15 °C

Reagens
BLT-PF
ELM

HP3
TB1
UD-indekser

Navn pa seske
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx 32 unikke
dobbeltindekser

Tabel 7 Opbevaring ved 15 °C til 30 °C

Reagens
CB

RSB

ST2
TWB2
NB

A\

Navn pa seske

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2

FORSIGTIG

Instruktioner til optening
Optg ved rumtemperatur i 30 minutter.

Opte ved rumtemperatur i 30 minutter.
Opbevar derefter pa is, indtil den skal
bruges.

Optg ved rumtemperatur i 30 minutter.
Opte ved rumtemperatur i 30 minutter.

Optg ved rumtemperatur i 30 minutter.

Instruktioner til optening

Anvendes ved rumtemperatur.
Anvendes ved rumtemperatur.
Anvendes ved rumtemperatur.
Anvendes ved rumtemperatur.

Anvendes ved rumtemperatur.

Dette reagensseet indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og
ojenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller, handsker
og laboratoriekittel, der giver tilstraekkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal hdndteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gzeldende
regionale, nationale og lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og
sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.
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Klarger DNA-praver

Klarger felgende forbrugsstoffer.
* Kvantificerede gDNA-prgver:
a. Lad hensta for at opna rumtemperatur.
b. Centrifuger kortvarigt for at opsamle smé draber.
c. Pulser DNA pa vortexblander for at blande indholdet, og centrifuger kortvarigt.
* RSB -Bland pa vortexblander, eller vend op og ned for at blande indholdet. Opbevar ved rumtemperatur.

— RSB og TWB2 er pakket ilignende rar. Aflaes omhyggeligt hver etiket fgr brug.

Fremgangsmade

Afhaengigt af DNA-inputtet, som varierer afhaengigt af den anvendte DNA-kvantificeringsmetode, beregnes de
volumener, der kraeves for at klargere fortyndede DNA-praver. Formler er angivet nedenfor for de tre testede
DNA-kvantificeringsmetoder. Se Anbefalinger vedrarende DNA-input pa side 10 og Bilag B pa side 87 for
yderligere oplysninger.

Beregningerne antager et minimum pipetteringsvolumen pa 2,0 ul og inkluderer 10 % overskud. Afrunding skal
udferes ved de sidste trin, efter at beregningerne er fuldfart, med det ngdvendige antal decimaler for at sikre
ngjagtig pipettering.

Valgmulighed 1: 280 ng DNA-input til kvantitative metoder og Qubit
bredomradekvantificeringsmetoder

Prgvens minimale DNA-stammekoncentration er 11,2 ng/ul. Pr@ver < 11,2 ng/ul har sterre sandsynlighed for at

fejle biblioteks-QC efter sekventering. Afhaengigt af koncentrationen af DNA-stammen skal du bruge en af
nedenstaende ligninger til at udfaere beregninger.

1. For DNA-stammekoncentration fra 11,2 til 154,0 ng/ul beregnes volumen af DNA-stammen og RSB, der er
nedvendigt, ved hjeelp af en samlet volumen af fortyndet DNA pa 27,5 ul (25 ul plus 10 % overskud) som
konstant:

a. Beregn volumen af DNA-stammen:
b. Beregn volumen af RSB-stammen:
c. Bekreeft beregninger: Bekreeft den beregnede DNA-stammevolumen (ul) + den beregnede volumen af

RSB (ul) = 27,5 pl, den samlede volumen af fortyndet DNA (konstant, 25 pl plus 10 % overskud).

2. Alternativt kan man for DNA-stammekoncentrationer > 154,0 ng/ul beregne det samlede volumen af
fortyndet DNA og RSB, der er ngdvendigt, ved hjzelp af DNA-stammevolumen 2,0 ul og malrette fortyndet
DNA-stammekoncentration 11,2 ng/pl som konstanter.

a. Beregn det samlede volumen af fortyndet DNA:

b. Beregn volumen af RSB:
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c. Bekraeft beregninger: Bekreeft den beregnede samlede volumen af fortyndet DNA (ul) - den beregnede
volumen af RSB (ul) = 2,0 pl, DNA-stammevolumen (en konstant).

Fortseet til trin 3 nedenfor.

Valgmulighed 2: 350 ng DNA-input til Accuclear metode til kvantificering af ultrahgj
sensitivitet
Pr@vens minimale DNA-stammekoncentration er 14,0 ng/ul. Prever < 14,0 ng/ul er mere tilbgjelige til at fejle

biblioteks-QC efter sekventering. Afhaengigt af koncentrationen af DNA-stammen skal du bruge en af
nedenstaende ligninger til at udfere beregninger.

1. For DNA-stammekoncentration fra 14,0 til 192,5 ng/ul beregnes volumen af DNA-stamme og RSB, der er
nedvendig, ved hjaelp af en samlet volumen fortyndet DNA pa 27,5 ul (25 ul plus 10 % overskud) som
konstant:

a. Beregn volumen af DNA-stammen:
b. Beregn volumen af RSB-stammen:

c. Bekreeft beregninger: Bekraeft den beregnede DNA-stammevolumen (ul) + den beregnede volumen af
RSB (ul) = 27,5 pl, den samlede volumen af fortyndet DNA (konstant, 25 pl plus 10 % overskud).

2. Alternativt kan man for DNA-stamkoncentrationer > 192,5 ng/ul beregne den samlede volumen af fortyndet
DNA og RSB, der er ngdvendigt, med DNA-stammevolumen 2,0 pyl som en konstant.

a. Beregn det samlede volumen af fortyndet DNA:
b. Beregn volumen af RSB:

c. Bekreeft beregninger: Bekreeft den beregnede samlede volumen af fortyndet DNA (ul) - den beregnede
volumen af RSB (ul) = 2,0 pl, DNA-stammevolumen (en konstant).

Maerk et nyt 0,5 ml mikrocentrifugerar for hver fortyndet prove.

3

4. Tilseet den volumen RSB, der er beregnet ovenfor, til det respektive rer for hver fortyndet preve.

5. Tilsaet den volumen DNA-stamme, der er beregnet ovenfor, til det respektive rer for hver fortyndet prave.
6

Pulser pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.

Biblioteksklargering

Brug klargeringstrinnene i dette afsnit til at klargere reagenser pa forhand.

Medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt, skal du fortsaette til naeste trin med det samme.

Klargering

Klarger felgende forbrugsstoffer:

* BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) — Bland pa vortexblander. Hvis der anvendes flere rar,
bland pa vortexblander, og kombiner derefter.
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* TB1(Tagmentation Buffer 1):
a. Bland pé vortexblander.
b. Centrifuger kortvarigt.

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Inspicer for bundfald. Hvis der bemaerkes bundfald: Opvarm ved 37 °C i 10 minutter, og bland derefter
pa vortexblander, indtil bundfaldet er opl@st.

b. Bland grunding pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.
* ELM (Extension and Ligation Mix):
a. Vend op og ned for at blande indholdet. Bland ikke p& vortexblander.
b. Opbevar pé is indtil brug.
* HP3 (2N NaOH):
a. Bland pé vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.
b. Opbevar ved rumtemperatur.
* NB (Neutralization Buffer):
a. Bland pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.
b. Opbevar ved rumtemperatur.
* CB (Cleanup Beads):
a. Bland pa vortexblander i1 minut.

b. Vend op og ned 2-5 gange for at blande indholdet, og bland derefter grundigt pa vortexblander for at
resuspendere.

* Indeksadaptere (UDI PCR-Free (32 Indexes)):
a. Bland pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.
b. Opbevar ved rumtemperatur.
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):
a. Meerkregrets haette TWB2.
b. Vend op og ned for at blande indholdet grundigt.

* | etmikrocentrifugerer maerket 0,2N NaOH kombineres felgende volumener for at forberede 0,2N NaOH i
henhold til den planlagte batchstarrelse. Bland pa vortexblander.

BEMAERK Hvis du planlaegger at samle og denaturere biblioteker samme dag, skal du forberede
yderligere 0,2N NaOH. Se Klargaering pa side 28.

errEre 6 prover 12 prover 16 prover 18 prover 22 prover 24 prover
(1)) (1)) (M) (1D (1D (1D
HP3 30 60 80 90 110 120
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e 6 prover 12 praver 16 prever 18 prever 22 prover 24 prover
(HD) (HD) (M) (1D (1D (1D
RSB 270 540 720 810 990 1080

* |et 15 mlkonisk rer kombineres fglgende volumener for at klargare 80 % EtOH i henhold til den planlagte
batchstarrelse. Overskud til brug af skl er inkluderet. Bland pa vortexblander.

Reaqens 6 prover 12 prover 16 prover 18 praver 22 prover 24 prover
g (ml) (ml) (ml) (ml) (mi) (mi)

100 % 4 8 8 12 12 12

ethanol, ren

(200 proof)

Nukleasefrit 1 2 2 3 3 3

vand

A FORSIGTIG

Dette reagensseet indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og
ojenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller, handsker og
laboratoriekittel, der giver tilstraekkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte reagenser skal
handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende regionale, nationale
og lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede
oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

Tagmentering af genomisk DNA

Pa dette trin anvendes der Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) til at tagmentere DNA, hvilket er en
proces, der fragmenterer og tagger DNA med adaptersekvenser.

Forbrugsstoffer

* 96-brgnds MIDI-plade

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

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
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Fremgangsmade

Bekraeft, at mikropreveinkubatoren med MIDI-pladeindsatsen er forvarmet til 47 °C.

Meerk en ny 96-brgnds MIDI-plade LP1 (Bibliotekplade 1).

Angiv og registrer prgvebrgnd-ID’er til tagmentering af fortyndede DNA-prgver og reagenser.
Overfer 25 pl fortyndet prave-DNA til hver brgnd.

Tilfgj 10 pl TB1 til hver brgnd.

Bland BLT-PF kraftigt pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere. Centrifuger ikke. Gentag om
ngdvendigt.

Tilfgj 15 ul BLT-PF til hver brand.
8. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i 1 minut.

S B N

N

Inkuber LP1 p& en forvarmet mikropreveinkubator ved 47 °C i 8 minutter.

BEMAERK Der forventes let kondensering pa pladeforseglingen. Centrifuger ikke.

10. Fjern forseglingen, og tilsaet 10 pl ST2 til hver brgnd.

11. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i 1 minut, og fortsaet derefter til naeste trin.

Oprensning efter tagmentering

Felgende trin fjerner ubundet DNA og udferer bufferudveksling for at forberede det naeste trin.

Forbrugsstoffer
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)
* SKal

Om reagenser
* Pipetter TWB2 langsomt for at minimere skumdannelse.

* RSB og TWB2 er pakket ilignende rar. Aflaes omhyggeligt hver etiket fgr brug.

Fremgangsmade

1. Fjern forsegling, og anbring LP1 pa det magnetiske stativ. Vent, til vaesken er klar (2 minutter).

2. Klarger TWB2-skal med volumener i henhold til felgende tabel, og maerk skalen tydeligt TWB2. Volumener
inkluderer 1 ml overskud til sklens dedvolumen. Behold skal til senere trin.

e 6 praver 12 prover 16 prever 18 prever 22 prover 24 prover
(b (D) (M) (D) (D) (M)
TWB2 3700 6400 8200 9100 10.900 11.800
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3. Bibehold LP1 p& det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 60 pl til at fierne og kassere
supernatanter fra hver brgnd uden at forstyrre perlepelleten.

Brug en multikanalpipette til at tilseette 150 yl TWB2 til hver brgnd.

4
5. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i 1 minut.

6. Fjern forsegling, og anbring LP1 pa det magnetiske stativ. Vent, til vaesken er klar (2 minutter).
7

Saet BLT-PF tilbage i frossen opbevaring under inkubation, og fortseet derefter til naeste trin.

Ligering af indekser

| dette afsnit ligerer brugere de unikke dobbeltindeksadaptere til hver prgve i henhold til indeksering planlagt
under Batchplanlaegning og kerselsoprettelse pa side 15.

Forbrugsstoffer

* ELM (Extension and Ligation Mix)

* Indeksadaptere (UDI PCR-Free (32 Indexes))

* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2) skal

* 0,2N NaOH (fortyndet HP3)

Om reagenser

* Indekspladebrgndene kan ikke genbruges.

* Opsug og dispenser ELM langsomt pa grund af opl@sningens viskositet.

* RSB og TWB2 er pakket irgr, der ligner hinanden. Aflaes omhyggeligt hver etiket fer brug.

Fremgangsmade

1. Behold LP1 pa det magnetiske stativ, og udfer falgende trin:
a. Brug en multikanalpipette indstillet til 150 pl til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver brgnd.

b. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 20 ul til at fjerne og kassere resterende
TWB?2 fra hver prevebreond.

Tilfgj 45 pl ELM til hver brgnd.

d. Prik hulifolieforseglingen pa indeksadapterpladen for hver af de planlagte indeksbrende ved hjeelp af
en P200 multikanalpipette og nye pipettespidser. Brug en ny pipettespids til hver brgnd for at undga
kontaminering.

e. Tilseet 5 pylindeksadaptere til de tilsvarende prevebrgnde i LP1i henhold til de indekser, der blev valgt
under batchplanlagning ved hjaelp af en P-10 eller P-20 multikanalpipette.

2. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i1 minut.

3. Inkuber LP1 pa en forvarmet mikropreveinkubator ved 47 °C i 8 minutter.

BEM/ZERK Der forventes let kondensering pa pladeforseglingen. Centrifuger ikke.
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4. Seet ELM tilbage i frossen opbevaring under inkubation.
Fjern forsegling, og anbring LP1 pa det magnetiske stativ. Vent, til vaesken er klar (2 minutter).

6. Bibehold LP1 pé det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 50 pl til at fierne og kassere
alle supernatanter fra hver brgnd uden at forstyrre perlepelleten.

7. Vask perlerne som fglger.
a. Tilseet 150 ul TWB2 til perlerne i hver brgnd ved hjzelp af en multikanalpipette.
b. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i1 minut.
c. Fjernforsegling, og anbring LP1 pé det magnetiske stativ. Vent, til vaesken er klar (2 minutter).
d

Bibehold LP1 pa det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 150 ul til at fjerne og
kassere alle supernatanter fra hver brgnd uden at forstyrre perlepelleten.

8. Vask perlerne en ekstra gang.

Bibehold LP1 pa det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 20 pl til at fierne og kassere
resterende TWB2 fra hver brand uden at forstyrre perlepelleten.

10. Tilseet 45 pl tidligere klargjort 0,2N NaOH til hver brgnd.

11. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i 1 minut, og fortsaet derefter til naeste afsnit.

Size-Selection and Clean Up Libraries

Dette trin bruger en dobbeltsidet starrelsesvalg af biblioteker. | det farste trin tilfgjes Cleanup Beads til de
eluerede biblioteker og BLT-PF perler. Derefter overfgres supernatanten indeholdende det eluerede
enkeltstrengede bibliotek til en ny plade, mens fragmenter, der er for store, bliver tilbage. | det andet trin tilfgjes
Cleanup Beads til de overfarte biblioteker, og for sma fragmenter fjernes. Derefter elueres bibliotekerne og
overfgres til den endelige biblioteksplade (FLP).

Forbrugsstoffer

* MiIDI-plade med 96 brgnde
* Skale (3)

* PCR-plade

* CB (Cleanup Beads)
* RSB (Resuspension Buffer)
* Nyklargjort 80 % ethanol (80% EtOH)

Klargering

1. Bland CB pé vortexblander, og vend derefter op og ned, indtil det er helt resuspenderet.

2. Klarger CB skal med volumener i henhold til falgende tabel, og marker skalen CB. Volumener er
tilstraekkelige til begge tilsaetningstrin og inkluderer 1 ml overskud i skalen til skalens dedvolumen. Det er
ikke ngdvendigt at blande mellem CB tilseetningstrin. Perlerne forbliver spredt under hele proceduren.
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e 6 praver 12 prover 16 prever 18 prever 22 prover 24 prover
(HD) (HD) (1)) (1D (1D (M
CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920
Fremgangsmade
1. Fjern forseglingen, og tilsaet 40 pl CB til brendene i LP1 MIDI-pladen, der indeholder BLT-PF og 0,2N NaOH.
2. Forsegl og omryst LP1ved 1800 o/min. i 1 minut.
3. Inkuber LP1 udenfor det magnetiske stativ ved stuetemperatur i 2 minutter.
4. Fjern forsegling, og anbring LP1 pa& det magnetiske stativ, og vent, indtil veesken er klar (5 minutter).
5. Mens pladen inkuberes, meerkes en ny MIDI-plade LP2 med 96 brende.
6. Overfor 80 ul supernatant fra LP1 pa det magnetiske stativ til de tilsvarende brgnde i LP2 ved hjeelp af en
multikanalpipette.
7. Tilfej 40 ul CB til hver brend pa LP2 MIDI-pladen.

Forsegl og omryst LP2 ved 1800 o/min. i 1 minut.
9. Kasser LP1 MIDI-pladen.
10. Inkuber LP2 udenfor det magnetiske stativ ved stuetemperatur i 2 minutter.
11. Fjern forsegling, og anbring LP2 pa det magnetiske stativ, og vent, indtil veesken er klar (5 minutter).

12. Bibehold LP2 p& det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 120 pl til at fjerne og
kassere supernatant fra hver brend uden at forstyrre perlepelleten.

13. Heeld tidligere klargjort 80 % EtOH i en maerket skal, og vask perlerne med LP2 p& magneten pa felgende
méade.

a. Tilseet 180 ul 80 % EtOH ved hjeelp af en multikanalpipette.
b. Vent 30 sekunder.

c. Brug en multikanalpipette, der er indstillet til 180 pl, til at fijerne og kassere supernatant fra hver
prevebrend uden at forstyrre perlepelleten.

14. Vask perlerne en ekstra gang.

15. Bibehold LP2 pa det magnetiske stativ, og brug en multikanalpipette indstillet til 20 ul til at fjerne og kassere
resterende EtOH fra hver brend uden at forstyrre perlepelleten.

16. Behold LP1 pa det magnetiske stativ, og lad den luftterre i 4 minutter.
17. Kasser ubrugt 80 % EtOH og skal.

18. Klarger RSB-skal med volumener i henhold til falgende tabel, og meerk skdlen RSB. Volumenerne omfatter 1
ml overskud til skalens dgdvolumen.

SernETe 6 prover 12 prover 16 praver 18 praover 22 prover 24 prover
(1D (1D (1D (1D (K1) (1D
RSB 1390 1780 2040 2170 2430 2560
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19. Tilsaet 65 pl RSB til perlerne i hver brgnd.

20. Forsegl og omryst LP2 ved 1800 o/min. i 1 minut.

21. Inkuber LP2 ved stuetemperatur i 2 minutter.

22. Fjern forsegling, og anbring LP2 pé det magnetiske stativ, og vent, indtil vaesken er klar (2 minutter).

23. Meaerk en ny PCR-plade FLP (endelig biblioteksplade) og med det batchnavn, der blev brugt ved oprettelsen
af karslen.

24. Overfor 60 ul supernatant fra LP2 pa det magnetiske stativ til de tilsvarende brende i FLP ved hjeelp af en
multikanalpipette.

A FORSIGTIG

Supernatant indeholder det endelige bibliotek og vil blive brugt under trinnet for puljedannelse og
denaturering. Mé ikke kasseres.

25. Kasser alle skale sammen med ubrugte reagenser i skéle.
26. Kasser LP2 MIDI-pladen.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis der stoppes, skal den endelige biblioteksplade (FLP) forsegles med mikroforsegling B og opbevares ved
-25°Ctil-15°Ciop til 14 dage.

Puljedannelse og denaturering af biblioteker

| dette afsnit opretter brugere puljer, der er planlagt i Batchplanlzegning og karselsoprettelse pa side 15, og
fortynder og denaturerer.

Forbrugsstoffer

* HP3 (2N NaOH), eller 0,2N NaOH hvis klargjort pd samme dag — Bland pa vortexblander, og centrifuger
derefter kortvarigt.

* NB (Neutralization Buffer) — Bland pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.
* RSB (Resuspension Buffer) — Bland pa vortexblander, eller vend op og ned for at blande indholdet.
* Mikrocentrifugerar (et til klarggring af reagens og et til hver planlagt bibliotekspulje)

* NovaSeq 6000Dx Biblioteksrgr (varenummer 20062290 eller varenummer 20062291) (et rer til hver
planlagt bibliotekspulje)

Klargering

1. Kombiner fglgende voluminer i et mikrocentrifugerer for at klargere 0,2N NaOH. Meerk ragret 0,2N NaOH.
Hvis der blev klargjort yderligere 0,2N NaOH under biblioteksklargering, og protokollen udfgres samme dag,
springes dette trin over.

For at forhindre smé pipetteringsfejl klargeres der ekstra volumen.
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Volumen for hver S2-flowcelle Volumen for hver S4-flowcelle

Reagens

g () ()
HP3 5 10
RSB 45 90

2. Bland pa vortexblander, og centrifuger derefter kortvarigt.

Fremgangsmade
1. Hvis FLP-pladen blev opbevaret i frossen tilstand, skal den klargeres som falger. Ellers ga videre til trin 2.
FLP-plade:
a. Opte ved rumtemperatur i 30 minutter.
b. Centrifuger ved 1000 x gi 1 minut.
c. Fjernforseglingen fra FLP.
d. Pipetter blandingen 5-10 gange ved hjaelp af en multikanalpipette indstillet til 30 pl.
e. Forsegl og centrifuger ved 1000 x g i 1 minut.

2. Veelg en af felgende indstillinger for at samle, denaturere og fortynde bibliotekerne for hvert seet med 6 eller
16 prever, der er planlagt til sekventering.
Valgmulighed 1 Sekventer 6 biblioteker pa S2-flowcelle.

a.

- o a o

> @

For hver bibliotekspulje maerkes et nyt mikrocentrifugergr med puljenavnet, f.eks. samlede biblioteker
(PL) 1,2, 3 0sv.

Fjern forseglingen, og overfar 25 ul af hvert stregkodet DNA-bibliotek fra et givet S2-indekssaet fra
FLP-pladen til PL-rgret for hver tilsvarende planlagt kersel i henhold til de sekventeringspuljer, der er
planlagt under Batchplanlaegning og karselsoprettelse pa side 15. Kombiner f.eks. biblioteker, der er
klargjort ved hjaelp af S2 Indeksseaet 1, i PL-roret.

Pafer selvklaebende pladeforsegler til FLP-pladen, og seet den tilbage i opbevaring.
Tilseet 37 pl 0,2N NaOH til hvert PL-regr.

Bland hvert PL-regr pa vortexblander. Centrifuger kortvarigt.

Inkuber hvert PL-rer ved stuetemperatur i 8 minutter.

Tilseet 38 pl NB til hvert PL-rgr.

Bland hvert PL-regr pa vortexblander. Centrifuger kortvarigt.

Overfegr 225 ul denatureret, fortyndet bibliotek til et rent NovaSeq 6000Dx biblioteksrar.
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A FORSIGTIG

Hvis det tidligere er angivet, vil NovaSeq 6000Dx biblioteksrgr-1D’et blive brugt til at identificere
og tilknytte den planlagte kgrsel. Sgrg for, at det biblioteksrgr-1D, som puljen overfgres til, er det
samme biblioteksrer-1D, som er angivet i oprettelse af karsel, ellers kan der forekomme en forkert
tilknytning af praveresultaterne. Hvis biblioteksrar-1D er angivet i den planlagte karsel, skal det
bekreeftes, at det korrekte rgr anvendes. Hvis det ikke tidligere er angivet, skal det anvendte
biblioteksrar-ID registreres og den planlagte karsel revideres, ellers skal de(n) tilknyttede
planlagte kersel(/kersler) vaelges manuelt, nar instrumentet isaettes ved hjeelp af karselsnavnet.

Valgmulighed 2 Sekventer 16 biblioteker pa S4-flowcelle.
a. Meerk et nyt mikrocentrifugerer med puljenavnet, f.eks. samlede biblioteker (PL) 1, 2, 3 osv.

b. Fjern forseglingen, og overfgr 18 ul af hvert DNA-bibliotek fra FLP-pladen til PL-rgret i henhold til den
sekventeringspulje, der er planlagt under Batchplanlaegning og karselsoprettelse pa side 15. Kombiner
f.eks. biblioteker ved hjaelp af S4 Indekssaet 1i PL-roret.

c. Pafer selvkleebende pladeforsegler til FLP-pladen, og saet den tilbage i opbevaring.
d. Tilsaet 22 yl RSB til PL-roret.

e. Tilseet77 pl 0,2N NaOH til PL-raret.

f. Bland PL-reret pa vortexblander. Centrifuger kortvarigt.

g. Inkuber PL-rgr ved stuetemperatur i 8 minutter.

h. Tilsaet 78 ul NB-buffer til PL-rorret.

Bland PL-rgret pa vortexblander. Centrifuger kortvarigt.
j.  Overfar 465 pul denatureret, fortyndet bibliotek til et rent NovaSeq 6000Dx-biblioteksrar.

A FORSIGTIG

Hvis det tidligere er angivet, vil NovaSeq 6000Dx-biblioteksrar-1D’et blive brugt til at identificere
og tilknytte den planlagte karsel. Sgrg for, at det biblioteksrar-1D, som puljen overfgres til, er det
samme biblioteksrgr-ID, som er angivet i oprettelse af karsel, ellers kan der forekomme en forkert
tilknytning af praveresultaterne. Hvis biblioteksrar-ID er angivet i den planlagte karsel, skal det
bekraeftes, at det korrekte rer anvendes. Hvis det ikke tidligere er angivet, skal det anvendte
biblioteksrar-ID registreres og den planlagte karsel revideres, ellers skal de(n) tilknyttede
planlagte kersel(/kersler) vaelges manuelt, nar instrumentet iszettes ved hjeelp af karselsnavnet.

3. Fortseaet direkte til sekventering, hvis det planlaegges at starte kgrslen samme dag.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis der stoppes, skal der saettes haette pa NovaSeq 6000Dx-biblioteksraret, og det opbevares ved -25 °C til
-15°Ciop til 30 dage.
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Klarger til sekventering

1.

Folg forberedelsesinstruktionerne i Produktdokumentation til NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105) for forbrugsstoffer i saettet, der skal bruges til sekventering.

Hvis NovaSeq 6000Dx-biblioteksrgret med det samlede bibliotek blev opbevaret frosset, skal det klargeres
pa felgende méde. Ga til 3, hvis der fortsaettes direkte fra forrige afsnit.

a. Optg ved rumtemperatur i 30 minutter.

b. Fjern heetten, og pipetter forsigtigt fem gange med en P1000-pipette indstillet til 300 pl for S4-
flowcellebibliotekspuljen eller en P200-pipette indstillet til 145 pl for S2-flowcellebibliotekspuljen.

c. Seetlag pa NovaSeq 6000Dx-biblioteksraret, og ryst eventuelle dréber til bunden med handen. Mé ikke
blandes péa vortexblander eller centrifugeres.

Isaetning af forbrugsstoffer. Se Produktdokumentation til NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr.

200010105) for yderligere oplysninger.

Tolkning af resultater

TruSight Whole Genome er designet til at sekventere det menneskelige helgenom. Varianter rapporteres for
prever, der passerer analytiske kvalitetskontrol (QC) til brug med nedstrems kimcelleapplikationer til tertiser
analyse.

Et sekventerings-, FASTQ- eller prevekvalitetsresultat betragtes kun som gyldigt, hvis kvalitetsmalingen
opfylder eller overstiger den definerede specifikation. Hvis kvalitetsmalingen er under den definerede
specifikation, rapporteres ydeevnen som IKKE BESTAET, og preven skal gentages. Se Kvalitetskontroller pa
side 31 for oplysninger om de kvalitetsmetriske specifikationer, der bruges til at bestemme pragvens
gyldighed.

Prever, der bestar alle kvalitetsgraensevaerdier, forventes at levere den variantbestemmelsesydelse, der er
beskrevet i ngjagtighedsundersggelsen (se Najagtighed pa side 41).

Sma varianter annoteres med hgj, intermedizer eller lav konfidens baseret pa hver varianttypes forventede
ydeevne (se Bestemmelse af sma varianters konfidenssniveau péa side 37).

Tolkning af alle variantoplysninger skal valideres af laboratoriet ved hjaelp af de medfelgende

analyseoutputfiler. Se Vejledning til TruSight Whole Genome Analysis Application (dokumentnr. 200049931)
for en beskrivelse af de oplysninger, der findes i outputfilerne.

Kvalitetskontroller

Sekventeringskersel og prevegyldighed bestemmes automatisk ved hjeelp af analytiske kontroller og
rapporteres af TruSight Whole Genome Analysis Application (se Tabel 8 for yderligere oplysninger om
specifikationerne for kvalitetskontrolmalinger). TruSight Whole Genome kraever ikke brug af eksterne positive
kontroller.
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* QC-resultaterne rapporteres i en konsolideret rapport for alle pr@ver i en kersel og i individuelle preve-QC-
rapporter. Rapporterne sendes af softwaren til analysemappen. Se Vejledning til TruSight Whole Genome
Analysis Application (dokumentnr. 200049931) for placeringen af analysemappen og k@rselsmappen.

* Fejlisekventeringskarslens kvalitetskontrolspecifikation ugyldigger sekventeringskerslen og stopper
yderligere analyse.

* Fejlienhver prave-FASTQ- eller biblioteksspecifikation ugyldigger prevebiblioteket og forhindrer output af
de tilknyttede CRAM- eller VCF-filer.

* Yderligere kvalitetskontrolmalinger kan vaere gaeldende i overensstemmelse med lokale, statslige og/eller
federale forordninger eller akkrediteringskrav.

Se Fejifinding pa side 69 for flere oplysninger om gentagelse af sekvenskarsler eller klargering af biblioteker.

Tabel 8 TruSight Whole Genome - Beskrivelser af malingsspecifikationer for kvalitetskontrol

Maling Specifikation Beskrivelse
QC af Samlet % = Q30 = 85 Maling af basekvalitet pa karselsniveau.
sekventeringskersel Minimumsspecifikation er indstillet, fordi

for lave %Q30-kersler ikke vil besta
Q30-baser i prevebiblioteks-QC.

FASTQQC Resultat pr. prgve = Minimum er indstillet til at svare til ~26x
(bps) 90.000.000.000  gennemsnitlig autosomal daekning til
triageprever, der ikke vil besta
biblioteks-QC for at reducere
analysetiden.
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Maling Specifikation
QC af Gennemsnitlig = 35
prevebiblioteker autosomal daekning

Procentdel af = 93,94

autosomer med mere
end 20X daekning

Normaliseret 0,82=x=113
daekning ved 60 % til
79 % GC-beholdere

Normaliseret 0,97 =x=1,06
deekning ved 20 % til
39 % GC-beholdere

Gennemsnitlig = 500
mitokondriedaekning

Procentdel Q30- =85
baser
Estimeret = 0,005

prgvekontaminering
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illumina

Beskrivelse

Gennemsnitlig deekning pa tvaers af
autosomerne. Minimumsspecifikation er
indstillet til at sikre analytisk ydeevne.

Maling af deekningsensartethed, som
paviser problemer, der ikke
ngdvendigvis er relateret til GC-bias.
Minimumsspecifikation er indstillet til at
sikre analytisk ydeevne.

Maling af deekningsensartethed, der
paviser GC-bias, specifikt et tab af
daekning i omrader af genomet med
hgjere %GC- og lavere %AT-
basesammensaetning. Minimums- og
maksimumspecifikation er indstillet til at
sikre analytisk ydeevne.

Maling af deekningsensartethed, der
paviser GC-bias, specifikt et tab af
daekning i omrader af genomet med
lavere %GC- og hgjere %AT-
basesammensaetning. Minimums- og
maksimumsspecifikationer er indstillet til
at sikre analytisk ydeevne.

Daekning af mitokondriekromosomet.
Minimumsspecifikationen er indstillet til
at sikre mitokondrie-SNV-
pavisningsgraensen.

Maling af basekvalitet.
Minimumsspecifikation er indstillet til at
sikre analytisk ydeevne.

Paviser kontaminerende aflaesninger fra
andre pregver. Maksimumsspecifikation
er indstillet til at sikre mitokondrie-SNV-
pavisningsgraense (varianttypen med
hgjeste sensitivitet over for
kontaminering).
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Karakteristika for ydeevne

Folgende valideringsundersggelser blev udfert ved hjeelp af TruSight Whole Genome-arbejdsgangen, der er
beskrevet i Brugsvejledning pa side 15, og blev designet til at sikre analysens robusthed over for almindelige
variationskilder og til at give anbefalinger til ensartet ydeevne. Disse undersggelser anvendte de analytiske QC-
malingsspecifikationer, der er beskrevet i Tabel 8 som benchmark for vellykket analyseydeevne, og som en
forudsaetning for etablering af ydeevnen for analysevariantbestemmelse.

Krydskontaminering

Krydskontamineringsstudiet evaluerede ukorrekt indeksaflaesning pga. brend-til-brend kontaminering under
klargaring af prevebibliotek samt karsel-til-karsel kontaminering mellem konsekutive sekventeringskearsler. Der
blev brugt 24 blodpraver til at evaluere krydskontaminering. | alt 24 biblioteker blev hver klargjort af to
operatgrer ved hjaelp af S2-konfigurationsindekssaet 1-4, og samlede biblioteker blev sekventeret i raekkefolge
efter indekssaet pa én NovaSeq 6000Dx Instrument. 16 biblioteker blev hver klargjort af to operataerer ved hjeelp
af S4-konfigurationsindekssaet 1 0g 2 i to replikater, og samlede biblioteker med skiftende indeksseet blev
sekventeret pa samme NovaSeq 6000Dx.

For at evaluere krydskontaminering blev korrekte indekslaesninger sammenlignet med indekslaesninger fra
tilstedende brgnde for brend-til-breand kontaminering og tidligere sekventeringskarsel for kgrsel-til-karsel
kontaminering. Mangden af kontaminering fra karsel til kgrsel var = 0,003178 % for S2 og < 0,002487 % for S4-
kersler. For at evaluere prave-til-preve kontaminering blev pravebibliotekets QC-maling for estimeret
prevekontaminering anvendt. Maengden af prgve-til-preve kontaminering var 0,001, den laveste vaerdi
rapporteret af analysesoftwaren. Disse resultater indikerer, at der er lav risiko for kontaminering i
biblioteksklargeringen og sekventeringsarbejdsgangene.

| brug og midlertidig stabilitet

Biblioteksklargaringsreagenser blev vurderet for stabilitet under brug af saettet, herunder flere fryse-
opteningshandelser og stabilitet af dbne ror.

Ved cyklustest af fryse-optening blev de frosne komponenter udsat for fem fryse-opteningshandelser for at
understgtte én haendelse til udpakning og fire haendelser til brug i seettet. For stabilitet under brug blev den
pakraevede volumen fijernet til at klargere seks prevebiblioteker ved hver af de tre fryse-opteningscyklusser for
at simulere volumenudtemning under brug, og komponenterne blev opbevaret i yderligere 31 dage far testning.
Ved testning med gDNA ekstraheret fra seks bloddonorer bestod alle data analysens analytiske
kontrolmalinger. Disse resultater indikerer, at frosne biblioteksklargaringsreagenser kan anvendes med op til
fire fryse-opteningscyklusser og 30 dages stabilitet under brug.

Midlertidig stabilitet blev vurderet for de enkelte biblioteker og de samlede og denaturerede biblioteker. Alle
data bestod analysens analytiske kontrolmalinger, hvilket indikerer op til 14 dages stabilitet for de enkelte
biblioteker og op til 30 dages stabilitet for de samlede og denaturerede biblioteker, nar de blev opbevaret
frosne (-25 °C til -15 °C) som beskrevet i de sikre stoppunkter.
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Indsamling og opbevaring af blodpraver

Kompatibilitet med blodprgvergr og preveopbevaring blev undersggt ved hjaelp af fire donorer og blod, der blev
indsamlet i EDTA-indsamlingsrer fra tre forskellige leverandgrer. Genomisk DNA (gDNA) blev ekstraheret fra
hver ved ankomsten til nul-tidspunkt og derefter igen efter at blodet var blevet opbevareti 16, 33 og 43 dage
ved 2 °C til 8 °C. Det ekstraherede gDNA blev opbevaret frossent (-25 °C til -15 °C) i elution buffer (10 mM Tris-
Cl,0,5mM EDTA, pH 9,0) og kvantificeret og anvendt til biblioteksklargering og sekventering. Alle data bestod
analysekontrolmalingerne, hvilket angiver analysekompatibilitet med tre forskellige EDTA-
blodpravetagningsrer og blod opbevareti op til fem uger ved 2 °C til 8 °C.

Evaluering af DNA-ekstraktionsmetode

Tre kommercielt tilgeengelige ekstraktionssaet blev evalueret for analyseydelse. To saet brugte magnetiske
perler, et med og et uden fast fase og cellulosebaseret binding, og et sat brugte en silikamembranbaseret
nukleinsyreoprensningsmetode ved hjeelp af spinsgjler (Tabel 9).

Evalueringen blev udfert af to operaterer med ét parti ekstraktionsreagenser pr. metode og fuldblod opsamlet i
EDTA-rar fra fire formodet sunde donorer. Hver blodprgve blev ekstraheret fire separate gange i henhold til
producentens anvisninger pa ikke-konsekutive dage til i alt 16 observationer pr. saet. Det ekstraherede gDNA
blev brugt til at klargere biblioteker til sekventering og analyse.

Alle observationer (16/16) for hver ekstraktionsmetode bestod analysens kontrolmalinger. Analysens ydeevne
blev ikke pavirket af valg af preve-gDNA-ekstraktionsmetode. Analytiske undersegelser af ngjagtighed og
reproducerbarhed anvendte gDNA ekstraheret med saet 3 (silikafilterkolonneisolering med spinsaijler).

Tabel 9 Ekstraktionsmetoder testet for TruSight Whole Genome ydeevne

Saet  Ekstraktionsmetode

1 Magnetisk perleekstraktion med reversibel immobilisering i solid fase (SPRI)
2 Magnetisk perleekstraktion med mobil fast fase og cellulosebaseret binding
3 Isolering af silisafilterkolonne med spinsajler

Felsomhed over for DNA-input

Den anbefalede maangde gDNA-input til testning pr. prave er 280 ng eller 350 ng afhaengigt af DNA-
kvantificeringsmetoderne angivet i Anbefalinger vedrarende DNA-input pa side 10.

For at bestemme ydeevnen pa tveers af en raekke koncentrationer af gDNA-input blev maengden af DNA, der
blev anvendt i analysen, testet ved niveauer pa +28,6 % af det anbefalede input. Resultaterne viste, at -25 % af
det anbefalede gDNA-input er en nedre greense for analysen. Analysen fungerer korrekt med gDNA-input op til
+28,6 % af det anbefalede input.

Karakteriseringen af tre forskellige kvantificeringsmetoder viste, at forskellige metoder har forskellige niveauer
af variabilitet og kan give forskellige resultater. Hvis der anvendes en anden metode end dem, der er angivet i
Anbefalinger vedrarende DNA-input pa side 10, skal mal-gDNA-inputtet muligvis optimeres. Det anbefales, at
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gDNA for prever, der er beregnet til en bestemt biblioteksklargaringsbatch og sekventeringskarsel,
kvantificeres sammen for at eliminere batch-til-batch-variabilitet, nar det er muligt, eller at proceskontroller
anvendes til at sikre = 25 % gDNA-kvantificeringsbatch-til-batch-variabilitet.

Interfererende stoffer

Denne undersggelse evaluerede ydeevnen med bade endogene og eksogene stoffer foroundet med humant
blod og blodprgvetagningsrer. Bilirubin, haemoglobin og triglycerider blev udvalgt til evaluering for at simulere
henholdsvis ikteriske, haemolyserede og lipaemiske prever. Biotin og EDTA blev udvalgt til evaluering pa grund
af tilstedeveerelse i blod- og blodprevetagningsrer (BCT’er) og for potentiel indvirkning pa analysekemien.
Stoffer blev tilsat donorblodprgverne feor ekstraktion enten direkte eller efter oplgsning i oplesningsmiddel.
Testkoncentration og oplysninger om spike-in for hvert stof findes i falgende tabel.

Tabel 10 Interfererende stoffer testet for TruSight Whole Genome ydeevne

Stof Testkoncentration Oplas.ningsmiddel anvendt i Spike % spike tilsat
Solution blod
Bilirubin 40 mg/dI (0,4 DMSO 4%
(ukonjugeret) mg/mi)?
Haemoglobin 1000 mg/dI (10 I/T - Oplest i blod I/T - Oplost i
mg/ml)’ blod
Triglycerider 1500 mg/dl (15 100 % ethanol 4%
mg/ml)’
Biotin 0,00351 mg/mi? Vand 4%
EDTA 5,4 mg/mil® Vand (3 %)

T Koncentrationerne blev valgt til at veere de hojeste observerede koncentrationer i henhold til “Supplerende tabeller for

interferenstestning i klinisk kemi, CLSI EP37-ED1:2018".
2 Koncentrationen blev valgt til at veere tre gange den “Hgjeste leegemiddelkoncentration under terapeutisk behandling”

angivet i “Supplerende tabeller for interferenstestning i klinisk kemi, CLSI EP37-ED1:2018".

3 Koncentrationen blev valgt baseret pd EDTA-koncentrationen, som varierer i blodpreverer pé op til 1,8 mg/ml, og for at

simulere en kort fyldningshaendelse blev der taget en blodprave pa 33 % af den nominelle BCT-volumen, hvilket farte til en

3x hgjere EDTA-koncentration i blod svarende til 5,4 mg/ml.
Blod fra fire donorer blev brugt til testning. For hvert interfererende stof blev en afmalt maengde fuldblod fra
hver donor spaedet op med interferenten og derefter delt mellem fire gDNA-ekstraktionsreplikater. En kontrol
blev udfert pd samme made uden tilseetning af stoffer. De parrede test- og kontrolbetingelser blev behandlet
for hver donor inden for samme ekstraktionshaendelse, og det ekstraherede gDNA blev derefter behandlet
inden for en enkelt biblioteksklargerings- og sekventeringshaendelse. Der var ingen indvirkning pa analysens
ydeevne og ingen evidens for interferens som reaktion pa nogen af de testede stoffer.
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Akvivalens for preveindeksering

TruSight Whole Genome giver mulighed for at veelge mellem fire 6-plex indekssaet til S2-kersler eller to 16-plex
indeksseaet til S4-sekventeringskerselskonfigurationer. Analysen viste sig at give tilsvarende ydeevne, nar
biblioteker sekventeres pa enten NovaSeq 6000Dx S2- eller S4-sekventeringskerselskonfigurationer.
Derudover viste bade S2- og S4-kerselskonfigurationerne sig at opna > 95 % af prgvebibliotekerne med en
daekning pa mindst 35,0x, nar de blev testet med de ordinerede indeksseet. Forskellige indekssaet og
puljeoprettelse, der bruges til sekventering pa S2- og S4-flowcellerne, kan saledes bruges omskifteligt for at
give skalerbarhed til at imgdekomme udsving i prevegennemstrgmning og give fleksibilitet i
laboratorieprocesser.

Analytisk ydeevne

Der blev udfert indledende karakteriseringsundersggelser for at bestemme konfidensniveaugraensevaerdien for
sma varianter, blindveerdigraensen/pavisningsgraensen for mitokondrie-SNV'er og sterrelsesgraensevaerdier for
nejagtig pavisning af STR-ekspansioner ved brug af TruSight Whole Genome-arbejdsgangen. Prgver, der
repraesenterede variantklasserne vurderet med TruSight Whole Genome blev inkluderet i evalueringen af
analytisk ngjagtighed og repetérbarhed, herunder intralaboratoriepraecision og ekstern reproducerbarhed.
Analytisk ydeevne rapporteres for sekventeringskersler og prever, der bestod alle kvalitetskontroller, bortset
fra de konstruerede blandingspraver, der blev brugt til at vurdere mitokondrie-SNV’er ved eller nzer
pavisningsgraensen, som ikke bestod kontamineringsmalingen. Resultaterne for hver af disse undersggelser
beskrives i afsnittene nedenfor.

Indledende karakteriseringsundersggelser

Bestemmelse af sma varianters konfidenssniveau

Til denne undersagelse blev en logistisk regressionsmodel treenet ved hjeelp af meget reproducerbare og
darligt reproducerbare variantsteder fra 96 replikater af NA12878 for at definere graensevaerdier for hgje,
medium og lave konfidensniveauer.

Haje konfidensbaser for en given varianttype er dem, hvor forventet reproducerbarhed inden for laboratoriet
opfylder eller overstiger 99 % for en given scoregransevaerdi, og procentdelen af ikke-N-baser, der opfylder
dette kriterium, overstiger 30 %. Hvis en lille varianttype ikke har en scoregraenseveerdi, der opfylder disse
kriterier, vil den padgaeldende varianttype ikke have et hgjt konfidensniveau. Intermedizere konfidensbaser er
dem, hvor forventet reproducerbarhed inden for laboratoriet opfylder eller overstiger 95 % for en given
scoregraenseveerdi og varianttype. Lave konfidensbaser er dem, hvor forventet reproducerbarhed inden for
laboratoriet er under 95 % for en given scoregreensevaerdi og varianttype. Variantbestemmelser for en bestemt
varianttype med et hgjt eller intermediaert konfidensniveau omfatter stgrstedelen af % ikke-N baserne (dvs.
eksklusive mellemrum) (se tabel 6) og demonstrerer hgj ydeevne, nar de vurderes i forhold til sma
variantsandhedssaet og i omfattende vurderinger af preecision inden for laboratoriet af NA12878-replikater.
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Varianttype Konfidensshniveau % ikke-N-baser
SNV Hoj 89,14 %
Intermediaer 3,30 %
Lav 7,56 %
Korte sletninger (1-5 bp) Hoj 90,88 %
Intermedieaer 2,45 %
Lav 6,67 %
Intermedieere sletninger (6-15 bp) Intermedieer 86,94 %
Lav 13.06 %
Lange sletninger (= 16bp) Intermediaer 85,42 %
Lav 14,58 %
Korte indseettelser (1-5bp) Haoj 88,94 %
Intermediaer 461%
Lav 6,45 %
Intermedieere indsaettelser (6-15bp) Intermedieer 89,37 %
Lav 10,63 %
Lange indsaettelser (= 16bp) Intermediaer 48,92 %
Lav 50,63 %

Bestemmelse af blindvaerdigraense/pavisningsgraense for mitokondrie-SNV

Undersggelser af blindveerdigraense (LoB) og pavisningsgraense (LoD) blev udfert for mitokondrie-SNV'er. For
mitokondrie-SNV-undersggelsen blev LoB vurderet ved hjeelp af loci, der ikke vides at have nogen variant (dvs.
referencebestemmelse). LoD defineres som mtDNA SNV-variantallelfrekvensen, for hvilken pavisningsraten for
den pageeldende variant er 95 %.

For at bestemme LoB og LoD for pavisning af heteroplasmatiske mtSNV'er blev grundigt karakteriserede gDNA-
prever fra to forskellige bloddonorer blandet i en titreringsundersggelse til fem fortyndingsniveauer med 20
replikater pr. fortyndingsniveau. Fortyndingsniveauerne blev designet til at malrette mtSNV-variantprocenter
(1,2-6 % VAF) til at efterligne forskellige niveauer af mitokondrie-heteroplasmi. Blandede gDNA-prgver blev
behandlet, og aflaesningerne blev down-samplet til at opna 500x gennemsnitlig mitokondriedaekning. | alt 42
konstruerede “heteroplasmiske” steder blev anvendt i nedstrems evaluering. En regressionsanalyse blev
anvendt til at estimere de pakraevede blandingsforhold til mal 1x LoD og 2x LoD for en delmaengde af mtSNV'er.

Positioner, hvor gDNA fra begge blodprgver har referenceallelgenotyper, blev evalueret for mtSNV-
bestemmelser, der passerede filteret med en ikke-referenceallel. Den falske positive rate blev beregnet som
0,8 % i overensstemmelse med en antagelse om nul-LoB i henhold til “Evaluation of Detection Capability for
Clinical Laboratory Measurement Procedures, CLSI EP17-A2-ED1:2012". Hver af de 42 positioner blev
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analyseret uafhangigt ved hjaelp af probitregression. LoD-veerdien blev defineret som den forventede VAF-
veerdi svarende til 95 % (C95) pavisningsraten. Den samlede rapporterede LoD-vaerdi, defineret som den 95.
percentil af LoD-vaerdierne fra sandhedsstederne, var 4,75 % VAF. Middelfordelingen af absolutte forskelle
mellem observeret og forventet VAF for alle observationer blev beregnet til at vaere 0,83 % med en avre 95 %
konfidensgraense pa 0,86 % VAF.

Bestemmelse af STR-ekspansionsgreenseveerdi

Pa grund af tekniske begraensninger i straeekningen af STRer, der overskrider sekventeringslaesningslaengden
(~135 bp), vil den observerede STR-leengde med TruSight Whole Genome ofte vaere en undervurdering af den
sande lzengde. Nar den sande STR-laengde overstiger medianvaerdien for fragmentleengde (~330 bp),
estimerer STR-laengden plateauer. Af denne grund vurderer TruSight Whole Genome et malrettet szt loci, for
hvilke analysen ngjagtigt kan skelne STR’er med observerede laengder inden for normal variation fra dem med
leengder, der er starre end observeret i en formodet sund population (“udvidet”) (se Tabel 2 for en liste over loci
vurderet af TruSight Whole Genome).

For at sikre en samlet negativ procentvis overensstemmelse (NPA) pa 95 % pa tvaers af alle STR-steder
vurderet med TruSight Whole Genome, blev pr.-loci-greenseveerdier for bestemmelse af en udvidet STR pa det
pageeldende sted fastsat til at opnd en gennemsnitlig NPA pa 99,94 % pr. sted. For at tage hejde for den
iboende variabilitet i estimaterne af STR-starrelse inden for en formodet sund population blev der fastsat
greenseveerdier baseret pa fordelingen af uafhaengigt observerede STR-leengder i det forelgbigt sunde 1000
Genomes Project-dataseet (2.504 prever fra forskellige populationer behandlet med DRAGEN 3.7.5 og
ExpansionHunter 4.0.2).%

For at bekreefte de greensevaerdier, der blev fastsat ved hjzaelp af 1000 Genomes Project-datasaettet, blev
ekstraheret gDNA fra 16 cellelinjereferenceprever (Center for Disease Control's Genetic Testing Reference
Material (Get-RM) Program) med en raekke uafhangigt estimerede STR-sterrelser behandlet med TruSight
Whole Genome. 10 biblioteksreplikater for hver af de 16 praver blev klargjort og testet af seks operatarer for i alt
960 observationer, og STR-stgrrelser blev uafhangigt estimeret for hvert replikat. Det observerede
preveniveau for falsk positiv rate pa tvaers af alle méalrettede loci var 0,35 %.

Detektionsgraensen (LoD) blev estimeret for de 28 malrettede STR-loci med de testede cellelinjer baseret pa
allelstarrelser observeret med TruSight Whole Genome og de forventede allelstorrelser baseret pa forudgdende
uafhaengig karakterisering (Tabel 11). For udvalgte loci blev der bestemt en pavisningsgraense for mere end én
STR pé det samme sted fori alt 35 STR'er. LoD er den estimerede starrelse, hvor den forventede STR-
ekspansion pavises for 95 % af alleler baseret pa en probitmodel med de bekraeftede greenseveerdier for at
skelne mellem normale og udvidede STR-storrelser. Dataene pa tvaers af alle steder med kendte allelstarrelser
blev samlet for at fa LoD-estimater for hvert sted baseret pa den stedspecifikke graensevaerdi for en udvidet
STR. Laengden af FMR1-gentagelsen blev systematisk undervurderet sammenlignet med andre STR’er og
kreevede en brugerdefineret model for at estimere LoD korrekt.

Bekraeftede stedspecifikke graensevaerdier for udvidede STR’er, estimeret forventet og observeret LoD for
malrettede steder og sygdomsgraensevaerdien baseret pa tilgaengelig litteratur (kun til illustrative formal) for
malrettede STR-steder tilvejebringes i Tabel 11. For STR-ekspansioner, som er laengere end den graenseveerdi,
der dikteres af aflaesningslaengden, og for hvilken den forventede laeengde ikke kan observeres direkte, anslar
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en observeret leengde en gennemsnitlig laengde, der ville blive observeret i Igbet af flere sekventeringskarsler.
For STR-ekspansioner, som er kortere end den greensevaerdi, der dikteres af aflaesningslaengden, er de
forventede og observerede laengder de samme.

Tabel 11 Oversigt over estimeret pavisningskapacitet for TruSight Whole Genome-malrettede STR-steder

. . Estimeret Estimeret
Udvidet STR-graenseveerdi .
. a o LoD LoD Sygdomsgraensevaerdi
Mal for locus (bp) baseret pa 1000 b
(forventet (observeret (aegte leengde, bp)

Genomes Project-datasaet
) laengde, bp) lengde, bp)

AFF2 168 266 221 6005
AR 114 115 115 1148
ATN1 90 92 92 13578
ATXN1 114 115 115 11478
ATXN10 200 298 233 399578
ATXN2 102 102 102 10578
ATXN3 135 189 182 18078
ATXN7 60 60 60 1117:8
ATXN7_GCC 93 101 101 /T
ATXN8OS 200 298 233 23778
ATXN8OS_CTA 90 92 92 /T
C9ORF72° 200 298 233 36091
CACNA1A 57 57 57 6078
CBL 171 281 227 2435
CNBP 192 308 237 300%™
CNBP_CA 102 102 102 /T
CNBP_CAGA 68 80 80 /T
CSTB 200 298 233 3481213
DIP2B 200 298 233 /T
DMPK 122 132 142 150"
FMR1 175 433 212 600915
FXN 102 102 102 1986116
FXN_A 200 298 233 /T
GLS 111 115 115 270%7
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Estimeret Estimeret
Udvidet STR-greenseveerdi ! ! .
o & o LoD LoD Sygdomsgraensevaerdi
Mal for locus (bp) baseret pa 1000 b
. (forventet (observeret (egte lengde, bp)
Genomes Project-dataseet
laengde, bp)  laengde, bp)
HTT 108 115 115 120%
HTT_CCG 42 42 42 /T
JPH3 99 101 101 123"
NIPA1 33 33 33 /T
NOP56 84 84 84 39002021
NOPS56_CGCCTG 24 24 24 /T
NOTCH2NL 129 175 174 2132223
PABPN1 27 27 27 /T
PHOX2B 60 60 60 75524
PPP2R2B 87 90 90 19878
TBP 129 175 174 13578

@ Loci med vekslende STR’er er annoteret med LOCI_<ALTERNATE_REPEAT> (f.eks. ATXN7_GCC).

b Sygdomsgraensevaerdier, der kun er angivet til illustrative formal baseret pa publiceret litteratur; I/T (ikke tilgaengelig) i

denne kolonne angiver, at STR muligvis ikke er forbundet med en publiceret patogen ekspansion.

€100 % af replikater af NA23378 paviste en STR-ekspansion i COORF72, hvilket tyder pa en tidligere ukarakteriseret

ekspansion pé det pdgeeldende sted i den pageeldende prave. Denne cellelinjeprave blev udelukket fra analysen.

4 Intermedizere ekspansioner kan ogsé veere forbundet med en feenotype.
Denne undersggelse viste lignende praecisions- og ngjagtighedsprofiler for STR-starrelsesestimater pa tvaers
af forskellige malrettede loci, hvor pavisningsgraensen for STR-ekspansioner i hgj grad drives af den valgte
greenseveerdi (baseret pa storrelsesfordelingen i 1000 Genomes Project-populationen) snarere end af forskelle i
pavisningsevne pa tveers af steder. Alle estimerede LoD-vzerdier i den forventede leengdeskala var sterre end
de laengder, der blev set hos formodet sunde populationer og lavere end mange publicerede
sygdomsgraenseveerdier, hvilket ger de tilknyttede greenseveerdier for STR-udvidelsesbestemmelse nyttige til
markering af gentagelsen ved et bestemt locus som potentielt udvidet. Greensevaerdier, der rapporteres her,
blev brugt til at vurdere ngjagtigheden af STR-ekspansionspavisning.

Nojagtighed

Analytisk ngjagtighed blev bestemt ved at sammenligne TruSight Whole Genome-variantbestemmelser med
resultater opndet ved hjaelp af alternative metoder. Referencemetoderne blev valgt pa grundlag af en betydelig
forskel sammenlignet med TruSight Whole Genome, som anvender Nextera™ Bead-Linked biblioteksklargaring,
sekventeringskemi baseret pé to farvestoffer pd NovaSeq 6000Dx og DRAGEN 3.9.5 til variantbestemmelse.
Der blev udfart en repreesentativ tilgang til validering af TruSight Whole Genome med praver, der
repraesenterede varianter pa tvaers af alle variantklasserne, der var inkluderet i analysens output. | alt 459
unikke prever, der bestod den analytiske QC, blev anvendt til at evaluere ngjagtigheden af TruSight Whole
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Genome. Prgverne blev testet pa tveers af tre partier biblioteksklargeringsreagenser og forbrugstoffer, fire
partier S4-sekventeringssaet, otte operatgrer, fem NovaSeq 6000Dx Instruments og to interne steder. 31
uafhangige bibliotekspuljer blev klargjort og sekventeret.

Felgende tabel angiver definitioner af malinger beregnet i forskellige ngjagtighedsstudier.

Betegnelse Definition

Lavere Ensidet 95 % lavere konfidensgraense ved brug af Wilson-metoden.
konfidensniveau (LCL)

Negativ procentvis Procentdel af negative steder som defineret af referencemetoden, der er
overensstemmelse overensstemmende identificeret som negative med TruSight Whole Genome.
(NPA)

Positiv procentvis Procentdel af varianter bestemt i referencemetoden, som bestemmes i
overensstemmelse overensstemmelse med TruSight Whole Genome.

(PPA)?

Teknisk positiv Procentdel af varianter bestemt med TruSight Whole Genome, som bestemmes i
preediktiv vaerdi overensstemmelse med referencemetoden.

(TPPV)3

' For pavisningsnegjagtighed af STR-ekspansion og pavisningsnegjagtighed af SMN1-allel, NPA = sand negativ/(sand negativ
+ falsk positiv).
2 For pavisningsnejagtighed af STR-ekspansion og pavisningsnegjagtighed af SMN1-allel, PPA = sand positiv/(sand positiv +
falsk negativ).
3 For pévisningsnegjagtighed af STR-ekspansion og pévisningsnegjagtighed af SMN1-allel, TPPV = sand positiv/(sand positiv
+ falsk positiv).

Nejagtighed af lille variant

Ngjagtigheden af bestemmelse af smé varianter blev vurderet ved hjeelp af genomisk DNA ekstraheret fra
perifert fuldblod fra 195 formodede sunde donorer. TruSight Whole Genome variantbestemmelser blev
sammenlignet med variantbestemmelser fra en klinisk valideret helgenomsekventeringstest udfert pa lllumina
Laboratory Services (ILS) CLIA Laboratory som referencemetode. Referencemetodens arbejdsgang for
helgenomsekventering bruger en ligeringsbaseret TruSeq™ PCR-fri biblioteksklargering, 4-farve
sekventeringskemi pa HiSeq™-sekventeringssystemet og DRAGEN 3.8.4 til variantbestemmelse. Indsaettelser
og sletninger > 31 bp i starrelse blev ikke karakteriseret i denne undersegelse, fordi de ikke blev valideret i
referencemetoden.

En oversigt over ngjagtighed for alle sma variantbestemmelser vises i Tabel 12 og Tabel 13.
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Tabel 12 TruSight Whole Genome Assay-ngjagtighed for sma varianter stratificeret efter konfidensniveau og -
storrelse (formodet sunde blodpraver)

Variantundert
ype

SNV'er

Kort
sletning (1-
5 bp)

Medium
sletning (6-
15 bp)

Lang
sletning
(16-31 bp)

Konfidenssniv
eau

Hoj

Intermediaer

Lav

Hoj

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Dokumentnr. 200050132 v00.1
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Overensstemme

nde
bestemmelser
for

referencemetode

261.728.580

6.677.589

6.864.840

11.978.745

2.875.258

1.802.544

858.673

145.618

344.168

54.444

Eksklusive
bestemmelser
for
referencemeto
de

1.573.877

421.718

3.251.709

201.783

45.290

228.582

20.079

28.300

14.334

23.438

Overensstemme

nde
bestemmelser
for analyse

261.603.149

6.519.811

6.649.756

12.246.922

3.050.170

1.966.974

860.493

157,398

336.976

53.835

Eksklusive
bestemmel
ser for
analyse

208.639

151.128

2.151.388

67.277

47.593

221.449

18.361

41.824

31.165

47.272

PPA
(LCL)

99,4 %
(99,4
%)

941 %
(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
%)

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
%)
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Variantundert
ype

Kort
indsaettelse
(1-5 bp)

Medium
indsaettelse
(6-15 bp)

Lang
indsaettelse
(16-31 bp)

Konfidenssniv
eau

Hoj

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Overensstemme
nde
bestemmelser
for
referencemetode

11.212.366

1.015.324

639.663

790.968

76.105

159.927

102.552

Eksklusive
bestemmelser
for
referencemeto
de

164.651

41.890

198.700

18.163

24.188

3.135

22.199

Overensstemme
nde
bestemmelser
for analyse

11.380.307

988.512

576.797

798.572

88.389

159.432

103.892

Eksklusive
bestemmel
ser for
analyse

49.776

36.051

180.458

17.1M

35.819

8.639

55.724

illumina

PPA
(LCL)

98,6 %
(98,5
%)

96,0 %
(96,0
%)

76,3 %
(76,2
%)

97,8 %
(97,7
%)

75,9 %
(75,7
%)

98,1 %
(98,0
%)
82,2 %
(82,0
%)

TPPV
(LCL)

99,6 %
(99,6
%)

96,5 %
(96,5
%)

76,2 %
(76,1
%)

97,9 %
(97,9
%)

71,2 %
(71,0
%)

94,9 %
(94,8
%)
651%
(64,9
%)

Tabel 13 Oversigt over TruSight Whole Genome NPA for bestemmelser af sma varianter stratificeret efter
konfidenssniveau

Konfidenssniveau

Hoj

Intermediaer

Lav

bestemmelser

202.276.243.790

3.307.740.675

3.653.569.580
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Overensstemmende negative

Referencemetode
Eksklusive negative

bestemmelser

127.465.816

77.650.177

439.038.662

NPA (LCL)

99,9 %;
(99,9 %)

97,7 %
(97,7 %)

89,3 % (89,3

%)
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Der blev udfert en supplerende ngjagtighedsundersagelse for at evaluere pavisning af sma varianter med
kommercielt tilgaengelige DNA-prover fra referencecellelinjer (Coriell Institute for Medical Research) med
velkarakteriserede bestemmelsessat genereret af Genome in a Bottle (GIAB) Consortium. Til dette forseg blev
GlAB-bestemmelsessattene brugt som referencemetode. Sandhedssaettet i disse prever omfatter
indseettelser og sletninger pa mere end 31 bp, sa sterre indseettelser og sletninger blev inkluderet i denne

vurdering. Disse prever inkluderede HG001-005 og NA24695 med resultaterne vist samleti Tabel 14.

Tabel 14 TruSight Whole Genome Assay-negjagtighed for sma varianter stratificeret efter konfidensniveau og -
starrelse (velkarakteriserede cellelinjepraver)

Variantunderty  Konfidenssnive

pe au
SNV'er Hoj
Intermediaer
Lav
Kort Haoj
sletning (1-
5 bp)
Intermediaer
Lav
Medium Intermediaer
sletning (6-
15 bp)
Lav
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Overensstemme
nde GIAB-
bestemmelser

21.431.369

908.172

720.717

1.080.383

423.547

263.828

142.671

86.174

Eksklusive
GIAB-
bestemmels
er

2.552

1.259

59.691

690

788

2.624

238

812

Overensstemme

nde

bestemmelser for

analyse

21.439.303

910.058

722.180

1.090.370

437.019

281.217

144.997

91.710

Eksklusive
bestemmels
er for
analyse

3.954

2.175

28.721

730

606

2.088

167

546

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
%)

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
%)
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Variantunderty
pe

Lang
sletning (=
16 bp)

Kort
indsaettelse
(1-5 bp)

Medium
indsaettelse
(6-15 bp)

Lang
indsaettelse
(= 16 bp)

Konfidenssnive
au

Intermediaer

Lav

Haj

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Intermediaer

Lav

Overensstemme
nde GIAB-
bestemmelser

34.414

9.985

927.288

158,346

93.857

91.117

37.925

11.081

14.086

Ngjagtighed af kopinummervariant

Eksklusive
GIAB-
bestemmels
er

315

393

221

294

2.402

116

745

46

607

Overensstemme
nde
bestemmelser for
analyse

34.580

10.212

925.787

137.081

75.687

89.054

36.670

11.110

14.312

Eksklusive
bestemmels
er for
analyse

55

106

271

250

1.427

60

406

17

262

illumina

PPA
(LCL)

99,1 %
(99,0
%)

96,2 %
(95,9
%)

99,9%

99,9%)

99,8 %
(99,8
%)

97,5 %
(97,4
%)

99,9 %
(99,9
%)

98,1 %
(98,0
%)

99,6 %
(99.
5%)
959 %
(95,6
%)

TPPV
(LCL)

99,8 %
(99,8
%)

99,0 %
(98,8
%)

99,9%

99,9%)

99,8 %
(99,8
%)

98,1 %
(98,1
%)

99,9 %
(99,9
%)

98,9 %
(98,8
%)

99,8 %
(99,8
%)
98,2 %
(98,0
%)

Ngjagtigheden af CNV-bestemmelsen blev vurderet ved hjaelp af den samme referencemetode og formodede
sunde bloddonorpraver (195), der blev brugt til at vurdere ngjagtigheden af bestemmelsen af sma varianter.
Hver CNV anses for at vaere registreret i bestemmelsessaettet, hvis mindst 50 % af denne CNV er daekket af
samlingen af CNV-bestemmelser af samme type (GEVINST/TAB) i det matchede bestemmelsesseet. TruSight
Whole Genome definerer et saet genomiske omréder, der er ekskluderet fra CNV-bestemmelse baseret pa en
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vurdering af pregvedata fra 1000 genomer og 77 formodede sunde bloddonorer ved hjeelp af malinger relateret
til deekningsdybdeudsving, deekningsafvigelsesudsving og mellemrum i daekningen for at fastsla omrader i
genomet, der ikke kan rapporteres for CNV. CNV-bestemmelse blev kun evalueret over genomiske omrader,
der var feelles for bade referencemetoden og TruSight Whole Genome. En oversigt over ngjagtighed for alle
CNV-bestemmelser vises i Tabel 15 og Tabel 16.

Tabel 15 TruSight Whole Genome Assay-ngjagtighed for CNV’er stratificeret efter starrelse og type

Overensstemm
ende
Storrel Tvpe bestemmelser
se yp for
referencemetod
e
10-25 GEVIN 443
kbp ST
TAB 4162
25-50 GEVIN 355
kbp ST
TAB 1.587
50-100 GEVIN 228
kbp ST
TAB 723

Dokumentnr. 200050132 v00.1
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Eksklusive
bestemmelse
r for
referencemet
ode

98

457

117

16

Overensstemm
ende
bestemmelser
for analyse

342

4.155

370

1.622

187

697

Eksklusive
bestemmel PPA TPPV
ser for (LCL) (LCL)
analyse
56 81,89 % 85,93
(79,01 %
%) (82,82
%)
679 90,11 % 85,95
(89,36 %
%) (85,11
%)
76 75,21 % 82,96
(71,81 %
%) (79,83
%)
7 99,00 99,57
% %
(98,50 (99,21
%) %)
20 > 90,34
99,99 %
% (86,42
(98,83 %)
%)
6 99,31% 99,15 %
(98,60 (98,36
%) %)
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Overensstemm .
ende Eksklusive Overensstemm  Eksklusive
bestemmelse
Storrel Type bestemmelser  for ende bestemmel PPA TPPV
se for bestemmelser ser for (LCL) (LCL)
referencemet
referencemetod ode for analyse analyse
e
=100 GEVIN 371 1 335 5 99,73 98,53
kbp ST % %
(98,80 (97,01
%) %)
TAB 541 23 569 1 95,92 99,82
% %
(94,32 (99,22
%) %)
Samlet GEVIN 1.397 216 1.234 157 86,61% 88,71%
(alle ST (85,15 (87,24
CNV’er %) %)
210 15 7.013 501 7.043 693 93,33 91,04 %
kbp) % (90,49
(92,84 %)
%)
Tabel 16 Oversigt over TruSight Whole Genome NPA for CNV-bestemmelser
Overensstemmende  Eksklusive negative Eksklusive NPA
Starrelse Type negative bestemmelser for bestemmelser (LCL)
bestemmelser referencemetode for analyse
Samlet (alle  GEVINST  548.478.033.220 5.701.3M 6.400.382 >
CNV’er =10 99,99 %
kbp) (>
99,99 %)
TAB 548.591.794.675 11.719.913 8.543.877 >
99,99 %
(>
99,99 %)

Kersler for ngjagtighed af homozygositet

Teknisk positiv preediktiv veerdi (TPPV) for ROH-bestemmelser blev vurderet ved hjeelp af den samme
referencemetode og formodet sunde bloddonorpraver (195), der blev anvendt til vurderingerne af sma
varianter og CNV-ngjagtighed. ROH-haendelser blev bestemt ved at identificere regioner i genomet, der
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indeholdt en sekvens af homozygote SNV-bestemmelser, som manglede heterozygote SNV’er eller lange
mellemrum uden varianter. Sddanne kimregioner blev derefter udvidet til venstre og hejre og vurderet for
omgivende homozygote bestemmelser eller tilstedeveerelse af heterozygote SNV’er. ROH-haendelser pavist af
TruSight Whole Genome blev sammenlignet med SNV-bestemmelser fra referencemetoden. En oversigt over
TPPV for ROH-bestemmelser er visti Tabel 17.

Tabel 17 TruSight Whole Genome-ngjagtighed for ROH-haendelser stratificeret efter starrelse

Storrelse TPPV Mean 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 %

Positiv procentvis overensstemmelse (PPA) for ROH-pavisning blev bestemt i eksterne kliniske prever ved at
sammenligne TruSight Whole Genome-bestemmelser med ROH-bestemmelser fra ortogonale metoder,
herunder kromosomal mikroarray og PCR-baseret vurdering. En ROH-haendelse blev anset for at vaere pavist,
hvis mindst 50 % af regionen, der blev rapporteret som ROH efter ortogonal metode, overlappede samlingen af
ROH-haendelser bestemt af TruSight Whole Genome. PPA mellem TruSight Whole Genome Assay og ortogonale
metoder var 34/34 (100 %) for alle forventede ROH-handelser (= 4 Mb).

Heteroplasmisk mitokondrie SNV-ngjagtighed

Ngjagtigheden af mtSNV-bestemmelsen blev vurderet i 41 tidligere gemte kliniske prever fra eksterne centre.
Hver klinisk preve indeholdt en tidligere rapporteret mtSNV pa et defineret sted og med en defineret grad af
heteroplasmi baseret pa mtDNA-malrettet kendt analyse med heteroplasmi (MITOP). Allelfrekvenser estimeret
med TruSight Whole Genome var staerkt korreleret med de forventede frekvenser som forudsagt af MITOP. Alle
forventede mtDNA SNV'er blev pavist, hvilket resulterede i en PPA pa 100 % (41/41).
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Figur 3 TruSight Whole Genome-observerede mitokondrie SNV-allelfrekvenser kontra forventet
allelfrekvenser

Mitckondrie-SNV allelfrekvenser i
kliniske prover

TSWIG observerat allelfrekvens

025 0,54 DS 1 )
Forventet allelfrekvens

Der blev udfart en yderligere mtSNV-ngjagtighedsundersagelse med de samme 195 blodpraver og
referencemetode, som er beskrevet i undersggelserne af ngjagtighed i sméa varianter og CNV. Det negative
referencesaet blev defineret som sikre ikke-variante bestemmelser (PASS-filter), og det positive referenceseet
blev defineret som mtSNV-bestemmelser med en allelfrekvens > 2,5 %. Positioner med enten et ikke-passeret
filter eller en ikke-SNV-variantbestemmelse blev udelukket. En oversigt over ngjagtighed for mtSNV'er vises i
Tabel 18.

Tabel 18 TruSight Whole Genome-ngjagtighed af mtDNA SNV-bestemmelser

Anal Anal L
Referenceme Referenceme Nojagtigh
Referencem yse Referencem yse
L. tode tode eds-
Nojagtigheds etode ekslu etode ekslu one
ons overensstem ] ) overensstem ] ) malingsv
maling eksklusiv siv eksklusiv Siv .
mende ositiv ositi mende negativ nega serdi
positiv P P negativ 9 .g (LCL)
\' tiv
PPA 6875 0 /T /T /T /T > 99,99 %
(99,96 %)
TPPV 6875 /T 6 T /T T 99,91 %
(99,83 %)
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Anal Anal N
Referenceme Referenceme Ngjagtigh
Referencem yse Referencem yse
L tode tode eds-
Nojagtigheds etode ekslu etode ekslu ore
o, overensstem . . overensstem . . malingsv
maling eksklusiv siv eksklusiv siv .
mende ositiv ositi mende negativ nega erdi
positiv P P negativ 9 'g (LCL)
v tiv
NPA /T /T /T 3171049 24268 2056 99,24 %

4 (99,23 %)

Ngjagtighed af STR-ekspansionspavisning

Ngjagtigheden af STR-ekspansionspavisning blev baseret pa i alt 160 prever klargjort ved ekstraktion af gDNA
fra klinisk berarte personer med ekspansioner pa specifikke steder, der blev bekraeftet ved PCR/Repeat-Primed
(RP)-PCR eller Southern Blot udfart i et CLIA-laboratoriemiljg. De graensevaerdier, der er fastsat i Tabel 11 blev
brugt til at definere STR-status for en allel ved et specifikt locus som normalt (estimeret STR-starrelse mindre
end eller lig med gransevaerdien) eller udvidet (storre end greensevaerdien).

PPA blev beregnet ved hjeelp af udelukkende klinisk bekraeftede praver, NPA blev beregnet ved hjeelp af
udelukkende individuelle formodet sunde blodpraver, og TPPV blev beregnet pa tveers af begge prevegrupper.
For alleler, hvor en klinisk bekraeftet prave ikke var tilgeengelig, kunne PPA ikke beregnes. For alleler, hvor en
klinisk bekraeftet preve ikke var tilgaengelig, og der ikke var falsk positive bestemmelser, kunne TPPV desuden
ikke beregnes. NPA blev beregnet for alle STR-ekspansioner. Antallet af testede kliniske prgver for en given
STR-ekspansion og nejagtighedsmalinger er angivet i Tabel 19.

Tabel 19 TruSight Whole Genome-ngjagtighedsmalinger for STR-ekspansioner

STR-ekspansion Testede kliniske prever PPA TPPV NPA
AFF2 0 /T /T >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 /T /T >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 /T /T >99,99 %
ATXN8OS 0 /T 0,00 % 99,74 %
ATXN8OS_CTA 0 /T /T >99,99 %
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STR-ekspansion Testede kliniske prever PPA TPPV NPA
C90RF72 21 > 99,99 % > 99,99 % > 99,99 %
CACNA1A 5 > 99,99 % 83,33 % 99,74 %

CBL 0 /T /T >9999 %
CNBP 0 /T /T >99,99 %
CNBP_CA 0 /T /T > 99,99 %
CNBP_CAGA 0 I/T I/T > 99,99 %
CSTB 0 /T 0,00 % 99,74 %
DIP2B 0 /T 0,00 % 99,74 %
DMPK 42 > 99,99 % > 99,99 % > 99,99 %
FMR1 47 >999% > 99,99 % > 99,99 %
FXN 0 /T 0,00 % 99,74 %
FXN_A 0 /T /T >99,99 %
GLS 0 /T /T >99,99 %
HTT 10 > 99,99 % 83,33 % 99,49 %
HTT_CCG 0 /T /T > 99,99 %
JPH3 0 /T /T >99,99 %
NIPA1 0 /T /T > 99,99 %
NOP56 0 I/T /T > 99,99 %
NOP56_CGCCTG 0 /T /T > 99,99 %
NOTCH2NL 0 /T /T >99,99 %
PABPN1 0 /T /T >99,99 %
PHOX2B 0 I/T /T > 99,99 %
PPP2R2B 0 /T /T >9999 %
TBP 0 /T /T >99,99 %
ALLE 160 98,12 % 92,35% 99,94 %

Vurderingen af den samlede PPA for STR-ekspansionspavisning pa tveers af alle loci repraesenterer en god
tilnaermelse af den locusspecifikke PPA ved hjeelp af de tilgaengelige kliniske praver. Vurdering af PPA specifikt
for FMR1 locus kan tjene som en nedre graense for PPA af loci, der ikke var direkte profileret pa grund af sin
store graenseveerdi for STR-stgrrelsesabnormitet.

Ngjagtighed af SMN1-allelpavisning
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Pavisningsnejagtigheden for fraveeret af C-allelen i SMN1 (NM_000344.3:¢.840C) blev vurderet i 26 kliniske
prover fra tilfeelde med diagnose pa spinal muskelatrofi (SMA) og homozygot tab af exon 7 i SMN1 bekraeftet
ved digital drabe-PCR eller MLPA. Pavisningsngjagtigheden for identificeret tilstedevaerelse af SMN1 ¢.840C-
allelen blev vurderet i formodet sunde individuelle blodpraver. Hver prave fik tildelt en enkelt statistisk maling
(sand positiv (TP), falsk positiv (FP), falsk negativ (FN) eller sand negativ (TN)) baseret pa den péviste
tilstedeveerelse (negativ SMA-status) eller fravaer (positiv SMA-status) af C-allelen ved positionen ¢.840 p3
SMN1-genet sammenlignet med den forventede status. PPA-, TPPV- og NPA-estimater blev udarbejdet pa
tveers af bade det positive og negative prevesaet (se Tabel 20).

Tabel 20 Ngjagtighedsmalinger for pavisning af fravaer af SMN1 ¢.840C-alleler

Ngjagtighedsmaling TP FP TN FN Najagtighed af metrisk veerdi
PPA 26 I/T /T 0 >99,99 %
TPPV 26 0 /T /T > 99,99 %
NPA /T 0 195 /T > 99,99 %

Repeterbarhed

Intralaboratoriepraecision

Intralaboratoriepraecision blev evalueret ved hjzelp af ekstraheret gDNA med en raekke kendte varianter pa
tvaers af genomet. Disse omfattede mtSNV'er i neerheden af og et godt stykke over LoD, prever indeholdende
SMN1 c.840C-allelen og prgver med gentagne FMR- og HTT1-ekspansioner ved leengder i neerheden af og et
godt stykke over LoD. Prgverne blev testet ved hjeelp af ni unikke betingelser, der var designet med tre
operaterer, tre biblioteksklarggringsreagenspartier, tre forbrugsstoffer til sekventering og tre
sekventeringsinstrumenter.

Hver prave blev kert i duplikat pad samme kersel for at vurdere variation inden for kerslen, og hver testcase blev
testet to gange for to kersler pr. betingelse for variation mellem kersler. Hver pr@ve blev vurderet ved hjalp af
36 observationer, og designet gav 18 frihedsgrader til at vurdere repeterbarhed. Listen over panelelementer,
prevetype og vurderede varianter pr. panelmedlem vises i Tabel 21. Prgve 1-4 og 9-12 blev afledt af bade
maend og kvinder af selvidentificeret kaukasisk, afrikansk og asiatisk afstamning for at give et forskelligartet
prevesat.
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illumina

Tabel 21 Prgvesammenseetning af panel anvendt til undersggelse af intralaboratoriepreecision

Panel Prevenr.

A 1

Provetype
gDNA fra blod

gDNA fra blod

gDNA fra blod

gDNA fra blod

Konstrueret blanding af gDNA fra blod
Konstrueret cellelinje NA20241

Konstrueret cellelinje NA20208

Konstrueret cellelinje NA23686

Dokumentnr. 200050132 v00.1
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Varianter

Sma varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Smé varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedeveerelse af SMN1
c.840C

Smé varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Sma varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Mitokondrie-SNV’er ved lavt LoD-niveau

STR ekspanderet i FMR1-loci ved lavt LoD-
niveau

STR ekspanderet i HTT-loci ved lavt LoD-
niveau

Fraveer af SMN1 ¢c.840C
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Panel Prevenr.
B 9

10

1

12

13

14

15

16

Provetype
gDNA fra blod

gDNA fra blod

gDNA fra blod

gDNA fra blod

Konstrueret blanding af gDNA fra blod
Konstrueret cellelinje NA07862

Konstrueret cellelinje NA20253

Konstrueret cellelinje NA03814

Heojt LoD-niveau: Variant allelfrekvens ca. ved 2,0x — 4,0x LoD.
Lavt LoD-niveau: Variant allelfrekvens ca. ved 1,0x — 1,5x LoD.
TResultater for NA20241 blev ikke rapporteret i endeligt antal, da det blev bestemt til at vaere signifikant under 1,0x LoD og
derfor ikke opfyldte prevekravene.

illumina

Varianter

Smé varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Sma varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Sma varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedevaerelse af SMN1
c.840C

Smé varianter, CNV, ROH, STR ikke
ekspanderet, tilstedeveerelse af SMN1
c.840C

mtSNV'er ved hgjt LoD-niveau

STR ekspanderet i FMR1-loci ved hgjt LoD-
niveau

STR ekspanderet i HTT-loci ved hgjt LoD-
niveau

Fraveer af SMN1¢.840C

| den kvalitative vurdering rapporteres reproducerbarhedsmalinger, der behandler varianterne som kvalitative
enheder (variant til stede eller variant ikke til stede). Forskellige definitioner af positive eller negative
bestemmelser og forskellige kvalitative malinger blev vurderet og rapporteret for hver varianttype (Tabel 22).
Ved vurdering af reproducerbarhed af sma varianter, CNV- og ROH-bestemmelser blev
variantbestemmelserne, der blev foretaget i et karakteriseringskerselsreplikat, anvendt for hver preove, der
fungerede som komparatorpunkt for alle andre replikater af den pdgaeldende preve i undersggelsen.
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Tabel 22 Oversigt over kvalitativ vurdering af reproducerbarhed for hver varianttype

Varianttype

Sma
varianter

CNV'er

ROH

STR-
ekspansion

Pavisning af
SMN1
c.840C

Positive

Variantbestemmelse
r passerer filtre

CNV-bestemmelse
passerer filtre

ROH-bestemmelser

Prove med STR-
ekspansion i mindst
ét malrettet locus

Preve uden C-allelen
ved c.840-
positionen af SMN1
(SMA positiv)

Dokumentnr. 200050132 v00.1
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Negative

Homozygote
referencebestemmelse
r passerer filtre

Genomiske positioner,
der ikke overlapper et
passerende
kopinummervariantvalg

Genomiske positioner,
der ikke overlapper en
ROH-bestemmelse

Prgve uden
ekspansioner i nogen
af de mélrettede loci

Preve indeholdende
mindst én kopi af C-
allelen ved c.840-
positionen af SMN1
(SMA negativ)

Type af
sammenligning

Overensstemmelse
med
bestemmelsessaet fra
indledende
karakteriseringskersle
r

Overensstemmelse
med
bestemmelsessaet fra
indledende
karakteriseringskearsle
r

Overensstemmelse
med
bestemmelsessat fra
indledende
karakteriseringskarsle
r

Overensstemmelse
med prgvestatus
defineret ved
karakterisering af
prave ved ortogonal
analyse

Overensstemmelse
med prgvestatus
defineret ved
karakterisering af
prave ved ortogonal
analyse

illumina

Kvalitative
malinger

Gennemsnitlig
positiv
overensstemmels
e (APA) og
gennemsnitlig
negativ
overensstemmels
e (ANA)

APA 0g ANA

APA og ANA

Procentdel
positive
bestemmelser
(PPC) og
procentdel
negative
bestemmelser
(PNC)

PPC og PNC
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. - . Type af Kvalitative
Varianttype Positive Negative L. o
sammenligning malinger
mtSNV Mitokondrie-SNV- Ikke-variant position i Overensstemmelse PPC og PNC
bestemmelser mitokondriekromosom  med variant- og ikke-
passerer filtre passerer filtre variantbestemmelser
foretageti

ufortyndede praver

Den kvantitative vurdering af de forskellige varianttyper involverede en variabilitetsevaluering af enten
kvantitative malinger, der understatter de kvalitative malinger, eller, i tilfeelde af sma varianter, af
aftalemalingerne i forhold til et referencevalgsaet. Denne undersggelse udferte bade en vurdering af den
samlede variabilitet i kvantitative malinger pa tvaers af replikater samt bidraget fra forskellige faktorer, der er
inkluderet i undersggelsen, til variabiliteten i sddanne kvantitative malinger via varianskomponentanalyse. Tabel
23 sammenfatter de kvantitative malinger, der anvendes i analysen af hver varianttype, samt de faktorer, der
blev vurderet for bidrag til variabilitet i den kvantitative maling.

Tabel 23 Oversigt over kvantitative malinger anvendt til vurdering af preecision for forskelsvarianttyperne
Varianttype Kvantitative malinger Faktorer vurderet for bidrag til variabilitet

Sma varianter APA og ANA Operater, biblioteksklargaringssaetparti, instrument,
sekventeringsforbrugsstofparti, variantundertype,
genomisk kontekst

CNV'er Normaliseret daekningsdybde over Operater, biblioteksklargaringssaetparti, instrument,
CNV-omrade sekventeringsforbrugsstofparti, variantundertype,
variantleengde

ROH ROH-score over ROH-omradet Operatar, biblioteksklargeringssaetparti, instrument,
sekventeringsforbrugsstofparti, variantundertype,
variantlaengde

STR- Estimeret STR-starrelse Operater, biblioteksklarggringssaetparti, instrument,

ekspansion sekventeringsforbrugsstofparti, STR-sted, STR-
laengde

Pavisning af Log-Likelihood forhold for Operater, biblioteksklargaringssaetparti, instrument,

SMN1¢.840C tilstedeveerelsen af sekventeringsforbrugsstofparti, SMA-status

referenceallelen (C) pa
malpositionen

Mitokondrie-  Variantallelfrekvens Operater, biblioteksklarggringssaetparti, instrument,
SNV sekventeringsforbrugsstofparti, variantposition,
forventet variantallelfrekvens
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Resultaterne for varianskomponentanalysen vises i Tabel 24. For smé varianter blev sterstedelen af variansen
tilskrevet residualfejl og ikke forklaret af de analyserelaterede faktorer, der er inkluderet i designet, herunder
sekventeringssaetparti, sekventeringsinstrument, biblioteksklargeringssaetparti, operater og kaersel, der skulle
keres. Den ene undtagelse blev observeret for SNV'er i intermediaere konfidensomrader, for hvilke sterstedelen
af variansen blev tilskrevet sekventeringssastpartiet. Generelt blev en stgrre meengde varians tilskrevet
analyserelaterede faktorer for sma varianter i lavkonfidensomrader i genomet. For alle andre varianttyper blev
sterstedelen af variansen tilskrevet residualfejl og ikke analyserelaterede faktorer. Denne undersggelse viser,
at filtrering for omrader med hgj og intermedieer konfidens i genomet for de fleste sma variantundertyper kan
anvendes til at @ge repeterbarheden og mindske analysens variabilitet. Ekstern reproducerbarhed pa side 63
giver en omfattende analyse af analysens reproducerbarhed.
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Tabel 24 Resultater af undersggelse for varianskomponentanalyse

Maling

APA

ANA

Variantundertype

Kort sletning
(1-5 bp)

Medium
sletning
(6-15 bp)

Lang sletning
(16-31 bp)

Kort

indseaettelse
(1-5 bp)

Medium
indsaettelse
(6-15 bp)

Lang
indseettelse
(16-31 bp)

SNV

SNV

Konfidenss
niveau

Haoj
Intermediaer
Lav

Intermediaer
Lav

Intermedizer
Lav
Hoj
Intermediger
Lav

Intermediecer
Lav
Intermedieer
Lav

Hoj
Intermediger
Lav
Hgj
Intermedieer

Lav

Rest

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 %
7971 %
56,63 %
55,07 %
28,53 %
51,78 %

Sekventeringssaet
parti

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 %

Kor-til-
karsel

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 %
201 %
9,76 %

Instrument

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 %

Biblioteks
klargeringssaet
parti

313 %
291 %
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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Maling

Dybde

Variantundertype

CNV GEVINST
(10 kbp, 25
kbp)

CNV GEVINST
(25 kbp, 50
kbp)

CNV GEVINST
(50 kbp, 100
kbp)

CNV GEVINST
(100 kbp, 500
kbp)

CNV TAB
(10 kbp, 25
kbp)

CNV TAB
(25 kbp, 50
kbp)

CNV TAB (50
kbp, 100 kbp)

CNV TAB (100
kbp, 500 kbp)

Konfidenss
niveau

I/T

I/T

/T

/T

I/T

I/T

I/T

I/T

Rest

73,28 %

72,99 %

66,40 %

43,51 %

83,41 %

84,67 %

84,16 %

81,25 %

Sekventeringssaet
parti

2,87 %

5,25 %

5,16 %

14,92 %

0,00 %

1,20 %

2,43 %

5,22 %

Keor-til-
korsel

0,00 %

0,00 %

0,00 %

14,01 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Instrument

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,20 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Biblioteks
klargeringssaet
parti

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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Maling

Score over
omrade

Variantundertype

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

Konfidenss
niveau

I/T

/T

I/T

I/T

/T

/T

Rest

74,32 %

84,78 %

84,92 %

85,63 %

85,76 %

84,81%

Sekventeringssaet
parti

1,65 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Keor-til-
korsel

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Instrument

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

0,00 %

Biblioteks
klargeringssaet
parti

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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Maling

Storrelsesestimat

for STR loci’

Log-likelihood-
ratio

VAF

Variantundertype

AFF2
ATXN7
ATXN7_GCC
CNBP
CNBP_CA
CSTB
DIP2B
FMR1
FXN_A

HTT
HTT_CCG
NOTCH2NL
TBP

c.840Ci
NA03814

c.840Ci
NA23686

mtSNV’er naer
LOD

Konfidenss
niveau

I/T
/T
/T
I/T
I/T
/T
/T
I/T
I/T
/T
/T
I/T
I/T
/T

I/T

I/T

Rest

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 %

Sekventeringssaet
parti

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 %

Keor-til-
korsel

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 %

"Varianskomponentanalyse blev ikke udfert for loci, for hvilke der ikke blev observeret varians.

Instrument

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 %

Biblioteks
klargeringssaet
parti

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 %
0,1 %

0,00 %
0,95 %
1,37 %

1,97 %

0,00 %
0,00 %
0,00 %
15,32 %

6,46 %

0,05 %
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Indlaegsseddel

Ekstern reproducerbarhed

Ekstern reproducerbarhed blev bestemt ved hjzelp af et enkelt parti biblioteksklargerings- og
sekventeringsreagenser pa tre eksterne forsegscentre med to operatarer pa hvert center. De samme prover,
der blev brugt i undersegelsen af Intralaboratoriepraecision pa side 53 (Tabel 21), blev brugt i
reproducerbarhedsundersagelsen med én undtagelse: praven NA20241 blev erstattet med NA20239 for at
evaluere FMR1 loci STR-ekspansionen ved lav LoD. | alt blev 16 unikke prgver testet som to underpaneler med
otte unikke prever hver (panel A og panel B) af hver operater pa hvert center. Der blev udfert tre
sekventeringskarsler for duplikerede biblioteker i hvert underpanel til i alt 36 sekventeringskearsler pr. unik
preve.

Prgvebestaelsesraten pa tvaers af 576 prevebiblioteker med gyldige sekventeringskersler, defineret som
antallet af praver, der bestod prevebibliotekets QC-maélinger i farste forseg, var 99,1 % (571/576; 95 % Cl:
98,0 %, 99,6 %). Alle testresultater er baseret pa initial testning.

Reproducerbarheden af SNV'er, indseettelser, sletninger, CNV’er og ROH blev vurderet ved at sammenligne
data med et referencebestemmelsessaet baseret pa normal ydeevne pa tveers af tre karakteriseringskarsler
(Tabel 25 og Tabel 26). Reproducerbarheden af STR-ekspansioner, fraveeret af SMN1 ¢.840C-allelen og
mtSNV’er blev vurderet ved at sammenligne data med kendt status (Tabel 27).
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Tabel 25 Reproducerbarhed af TruSight Whole Genome for SNV’er, CNV’er og ROH

Overensstemmende positive bestemmelser’ /

Varianttype - stratificering Positive bestemmelser?

Center 1 Center 2 Center 3
Sma varianter (hoj konfidens)
SNVer 687.996.150 / 666.509.635 / 688.001.697 /
688.770.402 667.253.493 688.766.887
Indsaettelser — 1-5 bp 34.087.135 33.025.772 34.089.204
34.137.298 33.073.087 34.137.792
Sletninger - 1-5 bp 44.096.186 / 42.733.935/ 44.102.515
44.255.442 42.883.089 44.256.695

Sma varianter (intermedizer konfidens)

SNV’er 42.238.226 / 40.920.370/ 42.236.751/
42.737.228 41.391.560 42.725.827

Indsaettelser — 1-5 bp 11.075.073 / 10.734.488 / 11.080.468 /
11.204.210 10.855.790 11.204.818

Indsaettelser — 6-15 bp 4.307.181/ 4.173.626/ 4.308.408 /
4.339.975 4.205.261 4.340.277
Indsaettelser — = 16 bp 611.952/ 593.114/ 612.222/

632.214 612.877 632.498

Sletninger -1-5 bp 24.571.502/ 23.814.655/ 24.586.095/
24.851.492 24.076.930 24.855.041

Sletninger -6-15 bp 8.737.319/ 8.473.410/ 8.746.773 |
8.900.796 8.624.403 8.902.016
3.779.907 3.662.448 3.780.659

Sma varianter (lav konfidens)

SNV'er 78.507.103 / 76.365.789 / 78.863.977 /
96.859.682 94.066.720 97.058.652

Gennemsnitlig positiv overensstemmelse ( %)
(95 % CI)3

99,9
(99,9-99,9)
99,9
(99,9-99,9)
99,6
(99,6-99,6)

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

81,2
(81,2-81,2)
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Varianttype - stratificering

Indsaettelser —1-5 bp
Indsaettelser - 6-15 bp
Indsaettelser — = 16 bp
Sletninger —1-5 bp
Sletninger —6-15 bp
Sletninger - =16 bp
CNV’er - gevinster = 10 kbp
CNV’er - tab = 10 kbp

ROH - = 500 kbp

Overensstemmende positive bestemmelser’ /

Center 1

17.312.805/
19.370.351
5.543.985/
6.529.886
3.284.197/
4.275.286
31.659.416 /
34.194.748
9.189.220/
9.987.568
3.335.400/
3.909.364
7.883/
8.275
11.517/
12.089
6.641/
6.765

Positive bestemmelser?
Center 2

16.859.987 /
18.807.745
5.404.652/
6.338.556
3.205.165/
4.158.315
30.751.952/
33.158.757
8.928.794 /
9.684.179
3.241.968/
3.791.331
7.664/
8.012
11.248 /
1.777
6.519/
6.663

Center 3

17.406.355/
19.418.516
5.584.241/
6.550.066
3.314.025/
4.298.399
31.746.379 /
34.226.245
9.217.516 /
9.995.101
3.346.219/
3.912.857
7.916/
8.282
11.516 /
12.113
6.616 /
6.756

Gennemsnitlig positiv overensstemmelse ( %)
(95 % CI)3

89,6
(89,5-89,6)
85,1
(85,1-85,2)
77,0
(77,0-77,0)
92,7
(92,7-92,7)
92,1
(92,1-92,2)
85,4
(85,4-85,5)
95,5
(95,2-95,8)
95,3
(95,1-95,5)
98,0
(97,8-98,2)

T Samlet antal overensstemmende positive bestemmelser = foresporgsel overensstemmende positiv (QCP) + reference overensstemmende positiv

(RCP).

2 Samlet antal positive bestemmelser = forespergsel overensstemmende positiv (QCP) + forespergsel eksklusiv positiv (QEP) + reference
overensstemmende positiv (RCP) + reference eksklusiv positiv (REP).
395 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjaelp af Wilson-scoremetoden.
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Overensstemmende negative

] Gennemsnitlig negativ overensstemmelse
bestemmelser' /
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Varianttype - stratificering . (%)
Negative bestemmelser?
(95 % CI)®
Center 1 Center 2 Center 3
Sma varianter (hej konfidens) 486.282.620.918/  470.948.205.740/  486.285.759.770 >99,9
486.388.081.375 471.054.131.230 486.389.857.817 (>99,9->99,9)
Sma varianter (intermediaer 17.249.915.828 / 16.699.106.194 / 17.253.834.878 / 99,0
konfidens) 17.427.817.811 16.874.794.553 17.429.035.482 (99,0-99,0)
Sma varianter (lav konfidens) 24.072.615.254/  23.454.103.344 24.180.801.788 / 94,0
25.608.493.410 24.947.163.687 25.695.956.102 (94,0-94,0)
CNV'er — gevinster = 10 kbp 592.486.270.144/  573.973.293.084/  592.487.297.632/ >99,9
592.500.222.476 573.985.772.396 592.500.614.241 (>99,9->99,9)
CNVer —tab = 10 kbp 502.548.802.882/  574.030.570.254/  592.547.683.360 / >99,9
592.559.825.216 574.041.311.257 592.559.141.007 (>99,9->99,9)
ROH - = 500 kbp 542.968.586.606/  525.724.060.526/  543.014.319.116 / 99,2
547.402.885.905 530.011.754.808 547.444.495.449 (99,2-99,2)

TSamlet antal overensstemmende negative bestemmelser = 2 x overensstemmende negative (CN).
2 Samlet antal negative bestemmelser = 2 x overensstemmende negativ (CN) + reference eksklusive negativ (REN) + eksklusive forespergsel negativ

(QEN).

395 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjaelp af Wilson-scoremetoden.
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Tabel 27 Reproducerbarhed af TruSight Whole Genome for STR’er, SMN1 og mtSNV’er

Samlet antal Positive bestemmelser Samlet antal
Varianttype - forventede forventede
stratificering positive Center Center Center negative
bestemmelser 1 2 3 bestemmelser
STR-ekspansioner — Hgjt pavisningsniveau (2x-4x LOD)
STR- 35 12 1 12 /T
ekspansioner
-FMR1
STR- 36 12 12 12 /T
ekspansioner
-HTT
STR- 71 24 23 24 /T
ekspansioner
-FMR1 0og
HTT
kombineret

STR-ekspansioner - Lavt pavisningsniveau (1x-1,5x LOD)

STR- 36 1 10 1
ekspansioner
-FMR1

STR- 36 12 12 12
ekspansioner
-HTT

I/T

/T

Negative bestemmelser

Center 1

I/T

/T

/T

I/T

/T

Center 2

I/T

/T

/T

I/T

/T

Center 3

/T

/T

/T

/T

/T

Procentdel af Procentdel af

positive negative
bestemmelser bestemmelser
(%) (%)
(95 % CI)? (95 % CI)?
100 /T
(90,1-100)
100 /T
(90,4-100)
100 T
(94,9-100)
88,9 /T
(74,7-95,6)
100 /T
(90,4-100)

1losu| abeyoed awouas) ajoym ybisnit



'ONY9 MSILSONOVIA OYLIA NI IL

L’00A 2€10S000¢ "Jupuswnmiod

68 1€ 89

Procentdel af Procentdel af

Samlet antal Positive bestemmelser Samlet antal Negative bestemmelser . )
Varianttype - forventede forventede positive hegative
stratificering positive Center Center Center negative bestemmelser bestemmelser
bestemmelser ; . . bestemmelser CENter1 Center2  Center3 (%) (%)

(95 % CI)? (95 % CI)’

STR- 72 23 22 23 /T /T /T /T 94,4 % T

ekspansioner (86,6-97,8)

-FMR1 og

HTT

kombineret

STR- /T /T /T /T 285 96 93 96 /T 100

ekspansioner (98,7-100)

— 28 primeere

mal STR-loci

kombineret

Fraveer af 71 24 24 23 285 96 93 96 100 100

SMN1 (94,9-100) (98,7-100)

c.840C

mtSNV’er - 1080 360 360 360 457.524 152.491 152.489 152.484 100 > 99,9

hejt niveau (99,6-100) (>99,9->

(2x-4x LOD) 99,9)

mtSNV’er - 1080 360 359 360 457.524 152.481 152.489 152.483 99,9 > 99,9

lavt niveau (99,5-99,9) (>99,9->

(1x-1,5x LOD) 99,9)

195 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjzelp af Wilson Score-metoden.
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Fejlfinding

Brug felgende tabel til fejlfinding af problemer i arbejdsgangen. Hvis en sekventeringskarsel eller klargering af bibliotek mislykkes to
gange, kan der vaere behov for yderligere fejlfinding. Kontakt lllumina teknisk support.

Udstedelsesstype Observation
Problemi Den tilknyttede planlagte
kerselsoprettelse korsel kan ikke vaelges

manuelt i NovaSeq
6000Dx-kontrolsoftware
efteriseetning af
forbrugstoffer

Mulig Arsag

Forkert biblioteksrar-1D blev
specificeret under
karselsplanlaegning

Anbefalet Handling

Se Kgrselsrevision i Vejledning til TruSight
Whole Genome Analysis Application
(dokumentnr. 200049931).
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Udstedelsesstype

Sekventeringsproblem

Observation

Sekventeringsfejlstatus i
lllumina Run Manager

Mulig Arsag

Sekventeringskarslen blev
afbrudt eller mislykkedes pa
grund af et problem med
NovaSeq 6000Dx eller
handtering af
sekventeringsmaterialer

Karslen blev fuldfert, men
dannede ikke klynger. Muligt
problem med NovaSeq
6000Dx, problem med
handtering af
sekventeringsmaterialer eller
katastrofal fejl ved klargering
af bibliotek pa grund af
problem med
reagenshandtering eller
operatorfejl (f.eks. et trin
sprunget over eller
supernatant kasseret i stedet
for overfert under
sterrelsesvalg)

Anbefalet Handling

Se Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105).

Nar problemet er Igst, kan biblioteket
genoprettes og resekventeres op til én
gang (pa grund af volumen).

Vurder individuelle biblioteksresultater i
FLP ved gPCR for = 0,94 nM (antag 450 bp
indsatssterrelse) for at
bekraefte/afbekraefte biblioteksklargering

versus sekventeringsrelaterede problemer.

Hvis problemer med klargegring af bibliotek
udelukkes, og der er mistanke om et
sekventeringsrelateret problem, se
Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105).

Hvis der er mistanke om et problem med
klargering af bibliotek, gennemga Tip og
teknikker pa side 12 og Brugsvejledning pa
side 15, for klarggring og sekventering af
bibliotek gentages. Hvis der er gentagne
fejl, kontakt lllumina teknisk support.
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Udstedelsesstype

Sekventeringsdata kan
ikke overfores til server

Observation

Sekventeringsfiloverforsel
til analysefejlstatus i
lllumina Run Manager

Mulig Arsag

Der opstod problem med
stremafbrud eller
netveerksforbindelse til
instrumentet eller serveren
under dataoverfersel af
karslen

Anbefalet Handling

Kontroller, om der er stremafbrydelse eller
tab af instrumentets netvaerksforbindelse.
Vent, indtil systemet er inaktivt
(sekventering skal fuldferes), og ga
derefter til Instrument Settings
(Instrumentindstillinger), IVD SETTINGS
(IVD-INDSTILLINGER) for at bekraefte
forbindelsen til den angivne
outputplacering ved hjzelp af funktionen
Gennemse.

Hvis der er behov for yderligere fejifinding,
henvises der til Produktdokumentation til

NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr.

200010105). Hvis filoverfarslen ikke
genstarter og fuldferes efter Iasning af
forbindelses- eller stremproblemer,
kontakt lllumina teknisk support.
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Udstedelsesstype

Analyse kan ikke starte

Observation

Statussen Analyse ikke
startet vises i lllumina Run
Manager, selvom
sekventeringsfiloverforsel
til analyse er fuldfert

Mulig Arsag

Parring eller forbindelse
mellem instrument og
DRAGEN Server for NovaSeq
6000Dx blev afbrudt, eller
DRAGEN-licens er udlgbet.

Anbefalet Handling

Vent pa, at systemet er inaktivt
(sekventering skal fuldferes), og ga
derefter til DRAGEN for at bekraefte, at
DRAGEN-licensen er gyldig. Hvis licensen
er udlgbet, kontakt lllumina. Hvis licensen
er gyldig, veelg Run Self-Test (Kar
selvtest). Hvis testen mislykkes, eller hvis
muligheden for at kere en selvtest ikke er
tilgeengelig, log ind pa Instrument for at
kontrollere, om der er en fejl i forbindelse
med serverparring. Se afsnittet
Systemkonfiguration i
Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105).

Analysen ber starte automatisk, nar
problemet er Igst. Forlad siden, og ga til
fanen Active Runs (Aktive kersler) for at
bekreefte, at analysen er i gang. Kontakt
lllumina, hvis problemet fortsaetter.
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Udstedelsesstype

Analysen gar i sta

Observation

Statussen Analyseigangi
lllumina Run Manager vises
meget leengere end
forventet

Mulig Arsag

Strgm eller
netvaerksforbindelse til
instrumentet eller serveren
kan veere blevet afbrudt,
hvilket bevirker, at analysen
er gaetista

Anbefalet Handling

Annuller analysen, og kontroller, om der er
stremafbrydelse eller tab af instrumentets
netvaerksforbindelse.

Vent pa, at systemet er inaktivt
(sekventering skal fuldfgres), naviger
derefter til Instrument Settings
(Instrumentindstillinger) (IVD SETTINGS
(IVD-INDSTILLINGER)), og bekraeft
forbindelsen til den angivne
outputplacering. Hvis yderligere fejlfinding
er pakraevet, se Produktdokumentation til

NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr.

200010105).

Nar problemet er Igst, genindsaettes
analysen i kg uden aendringer. Se
Vejledning til TruSight Whole Genome
Analysis Application (dokumentnr.
200049931).
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Udstedelsesstype

Analysefiler kunne ikke
overferes

Analyse mislykkes ved
geindsaettelse i ko

Observation

Statussen
Analysefiloverfarsel til
lager mislykkedes vises i
lllumina Run Manager

Analyse mislykkedes efter
genindseettelse i kg

Mulig Arsag

Der opstod et problem med
stremafbrud eller
netveerksforbindelse til
instrumentet eller serveren
under overfarsel af analysefil

Hvis analysen genindsaettes i
ke, kan den oprindelige kgrsel
veere blevet slettet eller
arkiveret og er ikke leengere
pa den placering, der er
specificeret for den eksterne
lagerplacering

Anbefalet Handling

Annuller analysen, og kontroller, om der er
stremafbrydelse eller tab af instrumentets
netvaerksforbindelse.

Vent pa, at systemet er inaktivt
(sekventering skal fuldfgres), naviger
derefter til Instrument Settings
(Instrumentindstillinger) (IVD SETTINGS
(IVD-INDSTILLINGER)), og bekraeft
forbindelsen til den angivne
outputplacering. Hvis yderligere fejlfinding
er pakraevet, se Produktdokumentation til
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010109).

Nar problemet er Igst, genindsaettes
analysen i kg uden aendringer. Se
Vejledning til TruSight Whole Genome
Analysis Application (dokumentnr.
200049931).

Kontroller, at den oprindelige karsel stadig
er pa den eksterne lagerplacering. Hvis den
er arkiveret, skal den gendannes fra
arkivet, og derefter skal analysen saettes i
ke igen.
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Udstedelsesstype

QC af sekventering
mislykkes

FASTQ QC mislykkes for
alle prover

Observation

Oversigt over QC-resultat
IKKE BESTAET for
sekventering i konsolideret
rapport

Oversigt over FASTQ QC-
resultat og oversigt over
pravebiblioteks-QC IKKE
BESTAET, med individuelle
QC-malingsresultater
rapporteret som ND, for
alle prever i konsolideret
rapport med oversigt over
sekventerings-QC-resultat
BESTAET

Mulig Arsag

“Samlet % >=Q30” under den

analytiske specifikation pé

grund af forkert handtering af

sekventeringsmaterialer
(manglende optaning eller
invertering til blanding efter
optgning)

Indeksadaptersaet, der blev
angivet under oprettelse af
karsel, er ikke justeret med
det, der blev brugt under
biblioteksklargaring

Anbefalet Handling

Se Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105). Nar problemet er lgst, kan
biblioteket genoprettes og resekventeres
op til én gang (pa grund af volumen).

Se prover for at gennemga
indeksoplysningerne, der blev brugt i
analysen i IRM. Hvis der er behov for en
korrektion, henvises der til Genindseet i
analysekg i Vejledning til TruSight Whole
Genome Analysis Application (dokumentnr.
200049931).
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Udstedelsesstype

FASTQ QC mislykkes for
en eller flere prover
uden lavt
kerselsresultat; ikke-
indekseret samlet
resultat (GB) = 2800 GB
pa S4 eller = 1000 GB pa
S2

Observation

Oversigt over FASTQ QC-
resultat og oversigt over
pravebiblioteks-QC IKKE
BEST,&ET, med individuelle
QC-malingsresultater for
bibliotek rapporteret som
ND, for en eller flere, men
ikke alle prgver i
konsolideret rapport uden
lavt karselsresultat

Mulig Arsag

Fejl ved brug under
biblioteksklargaring eller
puljeoprettelse

Anbefalet Handling

Vurder resterende volumen(er) i den
endelige biblioteksplade (FLP) for at
bekreefte fejl ved brug af udeladelse af
prever fra samlede biblioteker. Volumen
ger det muligt for operatgren at genoprette
og resekventere op til én gang. Alternativt
kan mislykkede pr@ver genindseettes i ka i
naeste biblioteksklargaringsbatch og kares
efter gennemgang af Brugsvejledning pa
side 15.

Individuelle biblioteksresultater i FLP kan
eventuelt vurderes ved hjeelp af gPCR for =
0,94 nM (antag 450 bp indsatsstarrelse)
for at bekraefte/afbekraefte
biblioteksklargeringsrelaterede problemer.
Gendinseaet mislykkede prever i ke i neeste
biblioteksklargeringsbatch, og ker efter

gennemgang af Brugsvejledning pa side 15.

Det anbefales ikke at samle biblioteker pa
tveers af biblioteksklargeringsbatches pa
grund af udsving i resultater fra batch til
batch, hvilket kan resultere i hgjere %CV og
en hgjere forekomst af svigtende
“gennemsnitlig autosomal deekning”.
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Udstedelsesstype

FASTQ QC mislykkes for
nogle men ikke alle
prever med lav
kerselskapacitet; ikke-
indekseret samlet
resultat (GB) lavt,

< 2800 GB pa S4 eller
<1000 GB pa S2

Observation Mulig Arsag

Oversigt over FASTQ QC- Kan angive et

resultat og oversigt over biblioteksklargarings- eller
prevebiblioteks-QC IKKE sekventeringsrelateret

BEST,&ET, med individuelle  problem
QC-malingsresultater for

bibliotek rapporteret som

ND, for en eller flere, men

ikke alle prgver i

konsolideret rapport med

lavt karselsresultat

Anbefalet Handling

Vurder individuelle biblioteksresultater i
FLP ved gPCR for = 0,94 nM (antag 450 bp
indsatssterrelse) for at
bekraefte/afbekraefte
biblioteksklargerings-versus
sekventeringsrelaterede problemer.

Hvis der er mistanke om et
sekventeringsproblem, se
Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx Instrument (dokumentnr.
200010105). Nar problemet er lgst, kan
bibliotekerne genoprettes og
gensekvenseres op til én gang (pa grund af
begraenset volumen).

Hvis der er mistanke om et problem med
klargering af bibliotek, gennemga Tip og
teknikker pa side 12 og Brugsvejledning pa
side 15, for klargering og sekventering af
bibliotek gentages. Hvis der er gentagne
fejl, kontakt lllumina teknisk support.
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Udstedelsesstype

Biblioteks-QC mislykkes
pga. lav daekning

Observation Mulig Arsag

Oversigt over QC-resultat Problem(er) med
IKKE BESTAET for pravekvalitet eller
prevebibliotek for en eller biblioteksklargaring
flere prover i konsolideret

rapport pa grund af

gennemsnitlig autosomal

deekning og/eller procent

af autosomer med

daekning, der er starre end

20X, og/eller gennemsnitlig
mitokondriedaskning over

genom, der ikke bestar den

analytiske specifikation

Anbefalet Handling

Udfer genkvantificering med
proceskontroller for at udelukke problemer
relateret til DNA-input.

Gennemga Tip og teknikker pa side 12 og
Brugsvejledning pa side 15, far
mislykket/mislykkede prave(r)
genindseettes i ko i naeste
biblioteksklargeringsbatch og kares. Hvis
de(n) samme prave(r) mislykkes flere
gange, kan det indikere problem(er) med
prevekvaliteten.

Hvis forskellige praver mislykkes igen, kan
det indikere et problem med
biblioteksklargering relateret til operater,
reagens, forbrugsvare eller udstyr. Kontakt
lllumina tekniske support, hvis problemet
fortsaetter.
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Udstedelsesstype

Biblioteks-QC mislykkes
baseret pa GC-bias

Biblioteks-QC mislykkes
baseret pa
kontaminering for en
eller flere, men ikke alle
prever i karsel

Observation

Oversigt over QC-resultat
IKKE BESTAET for
prevebibliotek for en eller
flere prover i konsolideret
rapport pa grund af
normaliseret deekning ved
60 % til 79 % GC-beholdere
og/eller normaliseret
daekning ved 20 % til 39 %
GC-beholdere, der ikke
bestar den analytiske
specifikation

Oversigt over QC-resultat
IKKE BESTAET for
prevebibliotek for en eller
flere, men ikke alle preover i
konsolideret rapport pa
grund af estimeret
pregvekontaminering, der
ikke bestar den analytiske
specifikation

Mulig Arsag

Overdreven ELM-overfarsel
eller oversprunget vask, der

forérsager GC-bias i daekning

Kontamineret/kontaminerede
prave(r) eller spidser blev ikke

skiftet under prove- eller
biblioteksklargaring

Anbefalet Handling

Gennemga Tip og teknikker pa side 12 og
Brugsvejledning pa side 15, fer
mislykket/mislykkede prove(r)
genindseettes i ko i naeste
biblioteksklargeringsbatch og kares.

Gennemga Tip og teknikker pa side 12 og
Brugsvejledning pa side 15, far
mislykket/mislykkede prave(r)
genindseettes i ko i naeste
biblioteksklargeringsbatch og kares. Hvis
de(n) samme prave(r) mislykkes flere

gange, kan prgve-DNA vaere kontamineret.
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Udstedelsesstype

Biblioteks-QC mislykkes
baseret pa
kontaminering for alle
praver i karsel

Oversigt over
ploidiresultat ND

Observation

Oversigt over QC-resultat
for provebibliotek
rapporteres som IKKE
BESTAET for alle prover i
konsolideret rapport pa
grund af estimeret
prevekontaminering, der
ikke bestar den analytiske
specifikation

Oversigt over ploidiresultat
rapporteret som ND (ikke
bestemt) i konsolideret
rapport

Mulig Arsag

Kontamineret reagens eller

spidser blev ikke skiftet under

prgvefortynding eller
biblioteksklargaring

Kon blev opfert som Ukendt
under oprettelse af karsel

DRAGEN rapporterede et
andet kgnsploidiresultat end
XX eller XY sdsom X0 eller
XXY

Anbefalet Handling

Gennemga Tip og teknikker pa side 12 for
at undga kontaminering. Gendinsaet
mislykkede prover i kg i neeste
biblioteksklargaringsbatch, og ker med
friske prevefortyndinger og
biblioteksklargegringsseet.

Bekraeft, at “Oplyste kenskromosomploidi” i
konsolideret rapport var “Ukendt”. Det
anbefales at angive kgn som “Mand” eller
“Kvinde” i prevedata, nar de kendes under
oprettelse af karsel.

Gennemga outputtet for “Ploidiestimat” fra
DRAGEN i den konsoliderede rapport.
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Udstedelsesstype

Oversigt over
ploidiresultat IKKE-
OVERENSSTEMMENDE

Observation

Oversigt over ploidiresultat
rapporteret som IKKE-
OVERENSSTEMMENDE i
konsolideret rapport.

Mulig Arsag

Potentielt problem med
prgaveombytning

Anbefalet Handling

Gennemse for at bekreefte, at de
prevedata, der blev indtastet under
oprettelse af karsel, var korrekte. Hvis de
ikke er korrekte, skal analysen
genindseettes i ke med sendringer. Hvis de
er korrekte, og der er mistanke om et
preveombytningsproblem, anbefales det at
genindseette IKKE-OVERENSSTEMMENDE-
preven(/preverne) i ke i neeste
biblioteksklargeringsbatch og kere dem for
at undga rapportering af forkerte
resultater. Prgvesoftwaren gennemtvinger
ikke fejl for en preve med en oversigt over
ploidiresultat IKKE-OVERENSSTEMMENDE.
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Bilag A

S4 Indekssaet 1

Indekspladebrend-ID
AO1
BO1
CO1
DO1
EO1
FO1
GO1
HO1
AO02
B0O2
C02
D02
EO2
FO2
G02
HO2

Indeksnavn
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDP0070
UDP0071
UDP0072

S4 Indekssaet 2

Indekspladebrend-ID
A03
BO3
Co03
D03
EO3
FO3

Indeksnavn
UDP0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDP0085
UDP0086
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i7 baser

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

ACACAGGTGG

i7 baser

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

i5 baser

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

TGAGCGTTGT

i5 baser

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC
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Indekspladebrend-ID
G03
HO3
A04
BO4
co4
D04
EO4
FO4
Go4
HO4

Indeksnavn
UDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDP0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDP0095
UDP0096

S2 indekssat 1

Indekspladebrend-ID
A01
BO1
Co1
DO1
EO1
FO1

Indeksnavn
UDP0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042

S2 Indekssaet 2

Indekspladebrend-ID
A02
B0O2
C02
D02
EO2
FO2

Indeksnavn
UDP0065
UDP0066
UDP0067
UDP0068
UDP0069
UDP0070
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i7 baser

CCTCTACATG
GGAGCGTGTA
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG
TCATAGATTG
GTATTCCACC

CCTCCGTCCA

i7 baser

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA
ACTCGGCAAT

GTCTAATGGC

i7 baser

TAATGTGTCT
ATACCAACGC
AGGATGTGCT
CACGGAACAA
TGGAGTACTT

GTATTGACGT

i5 baser

GATACCTCCT
ATCCGTAAGT
CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT
GATTAAGGTG
ATGTAGACAA

CACATCGGTG

i5 baser

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

i5 baser

GTAAGGCATA
AATTGCTGCG
TTACAATTCC
AACCTAGCAC
TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA
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S2 Indekssaet 3

Indekspladebrend-ID
A03
BO3
Cco3
D03
EO3
FO3

Indeksnavn
UDP0081
UDP0082
UDP0083
uUDP0084
UDP0085
UDP0086

S2 Indekssaet 4

Indekspladebrend-ID
A04
BO4
co4
D04
EO4
FO4

Indeksnavn
UDP0089
UDP0090
UDP0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
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i7 baser

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

i7 baser

GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG

TCATAGATTG

i5 baser

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC

i5 baser

CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT

GATTAAGGTG
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Bilag B

Yderligere beregninger for mulighed 1: 280 ng DNA-input for kvantitative og Qubit
bredomradekvantificeringsmetoder

Beregning af koncentrationsgraenserne for DNA-stammekoncentrationen pa 11,2 til 154,0 ng/pl:
Minimumskoncentration er baseret pa 280,0 ng DNA-input/25,0 pl volumen = 11,2 ng/ul.

Baseret pa et minimalt pipetteringsvolumen pa 2,0 ul er den maksimale koncentration 280 ng*1,1 (10 %
overskud)/2,0 pl = 154,0 ng/ul, i et samlet volumen pa 27,5 pl.

Eksempel pa beregninger med 280,0 ng DNA-input
Anvendt eksempel pa DNA-stammekoncentration = 95,0 ng/ul:
— DNA-stammevolumen (ul) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/ul = 3,242 pl, afrundes til 3,24 ul for ngjagtig
pipettering med P-10.
— Samlet volumen af fortyndet DNA er fastsat til 27,5 pl.
— RSB-volumen (ul) = 27,5 ul - 3,24 pl = 24,26 pl, afrundes til 24,3 ul for ngjagtig pipettering med
P-200.
Anvendt eksempel pa DNA-stammekoncentration = 308,0 ng/ul:
— DNA-stammevolumen (pl) er fastsat til 2,0 pl
— Samlet volumen af fortyndet DNA (ul) = 308,0 ng/ul x 2,0 pl/11,2 ng/ul = 55,0 pi
— RSB-volumen (ul) = 55,0 pl - 2,0 ul = 53,0 pl

Yderligere beregninger for mulighed 2: 350 ng DNA-input for Accuclear
kvantificeringsmetode med ultrahgj sensitivitet

Beregning af koncentrationsgranserne for DNA-stammekoncentrationer pa 14,0 til 192,5 ng/ul:
Minimumskoncentration er baseret pd 350,0 ng DNA-input/25,0 pl volumen = 14,0 ng/pl.

Baseret pa et minimalt pipetteringsvolumen pa 2,0 ul er den maksimale koncentration 350 ng*1,1 (10 %
overskud)/2,0 yl =192,5 ng/pl.
Eksempel pa beregninger med 350,0 ng DNA-input
Anvendt eksempel for DNA-stammekoncentration = 118,75 ng/ul:
— DNA-stammevolumen (ul) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/ul = 3,242 pl, afrundes til 3,24 yl for
ngjagtig pipettering med P-10
— Samlet volumen af fortyndet DNA er fastsat til 27,5 pl.
— RSB-volumen (ul) = 27,5 yl - 3,24 yl = 24,26 pl, afrundes til 24,3 pl for ngjagtig pipettering med
P-200.

Anvendt eksempel pd DNA-stammekoncentration = 308,0 ng/ul:
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— DNA-stammevolumen (pl) er fastsat til 2,0 pl
— Samlet volumen af fortyndet DNA (ul) = 308,0 ng/pl x 2,0 p1/14,0 ng/ul = 44,0 pl
— RSB-volumen (ul) = 44,0 ul-2,0 ul = 42,0 pl

Revideringshistorik

Dokument Dato
Dokumentnr. Maj

200050132 v00.1 2024
Dokumentnr. April
200050132 v0O 2024
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Beskrivelse af a&ndring

Korrigerede inputvolumen for Accuclear kvantificeringsmetode
med ultrahgj sensitivitet.

Oprindelig udgivelse.
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