TruSight Whole Genome illumina

Ulotka dotgczona do opakowania

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

Przeznaczenie

TruSight™ Whole Genome jest jako$ciowym narzedziem diagnostycznym in vitro przeznaczonym do
sekwencjonowania catego genomu i wykrywania wariantéw pojedynczego nukleotydu, insercji/delecji,
polimorfizmu liczby kopii, przebiegéw homozygotycznosci, krétkich powtérzen tandemowych i zmian
mitochondrialnych ludzkiego DNA genomowego wyizolowanego z krwi.

TruSight Whole Genome zawiera wraz TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes i
oprogramowaniem TruSight Whole Genome Analysis Application. Urzadzenie jest przeznaczone do stosowania
z kompatybilnymi aplikacjami linii zarodkowej w celu opracowania testéw diagnostycznych in vitro oraz przez
wykwalifikowany personel laboratoryjny i osoby opracowujgce testy.

TruSight Whole Genome jest przeznaczony do stosowania z NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania

TruSight Whole Genome jest testem sekwencjonowania nowej generacji, ktéry wykorzystuje przygotowanie
biblioteki bez reakcji PCR opartej na tagmentacji, poczagwszy od genomowego DNA (gDNA) wyizolowanego z
krwi obwodowej petnej ludzkiej oraz sekwencjonowania i analizy gtéwnej w lllumina® NovaSeq 6000Dx
Instrument.

Analize wtdrng przeprowadza sie przy uzyciu oprogramowania TruSight Whole Genome Analysis Application za
pomoca dotgczonego i wymaganegdo Illlumina DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx i obejmuje ona
demultipleksacje, dopasowanie do genomu odniesienia ludzkiego GrCh38/hg38 oraz rozpoznanie wariantdéw, a
takze adnotacje i zastosowanie specyfikacji parametréw kontroli jakosci (QC) Tabela 1w celu zapewnienia
wydajnosci analitycznej. Wyniki testéw obejmuja raporty kontroli jakosci przebiegdw i prébek oraz pliki
rozpoznan wariantéw genomu (VCF) do uzytku z kompatybilnym oprogramowaniem do analizy i raportowania.
TruSight Whole Genome szeroko ocenia warianty genomowe w regionach kodujgcych i niekodujgcych genomu
ludzkiego. Ocena wariantéw obejmuje wykrywanie matych wariantéw, polimorfizmu liczby kopii (CNV),
przebiegdw homozygotycznych (ROH) i ekspans;ji krétkich powtdrzen tandemowych (STR). Ponadto TruSight
Whole Genome wykrywa brak allelu SMN1¢.840C (NM_000344.3:¢c.840C>T), co moze wskazywac na delecje
genu SMN1 lub konwersje genu SMN1/SMN2."2 Utrata dwualeliczna SMN1 ¢.840C jest odpowiedzialna za okoto
95% przypadkdéw rdzeniowego zaniku miesni (SMA).3

Tabela 2 zawiera informacje o typach wariantéw zatwierdzonych za pomocg TruSight Whole Genome.
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Tabela1 TruSight Whole Genome Specyfikacje wskaznikow jakosci

Typ wyniku Metryka Specyfikacja
Kontrola jakosci przebiegu tacznie % = Q30 =85,0
sekwencjonowania
QC FASTQ Wydajnos¢ na prébke (pz) =90 000 000
000
Kontrola jakosci biblioteki prébek Srednie pokrycie autosomalne =35,0
Odsetek autosomow z pokryciem 293,94

przekraczajgcym 20x

Znormalizowane pokrycie dla kategorii GC od 60% 0,82 <x =

do 79% 1,13
Znormalizowane pokrycie kategorii GC od 20% do 0,97 = x =
39% 1,06
Srednie pokrycie mitochondrialne = 500,0
Odsetek nukleotydow Q30 = 85,0
Szacowane zanieczyszczenie préobki = 0,005

Tabela 2 Wykryte warianty zwalidowane przez TruSight Whole Genome

Typ wariantu Zwalidowane wykrywanie wariantow

Mate warianty Warianty pojedynczego nukleotydu (SNV), krétkie insercje/delecje (1-31
pz)

Polimorfizm liczby kopii Uzysk i utrata 210 kb

(CNV)

Przebiegi =500 kb

homozygotyczne (ROH)

Mitochondrialne SNV % heteroplazmii, jesli = 4,75%

Ekspansje krotkich Docelowe loci (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXN3, ATXN7,

powtdrzen tandemowych  ATXN8OS, CO9ORF72, CACNA1A, CBL, CNpz, CSTB, DIP2B, DMPK, FMR1,

(STR) FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PApzN1, PHOX2B,
PPP2R2B, i TBP)

Wariant SMN1 NM_000344,3:c.840C/T

Zasada procedury

TruSight Whole Genome jest przeznaczony do przygotowywania bibliotek wolnych od reakcji PCR w celu
uzyskania danych sekwencjonowania ludzkiego catego genomu. Test rozpoczyna sig od przygotowania
bibliotek z genomowego DNA wyizolowanego z obwodowej ludzkiej krwi petnej, obejmuje sekwencjonowanie i
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analize w NovaSeq 6000Dx Instrument przy uzyciu TruSight Whole Genome Analysis Application, a konczy sie
rozpoznaniem wariantu i adnotacja.

Procedura testu TruSight Whole Genome obejmuje nastepujace etapy:

Planowanie partii i tworzenie przebiegu — zdecydowanie zaleca sie zaplanowanie partii i przebiegu przed
rozpoczeciem przygotowywania biblioteki. W partii przygotowania biblioteki mozna przygotowac do 24
bibliotek préobek. W zaleznosci od liczby préobek mogg byé stosowane rézne konfiguracje komaérek
przeptywu (6-pleks na S2 i 16-pleks na S4). Identyfikator probdwki Library, nazwy prébek i odpowiednie
indeksowanie sg rejestrowane podczas planowania i tworzenia przebiegu. Aby uzyskac¢ wiecej informacji na
temat tworzenia przebiegu, patrz TruSight Whole Genome Analysis Application Guide (dokument nr
200049931). Sledz planowang partie podczas wykonywania przeptywu pracy przygotowania biblioteki.

Przygotowanie do protokotu — niektére odczynniki sg zamrozone i nalezy je doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej. Ze wzgledu na krotki przeptyw pracy mozliwe jest ukoniczenie przygotowan i rozpoczecie
sekwencjonowania tego samego dnia. Zatem podczas tego etapu mozna rowniez rozmrozi¢ materiaty
eksploatacyjne do sekwencjonowania dla planowanych przebiegédw. Kwantyfikowane probki genomowego
DNA sg rozmrazane i rozcienczane w celu zoptymalizowania danych wejsciowych DNA.

Przygotowanie bibliotek

— Tagmentacja genomowego DNA - wykorzystuje bead-linked transposomes PCR-Free (BLT-PF) do
tagmentacji wejsciowej ilosci DNA. Podczas tagmentacji gDNA jest dzielony na fragmenty, oznaczany
adapterami i unieruchamiany na powierzchni kulek magnetycznych BLT-PF.

— Czyszczenie po tagmentaciji — czyszczenie DNA oznaczonego adapterem BLT-PF i usuniecie buforu
zatrzymania, aby przygotowac sie do etapu ligacjiindekséw.

— Ligacja indeksow — dodaje unikatowe dwa indeksy do bibliotek, aby umozliwi¢ multipleksowanie.
Wykonuje rozszerzenie luki i wymywa jednoniciowe biblioteki DNA z kuleczek.

— Wybor rozmiaru i czyszczenie bibliotek — procedura oczyszczania kulek z dwustronnym wyborem
rozmiaru usuwa fragmenty zbyt mate i zbyt duze, aby osiggng¢ mediane dtugosci fragmentu okoto 450
pz, zakres ~360 do 550 pz.

— Pulowanie i denaturacja bibliotek — funkcja samonormalizacji BLT-PF umozliwia tgczenie wedtug
objetosci bez qPCR lub innej normalizacji. Okreslona objetos$¢ kazdej biblioteki jest zbiorcza zgodnie z
planem dla kazdego przebiegu i denaturowana za pomocg 0,2N NaOH (rozcienczony HP3).
Zdenaturowana pula jest nastepnie przenoszona do probdwki Library NovaSeq 6000Dx o
identyfikatorze odpowiadajgcym planowanemu przebiegowi.

Sekwencjonowanie i analiza — materiaty eksploatacyjne w konfiguracji S2 i/lub S4 sg tadowane do aplikacji
NovaSeq 6000Dx Instrument, w tym powigzane probdwki Library NovaSeq 6000Dx z pulg bibliotek. Po
zatadowaniu identyfikator probdéwki Library jest skanowany i, jesli zostanie wprowadzony podczas
planowania przebiegu, jest uzywany do wyboru odpowiedniego zaplanowanego przebiegu. W przeciwnym
razie nalezy recznie wybra¢ powigzany zaplanowany przebieg.

Biblioteki w puli sg tgczone w klastry w komorze przeptywowej, a hastepnie sekwencjonowane za pomocg
technologii sekwencjonowania przez synteze (SBS) w NovaSeq 6000Dx. W technologii sekwencjonowania
przez synteze stosowana jest metoda terminatora odwracalnego stuzgca do wykrywania znakowanych
fluorescencyijnie pojedynczych nukleotydéw w miare ich wbudowywania do rosngcych tancuchéw DNA.
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Oprogramowanie Real-Time Analysis (RTA) wykonuje analize wstepna, ktéra obejmuje rozpoznawanie
nukleotyddw oraz przypisuje wynik jakosciowy do kazdego rozpoznanego nukleotydu. Dane analizy
podstawowej sg automatycznie przesytane do serwera lllumina DRAGEN.

Demultipleksacja i analiza DRAGEN sg wykonywane automatycznie za pomocg TruSight Whole Genome
Analysis Application. W ramach tej analizy kazda biblioteka testéw i prébek jest sprawdzana pod katem
waznosci przy uzyciu parametrow analitycznych opisanych w punkcie Kontrole jakoscina stronie 35, a
wyniki sg dostarczane w skonsolidowanych i pojedynczych raportach prébek. W przypadku prawidtowych
bibliotek prébek generowane sg pliki z adnotacjami dotyczgcymi wariantéw rozpoznan genomu (VCF).
Wiecej informaciji na temat procedury pracy analizy mozna znalez¢ w TruSight Whole Genome Analysis
Application Guide (dokument nr 200049931).

Ograniczenia dotyczgce procedury

* Do celdw diagnostyki in vitro.

* TruSight Whole Genome jest kompatybilny z genomowym DNA pochodzgcym z ludzkiej obwodowej krwi
petnej.

* Test nie zawiera odczynnikéw do izolacji ani oznaczenia ilosciowego DNA. Wyniki badan analitycznych, w
tym Substancje zaktocajgce na stronie 41, uzyskano w badaniu krwi petnej przy uzyciu reprezentatywnych
zestawow do izolacji DNA i zestawdw do oznaczania ilosciowego DNA. Wszystkie testy diagnostyczne
opracowane do stosowania z TruSight Whole Genome wymagaja petnej walidacji dla wszystkich aspektow
dziatania wybranego zestawu do izolacji DNA i zestawu do ilosciowej oceny DNA.

* Test zostat skonfigurowany i przetestowany dla zestawdw wielokrotnosci probek i indekséw prébek
wskazanych w ponizszej tabeli.

Rozmiar partii

ST e T e Krotnosé Konfiguracja przebiegu Indeksowanie

6, 12,18 lub 24 prébki 6-krotny 1-4 przebiegi S2 Zestaw S21do 4

16 probek 16-krotny 1 przebieg S4 Zestaw S4 11ub 2

22 prébki 16-krotny + 6-krotny 1 przebieg S4 + 1 Zestaw S4 11ub 2,
przebieg S2 zestaw S21do 4

(nieuzywany do
zestawu S4)

* Test nie wymusza dodatniego $ledzenia prébki. Chociaz sumaryczny wynik kontroli jakos$ci ploidalnosci
zgtoszony przez oprogramowanie moze opcjonalnie zosta¢ wykorzystany do identyfikacji zamiany probek,
nie bedzie on identyfikowaé mezczyzn zamienionych z mezczyznami lub kobiet zamienionych z kobietami.

* Test zapewnia walidacje tylko do wynikéw plikéw VCF genomu. Wszystkie testy diagnostyczne
opracowane do stosowania z odczynnikami TruSight Whole Genome wymagaja petnej walidacji dla
wszystkich aspektdéw dziatania wybranego zestawu do zastosowania.

* Test nie zgtasza rozpoznan wariantéw dla prébek, ktdre nie spetniajg wymagan kontroli jakosci.
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Test definiuje poziomy wysokiego poziomu ufnosci tylko dla SNV i insercji/delecji 1-5 pz ze wzgledu na
Sciste kryteria stosowane do zdefiniowania kontekstu genomowego jako wysokiego poziomu ufnosci dla
danego typu wariantu w Ustalenie poziomu ufnosci dla matych wariantow na stronie 43.

Test ma na celu oceng CNV w catym raportowalnym genomie, niezaleznie od kontekstu genomowego, i
wyklucza regiony z cechami odzwierciedlajgcymi ograniczenia genomu referencyjnego, takimijak
centromery, telomery i wspdlne CNV segregujgce sie w populacjach.

Wydajnos¢ testu nie zostata oceniona dla wariantéw liczby kopii ponizej 10 kpz.
Test nie zgtasza translokacji, odwracania ani zréwnowazonych rearanzacji.
Nie oceniano wydajnosci testu pod katem insercji lub delecji DNA mitochondrialnego (mtDNA).

Test zgtasza tylko wyniki dla loci STR wymienione w Tabela 2. Gdy rzeczywista dtugo$¢ Ekspansji STR
przekracza okoto 135 pz, obserwowana dtugos¢ czesto bedzie niedoszacowaniem rzeczywistej dtugosci ze
wzgledu na techniczne ograniczenia krétkich odczytdw, a to bedzie jeszcze bardziej widoczne dla FMR1.
Gdy rzeczywista dtugos¢ STR przekroczy srednig dtugosé fragmentu (~330 pz), szacowana dtugos¢ STR
bedzie réwna ptaszczyznom.

Oznaczenie nie podaje liczby kopii SMN1 ani SMN2.

Test nie podaje informaciji o patogennosci wykrytych wariantéw.

Sktadniki produktu

TruSight Whole Genome sktada sie z nastepujgcych elementéw:

TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes, 24 sample (nr katalogowy 20093209)
oraz

TruSight Whole Genome Analysis Application (nr katalogowy 20106190, zainstalowany przez przeszkolony
personel lllumina)
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Odczynniki

Dostarczone odczynniki

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, PN 20072256
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Nazwa odczynnika llosé Objett?sc. Sktadniki aktywne Temperatura .
wypethienia przechowywania
Bead-Linked 1 460 pl Streptavidin magnetic 0Od -25°C do -
Transposomes PCR-Free beads potagczone z 15°C
(BLT-PF) transposomem w
buforowanym roztworze
wodnym.
Extension Ligation Mix 1 1,6 mi Ligaza, DNA polymerase Od -25°C do -
(ELM) i dNTP w buforowanym 15°C
roztworze wodnym.
2N NaOH (HP3) 1 400 pl 2 N roztwor wodorotlenku  Od -25°C do -
sodu (NaOH). 15°C
Tagmentation Buffer 1 (TB1) 1 290 ul Buforowany roztwér 0Od -25°C do -
wodny zawierajacy sole 15°C
magnezu i
dimetyloformamid.
TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, PN 20072257
Nazwa odczynnika llosé Objetc?sc. Sktadniki aktywne Temperatura )
wypetnienia przechowywania
Tagmentation Wash Buffer 1 41 ml Buforowany roztwér wodny  Od 15°C do 30°C
2 (TWB2) zawierajacy detergenti sole.
Resuspension Buffer (RSB) 1 20 ml Buforowany roztwér wodny. Od 15°C do 30°C
Cleanup Beads (CB) 1 10 ml Kuleczki paramagnetyczne 0d 15°C do 30°C
tworzace faze statg
zawieszone
w buforowanym roztworze
wodnym.
Stop Tagment Buffer 2 1 1,4 ml Roztwor detergentu w 0d 15°C do 30°C
(ST2) wodzie.
Neutralization Buffer (NB) 1 450 ul Roztwor Tris-HCI. 0d 15°C do 30°C
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TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, PN 20072258

Nazwa odczynnika llosé Objet(?sc. Sktadniki aktywne Temperatura .
wypetnienia przechowywania
UDI PCR-Free (32 Indexes) 1 37 ul Unikalne adaptery 0Od -25°C do -
podwadjnie indeksowane 15°C

(UD) umieszczone w ptytce.

Materiaty eksploatacyjne wymagane, ale niedostarczane

* Etanol, 100% (absolutny) do zastosowan w biologii molekularnej

* RNase/DNase-free water z certyfikatem

* NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cykli) (nr katalogowy 20046931)
* NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cykli) (nr katalogowy 20046933)
* NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (nr kat. 20062292)

* NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (nr kat. 20062293)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube (nr katalogowy 20062290)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (nr katalogowy 20062291)

Przechowywanie i sposob postepowania

* Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

* Jedlijakiekolwiek opakowanie lub zawartosé sktadnikdw TruSight Whole Genome Dx Library Prep sa
uszkodzone lub ich jakos¢ jest w jakikolwiek inny sposéb pogorszona, nalezy skontaktowac sie z dziatem
obstugi klienta firmy lllumina.

*  QOdczynniki zachowujg stabilno$¢ do terminu waznos$ci podanego na etykietach zestawu pod warunkiem
przechowywania zgodnie ze wskazaniem. Warunki przechowywania podano w czesci Dostarczone
odczynnikina stronie 6. Przechowywac sktadniki testu w okreslonej temperaturze i nie uzywadé
przeterminowanych odczynnikéw. Nie nalezy mieszad sktadnikdw z rédznych partii zestawow. Numery partii
testu znajduja sie na etykietach umieszczonych na opakowaniach testu.

* Zmiany fizycznego wygladu odczynnikdw mogg wskazywac na pogorszenie sie stanu materiatow. Jesli
wystgpig zmiany wygladu fizycznego (np. oczywiste zmiany koloru odczynnika lub zmetnienie), nie nalezy
uzywac odczynnikéw. W przypadku zaobserwowania osadu w ST2, ogrzewac¢ w temperaturze 37°C przez
10 minut, a nastepnie wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks az do rozpuszczenia osadu.

* Przeprowadzono ocene stabilnosci testu TruSight Whole Genome Dx Library Prep i wykazano dziatanie

w przypadku maksymalnie czterech zastosowan zamrozonych probéwek, jesli byty zamrazane pomiedzy
kolejnymi uzyciami.
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Sprzet i materiaty

Sprzet wymagany, ale niedostarczany

Przed rozpoczeciem testu nalezy sprawdzi¢ stan kalibracji sprzetu.

Wyposazenie
Wymieszaé na wytrzagsarce typu worteks o

predkosci obrotowej 3000 obr./min, z ptaskim
dnem lub pojemnikiem

Inkubator z mikroprébka skalibrowany w celu
zapewnienia doktadnosci temperatury + 2°C

Inkubator do mikroprébek z wktadka grzejng na
96-dotkowe ptytki MIDI

Mikrowirowka

Wirédwka do mikroptytek 96-dotkowa

Wytrzgsarka ptytek o nastepujgcych cechach:
» Moze wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min
o Stafa orbity mieszania 2 mm

» Doktadnosé¢ mieszania + 25 obr/min

Klin lub watek do uszczelniania

Statyw magnetyczny o nastepujgcych

parametrach:

o Zaprojektowany do strgcania/separacji kulek
paramagnetycznych

* Magnesy z boku, a nie dotu, statywu

» Do 96-dotkowych ptytek MIDI

NovaSeq 6000Dx Instrument
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Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i materiatéw
laboratoryjnych

SciGene, nr katalogowy 1057-30-0 (lub
odpowiednik)

lllumina, nr katalogowy BD-60-601

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

VWR, numer katalogowy 1808-0506 (lub
odpowiednik)

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Thermo Fisher Scientific, nr kat. AM10027 (lub
rownowazne)

lllumina, numer katalogowy 20068232

8294



TruSight Whole Genome - ulotka dotgczona do opakowania illumina

Wyposazenie

Precyzyjne pipety (jednokanatowe):
e 10l

o 20l

e 200 i

* 1000 pl

Precyzyjne pipety (8-kanatowe):
e 20 4l
e 200 i

Upewnic sig, ze pipety sg kalibrowane
systematycznie i doktadne w zakresie 5% podangj
objetosci

Pipeta pomocnicza

Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Materialy wymagane, ale niedostarczane

Przed rozpoczeciem realizacji procedury nalezy sie upewnic, ze wymagane materiaty sg na miejscu.

Procedura zostata zoptymalizowana i zwalidowana przy uzyciu wymienionych elementéw. W przypadku uzycia
innych materiatdw nie gwarantuje sie porownywalnego dziatania.

Materiaty

Pipety serologiczne 5 ml

Pipety serologiczne o poj. 10 ml

Samoprzylepna folia uszczelniajgca do ptytek 96-

dotkowych o nastepujgcych cechach:

« Zrywalna, optycznie przezroczysta, wykonana z
poliestru

» Mocna folia samoprzylepna, ktéra wytrzymuje
wielokrotne zmiany temperatury w zakresie od
-40°C do 110°C

o Pozbawiona DNase/RNase

Probdéwki do mikrowiréwek, nie zawierajgce
nukleazy (1,5, 1,7 lub 2,0 ml, chyba ze okreslono je
jako 0,5 ml)
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Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i materiatéw
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatéw
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Materiaty

Pozbawione nukleaz pojemniki na odczynniki, poj.

50 ml lub réwnowazna (PCW, jednorazowe
korytko)

Probdéwki stozkowe o poj. 15 ml

Probéwki stozkowe o poj. 50 ml

Koncdéwki do pipet o poj. 20 ul z filtrem

Koncowki do pipet o poj. 200 pl z filtrem

Koncowki do pipet o poj. 1000 ul z filtrem

Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatéw
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i materiatéw

laboratoryjnych

Thermo Fisher Scientific, nr kat. AB-0859 (lub
odpowiednik)

96-dotkowe ptytki do przechowywania; poj. dotka
0,8 ml (ptytka MIDI)

96-dotkowe ptytki PCR, 0,2 ml
(polipropylen niezawierajgcy RNAzy/DNAzy,
niskowigzacy).

Dowolny dostawca sprzetu i materiatow
laboratoryjnych

Pojemnik na I6d i lod Nie dotyczy

Probki genomowego DNA oznaczone ilosciowo Nie dotyczy

Pobieranie, transport i przechowywanie probek
AN\

PRZESTROGA
Wszelkie prébki nalezy traktowacd jako potencjalnie zakazne.

* Podczas pobierania, transportu, przechowywania i przetwarzania prébek krwi ludzkiej nalezy przestrzegacé
procedur bezpieczenstwa, w tym stosowania srodkdéw ochrony osobiste;j.

* Transport krwi petnej musi sie odbywaé zgodnie z przepisami krajowymi, federalnymi, stanowymi lub
lokalnymi w zakresie transportu czynnikéw etiologicznych.

* Pobrac¢ 2-5 ml krwi obwodowej do probédwek z EDTA i przechowywad w temperaturze od 2°C do 8°C przez
maksymalnie pie¢ tygodni przed izolacja.

* Nie zaobserwowano negatywnego wptywu na dziatanie testu w przypadku prébek krwi petnej z

podwyzszonym poziomem bilirubiny, hemoglobiny, tréjgliceryddw, biotyny oraz EDTA. Patrz Substancje
zaktdcajgce.
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* TruSight Whole Genome jest kompatybilny z dostepnymi na rynku zestawami do izolacji i protokotami, ktére
sg odpowiednie do stosowania w sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS). Patrz Ocena metody izolacji
DNA na stronie 40.

* TruSight Whole Genome jest kompatybilny z DNA poddawanym elucji w buforowanym roztworze Tris
zawierajagcym = 10 mM EDTA, takim jak 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0 (TE).

* Zaleca sie elucje i przechowywanie DNA w TE. W celu zapewnienia stabilnosci nalezy unika¢
przechowywania w wodzie.

Zalecenia dotyczagce wejsciowej ilosci DNA

* Przedrozpoczeciem testu TruSight Whole Genome nalezy okresli¢ iloSciowo genomowy DNA wyizolowany
z krwi petnej przy uzyciu dowolnej metody fluorometrycznego oznaczania ilosciowego, ktéra wykorzystuje
barwniki wigzgce kwas nukleinowy. Zaleca sig, aby gDNA dla prébek przeznaczonych do okreslonej partii
przygotowanej biblioteki i przebiegu sekwencjonowania byty oznaczane ilosciowo razem w celu
wyeliminowania zmiennosci miedzy partiami, gdy jest to mozliwe, lub aby zastosowano kontrole procesu w
celu zapewnienia = 25% zmiennosci ilosciowej pomiedzy partiami w DNA.

* Nalezy unika¢ pipetowania matych objetosci probek (< 2 pl), aby zapewnié¢ doktadng analize ilosciowg DNA i
ilo$¢ wejsciowa.

* TruSight Whole Genome Dx Library Prep wymaga wystarczajacej ilosci DNA, aby nasyci¢ kuleczki BLT-PF w
celu skutecznej autonormalizacji wydajnosci biblioteki i optymalnej wydajnosci. Ze wzgledu na zmiennosé
wynikéw z réznych metod oznaczania ilosciowego, w ponizszej tabeli przedstawiono zalecane ilosci
wejsciowe DNA dla trzech metod oznaczania iloSciowego w celu zapewnienia optymalnej wydajnosci
oznaczenia. Zastosowanie innych metod oznaczania iloSciowego moze wymagac optymalizacji. Patrz
Czutosc na poziom wejsciowy DNA na stronie 41.

llo$¢ wejsciowa Minimalne stezenie podstawowego roztworu

Metoda ilosciowa
docelowego DNA (ng) DNA

Zestaw testu Quant-iT 280 11,2 ng/pl
PicoGreen dsDNA

Zestaw testowy Qubit 280 11,2 ng/pl
dsDNA o szerokim zasiegu

(BR)

Zestaw do oznaczania 350 14 ng/pl

ilosciowego AccuClear
dsDNA o bardzo wysokiej
czutosci
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Zalecenia dotyczgce biegtosci

Biegtos$¢ operatora i pomysine wdrozenie testu mozna ocenié, wykonujac jeden raz petny przeptyw pracy
zgodnie z instrukcjg uzycia. Ten przeptyw pracy mozna wykonac¢ poprzez pojedyncze przygotowanie biblioteki
sktadajacej sie z 6 probek i sekwencjonowania przy uzyciu komorki przeptywu S2 lub poprzez pojedyncze
przygotowanie biblioteki sktadajgcej sie z 16 probek i sekwencjonowania przy uzyciu komorki przeptywu S4.
Powodzenie jest wskazywane przez przekazanie pomiardw kontroli jakosci cyklu i biblioteki zapisanych w
skonsolidowanym raporcie przygotowanym przez oprogramowanie TruSight Whole Genome Analysis
Application. Patrz TruSight Whole Genome Analysis Application Guide (dokument nr 200049931).

lllumina zaleca wtgczenie genomowych probek DNA wyizolowanego z obwodowej krwi petnej, ktore spetniajg
kryteria kwalifikacyjne pod katem stezenia bazowego i objetosci DNA w celu wykazania pomysinej integracji
testow z wczesniejszymi procesami laboratoryjnymi, takimi jak pobieranie i przechowywanie probek oraz
procedury izolacji i oznaczania ilosciowego DNA. Mozna réwniez wykorzysta¢ dostepne na rynku probki
referencyjne DNA pochodzgce od pojedynczego dawcy ludzkiego, takie jak NA24385/HG002 (National
Institute of Standards and Technology Genome in a Bottle Consortium).

W przypadku wystgpienia problemdw nalezy zapoznac sie z punktem Rozwigzywanie problemdow na stronie 72
w celu uzyskania informacji na temat zalecanych dziatan i skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej
lllumina.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

* Niektdre elementy tego oznaczenia zawieraja potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne.
Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skdrg i kontakt z oczami mogg powodowa¢ uszczerbek na zdrowiu.
Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne
i pozbywac sie ich zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Karty
charakterystyki (SDS) sg dostepne na stronie support.illumina.com/sds.html.

*  Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtasza¢ do lllumina
i wiasciwych organow panstw cztonkowskich, w ktérych uzytkownik ma siedzibe i/lub pacjent mieszka.

* Ze wszystkimi probkami nalezy postepowac jak z probkami potencjalnie zakaznymi.

* Nalezy przestrzegac srodkdéw ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy
pipetowac ustami. Nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas
postugiwania sie prébkamii odczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy
laboratoryjne. Po zakonczeniu postugiwania sie prébkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie umy¢
rece.

* W tym oznaczeniu stosuje sie glikol polietylenowy. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skdrg i kontakt
z oczami mogg powodowac uszczerbek na zdrowiu.
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* W tym oznaczeniu stosuje sie wodorotlenek sodu. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i kontakt
z oczami mogg powodowacd uszczerbek na zdrowiu.

* Procedury przygotowania biblioteki wymagajg srodowiska pozbawionego RNaz/DNaz. Doktadnie
zdekontaminowacé obszary robocze $rodkiem czyszczgcym hamujgcym dziatanie RNaz/DNaz.

* Uzywad probowek mikrowirowniczych, ptytek, koncéwek pipet i zbiornikdéw pozbawionych nukleaz.

* Do testu nalezy uzywac wykalibrowanego sprzetu. Sprzet nalezy skalibrowaé w zakresie predkosci,
temperatur i objetosci okreslonych w tym protokole.

* Uzywac pipet automatycznych, aby zapewni¢ doktadne odmierzanie odczynnikéw i prébek. Kalibracje
nalezy przeprowadzac regularnie, zgodnie ze specyfikacjg producenta.

* Upewni¢ sie, ze uzywany sprzet ma parametry zgodne ze specyfikacjami dla tego testu, a programy sg
ustawiane zgodnie z zaleceniami.

* Podane temperatury inkubatora mikroprébek wskazujg nastawe temperature reakcji, a niekoniecznie
temperature w urzadzeniu.

* Nie nalezy miesza¢ elementéw zestawdw pochodzgcych z réznych partii TruSight Whole Genome Dx
Library Prep. Numery partii znajdujg sie na etykiecie umieszczonej na opakowaniu.

* Aby zapobiec zanieczyszczeniu odczynnikdw, przyrzadu, probek i bibliotek nukleazami i produktami reakc;ji
PCR, konieczne jest przestrzeganie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Zanieczyszczenie nukleazami
i produktami reakcji PCR moze powodowac uzyskanie niedoktadnych i niepewnych wynikdéw.

* Dla zapewnienia optymalnego dziatania testu i przechowywania wymagany jest wtasciwy typ ptytki. Nalezy
przestrzegad instrukcji dotyczacych przenoszenia prébek podanych w Instrukcja uzytkowania na stronie
17.

* Jesliuszczelki ptytki nie zostang starannie natozone lub zdjete, moze dojs¢ do zanieczyszczenia
krzyzowego lub utraty prébki (patrz punkt Plytki przygotowawcze biblioteki obstugina stronie 15).

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

* Odczynnikilub elementy testu nalezy przechowywac w okreslonej temperaturze.

* Odczynnikdéw nie nalezy przechowywac w komorze bezszronowe;.

* Nie uzywad odczynnikéw, ktére byty przechowywane w nieprawidtowych warunkach.

* Nie nalezy uzywac zadnego ze sktadnikdw zestawu po uptywie podanego terminu waznosci.

*  Przygotowacd swiezy 0,2N NaOH (rozciericzony HP3) w dniu uzycia i wyrzucié pozostatg objetos¢ po uzyciu.

* Przygotowac swiezy etanol 80% z RNaz/DNaz-free water w dniu uzycia. Etanol moze pochtania¢ wode
Z powietrza, co moze wptywac na wyniki. Po uzyciu roztwér 80% etanolu nalezy wyrzuci¢ zgodnie
z przepisami lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi. Stosowac etanol o czystosci do zastosowan w biologii
molekularne;.
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Uwagi dotyczgce procedury

Porady i techniki

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego

Podczas dodawania lub przenoszenia prébek nalezy zmienia¢ koncéwki pomiedzy poszczegdlinymi prébkami.

Podczas dodawania adapterdw lub starteréw za pomoca pipety wielokanatowej nalezy zmienia¢ koncowki
miedzy poszczegdlnymi dotkami.

Starannie uszczelnié i rozszczelni¢ ptytki na stole, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu probki.
Aby unikng¢ zanieczyszczenia, kazda studzienka indeksujgca jest przeznaczona do jednorazowego uzytku.

Uzy¢ wskazanych objetosci minimalnych i nie wlewac¢ pozostatej objetosci z korytka z powrotem do
probdéwek na zapas, poniewaz moze to spowodowac zanieczyszczenie. llos¢ jest wystarczajgca do obstugi
procedury pracy.

Nie nalezy tgczy¢ ze sobg bibliotek z réznych materiatéw przygotowawczych.

Doktadnos¢ pipetowania

Podczas stosowania pipet wielokanatowych nalezy przestrzegac ponizszych wytycznych:

Upewnic¢ sie, ze koncéwki barierowe sg dobrze dopasowane i odpowiednie dla marki i modelu pipety
wielokanatowe;j.

Zamocowac koncéwki ruchem obrotowym tak, aby wszystkie byty jednakowo dobrze dopasowane.
Zacigga¢ ptyn utrzymujgc rowng objetoscig we wszystkich koncowkach.
Powoli pipetowac lepkie roztwory (BLT-PF,CB,ELM, TWB2).

Po dozowaniu sprawdzi¢, czy ptyn jest dozowany ze wszystkich koricéwek.

Unikanie pienienia

Odmierzy¢ pipetg powolii odwrécic, aby wymieszacd. Nie mieszad na wytrzgsarce typu worteks ELM i
TWB2.

Obstuga ptyt indeksowania

Uszczelnienie folii przektuwajacej tylko w przypadku indeksow, ktére bedg uzywane.
Trzymac ptytke za krawedzie i unika¢ dotykania uszczelki foliowej czyms innym niz czyste koncéwki pipety.
Nie uzywac ponownie dotkdw, ktére zostaty przebite.

Niewykorzystang objetos¢ (~30 pl) nalezy wyrzucié po uzyciu z przebitych dotkow ptytki indeksowania i
umiescic uszczelke na przebitych studzienkach, aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego.

Nie umieszczad uszczelki na nieuzywanych dotkach, poniewaz zaktdca to przebicie.
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Ptytki przygotowawcze biblioteki obstugi

* Przed przechowywaniem, wstrzgsaniem, inkubacjg lub odwirowaniem nalezy zawsze szczelnie zamknag¢
ptytke.

* Aby uszczelni¢ ptytke, nalezy odpowiednio natozy¢ na ptytke samoprzylepng folig, uzywajac klina
uszczelniajgcego lub watka.

* Nalezy sie upewnié, ze krawedzie i dotki sg catkowicie uszczelnione, aby zmniejszy¢ ryzyko
zanieczyszczenia krzyzowego i parowania.

* Zawsze uszczelniaé ptytki nowga folig uszczelniajgca. Nie uzywac folii kilkakrotnie.

* Umiesci¢ ptytke na ptaskiej powierzchni, a nastepnie ostroznie zdjag¢ folie uszczelniajgca.

* Jeslinie okreslono inaczej, kroki mozna wykonac przy ptytce na magnesie lub poza nim.

Transfery ptytek

* Podczas przenoszenia objetosci pomiedzy ptytkami nalezy przeniesc okreslong objetos¢ z kazdego dotka
na ptytce zrédta do odpowiedniego dotka na ptytce docelowe;.

Korytko

* Korytka na odczynniki mogg by¢ uzywane tam, gdzie jest to wskazane. Nalezy stosowac sie do
nastepujgcych wytycznych:
— Przygotowac korytko za pomocg CB po wymieszaniu na wytrzgsarce typu worteks. Nie ma potrzeby
zawracania CB do probowki i wymieszania na wytrzgsarce typu worteks przed drugim etapem
dodawania kulek.

— Nalezy oznaczy¢ TWB2 i RSB korytka, aby unikngé¢ nieporozumien.
— Odczynniki nalezy utylizowag, gdy jest to wskazane lub po zakoriczeniu pracy.

* Uzywacd zalecanej objetosci. Zalecane objetosci obejmujg 1 ml nadwyzki dla minimalnej objetosci martwej
korytka.

* RSBiTWB2 sg pakowane w podobne probdwki. Przed uzyciem nalezy uwaznie przeczytac kazdg etykiete.
Wirowanie

* Odwirowaé wytgcznie we wskazanych krokach procedury, aby skonsolidowa¢ ptyn lub kulki na dnie
studzienki, aby zapobiec utracie probki.

Postepowanie z kulkami

* Nie zamraza¢ Cleanup Beads (CB).

* Podczas ptukania kulek:
— Do wszystkich ptytek MIDI nalezy stosowac statyw magnetyczny zgodny z 96-dotkowymi ptytkami.
— Dozowac ptyn, aby zadne kulki nie przylegaty do boku studzienki.
— Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym.

* Zawsze dodawac odczynniki do srodka lub dna studzienki bez podrywania kulek. Nie dodawac
odczynnikéw do gornej czesci dotka.
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* Powoli pipetowad zawiesiny kulek.

*  Wymieszac kulki na wytrzgsarce typu worteks, az zostang dobrze rozproszone. Kolor ptynu musi by¢
jednorodny. Wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, jesli okreslono w protokole, aby zapewni¢ ponowne
zawieszenie kulek w momencie uzycia.

* Jesli nie mozna ponownie zawiesi¢ kulek, potrzgsngé ponownie.

e Jesli kulki zostang zassane do koncéwek pipety, jesli to nie byto planowane, nalezy wypchngé je
z powrotem na ptytke stojgcg na stojaku magnetycznym i odczekad, az ciecz stanie sie klarowna (ok.
2 minuty).

* Przechowywacd w pozycji pionowej, aby upewnic sie, ze kulki sg zanurzone w buforze podczas powrotu do
przechowywania po uzyciu.

Kontrole

TruSight Whole Genome wykorzystuje kontrole analityczne wbudowane w oprogramowanie TruSight Whole
Genome Analysis Application do kwalifikacji danych i nie wymaga uzycia zewnetrznych kontroli partii. Wiecej
informacji na temat specyfikacji metrycznych mozna znalezé w punkcie Kontrole jakoscina stronie 35.
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Instrukcja uzytkowania

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Procedura

Ponizszy schemat ilustruje przebieg procedury TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Punkty bezpiecznego
wstrzymania procedury sg wskazane pomiedzy etapami.

W przypadku zatrzymania nalezy przywrdci¢ pozostate odczynniki w oryginalnych probéwkach do temperatury
przechowywania wskazanej w czesci Dostarczone odczynnikina stronie 6. W przypadku kontynuowania nalezy
przejs¢ do nastepnego punktu protokotu dotyczgcego przygotowania odczynnikéw.

o Planowanie partii i tworzenie przebiegu

Wypetnij w dowolnym momencie z
wyprzedzeniem

e Przygotowanie do realizacji protokotu

tacznie: 30 minut
¢ Przygotowanie odczynnikow i sprzetu
e Rozcienczanie probek DNA

o Przygotowanie bibliotek

tacznie: 150 minut

Tagmentowanie genomowego DNA

e Oczyszczanie po tagmentacji

e Ligacjaindekséw

e Wybdr rozmiaru i czyszczenie bibliotek

Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedur o . . .
v P ¥ o Pulowanie i denaturacja bibliotek

tgcznie: 15 minut

Punkt bezpiecznego * Pulowanie i denaturacja bibliotek

wstrzymania procedury

Planowanie partii i tworzenie przebiegu

Zaplanowac liczbe bibliotek prébek dla partii oraz indeksowanie i pulowanie w celu sekwencjonowania.

Test TruSight Whole Genome zostat oceniony i zademonstrowano wydajnosc¢ dla czterech zestawdw indekséw
dla komory przeptywu S2 (Rysunek 1, Tabela 4) i dwéch zestawdw indeksow dla komory przeptywu S4
(Rysunek 2, Tabela 5). Oprogramowanie wymusza uzycie okreslonych zestawdw indekséw. Nie mieszad i nie
dopasowywac pomiedzy okreslonymi zestawami indeksow.

Sekwencjonowanie krotnosci poza tymi zaleceniami nie jest obstugiwane.

Zestawy indeksow S2 i S4 obstugujg wielkosci partii przygotowania biblioteki 6,12, 16, 18, 22 i 24 prébek. Uzy¢
zgodnych zestawdw indeksdéw wymienionych w Tabela 3 dla kazdego rozmiaru partii przygotowania biblioteki.
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/N PRZESTROGA

Utozy¢ prébki w ptytce w orientacji odpowiadajgcej planowanemu indeksowaniu, tj. wiersze od A do H
dla 16-krotnosci lub wiersze od A do F dla 6-krotnosci. Dodawacd indeksy za pomoca pipety
wielokanatowej, aby unikng¢ pominiecia dotka lub dodania dwdch zestawdw indeksow do
pojedynczej prébki, co moze spowodowac, ze nie bedzie mozna uzyskaé wynikéw ani uzyskac
fatszywych wynikow.

Tabela 3 Opcje zestawu indeksow dla partii przygotowania biblioteki

Rozmiar partii
przygotowanej biblioteki

6 probek Zestaw indeksow S2 1, 2, 3 lub 4 (wybraé S2x1
dowolny 1 zestaw)

Zestaw poddawany ocenie Konfiguracje komory przeptywowej

12 prébek Zestaw indeksow S2 1, 2, 3 lub 4 (wybraé S2x2
dowolne 2 zestawy)

18 prébek Zestaw indekséw S2 1, 2, 3 lub 4 (wybraé S2x3
dowolne 3 zestawy)

24 prébki Zestaw indeksow S21,2,3i4 S2x4

16 prébek Zestaw indekséw S4 1 lub 2 S4 x1

22 prébki Zestaw indeksow S4 1 + zestaw S4x1iS2x1

indeksow S2 3 lub 4

Zestaw indeksdw S4 2 + zestaw
indekséw S2 1lub 2
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Rysunek 1 Uktad ptytki indeksujacej przedstawiajgcy cztery zestawy indekséw do sekwencjonowania komérek
przeptywowych S2
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Tabela 4 Zestawy indeksow S2 dla komdrek przeptywowych S2

Zestaw indeksow S21  Zestaw indeksow S2 2 Zestaw indeksow S2 3 Zestaw indeksow S2 4
(zielony) (z6tty) (niebieski) (ciemno rézowy)
1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
Cc UDP0039 UDP0067 UDPO0083 UDP0091
D UbDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
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Rysunek 2 Uktad ptytki indeksujgcej przedstawiajgcy dwa zestawy indekséw do sekwencjonowania komdrek
przeptywowych S4
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Tabela 5 Zbiory indekséwS4 dla komorki przeptywowej S4

Zestaw indeksow S4 1 (zielony) Zestaw indeksow S4 2 (niebieski)
1 2 3 4

A UDP0037 UDP0065 UDPO0081 UDP0O089
B UDP0038 UDP006G6 UDP0082 UDP0090
Cc UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0O091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDPO0069 UDP0O085 UDP0093
F UbP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
G UDP0043 UDP0071 ubP0087 UDP0095

UDP0044 UDP0072 UDP0088 UDP0096

Zapisac¢ niepowtarzalng nazwe partii i dane probki, w tym identyfikator probki, powigzany identyfikator
studzienki ptytki indeksujacej (patrz Zatgcznik A na stronie 89), ptytke biblioteki, identyfikator studzienki ptytki
biblioteki i identyfikator probdwki biblioteki (jesli jest znany). Informacje te sg wprowadzane podczas tworzenia
przebiegu.

W celu uzyskania instrukcji dotyczacych funkcji Create Runs (Tworzenie przebiegdw) przy uzyciu aplikacji patrz
TruSight Whole Genome Analysis Application Guide (dokument nr 200049931). Zapisa¢ Run Name (Nazwe
przebiegu), ktéra zostaé by¢ uzyta podczas tadowania materiatéw eksploatacyjnych.
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/N PRZESTROGA

Upewnic¢ sig, ze indeksy i powigzane prébki uzywane podczas przygotowywania biblioteki

odpowiadajg indeksom zarejestrowanym i uzywanym do tworzenia przebiegu. Rozbieznosci moga
spowodowac¢ zgtoszenie nieprawidtowych wynikéw lub ich brak.

Przygotowanie do protokotu

Przygotowanie odczynnikéw i sprzetu

Jesli planowane jest sekwencjonowanie tego samego dnia, nalezy wczesniej rozmrozi¢ materiaty
eksploatacyjne do sekwencjonowania. Szczegdtowe instrukcje znajdujg sie w Dokumentacja NovaSeq 6000Dx

Instrument (dokument nr 200010105).

1. Podgrza¢ inkubator mikroprébek z wktadka do ptytek MIDI do temperatury 47°C.

2. Wyja¢ nastepujace odczynniki z pudetka i rozmrozi¢ w nastepujgcy sposob.

Tabela 6 Przechowywanie od -25°C do -15°C

Odczynnik Nazwa pola

BLT-PF TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1
ELM TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1
HP3 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1
TB1 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

Indeksy UD TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual
Indexes

Tabela7 Przechowywanie od 15°C do 30°C

Odczynnik Nazwa pola

CB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
RSB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
ST2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TWB2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
NB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
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Instrukcje dotyczace rozmrazania

Rozmrazaé w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

Rozmrazaé w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.
Nastepnie trzymac na lodzie do
czasu, az bedzie to konieczne.

Rozmrazaé w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

Rozmrazaé w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

Rozmrazaé w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

Instrukcje dotyczace rozmrazania

Uzywac w temperaturze pokojowe;j.

Uzywacé w temperaturze pokojowe;j.

Uzywacé w temperaturze pokojowe;j.

Uzywaé w temperaturze pokojowe;.

Uzywac w temperaturze pokojowe;j.
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/N PRZESTROGA

Ten zestaw odczynnikéw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skoérg i kontakt z oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu. Nalezy
nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowaé jako odpady chemiczne i
pozbywa¢ sie ich zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi.
Dodatkowe informacje dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta
charakterystyki dostepna na stronie support.illumina.com/sds.html.

Przygotowanie prébek DNA

Nalezy przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:
* Prébki gDNA oznaczone ilosciowo:
a. Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
b. Krotko odwirowac, aby zebrac kropelki.
c. Wymieszac za pomoca pulsacyjnej wytrzasarki typu worteks lub pipetowac, a nastepnie
krotko odwirowac.
* RSB -Wytrzgsaé pulsacyjnie lub odwrdci¢ w celu wymieszania. Przechowywa¢ w temperaturze pokojowe;.

— RSBiTWB2 sg pakowane w podobne probdwki. Przed uzyciem nalezy uwaznie przeczytac kazda
etykiete.

Procedura

W zaleznos$ci od ilosci wejsciowej DNA, ktoére rézni sie w zaleznosci od zastosowanej metody oznaczania
ilosciowego DNA, nalezy obliczy¢ objetosci wymagane do przygotowania rozcienczonych prébek DNA. Ponizej
przedstawiono rownania dla trzech badanych metod oznaczania ilo$ciowego DNA. Wigcej informacji mozna
znalezé w Zalecenia dotyczgce wejsciowej ilosci DNA na stronie 11i w Zatgcznik B na stronie 92.

Obliczenia zaktadajg minimalng objetos¢ pipetowania wynoszacg 2,0 ul i uwzgledniajg 10% nadwyzki.
Zaokraglenie nalezy wykonac w ostatnich krokach, po zakonczeniu obliczen, uzywajgc wymaganej liczby
miejsc po przecinku, aby zapewni¢ doktadne pipetowanie.

Opcja 1: llos¢ wejsciowa DNA 280 ng dla metod kwantyfikacji szerokiego zakresu Quant i
Qubit

Minimalne stezenie podstawowego roztworu DNA w prébce wynosi 11,2 ng/ul. Prébki < 11,2 ng/ul sg bardziej
narazone na niespetnianie wymagan kontroli jakosci biblioteki po sekwencjonowaniu. W zaleznosci od stezenia
podstawowego roztworu DNA, do wykonywania obliczen nalezy uzy¢ jednego z ponizszych réwnan.
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1. Dla stezenia podstawowego roztworu DNA od 11,2 do 154,0 ng/ul nalezy obliczy¢ objeto$¢ podstawowego
roztworu DNA i wymagany RSB, uzywajgc catkowitej objetosci rozcienczonego DNA 27,5 pl (25 pl plus 10%
nadwyzki) jako statej:

a. Obliczy¢ objetos¢ podstawowego roztworu DNA:

. ;. _ (Iloéé wejsciowa docelowego DNA (ng) + 10% nadwyzki)
Objetosé podstawowego roztworu DNA (ul) = Stoenic podstawouego roztwors DNA (ng/l)

= 280 ng x 1,1/ Stezenie podstawowego roztworu DNA (ng/ul)
= 308 ng / Stezenie podstawowego roztworu DN A (ng/ul)

b. Obliczy¢ objetos¢ podstawowego roztworu RSB:

Objetoéé RSB (ul) = Catkowita objetoéé rozcieficzonego DN A (ul) — obliczona objetoéé podstawowego roztworu DN A (ul)
= 27,5 (ul) — obliczona objetosé podstawowego roztworu DN A (ul)

c. Zweryfikowac obliczenia: Potwierdzi¢ obliczong objeto$é podstawowego roztworu DNA (ul) +
obliczong objetos¢ RSB (ul) = 27,5 pl, catkowitg objetos¢ rozcienczonego DNA (stata, 25 pl plus 10%
nadmiaru).

2. Alternatywnie, dla stezen podstawowego roztworu DNA > 154,0 ng/ul, obliczy¢ catkowitg potrzebng
objetos¢ rozcienczonego DNA i RSB przy uzyciu objetosci podstawowego roztworu DNA 2,0 ul i docelowe
rozcienczone stezenie podstawowego roztworu DNA 11,2 ng/ul jako state.

a. Obliczy¢ catkowitg objetos¢ rozciericzonego DNA:

. , . stezenie podstawowego roztworu DNA (n, X objetosé podstawowego roztworu DNA
Catkowita objetosé rozcieficzonego DN A (ul) = g — (ng/ud) x_ ob g )
Docelowe rozcienczone stezenie podstawowego roztworu DNA

= stezenie podstawowego roztworu DNA (ng/pl) x 2,0 pl /11,2 ng/ul

b. Obliczy¢ objetos¢ RSB:
Objeto$é RSB (ul) = Obliczona catkowita objetodé rozcienczonego DNA (ul) — Objetodé podstawowego roztworu DN A (pl)

= Obliczona catkowita objetosé rozciericzonego DNA (ul) — 2,0 pl

c. Zweryfikowac obliczenia: potwierdzi¢ obliczong catkowitg objeto$¢ rozciericzonego DNA (ul) -
obliczong objetos¢ RSB (ul) = 2,0 pl, objetos¢ podstawowego roztworu DNA (stata).

Przejs¢ do etapu3 ponizej.

Opcja 2: Wejsciowa ilos¢ DNA 350 ng dla Accuclear Ultra High Sensitivity Quantitation
Method

Minimalne stezenie podstawowego roztworu DNA w prébce wynosi 14,0 ng/ul. Prébki < 14,0 ng/ul sg bardziej
narazone na niespetnianie wymagan kontroli jakosci biblioteki po sekwencjonowaniu. W zaleznosci od stezenia
podstawowego roztworu DNA, do wykonywania obliczen nalezy uzy¢ jednego z ponizszych réwnan.

1. Dla stezenia podstawowego roztworu DNA od 14,0 do 192,5 ng/ul obliczy¢ objeto$¢ podstawowego
roztworu DNA i RSB potrzebng, uzywajac catkowitej objetosci rozcienczonego DNA 27,5 pl (25 pl plus 10%
nadwyzki) jako statej:

a. Obliczy¢ objetos¢ podstawowego roztworu DNA:
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3
4.
S)
6

(Iloé ¢ wejéciowa docelowego DNA (ng) + 10% nadwyzki)
Stezenie podstawowego roztworu DNA (ng/ul)

= 350 ng x 1,1/ Stezenie podstawowego roztworu DN A (ng/ul)

Objetosé podstawowego roztworu DNA (ul) =

= 385 ng / Stezenie podstawowego roztworu DN A (ng/ul)

Obliczy¢ objetosé podstawowego roztworu RSB:

Objetoéé RSB (ul) = Catkowita objetodé rozcieficzonego DN A (ul) — obliczona objetosé podstawowego roztworu DN A (ul)
= 27,5 (ul) — obliczona objetoéé podstawowego roztworu DNA (ul)

Zweryfikowac obliczenia: Potwierdzi¢ obliczong objetosé podstawowego roztworu DNA (ul) +
obliczong objetosé RSB (ul) = 27,5 pl, catkowitg objetos¢ rozcienczonego DNA (stata, 25 ul plus 10%
nadmiaru).

Alternatywnie, w przypadku stezen podstawowego roztworu DNA > 192,5 ng/ul, obliczy¢ catkowita
potrzebng objetosé rozcieiczonego DNA i RSB, uzywajgc objetosci podstawowego roztworu DNA 2,0
jako state;j.

a.

Obliczy¢ catkowitg objetos$¢ rozciericzonego DNA:

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

Catkowita objetosé rozcienczonego DN A (ul) = stezenie podstawowego roztworu

Obliczy¢ objetosé RSB:
Objetosé RSB (ul) = Objetosé catkowita rozcieniczonego DNA (ul) — Objetosé podstawowego roztworu DN A (ul)

= Objetoéé catkowita (ul) — 2,0 pl

Zweryfikowac obliczenia: potwierdzi¢ obliczong catkowitg objetos¢ rozcienczonego DNA (ul) -
obliczong objetosé RSB (ul) = 2,0 ul, objeto$é podstawowego roztworu DNA (stata).

Dla kazdej rozciericzonej prébki oznaczy¢ nowg probowke do mikrowiréwki o pojemnosci 0,5 ml.

Dodac objetos¢ RSB obliczong powyzej do odpowiedniej probdowki dla kazdej rozciericzonej probki.

Doda¢ objetos¢ DNA obliczong powyzej do odpowiedniej probdwki dla kazdej rozciericzonej probki.

Wymieszac pulsacyjnie na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

Przygotowanie bibliotek

Aby przygotowac odczynniki z wyprzedzeniem, nalezy wykonac¢ czynnosci przygotowania opisane w tym
punkcie.

O ile nie wyszczegdlniono punktu bezpiecznego przerwania oznaczenia, nalezy przej$¢ do nastepnego etapu.

Przygotowanie

Przygotowad nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) - wymieszac na wytrzgsarce typu worteks. W przypadku
stosowania wielu probéwek wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie potgczyc.

TB1 (Tagmentation Buffer 1):
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a. Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks.
b. Krotko odwirowad.
* ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Sprawdzi¢ pod katem precypitacji. W przypadku zaobserwowania osadow, ogrzewac¢ w temperaturze
37°C przez 10 minut, a nastepnie wymieszac na wytrzgsarce typu worteks az do rozpuszczenia
osadow.

b. Wymieszac doktadnie na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.
* ELM (Extension Ligation Mix):
a. Odwrdcié, aby wymieszad. Nie wytrzgsac na wytrzgsarce typu worteks.
b. Przechowywac na lodzie do czasu uzycia.
* HP3 (2N NaOH):
a. Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
b. Przechowywacé w temperaturze pokojowej.
* NB (Neutralization Buffer):
a. Wymiesza¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
b. Przechowywaé w temperaturze pokojowe;.
* CB (Cleanup Beads):
a. Wymieszac na wytrzasarce typu worteks przez 1 minute.

b. Odwrdci¢ 2-5 razy, a nastepnie doktadnie wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, aby ponownie
uzyskac¢ zawiesine.

* Adaptery indeksowane (UDI PCR-Free (32 Indexes)):
a. Wymiesza¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
b. Przechowywaé w temperaturze pokojowe;.
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):
a. Oznaczy¢ korek probowki TWB2.
b. Doktadnie odwrdci¢ w celu wymieszania.

* W probowce do mikrowiréwki oznaczonej symbolem 0,2N NaOH potgczy¢ nastepujgce objetosci w celu
przygotowania 0,2N NaOH zgodnie z planowang wielkoscig partii. Wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks.

UWAGAMW przypadku planowania pulowania i denaturacji bibliotek tego samego dnia nalezy przygotowac
dodatkowe 0,2N NaOH. Patrz Przygotowanie na stronie 32.

Odczynnik 6 probek (ul) 12 prébek (ul) 16 probek (ul) 18 probek (ul) 22 préobki (ul) 24 prébki (ul)

HP3 30 60 80 90 110 120
RSB 270 540 720 810 990 1080
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* W probdwce stozkowej o pojemnosci 15 ml potgczy¢ nastepujgce objetosci, aby przygotowac 80% EtOH
zgodnie z planowang wielkoscig partii. Uwzgledniono nadwyzke przy uzyciu korytka. Wymieszac¢ na
wytrzgsarce typu worteks.

. , 12 prébek 16 probek 18 prébek 22 proébki 24 prébki
Odczynnik 6 probek (ml) (mi) (mi) (mi) (mi) (mi)
100% etanol, 4 8 8 12 12 12
czysty,
absolutny
Woda bez 1 2 2 3 3 3
nukleaz

/N PRZESTROGA

Ten zestaw odczynnikéw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skérg i kontakt z oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu. Nalezy
nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny
odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowa¢ jako odpady chemiczne i
pozbywaé sie ich zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi.
Dodatkowe informacje dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta
charakterystyki dostepna na stronie support.illumina.com/sds.html.

Tagmentowanie genomowego DNA

Ten etap wykorzystuje Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) do tagmentowania DNA. W ramach
tego procesu nastepuje fragmentacja i znakowanie DNA sekwencjami adapterdw.

Materiaty eksploatacyjne

* 96-dotkowe ptytki MIDI

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

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
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Procedura

1. Sprawdzi¢, czy inkubator mikroprébek z ptytkg MIDI zostat wstepnie nagrzany do temperatury 47°C.
2. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI jako LP1 (Ptytka biblioteki 1).

3. Wyznaczy¢ i zapisa¢ identyfikatory dotkdw na prébki do oznaczania rozcienczonych prébek DNA i
odczynnikéw.

4. Przenies¢ 25 pl rozcienczonego DNA prébki do kazdego dotka.
Doda¢ 10 pl TB1 do kazdego dotka.

6. BLT-PF Energicznie wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute, aby ponownie uzyskacd
zawiesine. Nie wirowac. W razie potrzeby powtdrzyé.

7. Doda¢ 15 pl BLT-PF do kazdego dotka.
8. Zafoliowad i wytrzasac LP1 z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

9. Inkubowacd LP1 we wstepnie podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 47°C przez 8 minut.

UWAGA Oczekuje sig, ze na uszczelce ptytki powstanie niewielkie skroplenie. Nie wirowad.

10. Zdjgé uszczelke i dodac 10 pl ST2 do kazdego z dotkdw.

11. Uszczelni¢ i potrzgsac LP1 przy 1800 obr./min przez 1 minute, a nastepnie przej$¢ do nastepnego kroku.

Oczyszczanie po tagmentaciji

Ponizsze etapy majg na celu usuniecie niezwigzanego DNA i wymiane buforu, aby przygotowacé prébki do
nastepnego kroku.

Materiaty eksploatacyjne

*  TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)

¢ Korytko

Informacje o odczynnikach

* Powoli pipetowaé TWB2 aby zminimalizowaé powstawanie piany.

* RSBiTWB2 sg pakowane w podobne probdwki. Przed uzyciem nalezy uwaznie przeczyta¢ kazdg etykiete.

Procedura

1. Zdjaé folie i umiescic¢ ptytke LP1 na podstawce magnetyczneji odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok.
2 minuty).

2. Przygotowac TWB2 korytko z objetosciami zgodnie z ponizsza tabelg i wyraznie oznaczy¢ korytko TWB2.
Objetosci uwzgledniajg 1 ml nadwyzki dla minimalnej martwej objetosci korytka. Zachowacé korytko do
pdzniejszych etapdw.
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Odczynnik 6 probek (M) 12 probek (ul) 16 probek (ul) 18 prébek (pl) 22 probki (ul) 24 probki (ul)
TWB2 3700 6400 8200 9100 10900 11800
3. Pozostawi¢ LP1 na statywie magnetycznym i za pomoca pipety wielokanatowej ustawionej na 60 pl usungé
i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka bez naruszania kulek.
4. Zapomocg pipety wielokanatowej dodac¢ 150 ul TWB2 do kazdego dotka.
Zafoliowacd i wytrzgsac LP1 z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

6. Zdjag¢ folie i umiescic¢ ptytke LP1 na podstawce magnetyczneji odczekac, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok.
2 minuty).

7. W trakcie inkubaciji nalezy powrécié do przechowywania zamrozonego BLT-PF, a nastepnie przejs¢ do
nastepnego etapu.

Ligacja indeksow

W tym punkcie uzytkownicy ligujg unikalne adaptery podwdjnego indeksu do kazdej prébki zgodnie z
indeksowaniem zaplanowanym podczas Planowanie partii i tworzenie przebiegu na stronie 17.

Materiaty eksploatacyjne

* ELM (Extension Ligation Mix)

* Adaptery indeksowane (UDI PCR-Free (32 Indexes)):

* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2) korytko

* 0,2N NaOH (Rozcieniczanie HP3)

Informacje o odczynnikach

*  Dotkow ptytki wskaznikowej nie mozna ponownie uzywac.

* Nabiera¢idozowac¢ ELM powoli ze wzgledu na lepkos¢ roztworu.

* RSBiTWB2 sg pakowane w podobne probdwki. Przed uzyciem nalezy uwaznie przeczytaé kazdg etykiete.

Procedura

1. Trzymacé LP1 na stojaku magnetycznym i wykonac¢ nastepujgce czynnosci:

a. Zapomoca pipety wielokanatowej ustawionej na 150 ul usungc i odrzucié caty nadsgcz z kazdej
studzienki.

b. Bez naruszania osadu kulek, za pomocg pipety ustawionej na objetos¢ 20 pl usunagc i odrzucic¢ reszte
TWB2 z kazdego dotka.

Doda¢ 45 ul ELM do kazdego dotka.

d. Przektué¢ uszczelke foliowa na ptycie adaptera wskaznika dla kazdego planowanego dotka
indeksujgcego za pomoca pipety wielokanatowej P200 i nowych koncowek pipety. Aby unikngé
zanieczyszczenia, do kazdego dotka nalezy uzywac nowej koncéwki pipety.

Nr dokumentu: 200050132, wer. 00.1 287294
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



TruSight Whole Genome - ulotka dotgczona do opakowania illumina

10.
1.

e. Doda¢ adaptery 5 yl do odpowiednich dotkédw prébek LP1 zgodnie z indeksami wybranymi podczas
planowania partii przy uzyciu pipety wielokanatowej P-10 lub P-20.
Zafoliowad i wytrzgsac LP1 z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

Inkubowaé LP1 we wstepnie podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 47°C przez 8 minut.

UWAGA Oczekuje sig, ze na uszczelce ptytki powstanie niewielkie skroplenie. Nie wirowac.

W trakcie inkubaciji nalezy ponownie umiesci¢ ELM w zamrozonym miejscu przechowywania.

Zdjac¢ folie i umiescic¢ ptytke LP1 na podstawce magnetyczneji odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok.
2 minuty).

Pozostawi¢ ptytke LP1 na statywie magnetycznym i za pomocg pipety wielokanatowej ustawionej na
objetos¢ 50 pl usungé i odrzucié caty nadsgcz z kazdego dotka bez naruszania osadu kulek.

Przemywac kulki w nastepujacy sposéb.
a. Dodacd 150 pyl TWB2 do kazdej studzienki za pomocg pipety wielokanatowe;.
b. Zafoliowaciwytrzagsa¢ LP1 z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

c. Zdjac folie i umiesci¢ ptytke LP1 na podstawce magnetyczneji odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta
(ok. 2 minuty).

d. Pozostawi¢ ptytke LP1 na statywie magnetycznym i za pomoca pipety wielokanatowej ustawionej na
objetos¢ 150 pl usunagd i odrzuci¢ caty nadsgcz z kazdego dotka bez naruszania osadu kulek.

Przemy¢ kulki po raz drugi.

Gdy LP1 znajduje sie na stojaku magnetycznym, uzy¢ pipety wielokanatowej ustawionej na 20 pl, aby
usungc¢ i wyrzucié¢ pozostatosci TWB2 z kazdej studzienki bez naruszania kulek.

Do 0,2N NaOH kazdego dotka dodaé 45 pl wczesniej przygotowanego roztworu.

Uszczelnié i wstrzagsaé LP1 przy 1800 obr./min przez 1 minute, a nastepnie przejs¢ do nastepnego punktu.

Wybor rozmiaru i czyszczenie bibliotek

Ten krok wykorzystuje dwustronne wybieranie rozmiaru bibliotek. W pierwszym kroku Cleanup Beads sg
dodawane do wymywanych bibliotek i kuleczek BLT-PF. Nastepnie nadsgcz zawierajgcy poddang elucji
biblioteke jednoniciowg jest przenoszony na nowg ptytke, podczas gdy zbyt duze fragmenty pozostajg zostaja.
W drugim kroku Cleanup Beads sg dodawane do przeniesionych bibliotek, a zbyt mate fragmenty sg usuwane.
Nastepnie biblioteki poddaje sie elucji i przenosi na koricowa ptyte biblioteki (FLP).

Materiaty eksploatacyjne

96-dotkowe ptytki MIDI
Korytka (3)

Ptytka PCR

CB (Cleanup Beads)
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* RSB (Resuspension Buffer)

* Swiezo przygotowany 80% roztwér etanolu (80% EtOH)

Przygotowanie

1. Wymieszac¢ CB za pomoca wytrzgsarki typu worteks az do catkowitego ponownego zawieszenia.

2. Przygotowacd korytko CB z objetosciami zgodnie z ponizszg tabelg i oznaczy¢ korytko CB. Objetosci sg
wystarczajgce dla obu etapéw dodawania i obejmujg 1 ml nadwyzki w korytku dla minimalnej martwej
objetosci. Nie ma potrzeby mieszania pomiedzy kolejnymi etapami dodawania CB. Kulki pozostang
rozproszone w trakcie procedury.

Odczynnik 6 probek (M) 12 probek (ul) 16 probek (ul) 18 prébek (pl) 22 probki (ul) 24 probki (ul)
CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920

Procedura

—_

Zdjg¢ uszczelke i dodac¢ 40 pl CB do dotkdw ptytki LP1 MIDI zawierajgcych BLT-PF i 0,2N NaOH.

2. Zafoliowac i wytrzgsac¢ LP1 z predkoscig 1800 obr./min przez 1 minute.

3. Inkubowa¢ LP1 poza stojakiem magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

4. Usunac folie i umiesci¢ LP1 na podstawce magnetycznej i odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok. 5
minut).

5. Podczas inkubaciji ptytki nalezy oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI LP2.

6. Przenies¢ 80 ul nadsgczu z LP1 na stojaku magnetycznym do odpowiednich dotkéw LP2 za pomocg pipety
wielokanatowe].

7. Dodacd 40 ul CB do kazdej studzienki ptytki LP2 MIDI.
8. Zafoliowac i wytrzgsa¢ LP2 z predkoscig 18000br./min przez 1 minute.
Wyrzucié¢ ptytke LP1 MIDI.
10. Inkubowa¢ LP2 poza stojakiem magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

11. Usunac¢ folie i umiesci¢ LP2 na podstawce magnetyczneji odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok. 5
minut).

12. Pozostawi¢ ptytke LP2 na statywie magnetycznym i za pomoca pipety wielokanatowej ustawionej na
objetos¢ 120 pl usunagd i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka bez naruszania osadu kulek.

13. Wla¢ wczesniej przygotowany roztwoér 80% EtOH do oznaczonego korytka i przemy¢ kulki LP2 na magnesie
w nastepujacy sposdb.
a. Dodac 180 ul 80% EtOH za pomoca pipety wielokanatowe;.
b. Odczekaé 30 sekund.

c. Zapomoca pipety ustawionej na objetos$¢ 180 pl usuna¢ i odrzucié caty nadsgcz z kazdego dotka bez
naruszania osadu kulek.
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14. Przemy¢ kulki po raz drugi.

15. Gdy LP2 znajduje sie na stojaku magnetycznym, uzy¢ pipety wielokanatowej ustawionej na 20 yl, aby
usunad i wyrzucicé pozostatosci EtOH z kazdej studzienki bez naruszania kulek.

16. Trzymac LP2 na powietrzu na stojaku magnetycznym przez 4 minut, aby wysuszy¢.
17. Wyrzucié niezuzyty roztwoér 80% EtOH i korytko.

18. Przygotowacd korytko RSB z objetosciami zgodnie z ponizszg tabelg i oznaczy¢ pojemnik RSB. Objetosci
uwzgledniajg 1 ml nadwyzki dla minimalnej martwej objetosci korytka.

Odczynnik 6 probek (M) 12 probek (ul) 16 probek (ul) 18 prébek (pl) 22 probki (ul) 24 probki (ul)
RSB 1390 1780 2040 2170 2430 2560

19. Dodac¢ 65 ul RSB do kuleczek w kazdym dotku.
20. Zafoliowad i wytrzgsac LP2 z predkoscig 18000br./min przez 1 minute.
21. Inkubowad LP2 w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

22. Zdja¢ folie i umiesci¢ LP2 na podstawce magnetyczneji odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok. 2
minuty).

23. Oznaczy¢ nowag ptytke PCR FLP (ostateczna ptytka biblioteki) i nazwg partii uzywang podczas tworzenia
testu.

24. Przeniesc¢ 60 ul nadsaczu z LP2 na stojaku magnetycznym do odpowiednich dotkéw FLP za pomoca pipety
wielokanatowe].

/N PRZESTROGA

Nadsacz zawiera ostateczng biblioteke i bedzie uzywany podczas etapu potgczenia i denaturacji.
Nie wyrzucad.

25. Wyrzuci¢ wszystkie korytka wraz z niewykorzystanymi odczynnikami w korytkach.

26. Wyrzucic ptytke LP2 MIDI.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku zatrzymania nalezy zamkna¢ koncowa ptytke biblioteki (FLP) mikrouszczelkg B i przechowywac w
temperaturze od -25°C do -15°C przez maksymalnie 14 dni.

Pulowanie i denaturacja bibliotek

W tym punkcie uzytkownicy tworza pule zaplanowane w czesci Planowanie partii i tworzenie przebiegu na
stronie 17 oraz rozcienczajg i denaturuja.

Materiaty eksploatacyjne

* HP3 (2N NaOH) lub 0,2N NaOH jesli przygotowano tego samego dnia — wymieszac za pomocg wytrzagsarki
typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.
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NB (Neutralization Buffer) — wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.
RSB (Resuspension Buffer) — wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks lub odwrdécié¢ w celu wymieszania.
Probdéwki do mikrowiréwek (1 do przygotowania odczynnika i 1 do kazdej planowanej biblioteki)

NovaSeq 6000Dx Library Tube (PN 20062290 lub PN 20062291) (1 probdwka na kazde planowane
potaczenie bibliotek)

Przygotowanie

1.

Potgczy¢ podane ponizej objetosci w probdwce do mikrowirédwki, aby przygotowac 0,2N NaOH. Oznaczy¢
probdéwke 0,2N NaOH. Jesli podczas przygotowywania biblioteki przygotowano dodatkowy 0,2N NaOH, a
protokét zostat wykonany tego samego dnia, nalezy pomingé ten krok.

Aby zapobiec niewielkim btedom w pipetowaniu, przygotowywana jest dodatkowa objetosc.

Odezvnnik Objetosé dla kazdej komory Objetosé¢ dla kazdej komory
v przeptywowej S2 (pl) przeptywowej S4 (pl)

HP3 5 10

RSB 45 90

2. Wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.

Procedura

1.

Jesli ptytka FLP byta przechowywana zamrozona, nalezy jg przygotowac w sposdb opisany ponizej. W
przeciwnym razie nalezy przej$¢ do etapu 2.
Ptytka FLP:

Rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

a.
b. Odwirowaé z przyspieszeniem 1000 x g przez 1 minute.
c. Zdja¢ uszczelke z FLP.

d

Za pomocag pipety wielokanatowej ustawionej na 30 pl, przepipetowac kazdg probke od 5 do 10 razy,
aby wymieszad.

e. Uszczelni¢ i odwirowac z przyspieszeniem 1000 x g przez 1 minute.

2. Wybra¢ jedng z ponizszych opcji, aby ztgczy¢ w pule, denaturowac i rozcienczy¢ biblioteki dla kazdego
zestawu 6 lub 16 prébek planowanych do sekwencjonowania.

Opcja 1 Sekwenowanie 6 bibliotek w komérce przeptywu S2.

a. Dlapuli bibliotek oznaczy¢ nowg probdwke do mikrowiréwki nazwa puli, na przyktad pulowane biblioteki
(PB) 1, 2, 3itd.

b. Usunac¢ uszczelke i przeniesc 25 ul kazdej biblioteki DNA oznaczonej kodem kreskowym z danego
zbioru indekséw S2 z ptytki FLP do probdéwki PB dla kazdego odpiedniego planowanego przebiegu
zgodnie z pulami do sekwencjonowania zaplanowanymi podczas Planowanie partii i tworzenie
przebiegu na stronie 17. Mozna na przyktad potgczy¢ biblioteki przygotowane przy uzyciu zbioru
indekséw S2 1w probowke PB.
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Na ptytke oznaczong FLP natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgcg i odtozy¢ do miejsca
przechowywania.

Dodac¢ 37 ul 0,2N NaOH do kazdej probdéwki PL.

Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks kazdg probéwke PB. Krétko odwirowac.
Inkubowa¢ kazdg probéwke PB w temperaturze pokojowej przez 8 minut.

Dodac¢ 38 ul NB do kazdej probdéwki PB.

Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks kazdg probéwke PB. Krétko odwirowac.

Przenies¢ 225 ul denaturowanej, rozcienczonej biblioteki do czystej probdéwki Library NovaSeq 6000Dx.

/N PRZESTROGA

Jesli wezesniej wybrano te opcje, do identyfikacji i powigzania planowanego przebiegu zostanie
uzyty identyfikator probdwki Library NovaSeq 6000Dx. Upewni¢ sig, ze identyfikator probowki
Library, do ktdrej zostata przeniesiona pula, jest tym samym identyfikatorem probdéwki Library
okreslonym w opcji Create Run (Utworz przebieg). W przeciwnym razie moze wystgpi¢
nieprawidtowe powigzanie wynikéw prébki. Jesli w planowanym przebiegu okreslono
identyfikator probdwki Library, nalezy potwierdzié¢, ze uzywana jest prawidtowa probdéwka. Jesli
wczesniej nie okreslono inaczej, nalezy zarejestrowac uzyty identyfikator probdwki Library i
skorygowac planowany przebieg. W przeciwnym razie podczas tadowania urzgdzenia przy uzyciu
nazwy przebiegu konieczne bedzie reczne wybranie powigzanego zaplanowanego przebiegu (lub
zaplanowanych przebiegdw).

Opcja 2 Sekwenowanie 16 bibliotek w komodrce przeptywu S4.

a. Oznaczy¢ nowg probdéwke do mikrowirdéwki nazwa puli, na przyktad pulowane biblioteki (PB) 1, 2, 3 itd.

b. Usung¢ folie i przeniesé 18 ul kazdej biblioteki DNA z ptytki FLP do probdwki PB zgodnie z pulg
sekwencjonowania zaplanowang podczas Planowanie partii i tworzenie przebiegu na stronie 17. Mozna
na przyktad potgczy¢ biblioteki przy uzyciu zbioru indekséw S4 1 w probdwke PB.

c. Na ptytke oznaczong FLP natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca i odtozyé do miejsca
przechowywania.

d. Dodad 22 ul RSB do kazdej probdwki PB.

e. Doda¢ 77 pl 0,2N NaOH do kazdej probdéwki PB.

f. Probdwke PB wymieszac na wytrzgsarce typu worteks. Krétko odwirowad.

g. Inkubowacd probdéwke PB w temperaturze pokojowej przez 8 minut.

h. Dodac 78 ul buforu NB do probdéwki PB.

i. Probdéwke PB wymieszacd na wytrzgsarce typu worteks. Krétko odwirowag.

j.  Przenies¢ 465 ul denaturowanej, rozciericzonej biblioteki do czystej probdwki Library NovaSeq
6000Dx.
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/N PRZESTROGA

Jesli wczesniej wybrano te opcje, do identyfikacji i powigzania planowanego przebiegu zostanie
uzyty identyfikator probdwki Library NovaSeq 6000Dx. Upewnic sig, ze identyfikator probdwki
Library, do ktorej zostata przeniesiona pula, jest tym samym identyfikatorem probdéwki Library
okreslonym w opcji Create Run (Utwdrz przebieg). W przeciwnym razie moze wystgpic¢
nieprawidtowe powigzanie wynikéw probki. Jesli w planowanym przebiegu okreslono
identyfikator probdwki Library, nalezy potwierdzi¢, ze uzywana jest prawidtowa probdéwka. Jesli
wczesniej nie okreslono inaczej, nalezy zarejestrowacd uzyty identyfikator probdwki Library i
skorygowac planowany przebieg. W przeciwnym razie podczas tadowania urzadzenia przy uzyciu
nazwy przebiegu konieczne bedzie reczne wybranie powigzanego zaplanowanego przebiegu (lub
zaplanowanych przebiegéw).

3. Przejs¢ bezposrednio do sekwencjonowania, jesli planowane jest rozpoczecie przebiegu tego samego dnia.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku przerwania procedury, probéwke Library NovaSeq 6000Dx nalezy zamkng¢ korkiem
i przechowywac w temperaturze od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 30 dni.

Przygotowanie do sekwencjonowania

1. Postepowac zgodnie z instrukcjami przygotowania podanymi w Dokumentacja NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument nr 200010105) dla materiatéw eksploatacyjnych zestawu planowanych do
sekwencjonowania.

2. Jesli probowka NovaSeq 6000Dx Library zawierajgca zbiorczg biblioteke byta przechowywana w stanie
zamrozonym, nalezy przygotowac jg w nastepujacy sposéb. W przypadku przejscia bezposrednio z
poprzedniej sekcji, przejdz do 3.

a. Rozmrazacé w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

b. Zdjg¢ zatyczke i delikatnie wymieszacé pipetg piec razy za pomocg pipety P1000 ustawionej na 300 pl
dla potgczenia biblioteki komorek przeptywu S4 lub pipety P200 ustawionej na 145 pl dla potgczenia
biblioteki komorek przeptywu S2.

c. Zakryc¢ probdwke Library NovaSeq 6000Dx korkiem i recznie potrzgsnac kroplami na dnie. Nie
wytrzgsac ani nie wirowac.

3. tadowanie materiatéw eksploatacyjnych. Szczegdtowe informacje mozna znalez¢ w Dokumentacja
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument nr 200010105).

Interpretacja wynikow

TruSight Whole Genome jest przeznaczony do sekwencjonowania catego ludzkiego genomu. Warianty sg
raportowane dla probek, ktére spetniajg wymagania analitycznych kontroli jakosci (QC) do stosowania w
dalszych zastosowaniach analizy linii zarodkowe;.
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Wynik sekwencjonowania, FASTQ lub jakosci prébki uznaje sie za wazny tylko wtedy, gdy pomiar jakosci
spetnia lub przekracza zdefiniowang specyfikacje. Jesli wskaznik jakosci jest ponizej zdefiniowanej
specyfikacji, wydajnos¢ zostanie zgtoszona jako NIEPOWODZENIE i nalezy powtdrzy¢ prébke. Informacje
na temat specyfikacji pomiaru jakos$ci stosowanych do okreslenia waznosci probki mozna znalez¢é w
punkcie Kontrole jakoscina stronie 35.

Oczekuije sig, ze prébki, ktdére spetniajg wymagania wszystkich progéw jakosci, zapewnig wykonanie
rozpoznania wariantowego opisanego w badaniu doktadnosci (patrz Dokfadnosc na stronie 47).

Mate warianty sg oznaczone wysokim, posrednim lub niskim poziomem ufnosci na podstawie oczekiwanych
wynikow kazdego typu wariantu (patrz Ustalenie poziomu ufnosci dla matych wariantdw na stronie 43).

Interpretacja wszystkich informacji o wariancie musi zosta¢ zweryfikowana przez laboratorium przy uzyciu
dostarczonych plikdw wynikéw analizy. Opis informacji zawartych w plikach wynikéw znajduje sie w
TruSight Whole Genome Analysis Application Guide (dokument nr 200049931).

Kontrole jakosci

Waznos¢ przebiegu sekwencjonowania i probki jest okreslana automatycznie za pomoca kontroli analitycznych
i jest zgtaszana przez TruSight Whole Genome Analysis Application (patrz Tabela 8, aby uzyska¢ dodatkowe
informacje na temat specyfikacji parametréw kontroli jakosci). TruSight Whole Genome nie wymaga stosowania
zewnetrznych kontroli dodatnich.

Wyniki kontroli jakosci sg raportowane w skonsolidowanym raporcie, dla wszystkich prébek w przebiegu
oraz w raportach kontroli jakosci poszczegdlnych prébek. Raporty sg generowane przez oprogramowanie
do folderu analizy. Patrz lokalizacja katalogu analizy TruSight Whole Genome Analysis Application Guide
(dokument nr 200049931) oraz katalogu przebiegu.

Niepowodzenie specyfikacji kontroli jakosci przebiegu sekwencjonowania uniewaznia przebieg
sekwencjonowania i zatrzymuje dodatkowg analize.

Niepowodzenie analizy jakiejkolwiek probki FASTQ lub specyfikacji biblioteki uniewaznia biblioteke prébek i
uniemozliwia wynik powigzanych plikdw CRAM lub VCF.

Dodatkowe czynnos$ci wymagane w zwigzku z kontrolg jakosci moga obowigzywac zgodnie z przepisami
lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi oraz warunkami akredytaciji.

Wiecej informacji na temat powtarzania przebiegu sekwencjonowania lub testow bibliotek zawiera punkt
Rozwigzywanie problemdow na stronie 72.
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Tabela 8 TruSight Whole Genome Opisy specyfikacji wskaznikow kontroli jakosci

Metryka Specyfikacja Opis
Kontrola jakosci tacznie % = Q30 =85 Pomiar podstawowej jakosci na
przebiegu poziomie przebiegu. Ustawiono
sekwencjonowania minimalne wymagania specyfikacji,

poniewaz przebiegi ze zbyt niskim
%Q30 nie spetniajg wymagan Q30
nukleotyddéw w kontroli jakosci biblioteki

probek.
QC FASTQ Wydajnos¢ na probke =90 000 Minimalne ustawienie jest rownowazne
(pz) 000 000 ~26-krotnemu $redniemu pokryciu

autosomalnemu w celu sklasyfikowania
prébek, ktére nie spetnig wymagan
kontroli jakosci biblioteki, aby skrocid
czas analizy.
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Metryka Specyfikacja Opis
Kontrola jakosci Srednie pokrycie = 35 Srednie pokrycie autosoméw. Ustalono
biblioteki probek autosomalne minimalng specyfikacje, aby zapewnic

wydajnosé analityczna.
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Metryka

Odsetek autosomoéw
Z pokryciem
przekraczajgcym 20x

Znormalizowane
pokrycie dla kategorii
GC 0d 60% do 79%

Znormalizowane
pokrycie kategorii GC
od 20% do 39%

Srednie pokrycie
mitochondrialne

Odsetek nukleotydow
Q30

Szacowane
Zanieczyszczenie
prébki
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Specyfikacja
= 93,94

0,82=x=
1,13

0,97 =x=
1,06

= 500

= 85

< 0,005

Opis

Pomiar jednolitosci pokrycia, ktory
wykrywa problemy niezwigzane z
obcigzeniem GC. Ustalono minimalng
specyfikacje, aby zapewni¢ wydajnosc¢
analityczna.

Pomiar jednolitosci pokrycia, ktéry
rozpoznaje obcigzenia GC, w
szczegoblnosci utrate pokrycia w
obszarach genomu o zawartosci
nukleotyddw z wiekszg zawartoscia %
GCinizszg zawartoscig % AT.
Minimalne i maksymalne specyfikacje sa
ustawiane w celu zapewnienia
wydajnosci analityczne;.

Pomiar jednolitosci pokrycia, ktory
rozpoznaje obcigzenia GC, w
szczegolnosci utrate pokrycia w
obszarach genomu o zawartosci
nukleotyddw z nizszg zawartoscig % GC
i wyzszg zawartoscig % AT. Minimalne i
maksymalne specyfikacje sg ustawiane
w celu zapewnienia wydajnosci
analitycznej.

Pokrycie chromosomu
mitochondrialnego. Minimalna
specyfikacja jest ustawiona w celu
zapewnienia granicy wykrywalnosci
mitochondrialnego SNV.

Pomiar jakosci nukleotyddw. Ustalono
minimalng specyfikacje, aby zapewnic
wydajnosé analityczna.

Wykrywa odczyty stanowigce
zanieczyszczenie z innych prébek.
Maksymalna specyfikacja jest
ustawiana w celu zapewnienia granicy
wykrywalnosci mitochondrialnej SNV
(typ wariantu o najwyzszej czutosci na
zanieczyszczenie).
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Charakterystyka wydajnosci

Nastepujgce badania walidacyjne zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem procedury pracy TruSight Whole
Genome opisanej w Instrukcja uzytkowania na stronie 17 i zostaty zaprojektowane w celu zapewnienia
odpornosci testu na typowe zrédta zmiennosci oraz w celu zapewnienia zalecen dotyczacych spdjnej
wydajnosci. W badaniach tych wykorzystano analityczne specyfikacje parametréw QC przedstawione w Tabela
8 jako punkt odniesienia dla pomysinej wydajnosci oznaczenia oraz jako warunek wstepny do ustalenia
wydajnosci analitycznego rozpoznania wariantow.

Zanieczyszczenie krzyzowe

W badaniu dotyczgcym zanieczyszczenia krzyzowego oceniano nieprawidtowe wykrywanie odczytu
indeksowego ze wzgledu na skazenie od studzienki do studzienki podczas przygotowywania biblioteki probek i
skazenie od przebiegu do przebiegu pomiedzy kolejnymi przebiegami sekwencjonowania. Do oceny
zanieczyszczenia krzyzowego wykorzystano 24 prébki krwi. tgcznie 24 biblioteki zostaty przygotowane przez
dwéch operatoréw przy uzyciu zestawdéw indekséw do konfiguracji S2 1-4, a potgczone biblioteki byty
sekwencjonowane w kolejnosci indeksu ustawionego w jednym NovaSeq 6000Dx Instrument. Kazda z 16
bibliotek zostata przygotowana przez dwdch operatoréw przy uzyciu zestawow indeksow konfiguracji S4 1i 2
w dwdéch powtdrzeniach, a potgczone biblioteki z naprzemiennymi zestawami indekséw byty sekwencjonowane
w tym samym NovaSeq 6000Dx.

W celu oceny zanieczyszczenia krzyzowego poréwnano prawidtowe odczyty wskaznika z sgsiednich
studzienek pod katem zanieczyszczenia od studzienki do studzienkii wczesniejsze sekwencjonowanie pod
katem zanieczyszczenia pomiedzy kolejnymi przebiegami. llo$¢ zanieczyszczen pomiedzy przebiegami
wynosita = 0,003178% dla przebiegu S2 i < 0,002487% dla przebiegu S4. Do oceny zanieczyszczenia od probki
do prébki wykorzystano wskaznik kontroli jakosci biblioteki probek dla szacowanego zanieczyszczenia probki.
llo$¢ zanieczyszczen pomiedzy prébkami wyniosta 0,001, co stanowi najnizszg wartos¢ zgtaszang przez
oprogramowanie do analizy. Wyniki te wskazujg, ze istnieje mate ryzyko zanieczyszczenia podczas proceséw
przygotowania biblioteki i sekwencjonowania.

Stabilnos¢ uzytkowa i posrednia

Odczynniki do przygotowywania biblioteki zostaty ocenione pod katem stabilnosci podczas stosowania
zestawu, w tym wielu zdarzen zamrazania i rozmrazania oraz stabilnosci otwartych probdwek.

W przypadku testéw cyklu zamrazania i rozmrazania zamrozone elementy zostaty poddane pieciu testom
zamrazania i rozmrazania, aby obstuzy¢ jedno zdarzenie rozpakowywania i cztery zdarzenia zwigzane z
uzyciem zestawu. W celu zapewnienia stabilno$ci podczas uzytkowania objeto$¢ wymagana do przygotowania
szesciu bibliotek prébek zostata usunieta podczas kazdego z trzech cykli zamrazania i rozmrazania w celu
symulacji zmniejszenia objetosci podczas uzytkowania, a sktadniki byty przechowywane przez dodatkowe 31
dni przed badaniem. Po badaniu z uzyciem gDNA wyizolowanego od szesciu dawcow krwi wszystkie dane
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odpowiadaty analitycznym parametrom kontrolnym testu. Wyniki te wskazujg, ze zamrozone odczynniki do
przygotowywania biblioteki moga by¢ uzywane z maksymalnie czterema cyklami zamrazania i rozmrazania oraz
30-dniowa stabilnoscig podczas uzytkowania.

Stabilno$¢ posrednia zostata oceniona dla poszczegdlnych bibliotek oraz bibliotek potgczonych i
denaturowanych. Wszystkie dane odpowiadaty analitycznym parametrom kontroli oznaczenia wskazujac na
stabilno$¢ do 14 dni dla poszczegdlnych bibliotek i stabilno$é do 30 dni dla bibliotek zbiorczych i
denaturowanych w przypadku przechowywania w stanie zamrozonym (-25°C do -15°C) zgodnie z opisem w
bezpiecznych punktach zatrzymania.

Pobieranie i przechowywanie probek krwi

Zgodnos¢ probowek do pobierania krwi i przechowywanie probek badano przy uzyciu czterech dawcow i krwi
pobieranej do probdéwek do pobierania probek z EDTA od trzech réznych dostawcéw. Genomowy DNA (gDNA)
zostat wyizolowany z kazdej probki po otrzymaniu w celu uzyskania czasu zerowego, a nastepnie ponownie po
przechowywaniu krwi przez 16, 33 i 43 dni w temperaturze od 2°C do 8°C. Wyizolowany gDNA przechowywano
w stanie zamrozonym (-25°C do -15°C) w elution buffer (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0), a nastepnie
oznaczono ilosciowo i wykorzystano do przygotowania biblioteki i sekwencjonowania. Wszystkie dane
odpowiadaty parametrom kontroli analitycznej testu wskazujgc na zgodnosc testu z trzema réznymi
probdwkami do pobierania krwi z EDTA i krwig przechowywang do pieciu tygodni w temperaturze od 2°C do
8°C.

Ocena metody izolacji DNA

Pod katem wydajnosci testu oceniono trzy dostepne na rynku zestawy do izolacji. Dwa zestawy z kulkami
magnetycznymi, jeden zawierajacy i jeden niezawierajacy fazy statej i wigzania na bazie celulozy, i jeden
zestaw z metodg oczyszczania kwasu nukleinowego na bazie krzemionki przy uzyciu kolumn typu spin (Tabela
9).

Ocene wykonato dwdch operatoréw z jedng partig odczynnikdw do izolacji na metode i krwig petng pobierang
do probdéwek z EDTA od czterech domniemanych zdrowych dawcéw. Kazdg probke krwi wyizolowano cztery
razy, zgodnie z instrukcjami producenta, w nienastepujgcych po sobie dniach, tgcznie 16 obserwacji na zestaw.
Wyizolowany gDNA zostat uzyty do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania i analizy.

Wszystkie obserwacje (16/16) dla kazdej metody izolacji odpowiadaty parametrom kontroli analitycznej
oznaczenia. Wyboér metody izolacji gDNA nie wptywat na dziatanie testu. W badaniach doktadnosci analityczneji
odtwarzalnos$ci wykorzystano gDNA wyizolowany z zestawu 3 (izolacja kolumny filtra krzemionkowego z
kolumnami typu spin).

Tabela 9 Metody izolacji przetestowane pod katem wydajnosci TruSight Whole Genome

Zestaw  Metoda izolacji

1 Izolacja przy uzyciu kulek magnetycznych z odwracalnym unieruchomieniem fazy statej
(SPRI)
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Zestaw  Metoda izolaciji
2 Izolacja przy uzyciu kulek magnetycznych z ruchoma fazg statg i wigzaniem na bazie celulozy

3 Izolacja przy uzyciu kolumny filtra krzemionkowego z kolumnami typu spin

Czutosc¢ na poziom wejsciowy DNA

llos¢ wejsciowa gDNA zalecana do badania na préobke wynosi 280 ng lub 350 ng w zaleznosci od metod
oznaczania ilosciowego DNA wymienionych w Zalecenia dotyczgce wejsciowej ilosci DNA na stronie 11.

W celu okreslenia wydajnosci w zakresie stezen wejsciowych gDNA, ilos¢ DNA uzytego w tescie byta
testowana na poziomach mieszczacych sie w zakresie +28,6% zalecanego wejsciowego poziomu. Wyniki
wykazatly, ze -25% zalecanego wejsciowego gDNA stanowi dolng granice dla oznaczenia. Oznaczenie dziata
prawidtowo z iloscig wejsciowg gDNA do +28,6% zalecanej ilosci wejsciowej.

Charakterystyka trzech réznych metod oznaczania ilosciowego wykazata, ze rézne metody majg rézne
poziomy zmiennosci i mogag dawac rézne wyniki. W przypadku stosowania metody innej niz wymieniona w
Zalecenia dotyczgce wejsciowej ilosci DNA na stronie 11, docelowe wejsciowe gDNA moze wymagac
optymalizacji. Zaleca sig, aby gDNA dla prébek przeznaczonych do okreslonej partii przygotowanej biblioteki i
przebiegu sekwencjonowania byty oznaczane ilosciowo razem w celu wyeliminowania zmiennosci miedzy
partiami, gdy jest to mozliwe, lub aby zastosowano kontrole procesu w celu zapewnienia = 25% zmiennosci
iloSciowej pomiedzy partiami w gDNA.

Substancje zaktocajace

W tym badaniu oceniano skutecznos$¢ dziatania zaréwno substancji endogennych, jak i egzogennych
zwigzanych z krwig ludzka i probdwkami do pobierania krwi. Do oceny wybrano odpowiednio bilirubine,
hemoglobine i tréjglicerydy w celu symulacji probek zéttaczkowych, hemolizowanych i lipemicznych. Biotyna i
EDTA zostaty wybrane do oceny ze wzgledu na obecnos¢ w probdwkach do pobierania krwi (BCT) i potencjalny
wptyw na sktad chemiczny testu. Substancje byty dodawane do prébek krwi dawcy przed izolacjg bezposrednio
lub po rozpuszczeniu w rozpuszczalniku. Stezenie testowe i szczegdtowe informacje dotyczgce dodawania dla
kazdej substancji podano w ponizszej tabeli.

Tabela10 Substancje zaktécajgce przetestowane pod kagtem dziatania TruSight Whole Genome

Substancia Stezenie Rozpuszczalnik stosowany w roztworze % substancji dodanej
! testowane substanciji dodawanej do krwi
Bilirubina 40 mg/dL (0,4 DMSO 4%
(niesprzezona) mg/ml)’
Hemoglobina 1000 mg/dl (10 Nie dot. —rozpuszczone we krwi Nie dot. -
mg/ml)? rozpuszczone we
Krwi
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) Stezenie Rozpuszczalnik stosowany w roztworze % substanciji dodanej
Substancja .. . q
testowane substancji dodawanej do krwi
Tréjglicerydy 1500 mg/dl (15 100% etanol 4%
mg/ml)’
Biotyna 0,00351 Woda 4%
mg/ml?
EDTA 5,4 mg/mi® Woda 3%

1 Stezenia zostaty wybrane jako najwyzsze obserwowane stezenia zgodnie z ,Tabelami uzupetniajgcymi do badan

zaktdcen w chemii klinicznej, CLSI EP37-ED1:2018".

2 Stezenie zostato wybrane jako trzykrotnie wyzsze niz ,Najwyzsze stezenie leku w trakcie leczenia terapeutycznego”

podane w , Tabelach dodatkowych do badan zaktécen w chemii klinicznej, CLSI EP37-ED1:2018".

3 Stezenie zostato wybrane na podstawie stezenia EDTA, ktdre rézni sie w probowkach do pobierania krwi w zakresie do

1,8 mg/ml i w celu symulacji zdarzenia krétkiego napetnienia prébki krwi o 33% wiekszej niz nominalna objetos¢ BCT, co

prowadzi do 3x wyzszego stezenia EDTA we krwi odpowiadajgcego 5,4 mg/ml.
Do badania wykorzystano krew od czterech dawcow. W przypadku kazdej substancji zaktdcajgcej dodawano jg
do porcji krwi petnej od kazdego dawcy, a nastepnie podzielono jg na cztery powtdrzenia izolacji gDNA.
Kontrola byta przetwarzana podobnie jak prébka bez dodawania substancji. Potgczone warunki testu i kontroli
byty przetwarzane dla kazdego dawcy w ramach tej samej izolacji, a wyizolowany gDNA byto nastepnie
przetwarzany w ramach jednego przygotowania biblioteki i sekwencjonowania. Nie miato to wptywu na
wydajnos¢ testu ani na brak dowodoéw na zaktdcenia w odpowiedzi na ktérgkolwiek z badanych substancji.

Rownowaznos¢ indeksowania probek

TruSight Whole Genome zapewnia wybor czterech zestawdw indeksow 6-pleksowych dla przebiegéw S2 lub
dwdch zestawodw indeksdw 16-pleksowych dla konfiguracji przebiegu sekwencjonowania S4. Wykazano, ze
test zapewnia rownowazng wydajnos¢, gdy biblioteki sg sekwencjonowane w konfiguracjach przebiegu
sekwencjonowania NovaSeq 6000Dx S2 lub S4. Ponadto zaréwno konfiguracje przebiegu S2, jak i S4 wykazaty
osiggniecie > 95% bibliotek prébek z pokryciem co najmniej 35,0x podczas badania z wykorzystaniem
zalecanych zestawéw indeksdw. W zwigzku z tym rézne zestawy indekséw i tgczenie stosowane do
sekwencjonowania w komoérkach przeptywu S2 i S4 moga by¢ uzywane zamiennie, aby zapewni¢ skalowalnos¢
w celu dostosowania do wahan przepustowosci prébek i zapewnienia elastycznosci proceséw laboratoryjnych.

Wyniki analityczne

Przeprowadzono wstepne badania charakterystyki w celu okreslenia progdéw poziomu ufnosci dla matych
wariantow, granicy Slepej préby/granicy wykrywalnosci mitochondrialnych SNV oraz progéw wielkosci w celu
doktadnego wykrywania rozszerzen STR podczas korzystania z przeptywu pracy TruSight Whole Genome.
Prébki reprezentujgce klasy wariantdw ocenione przez TruSight Whole Genome zostaty uwzglednione w ocenie
doktadnosci analitycznej i powtarzalnosci, w tym precyzji wewnatrzlaboratoryjnej i odtwarzalnos$ci zewnetrzne;j.
Wydajnos¢ analityczna jest raportowana dla serii sekwencjonowania i prébek, ktére przeszty wszystkie kontrole
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jakosci, z wyjatkiem prébek sztucznych mieszanin uzywanych do oceny mitochondrialnych SNV przy granicy
wykrywalnosci lub w jej poblizu, ktéra nie spetnita wymagan pod katem zanieczyszczen. Wyniki kazdego z tych
badan opisano w czesciach ponize;j.

Poczatkowe badania charakterystyki

Ustalenie poziomu ufno$ci dla matych wariantéw

W tym badaniu model regres;ji logistycznej zostat przeszkolony w zakresie wysoce powtarzalnych i stabo
odtwarzalnych miejsc wariantéw z 96 powtdrzen NA12878 w celu okreslenia progdéw dla poziomdw wysokiego,
Sredniego i niskiego poziomu ufnosci.

Nukleotydy wysokiego poziomu ufnosci dla danego typu wariantu to te, w ktérych przewidywana
odtwarzalno$¢ w obrebie laboratorium osigga lub przekracza 99% dla danego progu wyniku, a procent
nukleotyddw innych niz N, ktére spetniajg to kryterium, przekracza 30%. Jesli maty typ wariantu nie ma progu
wyniku spetniajgcego te kryteria, ten typ wariantu nie bedzie mie¢ wysokiego poziomu pewnosci. Nukleotydy
sredniego poziomu ufnosci to te, w ktdérych przewidywana odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna osigga lub
przekracza 95% dla danego progu wyniku i typu wariantu. Nukleotydy niskiego poziomu ufnosci to te, w ktérych
przewidywana odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna wynosi ponizej 95% dla danego progu wyniku i typu
wariantu. Rozpoznania wariantéw okreslonego typu z wysokim lub posrednim poziomem ufnosci obejmuja
wiekszos¢ nukleotyddw innych niz %N (tj. z wytgczeniem luk) (patrz Tabela 6) i wykazujg wysokag wydajnosg,
gdy ocenia sie je w oparciu o zestawy prawdziwe z matym wariantem i w ramach szeroko zakrojonej oceny
precyzji wewnatrzlaboratoryjnych powtérzen NA12878.

Typ wariantu Poziom ufnosci % nukleotydéw innych niz N
SNV Wysoki 89,14%
Sredni 3,30%
Niski 7,56%
Krétkie delecje (1-5 pz) Wysoki 90,88%
Sredni 2,45%
Niski 6,67%
Delecje posrednie (6-15 pz) Sredni 86,94%
Niski 13,06%
Dtugie delecje (= 16 pz) Sredni 85,42%
Niski 14,58%
Krétkie insercje (1-5 pz) Wysoki 88,94%
Sredni 4,61%
Niski 6,45%
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Typ wariantu Poziom ufnosci % nukleotyddéw innych niz N
Insercje posrednie (6-15 pz) Sredni 89,37%

NisKki 10,63%
Dtugie insercje (= 16 pz) Sredni 48,92%

Niski 50,63%

Okreslenie granicy $lepej préby/granicy wykrywalnos$ci mitochondrialnych SNV

Przeprowadzono badania granicy Slepej préby (LoB) i granicy wykrywalnosci (LoD) dla mitochondrialnych SNV.
W badaniu mitochondrialnych SNV oceniano LoB za pomoca loci, o ktérych wiadomo, ze nie majg zadnego
wariantu (tj. rozpoznanie referencyjne). LoD jest definiowana jako czestos¢ alleli wariantu mtDNA SNV, dla
ktérej odsetek wykrywania tego wariantu wynosi 95%.

Aby okresli¢ LoB i LoD do wykrywania heteroplazmowych mtSNV, starannie scharakteryzowane prébki gDNA
od dwodch réznych dawcow krwi zostaty wymieszane w badaniu z miareczkowaniem do pieciu pozioméw
rozcienczenia z 20 powtdrzeniami na poziom rozcienczenia. Poziomy rozcienczenia zostaty zaprojektowane w
celu ukierunkowania na procenty wariantow mtSNV (1,2 - 6% VAF) i nasladowania réznych poziomow
heteroplazmii mitochondrialnej. Przetworzono mieszane prébki gDNA, a odczyty zostaty obnizone, aby uzyskac¢
500-krotne $rednie pokrycie mitochondrialne. W dalszej ocenie wykorzystano tgcznie 42 miejsca objete
Lheteroplazmiag”. Analiza regres;ji zostata wykorzystana do oszacowania wymaganych proporcji mieszania do
docelowego 1x LoD i 2x LoD dla podzbioru mtSNV.

Pozycje, w ktérych gDNA z obu prébek krwi zawiera referencyjne genotypy alleli, oceniono pod katem
rozpoznan mtSNV, ktére przeszty filtr z allelem innym niz odniesienie. Wskaznik wynikéw fatszywie dodatnich
obliczono jako 0,8%, zgodnie z zatozeniem zero-LoB zgodnie z ,O0ceng mozliwosci wykrywania dla klinicznych
procedur laboratoryjnych, CLSI EP17-A2-ED1:2012". Kazda z 42 pozycji byta analizowana niezaleznie przy
uzyciu regresji probitowej. Warto$¢ LoD zostata zdefiniowana jako oczekiwana wartos¢ VAF odpowiadajgca
95% (C95) odsetka wykrywania. Ogdlna zgtoszona warto$¢ LoD, zdefiniowana jako 95. percentyl wartos$ci LoD
z prawdziwych miejsc, wynosita 4,75% VAF. Srednia rozktadu réznic bezwzglednych pomiedzy obserwowanymi
i oczekiwanymi VAF dla wszystkich obserwacji zostata obliczona jako 0,83% z gérng 95% granicg ufnosci 0,86%
VAF.

Okreslenie progu ekspansji STR

Ze wzgledu na ograniczenia techniczne w zakresie STR, ktore przekraczajg dtugos¢ odczytu
sekwencjonowania (~135 pz), obserwowana dtugo$é STR w przypadku TruSight Whole Genome czesto bedzie
niedoszacowaniem rzeczywistej dtugosci. Gdy rzeczywista dtugos¢ STR przekroczy srednig dtugos¢ fragmentu
(~330 pz), szacowana dtugos¢ STR bedzie réwna ptaszczyznom. Z tego powodu TruSight Whole Genome
ocenia docelowy zestaw loci, dla ktérego test moze doktadnie rozrézni¢ STR o zaobserwowanych dtugosciach
w granicach normy od tych o dtugosciach wiekszych niz obserwowane w domniemanie zdrowej populacji
(,ekspansja”) (Tabela 2 lista loci oceniana przez TruSight Whole Genome).
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Aby zapewni¢ tgczng zgodnosé procentowa wynikdw ujemnych (NPA) na poziomie 95% we wszystkich
miejscach STR ocenianych przez TruSight Whole Genome, progi dla poszczegdlnych lokalizacji w celu
rozpoznania rozszerzonego STR w tym miejscu zostaty ustawione na osiggniecie $redniej NPA na poziomie
99,94% dla danego miejsca. Aby uwzgledni¢ naturalng zmienno$¢ w szacunkach wielkosci STR w domniemanie
zdrowej populacji, progi zostaty ustalone na podstawie rozktadu niezaleznie obserwowanych dtugosci STR w
zestawie danych domniemanie zdrowych projektéw genomoéw 1000 (2504 probki z réznych populacji
przetworzonych z uzyciem DRAGEN 3,7,5 i ExpansionHunter 4.0.2).4

Aby potwierdzi¢ progi ustalone przy uzyciu zestawu danych projektu 1000 genomoéw, wyizolowany gDNA z 16
referencyjnych prébek linii komdrkowej (program materiatdw referencyjnych badan genetycznych (Get-RM)
Centrum Kontroli Chordéb) z réznymi niezaleznie szacowanymi rozmiarami STR, przetwarzano przy uzyciu
TruSight Whole Genome. 10 powtdrzen biblioteki dla kazdej z 16 prébek przygotowano i przetestowano przez
szesciu operatoréw, tgcznie 960 obserwacji, a rozmiary STR zostaty niezaleznie oszacowane dla kazdego
powtdrzenia. Zaobserwowany poziom fatszywie dodatni dla wszystkich docelowych loci wynosit 0,35%.

Granica wykrywalnosci (LoD) zostata oszacowana dla 28 docelowych loci STR z liniami komérkowymi
przetestowanymi na podstawie wielkosci alleli obserwowanych przy TruSight Whole Genome i oczekiwanych
wielkosci alleli na podstawie wczesniejszej niezaleznej charakterystyki (Tabela 11). Dla wybranych loci
okreslono granice wykrywalnosci dla wiecej niz jednego STR w tym samym miejscu, tgcznie 35 STR. LoD to
szacunkowy rozmiar, przy ktérym oczekiwana ekspansja STR jest wykrywana dla 95% alleli na podstawie
modelu probitowego z potwierdzonymi progami w celu rozréznienia normalnych i rozszerzonych rozmiarow
STR. Dane ze wszystkich miejsc o znanych rozmiarach alleli zostaty potgczone w celu uzyskania szacunkowych
wartosci LoD dla kazdego miejsca na podstawie progu specyficznego dla danego miejsca dla rozszerzonego
STR. Dtugosé powtdrzenia FMR1 byta systematycznie zanizona w poréwnaniu z innymi STR i wymagata modelu
niestandardowego do prawidtowej oceny LoD.

Potwierdzone progi specyficzne dla danego miejsca dla rozszerzonych STR, szacunkowe przewidywane i
obserwowane LoD dla miejsc docelowych oraz prég choroby na podstawie dostepnej literatury (tylko w celach
ilustracyjnych) dla docelowych STR podano w Tabela 11. W przypadku ekspansji STR dtuzszych niz prég
okreslony przez dtugos¢ odczytu, dla ktérych nie mozna bezposrednio zaobserwowaé oczekiwanej dtugosci,
obserwowana dtugosc¢ jest przyblizona do sredniej dtugosci, ktéra bytaby obserwowana podczas kilku
przebiegdw sekwencjonowania. W przypadku ekspansji STR krétszych niz prég okreslony przez dtugosé
odczytu, oczekiwana i obserwowana dtugos¢ sg takie same.

Tabela11 Podsumowanie szacunkowych mozliwosci wykrywania dla TruSight Whole Genome docelowych
miejsc STR

Wartosc¢ progowa ekspansiji Szacowana Szacowana LoD Wartosc¢ progowa

a STR (pz) na podstawie zestawu LoD (dtugosé choroby

Docelowe locusa . . . .
danych projektu obejmujacego (oczekiwana zaobserwowana, (prawdziwa
1000 genomoéw dtugosé, pz) pz) diugosé, pz)®

AFF2 168 266 221 600°
AR 114 115 115 1148

ATN1 90 92 92 1357:8
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Docelowe locusa ?

ATXN1
ATXN10
ATXN2
ATXN3
ATXN7
ATXN7_GCC
ATXN8OS
ATXN8OS_CTA
C90RF72°¢
CACNA1A
CBL
CNpz
CNpz_CA
CNpz_CAGA
CSTB
DIP2B
DMPK
FMR1
FXN
FXN_A
GLS
HTT
HTT_CCG
JPH3
NIPA1
NOPS56

NOP56_CGCCTG

NOTCH2NL
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Wartos¢ progowa ekspansiji
STR (pz) na podstawie zestawu
danych projektu obejmujacego

1000 genoméw

114
200
102
135
60
93
200
90
200
57
171
192
102
68
200
200
122
175
102
200
m
108
42
99
33
84
24
129

Szacowana

LoD

(oczekiwana
ditugosé, pz)

115
298
102
189
60
101
298
92
298
57
281
308
102
80
298
298
132
433
102
298
115
115
42
101
33
84
24
175

Szacowana LoD
(dtugosé
zaobserwowana,

pz)
115
233
102
182
60
101
233
92
233
57
227
237
102
80
233
233
142
212
102
233
115
115
42
101
33
84
24
174

Wartos¢ progowa

choroby

(prawdziwa
dtugosé, pz)®

11472
399578
1057+
18078
11178
Nd.
23778
Nd.
360910
6078
2435
3005
Nd.
Nd.
3481213
Nd.
1504
600915
198616
Nd.
270"
120"
Nd.
1231
Nd.
390020:21
Nd.
2132223

46294
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Wartos¢ progowa ekspansiji Szacowana Szacowana LoD Wartos¢ progowa
a STR (pz) na podstawie zestawu LoD (dtugosé choroby
Docelowe locusa . - . q
danych projektu obejmujacego (oczekiwana zaobserwowana, (prawdziwa
1000 genomow diugosé, pz) pz) dtugosé, pz)®
PApzN1 27 27 27 Nd.

PHOX2B 60 60 60 75524
PPP2R2B 87 90 90 1987:8
Tpz 129 175 174 13578

@ Loci z alternatywnymi STR sg oznaczone przez LOCI_<ALTERNATE_REPEAT > (np. ATXN7_GCC).

b Progi choroby podane wytacznie do celdw ilustracyjnych w oparciu o opublikowana literature; Nie dot. (nie dotyczy) w tej

kolumnie wskazuje, ze STR moze nie by¢ zwigzany z opublikowang ekspansjg chorobotwércza.

€100% powtdrzen NA23378 wykryto ekspansje STR w COORF72, co sugeruje wczes$niej niecharakteryzowang ekspansje w

tym miejscu w tej prébce. Ta prébka linii komdrkowej zostata wykluczona z analizy.

d Ekspansje posrednie moga by¢ réwniez zwigzane z fenotypem.
To badanie wykazato podobne profile precyzji i doktadnosci dla szacunkéw wielkosci STR w réznych
docelowych lokalizacjach, przy czym granica wykrywalnosci dla ekspans;ji STR jest w duzej mierze oparta na
wybranym progu (na podstawie rozktadu wielkosci w populacji projektu 1000 genomoéw), a nie przez réznice w
mozliwosci wykrywania w réznych osrodkach. Wszystkie szacowane wartosci LoD w oczekiwanej skali dtugosci
byty wieksze niz dtugosci obserwowane w domniemanie zdrowych populacjach i nizsze niz wiele
opublikowanych progdéw choroby, co czyni powigzane progi rozpoznania ekspansji STR uzytecznymi do
oznaczenia powtdrzenia w okreslonym locus jako potencjalnie rozszerzone. Progi podane tutaj zostaty
wykorzystane do oceny doktadnosci wykrywania ekspansji STR.

Doktadnosé

Doktadnos¢ analityczng okreslono przez poréwnanie rozpoznan TruSight Whole Genome wariantéw z wynikami
uzyskanymi za pomocag alternatywnych metod. Metody referencyjne zostaty wybrane na podstawie znacznej
réznicy w poréwnaniu z TruSight Whole Genome, ktdéra wykorzystuje przygotowanie biblioteki Nextera™ z
ogniwami kulkowymi, mechanizm chemiczny sekwencjonowania z uzyiem dwéch barwnikéw w NovaSeq
6000Dx oraz DRAGEN 3.9.5 do rozpoznawania wariantdw. Przeprowadzono reprezentatywne podejscie do
walidacji TruSight Whole Genome z prébkami reprezentujgcymi warianty we wszystkich klasach wariantow
uwzglednionych w wynikach oznaczenia. Do oceny doktadnosci testu wykorzystano tgcznie 459 unikalnych
prébek spetniajgcych wymagania kontroli jakosci analizy TruSight Whole Genome. Prébki zostaty
przetestowane w trzech partiach odczynnikédw do przygotowywania biblioteki i materiatéw eksploatacyjnych,
czterech partiach zestawdw sekwencjonujgcych S4, przez o$miu operatoréow, w pieciu NovaSeq 6000Dx
Instrument i w dwdch wewnetrznych lokalizacjach. Przygotowano i zsekwencjonowano 31 niezaleznych puli
bibliotek.

Ponizsza tabela zawiera definicje parametréw obliczanych w réznych badaniach.

Nr dokumentu: 200050132, wer. 00.1 47 294
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



®

TruSight Whole Genome - ulotka dotgczona do opakowania illumina

Termin Definicja

Nizszy poziom ufnosci  Jednostronna dolna granica ufnosci o0 95% przy uzyciu metody Wilsona.
(LCL)

Procentowa zgodnos¢  Procent miejsc ujemnych zdefiniowany metoda referencyjng, ktére zgodnie z

wynikéw ujemnych ustaleniami sg identyfikowane jako ujemne za pomocg TruSight Whole
(NPA)? Genome.

Procentowa zgodno$¢  Procent wariantéw rozpoznanych metoda referencyjng, ktére sg zgodne z
wynikéw dodatnich TruSight Whole Genome.

(PPA)2

Techniczna dodatnia Procent rozpoznanych wariantéw TruSight Whole Genome, ktére sg zgodnie
wartos¢ predykcyjna rozpoznane w metodzie referencyjnej.

(TPPV)3

' Dla doktadnosci wykrywania ekspansji STR i doktadnosci wykrywania alleli SMN1, NPA = Prawdziwie ujemny / (Prawdziwie

ujemny + Fatszywie dodatni).
2 Dla doktadnosci wykrywania ekspansji STR i doktadnos$ci wykrywania alleli SMN1, PPA = Prawdziwie dodatni /

(Prawdziwie dodatni + Fatszywie ujemny).
3 Dla doktadnosci wykrywania rozprezenia STR i doktadnosci wykrywania alleli SMN1 TPPV = Prawdziwie dodatni /

(Prawdziwie dodatni + Fatszywie dodatni).

Doktadnos$¢ matego wariantu

Doktadnos¢ rozpoznan o matym wariancie oceniano przy uzyciu genomowego DNA wyizolowanego z krwi
obwodowej petnej 195 domniemanie zdrowych dawcédw. Rozpoznania TruSight Whole Genome wariantéw
poréwnywano z rozpoznaniami o wariantach z klinicznie zatwierdzonego testu sekwencjonowania catego
genomu wykonanego w Laboratorium lllumina Laboratory Services (ILS) CLIA jako metody referencyjnej.
Metoda referencyjna sekwencjonowania catego genomu wykorzystuje przygotowanie biblioteki bez reakcji PCR
TruSeq™ oparte na ligacji, chemie sekwencjonowania 4-barwnego w systemie sekwencjonowania HiSeq™ oraz
DRAGEN 3.8.4 do rozpoznawania wariantow. W tym badaniu nie scharakteryzowano wstawiania i delecji o
wielkos$ci > 31 pz, poniewaz nie zostaty one zweryfikowane w metodzie referencyjnej.

Podsumowanie doktadnosci dla wszystkich rozpoznan matych wariantdw przedstawia Tabela 12 i Tabela 13.
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Tabela12 Oznaczenie TruSight Whole Genome Doktadnos¢ dla matych wariantéw ze stratyfikacjg wedtug
poziomu i rozmiaru pewnosci (przeliczeniowo zdrowe probki krwi)

Podtyp Poziom
wariantu ufnosci
SNV Wysoki
Sredni
Niski
Krétka Wysoki
delecja
(1-5 pz) , .
P Sredni
Niski
$rednia Sredni
delecja
(6-15 p2) .
Niski
Diuga Sredni
delecja
(16-31 Niski
pz) iski
Krétka Wysoki
insercja
(1-5 p2) . .
Sredni
Niski
Srednia Sredni
insercja
(6-15 pz) .
Niski

Rozpoznania
zgodne z
metoda
referencyjna

261728 580

6 677 589

6 864 840

11978745

2875258

1802 544

858673

145618

344168

54 444

11212 366

1015324

639 663

790 968

76105
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Wytaczone

rozpoznania w

metodzie
referencyjnej

1573877

421718

3251709

201783

45 290

228582

20079

28 300

14 334

23438

164 651

41890

198 700

18163

24188

Rozpoznania
zgodnych
rozpoznan

261603 149

6519 811

6 649756

12246 922

3050170

1966 974

860 493

157 398

336 976

53835

11380 307

988 512

576797

798 572

88 389

Wytaczone
rozpoznania

W ozhaczeniu

208 639

151128

2151388

67 277

47 593

221449

18 361

41824

31165

47 272

49776

36 051

180 458

171

35819

PPA
(LCL)

99,4%
(99,4%)
94,1%
(94,0%)
67,9%
(67,8%)
98,3%
(98,3%)
98,4%
(98,4%)
88,7%
(88,7%)
97,7%
(97,7%)
83,7%
(83,6%)
96,0%
(95,9%)
69,9%
(69,6%)
98,6%
(98,5%)
96,0%
(96,0%)
76,3%
(76,2%)
97,8%
(97,7%)
75,9%
(75.7%)

TPPV
(LCL)

99,9%
(99,9%)

97,7%
(97,7%)

75,6%
(75,5%)

99,5%
(99,5%)

98,5%
(98,5%)

89,9%
(89,8%)

97,9%
(97,9%)

79,0%
(78,9%)

91,5%
(91,5%)

53,2%
(53,0%)

99,6%
(99,6%)

96,5%
(96,5%)

76,2%
(76,1%)

97,9%
(97,9%)

71,2%
(71,0%)

49794
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Rozpoznania Wytaczone Rozpoznania Wytagczone

Podtyp Poziom zgodne z rozpoznania w P i . PPA TPPV
. L. . zgodnych rozpoznania
wariantu ufnosci metoda metodzie B . (LCL) (LCL)
. . rozpoznan W ozhaczeniu

referencyjna referencyjnej
Dtuga Sredni 159 927 3135 159 432 8639 98,1% 94,9%
insercja (98,0%)  (94,8%)
(16-31 T
pz) Niski 102 552 22199 103 892 55724 82,2% 65,1%

(82,0%)  (64,9%)

Tabela 13 Podsumowanie TruSight Whole Genome NPA rozpoznan matych wariantow ze stratyfikacjg wedtug
poziomu ufnosci

Metoda referencyjna

Poziom ufnosci Zgodne rozpoznania ujemne Wylaczone ujemne rozpoznania NPA (LCL)

Wysoki 202 276 243790 127 465 816 99,9% (99,9%)
Sredni 3307740675 77 650177 97,7% (97,7%)
Niski 3653 569 580 439038 662 89,3% (89,3%)

Przeprowadzono dodatkowe badanie doktadnosci w celu oceny wykrywania matych wariantéw z dostepnymi
na rynku prébkami DNA linii komodrek odniesienia (Coriell Institute for Medical Research) z dobrze
scharakteryzowanymi zestawami rozpoznan wygenerowanymi przez Konsorcjum Genome in a Bottle (GIAB). W
tym badaniu jako metody referencyjnej wykorzystano zestawy rozpoznan GIAB. Zestaw z rzeczywistg liczbg
wariantéw w tych prébkach obejmuje insercje i delecje wieksze niz 31 pz, wiec w tej ocenie uwzgledniono
wieksze insercje i delecje. Probki te obejmowaty HG0O01-005 i NA24695 z wynikami przedstawionymitgcznie w
Tabela 14.

Tabela14 Oznaczenie TruSight Whole Genome Doktadnos¢ dla matych wariantow ze stratyfikacjg wedtug
poziomu ufnosciirozmiaru (prébki ze scharakteryzowanymi liniami komérkowymi)

Rozpoznania Wytaczone Rozpoznania Wytaczone

Pod.typ POZKTm, zgodnosci rozpoznania  zgodnych rozpoznania PPA (LCL) TPPV
wariantu ufnosci B K (LCL)
GIAB GIAB rozpoznan W oznhaczeniu
SNV Wysoki 21431369 2552 21439 303 3954 >99,9% >99,9%
(>99,9%) (>99,9%)
Sredni 908172 1259 910 058 2175 99,9% 99,8%
(99,9%) (99,8%)
NisKi 720717 59 691 722180 28721 92,4% 96,2%
(92,3%) (96,1%)
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Podityp Poziom Rozpozrlla.nla Wy’chzone. Rozpoznania Wyiqczone. TPPV
) , . zgodnosci rozpoznania zgodnych rozpoznania PPA (LCL)
wariantu ufnosci B X (LCL)
GIAB GIAB rozpoznan W ozhaczeniu
Krotka Wysoki 1080 383 690 1090 370 730 99,9% 99,9%
delecja (99,9%) (99,9%)
(1-5 p2) . )
Sredni 423 547 788 437 019 606 99,8% 99,9%
(99,8%) (99,9%)
Niski 263 828 2624 281217 2088 99,0% 99,3%
(99,0%) (99,2%)
Srednia Sredni 142 671 238 144 997 167 99,8% 99,9%
delecja (99,8%) (99,9%)
(6-15 pz) o
Niski 86174 812 91710 546 99,1% 99,4%
(99,0%) (99,4%)
Dtuga Sredni 34 414 315 34 580 55 99,1% 99,8%
delecja (= (99,0%) (99,8%)
16 pz) o
Niski 9985 393 10 212 106 96,2% 99,0%
(95,9%) (98,8%)
Krotka Wysoki 927 288 221 925787 271 >99,9% >99,9%
insercja (>99,9%) (>99,9%)
(1-5 pz2) : .
Sredni 158 346 294 137 081 250 99,8% 99,8%
(99,8%) (99,8%)
Niski 93857 2402 75 687 1427 97,5% 98,1%
(97,4%) (98,1%)
Srednia Sredni 91117 116 89054 60 99,9% 99,9%
insercja (99,9%) (99,9%)
(6-15 pz) o
Niski 37 925 745 36670 406 98,1% 98,9%
(98,0%) (98,8%)
Dtuga Sredni 11081 46 11110 17 99,6% 99,8%
insercja (99,5%) (99,8%)
(=16 pz) .
Niski 14 086 607 14 312 262 95,9% 98,2%

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

Doktadno$¢ wariantu liczby kopii

Doktadnos¢ rozpoznania CNV oceniano przy uzyciu tej samej metody referencyjnej i probek rzekomo zdrowych
krwi dawcéw (195), ktére zostaty wykorzystane do oceny doktadnosci rozpoznania matych wariantéw. Kazdy
CNV jest uwazany za wykryty w zestawie rozpoznan, jesli co najmniej 50% tego CNV jest objete rozpoznaniem
CNV tego samego typu (UZYSK/STRATA) w dopasowanym zestawie rozpoznan. TruSight Whole Genome
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definiuje zestaw regiondw genomowych, ktére sg wykluczone z rozpoznania CNV na podstawie oceny danych

probki z 1000 genomow i 77 rzekomo zdrowych dawcow krwi przy uzyciu parametréw zwigzanych z

odchyleniami gtebokosci pokrycia, odchyleniami od pokrycia i lukami w pokryciu w celu ustalenia obszaréw
genomu, ktére nie podlegajg zgtoszeniu w przypadku CNV. Rozpoznania CNV oceniano tylko w regionach

genomowych, ktére byty wspdlne zaréwno dla metody referencyjnej, jak i TruSight Whole Genome.

Podsumowanie doktadnosci dla wszystkich rozpoznan CNV zostato przedstawione w Tabela 15i Tabela 16.

Tabela15 Oznaczenie TruSight Whole Genome Doktadnos¢ dla CNV ze stratyfikacjg wedtug rozmiaru i typu

Rozmiar

10-25 kpz

25-50 kpz

50-100 kpz

=100 kpz

tacznie
(wszystkie
CNV =10
kpz)

Typ

UZYSK

STRATA

UZYSK

STRATA

UZYSK

STRATA

UZYSK

STRATA

UZYSK

STRATA

Rozpoznania
zgodne z
metoda

referencyjna

443

4162

355

1587

228

723

371

541

1397

7013
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Wytaczone

rozpoznania
w metodzie
referencyjnej

98

457

117

16

23

216

501

Rozpoznania
zgodnych
rozpoznan

342

4155

370

1622

187

697

335

569

1234

7043

Wytaczone
rozpoznania
W oznhaczeniu

56

679

76

20

157

693

PPA (LCL)

81,89%
(79,01%)
90,11%
(89,36%)
75,21%
(71,81%)
99,00%
(98,50%)
>99,99%
(98,83%)
99,31%
(98,60%)
99,73%
(98,80%)
95,92%
(94,32%)
86,61%
(85,15%)
93,33%
(92,84%)

TPPV
(LCL)

85,93%
(82,82%)

85,95%
(85,11%)

82,96%
(79,83%)

99,57%
(99,21%)

90,34%
(86,42%)

99,15%
(98,36%)

98,53%
(97,01%)

99,82%
(99,22%)

88,71%
(87,24%)

91,04%
(90,49%)
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Tabela16 Podsumowanie NPA rozpoznan CNV TruSight Whole Genome

Zgodne Wytaczone rozpoznania  Wytaczone NPA
Rozmiar Typ rc'>zpoznania ujemne w‘me.todzie rozpoznar.ﬂa w (LCL)
ujemne referencyjnej oznaczeniu
tacznie UZYSK 548478 033220 57013NM 6 400 382 >
(wszystkie CNV 99,99%
= 10 kpz) (>
99,99%)
STRATA 548591794 675 11719 913 8543877 >
99,99%
(>
99,99%)

Przebiegi doktadnos$ci homozygotycznosci

Techniczng dodatnig wartos$¢ predykcyjng (TPPV) dla rozpoznan ROH oceniano przy uzyciu tej samej metody
referencyjnej i rozpoznan od rzekomo zdrowych dawcow (195), ktére zostaty wykorzystane w ocenach
doktadnosci analizy matego wariantu i CNV. Zdarzenia ROH okreslono przez identyfikacje obszaréw w genomie
zawierajgcych sekwencje homozygotycznych rozpoznan SNV bez heterozygotycznych SNV lub dtugich luk bez
wariantéw. Takie obszary punktéw poczatkowych byty nastepnie rozszerzane w lewo i w prawo i oceniane pod
katem otaczajgcych rozpoznan homozygotycznych lub obecnosci heterozygotycznych SNV. Zdarzenia ROH
wykryte przez TruSight Whole Genome zostaty poréwnane z rozpoznaniami SNV z metody referencyjnej.
Podsumowanie TPPV dla rozpoznan ROH przedstawia Tabela 17.

Tabela 17 TruSight Whole Genome Doktadnos¢ zdarzen ROH ze stratyfikacjg wedtug rozmiaru

Rozmiar Srednia TPPV TPPV (LCL)
10-25 kpz 81,44% 80,77%
25-50 kpz 82,14% 81,82%
50-100 kpz 81,77% 81,55%
100-500 kpz 82,19% 81,98%
=10 kpz 82,07% 81,94%
= 500 kpz 85,47% 84,66%

Procentowa zgodnos¢ wynikéw dodatnich (PPA) w zakresie wykrywania ROH okreslono w zewnetrznych
prébkach klinicznych poprzez poréwnanie rozpoznan ROH w TruSight Whole Genome z metodami
ortogonalnymi, w tym mikromacierzami chromosomowymi i oceng opartg o PCR. Zdarzenie ROH uznano za
wykryte, jesli co najmniej 50% regionu zgtoszonego jako ROH metodg ortogonalng pokrywa sie jednolicie ze
zdarzeniami rozpoznan ROH przez TruSight Whole Genome. PPA pomiedzy Oznaczenie TruSight Whole
Genome i metodami ortogonalnymi wynosita 34/34 (100%) dla wszystkich oczekiwanych zdarzeht ROH (= 4
Mpz).
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Doktadno$¢ heteroplazmii mitochondrialnych SNV

Doktadnos¢ rozpoznan mtSNV oceniano w 41 wczesniej przechowywanych prébkach klinicznych
pochodzacych z zewnetrznych osrodkdéw. Kazda prébka kliniczna zawierata wczesniej zgtoszone mtSNV w
okreslonym miejscu i z okreslonym stopniem heteroplazmy na podstawie ukierunkowanej analizy mtDNA z
heteroplazma (MITOP). Czestosci alleli oszacowane przez TruSight Whole Genome byty w duzym stopniu
skorelowane z oczekiwanymi czestotliwosciami, zgodnie z prognozg MITOP. Wykryto wszystkie oczekiwane
SNV mtDNA, co dato PPA 100% (41/41).

Rysunek 3 TruSight Whole Genome Obserwowane czestotliwosci alleli mitochondrialnych SNV w poréwnaniu z
oczekiwanymi czestotliwosciami alleli

Czestotliwosci alleli
mitochondrialnych SNV w probkach

Obserwowana czestotliwosc alleli TSWG

0,25 (WL Q.5 1 KK
Oczekiwana czestotliwosd alleli

Przeprowadzono dodatkowe badanie doktadnosci mtSNV z wykorzystaniem tych samych 195 préobek krwi i
metody referencyjnej opisanej w matych badaniach wariantu i doktadnosci CNV. Ujemny zestaw odniesienia
zostat zdefiniowany jako rozpoznania pewnych niezmiennych bez wariantéow (PRZEJSCIE przez filtr), a dodatni
zestaw odniesienia zostat zdefiniowany jako rozpoznania mtSNV z czestoscig wystepowania alleli > 2,5%.
Pozycje oznaczone jako to, ktore nie przeszty przez filtr lub rozpoznania wariantu bez SNV zostaty wykluczone.
Podsumowanie doktadnosci dla mtSNV przedstawia Tabela 18.
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Tabela18 TruSight Whole Genome Doktadnos¢ rozpoznan mtDNA SNV

Metod Wyt Metod Wyt
Metoda eto a. v acz.on Metoda eto a' & qcz'on Wartos¢é
Parametry . referencyjn y wynik . referencyjn y wynik
,  referencyjn ] referencyjn . parametru
doktadnos . a, dodatni . a, ujemny B}
. a, dodatnie . a, ujemne . doktadnos
ci wytaczone oznaczeni wytaczone  oznaczeni .
zgodne . zgodne R ci (LCL)
dodatnie a ujemne a
PPA 6875 0 Nd. Nd. Nd. Nd. >99,99%
(99,96%)
TPPV 6875 Nd. 6 Nd. Nd. Nd. 99,91%
(99,83%)
NPA Nd. Nd. Nd. 3171049 24268 20564 99,24%
(99,23%)

Doktadno$¢ wykrywania ekspansji STR

Doktadnos¢ wykrywania ekspansji STR opierata sie na 160 catkowitych prébkach przygotowanych przez
izolacje gDNA od oséb z klinicznym rozpoznaniem choroby z ekspansjg w okreslonych miejscach potwierdzona
metodg PCR / Repeat-Primed (RP)-PCR lub Southern Blot wykonang w warunkach laboratoryjnych CLIA. Progi
okreslone w Tabela 11 zostaty zastosowane do zdefiniowania statusu STR allelu w okreslonym locus jako
prawidtowego (szacowany rozmiar STR mniejszy niz lub rowny progowi) lub rozszerzonego (wiekszy niz prog).
PPA wyliczono wytgcznie przy uzyciu klinicznie potwierdzonych prébek, NPA wyliczono przy uzyciu tylko
indywidualnych, domniemanie zdrowych prébek krwi, a TPPV obliczono w obu grupach prébek. W przypadku
alleli, dla ktérych probki potwierdzone klinicznie nie byty dostepne, nie mozna byto obliczy¢ PPA. Ponadto w
przypadku alleli, w ktérych nie byta dostepna potwierdzona klinicznie prébka i nie byto fatszywie dodatnich
rozpoznan, nie mozna byto obliczy¢ TPPV. NPA obliczono dla wszystkich ekspansji STR. Liczbe prébek
klinicznych przebadanych pod katem danej ekspansji STR oraz parametry doktadnosci przedstawiono w Tabela
19.

Tabela19 TruSight Whole Genome Parametry doktadnosci dla ekspansji STR

Ekspansja STR Przetestowane proébki kliniczne PPA TPPV NPA

AFF2 0 Nd. Nd. >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 Nd. Nd. >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%
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Ekspansja STR Przetestowane proébki kliniczne PPA TPPV NPA
ATXN7_GCC 0 Nd. Nd. >99,99%
ATXN8OS 0 Nd. 0,00% 99,74%
ATXN8OS_CTA 0 Nd. Nd. >99,99%
C90RF72 21 >99,99% >99,99% >99,99%
CACNA1A 5 >99,99% 83,33% 99,74%
CBL 0 Nd. Nd. >99,99%
CNpz 0 Nd. Nd. >99,99%
CNpz_CA 0 Nd. Nd. >99,99%
CNpz_CAGA 0 Nd. Nd. >99,99%
CSTB 0 Nd. 0,00% 99,74%
DIP2B 0 Nd. 0,00% 99,74%
DMPK 42 >99,99% >99,99% >99,99%
FMR1 47 > 99,9% >99,99% >99,99%
FXN 0 Nd. 0,00% 99,74%
FXN_A 0 Nd. Nd. >99,99%
GLS 0 Nd. Nd. >99,99%
HTT 10 >99,99% 83,33% 99,49%
HTT_CCG 0 Nd. Nd. >99,99%
JPH3 0 Nd. Nd. >99,99%
NIPA1 0 Nd. Nd. >99,99%
NOP56 0 Nd. Nd. >99,99%
NOPS56_CGCCTG 0 Nd. Nd. >99,99%
NOTCH2NL 0 Nd. Nd. >99,99%
PApzN1 0 Nd. Nd. >99,99%
PHOX2B 0 Nd. Nd. >99,99%
PPP2R2B 0 Nd. Nd. >99,99%
Tpz 0 Nd. Nd. >99,99%
WSZYSTKIE 160 98,12% 92,35% 99,94%

Ocena PPA ogdlnego wykrywania ekspansji STR we wszystkich loci stanowi dobre przyblizenie PPA
specyficznej dla locus przy uzyciu dostepnych probek klinicznych. Ocena PPA konkretnie dla locus FMR1T moze
stuzy¢ jako dolna granica PPA loci, ktére nie zostaty bezposrednio profilowane ze wzgledu na jego duzy prég
nieprawidtowosci rozmiaru STR.
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Doktadno$¢ wykrywania alleli SMN1

Doktadnos$¢ wykrywania braku alleli C w SMN1 (NM_000344.3:¢.840C) oceniono w 26 prdobkach klinicznych z
przypadkow z rozpoznaniem rdzeniowego zaniku miesni (SMA) i homozygotyczng utratg eksonu 7 w SMN1
potwierdzong przez emulsyjng reakcje PCR lub MLPA. Doktadnosé identyfikacji obecnosci allelu SMN1 ¢.840C
oceniano w rzekomo zdrowych pojedynczych prébkach krwi. Do kazdej prébki przypisano pojedynczy pomiar
statystyczny (Prawdziwie dodatni (TP), Fatszywie dodatni (FP), Fatszywie ujemny (FN) lub Prawdziwie ujemny
(TN)) na podstawie wykrytej obecnosci (ujemny status SMA) lub braku (dodatni status SMA) alleli C w pozycji
¢.840 genu SMN1 w poréwnaniu z oczekiwanym statusem. Szacunkowe PPA, TPPV i NPA zostaty wykonane
zaréwno dla dodatniego, jak i uiemnego zestawu prébek (patrz Tabela 20).

Tabela 20 Parametry doktadnosci wykrywania braku alleli SMN1 ¢.840C

Parametry doktadnosci TP FP TN FN Wartos$¢ parametru doktadnosci

PPA 26 Nd. Nd. 0 >99,99%

TPPV 26 0 Nd. Nd. >99,99%

NPA Nd. 0 195 Nd. >99,99%
Powtarzalnosc

Precyzja wewnatrzaboratoryjna

Precyzje wewnatrzlaboratoryjng oceniano przy uzyciu wyizolowanego gDNA z réznymi znanymi wariantami w
catym genomie. Uwzgledniono mtSNV w poblizu i znacznie powyzej granicy detekcji (LoD), prébki zawierajace
allel SMN1 ¢.840C oraz prébki z powtarzajgcymi sie rozszerzeniami FMR i HTT1 o dtugosciach bliskich i
znacznie powyzej LoD. Prébki testowano przy uzyciu dziewieciu unikalnych warunkéw opracowanych z
udziatem trzech operatordw, trzech partii odczynnikéw do przygotowywania biblioteki, trzech partii materiatéw
eksploatacyjnych do sekwencjonowania i trzech aparatéw do sekwencjonowania.

Kazda prébka zostata przetestowana w dwdch powtdrzeniach w tym samym przebiegu w celu oceny
zmiennosci w obrebie przebiegu, a kazdy przypadek testowy zostat przetestowany dwukrotnie w dwdch
przebiegach dla jednego warunku dla oceny zmiennos$ci pomiedzy przebiegami. Kazda prébka zostata oceniona
na podstawie 36 obserwacji, a projekt zapewniat 18 stopni swobody oceny powtarzalnosci. Lista probek
ocenionych w panelu, typ prébkii ocenione warianty dla kazdego elementu panelu przedstawia Tabela 21.
Prébki 1-4 i 9-12 pochodzity zarédwno od mezczyzn, jak i kobiet rasy biatej, czarnej i zottej, aby zapewnié
zréznicowany zestaw prébek.
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Tabela 21 Przyktadowy sktad panelu wykorzystywanego w badaniu precyzji wewnatrzlaboratoryjnej

Panel  Nr prébki Typ prébki Warianty
A 1 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
2 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
3 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspansji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
4 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
5 Sztuczna mieszanina gDNA z krwi Mitochondrialne SNV przy niskim poziomie
LoD
6 Sztuczna linia Ekspansja STR w loci FMR1 przy niskim
komdrkowa NA202411" poziomie LoD
7 Sztuczna linia komdrkowa NA20208  Ekspansja STR w loci HTT przy niskim
poziomie LoD
8 Sztuczna linia komoérkowa NA23686  Brak allelu SMN1¢.840C
B 9 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspansji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
10 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
11 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
12 gDNA z krwi Mate warianty, CNV, ROH, STR bez
ekspans;ji, obecnos¢ allelu SMN1 ¢.840C
13 Sztuczna mieszanina gDNA z krwi mtSNV przy wysokim poziomie LoD
14 Sztuczna linia komdrkowa NA07862  Ekspansja STR w loci FMR1 przy wysokim
poziomie LoD
15 Sztuczna linia komdrkowa NA20253  Ekspansja STR w loci HTT przy wysokim
poziomie LoD
16 Sztuczna linia komoérkowa NA03814  Brak allelu SMN1¢.840C

Wysoki poziom LoD: Czestotliwo$¢ wariantu allelu okoto 2,0x—4,0x LoD.

Niski poziom LoD: Czestotliwo$¢ wariantu allelu okoto 1,0x—1,5x LoD.

TWyniki dla NA20241 nie zostaty podane w liczbach koricowych, poniewaz stwierdzono, ze sg one znacznie ponizej 1,0x
LoD i tym samym nie spetnity wymagan dotyczacych prébek.
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W ocenie jakosciowej podaje sie wskazniki odtwarzalnosci, traktujgc warianty jako jednostki jakosciowe
(wariant obecny lub wariant nieobecny). Oceniano i raportowano rézne definicje dodatnich lub ujemnych
rozpoznan oraz rézne wskazniki jakosciowe dla kazdego typu wariantu (Tabela 22). Podczas oceny
odtwarzalnosci matych powtdrzen, rozpoznan CNV i ROH, rozpoznania wariantéw wykonane w powtdrzeniu
przebiegu charakterystyki byty uzywane dla kazdej prébki, ktéra stuzyta jako punkt poréwnawczy dla
wszystkich innych powtdrzen tej probki w badaniu.

Tabela 22 Podsumowanie jakosciowej oceny odtwarzalnosci dla kazdego typu wariantu

Rodzaj
wariantu

Mate
warianty

CNV

ROH

Ekspansja
STR

Wykrycie
SMN1
c.840C
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Dodatni

Rozpoznany
wariant
przeszedt przez
filtr

Rozpoznanie
CNV przeszto
przez filtr

Rozpoznanie
ROH

Probka z
ekspansjg STRw
CO najmniej
jednym
docelowym
locus

Prébka bez allelu
C w pozycji
c.840 genu
SMN1
(rozpoznanie
SMA)

Ujemny

Rozpoznane
odniesienie
homozygotyczne
przeszto przez filtr

Pozycje w genomie nie
pokrywajg sie z
rozpoznaniem
zmiennosci liczby kopii,
ktére przeszto przez
filtr

Pozycje w genomie nie
pokrywajg sie z
rozpoznaniem ROH

Préobka bez ekspansji w
zadnym z docelowych
loci

Prébka zawierajgca co
najmniej jedng kopie
allelu C w pozyciji c.840
genu SMNT1 (brak SMA)
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Rodzaj poréwnania

Zgodnos¢ z zestawem
rozpoznan z
poczatkowych
przebiegéw
charakterystyki

Zgodnosé z zestawem
rozpoznan z
poczatkowych
przebiegéw
charakterystyki

Zgodnos¢ z zestawem
rozpoznan z
poczatkowych
przebiegdéw
charakterystyki

Zgodnos¢ ze statusem
prébki definiowanym
przez charakterystyke
prébki w tescie
ortogonalnym

Zgodnos¢ ze statusem
probki definiowanym
przez charakterystyke
probki w tescie
ortogonalnym

Wskazniki
jakosciowe
Srednia
zgodnosc¢
dodatnia (APA) i
Srednia
zgodnosé
ujemna (ANA)

APA i ANA

APA i ANA

Procent
dodatnich
rozpoznan
(PPC) i procent
ujemnych
rozpoznan
(PNC)

PPCiPNC

59z94



TruSight Whole Genome — ulotka dotgczona do opakowania illumina

Rodzaj ) ) ) i ) Wskazniki
X Dodatni Ujemny Rodzaj poréwnania . , .
wariantu jakosciowe
mtSNV Rozpoznane Pozycje niewariantowe  Zgodnos¢ z PPCiPNC

mitochondrialne  chromosomu rozpoznaniami
SNV przechodzi  mitochondrialnego wariantowymi i
przez filtr przechodzg przez filtr niewariantowymi

wykonanymi w
nierozcienczonych
probkach

Ocenailosciowa réznych typéw wariantow obejmowata ocene zmiennosci wskaznikéw ilosciowych, ktére
stanowig podstawe rozpoznan jakosciowych albo, w przypadku matych wariantéw, wskaznikéw zgodnosci w
odniesieniu do zestawu rozpoznan referencyjnych. Badanie to obejmowato zaréwno ocene catkowitej
zmiennosci w parametrach ilosciowych w powtdrzeniach, jak i wptyw réznych czynnikéw uwzglednionych w
badaniu na zmiennos¢ takich parametrow ilosciowych poprzez analize sktadowych wariancji. Tabela 23
podsumowuje wskazniki ilosciowe uzywane do analizy kazdego typu wariantu, a takze czynniki, ktére zostaty
ocenione pod katem przyczyniania sie do zmiennosci w parametrze ilosciowym.

Tabela 23 Podsumowanie parametréw ilosciowych stosowanych w ocenie precyzji dla réznych rodzajéw

wariantow
Rodzaj wariantu

Mate warianty

CNV

ROH

Ekspansja STR

Parametry ilosciowe

APA i ANA

Znormalizowana gtebokos$¢

pokrycia w regionie CNV

Wynik ROH w regionie ROH

Szacunkowy rozmiar STR

Nr dokumentu: 200050132, wer. 00.1
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

Czynniki oceniane pod katem przyczyniania sie do
zmiennosci

Operator, partia zestawu do przygotowania
biblioteki, urzadzenie, partia materiatéw
eksploatacyjnych do sekwencjonowania, podtyp
wariantu, kontekst genomowy

Operator, partia zestawu do przygotowania
biblioteki, urzadzenie, partia materiatow
eksploatacyjnych do sekwencjonowania, podtyp
wariantu, dtugos$¢ wariantu

Operator, partia zestawu do przygotowania
biblioteki, urzagdzenie, partia materiatéw
eksploatacyjnych do sekwencjonowania, podtyp
wariantu, dtugos$¢ wariantu

Operator, partia zestawu do przygotowania
biblioteki, urzagdzenie, partia materiatéw
eksploatacyjnych sekwencjonowania, miejsce STR,
dtugos¢ STR

60z94
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Czynniki oceniane pod katem przyczyniania si¢ do

Rodzaj wariantu Parametry ilosciowe . , .
Zmiennosci
Wykrycie SMN1 Logarytmiczny wskaznik Operator, partia zestawu do przygotowania
€.840C wiarygodnosci dla biblioteki, narzedzie, partia materiatow
obecnosci allelu eksploatacyjnych sekwencjonowania, status SMA
referencyjnego (C) w
pozycji docelowej
Mitochondrialne  Czesto$¢ wariantu allelu Operator, partia zestawu do przygotowania
SNV biblioteki, narzedzie, partia materiatow

eksploatacyjnych do sekwencjonowania, pozycja
wariantu, oczekiwana czestotliwos$¢ wariantu allelu

Wyniki analizy sktadnikéw wariancji przedstawiono w Tabela 24. W przypadku matych wariantéw wiekszos$¢
wariancji przypisano btedowi resztowemu i nie wyjasniono tego czynnikami zwigzanymi z testem
uwzglednionymi w projekcie, takimi ja partia zestawu do sekwencjonowania, aparat do sekwencjonowania,
partia zestawu do przygotowania biblioteki, operator i réznice miedzy przebiegami. Jedyny wyjatek
zaobserwowano w przypadku SNV w posrednich regionach ufnosci, dla ktérych wiekszo$¢ wariancji przypisano
do partii zestawu do sekwencjonowania. Ogdlnie rzecz biorgc, wyzszg wartos¢ wariancji przypisano czynnikom
zwigzanym z testem dla matych wariantéw w regionach o niskim poziomie ufnosci genomu. W przypadku
wszystkich pozostatych typdow wariantéw wiekszos$¢ wariancji przypisano btedom resztowym, a nie czynnikom
zwigzanym z testem. To badanie pokazuje, ze w przypadku wiekszosci podtypéw matych wariantéw mozna
zastosowac filtrowanie dla obszaréw o wysokim i srednim stopniu ufnosci w genomie w celu zwiekszenia
powtarzalnosci i ograniczenia zmiennosci testu. Odtwarzalnosc zewnetrzna na stronie 66 zapewnia
kompleksowg analize odtwarzalnosci testu.

Nr dokumentu: 200050132, wer. 00.1 61z94
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.
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Tabela 24 Wyniki badania analizy sktadowych odchylen

Metryka

APA

ANA

Podtypy
wariantow

Krétka delecja
(1-5 p2)

Srednia delecja
(6-15 pz)

Dtuga delecja
(16-31pz)

Krétka insercja
(1-5 pz)

Srednia insercja
(6-15 p2)

Dtuga insercja
(16-31pz)

SNV

SNV

Poziom
ufnosci

Wysoki
Sredni
Niski
Sredni
Niski
Sredni
Niski
Wysoki
Sredni
Niski
Sredni
Niski
Sredni
Niski
Wysoki
Sredni
Niski
Wysoki
Sredni
Niski

Resztkowe

79,36%
76,97%
67,85%
61,17%

59,33%
52,93%
49,10%
89,93%
74,52%
60,64%
81,76%
51,28%
87,59%
52,47%
78,01%
79,71%

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

Partia
zestawu do
sekwencjo-
nowania

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%

Pomiedzy
przebiegami

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

Aparat

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%

Partia
zestawow do
przygotowania
biblioteki

3,13%
2,91%
2,88%
2,35%
2,35%
1,51%

1,39%
0,99%
2,08%
1,15%

2,41%
1,58%
1,40%
1,85%
1,23%
1,29%
0,00%
0,21%
1,00%
0,00%

Operator

0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,06%
0,00%
0,00%
0,00%
3,17%
1,09%
0,09%
0,00%
0,00%
0,00%

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig
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Metryka

Gtebokos¢é

Podtypy
wariantow

UZYSK CNV

(10 kpz, 25 kpz)
UZYSK CNV (25
kpz, 50 kpz)
UZYSK CNV

(50 kpz, 100 kpz)
UZYSK CNV (100
kpz, 500 kpz)
STRATA CNV
(10 kpz, 25 kpz)
STRATA CNV
(25 kpz, 50 kpz)
STRATA CNV
(50 kpz, 100 kpz)

STRATA CNV
(100 kpz, 500
kpz)

Poziom
ufnosci

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Resztkowe

73,28%

72,99%

66,40%

43,51%

83,41%

84,67%

84,16%

81,25%

Partia
zestawu do
sekwencjo-
nowania

2,87%

5,25%

5,16%

14,92%

0,00%

1,20%

2,43%

5,22%

Pomiedzy
przebiegami

0,00%

0,00%

0,00%

14,01%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Aparat

0,00%

0,00%

0,00%

0,20%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Partia
zestawodw do
przygotowania
biblioteki

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%

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig
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Metryka

Wynik
w regionie

Podtypy
wariantow

ROH
(1kpz, 10 kpz)

ROH
(10 kpz, 25 kpz)

ROH
(25 kpz, 50 kpz)

ROH (50 kpz,
100 kpz)

ROH (100 kpz,
500 kpz)

ROH = 500 kpz

Poziom
ufnosci

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Resztkowe

74,32%

84,78%

84,92%

85,63%

85,76%

84,81%

Partia
zestawu do
sekwencjo-
nowania

1,65%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Pomiedzy
przebiegami

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Aparat

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Partia
zestawodw do
przygotowania
biblioteki

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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Metryka

Szacunkowy
rozmiar STR
loci’

Logarytmiczny

wskaznik

prawdopodo-

bieristwa

VAF

" Nie przeprowadzono analizy sktadowych odchylen dla loci, dla ktérych nie zaobserwowano odchylen.

Podtypy
wariantow

AFF2
ATXN7
ATXN7_GCC
CNpz
CNpz_CA
CSTB
DIP2B

FMR1
FXN_A

HTT
HTT_CCG
NOTCH2NL
Tpz

c.840Cw
NA03814

c.840Cw
NA23686

mtSNVs w
poblizu LOD

Poziom
ufnosci

Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.
Nd.

Nd.

Nd.

Resztkowe

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%

Partia
zestawu do
sekwencjo-
nowania

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%

Pomiedzy
przebiegami

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%

Aparat

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%

Partia
zestawow do

przygotowania

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

0,00%

0,00%

Operator

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

6,46%

0,05%
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Odtwarzalnos¢ zewnetrzna

Odtwarzalnos$é zewnetrzng okreslono przy uzyciu pojedynczej partii odczynnikéw do przygotowywania i
sekwencjonowania biblioteki w trzech zewnetrznych osrodkach badawczych z dwoma operatorami w kazdym
osrodku. Te same probki, ktére zostaty wykorzystane w badaniu Precyzja wewnatrzaboratoryjna na stronie 57
(Tabela 21), zostaty wykorzystane w badaniu odtwarzalnosci z jednym wyjatkiem: probka NA20241 zostata
zastgpiona NA20239 w celu oceny ekspansji FMR1 loci STR przy niskim LoD. tacznie przetestowano 16
unikalnych prébek w dwdch podpanelach po osiem unikalnych prébek (Panel A i Panel B) przez kazdego
operatora w kazdym osrodku. Wykonano trzy przebiegi sekwencjonowania dla powtérzonych bibliotek
kazdego panelu podrzednego, co daje tgcznie 36 przebiegéw sekwencjonowania na unikalng probke.
Wskaznik powodzenia w 576 bibliotekach probek z waznymi przebiegami sekwencjonowania, zdefiniowany
jako liczba prébek, ktére przy pierwszej prébie spetniaty parametry kontroli jakosci biblioteki prébek, wynidst
99,1% (571/576; 95% Cl: 98,0%, 99,6%). Wszystkie wyniki testu dotyczg pierwszego badania.

Powtarzalno$¢ SNV, insercje, delecje, CNV i ROH oceniano poprzez poréwnanie danych z zestawem rozpoznan
referencyjnych na podstawie zwyktej wydajnosci w trzech przebiegach charakterystyki (Tabela 25 i Tabela 26).
Powtarzalnos$¢ ekspansji STR, brak allelu SMN1 ¢.840C oraz mtSNV oceniano poprzez poréwnanie danych ze
znanym statusem (Tabela 27).

Nr dokumentu: 200050132, wer. 00.1 66 794
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.
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Tabela 25 Odtwarzalnos$¢ TruSight Whole Genome dla SNV, CNV i ROH

Typ wariantu - stratyfikacja

Mate warianty (wysoki poziom ufnosci)

SNV

Insercje —1-5 pz

Delecje —1-5pz

Mate warianty (Sredni poziom ufnosci)

SNV

Insercje —1-5 pz

Insercje — 6-15 pz

Insercje — = 16 pz

Delecje —1-5 pz

Delecje — 6-15 pz

Delecje — = 16 pz

Mate warianty (niski poziom ufnosci)

SNV

Zgodne rozpoznania dodatnie’ /
Rozpoznania dodatnie?

Osrodek 1

687 996 150 /
688 770 402
34087135/
34137 298
44096186 /
44 255 442

42238226/
42737 228
11075073/
11204 210
4307181/
4339975
611952/
632214
24 571502/
24 851492
8737319/
8900796
3590282/
3779907

78507103/
96 859 682

Osrodek 2

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

40920370/
41391560
10734 488/
10 855790
4173626/
4205 261
593114/
612 877
23814655/
24 076 930
8473410/
8624 403
3481192/
3662448

76 365789/
94 066 720

Osrodek 3

688 001697/
688 766 887
34089204/
34137792
44102515/
44 256 695

42236751/
42725827
11080 468/
11204 818
4308408/
4340 277
612222/
632498
24 586 095/
24 855 041
8746773/
8902016
3594420/
3780659

78863977/
97 058 652

Srednia zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (%)
(95% CI)®

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)

Medo op eu0zokjop e)10|n — awouds) ajoym wbisnig
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Typ wariantu - stratyfikacja

Zgodne rozpoznania dodatnie’ /

Srednia zgodno$é wynikéw dodatnich (%)

Rozpoznania dodatnie? (95% ClI)®
Osrodek 1 Osrodek 2 Osrodek 3

Insercje — 1-5 pz 17 312 805/ 16 859 987 / 17 406 355/ 89,6
19 370 351 18 807 745 19 418 516 (89,5-89,6)

Insercje — 6-15 pz 5543985/ 5404 652 / 5584241/ 85,1
6529 886 6338556 6 550 066 (85,1-85,2)

Insercje — = 16 pz 3284197/ 3205165/ 3314025/ 77,0
4275 286 4158 315 4298 399 (77,0-77,0)

Delecje — 1-5 pz 31659416/ 30751952/ 31746379/ 92,7
34194748 33158757 34226 245 (92,7-92,7)

Delecje — 6-15 pz 9189220/ 8928794/ 9217516/ 92,1
9987 568 9684179 9995101 (92,1-92,2)

Delecje — = 16 pz 3335400/ 3241968/ 3346219/ 85,4
3909 364 3791331 3912857 (85,4-85,5)

CNV — uzysk = 10 kpz 7883/ 7664/ 7916/ 95,5
8275 8012 8282 (95,2-95,8)

CNV — utrata = 10 kpz 1517/ 11248/ 1516/ 95,3
12 089 1777 12113 (95,1-95,5)

ROH — = 500 kpz 6641/ 6519/ 6616/ 98,0
6765 6663 6756 (97,8-98,2)

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig
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T Catkowita liczba dodatnich rozpoznan zgodnych = dodatni wynik zgodnosci zapytan (QCP) + dodatni wynik referencyjny zgodnosci (RCP).

2t gczna liczba dodatnich rozpoznan = dodatni wynik zgodnosci zapytan (QCP) + dodatni wynik wytgczonych zapytan (QEP) + dodatnia zgodnos¢
referencyjna (RCP) + dodatnie wytgczone rozpoznania referencyjne (REP).

2 2-stronny 95% przedziat ufnosci obliczono metodg punktacji Wilsona.
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Tabela 26 Odtwarzalnos¢ TruSight Whole Genome ANA w przypadku SNV, CNV i ROH

Typ wariantu - stratyfikacja

Mate warianty (wysoki poziom ufnosci)
Mate warianty (Sredni poziom ufnosci)
Mate warianty (niski poziom ufnosci)
CNV —uzysk = 10 kpz
CNV —utrata = 10 kpz

ROH — = 500 kpz

Zgodne rozpoznania ujemne' /
Rozpoznania ujemne?

Osrodek 1
486 282620918/
486 388 081375
17 249915828/
17 427 817 811
24072615254/
25608 493 410
592 486 270144 |
592500222 476
592548 802882/
592 559 825 216
542 968 586 606 /
547 402 885 905

Osrodek 2
470948 205740/
471054131230
16 699 106 194 /
16 874 794 553
23454103344/
24 947163 687
573973293084/
573985772 396
574030570254/
574 041311257
525724 060526/
530011754 808

Ttaczna liczba zgodnych rozpoznan ujemnych = 2 x zgodnos$¢ ujemna.

2 Catkowita liczba ujemnych rozpoznan = 2 x zgodno$¢ ujemna + ujemne wytgczone rozpoznania referencyjne (REN) + ujemne wytgczone zapytania

(QEN).

2 2-stronny 95% przedziat ufnosci obliczono metodg punktacji Wilsona.

Osrodek 3
486 285759770/
486 389 857 817
17 253834878/
17 429 035 482
24180801788/
25695956 102
592 487 297 632/
592 500 614 241
592 547 683 360/
592 559141007
543014319116/
547 444 495 449

Srednia zgodno$é wynikéw ujemnych (%)
(95% CI)®

>99,9
(>99,9->99,9)
99,0
(99,0-99,0)
94,0
(94,0-94,0)
>99,9
(>99,9->99,9)
>99,9
(>99,9->99,9)
99,2
(99,2-99,2)

Medo op eu0zokjop e)10|n — awouds) ajoym wbisnig
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Tabela 27 Odtwarzalnos¢ TruSight Whole Genome dla STR, SMN1i mtSNV

Typ Suma Rozpoznania dodatnie
wariantu-  oczekiwanyc
stratyfikacj hrozpoznan Osrode Osrode Osrode
a dodatnich k1 k2 k3

Ekspansje STR — wysoki poziom wykrywania (2x-4x LOD)

Ekspansje 35 12 11 12
STR—
FMR1

Ekspansje 36 12 12 12
STR—
HTT

Ekspansje 71 24 23 24
STR—

FMRTiHTT

facznie

Ekspansje STR — niski poziom wykrywania (1x-1,5x LOD)

Ekspansje 36 1 10 T
STR—
FMR1

Ekspansje 36 12 12 12
STR—
HTT

Ekspansje 72 23 22 23
STR—

FMRTiHTT

facznie

Suma
oczekiwanyc
h rozpoznan

ujemnych

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Rozpoznania ujemne

Osrode

k1

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Osrode
k2

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Osrodek

3

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Procent
rozpozna

A

dodatnich
(95% CI)"

100
(90,1-
100)

100
(90,4-
100)

100
(94,9-
100)

88,9
(74,7-
95,6)

100
(90,4-
100)

94,4
(86,6-
97,8)

Procent
rozpozna

n

ujemnych

(95% CI)"

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig
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Typ
wariantu -
stratyfikacj

a

Ekspansje
STR—
tacznie 28
gtéwnych
docelowyc
hloci STR

Brak allelu
SMN1
c.840C

MtSNV -
wysoKki
poziom
(2x-4x
LOD)

MtSNV -
niski
poziom
(1x-1,5x
LOD)

Suma
oczekiwanyc
h rozpoznan

dodatnich

Nd.

71

1080

1080

Rozpoznania dodatnie

Osrode Osrode Osrode
k1 k2 k3
Nd. Nd. Nd.
24 24 23

360 360 360

360 359 360

Suma
oczekiwanyc
h rozpoznan

ujemnych

285

285

457,524

457,524

195% dwustronny przedziat ufnosci obliczono metodg punktacji Wilsona.

Rozpoznania ujemne

Osrode
k1

96

96

152,49

152,48

Osrode
k2

93

93

152,48

152,48

Procent
rozpozna
] n
Osrodek dodatnich
e (95% CI)"
96 Nd.
96 100
(94,9-
100)
152,48 100
4 (99,6-
100)

152,48 99,9
3 (99,5-
99,9)

Procent
rozpozna
n
ujemnych
(95% Cl)’

100
(98,7-
100)

100
(98,7-
100)

>99,9
(>99,9-
>99,9)

>99,9
(>99,9-
>99,9)
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Rozwigzywanie problemow

Aby rozwigzaé problemy powstate w przebiegu pracy, nalezy korzystac z ponizszej tabeli. Jesli przebieg sekwencjonowania lub
przygotowanie biblioteki dla prébki dwukrotnie zakoriczy sie niepowodzeniem, do rozwigzania problemu moze by¢ konieczne podjecie
dodatkowych czynnosci. Skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy lllumina.

Rodzaj problemu Obserwacja

Problem z Nie mozna recznie

tworzeniem wybraé powigzanego

przebiegu zaplanowanego
przebiegu

Oprogramowanie
sterujgce NovaSeq
6000Dx po zatadowaniu
materiatéw
eksploatacyjnych

Mozliwa przyczyna

Podczas planowania
przebiegu okreslono
nieprawidtowy
identyfikator probdwki
Library

Zalecane dziatanie

Patrz Zmiana Przebiegu w TruSight Whole
Genome Analysis Application Guide
(dokument nr 200049931).

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig



"OYLIA NI 3OALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d

1’00 "Jam 'Z2ELOS000T :nIudWN3op IN

v6Z¢€L

Rodzaj problemu

Problem dotyczacy
sekwencjonowania

Obserwacja

Stan niespetniania
wymagan
sekwencjonowania w
lllumina Run Manager

Mozliwa przyczyna

Przebieg
sekwencjonowania zostat
przerwany lub nie zostat
zakonczony z powodu
problemu z obstugg
materiatow
eksploatacyjnych
NovaSeq 6000Dx lub
sekwencjonowania

Zalecane dziatanie

Patrz Dokumentacja NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument nr 200010105).

Po rozwigzaniu problemu biblioteke mozna
ponownie potgczy¢ w pule i zmienié jej
kolejnos¢ maksymalnie jeden raz (ze wzgledu
nailoscé).
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Rodzaj problemu

Obserwacja

Mozliwa przyczyna

Uruchomienie
zakonczone, ale nie
powiodto sie. Mozliwy
problem NovaSeq
6000Dx, problem z
obstugg materiatéw
eksploatacyjnych
sekwencjonowania lub
powazna awaria
przygotowania biblioteki z
powodu problemu z
obstugg odczynnikow lub
btedu operatora (np.
pominiecie kroku lub
odrzucenie zamiast
przeniesienia nadsgczu
podczas wyboru
wielkosci)

Zalecane dziatanie

Nalezy oceni¢ wydajnos¢ poszczegdlnych
bibliotek w FLP metodg gPCR dla = 0,94 nM
(przy zatozeniu rozmiaru ptytki 450 pz) w celu
wprowadzenia/wyjscia z biblioteki w
poréwnaniu z problemami zwigzanymi z
sekwencjonowaniem.

Jesli wykluczono problemy z przygotowaniem
biblioteki i podejrzewa sie problem zwigzany z
sekwencjonowaniem, nalezy zapoznac sie z
Dokumentacja NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument nr 200010105).

W przypadku podejrzenia wystgpienia
problemu z przygotowaniem biblioteki nalezy
zapozna¢ sie z Porady i technikina stronie 14 i
Instrukcja uzytkowania na stronie 17 przed
powtdrzeniem przygotowania biblioteki i
sekwencjonowania. W przypadku
powtarzajgcych sie niepowodzen nalezy
skontaktowad sie z dziatem pomocy Illumina
technicznej.
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Rodzaj problemu

Nie mozna przestaé
danych
sekwencjonowania
do serwera

Obserwacja

Status niepowodzenia
przesytania pliku
sekwencjonowania do
analizy w lllumina Run
Manager

Mozliwa przyczyna

Problem z tgcznoscia
sieciowg lub zaktdcenie
zasilania aparatu lub
serwera podczas
przesytania danych
podczas przesytania
danych przebiegu

Zalecane dziatanie

Sprawdzié, czy nie ma zaktdcen zasilania lub
utraty tgcznosci z siecig urzadzenia.
Poczekaé, az system bedzie bezczynny
(ukonczenie sekwencjonowania), a nastepnie
przej$é do Ustawien urzadzenia, USTAWIEN
IVD, aby potwierdzi¢ potgczenie z okreslong
lokalizacjg wyjsciowg za pomoca funkcji
Browse (Przegladaj).

Jesli wymagane jest dalsze rozwigzywanie
problemdw, nalezy zapoznac sie z
Dokumentacja NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument nr 200010105). Jesli po
rozwigzaniu problemdéw z potgczeniem lub
zasilaniem przesytanie pliku nie zostanie
uruchomione ponownie i zakoriczone, nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej lllumina.

eluemodedo op eu0zokjop ex10|n — awouas) a|oym wbisnig



"OYLIA NI 3OALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d

1’00 "Jam 'Z2ELOS000T :nIudWN3op IN

v629/

Rodzaj problemu

Analiza nie
rozpoczyna sie

Obserwacja

Stan analizy nie zostat
rozpoczety w lllumina
Run Manager mimo
zakonczenia przesytania
pliku sekwencjonowania
do analizy

Mozliwa przyczyna

Parowanie lub potgczenie
miedzy urzgdzeniem a
DRAGEN Server for
NovaSeq 6000Dx zostato
utracone lub licencja
DRAGEN wygasta.

Zalecane dziatanie

Poczekaé, az system bedzie bezczynny
(sekwencjonowanie zostanie zakonczone), a
nastepnie przejs¢ do DRAGEN, aby
potwierdzi¢, ze licencja DRAGEN jest wazna.
Jedlilicencja wygasta, nalezy skontaktowad
sie z lllumina. Jesli licencja jest wazna, wybrac¢
Run Self-Test (Uruchom autotest). Jesli test
nie powiedzie sie lub jesli opcja
przeprowadzenia autotestu jest niedostepna,
nalezy zalogowac sie do aparatu, aby
sprawdzi¢, czy wystagpit btgd zwigzany z
parowaniem serwera. Patrz punkt
Konfiguracja systemu w Dokumentacja
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument nr
200010105).

Analiza powinna rozpoczg¢ sie automatycznie
po rozwigzaniu problemu. Wyjs¢ ze strony i
przejs¢ do zaktadki Aktywne serie, aby
potwierdzi¢, ze analiza jest w toku. Jesli
problem bedzie sie powtarzat, nalezy
skontaktowac sie z lllumina.
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Rodzaj problemu

Analiza
zablokowata sie

Obserwacja

Analiza w toku przez
lllumina Run Manager
znacznie dtuzej niz
oczekiwano

Mozliwa przyczyna

tacznosé sieciowa lub
zasilanie urzadzenia lub
serwera mogty zostaé
zaktécone podczas
analizy, co spowodowato
zablokowanie analizy

Zalecane dziatanie

Nalezy anulowac¢ analize i sprawdzi¢, czy nie
doszto do zaktécenia zasilania lub utraty
tgcznosci z siecig urzadzenia.

Poczekaé, az system bedzie bezczynny
(ukoniczenie sekwencjonowania), a nastepnie
przej$¢ do Ustawien urzadzenia (USTAWIENIA
IVD) i potwierdzi¢ potgczenie z okreslong
lokalizacjg wyjscia. Jesli wymagane jest
dalsze rozwigzywanie problemdw, nalez
zapoznac sie z Dokumentacja NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument nr 200010105).

Po rozwigzaniu problemu nalezy pobraé
analize bez zmian. Patrz TruSight Whole
Genome Analysis Application Guide
(dokument nr 200049931).
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Rodzaj problemu Obserwacja

Nie udato sie Status niepowodzenia
przestac plikéw przestania pliku analizy
analizy do pamigci masowej w
lllumina Run Manager
Analiza nie Analiza nie powiodta sie
powiodta sie w po w ponownym
ponownym ustawieniu w kolejce
ustawieniu w
kolejce

Mozliwa przyczyna

Problem z tgcznoscia
sieciowg lub zaktdcenie
zasilania urzadzenia lub
serwera podczas
przesytania plikéw analizy

W przypadku kolejkowania
analizy oryginalny
przebieg mégt zostad
usuniety lub
zarchiwizowany i nie
znajduje sie juz w
lokalizacji okreslonej dla
zewnetrznej lokalizacji
przechowywania

Zalecane dziatanie

Nalezy anulowac¢ analize i sprawdzi¢, czy nie
doszto do zaktécenia zasilania lub utraty
tgcznosci z siecig urzadzenia.

Poczekaé, az system bedzie bezczynny
(ukoniczenie sekwencjonowania), a nastepnie
przej$¢ do Ustawien urzadzenia (USTAWIENIA
IVD) i potwierdzi¢ potgczenie z okreslong
lokalizacjg wyjscia. Jesli wymagane jest
dalsze rozwigzywanie problemdw, nalez
zapoznac sie z Dokumentacja NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument nr 200010105).

Po rozwigzaniu problemu nalezy pobraé
analize bez zmian. Patrz TruSight Whole
Genome Analysis Application Guide
(dokument nr 200049931).

Sprawdzié, czy oryginalny przebieg nadal
znajduje sie w zewnetrznej lokalizacji
przechowywania. W przypadku
zarchiwizowania nalezy odzyskac dane z
archiwum, a nastepnie ponownie wykonac¢
analize.
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Rodzaj problemu

Sequencing QC fails
(Kontrola jakosci
sekwencjonowania
zakonczona
niepowodzeniem)

Obserwacja

Wynik NIEPOWODZENIE
w podsumowaniu
wynikéw kontroli jakosci
w skonsolidowanym
raporcie

Mozliwa przyczyna

,Laczny % >=Q30” ponizej
specyfikacji analitycznej z
powodu niewtasciwego
obchodzenia sie z
materiatami
eksploatacyjnymi do
sekwencjonowania
(niepowodzenie
catkowitego rozmrozenia
lub odwrdécenie w celu
wymieszania po
rozmrozeniu)

Zalecane dziatanie

Patrz Dokumentacja NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument nr 200010105). Po
rozwigzaniu problemu biblioteke mozna
ponownie potgczy¢ w pule i zmienié jej
kolejnos¢ maksymalnie jeden raz (ze wzgledu
nailosé).
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Rodzaj problemu

Niepowodzenie
kontroli jakosci
FASTQ dla
wszystkich prébek

Obserwacja

Podsumowanie wynikéw
FASTQQCi
Podsumowanie biblioteki
probek podsumowania
zakonczone
NIEPOWODZENIEM, a
wyniki parametréw
kontroli jakosci
poszczegdlnych
bibliotek zgtoszono jako
ND, w przypadku
wszystkich prébek w
raporcie
skonsolidowanym z
sekwencyjnym
podsumowaniem
wynikéw zakonczonych
POWODZENIEM.

Mozliwa przyczyna

Zestaw adaptera indeksu

okreslony podczas
tworzenia przebiegu nie
jest zgodny z zestawem
uzywanym podczas
przygotowywania
biblioteki

Zalecane dziatanie

Nalezy wyswietli¢ probki w celu przejrzenia

informacji o indeksie uzytych w analizie w IRM.

Jedli wymagana jest korekta, nalezy zapoznac
sie z punktem Ponowne umieszczenie analizy
w kolejce w TruSight Whole Genome Analysis
Application Guide (dokument nr 200049931).
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Rodzaj problemu

Test jakosci FASTQ
nie powiddt sie dla
jednej lub wiecej
probek przy braku
niskiego uzysku
przebiegu;
nieindeksowany
catkowity uzysk
(GB) = 2800 GBw
przypadku S4 lub =
1000 GBw
przypadku S2

Obserwacja Mozliwa przyczyna

Podsumowanie wynikéw  Btedy uzycia podczas

FASTQQCi przygotowywania

Podsumowanie biblioteki  biblioteki lub tgczenia w

probek podsumowania pule
zakonczone
NIEPOWODZENIEM, a
wyniki parametréw
kontroli jakosci
poszczegdlnych
bibliotek zgtoszono jako
ND, w przypadku jednej
lub Kkilku, ale nie
wszystkich prébek w
raporcie
skonsolidowanym bez
niskiego uzysku z
przebiegu.

Zalecane dziatanie

Oceni¢ pozostatg objetosé (objetosci) na
ostatniej ptytce biblioteki (FLP), aby
potwierdzi¢ btgd uzycia pomijajgcych probek z
potgczonych bibliotek. Objetosé umozliwia
operatorowi ponowne potgczenie w pule i
ponowne sekwencjonowanie probki
maksymalnie jeden raz. Alternatywnie mozna
ponownie umiesci¢ w kolejce prébki, ktére nie
spetnity wymagan, w nastepnej partii
przygotowania biblioteki i wykona¢ przebieg
po zapoznaniu sie z Instrukcja uzytkowania na
stronie 17.

Opcjonalnie mozna oceni¢ wydajnosc¢
poszczegdlnych bibliotek w FLP metodg gPCR
dla = 0,94 nM (przy zatozeniu rozmiaru
rozmiaru 450 pz) w celu
uwzglednienia/wykluczenia probleméw
zwigzanych z przygotowaniem biblioteki.
Umiesci¢ ponownie w kolejce probki
niespetniajgce wymagan w nastepnej partii
przygotowania biblioteki i wykonac serie po
zapoznaniu sie z Instrukcja uzytkowania na
stronie 17.

Nie zaleca sie tgczenia bibliotek pomiedzy
partiami przygotowania biblioteki ze wzgledu
na wahania wynikdéw miedzy partiami, ktére
moga skutkowadé wyzszym %CV i wieksza
czestoscig niepowodzenia ,$redniego
pokrycia autosomalnego”.
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Rodzaj problemu

Wynik kontroli
jakosci FASTQ nie
spetnia wymagan w
przypadku
niektérych, ale nie
wszystkich prébek
o niskiej wydajnosci
przebiegu; niski
nieindeksowany
catkowity uzysk
(GB), < 2800 GB w
przypadku S4 lub <
1000 GBw
przypadku S2

Obserwacja Mozliwa przyczyna

Podsumowanie wyniku
kontroli jakosci FASTQ i
podsumowanie kontroli
jakosci biblioteki probki
NIE SPELNIA wymagan, a
wyniki parametrow QC
poszczegdlnych
bibliotek zostaty
zgtoszone jako ND dla
jednej lub kilku probek w
raporcie
skonsolidowanym w
przypadku zgtaszania
niskiej wydajnosci w
przypadku wszystkich
probek

Moze wskazywac na
przygotowanie biblioteki
lub problem zwigzany z
sekwencjonowaniem

Zalecane dziatanie

Opcjonalnie mozna oceni¢ wydajnosé
poszczegodlnych bibliotek w FLP metodg gPCR
dla = 0,94 nM (przy zatozeniu rozmiaru
rozmiaru 450 pz) w celu
uwzglednienia/wykluczenia problemoéw
zwigzanych z przygotowaniem biblioteki w
poréwnaniu z problemami z
sekwencjonowaniem.

W przypadku podejrzewania problemu z
sekwencjonowaniem, zapoznac sie z
Dokumentacja NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument nr 200010105). Po rozwigzaniu
problemu biblioteki mozna ponownie potgczy¢
i sekwencjonowaé maksymalnie jeden raz (ze
wzgledu na ograniczong objetosc).

W przypadku podejrzenia wystgpienia
problemu z przygotowaniem biblioteki nalezy
zapozna¢ sie z Porady i technikina stronie 14 i
Instrukcja uzytkowania na stronie 17 przed
powtdrzeniem przygotowania biblioteki i
sekwencjonowania. W przypadku
powtarzajgcych sie niepowodzen nalezy
skontaktowad sie z dziatem pomocy Illumina
technicznej.
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Rodzaj problemu

Niepowodzenie
kontroli jakosci
biblioteki z powodu
niskiego pokrycia

Obserwacja

Niepowodzenie wyniku
kontroli jakosci biblioteki
prébek podsumowania
dla jednej lub wiecej
prébek w
skonsolidowanym
raporcie z powodu
sredniego pokrycia
autosomalnego i/lub
procentu autosomu z
pokryciem wigkszym niz
20X i/lub $redniego
pokrycia
mitochondrialnego w
genomie nie
spetniajgcym wymagan
specyfikacji analitycznej

Mozliwa przyczyna

Problemy z jakoscig probki
lub przygotowaniem
biblioteki

Zalecane dziatanie

Przeprowadzi¢ ponowne oznaczenie
iloSciowe za pomoca kontroli procesu, aby
wykluczy¢ problemy zwigzane z iloscig
wejsciowg DNA.

Przed ponownym umieszczeniem w kolejce
prébki (prébek) w nastepnej partii
przygotowania biblioteki i przeprowadzeniem
przebiegu nalezy zapoznac sie z Porady

i technikina stronie 14 i Instrukcja
uzytkowania na stronie 17. Jesli powtarza sie
niepowodzenie z tg samg probka/tymi samymi
prébkami, moze to wskazywacé na problemy z
jakoscig proébki.

W przypadku ponownego zaobserwowania
niespetniania wymagan, ale w przypadku
réznych probek, moze to wskazywac na
problem zwigzany z przygotowaniem
biblioteki zwigzany z operatorem,
odczynnikiem, materiatem eksploatacyjnym
lub sprzetem. Jesli problem sie utrzymuije,
nalezy skontaktowa¢ sie z dziatem pomocy
technicznej firmy Illlumina.
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Rodzaj problemu

Niespetnianie
wymagan kontroli
jakosci biblioteki w
oparciu o
obcigzenie GC

Niespetnianie
wymagan kontroli
jakosci biblioteki na
podstawie
zanieczyszczenia
Co hajmniej jednej
probki w przebiegu,
ale nie wszystkich
probek

Obserwacja

Niepowodzenie wyniku
kontroli jakosci biblioteki
prébek podsumowania
dla jednej lub wiecej
prébek w raporcie
skonsolidowanym z
powodu
znormalizowanego
pokrycia przy 60% do
79% kategorii GC i/lub
znormalizowanego
pokrycia przy od 20% do
39% kategorii GC, ktére
nie spetniajg specyfikacji
analitycznej

Wynik kontroli jakosci
biblioteki probek
podsumowania to
NIEPOWODZENIE
przypadku jednej lub
kilku prébek, ale nie dla
wszystkich probek w
raporcie
skonsolidowanym z
powodu szacowanego
Zanieczyszczenia
probek, ktére nie
spetniato wymagan
specyfikacji analitycznej

Mozliwa przyczyna

Nadmierne przenoszenie
ELM lub pominiecie
ptukania powodujgce
obcigzenie GC w zakresie
pokrycia

Zanieczyszczona probka
(prébki) lub nie zmieniono
koncowki podczas
przygotowywania probki
lub biblioteki

Zalecane dziatanie

Przed pobraniem nieudanej prébki (prébek) w
nastepnej partii przygotowania biblioteki i
przebiegu nalezy zapoznacd sie z Porady

i technikina stronie 14 i Instrukcja
uzytkowania na stronie 17.

Przed pobraniem nieudanej prébki (probek) w
nastepnej partii przygotowania biblioteki i
przebiegu nalezy zapoznac sie z Porady

i technikina stronie 14 i Instrukcja
uzytkowania na stronie 17. W przypadku
powtarzajgcego sie niepowodzenia
dotyczacego tej samej probki, prébka DNA
moze by¢ zanieczyszczona.
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Rodzaj problemu

Niepowodzenie
kontroli jakosci
biblioteki na
podstawie
zanieczyszczenia
wszystkich prébek

Podsumowanie
wynikéw
ploidalnos¢ ND

Obserwacja

Wynik kontroli jakosci
biblioteki probek
podsumowania jest
zgtaszany jako
NIEPOWODZENIE w
przypadku wszystkich
prébek w raporcie
skonsolidowanym ze
wzgledu na szacowane
zanieczyszczenie
probek, ktére nie
niespetniania wymagan
specyfikacji analitycznej

Podsumowanie wynikéw
ploidalnosci zgtoszonych
jako ND (nieokreslone) w
raporcie
skonsolidowanym

Mozliwa przyczyna

Zanieczyszczony
odczynnik lub nie
zmieniono koncdéwki
podczas rozcienczania
prébki lub
przygotowywania
biblioteki

Pte¢ zostata podana jako
nieznana podczas
tworzenia przebiegu

DRAGEN zgtosit wynik
ploidalnosci ptci inny niz
XX lub XY, taki jak X0 lub
XXY

Zalecane dziatanie

Nalezy zapoznac sie z Porady i technikina
stronie 14, aby unikngé zanieczyszczenia.
Umiesci¢ ponownie w kolejce prébki
niespetniajgce wymagan w nastepnej partii
przygotowania biblioteki i wykonaé przebieg
uzywajac swiezego rozcienczenia probki i
zestawu do przygotowania biblioteki.

Potwierdzi¢, ze ,Podana ploidalnos¢
chromosomu ptci” w raporcie
skonsolidowanym byta ,Nieznana”. Zaleca sig,
aby w danych prébki podaé ptec jako ,meska”
lub ,zenska”, jesli jest znana podczas
tworzenia przebiegu.

Przejrze¢ wynik ,,szacowany wynik
ploidalnosci” za posrednictwem DRAGEN w
raporcie skonsolidowanym.
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Rodzaj problemu
Wynik
podsumowania
ploidalnosci
NIEZGODNY

Obserwacja

Podsumowanie wynikéw
ploidalnosci zgtoszone
jako NIEZGODNE w
raporcie
skonsolidowanym.

Mozliwa przyczyna

Potencjalny problem z
zamiang probki

Zalecane dziatanie

Sprawdzi¢, czy dane prébki wprowadzone
podczas tworzenia przebiegu byty poprawne.
Jesli dane sg nieprawidtowe, nalezy ponownie
umiesci¢ w kolejce analize ze zmianami. Jesli
sg prawidtowe i podejrzewa sie problem z
zamiang probek, zaleca sie ponowne
umieszczenie w kolejce prébki/prébek
oznaczonych jako NIEZGODNE w nastepnym
przebiegu przygotowania biblioteki i
przeprowadzenie przebiegu, aby unikngé
zgtaszania nieprawidtowych wynikdéw.
Oprogramowanie prébki nie wymusza
niespetniania wymagan przez prébke z
wynikiem analizy ploidalno$ci oznaczonym
jako NIEZGODNY.
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Zatgcznik A

Zestaw indeksow S4 1

Identyfikator studzienki
ptytki indeksowej

AO1

BO1

Co1
DO1
EO1

FO1

GO1
HO1
AO2
BO2
C02
D02
EO2
FO2
G02
HO2

Zestaw indeksow S4 2

Identyfikator studzienki
ptytki indeksowej

AO3
BO3
C03
D03
EO3

Nazwa indeksu

UDPO0O037
UDP0O038
UDPO039
UDP0040
UDP0041

UDP0042
UDP0043
UDP0044
UDPO0065
UDP0O066
UDP0O067
UDP0068
UDP0069
UDP0O070
UDPO071

UDPO0072

Nazwa indeksu

UDP0081

UDP0082
UDP0083
uDP0084
UDP0085
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Nukleotydy i7

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

ACACAGGTGG

Nukleotydy i7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC

TGGTACCTAA

Nukleotydy i5

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

TGAGCGTTGT

Nukleotydy i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT

CATGAGTACT
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Identyfikator studzienki

Nazwa indeksu
ptytki indeksowej

FO3 UDP0O086
GO03 uUDP0087
HO3 UDP0088
AO4 UDP0O089
BO4 UDP0O09S0
Cco4 UDP0091
D04 UDP0092
EO4 UDP0093
FO4 UDP0094
G04 UDPO0095
HO4 UDP0O096

Zestaw indeksow S2 1

Identyfikator studzienki

o, . Nazwa indeksu
ptytki indeksowej

AO01 UDP0037
BO1 UDP0O038
COo1 UDPO039
DO1 UDP0040
EO1 UDP0041
FO1 ubP0042

Zestaw indeksow S2 2

Identyfikator studzienki

Nazwa indeksu
ptytki indeksowej

A02 UDPO0065
BO2 UDP0066
C02 UDP0O067
D02 UDP0O068
EO02 UDP0O069
FO2 UDP0O070
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Nukleotydy i7

TTGGAATTCC
CCTCTACATG
GGAGCGTGTA
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG
TCATAGATTG
GTATTCCACC

CCTCCGTCCA

Nukleotydy i7

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA
ACTCGGCAAT

GTCTAATGGC

Nukleotydy i7

TAATGTGTCT
ATACCAACGC
AGGATGTGCT
CACGGAACAA
TGGAGTACTT

GTATTGACGT

Nukleotydy i5

ACGTCAATAC
GATACCTCCT
ATCCGTAAGT
CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT
GATTAAGGTG
ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Nukleotydy i5

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

Nukleotydy i5

GTAAGGCATA
AATTGCTGCG
TTACAATTCC
AACCTAGCAC
TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA
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Zestaw indeksow S2 3

Identyfikator studzienki
ptytki indeksowej

AO3
BO3
C03
D03
EO3
FO3

Zestaw indeksow S2 4

Identyfikator studzienki
ptytki indeksowej

AO4
BO4
Cco4
D04
EO4
FO4

Nazwa indeksu

UDP0081

UDP0082
UDP0O083
UDP0084
UDPO0085
UDP0O086

Nazwa indeksu

UDP0O089
UDP0090
UDP0O091

UDP0092
UDP0093
UDP0094
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Nukleotydy i7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

Nukleotydy i7

GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG

TCATAGATTG

Nukleotydy i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC

Nukleotydy i5

CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT

GATTAAGGTG
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Zatgcznik B

Dodatkowe obliczenia dla opciji 1: ilos¢ wejsciowa DNA 280 ng dla metod kwantyfikacji
szerokiego zakresu Quant i Qubit

Obliczanie granic stezenia dla stezenia podstawowego roztworu DNA od 11,2 do 154,0 ng/pl:
Minimalne stezenie jest oparte na ilosci wejsciowej DNA 280,0 ng / objetosci 25,0 ul = 11,2 ng/ul.
Przy minimalnej objetosci pipetowania wynoszacej 2,0 ul, maksymalne stezenie wynosi 280 ng*1,1
(nadwyzka 10%) / 2,0 pl = 154,0 ng/ul, w catkowitej objetosci wynoszacej 27,5 pl.

Przyktadowe obliczenia przy ilosci wejsciowej DNA 280,0 ng

Przepracowany przykfad stezenia podstawowego roztworu DNA = 95,0 ng/ul:

— Objetos$¢ podstawowego roztworu DNA (ul) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/ul = 3,242 I, zaokragla do
3,24 ul w celu doktadnego pipetowania za pomocg P-10.

— Catkowita objetos¢ rozciefniczonego DNA jest stata i wynosi 27,5 pl.
— Objetos¢ RSB (ul) =27,5 ul - 3,24 pl = 24,26 pl, zaokragla do 24,3 ul dla doktadnego
pipetowania z P-200.
Przepracowany przyktad stezenia podstawowego roztworu DNA = 308,0 ng/ul:
— Objetosc¢ podstawowego roztworu DNA (ul) jest stata na poziomie 2,0 pl
— Calkowita objetosc¢ rozcieniczonego DNA (ul) = 308,0 ng/ul x 2,0 pl/11,2 ng/ul =55,0 pl
— Objeto$¢ RSB (pl) = 55,0 pl - 2,0 pl = 53,0

Dodatkowe obliczenia dla opcji 2: ilos¢ wejsciowa DNA 350 ng dla Accuclear Ultra
High Sensitivity Quantitation Method

Obliczanie granic stezenia dla stezen podstawowego roztworu DNA od 14,0 do 192,5 ng/ul:
Stezenie minimalne opiera sie na wejsciu DNA 350,0 ng / objetosci 25,0 ul = 14,0 ng/ul.

Przy minimalnej objetosci pipetowania wynoszacej 2,0 ul maksymalne stezenie wynosi 350 ng*1,1
(nadwyzka 10%) / 2,0 pl = 192,5 ng/ul.

Przyktadowe obliczenia z iloScig wejsciowg DNA 350 ng

Przepracowany przyktad stezenia podstawowego roztworu DNA = 118,75 ng/ul:

— Objetos¢ podstawowego roztworu DNA (ul) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/ul = 3,242 1, zaokragla
do 3,24 pul, zapewniajgc doktadne pipetowanie za pomocg P-10

— Catkowita objetos$¢ rozcieficzonego DNA jest stata i wynosi 27,5 pl.

— Objeto$¢ RSB (ul) =27,5 pl - 3,24 pl = 24,26 pl, zaokragla do 24,3 ul dla doktadnego
pipetowania z P-200.

Przepracowany przyktad stezenia podstawowego roztworu DNA = 308,0 ng/ul:
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— Objetos¢ podstawowego roztworu DNA (pl) jest stata na poziomie 2,0 ul

— Catkowita objetos¢ rozciefniczonego DNA (pl) = 308,0 ng/ul x 2,0 ul/14,0 ng/ul = 44,0 pl
— Objeto$¢ RSB (ul) = 44,0 pul-2,0 ul = 42,0 l

Historia wersji

Dokument

Nr dokumentu:
200050132,
wer. 00.1

Nr dokumentu:
200050132 wer. 00

Data

Maj
2024r.
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Opis zmiany

Skorygowana objetos¢ wejsciowa dla Accuclear Ultra High
Sensitivity Quantitation Method.

Pierwsze wydanie.
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